Gelova

elektroforeza




Elektroforéza:

m Separacna metoda, ktora vyuziva schopnost
nabitych castic pohybovat sa v elektrickom poli
m Objavena r. 1948 — Arne Tiselius /Nobelova cena

za chémiu/
1902 - 1971




Pouzitie na analyticke aj
preparativne ucely:
m Separacia vel'kych molekul — proteiny alebo
nukleove kyseliny

m Separacia mensich nabitych molekul —
cukry, peptidy, nukleotidy




Principy:

m Rychlost’ pohybu castic zavisi na vel'kosti naboja
a vel'kosti molekuly
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m Pohyblivost’ latky ovplyvnuju: celkovy
povrchovy naboj, vel'kost’ a tvar molekuly,
koncentracia nosica




Elektroforéza na nosicoch:

m Nosice musia byt” hydrofilné, nerozpustné vo
vode a maju mat’ co najmensie adsorpcné
schopnosti

m Najpouzivanejsie nosice: agar0zovy a
polyakrylamidovy gel

m Nosice vytvoria zlozita siet’ ovu struktaru s
pormi

m Velkost’ porov mozno ovplyvnit’ slozenim
roztoku a koncentraciou polyméru




Horizontalna a vertikalna
elektroforéza:
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Praktické prevedenie elektroforézy:

m Roztok agardzy sa vyleje do pripravenej formy s
hrebienkom

m Po ochladeni a gelifikact sa vyberie hrebienok aj
gel z tormicky

m Platok gelu s jamkami sa vlozi do
elektrotoretickej vanicky a zaleje sa pufrem
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m Hlektroforéza musi prebichat’ vo vodnom

roztoku o stalom pH, preto sa pouzivaja pufry

m Ich dlohou je neutralizovat’ ionty H™ a OH,
ktoré vznikaja hydrolyzou vody na elektrodach




Nanasanie vzorieck DNA na gel




® Po skonceni
elektroforézy je mozné

vzorky zafarbit’ ethidium
bromidem

B Po vlozeni do UV-
transiluminatora

molekuly DNA Ziaria | )




Vzorky na agarozovom geli:




Zistenie molekulovej] hmotnosti:

m Poloha konkrétnej molekuly zalezi na sile
elektrického pola a dobe putovania gelom-teda
na okamziku kedy vypneme zdroj el.energie

m Molekulovi hmotnost’ zistime porovnanim s
vel'kost’ami znamych molekul, ktoré nazyvame
markery molekulovej hmotnosti




m http:/ /|

Z.droje informacii:

biologie.upol.cz/metody/Trideni%

ZOt;loleﬁ

cul%20nukleovych%20kyselin.htm

m http://sweb.cz/biochemie/x/metody/elek

troforeza.htm

m sweb.cz/biochemie/x/metody/elektrofore

za.htm

m www.lf2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka

[elektrofor.ppt




