Elektroforéza nukleovych kyselin

Useky DNA, produkty PCR reakce nebo §tépy DNA miZeme v zdsadé délit chromatograficky nebo elektroforézou.
Elektroforetické déleni je mnohem pouzivanéjsi. Provadi se zpravidla v gelu, a to bud agarosovém, nebo
polyakrylamidovém. V obou pripadech se molekuly, které v zésaditém prostredi nesou zaporny naboj, pohybuji v
elektrickém poli od katody k anodé. Gely tvori pomérné hustou sit, kterou vétSi molekuly prochazeji pomaleji nez
mensi molekuly - mluvime proto o technice molekulového sita.

Elektroforéza v agarosovém gelu

Agarosa je polysacharid tvoreny D-galaktosou a anhydro-L-galaktosou,

ktery produkuji nékteré morské fasy a pod ndzvem agar se pouZiva k HOCH, 0
vyrobé gelll v potravinarstvi, mikrobiologii, imunologii ¢i biochemii. Pro oH/1 o
elektroforézu nukleovych kyselin se pouzivaji gely obsahujici 0,5 az 4 %
agarosy. Cim je obsah polysacharidu vy$si, tim je lepsi rozliovaci No 8 N el ‘/ﬁ I
schopnost gelu, ale tim je také prlbéh elektroforézy pomalejsi a priprava =3 '
gelu je technicky narocnéjsi.
D-galaklosa 3,6-anhydro-L-galakiosa
Agarosa

Volba koncentrace agarosového
gelu pro elektroforézu DNA

Obsah agarosy v

ela Délka DNA
0,5 % 1-30 kbp
0,7 % 0,8-12 kbp
1,0 % 0,5-10 kbp
1,2 % 0,4-7 kbp
1,5 % 0,2-3 kbp
2,0 % 50 bp-2 kbp
3-4% 10 bp-1 kbp

Do agarosového gelu se vétSinou primo priddva ethidiumbromid, takze po skonceni elektroforézy Ize jednotlivé
frakce zobrazit UV zarenim. Jinou moZznosti detekce je blotting na membranu a nasledné obarveni nukleovych
kyselin nebo hybridizace se znacenymi sondami.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jinym nosi¢em pouzivanym pfi elektroforéze nukleovych kyselin je
polyakrylamidovy gel. Polymeraci akrylamidu vznikaji linedrni molekuly

HyE=CH

C
O NH,  gf “WH

polyakrylamidu. Ty se spojuji pricnymi mdstky, které vznikaji kopolymeraci "ot o

s N,N‘-methylenbisakrylamidem. Akrylamid i methylenbisakrylamid jsou e W0
pomeérné stabilni latky; polymerace probihd v nepritomnosti vzdusného w.._ff.-“l

kysliku (odstrani se odvzdusnénim pomoci vakua) a zahajuje se

primidenim katalyzator peroxydisiranu amonného (zndmého pod starsim Y

nazvem persiran amonny, kratce APS) a N,N,N‘,N‘- (c o ek ““[“"“’“
tetramethylethylendiaminu (TEMED). — % |

APS ve vodném roztoku s TEMED uvolfiuje volné kyslikové radikaly, které Les- ol I:HJ;C'H:-F"L
atakuji molekuly akrylamidu a bisakrylamidu a spoustéji tak jejich s
polymeraci.

Polyakrylamid

Molekulové sito polyakrylamidového gelu je pomérné husté, hodi se proto
pro rozdélovani kratsich fragmenta.
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Volba koncentrace H C
polyakrylamidového gelu pro 3
déleni DNA

Polyakrylamid| Délka DNA

\
3,5% 1-2 kbp N_\7 CH3
5% 75-500 bp / /
H4C N
\

8 % 50-400 bp

12 % 35-250 bp

15 % 20-150 bp CH3
20 % 5-100 bp TEMED

Diky tomu, Ze polyakrylamid je méné reaktivni nez agarosa, Ize fragmenty DNA kromé metod pouZzivanych v
agarosovém gelu obarvit i dalsimi technikami. Z klasickych metod patfi mezi nejcitlivéjsi stribreni, kterym Ize
detekovat mnozstvi DNA i o nékolik radd nizsi nez ethidiumbromidem.

Odkazy
Souvisejici ¢clanky

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd
Polymorfismus konformace jednoduchych retézcl
Elektroforéza bilkovin v séru

Polymerasové retézové reakce
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