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Uvod

Ucéebné texty su uréené pre Studentov so zameranim na prirodné vedy v oblasti biochémie
a molekulove] biolégie, pricom obsahom nadvazuju na predndsky z biochémie, molekulovej
bioldgie alebo biochémie nukleovych kyselin a niektorymi praktickymi dlohami ich dopifajd. Po
obsahovej stranke je potrebné tento text chapat ako pomocny materidl k praktickym
cviceniam. Ich vyznam spociva v tom, Ze Studenti ziskaju doplnkovy Studijny materidl, ktory
vyuziju pri ziskavani zru€nosti so zakladnymi laboratérnymi technikami tvorby, prenosu,
identifikacie, izoldcie a analyzy plazmidovej rekombinantnej DNA a spektralnej analyzy
makromolekulovych systémov, pritom si ¢ast svojich teoretickych vedomosti, ziskanych pocas
prednasok, sami prakticky vyskdsaju na vybranych laboratérnych ulohach. Zaroven sa
obozndmia s mechanizmami a vyznamom jednotlivych ciastkovych krokov v predlozenych
protokoloch, ktoré su vacSinou zamerané na najcastejSie pouzivany objekt klonovania, na
bakterialne bunky Escherichia coli.

Techniky molekulového klonovania sa zdaju byt' relativne jednoduché, ale véacsina
protokolov zahriuje mnozstvo individualnych krokov, ktoré mozZu experimentdtorovi bez
predchadzajucich skisenosti spdsobit nemalé tazkosti, ¢o sa obycajne prejavuje na kvalite a
kvantite vysledného produktu. Je preto velmi déleZité, aby sa kaidy medziprodukt pri
manipuldciach s DNA pri jednotlivych krokoch protokolu kontroloval s definovanym
Standardom.

Z mnozstva literatury, v ktorej sa mbézeme oboznamit s technikami konstrukcie a analyzy
rekombinantnej DNA vyplyva, Ze postupy pouzivané pri tvorbe rekombinantnej DNA v
molekulovom klonovani a sekvenovani nukleovych kyselin sa neustadle modernizuju a dalej
vyvijaju, avsak ich zdkladnd podstata a principy sa nemenia. Mnohé z nich sa prispésobuju
potrebam jednotlivych laboratdrii, si modifikované samotnymi experimentdtormi, pripadne sa
na zaklade praktickych skidsenosti zjednodusuju. Obsah tychto uloh zahriiuje vybrané zakladné
postupy odvodené od zakladnych protokolov povodnej priruc¢ky ,Molecular cloning” od
autorov Sambrooka a Russela [Sambrook a Russell 2001]. Ciasto¢né modifikacie tychto
postupov su doplnené o praktické skusenosti ziskané v nasich biochemickych laboratdériach na
Katedre biochémie Prirodovedecke]j fakulty UPJS v KoSiciach. Jednotlivé navody je potrebné
chapat ako Ciastkové operacie a nie ako popis prace pri rieseni jednotlivych praktickych uloh.

Vybrané techniky rekombinantnej DNA v tychto praktickych ulohach by mali poslizit ako
zdkladnd metodickd orientacia pre zaciato¢nikov. Dufame, Ze precvicenie uvedenych
pracovnych postupov prispeje k vytvoreniu redlnejSej predstavy o metddach pouzivanych
hlavne v molekulovej bioldgii pre vysokoskolskych studentov a vzbudi ich zaujem o hlbsie
Studium metdd génového inZinierstva.

Tento $tudijny material vznikol aj vdaka podpore projektov KEGA - 002UPJS$-4/2015
»lnovdcia obsahu, foriem a metdd praktickych cvi¢eni z anorganickej, organickej a analytickej
chémie a biochémie pre zvysenie uplatnitelnosti absolventov v praxi“ a APVV- 0280-11.

Kolektiv autorov




Obsah

UVod .auueeeenneecnneecnnneecnnees 2
1 Zaklady manipulécie s genetickym materialom .........ccoceeecceicssenccssenscssnnessasesssanes 6
1.1 Bakteridlna KultivVACIa ........cooouiiiiiiiiiiiei e 7
1.1.1 Bakterialna kultivacia v tekutych médidch — rastova krivka ......................... 8
1.1.2  Kultivacia na tuhych agarovych médiach ..........cocooevveniiiniiniiiieiiee, 11
1.2 Izolacia nukleovych KySElin ......cc.eeeiiiieiiieeiieceeeeeeeeee e 13
1.2.1 Zakladné principy izoléacie bakterialne] DNA .........ccoeeeviieeciieeeieeeeeeee 15
1.2.2  Postup izolacie chromozomalnej DNA z buniek Streptococcus bovis ........ 16
1.3 Principy izoldcie RNA molekll..........cccooviieiiiiiiiiiiiieiice e 20
1.4 Fragmentdcia DINA ... ...cooii ittt et 21
1.5 LAGACIA DINA ..ottt ettt 23
1.6. Priprava kompetentnych buniek a transformacia DNA..........c.cccccoeviiiininnennen. 24
1.5 UTONY e 25
1.5.1 Priprava LB média a 0CKOVANIC........c.ceevviieiiiieiiieeieecie e 25
1.5.2 Meranie rychlosti rastu bakteridlnych kultQr ............cccooooeiiiiiiiinie 25
1.5.3 Izolécia plazmidovej DNA pomocou alkalickej IYzy ........ccccccvveeiieniiennennne. 26
1.5.4 Izolécia plazmidovej DNA lyzou indukovanou varom ............cccceeeeenennee. 27
1.5.5 Fragmentdcia DNA .......cooooiiiiiieeee et 28
1.5.6  Priprava kompetentnych buniek a transformacia..........c.ccoceveevcniincnncnnnn. 29
1.5.7 Kultivacia na tuhych meEdiach.........c.cooiriiiiiiiiiiiiiee, 29

2 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR) 31
2.1. Zakladné podmienky pripravy reakéného roztoku PCR ..........cc..coociiininniin, 31
2.2 NAVIN PIIMETOV ..eiiiiiiiiieie ettt ettt siee et esaee e 32
2.3 Popis reakénych krokov pri PCR .......ccoooiiiiiiiii e, 33
2.4 Analyza produktov PCR..........coooiiiiiiie ettt 34
2.5  Praktické vyuzitie PCR........ccciiiiiiiiiiiicie ettt 34
2.5.1 PCR analyza STR oblasti na urenie pribuzenstva..........cceceveeverieneennennne. 34
2.5.2 PCR detekcia l'udského papilomavirusu (HPV) ......cccoooviiiiiiiiiiiiiies 35
206 ULONY .o 37
2.6.1 PCR reakcia inhibovana ligandom............c.cccccveeeviieeiiiieiieeeieecee e 37
2.6.2  Vyuzitie PCR na ur€enie pribuzenstva resp. detekciu HPV ...............c..c..... 37




2.6.3 Elektroforetickd analyza PCR produktov ..........ccccceeviiiniiiiniiieeieeeiee e 39
3 Elektroforetické mMetOdy .....c.cccceeveeessanicssanecssaresssnnesssnssssssssssassssssssssssssssassssssssssases 40
3.1 Faktory ovplyviiujuce elektrick pohyblivost ..........cccceeiiiriieiiiniiiiieeieeee 44
3.2 Naboj koloidnych €astic @ NANOCASLIC. ......ecvieriieriieiieeie et 46
3.3 Papierova eleKtroforéza ..........ccooiiieiiiieiiiecieecceeee e 47
3.4 Elektroforéza na acetylcelulOze..........ooeuvieeiiiieiiiieeiieeeeee e 48
3.5 Elektroforéza v SKkrobovom Ele..........cccivriiiiiiiiiieiieieeiee e 49
3.6 Elektroforéza v agardzovom GEIE ...........cccueviieriieriieiieeiecieeeie et 49
3.7 Polyakrylamidova gélova elektroforéza - PAGE ........c..ccccooiiiiiiniiniiniiicnes 52
3.8 NajcastejSie pouzivané typy PAGE .......c.ccocoiiiiiiiiiccceceeee 54
3.9  Urcenie relativnych molekulovych hmotnosti pomocou SDS
a koncentracnej gradientove] PAGE ........c.ccocoiiiiiiiiiiiiiiiiceccceee e 58
3.10 Teplotna gradientova gélova elektroforéza............coccovieiiiiiiiiiiiniiiiieeeee 61
3.10.1 Stadium konformaénej stability makromolekiil teplotnou
gradientovou gélovou eleKtroforézou..........cooveviieciieniieciieniieecceeeee e 63
3.10.1 Biofyzikalny princip teplotnej a denaturacnej gradientovej gélove;j
ClEKITOTOTEZY ...t 63
3.10.3 Obrazova analyza elektroforetickych zZ4zZnamow ..........cccecevviiiiiiniincnncneens 67
4 Spektralne metody .69
4.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA ..........ccccoeeoiieviiieniieenieeens 69
A1 UI0RA...ouiirriiceiieceiie s 70
4.2 Interakcie nizkomolekulovych ligandov s nukleovymi kyselinami. .................... 71
4.2.1  UV-VISs SPEKrOSKOPIA....cccuiiiiiiieeiiieciie ettt 71
4.2.2  Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi prostrednictvom
UV-ViS SPEKITOSKOPIE ...ttt 72
4.2.3. Ulohy K titranej analyze .............coeveeveeueveeeeeeeeeeeeeseseeseseeeseee s 74
4.2.4. Spektroskopickd analyza denaturacného profilu vybraného proteinu
alebo nukleovej kyseliny pomocou detergencnych Cinidiel............cccoeevveenneenns 75
82,5 ULONY ..ottt 76
4.3, CD SPEKLIOSKOPIA ..c.evieiiieiiieiie ettt ettt ens 77
4.3.3. Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi pomocou CD
SPEKITOSKOPIC ...ttt e e et e e et e e e e e e s beeeenbeeennseeenns 78




B.3.1 ULORY ¢ 80
4.4. Fluorescentnd SpeKtroSKOPIa......ccueiecuirieiiiiiiiiieiiie ettt e 81

4.4.1 Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi prostrednictvom

fluorescencnej SPEeKLroSKOPIC. .....ccviiuieeiieiieiiieiieee et 83

BA.2 ULONY oo ee e 84

5 Vplyv cis a trans platinovych derivatov na $truktiru DNA molekl................. 85
5.2 Urcenie odvijaceho uhla platinovych derivatov...........ccoeeveviieiieniiienienieeeee, 86
5.2.1 UI0RA....ouiirrierieeeeeieee ettt 87

6 Extrakcia histonov z jadier peCene.........ceiiveicsensseinseisseinseisssncssessssnesssssseens 88
6.1  Princip iZOlACIi€ NISTONOV ....c.uviieiiiieiiieciieeeeeeee et e 90
6.2 PraCOVIY POSTUD ..eeuvieeiiieeiiiieeiiieeerteeeriteeeiteestteesteeesaeeessaeeessseeeasseeensseeessseesnsseesnns 91
0.1.1  ULOMY oo 93

7 Pouzita literatira ... 94




1 Zaklady manipulacie s genetickym materialom

VSetky Zivé organizmy su tvorené autondmnymi Zivymi systémami — bunkami,
tvorenymi $irokou $kalou molekul. Stadium biomolekul poskytlo zaklad pre vznik molekulovej
biolégie ako vednej discipliny. Pokroky, ktoré toto odvetvie prinieslo vyustili v 70-tych rokoch
20. storodia do vyvoja novych technik, ktoré umoznili manipulaciu s genetickym materidlom
a inkorporovanie ho do hostitelského organizmu. Novy rekombinantny, alebo tiez zndmy ako
geneticky modifikovany organizmus (GMO), ziskava nové vlastnosti na zdklade poZiadaviek
experimentatorov. Vyuzivanie tychto technik vyustilo do vzniku nového samostatného

vedného odboru oznacovaného ako génové inZinierstvo.

Génové inZinierstvo je subor metodologickych postupov veducich ku vzniku
rekombinantného organizmu, ktoré v zakladoch vyuZivaju metddy Specifického Stiepenia DNA
molekul v miestach, kde bude vloZeny cudzorody fragment DNA. K tomuto Ucelu sa casto
vyuzivaju vektorové plazmidové formy DNA molekul. Takto pripravena DNA sa nazyva
rekombinantna DNA. V pripade ak je rekombinantnd DNA pouZitd na transformdciu do
hostitel'skej bunky a v pripade proliferacie tychto rekombinantnych organizmov z jednej bunky,
hovorime o klonovani DNA. Inou mozZnostou amplifikacie kratsich isekov DNA (0.1 - 5kb) je

mozna pomocou metddy nazyvanej polymerazova retazova reakcia (PCR).

Obr. 1. Zakladny princip pripravy rekombinantnych plazmidov.




Klonovaci vektor je zvyéajne dvojvlaknova molekula DNA, ktord sa mozZe reprodukovat
v hostitelskych bunkdch a vklada sa do nej rekombinantnd DNA. NajbeZnejSie sa ako vektor
vyuzivaju plazmidy [Viglasky a kol. 2000, Sambrook a Russell 2001]. Bakteridlne plazmidy su
malé kruhové dvojvlaknové molekuly DNA, ktorych prirodzenou funkciou je poskytovat bunke
napr. rezistenciu na antibiotika a prezitie v nevhodnom prostredi. Sekvencia mnohych
plazmidov beZne pouZivanych ako vektorové molekuly je zndma, preto je mozné pre dalSiu
manipuldciu vyuzivat restrikéné endonukleazy, ktoré si povazované za Specifické ,noznice”
v molekulovej biolégii. V bakteridlnej bunke sa vyskytuju jednotlivo alebo v mnohych képiach
aich replikacia je nezavisla od replikacie bakteridalneho chromozému. Plazmidy su ovela
mensie ako chromozomadélna DNA, apreto sa daju pomerne jednoducho separovat od

chromozomalnej DNA [Rothman 2014].

1.1 Bakterialna kultivacia

Bakteridlne kultury méZeme pripravit kultivaciou v tekutych médiach alebo na tuhych
platniach. Kultivacné média pripravujeme rozpustenim jednotlivych zloZiek alebo zmesi
v pozadovane] koncentracii vo vode. Nasledne je médium sterilizované v autoklave po dobu
15-20 minut. Po ochladeni st do roztoku pridané baktérie z tzv. inokula. Inokulum je suspenzia
baktérii alebo virusov v médiu, ktord sluzi ako zasobny roztok na prenos na Zivnu pddu.
Obvykle je do nich priddvany glycerol zabranujuci popraskaniu bunkovych stien, vdaka comu
moézu byt tieto kultiry uchovavané pri nizkych teplotach od -20 az -190 °C po dobu aj
niekolkych rokov. Naj¢astejSie sa na Standardné experimenty pouZivaju v nasich laboratdriach

bakteridlne kmene E. coli Top 10 a Dh5a.

Luria-Bertani médium (tzv. LB médium) je nutricne bohaté médium, ktoré je primarne
pouzivané pre rast baktérii. Ako Standard sa pouZziva pre kultivaciu E. coli od 50-tych rokov 20-
tého storocia. Tieto médid su Siroko pouzivané v molekulovej bioldgii pri priprave plazmidovej
DNA a rekombinantnych proteinov. Existuje niekolko bezne pouZivanych zmesi LB, ktoré maju
vo vSeobecnosti podobnu kompoziciu zloZiek pouZivanych na podporu rastu buniek. Vsetky
zmesi musia obsahovat: peptidy a kazeinové peptdny, vitaminy (vratane vitaminov B), stopové

prvky a minerdly (dusik, sira, horcik). Peptidy a peptdny (tryptény) su vacsinou produkované z




kazeinového hydrolyzatu, vitaminy a niektoré stopové prvky sa nachadzaju v extraktoch
z kvasiniek. Pre mnohé bakteridlne kultdry je nevyhnutné pridavat do kultivaénych médii aj
iony sodika, pripadne iné soli, ktoré si nevyhnutné pre transport a osmoticki rovnovahu.
Komeréne doddvany bacto-tryptén obsahuje aj esencidlne aminokyseliny, ktoré su
nevyhnutné pre rast baktérii, kym bacto-yeast (kvasinkovy) extrakt sa pouZiva na zabezpecenie

pritomnosti velkého mnozstva organickych zliéenin napomahajucich bakteridlnemu rastu.

Tekuté média sa mozu pripravit a uchovavat aj niekolkonasobne skoncentrované. Pred
pouzitim je potrebné ich rozriedit v sterilnej destilovanej vode. Uzavreté a sterilné média sa
mozu skladovat v chladnicke dlhodobo, kratSie pri laboratdrnej teplote. Po naockovani
bakteridlnej kultdry sa médida inkubuju obycajne pri fyziologickej teplote 37°C aich
prevzdusnovanie je zabezpedené intenzivnym miesanim. Objem kultivacnej nadoby by mal byt

aspon Styrikrat vacsi ako je objem samotného média.

Mikrobiologické laboratdrne techniky, ktoré su nevyhnutné pri molekulovom klonovani su
v svojej podstate jednoduché a pri dodrziavani zakladnych zasad préce so sterilnymi materialmi
sa dosahuju reprodukovatelné vysledky. Bakteridlne bunky je moiné kultivovat v tekutych

alebo na tuhych rastovych médiach.

1.1.1 Bakterialna kultivacia v tekutych médiach - rastova krivka

Rychlost rastu bakteridlnej kultiry vseobecne zavisi od niekolkych faktorov: zloZenie
kultivacného média, genotyp bakteridlneho kmena, teplota kultivacie a stupen
prevzdusniovania kultivacného média. Pocas statickej kultivacie hustota bakteridalnych buniek
stupa dovtedy, kym koncentracia buniek nedosiahne urcity stupen nasytenia. Pri nasyteni
dochadza k zniZeniu rychlosti delenia bakteridlnych buniek, pri ktorom ale eSte stale
nedochddza k strate vitality. Pri statickej kultivacii rastu baktérie v prostredi, ktorého vlastnosti
a zloZenie sa menia v zavislosti na biologickej ¢innosti bakteridlnych buniek, pricom mnoZenie
buniek nema trvalo vzostupnu tendenciu ale prebieha v charakteristickych fazach vzostupu
a poklesu, tzv. rastova krivka (Obr. 2). VSetky bunky a ich metabolické produkty, zostavaju
pocas celej doby kultivacie v izolovanom prostredi, preto je tento systém povaZovany za
uzavrety. Faktory limitujuice rast su tu podmienené predovsetkym zmenami prostredia
indukovany samotnymi baktériami. Rast baktérii sposobuje predovsetkym vycerpanie Zivin a

hromadenie odpadnych produktov. Rychlost rastu tekutej bakteridlnej kulttry je najvhodnejsie




sledovat  odoberanim alikvotného mnoZstva kultdry v pravidelnych intervaloch pocas
kultivacie a meranim jeho optickej hustoty (optical density, ODegqo) pri vinovej dizke 600 nm,
pre presné merania sa vSak vyZaduje stanovenie poctov vitdlnych buniek odpovedajucich
nameranej hodnote ODgyp. MnoZstvo buniek v bakteridlnej kultdre sa stanovuje vysiatim
presného objemu vzorky ziskanej desatinnym riedenim povodnej bakteridlnej kultdry na

agarové platne.

Obr. 2. Rastovad krivka baktérii v kultivachom médiu: fdza prisp6sobovania sa je sucastou tzv.
lag fazy, fdza exponencidlneho rastu, fdza staciondrna a spomaleného rastu a fdza
odumierania buniek alebo neskord staciondrna fdza, kde dochddza k poklesu tzn. odumieraniu.
Logaritmus poctu buniek na mL kultivacného média mdéZe byt' nahradeny tzv. optickou

hustotou bakteridlnej kulttry (OD).

Pocet bakteridlnych buniek na mL pévodného kultivacného média sa potom stanovi na
zdklade mnoiZstva jednotlivych bakteridlnych koldénii ziskanych pri najnizSom riedeni.
Monitorovanim rastu bakteridlnych buniek pomocou ODgy, mbZeme ziskat rastovl krivku,
ktora nam poskytuje udaje o fyziologickom stave daného bakteridlneho kmena v zavislosti na
Case. Ziskané Udaje su vyuzitelné napriklad pri priprave kompetentnych buniek, pri stanoveni
produkcie biologicky aktivnych latok, enzymov, sekundarnych metabolitov a pri sledovani
bakteriostatického alebo bakteriocidného ucinku réznych latok. Prevzdusfiovanie bakteridlnej
kultdry pocas rastu v kultivacnej nddobe najlepsSie zabezpeclime intenzivnym pretrepavanim
kultivacného média, pricom objem kultivacnej nddoby by mal byt' minimalne Styrikrat vacsi
ako je objem média. Kultivatné média sa pripravuju navazenim jednotlivych zloZiek LB média v
praskovej forme. Po rozpusteni vSetkych komponentov vo vode a Uprave hodnoty pH
(obycajne na pH 8) sa médium sterilizuje pri teplote 115 az 120°C v sterilizaénom autoklave

alebo tlakovej nadobe pocas 15-20 minut. Médium mozZe obsahovat okrem zadkladnych




komponentov aj zlozky nevyhnutné pre propagaciu genotypovych vlastnosti kultivovaného
bakteridlneho kmena (napr. antibiotikd). Niektoré komponenty je vhodné sterilizovat
samostatne (filtraciou alebo autoklavovanim), do kultivacného média sa pridavaju aZ po jeho
ochladeni na 45-50°C (napr. glukdza, sachardza, antibiotika, MgCl,, CaCl,), pripadne priamo
pred naockovanim bakteridlneho kmena (tzv. inokuldciou). Sklenené kultivacné nadoby,
pipety, skimavky, Petriho misky a odmerné valce sa obycajne sterilizuji hordcim vzduchom

zabalene do hlinikovej félie aj 2 hod. pri 180 °C.

Obr. 3. Postup pri nandsani baktérii pomocou bakteriologickej klucky. Po kaZdom roztere sa
vysterilizuje bakteriologickd kfucka plameriom. Opakovanym rozterom a ndslednou sterilizdciou
bakteriologickej klucky sa dosiahne vyriedenie baktérii aZ na jednotlivé bunky, ktoré su

zdkladom rastu jednotlivych koldnii [Viglasky a kol. 2000].

V stcasnosti sa vo vacsSine laboratérii pouzivaju pipety, skimavky a Petriho misky z plastov,
ktoré sa doddvaju sterilné priamo od vyrobcu a su urc¢ené na jedno pouZitie. Tekuté média sa
mozZu pripravit Cerstvé alebo zo zdsobnych roztokov, ktoré su 5-krat koncentrované. Takéto
roztoky pred pouzitim len rozriedime v primeranom objeme sterilnou destilovanou vodou.
Uzavreté sterilné média mozno dlhodobo skladovat v chladnicke alebo kratSiu dobu (do 30 dni)
aj pri laboratérnej teplote. Po inokuldcii rastového média, vytemperovaného na laboratérnu
teplotu, bakteridlne bunkové kmene kultivujeme v termostate bez trepania alebo vo vodnej,
pripadne v teplovzdusnej trepacke pri 37°C s regulovanou intenzitou trepania. Na inokuldciu sa
obycajne pouZiva nocna bakteridlna kultira v objeme 1-5 mL z pripravovanej bakteridlnej
kultdry alebo jedna koldnia (single colony) z agarovej platne, ktora sa odoberie so sterilnou
bakteriologickou kluCkou. Samostatnu bakteridlnu koldniu si pripravime viacndasobnym
rozterom vzorky na agarovej platni (Obr. 3.) a naslednou kultivaciou v termostate. Pre
dosiahnutie dobrych kultivaénych vysledkov sa doporucuje pripravovat cerstvé tekuté rastové

média.
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Bakteridlne bunky uréené na izoldciu DNA ziskavame z tekutého média centrifugaciou
bezprostredne po skonceni kultivacie. Bakteridlne pelety moéieme okamiite vyuzit na

pozadované Gcely alebo ich uchovavat v zmrazenom stave az do dalSieho spracovania.

1.1.2  Kultivacia na tuhych agarovych médiach

Tuhé pdédy vhodné na kultivaciu v bakteriologickych Petrino miskach obsahuju okrem
zakladnych komponentov aj 15 g bacto-agaru na liter média, na pripravu vrchnej agarovej pody
(tzv. soft agar) sa pouZiva len 7 g/L. Podla potreby je mozné do spodného alebo vrchného
agaru pridavat okrem antibiotik aj substraty vhodné na stanovenie expresie rekombinantnej
DNA vo forme enzymovej aktivity v jednotlivych bakteridalnych klonoch (napr. nerozpustny
Skrob, celulézu alebo xylan) alebo iné substraty vhodné na primarnu selekciu. Jednotlivé
komponenty, navazené na pripravovany objem média sa rozpustaju vo vode. Hodnota pH je
obycajne upravena na hodnotu 7,5 hydroxidom sodnym. Tento roztok sa sterilizuje v autoklave
alebo inej tlakovej nddobe. Po sterilizacii a ochladeni na 55°C a po pridani termolabilnych
komponentov (napr. antibiotik) sa agarova poda vylieva priamo z flase do sterilnych misiek v
mnozstve asi 25-30 mL na misku s priemerom 85 mm, kde sa nechd vychladndt do stuhnutia
agaru. Agarové platne bez antibiotik moZno pred pouzitim uchovavat hore dnom pri
laboratdrnej teplote 1-3 dni, aby sa odstranila vlihkost z povrchu platne. DIhodobo je ich mozno
uskladriovat v obratenej polohe v plastovej folii pri teplote 4 °C v chladnicke (antibiotické
platne by sa nemali uskladiiovat' v chladni¢ke dlhsie ako tyZderi). Cerstvo pripravené agarové
platne alebo platne z chladnicky by sa mali pred pouZitim Ciastone presusit a zohriat v
termostate na kultivaénu teplotu. TaktieZ ich je moZné dodatolne vysterilizovat vystavenim na
UV svetle po dobu najmenej 30 minut. Pozor na presusenie! Petriho misky s agarovymi pédami
sa po naockovani prislusného bakteridlneho kmena pomocou sterilnej bakteriologicke] klucky
kultivuju v obratenej polohe, hore dnom, pri 37 °C v teplovzdusnom termostate. Spodna strana
kultivacnych misiek by mala byt' vidy oznacend udajom obsahujicom informdciu o druhu

média, koncentracie antibiotika, ndazov bakterialneho kmena a datum zaciatku kultivacie.

Individualne bakteridlne koldnie sa ockuju pomocou rozteru na vacsiu plochu platne. Tento
postup sa pouziva vtedy, ked nie je mozné zabezpecit kultivaciu v tekutych médiach alebo pri
vyhladdvani pozitivnych klonov po prenose ztzv. "master plate". Vtakomto pripade sa
bakteridlne bunky zmyvaji malym mnozZstvom sterilného fyziologického roztoku asu

zakoncentrované centrifugaciou.
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ZloZenie a priprava kultivacného LB média podla Luria-Bertaniho pre kultivaciu E. coli: V 1 litri
destilovanej vody sa rozpusti: 10 g bacto-trypton (peptdn) , 5g kvasinkového extraktu, 10 g
NaCl a 15 g agaru pri priprave tuhych po6d. Hodnota pH je upravena hydroxidom sodnym na

7,5.

Agarové pddy bez antibiotik mozno tiez pripravovat do zasoby. V sterilne uzavretych flasiach
je ich mozné dlhodobo skladovat pri laboratdrnej teplote alebo v chladnic¢ke. Pred pouzitim ich
rozvarime pri teplote 100 °C vo vodnom kupeli alebo v mikrovinnej rdre a po ochladeni na
primeranu teplotu a pridani termolabilnych sterilnych zloZiek ich vylievame do sterilnych
kultivacnych misiek. Podobnym sposobom sa pripravuju tekuté a tuhé agarové pody aj na
kultivaciu inych mikroorganizmov. Skladba jednotlivych komponentov obycajne suvisi s

rastovymi poziadavkami daného bakteridlneho druhu.

Roztoky antibiotik pripravujeme ako zdsobné sterilné roztoky, ktoré sa uchovavaju zmrazené
minimalne pri -20°C a na pracovnu koncentraciu sa narieduju tesne pred pridanim do
kultivacného média. Ampicilin sa pouziva vo forme sodnej soli rozpustenej vo vode, zadsobny
roztok sa pripravuje v koncentracii 25 mg/mL, koncentracia v kultivathnom médiu je v rozsahu
50-100 ug/mL. Chloramfenikol je rozpustny v 100 % etanole, zasobny roztok sa pripravuje v
koncentracii 35 mg/mL, koncentracia v kultivathom médiu je v rozsahu 10-25 pg/mL.
Kanamycin sulfat je rozpustny vo vode, zasobny roztok sa pripravuje v koncentracii 25 mg/mL,
jeho koncentracia v kultivaéhom médiu je obycajne 50 pg/mL kultivacného média. Tetracyklin
hydrochlorid je rozpustny v zmesi etanol-voda (1:1), zdsobny roztok sa pripravuje v
koncentracii 12,5 mg/mL, kvoli citlivosti na svetlo sa uchovava v tme, pracovna koncentracia je
obycajne v rozsahu hodnét 12,5-15 pg/mL kultivaéného média. Tetracyklinové agarové platne

je potrebné uchovévat' v tme pri teplote 4°C.
Uchovavanie a uskladriovanie bakterialnych kultur

Bakteridlne kolénie mdZeme na agarovych platniach uchovévat aj niekolko tyZzdrov v
chladnicke, platne vsak musia byt' v obratenej polohe kvoéli kondenzacii vody a zabezpecené
pred vysychanim. Po dobu jedného aZ dvoch tyzdiiov mézeme v chladni¢ke uchovavat aj
tekuté bakteridlne kultiry s Ciasto¢nou stratou vitality. Pre dlhSie skladovanie bakteridlnych
kmenov sa pripravuju aj agarové vpichové konzervy, ktoré sa udrzuju v tme pri laboratérnej
teplote alebo v chladnicke. Glycerinové konzervy bakteridlnych kultdr, ktoré uchovavame pri

teplote -20 az -70°C, mozno skladovat' aj po dobu niekolkych rokov.
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1.2 lzolacia nukleovych kyselin

Izolacia nukleovych kyselin patri medzi najpouzivanejSie postupy v biochemickom
a molekuldrno-biologickom vyskume. S rozvojom génového inZinierstva sa tieto postupy
podrobnejsie rozpracovali so Specifickym zameranim na jednotlivé druhy nukleovych kyselin.
Nukleové kyseliny sa v Zivych organizmoch nevyskytuju volne, vynimku tvoria ¢iastocne tRNA,

ale vo forme komplexov s bielkovinami, ktoré su casto velmi stabilné.

Zakladnym problémom pri izolacii nukleovych kyselin je odstrdnenie proteinov a
polysacharidov takym spdsobom, aby sa neporusSila primdrna a sekundarna Struktura
nukleovych kyselin, avSak prakticky neexistuje idedlny postup na riesenie tohto problému.
Preto sa vypracovali viaceré izolacné postupy, ktoré su vhodné pre urcité typy nukleovych
kyselin ako su tRNA, mRNA, microRNA, snRNA, chromozomalna DNA, plazmidovd DNA,
mtDNA. Pri izolacii nukleovych kyselin je v prvom rade potrebné uvolnit cytoplazmaticky
bunkovy obsah Setrnym rozrusenim bunkovej steny zloZenej prevaine z polysacharidov a
cytoplazmatickej membrany tvorenej fosfolipidmi a bielkovinami. V principe je moZné navodit
degradaciu bunkovej steny posobenim réznych fyzikalno-chemickych a enzymatickych metdd.
Fyzikdlnymi metddami su napriklad mechanické drvenie a trenie buniek, opakované
zmrazovanie a rozmrazovanie buniek. Ultrasonografia nie je najvhodnejSia pri izolaciach
nukleovych kyselin, pretoze mozZe indukovat zostrih linedrnej DNA na kratsie fragmenty.
Chemickl degradaciu bunkovej steny je mozné dosiahnut aj pomocou detergentov ako su
dodecylsiran sodny (SDS), Triton X-100 alebo pomocou organickych rozpustadiel, ktoré
solubilizujd  molekuly lipidového charakteru ako je napriklad fenol, chloroform,
izopropylalkohol. Integrita bunkovej steny je citlivd aj na prilis kyslé alebo bazické prostredie,
avsak nukleové kyseliny nepodliehaju hydrolyze v alkalickom prostredi, preto je vhodnejsie
pouzivat alkalické podmienky. Taktiez velmi vysoké a nizke idnové sily ovplyviiuju integritu
bunkovych membran. U&inok degraddcie membran sa zvy3uje enzymatickym poésobenim
Specifickych enzymov. NajpouzivanejSie enzymy su napriklad pri baktériach lyzozym, a pri
kvasinkach je to napriklad komplex enzymov z hepatopankreasu slimdka zdhradného a u
rastlin si to rozne celuldzy rozrusujuce polysacharidovu stenu. Za urcitych podmienok je
mozne bunkovy obsah uvolnit pdsobenim SDS, ¢i fenolu. Tento spdsob je dostacujuci hlavne
pre bunkové systémy, ktorym chyba polysacharidova zlozka bunkovej steny napr. pri

gramnegativnych baktéridch. Po rozruseni bunkovej steny vzniknuté protoplasty samovolne
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praskaju pokial nie s osmoticky stabilizované. Zvysky bunkovych stien a vacSie agregdty
molekul a subceluldrnych ¢éastic je mozné oddelit centrifugaciou. Najvacsie problémy vznikaju
pri oddelovani biopolymérov, hlavne RNA a bielkovin, ktoré mézu byt' s DNA viazané velkym
poctom slabych vazieb. Uvolnenie DNA z takychto agregatov ulahcuje napriklad zvysenie
idnovej sily roztoku a rézne detergenty spomenuté vyssie. Odstranenie bielkovin sa vykonava
pouzitim deproteiniza¢nych Cinidiel, ktoré denaturuji a zrazaju bielkoviny, napriklad fenol,
chloroform, izoamylalkohol. Iny spO6sob odstrafiovania proteinov spociva vo vyuZiti
enzymatickej aktivity neSpecifickych protedz, napr. pronaza a proteindza K. Vysledkom
Stiepneho produktu bielkovin su nizkomolekulové podjednotky. Rychla denaturdcia bielkovin
napomaha aj k odstraneniu ich neziaducich nukledzovych aktivit. RNA moéze byt' taktiez
odstranovana pomocou nespecifickych RNdz, napr. RNdza A. Denaturované prezrdzané
agregaty sa opat' zvycajne odstranuju centrifugdciou. Nizkomolekulové komponenty su
rozpustné v etanole na rozdiel od DNA. Hlavnou prekazkou pri izolacii nukleovych kyselin je
pomerne vysoka aktivita nukledz v bunkach. V neporusenej bunke je vacSina nukledz
lokalizovana v lyzozémoch, avsak pri homogenizacii pri rozruSeni bunkovych Struktir sa
nukleazy uvolfiuji do roztoku. V priebehu celého izolaéného postupu je preto potrebné
udrziavat také podmienky, aby nedochadzalo k degradéacii DNA pritomnymi DNazami. RNazy
patria medzi termostabilné enzymy a sucasne maju aj Siroké pH optimum. Potlacenie ich
aktivity je niekedy problematické ato hlavne pri izolacii RNA molekul. Medzi inhibitory
nukledz, ktoré sa Casto pouzivaju pri RNA izolacnych technikach patria hlavne [Sambrook a

Russell 2001]:
bentonit - G¢inny inhibitor ribonukledz z réznych zdrojov, pouZiva v koncentracii asi 10 mg/ml.

dietylpyrokarbonat - (DEPC, C2HS-O-CO-0O-CO-C2HS ) je ucinnym inhibitorom ribonukleaz.
Jeho Ucinok sa zakladd na modifikacii aktivneho centra enzymu. V niektorych pripadoch ho
vSak nemozno pouzit, pretoze modifikuje aj samotné nukleové kyseliny. Pri praci s DEPC sa

musia dodfZat bezpecnostné predpisy, pretoze latka je znacne toxicka a karcinogénna.

heparin - znizuje aktivitu ribonukledz v koncentracii 50 pg/mL pri teplote 37°C s95 %
uéinnostou. PouZiva sa zriedkavo, vzhladom aj na relativne vysoku cenu. Jeho odstranenie z
roztoku nukleovych kyselin je problematické, a preto takto izolované nukleové kyseliny

nemozno pouzit napriklad pri restrikénej analyze.

prirodzené inhibitory nukleaz - patria medzi glykoproteiny a inhibuju neSpecificky. Vzhladom

na vysoku cenu je vSak ich pouzitie obmedzené.
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polyamidy - napriklad spermidin a putrescin inhibuju ribonukledzovi a deoxyribonukleazovu

aktivitu.

anionové detergenty - napriklad SDS, inhibuju ribonukledzovu a deoxyribonukledzovu aktivitu
a sUcasne zapricinuju disociaciu nukleoproteinového komplexu. Vzhladom k nizkej cene kvoli

vyraznému ucinku sa pouzivaju vel'mi ¢asto.

komplexotvorné chelatacné cinidla: napriklad citrat sédny, EDTA (etylén-diamino-tetra-
octova sol kyseliny octovej), 8-hydroxychinolin. Vacsina deoxyribonukledz potrebuje pri
katalytickom $tiepeni nukleovych kyselin pritomnost' dvojmocnych katiénov (Mg*, Mn*"),

preto je mozné ich aktivitu vyrazne eliminovat pridavkom komplexotvornych cinidiel.

Pri izolaénych technikdch je potrebné dbat aj na moZnost mechanického poskodenia
vysokomolekulovych nukleovych kyselin. Vznik kratkych fragmentov nukleovych kyselin je
mozné odstranit obmedzenim prudkého pretrepavania a miesania roztokov nukleovych kyselin
a tiez obmedzenim pouzivania pipiet s prili$ Uzkymi Spickami. Izolacia DNA z bunkovych organel
si vyzaduje podobné postupy ako pri izolacii bunkovej DNA, pricom sa najprv vyizoluju
prislusné organely, oby¢ajne pomocou centrifugacie v koncentra¢nych gradientoch roéznych

latok napriklad sachardzy alebo Ficollu.

1.2.1 Zakladné principy izolacie bakterialnej DNA

Pri izolacii bakteridlnych DNA sa najCastejSie pouziva metdda [3]. Pri tomto postupe sa
bakteridalne bunky opracuju lyzozymom pri teplote 37°C v pritomnosti EDTA a 25 % roztoku
sachardzy, priCom vznikaju sféroplasty, ktoré maju Ciastoéne zachovanu bunkovu stenu. Na
uvolnenie cytoplazmatického obsahu je vyhodné pouZit neidnové detergenty (Triton X-100,
Tween-20), ktoré nesp6sobuju chromozomadlne zlomy. Lyza buniek sa prejavi vzrastom
viskozity lyzaéného roztoku, pretoze sa do roztoku uvolnia dlhé vlaknité molekuly, vratane
nukleovych kyselin. Chromozomalnu DNA je moziné izolovat priamo z primarneho lyzatu,
pricom opakovanou extrakciou dosiahneme odstranenie kontaminujucich bielkovin. K lyzatu
priddme rovnaky objem zmesi chloroform-izoamylalkohol (24:1), mieSame asi 20 minut
avodnu fazu oddelime centrifugaciou. Vrchnd vodna fdza obsahuje prevaine nukleové
kyseliny, potom nasleduje biela medzifaza, ktora obsahuje bielkoviny a na spodku je zmes

organickych rozpustadiel. Pokial bol pridany aj 8-hydroxychinolin spodna faza je Zlta. Extrakcia
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s organickymi rozpustadlami sa opakuje dovtedy, kym sa na rozhrani prestane vytvarat
viditelna zrazenina proteinov. Nukleové kyseliny ziskame z vrchnej vodnej frakcie zrazanim
etanolom. Kontaminujicu RNA mozno z vodnej fazy odstranit inkubdaciou s ribonukledzou

pozbavenej rezidualnej DN4zovej aktivity.

Druhou metddou, ktord sa ¢asto pouziva, je Kirbyho metdda, pri ktorej sa na deproteinizaciu
pouziva fenol. Fenol je ucinnejsie deproteinizacné Cinidlo ako chloroform a denaturované
proteiny su Ciasto€ne rozpustné vo fenolovej faze. Fenol inhibuje aj potencidlne nukledzy. K
fenolu sa najcastejSie pridava 0,1 % 8-hydroxychinolin, ktory zabranuje jeho oxidacii so
vzdusnym kyslikom a sucasne je aj komplexotvornym cinidlom. Jeho ZIté sfarbenie napomaha
[ahsie rozoznat fenolovu frakciu od bezfarebnej vodnej frakcie. Extrakciu s fenolom je vhodné
kombinovat s extrakciou so zmesou fenol:chloroform v pomere 1:1. Z vodnej fazy sa nukleové
kyseliny zvyéajne vyzrazaji dvoma objemami vychladeného etanolu. Fenol, ktory sa
neodstranil pri poslednej chloroformovej extrakcii sa odstrani po rozpusteni nukleovej kyseliny

vo vode alebo TE timivom roztoku extrakciou éterom alebo dialyzou.

1.2.2 Postup izolacie chromozomalnej DNA z buniek
Streptococcus bovis

Bakteridlne bunky S. bovis ziskané zo 100 mL LB média z no¢nej kultury centrifugaciou 10
min pri 6000 otackach za min. pri 4 °C sa premyju v premyvacom roztoku (10 mmol.L™ Tris, 10
mmol.L EDTA, 0,9 % NaCl) a opatovne rozsuspenduju v 2,5 mL roztoku TES (50 mmol.L™ Tris,

5 mmol.L"! EDTA, 10 % sacharéza) a inkubujd 10 mintt v ladovom kupeli

Do bakterialnej suspenzie sa prida 0,5 mL lyzaéného roztoku (20 mg lyzozymu/mL roztoku
TE, pH 8,0) a inkubuje 45 minut pri teplote 37 °C v termostate. Potom sa pridda 1 mL, 0.5 mol.L’
! EDTA pH 8,0 (chelataéné &inidlo na vychytanie volnych dvojmocnych katiénov potrebnych
pre aktivaciu nukleaz) a inkubujeme 5 minut pri 37°C, na zaver pridame 3 mL 3,3 %-ného SDS a

pokracujeme v lyzovani buniek pri 37°C dalSie 2 hod.

Bunkovy lyzat sa extrahuje rovnakym objemom fenolu a nasledne sa dvakrat extrahuje
so zmesou chloroform-fenol (1:1). Na zaver su vodné frakcie extrahované s chloroformom, aby

sa odstranili zvysky fenolu.

K vodnej frakcii sa pridda 1/10 objemu 2,5 mmol.L™ octanu sodného, pH 6,0.

Jednomocné katiény podporuju zrazanie DNA, ak roztok DNA obsahuje dostatok
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jednomocnych katiénov z procesu pripravy, octan sodny nie je potrebné pridavat. Roztok
opatrne jemne premieSavame a priddme dvojnasobny objem vychladeného etanolu, najlepsie
po stene skumavky. Vyzrazand, vlaknita chromozomdlna DNA sa namota na sklend tycinku a
premyje v70 % etanole. DNA sa vysusi na vzduchu alebo v exikdtore pri znizenom tlaku

vzduchu a rozpusti v 2 mL sterilného roztoku TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).
Postup izolacie chromozomalnej DNA z buniek E. coli

Izolacia DNA z E. coli sa vSeobecne vyznacuje miernejsimi podmienkami pri lyze buniek,
¢o priamo suvisi so zloZzenim bunkovej steny gramnegativnych baktérii. Bunkova stena
grampozitivnych baktérii obsahuje 50 - 80 % peptidoglykanov, ktoré su kovalentne viazané s
polysacharidmi a teichoovymi kyselinami ¢o spbsobuje ich zvy$end odolnost voci chemickému
a fyzikdlnemu poskodeniu. Naproti tomu bunkova stena gramnegativnych baktérii obsahuje
len 1-10 % peptidoglykdnov. Celkovy postup pre izoldciu chromozomalnej DNA
z gramnegativnych bakteridlnych buniek (G-) je principidlne podobny ako pri izolacii z
grampozitivnych buniek (G+). Rozdielne su vacsinou len podmienky lyzy bakteridlnych buniek,

pricom existuju viaceré modifikdcie upravené pre jednotlivé bakterialne kmene.

K bakterialnej suspenzii buniek E. coli sa prida 0,5 mL lyza¢ného roztoku (5 mg lyzozymu/ml
roztoku TE, pH 8,0) a inkubujeme 20 minut pri laboratdrnej teplote. Potom sa prida 1 ml 0,5
mol.L™ EDTA pH 8,0 a inkubujeme dal$ich 5 mindt pri laboratdrnej teplote, na zaver pridame 3

ml 3,3 % SDS a pokracujeme v lyze pri 0 °C dalSie 2 hod v ladovom kdpeli.

Pri  extrakcii, zrdzani DNA a naslednom spracovani postupujeme rovnako ako

v predchadzajucom postupe.
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Izolacia plazmidovej DNA

Metddy izolacie plazmidovej DNA vychadzaju z vlastnosti kruhovej uzavretej DNA (cccDNA -
covalent closed circular DNA). CccDNA molekuly, ktoré neobsahuju Ziadne prerusenia, tzv.
zlomy (nicks), sa v roztoku ¢asto nachadzaju v super-Spiralizovanej (superhelical) forme, ktora
sa vyznacuje Specifickymi vlastnostami odlisnymi od linearnych alebo nickovanych foriem
cccDNA. Ak v plazmidovej DNA existuje superhelikdlne torzné napatie (superhelikdlne vinutie)
hovorime o scDNA forme (supercoil), v pripade, Ze je jedno vldkno prerusené alebo
v Struktdre molekuly DNA nie je indukované superhelikdlne napétie, hovorime o forme
otvorenej ocDNA (open circular). Plazmidové DNA, ¢i uz v oc alebo sc forme, predstavuju len
zlomok z celkovej molekulovej hmotnosti chromozomdlnej DNA. Superhelikdlna Struktira je
kompaktnejsia a odolnejsia voci tzv. striznym sildm, tieto molekuly maju odlisné sedimentacné
vlastnosti a viazu menej interkala¢nych Cinidiel (napr. etidium-bromid) nez relaxované formy.
Tato posledna vlastnost sa ¢asto vyuziva aj pri Cisteni plazmidovej DNA pomocou centrifugacie
v hustotnom gradiente chloridu cézneho. Molekuly cccDNA po denaturacii velmi rychlo
reasociuju (renaturuju) na rozdiel od linearizovanych foriem, pretoZe jednotlivé vldkna cccDNA
sa neoddelia na velku vzdialenost. Prave tieto Specifické vlastnosti superhelikalnych molekul
vyuzivaju niektoré izolacné postupy, napr. lyza varom (boiling lysis). Pri alkalickej lyze sa
vyuzZiva to, Ze linedarne formy DNA pri pH 12-12,5 denaturuju na rozdiel od sc formy
plazmidovej DNA. Po neutralizacii prostredia na pH 7,0, napr. pridanim octanu draselného,
dochéadza k tvorbe agregatov DNA, ktoré je mozné oddelit filtraciou alebo centrifugéciou,
pricom v supernatante zostava len sc forma plazmidov a RNA. Znacnu cast vektorov,
pouzivanych na prenos cudzorodej DNA do recipientnych buniek pri molekulovom klonovani,
predstavuju prave vektory odvodené od plazmidovej DNA. Plazmidy sa replikuju nezavisle od
replikacie chomozomalnej DNA, preto musia obsahovat sekvenciu ori (origin of replication),
charakteristicki pre akceptorovd bunku. Plazmidové vektory zaroven obsahuju sekvencie
kodujuce selekéné znaky (tzv. markery) a viaceré Specifické sekvenéné miesta rozpoznavané
restrikénymi endonukledzami. VacsSinou sa jedna o rezistenciu na urcité antibiotikum. Medzi
typickych predstavitelov plazmidovych vektorov, ktoré sa ¢asto vyuZivaju pri klonovani, patria
plazmidy pBR322 a pUC18/19. Plazmid pBR322 ma velkost 4,3 kb a nesie gény pre rezistenciu
na tetracyklin a ampicilin. Cudzorody fragment DNA sa velmi casto vkladda do oblasti
zodpovednej za rezistenciu na tetracyklin, priCom sa rezistencia na toto antibiotikum straca,
pricom je rezistencia na ampicilin stdle zachovana, ¢o sa vyuZiva ako selekény marker pri

identifikacii pozitivnych klonov. Plazmidy série pUC s mensie (2,7 kb), obsahujua polylinker v

18



oblasti lacZ génu a gén zodpovedny za rezistenciu na ampicilin. Schématicky su oba typy
plazmidovych vektorov aj s rozmiestnenim doleZitych sekvencii a restrikénych miest
znazornené na Obr. 4. MSC — multi cloning sites reprezentuje polylinker. pUC19 a pUC18
vektorové molekuly patria do skupiny tzv. vysoko-képiovych plazmidov, to znamen3d, Ze pocet
kodpii v jednej bunke pri dostatoénom selekénom tlaku je v rozsahu 20-300 plazmidov na jednu

bunku. Nizko-kdpiové plazmidy sa udrziavaju v 1-5 kdépidch na jednu bunku, napr. pBR322.

Obr. 4. Schematické zndzornenie restrikénej mapy najpouzivanejsich plazmidovych vektorov
pUC19 (vlavo) a pBR322 (vpravo) [3].

Pri izolacii plazmidovej DNA z buniek gramnegativnych a grampozitivnych baktérii platia
priblizne rovnaké principy ako pri izolacii chromozomalnej DNA, t. j. lyza, extrakcia, zrazanie,
a precistenie. Postupy su mierne odliSné a prisposobené v zavislosti od velkosti objemov
pociatoCnej bakteridlnej kultury (mini-preparacia, midi-prepardcia, maxi-preparacia).
Podmienky lyzy buniek su obycajne miernejSie, aby sa ¢o najviac eliminoval unik
chromozomalnej DNA z bunky, ktora sposobuje kontaminaciu plazmidovej DNA pri jej dalSom
pouziti. Pri priprave buniek E. coli na izolaciu rekombinantnych plazmidov priddavame do
kultivacného média odpovedajlce antibiotikd, ktoré nam prostrednictvom selekéného tlaku
zvysuju vytazky plazmidovej DNA. Pri kultivacii baktérii obsahujiucich pBR322 priddvame do
tekutého LB média ampicilin alebo tetracyklin, pripadne zmes obidvoch, klony E. coli
obsahujiuce rekombinantné plazmidy pUC19 vektora je mozné kultivovat v pritomnosti

ampicilinu, ale aj bez neho.
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1.3 Principy izolacie RNA molekul

Pri génovych manipuldciach sa ¢asto vyuZivaju RNA molekuly a z nich sa v dalSich krokoch
pripravuje homologicka DNA molekula. V beznej cicavCej bunke je napr. asi 5-15 ug RNA. 80 az
85 % predstavuje ribozomalna RNA, 10 az 15 % transferovda RNA a r6zne malé jadrové RNA.
Vsetky tieto RNA maju charakteristickt velkost a je ich mozné separovat pomocou gélovej
chromatografie, elektroforézy alebo izopyknickej centrifugacie. 1 az 5 % z celkového obsahu
predstavuje ¢o do velkosti heterogénna mRNA. Prakticky vSetky mRNA cicavcich buniek maju
na 3' - konci poly-d(A) zakoncenie, ktoré umoznuje ich izoldciu afinitnou chromatografiou na
oligo-d(dT) celuléze. V mnohych pripadoch sa da Uspesne pouZit aj chromatografia na benzoyl-
alebo naftyl-celuldze. 1zolacia mRNA ma vyznam pri ziskavani génov, ktoré maju mozaikovity
charakter Struktury, kde sa striedaju kddujuce a nekddujice useky, exény aintrény. Takto
organizované gény obsahujlce intréony by po prenose do baktérii boli nefunkéné. Zreld
maturovand mRNA je komplementarna len k exdnovym sekvencidm. Proces vystiepenia
intrénov a scelenia jednotlivych exdnov z primarneho transkriptu hnRNA sa nazyva zostrih RNA
alebo splicing. Uréitd mRNA je mozné izolovat imunoprecipitaciou polyzémov, ktora je
zaloZena na poznatku, Ze bielkoviny vznikajlce na ribozémoch mozu reagovat so Specifickymi
protildtkami voci kompletnej bielkovine. Citlivost metddy sa eSte zvysuje pri kombinovanom
pouziti afinitnej chromatografie s monoklonalnou protildtkou zakotvenou na pevnom nosici.
Pri izolacii Specifickych mRNA sa protildtkou proti bielkovine kdédovanou prislusnou mRNA
vyzrazaju polyzomy, ktoré ju prave syntetizuji. Z polyzémov sa izoluje RNA, ktora teoreticky

obsahuje len rRNA a Specificki mRNA.

Daldou moznostou izolacie uréitej frakcie mRNA je frakciondacia celkovej mRNA napriklad
centrifugdciou v hustotnom gradiente alebo elektroforézou za denaturaénych podmienok.
Frakcia mRNA, ktord zaistuje pri translacii in vitro vznik urcitej bielkoviny, je obohatend o
prislusni mRNA. Bielkovinné produkty je moziné analyzovat' bud imunoprecipitaénymi

technikami, alebo detekciou biochemickej a biologickej aktivity.

Praca s nativnymi Struktirami RNA je omnoho obtiaznejsia ako s DNA, najma pre v3ade-
pritomnost RN4z. RN&azy su pritomné na vacsine laboratdrneho skla, vo velkom mnozstve ich
najdeme aj na prstoch experimentatorov a nachadzaju sa prakticky vo vsetkych biologickych
materidloch. RNazy su navySe znacne termostabilné a ich Uplnd inhibicia je narocnejsia ako

inhibicia DNaz, pri ktorych staci odstranit dvojmocné katidny. Laboratérne sklo sa pred pracou
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s RNA odporuca sterilizovat 4 hodiny pri 250°C. Z roztokov a materialu z plastickych hmot sa

RN4&zy odstranuju dietylpyrokarbonatom (DEPC) [Sambrook a Russell 2001].

1.4 Fragmentacia DNA

Z hladiska génového inzZinierstva su vyznamné dva typy fragmentacie DNA: sekvencne
$pecifickd a nedpecificka. Specificka je zabezpeovana vyluéne pomocou enzymov znamych ako
restrikéné endonukledzy (restriktazy). Nespecificka fragmentacia mdze byt enzymova alebo

mechanicka.

Restrikéné endonukledzy patria medzi modifikaéné systémy, kde kazdy systém je zaistovany
dvoma druhmi enzymovych aktivit. Prva funkcia je Stiepenie DNA. Druhou funkciou je
metyldcia, kedy je sekvencia rozpoznavana restriktdzou metylovana a chranena vodi stiepeniu.
Tato modifikacia chrani pred degradaciou bunkovej DNA, kym cudzorodd DNA modzZe byt

degradovana okamtZite po vstupe do bunky.

Restrikéné enzymy su bakteridlne enzymy, ktoré rozoznavaju sSpecificky sekvencie a nasledne
v rozpozndvanom mieste S$tiepia obe vlidkna DNA. Ulohou tychto enzymov v bunke je
rozpoznavat cudzorodd DNA a stiepit ju na vSetkych rozpoznavanych miestach. Restrikéné
endonukledzy boli izolované z niekolkych stoviek réznych druhov baktérii, vdaka comu boli
ziskané enzymy, ktoré umoziuju Stiepit molekuly DNA na mnohych réznych miestach
v zavislosti od rozpozndvanej sekvencie. Nazvy enzymov boli odvodené z nazvu organizmu,
z ktorého boli izolované. Za skratkou pokracuje Cislo, ktoré oznacuje o kolkd endonukleazu

izolovanu z tohto organizmu ide.

Sekvencie rozoznivané reétriktizami maju  obvykle di*ku 4-8 bp, pricom vacina
rozpoznavanych sekvencii je tzv. palindromickych. To znamend, Ze poradie baz vjednom
smere (5'=3°) na jednom vlakne je zhodné s poradim baz na druhom vlakne v opaénom
smere. Ak je Stiepenie symetrické, su obe vldkna rozStiepené v strede rozpoznavanej
sekvencie, a vznikaju tzv. tupé konce, napriklad Hpal:

5'-GTTVAAC-3'
3' - CAATPTTIG -5
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Restriktdzy, ktoré Stiepia DNA asymetricky spOsobuju vznik precnievajucich koncov, ktoré
nazyvame lepivé alebo aj kohézne, napriklad HindllI!I:

5'-AVAGCTT-3'
3'-TTCGATA-5'

PretoZe Sstiepenie urcitého useku DNA réznymi enzymami prebieha vidy len na
$pecifickych miestach, je mozné zostavit tzv. restrikénti mapu [Viglasky a kol. 2000]. Vzniknuté
fragmenty méZeme izolovat agardzovou alebo polyakrylamidovou elektroforézou. Restrikéné
endonukledzy sa delia vo vSeobecnosti na 4 typy a to na zaklade zloZzenia podjednotiek, polohy

Stiepenia, Specificity sekvencie a poziadaviek kofaktorov.

Enzymy typu | su komplexné, viac-podjednotkové kombindcie restrikénych
a modifikacnych enzymov, ktoré Stiepia DNA v ndhodnej vzdialenosti od ich rozpoznavanej
sekvencie. P6vodne sa tento jav povazoval za ndhodu, dnes sa vSak uz vie na zaklade analyz
sekvenovanych gendémov, Ze takéto enzymy su beiné. Tieto enzymy funguju ako tri r6zne
podjednotky. Prva je zodpovedna za rozliSenie rozpozndvanej sekvencie a vazbu na DNA, druhd
ma metyltransferazovu aktivitu (zabezpecuje metylaciu hostitelskej DNA) a tretia zabezpecuje
Stiepenie DNA. Pre svoju aktivitu potrebuju S-adenozylmetionin, ATP a Mg idny. Aj ked' je
tato trieda enzymov zaujimava z biochemického hladiska, nema velké praktické uplatnenie pri
vacsine rekombinantnej DNA, kedZe nedokaZe produkovat presne predvidatelné restrikéné

fragmenty.

Enzymy typu Il Stiepia DNA priamo vrozpoznavanej sekvencii alebo v mieste
vzdialenom len niekolko baz od tejto sekvencie. Rozpoznavaju palindromické sekvencie a
produkuju definované restrik¢né fragmenty s kohéznymi alebo tupymi koncami. Pre Stiepenie
st nevyhnutné idny Mg** a pre modifikiciu S-adenozylmetionin, na rozdiel od enzymov typu
| a lll ale nepotrebuju ATP. Restrikéna endonukleaza sa vyskytuje obvykle vo forme monoméru,
diméru alebo tetraméru, afunguje nezdvisle od pritomnosti metyltransferazy. Prekvapivo
medzi tymito enzymami nebola ndjdend Ziadna zhoda na Urovni aminokyselin, a to aj napriek
tomu, Ze restrikény enzym a ku nemu priradend metyltransferdza maju rovnaka Specificitu.
Z tohto sa da vyvodit, Ze endonukleazy a metyltransferdzy typu Il si po evoluénej stranke
nezavislé. Je to jedind trieda pouzZivana v beinej laboratérnej praxi pri analyze DNA

a klonovani.
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Enzymy patriace do skupiny typu lll si najmensou skupinou z troch klasickych typov.
Na Strukture tychto restriktdz sa podielaju dve podjednotky — Res a Mod. Podjednotka Res je
dolezitd pre Stiepenie, vykazuje hydrolazovu aktivitu a Stiepi DNA, pricom pre jej funkciu je
nevyhnutnd pritomnost ATP a Mg idnov. Podjednotka Mod zaistuje rozpoznavanie
Specifickych sekvencii DNA pre restrikciu a modifikdciu, ma metylazovu aktivitu a vyZzaduje S-
adenozylmetionin. Tento typ rozpozndva dve nepalindromické asymetrické sekvencie,
orientované navzajom inverzne, Stiepia DNA 20-30 parov bdz za tymito sekvenciami. Zaroven

su schopné rozpoznavat iba nemetylovani DNA a metyluju iba jedno vldkno dvojzavitnice.

Vo vacsine pripadov je urcitd sekvencia rozpoznavana jedinou restriktdazou. Niektoré
sekvencie su vSak rozpoznavané niekolkymi restriktdzami, tie oznacdujeme ako izoschizoméry.
Vacsina restrikénych endonukledz je citliva na zvysent teplotu a preto je nevyhnutné pracovat
s nimi v lade, aby nedoslo ku ich degradacii. Komeréne dostupné enzymy su dodavané spolu

s timivymi roztokmi v zloZeni nevyhnutnom pre maximalny uc¢inok enzymu.

Priklady restrikénych endonukleaz a ich rozpoznavanej sekvencie

Enzym Zdroj Cielova sekvencia
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H g:;AGT‘é‘

Bgll Bacillus globigii ggg,\\lll/\:%%;%ﬁgg
EcoRlI Escherichia coli RY 13 g;{:::g

Hindlll Haemophilus influenzae Rd ?;?&C/::

Kpni Klebsiella pneumoniae gfg:g;g

Pstl Providencia stuartii g:iCCA;Ti

Pvul Proteus vulgaris g?:;:gi

1.5 Ligacia DNA

Enzymy, ktoré katalyzuju spdjanie fragmentov DNA, teda vznik esterovych vazieb
medzi polynukleotidovymi retazcami sa nazyvaju ligazy. Ligacia kohéznych koncov je technicky

nenaro¢nd technika. DNA ligdzy obnovuju spojenie vldkien DNA v pritomnosti Mg** iénmov,
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pricom energia potrebna na prebehnutie reakcie je doddvand vo forme ATP. Vdaka tymto

vlastnostiam je napr. T4 DNA ligaza vyznamna pri rekombindcii molekul DNA in vitro.

Obdobne, fragmenty ssDNA alebo RNA moézu byt spajané pomocou T4 RNA ligazy, ktora je

izolovana z rovnakého zdroja ako T4 DNA ligaza.

1.6. Priprava kompetentnych buniek a transformacia DNA

Transformacia je proces, prostrednictvom ktorého bunky akceptuju cudzorodd DNA
a zaclenia ju do svojho gendmu. Jediné organizmy okrem kvasiniek, ktoré su schopné
transformdcie v prirodzenych podmienkach su baktérie, kym bunky vyssich organizmov su
schopné prijat ind DNA len s vyuzZitim Specifickych laboratérnych technik. Nukleové kyseliny za
beinych podmienok nedokazu samovolne prekonat bunkovl stenu a dostat sa do vnutra
buniek. Tomuto procesu je potrebné napomdct. Existuje niekolko takychto metodickych
postupov, ktoré ulahcuju prechod DNA cez bunkovu stenu. V laboratérnych podmienkach sa
na ulahcenie transformacie pouzivaju chemické a fyzikdalne opracovania bunkovych stien.

V tychto ucebnych textoch sa budeme venovat predovietkym chemickym metédam.

Volbou vhodnych podmienok sa daju upravit povrchové Struktiry niektorych buniek
natolko, Ze je umoZneny vstup DNA do buniek — priprava tzv. kompetentnych buniek. Vacsina
transformovatelnych baktérii sa stava kompetentnymi po kultivacii v urcitych Specifickych
podmienkach. Chemické metddy v sucasnosti pouzivané na transformaciu su zaloZené na
pozorovaniach Mandela a Higa (1972), ktori prvi dokazali, Ze baktérie opracované ladovo
vychladenym roztokom CaCl, a na chvilu zahriate na 37-42°C prijali DNA bakteriofaga A.
Rovnaka metdda bola nasledne pouZitd na transformaciu baktérii s plazmidovou DNA a E. coli
chromozomalnou DNA [Sambrook a Russell 2001]. Efektivnost prirodzenej transformacie je
velmi nizka (1 z 10° molekdl DNA), avéak po opracovani buniek roztokmi chloridu vépenatého
efektivnost dosahuje 10°-10" transformantov na 1 pg plazmidu. Presny mechanizmus
transformdacie DNA s vyuzitim CaCl, nie je zatial objasneny. Predpoklada sa, Ze pozitivne nabité
iény vapnika sprostredkovavaju vazbu medzi povrchom bunky a negativne nabitou DNA.
Inkubaciou na lade dbéjde ku obmedzeniu pohybu molekul, ¢im dochadza ku podporeniu

vazbového procesu. Zaroven dochddza ku ciastocnému poskodeniu membrany. Nasledny
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teplotny Sok spbsobi, Zze sa péry bunkovej membrany na kratku chvilu pootvoria a DNA mbze

vstupit do bunky.

Nasledne su bunky vynesené na tuhé médium aj s obsahom vhodného antibiotika, ¢im déjde

ku vytvoreniu selekéného tlaku a klonovaniu rekombinantnej DNA.

1.5 Ulohy

1.5.1 Priprava LB média a o¢kovanie

Pomdcky a chemikalie: Erlenmeyerova banka, autoklav/tlakovy hrniec, LB médium/tryptén +

extrakt z kvasiniek + NaCl, destilovana voda, antibiotikum, bakterialne inokulum.
Pracovny postup

Pripravime si 1L LB média navazenim: 10 g trypténu, 5 g extraktu z kvasiniek a 10 g NaCl.
Navazky rozpustime v 1L destilovanej vody v Erlenmayerovej banke, sterilizujeme v autoklave
po dobu 15-20 minut. Po ochladeni je LB pripravené na poufZitie a dalej pracujeme v sterilnom

boxe.

Do objemu 10-100 mL pridame antibiotikum (ampicilin 100 pg/ml), vysterilizujeme nad
plameniom aj Spicku pipety, ktorou priddme potrebné mnozstvo bakteridlneho inokula priamo
do LB média. Banku uzavrieme, vloZime do inkubacného boxu pri teplote 37 °C a nechdame za

staleho miesania inkubovat cez noc.

1.5.2 Meranie rychlosti rastu bakterialnych kultar

Pomoacky a chemikalie: bakteridlne kultdry v tekutom médiu, LB médium, ampicilin, pipety,

kyvety, UV spektrofotometer.

Pripravime si 20 mL LB média s ampicilinom, do ktorého naockujeme nocnu kultaru E. coli.
Odmeriame absorpciu pri vinovej dizke 600 nm a kultury vloZzime do inkubétora s teplotou
37°C. Kazdu hodinu odoberieme vzorku z média a odmeriame jej absorpciu. Na zaver este

zmeriame absorbanciu pévodnej no¢nej kultury.

Namerané hodnoty vynesieme do grafu oproti ¢asu a vyhodnotime rastovu krivku.
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1.5.3 lzolacia plazmidovej DNA pomocou alkalickej lyzy

10.

11.

Baktérie z 1-1,5 mL nocnej kultury (napr. E. coli HB 101 obsahujucej plazmid pBR322
alebo pUC19) centrifugujeme 1 minutu pri 12 000 g (postaci stolova mini-centrifliga)
pri laboratérnej teplote alebo pri 4 °C.

Supernatant odsajeme a bakteridlne bunky rozsuspendujeme pomocou stolovej
trepacky (Vortex) v 0,1 mL vychladeného roztoku TEG (25 mmol.L™* Tris-HCI, 10 mmol.L’
1 EDTA, 50 mmol.L™? glukdza, , pH 8,0) tesne pred pouZitim mézeme do roztoku TEG
pridat aj 1 mg lyzozymu na 1 ml vysledného roztoku.

Bakterialnu suspenziu inkubujeme 5 minut v ladovom kupeli.

Priddme 0,2 mL cerstvo pripraveného alkalického roztoku SDS (0,2 M NaOH, 1 % SDS)
a zlahka premieSame obracanim Eppendorfovej mikroskimavky (3-6-krat). Inkubujeme
5 minut v ladovom kupeli.

Priddme 0,15 mL neutralizaéného roztoku (objem 100 mL obsahuje 60 mL 5 mol.L™
octanu draselného, 11,5 mL ladove] kyseliny octovej a 28,5 mL destilovanej vody) a
premieSame zlahka obracanim Eppendorfovej mikroskimavky. Inkubujeme 15 minut v
[adovom kupeli.

Centrifugujeme 5 minut pri 12 000 g pri 4°C a supernatant prenesieme do novej
mikroskimavky.

Priddme rovnaky objem roztoku fenol-chloroform (1:1) askdmavku doékladne
premieSame viacnasobnym intenzivnym pretrepanim (roztok by mal byt' cely
rovnomerne zakaleny).

Centrifugujme 2 mindty pri 12 000 g pri 4 °C, extrakciu a centrifugaciu opakujeme este
minimalne dvakrat.

Dvojvldknovid DNA zrdZame s dvoma objemami vychladeného 96 % etanolu
v mraznicke (aspon -20°C) asi 30-60 minut. Ked je DNA mensia ako 1 kb alebo jej
koncentracia je nizdia ako 0,1 pg/mL, je vhodné prediZit ¢as zrazania alebo znizit
teplotu zrdZania az na -70°C.

Centrifugujeme pri 12 000 g, 5 minut pri 4°C. Ak je koncentracia DNA nizka moZeme
¢as centrifugacie predizit na 30 minut.

Supernatant odsajeme, skimavku postavime hore dnom na filtraCny papier a

odstranime vsetky kvapky etanolu zo stien skimavky.
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12. Zrazeninu DNA opatrne premyjeme vychladenym 70 % etanolom (tymto krokom

odstranime zvysky soli, ktoré sa vyzrazali spolu s DNA). Neodstranenie pritomnych soli
moze zmenit optimalne podmienky pre dalSie procedury, napriklad pre restrikénu
analyzu DNA po pridani odpovedajiceho timivého roztoku pre prislusna restrikénu
endonukledzu - RE. Vzorku vysusime vo vakuu a rozpustime v 50 pL roztoku TE, ktory
obsahuje pankreaticki RNazu bez DNazovej aktivity (20 pg/mL). Kontaminujicu RNA
odstranime inkubéciou 15 minuat pri 37 °C. Po tomto kroku modze nasledovat jedna

extrakcia s chloroformom na odstranenie RNazy.

Opracovanu plazmidovi DNA méZeme po ochladeni pouzit priamo na dalSie manipulacie

alebo ju dlhodobo uchovavame pri-20 °C.

1.5.4 lzolacia plazmidovej DNA lyzou indukovanou varom

Pri tomto izolaénom postupe sa vyuziva fakt, Ze neposkodena plazmidovd DNA renaturuje

aj po kratkodobom zahriati na vysoké teploty na rozdiel od chromozomalnej DNA, jednd sa

o tzv. boiling procedure.

1.

o v &~ w

Bakteridlny pelet ziskany z 1,5 ml nocnej bakteridlnej kultiry E. coli obsahujlcej
plazmidovd DNA rozsuspendujme v 350 pl roztoku STET (0,1 mol.L™ NaCl, 10 mmol.L™"
Tris-HCI, 1 mmol.L™ EDTA, pH 8,0, 5 % Triton X-100).

Priddme 25 uL Eerstvo pripraveného roztoku lyzozymu (10 mg/mL v 10mmol.L™* Tris-
HCI, pH 8,0) a premieSame na stolovej trepacke (aktivita lyzozymu je inhibovana v
roztokoch, ktorych hodnota pH je mensia ako 8,0).

Obsah skimavky umiestnime do vriaceho vodného kipela na 40 sekdnd.

Bakterialny lyzat centrifugujme pri 12 000 g, 10 minut pri laboratornej teplote.

Zvysky baktérii odstranime z centrifugacnej skimavky pomocou sterilného Sparadia.

K supernatantu priddme 40 uL 2,5 mol.L™ octanu sodného (pH 5,2) a 420 pL
izopropanolu, premieSame na trepacke a nechame odstat 5 minut pri laboratérnej
teplote. Poznamka: lzopropanol priddvame vtedy, ked chceme zachovat nizky objem
vzorky pre dalsie spracovanie. Jeho nevyhodou je nizsia prchavost a taziSie

odstranovanie jeho zvysSkov. Roztoky DNA, ktoré obsahuju sacharézu alebo NaCl sa s
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izopropanolom zrazaju lahsie, ale DNA vyzrazana izopropanolom sa horsie rozpuista v
TE timivom roztoku.

7. Zrazeninu nukleovych kyselin oddelime centrifugdciou pri 12 000 ot./min, 5 minut pri
4°C.

8. Supernatant odsajeme, skimavku postavime do inverznej polohy na filtracny papier a
odstranime vsetky kvapky izopropanolu zo stien skimavky.

9. Zrazeninu DNA premyjeme s vychladenym 70 % etanolom. Tento krok pomdze
odstranit zvysky izopropanolu a zvysi rozpustnost vzorky DNA v TE. Zrazeninu vysusime
vo vakuu a rozpustime v 50 pL roztoku TE, ktory obsahuje pankreaticki RNazu bez
DNazovej aktivity (20 pg/ mL). Kontaminujicu RNA odstranime inkubaciou 15 min pri
37°C. Poznamka: Po tomto kroku moZe nasledovat extrakcia s chloroformom na
odstranenie zvysSkov RNazy.

10. Opracovanu plazmidovd DNA mobzeme po ochladeni pouzit priamo na dalsie

experimenty alebo ju uchovavame pri -20°C.

Uvedené metodiky mozu byt' modifikované aj na vacsie objemy kultivaéného média. Pri izol4cii
plazmidovej DNA mdézeme pouzit aj hotové komeréne dostupné stupravy, ktoré ndm umoziuju
izolovat plazmidovi DNA v klonovacej Cistote, v réznych mnozstvach (napr. Mini, Midi a Maxi

Qiagen kit).

1.5.5 Fragmentacia DNA

Pomocky a chemikalie: plazmidovd DNA, komeréne dostupné restrikéné endonukleazy,

timivé roztoky, roztok Mg, ultracista voda, roztok BSA (bovine serum albumin)

Pripravime si reakénd zmes do celkového objemu 20 pl: 4 pL plazmidovej DNA, 2 uL
timivého roztoku pre danu endonukleazu, 2 plL roztoku MgCl, (50 mmol™), 0,2 pL roztoku BSA
(0,1 %), 12 uL ultradistej vody, 5 U restrikénej endonukleazy (ich mnoZstvo v celkovom objeme

zanedbavame)

Pripravime si 2 vzorky, kde navySe priddme v r6znych koncentracidch vybrany ligand zo

zasobného 10 mmol. L™ roztoku (napr. Tioflavin T, tiazolova oranz, aktinomycin D).

VSetky pripravené vzorky vloZime na hodinu do termostatu pri teplote 37°C. Po

uplynuti tohto ¢asu zastavime reakciu podla pokynov ku danému enzymu.
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Ndsledne vzorky analyzujeme pomocou agardzovej elektroforézy v 1 % agarézovom géle.

Ako referencnu vzorku pouZijeme vhodne zvoleny sStandard (DNA ladder) a nepostiepenu

plazmidovud DNA.

1.5.6 Priprava kompetentnych buniek a transformacia

Pomocky a chemikalie: plazmidova DNA, komercne dostupné restrikéné

endonukledzy, timivé roztoky, roztok Mgz", ultracista voda, roztok BSA

Vychadzame zo 100 mL nocnej kultury E.coli bez ampicilinu.

1.

Médium ochladime na 4°C pocas 10 minut a nasledne centrifugujeme 10 minuat pri 4
000 ot./min pri 4°C. Supernatant vylejeme, tuby nechdme jednu minGtu v obratenej
polohe aby sme odstranili ¢o najviac supernatantu.

Bakteridlne pelety rozsuspendujeme v 10 mL fadovo vychladeného 200 mmol.L™
roztoku CaCl, a nechdme na lade inkubovat 30 minut.

Centrifugujeme opat 10 minut pri 4 000 rpm pri 4°C, supernatant vylejeme, tuby
nechame jednu minutu v obratenej polohe.

Pelety rozsuspendujeme v2 mL ladovo vychladeného 80 mmol.L* roztoku CaCl,
a rozdelime do mikroskimaviek po 200 pL.

Ku 200 pL kompetentnych buniek priddme plazmidovd DNA (nie viac ako 50 ng
v objeme 10 pL) a inkubujeme na lade 10 minut.

Vzorky dame inkubovat presne na 90 sekind do termostatu nastaveného na 42°C. Po
uplynuti ¢asu ddme bunky opit na Iad na 1-2 minuty.

Nasledne do vzoriek priddme po 800 pL LB média s 20 mM glukézou bez ampicilinu

a nechame inkubovat 45 minut pri teplote 37°C. Bunky vynesieme na tuhé média.

1.5.7 Kultivacia na tuhych médiach

Pomocky achemikdlie: Petriho misky, LB médium, agar, ampicilin, sklenend tycinka

v tvare pismena L, bakteriologicka klucka
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Pripravime si pevné agarové médium (na 1 platriu 30 ml) navdZenim: 15 g agaru na 1 liter
LB média. Médium sterilizujeme, po ochladeni na teplotu asi 37°C priddme ampicilin (100 pg
na 1 ml média) a nalejeme do vopred vysterilizovanych Petriho misiek. Nechdme vytuhnut pod
UV svetlom av sterilnom boxe nandsame asi 200 pL buniek po transformacii na platne
rozotieranim pomocou vysterilizovanej sklenenej ty¢inky v tvare pismena L (snazime sa bunky
postupne votriet do média az kym povrch nie je drsny). Pripravime si aj agarovu platfiu, na

ktord nanesieme bunky pomocou vysterilizovanej bakteriologicke] klfucky.

Platne nechame v termostate pri 37°C v obrdtenej polohe, 24-48 hodin. Po objaveni sa
bunkovych koldnii odoberieme samostatné kolénie do malého objemu tekutého média (20

mL).
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2 Polymerazova ret'azova reakcia (PCR)

Polymerazova retazova reakcia, znama aj ako PCR (polymerase chain reaction) je rychla,
lacnd jednoduchd metdda na mnoZenie 3pecifickych fragmentov DNA uZ z minimalneho
mnozstva DNA. Patri k najprogresivnejSim molekuldrno-biologickym metddam so Sirokym
spektrom wvyuzitia. Bola vyvinutd v roku 1983 Karym Mullisom a Standardne sa pouziva v
molekuldrnej bioldgii, genetike, mikrobioldgii, fyzioldgii, medicine ako aj v mnohych inych

oblastiach biologického vyskumu [Viglasky a kol. 2000].

2.1. Zakladné podmienky pripravy reakéného roztoku PCR

PCR je exponencialna reakcia, ktord sa pouziva na zmnoZenie (amplifikaciu) urcitého
useku DNA za vyuzitia enzymu DNA polymerdzy. Na vymedzenie amplifikovaného Useku v DNA
sa vyuzivaju kratke oligonukleotidy nazyvané priméry, ktoré sa komplementdrne paruju s
templadtom DNA a ndsledne DNA polymeraza zahdji syntézu ostatnej asti komplementarneho
vldkna v smere 5°- 3°. Nevyhnutnou podmienkou pri PCR je denaturacia dvojvlaknovej DNA,
ktora je indukovand zvySenim teploty nad 95 °C. Pri PCR wvyuZivaju termostabilné
rekombinantné DNA polymerdzy odvodené od Taq polymerazy, pdvodne ziskanej
z hypertermofilného mikroorganizmu Thermus aquaticus. Tieto polymerazy  vykazuju
optimalnu aktivitu pri teplote 72°C. Tag polymeraza vyZaduje ako kofaktor horeénaté iony
(Mg*) a $pecificky tlmivy roztok, vktorom je optimalne aktivna a stabilnd. Nevyhnutnou
stcéastou reakcie su deoxyribonukleozidtrifosfaty (dNTP), ktoré su zdrojom jednotlivych baz
v amplifikovanej DNA. Vsetky Styri zlozky - dATP, dCTP, dTTP a dGTP — sa musia v zmesi
vyskytovat v rovhakom pomere. Optimalna zmes dNTP je obvykle komeréne dostupna. Zmes
primérov, DNA polymerazy, dNTP, horcika a timivého roztoku sa nariedi v sterilnej destilovanej
vode avznikd tzv. mastermix. Na zaver sa priddva vzorka DNA, ktord sluzi ako templat.

Amplifikacia reakénej zmesi sa vykonava termocykléri.
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2.2 Navrh primérov

Priméry su syntetické oligonukleotidy, pricom pri ich navrhu je potrebné splnit

zakladné pravidla tykajuce sa diZky ich samotnej sekvencie.

Dizka primérov je rozsahu 16-25 nukleotidov. Prive tato dizka je dostato¢nd na
dosiahnutie poZadovanej Specificity a selektivity a zdroven su dostatocne kratke na to, aby sa
preferenéne viazali s templdtom DNA, pred jeho renaturaciou. Selektivita znamend, napr.

primérs dizkou 16 nt sa nachadza v randomizovanej sekvencii o dizke 4 = 4,3.109 nt len raz.

Termodynamicky aspekt. Teplota topenia primérov pri vazbe s komplementarnou
sekvenciou by mala dosahovat teplotu topenia v rozsahu 52-58°C. Priméry s teplotou topenia
vy$Sou ako 65°C maju tendenciu hybridizovat sa s templatom aj 1-2 bodovymi mutdciami.
Tento rozsah teplot topenia obycajne dosahuju sekvencie, ktorych obsah G:C pdrov je v

rozsahu 40-60 %.

Sekundarne Struktury. Schopnost primérov vytvarat sekundarne Struktirne motivy
alebo ich hybridizacia medzi sebou by mohla viest ku znizenému, ¢i dokonca Ziadnemu vytazku

produktu.

V sucasnosti nie je dizajn primérov pre potreby beznych laboratérii problémom.
Existuje niekolko volne dostupnych databaz a programov, pomocou ktorych je relativne
jednoduché navrhnut vhodné sekvencie. Prikladom takejto databdazy je NCBI - National Center
for Biotechnology Information, kde okrem inych uZitoénych databdaz moézeme najst
bioinformaticky softvér na navrh optimalnych sekvencii primérov:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.
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2.3

Popis reakénych krokov pri PCR

Prvym krokom PCR je inicidcia denaturdcie templatu DNA, kedy je reakcna teplota

zvysSena na 94-96°C po dobu najmenej 5 minut. Nasledne sa cyklicky opakuju 3 zdkladné kroky:

Denaturacia: prebieha pri teplote 94-98°C po dobu 20-30 sekdnd. Vtomto kroku
dochddza ku preruseniu vodikovych vazieb medzi komplementdrnymi bazami, nastava

oddelenie jednotlivych vldkien templatu DNA a vznikaju jednovlaknové molekuly DNA.

Annealing (hybridizacia): reakénd teplota je znizenad na 40-72°C pocas 20-40 sekind
pricom nastava hybridizacia primérov s jednovlaknovou templatovou DNA. Teplota musi byt
dostatocne nizka, aby prebehla hybridizdcia, avSak dostatocne vysoka, aby bola hybridizacia
Specificka. Obvykle je teplota v tomto kroku len o 3-5°C nizSia ako je teplota topenia pouzitych

primérov.

Extenzia (elongacia): teplota tohto kroku je dolezitd pre sprdvnu aktivitu
Tag-polymerazy, obvykle prebieha pri teplote 72°C. DNA polymerdza syntetizuje

komplementarny retazec DNA, pricom ako stavebné jednotky vyuZiva dNTP.

Tieto tri kroky dokopy tvoria jeden cyklus PCR, obvykle prebehne 20-40 cyklov, kedy sa zo
stopového mnozstva DNA daju ziskat stovky ng aZ jednotky pug DNA, Obr. 5. Poslednym krokom
je zaverecna elongdacia, ktora prebehne iba raz, pri teplote 70-74°C pocas 5-15 minut. Pocas

tejto doby dojde ku ukonceniu vSetkych polymerizaénych reakcii, ktoré aktualne prebiehaju.

Obr. 5. Schematické zndzornenie priebehu PCR.
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24 Analyza produktov PCR

Elektroforeticka analyza je najvyuZivanejsia metdda analyzy PCR produktov, (vid dalsia
kapitola). Fragmenty DNA sa vizualizuju v agarézovom géle, napriklad pomocou etidium-
bromidu (EtBr) alebo inej menej toxickej a mutagénnej latky pri UV svetle. Velkost produktu
PCR sa porovnava so Standardom o znamej velkosti. Pokial takyto Standard nemame,
poufivame tzv. DNA ladder, t.j. zmes oligonukleotidov o definovanej dizke. Ak velkost
fragmentu v géle zodpoveda ocakavanej velkosti fragmentu, vysledok je povaZovany za

pozitivny.

Ak je vysledna sekvencia PCR produktu znama a vyskytuju sa tam Stiepne miesta pre restrikéné
enzymy, mOzeme naslednym Stiepenim restrikénymi enzymami ziskat fragmenty o znamej
velkosti, ¢im na zdklade sekvenéného polymorfizmu verifikujeme, ¢i ziskany PCR produkt
predstavuje skutoéne ocakdvanu sekvenciu. Stiepne produkty ndsledne analyzujeme

elektroforetickou analyzou.

2.5 Praktické vyuzitie PCR

2.5.1 PCR analyza STR oblasti na uréenie pribuzenstva

Jeden z najvyznamnejsSich objavov vo forenznej oblasti v 20. storoli predstavuje
moznost urcenia pribuzenstva vyuZitim polymerazovej retazovej reakcie (PCR) vyuZivajlcej
analyzu oblasti kratkych tandemovych repeticii (STR- Short Tandemic Repeat) (Alford et al
1994;. Sacchetti et al 1999). STR oblasti su polymorfné markery nachdadzajice sa v
chromozédme a pozostavaju z rézneho poctu tandemovych repeticii s dikou v rozsahu od
dvoch do Siestich nukleotidov, ktoré mézu byt jednoducho amplifikované pomocou PCR.

Variabilna povaha STR oblasti umoZiiuje jednoduché odlisenie jedného DNA profilu od
druhého nakolko ludia, ktory nie su v pribuzenskom vztahu maju rozdiely v pocte repeticii STR
oblasti. Tieto STR oblasti si ohranicené pomocou sekvencéne Specifickych primérov. Tato
metdda poskytuje mnoho vyhod, a to predovsetkym z dovodu potreby velmi malého mnoZstva
biologickych vzoriek obsahujicich DNA a moZnosti poutZitia aj Ciastocne poskodenych vzoriek.
Vysledkom si DNA fragmenty, ktoré mo6zu byt separované a detegované prostrednictvom

agardzovej gélovej elektroforézy, resp. kapilarnej elektroforézy.
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FBI vyuziva systém trinastich STR markerov, ktoré od roku 1997 predstavuju jadro
laboratérneho kombinovaného DNA indexovacieho systému (CODIS). Beiné laboratdria
vyuzivaju Standardizovany a pravne prijaty systém amplifikdcie DNA za vyuZitia siedmych sad
primérov ohranicujucich oblasti D21S11, Penta E, D18S51, THO1, CSF1PO, D7S820 a D13S317.
Jednotlivé sekvencie DNA primérov sich vlastnostami si uvedené v nasledujicej tabulke

[Fraige 2013]:

Oblast  |Sekvencia priméra Tandemova repeticia Velkost alely
A:ATATGTGAGTCAATTCCCCAAG (TCTA),(TCTG),[(TCTA)sTA(TCTA);

D21S11 214-240
B:TGTATTAGTCAATGTTCTCCAG TCA(TCTA),TCCATA](TCTA),
A:GATCAAGACCAGCCTGGGCA

Penta E (AAAGA), 260-300

B:TGGGTTATTAATTGAGAAAACTCCTTACAATTT

A:CAAACCCGACTACCAGCAAC
D18S51 (AGAA), 274-318
B:GAGCCATGTTCATGCCACTG

A:GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT
THO1 (AATG), 154-178
B:GTGATTCCCATTGGCCTGTTCCTC

A:AACCTGAGTCTGCCAAGGACTAGC
CSF1PO (AGAT), 299-323
B:TTCCACACACCACTGGCCATCTTC

A:TGTCATAGTTTAGAACGAACTAACG
D75820 (GATA), 198-222
B:CTGAGGTATCAAAAACTCAGAGG

A:GTTGCTGGACATGGTATCACAG
D13S317 (GATA), 245-261
B:TCAGAGAGCTTGAATTGTTGGT

A-primér veduiceho vldkna B-primér vedlajsieho vldkna

2.5.2 PCR detekcia l'udského papilomavirusu (HPV)

Ludsky papilomavirus (HPV) je etiologickym cinitelom rakoviny kréka maternice a patri
medzi najc¢astejSie pohlavne prenosné choroby vyskytujice sa u Zien. PCR amplifikacia HPV
gendmu predstavuje najcitlivejSiu metéddu detekcie HPV. Do dnesnej doby bolo z klinickych
vzoriek identifikovanych viac nei 185 typov HPV. Specifické typy mukozotropnych HPV su
povazované za sexualne prenosné Cinitele rakoviny kréka maternice a cervikdlnej
intraepitelidlnej neopldzie. Ukdzalo sa, Ze PCR je najcitlivejsSim sposobom identifikacie infekcie
HPV v klinickych vzorkach. Rézne kombinacie primérov amplifikujucich fragmenty DNA
z roznych oblasti gendmu HPV boli vyvinuté za ucelom detekcie HPV. NajrozsirenejSim typom
v klinickych a epidemiologickych sStudiach sa stali priméry amplifikujice fragmenty DNA
v konzervativnej oblasti L1 gendmu HPV. Siroko pouZivana sada primérov MY09/MY11

ohranicuje 450 bp dlht konzervativhu sekvenciu v HPV L1 géne a z toho dovodu je schopna
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amplifikovat Siroké spektrum genitdlnych typov HPV. Pri amplifikacii sa vyuZziva podobnost
v sekvenciach jednotlivych typov HPV, ktoré sliZia ako ciele ohrani¢ené primérmi. Nakolko
vSak jednotlivé ciele nie su uplne homologické, do pozicie ktoré vykazuju heterogénnu bdazu

boli zahrnuté degenerované bazové miesta.

Rozdiely v jednotlivych HPV sekvenciach ohrani¢ovanych primérmi MY09/11. Degenerovany
bazovy kdd je nasledovny M= A alebo C, W= A alebo T, Y= C alebo T, R= A alebo G [Depuydt
2007].

Typ HPV MYO09 (5° primér- sense) MY11 (3 primér- antisense)
5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ | 5’-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3’
6 | . T e o e CCin
18 I
31 JALLLT T.....C..
33 DAL
35 .G...C.... JALCL
39 S C I .C..C..
45 VAL T... .C...
51 A T.C..T..G .G.. C
52 JA.T G...C..C
53 B | CIP
56 JAL LT . T.. WA LC
58 JALCLL L
59 ve e e e e e T TTA ... ... ..
67 JALT LT v WA
68 | ... T.T.G.T.G.. v oo oee iC i e

Konkrétne sa pouzila zmes 24 réznych oligonukleotidov na vytvorenie degenerovanej kniznice
schopnej amplifikovat Siroké spektrum HPV genotypov s rozliénou Uroviiou citlivosti. VloZenie
nukleotidovych bdz do pozicii degeneracie je ndhodny proces apreto nezabezpecuje
ekvivalentné zastupenie vsetkych primérov. Rozdiely vznikajuce medzi jednotlivymi syntézami
primérov mbzu viest k rozdielom v typovo 3pecifickej ucinnosti amplifikacie. Vyhodnotenie
produktov PCR reakcie je moZné vyuZitim napr. jednorozmernej agarézovej gélovej
elektroforézy kedy pritomnost produktu znamena infekciu jednym z amplifikovanych typov
HPV. Jednotlivé druhy HPV, ktoré mozno sadou primérov MY09/MY11 mozno identifikovat

a ich amplifikované oblasti su zhrnuté v uvedenej tabulke [Depuydt 2007].
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2.6 Ulohy

2.6.1 PCR reakcia inhibovana ligandom

Pomocky achemikdlie: templat DNA, priméry, Tag polymeraza, tlmivy roztok pre

polymerdzu, dNTP, 25 mM roztok MgCl,, sterilna voda, termocyklér

Reakciu budeme vykonavat v celkovom objeme 20 pL: 2 pL templatu DNA (zriedeny
v pomere od 1:500 aZ 1:2000), 2 uL z oboch primérov, 2 uL MgCl, (25 mmol.L™"), 2 pL dNTP, 2

pL zasobného timivého roztoku pre polymerazu, 8 pl sterilnej vody, 1U Tag polymerazy.

Pripravime si viac vzoriek, kde jedna vzorka bude kontrolnd a namiesto templatu DNA do
nej priddme len alikvotné mnozstvo sterilnej vody, aby sme sa uistili, ¢i nedoslo pocas prace ku
nepredvidanej kontaminacii. Dalej si pripravime 3 vzorky, kde jedna bude bez a dalie
s pridavkom vybraného ligandu v réznych koncentraciach (napr. tioflavin T, tiazolova oranz,

aktinomycin D).

Kvoli eliminacii chyb pri pipetovani submikrolitrovych objemov je vhodné si pripravit tzv.
mastermix, ktory bude obsahovat vsetky zlozky potrebné pre priebeh reakcie PCR okrem DNA
a ligandov, ten nasledne rozpipetujeme do jednotlivych mikroskimaviek, do ktorych potom

samostatne priddme DNA a ligand.

Pripravené reakéné zmesi potom vloZzime do termocykléra, kde prebehne PCR reakcia.
V termocykléri prebehne pociato¢nd denaturacia (95°C, 1 minuta) a 35 cyklov: denaturacia pri
95°C pocas 1 minuty, hybridizacia pri 50-60°C pocas 1 minuty, elongdcia pri 72°C pocas 1,5
minuty. Po ukondeni vsetkych cyklov prebehne zavereénd elongacia (72°C, 5 minut)

a ochladenie na 12°C.

2.6.2 Vyuzitie PCR na urcenie pribuzenstva resp. detekciu HPV

V pripade oboch postupov budeme potrebovat najprv ziskat templatovd
chromozémovu DNA, ktoru ziskame zo slin. V pripade ulohy urcenej na detekciu HPV je

potrebné, aby sliny, z ktorych bude extrahovand DNA, pochadzali od Zeny.
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Priprava vzoriek templatovej DNA

Vzorky na PCR reakciu budeme pripravovat zo slin, ktoré si dobrym zdrojom
gendmovej DNA. Pred odoberanim vzoriek je potrebné vyplachovat Usta po dobu 10-20
sekand filtrovanou vodou. Nasledne 5 minut zbierame sliny v udstach, ktoré ndsledne
vyplujeme do sterilnej polypropylénovej tuby. Takto odobraté vzorky mézeme skladovat pri -
20 stupnoch az do extrakcie DNA.

Extrakcia chromozémovej DNA zo slin

1. Zo slin odoberieme do mikroskimavky 500 pL a vzorku centrifugujeme pri 6000 rpm
10 minut.

2. Opatrne odoberieme supernatant a pelet precistime rozsuspendovanim v 500 pL
roztoku PBS (137 mmol.dm™ NaCl, 27 mmol.dm™ KCl, 100 mmol.dm™ Na,HPO,, 2
mmol.dm? K;HPO,).

3. Vzorku centrifugujeme pri 6000 rpm 10 minut, ndsledne odoberieme supernatant
a vykoname lyzu buniek rozsuspendovanim peletu v 500 pL lyzaéného tlmivého
roztoku (10 mmol.dm™ Tris-HCl pH 8.4, 5 mmol.dm™ EDTA, 200 mmol.dm™ NaCl)

4. Bunkovy lyzat inkubujeme 5 min pri 60 °C v termostate.

5. Kroztoku priddme 25 pL proteindzy K (2 mg/mL)a5 pL RNazy (10 mg/mlL)
a inkubujeme 60 min pri 60 °C v termostate.

6. Kzmesi priddme 250 pL 5M NaCl a vzorku inkubujeme na lade 5 min.

7. Vzorku centrifugujeme 10 min pri 10000 rpm, supernatant odlejeme a pelet dvakrat
premyjeme 500 plL vychladeného 70 % etanolu.

8. Ziskanu gendmovu DNA suSime vo vakuovej suSicke 10 min a nasledne produkt

rozpustime v 50 plL roztoku TE [Walsh 1992].
PCR reakcia

Pomdcky a chemikalie: Templatova chromozémova DNA extrahovana zo slin; priméry (riedené
1:500 az 1:2000) D21S11, Penta E, D18S51, THO1, CSF1PO, D7S820 a D13S317 v pripade testu
na urcenie pribuzenstva, resp. MY09 a MY11 v pripade testu na detekciu HPV, Taq polymeraza,
10x koncentrovany tlmivy roztok pre Tag polymerdzu; 2,5 mmol.dm™ dNTP, 25 mmol.dm™

roztok MgCl,; sterilnd voda, termocyklér.

Reakciu budeme vykonavat v celkovom objeme 20 uL: 2 uL templatu chromozémovej DNA

(zriedeny v pomere od 1:100), 2 L z oboch primérov, 2 uL MgCl, (25 mmol.L™), 2 pL dNTP, 2
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pL z 10x konc. zdsobného timivého roztoku pre Tag polymerazu, 8 uL sterilnej vody, 1U Tag

polymerazy.

Pri priprave vzoriek postupujeme podobne ako pri postupe PCR reakcie z kapitoly 2.6.1,

jedinou vynimkou bude, Ze do jednotlivych vzoriek sa nebude pridavat ligand!

2.6.3 Elektroforeticka analyza PCR produktov

Pomocky a chemikalie: PCR produkty, agardza, 0.5 x TBE, aparatura na elektroforézu

Pripravime si 2 % agardzovy gél, do vzoriek priddme tzv. nanasaci roztok - loading buffer
(0,025 % bréomfenolova modra, 40 % sachardza). Na zaciatok nanesieme porovnavaci Standard
s fragmentami DNA o znamej velkosti. Po prebehnuti elektroforézy vizualizujeme vysledok

ofarbenim gélu v roztoku obsahujicom EtBr a vloZzenim na UV trasilluminator.
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3 Elektroforetické metody

Elektroforetické metédy sa pouZivaju na separaciu réznych biologickych vzoriek od malych
biomolekul az po bunky, ktoré maju elektricky naboj. Latky musia mat charakter iénov alebo
amfolytov [Ferenéik a Skarka 1981]. Amfolyty su latky (napr. proteiny), ktoré maju v dosledku
ionizacie prostredia kladné ajzdporné naboje. Pri vysokom pH sa ionizuju kyslé skupiny
a Castice maju zaporny naboj, napr. H,N—R—COOH + OH 5 H,N—R—COO" + H,0. Pri nizkom
pH sa naopak ionizuju zasadité skupiny a celkovy ndboj molekuly je kladny, H,N—R—COOH +
H* S H3N*—R—COOH. Medzi tymito limitnymi stavmi je takd hodnota pH, pri ktorej sa ionizuje
rovnaky pocet kyslych aj zdsaditych skupin, takze celkovy ndboj molekuly je nulovy. Tato
hodnota sa nazyva izoelektricky bod (pl) a je charakteristickou konstantou pre kazdy amfolyt.
Od izoelektrického bodu zavisi aj pohyblivost amfolytu. Pri pH rovnom pl je rovhovaha medzi
kladnymi a zadpornymi nabojmi v molekule, preto je jej pohyblivost v elektrickom poli nulova,
pri pH vyssom ako pl ma amfolyt zaporny naboj a pohybuje sa smerom k andde, pri pH nizSom

ako pl sa amfolyt pohybuje ku katdde. Pre izoelektricky bod bielkovin plati vztah:

A%

. \/Kal + Kaz+... Kam
aH = [ ]
Kbi+ Kb2+... Kba

kde a," je aktivita vodikovych iénov, Ka, aZ Ka, su disocia¢né konstanty kyslych skupin
urditej bielkoviny, Kb, aZ Kb, su disociaéné kongtanty zasaditych skupin, K, = 10™ je disocia¢na

konstanta vody.

PretoZze kyslost karboxylovych skupin je vacSia ako zasaditost aminoskupin, vacSina

proteinov ma izoelektricky bod pl = pH = -log a" mensiu hodnotu ako 7.

Ak sa zmes takychto latok vystavi pésobeniu elektrického pola, molekuly (Castice) sa zacnu
pohybovat k pélom sopacnou polaritou. Ich pohyblivost zéavisi od velkosti povrchového
naboja, velkosti a tvaru molekul, podmienok prostredia a intenzity elektrického pola. Velkost
naboja molekuly ovplyviiuje stupen ionizacie, pH a idnova sila prostredia. Elektroforézou sa
mozZu separovat nizkomolekulové ale aj vysokomolekulové latky ako su napriklad proteiny a ich
komplexy so sacharidmi, lipidmi, nukleotidmi a taktiez rézne typy nukleovych kyselin.
Elektroforéza sa vykondva v prostredi volného elektrolytu (volna elektroforéza, kapilarna
elektroforéza) alebo vroznych poérovitych nosiCoch, ktoré su saturované elektrolytom.

Elektrolyt je v podstate timivy roztok, ktory sa vyuZiva pri separdcii molekul v eletroforéze. Pri
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volnej elektroforéze sa jednotlivé zlozky rozdelia na zdny, ktoré nie su dokonalo priestorovo
oddelené. Ich premieSaniu zabranuje len vysSia hustota rozdelenych latok v porovnani
s elektrolytom. Jednotlivé zény sa zvycajne deteguju na zaklade rozdielnych indexov lomu
svetla na ich rozhrani. Pri separacii nizkomolekulovych latok su rozdiely hustot medzi nimi
a zakladnym elektrolytom velmi malé, ¢o obmedzuje moznost pouzitia volnej elektroforézy.
Tieto tazkosti odstranilo zavedenie poérovitych nosi¢ov. Okrem toho zariadenia na
elektroforézu na nosicoch su podstatne jednoduchsie, menej ndkladné a casovo efektivnejsie.
Rozhranie latok rozdelenych na nosiéi je ovela stalejsie a da sa lahko vizualizovat viacerymi
metodickymi postupmi. Volna elektroforéza sa preto uz prakticky nepouZiva na rozdiel od
kapilarnej elektroforézy. Kedze latky rozdelené na nosici vytvaraju po detekcii dobre viditelné

zény, tato technika sa ¢asto nazyva aj zénova elektroforéza.

Z nosicov sa ako prvy pouZil agarovy gél a potom papier. Elektroforéza na agarovom
géle sa neskdr nazvala agaroforéza a elektroforéza na papieri papierovd elektroforéza. Dal3imi
osvedcenymi nosicmi su: Skrob (Skroboforéza), agaréza (ma vyhodnejsie vlastnosti ako agar),
dextran (Sephadex), polyakrylamid (PAGE) ai. Elektroforetickd separacia sa mdze vykonavat
v jednom smere alebo v dvoch smeroch (dvojrozmerna elektroforéza), pripadne sa moze

kombinovat s chromatografiou (elektrochromatografia).

Zakladné zariadenie na elektroforézu sa sklada z elektroforetickej komory (kyveta,
valec, koldna) a zdroja jednosmerného alebo pulzného elektrického prudu. Elektroforeticka
komora ma katéddovy aanddovy priestor, v ktorom su prislusné elektrolyty a priestor na
umiestnenie nosi¢a. Nosi¢ sa spaja s elektrolytmi pomocou vodivych mostikov. Zdroj
jednosmerného elektrického pridu by mal poskytovat stabilizovany pridd alebo napétie.
Potencidlovy spad je napatie na jednotku dizky nosi¢a, vratane mostikov, ktorymi sa spaja
nosi¢ s elektrolytom. Napriklad ak je di?ka nosi¢a (od hladiny elektrolytu v katédovom
priestore po hladinu elektrolytu v anddovom priestore) 25 c¢cm a napdtie na svorkach
usmerfiovaca 500 V, potom potencialovy spad je 20 V.cm™. Skuto¢ne namerany potencialovy
spad medzi koncami nosica je vidy o nie¢o mensi ako teoreticky potencidlovy spad. Ak sa pri
elektroforéze pouziva potencidlovy spad nosi¢a mensi ako 20 V.cm™, jednd sa nizkonapatovi
elektroforézu. Pri pouziti potencidlového spadu 20 az 50 V.cm™ ide o strednonapatovu

elektroforézu a pri pouZiti viac ako 50 V.cm™ ide o vysokonapatovi elektroforézu.

Elektroforéza je v porovnani s centrifugaciou a chromatografiou najcastejsSie pouZivanou

separacnou metddou aj pri manipuldcii s nukleovymi kyselinami. Ako uZ bolo spomenuté
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vysSie, metdda je zaloZena na separacii molekul s elektrickym nabojom v pdrovitom prostredi.
Nukleové kyseliny su polyaniéony s negativnym nabojom pohybujice sa ku kladnej andde.
Rychlost pohybu molekuly v elektrickom poli, tzv. elektroforeticka pohyblivost je funkciou
celkového naboja molekuly, molekulovej hmotnosti a je znac¢ne zavisla od tvaru molekuly, Cize
jej konformacie. Fakt, Zze pohyblivost molekdl zavisi nie len od velkosti ale aj od ich tvaru,
umoziuje pouzit tuto metodiku aj na sledovanie ich Strukturnych topologickych zmien
nukleovych kyselin. Elektroforeticka pohyblivost u je vzdialenost d, ktort prejde molekula za
sekundu pri jednotkovej intenzite elektrického pola (potencidlovy rozdiel jedného voltu na

jeden centimeter stipca elektrolytu), p=d.E/t. Rozmer je najéastejsie uddvany v cm?/s.V.

V sucasnosti sa pri elektroforetickej separdcii pri analyze nukleovych kyselin najviac
vyuzivaju najma agardzové a polyakrylamidové gély [Viglasky a kol. 2000]. Polyakrylamidovy
gél pri elektroforéze (PAGE) bol prvykrat pouZity v roku 1959 Raimondom a Weintraubom.
Tento gél bol vytvoreny polymerizaciou akrylamidu a N,N’-metyl-bisakrylamidu, ktory ma
funkciu prie¢ne spdjajuceho komponentu. PAGE sa vyuziva pri Studiu proteinov a nukleovych
kyselin s nizSou molekulovou hmotnostou. Popularita tohto nosi¢a je popri jednoduchosti v
priprave aj vdaka jeho priehladnosti, mechanickej stabilite, chemickej inertnosti, stabilite
v Sirokom rozsahu hodndt pH a jeho nerozpustnosti vo vaésine beznych rozpustadiel. Gél méze
byt spolahlivo areprodukovatelne pripraveny zanalyticky Cistych komeréne dostupnych
materidlov, ktorych vzajomny pomer md rozhodujuci vplyv na rozliénu hustotu a priemernu
velkost porov v géle. Koncentracia akrylamidu byva v rozsahu od 3 do 30 %, ¢o umozZiiuje
separovat latky od 10° do 10°D, ¢o zodpoveda peptidom o velkosti radovo od jednej do 10°

pripadne a7 10° aminokyselinovych zvy$kov a DNA alebo RNA o velkosti 1-800 nukleotidov.

Pri Studiu plazmidov aich Stiepnych produktoch ako aj produktoch PCR sa Castejsie
pouziva elektroforéza v agarézovom alebo agarovom géle, ktora je vhodna pre separaciu DNA
s rozsahom jej dizky 70-20 000 bazovych parov (bp). Dlhdie fragmenty sa uZ pohybuiju
nezavisle od svojej dizky, ¢o spdsobuje problémy pri separacii a naslednej analyze. Pre velmi
velké DNA molekuly s viac ako 10° bp sa pouzivaju elektroforézy s pulznym elektrickym
polom. Pohyblivost DNA zdavisi nie len od intenzity pola, velkosti molekul, ale aj od
koncentracie pouzitého gélu. Mobilita DNA v roztoku nezavisi od velkosti. Priemerna velkost
pérov je pri tomto type nosiov este vacsia, a preto umoziiuje separovat aj latky o molekulove;j
hmotnosti v rozsahu od 10® a7 10°kD. Agar nie je chemicky jednotnd latka, ale je to zmes

dvoch polysacharidov agardzy a agaropektinu. Agaréza ma viac-menej konstantné zloZenie,
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preto gél pripraveny z Cistej agardzy vykazuje v porovnani s agarovym gélom vyrazne mensiu
elektroendoosmozu a vyssiu reprodukovatelnost elektroforetickych experimentov. Agar sa
eSte aj dnes pouZiva hlavne vimunoelektroforéze ahlavne pri priprave agarovych platni
uréenych na kultivaciu mikroorganizmov. Pri vacésine separacii sa pouziva gél, ktory obsahuje

0,6 az 1,5 % agarozy.

Pri elekroforetickej separacii sa vyuzivaju elektrolyty, ktorymi su zvycajne timivé roztoky
s urcitou koncentraciou soli, pH, iénovou silou, nizkou vodivostou, teplotou, viskozitou atd.
Hlavnou funkciou timivych roztokov pri elektroforéze je viest prad a udrziavat konstantné pH.
Schopnost udrzZiavat konstantné pH je podmienkou, aby kazda latka v delenej zmesi mala
pocas elektroforézy definovany naboj. Pri vybere tlmivého roztoku je dolezitd idnova sila
roztoku, ktord ma vplyv na velkost prudu pocas elektroforézy. Cim vacsiu iénov silu bude mat
roztok, tym vacsiu cast prudu budi prenasat jeho idny a ostatné nabité Castice sa budu
pohybovat v dosledku tienenia a solvatacného efektu pomalsie. Tento jav je pricinou, Ze so
zvysujlucou sa koncentraciou timivého roztoku sa znizuje pohyblivost idnov a nabitych Eastic.
Koncentracie ionizujicich soli by mali byt v rozsahu 0,2.10%- 1.10% pretoze neumerne
prispievaju  k zvySovaniu elektrického prddu andsledne dochadza k prehrievaniu
elektroforetickych gélov. Vhodnost timivého roztoku sa posudzuje aj z hladiska jeho idnovej
stability. V iénovo stabilnych timivych roztokoch nedochadza k hromadeniu katiénov a aniénov
v priestoroch elektréd. Vysoké napdtie pri ¢asovo dlhSich experimentoch spésobuje
hromadenie sa H" katiénov v oblasti katédového priestoru a pH gradient méZe mat negativny
vplyv na kvalitu delenia. Tomuto javu je mozné zabranit cirkulaciou timivého elektrédového
roztoku z katddového priestoru do anddového a naopak pomocou peristaltickych pump.
Jednotlivé zloZzky timivého roztoku by nemali interagovat s delenou latkou. Do tychto timivych
roztokov sa mozu pridavat rézne chemické cinidla, cielene interagujice so skimanou latkou,
pri ktorych sa sleduje ich vplyv na elekroforeticki pohyblivost, pripadne mézu zlepsovat
separaciu latok (napr. mocovina Cciasto¢ne rozvinie polypeptidové retazce, EtBr relaxuje
superhelikalnu Struktiru DNA do kruhovej formy). EtBr sa hlavne pouZiva ako fluorescencna

sonda pri studiu nukleovych kyselin, pretoZze umoznuje ich vizualizaciu po oZiareni UV svetlom.
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3.1 Faktory ovplyviujuce elektricku pohyblivost’
Cim je potencidlovy spad vacsi (¢im je vacsie napatie), tym rychlejsie sa ¢astica pohybuje.
Pohyblivost Castic ovplyvriuju viaceré faktory. Reprezentuju ich vlastnosti Castic, prostredia,

nosica a elektrického pola.

1. Fyzikadlnochemické vlastnosti samotnych €astic — ich celkovy naboj, velkost, tvar,
disociovatelnost povrchovych skupin, schopnost adsorpcie idnov a polarnych molekul, tvorba
komplexov a pod. Viaceré z tychto vlastnosti, vratane celkového ndboja ovplyviuje disperzné
prostredie, najméa pH a pritomnost inych elektrolytov.

2. Vlastnosti prostredia. Elektroforéza sa vykonava v elektrolytoch, ktorymi su zvycajne
timivé roztoky s urcitou koncentraciou soli, pH, idnovou silou, vodivostou, teplotou, viskozitou
a dielektrickou konstantou. Pohyblivost Castic moZu ovplyviiovat aj pritomné neelektrolyty
(tvorba komplexov a agregatov). Hlavnou funkciou tlmivého roztoku je prendsat prad
a udrzovat konstantné pH, ¢o je podmienkou, aby kaZzda latka z delenej zmesi mala pocas
elektroforézy ten isty ndboj. Prid prenasaju iény, preto ¢im bude mat timivy roztok vyssiu
idnovd silu (1), tym vacsiu ¢ast pradu budd prenasat jeho idny a ostatné pritomné idny sa budu
o to pomalsie pohybovat. Okrem toho pohyb idnov obalenych iénmi opaéného naboja sa ich
vzajomnou pritazlivostou spomaluje. Tieto dva javy su priinou, Ze so zvySujucou sa
koncentraciou timivého roztoku sa zniZuje aj pohyblivost (migracia) idnov a nabitych Castic.

Roztok elektrolytu je vodicom druhej triedy, a preto pri prechode priadu kladie odpor,
ktorého prevratend hodnota je vodivost. Odpor elektrolytu zavisi od jeho druhu, koncentracie
a konstrukcie zariadenia, v ktorom sa uskutoc¢iuje elektroforéza. Pri prechode prudu vznika

Jouleovo teplo Q.

E’zt

O=EJIt=

7

kde E je napatie [V], | je prud [A], t je ¢as [s] a R je odpor [Q]. Tento vztah vyjadruje
zavislost vodivosti od Jouleovho tepla, ¢im je vodivost vadsia, faktor 1/R, tym je vacsie aj
Jouleovo teplo. Vzniknuté teplo zapricifiuje viacero negativnych javov. Napriklad odparovanie
rozpustadla pocas elektroforézy, ¢im sa zahustuje elektrolyt a zvdcsuje sa jeho vodivost a
zmeny vo velkosti pérov v elektroforetickom géle. Pri konstantnom napati sa preto s ¢asom
zvysuje prud, atym aj rychlost migracie nabitych castic. Ak je prud konstantny, zniZuje sa
napatie (Ohmov zékon). Tieto zmeny nie su pri nizkonapatovej elektroforéze vyrazne, avsak pri
vysokonapétovej elektroforéze sa s nimi musi pocitat. P6sobenim Jouleovho tepla sa zahrieva

aj nosic s deliacimi sa latkami, ktoré sa m6zu uc¢inkom tepla denaturovat alebo ina¢ pozmenit.
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Produkcia Jouleovo tepla sa da znizit napriklad znizenim idnovej sily timivého roztoku, ¢o sa do
istej miery vyuZiva aj pri papierovej elektroforéze, znizenim napatia (znizenim potencidlového
spadu na polovicu sa vznikajuce teplo znizi na Stvrtinu, Jouleovo teplo zdvisi od Stvorca
napdatia) alebo odvadzanim tepla pomocou chladiacich aparatur rozlicnej konstrukcie. Tato
moznost je najvyhodnejsia, lebo sa da pouzit takmer pri vsetkych typoch komercne
dostupnych elektroforéz. Pri analytickej elektroforéze sa zvycajne porovndvaju pohyblivosti
latok a Castic vo viacerych komorkach nosic¢a. Ak sa pouzZiva konStantné napétie, nastavi sa
hodnota vo voltoch na zaliatku elektroforézy. Ak sa elektroforéza robi pri konstantnom pruade,
musi sa hodnota v miliampéroch nastavit podla poctu komorok, pripadne podla Sirky nosica
(gélu). Konstantny prad alebo konstantné napatie sa musi udrZovat preto, aby sa pocas
elektroforézy nemenili podmienky separdcie. Pri elektroforéze na papieri alebo na acetate
celuldzy vznikd pomerne malo tepla, a preto uspokojivé rozdelenie vacsiny latok sa dosiahne
bez ohladu na to, ¢i sa udrziava konstantnd hodnota napatia alebo prudu. Ak sa elektroforéza
robi v gélovych nosi¢och, ktorych hrubka je 2 az 10 mm, Jouleovo teplo sa stava problémom.
V tomto pripade je vyhodnejsie pouzit konstantny prad. S pribddajucim ¢asom sa zmensuje
napatie a zniZuje sa Jouleovo teplo. Konstantny prad sa pouziva aj pri papierovej elektroforéze,

ak sa meraju pohyblivosti i6nov alebo amfolytov.

3. Vlastnosti nosica. Pohyblivost nabitych castic je na nosi¢och zvy€ajne nizsia ako pri
volnej elektroforéze. Ich migraciu ovplyviuju dalSie faktory: elektroendoosméza, prietokovy
potencial, priestorové vplyvy nosi¢a, adsorpcia atd’ Velkost elektroendoosmdzy zavisi najma od
druhu nosi¢a, potencidlového spadu, id6novej sily elektrolytu apH. Vplyvom
elektroendoosmdzy sa castice spolu s pridom vody undsaju smerom ku katdde. Vysledny
pohyb castice je su¢tom elektroforetickej a elektroendoosmotickej pohyblivosti. Napriklad pri
papierovej elektroforéze sérovych proteinov mdzu sa gama-globuliny pohybovat smerom ku
katéde, hoci maju zdporny naboj. Zapri¢inuje to elektroendoosmdza. Korekcia na
elektroendoosmoticky pohyb sa da urobit tak, Ze sa odmeria pohyb nenabitych castic alebo
molekul. Na tento Ucel sa pouZivaju viaceré latky, najviac sacharidy (dextran). Korekcia je vsak
presna len vtedy, ak velkost a tvar nenabitej molekuly je podobny molekule, ktorej pohyblivost
sa ma odmerat. Prietokovy potencial vznika pri pohybe vody cez nosi¢ a ma opacny smer ako
smer pohyblivosti vzoriek. M4 teda na migrdciu Castic brzdiaci uc¢inok.

Pohyb castic ovplyviiuje aj priestorovd Struktura nosic¢a. Pri papierovej elektroforéze sa

napr. ukdzalo, e elektroforeticky pohyb &astice nie je priamy, ale cikcakovity. Castica takto

.....
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miestom. PrediZenie drahy migrujicej astice sa vysvetluje zakrivenim pérov alebo bariérovym
ucinkom vlakien celuldzy. Bariérovy ucinok sa zakladd na tom, Ze pohybujuca sa Castica nardza
na molekuly nosica, ¢im dochadza k spomaleniu jej pohybu. Nosic¢e na baze gélu maju rozli¢ny
stupen vnutorného sietovania, atym aj réznu velkost porov. Okrem bariérového uGéinku sa
uplatiiuje molekulovo-filtracny ucinok a pri niektorych (agar) aj ionexovy ucinok. Adsorpcia
Castic sa vrozlicnej miere pozoruje pri vSetkych nosicoch. VacSinou ide o reverzibilnu
adsorpciu, ale cast deleného materidlu sa mozZe adsorbovat aj ireverzibilne (najmé pri
papierovej elektroforéze). Strukturne vplyvy nosi¢a su pri¢inou, ze pohyblivosti viacerych &astic
su na nosic¢och aj po odratani elektroendoosmotického pohybu este stale mensie ako pri volnej

elektroforéze.

Podmienky, ktoré ovplyvriuju pohyblivosti latok na nosi¢och, st pomerne zloZité a tazko sa
daju Standardizovat. Z uvedeného dovodu sa na identifikiaciu zloZiek rozdelenych pri
elektroforéze nevyuzivaju ich absolutne pohyblivosti, ale pomerné pohyblivosti, ktoré sa urcia

pomocou znamych Standardov.

4. Vlastnosti elektrického pola — sila elektrického pola, jeho homogénnost, stabilita,
zmeny pH vplyvom elektrickych dejov na elektrédach a komplikacie s Jouleovym teplom.

V3etky tieto faktory ovplyviiuju rychlost migracie, ostrost a rovhomernost rozdelenych zén.

3.2 Naboj koloidnych €astic a nanoc€astic

Makromolekuly su koloidné castice a najnovsie aj synteticky pripravené nanocastice,
rozptylené v roztoku elektrolytu, ziskavaju elektricky ndboj nasledujucimi spésobmi: ionizaciou
povrchovych skupin (-NH2, -COOH), adsorpciou anidnov alebo katidnov z roztoku a orientaciou
naadsorbovanych polarnych molekul. Naboj, ktory takto vznika na povrchu castice, pritahuje
opacne nabité idny. Tym sa vytvara Helmholtzova elektricka dvojvrstva. Ak je povrch Castice
nabity zdporne, obali sa vnutornou nepohyblivou vrstvou kladne nabitych iénov a tato vrstva
sa obali dalS$imi kladne nabitymi idnmi, ktoré predstavuju vonkajsiu vrstvu. Vo vonkajsej vrstve
sa smerom od Castice znizuje koncentracia idnov a zvysuje sa jej pohyblivost. Ked povrch
Castice ziska kladny ndboj, obidve obalové vrstvy maju zdporny naboj. Potencidl medszi
povrchom castice a homogénnym roztokom sa nazyva elektrochemicky alebo epsilonovy

potencidl (€), ktory sa rozdeluje na ostro ohranieny Sternov potencidl medzi povrchom castice
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a pohyblivou vrstvou a na difizny elektro-kineticky potencial alebo potencidl Zeta (§) medzi

nepohyblivou vrstvou a homogénnym roztokom, Obr. 6.

Obr. 6. Elektrochemicky potencidl medzi povrchom castice a homogénnym roztokom.

Ak nabitd castica putuje roztokom elektrolytu pdsobenim elektrického pola, jej
rychlost zavisi od elektro-kinetického potenciadlu. Potencial Zeta je pricinou aj inych elektro-
kinetickych javov, ako je elektroendoosmadza, prietokovy potencial a Dornov efekt. Z nich sa pri
elektroforetickych metddach uplatiiuje najma elektroendoosméza ato hlavne v agarovych
géloch. Jej podstatou je pohyb castic a molekul vody do katédového priestoru. Pricinou je
migracia hydratovanych katidnov v difuznej casti elektrickej dvojvrstvy, kym anidny sa
adsorbuju v pérovitom nosici. V sklenych kapilarach ziskava voda kladny ndboj, a preto sa
pohybuje smerom ku katdde, zapri¢inuje to pravdepodobne vacsia adsorpcia hydroxylovych

aniénov na stenu kapilary.

Velkost Castic ale aj Zeta potencidlu umoZiiuje meranie pomocou dynamického rozptylu
svetla na Zeta-Sizeri. Niekedy je vhodné elektoforetickii separaciu kombinovat stymto

experimentalnym pristupom.

3.3 Papierova elektroforéza

Papierova elektroforéza sa prevadza v nizkonapatovom aj vysokonapatovom rezime.
Pri nizkovoltovom usporiadani sa pouZivaju rozlicné modifikacie klasickej vihkej komory, ktoru

tvori uzavreta nadoba s otvaratelnym vrchnakom (elektroforetickd kyveta), v ktorej su tri
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priestory — katédovy, anddovy a priestor na uloZenie papierovych pdsov, na ktorych sa delia
zmesi i6nov a amfolytov. Vysokovoltova papierova elektroforéza si vyzaduje chladenie. Papier
sa pocas elektroforézy ponori do nevodivej kvapaliny (toluén, hexan, chlérbenzén a pod.) alebo
sa vsunie medzi dve elektricky izolované a chladené platne zo skla, kovu alebo plastov.
Nizkonapatova papierova elektroforéza sa pouziva pri elektroforéze sérovych bielkovin, aj ked
vostatnom Case sa papier nahrddza inymi nosiémi svyhodnejSimi vlastnostami.
Vysokonapatova elektroforéza sa pouziva zriedkavo pri separacii aminokyselin, peptidov,

sacharidov, alkaloidov, vitaminov a inych nizkomolekulovych Iatok.

Postup papierovej elektroforézy ma pat zakladnych operécii: priprava papiera,
aplikacia vzorky, samotna elektroforéza, detekcia rozdelenych zloZiek aich kvantitativne

stanovenie

3.4 Elektroforéza na acetylceluléze

Pracovny postup pri tejto elektroforéze sa podoba postupu pri papierovej elektroforéze.
Acetylceluléza md v porovnani s papierovou elektroforézou viaceré vyhody: pasiky
acetylceluldzy sa daju pouzit priamo bez osobitnej pripravy a vlhka acetylceluldza je pevnejsia
ako iné nosice, preto sa s nou dobre manipuluje. Na acetylceluldzu sa da naniest velmi malé
mnoZstvo vzorky, a preto sa moZe robit v mikromeradle. Cas elektroforetickej separacie je
kratSi ako pri papierovej elektroforéze, hranice rozdelenych zén jednotlivych zloZiek su
ostrejSie. Na acetylceluldze sa daju delit aj také proteiny, ktorych separécia sa pri papierovej
elektroforéze neda dosiahnut (napr. inzulin, lyzozym). Delenie sérovych proteinov niektorych
zvierat (potkan, mys) je lepSia na acetylceluléze ako na papieri. Acetylceluléza je komercéne
dostupnd aj vo forme hotovych gélov srozlicnou hridbkou arozmermi. Elektroforéza na
acetylcelulézovych membranach sa da robit aj vkyvetdch uréenych na elektroforézu
v agardzovom géle, vratane imunoelektroforézy. Obidve tieto techniky sa daji uskutoénit

v zariadeniach na acetylcelulézovu elektroforézu.

Elektroforéza na acetylceluléze sa vyuZiva pri deleni proteinov z krvného séra, mozgovo-
miechového moku, mocu, tkanivovych extraktov a inych materidlov. Pomocou tejto techniky sa

daju delit aj enzymy, lipoproteiny, glykoproteiny, polysacharidy a iné latky. Acetylcelul6zové
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membrany sa uplatnili aj pri imunodifuznych technikach a imunoelektroforéze, aviak na tento

Ucel je podstatne vhodnejsi agarovy alebo agardzovy gél.

3.5 Elektroforéza v Skrobovom géle

Elektroforéza v géloch , ¢i uz v Skrobovom, agarézovom alebo polyakrylamidovom sa
liSi od elektroforézy na papieri alebo acetylcelulézovych membranach vtom, Ze zlozky
nanesenej zmesi sa delia nielen podla velkosti svojho ndboja, ale aj podla velkosti svojich
molekul. Tieto gély maju charakter molekulovych sit, co umoznuje, aby sa pri elektroforéze
rozdelili aj také latky, ktoré maji rovnaky naboj, ale rozlicnd velkost molekdl. Tym sa
podstatne zvysSuje deliaca schopnost metddy. Napriklad bielkoviny ludského séra sa pri
elektroforéze na papieri alebo na acetylceluléze rozdelia len na Sest frakcii, kym pri
elektroforéze na Skrobe na 18 az 27 frakcii (podla koncentracie skrobu a pouZitého
elektrolytu). Skroboforéza sa moZe robit aj v pritomnosti mocoviny, ¢o umoZziiuje separovat
izolované polypeptidové retazce. Da sa robit v horizontalnej alebo vertikalnej polohe, lepsie

delenie sa dosahuje pri vertikdlnom usporiadani.

Elektroforézu na skrobovom géle mozno vykonavat v jednom alebo v dvoch rozmeroch
(dvojrozmernd skroboforéza). Okrem analytického stanovenia latok sa da vyuZit aj na
preparativne Ucely. V ostatnom case sa pri elektroforetickych separacnych technikdch
Skrobovy gél, az na niektoré vynimky, nahradil polyakrylamidovym gélom. Pri¢inou su najma
tazkosti so Standardizaciou Skrobového gélu a s kvantitativnym hodnotenim rozdelenych

zloZiek, jeho krehkost (zIa manipulécia) a v urcitych smeroch aj obmedzené pouzitie.

3.6 Elektroforéza v agar6zovom géle

Komercny agar, ktory sa ziskava extrakciou z morskych chalth (Gelidium amansii) nie je
vhodny na pripravu gélu na elektroforézu. Na tento Ucel sa vyuZiva Specidlne vybieleny agar.
Agar nie je chemicky jednotna latka, je to zmes dvoch polysacharidov — agardzy

a agaropektinu. Agaréza je polymér disacharidu agarobidzy, ktora sa sklada z p-galaktdzy a 3,6-
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dehydro-L-galaktézy. Agaropektin obsahuje okrem tychto dvoch monosacharidov aj dalsie, ako
kyselinu glukurénovu a pyrohroznovu a je bohaty na karboxylové a sulfatové skupiny, ktoré mu
doddvaju aj ionexové vlastnosti. Ich obsah sa pri roznych druhoch agaropektinu lisi, napr.
koncentracia siranovych skupin je 0,3 - 3,7 %. Agaréza ma konstantné zloZenie. Okrem toho gél
pripraveny z Cistej agarézy ma v porovnani s agarovym gélom mensiu elektroendoosmdzu
a nezradzaju sa vnom niektoré bazické proteiny, napr. lyzozym. Z uvedenych pric¢in sa na
elektroforézu, ale aj pri imunodifuznych technikach, pouziva vacésinou uz len agardzovy gél.
Agardza ma nizku elektroendoosmadzu. Priprava gélu je nendrocna a rychla.Gél je priehladny,

separované zlozky sa lahko deteguji a ma dobré mechanické vlastnosti.

Agardza na pripravu gélu sa rozpusta priamo v tlmivych roztokoch. Homogénne
rozpustenie sa dosahuje kratkodobym ohrevom tesne pod teplotu varu. Ak teplota pri
ochladzovani dosiahne 45 °C, vznika polotuhy gél, roztok vSak musi obsahovat aspon 0,2 %

agardzy, Obr. 7.

Obr. 7. Zndzornenie nalievania gélov do predpripravenych foriem elektroforetickej

aparatury.

Papierové alebo acetylcelul6zové nosice sa pri elektroforéze zvycajne nahradzaju 0,5
az 1,0 % agardzovym gélom, pricom delenie nizkomolekulovych i vysokomolekulovych Iatok je
kvalitnejsie a jednotlivé zény su ostrejSie. Pory, ktoré sa vytvoria v agarézovom géle, su
pomerne velké, takie pri deleni beZznych makromolekuil sa este neuplatriuje molekulovo
filtracny ucinok. V dosledku toho sa napr. fudské sérové bielkoviny delia iba na 6 az 7 frakcii —

podobne ako pri elektroforéze na acetylceluldze. Molekulovo filtracny Ucinok sa vSak uplatfiuje
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pri velkych makromolekulach (komplexy niekolkych enzymov), subceluldarnych casticiach

a virusoch. Na delenie takychto latok a ¢astic je agardzovy gél vhodnejsi ako polyakrylamidovy.

Pri vacsine separdcii sa pouziva gél, ktory obsahuje 0,5 az 1,5 % agardzy. Pripravuje sa
priamo rozpustenim praskovej agardzy vo vhodnom hordcom timivom roztoku. Do horuceho
roztoku agardzy sa moze pridat 0,1 % azid sodny alebo 0,01 % mertiolat ako bakteriostaticka
latka. Ak sa komeréna agardza rozpusta pomalsie, odporuca sa znej pripravit dvakrat
koncentrovanejsi roztok, ktory sa rozpipetuje do skimaviek a necha sa stuhnut alebo sa gél po
stuhnuti rozreze na malé kocky. Takyto zdsobny gél sa mdze uskladriovat dlhy ¢as v chladnicke.
V pripade potreby sa pomerne rychlo vo vodnom kupeli rozpusti a pridd sa k nemu rovnaky
objem tlmivého roztoku s teplotou 50 °C, ¢im sa agardza upravi na potrebnu koncentraciu.
Horlca zmes sa vyleje na elektroforetickd platiu, kde po stuhnuti vznikne gél. Platiia sa musi
pred vyliatim hortceho roztoku agardézy odmastit a umiestnit na vodorovnu podlozku, aby celd

plocha gélu mala rovnaku hrabku.

Agardzové gély sa pripravuju v roznych timivych roztokoch (citrat-fosfat, Tris-HCI, Tris-
Tricin, Tris-kyselina borita-EDTA, Tris-kyselina octova-EDTA). Ich koncentracia je 0,05 az 0,1

mol.L?, idnova sila 25 a7 50 mmol.L* a pH 7,6 az 8,6.

Vzorka sa nandsa do okruhlych alebo podlhovastych jamiek, ktoré sa bud' vyrezavaju
alebo priamo odlievaji pomocou hrebena, Obr. 8. Odporica sa, aby sa jamky naplnili
roztokom vzorky aZz po okraj a aby sa vzorka (ak ide o Cistu bielkovinu, pouzije sa asi 0,3 az 0,5
% roztok) pripravila v timivom roztoku, ktorého pH je vyssie a idnova sila nizSia ako ma timivy
roztok v elektrédovych nadobkach. Dosiahne sa tym lepSie zaostrenie zon. Pri elektroforéze
bielkovin a nukleovych kyselin sa pouZiva napatie 10 az 20 V.cm™, prud asi 2 mA.cm™, ¢as

delenia je 1 az 7 hodin.

Niektoré latky, napr. antigény pri imunoelektroforéze alebo enzymy sa deteguju
v nativnom géle, teda bez fixacie a vysusenia. Pri detekcii enzymovej aktivity sa gél urcity cas
vopred inkubuje so substrdtom, ktory je rozpusteny vo vhodnom tlmivom roztoku. Zo
substratu moéze vznikat farebny produkt, ktory potom oznaci polohu enzymu, alebo sa farebna
reakcia musi vyvolat pridanim dalSich reagencii. Radioaktivne zlozky sa daju detegovat
autoradiograficky. Kvantitativna analyza rozdelenych pasov sa vykonava denzitometrickou

analyzou.
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Obr. 8. Schematicky ndkres pripravy Zliabku, ktory je uréeny na nandsnie elektroforetickej vzorky.

3.7 Polyakrylamidova gélova elektroforéza - PAGE

Polyakrylamidovy gél ma vyhodu vtom, Ze sa da fahko pripravit, ma velmi dobré
mechanické vlastnosti, je priehladny, neobsahuje nabité skupiny, umoZfiuje Siroky rozsah
pozadovanej velkosti pérov. Priprava gélu je reprodukovatelna, ma nizku adsorpciu a nizku
elektroendoosmézu azo vSetkych nosicov ma najvacsiu rozliSovaciu kapacitu. Napriklad

proteiny ludského séra sa v nom pri elektroforéze rozdelia na 25 az 35 frakcii.

Polyakrylamidovy gél vznikd polymerizaciou volnych radikalov vytvorenych zo zikladného
akrylamidového monoméru (CH,=CH-CO-NH,) a sietovaciecho monoméru N,N’-metylén-
bisakrylamidu (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,), (Bis). Obidva zakladné monoméry, t.j.
akrylamid a Bis su toxické uz aj pri dotyku s pokozkou, preto treba s nimi opatrne manipulovat!
Polymér nie je toxicky. Z akrylamidu vznikaju pri polymerizacii dlhé vlakna, ktoré sa priecne
viazu pomocou Bis-u, ¢im vznikd siet. Velkost pdrov je nepriamoumerna koncentrécii
akrylamidu. To znamen3d, Ze ¢im je vacsSia koncentracia akrylamidu, tym sU mensie pory.
Ukazalo sa, Ze pri sietovadle Bis je tato zavislost odlisna. Najmensie péry vznikaju vtedy, ked'
polymerizacnd zmes obsahuje 5 % Bis-u (vzhladom na celkové mnozZstvo akrylamidu). Ak je

koncentracia Bis-u vacsia alebo menSia, vzniknd pdéry svacsim priemerom. Pri priprave

52



polyakrylamidovych gélov je preto koncentracia Bis-u 1 az 5 %. Velkost pérov v 6,5 az 20 %

polyakrylamidovych géloch, ktoré obsahuju 2 az 5 % Bis-u, je 4,0 az 0,6 um.

Na elektroforetické delenie proteinov, nukleovych kyselin a inych amfolytov s réznymi
relativnymi molekulovymi hmotnostami M, a globularnou Struktdrou molekuly sa pouZivaju

tieto koncentrdcie akrylamidu:

% akrylamidu M, amfolytu
15az 30 menej ako 10 000
12 10 000 az 90 000
7,5 30 000 aZ 150 000
4 90 000 aZ 1 000 000

Na inicidciu polymerizacnej reakcie je potrebny katalyticky redoxny systém, ktory méze
poskytovat volné radikaly. Zvycajne sa pouziva TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyléndiamin), ako
katalyzator. Persiran aménny sluzi ako donor volnych kyslikovych radikalov, tzv. iniciator.
Polymerizacia akrylamidu v pritomnosti TEMEDu a persiranu amoénneho je pri laboratérnej
teplote rychla, obycajne do 5 minut. Proteiny, predovSetkym v nativnych PAGE su velmi citlivé
na pritomnost nezreagovaného persiranu aj TEMEDu, preto je vhodné pouzivat ich v ¢o
najmensich koncentraciach aj za cenu, Ze sa &as polymerizacie gélu predizi. Polymerizéciu gélu
mozno spomalit uchovévanim reagujlcich zloZiek vladovom kupeli. V praxi to vsak nie je
potrebné, pokial sa nepouziva prilis alkalické prostredie. Rychlost polymerizicie gélu sa
vyrazne spomaluje aj so zniovanim pH. Daldim zndmym zdrojom kyslikovych radikélov je
riboflavin. Fotochemicky rozklad riboflavinu, pri ktorom vznikaju volné radikaly, sa iniciuje
ultrafialovym (UV) svetlom. Polymerizacia akrylamidu pomocou riboflavinu sa odporuca vtedy,
ked sa pripravuju gély s nizkou idnovou silou (napr. pri izoelektrickej fokusacii), lebo je

efektivna uz pri koncentraciach nizsich ako 1 mg riboflavinu v 100 mL roztoku.

Reprodukovatelnost PAGE v rozhodujicej miere zavisi od reprodukovatelnosti
polymerizacnej reakcie, ktora zavisi od vysokej Cistoty obidvoch monomérov a katalyzatora.
Nevyhodné zmeny v elektroforetickom spravani sa latok vznikaju najma vtedy, ked akrylamid
obsahuje necistoty (napr. kyselinu akrylovi). Polymerizaciu inhibuju aj nizke koncentracie
kovov. Na pripravu gélov sa preto musia pouZivat len zlozky s dostatoénou Cistotou. Dobré
skisenosti experimentatorov su s akrylamidom, Bis, TEMED adalSimi potrebnymi

chemikaliami od firiem, ako su napriklad Bio-Rad, Merck, Sigma-Aldrich.
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Pri detekcii alebo kvantitativnom urceni mnozstva jednotlivych zloZiek rozdelenych pri
elektroforéze je potrebné vykonat ellciu zlozky z prislusnej zony (napr. ak sa ma odmerat
radioaktivita pomocou scintilatného radiometra, koncentracia proteinov, urcit sekvencia
monomérnych jednotiek a pod.). Eldcia sa vykonava pravidelne po preparativne] elektroforéze.
Casto sa zjednodusi a urychli vyrezanim prisluinej zény a rozpustenim polyakrylamidového
gélu. Polyakrylamidovy gél sa da rychlo rozpustit, ak sa namiesto Bis-u pouziju iné sietovadla,
ako BAC, DHEBA, alebo DATB. BAC (N,N’-bisakrylcystamin) je disulfidovy analég Bis: CH,=CH-
CO-NH-CH,-CH,-5-S-CH,-CH,-NH-CO-CH=CH,. Gélové odrezky sa daju solubilizovat aj pridanim
0,1 mL 2-merkaptoetanolu na kazdy gram gélu. DHEBA (N,N’-dihydroxyetylén-bisakrylamid)

obsahuje 1,2-diolovu konfiguraciu:

CH,=CH-CO-NH-CH-CH-NH-CO-CH=CH,, ktora je citliva na kyselinu jodistu.

|
OH OH

DATD (N,N’-dialyltartardiamin) ma taktiez 1,2-diolovu konfiguraciu:

CH,=CH-CH,-NH-CO-CH-CH-CO-NH-CH,-CH=CH,.
|
OH OH

Bis sa nahradzuje DATD v mdlovych pomeroch a takto pripraveny gél sa rozpusti po 30
minutovej inkubacii s 2 % kyselinou jodistou pri teplote miestnosti. Gély s prie¢nymi retazcami

vytvorenymi DATD sa osobitne hodia na izoelektricku fokusaciu a izotachoforézu.

3.8 NajcastejSie pouzivané typy PAGE

Separacia v polyakrylamidove]j elektroforéze sa vykonava v jednom alebo v dvoch
smeroch, tzv. jednorozmerna alebo dvojrozmernd elektroforéza. Pri dvojrozmernom
usporiadani sa m6zu kombinovat aj dve r6zne techniky, napriklad v jednom rozmere sa robi
nativna elektroforéza a v druhom rozmere elektrofokusacia. Okrem toho pri kazdom rozmere

sa da pouzit iny gél, napr. v jednom agardza a v druhom polyakrylamid.

Polyakrylamidovy gél sa pripravuje vo forme platni na sklach s rozlicnymi rozmermi
alebo vo forme stipikov (valéekov) v sklenenych rarkach. Pri mikrotechnikdch sa namiesto

rarok pouzivaju kapilary a pri preparativnej izolacii latok zasa sklenené koldny. Platne mozu byt
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pocas elektroforézy vo vertikdlnej alebo horizontalnej polohe. Kapilary a rurky sa pouzivaju len

pri analytickej elektroforéze, kym platne pri analytickej i preparativnej elektroforéze.

Podla struktury a zloZenia gélu, vlastnosti timivych roztokov a elektrickych podmienok

sa rozliuju tieto typy PAGE:

1. Nativnha PAGE je velmi podobnd agardzovej elektroforéze. Pouziva sa pri nej
polyakrylamidovy gél s homogénnym zloZenim, v ktorom sa latky delia na zaklade naboja
a velkosti svojich molekul. Na rozdiel od agardzy sa pri nativnej PAGE v podstatne vacsej miere
uplatiiuje efekt molekulového sietovania.

2. PAGE separacia len na zaklade velkosti molekul

a) SDS PAGE v prostredi dodecylsiranu sodného. Dodecylsiran sodny — SDS (z anglického
nazvu sodium dodecyl sulphate) sa viaze na peptidové vazby a zasadité skupiny proteinov,
v dosledku c¢oho vsetky proteiny ziskaju priblizne rovnako velky zdporny ndboj a pri
elektroforéze sa potom delia len podla velkosti svojich molekil. SDS sa da pouzit aj na
separaciu podjednotiek alebo jednotlivych retazcov z komplexnej molekuly proteinov (napr.
lahkych a tazkych retazcov imunoglobulinov), pretoZe zabrafiuje ich opéatovnej asocicii.
Rovnaky ciel sa da dosiahnut aj pomocou mocoviny, deoxycholatu a Tritonu X-100.
Polyakrylamidova elektroforéza v prostredi SDS sa pouZiva najma pri rychlom a jednoduchom
urceni relativnych molekulovych hmotnosti proteinov.

b) Elektroforéza v gradientovom géle v smere intenzity elektrického pola. Prevadza sa
v géle, vktorom sa vsmere migracie delenych zloZiek zvySuje jeho hustota, koncentracia
akrylamidu stupa, pory sa zmensujud. Pri prechode z redSieho do hustejSieho gélu pomalsie
molekuly dobiehaju rychlejSie molekuly, pretoZe zvySujuica sa hustota gélu im kladie vacsi
odpor. So zvacSujucou sa hustotou sa tento odpor stile zvacSuje, az sa gél pri urcitej
koncentrdcii stane nepriestupnym. Tato koncentracia a miesto, kde molekula dorazi, zavisi od
velkosti a tvaru migrujucich molekul. Po dostatocne dlhom ¢ase takmer vSetky molekuly zo
vzorky sa dostanu na miesta nepriestupnosti, kde sa zastavia a ich zéna sa zaostri. Zaostrovanie
z6n pri prechode pohybujucich sa molekul z redSieho do hustejsieho gélu, Cize diskontinuita
gélu, sa v praxi Casto vyuZiva. Vtedy sa hovori o diskontinualnej alebo, len kratko diskovej,
elektroforéze. Doélezité je ale uvedomit si, Ze len molekuly suréitym nabojom sa modzu
pobybovat v smere prislusnej elektrickej intenzity. Pokial by bol ndboj molekuly nulovy alebo

opacny pri danom pH elektrolytu, tieto molekuly majui tendenciu migrovat na opacnu stranu.
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3. Diskova elektroforéza. Jej princip je vzaostrovani zén vplyvom diskontinuity
elektroforetického prostredia a pruddovych podmienok. Okrem uz uvedeného gradientu
hustoty nosi¢ového gélu, sa v praxi vyuziva najméa gradient pH a gradient vodivosti (tImivé
roztoky sréznym zloZzenim aidnovou silou). Zmena v kontinuite (diskontinuita) niektorého
z uvedenych parametrov zapricini nahle zabrzdenie pohybu delenych zloZiek, pri ktorom
vzdialenejsie molekuly m6zu dobehndt molekuly putujice na ¢ele zény. Tym sa zdna neustéle
zaostruje.

4. lzoelektricka fokusdcia. Je to v podstate diskontinudlna elektroforéza v prostredi
gradientu pH. Gradient pH sa v géle vytvdra prirodzene, pretoZe pri elektrolyze vody sa na
katdde vybijaju idny H* a na andde idny OH". V ddsledku toho sa pH smerom k andde znizuje
a smerom ku katéde zvysSuje. TImivy roztok rusi vznik takéhoto gradientu. Ak sa priamo do gélu
prida zmes amfolytov, ktoré maju rozliéné izoelektrické body pokryvajice pozadovanu oblast
pH, gradient pH sa mdze stabilizovat. Kazdy amfolyt sa potom pri elektroforéze pohybuje podla
svojho ndboja az do miesta, kde je rovnaké pH ako jeho izoelektricky bod. Tu zostava bez
nadboja autlmuje vSetky narazy, ktoré chci zmenit pH, ktoré vzniklo v tejto lokalite
prirodzenym sp6sobom. Tym sa vytvara stabilny gradient pH, vktorom sa separované
molekuly bez ohladu na miesto svojho Startu pri elektroforéze pohybuji do miesta im
zodpovedajuceho izoelektrického bodu, kde sa ich zény zaostruju. Pri izoelektrickej fokusacii sa
vplyvom amfolytovych nosicov, ktoré ucinkom elektrického potencialu putuju do miest svojich
izoelektrickych bodov, vytvara medzi anddou a katédou staly gradient pH. Gradient sa vidy
najvyssie pH pri katdde. Ak sa do takéhoto gradientu pH umiestni vzorka napriklad zmesi
nejakého proteinu, zacne sa pohybovat podla svojho naboja. Ak maji molekuly proteinu
zaporny naboj, budu sa pohybovat smerom k andde. V désledku meniaceho sa pH budu
molekuly postupne stracat zaporné naboje a budu ziskavat kladné naboje. Po uréitom case sa
dosiahne stav, kedy molekuly budd mat vysledny naboj nulovy (pl) a ich pohyb sa zastavi. Ak sa
niektora molekula vzdiali z miesta svojho pl, ziska znovu nenulovy naboj (kladny alebo zaporny)
a elektricky potencidl ju vrdti na to miesto, kde dosiahne izoelektricky bod. Tymto
mechanizmom sa separované amfolyty pocas elektroforézy zahustia do Uzkej ostro
ohranicenej zény. V podstate sa molekuly snaZia dosiahnut miesto s nulovym potencidlom, ¢o
je princip izoelektrickej fokusacie IEF. NezalezZi pritom na mieste ich Startu. Bez ohladu na to, ¢i
sa molekuly urcéitého amfolytu naniesli na anddovy alebo katédovy koniec, budud sa v gradiente

pH zbiehat do miesta svojho pl, teda fokusovat.
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Izoelektrickd fokusdcia sa pouziva na analytickl a preparativhu separaciu amfoternych
latok, najma proteinov podla ich izoelektrickych bodov (pl). V optimalnych podmienkach sa IEF
vyznacuje neobycajne vysokou rozliSovacou schopnostou. Napriklad po IEF v kombinacii s
naslednou SDS-elektroforézou sa dé v hrubom extrakte E. coli rozlisit viac ako 1100 rozli¢nych
proteinovych zloZiek. Preparativna IEF ma vysokl kapacitu (da sa fiou delit pomerne velké
mnozstvo vzorky), a to preto, Ze sa zony rozdelenych zloZiek pri nej zaostruju.

5. lzotachoforéza je dalsi typ diskontinuadlnej PAGE, pri ktorej sa delia idony vo vlastnom
koncentratlhom gradiente. 16ny zanalyzovanej zmesi sa pohybuju medzi najpomalSim
(koncovym) a najrychlejsim (veducim) idnom. Vsetky musia mat naboj rovnakého znamienka
a spoloény opacne nabity idn. Zény rozdelenych iénov sa pocas izotachoforézy neustale
zaostruju, ¢im sa dosahuje vysoka schopnost separacie. Delenie sa uskutoériuje v elektrolytoch
posobenim jednosmerného elektrického prudu. Pouzivaju sa pri tom dva elektrolyty — veduci a
zakoncujuci. Vedduci elektrolyt obsahuje len jeden idn, tzv. veduci idn, ktory musi mat to isté
znamienko ako idny vo vzorke a jeho pohyblivost musi byt vacsia ako pohyblivost hociktorého
i6nu zo vzorky. Aj zakoncujuci elektrolyt musi obsahovat len jeden — zakoncujuci i6n s
rovnakym znamienkom ako idny vo vzorke. Vzorka obsahujica idny, ktoré sa maju rozdelit, sa
aplikuje medzi tieto dva elektrolyty. Polaritu elektrického pola je potrebné upravit tak, aby
veduci idon migroval k elektrode, ktora je na tej istej strane vzorky ako veduci elektrolyt. Po
uplynuti urcitého migracného casu systém dosiahne rovnovahu a vtedy sa vsetky idny
pohybuji rovnakymi rychlostami. Na zaklade tejto vlastnosti vznikol nazov celej techniky (z
gréckeho iso — rovnaky, ten isty, tacho — rychlost, z toho izotachoelektroforéza alebo skratene
izotachoforéza). Kazdy idn ma svoju oddelenu zénu. Jej okraje sa bezprostredne dotykaju
dvoch susednych zén. Zény jednotlivych idnov s usporiadané podla svojich pohyblivosti.

6. Afinitna elektroforéza obsahuje latky, ktoré mozu reagovat len s ur¢itymi funkénymi
skupinami zo separovanej zmesi molekul, pretoZe vykazuju proti nim istu afinitu. Princip je
podobny ako pri afinitnej chromatografii. Ligand sa pevne naviaze na gél (napr. inhibitory
a substraty pri izolacii enzymov) alebo sa v géle len rovhomerne rozptyli. Druhy sposob sa
pouziva vtedy, ak ma afinant mall elektroforeticki pohyblivost (protilatky pri rozlicnych
typoch imunoelektroforézy). Pri afinitnej elektroforéze sa latky delia nielen podla naboja
a velkosti svojich molekul, ale aj podla bioSpecifickej afinity. Afinitna elektroforéza sa v praxi

pouziva len zriedkavo.
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3.9 Urcenie relativhnych molekulovych hmotnosti pomocou

SDS a koncentracnej gradientovej PAGE

Relativne molekulové hmotnosti separovanych latok sa daju uréit vtedy, ked sa
elektroforéza vykondva v koncentrachom gradiente polyakrylamidu (postupne sa zmensuje
velkost pdrov v géle) alebo v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Najlepsie vysledky sa
dosiahnu kombinaciou obidvoch spésobov. V tychto podmienkach je pohyblivost separovanych
zloZiek vzorky linedrne Umerna logaritmu ich relativnych molekulovych hmotnosti. Zdkonitost

vsak plati len vtedy, ked molekuly majd aspon priblizne rovnaky tvar.

Tenké vrstvy maju niektoré vyhody. Vtomto pripade sa diskontinudlny gradient
polyakrylamidu robi vo forme vytvorenej z dvoch diapozitivnych skiel tak, Ze sa vopred necha
polymerizovat roztok snajvy$Sou koncentraciou akrylamidu ana fiom sa postupne
polymerizuju roztoky vZdy s nizSou a nizSou koncentraciou akrylamidu. Na pripravu takéhoto
gélu sa pouzivaju roztoky, ktoré obsahuju 2 aZi 30 % akrylamidu. Okrem diskontinudlneho
gradientu sa da pripravit aj linedrny gradient polyakrylamidu. PouZivaju sa pri tom dva roztoky.
pomocou miesaca gradientov pripravi gradient, ktory sa dd do formy z dvoch skiel, kde sa
nechd polymerizovat. Principom zmieSavaca s spojené nadoby, v ktorej v kazdej z nich je ina

koncentrdacia akrylamidovej reakénej zmesi [Sambrook a Russell 2001].

Latky, ktorych relativne molekulové hmotnosti sa maju urcit, treba rozpustit v timivom
roztoku s rovnakym pH a s rovnakou alebo nizSou idnovou silou ako ma timivy roztok, ktory sa
pouZzije vo funkcii elektrolytu. Vyssia koncentracia soli by mohla negativne ovplyvnit separaciu

zloziek, ¢o sa moze prejavit vznikom nepravidelnych a difuznych Skvin.

Ak sa kproteinom prida SDS aredukujuce latky (2-merkaptoetanol, ditiotreitol)
a potom sa tepelne denaturuju, ich trojrozmerna konformdcia sa zmeni, rozrusia sa S-S vazby
a molekuly zaujmu priblizne rovnaky pali¢kovity tvar. Molekuly SDS sa viazu na polypeptidy
v konstantnom hmotnostnom pomere, vplyvom ¢oho im udeluju skoro rovnaky zadporny naboj,

a tym sa eliminuju ich pévodné nabojové rozdiely medzi molekulami. Elektroforeticka
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pohyblivost takto upravenych molekul proteinov a polypetidov je potom len funkciou ich

relativnych molekulovych hmotnosti.

SDS PAGE pre svoju jednoduchost patri dnes k najuzivanej$im metédam na urcenie
relativnych molekulovych hmotnosti proteinov a peptidov. Podstatou metédy je porovnavanie
pohyblivosti skimaného proteinu s pohyblivostou niekolkych Standardnych proteinov so

znamymi relativnymi molekulovymi hmotnostami, napr. protein ladder.

Odporuca sa, aby sa pri ur¢ovani relativnych molekulovych hmotnosti (M,) pouZivali

gély s tymito koncentraciami polyakrylamidu:

Koncentracia polyakrylamidu 15% 10% 5% 3%
M, proteinov (analytu) 10° - 10" 10*-10° [2.10°-3.10° [3.10%az4.10°

Pri tychto pomeroch je zavislost medzi pohyblivostou zloZiek a logaritmom ich relativnych
molekulovych hmotnosti linedrna.

Polymerizacné roztoky sa pripravia zmieSanim vhodného roztoku akrylamidu s 0,05
objemom 1 % persiranu aménneho (napr. k 10 mL akrylamidu sa pridd 0,5 mL persiranu).
Roztok akrylamidu obsahuje aj Bis (2,5 az 4 hmotnostnych % z pritomného akrylamidu), 0,05 az
0,1 TEMED, 0,1 % SDS a 0,1 mol.L" timivy roztok s pH 7-8. Z uvedenych latok je vyhodné
pripravit si zasobné roztoky: A — akrylamid + Bis (40 %, 19:1 alebo 37,5:1), B — 5x
koncentrovany tlmivy roztok s urcitou hodnotou pH, C — TEMED, D — 10 % roztok SDS. Tieto
roztoky sa tesne pred pouzitim zmieSaju vo vhodnych pomeroch. Ak po pridani SDS vznikne
zrazenina, rozpusti sa miernym zahriatim na vodnom kupeli. K zmesi roztokov A az D sa za
stdleho miesania pridava po malych davkach potrebné mnoZstvo roztoku persiranu aménneho

a vysledny roztok sa vyleje do prislusnych foriem, kde sa nechd polymerizovat.

Ak sa ma urcit M, Gplne nezndmeho proteinu, je vyhodné pouZit koncentraény gradient
2 aZz 15 % polyakrylamidu. Priprave vzorky na elektroforézu v pritomnosti SDS treba venovat
osobitnl pozornost. Ak je vzorka v roztoku, mal by mat roztok nizsiu idonovu silu ako timivy
roztok, ktory sa pouziva ako elektrolyt. V tomto pripade sa ku vzorke prida také mnozstvo 10 %
roztoku SDS, aby jeho vyslednd koncentracia bola 2 %. Ak je vzorka v lyofilizovanom stave,

rozpusti sa v 0,01 mol.L™ fyziologickom roztoku s pH 7,2, ktory obsahuje 2 % SDS.

Vzorky sa aplikuju v 20 % sachardze alebo v 4 a7 8 mol.L™ deionizovanej mocovine a ak
sa ma zabranit asociacii peptidovych retazcov, obsahuju aj 2-merkaptoetanol, ditiotreitol alebo

jédacetamid. MozZnych je niekolko postupov, napriklad:
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1. Vzorka proteinu sa rozpusti v roztoku (0,5 az 1,0 mg na 1 mL), ktory obsahuje 1 % 2-
merkaptoetanol, 4 mol.L™ mocovinu, 1 % SDS a inkubuje sa 30 aZ 60 min pri teplote 45 °C.

2.  Narozpustenie vzorky sa pouZije ten isty postup ako v bode 1, len 2-merkaptoetanol sa
nahradi 0,2 mol.dm™ jédacetamidom.

3. Vzorky (1 aZ 4 mg v2 mL) sa dialyzuji 16 h pri teplote 37 °C oproti 10 mmol.L"
fosfatovému timivému roztoku s prisluSnou hodnotou pH, ktory obsahuje 0,1 % SDS a 0,2 % 2-
merkaptoetanol. Pred elektroforézou sa vzorky zriedia 10 mmol.dm? fosfatovym tlmivym
roztokom, ktory obsahuje 2,5 % 2-merkaptoetanol a zahreju sa 1 min na teplotu 100 °C.

Z takto upravenej vzorky sa do gélu aplikuje 10 az 50 uL (5 aZ 20 pg proteinu). Indikacné
farbivo (brémfenolova modrd) sa zmiesSa priamo so vzorkou (pridd sa k nej 5 uL 0,05 % roztoku

farbiva).

Elektroforéza sa vykonava vtlmivom roztoku, ktory obsahuje 0,1 % SDS, pri
konstantnom prade 5 az 100 mA. Pri vertikalne] elektroforéze sa andda nachadza v dolnej Casti
aparatury. Cas priebehu elektroforézy je v 5 % polyakrylamidovom géle asi3 haasi5hv 10 %

géle. Elektroforéza sa zvy€ajne skonci vtedy, ked' indikatorové farbivo prejde priblizne % gélu.

Po skonceni elektroforézy sa gély vyberu z elektroforetickej aparatury, odmeria sa ich

dizka a draha, ktoru predlo indikaéné farbivo (od horného okraja gélu po stred farebnej $kvrny).

Nakoniec sa v nich pomocou farebnej reakcie s amidovou ¢iernou 10 B alebo Coomassie

Brilliant Blue R 250 ofarbia proteiny.

Farebné indikatory, ktoré sa pouZivaju pri detekcii Iatok v agarézovych a polyakrylamidovych géloch

pri elektroforéze nukleovych kyselin a proteinov.

Indikator Absorbcné Pouzitie
maximum [nm]
Amidova cierna 10 B 620 proteiny
Coomassie Brilliant Blue R 590 proteiny
250
Fast Green FCP 610 proteiny
Brémfenolova modra 595 proteiny
Alcidnova modra 630 glykoproteiny
Zasadity fuksin 550 Proteiny
DNA a RNA
Metylénova zelena 635 DNA
Xylene Cyanole FF modra 645 DNA, proteiny
Brémkrezolova zelena 450 proteiny
Metylénova zelena 665 RNA,RNaza
Toluidinova modra O 620 RNA, RNaza
mukopolysacharidy
Pyronin Y 510 RNA
Ethidium Bromide 480 DNA-
fluorometricky
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Detekcia proteinov s amidovou ciernou 10 B: Gél sa vopred 4 h fixuje v roztoku
pripravenom z rovnakych dielov metanolu a 20 % kyseliny octovej. Potom sa 2-12 h farbi
v zmesi, ktora sa pripravi zmieSanim rovnakého mnoistva 1 % roztoku farbiva v 7 % kyseline

octovej a metanolu, ktory obsahuje 7 % kyselinu octovu.

Detekcia pomocou Coomassie Brilliant Blue R 250: Gél sa na 16 aZ 24 h ponori do 20 %
kyseliny sulfosalicylovej a potom sa 2 az 4 h farbi v 0,25 % vodnom roztoku farbiva. Pozadie
gélu sa odfarbuje 7 % kyselinou octovou niekolko hodin. Na farbenie sa moze pouzit aj 0,5 %
roztok farbiva v zmesi pripravenej zo 45 mL 95 % etanolu, 45 mL destilovanej vody a 10 mL
kyseliny octovej. V tomto roztoku sa gél farbi len niekolko minut a odfarbuje sa znova v7 %
kyseline octovej. Farbenie a odfarbovanie koncentrovanejsich (hustejSich) gélov trva dlhsie ako

farbenie menej koncentrovanych gélov.

Pri analyze nukleovych kyselin sa na ich vizualizaciu pouZzivaju bud fluorescenéné farbiva
ako su EtBr, SYBR Green | all, GelRed a GelGreen, tiazolova oranz, tioflavin T alebo farbenie
pomocou StainsAll alebo strieborné farbenie. Posledné dve z nich sa mdziu pouZit aj na

vizualizaciu proteinov pripadne komplexov nukleovych kyselin s proteinmi.

3.10 Teplotna gradientova gélova elektroforéza

Vhodnou metddou pri Studiu konformaénych prechodov nukleovych kyselin a proteinov
aich stability v zavislosti od gradientu denatura¢ného cinidla su gradientové elektroforézy.
Rozlisuju sa gradientové elektroforézy sgradientom denaturacného (inidla (DGGE)
a teplotnym gradientom (TGGE). Denaturacné podmienky moézu byt dané koncentraciou
chemického detergentu (mocovina, SDS). Po kvantitativnej stranke je denaturacia Struktary
tepelnym pdsobenim alebo denatura¢nymi Cinidlami podobna, aviak presné vztahy neboli
stanovené pre denaturacné Ccinidla. Gélové elektroforetické metddy s koncentracnym
gradientom denaturacného cinidla kolmo na smer elektrického pola boli pouzité uz v 80-tych
rokoch minulého storocia. Castou poZiadavkou je, ¢ uz ide o koncentraény alebo teplotny
gradient, aby bol linedrny. Pomocou gradientovych elektroforéz je moiné sledovat i malé
konformacné zmeny. Tato metdda sa prvykrat pouzila pri analyze konformacnych prechodov
a pri sekvenénych variaciach nukleovych kyselin v roku 1987 [Rosenbaum a Riesner 1987].

TGGE vyuZiva vysoko reprodukovatelny linedrny teplotny gradient, ktory sa vytvdra kolmo
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alebo paralelne vsmere elektrickej intenzity. Biopolyméry su separované v TGGE podla
velkosti, tvaru atermodynamickej stability ich konformaénych prechodov, ak je teplotny
gradient kolmy na smer intenzity elektrického pola. Teplotny gradient je vytvoreny
prostrednictvom kovovej platne spojenej s elektroforetickou aparatirou zostavenou podla
navrhu Riesnera [Rosenbaum a Riesner 1987, Riesner akol. 1989], ktorej zahrievanie
a ochladzovanie je umoZnené cirkuldciou vody cez termostat (obr.9). Gradientové
elektroforézy sa v sucasnosti vo vacsine laboratérii vyuzivaju hlavne pri separdcii linedrnych
fragmentov DNA s biologicky vyznamnym Usekom. V kombinacii s dalSou molekulovo-
biologickou amplifikathou metddou, PCR, je moiné pouZivat metodiku TGGE pri skriningu
nadorovych buniek pri pacientoch s urcitymi predispoziciami vzniku nadorového ochorenia.
Prikladom je identifikdcia buniek s bodovymi mutaciami na géne kdédujicom tumor supresujuci
faktor p53 [Yamura a kol. 1994]. V poslednom c¢ase sa technika TGGE vyuziva i na detekciu
jednovlaknového konformaéného polymorfizmu urcitého udseku nukleovej kyseliny, SSCP
(Single Strand Conformational Polymorphism) [Chen a kol. 1995], ¢i na skrining polymorfizmu
v multigénovych triedach virusov hepatitidy typu C [Lu a kol. 1995]. TGGE bola vyuzitd i pri
kvantifikacii gendmovej diverzity HIV-1 proviralnej DNA [Wieland 1996].

Obr.9. Schematické zndzornenie principu TGGE. Zdkladnd kovovd platria TGGE aparatury sluZi na
generovany a udrZiavany linedrny teplotny gradient, ktory sa prendsa priamo na elektroforeticky
gél. Amfolyt sa pohybuje od elektroforetického Startu v teplotnom gradiente, ktory je orientovany

kolmo na smer pohyblivosti separovanej vzorky.
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3.10.1 Studium konformaénej stability makromolekail teplotnou
gradientovou gélovou elektroforézou

Teplotna gradientovd gélova elektroforéza (TGGE) si popri beine pouzivanych
elektroforetickych technikach upeviuje svoje postavenie a to hlavne vdaka svojej schopnosti
molekuly separovat a sucasne poskytnut informacie o ich termodynamickej stabilite.
Z elektroforetickych zdznamov TGGE je mozné priamo analyzovat denaturacny profil
makromolekudl ako su nukleové kyseliny a proteiny, Obr. 10. Pri aplikdcii Standardnych
postupov dokonca okrem teplotného profilu poskytuje aj informacie umoziujlice stanovit
dalSie termodynamické parametre ako su: teplota prechodu, zmena entalpie, entropie a
Gibbsovej energie. TGGE sa javi popri spektralnych a kalorimetrickych metdédach ako dalsi

ucinny nastroj Studia Strukturnej stability biomolekaul.

3.10.1 Biofyzikalny princip teplotnej a denatura¢nej gradientovej
gélovej elektroforézy

Podmienky pocas elektroforetického delenia su v géle funkciou ¢asu a miesta od
elektroforetického startu. Cielena tvorba reprodukovatelnych gradientov v paralelnom resp.
kolmom smere na elektrické pole si vhodnou metddou pri studiu konformacénych prechodov
proteinov a ich stability. RozliSuju sa gradientové elektroforézy s gradientom denaturaéného
¢inidla (DGGE) ateplotnym gradientom (TGGE). Denaturacné podmienky mézu byt dané
koncentraciou chemického detergentu (mocovina, SDS). Po kvantitativnej stranke je
denaturacia Struktiry tepelnym poésobenim alebo denaturaénymi Cinidlami podobna, avsak
presné korelaéné vztahy medzi nimi nie si stanovené. Creighton a Lerman zaviedli gélové
elektroforetické metddy s koncentracnym gradientom denaturacného ¢inidla kolmo na smer
elektrického pola [Creighton 1997, Lerman a kol. 1984]. Castou poziadavkou je, aby gradient
bol linearny, ¢i uz ide koncentracny alebo teplotny. Pomocou gradientovych elektroforéz je
mozné sledovat i malé konformacné zmeny, pretoze pri optimalnych podmienkach st na nich
vysoko senzitivne. V daldej ¢asti bude venovana pozornost TGGE. Tato metdda sa prvykrat

pouzila pri analyze konformacnych prechodov a pri sekvenénych varidcidch nukleovych kyselin
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v roku 1987 [Rosenbaum a Riesner 1987]. Biopolyméry su separované v TGGE podla velkosti,
tvaru aich termodynamickej stability ich konformaénych prechodov, ak je teplotny gradient
kolmy na smer intenzity elektrického pola. Teplotny gradient je vytvoreny prostrednictvom
kovovej platne spojenej s elektroforetickou aparaturou zostavenou, ktorej zahrievanie
a ochladzovanie je umoZnené cirkulaciou vody cez termostat alebo pomocou Peltierovych

¢lankov, Obr.10.

Konformacny stav jednoduchych, ale aj zlozZitejSich makromolekul je determinovany
vonkajsimi podmienkami. V urcitom rozsahu podmienok sa molekuly nachadzaju v striktne
definovanych stavoch. V podmienkach, v ktorych si makromolekuldrny systém zachovava svoju
biologickd funkciu pri danej konformacii hovorime, Ze systém je v nativhom, pripadne
v zbalenom stave. Ak systém v dosledku zmien vonkajsich podmienok (poruch) straca svoje
funkéné vlastnosti, hovorime o tzv. denaturovanom (D) (rozbalenom, unfolded, U) stave.
Prechod z nativneho do denaturovaného stavu je mozné popisat nasledujicou schémou:

ki1
N D

l-a k2 «a

o je frakcia molekidl v denaturovanom stave, ki, ak, su rychlostné konstanty
charakterizujuce konformacny prechod. Medzi Uplne denaturovanym a nativnym stavom mo6zu
existovat urcité medzistavy, tzv. intermediaty. Konformaény prechod makromolekdl je ¢asto
sprevadzany agregaciou monomérnych podjednotiek do celkov svysokou molekulovou
hmotnostou.

Pre dvojstavovy prechod modZe byt rovnovaina konstanta medzi nativnym (zbalenym)
a denaturovanym (rozbalenym) stavom uréena priamo z priemernej frakcie o pre rozbaleny
protein v prechodovej oblasti:
Ko~ [N]/[D] = (1-a )/

Pricom a leZi vintervale od 0 a 1. Mieru konformacnej stability makromolekuly je
mozné charakterizovat pomocou zmeny Gibssovej energie, AG, pri denaturaénom procese.
Potom pre Gibbsovu volnu energiu plati:

AGnp =Gy~ Gp= -RTInK ,,
Pre hodnotu AGyp v pritomnosti denaturacného ¢inidla s urcitou koncentraciou plati:
AGnp =AG 20,80 + m[denaturant]
Parameter m odraza zavislost volnej energie na koncentracii denaturacného Ccinidla,

typické hodnoty pre protein denaturovany mocovinou a guanidiniom chloridu si 4.1 a 12.5
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ki/mol. Aby bolo mozné urcit AGuonp bez denaturacného cinidla hodnoty AGyp su
extrapolované linedrne. Zvycajne su tieto hodnoty v intervale od —21 do —42 kl/mol. Typickymi
denatura¢nymi ¢inidlami, ktoré sposobuju reverzibilny proces rozbalovania su ako pre proteiny
tak aj nukleové kyseliny mocovina, guanidinium chlorid, formaldehyd, chaotropné cinidla a
iné. Nevratné zmeny vyvoldvaju detergenty, ako su: napriklad Triton X100, SDS.
Otazkou je ako urcit z fyzikalneho merania frakciu denaturovanej ¢asti molekul. Podla
Paceho pre hodnotu a plati:
a=( iy —Hobs )/ ( fin—tp ),
kde b je sledovany meniaci sa parameter, L a Py sU hodnoty odéitané z denaturaénych
kriviek, ktoré charakterizuji denaturovanu (rozbalenu) a nativnu (zbalend) konformaciu

molekuly, Obr.10. [Pace 1989].
Pre pohyblivost molekuly, u (T), platia nasledujuce vztahy:
WT)=1(Ty ) +c. AT, T, je referentna teplota, zvy¢ajne 20 °C,

H(T)-1Ty)/AT=y, v pripade, Ze nedochadza k zmene konformacie je y konstanta. Inak plati

v oblasti konformacnych prechodov,

lim  w(T)-u(T + AT)/AT= duw/dT=y(T).
AT—0

Vyznam veli¢in uvedenych v rovnici pre elektroforetick( pohyblivost je:

Hn(T) = /d/F M(Ty) +xn.(T-Ty)

T je teplota pred rozbalenim z intervalu (7,Ty) a T < T,,, obdobne pre teplotu po rozbaleni

T>T,, plati, 1o(T) = Jdp= (Tp) + 25.(T-Tp)
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Obr.10. A. Origindlny elektroforegram telomérnej sekvencie d(Gs;T,A)Gs. Vyznam
jednotlivych velicin pri stanoveni termodynamickych parametrov ilustruje schéma B. [Viglasky

2013].

Pre zmenu Gibssovej energie z nativnej do denaturovanej konformacie plati nasledovny vztah:

AG:—RT/n[(,UN_/uobs)/(/uobs —Hp )]r

kde R je plynova konstanta a T je teplota. Parameter L. sa vypocita pomocou vztahu

vyjadreného z predchdadzajlcej rovnice:

/uobsz [,UN +ﬂD.e-AG/RT]/[1 + e-AG/RT]
Vysledky ukazuju, Ze hodnota AG je linedrne zavisld od koncentracii denaturacného cinidla.
Pri vyhodnocovani teplotnych denaturacnych kriviek sa postupuje podobne ako pri pésobeni
denatura¢ného Ccinidla, avsak AG je funkciou teploty. Zavislost AG od teploty vyjadruje

upravena Gibbs-Helmholtzova rovnica :

AG = AH,.T.(1/T - 1/T,,) — Acp( T,, — T+T.In(T/T}))
kde T,,je teplota topenia, 4H,, je zmena entalpie pri teplote T,, a Acp je zmena tepelnej
kapacity denaturovanej a nativnej konformdcie makromolekuly. Zmena volnej energie, ktord
sa uvolni pri denaturacii proteinov, sa pozoruje pri pésobeni denaturacnych cinidiel (mocovina)
alebo pri posobeni teploty. Tieto konformacéné prechody prebiehajd v Uzkom koncentracnom
resp. teplothom rozsahu, o poukazuje na kooperativitu rozbalovania makromolekuly.
Akékolvek ciastocné rozvinutie Struktury destabilizuje zvySok Struktury, ktord sa zruti do tzv.

ndhodného klbka.
Poznamka: Dalej je moiné uvazovat, Ze pohyblivost je funkciou aj objemu molekuly,
p= w(T,V), potom platia vztahy: du(T,V)= (ou/oT)y. dT + (Ou/oV)r.dV
dw(T,V)/dT= (0u/aT), + (Ou/oV)y. (dV/dT)

Principy analyzy aplikované na krivku TGGE platia vSeobecne a daju sa uplatnit na
teplotnu krivku ziskanud fubovolnou biofyzikdlnou metddou, kde sa ziskava teplotna zavislost
iného fyzikdlneho parametra napriklad spektrofotometriou, fluorescenciou alebo
kalorimetriou. V takychto pripadoch sa namiesto parametra pohyblivosti aplikuje teplotna

zavislost na intenzitu absorbancie, kruhového dichroizmu alebo merného tepla.
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Pomocou TGGE je mozné studovat teplom-indukované konformacné prechody a suéasne
sledovat napriklad aj tvorbu ich agregatov. Rozny stupen agregacie molekil je moziné
pozorovat vdaka deliacej schopnosti elektroforéz. Rozbaleny protein sa pohybuje pri
elektroforéze pomalsie ako kompaktne zbalena forma s mensim hydrodynamickym objemom.
Ak pre separacny €as t a rychlostné konstanty k; a k, pri TGGE plati Ze, t>>1/k;+ 1/k,, potom
v okoli teploty prechodu medzi nativnym adenaturovanym stavom je pozorovatelny
kontinudlny spojity "nerozmazany" pas a celkovy tvar pohyblivosti vzorky od teploty ma
typicky sigmoidalny tvar [Creighton 1997, Viglasky a kol. 2000°, Viglasky 2013]. Situacia je
odlisnd v pripade ked plati, t~1/k; + 1/k, alebo t<i/k; + 1/k,. Vtomto pripade je tvar
elektroforetického zdznamu v okoli teploty prechodu T, rozmazany, v dosledku pomalej

kinetiky prechodu molekuly z jedného do druhého stavu pocas separacie.

3.10.3 Obrazova analyza elektroforetickych zaznamov

Informacie ziskané zrb6znych experimentov je potrebné dalej spracovavat a pri
vyhodnocovani aplikovat rézne analytické metédy. Castou poZiadavkou je namerané Udaje
previest do digitalnej formy, avsak pri digitalizacii idajov z roznych kriviek sa nesmie "vytratit"
informdcia o podstate meraného deja. Vacsina Spickovych laboratérnych pristrojov ma
implementovanu tato funkciu. Udaje v digitalnej forme je moZno dalej spracovavat réznymi
grafickymi alebo matematickymi programami, napriklad: previest derivaciu, ¢i vypocet plochy
pod krivkou, alebo z mnoistva zavislosti urobit Statistiku nameranych procesov. V poslednom
Case srozvojom vypoctovej techniky dochddza krozmachu digitalizacie a spracovania
dvojrozmerného, pripadne i trojrozmerného obrazu. V sucasnosti je dostupnych mnozZstvo
komerénych programov, ktoré pracuju s obrazom v digitdlnej forme. Vyhodou tychto
programov je, ze dovoluju vkladat do tychto hotovych programov vlastné podprogramy, tzv.
plug-in moduly suréitou Uzkou Specifickou funkciou Sitou na mieru experimentatora.
Elektroforeticky zaznam predstavuje dvojrozmerny obraz, ktory je mozné rozdelit na mnozstvo
bodov, ktoré sa liSia suradnicami a hodnotou ich intenzity, tzv. bitovd mapa. Takato
digitalizacia sa da previest priamym skenovanim elektroforetického gélu alebo jeho
fotografovanim digitalnym zariadenim. V sucasnosti existuje mnozstvo komeréne dostupnych
zariadeni urcenych pre tieto Ucely. Oblasti, kde je hodnota intenzity r6zna od pozadia, sa

nachadzaju body odpovedajice molekuldm s pohyblivostou, ktord odpovedd urdcitej
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molekulovej hmotnosti a naboju. Pokial ide o kontinualne prepojené zény, potom hovorime o
elektroforetickych pdsoch. Jednotlivé pasy pri TGGE potom charakterizuju konformacny
prechod. Body s najvy$sou resp. najnizSou intenzitou (v zavislosti od poutzitia farbi¢ky pri
vizualizacii gélu) reprezentuju tzv. denaturacnd krivku. Pri dvojrozmernom obraze, pri
elektroforegramoch TGGE je situacia trochu komplikovanejsia, pretoze sa jednotlivé pasy "izo-
mobilnych" molekdl moézu pretinat a vytvarat tak pomerne zloZitd splet Ciar. Kazdud krivku
odpovedajicu elektroforetickému pasu je moziné dalej vyhodnocovat vybranym grafickym

programom a aplikovat nizSie popisanu termickd analyzu pomocou fitujucich algoritmov.
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4 Spektralne metédy

4.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA

Cistota a koncentracia DNA vzoriek mozu byt stanovené spektrofotometricky meranim
absorbancie. Mnozstvo absorbovaného Ziarenia latkou zavisi aj od vinovej dizky. Nukleové
kyseliny vykazuju maximum pri 260 nm, zatial ¢o pri 280 nm absorbuju zhruba len polovicu UV
Ziarenia (0,55 nasobok), Obr. 11. Hodnota 260 nm je viac-menej povaZovana za maximum
absorbancie vacsiny nukleovych kyselin, redlne sa vsak maximum absorbancie moéze lisit aj o +
8 nm, zavisi to hlavne od pomerného zastupenia jednotlivych nukleotidov, pretoZze maxima

absorpcie samotnych aromatickych purinovych a pyrimidinovych baz sa mierne liSia.

Obr. 11. Typické elektronové absorpcné spektrdlne profily DNA molekul a proteinov v UV

oblasti, kde vykazuju charakteristické maximd.

Spektrofotometricky je mozné uréovat koncentraciu DNA na zadklade Lambert-
Beerovho zadkona do priblizne 100 pg/mL, nakolko je absorpcia DNA linedrne zavisla od
koncentracie len do hodnoty A,s= 2. Koncentraciu dsDNA moézeme jednoducho odhadndt na

zaklade nasledujiceho faktu.

Pre dvojvlaknovd DNA plati, Ze ak je absorpcia vzorky pri 260 nm, A,5= 1, potom je v danom
roztoku 50 pg DNA/na mL. Priemernd molekulovd hmotnost DNA bazového péaru je 660
Daltonov a priemernd molekulovd hmotnost oligonukleotidu je 330 Daltonov. 1ug DNA
odpovedd 1515 pmol.L" DNA. Tento odhad plati pre kyvety s hribkou 1 cm. Uvedena
zavislost priamo vyplyva z priemerného extinkéného koeficientu DNA o dizke viac ako 200 bp.

V pripade uzSich alebo SirSich kyviet je potrebné tuto hodnotu vydelit alebo vynasobit

69



prislusnym koeficientom. Meranim absorpcie pri 260 nm méze byt odhadnutd aj koncentracia

ssDNA, RNA a oligonukleotidov.

Nukleova kyselina Koncent.ra'cia
(ng/mL) pri Azeo=1
dsDNA 50
ssDNA 40
RNA 40
oligonukleotidy 20

Rovnako ako DNA, tak aj proteiny absorbuji UV Ziarenie aich koncentracia mdze byt
uréena za pomoci spektrofotometrie. Proteiny maju dve absorpcné maxima. Maximum pri 230
nm je dané absorpciou peptidovych vazieb a maximum pri 280 nm vznikd v dosledku
absorbcie s aromatickymi kruhmi aminokyselin (napr. tryptofan, tyrozin a fenylalanin).
Podobne ako pri DNA, aj proteiny sa liSia zloZenim aminokyselin, takze poloha ich absorpcného
maxima sa mozZe mierne lisit. Pri odhade koncentracie proteinu sa moézZe pouzit podobna
analdgia ako v pripade nukleovych kyselin. Hodnota absorpcie vzorky rovna jednej pri 280 nm
v 1 cm kyvete, ak je v koncentracia proteinu priblizne 1 mg/mL. Tento odhad je v3ak ovela

nepresnejsi a v praxi sa pouziva len zriedkavo.

Jednym z klucovych krokov pri izolacii nukleovych kyselin je ich separdcia od proteinov.
Primes proteinov vo vzorke DNA by mohla viest k problémom pri jej dalSom vyuZiti (napr. pri
Stiepeni restrikénymi enzymami), a preto je stanovenie Cistoty DNA velmi dolezité. Na urcenie
Cistoty DNA sa najéastejSie pouZiva stanovenie pomeru OD,g,/0D,g0 (OD-optickd hustota). Ako
uz bolo spominané vyssie, DNA absorbuje priblizne dvojndsobné mnoZstvo UV Ziarenia pri 260
ako pri 280 nm. Vzorku DNA mdézZeme povazovat za Cistd, pokial je tento pomer v intervale 1,8-
2,0. Obycajne je tato hodnota pri RNA molekuldach mierne vysSia a dosahuje hodnoty
vintervale 1,9-2,1. V pripade vzoriek, ktoré boli znecistené organickymi rozpustadlami
mbzeme pozorovat eSte vy$sie hodnoty. V pripade znedistenia vzoriek proteinmi je tento

pomer nizsi 1,1-1.6.

4.1.1 Uloha

1. Vyizolovanu vzorku plazmidovej DNA nariedte v prislusShnom timivom roztoku (napr.

Tris-EDTA) tak, aby po¢as merania poskytovala absorpény signal v intervale 0,2- 1.5.
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2. Vprislusnom nastaveni pouZitého spekrofotometra zvolte vhodné parametre na
dany ucel a pouZite spektrum timivého roztoku bez pritomnosti nukleovych kyselin
ako referenciu.

3. Zmerajte vzorku plazmidovej DNA a odcitajte hodnoty A,s a Ajgo.

4. Stanovte koncentraciu a Cistotu DNA. Pri vypocCte berte do Uvahy pociatocné
zriedenie ku ktorému doglo pri priprave vzorky. Cistota vzorky sa uréuje na zaklade
pomeru A,eo/Asgo. Ak je tato hodnota okolo 1.8, potom je DNA v poZadovanej Cistote

bez pritomnosti proteinov.

4.2 Interakcie nizkomolekulovych ligandov s nukleovymi
kyselinami

Nukleové kyseliny predstavuju cielové molekuly pre vazbu roznych Specifickych ligandov,
z ktorych niektoré su vyuzivané aj ako lieCiva. Niektoré ztychto lie€iv sa uZz v sucasnosti
vyuzivaju v klinickej praxi a potencidlne lieCivd su testovanév klinickych studiach alebo
v chemickych laboratériach. U¢inok tychto lieciv spociva v tom, 7e po vizbe s DNA mdzu menit
jej vlastnosti, modulovat génovlu expresiu, pripadne uUplne inhibovat syntézu proteinov a

ovplyviovat replikaciu DNA molekul.

Existuje niekolko inStrumentdlnych technik, ktoré su beZne vyuzivané pri Studiu
takychto interakcii. V nasledujucich kapitolach sa budeme venovat detailnejSiemu opisu UV-Vis
spektroskopie, kruhového dichroizmu (CD spektroskopie) a fluorescenénej spektroskopie.
Okrem uloh, ktorych cieflom je analyza interakcii nukleovych kyselin sligandmi su do
nasledujucich kapitol zahrnuté aj ulohy sliZiace na Uplné pochopenie principov danych

spektralnych metdd.

421 UV-Vis spektroskopia

Zariadenie, ktoré sa vyuZiva na meranie mnoistva svetla absorbovaného vzorkou
nazyvame spektrofotometer. Pocas experimentu je vzorka umiestnend v kyvete, ktora je
oziarend svetlom predstavujucim prud fotédnov. Po interakcii fotdnu s molekulou analytu je
pravdepodobné, Ze analyt absorbuje fotén. Tato absorbcia redukuje mnoZstvo foténov vo

svetelnom [0¢i, ¢im sa zniZzi intenzita svetla dopadajuceho na detektor. MnoZstvo
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absorbovaného, resp. prepusteného Ziarenia moze byt vyjadrena ré6znymi parametrami ako je
transmitancia T alebo absorbancia A. Transmitancia T, CiZze priepustnost je definovana ako

pomer intenzity absorbovaného Ziarenia I a intenzity Ziarenia pévodného /,,
T=1/I,
Absorbancia je definovana ako negativny logaritmus transmitancie.

A=—logT =—logl/I,

Obrdzok 2. Princip transmitancie. Ziarenie s pévodnou intenzitou I, vchddza do skimavky s
optickou drdhou L. Po prechode skumavkou absorbuje foton a vzorkou vychddza Ziarenie s

intenzitou |.
Lambert-Beerov zakon:

V pripade, Ze vdvoch identickych skimavkach naplnenych farebnym roztokom, ktory
vznikol rozpustenim tej istej latky, pozorujeme rozlicny stupen intenzity zafarbenia, cize
v jednej sa nachadza tmavsi roztok ako v druhej, automaticky predpokladdme, Ze prva
skumavka obsahuje vyssiu koncentraciu latky. Rovnako predpokladdme, ze tmavsi roztok bude
absorbovat v urcitej spektralnej oblasti viac Ziarenia ako svetlejsi roztok. To znamena, zZe
s narastajicou koncentrdciou rastie aj absorbancia. V pripade, Ze dve skumavky obsahuju
rovnako koncentrovany roztok tej istej latky a jediny rozdiel je v tom, Ze prvd skimavka je Sirsia
ako druha, optickd drdha je dlhSia. Po oZiareni skiumaviek so svetlom o rovnakej intenzite
prechadza svetlo v prvej skimavke dlhSiu drahu ako v skimavke druhej. Ztoho mbéieme
dedukovat, Ze v prvom pripade dbjde ku absorpcii Ziarenia vo vac¢sej miere. Z toho vyplyva, Ze
absorbancia narastd s narastajucou dizkou drahy. Tieto popisané hypotetické pripady
vysvetluje v svojej podstate Lambert-Beerov zakon: A = ¢.1.c, kde A je absorbancia vzorky, €
je molarny extinkény koeficient, | predstavuje opticka dizka kyvety a c je koncentracia latky.

Jeho poutitie je limitované do urcitych koncentrécii, kde absorbancia latky je nizsia ako 2.

4.2.2 Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi
prostrednictvom UV-Vis spektroskopie

Spektrofotometria predstavuje jednu z najc¢astejSie pouzZivanych metéd pre Stddium

interakcii nukleovych kyselin s ligandmi. Vo viditelnej oblasti spektra vytvaraju farebné ligandy
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zretelne rozliSitelny absorbény pas. Jednoduchy spOsob, akym sa dé urcit ¢ dochadza
k interakcii medzi nukleovou kyselinou a ligandom je analyza posunu absorbéného maxima
ligandu a zmeny jeho intenzity po pridani DNA. Analyzuje sa teda rozdiel medzi absorbénym
maximom ligandu volného v roztoku a ligandu, ktory v roztoku vytvara komplex s DNA. Okrem
toho sa spektrofotometria da vyuZit aj na stanovovanie stechiometrickych avézbovych
konstant. Pri tomto type analyzy je ale potrebné vykonat reverznu titraciu, t.j. pridavat ligand

do roztoku obsahujiceho DNA.

Daldim sposobom analyzy interakcie medzi nukleovymi kyselinami a ligandmi je
stanovenie zmeny teploty topenia (AT,,). Pri tomto type experimentov sa sleduje zavislost
absorbancie pri uréitej vinovej dizke od teploty. Krivka topenia ma sigmoidalny tvar a jej
strednd hodnota odpoveda teplote topenia. Porovnanim tepl6t topenia DNA v nepritomnosti
a v pritomnosti ligandu je moiné zistit, ¢i dochadza kjej meratelnej zmene v désledku
vzajomnej interakcie. Okrem toho je z krivky topenia mozné urcit, ¢i ligand stabilizuje, zvySuje
alebo znizuje hodnotu T,,.

Pocas analyzy interakcii nukleovych kyselin sligandmi sa moZeme stretnut
s nasledujldcimi zmenami v spektre:

Batochrémny posun je zmena v pozicii absorbéného maxima k vy$$im vinovym dizkam.
Nakolko sa v spektre nachadza ¢ervend farba pri vacsich vinovych dizkach, tak je aj tento posun
niekedy oznacovany ako cerveny.

Hypsochromny posun je zmena v pozicii absorbéného maxima k niz§im vinovym dizkam.
Niekedy je oznacovany aj ako modry posun.

Hyperchromny jav je narast absorbného maxima v spektre. Tento jav je pozorovany napr.
pocas denaturdcie DNA, kedy dochadza k separdcii jednotlivych vlakien dvojzavitnice.

Hypochrémny jav je pokles absorbéného maxima v spektre. Hyperchromny a hypochrémny
jav su javy Casto pozorované pri experimentoch teplotného topenia.

Izosbestické body predstavuju oblast v spektre odpovedajuce vinovej dizke, pri ktorej sa
vSetky spektrd pretinaji. V pripade komplexov DNA-ligand je pritomnost takychto bodov
dokazom, Ze existuje rovnovaha medzi dvoma formami molekul ligandu (volna a naviazana
forma). lzosbestické body su sprievodnym znakom interakcie medzi ligandom a nukleovou

kyselinou, Obr.12.
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Obr. 12. Schematické zndzornenie réznych spektrdlnych posunov (vlavo) a izobestickych bodov (vpravo)

pozorovanych pri spektrdlnej analyze nukleovych kyselin a proteinov.

4.2.3. Ulohy k titraénej analyze

1. Pripravte vzorku prislusného ligandu nariedenim zo zasobného roztoku vo
vybranom tlmivom roztoku tak, aby pocas merania poskytoval dostatocny signal.

2.  Vprislusnhom programe na meranie nastavte vhodné parametre azmerajte timivy
roztok ako referenciu.

3. Vzorku postupne titrujte s vybranou nukleovou kyselinou (DNA alebo RNA) alebo inym
typom nukleovej kyseliny.

4. PopiSte a odévodnite zmeny pozorované v spektre, vypocitajte koncentraciu ligandu
a DNA v kyvete.

5. Do vzorky pridajte MgCl, , popisSte pozorované zmeny a stanovte koncentraciu MgCl,
v kyvete. Mg2+ stabilizuje Struktiru dvojzavitnice a véazba ligandov je stazena.

6. Pripravte vzorku DNA alebo RNA nariedenim zo zdsobného roztoku vo
vybranom tlmivom roztoku tak, aby pocas merania poskytoval dostatocny signal. Absorbancia
by mala dosiahnut hodnotu v rozsahu 0,4 — 1,5.

7. Titrujte dand vzorku s vybranym ligandom v koncentraénom rozsahu 1- 200 pmol.L™.

8. Zo zaznamenanych titracii vyvodte zavery o interakcii DNA s ligandom.
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4.2.4. Spektroskopicka analyza denaturaéného profilu vybraného
proteinu alebo nukleovej kyseliny pomocou detergenénych
Cinidiel

Nativna priestorovd konformdcia proteinov je udrziavana pomocou slabych
nekovalentnych interakcii. Ak je protein vystaveny napriklad vysokym teplotam alebo
chemickej zmene dochadza k ovplyvneniu tychto slabych interakcii stabilizujdcich nativnu
Struktdru proteinov. Pri  denaturacnom procese dochadza k zmene jeho Strukturnych
parametrov, ovplyviuju aj termodynamické, spektralne a hydrodynamické vlastnosti, a tym
vplyvaju na opticki otdcavost, viskozitu, tepelnd kapacitu, fluorescenciu a absorpciu
Yiarenia. Tieto biofyzikalne parametre sa nahle menia v Gzkom teplotnom rozmedzi. Cim je
tento konformacny prechod uzsi vzhladom k poruche vyvolavajucej konformacny prechod
makromolekuly, tym je kooperativita tohto Struktirneho prechodu vacsia. Akékolvek
Ciastoéné rozvinutie Struktury destabilizuje zvySok Strukttry, ktord mozie mat tvar
neusporiadaného klbka pri proteinoch alebo ndhodny "helix-coil-helix" tvar pri nukleovych
kyselinach. Strednd teplota tohto procesu sa nazyva teplota prechodu T,,. Vaésina proteinov
a nukleovych kyselin ma hodnoty T,, nizSie ako 100 °C. Vynimkou su proteiny termofilnych
baktérii, ktorych teplota topenia modze byt aj vysSia ako 100 °C. Teplota topenia
sekundarnej Struktury nukleovych kyselin zavisi od obsahu G:C parov v molekule ale aj od
konkrétneho sekundarneho motivu. Napriklad G-kvadruplexy nemusia obsahovat G:C pary
ale Hoogsteenove parovanie (G:G:G:G kvartet), ktoré takyto motiv stabilizuju este viac
ateplota topenia modZe dosiahnut aj viac ako 100 °C. Tercidarna Struktira pri RNA
molekuldch je na zmeny tepl6t este viac senzitivna. Pri topeni sa sekundarnych motivov v
nukleovych dochadza k oddelovaniu jednotlivych retazcov a sticasne tato zmena indukuje aj

zvySenie absorbancie pri 260 nm, tzv. hyperchrémny efekt.
Okrem zmeny teploty existuju dalSie moZnosti, ako vyvolat denaturaciu proteinov.

1. Zmeny pH spésobuju ionizdciu postrannych aminokyselinovych zvyskov peptidovych

retazcov, ¢im sa meni rozloZenie ndboja proteinu.
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2. Niektoré detergenty rozrusuji Struktdru proteinov hydrofébnymi interakciami
s nepolarnymi zvySkami proteinu.

3. Vysoké koncentracie organickych latok rozpustnych vo vode napr. alifatické alkoholy.
Organické latky s niekolkymi hydroxylovymi skupinami napr. sachardza, etylénglykol su
pomerne slabé denaturaéné ¢inidla, pretozZe ich schopnost vytvarat vodikové mostiky
nenarusuje vyznamne Struktiru vody. Detergent dodecylsiran sodny (SDS) sa pevne
viaze k proteinom ameni ich tvar do valcovitej podoby. Vysoky negativny ndboj
naviazaného SDS prekryva vlastny naboj proteinu, takZe proteiny pokryté SDS maju
zhodné pomery poctu nabojov na jednotku hmoty a podobny tvar. Ako uz bolo
uvedené vyssie, tento jav sa UspesSne vyuziva pri SDS PAGE pri stanoveni molekulovej
hmotnosti a Cistoty vzorky.

4. Rozmanity je vplyv soli. Niektoré soli napr. siran amdnny, stabilizuja Strukturu
nativneho proteinu (zvysuju jeho T,,). Chlorid draselny a sodny maju maly vplyv a napr.
bromid litny ju naopak destabilizuju. Avsak v pripade G-kvadruplexov je draslikovy idn
stabilizuje tento motiv najvyraznejsie.

5. Chaotropné cinidld zvysuju rozpustnost nepolarnych latok vo vode. Ich Géinok ako

denaturacnych cinidiel je désledkom ich schopnosti porusit hydrofébne interakcie.

4.2.5 Ulohy

1. Spektrdlne sledovanie indukcie denaturaéného procesu pomocou kontinualneho
zvySovania a zniZovania teploty.

2. Spektralne sledovanie  denaturaéného procesu indukovaného detergentom
azmenou pH.

3. Spektralna analyza hyperchromného javu nukleovych kyselin.

Pomocky a material:

Hemoprotein (hemoglobin, myoglobin alebo cytochrém c¢) rozpustime v koncentracii
10 mg/mL vo vybranom tlmivom roztoku fosfatové timivé roztoky (KH,PO, s K,HPO,), pH: 7.6

a 4.6, 1 % roztok SDS, spektrofotometer Varian s termostatom, pH meter, laboratdrne vahy.

Postup k ulohe 1:
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Zo ziskanej absorbénej krivky hemoproteinu, meranej v rozmedzi vinovych di?ok 380 —
460 nm uréime vinovu dizku A, kde je maximum absorbancie vzorky, A.... Titraciou
vybraného denaturaéného cinidla pri An.x budeme sledovat vplyv denaturaéného ¢inidla na
jeho absolutnu hodnotu absorbancie. Ako detergenéné cCinidlo pouZijeme bud SDS, mocovinu
alebo Triton X-100. Do oboch kyviet spektrofotometra napipetujeme 3 mL timivého roztoku
opH = 4,5, 10 uL hemoproteinu a do meracej kyvety priddvame po 10 ul 1% roztoku SDS.
Meranie opakujeme aj s 0,1 % roztokom SDS. Rovnaky experiment vykoname aj s pH = 7,5
a9,5. Do grafu nanesieme zavislost absorbancie hemoproteinu od koncentracie pri vsetkych
troch hodnotach pH. Kalibrdciu na zriedenie vykondme pomocou titrovania vzorky

destilovanou vodou s rovnakymi objemami ako pri pouZiti detergentu.
Postup k ulohe 2:

Do oboch kyviet spektrofotometra napipetujeme 3 mL fosfatového roztoku s réznou
hodnotou pH (4.6, 7.5 a 9.5) a30 pL hemoproteinu zo zasobného roztoku 10 mg/mL .
Denaturaént krivku meriame pri konstantnej vinovej dizke An., kde protein vykazuje
maximum absorbancie vo viditelnej oblasti spektra. Teplotny interval je 40 - 90 °C. Do grafu
nanesieme zavislost absorbancie od teploty. Namerané hodnoty teplotnej zavislosti
absorbancie vyhodnotime pomocou grafického programu (napr. Grafit, Sigma Plot) a uréime

hodnoty termodynamickych parametrov.
Ako fitujuce parametre pouzijeme v rovnici u(T)={1+11y. exp(AG/RT)}/{1+ exp(AG/RT)}

Ue My Xr X xu@ AG. Pricom za AG budeme zadavat hodnotu urcenej z modifikovanej

Helmholtzovej rovnice: AG= AH,,(1-T/T,,).
Postup k ulohe 3.:

Hyperchromny jav DNA/RNA od teploty molekidl budeme sledovat pomocou absorbénej

spektroskopie, CD spektroskopie a teplotnej gradientovej gélovej elektroforézy.

4.3. CD spektroskopia

Princip kruhového dichroizmu (CD) vychadza z rozdielnej absorbcie lavo- a pravo-
kruhovo polarizovanych zloZiek polarizovaného Ziarenia. Meratelny signal vznika len v pripade,

ak je studovanda molekula chirdlna (opticky aktivna) [Kelly 2000]. Ak pévodne opticky neaktivna
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latka tvori komplex s inou chirdlnou molekulou, mdze tiez vykazovat meratelny CD signal, ktory
vznikd v dosledku javu nazyvaného indukovand chiralita. CD spektrum ziskame, ak je
dichroizmus merany ako zavislost vinovej dizky. Hodnota molarneho dichroizmu je definovana

ako rozdiel moldrnych extinkénych koeficientov lavo- a pravo- kruhovo polarizovanych zloziek:
Ae =g, —gg [M*.cm™].
Veli¢ina pouZivand pri charakterizacii kruhového dichroizmu sa nazyva elipticita () a je

vyjadrena v stupfioch. Vzlah medzi cirkuldrnym dichroizmom a moldrnou elipticitou je:

Ae =3298,2.6 [Kelly 2000].

4.3.3. Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi pomocou
CD spektroskopie

Rovnako ako v pripade absorbcnej spektrofotometrie predstavuje aj metdda
kruhového dichroizmu jednu zo zakladnych technik wvyuzZivanych pri Stadiu interakcii
nukleovych kyselin s ligandmi. Okrem toho je tdto metdda vyuZivana aj pri Studiu Struktury
a stability nukleovych kyselin, ¢i uz volnych alebo vo vazbe s ligandom. CD spektropolarimetria
umoznuje jednoduchy spoésob monitorovania konformacnych zmien v DNA Strukture, ktoré
mézu byt zapri¢inené zmenami v prostredi, akymi si napr. pH, teplota, pritomnost réznych
Cinidiel a pod., alebo prostrednictvom chemickych modifikacii.

Aj ked' sa CD spektroskopia vyuZiva pri stanoveni konformacie proteinov a nukleovych
kyselin, vysledky CD spektroskopie nie su vidy uplne jednoznacné. Z uvedeného dovodu sa
v praxi vyuZiva k tomuto Ucelu kombinacia viacerych experimentdlnych metdd, najma NMR
spektroskopia. Pri niektorych Strukturnych motivoch je ale akceptované, Zze na zadklade profilu
CD signdlov, mdze byt odhadnutd priestorova struktira nukleovych kyselin a podiel B-
skladanych listov a a-zavitnic v proteinoch, ktory sa zvycajne liSi v nativnych a denaturovanych
stavoch. V priebehu laboratdrnych cviceni sa bude hlavna pozornost venovand hlavne analyze
konformacii B-DNA arbéznych typov sekunddrnych motivov v DNA ako su napriklad G-
kvadruplexy. Charakteristické CD signaly pre urcité topoldgie su uvedené v nasledujiucej

tabulke.
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Tvo konformécia Maximum Minimum
P [nm] [nm]
B-DNA 258 a 275 245
G-kvadruplex - paralelny 265 240
G-kvadruplex - antiparalelny 295, 245 260
G-kvadruplex - hybridny | 295, 265 235
(3+1)

CD spektroskopia je vo velkej miere vyuZivand aj pri Studiu interakcii medzi nukleovymi
kyselinami a ligandmi. Mnohé ligandy su opticky neaktivne molekuly, ktoré nevykazuju CD
signal v roztoku. Ako uZ bolo uvedené vyssie v niektorych pripadoch, ked dochadza k vazbe
ligandu ku chiralnej molekule ako je napriklad molekula DNA, vznikd v oblasti vyssich
hodnotach vinovych dizok tzv. indukovany CD signal (ICD) ato prave v oblastiach vinovych
dizok odpovedajucich absorpcii ligandu. ICD signal je jednym zo znakov interakcie medzi
nukleovou kyselinou a ligandom. Avsak ICD signal nemusi vznikat vSeobecne pri vizbe kazdého

ligandu s chirdlnou molekulou.

CD spektroskopia je casto pouZivand aj na monitorovanie teplotnej denaturacie
nukleovych kyselin. Pocas takéhoto experimentu je zaznamendvany kruhovy dichroizmus pri
urditej vinovej dizke v zavislosti od teploty. Zvy¢ajne sa monitoruje vinova dizka, pri ktorej bolo
pozorované maximum elipticity Studovanej nukleovej kyseliny v celom meranom rozsahu
vinovych di%ok. S postupnym narastom teploty dochadza v pripade nukleovych kyselin
obycajne k reverzibilnej denaturacii sekundarnej struktiry, ¢o sa zaéne prejavovat poklesom
elipticity tohto maxima. Typicka teplotna krivka dvojstavového systému ma sigmoidalny tvar,
pricom hodnota teploty topenia, ktord reprezentuje rovnovdhu medzi nativnou
a denaturovanou Struktirou je stredna hodnota topenia T,. Teplota topenia je teda
definovana ako teplota, pri ktorej sa polovica nukleovych kyselin nachddza v zbalenej
sekundarnej Struktdre adruhd polovica je rozvinutd do jednovldaknovej Struktiry

(denaturovanej).

Teplota topenia je zdvislda od Struktirnej stability konkrétnej nukleovej kyseliny.
Stabilita nukleovych kyselin moze byt ovplyvnend mnohymi faktormi, aj pritomnostou ligandu,
ktory moze stabilitu zvySovat alebo zniZovat. Specifickd interakcia nukleovej kyseliny
s ligandom vyvoldva vacsinou taka zmenu v jej Struktare, ktorad sa vo vacsine pripadov prejavi
zvySenim teploty topenia T,,. Teplota topenia je ovplyvnena typom a silou vzajomnej interakcie

medzi ligandom a cielovou molekulou.
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4.3.1 Ulohy

Meranie CD spektier D- a L- izoméru metylbenzylaminu

Vzorky L aD izomérov metylbenzylaminu rozpustte v96 % etanole v objemovej
koncentracii 10 %.
Zmerajte spektra jednotlivych vzoriek v rozsahu 220 — 300 nm vzhladom k referencii

a odovodnite pozorované javy. UV Cisty etanol je pouZity ako referencia.

Analyza CD a UV-vis spektier vybraného ligandu s DNA

1.

Vzorku vybraného farebného ligandu na meranie pripravte rozpustenim v 25 mmol.L™
tImivom roztoku Robinson-Brittona, pH 7, tak aby jeho absorbancia vo viditelnej oblasti
bola v rozsahu 0,2 — 0,9 pri pouZiti 0,1 cm kyvety.

Nastavte na CD spektrofotometri vhodné parametre (vinova dizka 600-220 nm)
a zmerajte timivy roztok ako referenciu.

Zmerajte vzorku a interpretujte namerané spektrum.

Vzorku postupne titrujte s vybranym oligonukleotidom DNA. Po kazdom pridavku DNA
zmerajte spektrum.

Popiste vzniknuté spektrum a odévodnite vzniknuté zmeny.

Meranie CD spektier G-kvadruplexovej Struktiry s ligandom

1.

Pripravte vzorku na meranie. Vzorka ma obsahovat G-bohaty oligonukleotid
rozpusteny v 25 mmol.L™ timivom roztoku Britton-Robinsona, pH 7 a 50 mmol.L™ KCl
alebo NacCl.

Nastavte na CD spektrofotometri vhodné parametre (vinovad dizka 600-220 nm)
a zmerajte timivy roztok obsahujici 50 mmol.L™" KCI (NaCl) ako referenciu.

Zmerajte vzorku a identifikujte typ nameraného G-kvadruplexu.

Vzorku postupne titrujte ligandom. Po kazdom pridavku premerajte spektrum.

Popiste vzniknuté spektrum a odévodnite vzniknuté zmeny.

Meranie teplotnej stability G-kvadruplexovej struktury a komplexu G-kvadruplex-ligand

80



© N o U

10.

4.4.

Pripravte vzorku na meranie. Vzorka ma obsahovat G-bohaty oligonukleotid
rozpusteny v 25 mmol.L™" roztoku Britton-Robinsona, pH 7, 50 mmol.dm™ KCl alebo
NacCl.

Nastavte na CD spektrofotometri vhodné parametre (vinova dizka 220 - 320 nm)
a zmerajte timivy roztok s 50 mmol.dm™ KCl (NaCl) ako referenciu.

Zmerajte CD spektrum vzorku a odéitajte vinovd dizku, pri ktorej vykazuje
oligonukleotid maximum elipticity.

Nastavte vhodné parametre na meranie teplotnej stability a zmerajte timivy roztok
s 50 mmol.L’* KCI (NaCl) ako referenciu.

Zmerajte vzorku a urcte teplotu topenia pre dany oligonukleotid.

Po merani nechajte vzorku vychladnut pri laboratérnej teplote.

Nastavte vhodné parametre (vinova dizka 220 - 600 nm) a zmerajte spektrum.

Vzorku titrujte postupne ligandom. Po kazdom pridavku zmerajte spektrum. Po
poslednom pridavku odé&itajte vinovu dizku, pri ktorej vykazuje oligonukleotid
maximum elipticity.

Zmeraijte teplotnu stabilitu podla vyssie uvedenych pokynov.

Urcte teplotu topenia komplexu G-kvadruplex-ligand a porovnajte ju steplotou

topenia G-kvadruplexu.

Fluorescencna spektroskopia

Luminiscencia je emisia svetla latky, ktora vznikd v dosledku prechodu elektréonov

z excitovanych do zakladnych stavov. Luminiscenciu vo vSeobecnosti rozdelujeme do dvoch

kategorii, ktoré sa liSia povahou excitovaného stavu na fluorescenciu a fosforescenciu.

V excitovanom singletovom stave je elektrén excitovaného orbitdlu sparovany (opacnym

spinom) s dalsim elektrénom. V désledku toho je navrat do zakladného stavu spinovo povoleny

s ’ P s . v . . . . s -1 v . s
a sprevadzany emisiou foténu. Miera fluorescenénej emisie je radovo 10® s, takie typickd

Fivotnost fluorescencie je radovo 10 ns (10 x10° s). Fosforescencia je emisia svetla

z tripletového stavu. Elektrén v excitovanom stave mad rovnaku orientaciu spinu ako elektrén

v zakladnom stave orbitdlu. V désledku toho je takyto prechod oznalovany ako zakazany

amiera emisie je pomald (10° az 10° s'), &ze Zivotnost fosforescencie je radovo

v milisekundach az sekundach [Lakowicz 2006].
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Fluorescenciu typicky vykazuju aromatické molekuly a takéto molekuly sa nazyvaju ako
fluorofdry. Medzi typické fluorofdry patri napr. chinin, fluorescein, pyridin, akridinovd oranz
a pod.

Jablonského diagram:

Vsetky procesy ku ktorym dochadza medzi absorbciou a emisiou Ziarenia mézu byt
jednoducho vysvetlené prostrednictvom Jablonského diagramu. Typicky Jablonského diagram
je znazorneny na Obr.13. Singletovy zakladny, prvy a druhy elektrénovy stav je oznaceny ako
So, 51 @ S,. Na kazdej z tychto energetickych hladin sa mézu fluoroféry nachadzat na vibraénych
hladinach, ktoré su oznacené ak 0, 1, 2. Prechody medzi jednotlivymi stavmi suU znazornené
vertikalnymi ciarami.

Po absorbcii svetla je fluorofér obvykle excitovany na vysSiu vibraénd hladinu
Uroven stavu S;. Tento proces sa nazyva vnutornad konverzia a zvy€ajne k nemu dochadza v
¢ase 10" s. K navratu do zékladného stavu vacsinou dochadza cez vyssiu vibraénd hladinu
zakladného stavu S,. Zaujimavym doésledkom emisie z vy$sej vibracnej hladiny Sy stavu je, ze
emisné spektrum predstavuje zrkadlovy obraz absorbéného spektra Sy = S; prechodu. K tejto
podobnosti dochadza v désledku toho, Ze rozstupy medzi jednotlivymi vibracnymi hladinami
excitovanych stavov su podobné ako v zadkladnom stave.

Molekuly z S; stavu mdZzu podstupit konverziu na prvu tripletovd hladinu T,. Emisia zo
v porovnani s fluorescenciou. Prechod z S, do T, sa nazyva medzisystémovy prechod. Prechod
zo stavu T, do singletového zakladného stavu je spinovo zakazany.

Z Jablonského diagramu vyplyva, Ze energia emisie je typicky niZSia ako energia

.....

dizkach. Tento jav sa nazyva Stokesov posun.
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Obr. 13. Jablonského diagram. Sy, S, S,- zdkladny, prvy a druhy singletovy stav; T,- tripletovy

stav; 0,1,2- vibracné hladiny.

4.41  Stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi prostrednictvom
fluorescenénej spektroskopie

Zhdsanie fluorescencie

Na stadium interakcie nukleovych kyselin sligandmi prostrednictvom fluorescenénej
spektroskopie sa Casto vyuZiva metdda zhasania fluorescencie. Intenzita fluorescencie méze
byt zniZzend viacerymi mechanizmami, pricom proces pri ktorom dochadza k takémuto
zniZovaniu intenzity nazyvame ako zhasanie fluorescencie. Takzvané kompetitivnhe zhasanie
nastava vtedy, ked je fluorofér z excitovaného stavu deaktivovany po kontakte sinou
molekulou v roztoku, ktora sa nazyva ako zhasac. Okrem kompetitivneho zhasania moze dojst
ku zhasaniu fluorescencie aj inymi procesmi. Fluoroféry moézu vytvarat nefluoreskujuce
komplexy so zhdSacmi. Tento proces sa oznacuje aj ako statické zhasanie, pretoZe k nemu
dochddza v zakladom stave a nezavisi od kolizie molekul. Zhasanie moze prebiehat aj roznymi
trividlnymi nemolekulovymi mechanizmami, ako je napriklad zoslabenim excitatného Ziarenia

samotnym fluoroférom alebo inou absorbujucou latkou v roztoku.

Pri kompetitivnom zhasani je casto vyuzivana fluorescencna sonda etidium bromid
(EtBr) pre jej silna fluorescenciu po vazbe s DNA. Volny EtBr v podmienkach timivého roztoku
vykazuje redukovanu intenzitu fluorescencie v désledku zhasania rozpustadlom alebo
dosledkom fotoelektrénového transportného mechanizmu. Intenzita fluorescencie sa po vazbe

s DNA rapidne zvysi v dosledku stérickej zabrany, ktord poskytuju nukleotidy molekulam EtBr.
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4.4.2 Ulohy

Uloha 1:

1.

Vzorku na meranie pripravte rozpustenim EtBr v prislusSnom timivom roztoku tak, aby

pocas merania poskytoval dostatocny signal.

2. 'V programe na meranie nastavte vhodné parametre a zmerajte spektrum.
3. Vzorku postupne titrujte s ctDNA. Po kazdom pridavku premerajte spektrum.
4. Po ukondeni titracie nastavte vhodné parametre na meranie teplotnej stability
a zmerajte krivku teplotnej zavislosti. Interpretujte pozorované zmeny.
5. Pozmerani vzorku nechajte vychladnut pri laboratérnej teplote.
6. Vzorku dalej postupne titrujte ligandom (napr. DAPI). Kc¢omu pocas titracie
dochadza?
Uloha 2:
1. Vzorku na meranie pripravte rovnako ako v predchdadzajucej ulohe a to rozpustenim
EtBr v prisluSnom timivom roztoku.
2. Nastavte vhodné parametre a zmerajte spektrum.
3. Vzorku postupne titrujte s MgCl, a interpretujte pozorované zmeny.
Uloha 3
1. Vzorku na meranie pripravte rozpustenim vybraného ligandu v prisluSnom timivom
roztoku tak, aby pocas merania poskytoval dostato¢ny signal.
2. V programe na meranie postupne nastavujte rGzne parametre excitacného Ziarenia.

Najdite vinovu dizku excitaéného Ziarenia, pri ktorej pozorujete najlepdi signal.
Zhoduje sa tito vinova dizka s absorbénym maximom ligandu? Svoju odpoved

zdovodnite.
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5 Vplyv cis a trans platinovych derivatov na strukturu
DNA molekul

Platinové derivaty odvodené prevazne od dichloro diamino-cis-platiny (cis-[PtCl,(NHs),],
cisplatina) zohravaju délezitu ulohu pri klinickej liecbe niektorych nadorovych ochoreni.
Cisplatina je klinicky pouzivand pri liecbe nddorov semennika, vaje¢nikov ainych typov
nadorovych ochoreni od roku 1978. Pri nddoroch semennikov je jej Uspesnost nad 90 %. Veri
sa, ze cytotoxicita cisplatiny je sp6sobena kovalentnou vazbou viazania sa na bazy nukleovych
kyselin v molekule DNA, avsak toto liecivo zostava relativne intaktné v krvnom riecisti, kde je
vysokd koncentracia chloridov, ktoré potlacaju aktivitu lieCiva. Cisplatina po prechode

bunkovou stenou vytvara aqua/chloro komplex, ktory je schopny reagovat s DNA, obr. 14.

Obr. 14.: Tvorba aqua komplexu cisplatiny

Naproti tomu dichloro diamino-trans—platina (trans platina) je biologicky neucinna.
Hladaniu novych derivatov odvodenych od trans konfiguracie je v poslednych rokoch venovand
velkd pozornost, pretoZe sa ukazuje, Ze i niektoré derivaty trans platiny su biologicky ucinné.
Platinové derivaty sa viazu s DNA kovalentne prostrednictvom guanozinovych alebo v mensej
miere i adenozinovych zvyskov, G>A. Vysledkom sd monofunkcéné a bifunkéné adukty, ato
intra- ainterstrand-crosslink (IAC, IEC), obr.15,16. Vazba platinovych derivatov indukuje
odvijanie baz a ohyb DNA molekuly prave v mieste kovalentnej vazby. Sihrnne oznacujeme

takuto lokdlnu zmenu na DNA molekule ako distorzia DNA, obr. 17.

0
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HaN. O C=N OH
P \> ﬂ o
Hal" "0—g
0
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o— 050
Hs Hz :

carboplatin spiroplatin
clsdiarmminell 1-cyclobutane- agua-1,1-bisfaminormethyl)-
dicarboxylata)platinumill) cyclohexanesulfatoplatinum]l)

Obr. 15. Struktury karboplatiny a spiroplatiny.
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Obr. 16. Typy a percentudlny podiel moZnosti viazania sa cisplatiny s DNA.

Obr. 17. Priestorové zndzornenie distorzie DNA vplyvom cisplatiny.

5.2 Uréenie odvijaceho uhla platinovych derivatov

K uréeniu odvijaceho uhla DNA sa vyuZiva plazmidovd DNA, ktora sa v nativnom stave
prevazne nachadza v superhelikdlnom stave s negativnhou superhelicitou o. Pre plazmidy

vyizolované z mezofilnych baktérii je hodnota tejto veli¢iny okolo -0.052.

V plazmidovej superhelikdlnej DNA je pocet celkového prekrizenia jedného vlakna
druhym dana hodnotou Lk, linking number. Ten je suc¢tom hodn6t Tw a Wr, twisting
a writhing number, resp. DNA Tw= Ny,/h, priom N je pocet parov baz v DNA a h je helikdlny
parameter. h= 10.5 + 0.5 bp/na otdcku vDNA. Wr je pocet superhelikdlnych otacok
v plazmidovej DNA. Superhelicita o je definovana nasledovne: o= ALk/Lk,, ¢o je priblizne

Wr/Tw. Potom sa da jednoducho ukazat, Ze pre odvijaci uhol « plati:
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o= 18.6.r,, pricom r, je molarny pomer medzi platinou a bazami DNA (nie bazovymi parmi!),
kde dochadza ku koalescencii pohyblivosti medzi ocDNA a scDNA, Obr.18. [Keck a Lippard
1992].

Form Il

Form |

0 05 1 5 10 25 50 100 150 200 300 puM

Obr. 18. Vplyv cisplatiny na pohyblivost plazmidovej DNA, pohyblivost superhelikdlnej formy scDNA
reprezentuje Forma | a relaxovanu ocDNA formu reprezentuje Forma Il. Pri koncentrdcii 50 ymoI.L'l
cisplatiny dochddza ku zjednoteni pohyblivosti oc formy a sc platinovanej formy, tzv. koalescencii.

5.2.1 Uloha

Stanovte odvijaci uhol cisplatiny plazmidu pUC19 pomocou agardzovej gélovej
elektroforézy. Plazmid inkubujte v roztokoch s r6znou koncentrdciou cisplatiny v rozsahu od 0-

200 umol.L™.
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6 Extrakcia histéonov z jadier pe¢ene

Histony su zasadité jadrové proteiny, ktorych hodnota izoelektrického bodu je vyssia ako 9
a ich relativha molekulovd hmotnostou je 11 kD az 21,5 kDa. To znameng, Ze sa dobre viazu so
zdporne nabitou molekulou DNA. Ich zasaditost spociva v nadbytku povrchovych lyzinovych a
argininovych aminokyselinovych zvyskov v porovnani s kyslymi aminokyselinami. OdliSuju sa
navzajom pomernym zastupenim jednotlivych aminokyselin. VSetkym histénom chyba

tryptofan a s vynimkou histdnu Hs; aj cystein. Histdny sa rozdeluju do viacerych tried, napriklad:

1. histony bohaté na lyzin — H;, pomer zastupenia lyzinu k argininu (L : A) dosahuje
hodnotu 22. H; ma najvyssiu molekulovd hmotnost - 21 kDa, pozostava z 215
aminokyselinovych zvyskov,

2. histony s miernym nadbytkom lyzinu — H, , pomer L: Aje 1,2. V H;b, L: A =2,5.
Okrem argininu a lyzinu ma aj vyssi obsah serinu,

3. histény bohaté na arginin - H;, L : A=0,72. Charakteristicka je aj pritomnost cysteinu,
11,3 kDa, pozostava zo 102 aminokyselinovych zvyskov.

Sekvencia aminokyselin v H; je vysoko konzervovand. Tento histén obsahuje 102
aminokyselin. Sekvencia H, z telacieho tymusu s homolégnym H, z mladého hrachu sa lisi len
v dvoch aminokyselindch: valin v 60. polohe je v hrachu nahradeny izoleucinom a lyzin v 77.
polohe argininom. NavySe v H, hrachu nie je lyzin v 20. polohe metylovany. Dosial nie je
zname, Ze by si nejaky iny protein v prirode zachoval taky vysoky stupen homolégie medzi tak
vzdialenymi druhmi. Tato homoldgia H, je désledkom toho, Ze tento protein ma vo vsetkych

organizmoch rovnaku fyziologicku funkciu.

V protiklade s H; ma H; pomerne Sirokd druhovu Specificitu. Histon Hs z telacieho
tymusu obsahuje 135 aminokyselin, z ktorych medzi prvymi 53 sa vyskytuje 18 zdasaditych.
Ukazalo sa, ze prave tato doména je zodpovednd za vdzbu s molekulou DNA. Druha cast

molekuly H; ma hydrofébny charakter.

Histony, najma H,, sU povazZované za represory transkripcie génov a hlavnymi aktérmi
pri epigenetickej reguldcii génovej expresie. Histony pokryvaju molekulu DNA, takZe sa stava
nepristupnou pre mnohé transkripéné faktory a RNA polymerazu. To znamend, Ze komplex

histonov s DNA ma znizend schopnost transkripcie prislusnych génov.
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3D Struktura histénu H; ma nizky stupen Spiralizacie, pretoze ma dlhsie uUseky
s rovnakym nabojom a obsahuje vaéSie mnozstvo prolinu. V ostatnych typoch histénov a -
Strukturu tvori takmer tretina molekuly. Pre histédny je charakteristické nerovnomerné
rozmiestnenie zvyskov lyzinu a argininu pozdiz polypeptidového retazca. V H; st ststredené na
C — konci a v ostatnych typoch su koncentrované v N-terminalnej oblasti. Terminalne oblasti su
flexibilné. Prostrednictvom posttranslacnych modifikacii s zapojené do takych dolezitych
procesov, ako je aktivacia transkripcie, uvolnenie histonov z oblasti replikacnej vidlice pri
replikacii DNA a zamena histénov pocas spermiogenézy. Nepolarne zvySky aminokyselin su

sustredené hlavne v strednych castiach proteinu, kde vytvaraju globuldrne domény.

V molekulach histénov H,a, H,b, H; ma globularnu struktdru aj C-terminadlna doména. Tieto tri
histony tvoria histénovy oktamér nukleozému. Syntéza histonov prebieha v interfaze. Gény
kddujuce histony su na DNA tandemovo usporiadané s velkym poctom kdpii.

ZastUpenie jednotlivych aminokyselin v jednotlivych typoch histénov ilustruje nasledujica

tabulka:

Zastupenie Histon

aminokyselin H, H,a H, b Hs H,

lyzin 28,7 12,5 16,7 10,1 9,8
histidin 0,0 2,8 2,3 2,4 1,9
arginin 1,7 9,3 6,4 13,6 13,9
e-N-metyllyzin 0,0 0,7 0,0 0,6 1,1
kys. asparag. 2,0 5,5 49 4,4 5,0
treonin 5,4 4,9 6,2 6,5 6,6
serin 6,7 5,0 10,9 3,8 2,5
kys. glutdmova 3,4 8,7 7,6 10,2 6,2
prolin 10,1 4,1 4,8 4,4 1,3
glycin 6,9 9,0 5,6 5,8 15,9
alanin 26,1 13,2 10,2 13,5 7,5
cystein 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
valin 4,1 6,0 7,1 4,6 7,8
metionin 0,0 0,3 1,6 1,5 1,0
izoleucin 0,8 4,2 49 4,8 5,6
leucin 4,1 10,1 4,9 9,0 8,0
tyrozin 0,5 2,3 3,8 2,1 3,5
fenylalanin 0,5 1,0 1,6 2,0 2,2
tryptofan 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Modifikacie histonov

Histony podliehaju urcitym chemickym modifikaciam, ktoré vyrazne ovplyviiuju ich
vlastnosti a v kone¢nom dosledku aj expresiu génov. Dynamicka chemicka modifikacia histonov

je jednym z faktorov epigenetickej regulacie expresie génov.
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Acetyldcia nastava na aminoskupine N terminalneho serinu alebo lyzinu v N
termindlnej oblasti histénov H,a, H,b, H; a H,, Na jednej molekule méziu byt
acetylované 1 - 4 skupiny. Acetyldciou sa neutralizuje ndboj zvyskov lyzinu, ¢im sa
znizuje schopnost histénu stabilizovat struktiru chromatinu a DNA sa stava citlivejSou
na posobenie Dndzy |. Stupen acetylacie sa zvysSuje pri prechode chromatinu z
inaktivneho do transkripéne aktivneho stavu. Na druhej strane deacetylacia nastdva pri
zvySovani kompaktnosti chromatinu, k comu dochadza najma po replikacii DNA.
Fosforylacia prebieha na hydroxylovej skupine serinu a treoninu na niektorych
miestach molekul histénov H,, H, a Hs. Fosforyldcia histénu H; ovplyviiuje kondenzaciu
chromatinu, nastdva tesne pred mitézou a pravdepodobne sa tym zacina proces
mitdzy. Fosforyldcia ovplyviuje tercialnu strukturu aj ostatnych frakcii histénov.
Metyldcia prebieha na niektorych zvySkoch lyzinu histdnov H;, H; a H, suvisi s
aktivaciou gendmu. Metylacia sprevadza represiu génu, kym demetylacia génovu
expresiu.

ADP - ribozyldcia spociva v pripojeni ADP - ribozylu na aminoskupiny histédnov, ¢im
dochdadza k ovplyvneniu interakcie histénov s DNA, teda aj stav chromatinu.

Dalsia modifikdcia histénu spociva v naviazani proteinu ubikvitinu na molekulu histénu
H,a. Takdato modifikovand forma je zloZzkou nukleozémov a oznacuje sa terminom

protein A24.

Histony maju dolezitu Strukturnu ulohu pri usporiadani DNA v chromatine a stabilizacii

molekdl DNA. Naviazanie histéonu spOsobuje zmenu priestorovej Struktdry DNA pri vzniku

komplexného Gtvaru, tzv. nukleohisténu. Struktdrnymi jednotkami chromatinu st nukleozémy.

Pozostavaju z histénového jadra, okolo ktorého sa otdca DNA. Jadro nukleozomu ma diskovy

tvar, jeho Sirka je 10 - 11 nm, vySka 6 nm. Predstavuje ho histénovy oktamér, tvoreny z dvoch

molekul H, a, H, b, H; a Hs. Profil nukleozdmu sa tvori podla tetraméru pozostavajluceho z

dvoch molekul Hia dvoch molekudl H, histonu, na ktory sa prikladaji z dvoch stran diméry H,a

6.1 Princip izolacie histonov

Princip izolacie histénov z r6znych tkaniv bol popisany uz pred mnohymi rokmi mnohymi

autormi [Weiss a kol. 1991]. Bunkové jadra modzeme izolovat z Cerstvej alebo zmrazenej

90



pecene. Pred izolaciou sa musi tkanivo rozrusit. Ak bolo tkanivo zmrazené, bunky disociuju az
po jemnej homogenizacii. Na rozruSenie tkaniva sa pouZivaji homogenizatory.
Homogenizator sa sklada z hrubostenného okalibrovaného valca s gufatym dnom, v ktorom
rotuje skleneny alebo teflénovy piest pohanany elektrickym motorom. Pri tomto spdsobe
homogenizacie sa meni tkanivo a bunky na homogénnu suspenziu subceluldrnych castic,
ktoré sa potom izoluju diferencidlnou centrifugdciou, pripadne centrifugaciou v hustotnych
gradientoch. Homogenizacia sa musi robit vo vhodnom médiu, ktoré zaruduje maximalnu
biochemicki a morfologicki stabilitu subcelularnych castic. Izolatné média by mali mat
vhodné pH, idnovu silu, ataktiez by mali pripadne obsahovat aj niektoré ochranné a
stabilizujuce latky. Medzi najpouzivanejSie média pri izolacii hepatocytov patri tzv. roztok
STKM obsahujuci sachardzu, Tris , KCI, MgCl, a STC (sachardza, Tris, CaCl,). Na dosiahnutie co
najlepsieho rozbitia bunkovych stien a membrdan sa do roztoku STKM pridava aj povrchovo
aktivna latka napr. Triton X-100 (vyslednad koncentracia 0,01 - 0,1 %). Triton zvySuje
solubilizaciu biomolekdl viazanych na membrany, proteinov vratane enzymov, avsak moéze

zapricinovat ich ¢iastoénu denaturéciu a inhibiciu enzymovej aktivity.

Histony sa ziskavaju z chromatinu cestou extrakcie zriedenymi kyselinami (napr. 0,25 M
HCI alebo H,S0,), alebo koncentrovanymi roztokmi soli (2 M NaCl). Pri pouziti kyselin roztok
ma mat dostato¢nu aciditu na potlacenie disociacie fosfatovych skupin DNA, ktora musi byt
dost nizka na to, aby histény ostali rozpustené. Pri kyslej extrakcii sa histony rozpustaju a
nehisténové bielkoviny a nukleové kyseliny sa daju oddelit centrifugaciou. Pri extrakcii
koncentrovanymi solfnymi roztokmi dochadza k disociacii chromatinu, avSak po nej je nutné

histény niekolkokrat premyt.

6.2 Pracovny postup

Potrebné roztoky a chemikalie: 0,2 mol.L’* H,S0,, 96 % etanol, acetdén, 0,1 % Triton X-

100, destilovana voda
STKM: 0,25 mol.L"* sacharéza, 50 m mol.L™ Tris, 25 mmol.L"* KCI, 5 mmol.L* MgCl,

STC: 0,34 mol.L™ sacharéza, 100 mmol.L™* Tris, 2 mmol.L* CaCl,

91



vzorkovy roztok: 0,9 mol.L" kyselina octova, 5 M mocovina,,
Dalsie pomacky a nastroje:

Homogenizator s teflénovym piestom, centrifugacné skimavky, tyCinky, centriflga,

spektrofotometer

1. Kextrakcii histénov je potrebné mnoZstvo hepatocitov priblizne 1 g. Odvazené mnozstvo
pecene homogenizujeme homogenizdtorom v roztoku STKM pri 1000 rpm v celkovom
objeme 9 mL priblizne pocas 2 - 5 minut. Najprv homogenizujeme iba s polovicou
objemu STKM aaZ potom priddvane ostatni cast za sucasného oplachovania
homogenizacného piestu. Centrifugujeme 10 mindt pri 2 500 rpm. Supernatant sa
odstrani a k sedimentu sa prida 9 mL roztoku STKM. Opatrne premieSavame a ndasledne
suspenziu centrifugujeme 10 minudt pri 2 500 rpm. Supernatant opat vylejeme a k
sedimentu pridéame 9 mL roztoku STKM a 0,1 % Triton X-100 a dobre premieSame. Triton
X-100 je neidnogénny detergent, ktory ma pri nizkych koncentraciach dobry
degeneracny ucinok, preto sa jadrd z buniek lahsie uvolfiuju. Centrifugujeme 10 minut
pri 2 500 rpm. Supernatant sa odstrani a k sedimentu priddme 9 ml roztoku STC a dobre
premieSame. Centrifugujeme 10 minat pri 2500 rpm.

2. Ksedimentu z jadier priddme 3 mL 0,2 mol.L™? H,S0,, dobre premiesame a nechame stat
v chlade (0-4 °C) 1 hodinu. Centrifugujeme 10 minat pri 3 500 - 4 000 rpm. Supernatant
obsahuje aj bazické histonové proteiny, opatrne ho zlejeme do oznacenych skimaviek.
Histony zrazame 4-nasobnym objemom vychladeného 96 % etanolu. Nechame stat v
chlade 1 hodinu (-5 — 0 °C). Vyzrazané histény rozmieSame a prelejeme do oznacenych
centrifugacnych skimaviek a centrifugujeme 10 mindat pri 4 000 rpm. Supernatant
odstranime. Sediment premyjeme vychladenym aceténom.

3. Ziskané histony rozpustime v 1 mL vzorkového roztoku. Vzorky analyzujeme na
absorpénom UV-Vis spektrofotometri pri minimalne 10 - nasobnom riedeni (0,2 mL
vzorky + 1,8 mL destilovanej vody). Referencia je 0,2 ml vzorkového timivého roztoku a
1,8 mL destilovanej vody. Absorbanciu vzoriek stanovime v ultrafialovej oblasti pri
vinovych dizkach 230, 260 a 280 nm. Vypotlty sa robia z hodnoty A, na zéklade
porovnania s absorbanciou vzorky so znamou koncentraciou bielkovin (proteinovy
standard). Hodnoty A, a A,gg sliZia na kontrolu Cistoty: Pomer A,so / Asgo by nemal byt
mensi ako 7 a pomer A,30/ Asso by nemal byt mensi ako 6. Dalsiu €ast vzorky podrobime

elektroforetickej analyze.
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4. Pripravime si zmes na nanasanie vzoriek do eletroforetickych komoérok. Zmes obsahuje
100 pL vyizolovanej vzorky histénov, 50 uL 10 % glycerolu, 5 uL brémfenolovej modrej

a 5 mol.L"* modoviny.

5. Zmes separujeme v kyslych podmienkach vzorkového roztoku, v ktorom bol pripraveny

aj 12 % polyakrylamidovy gél.
Vyhodnotenie:

Standardny cytochrém: Mr = 13 kDa, dimér cytochrému: Mr = 26 kDa Histény: H1 = 21 - 22
kDa, H2a = 14,5 —15 kDa, H2b = 13,7 kDa, H3 = 15,3 kDa, H4 = 11,3 kDa.

6.1.1 Ulohy

1. Izolacia z jadier pecene
2. Extrakcia histénov

3. Kvantitativne stanovenie histénov a stanovenie Cistoty histénov
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