Vizualizace makromolekul pfri elektroforetické separaci

Fluorescencni znaceni lze vyuzit pti sledovani elektroforetické migrace makromolekul.
V ptipadé¢, Ze jsou protein a DNA naznaceny rozdilnou fluorescencni znackou, lze nezavisle
detekovat polohu DNA a proteint a sledovat jejich vzdjemnou interakci.

Material

mikrozkumavky

HCI, pH 7.6, 60 mM EDTA)

e dokumentacni systém LAS 3000

Postup

Ptipravte smés pro horizontdlni akrylamidovy gel tak, Zze smichate odpovidajici mnozstvi
zasobniho roztoku akrylamidu a 5X TBE, tak aby vysledna koncentrace akrylamidu byla 7.5 %

aparatura pro horizontalni elektroforézu

v 0.25X TBE. Smés se po naliti do formy piekryje vrstvou n-butanolu, aby mohlo dojit

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

DNA fragment s navdzanou fluorescencni znackou (Apxmax=572 nm, Apymmax=595 nm)
protein s navazanou fluorescencni znackou (Agxmax=488 nm, Apymax=515 nm)

roztok akrylamidu 30% (akrylamid : bisakrylamid ~ 37:1)
5X TBE (450 mM Tris, 450 mM kys. borita, 10 mM EDTA)
pufr B (200 mM NacCl, 50 mM fosfat sodny pH 7.0)
n-butanol nasyceny vodou (45 mL n-butanolu smichany s 5 mL dest. vody)

6x nanaseci pufr (0.15% orange G, 0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol, 10 mM Tris-

Ptipravte zasobni roztok fluorescencné znacené DNA v pufru B tak, aby byla jeho koncentrace 2

pikomol/uL.

Ptipravte zasobi roztok fluorescenéné znaceného proteinu v pufru B tak, aby byla jeho

koncentrace 5 pikomol/pL.

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

ouze . ouze
pDNA DNA:protein ;[))rotein

vSe v ul 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1.6 1:7 1:8 19 1:10

DNA (2 pikomol/pl) 25 |25(25(25(25]25 (2525|125 |25 |25 -

protein (5 pikomol/ul) - 112|134 5 6 | 7 8 9 10 5

pufr B (Na-fosfat pH 7, 200mM NaCl) | 7,5 |6,5(55|4,5|35| 25 (15|05 | 2 1 / 5

6x nanaseci pufr 2 2 12]|2|2 2 212 |25|25|25 2

Nechte 10 minut inkubovat za laboratorni teploty.

Sestavte aparaturu pro horizontélni elektroforézu a naplite ji 0.25X TBE pufrem.

Ke kazdému vzorku ptidejte 1/5 celkového objemu 6x nanaseciho pufru podle tabulky.

Vlozte gel do elektroforetické vany.

Naneste vzorky na gel v potadi jako je v tabulce.




Spust’te elektroforézu pii napéti 40V. Po 30 min. zvySte napéti na 80V a nechte pokracovat dalsi
asi 2 hod.

Detekujte fluorescenci znacené DNA na dokumenta¢nim systému s nastavenim budiciho zatreni
na UV 312 nm DIA a detek¢niho filtru na 605nm DF40.

Detekujte fluorescenci znaceného proteinu na dokumenta¢nim systému s nastavenim budiciho
zateni na BLUE 460 nm EPI a detek¢niho filtruna Y 515 nm -Di.

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

Obr. 1. Piiklad ptekryvu zobrazeni pii rizném fluorescenénim znaceni DNA a proteinu.



