Gelova elektroforéza nukleovych Kkyselin

Elektroforéza je jednou ze zakladnich metod molekularni biologie. Tato standardni metoda se
pouziva k separaci, identifikaci a purifikaci fragmentti DNA. Jako nosice se nejcastéji
pouziva agardza nebo polyakrylamid.

Elektroforéza DNA je pouZzivana jak k analytickym uceltim (tj. stanoveni velikosti nebo
konformace), tak k preparativnim uceliim (separace DNA podle velikosti a nasledna izolace
pozadované frakce).

Pohyb DNA béhem elektroforézy je ovlivnén fadou parametri, z nichz nejdilezitéjsi jsou:
a) Velikost molekuly DNA: ¢im vétsi molekula, tim pomaleji se v gelu pohybuje. Linedrni
dsDNA se pohybuji v gelech rychlosti, kterd je nepiimo umérné logaritmu jejich velikosti

(bp).

b) Koncentrace gelu jsou dTlezité pSi dileni rTznych velikosti fragmentT:

Obsah agarozy v gelu (%) Rozsah efektivniho déléni DNA (kb)
0,3 60 -5
0,5 30-1
0,6 20-1
0,7 10-0,8
0,8 9-0,7
1,0 7-0,5
1,2 6-04
1,5 4-0,2
2,0 3-0,1

Molekuly DNA nad 20 kb nelze standardni elektroforézou navzajem oddélit; v téchto
ptipadech se pouziva pulzni gelova elektroforéza, kterou 1ze oddélit DNA az do velikosti
nékolika Mb.

¢) Rychlost pohybu je zavisla na konformaci DNA. Rizné formy DNA (ccc, oc a linearni) se
pohybuji riznou rychlosti.

d) Intenzita elektrického pole: pii nizkém napéti je rychlost pohybu pfimo imérna napéti.
ZvySovani napéti vede k nelinedrnimu zvySeni rychlosti pohybu a oblast efektivniho
rozde€leni se snizuje - proto nema napéti prevysovat hodnotu 5 V/em.

e) Teplota a zastoupeni bazi v DNA. Elektroforetické chovani DNA v agardzovych gelech
(na rozdil od polyakrylamidovych gell) neni vyznamné ovlivnéno zastoupenim bazi nebo
teplotou, pti které probiha elektroforéza. Nejcastéji se elektroforéza provadi pii pokojové
teplote; pti pouziti geli o nizké koncentraci se teplota udrzuje na nizsich hodnotach (4 - 10
°C).

Z hlediska experimentalniho usporadani se rozliSuje horizontélni elektroforéza, pti niz je gel
umistén v elektroforetické vané ve vodorovné poloze a vertikélni elektroforéza, pti niz je gel
uloZen ve svislé poloze.

Elektroforetické pufry
Nejblznlji pouzivané jsou:



- TRIS-acetatovy (TAE): 0,04 M Tris-acetat, 0,002 M EDTA, pH 8,2
- TRIS-fosfatovy (TPE): 0,08 M Tris-fosfat, 0,008 M EDTA
- TRIS-boratovy (TBE): 0,089 M Tris-borat, 0,089 M kyselina borita, 0,002 M

EDTA

Ptiprava Tris-acetdtového pufru (50x koncentrovany zasobni roztok)
242 g Tris baze

57,1 ml ledové kyseliny octové

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

H,O doplnit do 1000 ml. Vysledné pH je 8,2.

Priprava agarézového gelu

V Erlenmayerové barice ptipravime 0,8 % roztok agardzy v TAE pufru:
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K odméfenému mnozstvi pufru (zméfime rozméry zafizeni na nalévani gelu a
vypoc¢teme mnozstvi roztoku agardzy potiebného k ptipraveé gelu o vysce 0,5
cm) pridame spravné mnozstvi praskové agarozy.

Agar6zu nechame v tlakovém hrnci rozvatit 10 - 15 min.

Roztok zchladime na 50 °C a nalejeme do zafizeni na tvorbu gelu, které je
umisténo na vodorovném podkladu. Zkontrolujeme, zda mezi podlozkou a
hiebinkem je 0,5 - 1 mm agarézy.

Nechame gel zchladnout 30 - 45 min (podle okolni teploty).

Po utuhnuti agardzy prevrstvime gel TAE pufrem a opatrné vytdhneme
hiebinek.

Naneseni vzorku do agarozového gelu a provedeni elektroforézy

1.

4.

Vzorek DNA nafedime TE pufrem tak, aby koncentrace DNA byla v rozmezi
0,5 - 1 pg/10 ul. 10 pl vzorku smichame se 2 pl nanaseciho pufru
(v Eppendorfové zkumavce nebo na prouzku Parafilmu) a pomoci automatické
pipety naneseme do otvoru v gelu, ktery jsme piedtim pievrstvili
elektroforetickym pufrem.

Nanaseci (barvici pufr) 6x koncentrovany:

0,25 % bromfenolova modr

40 % (w/v) sachardza ve vodé

Pozn. Existuje nékolik typl nanasecich pufrid, které mohou obsahovat misto
sacharozy glycerol nebo Ficol 400.

Preneseme gel do elektroforetické vany a doplnime elektroforeticky pufr tak,
aby piekryval gel ptfiblizné 3 mm. Nastavime hodnoty napé€ti nebo proudu a
nechame probihat elektroforézu tak dlouho dokud barvivo neurazi vzdalenost
alesponl 3/4 délky gelu.

Po ukonceni elektroforézy preneseme gel do barvici lazné¢ (TAE pufr
obsahujici 1 pg etidiumbromidu/ml) a barvime 0,5 az 1 hod.

Pozn.: Etidiumbromid se interkaluje mezi baze v dvoufetézcové DNA a po
ozafeni UV svétlem fluoreskuje 80 intenzivnéji nez samotné barvivo. Timto
zpusobem lze detekovat 1 - 5 ng DNA. Etidiumbromid je silny mutagen. Pfi
praci s jeho roztoky je nutné pracovat v rukavicich a dodrzovat zasady

bezpecnosti!
Gel oplachneme vodou a fotografujeme pod UV svétlem 302 nm.






