Molekulārās metodes mikrobioloģijā.

5. Nodarbība. 

DNS elektroforēze poliakrilamīda gelā.

Hoefer „Mighty Small II“ elektroforēzes kamera, gels 10 x 11 x 0,1 cm

1. Saliek gela rāmīti.

2. Pagatavo 10 ml maisījumu 5% PAA gela polimerizēšanai (0,5x TAE):


  8,65 ml
H2O


  1,25 ml
40% Akrilamīda, bis-akrilamīda šķīdums (C=5%)


  0,10 ml
50x TAE buferis

3. Rāmīša apakšas aizpolimerizēšanai no šī šķiduma paņem 1,5 ml un pievieno 40 µl 10% amonija persulfāta un 4 µl TEMED. Samaisa un izlej uz horizontālas stikla plates, veidojot šķidruma līniju.
4. Maisījumā iemērc saliktā gela rāmīša apakšējo, vaļējo galu. Kapilāro spēku iedarbībā šķīdums ieplūdīs starp gela rāmīša platēm aptuveni 1 cm augstumā. Pagaida, kamēr Maisījums sapolimerizējas. 

5. Pēc tam palikušajiem 8,5 ml gela maisījuma pievieno 70 µl 10% amonija persulfāta un 7 µl TEMED. Samaisa un bez kavēšanās pilda gela rāmītī. Pēc tam ievieto ķemmīti. 

6. Kad gels sapolimerizējies (to vislabāk var redzēt pēc palikušā gela šķīduma) to ievieto elektroforēzes kamerā, kameru piepilda ar 0,5x TAE buferi un izņem ķemmīti. 

Ja gela bedrītes grūti saskatāmas, tajās iepilda nedaudz paraugu uznešanas bufera (GLB).

7. Bedrītes ar pipetes palīdzību pskalo ar buferi un uznes paraugus (3µl) iepriekš tos sajaucot ar 1 µl GLB. 

8. Kad paraugi uznesti, kamerai uzlik vāku un pieslēdz strāvas avotam (120V). 

Elektroforēzi veic, kamēr bromfenol zilais (tuši zilā krāsa) sasniegusi gela apakšu.
9. Pēc tam no kameras izlej elektroforēzes buferi un izjauc gela rāmīti. 

Gelu ievieto vanniņā krāsošanai.

DNS PAAG krāsošana ar sudraba nitrātu.

1. Gelu reducē 3-5 min. 1% HNO3
2.Divas reizes skalo ar dejonizētu ūdeni (2 x 2 min)

3.Piesūcina ar 24 mM AgNO3 (10 min.)

4.Īsi (ne ilgāk kā 1 min.) skalo ar destilētu ūdeni.

5.Attīsta ar 0,28 M   Na2CO3, kurš satur 0,045% formalīnu, vairākkārt mainot attīstītāju.

6.Kad iegūta laba fona/zonu attiecība, attīstītāju nolej un attīstīšanu pārtruc ar 7,5% etiķskābes šķī dumu.

Izmantojamo šķīdumu un buferu sastāvs:
Attīstītājs:

NaCO3 x 9H2O

    80,1 g

Formalīns (37%)

      1,2 ml
H2O  līdz


1000,0 ml
Var izmantot 100 - 150 mM NaOH šķīdumu ar tādu pašu formaldehīda koncentrāciju.
50( TAE buferis: 

    2M Tris-acetāts

    0,05M EDTA (pH 8,0)

GLB – krāsa paraugu uznešanai uz gela:

     80% glicerols

     0,01% bromfenolzilais

40% Akrilamīda, bis-akrilamīda šķīdums (C=5%)
     38% akrilamīds

       2% bis-akrilamīds
  šķīdums ūdenī.
