Gelova elektroforéza

Reagencie: Spotiebni material:

AgarGel H/M Biotech Grade Agarose, 20— Vazenky, 20 pl pipeta, Spicky, Izicka,

5000 bp, MERCURY sklenéné kadinky, vika na kadinky
Agarose SERVA for DNA electrophoresis

research grade, SERVA. Laboratorni vybaveni:

Hmotnostni standard:100 bp DNA Elektroforeticka vana: Midigel XL. Apelex
standard ladder. SERVA. Elektromagnetické michadlo: Monotherm.
MetaPhor® Agarose, LONZA. Variomag

TBE pufr 10 x, SERVA. MikrovIinna trouba: mikrovinna trouba
PCR produkt Electrolux 1300W

Vahy: ACB plus-300. Adam Equipment.
Zdroj napéti: PS 304 MiniPac Il. Apelex

Ethidium bromid
Postup:

1. Na 3% agardzovy gel odvaiime 2,1 g agardzy, kterou rozmichdame v 80 ml TBE pufru.

2. Smés promichdvame pomoci elektromagnetického michadla. V momenté, kdy se agardza
rozsuspendovala, vloZzime kadinku do mikrovinné trouby, nastavime na nejnizsi vykon a smés
ohfivame, dokud nezacne vfit (bublat). Troubu vypneme, navysSime vykon a postup
opakujeme az do momentu, kdy se po pfi varu neobjevuji drobné bublinky. Poté nechame
tekutou agardzu vychladnout.

3. Pfi cca 60°C ptimichame 20 pl ethidium bromidu. Smés nechdme vystydnout na 50 °C a
nalijeme ji do elektroforetické vany s hiebenem. Gel tuhne 45 minut, poté vyjmeme hreben.

4. Zalijeme 1,5 | TBE pufru a do jamek pipetujeme 10 pl alelického Zebfiku, 10 pl PCR produktu

smiSeného s nandaseci barvickou. Elektrody zapojime do zdroje napéti a zpustime reakci.
Napéti je nastavovdno automaticky. Vysledky elektroforetické separace lze hodnotit
v momenté, kdy nanaseci modra barva doputovala cca do 2/3 gelu.

SYBR®Green I nucleic acid gel stain (Sigma Aldrich)

Postup:

1.

4.

Pfipravte barvici lazen: 100ul SYBR®Green | nucleic acid gel stain v 11 TBE pufru. Lze
uchovavat v temnu a chladu (2 - 8°C)po dobu 3 —4 dny.

Provedte elektroforézu béznym zplsobem.

Vyjméte gel z elektroforetické vany a ponofte do barvici lazné tak, aby byl pomoren. Barveni
probiha 20 — 40 minut.

Po dokondéeni elektroforézy vyhodnotte standartnim zplsobem

Nancy - 520 DNA Gel stain (Sigma Aldrich)

Postup:

1.
2.
3.

Pfipravime agardzovy gel ale standardniho postupu (1. —2.)

Misto ethidium bromidu pfidame do chladnouciho gelu 16 pl Nancy — 520 Dna stain solution
Smichejte vzorek s gelovou barvou

Provedte ELFO dle postupu ,Ethidium bromid (4)

Po dokondéeni elektroforézy vyhodnotte standartnim zptsobem.



