PAGE sekundarnich struktur DNA

Sekundarnich struktury DNA jsou separovany pfi elektroforéze na zakladé celkové velikosti
fragmentu, celkového zaporného naboje a na tvaru. V této uloze bude separace ukazana na
fragmentech telomerové D-loop (displacement) smycCky. Polyakrylamidova elektroforéza
sekundarnich struktur DNA bude provedena v pfedpfipraveném 8% nativnim gelu, ktery obsahuje
fluorescenc¢ni sondu Gel Red (Obr. 1). Po 30 minutové elektroforetické separaci bude gel se vzorky
vyhodnocen na dokumentacnim systému.

Material:

= Ctyfi zkumavky s riznymi DNA strukturami: A, B, C,D (D

» 1x Hybridiza¢ni LiCl pufr (25 mM TRIS-HCI, 50 mM LiCl, 10 mM MgCl,, pH 7,5) @)

= 6x Nanaseci barvika s glycerolem (3)

= Predpfipraveny 8% polyakrylamidovy gel s pfislusnou aparaturou a laboratornim zdrojem
» 0,5x TBE pufr (44,5 mM TRIS-HCI, 44,5 mM H3BOs, 1 mM EDTA)

* Transiluminator

Postup:

=V kazdé zkumavce (D) (A - D) jsou 3 pikomoly DNA s riiznou sekundarni strukturou v objemu
1,5 uL.

= Pridejte do kazdé zkumavky (1) s predpfipravenou DNA 6 uL hybridizaéniho pufru ) kvali
nafedéni vzorku za ucelem lepsiho nanaseni na gel.

= Pridejte do kazdé zkumavky (1) potfebné mnozstvi barvitky (3), tak aby jeji koneéna
koncentace byla 1x (zasobni je 6x).

= Do sestavené aparatury s 8% polyakrylamidovym gelem naneste jednotlivé vzorky

do pfislusnych jamek podle nasledujiciho schéma: = = = = = = = = ———————
Ostatni jamky nechejte prazdné.

= Zaviete aparaturu a spustte béh gelu s nastavenim elektroforetického zdroje na program:
50 V 10 minut, poté 10 mA 20 minut.

= Po dobéhnuti programu rozlozte aparaturu, opatrné oddélte gel z prostoru mezi skly
a pozorujte vysledek (na trasiluminatoru nebo na jiném elektroforetickém dokumentovacim

systému).
DNA material:
Predchystané hybridizované DNA vzorky:.
Zkumavka A: H vlakno Zkumavka B: Hybridizovana vliakna S+l
H S
Zkumavka C: Hybridizovana vlakna H+S Zkumavka D: Hybridizovana vlakna H+S+I
I
S S
kompletni D-loop struktura




Sekvence jednotlivych viaken:
H: 5’ -GTGAACCTGCAGGTGGGCGGCTGCTCATCGTAGGTTAGTATCGACCTATHCCTACARTICCECAGE - 3

SECIBNe Yoi s eles Xoleyole Nololele AA TCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATTIelSler olor ok V.\elololcy ol c el

I:5"- CTCCAGTCAGGTACGTCygv:\eleleggv.\eleledyv.Neleleiyy.{eleleiuv eGC -3

CCAATCCCAAT

Kompletni D-loop struktura po hybridizaci

8% polyakrylamidovy gel:
» Tloustka gelu je 0,75 mm, s 15 jamkami. K pfipravé byl pouZzit (bis-)akrylamid (1:19).
» Gel obsahuje barvicku ,,Gel Red Nucleic Acid Stain“ (Biotium) — barvi veSkerou DNA v gelu.
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Obr. 1 Gel Red Nucleic Acid Stain

Obr. 2 Polymerizaéni reakce akrylamidu a bisakrylamidu.



Komentar cvicitele Pavla:

DulezZité je si uvédomit, Ze se v pripadé sekundarnich struktur DNA nefesi pouze migrace na zakladé celkové
velikosti fragmentu a celkového zaporného naboje, ale i na tvaru. Ten je zachovan diky nativnimu
akrylamidovému gelu.

Otazka: Proc byl pouzit zrovna (bis-)akrylamid (1:19), kdyZ tu mame i jiné poméry (1:37,5 ¢i 1:29)? Respektive
co nam tento pomér udava?

Tento pomér nam definuje hustotu péri gelu — jak budou polymerizovat ,radky” a ,,sloupce”.
1:19 je vhodny na separaci DNA, 1:37,5 je vhodny na separaci proteind, a 1:29 pro smés
DNA/protein, ptipadné pro kratky peptid/protein.

-> Prvnim vasim praktickym ukolem by bylo pridat ke vzorkdim DNA pufr a nanaseci barvicku.
Otazka: Kolik bude potieba pfidat barvicky ke smési, aby byla jeji vysledna koncentrace 1x?

Mdme 1,5+ 6 =7,5 pL a k tomu budeme pridavat 6x zasobni barvicku.
7,5/5 = 1,5 pL barvicky pfidame.

Ziskavate 9 pL vzorku, ktery byste nanaseli do jamek predpfipraveného gelu — smyslem bylo, abyste si
vyzkouseli nandseni vzorku do 0,75mm tlustého gelu — coZ neni tak jednoduché, jak to vypada. Mezery mezi
vzorky jsou tam z divodu pretékani vzorku, kdyZ to nahodou nékdo nezvladl spravné.

Proc se pouzivaji dvé rlizné kombinace nastaveni elektroforetického zdroje (50 V 10 minut, poté 10 mA 20
minut)?

Nase vzorky nejdfive pomalu (= rovnomérné) zaputovavaji do struktury gelu a poté to zrychlime.

" Gely by se fotily na elektroforetickém
’ _ ‘ _ dokumentovacim systému s UV
' transiluminatorem. 3 pikomoly DNA na jamku jsou
hraniéni mnoZstvi, které jsme schopni na pfistroji
Fusion detekovat — nékdy si musime vypomoci
s Upravou histogramu za Ucelem potlaceni signalu
pozadi.

"

-> Separace vzorkd dopadla dle ocekavani:

Nejjednodussi sekundarni struktura putuje
nejrychleji, naopak nejslozitéjsi struktura ma
nejvice potizi ,protdhnout” se pdéry gelu a je tim
padem nejvice zpoZdovana.

Doplfujici otazka: Pro¢ zkumavka B a D maji vyssi
intenzitu bandu na gelu, nez A a C?

,1“ neboli ,,INV“ vldkno je navic znaceno

H S+INV H+S H4+S+INV fluoroforem. UV zéfeni z transiluminatoru ho
¢astecné excituje a my ho tim padem vidime vice
A B C D intenzitni.



