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KAPILARNI ELEKTROFOREZA PRO STANOVENI GMO
METODOU PCR

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi k vyhodnoceni amplifikovanych fragmentd DNA ziskanych metodou PCR
pomoci kapilarni elektroforézy (pfistroj Fragment Analyzer, Advanced Analytical, USA).

2 Princip

Elektroforéza patii mezi separaéni metody izolujici molekuly o rozdilné hmotnosti,
vyuZzivajici jejich odliSnou pohyblivost v elektrickém poli. V piipadé kapilarni elektroforézy
probiha separace molekul v kapilarach, které jsou naplnéné gelem.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

.1 ds DNA Reagent Kit pro kapilarni elektroforézu (Advanced Analytical)
FA ds DNA Gel, 35 -500 bp. Skladuje se v lednici.
Interkala¢ni barvivo. Skladuje se v mrazicim boxu.

5 x koncentrovany dsDNA Inlet Buffer. Skladuje se v lednici.

3
1
2
3
4 5 x koncentrovany Capillary Conditioning Solution.
5 35/500 bp marker. Skladuje se v mrazicim boxu.

6 (75 — 400) bp DNA Ladder. Skladuje se v mrazicim boxu.
7 Mineralni olej.

8

1x fedici TE pufr.

3.2 Dalsi chemikalie potiebné pro kapilarni elektroforézu
9 Capillary storage buffer.

10  Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).
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Pristroje a pomiicky

96jamkova PCR desticka.
Hlubokojamkové desticka.
Samolepici folie.

Lednice.

Mrazici a box.
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Centrifuga pro 96jamkové¢ desticky.

nadoby, parafilm, plastové zkumavky 50ml.

5  Postup

5.1 Priprava reagencii pro kapilarni elektroforézu

5.1.1 Priprava gelu

Fragmentacni analyzator se softwarem, napi. Fragment Analyzer, Advanced Analytical.

Automaticke pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a $pi¢ky bez filtru.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy material, stojanky nazkumavky, odpadni

Gel (1) a interkala¢ni barvivo (2) se pied pouzitim vytemperuji na laboratorni teplotu.

Smichaji se ptislusné objemy gelu (1) a interkalaéniho barviva (2) v mnozstvi podle poctu
analyzovanych vzorkt viz Tabulka 1. Mirmnym poklepem o dlain se v gelu rozmicha
interkalac¢ni barvivo. Pfi michani se dba na to, aby nedochéazelo ke vzniku bublin. Zkumavka

s gelem se umisti do pfistroje

Tabulka 1. Tabulka znazornujici potifebné mnoZstvi gelu a interkala¢niho barviva
pro uvedeny pocet analyzovanych vzorki (jamek).

Pocet analyzovanych Objem interkala¢niho Objem gelu
vzorki barviva (ul) (ml)
12 0,5 10
24 0,75 15
36 1,0 20
48 1,25 25
96 2,25 45
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5.1.2 Priprava 1x Inlet buffer

5 x Inlet buffer (1.3) se pied fedénim vytemperuje na laboratorni teplotu.

Do 50ml kénické zkumavky se nalije 10 ml 5 x Inlet buffer (3) a doplni se vodou (10)
do objemu 50 ml. Ttepanim se promicha. Takto pfipraveny roztok se napipetuje v mnozstvi
1 pl do kazdé jamky fady A hlubokojamkové desti¢ky. Desticka se umisti do fragmentového
analyzatoru. Zbyly nafedény roztok se skladuje v lednici.

5.1.3 Priprava 1 x Capillary conditional solution

Do 50ml konické zkumavky se nalije 10 ml 5 x Capillary conditional solution (4) a doplni se
vodou (10) do objemu 50 ml. Ttepanim se promicha. Zkumavka s capillary conditional
solution se umisti do fragmentového analyzatoru. Natedény roztok se skladuje pii laboratorni
teplote.

5.1.4 Pr¥iprava 35bp/500 bp markeru

35/500 bp marker (5) se pied pouzitim vytemperuje na laboratorni teplotu. Poté se roztok
protiepe a zcentrifuguje na minicentrifuze. Do kazdé jamky fady A 96jamkové PCR desticky
se pipetuje 30 pl markeru (5). Kazda jamka se piekryje 20 pl mineralniho oleje (7), aby se
zajistila moznost opétovného pouziti. Deska se umisti do fragmentového analyzatoru. Takto
piipravena deska se mtize pouzit pro 30 aplikaci.

5.1.5 Priprava DNA Ladderu 75-400 bp

DNA Ladder 75-400 bp (6) se pted pouzitim vytemperuje na laboratorni teplotu.
Po rozpusteéni se roztok protiepe a zcentrifuguje na minicentrifuze.

5.2 Kapilarni elektroforéza

Do kaZzdé z jamek 1 — 11 PCR desti¢ky (3), které budou obsahovat vzorek, se napipetuje 22 ul
1x fediciho TE pufru (8). K22 ul fediciho TE pufru (8) se napipetuji 2 pl vzorku. Do 12,
jamky se napipetuje 24 pl DNA Ladderu (6). Smés v jamkach se promicha opakovanym
nasavanim pipetou nebo vortexem. Pokud je vzorku vice, ptekryje se kazda jamka 20 pl
mineralniho oleje (7), aby se zabranilo vypafovani vzorku. Po promichani se deska piekryje
samolepici folii a centrifuguje 2 min pii 2500 rpm. Takto pfipravena deska se umisti
do fragmentového analyzatoru a spusti se elektroforéza.

Po ukonceni kapilarni elektroforézy se zpracuji ziskana data pomoci vyhodnocovaciho
software pfistroje.

6 Literatura
1 Manual kitu dsDNA Reagent Kit
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