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Nukleové kyseliny (DNA a RNA) maji diky své primarni strukture elektricky ndboj. Zaporny
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naboj pochazi od zbytkl kyseliny fosforecné (jak je
zfejmé zobrdazku) a vprimarnim fetézci jsou
v molekule DNA pritomny dusikové baze a cukr. Na
zakladé téchto skutecnosti DNA fragmenty migruiji
v elektrickém poli smérem k anodé riznou rychlosti
v zavislosti na své velikosti (délce). Nejmensi
fragmenty putuji nejrychleji, proto se po skonceni
elektroforézy nachazeji nejdale od mista naneseni
vzorku. Velikosti fragment( DNA Ize urcit srovnanim
se standardem (smés fragmentl DNA o rdznych
definovanych délkach). Jako standard velikosti DNA
fragmentl se casto pouZiva genomova DNA
bakteriofaga A rozstépena restrikénim enzymem na
fragmenty o zndmé délce.
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20 bp DNA Ladder 50 bp DNA Ladder 100 bp DNA Ladder
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50 x TAE pufr ( 242 g Trizma bdaze, 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8, doplnit vodou na 1l)

Agarosa (high-melting pro bézné poufZiti, v pfipadé nasledné izolace DNA z gelu pouZijeme low-melting
agarosu)

DNA ladder (napf, A/Hind 11l DNA, 2-log DNA ladder, 100 bp DNA ladder)

GLS (nandseci pufr, 50% glycerol, 0.01% bromfenolova modf¥)
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http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=electrophoresis&source=images&cd=&cad=rja&docid=Fkp-GVoFtEuHHM&tbnid=-_SxHTccbxkT7M:&ved=0CAUQjRw&url=http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch20/electrophoresis.html&ei=GXX5UZy3F8aVO7WwgNAE&psig=AFQjCNG2y0BXlfhvmPr9-59yP1Y6lWeZbw&ust=1375389321641681
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Pro detekci DNA fragmentl v podobé cervenych,
resp. zelenych prouzkll lze pouzit bud UV-
transluminator nebo fluorescencéni imager. Ve
srovnani s ethidium-bromidem jsou tato barviva
schopna se vazat efektivnéji do struktury ssDNA
nebo RNA. Pokud tedy pracujeme s RNA nebo ss-
DNA, prednostné pouzijeme tato barviva. Jejich dalsi
vyhody jsou wvysSSi citlivost, moZnost excitace
viditelnym zdfenim a vyssi kvalita snimkd potizena
fluorescen¢nim imagerem.
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0a/Ethidium_bromide.svg
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=GelRed%E2%84%A2&source=images&cd=&cad=rja&docid=7Kt52pC6tgayzM&tbnid=u0erlUIIHNJPCM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:GelRed_chemical_structure.png&ei=McX2Uc-OCsSxO4vIgPAL&bvm=bv.49784469,d.ZWU&psig=AFQjCNHU2ctxHl3dx4nu8vV06Oumgu_lsA&ust=1375213229014528
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=GelGreen&source=images&cd=&cad=rja&docid=AFVhc09X1Ab7dM&tbnid=axSoIGd3FkSzBM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:GelGreen_chemical_structure.png&ei=WMX2UZ72HofwPMuegIgE&bvm=bv.49784469,d.ZWU&psig=AFQjCNFqWXGh1j3-gDUdW0_lS8-NreOsWA&ust=1375213270067545
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Pokud sledujeme malé zmény mobility bandl nebo
pouzivame DNA pro dalsi praci (klonovani, re-amplifikace,
atd., je vhodné pouZit nasledné barveni gelu: elektroforézu
provedeme na gelu bez pridavku fluorescenéniho barviva. Po
probéhnuti elektroforézy gel inkubujeme 30 min bud'v 50 ml
TAE pufru s prfidavkem 5 pl ethidium-bromidu nebo v 50 ml
0.1 M NaCl s pridavkem 15 pl barviva GelRed™ nebo
GelGreen™. V pripadé potreby zachovat biologickou funkci
DNA (klonovéni) je vhodné nanést na gel dva vzorky vedle
sebe, po probéhnuti elektroforézy gel rozdélit, jednu
polovinu nabarvit a z druhé poloviny provést excizi bandu.

=, —t AT

ETHIDIUM

j F ‘ @' 5 TA
evropsky

.I
LJ
L
[ ]
)
A *,,* i I
socialni ISTERSTVO $K OP Vzdalavani

fond v CH EVROPSKA UNIE LA VY C pro konkurenceschopnost
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=GelGreen&source=images&cd=&cad=rja&docid=XNpQ-VFGTU8RKM&tbnid=dBfVg9uEI3dYZM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.biotium.com/product/product_types/search/price_and_info.asp?item=41005&ei=dcX2UaCJCYHVPKjQgfAK&bvm=bv.49784469,d.ZWU&psig=AFQjCNFqWXGh1j3-gDUdW0_lS8-NreOsWA&ust=1375213270067545
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=ethidium+bromide&source=images&cd=&cad=rja&docid=0HfLeRXXC50ERM&tbnid=pcgA4MVn4xCCXM:&ved=0CAUQjRw&url=http://time-az.com/main/detail/25336&ei=9Mb2UYSoFMHFPcChgTg&bvm=bv.49784469,d.ZWU&psig=AFQjCNEk_bE8JWkJO5IfBKnyyBE3z4s1Zg&ust=1375213090110413
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Srovndnim intenzit prouzk( (band() vyizolované DNA a band( DNA
jednotlivych délek odhadneme koncentraci DNA. Jsou k tomu zapotrebi
informace z pribalového letaku DNA standardu.
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Ladder 55K 60K 65K 70K 75K

Soucasti protokolu je popsana fotografie gelu,
kde jsou oznaceny jednotlivé drahy vzorkl a
prouzky (bandy) ndleZejici DNA nebo RNA.
Uvedeme rovnéz koncentraci DNA, pokud ji
bylo mozné odhadnout.
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