Téma: GELOVA ELEKTROFOREZA NUKLEOVYCH KYSELIN V AGAROZOVEM GELU
Princip:

Elektroforéza vyuzivd schopnosti nabitych castic pohybovat se v elektrickém poli. Rychlost
elektroforézy zdvisi na: velikosti celkového povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a na
koncentraci v roztoku. Molekuly nukleovych kyselin nesou v zasaditém prostfedi ZAPORNY n&boj
(diky pFitomnosti fosfatovych skupin) a pohybuji se v elektrickém poli smérem k ANODE.
Elektroforéza se provadi na vhodném nosici — nejcastéji gelu.

Gely (agardzovy, polyakrylamidovy aj.) tvofi trojrozmérna sit, kterou vétsi molekuly prochézeji
pomaleji neZ mensi molekuly (malé fragmenty se pohybuiji rychleji, tzn. doputuji na gelu nejdal).

Agardzovy gel se pripravuje rozpousténim agardzy (= polysacharid) v pufru, ktery je také
obsaZen v elektroforetické vané jako elektrolyt (bude pouzit TBE pufr obsahuijici Tris, kyselinu boritou
a EDTA).

Vzorky (fragmenty DNA, PCR produkty) se nanasi do jamek v gelu, které byly vytvofeny pomoci
tzv. hiebinku. Zatizeni DNA (DNA klesne do jamek v gelu) a migrace DNA v gelu jsou zajiStény pridanim
tzv. nandseciho neboli vkladaciho pufru, ktery je tmavé zbarveny a je tak umoznéna kontrola viozeni
PCR produktu do pfislusné jamky a také migrace v gelu.

Pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragmentu se do jedné jamky gelu nanasi tzv. velikostni
marker (hmotnostni standard, DNA ladder = Zebfik) o definované velikosti jednotlivych fragment(
(napr. 100 bp ladder)

Vizualizace: Do gelu se obvykle pfidava barvivo, které se vaze na DNA (Gel RED aj.), aby byl
vysledek elektroforézy (tj. fragmenty DNA) po dobéhnuti viditelny pod UV zarenim v pfistroji zvaném
UV transluminator.
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elektroforetickda vana 100 bp1 ladder vizualizace

1bp = z angl. ,base pair”, pocet komplementarnich pard bazi ve struktufe nukleovych kyselin
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e Ptiprava 1,5 % gelu z praskové agarézy a TBE pufru:

Navazit na predvazkach 1,5 g agardzy na 100 ml TBE pufru.

Pufr + agardzu rozpustit v mikrovinné troubé (cca 2 az 4 min, kontrolovat v pribéhu
zahfivanill).

Rozpustény gel zchladit pod proudem vody.

Ke zchlazenému gelu napipetovat barvivo Gel RED (10 pl / 100 ml gelu) a jemné ho promichat
Spickou (slouZi k nasledné vizualizaci DNA v UV transluminatoru).

Gel nalit do elektroforetické vany s umisténym hrebinkem a nechat Uplné ztuhnout (cca 20
min).

Poté vyndat hiebinek a gel spravné umistit do elektroforetické vany.

e Nanaseni vzorka:

Napipetovat 5 pl vzorkl do pfislusnych jamek v gelu vytvorenych pomoci tzv. hiebinku.

Pro odhad velikosti DNA fragmentl do posledni jamky gelu nanést 5 ul tzv. velikostniho
markeru (ladderu).

Pripojit elektroforetickou vanu ke zdroji a spustit elektroforézu pti konstantnim napéti (pobézi
cca 45 min pfi napéti 100 V).

Pfemistit gel na UV-transluminator a zkontrolovat vysledek pod UV zafenim (Pfi delSim zapnuti
UV lampy dojde k vysviceni gelu, tj. kontrola jen rychl3, orientacnil).

Zhotovit fotografii pfi prosviceni gelu UV lampou.



