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Darbo planas

m DNR struktdra ir tyrimo metodai.

m Elektroforezeés kaip tyrimo metodo taikymas DNR tyrimams. Agarozés geliai.
m E-Gel® iBase™ Power System technologija - greita DNR analizé.

m DNR preparato paruosimas, DNR kiekio jvertinimas.

m DNR pavyzdzio uzneSimas ant agarozeés gelio.

m Rezultaty jvertinimas.
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DNR STRUKTURA

Chromatin and Condensed Chromosome Structure

Telolmere

Condensed
Chromosome

Eukarioty DNR yra dvigrande
komplementariy poliribonukloetidy
molekulé.

Prokarioty DNR yra ziediné dvigrandé
molekulé.

Plazmidé — prokarioty (bakterijy) ziediné
DNR.

Deél neigiamo kravio, kurj suteikia fosfaty
%ru%és, |lgstelés branduolyje sukaupta
NR yra sujungta su baltymais.

DNR ir baltymy kompleksai vadinami
chromatinu.

IS chromatino formuojasi chromosomos.



DNR STRUKTURA

PROKARIOTUOSE A AKTERINES

LASTELES SCHEMA

Plazmidés yra ziedinés
nedidelés masés DNR

molekulés, esancios uz
bakterijy nukleoido ribuy.

Bacterial Flagellum
Nucleoid (circular DNA)




DNR TYRIMO ETAPAI

DNR iSgavimas m DNR kokybés tyrimo metodai
DNR iSskyrimas Sekoskaita (sekvenavimas)
DNR gryninimas Elektroforeze

DNR kokybés (dydzio, sekos) Hibridizacija

tyrimas



DNR elektroforezé

Elektroforezé — krav;j turin€iy (jkrauty)
molekuliy judéjimas elektriniame lauke.

Priklauso nuo jy kravio, dydzio ir
konformacijos.

Nukleortgstys (NR) turi neigiamag kravj, kurj
lemia fosfatinés grupeés. Todél elektriniame
lauke nukleoragstys juda link anodo,
molekuliy judéjimo greitis Siuo atveju
priklauso vien tik nuo NR dydzio.

Elektroforezés metodu efektyviai galima
atskirti molekules iki ~ 20 kb dydzio.

Placiai taikoma molekulingje biologijoje, PGR
produkty analizéje.
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NR judéjimas elektriniame lauke

= NRgelyje juda "biased reptation” m Sis modelis taip pat buvo vizualizuotas
modeliu - molekuliy migracija fluorescentinés mikroskopijos pagalba.
nukreipta link taikomos elektrinés
jégos ir juda “vinguriuodama”, a) /[o9° 808, °°00
pirmaujantis krastas “tempia” 09120 L’; —lo
likusig molekulés dalj. -

https://www.softmatter.physik.uni-
muenchen.de/raedler_group/supportedmembranes/conformational.jpg
http://www.biologydiscussion.com/biochemistry/electrochemical-

techniques/top-10-types-of-electrophoretic-techniques-used-in-

biochemistry/12669




DNR busena elektroforezes metu

Dazniausiai elektriniame lauke DNR juda ilgos
lazdelés forma, tokiu atveju migracija priklauso
nuo molekulés ilgio.

Vienodo dydzio ziedinés formos DNR
(plazmidés) gali déstytis gelyje ir dviem
fragmentais, nes jy judéjimas elektriniame lauke
priklauso, ar plazmidé yra iSsivyniojusi ar labai
stipriai kondensuota.

Viengrandés DNR yra linkusios formuoti
sudetingas strukttras, tokiy molekuliy
migravimas gelyje priklauso ne tik nuo dydzio,
bet ir nuo tretinés struktdros. Tokiu atveju
naudojamos tam tikros medziagos, suardancios
vandenilines jungtis (natrio naidroksidas,
formamidas).

DS - DNA

SS -DNA

https://www.researchgate.net/profile/Umesh_Varshney2/publication/2
26882940/figure/figl/AS:349586754424833@1460359385131/Fig-2-
Electrophoresis-of-the-reaction-aliquots-to-monitor-the-success-of-
the-various.png



NR elektroforezéje naudojami gelial

Agarozeés

- Gaminama is jUros
dumbliy;

- Dazniausia
koncentracija 0,5 - 2
proc.;

- Naudojama DNR ir RNR
atskyrimui;

Poliakrilamido

Formuojamas vykstant reakcijal
tarp akrilamido ir bis-akrilamido
(N,N’-methylenebisacrylamide);

Labal "tankus" gelis;

Gali atskirti DNR fragmentus, kurie
pagal ilgj skiriasi tik 0,2 proc.

Ly?ina_nt su agarozeés geliu, .
poliakrilamido geliu galima isgauti
geresnés skirlamosios gebos
rezultatus;



DNR elektroforezés klasikiné metodika
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m Buferiniai tirpalai m DNR dazymas: Molekulinés
TAE (Tris/acetic acid/EDTA); - EtidZio bromidas:; ]
TBE (Tris/Borate/EDTA) . SYBR Gold: rvnaselfl_
’ ZYyMmexKIIs,
10 mM Tris-HCI (pH 7.6 T e ’
60' mM EDTAI |9|: %(?50/) - SYBR Green lirll;
xylene cyano 0 . :
range %/3 60% glycerol SHER EElE
gaus naudojamas greitoje . Eva Green:
NR elektroforezés ’

metodikoje)




Skirtingos koncentracijos agarozés
geliy skirilamoji geba

Percent Agarose Gel (w/v) |DNA Size Resolution(kb = 1000)
0.5% 1 kb to 30 kb
0.7% 800 bp to 12 kb
1.0% 500 bp to 10 kb
1.2% 400 bp to 7 kb
1.5% 200 bp to 3 kb
2.0% 50 bp to 2 kb

https://agctsequencing.files.wordpress.com/2012/02/tablegelpercent.jpg

m Etidzio bromido kiekis: 0.2-0.5 yg/mL (~ 2-3 yl 200 ml geliui);
m |tampa: 5-10 V/cm (atstumas tarp elektrody);

m Laikas: dominantis fragmentas nukeliauja 40—60 % gelio ilgio.




E-Gel® iBase™ Power sistema su E-Gel®
Safe Imager™ realaus laiko
transiluminatoriumi e s A

m Si kombinuota technologija atitinka ES saugaus darbo
reikalavimus

m 1 - pilnos sistemos vaizdas

Arnz7es (‘JP|I() nlnkq’rplpépdp | Dr PIRIQO elektrodil
e casse elntoeec odes

E-Gel iBase
Power sistema

Press left side to secure

Apsauginis
filtras

E-Gel Safe Imager
realaus laiko
transiluminatorius




Ko reilkia darbui?

m Apsauginés pirstinés.

m E-Gel 0,8 proc. agarozés gelio plokstelé su 12 pavyzdzio Sulinéliy. Gelyje yra
etidZzio bromido, kuris jungiasi su DNR.

m DNR preparatas: dvigrandé ziediné plazmidé is E.coli.

m Spektrofotometras: DNR preparato grynumui ir DNR kiekiu nustatyti (260 nm
banga).

m Automatinés pipetés (10-100 mikrolitry; 2-20 mikrolitry; iki 1 ml).
m DNR standarto (DNA Ladder).

m DNR skiedimo buferinis tirpalas; 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 60 mM EDTA, 0,03%
xylene cyanol FF, 0,15% Orange G, 60% glicerolis.

m Dejonizuotas vanduo.




DNR preparato paruosimas

m DNR grynumas ir koncentracija

m Plazmidziy preparato 5 mkl + 495
mkl vandens

m Matuojama SF pagal jvestg
programa

DNR preparatas elektroforezei

10 mkl plazmidziy+ 490 mkl
vandens

10 mkl skiesty plazmidziy + 10
mkl DNR skiedimo buferinio
tirpalo

UzneSama j gelio Sulinélius



Pavyzdzio uznesimo tvarka

DNR standartas (10 mkl buferio+10 mkl standarto)

Tirilamieji pavyzdziai Tiriamieji pavyzdziai

invitrogen

o T e v



E W [ |

Vizualizacija ir skaiCiavimai
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1.2 % E-Gel agarose gel withSYBR

0.5 yg/lane




