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Pravodce laboratori

ELEKTROFORETICKA SEPARACE V AGAROSOVEM GELU

Potreby: zdroj elektrického napéti, elektroforeticka vana, vanicka, hiebinek, agarosa, elektroforeticky
pufr TAE nebo TBE, nandseci pufr, velikostni marker (tzv. ladder).

P¥iprava gelu a elektroforetické vanicky:
* Mnozstvi pfipravovaného gelu zavisi na poctu vzorku a tedy velikosti vanicky a délce hiebinku.

Koncentrace gelu Velikost separované DNA
» Koncentrace gelu zavisi na typu fragmentt DNA, které 4 (kb)
chceme separovat, viz. tabulka. Pro vétsinu aplikaci se ale 0,2 5-40
pouzivd 1% agarozového gelu. Takze, napf. pro 40 ml 1% 04 >-30
, v -1
agarozového gelu pouZijeme 40 ml 1X TAE pufru nebo 1X 8’: i 70
TBE pufru a 0,4 g agarozy. : -
p gag y 1 0,5-5
1,5 0,3-3
. _ . - . 2 0,2-1,5
e Agarézu smichame s pufrem nejlépe ve sklenéné lahvi se
. , - Y . . /v 0,1-1
Sroubovacim vickem, lahev uzavieme tak, Ze je vicko
CasteCné povolené nebo roztok mlzeme pfipravit ) ,
. e . . . SCHEMA APARATURY PRO AGAROSOVOU ELEKTROFOREZU
v Erlenmayerové bance, pficemz hrdlo ptikryjeme Elektroforeticky zdroj
plastovou folii, kterou perforujeme pro snadnéjsi . Hektroforaticky gel
'f\\.
odchod pary. Velikost lahve musi byt cca 2x vétsi il g

nez je objem pripravovaného gelu.

e Agardzu nejsnadnéji rozpustime v mikrovinné
troubé, obvykle staci 1-1,5 min nebo ji lze rozpustit l

Elekiroforeticky putr

klasicky na plotynce. V pradbéhu rozehfivani +aenmaa -
mizZeme 1-2x roztokem zamichat. Agaroza musi byt
dokonale rozpusténa, tzn., nesmi byt patrna zadna

Elektroforeticka vana

‘Smér elektroforetické migrace:

nebyl vafici, ale presto dostatecné horky na to, aby nezacal pfedcasné tuhnout. Pokud nam gel

zrnka tajici agarozy.

e Pfipraveny gel nechdame zchladnout tak, aby jiz

nedopatifenim ztuhne, miZeme ho opétovné rozpustit.

e Ptipravime si ELFO vanicku, jejiz cela jsme predtim dikladné oblepili lepici paskou ¢i izolepou (v
nékterych pripadech jsou vani¢cky dodavany s kovovymi pdasky, kterymi vani¢ku utésnime, Ci je
dodavan jiny ,utésnovaci” systém). Do vanicky vloZzime ELFO hfeben a vlijeme agardzovy gel, ktery
poté nechame dokonale ztuhnout. Po ztuhnuti odstranime z vanicky utésnéni a vyndame hreben.

e Vanicku usadime do elektroforetické vany, a to tak, aby jamky byly u zdporného pdlu. Gel
s vanickou zalijeme 1x ELFO (1x TAE nebo 1x TBE) roztokem. Hladina ELFO roztoku by méla byt tésné
(1-2 mm) nad gelem.
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V nékterych laboratofich se pridava do gelu etidium bromid, ktery nam v zdvérecné fazi umozni
vizualizaci DNA ¢i RNA. Nicméné jelikozZ je etidium bromid mutagen, z bezpecnostniho hlediska (kvali

E] odparovani a kontaminaci laboratorniho prostredi) je doporucovano gel barvit az po elektroforéze.
Rovnéz etidium bromid nepatrné ovliviiuje mobilitu DNA, coZ v nékterych pfipadech experiment(
neni zadouci.

Priprava vzorku a jejich nanaseni:

* Ke vzorklim priddme nanaseci pufr. Mnozstvi dodaného pufru se odviji od jeho koncentrace. Pokud
je koncentrace nanaseciho pufru 10x, ke vzorkim priddme pufru o objemu jedné desetiny finalniho
objemu roztoku. Vzorky promichame

Je vyhodné michat vzorky s nanasecim pufrem na kousku parafilmu misto klasicky ve zkumavce.

e Pripravené vzorky naneseme do jamek, pricemz diky pritomnosti glycerolu vzorky klesnou na dno
jamky. Aby byly jamky |épe zfetelné, pro snadnéjsi nanaseni podloZime elektroforetickou vanu
tmavym papirem. Pro nanaseni pouzivame 1-20pl pipety, které maji obvykle jemnéjsi chod nez pipety
na vétsi objemy a nandseni vzork( je s nimi proto snadnéjsi.

* Do jedné z jamek rovnéz naneseme hmotnostni marker (,,size marker” nebo také ,ladder”). Objem
nanaseného markeru je doporucovan vyrobcem.

Separace vzorku:

ELFO vanu pfikryjeme vikem a zapneme ELFO zdroj. Nastavime napéti tak, aby bylo 5-8 V/cm mezi
elektrodami. Elektroforézu nechdme bézet maximalné tak dlouho, az je bromfenolova modf ve 2/3 az
% délky vanicky.

Barveni vzorki (pokud nebyla barvicka pfidana pfimo jiz do elektroforetického gelu):
* Gel vyjmeme z vanicky a ponofime ho na 10-20 min do vodného roztoku etidium bromidu (20ul 1%
EtBr ve 100ml H,0), ptipadné GelRed ¢i SyberGreenu.

Zasobni roztok etidium bromidu byvéa 1%, tj. 10 mg/ml. Pracovni roztok skladujeme ve tmé a lze jej
vyuzivat opakované.

e Béhem barveni roztokem protfepdvame.

* Po obarveni opatrné gel z barviciho roztoku vyjmeme, oplachneme vodou a vizualizujeme pod UV
svétlem. Pro zvySeni kontrastu, Ize po ukonéeni ELFO neZadouci pozadi odstranit promyvanim gelu ve
vodeé po dobu cca 10 min.
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