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2. cviceni

e Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA
 Stépeni vektoru a inzertu
* Sacharoézovy gradient pro ultracentrifugaci
* Horizontalni gelova elektroforéza



Priprava vzorku DNA k meéreni

DNA se nejprve dobrfe promicha a mzikove centrifuguje.

Pomucky:

- Odpovidajici pipeta, SpiCky

- Bunicita vata na osuseni optiky
Nanodropu

- Destilovana voda k ocCisteni optiky
Nanodropu

- Deionizovana sterilni voda / TE pufr pro

stanoveni blanku (podle toho, co bylo

pouzito jako rozpoustédlo)




Vystup méreni:
kfivka absorbance pro ruzné vinové délky, hodnota koncentrace a specifické poméry absorbanci
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L
- 1 mezi merenimi vzdy ocistit optické plochy !

Po ukonCeni meéreni aplikovat Syl deionizované destilované vody na
spodni rameno, priklopit horni rameno a nechat pusobit 2 — 3 minuty
Ofrit Cistou buniCinou



Priprava stepici smeési

Postup:

1. do sterilni Epp. zkumavky pfripravit stépici smeési, promichat pipetovanim, nevortexovat!
2. mzikova centrifugace

3. inkubace pri 37 °C / >30 min. Jednotk ] et Kterd rosttor 1 e deDNA
4. skladovat pfi +4°C ednotka enzymu = mnoistvi, které rozstépi 1 ug ds

faga A za 1 hod. pri optimalni teploté a podminkach.

A) Stépici smés pro vektor (kazdy svij vzorek): B) Stépici smés pro inzert (1x na prac. sk.):
43 pul DNA (¢ =100 pg/ml) 43 ul DNA (¢ = 50 pug/ml)
5 ul restrikéniho pufru rCutSmart 5 ul restrikéniho pufru rCutSmart

1 pl EcoRI-HF a 1 yl BamHI-HF (¢ = 20 U/pl) 1 pl EcoRI-HF a 1 yl BamHI-HF (¢ = 20 U/ul)



Priprava gelu pro ELFO

Vypocitat objem gelu (vyska gelu 25 mm)

Pripravit 500 ml 1xTAE pufr ze zasob. roztoku konc. 50x

Navazit agardzu a smichat s 1xTAE pufrem tak aby vznikl 1,5% gel
Rozvafit agarézu 10 min/100°C

Opatrné promichat, vytemperovat na 50 °C

Nalit do vyrovnaného tvoritka tak, aby nevznikly bubliny
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Priprava sacharézového gradientu pro ultracentrifugaci

* Hmotnostni koncentrace (w/v):

podil hmotnosti rozpusténé latky k objemu roztoku, jednotka napt. mg/ml

* Hmotnosti zZlomek (w/w):

podil hmotnosti zkoumané latky na hmotnosti celého roztoku. Bezrozmérna velicina.

vzoRKy

35%

Vrstvit po 1 mli




ELFO - pokracovani

-> prenést gel i s formou do ELFO vany, hrebinek u katody (-)
-> prelit 1x TAE pufrem, hladina cca 3 - 5 mm nad gelem
-> po preliti pufrem vytahnout hfebinek kolmo nahoru




Priprava vzorku DNA pro nanaseni do gelu

nanaseci pufr je 6x koncentrovany  Seravné zapojit!
e nastavit napéti 5 V/cm
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Gel

1) nesStépend pDNA: 8 ul + kapka NP
2) stépend pDNA: 10 ul + kapka NP

- nanaset vzorky s nanasecim pufrem
- Spicka pod hladinou 1x TAE pufru

- vhodny marker (4 pl)

ZAPSAT SI PORADI!



gel —

- 1x TAE

NANESENI

BARVENI
20 min v roztoku RedGel
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