Molekuldrni biologie 1 Izolace DNA

Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice - stru¢ny navod

Izola¢ni kit MACHEREY-NAGEL

Postup:

Mnohokriét pfejedeme odbérovou ty¢inkou po sliznici pravé i levé tvéte, cca 2-3 min.

Pteneseme do 1,5Sml eppendorfky a pomoci vicka a stény zkumavky odlomime ¢ast s vatickou.
Pridame 100 pl PBS, 15 pl proteinazy K, 100 pl roztoku B3. Vortexujeme 60s.

VloZime do termobloku a inkubujeme 10 min pii 56°C. Vortexujeme 30s.

VlozZime do termobloku a inkubujeme 5 min pii 70°C. Vortexujeme 30s.

Priddme 100 pl 96% ethanolu a vortexujeme 10s. Lehce stocime.

Preneseme lyzat (bez vaticky) pipetou na kolonku a centrifugujeme 12000 ot/min, 1min.

VloZime kolonku do nové zkumavky a pfiddme 400 pl roztoku BW, centrifugujeme 12000 ot/min,
po dobu 1 min.
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9. VloZime kolonku do nové zkumavky a pfidime 400 pl roztoku BS, centrifugujeme 12000 ot/min,
po dobu 1 min.

10. Slijeme promyvaci roztok ze spodni zkumavky, vloZime kolonku zpét do zkumavky a centrifugujeme
12000 ot/min po dobu 3 min.

11. VloZzime kolonku do 1,5ml eppendorfky, na dno kolonky opatrné napipetujeme 50 ul roztoku BE
predehtatého na 70°C. Nechdme stat 1 min pfi pokojové teploté.

12. Centrifugujeme 12000 ot/min po dobu 1 min.

Zméieni koncentrace DNA, kontrola Cistoty



Molekuldrni biologie 2 Polymerizovd fetézovd reakce (PCR)
Polymerazova retézova reakce - stru¢ny navod

V tomto praktiku budeme amplifikovat pomoci PCR vybrany tsek genu pro Faktor V (usek, ktery
obsahuje SNP naseho zdjmu, tj. oblast obsahujici misto, kde miiZe byt "Leidenskd mutace").

Pracujte v rukavicich (powder-free)! Nekteré kroky se budou provddeét na ledu.

Piiprava master mixu

Jedna jednotlivd PCR reakce se provadi ve velmi malém objemu (20 pl). Bylo by pfili§ pracné a nakonec i
technicky obtizné proveditelné pipetovat jednotlivé slozky do kazdé zkumavcicky zvIast. Proto se vSe, co
je spolecné, se napipetuje nejdiive dohromady pro vSechny zamySlené PCR reakce. Takto pfipravenému

Zn

pracovnimu roztoku se #ik4 "master mix".

Do 1,5 ml eppendorfky si pfipravite master mix pro 10 PCR reakci, kaZzdd bude o celkovém objemu
reakéni smési 20 pl (19 pl master mixu + 1 pl vzorku DNA)

ul
voda 155+4
PCR pufr (10x) 20
Mg* 5
dNTP 4
forward primer (F) 2
reverse primer (R) 2
Taq polymerdza 2 enzym — skladuje se v mrazdku !
vzorek DNA 10 vzorek se bude ptidavat pozdéji, az do jednotlivych PCR zkumavek
200 + 4

Eppendorfku s mastermixem lehce zvortexujte a nisledné dejte kritce zcentrifugovat. Drzte na ledu.

Piiprava PCR - vzorky
Z mrazaku si miZete ptinést vzorek DNA, nechte ho pfi pokojové teploté pomalu roztat.
Do platicka (desticky) si pfipravte 10 PCR zkumavek a rozpipetujte do nich po 19 pl master mixu.

Do kazdé zkumavky se k 19 pl mastermixu ptfida po 1 pl vzorku DNA. Pracovat se bude v dubletech (tj.
kazdy vzorek se bude zpracovdvat 2x). Zpracujete 4 rtizné vzorky (DNA izolovand v pribéhu minulych
praktik). Posledni dv€ zkumavky budou slouZit jako pozitivni a negativni kontrola. Do zkumavky

s pozitivni kontrolou napipetujete 1 pl roztoku DNA ze zkumavky oznacené +K. Ve zkumavce s negativni
kontrolou zlstane jen master mix, tuto zkumavku je vhodné zavfit hned po rozpipetovani master mixu.

vzorek vzorek  vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek pozit. neg.
1 1 2 2 3 3 4 4 Kkontrola kontrola

Zkumavky vlozte do bloku termocykleru a spust'te pfednastaveny program.

Parametry PCR: 1) dvodni denaturace: 95°C - 5 min
2) 35 cyklt: 95°C-15s
60°C - 15s
72°C-30s

3) 72°C - 7 min
4) 4°C - do nekonecna



Molekuldrni biologie 3 Restrikcni stépeni + elektroforéza + interpretace vysledkii

V tomto praktiku pouZijeme restrikcni endonukledzu Mnll k analyze dseku DNA amplifikovaného
PCR metodou v minulém tydnu.

Pracujte v rukavicich (powder-free)!
Restrik¢ni Stépeni

Dostanete 3 PCR zkumavky ze sady deseti PCR reakci zpracovavanych v minulém tydnu.
V kazdé je 20 pL PCR reakéni smési (doufejme Ze s piisluSnym PCR produktem).

e vzorek vasi DNA zkumavka oznacend vasimi inicidlami
e pozitivni kontrola (faktor V Leiden, heterozygot) zkumavka oznacend "+K"
® negativni kontrola zkumavka oznacend "-K"

K provedeni restrik¢éni analyzy budete potiebovat dvé nové PCR zkumavky. Do jedné pieneste presné
10 puLL PCR produktu ze zkumavky se zpracovanym vzorkem vasi DNA, do druhé ze zkumavky s pozitivni
kontrolou. Oznacte nové zkumavky symbolem "R", tj. "vase inicidly R", "+ R".
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Restrik¢ni Stépeni

10 pLT T 10 pLL

PCR produkty

vzorek  pozit. neg.
kontrola kontrola

Celkovy objem reakce restrikéniho Stépeni bude 20 uL. Zatim mdte ve zkumavkach pfipraveno piesné
10 uL PCR produktt k analyze.

1. Pfidejte nasledujici v uvedeném poftadi:

PCR produkt (DNA) 10 uL
voda 7 uLL
10x FastDigest Green Buffer 2 uLL
FastDigest enzym Mnll 1uL

20 uL.

2. Lehce zvortexujte a ndsledné dejte kratce zcentrifugovat.
3. Inkubujte pti 37° C v bloku termocykleru po dobu 10 min.



Molekuldrni biologie 3 Restrikcni stépeni + elektroforéza + interpretace vysledkii

Gelova elektroforéza
Pridejte po 2 uL nanaSeci barvi¢ky do tfech zkumavcicek, kde jsou PCR produkty.

Na gel se bude nandset vZdy 10 pL, potfadi podle obrazku. V jednom gelu je 13 jamek. KaZdad pracovni
skupinka obsadi polovinu gelu (6 jamek).
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DNA ladder

PCR produkt - vzorek vadi DNA

PCR produkt - pozitivni kontrola (heterozygot)
restrikéni §tépeni - vzorek vasi DNA

restikéni $tépeni - pozitivni kontrola (heterozygot)

negativni kontrola

negative control

restrikéni &t€peni - pozitivni kontrola (heterozygot)
restrikéni §tépeni - vzorek vasi DNA

PCR produkt - pozitivni kontrola (heterozveot)
PCR produkt - vzorek vasi DNA

DNA ladder

Interpretace vysledki

délka PCR produktu: 288 bp

N

restrikéni Stépeni: homozygot wild type: 158 bp, 93 bp, 37 bp
faktor V Leiden heterozygot: 158 bp, 130 bp, 93 bp, 37 bp
faktor V Leiden homozygot: 158 bp, 130 bp



