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						ROZDZIAŁ ELEKTROFORETYCZNY KWASÓW NUKLEINOWYCH 
					
				

			

			
				
					
						1. Zastosowanie 
					
				

				
					
						Techniki elektroforetyczne wykorzystywane są podczas wykonywania większości eksperymentów biologii 
					
				

				
					
						molekularnej. Techniki te mogą być stosowane zarówno w celach analitycznych jak i preparatywnych. 
					
				

				
					
						Elektroforeza analityczna służy do charakterystyki badanego preparatu na danym etapie doświadczenia. W 
					
				

				
					
						przypadku kwasów nukleinowych umożliwia ona uzyskanie następujących informacji: 
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						Ustalenie wielkości fragmentów DNA lub cząsteczek RNA na podstawie porównania tempa migracji 
					
				

				
					
						badanych prążków w stosunku do wzorca mas cząsteczkowych. Wzorcem jest preparat zawierający 
					
				

				
					
						fragmenty DNA o znanych wielkościach. 
					
				

				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						Ustalenie ilość preparatu na podstawie porównania intensywność fluorescencji badanego prążka do 
					
				

				
					
						preparatu DNA wzorcowego. 
					
				

				
					
						3.
					
					
						 
					
					
						Identyfikację ewentualnej degradacji preparatu. Degradacja widoczna jest na żelu w postaci smugi, które 
					
				

				
					
						jest wynikiem rozpadu DNA lub RNA na mniejszej fragmenty. 
					
				

				
					
						4.
					
					
						 
					
					
						identyfikację zanieczyszczeń obecnych w preparacie. Białka towarzyszące kwasom nukleinowym widoczne 
					
				

				
					
						są w postaci kompleksów DNA/białko zalegających w kieszonkach. Natomiast RNA zanieczyszczający 
					
				

				
					
						preparaty DNA widoczny jest w postaci smugi migrującej przed błękitem bromofenolowym.  
					
				

				
					
						Elektroforeza preparatywna umożliwia izolację z żelu tej części preparatu, którą zamierzamy użyć do dalszych 
					
				

				
					
						prac. Do tego celu stosuje się różne techniki elucji opisane w rozdziale X. 
					
				

				
					
						2. Migracja w żelach elektroforetycznych 
					
				

			

			
				
					
						Cząsteczki kwasów nukleinowych, w buforach o pH zbliżonym do neutralnego, posiadają ładunek ujemny i 
					
				

				
					
						dlatego w żelach elektroforetycznych migrują zawsze w kierunku anody – elektrody (+). Uzyskanie poprawnego 
					
				

				
					
						rozdziału elektroforetycznego wymaga zastosowania odpowiednich warunków prądowych. W praktyce stosuje 
					
				

				
					
						się napięcie 5 do 8 V/cm, w odniesieniu do odległości pomiędzy elektrodami. Zastosowanie zbyt wysokiego 
					
				

				
					
						napięcia może spowodować podniesienie temperatury żelu, efektem czego będzie jego roztopienie oraz 
					
				

				
					
						denaturacja DNA.  
					
				

			

			
				
					
						3. Rodzaje żeli elektroforetycznych 
					
				

				
					
						Przygotowując elektroforezę należy ustalić, jaki typ żelu i o jakim stopniu usieciowania umożliwi 
					
				

				
					
						optymalny rozdział badanego preparatu.  
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						Żele poliakryloamidowe (PAA) stosuje się do rozdziałów mniejszych fragmentów DNA (5-1000pz). 
					
				

				
					
						Elektroforeza przeprowadzone we właściwych warunkach umożliwia rozdział cząsteczek DNA z 
					
				

				
					
						dokładnością do jednego nukleotydu. 
					
				

				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						Żele agarozowe nie umożliwiają uzyskania tak wysokiej rozdzielczości jak żele poliakryloamidowe, lecz 
					
				

				
					
						można na nich rozdzielać znacznie większe cząsteczki kwasów nukleinowych (0,1-20kpz). 
					
				

				
					
						Oba typy żeli można przygotowywać w różnych stężeniach, co umożliwia uzyskanie optymalnego rozdziału 
					
				

				
					
						fragmentów DNA o różnych wielkościach (Tab. 1) 
					
				

			

			
				
					
						żele PAA 
					
				

			

			
				
					
						wielkość DNA żele agarozowe 
					
				

			

			
				
					
						15% 
					
				

			

			
				
					
						5-50   pz 
					
				

			

			
				
					
						- 
					
				

			

			
				
					
						10% 
					
				

			

			
				
					
						50-100 pz 
					
				

			

			
				
					
						- 
					
				

			

			
				
					
						5% 
					
				

			

			
				
					
						100-500pz 
					
				

			

			
				
					
						2% 
					
				

			

			
				
					
						3,5% 
					
				

			

			
				
					
						0,5-1 kpz 
					
				

			

			
				
					
						1,5% 
					
				

			

			
				
					
						Tab
						. 
						1
						. Tabela przedstawia stężenia żeli agarozowych i 
					
				

				
					
						poliakryloamidowych optymalne dla rozdziału preparatów 
					
				

				
					
						DNA o podanych wielkościach. 
					
				

				
					
						W wielu eksperymentach biologii molekularnej rozdzielamy kwasy nukleinowe w postaci  zdenaturowanej, 
					
				

				
					
						czyli jednoniciowej, np. sekwencjonowanie, primer extension, foot-printing, RNA protection. Ponieważ 
					
				

				
					
						cząsteczki DNA po denaturacji stosunkowo łatwo odtwarzają strukturę dwuniciową a cząsteczki RNA, na skutek 
					
				

				
					
						parowania nukleotydów w obrębie pojedynczej nici RNA tworzą struktury drugorzędowe, rozdział form 
					
				

				
					
						jednoniciowych należy prowadzić w warunkach uniemożliwiających parowanie zasad. W przypadku żeli 
					
				

				
					
						agarozowych najczęściej stosowanym czynnikiem denaturującym jest formaldehyd, natomiast dla żeli 
					
				

				
					
						poliakryloamidowych jest to zazwyczaj mocznik.  
					
				

			

			
				
					
						1-5   kpz 
					
				

			

			
				
					
						1% 
					
				

			

			
				
					
						- 
					
				

			

			
				
					
						5-20  kpz 
					
				

			

			
				
					
						0,7% 
					
				

			

			
				
					
						- 
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						4. Bufory elektroforetyczne 
					
				

				
					
						Do przygotowania żelu oraz roztworu, w którym prowadzona jest elektroforeza na ogół wykorzystywany 
					
				

				
					
						jest ten sam typ buforu. Do elektroforezy DNA najczęściej używane są dwa typy buforów: 
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						TAE (st. 1x - 40mM Tris buforowany kwasem octowym do pH 8,0; 1mM EDTA). Bufor ten 
					
				

				
					
						wykorzystywany jest tylko w żelach agarozowych. 
					
				

				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						TBE (st. 1x - 45mM Tris buforowany kwasem borowym do pH 8,0; 1mM EDTA). Ten typ buforu, ze 
					
				

				
					
						względu na wyższą siłę jonową, może być wykorzystywany zarówno do rozdziału DNA w żelach 
					
				

				
					
						agarozowych (w st. 1x lub 0,5x) jak i do rozdziału DNA w żelach poliakryloamidowych (st. 1x). 
					
				

			

			
				
					
						5. Bufory do nakładania preparatu na żel 
					
				

				
					
						Preparaty DNA przed nałożeniem na żel muszą zostać połączone z odpowiednim buforem, który zazwyczaj 
					
				

				
					
						zawiera substancję obciążającą oraz barwniki. Poszczególne składniki buforu pełnią następujące funkcje: 
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						substancja obciążająca (30% gliceryna, 40% sacharoza lub 15% ficol) zapewnia zaleganie preparatu na dnie 
					
				

				
					
						kieszonki chroniąc kwasy nukleinowe przed dyfuzją do buforu elektroforetycznego. 
					
				

				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						barwniki (0,25% błękit bromofenolowy i 0,25% ksylencyjanol) dodane do preparatu migruję w żelach ze 
					
				

				
					
						znaną prędkością, co umożliwia monitorowanie tempa przebiegu elektroforezy. Migracja błękitu 
					
				

				
					
						bromofenolowego odpowiada w przybliżeniu migracji fragmentów DNA o wielkości ok. 300-500pz. 
					
				

				
					
						Ksylencyjanol migruje natomiast analogicznie jak fragmenty o wielkości ok. 3-5 kpz.  
					
				

				
					
						3.
					
					
						 
					
					
						W niektórych przypadkach do buforu dodawany jest również EDTA, który hamuje reakcje enzymatyczne a 
					
				

				
					
						także chroni preparat przed nukleazami.  
					
				

				
					
						6. Wizualizacja DNA 
					
				

			

			
				
					
						W celu wizualizacji DNA w żelach agarozowych zazwyczaj stosuje się bromek etydyny. Związek ten 
					
				

				
					
						interkaluje pomiędzy pary zasad powodując intensywną fluorescencję w świetle UV. Bromek etydyny dodajemy 
					
				

				
					
						do płynnej agarozy przed polimeryzacją lub możemy stosować moczenie żelu w roztworze bromku po 
					
				

				
					
						zakończeniu rozdziału elektroforetycznego. Należy pamiętać o tym, że bromek etydyny migruje podczas 
					
				

				
					
						elektroforezy w kierunku elektrody (-), co powoduje jego wypłukiwanie z żelu do buforu podczas elektroforezy. 
					
				

				
					
						Czułość barwienie bromkiem etydyny umożliwia wizualizacją DNA w ilości od ok. 10ng w pojedynczym 
					
				

				
					
						prążku, jednak wydajność barwienia jednoniciowych kwasów nukleinowych, np. RNA jest znacznie niższa. Do 
					
				

				
					
						barwienia DNA w żelach poliakryloamidowych można również stosować czulsze metody detekcji, np. technikę 
					
				

				
					
						opartą na barwieniu AgNO
					
					
						3
					
					
						 lub SYBR. Najczulsza metoda wizualizacji kwasów nukleinowych możliwa jest 
					
				

				
					
						dzięki wyznakowaniu DNA lub RNA radioaktywnym izotopem. 
					
				

			

			
				
					
						7. Przygotowanie żelu agarozowego 
					
				

			

			
				
					
						Żele agarozowe zbudowane są z cząsteczek D- i L-galaktozy, które połączone wiązaniami α-(1-3) i β-(1-4) 
					
				

				
					
						glikozydowymi tworzą liniowe polimery o długości ok. 800 monomerów. Wykonanie żelu: 
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						Do naczynia szklanego należy przenieść następujące składniki: 
					
				

			

			
				
					
						Stężenie wyjściowe 
					
				

			

			
				
					
						Stężenia końcowe 
					
				

			

			
				
					
						agaroza 
					
				

			

			
				
					
						z naważki 
					
				

			

			
				
					
						0,8% do 2% 
					
				

			

			
				
					
						bufor TAE  
					
				

				
					
						lub TBE  
					
				

			

			
				
					
						50x 
					
				

				
					
						10x 
					
				

			

			
				
					
						1x 
					
				

				
					
						1x lub 0,5x 
					
				

			

			
				
					
						H
					
					
						2
					
					
						O 
					
				

			

			
				
					
						do ustalonej objętości końcowej 
					
				

			

			
				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						Ponieważ agaroza nie rozpuszcza się w zimnych roztworach wodnych, w celu uzyskania żelu całość należy 
					
				

				
					
						zagotować. 
					
				

				
					
						3.
					
					
						 
					
					
						Roztwór należy następnie schłodzić do temp ok. +60
					
					
						0
					
					
						C. Wylanie agarozy o wyższej temperaturze mogłoby 
					
				

				
					
						uszkodzić sprzęt do elektroforezy. 
					
				

				
					
						4.
					
					
						 
					
					
						Na tym etapie do roztworu agarozy można dodać bromek etydyny, należy jednak pamiętać, że związek ten 
					
				

				
					
						jest 
						groźnym mutagenem (!)
						 i od tej chwili zarówno żel, jak i sprzęt oraz bufory użyte do elektroforezy 
					
				

				
					
						mogą być źródłem zanieczyszczeń. Dlatego dalsza praca musi być wykonywana w rękawiczkach a naczynia 
					
				

				
					
						i sprzęt, który miał kontakt z bromkiem etydyny powinny zostać dokładnie wypłukane po zakończeniu 
					
				

				
					
						pracy. 
					
				

				
					
						5.
					
					
						 
					
					
						Płynną agarozę należy wylać do formy, w której po polimeryzacji uformuje się żel. Przed polimeryzacją 
					
				

				
					
						należy zainstalować grzebień, w celu uformowania kieszonek. Pojemność kieszonek powinna odpowiadać 
					
				

				
					
						objętości prób, które zamierzamy analizować elektroforetycznie. 
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						6.
					
					
						 
					
					
						Żel umieścić w naczyniu elektroforetycznym, które następnie napełniamy odpowiednim buforem (TAE lub 
					
				

				
					
						TBE).  
					
				

			

			
				
					
						8. Przygotowanie żelu poliakryloamidowego. 
					
				

				
					
						Żele poliakryloamidowe powstają na skutek polimeryzacji cząsteczek akrylamidu i N,N’-
					
				

				
					
						metylenobisakrylamidu. (Rys.1). Czynnikiem katalizującym reakcje polimeryzacji są wolne rodniki powstające 
					
				

				
					
						na skutek redukcji nadsiarczanu amonu (APS) pod wpływem TEMEDu (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina). 
					
				

				
					
						Do rozdziału DNA używany jest zazwyczaj akrylamid i bisakrylamid połączony w proporcjach 39/1. Wykonanie 
					
				

				
					
						żelu: 
					
				

				
					
						1.
					
					
						 
					
					
						Do naczynia szklanego przenieść następujące składniki: 
					
				

			

			
				
					
						roztwór 
					
				

			

			
				
					
						stężenie wyjściowe stężenia końcowe 
					
				

			

			
				
					
						akrylamidN,N’ 
					
				

				
					
						metylenobisakrylamid 
					
				

			

			
				
					
						np. 40% (39/1) 
					
				

			

			
				
					
						4 - 20% 
					
				

			

			
				
					
						bufor TBE 
					
				

			

			
				
					
						10x 
					
				

			

			
				
					
						1x 
					
				

			

			
				
					
						H
					
					
						2
					
					
						O  
					
				

			

			
				
					
						do ustalonej objętości końcowej 
					
				

			

			
				
					
						2.
					
					
						 
					
					
						Do roztworu dodać katalizatory reakcji w ilości: 
					
				

				
					
						a.
					
					
						 
					
					
						TEMED   - 10 μl/10ml 
					
				

				
					
						b.
					
					
						 
					
					
						APS 10% - 100 μl/10ml 
					
				

				
					
						Całość wylać pomiędzy przygotowane szybki elektroforetyczne. Dolną szczelinę pomiędzy szybkami należy 
					
				

				
					
						zablokować tak, aby uniemożliwić wyciek niespolimeryzowanego roztworu. W górnej części umieścić grzebień 
					
				

				
					
						dla uformowania kieszonek. 
					
				

			

			
				
					
						Rys.1.  Polimeryzacja żelu poliakryloamidowego. 
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