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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

DENATURACNI GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA

Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je technologie umoznujici separaci
molekul DNA Vv polyakrylamidovém gelu na zéakladé odlisné sekvence nukleotidi, resp.
poméru CG:AT bazi. Gel obsahuje linearni gradient koncentrace denatura¢niho roztoku,
zpravidla formamidu a mocoviny. DGGE je hojné vyuZivand metoda, napf. v mikrobialni
ekologii nebo analytice bilkovin, ke zjisténi homogenity preparatu a casteCné také k
fyzikéalné-chemické charakterizaci bilkoviny.

V oblasti mikrobialni ekologie vody je DGGE pouzZivana piedev§im pro analyzu malo
diverzifikovanych pfirodnich spolec¢enstev. Vyhodou DGGE je, Ze umoziuje identifikovat
vybrané dominantni skupiny, napf. vyfiznutim bandu, reamplifikaci a sekvenovanim DNA a

tim poskytuje informace 1 o dosud neznamych skupinach, pokud jsou amplifikovany.

PAGE

DGGE je jednou znejuzivangjSich metod tzv. PAGE (polyakrylamidové gelové
elektroforézy). Jedna se o vertikalni elektroforézu, kdy pouzitym elektroforetickym médiem
je polyakrylamidovy gel. Smés akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté
v pufru (TAE) pomoci volnych radikali poskytovanych persulfatem amonnym (APS), ktery
zpiisobuje homolytické $tépeni vazeb O-O. K urychleni polymerizace se pouziva volna zasada
TEMED (tetrametylendiamin), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikala persulfatu
amonného. Kone¢né koncentrace TEMEDu a APS v polymerizacnim roztoku by mély byt
0,05%. Pouzitd koncentrace akrylamidu se lisi podle velikosti separovanych fragmentti DNA.
V piipad¢ rizné velikosti separovanych molekul se pak vhodné zvolend koncentrace gelu
stava dalSim faktorem ovliviiujicim separaci. Experimentalni uspofadani elektroforézy gelu je
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tzv. plosného typu, nebot’ gel je rozprostien v tenké vrstvé mezi sklenénymi deskami.
Elektroforéza se provadi ve specialnich aparatech, v nichz se nosi¢ se vzorkem k separaci

umisti mezi dvé elektrody, mezi nimiz prochézi stejnosmérny proud.

Princip DGGE

Dvouvldknova DNA putuje gelem rychlosti uréenou jeji molekulovou hmotnosti az do doby,
nez vstoupi do casti gelu s koncentraci denaturacnich latek zpasobujici denaturaci
dvouvlaknové (ds) DNA na jednovlaknovou (ssDNA). Rychlost denaturace DNA zavisi na
poétu vodikovych mastkd mezi nukleotidy. Retézce DNA se od sebe budou snaze oddélovat v
mistech bohatych na AT pary (dva vodikové mistky), zatimco useky bohaté na GC budou
stabilngjsi (tf1 vodikové mustky).

Vznikajici denaturovana vlakna putuji pii elektroforéze mnohem pomaleji, takze ¢im snaze se
urcity usek denaturuje, tim blize startu se vzorek DNA zastavi. Kone¢na pozice fragmentu
DNA v gelu zavisi tedy na denaturacnim bodu. Protoze zcela oddélena vlakna sSDNA by
vytvortila neostré prouzky, pouzivaji se pti amplifikaci DNA primery s tzv. GC-svorkou (viz
Obr. 1). PCR produkt pak obsahuje dvousroubovice, které maji na jednom konci pouze GC

pary; v tomto misté¢ se fetézce denaturuji jen nesnadno. Pouzivaji se dva typy DGGE.

Detection of single base polymorphisms Paralelni gely’ Ve kteryeh S€

D G G E/T G G E zvySuje koncentrace

GC-glarnp_primer] primer2 . denatura¢nich c¢inidel linearné
p— _— A }{_ow melting
od shora doli pomoci dvou
== Mixture of PCR products | % n samostatnych paralelnich geli;
() ' ! .
z - . : a tzv. perpendikularni gely, ve
.. Single size band 8 i kterych se zvySuje koncentrace
' = [ | | Y% 2
on agarose gel - . v . C
! - Hieghmelting 4o turagnich Ginidel linearné

o zleva doprava napfic gelem.
Obr. 1 Schéma DGGE s naznaéenymi GC-svorkami na jednom

konci vlakna



N °
*
ok rn
5 * * L M
evropsky . ﬁ 3

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

.Propojeni vyuky obort Molekularni a bunééné biologie a Ochrany a tvorby
Zivotniho prostfedi”

CZ.1.07/2.2.00/28.0032

Paralelni gely jsou vhodné k vysSetieni n€kolika vzorka. Po nabarveni gelu fluorescenénim
barvivem (EtBr, SYBR Green) je vysledek vizualizovan a zachycen pomoci transiluminatoru
s UV zafenim a snimaci technikou. Pomoci specialniho software je obraz analyzovan a je
stanovena diverzita spoleCenstva podle mnozstvi a intenzity vzniklych prouzka (bandd), z

nichz kazdy ptedstavuje urcitou mikrobialni skupinu spolecenstva.

TGGE

Teplotni gradientova gelova elektroforéza (TGGE) je metoda schopna na zakladé chovani
molekul v linearné rostoucim teplotnim gradientu separovat rozdilné molekuly nejen dle
naboje a velikosti, ale 1 v zavislosti na konformacnich zménach. Na rozdil od DGGE zde
denaturaci nezpiisobuje koncentrace denaturantu, ale ménici se teplota. Opét se pouzivaji dva

typy TGGE - paralelni a perpendikularni.

Kapilarni elektroforéza

Jednd se o alternativni metodu separace fragmentl DNA. Separace probiha v linedrnim
hydrofilnim polymeru v kapilafe (vnitini primér 25 - 50 mm, délka nékolik cm aZ 1 m) a
elektroforetickém pufru podle molekulové hmotnosti. Pro separaci jednovlaknové DNA se

pouziva pufr obsahujici ureu (7 mol/l).

POSTUP: Gradientova gelova elektroforéza (DGGE)
Nutno pouzivat vzdy Cerstvé umyté sklo a rukavice!
1. Sestaveni kazety

Na peclivé sapondtem umytou, etanolem (ev. acetonem) ocisténou a dokonale suchou zadni
sklenénou desku (s vétSim vyfezem, vyiez nahoru) se vlozi ,,spacer” tak, aby kryl okraje
desky. Na n¢j se prtilozi predni sklenénd deska (stejné umyté jako zadni) vyfezem dolii. Cela
soustava se vlozi do DGGE kazety s plastovym U profilem (pfitla¢na lista), ktery musi vzdy
sméfovat od stfedu kazety ven. Pak se zatlati na horni okraj desek, zatimco spacer je
vytahovan smérem nahoru. Tim dojde k jeho srovnani mezi sklenénymi deskami. Pfitadhnou se
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2 horni Srouby na obou stranach a pak ostatni Srouby na spodni stran¢ kazety. Nakonec se
vloZi hiebinek.

2. Priprava roztoki pro vlastni gel

Zvoli se rozmezi gradientu (rozdil by mél byt vzdy vétsi nez 20%) a koncentrace
polyakrylamidu (je zavisla na velikosti fragmentli, nejcastéji se pouZiva 6% nebo 8%
polyakrylamid). Podle tabulky se namicha 24 ml gelu s nizkym a 24 ml s vysokym obsahem
denaturanttl, celkem tedy 48 ml gelu.

Koncentrace denaturantii (%) |0% U/F roztok (ml) |80% U/F roztok (ml)
20 18 6
25 16,5 7,5
30 15 9
35 13,5 10,5
40 12 12
45 10,5 13,5
50 9 15
55 7,5 16,5
60 6 18
65 4,5 19,5
70 3 21
75 1,5 22,5

Mame tedy dva roztoky: roztok s nizkou koncentraci (Light) a vysokou koncentraci (Heavy)
denaturant (napt. 45% a 65%).

Napf. piiprava 45% koncentrace (L) => do 50 ml zkumavky napipetujeme 10,5 ml 0% roztoku a 13,5
ml 80% roztoku

ptiprava 65% koncentrace (H) => do 50 ml falkonu napipetujeme 4,5 ml 0% roztoku a 19,5 ml 80%
roztoku

3. Zapojeni ¢erpadla a sméSovacich komor

Pted nalitim gelu je nutné zapnout pumpu a aparaturou nechat protéct cca 25 ml vody.
Provadime cca 15 min pfed nalévanim gelu. Tim dojde k odstranéni vzduchu a zbytkové vody
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k procisténi zatizeni a ovéii se pruchodnost aparatury — Vv ptipad€ nutnosti se vyméni jehla. Po
pratoku vody aparaturou se zvoli optimalni poloha sméSovaci komory pro roztok s vyssi
koncentraci denaturantu (oznac¢eno H — vlozi se magneticka ty¢inka) na magnetické michacce
(michadlo musi voln¢ a plynule rotovat). Oto¢ny kohout spojujici sméSovaci komory (L a H)
se nastavi do svislé polohy (tj. uzavie se, komory jsou oddéleny). Vypne se pumpa i
magnetickd michacka a aparatura je po vlozeni koncové jehly mezi skla (pod uroven zubi
hiebene) pfipravena k naliti roztokt gelu.

4. Naliti gelu

V digestofi se ke kazdému z roztok (L i H) pfida 12 pl TEMEDu a 75 pl 20 % APS a
roztoky se promisi (netfepat!). Gel zacne polymerovat a je nutno pokracovat rychle.

Do smésovaci komory L (dal od pumpy) se nalije roztok s niz§i koncentraci denaturantu.
Lehce se pooto¢i spojovaci kohout tak, aby malé mnozstvi roztoku pteteklo do vedlejsi
komory (H) kviili odvzdusnéni spojovaciho ventilu — pfip. bublina by mohla branit vytvotreni
plynulého gradientu. Kohout se opét uzavie. Do vedlejsi komory H (blize k pump¢€) se nalije
roztok s vyssi koncentraci denaturantu a zapne se michani tak, aby na hladiné nevznikal vir.
Zcela se otevie spojovaci kohout a zapne se pumpa.

Bé&hem napousténi gelu je dobré sledovat a korigovat rychlost otacek michadla, s klesajici
hladinou se zvysSuji otacky a vytvari se vir v komote H, ktery muize narusit plynulost
gradientu.

Gel se napusti cca 4 mm pod uroven hiebene (naliti trva asi 15-20 min.) a vypne se pumpa.
Zbytek gelu se napusti do 2 ml zkumavky, jako kontrola polymerace. Po praci s gelem je
nutné ¢erpadlo proplachnout vodou.

Hladina gelu pod hfebenem se po cca 20 min pievrstvi pomoci pipety vodou (asi 2 ml). Gel
zpolymeruje asi po 90 min (Iépe vSak nechat polymerovat alespon 3 hodiny).

5. Zapnuti lazné DGGE

Ptistroj pro DGGE se zapne asi 1-1,5 hodiny pfed spusSténim elektroforézy, tj. mezi nalitim
vlastniho déliciho gelu a stacking gelu — nutné zahtat TAE pufr ve vané€ na 60 °C, ev. jinou
teplotu dle metodiky.

Pozn.: Vana obsahuje 17 L pufru, ktery je nutné ménit po cca Ctyfech analyzach, ev. po kazdém
pouziti vyménit 4 L 1x TAE pufru za Cerstvy. (Na 17 L pufru: 340 ml 50x TAE doplnit do 17 L
vodou; na 4 L pufru: 80 ml 50x TAE doplnit do 4 L vodou)

POZOR - pokud by vana neobsahovala pufr, ale pouze vodu, nenaéte se teplotni ¢idlo.
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6. Stacking gel

Po ukonceni polymerace vlastniho dé€liciho gelu se vysune hieben a voda nad gelem se odsaje
Cistymi pruhy filtracniho papiru. Hieben se nasadi zpét mezi skla a prostor kolem néj se
vyplni tzv. stacking gelem.

Stacking gel: 5 ml 0% zasobniho roztoku
7 nl TEMEDuU
25 ul 20% APS

Roztok APS je nutno pfidat tésné pied nalévanim. POZOR — polymerace je velmi rychla!
Pipetou se napipetuje stacking gel na vrchni ¢ast gelu v kazeté. Asi po 20 min. je gel
pfipraven na dalsi praci.

POZN.: Roztok APS se nesmi vicekrat zamrazovat, po namichani se rozpipetuje do alikvot (napt. po
200 pl do mikrozkumavek, po pouziti se zbytek vyhodi).

7. Vlozeni kazety s gelem do pristroje

Pokud se nalévad jen jeden gel, je nutné druhou bunku pro sklenény sandwich vyplnit
tlustosténnou sklenénou deskou a utdhnout Srouby. Po ztuhnuti stacking gelu se vysune
hieben a na kazeté se povoli vSechny Srouby. Kazeta se vlozi do ptedehtaté vany pfistroje.
Pied vlozenim zkontrolujte orientaci elektrod DGGE kazety vici poloze kabeld uvnitt DGGE
lazné (anoda (+) ma uvniti vany kratky kabel a tomu musi odpovidat i orientace kazety pfi
vlozeni). Spacer mezi sklenénymi deskami a gelem se zatlac¢i na dno kazety a tim dojde
K uvolnéni spodni hrany nalitého gelu. Utdhnou se dva horni Srouby. Kazeta se mirné
nadzdvihne a nakloni, tim dojde k odstranéni bublin, které se obvykle vytvoii mezi spodni
stranou gelu a spacerem. Na vrchol kazety se pripoji hadice cerpadla a napusti se TAE pufr
Z vany (otevird se na boku pfistroje). Po naplnéni odtéka prebytecny pufr otvory na bocich
kazety. Cerpadlo se zastavi.

8. Naneseni vzorku a zapnuti pristroje

Na gel se nanasi cca 5-20 pl vzorku (podle Cistoty a intenzity PCR produktil) smichan s 3-7
ul barvicky (napt. 6x loading dye). Pii pouziti hiebinku s 32 zuby lze nanést max. 26 vzorkd,
pfi pouziti 20 zubli max. 14 atd. Na kazdou stranu nebo do stfedu je dobré pouzit DGGE
marker, z kazdé strany vnégjSich markert (nebo poslednich vzorkt) je vhodné pouzit tzv.
dummies — napt. 5 ul 6x Loading Dye nebo jinych vzorkd.

Pfi nanaSeni vzorku je nutné piepnout na pfistroji rezim LV (low voltage), ktery udrzuje
vzorky pfi nanaSeni v jamkach.
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9. Zapojeni pristroje

Pripoji se vnitini elektrody DGGE vany na kazetu pfistroje a priklopi se viko. POZOR -
nezapomen prepnout na rezim HV (high voltage)! Poté se piipoji vnéjsi kabely na elektricky
zdroj, pusti se cirkulace pufru oto¢enim kohoutu, aby se opétovné naplnila kazeta pufrem.
Jakmile je kazeta naplnéna, Cerpadlo se zastavi. Na elektrickém zdroji se nastavi 110V (ev.
jiné napéti podle metodiky) a zapne se na cca 10 min - slouzi k rychlému zajeti vzorku do
vrstvy stacking gelu. Po zajeti vzorku se zapne naplno cirkulace pufru. Na el. zdroji se
nastavi pozadované napéti a doba béhu se zvolena podle metodiky (napi. 95 V po dobul6
hod).

10. Vypnuti pristroje

Po 16 hod. se vypne pumpa, hlavni vypina¢ DGGE a el. zdroj. Od kazety odpojime ptivodni
hadici a wvnitini elektrody a vyjmeme ji z vany pfistroje. Kazetu je dobré ponechat
vychladnout na vzduchu cca 15 min. Povoli se Srouby a sklenény sandwich s gelem se vyjme
a polozi na rovnou podlozku s filtracnim papirem. Odstrani horni sklenéna deska a poté se
vyjme spacer. Odstrani se piebyte¢né oblasti gelu (stacking gel) a oznaci levy horni roh.

11. Barveni gelu

Gel se barvi na spodni sklenéné desce pomoci roztoku IXTAE pufru z DGGE vany (25 ml) +
4 nl SYBR Greenu po dobu 60 min (pifi cca 80 rpm). Po dobu barveni je nutné zamezit
pfistupu svétla (miska pfekryta alobalem). Po obarveni se vrchni strana gelu oplachne destil.
vodou a gel je pfipraven k analyze pod UV. Plochu ilumindtoru je vhodné pted polozenim
gelu navlh¢it vodou pro snadnou manipulaci.

12. Piiprava zasobnich roztoku

6% polyakrylamid 8% polyakrylamid

zasobni roztoky zasobni roztoky

0% 80% 0% 80%

Mocovina - 50,49 Mocovina - 50,49
Formamid - 48 ml Formamid - 48 ml
50x TAE, pH 7,8 3ml 3ml 50x TAE, pH 7,8 3ml 3ml
40% 22,5ml |225ml |40% 30 ml 30 ml
Acrylamid/Bisacrylmid Acrylamid/Bisacrylmid
Doplnit dH,0 do 150 ml |150 ml | Doplnit dH,O do 150 ml {150 ml
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Pozn.: pii ptipravé 80% zasobnich roztoki je nutné pro rozpusténi mocoviny (michat nebo i zahtivat)

ptidat dostate¢né mnozstvi H,O, cca 130 ml a po rozpusténi doplnit do 150 ml. Roztoky se uchovavaji
v temnu (lahev obalena alobalem), pii pokojové teploté nebo v lednici.

Dalsi roztoky a chemikalie

50x TAE APS (amonium persulfat) N,N,N“ —
tetramethylethylen diamine
242 g Tris 20% (w/v) v MQ a rozdélit po | (TEMED)

100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
57,1 ml ledové kys. octové

200 pl do mikrozkumavek a
uchovat pti — 20°C

skladuje se pii pokojové

doplnit do 1L vodou (pH 7,8) teploté
Potiebny material: Chemikalie:

10 ml sklenéné nebo jednorazova plastova mocovina

pipeta formamid

nasavaci pryzovy balonek acrylamid/bisacrylamid
mikropipeta 2-20 pl + $pic¢ky tris base
mikropipeta 20-200 ul + Spicky 0,5M EDTA
mikropipeta 1000-5000 pl + $picky ledova kys. octova
50 ml zkumavky TEMED

15 ml zkumavky 20% APS

pracovni rukavice nitrilové 6x loading dye
pruhy filra¢niho papiru SYBR Green
magnetické michadlo etanol

ptislusenstvi DGGE elektroforézy
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