Prakticka tloha: Restrik¢ni Stépeni a elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Teorie:

Elektroforéza DNA v agarosovém gelu je jednou ze zékladnich technik k rozdéleni smési
DNA fragmenttli na zdkladég jejich mobility (pohyblivosti) v elektrickém poli. Lze ji pouzit jak
pro detekei jednotlivych fragmenti (jejich poctu, velikosti), tak pro jejich néslednou izolaci a
dalsi pouziti. SlouZzi tak jako analyticka i preparativni technika.

Zadani:

Na plasmidu pETR25d byla pro ucely upravy plasmidu provadéna mutageneze. VedlejSim
ucinkem mutageneze je vznik druhého restrikéniho mista pro Notl. Vyuzijte $tépeni pomoci
Notl k identifikaci mutantd, vite-li, Ze vzdalenost mezi obéma restrikénimi misty je 750 bp.

Material:

vstupni vzorek DNA (izolované plasmidy zriznych kolonii), enzym Notl, reakéni pufr
(10x koncentrovany), sterilni voda, 1x koncentrovany TBE pufr, agarosa, barvivo
GelRed, DNA standard pro elektroforézu.

mikropipety a plastové Spicky (sterilni), mikrozkumavky, termoblok, elektroforeticka
souprava

Postup — St&peni:

1. Roztoky obsahujici plasmidy a reakéni pufr nechame pomalu rozmrznout na ledu.

2. Do mikrozkumavky pipetujeme roztoky v potfadi a objemech dle tabulky. NotI piidavame
jako posledni, z mraziciho boxu (-20°C) ji vytahujeme az tésné pi‘ed pouzitim (i pod
bodem mrazu se jedna o roztok) a ihned poté vracime!

3. Smés v mikrozkumavce dobfe ale opatrné promichdme opakovanym pipetovanim a
zkumavku dobfe uzavieme.

4. Zkumavku/zkumavky vlozime do termobloku, ten uzavieme a vicko utésnime otacenim
Sroubu v naznaceném sméru.

5. Vybereme vhodny program a spustime.

6. Pokud ziskany produkt nepouZijeme ihned pro dalSi praci, kratkodobé jej muizeme
uchovat pii 4°C, dlouhodobé piti -20°C.

7. Piiprava vzorku pro elektroforézu: k 50 ul smési pfiddme 5 ul 10x koncentrovaného
vzorkového pufru a promichdme na vortexu.

Slozeni smési pro Stépeni:

Slozka Objem [ul]
sterilni voda 14
reakéni pufr (10x koncentrovany) 5
vstupni DNA (plasmid) 30
Notl 1




Stépeni:

Teplota [°C] Doba [s] |

Postup — elektroforéza:

1.

Do baiky odvazime 0,5 g agarosy, pfilijeme 50 ml TBE pufru a zahfejeme v mikroviné
troubé k varu (Pozor, roztok velmi snadno vzkypi! Ihned po objeveni prvnich bublin je
tieba zahfivani zastavit.), zamichame a znovu zahtejeme k varu. Po tplném rozpusténi
agarosy nalijeme mezi plastové zardzky zasunuté do formy pro pfipravu agarosového
gelu a nechame ztuhnout.

Po dokonalém ztuhnuti gelu (cca 20 — 30 min) pfevrstvime gel elektrodovym (TBE)
pufrem a poté vytdhneme hiebinek.

Do vzniklych otvorGi naneseme vzorky a standard. Pofadi vzorkli si poznafime do
protokolu.

Soupravu pro elektroforézu uzavieme, piipojime ke zdroji el. napcti a spustime
(U=80V).

Poté, co modra barva dosahne druhého konce gelu (cca 30 — 40 min), odpojime zdroj el.
napéti.

Gel pteneseme na transiluminator a vyhodnotime.

Otazky:

1) Ke které elektrod¢ se budou pohybovat fragmenty DNA pfi elektroforéze?
2) Jaky standard byl pouZit pfi elektroforéze DNA v agarosovém gelu?
3) Jaky konkrétni program byl pouzit pro St€peni (teploty a Casy)?

Teplota [°C] Doba [s] |

Fotografie gelu po elektroforéze.
Uved'te ¢islo svého vzorku, vyznacte na fotografii a okomentujte vysledek.



