Gelova elektroforéza - GELY

Separace biomolekul (proteint, NK) v gelech

Jako nosice se pouziva agaroéza (100 — 50 000 bp)
nebo polyakrylamid (10 — 1 000 bp)

nosice vytvareji sitovou strukturu polymernich molekul s pory
Z.akladni jednotka agarozy
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Agaréza je linearni polymer (puvod z moirské rasy)
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Polyakrylamid
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Velikost péru Ize ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymeru

Optimalni velikost separovanych molekul
— agarozoveé gely 100 bp az 50 000 bp
— polyakrylamidové 10 az 1000 bp

Koncentrace agarézy Rozsah déleni ds DNA

0,3 % 5-60 kb

0,6 % 1-20 kb

0,7 % 0,8 -10 kb

0,9 % 0,5-7kb

1,2 % 0,4-4kb

1,5 % 0,2-3 kb

2,0 % 0,1-2kb

3,0 % 0,05-0,5 kb
4,0% 0,005 -0,2 kb




PAGE gely

— rozliSeni az 1 nukleotid - sekvenace
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Usporadani elektroforézy
- Horizontalni (agarézové gely)
Side view: Sample loaded mphb:,:?x'?w =
into well cathode

Plastic gel box plastic casing

Electric field and
Direction of migration

Negative (-) Electrode Positive (+) Electrode

- Vertikalni (PAGE)




Princip DNA ELFO

pohyb DNA s negativhim nabojem v neutralnim gelu
a elektroforetickém pufru v elektrickém poli k anodé
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ELFO pufry:

TRIS-acetatovy (TAE): 0,04 M Tris-acetat, 0,002 M EDTA

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




AGAROZOVA GELOVA ELEKTROFOREZA - pfiprava gelu




Nanaseci (barvici pufr) - 6x koncentrovany

- barevny
0,5-1,4% 4% 6%
agaroza polyakrylamid polyakrylamid
Xylencyanol 4 kb 170 bp 105 bp
Bromfenolova modf 300 bp 40 bp 25bp
Oranz G 50 bp - -
Bromkresolové zeleti | Pouze pro alkalickou agar6zovou
elektroforézu
100 bp

- Husty - 40% (w/v) sacharéza
- Ficol 400
- glycerol




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

« Konformace DNA

» SloZeni elektroforetickych pufru (iontova sila-TAE a TBE)
» Slozeni bazi a teplota (u PAGE)

» Pritomnost interkalac¢nich barviv

* Smér elektrického pole (PFGE > 50 kb)

* Napéti (5V/cm)

« Koncentrace gelu

* Velikost DNA



Pohyb fragmentu DNA v gelu a jejich separace
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8 000 bp

log velikosti DNA (bp)

2 000 bp
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Metody detekce

Interkalacni barviva (ethidium bromid)
Indolova a imidazolova barviva (DAPI)

Stribro

Kyaninova barviva (SYBR Gold, SYBR Green)

Radioaktivni znac¢eni NK




Ethidium bromid @ -

Br-
Mutagen a karcinogen ki O ZNE
Interkalace do dsDNA (vazba i na helixy ssDNA a RNA)

Po interkalaci — 20-30x vétsi flourescence (fixni pozice v DNA)

Transiluminator (UV ~ 302 nm), EtBr-DNA emise 590 nm

Citlivost 1-5 ng

Normal
density
DNA

Nucleotide

Intercalated eb

Phosphate backbone




Postup pripravy gelu pro ELFO a nanaseni vzorku

Navazit agarézu a smichat s 1xTAE pufrem, tak
aby vznikl 1% gel

Rozvarit agarozu v mikrovince.
Opatrné promichat a vytemperovat na 50 °C

Nalit do tvoritka, tak, aby nevznikly bubliny a vyska
gelu odpovidala 5 mm

Nechat gel utuhnout (20 - 30 min)

Prelit gel 1 x konc. TAE pufrem

Opatrné vysunout hreben z gelu

Nanaset vzorky do kterych byl pridan nanaseci pufr
Provést elektroforézu



Plazmid pUC18 -2,69 kbp

pUC10ul st.

2L0G
| pUC nest.
pUC 6 ul st.
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