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ELEKTROFORETICKA SEPARACE V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Pti pripravé polyakrylamidového gelu Ize vybérem vhodné koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu
ovliviiovat velikost porl gelu a tim optimalni separaci fragmentl DNA o urcité délce. Se zvysujici se
koncentraci téchto latek se pdry gelu stavaji mensimi a gel se hodi pro separaci mensich molekul, viz.

tabulka. Pro PAGE je jako elektroforeticky pufr vyuzivan TBE.

PAGE je bud ve formé denaturacni s pfidavkem denaturacni latky, jako napf. 0,8M mocoviny nebo ve

formé nedenaturacni, tzv. nativni.

Akrylamide/Bisakrylamid Gel % Nativni DNA/RNA (bp) Denaturovana DNA/RNA (bp)

19:1 4 100-1500 70-500
6 60-600 40-400
8 40-500 20-200
10 30-300 15-150
12 20-150 10-100

29:1 5 200-2000 70-800
6 80-800 50-500
8 60-400 30-300
10 50-300 20-200
12 40-200 15-150
20 <40 <40

Tabulka. Koncentrace polyakrylamidového gelu pro separaci nukleovych kyselin. Doporucené

hodnoty pro dané aplikace jsou zvyraznény tucné.
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e Saponatem a vodou se dlkladné umyji skla, plastové vlozky a hrebinek, poté se dlkladné

opladchnou deionizovanou/destilovanou vodou a etanolem a nechaji se uschnout.

@Se skly se manipuluje jen v rukavicich, pficemz se skla drzi za jejich okraje. Skla nesmi byt jakkoliv

znecisténa, aby bylo zabranéno tvorbé bublin pfi nalévani gelu.

e Skla se sestavi k sobé&, vloZi bo¢ni vlozky, okraje skel se mohou olepit izolepou pro ujisténi, Ze

nedojte k vytec€eni roztoku gelu. Skla se zajisti svorkami a vloZi se vertikalné do pfipravené aparatury.

P¥iprava roztoku gelu s pozadovanou koncentraci (viz. tabulka dole):

e Odméfi se pozadovany objem vody

e Pokud se pfipravuje denaturacni gel, pridda se mocovina, tak aby jeji findlni koncentrace byla

0,8M.Pricemz se roztok dikladné promicha a ujistime se, Ze je mocovina dikladné rozpusténa.

e Do roztoku se pfidd mnozstvi akrylamidu/bisakrylamidu dle pozadované koncentrace gelu (viz.

tabulka nahote)

* Pridd se TBE, tak aby jeho findIni koncentrace byla 1X

* Pfida se APS, tak aby jeho finalni koncentrace byla 0,05 %. Roztok dikladné promichejte.

e Nakonec se pfidd TEMED, tak aby jeho finalni koncentrace byla 0,05 %. Rychle a dukladné

promichame. Po pfidani TEMEDu pracujeme urychlené, protoZze jiz zacina polymerizace.

e Pipetou naneseme roztok mezi pfipravend skla a vloZme hrebinek. Ujistime se, Ze nedochazi

k vytékani roztoku. Nechame polymerizovat 30-60 min pfi pokojové teploté.

SloZeni gelu pro denaturac¢ni PAGE:

Koncentrace gelu 6% 8% 10% 12%
Voda (ml) 6.4 59 54 49

5X TBE (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0
Urea () 4.8 4.8 4.8 4.8
40% akrylamid (mL) 1.5 2.0 2.5 3.0
10% APS (uL) 100 100 100 100
TEMED (uL) 10 10 10 10
Celkovy objem (ml) 10 10 10 10
Slozeni gelu pro nativni PAGE:

Koncentrace gelu 6% 8% 10% 12%
Voda (ml) 6.4 5.9 5.4 49
5X TBE (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0
40% akrylamid (mL) 1.5 2.0 2.5 3.0
10% APS (ml) 100 100 100 100
TEMED (L) 10 10 10 10
Celkovy objem (ml) 10 10 10 10
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* Po ukonceni polymerizace, odstranime svorky, pfripadné izolepu, vloZzime do aparatury a vlijeme

elektroforeticky pufr TBE.

Je dlleZité pouZivat TBE ze stejné lahve pro pfipravu gelu a tak jako pufr do elektroforetické vany.

Malé rozdily v koncentraci soli mohou mit velky vliv na migraci nukleové kyseliny.

* Opatrné odstranime hrebinek a ihned pipetou s tenkou Spi¢kou dikladné proplachneme jamky, tak
aby se odstranily zbytky nezpolymerizovaného roztoku, ktery zlstal v jamkach a vysledné prouzky

byly tak rovné. Nechdme bézet elektroforézu naprazdno, tj. bez vzork( 15-30 min pfi 1-8 V/cm.

e Smichame roztok nukleové kyseliny s nandSecim pufrem a tenkou Spickou naneste vzorky.
Naneseme velikostni marker. Nechame elektroforézu bézet pfi 1-8 V/cm, aZ se barvicka nanaseciho

pufru dostane do pozadované vzdalenosti.

e Vypneme elektroforézu, odstranime bocni vlozky a oddélime skla od sebe pomoci vlozeni
plastového ¢i kovového ,klinku“ (napf. staré platebni karty). Opatrné sundame gel a nechame jej

barvit napf. pomoci etidium bromidu.
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