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Popis

Odhad velikosti fragmentl DNA generovanych v PCR (PCR fragmentl) nebo $tépenim DNA pomoci restrikénich
enzymd (restrikénich fragmentd) je obvykle zaloZen na srovnani téchto fragmentd s fragmenty DNA o zndmé velikosti
(DNA markera). Velikost PCR fragmentt je obvykle v rozmezi 200-900 parud bazi. Tuto oblast pokryvaji fragmenty DNA,
které jsou soucasti DNA markeru 155-970 (viz. obr.). Tyto fragmenty vznikly plsobenim restrikéniho enzymu na
referencni plasmid.

Technické udaje
Koncentrace

e 1 ug DNA/5 pl pufru (25 mM potassium acetate, 10mM Tris acetate a 25 mM EDTA).
Kontrola kvality

e pfitomnost odpovidajicich fragmentd je kontrolovana elektroforézou v agarézovém gelu. Pouze fragmenty
uvedené v obr. jsou pozorovany. Pomér Azeo/A2so je v rozmezi 1, 8 - 2,0.
Baleni
e 1 zkumavka, obsahujici 50 pg restrikénich fragment( ve 250 pl pufru. Jedno baleni umozni pfipravu 60 analyz
(0,8 ug DNA/marker).
Skladovani
e Skladovat pfi teploté -20 + 5°C. Material snasi opakované rozmrazovani.

Protokol

Doporuceny protokol pro ur¢ovani velikosti PCR produktd
Do 0,5 ml zkumavky vpravit:
e 4 ul DNA markeru 155-970,
e 6l PCR H0 (kat. & P042),
e 2 ul PCR vkladaci pufr (kat. ¢. P048).
Promichat Spickou a nanaset do jamek v gelu pfipraveném z 1,2% PCR agardzy (kat. ¢. P045).
Do vedlejsich jamek nanaset vzorky pfipravené smichanim:
e 10 pl produktu PCR,
e 2 ul PCR vkladaci pufru.
Provést elektroforézu a odhadnout velikost PCR produktu na zakladé srovnani jeho pohyblivosti s DNA markerem.
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Obr. Elektroforeticka separace DNA markeru 155-970.

4 pl DNA markeru byly smichany s 6 pl PRC H20 a 2 ul PCR vkladaciho pufru.
Fragmenty byly separovdny v 1,2% agardézovém gelu, ktery obsahoval ethidium
bromid (1 pg/ml) a 1x TBE nebo TA pufr. Cisla vyjadfuji pocty pard bazi
v odpovidajicich DNA fragmentech.

305
239

194
155

p.b.
20 900
27\
Kat. ¢. Ndzev vyrobku a specifikace Mnozstvi (===
AW
D060 DNA marker 155-970 50 pg/250 pl Cermos®_m| UKAS
D062 DNA marker 155-970 5x 50 pg/250 pl Intertek 5"




