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Analyza DNA pomoci nativni agarosove
elektroforezy

Elektromigracni separacni metody se vyuZzivaji k separaci makromolekul na zakladé
naboje, konformace nebo velikosti. Migrace nabité castice v elektrickém poli je ovliviiovana
interakci mezi ionty a zavisi predevSim na celkovém naboji, velikosti a tvaru castice
a na viskozité prostredi. Elektromigra¢ni metody vyuzivaji dvou elektrokinetickych jevd,
elektroforézy a elektroosmoézy. Pri styku pevnych povrchii, které mohou nést elektrické
naboje, s roztokem obsahujicim nabité castice se vytvari elektrické dvojvrstvy.
V elektromigracnich separac¢nich metodach je na toto prostfedi pfipojeno stejnosmérné
elektrické pole, které porusi rovnovadhu v rozloZeni nabojii a vyvola jejich pohyb. Principem
separace sloZzek vzorku je rozdilnd rychlost jejich migrace, nebot nabité castice rtznych

sloZek se v urcitém prostredi lisi svou elektroforetickou pohyblivosti.

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych castic ve stejnosmérném
elektrickém poli. Toto pole se vytvafi vloZenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi
elektrody. V zonové elektroforéze je prosttedi mezi elektrodami tvofeno zdkladnim
elektrolytem, ktery zajisStuje dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému. Vzorek se
davkuje do uréitého mista tohoto systému. Kationty migruji k zdpornému pdlu, anionty ke
kladnému pdlu. Neutrdlni ¢astic se nepohybuji. V priibéhu separace se vytvareji oddélené

zony na zakladé odliSné rychlosti migrace slozek vzorku.

Elektroforetickd pohyblivost pie nabité castice je rychlost jejiho pohybu v elektrickém
poli o jednotkové intenzité. Pokud jsou na zadatku separace ¢astice v jednom misté, dostavajt
se béhem separace dopfedu nabité castice s vySsi pohyblivosti a opozduji se naopak ty
Castice, které maji pohyblivost mensi.

Na nabitou castici o ndboji Q ptsobi v elektrickém poli o intenzité E dvé sily:

elektricka sila F1, ktera ji uvadi do pohybu, a odpor viskézniho prosttedi F2, ktery ji brzdi.
F, =QE

F, = kv

Koeficient k zavisi na tvaru a velikosti ¢astice a na viskozité prostfedi ).

Pokud je v pocatecnim okamziku rychlost v nulovd, castici uvede sila F1 do
zrychleného pohybu. S rostouci rychlosti v se zvétsuje sila F2, dokud se nevyrovna sile F1.
Nastane stacionarni stav, ve kterém se nabité ¢astice pohybuji stalou rychlosti.

F1=F2—>QE=kV
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Pro elektroforetickou pohyblivost vychazi vztah:

v _Q

e =ETk

V roztocich slabych elektrolytii jsou vedle sebe disociované a nedisociované
molekuly, podil nabitych ¢astic je uréen stupném disociace a. Molekula takového elektrolytu
proto vykazuje efektivni elektroforetickou pohyblivost danou soucinem o,. Disociaci

slabych kyselin a zasad 1ze ménit volbou pH prostiedi, a tim také ovlivnit separaci téchto
latek.

Vsoucasné dobé se moderni biochemicky, molekularné-biologicky ani
biotechnologicky vyzkum neobejde bez nejpouZzivanéjsi separacni techniky — elektroforézy.
Nejcastéji je vyuzivdna elektroforéza gelova kizolaci a analyze nukleovych kyselin
¢i proteinti. Hlavnim nositelem naboje v nukleovych kyselindch jsou zaporné nabité
fosfatové skupiny. Proto se nukleové kyseliny (DNA, RNA) pohybuji k opacné nabité
elektrodé — anodé. Elektroforéza vétSinou probihd ve vhodné zvoleném nosici, jako je

celulosa nebo polymerni gel.

Jako nosice pro analyzu nukleovych kyselin ¢i proteinti pomoci gelové elektroforézy
se pouzivaji agarosové nebo polyakrylamidové gely. U téchto je mozné ovlivnit velikost
portt a tim dosdhnout déleni nejen z hlediska elektroforetické pohyblivosti ale i na zadkladé
velikosti molekuly. Agarosové gely jsou vhodné zejména pro separaci molekul nukleovych
kyselin o velikosti od 100 bp aZ po 50 kb. Naopak polyakrylamidové gely jsou vyuZzivany
k separaci proteinti. Podle polohy gelu v elektroforetické aparatufe rozliSujeme gelovou
elektroforézu horizontdlni a vertikdlni, které maji deskové usporadani a kapilarni

elektroforézu, kde je gel uvnit kapilary.

Pfi posuzovani elektroforetické pohyblivosti molekuly DNA neni tfeba se zabyvat
velikosti ndboje, protoze ten je rovnomeérné rozloZzen. Velikost molekuly DNA ¢i jejiho
fragmentu o nezndmé velikosti lze urcit srovndnim jejich elektroforetické pohyblivosti
s elektroforetickou pohyblivosti fragmenti ¢i molekul DNA o znamé velikosti, tzv.
standardy velikosti nebo hmotnostnimi standardy. Jednd se o restrikéni fragmenty
plazmidovych molekul, jejichz velikost je pfesné stanovena.

Vysledek separace je nutné néjakym zplisobem zobrazit, jelikoZ molekuly DNA
nejsou pouhym okem v gelu viditelné. Vyuziva se moznosti barveni molekul DNA nejcastéji
ethidium bromidem (pozor silné mutagenni), ktery se interkaluje mezi sousedni pary bazi
DNA Sroubovice. Pfi ozafeni takto obarveného gelu ultrafialovym svétlem se vysledek
elektroforetické separace jevi jako prouzky, jejichZ intenzita je imérnd koncentraci DNA.
Dale se pouziva celé spektrum barev jako Syber Green nebo GelRed, apod. Molekuly DNA

1ze znacit i radioaktivné a vysledek separace je pak zaznamendn autoradiograficky. K detekci
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poloh fragmentit DNA Ize rovnéz vyuzit hybridizace se znacenou sondou. V piipadé

separace v polyakrylamidovém gelu je vyuZivano barveni stfibrem.

Gelovou elektroforézu je mozné vyuZit ke studiu konformace molekul DNA. Lze tak

odliSit kovalentné uzaviené kruZznicové molekuly DNA od molekul linedrnich nebo

od otevienych kruznic. Nadsroubovicova forma, oteviena kruhova forma a linedrni forma

DNA téZe molekulové hmotnosti se pohybuje agarosovym gelem riiznou rychlosti.

Uloha 1:

Pomticky:

Chemikalie:

Postup:

Proved'te separaci DNA izolované z pfedchoziho cviceni v agarosovém gelu.

Erlenmayerovy barky, pfedvazky, 1zicky, elektroforeticka aparatura, odmérny

valec, mikropipety, Spi¢ky, mikrovlnna trouba, UV transluminator, fotoaparat

TAE 50x, agarosa, ethidium bromid, bromfenolovd modf 1x, voda

10.

Zhodnot absorbance z pfedchoziho cvieni vypocitejte koncentraci
vyizolované DNA v roztoku.

Spocitejte kolik mikrolitri vzorku budete odebirat, abyste na gelovou
elektroforézu nanaseli 0,5 ug DNA.

Spoditejte, jak budete fedit zdsobni roztok TAE 50x, abyste dostali pracovni
roztok o koncentraci 1x.

Spocitejte kolik gramti agarosy budete navaZovat, abyste ziskali roztok
1% agarosy v 40 ml TAE 1x.

Pfipravte si elektroforetickou aparaturu a vanicku pro naliti gelu.
Do vanicky vlozte hfebinek, ktery Vam po zatuhnuti gelu vymezi jamky
pro naneseni vzorkti DNA.

Odvazte spocitané mnozstvi agarosy do erlenmayerovy banky a zalijte jej
40 ml TAE 1x.

Agardézu dejte rozvafit na 5 min do mikrovinné trouby, hlidejte, at se
neodpafi veskera tekutina, v pfipadé potieby ji doplnte. Gel nechejte tfikrat
zavrit.

Po zchladnuti gelu na cca 40-50 °C pridejte 8 ul ethidim bromidu (EtBr;
zasobni roztok o koncentraci 20 mg/ml — POZOR, pracujte v rukavicich)
a promichejte. Gel vlijte do pfipravené vanicky a nechte tuhnout po dobu
cca 30 min.

Ze ztuhlého gelu opatrné vyjméte hiebinek a gel ve vanicce ponoite
do elektroforetické vany. Vanu naplnte pufrem TAE 1x s 20 ul EtBr
po rysku oznacujici maximalni naplnéni.

Spocitejte kolik bromfenolové modfi 6x (BFM) budete pridavat ke vzorkéim

DNA, abyste ziskali 1x koncentrovanou BFM v kazdém vzorku.
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Vzorky obarvené BFM pipetujte do jamek v gelu.

Nakonec naneste na gel i standard molekulové hmotnosti.
Elektroforetickou vanu uzavfete vikem, pfipojte ke zdroji a nastavte
konstantni napéti 60 V.

Spustte separaci tlacitkem RUN a vzorky nechte délit tak dlouho, aby z6na
BFM doputovala pfiblizné do posledni ¢tvrtiny gelu (cca 1 hod).

Vypnéte zdroj a odpojte elektroforetickou aparaturu.

Gel vytdhnéte z vanicky a opatrné oplachnéte destilovanou vodou.
Vysledek separace si prohlédnéte pomoci transluminatoru a gel
vyfotografuijte.

Podle standardu urcete pfibliZznou velikost vyizolované DNA.



