N °
*
ok rn
5 * * L M
evropsky . ﬁ 3

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

~Propojeni vyuky obort Molekularni a bunééné biologie a Ochrany a tvorby
Zivotniho prostfedi®

CZ.1.07/2.2.00/28.0032

MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE A GELOVA ELEKTROFOREZA

Detekce molekul NK pomoci gelu
Izolaci NK ze vzorku nemusi byt vzdy uspésna, proto je vhodne provést kontrolu pred dalsim
pracovanimu. Ovéfeni UspéSné izolace NK (pfitomnost nebo nepiitomnost urcitého

fragmentu) se obvykle provadi pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.

Princip tfidéni molekul nukleovych kyselin

Ttidéni molekul nukleovych kyselin ziskanych izolaci, je zaloZeno na odlisnosti jejich
velikosti (tj.poctu nukleotidi v fetézci). Samotny princip miZeme piirovnat ke tfidéni lidi
ruzné velikosti pomoci prichodu hustym houstim. Pokud zajistime pro vSechny na startu
stejné podminky (,,stejn¢ husté kiovi®) 1 motivaci dostat se na druhou stranu houstiny, pak
zjistime, Ze prvni se prodrali nejmensi a nejStihlejsi jedinci. Naopak vysoci, ptipadné obézni
jedinci se houstim proderou nejpomaleji. Je to proto, Ze mezi nimi a kiovim budou plsobit
vetsi tieci sily, které budou brzdit jejich pohyb. Analogicky lze vytvofit takové prostiedi také
pro molekuly nukleovych kyselin.

,»Kfovi“ vytvofime pro nukleové kyseliny pomoci gelu. Gel je Zelatin€ podobnd hmota,
tvofena prostorovou siti vlaken ur¢itého polymeru. Vytvari se tak urcity druh ,,molekularniho
kiovi®“, volny prostor mezi vlakny polymeru je vyplnén vodnym roztokem, ve kterém se
rozpousti nukleové kyseliny. Motivaci pro pohyb molekul nukleovych kyselin ,kfovim*
zajistime pomoci tzv. elektroforézy - gel umistime do elektrického pole mezi dvé elektrody -
kladn¢ a zaporn¢ nabitou. Protoze jsou nukleové kyseliny zdporné nabité, tak na né¢ v
elektrickém poli plsobi sila, kterd je ptitahuje ke kladné nabité elektrode. Daji se tedy do

pohybu timto smérem a ,,prodiraji* se pfitom ,,molekuldrnim kifovim* gelu. Pfi prichodu
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gelem dochédzi mezi molekulami a siti polymert ke tfeni, které je vétsi u velkych molekul a
mensi u malych molekul, jinymi slovy, malé molekuly se pohybuji rychleji, vétsi zaostavaji.

Od jamky na startu se molekuly pohybuji pfimym smérem ke kladné elektrod¢ (viz Obr. 1).
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Obr. 1 Smér pohybu molekul NK v agardzovém gelu

Priprava gelu

Ke tfidéni molekul DNA se pouziva nejcastéji agardzovy gel, pro mensi molekuly pak také
polyakrylamidovy gel. Agar6ézovy gel pfipravime smichanim agar6zy a TAE nebo TBE
pufru. Takovouto smés zahfejeme a po zchladnuti na pozadovanou teplotu nalijeme do
ptipravené formy s hiebinkem. Po ochlazeni a gelifikaci agardzy je hiebinek vyjmut z gelu a
gel vyjmut z formicky, takze zlstava platek gelu s jamkami po vyjmutém hiebinku. Tento gel
je umistén do elektroforetické vany s elektroforetickym pufrem (TAE, TBE). Do takto
pripravené¢ho gelu miizeme vlozit vzorky DNA. Koncentrace agarozy se voli v zavislosti na

velikosti fragmenti.


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Agarozovy%20gel.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Forma%20s%20hrebinkem.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Platek%20gelu.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Elektroforeticka%20vana.htm

N °
*
ok rn
5 * * L M
evropsky . ﬁ 3

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

~Propojeni vyuky obort Molekularni a bunééné biologie a Ochrany a tvorby
Zivotniho prostfedi”

CZ.1.07/2.2.00/28.0032

Nanaseni vzorki na gel
Agar6zovy gel je umistén vodorovné v elektroforetické vané pod hladinou elektroforetického

pufru (pozor na orientaci gelu vici elektrodam, molekuly vzdy putuji ke kladné elektrod¢).

Vzorky, obsahujici nukleové kyseliny, je poteba vpravit do jamek v gelu pipetovanim. Nelze
ovSem nanaset prosty vodny roztok NK, nebot’ velka ¢ast molekul by tak z jamek v gelu
»vyplavala® diiv, nez bychom naplnili v§echny jamky a spustili elektroforézu. Proto je nutné
nukleové kyseliny nejdifive smisit s tzv. nanaSecim pufrem, ktery je t€z8i nez voda, takze v
jamce klesne i s nukleovymi kyselinami ke dnu a vyrazn¢ zpomaluje difuzi. NejCastéji se
pouziva roztok sachardzy - klesa ke dnu podobné, jako sirup lity do vody, kromé sacharozy
obsahuje nanaseci pufr také tzv. sledovaci barvivo. Toto barvivo umoziiuje sledovat pritbéh
elektroforézy, nebot’ se pohybuje podobné jako zaporn¢ nabité molekuly nukleovych kyselin
smérem ke kladné elektrodé. Nejcastéji se jako sledovaci barviva pouzivaji bromfenolova
modr a xylen cyanol.

Po smiseni miZzeme vzorek pomalu vytla¢it do jamky pod hladinou pufru. Pak je mozné
uzavtit elektricky okruh pfipojenim ke stabilizovanému zdroji napéti - od té chvile probiha
elektroforéza a molekuly DNA se pohybuji rozdilnou rychlosti podle své velikosti.
Elektroforézu je nutné vypnout v okamziku, kdy jsou molekuly nukleovych kyselin pfimétené
roztiidény. Pokud by elektrické pole pisobilo pfili§ dlouho, molekuly by z gelu vycestovaly
az ke kladné nabité elektrodé, kde by doslo k jejich degradaci.

Protoze v nékterych piipadech nezname velikost molekul, které tfidime, mizeme ji proto
zjistit pouze srovnanim s velikosti znamych molekul, které budou vystaveny stejnym
podminkdam tfidéni. Proto se pifi gelové elektroforéze pouzivaji tzv. markery molekulové
hmotnosti - tzn. velikosti fragmenti. Tyto markery, nazyvané také ,ladder — Zebiik,
predstavuji kalibracni Skalu pro tfidéné molekuly NK. Nejcastéji se pouziva krokovy Zebrticek
(Step ladder), jehoz jednotlivé stupné mohou piedstavovat 50 nebo 100 bp. Tento zebiik se

zpravidla nanasi do prvni jamky v gelu.


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Elektroforeticka%20vana.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Platek%20gelu.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Sledovaci%20barvivo.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Zdroj%20napeti.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Marker%20MW.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Marker%20MW.htm
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Barveni gelu

Molekuly NK je mozno po skonceni elektroforézy nabarvit ponofenim gelu v lazni s
fluorescenénim barvivem, napt. ethidium bromidem (EtBr). EtBr je fluorescen¢ni barvivo,
které se vaze velmi intenzivné a specificky na nukleové kyseliny tak, Ze svou plochou
molekulou interkaluje mezi ploché pary bazi v molekule DNA, ptipadné v dvouvlaknovych
usecich molekul RNA. Protoze je EtBr potencidlni kancerogen je nutné pifi praci s nim
dodrzovat bezpecnostni pravidla. Pokud takto nabarveny gel polozime do komory UV-
transiluminatoru, ktery je plochym zdrojem UV-zafeni, molekuly DNA v gelu zafi.

Jestlize nemame z piedchozi zkusSenosti odhad, kdy elektroforézu vypnout, je mozné pridat
ethidium bromid do tekutého roztoku gelu jesté pted jeho vylitim do formicky. Barvivo je pak
pfitomné vSude v gelu a DNA je nabarvena od zacatku elektroforézy. Elektroforézu je pak
mozné kdykoli pferusit, vyjmout gel, prohlédnout na UV-transiluminatoru, zda jsou jiz
molekuly DNA dostate¢n¢ rozdéleny a piipadné gel vratit do elektroforetické vany a

pokracovat v elektroforéze. Koncentrace agar6zy se voli v zavislosti na velikosti fragmentd.

PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR = Polymerase Chain Reaction) = biochemicka reakce,
kterd vyuzivd enzym DNA-polymerdazu ke kopirovani DNA takovym zpisobem, Ze se
produkt hromadi podobnou geometrickou fadou, jakou dochézi k Sifeni rozpadu atomi pfi
vybuchu atomové bomby. Je to metoda molekularni biologie pro enzymatickou replikaci
DNA in vitro bez pouziti zivych organismi. Metoda PCR se obvykle vyuziva v 1ékatskych a
biologickych vyzkumnych laboratofich a pfibuznych oborech pro diagnostiku dédi¢nych
onemocnéni, infekénich onemocnéni, uréeni otcovstvi, identifikaci osob v kriminalistice,
klonovani genu a dal$i. Metoda PCR byla vynalezena americkym biochemikem Kary Banks

Mullisem, ktery byl za tento objev v roce 1993 ocenén Nobelovou cenou.


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Ponoreni%20gelu.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%20barvivo.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/EtBr.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%20barvivo.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pravidla%20bezpecne%20prace.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Transiluminator%20s%20gelem.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Transiluminator%20s%20gelem.htm
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Princip PCR

PCR se pouziva na amplifikaci specifického tiseku DNA. Mohou to byt jednotlivé geny, Casti

genu nebo nekodujici oblasti, jejichz délka obvykle neptfesahuje 10 kb. Za uréitych

podminekmohou byt touto metodou amplifikovany fragmenty dlouhé az 3000 Mb (lidska

chromozomalni DNA).

Obr. 2 Schéma PCR

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Reakce je =zalozena na
schopnosti DNA-
polymerazy  syntetizovat
komplementarni vlakno
podle templatu
jednovldknové DNA.
Polymeraza  ptfidava  k

existujicimu useku druhého
vldkna nové nukleotidy ve
sméru 5° > 3°. K syntéze je
kromé& templatového vlakna
a nukleotidtrifosfat potteba
kratkého

také useku

druhého vlakna, tzv.

primeru. Primer tvofi za vhodnych teplotnich podminek vodikové mistky s komplementarni

sekvenci v templatovém vlakng, dochéazi tedy k tzv. naseddni primeru. Poloha primeru

V podstaté¢ urCuje DNA-polymerdze misto od kterého a kterym smérem (od 3°-

konce

primeru) mé zacit syntetizovat komplementarni vlakno. Po nasednuti primeru tak dochézi

K tzv. extenzi primeru, tedy prodluzovani primeru pfidavanim dalSich nukleotidii na jeho 3°-

konci. Podle jednoho templatového vldkna timto zpiisobem vznikne jen jedna kopie. Pfi PCR

5


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani%20nukleotidu%205%203.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani%20nukleotidu%205%203.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani%20nukleotidu%205%203.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Pridavani%20nukleotidu%205%203.htm
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vSak dochazi k fetézovému hromadéni produktu, coz je zajiSt€no pouzitim dvou primert,
které nasedaji na komplementarni sekvence ve dvou templatovych vlaknech. Templatova
vlakna vznikaji denaturaci piivodné dvouvlaknové DNA. Primery na tato vldkna nasedaji v
protismérné orientaci, takZe po opakovanych cyklech denaturace, nasedani primeru a extenze

primeru DNA-polymerazou vznikaji produkty, které slouzi jako templaty pro novy reakéni
cyklus. Mame-li tedy teoreticky na zacatku k dispozici dvé templatova vlakna (jednu
dvojvlaknovou molekulu), pak vzniknou v prvnim cyklu dvé kopie. Pro dalsi cyklus méame k
dispozici uz Ctyfi vlakna, podle kterych vzniknou 4 kopie. Celkem osm templatovych vldken
slouzi v dalsim cyklu k syntéze dalSich osmi vlaken, takze se produkt hromadi geometrickou
fadou. Ze 2 vlaken ziskdme po 30 cyklech teoreticky celkem 23%=107 370 000 kopii (4. 107

milionu kopii ; viz Obr. 2).

Vlastnosti DNA-polymerazy a primeru

Protoze na zacatku kazdého cyklu je nutné denaturovat templatovou DNA vysokou teplotou,
kterd ni¢i normalni DNA-polymerdzy, musime pii PCR pouZivat tzv. termostabilni
polymerazy. Tyto enzymy pochazeji z bakterii, adaptovanych na extrémni podminky (napft.
hloubok4d mote pobliz usti podmotiskych sopek) a jejich proteinovéa struktura je evoluci
uzpiisobena tak, ze odolavéa po urCitou dobu i teplotdm kolem 95 °C. Nejcastéji se pouziva
tzv. Tag-polymeraza, nazvanad podle bakterie Thermus aquaticus. Dnes pouzivané
termostabilni polymerazy jsou dale vylepSeny metodami genové manipulace tak, aby byly
jeste odolnéjsi a 1épe vyhovovaly svému pouziti v PCR.

Pro kazdou PCR, kterd ma za cil amplifikovat konkrétni Gsek templatové DNA, je potieba
navrhnout vhodny par primert. Pfi ndvrhu primerti musime zajistit, aby oba primery nasedly
pii stejné teploté jen na presné komplementarni sekvenci v templatové DNA. Kdyby nasedaly
nejen na presné¢ komplementarni sekvence, tedy i1 jinde v templatové DNA, nedoSlo by k
efektivni amplifikaci zvoleného tseku. Proto museji mit oba primery shodnou, nebo téméf

shodnou teplotu tani. Ta zavisi na délce molekuly (del$i molekula = vice vodikovych mustkl


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Animace%20PCR.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Animace%20PCR.htm
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= vEtsi energie nutnd k denaturaci) a na jeji sekvenci, presnéji feCeno na poméru G-C part a
A-T para v sekvenci (mezi G-C jsou tii vodikové mustky, mezi A-T jen dva, proto ¢im vice
G-T para, tim vyssi teplota tani). Vlastni teplota nasedani primerti musi pak byt o néco nizsi,
nez teplota tani - pokud bychom pouzili pfimo teplotu tani, bylo by nasednuti ptili§ nestabilni.
Primery nesmi také tvofit tzv. dimery a vlasenky, které vznikaji sparovanim dvou primert

navzajem a PCR tak neprob¢hne.

PCR v praxi

Proces PCR reakce probiha v termocycleru, v piistroji, ktery dokaze presné stridat jednotlivé
teplotni kroky reakce. Z diivodu mozného odpateni reakéniho mixu (obvykly objem je v
rozmezi 15-100 pl v 1 mikrozkumavce) se pouzivaji termocyclery s vyhfivanym vikem.
Obvykle se sestavuje reakéni smés tzv. ,,na ledu®, tzn. ze mikrozkumavka je stale chlazena na
teplotu mirné nad 0 °C, aby se zabranilo predcasné aktivit¢ Taq-polymerazy. Pii laboratorni
teploté totizZ mohou primery nespecificky nasednout na mista, kterd neodpovidaji zcela jejich
sekvenci a Tag-polymeraza by mohla zahajit jejich extenzi. Reakéni smés by tak mohla byt
hned zpocatku obohacena o nespecifické produkty, které¢ by v pozd¢jSich krocich snizovaly
ucinnost reakce, piip. by vedly ke vzniku zcela chybnych produktii. Dokonale lze toto riziko
eliminovat jen tzv. horkym startem reakce. Protoze Taq-polymeraza nefunguje bezchybné a
muze se nekdy z templatového vldkna piedcasné uvolnit a mohou tak vznikat nelplné

produkty, provadi se na zavér jesté tzv. konecna extenze.

Komponenty reakcCni smési:

1. DNA templat - dvouvldknova genomova ci komplementarni DNA

2. dva oligonukleotidové primery - ohranicuji zacatek a konec amplifikované oblasti

3. Taq - polymeraza (nebo jina tepelné odolna polymeraza) - DNA-polymeraza je schopna
syntetizovat komplementarni vlakno podle templatu jednovldknové DNA tak, ze piidava

k existujicimu useku druhého vlakna nové nukleotidy ve smeru 5° > 3¢


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/GCpar.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/ATpar.htm
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4. deoxynukleotid-trifosfaty — za ucasti DNA polymerazy jsou zabudovany do nového
DNA fetézce
5. pufr - poskytuje stalé chemické prostiedi pro DNA polymerazu

Schéma reakce:

Kazdy cyklus obsahuje tii kroky:

1. denaturaci (94 - 98°C) po dobu 10 s — 2 min.

2. nasedani primeru — annaeling (priblizne o 5°C niz$i nez Tm) po dobu 15 s — 1 min.

3. prodluzZovani vlaken — elongace (teplota je zavisla na pouzité DNA polymeraze, rozmezi
68 - 72°C), doba je také zavisla na pouzité polymeraze a na délce amplifikovaného fragmentu
(20 s — 1 min.). PCR reakce je zakonéena koncovou elongaci, ktera slouzi k dokonceni

syntézy netplnych fetezcl (3 — 15 min., nékdy 1 déle).

Vysledek PCR amplifikace 1ze opét detekovat na gelu, tzn. ze se vzorek reakéni smési nanese
na start agar6zového nebo polyakrylamidového gelu a podrobi se elektroforéze (viz kapitola
elektroforéza). Pokud primery nasedaly jen na vybrand protismérné umisténd mista, vznikly
jako produkt reakce molekuly stejné sekvence a délky, dané vzdélenosti mist, na které
nasedaly primery. Pfi déleni v gelu budou vSechny tyto molekuly putovat stejnou rychlosti a
po obarveni a zobrazeni uvidime jen jeden pruh, jehoZz molekulovd hmotnost odpovida pti
srovnani se standardem pifedpoklddané délce molekuly. Pokud neni zobrazen zadny pruh,
polymerazova fetézova reakce neprobéhla, pokud je zobrazeno vice pruht, tak sice PCR
probéhla, ale primery nasedaly na vice mistech, které byly shodou okolnosti také orientovany
protismérné, takze doSlo k amplifikaci vice produktd. V takovém ptipadé¢ je nutné

optimalizovat podminky reakce.
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Kvantitativni PCR v realném ¢ase (Real-time PCR)

Principem real-time PCR je rychlé a pfesné zaznamenavani mnozstvi produktu PCR
bezprostiedné po jejich vzniku, v kazdém jednotlivém cyklu reakce. K detekci vznikajiciho
produktu mohou byt pouzity rtizné systémy, které jsou zaloZzeny na stanoveni zmény intenzity
fluorescenéniho zareni b&hem amplifikace. Tato metoda se od klasické metody PCR lisi
pfesnym urcenim mnozstvi produktu méfenim naristu fluorescence béhem vlastni PCR
reakce. Vzristajici mnozstvi DNA ve vzorku je pfimo umérné nartstajici fluorescenci. K
meéteni fluorescence se vyuzivaji specificky znacené sondy — proby (TagMan sonda) nebo
nespecificka (SYBR Green, LC Green) fluorescencni barviva. Specidlni termocyklery, uréené
pro kvantitativni PCR v realném c¢ase, jsou schopny v prubéhu PCR ozafovat vzorek
excitaénim zafenim, které vybudi fluorescenci uvolnéného barviva. Tuto fluorescenci ptistroj
po kazdém cyklu zméii a vysledek preda tidicimu softwaru, ktery zobrazuje prubézné - v

realném Case - mnozstvi uvolnéné fluorescence, odpovidajici mnozstvi vzniklého produktu.

POSTUP: Polymerazova retézova reakce (PCR)

1. Piipravime si a popiSeme 0,2 ml mikrozkumavku pro kazdy vzorek + mikrozkumavku
pro pozitivni a negativni kontrolu.

2. Mikrozkumavky vlozime do chladiciho stojanku a do kazdé zkumavky napipetujeme
23,5 ul nebo 47 pl smési ,,master mix“ (viz nize).

3. Do kazdé mikrozkumavky piidame k master mixu 3 ul patti¢éného vzorku templatové
(vyextrahované) DNA; v pfipadé¢ negativni kontroly pouZijeme misto vzorku
deionizovanou ultracistou vodu, pro pozitivni kontrolu pouzivame zpravidla vzorek
vyextrahované DNA, o niZ vime, Ze bude detekovatelna pfipravenym parem primera.

4. Smés ve zkumavkach jemné promichame poklepanim prstl a poté centrifugujeme 15
s pti 10 000 x g (Minispin s adaptérem pro 0,2 ml zkumavky).

5. Poté mikrozkumavky vlozime do termocycleru (cycler s vyhfivanym nastavitelnym
vikem), viko ptiklopime a uzavieme Sroubem.

6. Na cycleru nastavime pozadovany program (viz niZe). cca 30 cykld (denaturace 94°C -
1 min; anelace 55°C - 1 min; extenze 72°C — 2 min; zavérecny cyklus 72 °C — 20 min;
chlazeni 10 min).
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7. Po cca 3 hodinach mikrozkumavky vyjmeme a provedeme kontrolu PCR produktii
pomoci gelové elektroforézy (viz postup elektroforéza), pri¢emz pouzijeme cca 5-10

ul vzorku.

8. PCR produkty uchovavame pii teploté -20 °C a je mozné je pouZit pro dalsi analyzy.

Priprava ,,master mix“
1 x25ul 1 x 50ul
H.O 18,7 37,4
pufr 2,5 5
F primer 0,6 1,2
R primer 0,6 1,2
dNTP 0,6 1,2
Taqg - polymerase 0,5 1
Mater mix 23,5 47
+ 1,5ul DNA + 3ul DNA
celkem 25ul 50ul

Pfi pfipravé master mix je tieba dbat na sterilni prostiedi, pracujeme proto ve sterilnim PCR-boxu a

V rukavicich

Primery pro PCR:

Byly pouzity primery pro detekci domény Bacteria

Forward-primer 968-gc:
5°-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGLC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC
GAA GAA CCT TAC-3¢
Reverse-primer 1378: 5°-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3¢

Celkova délka PCR produktu je cca 400 bp
Pozn. zelené je oznacena GC-kotva, nezbytna u primerii pouzivanych pro denaturacni gradientovou
gelovou elektroforézu (DGGE)

10
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Nastaveni PCR cycleru

krok doba teplota pocet cyklu
pocate¢ni denaturace 4 min 95°C 1 cyklus
denaturace 1 min 95°C

annealing 1 min 55°C 35 cykla
elongace 2 min 72°C

zaverecna elongace 20 min 72°C 1 cyklus
chlazeni nekonecno 4°C

Gelova elektroforéza

1.

2.
3.

oo

10.

Do sklenéné kadinky odvazime 1 g agarézy a doplnime do 75 ml 1x TAE pufrem.
Ziskame tak 1,5% agardzu.

Promichame, kddinku pokryjeme potravinovou folii, kterou propichame.

Poté¢ umistime kddinku do mikrovinné trouby na 2-5 min pfi stfednim vykonu,
mezitim nékolikrat promichame. Roztok povafime. Jakmile dojde k varu, rychle
vytahneme, zamichame a opakujeme, dokud roztok neni Ciry.

Po zchladnuti na pozadovanou teplotu (cca 50°C), pridame ke gelu 50 ul roztoku EtBr
(vychozi konc. 500 pg/ml)

Pozn. EtBr je potencialni karcinogen a mutagen. Pridavani tohoto barviva do gelu je tedy
nutno provadet v digestori a v ochrannych nitrilovych rukavicich.

Gel nalijeme do gelovych forem s hiebeny.

Jakmile gel ztuhne, vyjmeme hieben a gel vlozime do elektroforetické vany naplnéné
pufrem 1x TAE aZ po znacku MAX. Je také tfeba dodrZet spravnou orientaci gelu vici
elektrodam!

Pfipravime si pruh parafilmu, na nejZ naneseme kapky nandSeciho pufru (loading
dye), jedna kapka ~ cca 2-3 ul barviva. Kazdou kapku barviva poté pipetou smichame
s 5 ul vzorku.

Takto pfipravené vzorky nandSime pomoci pipety do jamek v gelu, pficemZ prvnim
nanesenym vzorkem je 5 pl markeru (1Kb DNA step ladder; nandSené mnozstvi zavisi
na koncentraci od vyrobce)

Nasuneme viko s koncovkami a zapneme zdroj napéti. Nechame béZet elektroforézu
45 minut/95 V power

Po skonceni elektroforézy preneseme gel do komory transiluminatoru (Elettrofor —
Photo Gel System) a vyfotime.

11
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Priprava Buffer TAE (50x) stock solution

Tris base......oovviiiiiiiiiiiiiinnnn. 121 ¢
05MEDTA;pHS...c.eeiiine. 50 ml
ledova kyselina octova.............. 28,55 ml

mnozstvi ~ 0,5 1 pufru; vSechny slozky odvazit a odméfit, rozpustit
v cca 200 ml a pak doplnit do 500 ml
u ledové kys. octové upravit pH na 7,8 pomoci kys. octové

Buffer TAE (1x) working solution
50x TAE stock buffer => 1x TAE buffer
Redéni 1:50 => 1 dil 50x TAE + 49 dila vody

napi.na2 1 1x TAE=>2000ml:50= 40 ml ~ 1 dil
tzn: 40 ml 50x TAE + 1960 ml vody

Lze pouzit také TBE buffer (obsahujici kys. boritou), ktery se pouzivé zpravidla pro delsi
fragmenty.

Potifebny materidl: Chemikalie:

pracovni rukavice agaroza

pracovni nitrilové rukavice roztok EtBr

sklenéna kadinka 6x loading dye

potravinova folie step ladder (marker)

parafilm 1 M tris base

mikrozkumavky 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8)

chladici stojanek ledova kys. octova ptip. borita
pipeta 20-200 pl + $picky FastStart Taq Polymerase dNTPack
pipeta 2-20 ul + $picky primer 968F-gc

pipeta 0,2-2 pl + $picky primer 1378R

stopky templatova DNA

pomiucky k vazeni ultracista voda pro PCR
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