PREDMET ANTIBIOTICKA REZISTENCE

CVICENT I11.

GELOVA ELEKTROFOREZA A SEKVENACE PCR
AMPLIKONU

Gelova elektroforéza patii mezi nejpouzivanéjsi separacni techniky pouzivané k analyze nukleovych
kyselin (DNA, RNA) a proteint. Jejim principem je pohyb nabytych molekul v elektrickém poli za
vyuziti pori gelu, skrze které se fragmenty makromolekul pohybuji riznou rychlosti na zaklad¢é své
velikosti a dalsich faktort. Nukleové kyseliny nesou zaporny elektricky naboj, a proto se pohybuji
smérem ke kladné nabité elektrodé (anod¢). Dle typu provedeni rozliSujeme elektroforézu horizontalni,
vertikalni a kapilarni. Vlastni gelova elektroforéza probiha v elektroforetické vané, ktera je na kazdém
konci opatiena elektrodu (katodou a anodou) z platinového dratu, a je pfipojena ke zdroji elektrického
napéti. Elektroforetickd vana je naplnéna vhodnym elektrolytem (elekroforetickym pufrem), ktery je
vodivy a umoznuje tok elektronti mezi elektrodami. K vizualizaci separovanych molekul DNA se
nejcastéji pouzivaji interkalacni barviva, ktera se vmezeiuji mezi sousedni pary bazi a vytvareji komplex
s nukleovymi kyselinami, které po osvétleni UV zafenim fluoreskuji.

Sekvenovani je metoda slouzici k uréeni pofadi nukleotidti v molekule DNA (i RNA). V dnesni dobé je
znamo mnoho metod sekvenovani (Maxam-Gilbertova metoda, Sangerova metoda, pyrosekvenovani,
metody oznaCované terminem Next-Generation Sequencing, atd.), které se mezi sebou li§i nejen
principem metody, ale i naro¢nosti provedeni, velikosti produkovanych dat, pfesnosti ¢i cenou.
Sangerova metoda sekvenovani patii mezi prvni znamé metody sekvenovani. Jedna se o modifikovanou
metodu PCR, kdy jsou do PCR smési zafazeny kromé¢ deoxyribonukleosidtrifosfatd i
dideoxynukleotidtrifosfaty, které nemaji ve svoji struktufe na 3°-konci hydroxylovou skupinu. Po
zaClenéni dideoxynukleotidtrifosfatii do syntetizovaného fetézce se nemohou vazat na hydroxylovou
skupinu dalsi nukleotidy, coz vede k ukonceni syntézy komplementarniho fetézce. Takto vznikaji riizné
dlouhé fragmenty DNA, které jsou vizualizovany gelovou elektroforézou. Pozice jednotlivych
fragmentd na gelu odpovidaji pozicim nukleotidi v sekvenované DNA. Metoda se nejdiive provadela
ve Gtyfech zkumavkach zvlast pro kazdy nukleotid. Casem byla tato metoda zjednodusena a
automatizovana, coz umoznilo syntézu DNA Vv jedné reakci s vyuzitim fluorescenéné znacenych
dideoxynukleotidii (kazdy dideoxynukleotid nese svou barevnou znacku). Analyza takto vzniklych
fragmentd pak probiha v automatickych sekvenatorech, kde dochazi béhem kapilarni elektroforézy
k detekcei laserem indukované fluorescence. Sangerova metoda se pouziva pro ur€ity typ analyz pro svoji
presnost a finan¢ni nakladnost dodnes.
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ULOHA 1: Gelova elektroforéza

Postup pripravy 1.5 % agardzového gelu:

1
2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

Do banky typu Erlenmeyer odvazime 1,5 g agarozy.

Sklenénym valcem odmétime 100 ml TBE pufru, nalijeme jej do banky a krouzenim
promichame.

Baiiku vlozime do mikrovinné trouby a ohfivame pfi teploté nastavené na maximalni ohfev po
dobu 2 minut (jakmile za¢ne obsah kadinky bublat, pferusime ohfev a promichame obsah
kadinky v ruce s nasazenou rukavici).

Po 2 minutach ohfevu vyndame baiiku z mikrovlnné trouby a opatrné ji ochladime pod tekouci
vodou na teplotu 60 °C (teplota, pii které udrzime kadinku n€kolik sekund ptilozenou ke hibetu
ruky).

Do gelu napipetujeme 10 pl barviva MIDORI GREEN a krouzivym pohybem banku
promichame.

Ptipravime si tvofitko s hiebinkem a ptelijeme do ni rozehiaty agar z banky do vysky minimalné
8 mm.

Spickou od pipety odstranime piipadné bubliny v gelu.

Agar ztuhne asi po 30 minutach.

Postup horizontalni gelové elektroforézy:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

Po ztuhnuti gelu vyjmeme hiebinek a gel pfeneseme ve formé, ve které tuhl do
elektroforetické vany. Vanu zalijeme TBE pufrem, tak aby byl cely gel ponofeny.

Do jamky v gelu naneseme (novou $pi¢kou) opatrné 5 ul vzorku (PCR produktu). S pipetou je
tteba manipulovat opatrng, aby nedoslo k protrhnuti gelu. Kazdy nanasi sviij vzorek.

Do jedné z jamek v gelu (nejlépe do prostiedni) naneseme 3 pl velikostniho DNA markeru.
Do posledni jamky v gelu naneseme 10 pl smésného vzorku PCR produktu (smésny vzorek
PCR produktu piipravime smichanim vSech vzorki ve cvicebng).

Zapojime elektroforetickou vanu do zdroje a pustime elektricky proud pii konstantnim napéti
120 V po dobu 25 minut.

Po ukonceni elektroforézy premistime gel na UV-transluminator a pod UV zafenim odecteme
vysledek. V rdmci bezpecnosti je tfeba pozorovat gel pres plastovy kryt.

UKOL 1:

Zakreslete vysledek gelové elektroforézy (jaké produkty jste detekovali, v jaké vySce, vyznacit
jamku s pozitivni a negativni kontrolou, zakreslit hmotnostni standard).
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Obrazek: Hmotnostni DNA standard

DNA Mass
(ng/5 pl)

ULOHA 2: P¥iprava vzorku pro sekvenace PCR amplikoni

Postup:

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

8)
9

10) Centrifugujeme pii 12 000 otackach po dobu 3 minut (dojde k vysuSeni

11) Pteneseme kolonku do nové popsané eppendorf zkumavky.
12) Napipetujeme 25 pl PCR vody do stfedu kolonky a po¢kame 5 minut.
13) Centrifugujeme pii 12 000 otackach po dobu 2 minut (dochazi k eluci DNA

14) Produkt skladujeme pii -20 °C (do doby nez jej poSleme na sekvenaci).
15) Na sekvenace napipetujeme 7,5 ul piecisténého PCR produktu a 2,5 ul

Pieneseme 20 ul PCR produktu blactx-m do popsané eppendorf zkumavky.
Pripravime si kit na purifikaci PCR produktid (napi. Geneaid Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit)

K PCR produktu ptidame 130 pl DF Bufferu a zvortexujeme.

Nachystame si DF kolonku do sbérné zkumavky a pfeneseme nachystany
PCR produkt do kolonky.

Centrifugujeme pii 12 000 otackach po dobu 1 minuty.

Obsah sbérné kolonky vylejeme do smésného odpadu a vratime kolonku do
sbérné zkumavky.

Napipetujeme 600 pul Wash Buffer (s ptfidanym ethanolem) do stfedu
kolonky a poc¢kame 1 minutu.

Centrifugujeme pti 12 000 otackach po dobu 1 minuty.

Obsah sbérné kolonky vylejeme do smésného odpadu a kolonku vratime do
sbérné zkumavky.

kolonky).

Promyti

fragmenta).

Eluce
DNA

ptislusného primeru do popsané safe-lock eppendorf zkumavky (pokud
sekvenujeme primery z obou smérit amplikonu, potfebujeme nachystat pro

jeden vzorek 2 zkumavky). Takto nachystané vzorky odesleme do firmy

Macrogen pro sekvenac¢ni analyzu (metoda Sangerova sekvenovani).

Obrazek: Vystup Sangerova sekvenovani amplikonu ve formé chromotogramu

CAAGCTCAATACCGCOGTTCGTTGA



