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Prehled

1. Princip elektroforézy — vznik molekulového sita
2. Material a instrumentace — chemikalie, zdroje a vany
3. Elektroforéza DNA — nativni a UREA denaturacni

4. Elektroforéza proteinu — SDS denaturacni a nativni
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1. Princip elektroforézy

Gelova elektroforéza je technika pouzivana k oddéleni fragmentd DNA podle
jejich velikosti. Vzorky DNA se vlozi do jamek (prohlubni) na jednom konci

gelu a k jejich protazeni gelem se aplikuje elektricky proud. Fragmenty DNA

jsou negativné nabité, takze se pohybuji smerem ke kladné elektrode.
Protoze vsechny fragmenty DNA maji stejné mnozstvi naboje na hmotnost,
malé fragmenty se pohybuji gelem rychleji nez velké fragmenty. Kdyz je gel
obarven barvivem vazajicim DNA, Ize fragmenty DNA povazovat za pasy, z

nichz kazdy predstavuje skupinu fragmentu DNA stejné velikosti.
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2. Chemikalie

Molekuloveé sito v gelu vznika diky polyakrylamidu a agaroze.
RozlisSeni gelu udava velikost poru sita je dano koncentraci PA a
pomeéru AA:BiISAA u Agaru take koncentraci a kvalitou agaru — ¢im
kvalitnejsi, tim mensi molekuly rozdeli.

PAGE - polyakrylamidova elektroforéza se pouziva na separaci
proteinu a fragmentu DNA mensSich nez 100 bazi.

Agaroza se pouziva na separaci fragmentu DNA delSich nez 100 bazi.
MUNI
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Agaroza

DNA > 100 bazi
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PAGE

Proteiny a peptidy
DNA < 100 bazi
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2. Instrumentace

Zdroj elektrického napeti — rozsah napeti 300 V az 3000V podle
Zpusobu pouZziti.

Stejnosmerné napeéti pro malé a stredni molekuly.

Pulzni elektroforéza s promenlivym smerem proudu pro velke
molekuly.

Vany — obsahuji opacne nabite elektrody. Proud prochazi skrz gel,

ktery je ponoren ve stejném pufru, jako je pufr uvnitr gelu.
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3. Elektroforeza DNA Py
Ge\ VIR JKX

1. Gelova elektroforéza rozdéluje fragmenty DNA podle ':'::‘:‘\ e

velikosti. *71 : =
2. Vzorky DNA se vlozi do jamek na jednom konci gelu.
3. Fragmenty DNA jsou negativne nabite, takze se BNA

ladder DNA
pohybuji smérem ke kladné elektrodé. Protoze l ;‘I"‘\"i
v§echny fragmenty DNA maji stejné pomérny naboj @La .
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vztazeny na délku, malé fragmenty se pohybuji -

gelem rychleji nez velké fragmenty. _
— < SvollesY

4. Kdyz je gel obarven barvivem vazajicim DNA, |ze

fragmenty DNA povazovat za pasy, z nichz kazdy The Sroomens ace now

[\ o S\Ze.
predstavuje skupinu fragmentd DNA stejné velikosti. separaed by ==
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3. Elektroforéza DNA e
1. Gelova elektroforéza rozdéluje fragmenty DNA podle Lig;ﬂ e
velikosti. Pouziva se agarovy horizontalni gel. H / \ . -
2. Vzorky DNA se vlozi do jamek na jednom konci gelu. i j
3. Fragmenty DNA jsou negativne nabité, takze se X
pohybuji smérem ke kladné elektrodé. oddec sonmp1es e 0o venck
4. Protoze vsechny fragmenty DNA maji stejné pomeérny l LN ©)

—_ — | & Lavoest 5000 bp

naboj vztazeny na délku, malé fragmenty se pohybuiji - 1500 bp

gelem rychleji nez velké fragmenty. —
— 500 bp

. | S B .
5. Kdyz je gel obarven barvivem véazajicim DNA, Ize ¢ Smalle=

fragmenty DNA povazovat za pasy, z nichz kazdy
The frogmevs are now

predstavuje skupinu fragment( DNA stejné velikosti.  sepaied by sze

UV svétlem ozareny gel

MUNI
SC1

5-8 Elektroforéza biomolekul / NCBR/ lablifeB.org



4. Elektroforéza proteinu

1. Gelova elektroforéza rozdéluje proteiny podle velikosti. Pouziva se polyakrylamidovy
vertikalni gel.

2. Aby mohlo dojit k separaci pouze na zakladé velikosti, vzorky proteinu, s pfidanym SDS
sodium dodecyl siranem se denaturuji zahratim a vlozi do jamek na horni ¢asti gelu.

3. Fragmenty proteint se diky SDD stavaji negativné nabité, takze se pohybuji smérem ke
kladné elektrode.

4. Protoze vSechny fragmenty proteind maji diky SDS podobny pomérny naboj,
proteiny o malé hmotnosti = kratSi délce se pohybuji gelem rychleji nez velké proteiny.

5. Gelje nasledné obarven barvivem vazajicim se na aminokyseliny napr. Coomasie blue.
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5. Animovany princip SDS PAGE

https://youtu.be/i 6y6Z5UvwE?t=77

5-10Elektroforéza biomolekul / NCBR/ lablifeB.org

=

QDI e

—_ =


https://youtu.be/i_6y6Z5UvwE?t=77

6. Animovany princip Western blot

Western Blotting
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https://www.youtube.com/watch?v=L| 7z4YS2Ak
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Viozit novy snimek o Wester blot

Dobry den,

— vnavaznosti na dnesni pfednasku o ELFU posilam jen par drobnosti co mé zpétné napadly jako zajimavé k zatazeni v budoucnosti.

— Prislo by mi pékné zminit ve zkratce k moznostem barveni jejich detekéni limit a vyuZiti - napf. pravé western blot, nebo silver staining, ktery by mél byt v teorii znacné citlivéjsi nez Coomassie. V

praxi se nam totiz stalo, Ze jsme hledali moznost jak zviditelnit velmi malou koncentraci proteinu, se kterou mélo Coomassie uz problém.

— MoiZna zminit i nékteré sirsi uplatnéni gell nez jen ovéreni identity a kvality vzorku - hruby odhad oligomerniho stavu (nativem; nebo ve spojeni s crosslinkingem pomoci SDS PAGE); nebo spojeni s

denzitometrii, které se pfti elektroforéze hned nevybavi, ale pfijde mi hezké jak Siroké mize mit tak zdanlivé jednoducha metoda vyuziti.

— lJinak si myslim, Ze predndska byla super a i po desitkach sebéhnutych gelll jsem se porad néco nového dozvédéla.

— Krasny zbytek dne.

— S pozdravem,

— Alexandra Naplavova
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