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Pfriru¢ka pro ucitele

Uvod do gelové elektroforézy

Shrnuti Tuto pFirucku pro ucitele je mozné pouZivat s Pfedvadéci sadou pro ucitele
(21-1147) i se Studentskou sadou pro 8 stanic (21-1148). Prostfednictvim
Uvodu do gelové elektroforézy se studenti seznami se zakladnimi principy
separace makromolekul pomoci gelové elektroforézy. Tato technika
prestavuje zakladni nastroj vSech modernich molekularnich biolog(l. Studenti
nebo ucitel pfi demonstraci provedou liti agaré6zového gelu a zavedeni
znamych a neznamych barviv s riznou velikosti a nabojem molekul do
gelovych jamek. Poté do gelu pfivedou elektricky proud a budou pozorovat,
jak jednotliva barviva prostupuji matrici agarézového gelu. Nasledné se
provede vyhodnoceni a zapis migranich délek a elektrickych nabojl barviv.
Na zavér se na zakladé téchto udajl provede identifikace slozek neznamych
barviv.

Cile * Studenti se nauci zakladni principy gelové elektroforézy.
« Studenti se seznami s univerzalni technikou pouzivanou v
biotechnologickych laboratofich.
« Studenti budou pozorovat, jak molekuly barviv riznych velikosti a naboju
béhem elektroforézy migruji gelem a na zakladé této informace poté
vypracuji zavéry o neznamych barvivech.

Podklady Gelova elektroforéza je zakladni biotechnologicka technika pro separaci
makromolekul podle jejich velikosti a naboje. Tato metoda se ¢asto pouZziva
pro analyzy a manipulace se vzorky DNA, RNA nebo proteinu. P¥i této
laboratorni praci se pouzije elektroforéza v agarézovém gelu pro oddéleni a
zZjisténi vlastnosti molekul barviv riznych velikosti a naboju.

V gelové elektroforéze se vzorky uréené k separaci aplikuji do média v
podobé porézniho gelu pfipraveného z materialu jako napfiklad agaréza.
Agardza je Cista forma agaru, gelové latky extrahované z Cervenych fas.
Agarézovy gel se pfipravi pfidanim praskové agarézy do kapalného pufru a
poté se smés vafi az do rozpusténi agardzy. Tato tekuta agaréza se poté
zchladi na pfiblizné 55 - 60 °C, nalije se do gelové formy, nazyvané nalévaci
vanicka, a necha se ztuhnout. Pfed ztuhnutim se do nalévaci vani¢ky umisti
formovaci hfebinek, aby se vytvofila fada jamek, do kterych se zavedou
vzorky po vyjmuti hifebinku ze ztuhlého gelu.

Nalévaci vanictka a ztuhly gel se poté umisti do elektroforetické vany, ktera
ma na kazdé strané pfipojenou elektrodu. Gel se pokryje pufrem obsahujicim
ionty, jako tris-boritan-EDTA (TBE), ktery reguluje pH systému a je elektricky
vodivy. Nasledné se z gelu opatrné vyjme hiebinek a vzorky se zavedou do
vyslednych jamek v gelu pomoci pipety. Vzorky pro gelovou elektroforézu
jsou smichané s malym mnozstvim sacharézy nebo glycerolu, aby se zvySila
jejich hustota. To zpUsobi, Ze vzorky po zavedeni klesnou na dno jamky.
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Po zavedeni vSech vzorkd do jamek v gelu se vana pfipoji ke zdroji
elektrického napajeni a do gelu se pfivede elektricky proud (obvykle 50 - 150
V). Vana je konstruovana s kladnou elektrodou (anodou) na jednom konci a
zapornou elektrodou (katodou) na druhém konci. Elektroforéza doslova
znamena "unaseni elektfinou"; jakmile se vytvofi elektrické pole, nabité
molekuly ve vzorcich zaénou prostupovat péry v gelu k tomu polu, ktery je
pfitahuje. Molekuly s vyslednym zapornym nabojem migruji smérem ke
kladné elektrodé a molekuly s vyslednym zapornym nabojem putuji smérem
k zaporné elektrodé. Celkovy naboj molekul ma vliv na rychlost prostupovani
gelem. Molekuly s velkym nabojem migruji gelem rychleji, nezZ méné nabité
molekuly.

Mobilita molekul b&éhem gelové elektroforézy také zavisi na velikosti a tvaru
molekul. Drobné péry gelové matrice se chovaji jako sito, které zajistuje
rozliSeni molekul. Malé molekuly se pohybuji péry snadnéji nez velké
molekuly, a proto prostupuiji relativné rychle. Velké molekuly Celi vétSimu
odporu pfi jejich cesté drobnymi pory gelu, a proto se pohybuji pomaleji.

Velikost a naboj jsou faktory, které spole¢né urcuiji, jak rychle se budou
molekuly pohybovat gelem, a tedy jakou vzdalenost urazi. Mala velikost a
silny naboj znamena vyS$Si rychlost migrace gelem. Velka velikost a slaby
naboj snizuji rychlost migrace. (Pozn.: Pfi elektroforéze DNA, kdy maji
vSechny vzorky stejny naboj, je rychlost migrace zaloZena pouze na
velikosti).

PFi této aktivité bude elektroforéze v agar6zovém gelu podrobeno pét
znamych vzorkU barviv a tfi neznamé vzorky. Néktera z téchto barviv budou
pfitahovana zapornou elektrodou a jina kladnou elektrodou v zavislosti na
jejich celkovém naboji. Kazdy ze znamych vzorka barviva vykazuje zcela
jinou vzdalenost migrace v gelu v souvislosti s jejich velikosti a nabojem
molekul. Studenti zjisti slozky neznamych smési barviv porovnanim
migraénich vzdalenosti a smérli migrace neznamych vzork( s daty
ziskanymi o znamych vzorcich barviva.

Poznamka: Elektroforéza barviv poskytuje jednoduchy a uzite€ny uvod do
gelové elektroforézy. PfestoZe se ur€itym zpusobem liSi od vétsiny
elektroforéz, se kterymi se studenti pozdéji setkaji, tyto rozdily jsou stejné
poucné, jako podobnosti jednotlivych metod. Napfiklad slozky barviv jasné
ilustruji, jak probiha proces separace, zatimco DNA a proteinové gely je
nutné obarvit, aby se ukazaly separované pruhy. Také to, ze muZeme vidét
specifické molekuly barviva, které urazily specifické vzdalenosti v gelu,
pozdéji pomuze pochopit pouziti a princip nanaseciho barviva pfi separaci
DNA. Vytvafeni jamek uprostied gelové hmoty a pozorovani prichodu
sloZek barviva riznymi sméry podle jejich elektrického naboje pozdéji
usnadni pochopeni pouZziti a chovani SDS pfi obarvovani proteinovych
vzorkl pro eliminaci naboje jako potencionalniho faktoru separace.
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Poskytnuté materialy jsou uréené pouze pro pouziti s Pfedvadéci sadou pro
ucitele, nebo Studentskou sadou pro 8 stanic. Carolina Biological Supply
Company odmita veSkerou odpovédnost za jakékoli jiné pouziti t&chto
materiall.

Materialy obsazené v Predvadéci sadé pro ucitele (21-1147)
1 lahev 0,8% rozpustné agardzy, 60 ml
(pfipraveno z 0,48 g agarozy v 60 ml 1xTBE)
1 lahev 20xTBE pufru, 20 ml
(dostatecné mnozstvi pro pfipravu 400 ml 1 x roztoku TBE)
bromfenolova modf, 30 pL
metyloranz, 30 uL
ponceau G, 30 pL
xylen cyanol, 30 yL
pyronin Y, 30 pL
neznamy vzorek #1, 30 uL
neznamy vzorek #2, 30 uL
neznamy vzorek #3, 30 yL
8 pipet
1 méfitko
1 plastova miska

Potrebny material, ale neobsazeny v Predvadéci sadé pro ucitele (21-1147)
vana pro gelovou elektroforézu

zdroj elektrického napajeni (nejméné 50-V)

role maskovaci lepici pasky

drzak mikrozkumavek do mikrocentrifugy

400ml (nebo vétsi) nadoba

varna lazen, nebo mikrovinna trouba

destilovana voda (380 ml)

vodni lazen 55 — 60°C (volitelné)
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Casova naroénost

Materiédly obsaZené ve Studentské sadé pro 8 stanic (21-1148)
agardzovy prasek, 4 g
(pro pfipravu 500 ml 0,8% roztoku agardzy)
1 lahev 20 x TBE pufru, 200 mi
(pro pfipravu 4 L 1 x roztoku TBE)
bromfenolova modf, 500 pL
metyloranz, 500 L
ponceau G, 500 pL
xylen cyanol, 500 pL
pyronin Y, 500 pL
neznamy vzorek #1, 500 yL
neznamy vzorek #2, 500 uL
neznamy vzorek #3, 500 uL
64 pipet
8 méfitek
8 plastovych misek
Priru¢ka pro ucitele a navod pro studenty
(materialy ke kopirovani jsou na konci této Pfirucky pro ucitele)

Potrebny material, ale neobsazeny ve Studentské sadé pro 8 stanic (21-
1147)

8 van pro gelovou elektroforézu

8 zdroju elektrického napajeni (nejméné 50-V)
role maskovaci lepici pasky

drzak mikrozkumavek do mikrocentrifugy

4 L (nebo vétsi) nadoba

1 L barika, nebo kadinka

varna lazen, nebo mikrovinna trouba
destilovana voda (3800 ml)

vodni lazen 55 — 60°C (volitelné)

Priprava ucitele

Potrebny ¢as Aktivita

5 minut Pfiprava 1xTBE pufru

5 minut Odstfedéni nebo sklepnuti barevnych ¢inidel
10-25 minut Pfiprava 0.8% roztoku agarézy

Laboratorni postup

Potrebny ¢as Aktivita

*20 minut Liti agarézového gelu

10-15 minut Zavadéni vzorkl do gelu
15-25 minut Elektroforéza

15 minut Setfeni a diskuse o vysledcich

*Gely je mozné lit a skladovat v elektroforetické vané, pokryté 1xTBE
pufrem, po dobu 2 dnu pfed zavedenim vzorkd.
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Tipy pro ucitele

Bezpecénostni tipy

Priprava

* Liti gelu muzete provést v jedné laboratorni lekci a ulozit gel az na 2 dny v
elektroforetické vané, pokryty 1xTBE pufrem, pfed zavedenim vzork( barviv
a provedenim elektroforézy.

* slozky neznamého vzorku barviva #3 maji Casem tendenci se v roztoku
usazovat. Z tohoto divodu neznamy vzorek barviva #3 co nejtésnéji pred
pouzitim promichejte vifenim roztoku, nebo nékolikrat prsty ostfe klepnéte
na dno zkumavky.

* Pokud pouzivate Studentskou sadu pro 8 stanic (21-1148), potom se o
vzorky barviv musi jednotlivé laboratorni pracovni stanice ve tfidé podélit.

* Doporuduije se provést elektroforézu gelll pfi napéti 100-150 V.
Elektroforéza pfi tomto napéti bude trvat pfiblizné 15 az 25 minut. Gely je
mozné podrobit nizSimu napéti, ale celkova doba elektroforézy bude delsi.
Gely by nemély byt vystaveny napéti niz§imu nez 50 V, protoze pokud se
budou vzorky separovat pomalu, potom dojde k jejich rozptyleni.

* Gel je nutné analyzovat ihned po elektroforéze. NeCekejte az do dalsi
laboratorni lekce. Casem se pruhy barviva rozptyli a bude obtizné je rozlisit.
* Migraéni vzdalenosti v neznamych vzorcich barviv nemusi pfesné
odpovidat svym proté&jskim mezi znamymi vzorky barviv (mohou se liSit o 1—
2 mm). To je zplisobeno vzajemnym plisobenim mezi rGznymi typy barviv ve
smési pfi jejich prochazeni gelem. Takové vzajemné plsobeni mize nékdy
mirné ovlivnit kone&nou migra¢ni vzdalenost.

Pokud pouzivate Studentskou sadu pro 8 stanic (21-1148), pfipomerite
studentim, Zze musi vzdy pouzivat bezpecné laboratorni postupy. Pozorné
na studenty dohlizejte, kdyz pfipojuji elektroforetickou vanu ke zdroji
elektrického napajeni. Zdroj napajeni se nesmi zapnout dfive, nez je viko
vany bezpeéné umisténo a elektrické vodi€e jsou spravné zapojeny do
vstupu. Pfed sejmutim vika a odpojenim téchto vodicl je nutné vypnout zdroj
elektrického napajeni.

Priprava 1x TBE pufru

Tris-boritan-EDTA (TBE) je stabilni pufrovy roztok, proto je mozné ho
pFipravit nékolik dni dopfedu a uloZit ve sklenéné barice, nebo jiné nadobé
pfi pokojové teploté az do pouziti. Tento roztok pfipravite nasledujicim
zpusobem:

Pro Predvadéci sadu pro ucitele (21-1147)

Pro pfipravu 1xkoncentrace TBE pfidejte 20 ml (celou lahev) 20xTBE pufru
do 380 ml destilované vody v 400ml (nebo vétsi) nadobé. Vyplachnéte
veskeré zbytky z lahve, ktera obsahovala 20xTBE pufr, trochou Cerstvé
namichaného pufru 1xTBE a vSe pfidejte do nadoby s 1xTBE. Michejte az
do uplného smichani roztoku. Na nadobu nalepte Stitek “1xTBE.”

Pro Studentskou sadu pro 8 stanic (21-1148):
Pro pfipravu 1xkoncentrace TBE pfidejte 200 ml (celou lahev) 20xTBE pufru
do 3800 ml destilované vody v 4 L (nebo vétsi) nadobé.
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Vyplachnéte veskeré zbytky z lahve, ktera obsahovala 20xTBE pufr, trochou
Cerstvé namichaného pufru 1xTBE a vSe pfidejte do nadoby s 1xTBE.
Michejte az do UpIného smichani roztoku. Na nadobu nalepte Stitek
“1xTBE.”

Odstredéni nebo sklepnuti barevnych €inidel

Cinidla se b&éhem pfepravy &asto rozprostfou okolo st&ny nebo vicka
zkumavky, ve které jsou skladovana. Z tohoto divodu je pfed vytvorenim
pracovnich stanic nutné vzorky barviv dostat na dno jejich skladovacich
zkumavek s pouzitim jedné z nize uvedenych metod. Zkumavky obsahujici
vzorky barviv je mozné odstfedit, nebo sklepnout nékolik dn{i pfed
laboratorni lekci a uloZit ve vzpfimené pozici do drzaku na mikrozkumavky.
1. Zkumavky s barvivy na kratkou dobu (~ 30 s) roztocte v mikrocentrifuze
pro 1,5 ml zkumavky.
2. Ostie poklepte na dno kazdé zkumavky o desku stolu, az veskera
kapalina ste€e na dno zkumavky.

Priprava 0,8% roztoku agarézy

Pozor: Pfi manipulaci s 0,8% roztokem agarézy pouzijte kuchyriské chiiapky
nebo Zaruvzdorné rukavice.

Pripravte 0,8% roztok agarézy nejméné 30 minut pfed litim gelu.

Pro Predvadéci sadu pro ucitele (21-1147)

Rozpustte agarézu ohfatim lahve jednim z nasledujicich zplsobu:

1. Uvolnéte vicko lahve s 0,8% agardzou. Lahev ohfivejte v mikrovinné
troubé na vysoky vykon v minutovych intervalech, dokud se agaréza
uplné nerozpusti. Po kazdé minuté ohfivani lahev protiepejte, abyste
zabranili pfekypéni agarozy. Pozorné lahev pozorujte. Pokud se agar6za
zacne vafit pfili§ divoce, opatrné ji vyjméte ze zdroje tepla a pockejte, az
se kapalina usadi. Poté pokracuijte v zahfivani, je-li to potfeba.

2. Uvolnéte vicko lahve s 0,8% agardzou. Ohfivejte lahev ve varné lazni az
do uplného rozpusténi agardzy (pfiblizné 6 az 12 minut). Hladina vody
musi byt pravé nad hladinou agarézy v lahvi. Po par minutach ohfivani
lahev vzdy protiepejte, abyste zabranili pfekypéni agarézy. Pozorné
lahev pozorujte. Pokud se agaréza vairi pfiliS divoce, opatrné ji vyjméte
ze zdroje tepla a pocCkejte, az se kapalina usadi. Poté pokracujte v
zahfivani, je-li to potfeba.

Rozpousténim agardzy se 0,8% agardzovy roztok stava Cirym. Protfepejte

lahev a pozorujte jeji dno, abyste se ujistili, Ze na dné nezustava

nerozpusténa agardza. Nechte lahev zchladnout, dokud ji nebudete moci
drzet holou rukou bez pocitu paleni. Stale by méla byt tepla okolo 55 az
60°C. V tuto chvili mizete agarézu hned pouZit, nebo ji udrzovat na teploté

55 az 60°C ve vodni lazni, dokud nebudete pfipraveni ji pouzit.
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