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Abstrakt

Apoptéza je jednou z nejstudovanéjSich vlastnosti bun€k [1]. Tento fizeny proces umoznuje
v organismu udrzovat homeostazu a jeho funkénost. Poruchy bunééné apoptdzy vedou k fadé onemocnéni.
Rozvoj detekénich metod se v posledni dobé zamétil hlavné na oblast detekce fragmentované DNA. Do
skupiny kvalitativnich metod patii také gelova elektroforéza. Cilem prace bylo optimalizovat podminky
pro pouziti gelové polyakrylamidové elektroforézy pro detekci fragmentli plazmidové DNA. Byl pouzit
plazmid pBS a odvozena forma pPGM2. Pro ptipravu vhodnych fragmenti DNA byly pouzity restrik¢ni
endonukleazy Sacl a Pvull. Zakladni délka vzniklych fragmentt byla 220, 228 u pBS a 220 a 254 bp u
pPGM2. Tyto useky DNA byly prodlouzeny pomoci terminalni deoxyribonukleotidyl transferazy.
Rozd¢leni fragmentli pomoci polyakrylamidové elektroforézy ukazalo, ze vhodnym substratem pro TdT je
dATP a metodu bude mozné pouzit jako srovnavaci k elektrochemickym metodam detekce.
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Uvod

Apoptdza je nejstudovangjsi formou programované bunécné smrti. Pomoci apoptozy se
v organismu udrzuje homeostaza, zabranuje se fungovani a déleni poskozenych bunck, nebo se
z organismu odstranuji piebytecné bunky. Pokud dojde k porucham kontroly bunééného cyklu,
vyskytuji se problémy s nadmérnym nebo naopak nedostateCnym odstraiiovanim bunck z tkéni.
Spatna regulace bunééného cyklu vede k fadé zdravotnich problémi [1]. V dnesni dobé je
studium apoptozy vyznamné hlavné z hlediska studia 1é€by nadorovych onemocnéni.

Metody, které se k detekci apoptdzy vyuzivaji, jsou zalozeny na kvalitativnim stanoveni.
Déavaji informaci, zda apoptdza v bunice probihd, nebo neprobiha. Fragmentace DNA je hlavnim
znakem, na ktery se soucasné metody zameétuji. Mezi kvalitativni metody patii gelova
elektroforéza, separacni technika zalozend na pohybu nabitych molekul v elektrickém poli. DNA
je diky fosfatovym skupindm zaporné nabitou molekulou. V elektrickém poli zavisi rychlost
jejiho pohybu na velikosti a konformaci molekuly [2]. Elektroforéza poskytuje kvalitativni
odpovéd’ a pro builkky v apoptdze je vysoce specifickd. Je zaloZzena na rozdéleni a nasledné
detekci jaderné DNA po ptsobeni endonukleaz, které pii apoptdze §tépi DNA na fragmenty o
velikosti 180-200 bp. [3].

Cilem prace bylo ukdzat, za jakych podminek bude mozné pouzit gelovou elektroforézu
jako srovnavaci metodu. Zavéry vyplyvajici z pokusit by mély byt vyuzity pii optimalizaci
detekce apoptdzy elektrochemickymi metodami.

Material a metody
Pro detek¢ni ucely byl pouzit plazmid pBS (p-Blueskript II SK(-), 2961 bp) a od ngj
odvozeny pPGM2 (2987 bp).



Plazmidova DNA byla izolovana z bun¢k bakteridlniho kmene Escherichia coli TOP10
pomoci izola¢nich kolonek QUIAGEN.

Plazmidova DNA byla dale Stépena pomoci restrik¢ni endonukleazy Sacl (8U/ul, Takara),
vmnozstvi 8 U enzymu na 1 ug DNA, inkubace probihala pfes noc pii 37°C. Specifické
restrikéni misto pro plazmidy odvozené od typu pBS je v misté 755 bp. Z kruhové plazmidové
DNA vznikla linearni DNA s 3'-OH piesahujicimi konci.

Vzorky byly srazeny 1/3 objemu 3M octanu sodné¢ho a 96% etanolem vychlazenym na -
20°C. Nasledné byla DNA centrifugovana (15000 x g, 30 minut, 4°C), pelet rozpustén v 70%
etanolu (-20°C) a opét centrifugovan (15000 x g, 15 minut, 4°C).

Pro prodlouzeni volnych konci DNA byly vybrany nukleotidy adeninu a tyminu (dNTP
100 mM, Fermentas). K volnym konctim DNA byly piidany ve dvou pomérech: 1 pmol volnych
koncti ku 1 pM roztoku dNTP a 1 pmol (volnych koncii) ku 5 uM dNTP. Vzorky byly
s terminalni deoxynukleotidyltransferazou (20U/ul, New England Biolabs) inkubovany po dobu 2
hodin pti 37°C.

Po inkubaci byly vzorky znovu piesrazeny a poté St€peny restrikéni endonukleazou Pvull
(15 U/ul, 37°C, ptes noc; Takara). V plazmidu pBS ma enzym 2 specificka restrikéni mista: 527
a 975 bp a odstépuje z jednoho konce linedrni molekuly fragment o velikosti 220 bp a z druhého
konce fragment o velikosti 228 bp. Obdobn¢ je to u plazmidi pPGM, kdy vznikaji fragmenty o
délce 220 a 254 bp.

Vzniklé fragmenty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Vzorky byly smichany
s nanaSecim pufrem (0,25% bromfenol blue; 0,25% xylencyanol FF; 40% sachar6za ve vod¢) a
naneseny na gel. Polyakrylamidovy gel byl pfipraven o koncentraci 5 % (akrylamid-N-N'-
metylenbisakrylamid; persiran amonny; TEMED; 10x TBE). Elektroforéza probihala vertikalné
5,5 hodiny pii intenzité¢ elektrického pole 10 V/em. K detekci fragmentii byl vyuzit roztok
interkalac¢niho ¢inidla ethidiumbromidu (1 pl/ml), ktery fluoreskuje pii ozareni UV svétlem.

Vysledky a diskuze

Vysledek rozdé€leni fragmenti DNA je vidét na obrazcich 1 a 2.

V pozitivni kontrole u pBS je mozné rozlisit na gelu elektroforetické prouzky odpovidajici
velikostem 220 a 228 bp.

Fragmenty DNA prodlouzené pomoci TdT, které bylo mozné vyhodnotit, jsou uvedené
v tabulce 1. Prodlouzené useky jsou jednotetézcové. Konkrétni hodnoty se vztahuji k obrazktim 1
a 2 a jsou udavany podle znamé délky fragmenti 100 bp standardu. U dTTP ve vy$sim poméru
k volnym konctim DNA nebylo mozné stanovit oblast vétSiho vyskytu fragmentti DNA.

Tabulka 1. Oblasti detekované prodlouzené¢ DNA

. . dATP dTTP dATP
Ptidany nukleotid e 5 e, 5 - 5
(niz§i pome€r)  (niz8i pomér)  (vyssi pomer)
Délka fragmentt u pBS [bp] 250-300 220-300 350-400
Nejintenzivngjsi signal u pBS [bp] 270 240 380
Délka fragmentti u pPGM2 [bp] 250-300 220-320 450-600
Nejintenzivngjsi signal pPGM2 [bp] 270 500




Obrazek 1: pBS obrazek 2: pPGM2
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Obrazek 1: Polyakrylamidova elektroforéza fragmentt pBS: jednotlivé drahy: (1) pozitivni
kontrola pBS $tépeny enzymy Sacl a Pvull, vznikaji dva fragmenty o délce 220 a 228 bp.
(2) negativni kontrola: pBS stépeny Sacl, inkubace s TdT bez ptidani nukleotidd. (3) pBS
Stépeny Sacl, prodlouzeni volnych koncti pomoci TdT s dATP v niz§im poméru k volnym
konciim DNA, Stépeny Pvull; (4) pBS: Sacl, TdT s dATP ve vys§im poméru k volnym
konctim DNA, Pvull; (5) pBS: Sacl, TdT s dTTP v niz§im poméru, Pvull; (6) pBS: Sacl,
TdT s dTTP ve vyssim poméru, Pvull. (7) 100 bp standard DNA fragment.

Obrazek 2: Polyakrylamidova elektroforéza fragmentl pPGM2: jednotlivé drahy: (1)

negativni kontrola: pPGM2: stépeny Sacl, inkubace s TdT bez ptidani nukleotidi; (2)

negativni kontrola: pPGM?2 §tépeny Sacl, inkubace s dATP ve vy$Sim poméru a pufrem
pro TdT, bez TdT; (3) negativni kontrola: pPGM?2 §tépeny Sacl, inkubace s dATP ve

vy$$im pomeéru; (4) pPGM2: Stépeny Sacl, prodlouzeni volnych konct pomoci TdT
s dATP v niz§im pomeru, Stépeny Pvull; (5) pPGM2 stépeny Sacl, prodlouzeni volnych
koncti pomoci TdT s dATP (1:5), st€peny Pvull; (6) pPGM2: Sacl, TdT s dTTP v niz§im
poméru, Pvull; (7) pPGM2: Sacl, TdT s dTTP ve vys$sim poméru, Pvull

Zavér

Polyakrylamidova elektroforéza ukazala, ze je mozné za danych podminek detekovat
zmeény v délce fragment liSici se o nékolik nukleotidi. Prvnim viditelnym dikazem bylo
oddéleni elektroforetickych prouzkt odpovidajicich 220 a 228 bp.

Z obrazk 1 a 2 je viditelné, Ze v piitomnosti obou nukleotidi TdT ucinné prodlouzila
volné konce DNA. Je také zachovan predpoklad, ze s vétSim mnozstvim dostupnych dNTP
vznikaly del$i prodlouzené Giseky (obr. 1: starty 4 a 6; obr. 2: starty 5 a 7). Spatné detekovatelna
byla DNA, kde jednoietézcové useky vznikly prodlouzenim pomoci TdT s vySsi koncentraci



dTTP v reakéni smési. dATP se v obou koncentracich prokdzal v daném pokusu jako vhodnéjsi
substrat pro terminalni deoxynukleotidyltransferazy, protoze poskytuje 1épe hodnotitelny signal.

Pokusy ukézaly, ze vysledky z polyakrylamidové elektroforézy bude mozné vyuzit ke
srovnani pii testovani elektrochemickych metod v detekci apoptozy.
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Abstract

Apoptosis has been one of the most studied cell properties. This controlled process allows the
organism to maintain homeostasis and its functionality. Disorders of cell apoptosis lead to many diseases.
Development of detection methods have recently been focused mainly on the area of detecting the
fragmented DNA. The group of qualitative methods include gel electrophoresis. The aim of this study was
to optimize the conditions for the use of polyacrylamide gel electrophoresis for the detection of plasmid
DNA fragments. plasmid pBS and a derivated form pPGM?2 were used for experiments. The restriction
endonucleases Sacl and Pvull were used to obtain fragments about appropriate lengts. The basic length of
the created fragments was 220, 228 in the case pBS and 220, 254 bp in the case pPGM2. The DNA
fragments have been extended by using the terminal deoxyribonukleotidyl transferase. Distribution of
fragments by using the polyacrylamide electrophoresis showed that dATP is a suitable substrate for TdT,
and the method can be used as a reference to electrochemical detection methods.
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