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ELEKTROFORETICKA SEPARACE NUKLEOVYCH KYSELIN

Fragmenty nukleovych kyselin Ize dle jejich velikosti rozdélit elektroforézou. Elektroforéza vyuziva
rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragment(, danou pravé jejich rozdilnou velikosti. Nukleova
kyselina nese diky zaporné nabitym fosfatlim zdporny naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje
od zdporného pélu (katody) ke kladnému (anodé).

e Pri elektroforéze se separuji molekuly nukleovych kyselin na zdkladé své délky a konformace.
* Obvykle plati, ze delsi fragmenty migruji pomaleji nez kratsi.

e Je vyuzivdna gelova elektroforéza, kdy se molekuly nukleovych kyselin separuji bud’ v agarosovém di
polyakrylamidovém gelu.

Zakladni kroky pri ELFO

1. Pfiprava agarosového nebo polyakrylamidového gelu. Koncentrace gelu se odviji od velikosti
separovanych molekul.
SCHEMA APARATURY PRO AGAROSOVOU ELEKTROFOREZU
Elektroforeticky zdroj

2. Vzorky se nanesou do jamek v gelu, které byly

Elektroforeticky gel
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3. Samotna elektroforeticka separace. Migrace v Flewroforeticxd vancia _

gelu je pfi elektroforéze kontrolovdna pomoci psnentboxd vantey
barviva pfitomného v nandSecim pufru, se
kterym je roztok DNA pfed nanesenim na gel
smichan.

Elektroforeticky putr

Elektroda Elektroda

4. Ukoncéeni  elektroforetické  separace.

. . e v T s Elektroforeticka vana
Vizualizace separované DNA (nejcastéji obarveni /
fluorescenénim barvivem a vizualizace pod UV Smér ekttt migace
lampou).

Agarosova ELFO versus polyakrylamidova ELFO (PAGE)

* Pro separaci DNA je vzhledem k mensi naro¢nosti provedeni agarosova elektroforéza v porovnani
s polyakrylamidovou elektroforézou (PAGE) preferovanou metodou.
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e Vyuziti polyakrylamidové versus agarosové elektroforézy se predevsim odviji od velikosti
fragment(, které chceme separovat. Polyakrylamidova elektroforéza nastupuje v pfipadech, kdy
separujeme kratké fragmenty DNA (cca < 200bp).

Polyakrylamid (poly(2-propenamid)) je polymer tvoreny z akrylamidovych podjednotek zesitovanych
N,N'-methylenbisakrylamidem. Smés akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté
pomoci volnych radikall, které dodava persulfat amonny (APS), zpUsobujici homolytické stépeni
vazeb O-O. K urychleni polymerizace se pouziva volnd zasada TEMED (tetrametylendiamin), ktery
katalyzuje tvorbu volnych radikdld persulfatu amonného. Pfi praci s akrylamidem je treba
obezfetnosti, protoZze pUlsobi jako neurotoxin. Vybérem vhodné koncentrace akrylamidu a
bisakrylamidu Ize ovliviiovat velikost pérd gelu a tim délku separovanych molekul. Se zvysujici se
koncentraci téchto latek se pory gelu stavaji mensimi a gel se hodi pro separaci mensich molekul, viz.
tabulka. Pro PAGE je jako elektroforeticky pufr vyuzivan TBE. PAGE je bud ve formé denaturacni s

pfidavkem denaturacni latky, jako napf. mocoviny, nebo ve formé nedenaturacni, tzv. nativni.

Agardza. Standardni agarozova elektroforéza se pouziva pro separaci fragment( od 100 bp do 50 kb.
Agardza je lineadrni sacharidovy polymer D-galaktosidazy a 3,6-anhydro-L-galaktopyranozy. Vyrabi se
z agaru izolovaného z mofrské fasy odstranénim agaropektinu. Ackoliv by agaréza méla byt teoreticky
zcela nenabitd, v praxi miZe obsahovat pfimési nabitych sulfatovych ¢i pyruvatovych skupin. Tyto
skupiny zpomaluji pohyb DNA - tento jev se nazyva elektroendoosmdza (EEO). Pro elektroforézu
nukleovych kyselin jsou preferovany agardzy s nizkou elektroendoosmézou (low EEO). Naopak
agardzy s vyssi EEO se pouzivaji napf. pro imunoprecipitaci. Na trhu je dostupné Siroké spektrum
agardz vhodnych k jednotlivym typlm poufZiti, napt. agardzy zajistujici vysoké rozliseni pfi separaci
velmi kratkych fragment(, agardzy pro separaci pulzni elektroforesou, tzn. separaci velmi dlouhych
fragment( ¢i chromosomalnich fragmentd i tzv. ,low melting” agarodzy, tedy agardzy s bodem tanim
nizéim nez je bod tani vétiiny nukleovych kyselin (okolo 65C), které jsou vhodné pro extrakci

nukleové kyseliny z gelu.

Velikost separovanych fragmentt a koncentrace gelu

Koncentrace gelu je dilezitym faktorem pro mobilitu molekul. Cim koncentrovanéjsi je gel, tim je
separace pomalejsi, z ¢ehoZz vyplyva, Ze vyssi koncentrace gelu zajisti lepsi separaci kratkych
fragmen(. Koncentrace gelu zavisi na typu fragmentl DNA, které chceme separovat. Koncentrace
gelu udava velikost porQ v gelu, kterymi molekuly DNA prochazeji. Koncentraci gelu lze proto
ovliviiovat separaci a tedy i rozliseni velikosti fragmentd.
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* Vys$si koncentrace gelu zajisti lepsi separaci kratkych fragment.
¢ Nizsi koncentrace gelu zajisti lepsi separaci dlouhych fragment(.

Standardné pro vétsSinu aplikaci je vyuzivana koncentrace 1%. Nicméné, napt. pro kvalitni separaci 5-
10 kb DNA fragmentl je vyuZivana 0,7% agarosa, gelem s 2% zajistime jemnéjsi rozliSeni kratkych
fragmentl 0,2-1 kb. Pro kratké fragmenty mlzeme pti pouziti specidlni agarézy o nizkém bodu tani
pripravit az 4 % gel, ktery umozni rozliseni fragmentl o velikosti okolo 200 bp, liSici se 15 pary bazi.
Pokud vyZadujeme jesté jemnéjsi rozliseni kratkych fragmentli, musime pouZit polyakrylamidovy gel
a vertikalni elektroforézu. Stejné tak i pro kvalitni separaci velmi dlouhych framentl je nutné vyuzit
specialni elektroforézu, tzv. pulsni elektroforézu (pulse field gel electrophoresis (PFGE)).

Vliv konformace DNA

Separace molekul nukleovych kyselin je vyznamné ovlivnéna jejich konformaci. Plati, ze méné
spiralizovand DNA migruje v gelu pomaleji neZ superspiralizovana DNA, ktera je diky spiralizaci
kompaktnéjsi a péry v gelu tak snadnéji prochazejici. Toto lze pozorovat pti separaci plasmidové
DNA.

Velikost elektrického napéti pri elektroforetické separaci

Optimalni velikost elektrického napéti pti elektroforéze se udava jako 5-8 V/cm mezi elektrodami u
agarosové elektroforézy ¢i 1-8 V/cm u polyakrylamidové elektroforézy. Pritom plati, Ze

* pfi nizkém napéti se rychlost migrace proporciondlné méni s elektrickym napétim. Tzn., plati, Ze
s rostoucim elektrickym napétim se nukleové kyseliny pohybuji rychleji.

e Od urcité hodnoty napéti ovsem také plati, Ze ¢im je napéti vyssi, tim klesa efektivita separace
dlouhych fragment( a klesa tak kvalita rozliseni.

e Pfi pfiliS vysokém napéti rovnéz dochdzi vlivem produkce tepla k deformaci gelu a tim
nerovnomeérné separaci jednotlivych fragment( a deformaci prouzkd.

* Naopak pokud je napéti pfilis nizké, je nizka rychlost separace a nukleové kyseliny tak maji tendenci
difundovat do okoli, coZ vede k neostrym, rozmazanym prouzkim.

Elektroforetické pufry

Mobilita pfi elektroforéze je ovlivnéna sloZzenim elektroforetického pufru, a to predevsim obsahem
soli. Bez pritomnosti soli je elektrickd konduktivita minimalni a DNA se pohybuje jen velmi stézi.
Obsah soli v elektroforetickém pufru musi byt optimalni. Pokud je pfiliS vysoky, elektricka
konduktivita je vysoka a pfi elektroforéze dochazi k uvoliovani velkého mnoZstvi tepla, coZ vede
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k deformaci gelu. Pro agarosovou separaci se standardné pouziva pufr TAE (Tris-Acetate-EDTA) nebo
pufr TBE (Tris-Borate-EDTA).

e Pufr TAE poskytuje rychlejsi elektroforetickou separaci linearnich molekul a lepsi rozliseni
superspiralizované nukleové kyseliny.

e Naproti tomu pufr TBE ma silnéjsi pufrovaci kapacitu pti déle trvajicich elektroforézach i
elektroforézach bézicich pfi vysokém napéti. Pti separaci v polyakrylamidovém gelu se pouziva TBE.

Disociacni pufry: disociacni pufry se pouZivaji pro rozruseni sekundarnich struktur, tj. denaturaci
dvouretézcovych molekul, které jsou formovdny v pfipadé jednofetézcové nukleové kyseliny. Jako
disocia¢ni agens se vyuZziva nejcastéji mocovina nebo formamid.

Kontinuadlni a diskontinudlni pufrovaci systém

Kontinudlni systém. V pripadé kontinudlniho systému je sloZeni pufru, ktery je pouzit na pfipravu
gelu identické s pufrem, ktery je v elektroforetické vané. Vysledkem separace pti kontinudlnim
pufrovacim systému jsou prouzky separované DNA, které jsou ponékud Sir$i a neostré, vedouci
k ponékud horsi kvalité rozliseni nez u diskontinudlni pufrovaciho systému. Kontinudlni systém se
pouzivd u vétsiny aplikaci agarosové elektroforézy.

Diskontinudlni systém. Diskontinudlni systém se vyuzivda predevSsim u polyakrylamidové
elektroforézy. U tohoto systému je slozeni pufru mezi gelem a elektroforetickou vanou rozdilné a
rovnéz na pfipravu gelu jsou pouZzity dva ridzné pufry. Gel je tvofen hornim Usekem (bliZze ke startu
migrace) tzv. ,stacking” gelem o nizké koncentraci akrylamidu a nizkém pH (6,8), v tseku déle od
startu je tzv. separovaci gel o vyssim pH (8,8) a vyssi koncentraci akrylamidu. ,Stacking , gel
zabranuje vysokomolekularni DNA, ktera je ve vzorku pfitomnad, aby hned na startu ucpala péry gelu
a zabranila tak vstupu nizkomolekularnich molekul. Hlavni vyhodou diskontinudlniho systému nad
kontinualnim systémem je to, Ze diskontinudlni systém toleruje mnohem vétsi objemy vzorku.

Nanaseci pufry

Nanaseci pufry slouzi ke snadnéjSimu naneseni vzorku do jamek elektroforetického gelu a také
kontrole rychlosti pribéhu elektroforézy. Nanaseci pufr obsahuje bromfenolovou modf nebo barvivo
xylen cyanol. Barvivo obarvi testovany roztok s DNA, coZz umozni lepsi nanaseni vzorku na gel a
sledovani vzorku pti separaci. V pribéhu elektroforetické separace barvivo migruje gelem. Nanaseci
pufr také obsahuje glycerol, ktery zplsobi usazeni vzorku na dno jamky gelu. Nékdy nanaseci pufr
obsahuje i EDTA, kterd umozni zastaveni pfipadné enzymatické reakce. Rychlost migrace barviva
v zavislosti na koncentraci agardzy je uvedena v tabulce.
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0,5-1,5 4-5 kb 400-500 bp
2-3 750 bp 100 bp

4-5 125 bp 25 bp

Velikostni marker

Velikostni marker (hmotnostni standard, “ ladder”) slouzi pro odhad velikosti separovanych
fragmentl nukleovych kyselin. Jednd se o soubor velikostné definovanych fragmentd. Nanasi se
do jedné jamky v gelu paralelné k testovanym vzorkim. Jedna se vétSinou o plazmidovou DNA
Stépenou nékolika restrikénimi enzymy. Napf. pro fragmenty s ocekdvanou velikosti 100 — 1000 bp
pouzivdme 100 bp ladder, pro fragmenty od 1 kb do 10 kb pouZivdme 1 kb laddery. Dale jsou
k dispozici 2-log laddery, které pokryvaji rozsah 100 bp — 10 kb. Existuji také laddery pro PFG
elektroforézu, tedy velké fragmenty napr. kvasinkové DNA. Pfi separaci RNA se misto DNA markeru
pouzivda RNA marker.

Zpuisoby vizualizace nukleovych kyselin po elektroforetické separaci

Nejbéznéjsim zplsobem vizualizace molekul nukleovych kyselin po elektroforetické separaci je jejich
obarveni fluorescenénimi barvivy. Tradi¢né je k tomuto vyuZivan etidium bromid (EtBr), v posledni
dobé je to také GelRed ¢i SYBR Green. Ve vSech téchto pripadech se tyto latky navazuji na nukleové
kyseliny. Ztoho plyne, Ze vSechny tyto latky jsou potencialni mutageny a prace s nimi vyzaduje

obezfetnost a striktni dodrZzovani bezpeénosti prace. ELFO v agarosovém gelu

Fluorescenéni barvivo se pridava bud pfimo do gelu pfi
pfipravé gelu, nebo se nukleové kyseliny barvi az po

Velikostni marker
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ukonceni elektroforézy, tak, Ze se gel na cca 10 minut ponofi

do 1azné s barvivem. Nukleové kyseliny jsou po obarveni  jamky —» Kb

fluorescenénimi barvivy vizualizovany pod fluorescencni

lampou.
3000

Etidium bromid je k vizualizaci nukleovych kyselin vyuZivan S5

nejcastéji. Udava se, Ze EtBr se vmezefuje svou plochou 1000

Smér migrace

molekulou mezi ploché pary bazi v molekule DNA, pfipadné v

dvoujvlaknovych Usecich molekul RNA. Pomoci EtBr je A0

mozno po elektroforetické separaci vizualizovat mnoZstvi
200

DNA v jedné délce o minimalné 20 ng. V urcitych pripadech v
je tfeba brat v potaz, Ze vazba EtBr na nukleovou kyselinu +
mulze ménit jeji elektroforetickou mobilitu, navazanim etidium bromidu muze byt totiZz ovlivnén

naboj a konformace molekul.
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Jinou mozZnosti vizualizace separovanych molekul je barveni stfibrem, konkrétné plisobenim roztoku
nitratu stribra ¢i komplexem stfibro-amonium.

Vizualizace muZe byt rovnéz docilend hybridizaci separovanych molekul se specifickymi sondami
metodou Southernovy hybridizace.
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