CONATEX Ndavod k pouZiti

UCEBNI POMUCKY

Vyukova elektroforéza, zakovska souprava
Obj. €. 1103112

Prohlaseni o shodé
Elektroforézni komora odpovida bezpecnostnim pozadavkim podle EN 50081-1 (1992) a EN
50082-01 (1992).
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Rozsah dodavky

e Elektroforézni komora s korozivzdornymi platinovymi elektrodami a kvalitnimi pfipojkami
kladného a zaporného pdlu.

e Bezpecnostni viko s pevné pfiSroubovanymi elektrickymi kabely.

o Dva gelové hiebeny, tloustka 1,5 mm, po 12 zubech.

e Podrobny navod k pouziti.

Bezpe€nostni pokyny

e Pfed prvnim pouzitim elektroforézni komory si pozorné prectéte tento navod k pouziti.

e Pro elektrické napéjeni pouZivejte vyhradné stejnosmérné sitové adaptéry (Power
Supplies) odpovidajici podminkam CE, napfiklad katalogové Cislo 530.210 Power Supply
MS Mini 300 V, 400 mA, 2 vystupy, nebo katalogové &islo 530.215 Power Supply MP 300
V, 700 mA, 150 W, 4 vystupy firmy Schllter Biologie, Jork Klawun.

e Pfed sejmutim bezpecnostniho vika je bezpodmine¢né& nutné odpojit elektroforézni

komoru od napajeni.

Viko nikdy nepokladejte na vlhky povrch.

Pokud neni elektroforézni komora pouzivana, musi byt odpojena od sitového adaptéru.

NeprekraCovat maximalni proud a napéti komory (150 mA, 120 V, 20 W).

Nesmi byt pfekro¢ena maximalni vySka naplnéni ustojnym roztokem (pufrem).
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Technické parametry

V pfipadé horizontalni elektroforézni komory se jedna o zafizeni, u kterého je gel nalévan
pfimo do komory, a sice do prostoru, ktery je na dnu komory ohranic¢en bilymi plastovymi
listami.

Gelova komora ma dno propoustgjici UV zareni, pfi osvétleni komory zdola UV svétlem je
tak mozné sledovat prabéh elektroforézy, podminkou je pfitomnost odpovidajicich barviv
v gelu nebo ustojném roztoku. Takto je mozno snadno a pohodiné dokumentovat i
mezivysledky procesu oddélovani. Bez nutnosti vyjmuti gelu z komory je mozno
dokumentovat i konecny vysledek elektroforézniho oddéleni.

Samozfejmé je ale mozné gel i vyjmout a zdokumentovat vysledky, pfipadné provést jeho
obarveni.

Pro vySe uvedené pozorovani pouzivejte pouze UV svétlo s vinovou délkou nad 300
nm. Tvrdé UV svétlo (< 300 nm) poskozuje jak gelovou komoru, tak i nukleové kyseliny.
Posledné uvedena skuteCnost mlze byt krajné nezadouci ve vztahu k navazujicim
experimentim.

Pokud potfebujete pro separaci pouze kratké useky, mizete vyuzit obé pozice pro hieben.
Budete tak mit pro vzorek k dispozici 24 oddili namisto 12.

Zaruka

Vyrobce pfistroje ruéi za to, Ze byla dodana elektroforézni komora fadné vyzkousena a Ze
odpovida platnym bezpeénostnim standardim.

Pfesto v8ak bezprostiedné po doruCeni zkontrolujte, zda je dodavka kompletni a zda
nedoslo k jejimu poSkozeni pfi pfepravé. Uschovejte pfepravni obal minimalné do okamziku
uplného vyzkouseni pfistroje. Tim si usnadnite zpétné zaslani v pfipadé zjisténi podkozeni.

Na elektroforézni komoru poskytuje vyrobce zaruku v délce 24 mésica, podminkou je jeji
pouzivani vyhradné v souladu s navodem k pouziti. Narok na bezplatnou vyménu nebo
opravu zanika, pokud byl pfistroj pouzivan nespravné. Je vylou¢eno ru€eni za nasledné
Skody, ke kterym dojde pfi pouziti elektroforézni komory.

Dvé platinové elektrody vydrzi podle zkuSenosti pfi spravném pouziti mnoho let. K poSkozeni
dochazi vétSinou mechanickym zasahem (kartaCem pfi Cisténi) nebo kontaktem s tzv. ,jedy
pro platinu“ jako je fosfor, bor nebo téZké kovy jako olovo, zinek, cin, atd. Z tohoto dlivodu se
na platinové elektrody nevztahuje zaruka na pfistroj.

Platinové elektrody nebo jiné zavady elektroforézni komory opravujeme cenové vyhodné i po
skon&eni zaruéni Ihity.

V zdjmu urychleni technického vyvoje si vyrobce vyhrazuje pravo provadét zmény
technickych nebo vzhledovych detailli i bez pfedchoziho upozornéni.

Obecné pokyny pro obsluhu

Nalévani agarézovych gel

1. PFi zahfivani roztoka agarézovych gell pouzivejte ochranny odév, ochranny bryle a
izolované rukavice.

2. Bezpelnostni viko snimejte z pfistroje tak, ze jednou rukou pfidrzite spodni dil
elektroforézni komory a druhou rukou pomalu stahnete viko smé&rem nahoru.

3. Pro pfipravu gelovych roztokG smi byt pouzity pouze vhodné agarézy a odpovidajici
elektroforézni ustojné roztoky. Druh a koncentrace agardzy a ustojného roztoku zavisi na
druhu a délce separovanych nukleovych kyselin. Pfi pfipravé roztoku agarézy je nutno
odvazit odpovidajici mnoZzstvi agarézy do malé Erlenmeyerovy banky, poté pfidat
vypocCtené mnozstvi ustojného roztoku (napfiklad 480 mg agarézy + 40 ml Ustojného
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roztoku s jednonasobnou koncentraci u 1,2% gelu) a michaci ty€inku (zahfivani pomoci
magnetického michadla s ohfevem). Je nutno Zzjistit celkovou hmotnost napinéné
Erlenmeyerovy bariky, aby bylo mozné nasledné nahradit ztraty odparem pfi ohfevu
pfidanim H,O (destilované). Tak bude mit kapalny roztok gelu, ktery bude nasledné nalit
do pfistroje, poZadovanou koncentraci agarézy. PFi rozpousténi agardzy zahfivat
Erlenmeyerovu bafiku bud v mikrovinné troub&, nebo na topné desce michadla
s hastavenym stfednim stupném vykonu, a to tak dlouho, az nebudou v protisvétle vidét
Zadné CastecCky. Ohfev v mikrovinné troubé je nutno provadét vzdy kratkym zapnutim pfi
stfednim stupni vykonu — opakovat 2 — 3x. Mezi jednotlivymi ohfevy je nutno
Erlenmeyerovu banku vzdy vyjmout (pozor: pouzivat rukavice a ochranné bryle,
pamatovat na to, Ze var muze nastat s ur€itym zpozdénim!) a krouzivym kyvanim opatrné
promichat jeji obsah. Poté vloZit bariku zpét do mikrovinné trouby a cely proces opakovat
az do uplného rozpusténi agarozy.

Aby bylo zabranéno deformaci elektroforézni komory pfi pfilis vysoké teploté, musi roztok
gelu pfed nalitim vychladnout na teplotu 55°C a méné. Poté je nutno gel nalit bez
bublinek do prostoru mezi obéma bilymi plastovymi prouzky na dnu komory (objem je
zhruba 40 ml). Poté vlozit jeden nebo dva hfebeny. | pfi tomto Ukonu je nutno dbat na to,
aby nebyly v gelu vzduchové bubliny. U gelll ze standardni agarézy dojde za pokojové
teploty ke ztuhnuti do cca 20 minut. Je v8ak nutno nechat je uloZzené za pokojoveé teploty
jesté minimalné dalSich 40 minut, aby doSlo k jejich optimalnimu ztuhnuti (tip: velice
dobrych vysledkl je mozné dosahnout pfi ulozeni do chladni¢ky po dobu 15 — 20 minut
pfi teploté cca 8°C). Pokud budete pouzivat ,Low Melting“ nebo jiné specialni agarézy,
postupujte podle pokyn jejich vyrobce.

Nasledné je nutno prekryt gel vrstvou Ustojného roztoku s tloustkou cca 3 — 4 mm. Gel je
mozné po opatrném odstranéni hiebenu ihned osadit vzorky. Prekryty gel je mozné
uchovavat po nékolik dnd, pfitom je vhodné ponechat viozeny hieben. Gel je vSak nutno
chranit pfed vysychanim, napfiklad zakrytim kuchyriskou folii.

Osazeni agarézového gelu vzorky a elektroforéza

1.

Po uplném ztuhnuti agarézového gelu je nutno na néj nalit ustojny roztok tak, aby byl gel
prekryt timto roztokem v celé ploSe vtloustce cca 3 — 4 mm. Maximalni mnozstvi
ustojného roztoku je vyznaCeno znackou ,Fill Line“. Komora musi stat ve vodorovné
poloze na rovném pracovnim stole (toto pfipadé zkontrolovat pomoci vodovahy), aby
bylo zabranéno rizné tloustce prekryti.

Opatrné vyjméte z agar6zového gelu hfeben (nejdfive s nim zakolibejte sem a tam a
poté jej vytahnéte rovné nahoru).

Nyni naneste do vytvofenych kapsicek v gelu pfipravené vzorky. Vzorky musi byt pfedem
smichany s odpovidajicim ustojnym roztokem tak, aby doS$lo ke zvySeni jejich specifické
hmotnosti a vzorky pfi nanaSeni mikropipetou klesly do kapsicek (viz kapitolu Ustojny
roztok pro vzorky).

Pfi plnéni gelovych kapsicek podrzet mikropipetu nad kapsi¢kou nebo ji do ni opatrné
ponofit a opatrné vytladit vzorek. Pfitom nesmi dojit k podkozeni dna kapsiCky. Tento
postup by méli zacate€nici nacvicit na ,cviénych vzorcich® tvofenych pouze H,O a
ustojnym roztokem.

Na gel by mél byt rovnéz vzdy ulozen minimalné jeden délkovy standard, aby bylo mozné
provést stanoveni velikosti respektive kontrolu o€ekavané velikosti fragmentu.

Nyni nasadte na elektroforézni komoru bezpecCnostni viko a pfipojte konektor
k vhodnému zdroji stejnosmérného napéti (Power Supply). Pfitom dbejte na spravnou
polaritu, Nukleové kyseliny maji v zasaditém az neutralnim prostfedi zaporny naboj a
migruji k anodé, kladné elektrodé (oznacena Cerveng).

Zapnéte zdroj napéti a provedte pfi pfiméfeném napéti (doporucené napéti: 60 az 70 V)
elektroforézni oddéleni. Vlivem elektrického odporu dohazi k zahfivani agar6zového

CONATEX — DIDACTIC UCEBNi POMUCKY s.r.0. — Velvarska 31 — 160 00 Praha 6
Tel.: 224 310 671 — Tel./Fax: 224 310 676
Email: conatex@conatex.cz — http: www.conatex.cz

Strana4z8



CONATEX Ndavod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

gelu, ustojného roztoku a komory. Toto zahfivani je v urCitych mezich normalni a je
zavislé na fadé faktoru (iontovy naboj, vySka naplné v komore, atd.). Toto zahfivani by
vSak nemélo ovliviiovat separacni vlastnosti agarézové matrice. Normalné zlstava gel na
teploté 28°C az ,na dotek teply“. Pribéh elektroforézy je mozno sledovat prostiednictvim
migrace barviva obsazeného v ustojné kapaliné vzorku.

Casto je vtéto Ustojné kapaling pouzivana jako barvivo bromfenolova modf nebo
xylenkyanol. Separacni chovani respektive tzv. komigrace do fragmentli DNA s dvéma
fetézci je zavisla na typu agarozy, tloustce gelu a elektroforéznim ustojném roztoku.

Pro hrubou orientaci: bromfenolova modf migruje pfi ustojné kapaliné 1XTAE (viz
elektroforézni uUstojna kapalina) a standardnim 1% agarézovém gelu zhruba jako
fragment DNA s 650 zakladnimi pary.

Barveni nukleovych kyselin
Protoze pro obarveni nukleovych kyselin je k dispozici fada moznosti, odkazujeme na tomto
misté na pfislusnou odbornou literaturu (Sambrok et. al., 1989).

Vyhodnoceni / dokumentace

Stanoveni velikosti fragmentl nukleovych kyselin je mozné provadét porovnanim
s fragmenty délkového standardu. Presny popis postupu je popsan napfiklad v knize
.Molekulare Genetik“ od R. Knipperse (2006).

Pokyny pro Cisténi a oSetrovani
Pozor: Elektroforézni komoru je nutno pfed &isténim odpoijit od elektrického napajeni.

Elektroforézni komoru a hfebeny je nutno po kazdém pouZiti vycistit vlaznou vodou. Pokud je
to potfebné, je mozné pfidat do vody malé mnozstvi Setrného prostfedku na myti nadobi.
Nepouzivejte pro Cisténi kartaCe apod., protoze by mohlo dojit k poSkozeni platinovych
elektrod. Vyplachnutim elektroforézni komory po vy€isténi demineralizovanou nebo
destilovanou vodou zabranite vzniku skvrn vodniho kamene.

Nenechte stat elektroforézni komoru nevycisténou po dobu nékolika hodin nebo dokonce
pfes noc, protoZe by na okrajich mohlo dojit k naschnuti gelu nebo uUstojného roztoku, tyto
zbytky je pak velice t&€Zké az nemozné beze zbytku odstranit.

Pozor: Pokud mozno zabranit kontaktu elektrickych pfipojek s vodou. Pokud by k nému
presto doslo, offit tyto pfipojky dosucha mékkou utérkou, pfipadné je nechat na vzduchu
vyschnout. Nepouzivejte pro osuSeni papir, protoZze ten byva €asto hruby a tvrdy a muze
poskrabat povrch. Zafizeni rovnéz neosousejte fénem, protoze horky vzduch muize poskodit
pfipojky, Sroubové spoje a akrylat elektroforézni komory.

Pozor: Pro Cisténi nepouzivejte etanol nebo jina organicka rozpoustédla. Mohly by tak
vzniknout trhlinky, propadliny nebo jiné nezadouci zmény materialu (zakaleni, atd.).

Potirebné materialy a receptury

Elektroforézni ustojny roztok (pufr)

Elektroforézni ustojny roztok poskytuje ionty potfebné pro elektroforézu a zajistuje konstantni
hodnotu pH tak, aby si nukleové kyseliny zachovaly Zadouci naboj. Nukleové kyseliny maji
v zasaditém az neutralnim prostiedi zaporny naboj. Elektroforézni Ustojny roztok zpravidla
obsahuje i komponenty, které chrani nukleové kyseliny pfed degradaci, napf. latku EDTA,
ktera vytvari komplexy dvojmocnych kationtt a inhibuje tak D-vystupky.

PFi elektroforéze RNA jsou navic pfidavany latky, které zabrariuji nezadoucim projevim
sekundarnich struktur u RNA. Jaké to jsou a jaké je slozeni ustojného roztoku pro
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denaturované gely RNA je mozno zjistit v pfislusné odborné literatufe (viz kapitolu
Literatura).

Na tomto misté jsou popsany bézné elektroforézni ustojné roztoky TAE a TBE pro
elektroforézu DNA za podminek bez denaturace. TAE pfitom oznacuje tris-acetat-EDTA,
TBE tris-borat-EDTA. Obé zkratky vyplyvaji z chemickych slozek elektroforézniho ustojného
roztoku.

Ustojny roztok TAE separuje DNA o néco rychleji, ma ale niz$i kapacitu nez TBE. Ta je vSak
dalezita pouze pfi velmi dlouhém pribéhu elektroforézy, nebo pokud jsou pouzity oddélené
zasobniky ustojného roztoku na strané anody a katody. U popisované elektroforézni komory
,Mini“ je v8ak nosny gel prekryt ustojnym roztokem cely, roztok proto muze dobfe cirkulovat.
Tato konstrukce zabrariuje zménam hodnoty pH u palu.

Ustojny roztok TBE ma rovn&z sklon k vysraZeni a vzniku krust na bocich skladovaci
nadoby, které Ize jen obtizné rozpustit zahfivanim ve vodni lazni.

Na zakladé vSech téchto skuteCnosti je mozno doporucit pro vétSinu aplikaci ve Skolstvi
pouZziti elektroforézniho ustojného roztoku TAE.

Ustojné roztoky si mlzete pfipravovat sami, nebo si mlZete objednat jejich koncentraty
napfiklad u firmy Schliter Biologie, Jork Klawun. Tyto pak stali pouze naredit H,O
(destilovanou), ¢imz ziskate okamzité pouzitelny pracovni roztok (elektroforézni ustojny
roztok s normaini koncentraci (1x)).

Agaréza, objem gelu a jeho koncentrace

Ackoli jsou nabizeny ruzné agarézy, nejvétSi vyznam ma urcité tak zvana standardni
agardza. Pro vytvofeni vrstvy gelu v popisované komofre je zapotiebi zhruba 40 ml roztoku.
Pripravit je nutno o néco vice roztoku, protoze ¢ast ho vzdy zUstane na nadobé.

V zavislosti na obsahu agarézy v gelu jsou optimalné separovany molekuly riizné velikosti,
jak ukazuje nasledujici tabulka. Specialni agarézy nebo jiné separaCni matrice pfichazeji
v uvahu u velmi malych nebo naopak velmi velkych nukleovych kyselin.

Optimalni separacni rozsah DNA s dvéma Fetézci pfi rizném obsahu agarézy

obsah agarézy (%) | agaréza (g) | pufr (ml) optimalni separacni oblast (kbp)
0,5 0,25 50 1-15
0,7 0,35 50 0,8-10
1,0 0,5 50 05-7
1,2 0,6 50 0,3-6
15 0,75 50 02-4
2,0 1,0 50 0,1-3

Plnici ustojny roztok/ustojny roztok vzorku

Analyzované vzorky je nutno pfed nanesenim do gelu smichat s vhodnou ustojnou kapalinou
(pufrem). Ustojné roztoky vzork( obsahuji barviva pro zviditelnéni postupu migrace, a dale
glycerol, sacharézu apod., aby byly vzorky té€z8i nez elektroforézni ustojna kapalina a klesly
pfi naneseni do kapsicek v gelu. Jako barvivo je v ustojnych roztocich pro vzorky Casto
pouzivana bromfenolova modf nebo xylenkyanol. Separaéni chovani respektive tzv.
komigrace do fragmentd DNA s dvéma fetézci je zavisla na typu agaroézy, tloustce gelu a
elektroforéznim ustojném roztoku.

Pro hrubou orientaci: bromfenolova modf migruje pfi Ustojné kapaliné 1xTAE (viz
elektroforézni Ustojna kapalina) a standardnim 1% agar6zovém gelu zhruba jako fragment
DNA s 650 zakladnimi pary. Za stejnych podminek migruje xylenkyanol jako fragment s 5000
zakladnich para.
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Délkové standardy DNA

Délkové standardy (markery) DNA je nutno nanést na gel minimalné v jedné stopé, aby bylo
mozno kontrolovat separaci a stanovit velikost vzork(l. Pokud je nanesena specificka
koncentrace znamého markeru, je mozné podle né&j odhadnout i mnozstvi DNA.

Délkové standardy DNA Casto tvofi rozStépené plazmidy s fragmenty o znamé velikosti.
Castecné jsou definované fragmenty DNA vytvafeny i technikou PCR.

Barveni nukleovych kyselin
ProtoZe pro obarveni nukleovych kyselin je k dispozici fada moznosti, odkazujeme na tomto
misté na pfislusnou odbornou literaturu (Sambrok et. al., 1989).

Problémy: pri€iny a jejich odstranéni
Zde naleznete nékteré pficiny problémd, které se typicky vyskytuji pfi praktickém pouziti, a
jejich odstranéni. Tyto problémy mohou byt zavinény materialem nebo chybou uZivatele.

Pasky nejsou rovné

Nebyl gel nalit na nerovny podklad? Nebylo pouzZito pfilis velké napéti? Nebyla misto
elektroforézniho Ustojného roztoku pouzita H,O? Je slozeni elektroforézniho ustojného
roztoku spravné?

Nebyly chemikalie pouzité pro pfipravu elektroforézniho ustojného roztoku prosié nebo pfilis
staré? Nebyl elektroforézni ustojny roztok Spatné nafedén?

Pasky probihaji v nékterych ¢astech gelu nerovhomérné

Jsou platinové elektrody neporusené a je proud v celé jejich délce konstantni? To je patrné
z tvorby bublin u elektrod za jejich provozu. Zkontrolujte, zda nedoslo k deformaci dna
elektroforézni komory. Pfipadné mohl byt opakované nalévan agarézovy gel s prilis vysokou
teplotou. Gel musi pfed nalitim vzdy vychladnout na cca 60°C, aby nedoslo k deformaci
akrylatu.

Agaroéza vytéka z plochy uréené pro nalévani gelu

Jsou bilé plastove listy, které vymezuji oblast po gel na levé a pravé strané, ve spravné
poloze a upevnéné? Je objem pfipraveného roztoku spravny? Nebylo nalito pfili§ mnoho
gelu, takZe ten nyni pretéka?

Neostré pasky

Byl gel zcela ztuhly? Standardni agar6za normalné zcela ztuhne pfi pokojové teploté za 30
minut. Pro ztuhnuti agarézy Low-Melting je zapotfebi vyrazné delSi ¢as a proto by méla byt
uloZena v chladni¢ce. Pfi delSim skladovani (nékolik hodin az nékolik dni) je nutno pfelit
ztuhly gel trochou elektroforézniho ustojného roztoku (pracovniho). Byl pro pfipravu gelu
pouZzit elektroforézni ustojny roztok?

Pohybuje se proud a napéti v normalnim rozsahu? P¥ili§ vysoky proud muze mit za nasledek
silné zahfivani a roztaveni gelu.

Nebylo do gelovych kapsiCek aplikovano pfilis velké mnozstvi nukleovych kyselin, coz vedlo
k ,rozmazani“ pasku?

Poskozeni kapsicek pfi vytahovani hiebenu

Pfi vytahovani hfebenu musi byt gel zality trochou elektroforézniho ustojného roztoku, pak je
jeho vytazeni snazsi. Hifeben je nutno vytdhnout pfi mirném kyvani. Tzn. stfidavé mirné
zvedat a opét spoustét hfeben na obou koncich (tim dojde k jeho uvolnéni od agarézy), poté
jej pomalu a rovhomérné vytahnout.
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Hieben hned po pouZiti peclivé omyt vlaznou vodou, protoZe pfipadné usazeniny na ném by
vedly pfi nasledném pouZiti k poskozeni kapsicek.

Migrace vzorku je napadné pomala

Nebyl elektroforézni ustojny roztok Spatné nafedén? Neni gel prekryty pfili§ vysokou vrstvou
elektroforézniho ustojného roztoku? P¥iliS silna vrstva elektroforézniho ustojného roztoku
nad gelem ma za nasledek zpomaleni migrace, protoze klesa odpor a zvySuje se pratok
proudu.

Vzorky zastavaji v kapsic¢kach, difunduji z gelu nebo se pohybuiji ,,zpét“

Zkontrolujte elektricky obvod tvofeny elektroforézni komorou a sitovym adaptérem. Platinové
elektrody a bananové zastréky musi byt neposkozené. Pritok proudu muzete zkontrolovat
tak, ze naplnite komoru pouze elektroforéznim ustojnym roztokem (bez gelu), nasadite
bezpecCnostni viko a nastavite na sitovém adaptéru poZzadované napéti. Sitovy adaptér musi
ukazovat prutok proudu. U platinovych elektrod by mély byt vidét drobné bublinky.

.Zpeét“ se pohybuijici vzorky signalizuji pouziti Spatné polarity. Protoze bezpec€nostni viko je
mozné nasadit na komoru pouze v jedné poloze, je prohozeni poll mozné pouze u sitového
adaptéru.
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