
GelovGelováá

elektroforelektroforéézaza



ElektroforElektroforééza:za:

�� SeparaSeparaččnnáá metmetóódada, , ktorktoráá vyuvyužžíívava schopnosschopnosťť

nabitých nabitých ččastastííc pohybovac pohybovaťť sasa v v elektrickomelektrickom polipoli

�� ObjavenObjavenáá r. 1948 r. 1948 –– Arne Arne TiseliusTiselius /Nobelova cena /Nobelova cena 

za za chchéémiumiu//
1902 1902 -- 19711971



PouPoužžitieitie na analytickna analytickéé ajaj

preparatpreparatíívnevne úúččely:ely:

�� SeparSeparááciacia veveľľkýchkých molekmolekúúll –– proteproteíínyny aleboalebo

nukleovnukleovéé kyselinykyseliny

�� SeparSeparááciacia menmenšíších nabitých ch nabitých molekmolekúúll ––

cukry, peptidy, nukleotidycukry, peptidy, nukleotidy



PrincPrincíípypy::

�� RýchlosRýchlosťť pohybu pohybu ččastastííc zc záávisvisíí na na veveľľkostikosti nnáábojaboja

a a veveľľkostikosti molekulymolekuly

�� PohyblivosPohyblivosťť lláátky tky ovplyvovplyvňňujujúú: celkový : celkový 

povrchový npovrchový nááboj, boj, veveľľkoskosťť a tvar molekuly, a tvar molekuly, 

koncentrkoncentrááciacia nosinosiččaa



ElektroforElektroforééza na za na nosinosiččochoch::

�� NosiNosičče e musiamusia bybyťť hydrofilnhydrofilnéé, nerozpustn, nerozpustnéé vovo
vodevode a a majmajúú mamaťť ččoo najmennajmenššieie adsorpadsorpččnnéé
schopnostischopnosti

�� NajpouNajpoužžíívanejvanejššieie nosinosičče: e: agaragaróózovýzový a a 
polyakrylamidovýpolyakrylamidový gelgel

�� NosiNosičče e vytvoriavytvoria zlozložžititúú siesieťťovovúú šštrukttruktúúruru s s 
ppóórmirmi

�� VeVeľľkoskosťť ppóórovrov momožžno no ovplyvniovplyvniťť slosložženeníím m 
roztoku a roztoku a koncentrkoncentrááciouciou polympolymééruru



HorizontHorizontáálna a vertiklna a vertikáálna lna 

elektroforelektroforééza:za:



PraktickPraktickéé prevedenieprevedenie elektroforelektroforéézy:zy:

�� Roztok Roztok agaragaróózyzy sasa vylejevyleje do do pripravenejpripravenej formy s formy s 

hrebienkomhrebienkom

�� Po Po ochladenochladeníí a a gelifikacigelifikaci sasa vyberievyberie hrebienokhrebienok ajaj

gel z formigel z formiččkyky

�� PlPláátoktok gelu s jamkami gelu s jamkami sasa vlovložžíí do do 

elektroforetickejelektroforetickej vanivaniččky a ky a zalejezaleje sasa pufrempufrem



�� ElektroforElektroforééza musza musíí prebiehaprebiehaťť vovo vodnomvodnom

roztoku o roztoku o ststáálomlom pHpH, , pretopreto sasa poupoužžíívajvajúú pufrypufry

�� IchIch úúlohou je lohou je neutralizovaneutralizovaťť ionty Hionty H++ a OHa OH--, , 

ktorktoréé vznikajvznikajúú hydrolýzou vody na hydrolýzou vody na elektrelektróódachdach



NanNanášášanieanie vzoriekvzoriek DNA na gelDNA na gel



Výsledky:Výsledky:

�� Po skonPo skonččeneníí

elektroforelektroforéézy je mozy je možžnnéé

vzorky vzorky zafarbizafarbiťť ethidiumethidium

bromidembromidem

�� Po vloPo vložženeníí do UVdo UV--

transilumintransilumináátoratora

molekuly DNA molekuly DNA žžiariaiaria



Vzorky na Vzorky na agaragaróózovomzovom geligeli::



ZistenieZistenie molekulovejmolekulovej hmotnosti:hmotnosti:

�� Poloha Poloha konkrkonkréétnejtnej molekuly zmolekuly zááleležžíí na sile na sile 

elektrickelektrickéého ho polapola a a dobedobe putovaniaputovania gelomgelom--teda teda 

na okamna okamžžiku iku kedykedy vypneme zdroj el.energievypneme zdroj el.energie

�� MolekulovMolekulovúú hmotnoshmotnosťť zistzistíímeme porovnanporovnaníímm s s 

veveľľkoskosťťamiami znznáámychmych molekmolekúúll, , ktorktoréé nazývamenazývame

markerymarkery molekulovejmolekulovej hmotnostihmotnosti



Zdroje Zdroje informinformááciciíí::

�� http://biologie.upol.cz/metody/Trideni%http://biologie.upol.cz/metody/Trideni%

20molekul%20nukleovych%20kyselin.htm20molekul%20nukleovych%20kyselin.htm

�� http://sweb.cz/biochemie/x/metody/elekhttp://sweb.cz/biochemie/x/metody/elek

troforeza.htmtroforeza.htm

�� swebsweb..czcz/biochemie/x/metody//biochemie/x/metody/elektroforeelektrofore

zaza..htmhtm

�� www.lf2.www.lf2.cunicuni..czcz//UstavyUstavy/biochemie//biochemie/vyukavyuka

//elektroforelektrofor..pptppt


