3. Elektroforéza proteinů


Úvod

Termín „elektroforéza“ pochází z řečtiny a obecně znamená transport pomocí elektřiny. Jako elektroforézu proteinů zde označujeme soubor metod separace makromolekul enzymatických a neenzymatických bílkovin s rozdílným elektrickým nábojem v elektrickém poli. Bereme-li v úvahu celkové náklady, patří proteinová elektroforéza v zoologickém výzkumu k nejefektivnějším metodám. 

Přestože je základní princip elektroforézy znám již od konce 19. století, za otce této metody je považován švédský elektrochemik Arne Thiselius, který roku 1937 vyvinul tzv. metodu pohyblivého rozhraní. Šlo o elektroforézu v kapalném médiu a k detekci jednotlivých proteinů byla využívána různá absorpce světla. Kromě nízké schopnosti separace (překrývající se proteinové zóny) byla nevýhodou i nutnost zpracovávat velká množství vzorků (až 106 krát více než dnes – pro představu, celá přístrojová sestava byla asi 5 metrů dlouhá). Pokrok znamenalo zavedení zónové elektroforézy koncem 40. let 20. století, zpočátku na papírovém nosiči (1949, Linus Pauling). Na rozdíl od předchozí metody, která poskytovala výsledky ve formě překrývajících se proteinů podle následujícího schématu:

[A + B + C] ( [A + B + C] … B + C] … C],

zónová elektroforéza poskytovala diskrétní zóny:

[A + B + C] ( [A] + [B] + [C].

Papírové médium navíc vyžadovalo stokrát menší množství vzorků než kapalinová elektroforéza. Díky této metodě se podařilo například separovat abnormální hemoglobin srpkovité anémie.

Skutečný pokrok v geneticky orientovaných zoologických výzkumech však znamenalo použití škrobového gelu jako nosného média (Smithies 1955), zavedení histochemického barvení enzymů, využívajícího jejich katalytických vlastností (Hunter a Markert 1957) a pionýrské studie genetické proměnlivosti u člověka (Harris 1966) a Drosophila pseudoobscura (Hubby a Lewontin 1966, Lewontin a Hubby 1966). Tyto milníky způsobily revoluci v chápání mikro- i makroevolučních procesů, především však přinesly zásadní poznatky o rozsahu a rozložení genetické proměnlivosti v přírodních populacích. 

Byla to právě elektroforéza proteinů, která pomohla rozřešit dlouholetý spor mezi zastánci tzv. klasického modelu genetické proměnlivosti (reprezentovaných např. genetikem Hermannem Mullerem) a proponenty tzv. rovnovážného modelu (jeho autorem a největším zastáncem byl evoluční biolog Theodosius Dobzhansky). Zatímco klasický model vycházel z představy, že přírodní populace jsou geneticky víceméně uniformní a občasné mutace jsou rychle eliminovány nebo fixovány přírodním výběrem, podle rovnovážného modelu je rozsah genetické proměnlivosti v populacích enormní a každý jedinec je vlastně geneticky unikátní. Podle Dobzhanského je většina lokusů polymorfních a nelze (nebo nemá smysl) určit, která alela je „divoká“ (+) a která je mutantní. Polymorfismus je stabilně udržován selekcí, popř. rovnováhou mezi selekcí na jedné straně a mutací či migrací na straně druhé.

Elektroforetickým studiem celé řady organismů bylo zjištěno, že rozsah genetické proměnlivosti enzymatických lokusů v přírodních populacích je skutečně značný: přibližně 20-50% zkoumaných lokusů je polymorfních a průměrný jedinec je heterozygotní zhruba na 5% lokusů (savci), u bezobratlých a rostlin na 15-17% enzymových lokusů. V současné době nachází proteinová elektroforéza široké využití od řešení čistě biochemických otázek (účinnost enzymů), přes populačně-genetické studie (vnitropopulační a mezipopulační genetická proměnlivost, tok genů, hybridizace) po systematickou biologii a rekonstrukci fylogeneze.

Elektroforéza enzymů i neenzymatických proteinů poskytuje v zásadě dva základní typy dat – data získaná analýzou izozymů a data alozymová. Jako izozymy (izoenzymy) se označují všechny funkčně podobné formy daného enzymu včetně všech polymerů složených z podjednotek, kódovaných buď různými lokusy, nebo různými alelami téhož lokusu; alozymy tvoří tu část izozymů, které jsou variantami polypeptidů představujících různé alelické varianty jednoho lokusu1. 

Obecné principy metody

Proteiny se skládají z aminokyselin, spojených kovalentními, tzv. peptidickými vazbami. 

Pořadí a povaha těchto aminokyselin určuje primární strukturu daného polypeptidu. Toto pořadí zcela závisí na informaci, obsažené v DNA genu, který tento peptid kóduje. Každá z 20 základních aminokyselin se od ostatních liší charakteristickým postranním řetězcem o různé velikosti, tvaru a popřípadě i svým elektrickým nábojem. Mezi kladně nabité aminokyseliny patří lyzin, arginin a histidin, záporně nabité jsou kyselina asparagová a kyselina glutamová. Elektricky nabité postranní řetězce jsou zodpovědné za pohyb proteinové makromolekuly nosným médiem při elektroforéze. Celkový náboj proteinu se ovšem mění s pH: karboxylové skupiny (COO-) se při nízkých hodnotách pH stávají negativními, kdežto aminoskupiny (NH3+) jsou při vysokém pH pozitivní. Bod, ve kterém se kladné a záporné náboje vyrovnají, se nazývá izoelektrický bod. V tomto bodě se proteiny v elektrickém poli nemohou pohybovat.

Jakmile je polypeptidový řetězec syntetizován, vytváří díky tvorbě slabých nekovalentních interakcí nejdříve sekundární strukturu ((-helix, (-struktura „skládaného listu“, ((-barel) a posléze strukturu terciární. Sekundární a terciární struktura je udržována vodíkovými nebo disulfidovými můstky mezi aminokyselinovými postranními skupinami. Během tohoto procesu mají hydrofobní skupiny tendenci orientovat se dovnitř, zatímco hydrofilní skupiny vně makromolekuly. V důsledku toho některé ionizované skupiny nepřispívají k náboji proteinu. Je to zřejmě způsobeno jejich ukrytím uvnitř molekuly, nebo proto, že jsou zapojeny do tvorby její terciární struktury. Molekuly se stejnou primární strukturou se proto mohou lišit strukturou terciární. Jakákoli modifikace terciární struktury proteinu může způsobit změnu náboje díky změněnému podílu ionizovatelných postranních řetězců. Terciární struktura navíc určuje celkovou velikost a tvar makromolekuly, které u některých typů nosného média mohou rovněž ovlivňovat pohyb proteinů při elektroforéze. Podle terciární struktury rozlišujeme dva strukturní typy proteinů. Nejrozšířenější jsou proteiny globulární, u kterých se (-šroubovice a (-struktury střídají s ostatními segmenty tak, že vzniká kompaktní kulovitá molekula. Druhým typem jsou proteiny fibrilární, u kterých převažují uspořádané segmenty typu (-šroubovice a (-struktury a jsou proto vláknitého charakteru. Fibrilární proteiny jsou ve vodě nerozpustné a proto je bez použití detergenčních činidel nelze podrobit elektroforéze.

Některé proteiny jsou multimerní, tj. jsou složeny ze dvou a více polypeptidů a vytvářejí tak kvartérní strukturu. Jednotlivé peptidové podjednotky jsou navzájem vázány vodíkovými a disulfidovými můstky, van der Waalsovými silami, iontovými vazbami nebo hydrofobními interakcemi. Jednotlivé polypeptidové podjednotky mohou být buď stejné (homopolymerní proteiny, homomery), nebo odlišné (heteropolymerní proteiny, heteromery). Všechny syntetizované polypeptidové řetězce ovšem nemusí být nutně spojeny. Může existovat rovnováha mezi podílem asociovaných a neasociovaných polypeptidů v závislosti buď na množství přítomných molekul, nebo na fyziologických či genetických faktorech. Například malátdehydrogenáza, která je normálně tetramerní, vykazuje určitou katalytickou aktivitu také v dimerní a dokonce i v monomerní formě. Elektroforetická mobilita bude pochopitelně u molekul s odlišným počtem podjednotek rozdílná. Modifikace sekundární a terciární struktury proteinu se označují jako konformační změny.

Jestliže je velikost pórů média (gelu) dostatečně malá, aby mohly ovlivňovat pohyb makromolekul, je rychlost migrace proteinů u určována jejich celkovým nábojem (Q) a velikostí (určenou jako poloměr globulární molekuly, r), silou elektrického pole (d) a viskozitou nosného média (n):
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Přestože uvedený vztah je nutně poněkud idealizovaný, je zřejmé, že s rostoucí velikostí elektrického náboje proteinu a silou elektrického pole (elektrickým napětím) a naopak s klesající velikostí molekuly je její pohyb v médiu o dané viskozitě rychlejší.

Pufry

Jak bylo uvedeno výše, velikost celkového náboje proteinu je určována pH prostředí, ve kterém se nachází. Toto prostředí představují speciální iontové pufry, které mají několik funkcí: 

1. Primární funkcí pufru je tlumení změn pH, ke kterým dochází během elektroforézy v důsledku tvorby kyselin u anody a zásad u katody, přičemž rozsah těchto změn je úměrný délce trvání elektroforézy, použitého napětí a elektrického proudu, protékajícího gelem.

2. Pufry zajišťují iontové spojení mezi zdrojem elektrického napětí (elektrodami) a médiem (gelem).

3. Redukují interakce elektricky nabitých skupin proteinu s nabitými skupinami obsaženými v gelu.

4. Dle potřeby modifikují celkový náboj proteinu.

5. Pufry většinou obsahují látky stabilizující enzymy (např. EDTA).

6. Konečně pufry mohou poskytovat katalyzátory enzymatických reakcí (např. Mg2+).

Pro elektroforézu jsou voleny pufry s vysokou iontovou silou a pokud možno o takovém pH, které je co nejvíce rozdílné od izoelektrického bodu (pI) zkoumaného proteinu, většinou v rozmezí pH 3-10. Nejčastěji se používají pufry o pH 6,0-9,5, které jsou směsí kationtového pufru, jako například Tris (hydroxymetyl)-aminometan (Tris), a aniontového pufru, jako je kyselina citronová (Tris-citrátový pufr). Při pH 8-9 má většina proteinů negativní náboj a migruje proto k anodě.

Základní předpoklady

Základním předpokladem použití elektroforetických dat je, že změna v mobilitě (pohyblivosti) proteinu je podmíněna změnami v sekvenci DNA, tj. že rozdíly v poloze vizualizovaných proteinových makromolekul (proužků) na gelu mají genetickou podstatu a jsou dědičné. Dalším předpokladem je kodominantní charakter exprese proteinu, tzn. že u heterozygota jsou fenotypově vyjádřeny obě alely. Je nutno mít také na zřeteli, že různé tkáně mohou obsahovat odlišné izozymy (např. játra a ledviny většinou obsahují jiné enzymy než mozek či testes), nebo se mohou izozymy lišit zastoupením či aktivitou jednotlivých podjednotek (např. laktátdehydrogenáza v srdečním svalu a játrech). U živočichů i rostlin jsou některé enzymy omezeny na cytosol, jiné jsou soustředěny v mitochondriích, nebo chloroplastech. U nejčastěji používaných enzymů je jejich genetická kontrola většinou dostatečně známa, takže lze bezpečně určit homozygotní i heterozygotní jedince a učinit závěry o rozsahu genetického polymorfismu, rozmnožovacím systému a populační struktuře zkoumaných organismů. V některých případech jsou ovšem nezbytné chovné experimenty, frakcionace buněk apod.

Klíčovým předpokladem pro využití elektroforetických dat při studiu populační struktury zkoumaných organismů je neutralita (nebo alespoň efektivní neutralita) alternativních alel na daném lokusu, tzn. že odlišné produkty těchto alel jsou z hlediska přírodního výběru rovnocenné (nebo jsou rozdíly mezi nimi tak nepatrné, že je lze zanedbat). Přestože neutrálnost proteinového polymorfismu zůstává ve většině případů pouze netestovanou hypotézou, nebo jsou výsledky testů sporné, při absenci důkazů působení selekce je neutralita obecně uznávaným výchozím předpokladem.

Přehled základních metod

Metody elektroforézy proteinů lze rozdělit podle několika kritérií, například podle charakteru použitého nosného média, nebo podle orientace a tvaru tohoto média. Rozlišujeme například elektroforézu horizontální, vertikální a kapilárovou. Posledně jmenovaná má v populačně-genetických nebo systematicky orientovaných zoologických výzkumech omezené využití. Vzhledem k tomu, že je u ní zapotřebí jen minimální množství vzorku a její separační účinnost mnohonásobně převyšuje možnosti kapalinové chromatografie, nalezla tato metoda uplatnění především v analyticko-chemických výzkumech. V poslední době se s touto metodou můžeme stále častěji setkat v souvislosti s kapilárovými sekvenátory (viz kap. 4), které výrazně přispěly k odhalení sekvence lidského genomu.

Podle charakteru nosného média rozlišujeme čtyři základní typy elektroforézy, elektroforézu na škrobovém, polyakrylamidovém, acetylcelulózovém a agarózovém gelu. Srovnání vlastností těchto metod je uvedeno v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 Srovnání některých vlastností čtyř základních metod elektroforézy proteinů. Poznámky: a zkratky pro jednotlivé metody a typy gelu: SGE = škrob, PAGE = polyakrylamid, CAGE = celulózoacetát, AGE = agaróza; b relativní výhoda (upraveno podle Hillis et al. 1996).

	Vlastnost
	SGEa
	PAGE
	CAGE
	AGE

	odděluje podle náboje
	ano
	ano
	ano
	ano

	odděluje podle velikosti
	ano
	ano
	ne
	ne

	počet řezů z jednoho gelu
	až >6b
	většinou 1
	1
	1

	Toxický
	neb
	ano
	neb
	neb

	délka elektroforetické migrace
	3-24h
	0,5-6h
	0,3-3hb
	0,5-4h

	minimální množství vzorku 
	2(l
	2(l
	0,5(lb
	1(l

	maximální možné množství jednoho vzorku na gelu
	>50(lb
	>50(lb
	5(l
	>50(lb

	nezbytné množství barvicího

roztoku
	5-50ml
	10-50ml
	1-3mlb
	10-50ml

	Elektroendosmóza
	ano
	neb
	ano
	ano

	použité napětí (V/cm)
	1-10
	5-10
	<3b
	20

	nutné chlazení
	ano
	někdy
	neb
	ano

	snadná manipulace s gely
	obvykleb
	většinou ne
	anob
	anob

	současná separace kationtových i aniontových proteinů
	anob
	ne
	anob
	anob


Elektroforéza na škrobovém gelu (SGE = Starch Gel Electrophoresis)

Tato metoda separuje proteiny na základě jejich celkového náboje i velikosti. Gely se připravují tak, že se uvařená směs hydrolyzovaného škrobu a pufru nalije do připravené formy a nechá ztuhnout. Hydrolyzovaný škrob je buď komerčně dostupný, nebo si ho lze připravit v laboratoři. Kupovaný škrob je však většinou poměrně drahý. Nejznámějším dodavatelem je Connaught Medical Laboratories (Toronto, Ontario), lze však sehnat i levnější, i když méně kvalitní, např. od firmy Electrostarch Co. (Madison, Wisconsin). Příznivým poměrem kvality škrobu a jeho ceny se vyznačuje firma Starch Art Corp. (Smithville, Texas). Postup hydrolýzy je popsán v rámečku 3.1. Koncentrace škrobu (většinou 11-13%) má vliv na velikost pórů v gelu. Gelový pufr je obvykle asi desetkrát zředěnější než elektrodový. Jestliže zkoušíme nový pufrový systém, je zpravidla optimální začít s koncentrací 10 mM pro gelový a 100 mM pro elektrodový pufr. Pokud je elektrický proud příliš silný, je nutno gelový pufr dále zředit; naopak dochází-li ke změnám pH v oblasti elektrod, je třeba použít koncentrovanější elektrodový pufr.

Škrobová elektroforéza může být buď vertikální, nebo horizontální. U vertikální elektroforézy je škrob naléván v horizontální poloze do oboustranné formy (obr. 3.1), do které je vsazen speciální hřeben. Ten se po ztuhnutí gelu odstraní a vytvoří tak jamky, do kterých se pipetou nanáší vzorky. Při horizontální elektroforéze (obr. 3.2) se škrob pouze nalije do připravené formy (obr. 3.3) a nechá ztuhnout. Vzorky jsou nanášeny v podobě nastříhaných kousků silného filtračního papíru, nasáklých tkáňovým homogenátem, do jamek vytvořením po ztuhnutí buď speciálním hřebenem, nebo skalpelem (obr. 3.3). 

V porovnání s horizontální elektroforézou vyžaduje vertikální metoda zpravidla více škrobu a větší množství homogenizované tkáně a na gel lze nanést menší počet vzorků. Nevýhodou horizontální elektroforézy je tzv. elektrodekantace, jev, při kterém se s postupujícím časem proteiny o vysoké molekulové hmotnosti postupně „propadají“ na spodní stranu gelu, což může způsobit jejich slabou či nedostatečnou koncentraci v horních vrstvách. Horizontální elektroforéza je v současnosti mnohem rozšířenější než vertikální.

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE = Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Stejně jako předchozí technika, i PAGE využívá k separaci jednotlivých molekul jak jejich náboj, tak velikost. Polyakrylamidové gely vznikají katalytickou polymerizací dvou monomerů, akrylamidu a N, N’-metylen bisakrylamidu (bis). Gel je tvořen dlouhými vlákny polymerizovaného akrylamidu, navzájem spojenými vlákny bisakrylamidu. Koncentrace obou složek určuje velikost pórů ve výsledném gelu – čím je akrylamid koncentrovanější, tím jsou póry menší. Závislost velikosti pórů na koncentraci bisakrylamidu je složitější: póry jsou nejmenší při koncentraci bis 5%, směrem k nižším i vyšším koncentracím se jejich velikost zvyšuje. „Prosívacího“ efektu polyakrylamidových gelů je hojně využíváno nejen při proteinové elektroforéze, ale především při elektroforéze fragmentů nukleových kyselin o různé molekulové hmotnosti. Příprava gelu je popsána v rámečku 3.3.

Elektroforéza na acetylcelulózovém (celulózo-acetátovém) gelu (CAGE = Cellulose Acetate Gel Electrophoresis)

Vzhledem k velkým pórům v gelu, CAGE separuje pouze na základě celkového náboje proteinových molekul. V tomto případě se používají předem připravené, komerčně dostupné gelové pásky („Cellogel“), které je ovšem nutno před elektroforézou namočit do příslušného pufru. Výhodou této metody je vysoká reprodukovatelnost experimentů, minimální požadované množství tkáně a krátká doba vlastní elektroforézy (tabulka 3.1). Nákup prefabrikovaných gelů naopak zvyšuje finanční náklady. Dalším problémem jsou velké rozměry pórů, které způsobují elektroendosmózu, jev, při kterém nabité skupiny v gelu zvyšují mobilitu kationtových enzymů, zatímco zpomalují nebo dokonce revertují pohyb aniontových enzymů. Přestože k elektroendosmóze dochází i ve škrobových a agarózových gelech, u CAGE je tento jev mnohem silnější.

Elektroforéza na agarózovém gelu (AGE = Agarose Gel Electrophoresis)

Stejně jako předchozí metoda i AGE separuje částice pouze na základě jejich elektrického náboje. Agarové a agarózové gely se připravují stejně jako gely škrobové: zahřátá směs agarózy a pufru se nalije do formy a nechá ztuhnout. Koncentrace agarózy je většinou 1-2%, ovšem v případě elektroforézy nukleových kyselin se někdy používá koncentrace až 2-3( vyšší. Do formy je zanořen hřeben, který se po ztuhnutí gelu opatrně odstraní a vytvoří tak jamky, do kterých se pipetují vzorky. Agarové gely obsahují vysokou koncentraci kyselých karboxylových a sulfátových skupin, které způsobují silnou elektroendosmózu a adsorpci proteinů. Tomu lze zabránit použitím vysoce purifikované agarózy. Kromě způsobu nanášení vzorků je postup AGE i použité vybavení stejné jako u elektroforézy na škrobovém gelu (lze ovšem použít i nanášení vzorků pomocí kousků filtračního papíru stejně jako u SGE). 

Typ použitého média je však jen jedním z možných kritérií, podle kterých lze rozlišovat základní elektroforetické metody. Podle toho, kterým směrem proteiny migrují, zda migrují jedním nebo více typy média a zda byla při elektroforéze, nebo po ní použita denaturační činidla či specifické protilátky, metody proteinové elektroforézy rozdělujeme na následující typy:

1. kontinuální elektroforéza

2. diskontinuální (multifázická) elektroforéza a izotachoforéza

3. izoelektrická fokusace

4. elektroforéza s použitím SDS nebo močoviny

5. dvourozměrná (2-D) elektroforéza

6. imunoelektroforéza

Kontinuální elektroforéza

Jde o nejběžnější typ elektroforézy, kdy vlastní separace probíhá v jednom médiu a většinou v jediném typu pufru. Kontinuální elektroforéza může probíhat na kterémkoli typu gelu, je však typická především pro agarózové, acetylcelulózové a škrobové gely. Polyakrylamidové gely jsou v tomto případě používány většinou k separaci nukleových kyselin, nebo k elektroforéze ve velikostním gradientu gelových pórů. Při posledně jmenovaném typu kontinuální elektroforézy je vytvořen gel s póry postupně se zmenšujícími směrem k jednomu konci. Na konec s většími póry jsou naneseny vzorky, které migrují až do místa, kde jejich velikost převýší průměr pórů.

Diskontinuální (multifázická) elektroforéza

Abychom dosáhli maximálního rozlišení, musí být při kontinuální elektroforéze vzorky proteinových extraktů naneseny v co možná nejužší zóně (kromě elektroforézy ve velikostním gradientu). Tento problém je nejvýraznější u polyakrylamidové elektroforézy, kde jsou vzorky nanášeny do jamek orientovaných ve stejném směru jako gel (u SGE, AGE i CAGE se vzorky nanášejí kolmo na gel). V počátcích elektroforetických studií došlo k významnému pokroku v rozlišení tím, že byl použit jeden typ pufru pro přípravu gelu a jiný pro připojení k elektrodám. Tato elektroforéza v diskontinuálním pufru je však ve smyslu našeho členění kontinuální. Multifázická elektroforéza je založena na použití dvou typů gelu, kdy vzorky nejprve volně procházejí gelem s většími póry a poté se na rozhraní s gelem o malé velikosti pórů koncentrují do úzké zóny. První gel se proto nazývá koncentrující (stacking gel), druhý rozdělující (separating gel), protože v něm probíhá vlastní separace proteinových molekul podle jejich náboje a velikosti.

Během koncentrování (hromadění) proteinů na rozhraní obou gelů dochází také k jejich „sendvičování“ mezi iontem s největší mobilitou (tzv. vedoucí iont) a iontem nejpomalejším (koncový iont). Tato hromadící fáze se nazývá izotachoforéza. Během ní se stále více zostřuje separace jednotlivých iontů a proto ji lze použít jako samostatnou metodu.

Izoelektrická fokusace (IEF)

Izoelektrická fokusace je metoda, využívající polyakrylamidové gely s velkými póry, které obsahují směs syntetických alifatických polyamino-polykarboxylových skupin, které se označují jako nosné amfolyty. Ty jsou voleny tak, aby pokrývaly široký rozsah izoelektrických bodů. Jakmile gel připojíme ke zdroji elektrického napětí, amfolyty utvoří stabilní lineární gradient pH, s nejnižší hodnotou pH při anodě a nejvyšší při katodě. Stabilita amfolytů v gelu je zajišťována silnou kyselinou (anoda) a silnou zásadou (katoda).

Po nanesení na gel se budou proteiny pohybovat pH gradientem až do míst, kde se pH gelu vyrovná s jejich izoelektrickým bodem (pI). V tomto bodě je protein elektricky neutrální – jakmile by se z této polohy vychýlil na jakoukoli stanu, získal by kladný, nebo záporný náboj a vrátil by se zpět. Výsledkem jsou velmi úzké zóny na gelu (odtud název, doslova „zaostřování“). Proto je rozlišovací schopnost této metody vysoká a lze jí oddělit i proteiny, lišící se o 0,01 jednotky svých pI.

Elektroforéza s SDS a močovinou

Vlastností močoviny a aniontového rozpouštědla dodecylsulfátu sodného (sodium dodecyl sulphate, SDS) je jejich schopnost rozpouštět některé typy proteinů a také štěpit polymerní proteiny na polypeptidové složky. SDS se váže na jednotlivé proteinové molekuly a propůjčuje jim silný negativní náboj, čímž se rozdíly v celkovém náboji mezi nimi stírají a elektroforetická separace probíhá pouze na základě jejich molekulové hmotnosti. Naopak při použití močoviny jsou proteiny separovány podle svého náboje. Stejně jako IEF i v tomto případě se používají výhradně polyakrylamidové gely.

Dvousměrná (2-D) elektroforéza

V podstatě kteroukoli z uvedených metod lze zkombinovat tak, že elektroforetická separace nejprve probíhá v jednom směru a následně ve směru kolmém na původní. Nejčastěji se používá kombinace IEF v prvním kroku a SDS elektroforéza ve druhém. Výsledkem je separace o vysokém rozlišení, založená na dvou nezávislých parametrech, izoelektrickém bodu a molekulové hmotnosti.

Imunoelektroforéza

Tato metoda je kombinací klasické elektroforézy (na škrobovém, nebo polyakrylamidovém gelu) a imunodifúze, pro kterou je nejvhodnějším médiem agar. Jestliže se po ukončení elektroforézy v gelu vytvoří žlábek podél směru migrace a ten se naplní antisérem obsahujícím směs protilátek proti studovaným proteinům, tyto proteiny (antigeny) budou gelem difundovat směrem k protilátkám, se kterými vytvoří precipitát.

Imunoelektroforéza se používá především pro purifikaci chemických sloučenin určených k testování nebo k nahromadění většího množství protilátek. Setkáme se s ní především při práci s jedy, méně při analýze enzymů. Její využití v zoologii je omezené, svoje uplatnění však často nachází především v genetice hospodářských zvířat, kde máme k dispozici údaje o rodičích i jejich potomcích (např. pokud klasickou elektroforézou na škrobovém či polyakrylamidovém gelu nezaznamenáme žádnou aktivitu zkoumaného enzymu a máme podezření na přítomnost nulové alely).

Rozlišovací schopnost 

Jednotlivé typy elektroforézy nemají stejnou separační schopnost. Rozdíly mezi nimi mohou být velké, a to v závislosti na použitém médiu i na dalších faktorech. Předpokládá se, že krevní plazma obsahuje 200-300 různých proteinů. Na acetylcelulózovém gelu však můžeme detekovat pouze 5 proužků, na škrobovém gelu 15, na polyakrylamidu 19 a konečně izoelektrickou fokusací můžeme dosáhnout separace přesahující 30 proužků. Nejvyšší rozlišení má 2-D elektroforéza, kterou můžeme plazmu rozdělit přibližně na 300 detekovatelných fragmentů, představujících 75-100 polypeptidů.

Postup elektroforézy

Bez ohledu na to, jaký typ elektroforézy zvolíme, je základní postup totožný. Celá procedura sestává v zásadě ze šesti kroků:

1. odebrání a uchování tkáně

2. příprava vzorků

3. nanesení vzorků na gel

4. vlastní elektroforéza

5. vizualizace proteinů (barvení) na gelu

6. genetická interpretace gelů, statistické zpracování dat

Pokud nepoužíváme komerčně dostupné prefabrikované gely (např. Cellogel), je nutno k těmto krokům připočíst i přípravu gelů.

Odebrání a uchovávání tkání

Vzhledem k tomu, že většinou není možné organismy dlouhodobě uchovávat živé, je nutno zabránit denaturaci proteinů zmrazením buď celých jedinců, nebo vypreparovaných orgánů či tkání. Jako zdroj proteinů pro elektroforézu se nejčastěji používají játra, ledviny, svaly, krevní plazma, srdce a erytrocyty, méně často testes, mozek, slezina, sliny, fibroblastové tkáňové kultury. Nejlepším prostředkem ke zmrazení tkání je tekutý dusík (-196(C). Nevýhodou této metody je nutnost neustálého doplňování odpařeného dusíku a prostorová omezenost kontejnerů (dewarových nádob). Většinou jsou proto používány nízkoteplotní mrazicí boxy (dostatečná je teplota -70 až -80(C, některé boxy ovšem dokážou dlouhodobě udržovat teplotu až -120(C). V případě nutnosti se vzorky mohou krátkodobě uložit i v obyčejné mrazničce (-20(C) a to po několik měsíců až jeden rok. Pro transport vzorků lze využít i suchý led. Pokud není zmrazení tkání možné, mohou se některé enzymy uchovávat i v 2% roztoku 2-fenoxyetanolu (až tři týdny).

Pokud je to možné, vzorky tkání i celé jedince zmrazíme bezprostředně po usmrcení. Celá řada enzymů je však aktivní ještě několik hodin po smrti zvířete (v jedné práci věnované genetické proměnlivosti evropských a afrických ježků byly pro elektroforézu použity výhradně exempláře přejeté auty na silnici, mnohdy ležící na slunci řadu hodin – přesto bylo možno analyzovat 28 enzymatických lokusů). Odběr některých tkání ovšem nevyžaduje usmrcení zvířete (krev, ustřižení prstů nebo špičky ocasu). I když vzorky uchováváme v mrazicím boxu, je většinou doporučováno je nejdříve prudce zmrazit v tekutém dusíku („snap freezing“). Pro skladování v tekutém dusíku je nutno použít speciální mikrozkumavky (NUNC, NALGENE); obvyklé eppendorfky jsou pro tento účel nevhodné.

Příprava vzorků

Proteiny lze získat buď přímo v podobě sekretů (např. ze slin), nebo homogenizací a centrifugací příslušné tkáně nebo celého zvířete. (Rostlinné tkáně obsahují polyfenolové sloučeniny, které se během homogenizace vážou na proteiny a rozkládají je. Proto je nutno k extrakci používat speciální látky, které tomu zabraňují, např. polyvinylpyrrolidon.) Další možností je příprava vzorků z krve, která nezahrnuje homogenizaci, ale na rozdíl od slin většinou vyžaduje opakovanou centrifugaci.

Příprava vzorků ze slin drobného savce 

Ústní dutinu zvířete opakovaně vypláchneme 20(l fyziologického roztoku a vzorek umístíme do mikrozkumavky. Slinné amylázy patří mezi velmi stabilní enzymy a lze je dlouhodobě uchovávat i při -30(C.

Příprava vzorků z krve

Krev můžeme získat z anestetizovaného jedince několikerým způsobem; pokud nechceme nebo nemůžeme zvíře usmrtit, lze krev získat punkcí z ocasní žíly, nebo pomocí mikrokapiláry z očního sinu. Krev shromažďujeme do mikrozkumavky, obsahující kapku 1% roztoku heparinu ve fyziologickém roztoku. Rovněž použité injekční stříkačky a mikrokapiláry musí být předem heparinizovány. Ke vzorku krve přidáme ekvivalentní množství fyziologického roztoku a centrifugujeme 10 minut při 1000-1500g v chlazené centrifuze. Tímto postupem oddělíme plazmu (supernatant), kterou přeneseme do druhé mikrozkumavky a zmrazíme. K sedimentu, představujícímu především intaktní erytrocyty, přidáme fyziologický roztok (asi 3/4 objemu mikrozkumavky), resuspendujeme a znovu centrifugujeme při 1000-1500g. Odstraníme supernatant a proceduru opakujeme, dokud nejsou zbytky plazmy zcela odstraněny. Potom přidáme ekvivalentní množství deionizované vody, takže červené krvinky zlyzují. Resuspendujeme a centrifugujeme 25 minut při 20000g. Jestliže je množství krve velmi malé, uložíme sediment ještě před závěrečnou centrifugací přibližně na hodinu při -20(C. (Pozor! Jestliže jsme vzorky krve nejprve zmrazili, při jejich rozmrazení okamžitě dojde k hemolýze a plazmu pak nelze od červených krvinek oddělit.)

Příprava vzorků homogenizací tkání

Kousek tkáně umístíme do zkumavky s ekvivalentním, nebo až čtyřnásobným množstvím homogenizačního roztoku (údaje se v literatuře liší, záleží na aktivitě enzymu v homogenizované tkáni). K homogenizaci použijeme buď destilovanou či deionizovanou vodu, nebo jeden z mnoha speciálních homogenizačních roztoků (např. pufr Tris-EDTA o pH 6,8 s přidáním NADP). Výhodou homogenizačních roztoků je to, že stabilizují proteiny a hodí se proto k dlouhodobějšímu skladování homogenátů. 

Vzorky můžeme homogenizovat například jednoduchým rozmělněním zmrazené tkáně nůžkami, ručním nebo motorkem poháněným skleněným či teflonovým homogenizátorem, vysokorychlostním tkáňovým homogenizátorem (Ultra Turrax), nebo jednoduše rozdrcením nezmrazeného vzorku jakýmkoli předmětem (koncem vytahovače magnetických míchadel, kovovým či skleněným hrotem, koncem zkumavky) buď na ploché misce, nebo ve zkumavce. Homogenizace pomocí zařízení, která nezpůsobují destrukci buněčné membrány, může v některých případech vyžadovat rozdrcení buněk ultrazvukem, nebo uložení tkáně na 10 minut při -20(C. Přestože to není nezbytně nutné, je lépe homogenáty centrifugovat 15-30 minut při >10000 g v chlazené centrifuze. Jestliže je supernatant zakalený přítomností tukových kapének, smícháme vzorky s 0,5 ml CCl4, popřípadě toluenu, a znovu odstředíme.

Obdobným způsobem postupujeme i při přípravě vzorků homogenizací celých organismů (např. drobného hmyzu). Jestliže se jedná o organismy velmi malé, jsou homogenáty nasáty do kousků silného filtračního papíru (Whatman No. 3) a buď okamžitě použity, nebo uskladněny v mikrozkumavkách při -70(C. Během veškeré manipulace jsou vzorky chlazeny v ledové drti.
Nanášení vzorků

Způsob nanášení vzorků na gel závisí především na typu elektroforézy a použitého média. V případě polyakrylamidových a agarózových gelů jsou vzorky nanášeny pipetou do startovních jamek, vytvořených během tuhnutí gelu speciálním hřebenem. Protože vzorky jsou v tomto případě pipetovány do jamek zaplavených pufrem, je nutno špičku pipety zanořit co nejhlouběji do jamky, aby nedošlo ke kontaminaci sousedních jamek (musíme ovšem dávat pozor na to, abychom nepoškodili gel na dně jamky). Součástí tzv. nanášecích pufrů (loading buffers) většinou bývá sacharóza, nebo glycerol, které způsobují klesání vzorků ke dnu jamky.

Na škrobové gely se vzorky nanášejí pomocí kousků silného filtračního papíru, nasáklého extraktem. Po ztuhnutí se gel buď napříč rozřízne skalpelem, nebo jsou do něho hřebenem s přibroušenou spodní hranou zubů vyseknuty startovní jamky (obr. 3.3). Umístění startu záleží na charakteru zkoumaných proteinů a pufrů: jestliže neznáme směr migrace enzymu v daném pufrovém systému (pufrovým systémem máme na mysli typ použitého gelového a elektrodového pufru), umístíme start více ke středu gelu, v opačném případě ho můžeme posunout k jednomu z okrajů. Nastříhané kousky filtračního papíru o rozměrech odpovídajících rozměrům jamek (většinou 10mm ( 5mm) uchopíme pinzetou za jeden roh a namočíme do proteinového extraktu. Přebytečný homogenát můžeme odsát mezi dvěma listy filtračního papíru. Papírek zasuneme do startovní jamky, přičemž dbáme na to, aby jeho spodní hrana dosáhla až na dno. Tenčí papírky mají tendenci se po navlhčení prohýbat a někdy se dokonce mohou podsouvat pod gel, což může pochopitelně vést ke zkreslení výsledků.

Součástí přístrojového vybavení pro elektroforézu na acetylcelulózovém gelu je i speciální aplikátor na nanášení vzorků. Podobá se razítku se soustavou dvojic tenkých drátků na spodní straně (počet dvojic odpovídá počtu vzorků, které se vejdou na gel). Homogenáty jsou nejprve kapilární elevací nasáty do úzkého prostoru mezi drátky a potom otištěny na gel, předem navlhčený elektrodovým pufrem. Výhodou tohoto způsobu je maximální úspora vzorků.

Je žádoucí mezi zkoumané vzorky pravidelně rozmístit i tzv. standardy, což mohou být známé vzorky téhož druhu z jiných populací, vzorky jiných druhů, opačného pohlaví, geneticky definovaný inbrední kmen apod. Doporučuje se také do některých vzorků přidat roztok metylenové modři, která migruje rychleji než proteiny a indikuje postup elektroforézy (u pufrů obsahujících kyselinu boritou můžeme na gelu vidět postup borátové linie, v případě erytrocytů lze průběh elektroforézy sledovat na postupu hemoglobinu). Při elektroforéze nukleových kyselin (PAGE, AGE) je bromfenolová modř, spolu s další barvou, xylen cyanolem, součástí nanášecího pufru.

Elektroforéza

Jakmile jsou vzorky naneseny na gel, můžeme spustit vlastní elektroforézu. Podmínky (délka trvání, napětí a proud, nutnost chlazení, způsob spojení s elektrolytem atd.) se liší v závislosti na typu elektroforézy, ovšem i v rámci jednotlivých typů většinou existuje několik modifikací.

Nejjednodušší postup je u elektroforézy na polyakrylamidovém a agarózovém gelu, kdy jediné, co je třeba učinit, je nalít do příslušných nádob pufr, nasadit víko a celou sestavu připojit ke zdroji elektrického proudu. Rozdíl mezi nimi je pouze v tom, že u PAGE je katodový pufr oddělený od anodového (oba pufry jsou však totožné, většinou se používá Tris-glycinový pufr, při elektroforéze nukleových kyselin Tris-borát-EDTA), zatímco při AGE je celý gel ponořen do jediného pufru (proto se tento typ někdy nazývá „ponořená elektroforéza“, submerged electrophoresis). Při elektroforéze na acetylcelulóze se gel spojí s elektrodovými pufry tak, že se buď jeho okraje přehnou přes podložku, nebo se spojí pomocí proužků filtračního papíru.

Jestliže použijeme pro přípravu gelu stejný typ pufru jako je pufr elektrodový, bývá gelový většinou desetkrát zředěnější. Některé gelové pufry mají specifické účinky. Například Tris-HCl způsobuje postupnou redukci proudu  protékajícího gelem, takže se migrace proteinů zpomaluje; Tris-citrát/borátový a litium-borát/Tris-citrátový pufr zase způsobují praskání gelu v oblasti startovních jamek. Škrobový gel umístíme na vodorovnou podložku (u některých elektroforetických aparátů je chlazená) a s elektrodovými pufry spojíme proužky silného filtračního papíru, nebo kuchyňskou houbou, asi 1cm od horního (anodového) i spodního (katodového) okraje (obr. 3.2). Osvědčila se i jemnější prachovka (např. univerzální utěrka Söke). Z bezpečnostních důvodů elektroforéza často probíhá v uzavřeném tanku (v elektroforetické komoře). Elektroforetické komory jsou buď komerčně dostupné, nebo si je můžeme zhotovit z plexiskla (obr. 3.5). Gel zakryjeme plastovou fólií proti vysychání, nasadíme víko a připojíme ke zdroji. Dbáme na to, abychom nezaměnili polaritu (jakkoli se tato poznámka může zdát triviální, opačná polarita se občas stává jednoduchou leč zbytečnou příčinou neúspěchu experimentu). Po asi 30 minutách elektroforézu přerušíme a vyjmeme nanášecí kousky filtračního papíru a znovu spustíme.

Velikost napětí a proudu volíme v závislosti na typu gelu tak, aby nedocházelo k jeho přílišnému zahřívání. U škrobových gelů (v závislosti na jejich tloušťce, typu pufru a v neposlední řadě i na tom, jaké jsou naše časové možnosti) se většinou použité napětí pohybuje v rozmezí od 2 do 20V/cm. Proud by nikdy neměl přesáhnout 100mA, za optimální se považuje proud 75mA. Vyšší napětí sice zvýší rychlost migrace, ale v důsledku sítového efektu škrobu jsou výsledné pruhy méně ostré. Jestliže je elektrický proud příliš velký, zvyšuje se teplota gelu a tím i jeho odpor, který naopak vyvolá další zvýšení teploty a může dojít k destrukci proteinů. Proto je nutno škrobové gely chladit, buď pomocí cirkulačního chladiče, spojeného s elektroforetickou komorou, nebo tak, že se jednoduše umístí buď do lednice, nebo do chlazené místnosti, temperované na 4(C. Polyakrylamidové gely (typicky (1,5mm) se většinou chladit nemusí, je však nutno průběžně teplotu kontrolovat. Silnější gely se ovšem chladit musí. Problém s chlazením odpadá u elektroforézy na agarózovém a celulózoacetátovém gelu. Napětí se u PAGE pohybuje od 200 do 2000V, při izoelektrické fokusaci až 3000V, u AGE kolem 150V a u CAGE kolem 200V.

Rovněž délka trvání elektroforézy se značně různí. Nejkratší je elektroforéza na acetylcelulózovém gelu (desítky minut až několik málo hodin), poměrně krátká je i elektroforéza na agaróze (do 4 hodin) a polyakrylamidu (do 6 hodin), přičemž elektroforéza nukleových kyselin je v typickém případě mnohem kratší než elektroforéza bílkovin (30 minut až několik málo hodin). Elektroforéza na škrobovém gelu trvá většinou několik hodin (3 až 7 h), nebo může běžet přes noc (14 až 24 h). Druhý způsob má výhodu v tom, že přes den máme dostatek času na přípravu barvicích roztoků, interpretaci výsledků a ukládání dat, nevýhodou je, že nemůžeme kontrolovat celý průběh separace a včas reagovat na potenciální komplikace (výpadek elektrického proudu, poškození elektrod, přehřátí gelu, unikání elektrolytu z tanku apod.). 

Barvení

Převážná většina proteinů je bezbarvá. Proto po ukončení elektroforetické separace musí být jejich poloha v gelu detekována barvením. K tomu se používá tzv. histochemické barvení, spočívající buď v barvení produktů denaturace proteinů, nebo chemické látky s proteinem spojené, nebo konečně ve vytvoření barevného precipitátu, spojeném s katalytickými vlastnostmi enzymů. Z tohoto hlediska barvení proteinů rozdělujeme na nespecifické a specifické. Nespecifické metody využívají přítomnosti velkého množství nitroskupin, které lze obarvit po jejich uvolnění v důsledku denaturace polypeptidu. Jak název napovídá, tento způsob není specifický a proto zviditelní všechny proteiny v gelu, které se tam nacházejí v dostatečné koncentraci. Používá se pro barvení proteinů neenzymatické povahy, např. proteiny krevní plazmy (prealbumin, albumin, transferrin atd.). V současné době se používají především dvě barviva, amidočerň (Amido Black 10B) a Coomassie Brilliant Blue R250, můžeme se však setkat i s dalšími látkami (Anilin Blue, Xylene Cyanine Brilliant G, Fast Green FCF atd.). 

Specifické barvení se používá k vizualizaci buď určité skupiny proteinů, nebo přímo jednotlivých enzymů. V prvním případě můžeme například barevně odlišit fosfoproteiny, lipoproteiny nebo glykoproteiny, lépe řečeno jejich prostetické skupiny (např. Schiffeho reakcí se barví glykoproteiny, Sudan Black barví lipoproteiny). S tímto typem barvení se však v zoologických výzkumech setkáme jen vzácně. Mnohem důležitější a z historického hlediska významnější je barvení enzymů, využívající jejich schopnosti katalyzovat, za přítomnosti dalších látek nezbytných pro jejich funkci (např. koenzymy, ionty), přeměnu specifického substrátu. Kromě substrátu a dalších reagencií barvicí roztok obsahuje buď barvivo, nebo látku, která při osvětlení zdrojem dlouhovlnného UV světla (340nm) fluoreskuje. Z hlediska barvení se mohou enzymatické reakce dělit do dvou základních skupin: v prvním případě se během nich přímo vytváří barevný, fluoreskující, nebo jinak detekovatelný produkt, ve druhém vzniká produkt, který lze nějakým způsobem spřáhnout s barvicí reakcí. Do první skupiny patří následující typy barvení: 1. chromogenní, 2. fluorescenční (pozitivní, negativní), 3. radioaktivní. Do druhé skupiny patří 4. chemická detekce, 5. barvení využívající přenos elektronů, 6. použití exogenního enzymu.

Chromogenní barvení

Jde vesměs o velmi jednoduché postupy, používané k detekci některých hydroláz: bezbarvý substrát (fenolftalein fosfát) je pomocí erytrocytové kyselé fosfatázy (ACP1) přeměněn na barevný produkt (jasně růžový fenolftalein).

Fluorescenční barvení

Tento typ barvení může být pozitivní a negativní. Příkladem pozitivního barvení je přeměna nefluorescenčního 4-metylumbelliferyl-(-galaktozidu na (-galaktózu a fluoreskující 4-metylumbelliferol, katalyzovaná (-galaktozidázou:
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Negativní metody fluorescenčního barvení jsou založeny na tvorbě nefluorescenčního produktu z fluorescenčního substrátu. Jsou zpravidla méně senzitivní a více náročné na přesnou koncentraci. Používají se především k detekci dehydrogenáz, produkujících nefluorescenční oxidované koenzymy, jako například NAD nebo NADP, z vysoce fluorescenčních redukovaných koenzymů NADH nebo NADPH.

Radioaktivní detekce

Tyto metody detekují radioaktivní produkty jejich zachycením na film. Důležitou podmínkou je oddělení radioaktivně značeného produktu od značených prekurzorů. Obtížnost tohoto kroku, spolu s časovým zpožděním během expozice (několik dní), vedla k tomu, že tento způsob detekce je u elektroforézy proteinů poměrně vzácný. Častější využití však nachází v metodách využívajících elektroforézu nukleových kyselin.

Chemická detekce

Spolu s ostatními nepřímými metodami využívá vytváření produktů, které lze nějakým způsobem spojit s tvorbou barevného precipitátu. Také tato skupina metod se dělí na pozitivní a negativní. Mezi pozitivní metody patří barvení produktu chemické reakce pomocí azobarviv. Některé enzymy (např. esterázy, většina fosfatáz) hydrolyzují deriváty (- nebo (-naftylu za tvorby (- nebo (-naftolu, který může být napojen na některé z azobarviv (Fast Blue RR, Fast Garnett GBC, Fast Black K) a vytvořit tak barevný precipitát:
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Negativní barvení vždy probíhá ve dvou krocích: gel je nejdříve po určitou dobu inkubován se substrátem při 37(C a potom je přidáno barvivo, které vytvoří barevné pozadí, na kterém jsou vidět v místě enzymatické aktivity světlé skvrny („díry“). Tento způsob barvení se používá například pro detekci (-amylázy, katalázy nebo pepsinogenu (pepsinu).

Barvení využívající přenos elektronů

Ústřední postavení v tomto případě mají tetrazoliové soli, jejichž redukcí vzniká barevný precipitát formazan. Například většina dehydrogenáz katalyzuje přenos atomu vodíku ze substrátu na koenzym (NAD+, nebo NADP+). Tento vodík může být za přítomnosti fenazin metosulfátu (phenasine methosulphate, PMS), nebo 2, 6-dichlorfenolu-indofenolu (DCIP) spontánně přenesen na tetrazoliovou sůl, například nitrotetrazoliovou modř (Nitro Blue Tetrazolium, NBT) nebo thiazolylovou modř (Thiazolyl Blue, MTT), za vzniku modrofialového formazanu. „Tetrazoliový systém“ se používá při barvení převážné většiny běžně zkoumaných enzymů (např. laktátdehydrogenázy, LDH; obr. 3.6a). Směs PMS a tetrazoliového barviva je vysoce citlivá na světlo, takže gely musíme inkubovat ve tmě. Jestliže je nutno některé enzymy s nízkou aktivitou barvit delší dobu, doporučuje se snížit množství PMS 5-10( vzhledem k MTT, čímž se sice mírně sníží citlivost barviva, ale současně se zvýší stabilita použitých chemikálií. Stejně jako při fluorescenční a chemické detekci, existuje i v tomto případě kromě metod pozitivního barvení i možnost negativní detekce: v prvním kroku gel se substrátem, PMS a tetrazoliovými barvivy inkubujeme ve tmě při 37(C a potom ho vystavíme ultrafialovému záření (UV-lampa, sluneční světlo). Výsledkem jsou světlé skvrny na tmavém pozadí. Příkladem tohoto způsobu barvení je superoxiddismutáza (SOD; obr. 3.6d).

Použití exogenního enzymu

Řada barvicích reakcí vyžaduje dodání enzymu a příslušného koenzymu do barvicího roztoku. Produkt reakce zkoumaného enzymu je v tomto případě využit jako substrát pro tvorbu konečného produktu, který lze buď obarvit, nebo detekovat na základě jeho fluorescenčních vlastností. Například barvení hexokinázy (HK), fosfoglukomutázy (PGM) nebo glukózofosfátizomerázy (GPI) využívá glukózo-6-fosfát dehydrogenázu (G6PD) jako exogenní enzym, přičemž specifičnost reakcí závisí na použitém substrátu (glukóza a ATP pro HK, glukózo-1-fosfát pro PGM, fruktózo-6-fosfát pro GPI). V některých případech celý systém zahrnuje ještě více kroků, vyžadujících dodání více enzymů. Například manózofosfátizomeráza (MPI) katalyzuje přeměnu manózo-6-fosfátu na fruktózo-6-fosfát, jenž se teprve působením GPI mění na glukózo-6-fosfát, který naopak tvoří substrát pro konečnou reakci, spřaženou s redukcí tetrazoliové soli na barevný formazan (obr. 3.6b). Je zřejmé, že  jde v podstatě o extenzi barvení glukózofosfátizomerázy, popsaného výše. Ne všechny reakce vyžadují dodání koenzymu, jak vidíme na obr. 3.6c: i tuto reakci ovšem můžeme využít jako základ pro barvení dalšího enzymu, v tomto případě adenozindeaminázy (ADA), jestliže do směsi přidáme nukleozidfosforylázu a původní substrát (inozin) nahradíme adenozinem.

Manipulace s gely

Manipulace s agarózovými a acetylcelulózovými gely je jednoduchá. Tyto gely jednoduše vyjmeme z elektroforetické komory, umístíme do misky a přelijeme barvicím roztokem. V případě polyakrylamidových gelů záleží na jejich rozměrech. Obecně čím jsou tenčí a čím větší jsou jejich rozměry, tím hůř se s nimi zachází. Ve většině případů je však i manipulace s polyakrylamidovými gely snadná (výjimkou jsou velké, „sekvenační“ gely, používané při separaci fragmentů nukleových kyselin). Po skončení PAGE je nejdříve nutno rozložit sestavu a odstranit skleněnou desku, která byla před elektroforézou ošetřena silikonovým roztokem. Zbývající deska s gelem se vloží do barvicí misky, nebo se gel nejprve sejme pomocí kusu silnějšího filtračního papíru (v případě velkých gelů). Na rozdíl od předchozích typů gelů, škrobové gely se jen zřídka barví v celku. Většinou – a to je jejich výhoda – se dají podélně rozřezat na několik vrstev (zpravidla 3-5 řezů), na kterých lze barvit různé enzymy. Manipulace s tenkými plátky škrobového gelu ovšem může vyžadovat určitý cvik, zejména pokud gel nebyl správně připraven, nebo je škrob nekvalitní (viz rámeček 3.1).

Postup řezání gelů je následující. Vyjmeme plexisklovou formu s gelem z tanku a umístíme na vodorovnou podložku. Jestliže jsme ponechali obdélníčky filtračního papíru v jamkách, nebo ve štěrbině mezi oběma rozříznutými kusy gelu, pomocí pinzety je vytáhneme. Skalpelem odřízneme asi 1cm široký pruh gelu na anodovém i katodovém konci a stejně tak i 3-5mm široké proužky po stranách (pokud budeme barvit jen enzymy migrující k anodě, resp. pouze ke katodě, můžeme odstranit celou část gelu pod startem, resp. nad ním). Pravý horní roh anodového konce a pravý dolní roh katodového konce zešikma seřízneme, abychom po jakékoli manipulaci s gelem stále znali pořadí nanášení vzorků. Odstraníme odříznuté části a zbytek gelu přeneseme na řezačku, aniž by mezi gelem a řezačkou vznikly vzduchové bubliny. Řezačka je velmi jednoduché zařízení, spočívající v silnější plexisklové podložce, opatřené po stranách 1-1,5mm silnými mantinely. Gel přikryjeme kusem silnějšího plexiskla. Škrobové gely se řežou pomocí silonového vlasce, nebo nerezového drátu o průměru 0,01mm, přidržovaných buď na obou koncích rukama, nebo častěji napnutého do kovového či plexisklového rámu (obr. 3.7). Drát (vlasec) nasadíme na horní konec gelu a zvolna (asi 3cm za sekundu) ho táhneme k sobě a současně ho tlačíme dolů proti mantinelům. Odložíme horní kryt, laboratorní špachtlí, nebo špičkou plastové střičky oddělíme spodní řez od horního kusu gelu, který prozatím odložíme na horní kryt. Řez opatrně uchopíme oběma rukama, které jsme si navlhčili destilovanou vodou, a přeneseme do připravené barvicí misky, označené popisovačem. Zbytek gelu opět přeneseme na řezačku a celý postup opakujeme tak dlouho, dokud nerozřežeme celý gel, nebo dokud nemáme požadovaný počet řezů. Gelové řezy lze krátkodobě uskladnit v lednici (i několik hodin).

Barvení se provádí většinou ve tmě při 37(C. Doba kolísá od několika málo minut (někdy takřka okamžitě) až několik hodin (i přes noc). Škrobové gely se mohou barvit přímo ponořením do barvicího roztoku, některé enzymy však vyžadují použití agarového převrstvení: barvicí roztok se smíchá s 1,5% roztokem agaru nebo agarózy, temperované na 60(C, nalije na povrch gelu a nechá ztuhnout. Gely během barvení pravidelně kontrolujeme. Vzhledem k tomu, že jednotlivé vzorky většinou neobsahují stejné množství enzymu nebo enzymy v nich obsažené nejsou stejně aktivní, vyplatí se průběžně zaznamenávat polohu jednotlivých pruhů (pomocí digitálního fotoaparátu či kamery, nebo i tužkou na kus papíru). V opačném případě se může stát, že některé vzorky budou sotva zřetelné a jiné příliš syté a rozmazané (přebarvené). To je časté zejména v případě, že jedním barvicím roztokem barvíme více izozymů naráz – typické je to například u fosfoglukomutázy (Pgm-1, Pgm-2) a některých esteráz (Est-1, Est-2 v ledvinových extraktech). 

Jakmile je obarvení dostatečné, ihned fixujeme fixačním roztokem. V literatuře lze najít několik způsobů fixace, například ledová kyselina octová : metanol : voda v poměru 1:5:5 (může působit problémy při barvení s MTT), 50% etanol (nesmí se používat na fixaci některých enzymů, např. aspartátaminotransferázy, AAT), 50% glycerol nebo kombinace 7% ledové kyseliny octové následované 5% glycerolem. Jestliže však gely nechceme uchovávat, stačí barvení zastavit vodou s několika mililitry kyseliny octové. Gely buď fotografujeme, nebo vysušíme pro další archivaci, nebo polohu jednotlivých proužků přesně překreslíme do protokolu (pokud nejde o rutinní „screening“, je třeba i v tomto případě výsledky archivovat v podobě fotografií nebo vysušených gelů). 

Gely můžeme uchovávat jedním ze dvou způsobů. U gelů barvených pomocí agaru se celý proces barvení odehrává v horní (agarové) vrstvě, kterou lze z gelu stáhnout. Na gel položíme list silného filtračního papíru, necháme agar ulpět a pak papír opatrně táhneme vzhůru a dozadu, až agarovou vrstvu zcela sejmeme z gelu. Potom list umístíme na skleněnou desku, zatížíme a necháme vyschnout. Gely, které neobsahují agarový povlak, můžeme uchovávat jejich vysušením v celofánu. Gel nejprve fixujeme kyselinou octovou (s metanolem, nebo bez metanolu) a potom ho ponoříme na několik hodin do 5% roztoku glycerolu. Nastříháme kusy celofánu o potřebně velikosti a rovněž nemočíme do glycerolu, až zvláční. Na skleněnou desku natáhneme jeden list celofánu, aniž by mezi ním a deskou zůstaly vzduchové bubliny, a jeho konce zahneme pod sklo. Na celofán položíme gel, přikryjeme druhým kusem celofánu, vytlačíme vzduchové bubliny a konce opět zahneme pod sklo. Sušíme ve vakuové pícce, termostatu, nebo vakuové sušičce používané na sušení polyakrylamidových gelů. Po vysušení odstřihneme volné konce celofánu a archivujeme. Gel po této proceduře zprůhlední a připomíná polyakrylamid. V současné době, s nástupem digitální záznamové techniky, je však tento pracnější způsob stále více nahrazován archivací digitálních snímků na záznamové médium (harddisk, optické disky, ZIP, CD-ROM, vzácněji vytištěné na papír). 

Interpretace gelů

Po inkubaci s barvicím roztokem se enzymy na gelu objeví jako systém různě situovaných a různě intenzivních skvrn, které označujeme obecně jako „proužky“, přestože většinou mají elipsovitý až kruhový tvar. Každý proužek na gelu představuje jeden izozym. Jak již bylo uvedeno, termín alozym je omezen jen na jednotlivé proužky (u homozygota), nebo oba krajní proužky (u heterozygota), představující produkty různých alel jednoho lokusu. Často je nahrazován pojmem „alela“, avšak je nutno si uvědomit, že daný proužek představuje pouze fenotyp enzymu, který nemusí odrážet rozdíly mezi alelami. Pro alozymy o stejné mobilitě byl proto v polovině 70. let 20. století navržen termín elektromorfa. Identičnost elektromorf přitom neznamená identičnost v sekvenci DNA. Stejná elektromorfa může obsahovat produkty různých alel, jejichž expresí vznikají alozymy o stejné mobilitě. Takovým alelám říkáme izoalely a jejich produkty označujeme jako alelomorfy. Alozym tak může mít tři ekvivalentní pojmy: alela, elektromorfa a alelomorfa.

Obarvený gel se obecně nazývá elektroforetogram, v případě, že detekujeme enzymy, se však častěji setkáme s termínem zymogram (enzymogram). Jak bylo zmíněno výše, správná interpretace systému proužků na gelu většinou vyžaduje znalost struktury studovaných proteinů a jejich genetickou kontrolu. Velká část enzymů má monomerní strukturu, tj. je složena z jediné podjednotky. Převážná většina enzymů je však dimerních (dvě podjednotky), často se setkáme i s tetramerními strukturami (čtyři podjednotky). Podle Harrise a Hopkinsona (1976) je procentuální zastoupení jednotlivých typů u člověka 28% monomerních, 43% dimerních, 4% trimerních, 24% tetramerních a 1% oktamerních enzymů.

Nejjednodušším příkladem genové exprese je enzymový systém u diploidních organismů, určený jedním lokusem. U homozygotního jedince se na gelu objeví pouze jeden proužek (bez ohledu na to, zda je daný enzym monomerní, nebo multimerní), představující jediný typ homogenního produktu, homomerní enzym. U heterozygota se však díky kodominanci enzymových lokusů objeví produkty obou alel: v případě, že je enzym monomerní, se oba typy alelových produktů budou vyskytovat ve stejné kvantitě (1:1) a mezi nimi nebude docházet k žádným strukturním interakcím. Heterozygoti multimerních enzymů mají strukturu složitější, kromě obou monomerů se u nich totiž vyskytnou i všechny myslitelné náhodně poskládané kombinace jednotlivých podjednotek. U dimerů se proto objeví tři proužky, u trimerů čtyři a u tetramerů pět (obr. 3.8). Protože heteromery o stejném složení lze zkombinovat různým způsobem, bude se intenzita jejich aktivity lišit (tabulka 3.2).

Situace u vícelokusových systémů může být komplikovanější, zejména u izozymů, které jsou vždy heteromerní, složené z produktů dvou různých lokusů (např. laktátdehydrogenáza savců). Vzhledem k tomu, že kterýkoli z obou lokusů může být heterozygotní, počet výsledných izozymů může značný. Harris a Hopkinson (1976) navrhli následující vzorec pro výpočet očekávaného počtu izozymů (i):
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kde L je celkový počet lokusů, h je počet heterozygotních lokusů a n počet podjednotek. Podle tohoto vztahu můžeme například u jedince heterozygotního pro jednu podjednotku laktátdehydrogenázy, která se skládá ze čtyř podjednotek kódovaných dvěma lokusy, očekávat 15 proužků (izozymů), u dvojnásobného heterozygota pak dokonce 35 izozymů. Některé příklady obarvených izozymů jsou ukázány na obr. 3.9.

Tabulka 3.2 Struktura podjednotek homomerních a heteromerních izozymů u heterozygotů. Na jediném lokusu jsou přítomny dvě alely, které kódují polypetidové podjednotky 1 a 2. Předpokládáme náhodné kombinování podjednotek multimerních enzymů.
	
	monomer
	dimer
	trimer
	tetramer

	Homomer
	1
	11
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Problémy při interpretaci gelů

Při interpretaci výsledků elektroforézy se můžeme setkat s řadou problémů. V systému proužků se například mohou objevit konformační izozymy, které ve skutečnosti představují různé formy téhož enzymu. Tyto sekundární proužky mají různou pohyblivost vzhledem k odlišné sekundární a terciární struktuře nebo teplotní stabilitě. Elektroforetická mobilita může být rovněž ovlivňována polymorfními modifikátorovými geny, fyziologickým stavem organismu, ontogenetickými změnami nebo faktory vnějšího prostředí. Častou příčinou neobvyklého vzhledu a uspořádání proužků je proteázová degradace enzymů v důsledku opakovaného zmrazování a rozmrazování vzorků.

Heteropolymery tvořené produkty různých lokusů se někdy mohou podobat heterozygotům pro jeden lokus (viz obr. 3.9b). V takových případech však „heterozygoti“ nebudou v Hardyho-Weinbergově rovnováze (tuto situaci indikují např. totožné četnosti dvou alel na předpokládaném lokusu, p = q = 0,5, při velikosti vzorku >5 jedinců) a intenzita barvení se bude v různých tkáních lišit. Mnohem obtížnějším problémem je nenáhodná kombinace polypeptidových podjednotek: například v jednom výzkumu kostnatých ryb byla u heterozygotů pro kreatinkinázu-A zjištěna absence tvorby heterodimerů. V podobných případech jsou nezbytná data o dědičnosti, aby bylo možno tyto jevy vysvětlit.

Méně zkušeného pracovníka může zmást i rozdílná exprese izozymů ve tkáních. Typickým příkladem je tetramerní laktátdehydrogenáza, která se může v srdci, mozku a svalech projevit jako jeden až čtyři proužky místo očekávaných pěti. U heterozygotů se celá situace může ještě více zkomplikovat, zejména jestliže pro různé jedince použijeme různé tkáně. Alely, které nekódují funkční protein, se nazývají nulové alely – i ty mohou zkomplikovat interpretaci zymogramu. Absence enzymatické aktivity může být chybně interpretována jako homozygotnost pro nulovou alelu, naopak monomerního heterozygota můžeme mylně považovat za homozygota, protože jeden z proužků chybí (u heterozygotů pro multimerní enzym jsou nulové alely snadno detekovatelné). Studie zaměřené na systém dědičnosti jsou v těchto případech nezbytné. Ojediněle se můžeme setkat i s polymorfismem, vzniklým intragenovou rekombinací.

Nomenklatura enzymů a enzymatických lokusů

Nomenklatorická pravidla při označování enzymů a jednotlivých lokusů nejsou bohužel jednotná. Rozdílný přístup panuje například mezi biochemiky, kteří na enzymy nahlížejí z pohledu jejich fyziologické role a pojem „enzymový systém“ se u nich proto redukuje na jediný enzym, a genetiky, pro které je tento systém spíše kategorií podobných enzymů se stejnou substrátovou afinitou. Ale i mezi geneticky orientovanými biology nalezneme rozdílná pojetí. U velmi dobře prostudovaných organismů jako je člověk, myš nebo octomilka se proto doporučuje přidržet se stávajícího úzu.

Podle pravidel předepsaných Komisí pro standardizovanou genetickou nomenklaturu myší se enzym, specificky obarvený na gelu, označuje velkými písmeny, například pro L-laktátdehydrogenázu se používá symbol LDH. Tento „enzym“ nebo přesněji „enzymový systém“ se skládá z izozymů, tvořených kombinací čtyř podjednotek dvou typů, které se označují LDH-A a LDH-B v pořadí od nejrychlejší (nejblíže k anodě) po nejpomalejší (nejblíže ke katodě). Na rozdíl od enzymů, které jsou fenotypovým projevem příslušných genů, jednotlivé enzymatické lokusy se označují malými písmeny (s velkým počátečním písmenem) a kurzívou a místo písmen A, B atd. používáme číslice, například Ldh1, Ldh2. V případě, že chceme doplnit informaci o tom, že lokus je mitochondriální nebo cytosolický (solubilní), doplníme příponou „m“ nebo „s“: Mor1m, Mor2s; často se však tato označení používají před zkratkou lokusu: sGot1, mGot2.

Jednotlivé alely označujeme superskriptem a kurzívou trojím možným způsobem. Především lze použít malá písmena, většinou od nejrychlejší po nejpomalejší (Ldh1a). Tam, kde počet známých alel nepřesahuje tři, používají se často velká písmena „f“ (fast) pro rychlou alelu, „s“ (slow) pro pomalou, popř. „m“ (medium) pro středně rychlou. Třetí možností je použití číslice vyjadřující relativní pohyblivost vůči standardu, který se označuje číslicí 100: například Mpi120 označuje alelu rychlejší než alela standardní, Np70 naopak alelu pomalejší. Použití písmen je historicky starší a používá se především u tradičních a geneticky rozsáhle studovaných organismů (a, b, c, …), např. u člověka nebo laboratorní myši, nebo u organismů s omezenou genetickou proměnlivostí (f, s, m). Jeho nevýhodou je však menší přehlednost, zejména jestliže je objevena nová alela, jejíž produkt migruje do vzdálenosti mezi již dříve popsanými alelami. Číselný systém tímto nedostatkem netrpí a naopak poskytuje určitou představu, do jaké vzdálenosti v porovnání se známým vzorkem alela (resp. její produkt) migruje.

aplikace a omezení metody

Možnosti využití elektroforézy proteinů v zoologických výzkumech jsou skutečně velmi široké, od vnitrodruhových (vnitropopulační a mezipopulační) po mezidruhové, a jejich popis přesahuje možnosti tohoto textu. Omezíme se zde proto na stručný výčet nejdůležitějších aplikací. Je samozřejmě žádoucí, aby množství studovaných jedinců i počet použitých lokusů byly co největší. To je však většinou nerealistické. Nároky na množství vzorků a použitých lokusů se však budou lišit v závislosti na typu kladených otázek. Jedna z možných strategií je zkoumání velkých vzorků s pomocí několika vybraných lokusů, například při identifikaci původu, rekonstrukci fylogeneze, při studiu hybridních zón, toku genů, adaptací či řešení některých reprodukčně-biologických otázek. Alternativní možností je výzkum relativně omezeného počtu jedinců pomocí většího počtu enzymů. Sem můžeme zařadit hledání diagnostických lokusů, zkoumání evolučních rychlostí či ekologických strategií a studium paternity. V některých případech je však vysoký počet jedinců i lokusů nezbytný, například při řešení některých populačně-genetických otázek (rozsah a prostorová struktura genetické proměnlivosti, příbuzenské křížení, populační historie včetně bottlenecku a efektu zakladatele). V závěru kapitoly se zmíníme o důležitých omezeních metody a uvedeme si dva konkrétní příklady využití elektroforézy proteinů v praxi.

Vnitrodruhové studie

Genetická proměnlivost v populacích

Rozsah genetické proměnlivosti v populacích, zkoumané pomocí proteinové elektroforézy, je kvantitativně vyjádřen pomocí několika jednoduchých indexů jako je průměrný počet alel na lokus (A), poměr polymorfních lokusů v populaci (P), průměrná heterozygotnost (Ho) a genová diverzita (He).

Průměrný počet alel na lokus, A, je aritmetickým průměrem počtu alel na všech zkoumaných lokusech. Podíl polymorfních lokusů, P, je definován jako poměrné zastoupení polymorfních lokusů v celkovém vzorku zkoumaných lokusů včetně monomorfních. Protože reálné vzorky z populace jsou většinou omezené a zvyšuje se tak riziko, že některé vzácné alely nebudou detekovány, většinou se používají kritéria s předem deklarovanou mírou chybové tolerance 5%, nebo 1%. Jako polymorfní je potom definován lokus, jehož nejfrekventovanější alela nepřesáhne četnost 0,95 (P0,05), nebo 0,99 (P0,01). Jednoprocentní hranice je výhodnější, jestliže zkoumáme větší vzorky, protože umožňuje pojmout výskyt vzácných alel.

Průměrná skutečná (pozorovaná) heterozygotnost, Ho (z anglického „observed“) vyjadřuje, na jakém podílu zkoumaných lokusů je průměrný jedinec v populaci heterozygotní. I tento index je zatížen chybou výběru vzorků (sampling error), protože rozdíly mezi heterozygotnostmi jsou často způsobeny různou mírou heterozygotnosti na jednotlivých lokusech. Proto se většinou používá index genové diverzity neboli průměrné očekávané heterozygotnosti, He (angl. „expected“), vycházející z předpokladu, že zkoumaná populace se nachází v Hardyho-Weinbergově rovnováze. Počítá se jako aritmetický průměr heterozygotností na jednotlivých lokusech (včetně monomorfních), tyto jednotlivé heterozygotnosti se potom počítají podle vzorce 

H = 1 - (pi2, 

kde pi je četnost i-té alely a pi2 je četnost homozygota AiAi. 

Genetická diferenciace mezi populacemi

Obvyklým prvním krokem při zkoumání, zda jsou populace geneticky diferencovány, je testování homogenity jejich alelových četností. K tomu se používá (2 test, G-test, nebo Fisherův exaktní test. Mírou genetické diferenciace na více lokusech jsou indexy genetické shodnosti nebo vzdálenosti. Mezi nejznámější a nejčastěji používané patří Neiova genetická vzdálenost (D), existují však i další indexy, které se liší svými vstupními předpoklady, aplikovatelností i evoluční realističností. Podrobněji o nich bude pojednáno v 6. kapitole. 

Genetická struktura populací

Druhy jsou většinou rozděleny do populací, které se mohou dále členit na lokální subpopulace neboli démy, mezi nimiž dochází k více či méně omezenému toku genů. Uvnitř těchto subpopulací dochází buď k náhodnému, nebo výběrovému páření (příbuzenské křížení, negativní výběrové páření). Genetická struktura populace ukazuje, do jaké míry je tok genů účinný v genetické homogenizaci subpopulací a současně do jaké míry se na genetické proměnlivosti podílí v nich probíhající nenáhodné křížení.

Populační struktura se většinou měří pomocí Wrightovy F-statistiky, zahrnující tři indexy, FIS, FST a FIT. Jak už označení napovídá, tyto indexy mají úzkou souvislost s koeficientem inbreedingu, F, a vyjadřují míru snížení heterozygotnosti v důsledku příbuzenského křížení nebo rozdělení populace na lokální démy. FIS vyjadřuje snížení heterozygotnosti jedince ve vztahu k lokální subpopulaci, jejímž je členem – vysoké hodnoty ukazují na silný inbreeding, naopak záporné hodnoty naznačují, že v subpopulaci dochází k negativnímu výběrovému páření (tj. k preferenčnímu páření mezi nepříbuznými jedinci). Index FST, většinou označovaný jako fixační index, vyjadřuje míru „rozdělenosti“ populace, tj. omezení toku genů mezi subpopulacemi. Snížení heterozygotnosti v tomto případě není důsledkem inbreedingu, ale genetického driftu, který má tendenci v lokálních subpopulacích náhodně fixovat odlišné alely (odtud fixační index). Jeho hodnoty mohou dosahovat pouze hodnot od 0 (zcela panmiktická populace) po 1 (mezi subpopulacemi je nulový tok genů, v každé z nich byly fixovány alternativní alely). Konečně FIT představuje souhrn obou předchozích indexů a lze na něj pohlížet jako na snížení heterozygotnosti jedince v porovnání s celkovou populací. Toto snížení může být důsledkem jak příbuzenského křížení v démech, tak genetického driftu následkem snížené migrace mezi nimi. Podrobněji bude Wrightova F-statistika rozebrána v 5. kapitole. Modernější obdobou Wrightovy F-statistiky jsou koeficienty navržené v roce 1984 Weirem a Cockerhamem (f, ( a F jako ekvivalenty FIS, FST a FIT). Oproti Wrightovým koeficientům obsahují korekce na velikost vzorku a počet studovaných subpopulací.

Existují tři základní modely toku genů, využívané při zkoumání genetické struktury populací: ostrovní model (island model), model kamenů přes řeku (stepping-stone model) a model izolace vzdáleností (isolation-by-distance model). Ostrovní model je nejjednodušší a předpokládá, že subpopulace jsou stejně velké, tok genů mezi nimi je symetrický a stejně pravděpodobný bez ohledu na vzdálenost mezi nimi. Četnosti alel, zjištěné proteinovou elektroforézou, jsou pro odhad toku genů mezi subpopulacemi velmi užitečnou pomůckou. Jestliže vycházíme z předpokladu ostrovního modelu, můžeme prostřednictvím koeficientu FST vypočítat tok selektivně neutrálních genů ze vztahu:


FST = 1/(1+4Nm),

kde FST je fixační index a Nm průměrný počet jedinců, migrujících během jedné generace mezi démy.

Pro naprostou většinu reálných situací však předpoklady, na kterých je postaven ostrovní model, neplatí a proto je nutno uvažovat složitější modely. Jiná možnost odhadu toku genů z elektroforetických dat je založena na tzv. privátních alelách, tj. na alelách, které se vyskytují pouze v jedné ze subpopulací. Tato metoda předpokládá, že privátní alely se mohou v subpopulacích vyskytovat jen tehdy, když je tok genů mezi nimi omezený. Je třeba však mít na paměti, že tyto metody jsou realistické jen potud, jak realistické jsou jejich předpoklady. Obě například předpokládají, že populace se nacházejí v rovnováze mezi tokem genů a genetickým driftem a že mutace měly možnost dát vznik novým alelám. Tento předpoklad neplatí pro populace, které nedávno kolonizovaly nová území. Navíc ustavení rovnováhy mezi driftem a migrací trvá většinou velmi mnoho generací a je otázka, zda populace mají v reálném světě možnost této rovnováhy dosáhnout.

Efektivní velikost populace, efekt zakladatele a bottleneck

Stejně jako v případě odhadu toku genů, údaje o četnostech alel alozymů se hojně využívají k dedukci efektivní velikosti populace, Ne. Jak bylo popsáno v 1. kapitole, efektivní velikost populace je ovlivňována například kolísáním celkové velikosti populace, vychýleným poměrem pohlaví, různou velikostí rodin a věkovou strukturou.

Při absenci mutace a selekce bude v důsledku genetického driftu klesat heterozygotnost geometrickou řadou podle vztahu


Ht = (1-1/2Ne)t H0,

kde H0 a Ht jsou hodnoty heterozygotnosti v nulté (zakladatelské) generaci, resp. za t generací. Pokud je populace založena malým počtem jedinců, bude rychlost redukce heterozygotnosti mnohem rychlejší než v populaci velké. Snížení průměrné hetrozygotnosti tak indikuje efekt zakladatele, kdy nová populace vzniká z malého počtu jedinců. Dalším heterozygotnost snižujícím mechanismem, spojeným s efektivní velikostí, je bottleneck (efekt hrdla láhve). Při něm dochází k silnému poklesu genetické proměnlivosti v důsledku dramatického snížení velikosti populace. Důvodem je, že z dlouhodobého hlediska lze efektivní velikost populace aproximovat harmonickým průměrem populační velikosti v každé generaci a harmonický průměr je vždy ovlivněn výskytem extrémních hodnot, takže pokud se mezi průměrovanými hodnotami vyskytuje jedna hodnota výrazně nižší, bude výrazně nižší i harmonický průměr, i když aritmetický průměr zůstává stejný.

Selektivní neutralita a ekologická genetika

Jak bylo řečeno v úvodu této kapitoly, elektroforetická data poskytla informaci o rozsahu genetické proměnlivosti volně žijících populací. S tím však vyvstala otázka, jakým způsobem je tato proměnlivost v populacích udržována. Nejasnosti kolem této otázky vedly spolu s hromadícími se údaji o sekvencích aminokyselin v proteinech koncem 60. let 20. století k formulování neutrální teorie molekulární evoluce prof. Motoo Kimurou. Tato teorie mimo jiné předpokládá, že převážná většina mutací, se kterými se v populaci setkáme, je selektivně neutrálních, nebo alespoň efektivně neutrálních.

Alozymová data sloužila jako významný zdroj informací při testování předpokladů neutrální teorie. Ukázalo se, že u širokého spektra druhů existuje velmi dobrá shoda mezi pozorovaným prostorovým uspořádáním alelových četností a tzv. modelem nekonečných alel neutrální mutace. Za druhé, průměrné hodnoty heterozygotnosti a jejich variance u 77 druhů obratlovců jsou v souladu s předpokladem (ve skutečnosti jsou o něco nižší než předpokládá neutrální teorie, což vedlo Kimurovu studentku Tomoko Ohtovou k formulování tzv. teorie mírně škodlivých mutací). Za třetí, jestliže hodnoty genové identity na různých lokusech vyneseme do grafu proti počtu alel pro velký počet organismů, všechny lokusy spadají do oblasti 95% spolehlivosti, předpokládané neutrální teorií.

Ve skutečnosti však převážnou většinu shromážděných údajů lze vysvětlit i z hlediska působení přírodního výběru a důkazy ve prospěch obou táborů nejsou proto zpravidla dostatečně průkazné. V některých případech je však příčinná souvislost mezi prostorovým rozložením alelových četností a selektivními faktory prostředí naprosto zřejmá. Typickým příkladem je gradient „rychlé“ alely alkoholdehydrogenázy (AdhF) u Drosophila melanogaster, jejíž četnost roste se zeměpisnou šířkou i nadmořskou výškou (ve skutečnosti je její výskyt korelován s množstvím srážek). Důkaz adaptivních rozdílů mezi alozymy ovšem vyžaduje demonstrování 1. rozdílů v jejich katalytické schopnosti, 2. že tyto rozdíly mají fyziologický účinek a 3. že rozdíly ve fyziologické funkci v přirozeném prostředí vyvolávají změny v reprodukční zdatnosti.

Vymezení druhů a hranice jejich areálu 

Protože proteinová elektroforéza je vzhledem k nákladům velmi efektivní, je ideálním prostředkem pro zkoumání velkého množství jaderných neduplikovaných genů a proto se stala významným pomocníkem při identifikaci druhů a vymezení jejich areálu. Izozymová data lze použít pro jednoduchou druhovou diagnostiku, zejména u druhů, které jsou morfologicky (podvojné druhy) nebo karyotypově velmi uniformní. Přítomnost fixovaných alelových rozdílů mezi populacemi, zejména týkají-li se většího počtu lokusů, ukazuje na jejich druhový statut. Případů, kdy byly objeveny a popsány nové druhy na základě elektroforézy, je celá řada – dva z nich si přiblížíme na konkrétním příkladu (viz níže). Na druhou stranu alozymová data mohou být užitečným prostředkem proti unáhlenému popisování nových druhů na základě rychle se vyvíjejících mitochondriálních sekvencí. Srovnání genetické proměnlivosti mezi populacemi získané studiem jaderných genů (tj. pomocí elektroforézy) a studiem mitochondriálního genomu navíc může být významným zdrojem informací o historii druhu stejně jako o různých biologických faktorech (převážně samčí migrace, nebo naopak kolonizace zprostředkované samicemi apod.).

Mezidruhové aplikace

Rekonstrukce fylogeneze

Předchozí typ aplikace proteinové elektroforézy předznamenal i možnosti jejího využití na úrovni mezidruhové. Správná determinace a vymezení druhů je totiž základním předpokladem pro fylogenetickou analýzu.

Jak bude uvedeno v 6. kapitole, k nejoblíbenějším metodám rekonstrukce fylogeneze patří metody založené na diskrétních znacích, především metoda maximální úspornosti. Bohužel, alozymová data v tomto ohledu přinášejí problémy, neboť je nutno je určitým kódovacím způsobem převést na matici diskrétních znaků. Existují tři možné přístupy (blíže viz kap. 6), žádný z nich však není bez problémů. Proto se alozymová data pro fylogenetickou analýzu většinou využívají ve formě matic genetických vzdáleností.

Alozymová data se nejlépe hodí ke zkoumání fylogenetických vztahů mezi druhy a nepříliš divergentními rody v rámci čeledi. U fylogeneticky vzdálenějších organismů dochází ke zkreslení v důsledku saturace těch míst kodonů, na kterých dochází k synonymním substitucím (tj. mutacím, které nezpůsobují záměnu jedné aminokyseliny za druhou). Saturací zde rozumíme opakovanou substituci na stejném místě, která tak „maskuje“ mutaci původní, čímž dochází k podhodnocení rozsahu genetické divergence mezi zkoumanými organismy.

Přestože v posledních letech stále narůstá množství fylogenetických rekonstrukcí založených na modernějších molekulárních technikách, především na sekvencování DNA, proteinová elektroforéza díky svým nižším finančním nárokům a možnosti studovat větší počet organismů stále zůstává velmi důležitým nástrojem fylogenetické analýzy. Srovnání s výsledky zkoumání jiných molekulárních znaků, například mitochondriální DNA, naopak může přinést ucelenější obraz o fylogenetické historii zkoumaných taxonů.

Způsob speciace

Na pomezí mezi vnitrodruhovými (mikroevolučními) a mezidruhovými (makroevolučními) studiemi leží vznik nových druhů neboli speciace a s ní spojená problematika hybridních zón. V prvním případě je to proto, že nové druhy vznikají na základě dějů, ke kterým dochází v populacích, ve druhém případě proto, že často bývá předmětem sporů, zda hybridizující se evolučně blízké taxony jsou samostatné druhy, nebo pouze poddruhy téhož druhu (např. u myši domácí, viz rámeček 3.4).

Změny ve frekvenci alozymových alel byly použity například při identifikaci vznikajících druhů, při studiu podvojných druhů, při analýze role adaptací ve speciaci, při posuzování jednotlivých způsobů speciace z hlediska jejich schopnosti vysvětlit charakter reálných dat a konečně při posuzování role speciace v evoluci.

Hybridní zóny

Takzvané diagnostické alozymové alely slouží jako významný znak při studiu hybridních zón. Jak název napovídá, diagnostické jsou takové alternativní alely, které jsou v rámci jednotlivých taxonů fixovány, nebo téměř fixovány a proto je pomáhají jednoznačně rozlišit, „diagnostikovat“. Důležitým předpokladem pro využití alozymů při studiu hybridních zón je existence dostatečného počtu těchto diagnostických alel – v opačném případě je nutno použít některý z rychleji se vyvíjejících molekulárních znaků. Grafické znázornění přechodu jednotlivých znaků podél transektu napříč hybridní zónou se nazývá klina (cline) a většinou má charakteristický esovitý tvar s nejstrmější částí uprostřed, ukazující na rychlý přechod mezi oběma hybridizujícími taxony v oblasti centra zóny. Vzájemná poloha jednotlivých klin i jejich tvar umožňují dedukce o historii, charakteru a současné dynamice hybridní zóny včetně evolučních faktorů, které tuto zónu ovlivňují.

Jednou z nejlépe prozkoumaných hybridních zón u obratlovců je hybridní zóna mezi dvěma druhy kuněk, kuňkou obecnou (Bombina bombina) a kuňkou žlutobřichou (B. variegata), studovaná zejména v Polsku, Rakousku a Chorvatsku. Tyto druhy se liší celou řadou morfologických, etologických a genetických charakteristik. V jižním Polsku byl rozsah průchodnosti znaků přes hybridní zónu (introgrese) studován za základě pěti diagnostických alozymových lokusů. Kliny pro každý z lokusů byly koincidentní (tj. na stejném místě) a velmi příkré, o šířce přibližně 6 km; introgrese byla zaznamenána do vzdálenosti 220km. Z toho lze vyvodit závěr, že přírodní výběr proti hybridům působí jako bariéra toku genů mezi oběma druhy.

Rychlost evoluce a molekulární hodiny

Průměrná rychlost nesynonymních substitucí, které lze detekovat proteinovou elektroforézou, je přibližně 10-7 na jeden lokus za rok. Vztah mezi substitučním tempem ( a Neiovou genetickou vzdáleností D je


D = 2(t,

kde t je doba divergence dvou populací nebo druhů. Dosazením za ( dostaneme vztah


t = 5 ( 106D.

Tento vztah je užitečným, i když hrubým odhadem evolučního času. Hypotéza konstantnosti evolučních rychlostí mezi organismy, tzv. molekulárních hodin, však nemá univerzální platnost a to platí v plné míře i pro elektroforetická data. Částečně je to způsobeno tím, že různí výzkumníci používají různé lokusy, různé elektroforetické podmínky nebo neadekvátní počet lokusů (je třeba si uvědomit, že molekulární hodiny se týkají konstantnosti molekulární evoluce u daného proteinu, nelze proto srovnávat rychlosti mezi různými proteiny, které se často velmi liší – viz např. histon H1 s téměř nulovou rychlostí na straně jedné a interferon ( na straně druhé). Jak bylo uvedeno výše, Neiovy i jiné vzdálenosti jsou nejspolehlivější při srovnání blízce příbuzných druhů, protože při D ( 1 je jejich rozptyl příliš velký a odhady jsou nespolehlivé. Hlavním problémem elektroforetických molekulárních hodin je obecný nedostatek nezávislých odhadů doby divergence populací a druhů.

Aplikační omezení metody

Taxonomická omezení

O jednom z omezení proteinové elektrofrézy již bylo zmíněno v předchozím textu. Taxony, které divergovaly před dlouhou dobou (většinou vzdálenější rody, čeledi a výš), jsou typické vysokou mírou homoplazie (konvergence, paralelismus, reverze – v tomto případě máme na mysli „převrstvení“ nukleotidových substitucí následujícími mutacemi, včetně zpětných mutací, takže dané místo vypadá jakoby mutovalo pouze jednou, nebo dokonce vůbec ne). Proto u taxonů o Neiově genetické vzdálenosti přesahující 1,0 většinou docházíme k nesprávnému závěru o zpomalené evoluci.

Druhým extrémem je studium populační struktury a mezipopulační divergence, které vyžaduje dostatečnou úroveň vnitrodruhové proměnlivosti. Bohužel u některých organismů alozymy nejsou dostatečně variabilní a proto je nelze k těmto účelům použít. V takovém případě je nutno použít jiné genetické znaky s dostatečnou variabilitou. Příklady absence alozymové proměnlivosti a současně zřetelné heterogennosti jiných molekulárních markerů lze najít u rozmanitých organismů. Existují i případy nedostatečné alozymové variability mezi polytypickými populacemi, výrazně se lišícími svým karyotypem:  příkladem jsou chromosomové rasy u ještěrky Sceloporus grammicus nebo u rejska obecného (Sorex araneus).

Metodická omezení

Jedno ze základních omezení proteinové elektroforézy už bylo naznačeno: proužky na gelu nemusí odrážet proměnlivost alel, tj. stejné elektromorfy mohou obsahovat produkty různých alel a proto platí, že elektroforézou lze detekovat pouze rozdíly, nikoli podobnost. Na druhé straně zjevné rozdíly v elektroforetické pohyblivosti mohou být způsobeny artefakty nebo posttranslačními modifikacemi proteinů, například denaturací, deaminací, fosforylací, sulfatací, oxidací, redukcí, adicí dalších molekul nebo štěpením polypeptidových řetězců.

Celkový počet enzymatických lokusů, který lze detekovat histochemickým barvením, v současnosti přesahuje 300. To však stále představuje pouze zlomek celkového genomu. Proteinovou elektroforézou například nelze detekovat mutace v těch oblastech genomu, které nejsou transkribovány (introny, lemující oblasti) nebo translatovány (nekódující sekvence mRNA) a samozřejmě všechny sekvence, které nekódují funkční proteiny (geny pro rRNA, regulátorové geny, satelitní DNA) a mohou představovat přes 90% celkové DNA jaderného genomu. Limitace na úzkou část genomu je však společná všem molekulárním metodám. Vzhledem k tomu, že pouze pět aminokyselin nese elektrický náboj, jen 128 z celkového počtu 399 možných nesynonymních substitucí (tj. 32%) povede ke změně elektrického náboje. Tato hodnota je však pouze teoretická vzhledem k nerovnoměrnému zastoupení jednotlivých aminokyselin v proteinech. Empirické studie ukazují, že pouze kolem jedné čtvrtiny (přesně 27,5%) substitucí může být elektroforézou detekovatelných. Obecně platí, že počet studovaných lokusů by měl být zhruba třikrát vyšší než počet zkoumaných taxonů, aby bylo možno použít alozymy jako diskrétní znaky ke konstrukci fylogenetického stromu s dostatečnou mírou spolehlivosti.

Jiným problémem je rozsah genetické proměnlivosti, kterou nelze touto metodou detekovat. Metodami sekvenční elektroforézy (po sobě jdoucí aplikace různých elektroforetických technik) i dalšími postupy (např. testováním tepelné stability) byly identifikovány alely, které nebyly klasickou elektroforézou rozpoznány. Otázka, do jaké míry může alozymový polymorfismus reprezentovat celkovou míru genetické proměnlivosti, však zůstává otevřená. Vzhledem k výše zmíněným metodickým omezením je rozsah detekovaného polymorfismu nutně podhodnocený. Bylo však zjištěno, že i když přesnější metody většinou identifikují další alely polymorfních genů, lokusy klasifikované klasickou elektroforézou jako monomorfní zůstávají většinou monomorfní i nadále. Navíc některé studie ukazují, že tyto skryté, kryptické alely jsou fylogeneticky velmi blízké, tzn. že každá elektromorfa představuje přirozenou skupinu příbuzných alel, které zůstávají fylogeneticky informativní i přesto, že nejsou elektroforézou rozlišeny. Na druhé straně rutinně zkoumané geny se většinou ve tkáních vyskytují ve vysokých koncentracích („enzymy skupiny I“) a postrádají vysokou substrátovou specifitu, typickou pro enzymy centrálních metabolických procesů („enzymy skupiny II“) a proto mohou být odhady založené na elektroforéze naopak nadhodnoceny. Ačkoli je tedy elektroforéza enzymů a neenzymatických bílkovin základní metodou detekce genetické proměnlivosti, extrapolace získaných výsledků na celý genom je obtížná.

Software
Pravděpodobně nejkomplexnějším programem založeným na elektroforetických datech je BIOSYS-1. Existují však mnohem modernější, volně dostupné programy, které jsou založeny na rigoróznějších testech a vesměs umožňují různé permutace dat a tím i lepší odhad spolehlivosti. Většinou však nejsou tak komplexní jako BIOSYS. Obvykle se můžeme setkat s následujícími programy (výčet pochopitelně není vyčerpávající a proto je nutno ho brát pouze jako vodítko pro základní orientaci):

BIOSYS-1, biosys-2, genepop, genetix, popgene, fstat, migrate,
arlequin a další.
Podrobnosti o těchto a dalších programech jsou uvedeny na konci kapitoly 5.

Kromě uvedených programů lze využít například i NTSYSpc (Rohlf, J. F., 1997: NTSYSpc. Numerical taxonomy and multivariate analysis system. [distribuováno prostřednictvím Exeter Software, Setauket, New York]) pro výpočet genetických vzdáleností a konstrukci stromů. Pro Mantelův test shody dvou matic genetických vzdáleností nebo matice genetických a matice geografických vzdáleností může být použit NTSYS nebo MANTEL (Cavalcanti, M. J., 2000: MANTEL – Test for association between two symmetric distance matrices with permutation iterations. [volně na http://www.life.bio.sunysb.edu/morph]). Programy na rekonstrukci fylogeneze jsou uvedeny v kapitole 6.

Laboratorní vybavení

Obecné vybavení 

Položky označené hvězdičkou nejsou nezbytně nutné.

Přístrojové vybavení 

Nízkoteplotní mrazicí box, mrazák, chladnička, digestoř, chlazená vysokorychlostní centrifuga (max. 15000-20000g), homogenizátor*, mikrovlnná trouba, laboratorní třepačka, pH metr, termostat, magnetická míchačka s ohřevem, sušička na gely nebo vakuová pícka*, analytické váhy, zdroj UV světla*, elektroforetická sestava s příslušenstvím (podle typu elektroforézy), zdroj stejnosměrného proudu, klasický nebo digitální fotoaparát (digitální kamera)*.

Drobné předměty 

Mikrozkumavky (eppendorfky), filtrační papír běžný, filtrační papír silný (Whatman No. 3), potravinářská fólie (Saran), nastavitelná pipeta, multikanálová nastavitelná pipeta*, azbestové nebo jiné ochranné rukavice*, misky na barvení, celofán*, skalpel, pravítko, nůžky, pinzeta, stojan na zkumavky, silikonové rukavice. 

Laboratorní sklo 

Kádinky 100-5000ml, Erlenmeyerova baňka (100-1000ml), odměrné válce různých velikostí, Pasteurovy pipety*, skleněné pipety. 

Chemikálie 

Destilovaná nebo deionizovaná voda, bromfenolová modř, homogenizační roztok*, CCl4 nebo toluen*, agar nebo agaróza, kyselina octová, metanol*, glycerin*, chemikálie na přípravu pufrů a barvicích roztoků, enzymy.

Speciální vybavení

Položky označené hvězdičkou nejsou nezbytně nutné.

SGE 

Vodní lázeň, vodní vývěva, Bunsenův kahan*, Buchnerova nálevka, forma na gel, jamkovací hřeben*, kuchyňské houby, nebo jemná prachovka*, řezačka na gely, vodní lázeň, tác na sušení škrobu*, kuchyňský váleček*, síto na mouku*; chemikálie: škrob, aceton*, HCl, octan sodný*.

PAGE 

Vodní vývěva, hřeben (s pravoúhlými, nebo „žraločími“ zuby); chemikálie: akrylamid, N,N‘-metylen bisakrylamid (bis), amonium persulfát (APS), TEMED, nanášecí pufr.

AGE 

Agaróza o vysokém stupni čistoty, nanášecí pufr.

CAGE 

Prefabrikovaný acetylcelulózový gel, aplikátor na nanášení vzorků.
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Obr. 3.1 Schéma vertikální elektroforézy (SGE, PAGE).

Obr. 3.2 Schéma horizontální elektroforézy na škrobovém gelu (SGE).

Obr. 3.3 Forma na škrobový gel, vyrobená z plexiskla, a hřeben na vytvoření jamek na vzorky.

Obr. 3.4 Schéma sendvičové sestavy na vertikální PAGE. Do stojanu jsou upevněny dva gely.

Obr. 3.5 Nákres komory na horizontální SGE s vloženou formou na škrobový gel (vyrobeno z plexiskla).

Obr. 3.6 Příklady některých typů barvicích reakcí tetrazoliového systému: a) jednoduché barvení laktátdehydrogenázy (LDH); b) barvení s dodáním exogenního enzymu (mannózofosfátizomeráza, MPI); c) barvení s exogenním enzymem, ale bez přidání koenzymu (nukleozidfosforyláza, NP); d) příklad využití UV záření při barvení superoxiddismutázy (SOD) – výsledkem jsou světlé skvrny na tmavém pozadí.

Obr. 3.7 Řezačka na škrobové gely.

Obr. 3.8 Schéma charakteristického vzoru proužků (izozymů) u heterozygotů v případě monomerních, dimerních, trimerních a tetramerních enzymů.

Obr. 3.9 Příklady obarvených zymogramů: a) fosfoglukomutáza (PGM) u ryby druhu Fundulus zebrinus. Tento enzym je monomerní, tzn. u heterozygotů nalezneme dva pruhy. Na gelu rozeznáme celkem pět „alel“ a jednotlivé genotypy jsou zleva doprava: 100, 100, 100, 85/100, 85/100, 95/100, 90/100, 100, 85/100, 100, 100, 100/105, 100, 100, 100/105, 100, 100; b) malátdehydrogenáza (MDH) ze svaloviny ropuchy Bufo latastii (nahoře). Z obrázku není jasné, zda proužky představují produkty dvou lokusů, nebo musíme hledat alternativní vysvětlení (všichni jedinci jsou heterozygotní pro monomerní enzym, jedna řada proužků představuje doprovodné sekundární izozymy, došlo k částečnému rozpadu kvartérní struktury apod.). Přidáním extraktů dalších druhů (nahoře) byl problém vyřešen ve prospěch nulové hypotézy dvou nezávislých lokusů: za prvé, spodní linie proužků už není monomorfní a za druhé, třetí vzorek zleva je heterozygotní pro rychlejší izozym. Horní (rychlejší) izozymy jsou produkty lokusu MDH-1, pomalejší (spodní) řada představuje produkty MDH-2. Zleva doprava: Bufo stomaticus, B. latastii, B. calamita a B. bufo (vždy po dvou jedincích); c) laktát- dehydrogenáza (LDH) ze savčích ledvin – vzhledem k tomu, že LDH je heterotetramerní enzym, homozygotní jedinci mají fenotyp s pěti proužky, zatímco jedinci heterozygotní pro anodický lokus mají fenotyp s 15 proužky.

Rámeček 3.1 Hydrolýza škrobu





Do skleněné kónické (Erlenmeyerovy) baňky navážíme 1000g bramborové škrobové moučky a zalijeme 1500ml čistého acetonu.


Baňku vložíme do vodní lázně, vytemperované na 38(C a necháme několik minut ustálit teplotu.


Přidáme 30ml koncentrované (dýmavé) HCl a pečlivě zamícháme, aby byl veškerý usazený škrob resuspendován. Přidáním kyseliny chlorovodíkové začíná vlastní hydrolýza.


Každých 10 minut škrob resuspendujeme. Alternativní možností je použití míchadla.


Asi po 45-50 minutách ukončíme hydrolýzu přidáním 500ml 1M octanu sodného a opět pečlivě promícháme.


Supernatant odstraníme odsátím pomocí vývěvy a Büchnerovy nálevky s filtračním papírem. Škrob umístíme do větší nádoby (stačí obyčejný 10-litrový kbelík), převrstvíme 10 litry destilované vody a resuspendujeme. Potom škrob necháme opět sednout (trvá až několik hodin).


Slijeme vodu se zbytky acetonu a ostatních chemických reagencií, škrob převrstvíme vodou, resuspendujeme a opět necháme sednout (doba sedimentace se postupně zkracuje). Tento krok opakujeme asi čtyřikrát.


Vodu odsajeme pod vývěvou, škrob rozprostřeme v tenké vrstvě na tác a necháme proschnout při 38(C (24-48h). Po vyschnutí je třeba hrudky škrobu rozdrtit (kuchyňský váleček, nebo i čistá láhev) a prosít sítem na mouku.





Množství HCl a dobu hydrolyzace je třeba napřed vyzkoušet (záleží na kvalitě škrobové moučky). V naší laboratoři již delší dobu používáme kombinaci 30ml HCl / 45min. Hydrolyzovaný škrob je lépe skladovat v chladu (4(C), aby déle vydržel. Gely uvařené ze starého škrobu mají tendenci se lámat a nelze s nimi manipulovat.





Rámeček 3.2 Příprava škrobového gelu





A. Vaření škrobu pomocí Bunsenova kahanu


Navážíme 50g hydrolyzovaného škrobu a spolu s 400ml příslušného gelového pufru dáme do kónické (Erlenmeyerovy) baňky (uvedené množství je určeno na přípravu jednoho 12,5% gelu o rozměrech 23 ( 15 (1cm). Pečlivě rozmícháme všechen škrob, přichycený na dně.


Zahříváme nad kahanem za stálého míchání. Jakmile směs začne houstnout a průhlednět, zintenzívníme míchání a pokračujeme dalších 60 sekund, dokud gel nezačne vřít a opět řídnout.


Pomocí vývěvy odsajeme vzduch (asi 20s – přesný okamžik poznáme podle toho, že vodní vývěva začne zabírat naprázdno a gel začne opět vřít). Někdy musíme během odsávání gel míchat, abychom zabránili jeho nasátí do vývěvy.


Opatrně nalijeme do připravené plexisklové formy (viz obr. 3.2), umístěné na vodorovné podložce, pokud možno bez tvorby bublinek. Odstraníme případné bublinky a hrudky škrobu a necháme ztuhnout.


Jakmile gel zmatní (45-60min), překryjeme ho fólií (Saran, stačí i obyčejná potravinářská fólie), abychom zabránili jeho vysychání. Škrobový gel můžeme použít i následující den, pokud jsme ho pečlivě zabalili do igelitového pytlíku, do kterého jsme umístili kus buničiny nasáklý vodou.


Během přípravy škrobového gelu mohou nastat tři problémy: nedovaření, převaření a připálení. Nedovařené gely jsou vzácnější a poznají se tak, že jsou příliš měkké a vlhké a po rozřezání s nimi nelze manipulovat. Převaření se dá rozpoznat již během odsávání vzduchu, protože škrob je příliš řídký a má tendenci unikat z baňky do vývěvy. Během tuhnutí se na jeho povrchu vytvářejí hluboké rýhy nebo kruhovité či osmiboké vzory. Převařené gely se mohou přichytávat ke dnu formy, často se štěpí během nanášení vzorků nebo se lámou během vyndávání z formy. Jsou křehké a někdy s nimi nelze vůbec manipulovat (křehkost může být ovšem způsobena i tím, že škrob je příliš starý). Připálení poznáme snadno podle hnědého připáleného škrobu na dně baňky. Připálené gely většinou nejsou problematické, v krajním případě ovšem mohou být příliš křehké.





B. Vaření škrobového gelu pomocí mikrovlnné trouby


Jiným možným způsobem vaření škrobového gelu je použít mikrovlnnou troubu. Postup je následující:


Do Erlenmeyerovy baňky odvážíme 50g škrobu a zalijeme 100ml gelového pufru. Škrob pravidelně promícháváme.


Zbylou část pufru (300ml) uvedeme v mikrovlnné troubě do varu a nalijeme do baňky se škrobem (před nalitím škrob pořádně promícháme).


Za stálého míchání dáme do horké vodní lázně a čekáme, až teplota vystoupí na 80°C.


Pomocí vodní vývěvy odsajeme vzduch a nalijeme do připravené formy.





Rámeček 3.3 Příprava polyakrylamidového gelu





A. Příprava 8% nedenaturujícího gelu pro kontinuální PAGE


Připravíme zásobní roztok 30% akrylamidu:


akrylamid					29g


N,N'-metylen bisakrylamid (bis)		  1g


destilovanou H2O doplnit do 100ml


Roztok zahřejeme na 37(C a mícháme, dokud se nerozpustí všechny chemikálie, potom přefiltrujeme. Zkontrolujeme pH, které by nemělo přesáhnout hodnotu 7,0. Roztok akrylamidu uchovávat v temnu při pokojové teplotě. Pozor, akrylamid i bis jsou silné neurotoxiny, které jsou absorbovány pokožkou a jejich účinky jsou navíc kumulativní. Proto je nutno při práci používat rukavice (polyakrylamid je zdravotně nezávadný, může však obsahovat zbytky nepolymerizovaného akrylamidu).


Dále připravíme zásobní roztok 10% amonium persulfátu (APS; při 4(C můžeme roztok uchovávat několik týdnů) a pufru 5X Tris-borát-EDTA (TBE):


Tris						54g


kyselina boritá			            	27,5g


EDTA 0,5M (pH 8,0)				20ml


dH2O doplnit do 1000ml


Připravíme skleněné desky, hřeben a teflonové pásky, sloužící jako vložky (mezikusy). Jestliže používáme velmi tenké gely (< 1mm), musíme věnovat čištění skla velkou péči, abychom minimalizovali riziko tvorby bublinek během nalévání gelu. Obě skleněné desky nejdříve pečlivě umyjeme teplou vodou s detergentem, potom opláchneme teplou a studenou vodou a nakonec destilovanou vodou. Desky vysušíme fénem a potom opláchneme lihem a necháme oschnout. Na zadní (kratší) desku naneseme tenkou vrstvu silikonového roztoku (Sigmacote) a opatrně rozetřeme jemným ubrouskem bez chloupků. Nakonec znovu opláchneme destilovanou vodou a vysušíme fénem. Silikon nanášíme v digestoři. Hřeben a mezerníky omyjeme teplou a destilovanou vodou a potom lihem. Necháme oschnout a potom celou sendvičovou sestavu složíme pomocí bočních svorek a její spodní stranu upevníme do nalévací základny, která slouží jednak k utěsnění sestavy, jednak k nalévání gelu. Nahoru zasuneme hřeben tak, aby svíral s okrajem skleněných desek úhel přibližně 10(.


Celou sestavu položíme na vodorovnou podložku nalévací základnou k sobě (nám se osvědčilo podložení horní strany tak, aby sestava byla mírně zešikma). Připravíme 35 ml roztoku akrylamidu podle následujícího receptu (tento objem je určen pro přípravu gelu o rozměru 40(21(0,04cm):


zásobní roztok akrylamid/bis (30%)		13,3ml


zásobní roztok 5X TBE			10,0ml


dH2O					26,35ml


Odsáváme 15 minut pod vývěvou při pokojové teplotě a potom přidáme


10% amonium persulfát			0,35ml


N, N, N‘, N‘ – tetrametyl etylen diamin (TEMED)	18(l


Promícháme a nalijeme do injekční stříkačky se silikonovou hadičkou.


Konec hadičky zasuneme do otvoru v nalévací základně a tlakem na píst stříkačky zvolna naléváme gel mezi skleněné desky. Pokračujeme dokud roztok nedosáhne všechny zuby hřebene (celá procedura trvá asi 45s). Potom hřeben zasuneme do patřičné polohy a necháme ztuhnout (asi 60min). Tato poslední fáze, kdy roztok dosáhne k hřebenu, je nejriskantnější, neboť na styku s hřebenem často vznikají vzduchové bublinky (ty se během polymerizace ještě zvětší, protože na vzduchu APS akrylamid rozkládá). Jestliže dochází ke značnému úbytku akrylamidu kolem zubů hřebene a silikonových vložek, doplníme pomocí pipety, nebo injekční stříkačky s jehlou (roztok akrylamidu/bis s APS a TEMED vydrží nějakou dobu nezpolymerizovaný, pokud ho držíme v chladničce).


Pokud použijeme hřeben typu „žraločí zuby“ (shark tooth comb), zasuneme ho mezi skleněné desky nejprve horní stranou tak, aby konce zubů dosahovaly po horní hranu delší skleněné desky a necháme ztuhnout. 


Po ztuhnutí gelu hřeben opatrně vyjmeme a jamky pečlivě propláchneme destilovanou vodou, abychom odstranili zbytky nezpolymerizovaného akrylamidu. Gel může být použit i za 1-2 dny, pokud ovšem zabráníme jeho vyschnutí tím, že horní stranu gelu obložíme papírovými ubrousky nasáklými roztokem 1X TBE, celou soustavu zabalíme do fólie (Saran) a uložíme při 4(C.


Odstraníme nalévací základnu a sestavu připevníme do tanku na spodní (anodový) pufr. Jestliže používáme hřeben se žraločími zuby, vložíme ho mezi skleněné desky zuby dolů tak, aby se jejich hroty přesně dotýkaly okraje gelu (pozor, když mezi zuby a gelem bude byť jen nepatrná mezera, budou se sousední vzorky vzájemně mísit; když hřeben zatlačíme příliš hluboko, zuby mohou gel poškodit a deformovat tak tvar migrujících proužků. Před nanesením vzorku se doporučuje zapojit na 30 minut elektrický proud, aby se gel zahřál a odstranily se z něho zbytky APS a TEMED.





Rámeček 3.3 pokračování





B. Příprava gelu pro diskontinuální SDS-PAGE (Laemmli, U. K., Nature 227: 680 [1970])


Složíme sendvičovou sestavu (obr. 3.4 tak, že nejprve na čistou podložku položíme delší (vnější) sklo a podél jeho pravého a levého okraje umístíme teflonové nebo silikonové vložky. Nahoru položíme kratší (vnitřní) sklo a upevníme svorkami. Celou sestavu umístíme do speciálního nalévacího stojanu, který má na spodní straně silikonové, nebo gumové těsnění, zabraňující vytékání gelu. Alternativní možností je zalepit spodní stranu sestavy páskou. Na rozdíl od předchozího postupu gel naléváme ve svislé poloze.


Připravíme 7,5% separující gel podle následujícího receptu:


zásobní roztok akrylamid/bis (30%)			2,5ml


10% roztok SDS					100(l


1,5M roztok Tris-HCl, pH 8,8			2,5ml


dH2O						4,85ml


Odsáváme pod vývěvou 15 minut při pokojové teplotě. Celkové množství roztoku (asi 10ml) by mělo stačit na přípravu dvou gelů o tloušťce 1mm (celkové rozměry gelu 7(8(0,1cm).


Přidáme 50(l 10% APS a 5(l TEMED, promícháme a opatrně nalijeme do prostoru mezi skly (asi do 2/3). Výhodné je naklonit stojan mírně na jednu stranu a dozadu tak, aby se dal roztok nalévat po delším skle. Potom na povrch gelu velmi pomalu z jedné strany pipetou naléváme destilovanou vodu. Pokračujeme přibližně do poloviny, potom se voda už sama roztáhne po celé délce gelu a vytvoří asi 1-2mm silnou vrstvičku, která zajistí, že horní okraj zpolymerizovaného gelu bude naprosto rovný. Necháme ztuhnout.


Po ztuhnutí separujícího gelu (10-30min) odstraníme vodu, povrch gelu opláchneme čistou destilovanou vodou a vysušíme filtračním papírem. Potom vsadíme hřeben, který na jedné straně ponecháme mírně zvednutý, takže svírá s povrchem gelu úhel zhruba 10(.


Během polymerizace připravíme 4% koncentrující gel:


zásobní roztok akrylamid/bis (30%)			1,3ml


10% roztok SDS					100(l


0,5M roztok Tris-HCl, pH 6,8			2,5ml


dH2O						6,1ml


Odsáváme 15 minut při pokojové teplotě, potom přidáme 50(l 10% APS a 10(l TEMED a zamícháme. Roztok naléváme podél jednoho pásku v místě, kde je hřeben zvednutý, dokud nejsou všechny jeho zuby ponořené. Potom hřeben usadíme do správné polohy a necháme zpolymerizovat.


Po ztuhnutí gelu opatrně vytáhneme hřeben a jamky důkladně propláchneme destilovanou vodou, abychom odstranili zbytky nezpolymerizovaného roztoku. Nyní můžeme gel vyndat z nalévacího stojanu, nebo odstranit pásku ze spodní strany sestavy, a umístit do elektroforetického tanku. Jako elektrodový pufr použijeme 5( zředěný zásobní roztok Tris-glycinového pufru, pH 8,3 (5X Tris-glycin: 9g Tris, 43,2g glycinu, 3g SDS, doplnit do 600ml dH2O). Před vlastní elektroforézou gel připojíme ke zdroji a několik minut necháme protékat elektrický proud, aby se odstranily zbytky APS a TEMED.








1 Termín izozym byl zaveden roku 1957 Markertem a M(llerem a vztahuje se k jakémukoli proužku daného enzymového systému na gelu. Pojem alozym byl zaveden o 11 let později Prakashem a kol. pro ty izozymy, které jsou kódovány různými alelami téhož genu. U heterozygotů jsou tedy jako alozymy označovány pouze extrémní proužky (nejrychlejší a nejpomalejší), tj. ty, které se objevují jako jeden proužek u homozygotů. Všechny proužky mezi nimi (u multimerních enzymů) jsou izozymy představující různé kombinace produktů obou alel.
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