Vizualizace makromolekul pfri elektroforetické separaci

Fluorescencni znaceni lze vyuZit pii sledovani elektroforetické migrace makromolekul.
V pfipad¢€, ze jsou protein a DNA naznacCeny rozdilnou fluorescen¢ni znackou, lze
nezavisle detekovat polohu DNA a proteini a sledovat jejich vzajemnou interakeci.

Material

DNA fragment s navazanou fluorescenc¢ni znackou Rhodamin Red X (excitace
572 nm, emise 595 nm)

protein s navazanou fluorescen¢ni znackou Alexa Fluor 488 (excitace 496 nm,
emise 519 nm)

roztok akrylamidu 30% (akrylamid : bisakrylamid ~ 37:1)

Upozornéni: Akrylamid je neurotoxin. Je nutno pracovat v rukavicich!

5X TBE (450 mM Tris, 450 mM kys. boritd, 10 mM EDTA)

30% APS (ammonium persulfate)

TEMED (N, N, N’-tetramethylethylendiamin)

Fosfatovy pufr (50 mM NaCl, 50 mM fosfat sodny)

ddH,0

n-butanol nasyceny vodou (45 ml n-butanolu smichano s 5 ml ddH,0)
mikrozkumavky

6x nanaseci pufr (0.15% orange G, 60% glycerol, 10 mM Tris-HCI pH 7.6,

60 mM EDTA)

aparatura pro horizontalni elektroforézu

fluorescencni scanner FLA-7000

Postup

1.

Ptipravte smés pro horizontalni akrylamidovy gel tak, Ze smichéate odpovidajici
mnozstvi zasobniho roztoku akrylamidu (neurotoxin!), 5X TBE a ddH20, aby
vysledna koncentrace akrylamidu byla 5 % v 0.25X TBE a celkovy objem smési
byl 80 ml.

Jednotlivé slozky piidavejte v poradi:

ddH,0, 5x TBE, dale 400 ul 30% APS a 26,4 ul TEMED a az nakonec 30%
akrylamid. Dobte promichejte, nalijte do formy a nasad’te hiebinek na 10 jamek.
Smés se po naliti do formy prelije vrstvou n-butanolu, aby mohlo dojit

k polymeraci bez ptistupu vzduchu. Nechte 1 hodinu polymerizovat na stole.

Ptipravte roztok fluorescencné znacené DNA ve fosfatovém pufru tak, aby byla
jeho vysledna koncentrace 1,5 pmol/ul (zasobni DNA: vysuSenych 30 pmol)

Pripravte roztok fluorescen¢né zna¢eného proteinu ve fosfatovém pufru tak, aby
byla jeho koncentrace 3 pmol/ul. (zasobni protein: pfiblizn¢ 7,5 pmol/ul — bude
upiesnéno)

Ptipravte vzorky do mikrozkumavek podle nasledujici tabulky bez ptidavku
nanaseciho pufru:



zkumavka ¢islo: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pouze DNA : protein pouze
DNAT 10 [ 14 | 1:6 [ 1:8 [ 1:12 | 1:16 | 1:20 [ 1:24 | PFOtIN
DNA (1,5 pmol/ul)| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 -
protein (3 pmol/ul) | - 1 2 3 4 6 8 | 10 | 12 1
fosfatovy pufr 14 | 13 | 12 | 11 | 10 | 8 6 4 2 14
6x nanaseci pufr 3 3 3 3 3 3 3 3 3
5. Nechte 10 minut inkubovat za laboratorni teploty.

6.

10.

11.

12.

13.

Sestavte aparaturu pro horizontalni elektroforézu a napliite ji 0.25X TBE pufrem
(ccalbl).

Ke kazdému vzorku pfidejte 6x nanaseci pufr podle tabulky.
Vlozte gel do elektroforetické vany.
Naneste vzorky na gel v pofadi jako je v tabulce.

Spust'te elektroforézu pti napéti 40 V. Po 30 minutich zvySte napéti na 90 V a
nechte pokracovat dalSich 90 minut.

Detekujte fluorescenci znac¢ené DNA na fluorescen¢nim scanneru s nastavenim
budiciho zafeni a detek¢niho filtru na Rhodamin red-x [ROX].

Detekujte fluorescenci znaceného proteinu na fluorescenénim scanneru s
nastavenim budiciho zafeni a detekéniho filtru na Alexa fluor [Alexa488].

Porovnejte ob¢ vysledna zobrazeni a urcete oblasti, ve kterych se vyskytuji
komplexy vzniklé vazbou proteinu na DNA.

Obr. 1 Priklad piekryvu zobrazeni pii rizném fluorescenénim znac¢eni DNA a proteinu




