Temat 3

Elektroforeza DNA

- ruch czasteczek, ktore posiadajac tadunek elektryczny, poruszaja si¢ wzgledem fazy ciekle;j,
w polu elektrycznym powstatym pod wptywem sztucznie wytworzonej i przytozonej rdéznicy
potencjatu elektrycznego, ktora uzyskujemy dzigki elektrodom.

Istota tego zjawiska jest rozdziat czasteczek, posiadajacych tadunek elektryczny, w polu
elektrycznym na skutek r6znicy szybkosci wedrowki poszczegdlnych czasteczek

Zastosowanie elektroforezy:

- biochemia biatek i kwaséw nukleinowych,
- biologia molekularna,

- farmakologia,

- medycyna sadowa,

- weterynaria,

- diagnostyka medyczna

- kontrola jakosci zywnosci

Czynniki wptywajace na szybkos$¢ elektroforezy:

Sita jonowa

najlatwiej zdefiniowac¢ ja mozna jako miar¢ oddzialywan pomig¢dzy jonami znajdujacymi si¢
w roztworze, ktéra wptywaé bedzie zar6wno na ich zachowanie jak i1 ich oddzialywanie z
polem elektrycznym. Z powyzszej definicji wynika iz niezmiernie wazne jest utrzymanie
takiego sktadu elektrolitu, ktory zapewnia optymalne warunki przeprowadzania rozdziatu. W
przypadku wzrostu st¢zenia jondw, nastgpuje bowiem ograniczenie ich ruchliwosci podczas
gdy spadek ich st¢zania prowadzi do niedoboru no$nikow tadunku elektrycznego, i zwigzku z
tym, wzrostu opornosci elektrycznej, ktora przyczynia si¢ do zmniejszenia szybkos$ci
rozchodzenia si¢ ich w polu elektrycznym.

pH

bedace miarg stgzenia jonow wodorowych w elektrolicie ma szczegodlnie istotne znaczenie w
odniesieniu do biatek 1 peptydow, ktoérych wypadkowy ladunek -elektryczny bedzie
przyjmowal warto$¢ réwng zeru przy pewnym pH roztworu, a same biatka bedag tracily
zdolno$¢ do poruszania si¢ w polu elektrycznym ( punkt izoelektryczny). W zwigzku z tym,
pamigtajac o tym iz biatka posiadajg wtasciwosci amfoteryczne, oczywiste staje si¢ to iz zeby
Separacja biatek byta jak najbardziej skuteczna jest konieczne utrzymywanie stalej wartosci
pH elektrolitu, ktéry ze wzgledu na zachodzace zjawisko elektrolizy wody, na skutek ktorego
dochodzi do ciagtego generowania jondow H+ na katodzie i OH- na anodzie, musi podlegac
buforowaniu. W przypadku kwaséw nukleinowych, obdarzonych trwatym tadunkiem
ujemnym, wynikajacym z ich budowy (szkielet kwasu rodowisko go) elektroforeza jest
znacznie prostsza, gtownie ze wzgledu na brak wtasciwosci amfoterycznych.

Parametry elektryczne

zjawisko elektroforezy zachodzi dzigki obecnosci pola elektrycznego. Sita z jaka pole to
oddziatuje na fadunek elektryczny jonu jest proporcjonalna do natgzenia tego pola (E [V/m]),
a wielkos¢ ta z kolei, jest proporcjonalna do napiecia U [V]przytozonego do elektrod. Duza
zalezno$¢ pomiedzy poszczegdlnymi parametrami, oraz wplyw warunkow w ktorych
zachodzi proces, takich jak temperatura czy warto$¢ pH, sprawia iz w procesie elektroforezy
stosuje si¢ zasilacze umozliwiajgce utrzymanie stalej wartosci dla jednego parametru, podczas



gdy dla pozostatych okresla si¢ gorne limity wartosci. I tak na przyktad, elektroforeze biatek
przeprowadza si¢ przy statej wartos$ci natgzenia pradu, a kwasow nukleinowych przy statym
napieciu.

Temperatura

w celu uzyskania powtarzalnych i jak najbardziej doktadnych rezultatow elektroforetycznego
rozdziatu molekut, konieczne jest utrzymywanie takiej temperatury, ktéra bedzie odpowiednia
dla danego procesu. Pamigta¢ przy tym nalezy o tym, ze sam proces dostarcza ciepla, ktore
moze doprowadza¢ do wzrostu tego parametru w trakcje trwania procesu. Wzrost temperatury
ponad dopuszczang granice, w przypadku biatek moze prowadzi¢ do ich denaturacji, z kolei w
przypadku kwaséw nukleinowych, bedzie powodowato topnienie zeli agarozowych na
ktérych caty proces zachodzi. W obu przepadkach powoduje to znaczace straty zar6wno w
sensie finansowym jak i czasowym, konieczne jest bowiem powtarzanie wszystkiego od nowa.

Predkos$¢ migracji czasteczek jest wprost proporcjonalna do ruchliwosci elektroforetycznej,
jest wiec wprost proporcjonalna do tadunku jonu
Predkos¢ migracji czasteczek jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci samej czasteczki

Rozdzielanie fragmentéw DNA pod wzgledem ich wielkosci
Prowadzona na zelach

Wykorzystuje fakt, iz czasteczki DNA sa ujemnie natadowane

Przy pH obojetnym na jedng par¢ zasad przypadajg dwa tadunki ujemne
Szybko$¢ poruszania si¢ zalezy od wielkosci 1 ksztattu

Mate liniowe fragmenty poruszajg si¢ szybciej niz wigksze.

Proces jest przeprowadzany w podobny sposob do elektroforezy biatek
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Najpierw analizowany DNA jest traktowany enzymami restrykcyjnymi w
odpowiednim $rodowisku buforowym. (Wszystkie enzymy restrykcyjne wymagaja
obecno$ci Mg2+) Inkubacja z enzymem ma miejsce w optymalnej temperaturze
zwykle 37°C

Do proby dodaje si¢ barwnik przed naniesieniem na zel agarozowy

Probki umieszceza si¢ w studzienkach formowanych w zelu, dodany barwnik migruje
razem z DNA 1 jego ruch pozwala na $ledzenie przebiegu elektroforezy

Zwykle stosuje si¢ bromek etydyny/ po zakonczeniu elektroforezy nasyca si¢ nim zel
DNA pojawia si¢ jako pomaranczowy prazek podczas nas§wietlania §wiattem UV
Potrzebny fragment wycina si¢ z zelu 1 poddaje si¢ procedurom oczyszczania ich z
zanieczyszczen zelem agarozowym i bromkiem etydyny
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Zele agarozowe - przygotowywane s3 z agarozy, wielocukru pochodzacego z agaru. Ponizej
40°C stanowig porowaty zel, a po zestaleniu zostaje w tej postaci twardej. Nosniki agarozowe

posiadaja znacznie ubozsze usieciowanie i wigksze pory. Im wyzsze jest stezenie agarozy,
tym bogatsze jest usieciowanie i drobniejsze sg pory. Umozliwia nam to rozdziat wiekszych
makroczasteczek biatkowych (1-10 M) oraz znacznie wigkszych fragmentow kwasow
nukleinowych (50 - 30 000 bp).

Zalety:

- fatwosc¢ i szybkosc¢ ich przygotowania

- mozliwo$¢ separacji duzych makromolekut
Wady:

- staba wytrzymato$¢ mechaniczna zeli



- trudnos¢ utrwalenia po procesie
- Staba rozdzielczos¢ frakcji DNA réznigcego si¢ ponizej 5% zawartosci DNA

Rysunek 1. Nanoszenie probek na poziomy zel

Rysunek 2. Rézne techniki barwienia DNA po elektroforezie



