1 Gelova chromatografie a chemické modifikace bilkovin

1.1 Teoreticky uvod

Chromatografické metody patii mezi separacni techniky, které vyuzivaji déleni slozek
mezi dvéma fazemi, mobilni a staciondrni. Faze pohybliva je oznacovana jako faze mobilni,
mize ji tvofit bud’ kapalina, nebo plyn. Faze nepohybliva, staciondrni, mize mit v
chromatografii velmi rozdilnou formu:

o castecky tuhé faze o velikosti jednotek mikrometra,

o tenkad vrstvicka kapaliny nanesena na tuhych casticich,
o film kapaliny na vnitini sténé kapilary,

e porézni material.

Pti déleni dochazi k opakovanému transportu molekul slozek do stacionarni faze a zpét do
faze mobilni. Doba, po kterou priimérna molekula dané slozky setrvava na povrchu sorbentu,
zavisi na velikosti interakce mezi slozkou a sorbentem a uréuje potadi, v jakém je slozka
vymyvéna (eluuje) z kolony. Cim v&tsi interakce, tim pozdg&ji slozka eluuje, a tim ma delsi
retencni Cas. Chromatografické techniky, se liSi typem mobilni faze, stacionarni faze a
mechanismem interakce mezi d€lenou latkou a stacionarni fazi. V bioanalytickych metodach
se nejcasteji vyuzivaji techniky s kapalnou mobilni fazi, tzv. kapalinova chromatografie (Liquid
Chromatography, LC).

Dle interakce délena latka — stacionarni faze Ize rozliSit chromatografické metody na:

e Adsorpéni chromatografii — pfi tomto uspofadddni je pevny adsorbent obtékan
vhodnym rozpoustédlem, které unasi analyzovanou smés latek. Na povrchu adsorbentu
dochazi k riizné silné adsorbci téchto latek a tim k jejich rozdéleni.

e Rozdélovaci chromatografii - principem je déleni latek mezi dvé navzijem
nemisitelnd nebo omezené misitelna rozpoustédla a je charakterizovano rozdélovaci
konstantou K, ktera je rozdilna pro jednotlivé slozky smési a 1i$i se pochopitelné i pro
razné systémy rozpoustédel. Volbou slozeni téchto systémii 1ze ovlivnit G¢innost
rozdéleni slozek smési.

o Afinitni chromatografii (specifické interakce ligandu) - je zaloZena na biochemickych
interakcich, jako jsou interakce enzym — substrat ¢i protilatka — antigen, které probihaji
s vysokou selektivitou. Princip je zalozen na tom, Ze piisluSny substrat ¢i antigen se
chemickou reakci navdze na urcity sorbent, kterym se pak naplni kolona. Enzym nebo
protilatka jsou selektivné vychytavany z analyzované smési a nasledné¢ mohou byt z
kolony vymyty.

o lonexovou (iontoméni¢ovou) chromatografii - je urcena pro separaci latek nesoucich
naboj. Pii vymeéné ionth se ionty, které jsou elektrostaticky vazany k pevnému a
chemicky inertnimu podkladu reversibiln€¢ vyménuji za ionty z roztoku:
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Afinita iontd k ionexu neni stejna, ale zavisi na velikosti naboje a na poloméru
hydratovaného iontu, a tento fakt je zakladem separace latek ionexovou chromatografii.
e Gelovou permea¢ni chromatografii — viz kapitola 1.1.1

1.1.1 Gelova chromatografie

chemii biopolymert, jedna se o chromatografickou metodu, v niz se jako staciondrni faze
pouziva piirodni nebo synteticky neionizovany gel.

V praxi se lze setkat s rizznymi nazvy pro gelovou chromatografii:
o molekulova vyluCovaci chromatografie (kapalinova vylucovaci chromatografie, liquid
exclusion chromatography),
o gelova filtrani chromatografie,
o gelova permeacni chromatografie,
o gelova filtrace.

Z teoretického hlediska je nejvhodnéjsi termin molekulovd vylucovaci chromatografie
(kapalinova vyluovaci chromatografie, liquid exclusion chromatography). Jednd se
0 rozdélovaci chromatografii, kdy se latky déli mezi mobilni kapalnou fazi a stacionarni
kapalnou fazi stejného sloZeni, ktera je obsazena v pdérech gelovych Castic a je omezené
pfistupna.

Termin gelova filtrace se uziva vétSinou pro oddélovani latek s velmi rozdilnymi
molekulovymi hmotnostmi (skupinova separace). Vyuziva se pro déleni nizkomolekularnich
latek od polymerti, napf. odsolovani bilkovin, odsolovéni polysacharidii, odstranéni
extrakéniho Cinidla, oddéleni koenzymu, oddéleni inhibitoru od enzymu, ukonc¢eni reakce mezi
nizkomolekularni latkou a polymerem. Nazev gelova permeacni chromatografie se pouziva
Casto v praxi a oznacuje nejcastéji proces separace latek s blizkymi molekulovymi hmotnostmi
(frakcionace). Vyuziva se k purifikaci biopolymerQ napft. pii purifikaci IgG a IgM ze séra.
Gelova filtracni chromatografie vyuziva hydrofilni gel a vhodny vodny elucni roztok, naopak
gelovd permeacni chromatografie vyuziva hydrofobni gel a jako elu¢ni roztok organickeé
rozpoustédlo (pro oddélovani latek s blizkymi molekulovymi hmotnostmi).

Princip gelové chromatografie spociva v separaci latek na zakladé rozmérti molekul
(Obr. 1). Na pérovitém gelu (molekulovém sit¢) dochazi k tzv. sterickému vylouéeni (exkluzi)
vétSich molekul (podle rozméru port gelu), naopak malé molekuly pronikaji do nitra ¢astic gelu
(odtud pojem permeace). Velké molekuly prochazeji sloupcem rychleji a latky o menSich
molekulovych hmotnostech se eluuji pozdéji v pofadi svych zmenSujicich se relativnich
hmotnosti. Latky o nizSich molekulovych hmotnostech, nez je velikost nejmensich port, se od
sebe neoddéli.



Obr. 1 Separace vysokomolekularni a nizkomolekularni latky na molekulovém situ
a schématické znazornéni Castice molekulového sita s pory (Vm — mrtvy objem, Vs — objem
stacionarni faze, Ve — objem gelové matrice).

Optimalni gel by mél mit nasledujici vlastnosti:
e inertni matrice gelu pro délené slozky i pro elu¢ni roztoky,
e chemicky stabilni gel béhem nékolika rokd, pii riizném pH a pfi rizné teploté,
o mechanicky stabilni gel, aby se pii vétsim tlaku nedeformoval,
e malé mnozstvi ionizovanych skupin,
o velikost gelovych ¢astic nesmi byt ani pfili§ mald (rozdéleni je presnéjsi, ale pomalejsi)
ani ptili§ velkd (rozdéleni je rychlejsi, ale miize byt neptesné).

Idedlni matrice pro gelovou chromatografii by méla byt tvofena ¢asticemi hydrofilniho
polymeru, které jsou inertni, pevné, bez elektrického néboje a s jednotnou velikosti. Vhodnymi
nosici pro gelovou chromatografii jsou pfirodni polymery, jako naptiklad dextran nebo agarosa,
které byvaji chemicky stabilizovany kiizovymi vazbami (zesitovani, “cross-linking").
Pouzivaji se rovnéz syntetické polymery jako je polyakrylamid. Tyto polymery jsou dostupné
jako Castice o riznych rozmérech a velikosti port, kterd urcuje rozsah pro optimalni separaci
molekulovych hmotnosti.

Pro gelovou chromatografii se pouZivaji nasledujici materidly:

e Sephadexy — fragmenty dextranu (polysacharid o vysoké relativni molekulové
hmotnosti 10’-108) jsou zesitovany p¥iénymi vazbami pomoci epichlorhydrinu (Obr.
2). Zménou pomeéru dextran : epichlorhydrin lze ovlivnit zesiténi a tim velikost pora.
Riizné typy jsou oznaCeny pismenem G a cCislem, které znaci desetindsobek objemu
vody, ktery nasaje 1 g gelu ve formé prasSku pti bobtnani. Jsou vhodné pro odsolovani i
pro separaci bilkovin (podle velikosti ¢astic). Sephadexy se dodavaji v rizné zrnitosti
Castic, ktera ovliviuje jejich vlastnosti, jako je o pratokova rychlost a rozliSeni.
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fragment dextranu + H,C—CH—CHCl — dextran—O— H,C—CH—CH,—O-dextran

Obr. 2 Zesit'ovani dextranu.



Sepharosy — na bazi agarosy, ktera je soucasti agaru (agarosa + agaropektin; agarosa,
nerozvétveny polysacharid slozeny z D-galaktopyranosy
a 3,6-anhydro-L-galaktopyranosy, agaropektin, kysely rozvétveny polysacharid).
Sepharosy se 1isi od jinych typt molekulovych sit tim, Ze jednotlivé fetézce polymeru
nejsou vazany kovalentné, ale pouze slabymi silami, maji velké pory a do jisté miry
kysely charakter. Polysacharidy po zahtati a ochlazeni vytvofi dvojité spirdly a tim
vznikne stabilni gel. Pouzivaji se pro déleni proteini s Mr nad 200 000.

Superosa je materidl na bazi vysoce zesitované agarosy s vysoce jednotnou velikosti
castic a velkou stabilitou. Dodavaji se dva typy s Sirokym rozsahem frakcionace.
Superose 6 pro 5-5 000 kDa a Superose 12 pro 1-300 kDa.

Superdex obsahuje vysoce zesitovanou agarosu piipojenou k dextranu a ma
vyznamnou mechanickou odolnost.

Bio-gely P se pfipravuji polymeraci akrylamidu a methylenbisakrylamidu. Vyhodou
V porovnani se Sephadexy je vyssi rozsah frakcionace, lepsi prutok a nevyhodou nizsi
rozliSovaci schopnost.

Sephacryl HR je svou chemickou podstatou allyl-dextran zesit'ovany bis-akrylamidem.
Gelové castice jsou velmi odolné a maji pramér 25-75 pm. Sephacryl se dodava
S rozmanitymi rozmé&ry poru pro frakcionaci v rozsahu 1-10 000 kDa.

Bio-Beads vznikaji polymeraci styrenu a divinylbenzenu. Jsou vhodné na separaci
lipofilnich polymert s pouzitim organickych rozpoustédel jako eluc¢nich cinidel.
Frakcionac¢ni rozsah je 400 az 14 000.

Spheron vznika polymeraci hydroxymethylmetakrylatu a ethylendimetakrylatu. Je to
pevny gel, ktery bobtnd ve vod¢ i v organickych rozpoustédlech.

Ultrogel obsahuje agarosu a polyakrylamid. Je chemicky velmi odolny a s pomérné
velkym frakciona¢nim rozsahem 1 000 az 23 000 000.

Separon obsahuje glykometakrylat.

Bio-Glass, Controlled Pore Glass obsahuji sklenénou porézni napln.

Porasila Spherosil obsahuji porézni silikagel.

Nejcastéjsi vyuZiti maji molekulova sita v bioanalytice p¥i:

separaci proteinti ze smési,
odsoleni biopolymeru,
zakoncentrovani vzorkd biopolymerti — pfidavkem suchého Sephadexu k roztoku
zacnou Castice rozpoustédla pronikat do bobtnavého materialu a dosahne se tak snizeni
objemu,
pfi charakterizaci proteint

= stanoveni molekulové hmotnosti,

= asociacni konstanty specifické vazby k ligandu.

1.1.2 Chromatografie na koloné

Pti sloupcové chromatografii (chromatografie na kolon¢) je chromatograficky material umistén
do chromatografické kolony (sklenénd nebo kovova trubice) a vytvofi tak sloupec, na némz
probiha déleni. Po aplikaci vzorku na kolonu dochazi vlivem toku mobilni faze k pohybu



jednotlivych slozek kolonou a k jejich separaci. Napln kolony je riizna podle toho, o jaky typ
chromatografie se jedna. Kolony je mozné naplnit v laboratofi nebo lze zakoupit kolony jiz
naplnéné, které jsou dodavany fadou firem. To plati zejména o kolonach pro chromatografické
techniky, kdy déleni probiha za zvyseného tlaku (HPLC) na sorbentech s velmi malym
primérem castic (n€kolik mikront) a spravné naplnéni kolony je jednim z rozhodujicich faktort
pro kvalitu separace latek. Hlavni podminkou je, aby kolona byla naplnéna kontinualné a napln
byla v celé své délce kompaktni bez jakychkoliv heterogenit. Moderni zatizeni pro kapalinovou
sloupcovou chromatografii se sklada z rezervoarti mobilnich fazi, davkovace vzorku, kolony s
chromatografickym materialem, Cerpadel (popi. gradientového mixeru), detektoru méticiho
eludt — vytékajici mobilni fazi (spektrofotometr, refraktometr, hmotnostni spektrometr), jimace
frakci a vystupu analyzovanych dat (zapisovac, pocitac).

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou latku je elucni objem nebo eluc¢ni cas,
oznacovany VR resp. tr. Elu¢ni objem predstavuje celkovy protekly objem mobilni faze od
naneseni rozdélované latky na kolonu po dosaZeni maximalni koncentrace této latky v eluatu.
Elucni ¢as je pak analogicky doba od néstfiku po maximum elucni kiivky dané latky. Eluéni
objem Vr muze byt jesté dale charakterizovan jako soucet VR’ tj. skute¢ny eluc¢ni objem a Vim
mrtvy objem kolony.

Vg = Vi +Vy

Mrtvy objem kolony se da charakterizovat jako celkovy objem, ktery v kolon¢€ zaujima mobilni
faze. Experimentalné se da urcit tak, ze se na kolonu aplikuje inertni latka, ktera neni na koloné
zadrZovana Zadnymi silami a jeji elu¢ni objem se pak rovnd mrtvému elu¢nimu objemu (Obr.
3).
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Obr. 3: Eluéni profil pii sloupcové kapalinové chromatografii. Vm — mrtvy elu¢ni objem, Vg1
a VR2 elu¢ni objemy latek 1 a 2.

1.1.3 Chemické modifikace bilkovin

Modifikace bilkovin patii k dilezitym metodam studia jejich struktury. Funkéni skupiny
vyCnivajici z polypeptidického fetézce reaguji s béznymi chemickymi ¢inidly. Konformacéni
struktura bilkoviny vS§ak musi byt témito latkami ovlivnéna co nejméne. Modifikace funkénich
skupin enzymi vede velmi Casto ke ztrat€¢ enzymové aktivity zvlasté tehdy, je-1i modifikovana
funk¢ni skupina pobliz aktivniho centra. Pfi praci se vyhybame drastickym postuptim vedoucim
k denaturaci bilkoviny (extrémni pH, zahtivani, apod.).



Klasickou metodou pfipravy "barevnych derivati" bilkovin je metoda znaceni
N-terminalnich aminokyselin reakci s 1-fluor-2,4-dinitrobenzenem. Modifikovanou
aminokyselinu je mozno detekovat po hydrolyze bilkoviny chromatografickymi metodami.
Dalsi ¢asto uzivana metoda je reakce s 1-dimethylaminonaftalen-5-sulfonylchloridem. Toto
¢inidlo specificky reaguje s aminoskupinami za vzniku fluoreskujiciho derivatu, ktery je
snadno detekovatelny. Fluoreskujici derivat bilkoviny se vyuziva pii imunologickych studiich
nebo pii chromatografickych metodach. Na zéklad¢ znaceného derivatu bilkoviny, ktery je
substratem proteolytickych enzym, lze stanovit jejich aktivitu. Nezreagovana bilkovina se
vysrazi deproteina¢nim c¢inidlem a vroztoku se stanovuji uvolnéné barevné produkty
hydrolyzy. Fluoreskujici funkéni skupiny mohou byt velmi citlivym indikatorem
konformacnich zmén enzymu, ke kterym muze dochazet pfi interakci se substraty nebo
inhibitory.

Jednim z nejjednodussich postupti pfipravy znacené¢ho derivatu bilkoviny je kopulace
s diazoniovou soli. Aromatické jadro tyrosinu nebo imidazolové jadro histidinu reaguje
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou, p-aminobenzoovou nebo riznymi diazotovanym
aromatickymi ¢i heterocyklickymi aminy (princip Paulyho reakce) (Obr. 3). Kopulaci, ktera
probiha v alkalickém prostfedi, je nutno provadét v pufru pii konstantnim pH, aby denaturace
bilkoviny byla co nejmensi.
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Obr. 3 Kopulace s diazoniovou soli (Paulyho reakce).



1.2 Prakticka cast
1.2.1 Gelova chromatografie barevného derivatu albuminu
1.2.1.1 Vybaveni

1.2.1.1.1 Pristroje
e FElektromagnetickd michacka, spektrofotometr.

1.2.1.1.2 Chemikalie

e Tetraboritan sodny, kyselina sulfanilova, uhli¢itan sodny, dusitan sodny, kyselina
chlorovodikova, albumin, Sephadex G-25.

1.2.1.1.3 Roztoky

e 0,3 M kyselina sulfanilova v 0,1% uhlic¢itanu sodném
5,20 g kyseliny sulfanilové se rozpusti v 0,1% uhli¢itanu sodném a poté doplni do
objemu 100 ml.

e 0,1% uhlicitan sodny
0,1 g uhli¢itnu sodného se rozpusti ve vod¢ a doplni na objem 100 ml.

e 1 M dusitan sodny
6,9 g dusitanu sodného se rozpusti ve vod¢ a doplni na objem 500 ml.

e 0,2 M kyselina chlorovodikova
17,2 ml HCI se doplni vodou do 1000 ml.

o 5% albumin v 0,05 M uhlicitanobordtovém pufru pH 10
5 g albuminu se rozpusti v uhli¢itanoboratovém pufru a doplni na objem 100 ml.

e 0,05 M uhlicitanoboratovy pufr pH 10
0,53 g uhli¢itanu sodného se rozpusti ve vod€ aupravi se objem na 100 ml.
0,955 g tetraboritanu sodného se rozpusti ve vodé a objem se upravi na 50 ml.
75,4 ml 0,05 M uhli¢itanu sodného se smicha s 24,6 ml 0,05 M tetraboritanu sodného.

1.2.1.2 Postup

Piiprava barevného derivatu bilkoviny (azoderivat albuminu prFipraveny kopulaci
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou)

1. 5 ml kidinku vlozte do ledové lazn¢ v plastové misce a michejte na
elektromagnetické michacce.

2. Do kadinky napipetujte 0,7 ml 0,3 M kyseliny sulfanilové.

3. Po vychlazeni roztoku ptidejte 0,15 ml 1 M dusitanu sodného.

Nesmi vzniknout srazenina. Pokud srazenina vznikne, musi se roztok
pripravit znovu (sraZenina by ucpala kolonu).

4. Nakonec pfidejte 0,925 ml 0,2 M kyseliny chlorovodikové.
5. Po n¢kolika minutach roztok vzniklé diazoniové soli odstavte z ledu a z michacky.
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6. Vlastni kopulaci diazoniové soli s bilkovinou proved’te za pokojové teploty. Do Cisté
5 ml kadinky napipetujte 1,25 ml 5% albuminu v uhli¢itanoboratovém pufru.

7. Za stalého michani na elektromagnetické michacce pridavejte po kapkach 1 ml
ptipravené diazoniové soli. Pfi spravné ptipravé ma vzniknout jasné oranzovy
roztok.

8. Sm¢s jesté cca 1 min michejte na michacce a poté ji ponechte pii pokojové teploté
30 minut stat.

9. 0Oddélte vedlejsi produkty kopulace od znaceného derivatu bilkoviny gelovou
chromatografii.

Gelova chromatografie (oddéleni vedlejSich autokopulacnich produkti kyseliny sulfanilové
od albuminu gelovou chromatografii)

1. Pod kolonu umistéte kadinku, do které bude voda odkapavat. Povolte kohout,
kterym je uzavien pritok vody v koloné€, zapnéte peristaltickou pumpu. Kolonu
nechejte 20 min promyvat vodou. Béhem chromatografie hlidejte zasobnik s vodou,
aby v ném bylo vzdy dostatek vody, vyhnete se tim nechténému vyschnuti kolony!

2. Kdyz je kolona dostatecné promytd vodou, zaviete kohout kolony, vypnéte
peristaltickou pumpu.

3. Z kolony obsahujici Sephadex G-25 opatrné¢ odstraiite zatku a pootevienim kohoutu
nechejte odkapat vodu (mobilni fazi) nad povrchem gelu. Jakmile hladina vody
dosahne urovné gelového sloupce, kohout uzaviete. Pozor, gel nesmi vyschnout!

4. Pod tsti kolony vlozte 25 ml odmérny valec.

5. Na povrch gelu v koloné velmi opatrné a pomalu napipetujte 1 ml analyzovaného
roztoku kopulacnich produktt.

6. Pootevienim kohoutu nechejte roztok vsaknout do gelu, poté kohout opét uzaviete.

7. Cistou $pi¢kou naneste na povrch gelu cca 2 ml destilované vody, kterou nechejte
vsaknout.

8. Naneseni destilované vody opakujte 2 X.

9. Pfi tfetim naneseni destilované vody, kohout kolony oteviete aZ po napojeni kolony
na zasobni rezervoar mobilni faze.

10. Sledujete pohyb jednotlivych barevnych past na koloné.

11. Dle pokynt vedouciho cvi¢eni zaénéte jimat do pfedem ptipravenych kalibrovanych
mikrozkumavek frakce po 1,5 ml.

12. Jakmile z kolony vytéka pouze Cista voda, pokus ukoncite (upfesni vyucujici, cca
35 mikrozkumavek).

13. Po ukonceni chromatografie nechte kolonu jesté¢ 20 min promyvat vodou. Zapiste si
mrtvy objem kolony Vm (0bjem vody v odmérném valci).

14. U jednotlivych frakci zméfte na spektrofotometrickém readru absorbanci pii 420 nm
proti destilované vodé.



Spektrofotometrické stanoveni smési kopulacnich produktit

1. Do mikrodesti¢ky napipetujte 250 pl z kazdého vzorku v duplikatu. Jako blank
napipetujte vodu.

2. Spust’te pocitac¢, po plném spusténi Windows zapnéte 1 readr.

3. Reader se ovlada programem i-Control 1.12

4. Po spusténi programu, zvolte moznost piednastavené¢ho protokolu pro méteni
smési kopulacnich produkta

5. Dalsi nastaveni readru a méteni destiCky provadéjte ve spolupraci s vedoucim
cviceni

6. Po skonceni méfeni vyplachnéte jamky desticky vodou a vSechny zbytky kapaliny
vyklepeme z desticky do ubrousku.

1.2.1.3 Vyhodnoceni

e Do tabulky zapiste elu¢ni objem (pfipocitejte objem jednorazové odpusténé vody na
pocatku pokusu) a absorbanci jednotlivych frakei.

Zkumavka YA Ve + Vm (ml) As |
1 1,5 16,5
2 3 18
3 45
4 5

Ve — eluéni objem, Vm — mrtvy objem

e Zakreslete elucni profil déleni smési kopulac¢nich produktd (zavislost absorbance na
elu¢nim objemu).

e Vgrafu oznacte piky odpovidajici eluovanému barevnému derivatu albuminu
a nizkomolekularnim produktim.

1.2.1.4 Mozné problémy

e Pokud roztok pfipraveného produktu (barevny derivat albuminu) nema vyrazné syté
cervené zbarveni a naopak je Zluty, doSlo pfi jeho pfipravé k chyb€ a je nutné cely
proces zopakovat. Moznou pfi¢inou je nedostate¢né chlazeni, ptipadné nevhodné pH.

o Je nutné stale sledovat mnoZstvi mobilni faze nad sorbentem v koloné pfipadné vzorku
pfi nandSeni na kolonu. Hrozi vyschnuti a zniceni gelové matrice. Pokud dojde
k vyschnuti kolony, je nutné ji znovu pieplnit.

e Objem mobilni faze, ktery je jimany do valce (mrtvy objem kolony) upfesni vyucujici.
Objem je zavisly na typu a stavu kolony.

e Vyucujici na zacatku cviceni rovnéz upiesni, zda se budou dale jimat vzorky po 1,5 ml,
pfipadné v jiném objemu.

o Pti vkladdani kyvety do spektrofotometru je nutné davat pozor, kudy prochazi paprsek
(kyvetu vloZit ve spravném sméru).



2 Restrikce a elektroforéza

2.1 Teoreticky uvod

2.1.1 Restrikce

Restrikce je jednou ze zdkladnich metod molekularni biologie. Slouzi pro rozstépeni DNA
vldkna na rtizn¢ dlouhé fragmenty. Na zakladé rozdilné velikosti fragmentl je zaloZena cela
fada detekénich metod, v€etné téch vyuzivanych v Iékaiské diagnostice. Genové inzenyrstvi
vyuziva restrikce k vyjmuti pozadované¢ho useku DNA za ucelem jeho vneseni do cilového
organismu a vedouci ke zmén¢ jeho vlastnosti.

Restrikéni enzymy

K vyjmuti pozadované¢ho tuseku DNA, ktera piedstavuje gen naseho z4jmu, se vyuziva
enzymu, které se nazyvaji restrikéni endonukleasy (restriktasy, EC 3.1.21.X). Restrik¢ni
endonukleasy rozpoznavaji specifické sekvence DNA, které byvaji tvofeny ¢tyfmi az osmi
nukleotidovymi pary — tyto sekvence byvaji ¢asto palindromatické (komplementarné osové
symetrické), tzn., ze ve sméru 5'—3" jednoho vldkna DNA se vyskytuje tplné stejna sekvence
ve sméru 5'—3" komplementarniho vldkna (Obr. 4). Restrikéni endonukleasy mohou byt i
méné specifické, v takovém piipad¢ rozeznavaji napiiklad urcity pocet po sob& nasledujicich
jakychkoli purinovych nukleotidii apod.

Sekvence rozpoznavana konkrétni restrikéni endonukleasou se v riiznych molekulach
DNA (napf. riznych jedinct stejného druhu) vyskytuje sriznou cetnosti. Diky rozdilné
frekvenci vyskytu daného restrikéniho mista tak miizeme rozlisit rizné sekvence (jednotlivce)
mezi sebou. To je podstatou metody zvané DNA Fingerprinting, ktera je vyuzivana naptiklad
pfi ur€ovani otcovstvi ¢i ve forenzni genetice.

DNA miize byt restrikénimi endonukleasami $t€pena za vzniku tupych nebo lepivych
konci, cehoz byva vyuzivano pii spojovani fragmentu DNA insertu s fragmentem DNA
vektoru, které vznikly St€penim stejnymi endonukleasami, za pouziti enzymu ligasy. Lepivy
konec je takovy, ktery obsahuje na jedné strané piesah nukleotidové sekvence, tupy konec tento
ptesah postrada (Obr. 5).

s' GAATTC 3!

3y CTTAAG s'

Obr. 4 Palindromaticka sekvence DNA rozpoznavana enzymem ECORI.
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Obr. 5 Dv¢ variace konct vznikajicich pfi $té€peni restrikénimi endonukleasami. A — lepivy
konec vznikajici St€penim DNA pomoci enzymu ECORI; B — tupy konec vznikajici St€épenim
DNA pomoci enzymu Smal.

Restrikéni endonukleasy jsou komeréné dostupné od riznych vyrobei (napi. Obr. 6). Jako
kazdy enzym, ma kazd4 jednotliva restrikéni endonukleasa své teplotni a pH optimum, které je
tteba béhem reakce dodrzet pro jeji optimalni pribéh. Restriktasy byvaji dodavany s vhodnym
pufrem, ktery pH optimum reakce zajisti, pak uz je jen tfeba déat pozor na teplotu reakce.

teplotnioptimum

EcoRI ¢ [l (7 [ T KR (57 B8 Smal M[IB]E]MEDYEI"‘IEH

5...GAATTC...3 5...CCCGGG...3
3...CTTAAG...5 3...GGGCCC...5

pufr doporuceny vyrobcem

Obr. 6 Enzymy EcoRI a Smal firmy New Engalnd BioLabs.

Nazvoslovi restrikénich endonukleas

Nazev restrik¢éni endonukleasy je odvozen od nazvu organismu, ze kterého dana restriktasa
pochazi. Napiiklad enzymy s ndzvem pocinajicim na pismena ECO jsou izolovany z bakterii
Escherichia coli. Piiklady restrikénich endonukleas najdete v Tab. 1. Cervené $ipky znazoriiuji
misto $tépeni restrikéni endonukleasou.

Tab. 1: Ptiklady restrikénich endonukleas.

Nazev enzymu  Organismus puvodu Restrik¢ni misto \
.. . 5"-GVAATTC-3’
EcoRl Escherichia coli 3 -CTTAAAG-S’
. . . 5’-GVGATCC-3’
BamHI Bacillus amyloliquefaciens 3 -CCTAGAG-5"
. O 5"-AVAGCTT-3"
HindllIl Haemophilus influenzae 3 TTCGANAS’
Small Serratia marcescens 5-CCCvEEE-3!
3’-GGGACCC-5’
5"-GAGCTVC-3’

Sacl Streptomyces achromogenes

3’-CATCGAG-5’



2.1.2 Agarosova elektroforéza

V soucasnosti se biochemicky, molekularn¢ biologicky a biotechnologicky vyzkum
neobejde bez velmi cCasto pouzivané separatni metody — elektroforézy. Jedna se
0 elektromigrac¢ni metodu, ktera se vyuziva k separaci makromolekul na zakladé jejich naboje,
konformace a velikosti. Migrace nabité ¢astice v elektrickém poli je ovlivnéna interakci mezi
ionty a zé&visi hlavné na celkovém néboji, velikosti a tvaru ¢astice a na viskozité prostiedi.
Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, jelikoz nabité Castice
ruznych slozek se v ur¢itém prostiedi lisi svou elektroforetickou pohyblivosti.

Elektroforéza jako takova spociva v migraci elektricky nabitych c¢astic v poli
stejnosmérného proudu, pricemz toto pole se vytvoii vloZzenim konstantniho napéti mezi
elektrody elektroforetické komory. Kationty putuji ke katodé (zaporny pol), anionty naopak
k anod¢ (kladny pol), neutralni ¢astice se nepohybuji. V prubéhu separace se vytvareji oddélené
z6ny na zaklade€ odlisné rychlosti migrace slozek vzorku.

Nejcastéjsim typem elektroforézy je elektroforéza gelova. Vyuziva se k izolaci a analyze
nukleovych kyselin nebo proteinti. Hlavnim nositelem néboje u nukleovych kyselin je zaporné
nabity fosfatovy zbytek, proto se nukleové kyseliny pohybuji v poli k anodé. Elektroforéza se
provadi za pouziti vhodné€ zvoleného nosice, jako je celulosa nebo polymerni gel.

Elektroforéza nukleovych kyselin

Pro analyzu nukleovych kyselin se pouzivaji agarosové nebo polyakrylamidové gely.
U téchto gelli je mozné ovlivnit velikost pora a tim dosdhnout déleni nejen z hlediska elektrické
pohyblivosti ale hlavné na zaklad€ velikosti molekuly. Agarosové gely jsou nejvhodnéjsi pro
separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp do 50 kb, velikost pori zde urcuje
koncentrace agarosy v gelu. Polyakrylamidové gely se vyuzivaji hlavné pro separaci proteind,
velikost pord je ovlivnéna pomérem akrylamidu a bisakrylamidu. Podle ulozeni gelu do
elektroforetické aparatury rozliSujeme gelovou elektroforézu horizontalni (pf. agarosova
elektroforéza) a elektroforézu vertikalni, ktera mize mit deskové uspotradani (pi. PAGE,
polyakrylamidovéa gelova elektroforéza) a kapilarni.

Béhem migrace DNA neni tfeba se zabyvat velikosti naboje, protoze ten je v molekule
rovnomérné rozloZen diky fosfatim tvoficim kostru DNA. Velikost molekuly DNA nebo
jejiho fragmentu o neznamé velikosti ur€ujeme srovnanim jeho elektroforetické pohyblivosti
s elektroforetickou pohyblivosti standardu. Standardem (markerem) jsou nejcastéji smési
fragmentti plasmidové DNA o znamych velikostech (Obr. 7).
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Obr. 7 GeneRuler™ 1kb DNA Ladder. Ptiklad DNA standardu pouzivaného pro
agarosovou elektroforézu firmy ThermoFisher Scientific.

Migrace nukleovych kyselin v elektroforéze

Molekula DNA se muze vyskytovat v riznych konformacich (Obr. 8), které ovliviiuji jeji
migraci béhem elektroforézy. Kruhova DNA je oproti stejné velké molekule DNA, ktera je
linearni, v agarosovém gelu vice zpozd'ovana, jelikoz ji gel béhem separace klade vétsi odpor
— souvisi to s projekci molekuly DNA kolmo ke sméru jeji migrace v gelu. Nekteré cirkularni
molekuly DNA mohou diky enzymim zvanym topoisomerasy pirechazet do tzv.
nadSroubovicového vinuti (superhelikalni konformace DNA). Tyto molekuly potom migruji v
gelu pomaleji nez stejné€ velké linearni molekuly, ale rychleji nez kruhové molekuly DNA stejné
velikosti.

Diky tomuto jevu jsme schopni v gelu rozliSit molekuly plasmidu linearizované restrikéni
endonukleasou a plasmidy nelinearizované.

Obr. 8 Riizné konformace molekuly DNA a jejich projekce kolmo ke sméru migrace béhem
elektroforézy. A — kruhova molekula DNA; B — linearni molekula DNA; C - superhelikélni
molekula DNA.

Vizualizace DNA v agarosovém gelu

Molekuly DNA nejsou v gelu okem viditelné, proto je tfeba je vizualizovat, k tomu se
nejcastéji vyuziva moznost barveni molekul DNA pomoci interkala¢nich barviv — nejcastéji se
pouziva ethidium bromid (Obr. 9), ktery se vmezetuje mezi sousedni pary bazi v DNA
Sroubovici. Pti ozéfeni obarveného gelu ultrafialovym svétlem se vysledek separace jevi jako
prouzky, jejichz intenzita zbarveni je potom piimo umérnd koncentraci DNA. JelikoZ je



ethidium bromid potencidlné mutagenni, od jeho pouzivani se postupné ustupuje a byva
nahrazen jinymi barvivy na stejném principu — napf. SybrGreen nebo GelRed, se kterym budete
pracovat v ramci této ulohy. Molekuly DNA lze znacit také radioaktivné, vysledek je pak
zaznamenan autoradiograficky.

B 1kb WT.1

1000 bp — —
-

500 bp — NN ey
250 bp — .

Obr. 9 Priklad vizualizaci agarosovych gelti pomoci barviva GelRed (A) a barviva
ethidium bromid (B).
(A) Rtuzné konformace plasmidu pUC19.
1kb — 1kb DNA ladder, 1 — cirkularni forma, 2 — superhelikalni forma, 3 — linearni forma
(plasmid pUCI19 linearizovany restrikéni endonukleasou Ndel)
(B) Potvrzeni ptitomnosti rolA2 genu (genu zodpovédného za tvorbu transgennich kofent)
v Agrobacterium rhizogenes.
1kb — 1kb DNA ladder, WT — WT Agrobacterium bez vneseného plasmidu.

Pro sledovani pribéhu agarosové elektroforézy se ke vzorku DNA 1 standardu ptidava
barvivo, obsazené v tzv. nanaSecim pufru, které v agarosovém gelu putuje stejnym smérem
jako DNA. Velmi Casto se pouziva smés dvou barviv, u nichZ je zndma jejich elektroforeticka
pohyblivost. Jednim timto barvivem je bromfenolova mod¥#, jehoz elektroforeticka
pohyblivost v 1x TAE pufru odpovida velikosti DNA pftiblizn¢ 400 bp, dalsim je xylenova
violet’, ktera odpovida DNA o velikosti pfiblizn¢ 4000 bp (Obr. 10). Nedilnou soucasti
nanaseciho pufru je i glycerol, ktery zajisti klesnuti vzorku DNA na dno jamky v gelu.

W Xylenova violet

Bromfenolova modr

Obr. 10 Elektroforeticka pohyblivost xylenové violeti a bromfenolové modii.



2.2 Prakticka ¢ast
2.2.1 Restrikéni analyza Ri-plasmidu bakterie Agrobacterium rhizogenes R15834
2.2.1.1 Vybaveni

2.2.1.1.1 Material

e Ri-plasmid izolovany v tiloze Izolace plasmidové DNA, restrikéni endonukleasa
BamHI (5 U/ul)

2.2.1.1.2 Pristroje
e vodni lazen temperovana na 37 °C

2.2.1.1.3 Chemikalie
e Tris, kyselina chlorovodikova, MgClz, KCI, Triton X-100, BSA

2.2.1.1.4 Roztoky

e 5x koncentrovany pufr pro restrikcni endonukleasu BamHI
50mM Tris/HCI, 25mM MgCl2, 500mM KClI, 0,1% Triton X-100, 0,5 mg/ml BSA

2.2.1.2 Postup

Restrikcni analyza Ri-plasmidu z Agrobacterium rhizogenes R15834

1. Vedouci cvi¢eni vam piipravi mikrozkumavku obsahujici 10 pl restrikéni endonukleasy
BamHI a 10 ul 5x koncentrovaného pufru pro BamHI, tu nechejte rozmrazit na ledu a
nasledné na ledu uchovavejte! Pokud je to nutné, odstied’te obsah na dno zkumavky
pomoci stolni minicentrifugy.

2. Vzorek vasi plasmidové DNA nechejte rozmrznout pii pokojové teploté.

3. Zvami zjisténé koncentrace vasi plasmidové DNA spocitejte, jaky objem odpovida
obsahu 10 pg.

4. Do mikrozkumavky s restrik¢ni endonukleasou BamHI a pfislusnym pufrem napipetujte
reakéni slozky dle nésledujici tabulky (Tab. 2). Objem plasmidové DNA a vody je tieba
dopocitat vzhledem ke koncentraci vasi plasmidové DNA. Pokud je vypocitany objem
plasmidové DNA mnohem mensi nez 1 pl, po dohod¢ s vedoucim plasmidovou DNA
vhodné nated’te a vypocet zopakujte.

Tab. 2: SloZeni reakéni smési

Vysledna

Slozka Koncentrace Objem Celkovy objem
koncentrace

BamHI 5 U/ul 1 U/l 10 pl

Pufr pro BamHI 5x 1x 10 pl 50 il

Plasmidova DNA 10 ug

Sterilni voda - - do objemu 50 pl



5. Mikrozkumavku opatrné promichejte pipetovanim a dejte inkubovat do vodni lazné
temperované na 37 °C na dobu minimalné€ 1 hod.

2.2.2 Agarosova elektroforéza
2.2.2.1 Vybaveni

2.2.2.1.1 Material
Vzorky pro agarosovou elektroforézu budou nasledujici:
e Ri-plasmid izolovany v tiloze Izolace plasmidové DNA
¢ Ri-plasmid izolovany v uloze Izolace plasmidové DNA a §tépeny
restrikéni endonukleasou BamH|
Standard:
e GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

2.2.2.1.2 Pristroje

e Mikrovinka, aparatura pro agarosovou elektroforézu, zdroj konstantniho napéti, UV
transiluminator.

2.2.2.1.3 Chemikalie
e Tris, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), bromfenolova modf, xylenova
violet’, glycerol, agarosa, interkalacni barvivo GelRed.

2.2.2.1.4 Roztoky

e 1x TAE pufr
70mM Tris/CH3COOH, 1mM EDTA (pH = 8,0)

e 6x koncentrovany nandseci pufr
0,05% (w/v) bromfenolova modt, 0,05% (w/v) xylenova violet’, 33% (v/v) glycerol.

2.2.2.2 Postup

Agarosova elektroforéza
Béhem pripravy a manipulace s agarosovym gelem pouZivejte rukavice!!!

1. Vypocitejte navazku agarosy pottebné pro piipravu 30 ml 0,8% (w/v) agarosového gelu.

2. Vypocitejte objem 50x koncentrovaného TAE pufru pro piipravu 400 ml 1x
koncentrované¢ho TAE pufru.

3. Sestavte komurku pro agarosovy gel. Nachystejte si hiebinek pro tvorbu jamek na

vzorky.
4. Do 50 ml Erlenmeyerovy barky pieneste vypoctenou hmotnost agarosy, prilijte 30 ml
1x TAE pufru.

5. Agarosu rozpust'te v mikrovince. Béhem rozpousténi ohfev velmi Casto vypinejte a
roztok agarosy krouzivym pohybem banky promichejte. Roztok agarosy velmi rychle
pfechéazi do stavu varu a mohlo by dojit ke vzkypéni. Pozor, roztok je velmi horky,



pouzivejte kuchynskou rukavici!!!

6. Vedouci cviceni do roztoku agarosy pfida barvivo GelRed. Krouzivym pohybem baiiky
promichejte roztok agarosy s barvivem.

7. Roztok agarosy nalijte do pfipravené komurky, odstraiite piipadné bubliny, vlozte
hiebinek a nechejte gel volné tuhnout po dobu 20-30 min.

8. Komirku s gelem vlozte do elektroforetické aparatury, do aparatury nalijte 1x TAE pufr
po rysku oznacujici maximalni hladinu, opatrné odstraiite hiebinek. V této fazi je tieba
si uvédomit, jakym smérem bude DNA putovat!

9. Do prvni jamky naneste standard, do dalSich jamek naneste vzorky — zapiste si jejich
potadi. Béhem nanaseni dejte pozor, abyste Spickou pipety nepropichli jamku. Standard
I vzorky vypoustéjte ze Spicky pomalu, abyste piedesli jejich vzlinani do sousednich
jamek.

10. Aparaturu uzaviete vikem. Zkontrolujte orientaci elektrod — opét je tieba si uvédomit,
kterym smérem DNA bude putovat.

11. Pfipojte aparaturu ke zdroji napéti. Nastavte hodnotu konstantniho napéti 80 V.
Elektroforézu nechejte probéhnout ptfiblizné 60 min. Kontrolujte jeji pribéh sledovanim
migrace barviv.

12. Vypnéte zdroj napéti, oteviete aparaturu a agarosovy gel opatrné preneste na desku UV
transiluminatoru. Zaviete viko UV transiluminatoru, zapnéte UV lampu a gel si vyfot'te.

2.2.2.3 Vyhodnoceni:
e Do protokolu zahriite fotografii agarosového gelu, popiste jej. Odectéte pribliZznou
velikost vizualizovanych fragmentd. Diskutujte pritomnosti dalSich fragmentl
u nestépeného plasmidu pUC19.



