Cviceni C. 2
Elektroforéza a purifikace produktu PCR,
priprava na sekvenaci

Prirodovédecka fakulta MUNI
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ELEKTROFOREZA (ELFO) NUKLEOVYCH KYSELIN (NK)

Princip ELFO
= Pohyb nabitych molekul v elektrickém poli
= Deéleni molekul na zakladé rozdilnych pohyblivosti, které

zavisi na naboiji, velikosti (hmotnosti) a tvaru

DNA, loaded into
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GELY A POHYB CASTIC V NICH

= Agaroza
= Sitovita struktura s péry — dle koncentrace polymeru
= Agardzové gely: 100 bp az50 kb | oron 0

»  Pohyb NK ke katods mw

= Rychlost pohybu zavisi na velikosti molekuly




VIZUALIZACE NK 'V GELU

= Ethidiumbromid
= SYBR GREEN, SYBR Safe

= Stribro
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INTERKALACE ETHIDIUMBROMIDU
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ELFO NK

Rychlost pohybu makromolekul je neprimo umeérna

logaritmu velikosti molekul => nutnost srovnani s

velikostnimi standardy
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CHROMATOGRAFIE PRO IZOLACI A PURIFIKACI NK
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KOMERCNI KITY PRO IZOLACI NK (SPIN COLUMNS)

» Kolonky s kiemicitou matrici

" Vazba usnadnéna guanidinium thiokyanatem a soli

" Kolonka zachyti fragmenty vétsi nez 50-100 bp
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