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Sazetak

U ovom radu opisana je primjena elektroforetskih tehnika u svrhu ispitivanja nukleinskih
kiselina. Opisane su znacajke i struktura nukleinskih kiselina i znacaj razli¢itih postupaka
elektroforeze. Provedena je elektroforeza u agaroznom gelu pri ¢emu su ispitivani humani
uzorci DNA, RNA i PCR produkti. Svrha provedenog eksperimenta bio je uvid u cjelokupni

postupak elektroforeze u agaroznom gelu.

Kljuéne rijeci:

DNA i RNA, elektroforetske tehnike, elektroforeza u agaroznom gelu, analiza nukleinskih

kiselina



Abstract

This work examines the application of electrophoretic techniques for the purpose of
researching nucleic acids. The features and the structure of nucleic acids are theoretically
described, and the importance of each of the electrophoretic procedures is included. The
procedure of electrophoresis in agarose gel was implemented with human samples of DNA,
RNA and PCR products. Purpose of this experiment was insight into the overall procedure of
electrophoresis in agarose gel.

Keywords:

DNA and RNA, electrophoretic techniques, elestrophoresis in agarose gel, analysis of nucleic
adids
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1. UvOD

Ljudski organizam obuhvaca veliki broj biokemijskih procesa koji se odvijaju svake sekunde
u nasem tijelu. Temelje se na interakciji dviju molekula koje zatim vrSe specificnu bioloSku
funkciju. Stani¢ne molekule mogu imati malu molekulsku masu i izgradene su samo od atoma
poput glukoze i laktoze, a mogu biti vrlo slozene strukture i velikih molekulskih masa poput
nukleinskih kiselina i proteina. Istrazivanje Zivotnih procesa omogucuje nam shvatiti principe,
promijene i svrhu nasega organizma te otkriva izvorista bolesti i druge stani¢ne modifikacije.
Znanstvenici aktivno djeluju u podruéju biokemije od 1828. godine kada je Friedricha Wohler
otkrio da se bioloske molekule poput uree mogu sintetizirati iz nezivih komponenti. Razvoj
analitickih metoda tijekom povijesti omogucile su nam objasniti biolosku raznolikost
istrazivanjem nukleinskih kiselina. Deoksiribonukleinska kiselina (DNK, eng. DNA), klju¢na
je molekula u kojoj je uskladistena geneti¢ka informacija svih stani¢nih organizama, dok je
ribonukleinska kiselina (RNK, eng. RNA), geneticki materijal nekih virusa. Otkrice DNA i
objasnjenje njene strukture 1953. godine razjasnilo je niz bioloskih procesa. Razvoj brojnih
instrumentalnih tehnika uvelike je omogucilo brz i praktican pristup biokemijskih i analitickih
analiza. Istrazivanje gena i genoma u grani biokemije najées$ce se zasniva na otkrivanju kako
ono utjeCe na ljudsko zdravlje 1 bolesti. DNA se istrazuje tako da se fragmentira pomocu
restrikcijskih enzima te se ti fragmenti vizualiziraju elektroforezom u gelu. Nadalje,
rekombinacijom DNA mogu se molekularno kontrolirati ubaceni fragmenti DNA, dok se PCR
tehnika primjenjuje za umnozavanje odredene sekvence DNA. U ovome ¢e radu biti

objasnjena i prikazana primjena elektroforeze u analizi nukleinskih kiselina. [1]



2. NUKLEINSKE KISELINE

Nukleinske kiseline, odnosno DNA i RNA gradom su linearni polimeri te su glavni nositelji
geneticke informacije koja se prenosi s generacije na generaciju. Struktura im se sastoji od
velikog broja povezanih nukleotida, a svaki nukleotid, koji je ujedno i monomerna jedinica
nukleinskih kiselina, sastoji se od Secera, fosfata i jedne od Cetiriju baza. Glavna okosnica
nukleinskih kiselina proteze se duz lanca i sastoji se samo od Secera povezanih
fosfodiesterskim vezama. Baze se u strukturi povezuju sa Se¢erom nukleinske Kiseline i
mijenjaju se od jedne do druge monomerne jedinice. Razlikujemo ¢etiri baze od kojih su dvije
derivati purina- adenin (A) i gvanin (G), a dvije pirimidina- citozin (C) i timin (T) (Slika 1).
Baze se sa Secernom skupinom povezuju B-glikozidnom vezom te njihov slijed duz strukture

je jedinstven i sluzi kao genetski kod.
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Slika 1. Dusi¢ne baze (Chemdraw)



RNA i DNA razlikuju se u kovalentnoj strukturi. Secer u strukturi RNA je riboza, dok je u
DNA deoksiriboza, a razlika je Sto riboza ne sadrzava hidroksilnu skupinu na 2-C atomu u
strukturi (Slika 2). Takoder, vrlo bitna razlika je $to se u RNA na mjestu baze timina (T)
nalazi baza uracil (U) koji je takoder pirimidinski derivat. Nukleinske kiseline su otporne na
kemijske reakcije zbog ¢eka je geneticki kod vrlo ocuvan. Naboj na fosfodiesterskoj skupini,
koja se nalazi na 5' ugljikovom atomu, je negativan stoga je i ukupan naboj molekula DNA i
RNA isti. Negativan naboj molekule ¢ini otpornima na hidrolizu i omoguéuje im kretanje duz

agaroznog gela pri elektroforetskim analizama.

2.1. DEOKSIRIBONUKLEINSKA KISELINA- DNA

Struktura DNA ima oblik dvolanc¢ane uzvojnice. Dva se lanca medusobno povezuju tvoreci
jedinstveni par baza, odnosno adenin se povezuje s timinom, a citozin s gvaninom. Maurice
Wilkins i Rosalind Frankiln difrakcijom X-zraka s vlaknima DNA ukazali su na pravilnu
spiralnu strukturu dvolanc¢ane uzvojnice gdje su nukleotidne baze medusobno udaljene 0,34
nm. Watson i Crick na temelju tih podataka dali su prvi model strukture molekule DNA koja
je davala vise podataka o funkcionalnim svojstvima nukleinskih kiselina. Kako je par baza
specifican, slijed baza jednog lanca odredivat ¢e slijed baza i na drugom lancu u dvolanc¢anoj
uzvojnici. Ta strogo to¢na odredenost slijeda baza zapravo je specifi¢na genetska informacija

svake jedinke koja se prenosi na potomke.

HO
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Slika 2. Struktura Sec¢ernog dijela nukleinskih kiselina. a) deoksiriboza; b) riboza
(Chemdraw)



Deoksiribonukleinska kiselina ima suprotne spiralne polinukleotidne lance koji se omotavaju
oko zajednicke osi. Glavna okosnica nalazi se na vanjskoj strani uzvojnice dok su bazni
parovi u unutra$njosti te su one gotovo okomite na os uzvojnice. Svaki spiralni okret u
strukturi sac¢injen je od 10 parova baza koje su medusobno razmaknute 3,4 A §to znaéi da se
okret ponavlja svakih 34 A dok je promjer uzvojnice 20 A. Kako je puni okret pod kutem od

360°, a sastoji se od 10 parova baza, tako postoji rotacija od 36° po paru baza (Slika 3).

= = Adenine
1 = Thymine
= = Cytosine

T = Guanine

:I = Phosphate

backbone

Slika 3. Struktura DNA uzvojnice. [2]

Veze prisutne u strukturi DNA su vodikove veze koje medusobno sparuju parove baza te su
odgovorne za stabilnost dvostruke uzvojnice jer dolaze u velikom broju duz cijele strukture. S
obzirom na to da su parovi baza gotovo naslagani jedna na drugu, one se medusobno privlace
slabim van der Waalsovim interakcijama. Takoder to pogoduje stabilizaciji zbog hidrofobnog
u¢inka, odnosno hidrofobne baze okrenute su u unutrasnjosti, dok su polarne skupine

okrenute prema van, odnosno vodenom mediju. [1]



2.2. RIBONUKLEINSKA KISELINA- RNA

Kod vecine stani¢nih organizama nositelj genetickoj materijala je DNA, no kod nekih virusa
geneticki materijal je sadrzan u RNA molekuli. Vrlo je sli¢ne strukture kao i
deoksiribonukleinska kiselina te su zastupljene iste interakcije u strukturi. Razlika je u Seceru

glavne okosnice koju ¢ini riboza (Slika 2b).

Postoje nekoliko vrsti RNA u stanicama koje imaju razlicite funkcije, a 3 najvaznije su:

1. Glasnicka RNA ili skraceno mRNA- sudjeluje u procesu translacije odnosno sinteze
proteina gdje sluzi kao kalup za vezanje specificnih aminokiselina. Imaju ulogu u regulaciji
zivotnog vijeka molekule kao i efikasnosti translacije. U stanicama je ima najmanje odnosno

samo 5% od cjelokupne RNA.

2. Transfer RNA ili tRNA- takoder sudjeluje u procesu sinteze proteina, ali za razliku od
MRNA on ima ulogu da donosi aktivirane aminokiseline do ribosoma odnosno mRNA koji
odreduje specifi¢ni slijed vezanja aminokiselina u protein pomocu kalupa. Sadrze oko 75

nukleotida.

3. Ribosomska RNA ili rRNA- nalazi se u ribosomima u kojima ima strukturnu kao i
kataliticku ulogu koja se ocituje pri sintezi proteina (formiranje specificne kemijske veze -

peptidne veze). Najzastupljenija u stanicama.



3. ELEKTROFORETSKE TEHNIKE ZA ANALIZU NUKLEINSKIH
KISELINA

Analiticke tehnike u laboratorijima za analizu nukleinskih kiselina uvelike su se razvile kroz
povijest. Omoguéuju nam istrazivanje uloge odredenih gena, ranije otkrivanje bolesti i
njihovu prevenciju, te razdvajanje i pro¢is¢ivanje nukleinskih kiselina. Jedna od znacajnih
tehnika u analizi DNA i RNA je elektroforetska tehnika. Analizu DNA pomocu elektroforeze
sluzbeno je otkrio Vin Thorne 1960. godine za vrijeme razdvajanja DNA fragmenata virusa.
Elektroforeza se zasniva na procesu gdje otopljena tvar ili Cestica efektivnog naboja putuje
pod djelovanjem elektri¢nog polja po viskoznom puferu. Cestica putuje prema jednoj od
elektroda ovisno o njenom naboju (pozitivna ¢estica putuje prema negativnoj elektrodi, anodi,
a negativna prema pozitivnoj elektrodi, katodi). Elektroforeza omogucuje razdvajanje DNA i
RNA molekula na osnovi njihove veli¢ine i konformacije. Tijekom elektroforeze nukleinske
kiseline putuju prema pozitivnoj elektrodi s obzirom na njihov negativni neto naboj, pri ¢emu

manji fragmenti putuju brze kroz pufer.

Pokretljivost uzorka, odnosno elektroforetska pokretljivost, u viskoznom puferu ovisi o

brojnim ¢imbenicima kao §to su:

— Elektri¢ni naboj, veli¢ina, oblik, koncentracija, stupanj hidracije i disocijacije Cestice,
odnosno neto naboj

— Temperatura, pH, viskoznost te ionska jakost pufera

— Jakost elektri¢ne struje

— Vrijeme putovanja

Utjecaj ovih ¢imbenika utjeCe na uspjesnost provedenog eksperimenta, a isto tako i na
konacne rezultate. Potrebno je obratiti paznju na vrstu metode koja se koristi za analizu te na
vrstu analiziranog uzorka. Elektroforeza nukleinskih kiselina obi¢no se odvija u
poliakrilamidnom gelu ili agaroznom gelu, a on se bira s obzirom na vrstu tehnike i uzorka
koji se podvrgava elektroforezi. Za razdvajanje malih fragmenata (do 500 bp) najcesce se
koristi poliakrilamidni gel veli¢inom pora 5-100 nm, a agarozni gel Kkoristi se za uzorke
veli¢ine molekula od 100- 50,000 bp. [3]



3.1. VRSTE ELEKTROFORETSKIH TEHNIKA

Postoji vise tipova i nacina izvodenja metoda elektroforeze, a biraju se s obzirom na uzorak
koji se Zeli analizirati. Metoda mora odgovarati veli¢ini uzorka, njegovoj konfiguraciji i
naboju. Isto tako, mora se obratiti pozornost i na odabir pufera te jakosti provodenja struje pri
provodenju elektroforeze. Nukleinske kiseline u vecini se slucajeva analiziraju metodom

elektroforeze na agaroznom gelu. [4]

3.1.1. Slobodna elektroforeza

Provodi se u ¢istom puferskom sustavu u cijevi koja ima nalik na slovo U. Ta je cijev jednim
krajem spojena na anodu, a drugi kraj na katodu pri ¢emu cCestice putuju raznim brzinama
prema jednoj od elektroda. Ova vrsta elektroforetske tehnike najceS¢e se koristi za analizu,

odnosno odvajanje bjelancevina.

3.1.2. Zonska elektroforeza

Provodi se unutar granica Cistoga elektroforetskog nosaca gdje je uzorak nakon odvajanja
izoliran u pojedinac¢noj zoni. Nosa¢ se nalazi u elektroforetskoj kadi s dva puferska odjeljka
spojena s anodom i katodom. Ova se metoda dijeli s obzirom na koriSteni elektroforetski

nosac:

1. Elektroforeza na filtarskom papiru- Daje relativno loSe rezultate zbog grube grade i
nejednakosti veliCine pora filtarskog papira.

2. Elektroforeza na acetatnoj celulozi- Metoda se zasniva na razlici u gusto¢i naboja.
Acetatna celuloza je glatke povrSine i jedinstvene veli¢ine pora pa se tako protok
nabijenih cestica kroz elektroforetski nosa¢ odvija lakse i pravilnije.

3. Elektroforeza na agarnom gelu- Daje rezultate sli¢ne elektroforezi na acetatnoj
celulozi, ali smjesa od agaropektina i agaroze pridonosi pojavi elektroendosmoze® koja

ima nepovoljan u¢inak na odvijanje nabijenih Cestica.

! Elektroendosmoza- pojava u tijeku elelektroforeze gdje elektroforetski nosaci u dodiru sa vodom postaju
negativno nabijeni §to utjeCe na razvijanje nabijenog materijala tokom postupka elektroforeze.



4. Elektroforeza na agaroznom gelu- Velicine pora agaroznog gela dovoljno su velike da
omogucuju slobodan prolaz velikim molekulama uzorka kroz gel. Nabijene se Cestice
odvajaju ili razdvajaju prema gustoéi naboja.

5. Elektroforeza na skrobnom gelu- Metoda se takoder zasniva na razdvajanju
makromolekularnih iona na osnovi povrSinskog naboja i molekularne veli¢ine.
Uspjesnost elektroforeze ovisi o kakvoci skrobnog gela.

6. Elektroforeza na akrilamidnom gelu- Metoda nije primjenjiva za razdvajanje uzorka

vecih molekula te se koristi za razdvajanje molekula sa slicnom gusto¢om naboja.

3.1.3. Izoelektri¢no fokusiranje

Izoelektricno fokusiranje je elektroforetska tehnika koja se zasniva na razdvajanju
bjelan¢evina na osnovi razlike u njihovim izoelektriénim tockama. Izoelektricna tocka
odredene bjelancevine je pH vrijednost pri kojoj je neto naboj bjelancevine ukupan nuli. Na
katodi i anodi kontinuirano se odvijaju reakcije kojima nastaju HzO* i OH" ioni pri ¢emu se
regulira pH vrijednost. Bjelancevine zatim putuju u elektricnom polju prema anodi i katodi
ovisno o naboju, tocnije prema onoj elektrodi koja ima pH vrijednost jednaku njihovoj

1zoelektricnoj tocki.

Slika 4. Izoelektri¢no fokusiranje. [5]



3.1.4. lzotahoforeza

Posebna je vrsta elektroforetske tehnike i provodi se u diskontinuiranom elektroforetskom
sustavu. Umjesto elektroforetskog nosaca prisutan je vodeci elektrolit koji sadrzi ione visoke
pokretljivosti te zavrsni elektrolit koji sadrzi ione niske pokretljivosti. Na granici tih dviju
elektrolitskih tekuc¢ina nalazi se granicni sloj na koji se nanosi uzorak pri ¢emu se nabijene

molekule uzorka raspodjeljuju izmedu te dvije elektrolitske tekucine.

3.1.5. Dvosmjerna elektroforeza

Dvosmjerna elektroforeza je spoj dviju elektroforetskih tehnika. Najces¢e se koriste
elektroforeza u akrilamidnom gelu u jednome smjeru te izoelektricno fokusiranje u drugom
smjeru pri ¢emu se dobiju podaci o izoelektri¢noj tocki kao i o molekulskoj masi pojedinih

molekula u uzorku.

3.1.6 Kapilarna elektroforeza

Elektroforetska tehnika kojoj se nabijene Cestice krecu kroz kapilarnu cijev koje mogu biti
ispunjene gelom ili puferskom viskoznom otopinom. Kapilara je sa elektrodama uronjena u
dvije ¢aSe ispunjene puferskom otopinom, a izvor elektri¢ne struje spojen je na elektrode.
Provodenjem elektri¢ne struje, uspostavlja se elektricni napon koji stvara elektri¢no polje kroz
kapilaru. Uzorak se nanosi na ulaznom kraju kapilare te se nabijene Cestice gibaju duz
kapilare pod utjecanjem elektriénog napona, a na drugom se kraju kapilare nalazi detektor
koji daje podatke o molekulskim vrstama koje migriraju kroz kapilaru. Ova metoda,
uklju¢ujuéi elektroforezu na agaroznom i poliakrilamidnom gelu, najces¢e se koristi za

detekciju nukleinskih kiselina.



kapilara

detektor
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izvor elektriénog  napona
0 do 30 kV

Slika 5. Shematski prikaz kapilarne elektroforeze. [6]

4. PRIMJENA ELEKTROFOREZE U AGAROZNOM GELU

Kako nukleinske kiseline u neutralnim 1 slabo luZnatim otopinama imaju priblizno jednak
elektri¢ni naboj, one se u slobodnoj otopini ne mogu razdvojiti elektroforetski. 1z istog se
razloga za njihovo razdvajanje koriste molekulska sita gdje se medusobno nukleinske kiseline
razdjeljuju na temelju veliCine i oblika molekula. KoriStena molekulska sita su agarozni gel za
razdvajanje nukleinskih kiselina velikih molekulskih masa i poliakrilamidni gel za
razdvajanje malih molekula uzoraka. Agarozni gel u elektroforetskim metodama se najéesce

vvvvv

baza. [7]
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4.1. OPIS METODE

Metoda se provodi tako da se pripremi otopina agaroze koja se nanosi u elektroforetsku
kadicu te se okomito umetne <<cesalj>> za jazice, nakon toga se otopina agaroze odredeno
vrijeme polimerizira. U pripremljenu otopinu agaroze dodaje se boja za detekciju. Danas se
detekcija radi primjenom fluorescentnih interkalatorskih boja kao §to je npr. SYBR GREEN
koji je zamijenio Etidijum-bromid koji ima dokazana mutagena i kancerogena svojstva. U
otopinu agaroze, kao i u ispitivani uzorak, dodaje se otopina pomocu koje se kasnije moze
detektirati uzorak, a to su najc¢eS¢e fluorescentna bojila (SYBER zeleno ili Etidium bromid).
DNA vrpce tako je moguce vidjeti pod UV svjetlom te je moguce detektirati dobivene
rezultate. Vazno je polimerizirati gel na ravnoj podlozi kako bi dobili ravnomjerno rasporeden
agarozni gel po kojemu ¢e putovati uzorci. Tijekom elektroforeze agarozni gel je uronjen
direktno u pufersku otopinu nakon ¢ega se nanosi uzorak u jazice I pusta struja odredene

jakost pri ¢emu zapocinje Kretanje uzorka kroz agarozni gel.

Smjesa

DNA Izvor struje

molekula 3 r l‘ @ Katoda Anoda &
ligitth N ~

razliciti ~ v

- v
veli¢ina ~_

J\" \Gel

1

Izvor struje

Duze ° ©
molekule F L s s A s - 4
X/ S AT v
2 .
Krace
molekule

Slika 6. Prikaz elektroforeze u agaroznom gelu. [8]
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Kako je prije bilo spomenuto, na povoljne rezultate elektroforeze utjeée i svojstvo agaroznog
gela, odnosno debljina i njegova koncentracija. Za detekciju nukleinskih kiselina primjenjuje
se agarozni gel debljine sloja od 1 do 10 mm i vazno je odrediti i veli¢inu primjenjenog
<<CeSlja>> za jazice kako jazice ne bi bile preduboke ili preplitke. U suprotnom, uzorak DNA
1 RNA bi ulegao u jazice te bi prolazak kroz agarozni gel bio otezan ili bi uzorak izasao iz
jazica. Ako je koncentracija agaroznog gela velika, putovanje uzorka ¢e biti otezano.
Elektroforeza je moguca zbog elektricnog otpora gela tijekom provodenja elektricnog napona
prije ¢emu se uspostavlja gradient jakosti elektricnog polja koji je ovisan o debljini sloja gela.
Upravo zbog uspostavljenog gradijenta jakosti elektricnog polja, fragmenti DNA i RNA
mogu prolaziti kroz gel prema pozitivnoj elektrodi (katodi), zbog negativhog naboja
molekula. Vec¢i fragmenti putovati ¢e sporije, a manji brze kroz gel pri elektroforezi. Jakost
struje odredena je za svaku metodu elektroforeze i ovisi o ispitivanom uzorku. Predugo
provodenje elektroforeze pri visokoj jakosti struje moze uzrokovati nemoguénost detekcije
uzorka koji ¢e otputovati predaleko u agaroznom gelu, a mogucée je da uzorak dode do samog
ruba agaroznog gela. U suprotnom, pri niskoj jakosti struje i prekratkom vremenskom
razdoblju provodenja elektroforeze, uzorak se nedovoljno razdvaja od smjese pri ¢emu neée

biti moguce detektirati uzorak.

Analiza uzorka zapoc¢inje odmah nakon provedbe elektroforeze. Agarozni se gel osvjetljava
UV lampom, a za trajni zapis rezultata, osvijetljeni se gel fotografira te se rezultati pohranjuju
u obliku trajnog zapisa tiff i jpg formata. Kako bi mogli analizirati dobivene rezultate
elektroforeze u agaroznom gelu, koriste se DNA standardi koji se naj¢es¢e nanose u prvu i
zadnju jazicu u gelu. DNA standardi su specifi¢ni, to¢no odredene velicine DNA segmenti
koji se koriste za odredivanje velic¢ine dobivenih nepoznatih i poznatih uzoraka (DNA, RNA
ili PCR produkti). [9]
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5. EKSPERIMENTALNI RAD

5.1. MATERIJALI

5.1.1. Pribor i kemikalije

U radu su koristene slijedece kemikalije:

SYBR Safe™ DNA gel stain (Eugene, Oregon, USA)
Agaroza (SIGMA, USA)

1x TBE pufer (89 mM Tris base; 89 mM borna kiselina; 2mM EDTA, pH 8,0)

DNA marker: MassRuler™ Low Range DNA Ladder
DNA nepoznati uzorak

RNA nepoznati uzorak

DNA izolat

RNA izolat

PCR

(Fermentas, USA)

DNA Gel Loading Dye (TermoFisher SCIENTIFIC, USA)

U radu je koristen slijedeci pribor:

Izvor struje: CONSORT 100V- 400mA

Vaga (KERN, Velika Britanija)

Uredaj za detekciju (BIO-RAD, Chemidoc
Documentation Cabinet )

Kadica za agarozni gel i pripadajuci ¢esalj za jaZice
Erlenmeyer-ova tikvica i petrijeva zdjelica

Automatska propipeta

XRS Chemiluminescent

Gel
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5.2. IZRADA AGAROZNOG GELA

Tokom cijelog postupka izvodenja elektroforeze potrebno je nositi zastitnu laboratorijsku
odjecu, odnosno kutu, naocale i rukavice. 10% agaroza priprema se tako da se 0,3 grama
agaroze otopi u 1x TBE puferu u Erlenmeyer-ovoj tikvici. Otopina se zatim zagrijava do
vrenja tako da se otvor tikvice poklopi Petrijevom zdjelicom kako otopina ne bi isparila.
Nakon zagrijavanja otopina se promijeSa i provjeri jesu li se otopili svi kristali agaroze, u
suprotnom ¢e oni ometati razvijanje molekula tokom elektroforeze. Ako se kristali nisu
otopili, potrebno je postupak zagrijavanja ponoviti sve dok se sav sadrzaj ne otopi u otopini
pufera. Sadrzaju se doda 3uL. SYBER Safe koji ¢e otopinu obojiti u blago narancastu boju te
se ohladi na priblizno 40°C i ulije u kadicu koja se prethodno na rubovima ravnomjerno
oblozi kako gel ne bi iscurio. Na kadicu sa gelom se lagano stavi ¢eSalj za jazice i agarozni

gel se tako ostaviti polimerizirati 30 min zasticen aluminijskom folijom od svijetla (Slika 7).

Slika 7. Izrada agaroznog gela u kadici sa ¢esljom
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5.3. NANOSENJE UZORKA

Nakon S§to se agarozni gel polimerizirao, ¢eSalj se oprezno izvadi kako se jazice ne bi
deformirale te se ukloni zastita kojom smo oblozili kadicu. Agarozni gel u kadici stavi se u
uredaj za elektroforezu gdje se do oznake ulije 1x TBE pufer tako da natopi gel. Zatim se
dobiveni uzorci DNA 1 RNA pomijeSaju sa DNA Loading Dye otopinom kako bi uzorak
obojio u plavo i kasnije mogao identificirati preko UV lampe. DNA marker MassRuler nanosi
se u prvu i zadnju jazicu u volumenu od Sul. pomoci automatske propipete vrlo oprezno kako
ne bi probusili agarozni gel te da uzorak nanesemo to¢no u utor jazice. Zatim se jazice redom

popunjavanju izolatom, uzorkom te PCR produktima (Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz koriStenih uzoraka te pripadnih volumena za svaku od jaZica u

agaroznom gelu

5

Redni broj jazice

| Rednd broj faice |

DNA marker

DNA izolat 6
DNA izolat 6
ﬁ RNA analizirani uzorak 6
DNA analizirani uzorak 6
“ DNA marker 5
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5.4. ELEKTROFOREZA

Kada smo nanijeli sve uzorke, uredaj za elektroforezu se zatvori i spoji na protok struje
CONSTOR pri 130 V u vremenskom periodu od 30 min. Uredaj se povezuje na protok struje
tako da su jazice sa uzorcima na strani anode, kako bi se negativno nabijene molekule kretale
po agaroznom gelu prema katodi. Ako se u puferskoj otopini razvijaju mjehuric¢i na anodi i
katodi, tada je elektroforeza uspjesno zapocela. Pozeljno je cijelu aparaturu za elektroforezu

pokriti aluminijskom folijom s obzirom da je SYBER Safe osjetljiv na svjetlost.

Slika 8. Provodenje elektroforeze pri jakosti struje od 130 V u vremenskom razdoblju
od 30 min
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Po isteku vremena elektroforeze potrebno je izvor struje prekinuti i isklju¢iti CONSTOR
uredaj te ga odspojiti od posude u kojoj se nalaze uzorci. Kadica se izvadi, lagano prebrise od
puferske otopine, oprezno oblozi aluminijskom folijom i prenese do uredaja. Agarozni se gel

oprezno izvadi iz kadice i prebaci u uredaj za detekciju.

‘

Slika 9. Kemoluminiscencijski uredaj za vizualizaciju rezultata
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5.5. OBRADA DOBIVENIH REZULTATA

Slika 10a i 10b. Rezulti elektroforeze u agaroznom gelu. a) regularni (CB) i b) invertni
prikaz rezultata (BC).

Fotografiranjem dobivenih rezultata elektroforezom na agaroznom gelu dobije se fotografija
na kojoj su vidljive jazice u koje su nanaseni uzorci. Uzorak koji se gibao duz agaroznog gela
tokom elektroforeze nalazi se ispod odredene jazice u kojoj je isti uzorak bio dodan i vidljiv je
u obliku bijelih crta na slici broj 10a i crnih crta na slici broj 10b. DNA marker se
elektroforezom rasporeduje duz agaroznog gela u obliku isprekidanih crta. Svaka crta markera
oznaCava to¢no odredenu kvantifikaciju 1 velicinu DNA fragmenta te se usporedbom sa
zadanim ispitivanim fragmentom DNA moze odrediti veli¢ina uzoraka. Na slici 11. prikazane
su vrijednosti koristenog DNA markera pomocu kojih se klasificira odredeni uzorak
fragmenata RNA i DNA koji se zeli ispitati i analizirati. DNA izolat sastoji se od samo jedne
vrste fragmenata DNA stoga elektroforezom daje samo jednu jasnu crtu pod UV svjetlom,
dok je PCR nesto slabije vidljiv.
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MassRuler™ Low Range DNA Ladder,
ready-to-use

bp  ng/20pl ng/15p1 ng/10pl ng/Spl

—1031 200 150 100 50
— 900 180 135 90 45
— 800 160 120 80 40
— 700 140 105 70 35
— 600 120 90 60 30
— 500 200 150 100 50

— 400 80 60 40 20
— 300 60 45 30 15
— 200 40 30 20 10
3
;E’J — 100 20 15 10 5
= —8 6 12 8 4

10 plilane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/cm,1.5h

Slika 11. Primjenjeni DNA marker. Veli¢ina 1KB. [12]

6. RASPRAVA

Ovim eksperimentalnim postupkom elektroforeze u agaroznom gelu bio je cilj opisati
provodenje postupka metode za analizu nukleinskih kiselina, ne i za samu njihovu analizu. Iz
dobivenih rezultata moze se vidjeti kako se DNA marker u jazici broj 1. pravilno rasporedio
duz agaroznog gela te su vidljivi svi rasporedeni fragmenti kako je odredeno prema
specifikacijama proizvodaca (Slika 11). U jazici pod rednim brojem 2. i 3. nalazi se DNA
izolat koji je najjasnije vidljiv u dobivenim rezultatima. Ispitivani uzorak DNA fragmenata
vidljiv je jace od koriStenog uzorka RNA, ali oba uzorka sadrze tri fragmenta razli¢itih masa
Sto je vidljivo preko tri jasne razvijene crtice duz agaroznog gela. PCR produkti u jazici 6.1 7.
manje su vidljivi od ostalih nanesenih uzoraka u jazice dok je DNA marker u jazici broj 8. u
potpunosti i§¢eznuo, a pretpostavlja se da je uzrok tomu neprecizno nanosenje pri ¢emu je
doslo do potpunog istjecanja markera iz jazice. Svaki se uzorak usporedno rasporedio duz
gela Sto znaci da je elektroforeza provedena pri optimalnoj jakosti struje i agaroza se u TBE

puferu u potpunosti otopila.
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7. ZAKLJUCAK

Ovim zavr$nim radom ispitivala se gel elektroforeza kao metoda za analizu nukleinskih
kiselina. Krajnji rezultati su bili zadovoljavaju¢i s obzirom da nisu namijenjeni za daljnje
analize. Moze se re¢i kako su elektroforetske tehnike vrlo efikasne, brze, jednostavne i to¢ne
metode za biokemijske analize DNA i RNA. Sama provedena elektroforeze u agaroznom gelu
vremenski je trajala oko 90 minuta, §to je prihvatljivo s obzirom na druge analiticke tehnike
koje mogu trajati po nekoliko dana. Metoda je vrlo pouzdana i to¢na Sto je vrlo vazno za
dobivanje pouzdanih rezultata. Takoder, metoda je jeftina jer ne zahtjeva skupe aparate za
provodenje elektroforeze. Jedini nedostatak elektroforeze u agaroznom gelu je §to zahtjeva
preciznost i to¢nost analitiCara koji izvodi analizu. Strogo se mora obratiti paznja tijekom
nanoSenja uzorka u uske, prozirne jazice kako ne bi doSlo do probadanja jazica ili kako
uzorak ne bi izaSao u pufersku otopinu. Vazno je koristi referentni uzorak poznatih vrijednosti
kako bi se na temelju tih rezultata mogle usporediti vrijednosti analiziranog uzorka.
Elektroforetske tehnike imaju Siroku primjenu u analitiCkoj kemiji, a posebno u podrucuju

biokemije za analizu proteina i nukleinskih kiselina.
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