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Test otcovstvi pomoci polymerazové retézové reakce
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Cil pokusu:

Cilem tohoto pokusného modulu je predstavit studentim pouziti
mapovani DNA pfi hypotetickém urCovani otcovstvi.
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Obsah pokusné sady

READY-TO-LOAD™ VZORKY PRO ELEKTROFOREZU
Vsechny komponenty skladujte pfi pokojové teploté.

Komponenty (ve formatu QuickStrip™) Kontrola (V)
. L. L Pokus €. 114 je navrzen pro 8 geld,
A Kalibraéni geneticky marker Q které se obarvuji barvivy
B Vzorek DNA matky s enzymem 4 FlashBlue™ nebo InstaStain® Blue
ey (obé jsou obsazena v sadé), nebo
C Vzorek DNA dltetevs enzymem a oro 16 gells barvenych barvivy
D Vzorek DNA otce €. 1 s enzymem Q SYBR® Safe, nebo InstaStain®
E Vzorek DNA otce ¢.2 s enzymem D Ethidium Bromide (neobsazenymi
v sadé).
REAGENTY A MATERIALY
+ UltraSpec-Agarose™ a
»  Elektroforeticky pufr (50x) a Vrorkey QuickStio™ losto d
o , ZOorky Quicl rnp** ulozte ao
10x roztolf k zavedeni do gelu a lednice ihned po dodani,
*  DNA barvivo FlashBlue™ Q Veskeré ostatni komponenty
+  Karty InstaStain® Blue a mohou byt skladovany pfi
; pokojové teploté.
+ 1 mlpipeta a
+  Pipety s mikrogpickou a
Pozadavky
*  Horizontalni aparat pro gelovou elektroforézu ) ]
+  Zdroj stejnosmérného proudu VSechny komponenty pokusne
+  Automatické mikropipety se Spickami sady jsou urceny pouze pro
! pipety P ucely vzdélavaciho vyzkumu.
° V?hy ) " Nejsou urceny k pouZiti pro
* Mikrovinna trouba, vafi¢, nebo kahan diagnostické nebo farmaceutické
+ Pipetovaci nastavec Uely, ani nejsou ureny pro
. 250 ml kédinky nebo bar'\ky podavani a konzumaci lidmi

. . . nebo zvifaty.
*  Termoizolaéni rukavice

*  Bezpecnostni bryle a jednorazové laboratorni rukavice

* Malé plastové tacy, nebo velka vani¢ka (pro odbarveni
gelu)

+  Systém pro vizualizaci DNA (bilé svétlo)

+ Destilovana, nebo deionizovana voda

CONATEX — DIDACTIC UCEBNi POMUCKY s.r.o0. — Velvarska 31 — 160 00 Praha 6
Tel.: 224 310 671 — Tel./Fax;: 224 310 676
Email: conatex@conatex.cz — http: www.conatex.cz

Strana3z26



CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Zakladni informace

Mapovani genomu umoziiuje uréeni zdroje vzorkl [
DNA. Tato metoda se stala velmi ddlezitou v
uréovani otcovstvi a pfi feSeni kriminalnich

napfiklad ur€eni krevniho typu, které jsou schopny Zkracovéani
pouze vyloucit podezfelého, je mapovani genomu velkosti
schopno poskytnout pozitivni identifikaci s velkou fragmenty
presnosti.

Urgovani otcovstvi na zakladé analyzy DNA BEEZ ; ”:ﬁ,‘tt'é‘a
(mapovani genomu) se stalo dulezitym postupem Draha 3  otec

pro uréovani biologickych otcli a matek déti. Mezi Draha4 Nespfiz.
pfiklad nedavnych soudnich pfipadd, kde se tento osoba
postup vyuziva, patfi unosy, incest, imigrace, Obrazek 1:

spory o ob&anstvi déti ve Spojenych statech Vzorek DNA ditéte (draha 2) obsahuje DNA matky (draha 1) a
americkych a ur¢ovani rodi¢t déti pfi zaméné biologického otce (draha 3).

novorozencu v porodnici. Tento typ zkousky se
také pouziva v pfipadé valek, kdy jsou déti asto
oddéleny od rodic¢t a nasledné se rodina znovu J

spojuje.

PFi mapovani genomu pro uréeni otcovstvi se analyzuji vzorky ziskané od matky, ditéte a
potencionalnich otcli. DNA ditéte je sloZzeninou DNA jeho rodi¢t. Proto néam porovnani
fragmentace DNA vzork( ziskanych pouze od matky a ditéte dava pouze ¢aste¢nou shodu.
Pruhy v genomové mapé ditéte, které nejsou pfitomny v matéiné mapé, musi pochazet od otce.
Z dlvodu alelickych rozdili musime pruhy DNA obsazené v genomové mapé ditéte najit bud v
genomové mapé otce, nebo matky.

PFed objevenim polymerazové fetézové reakce (PCR) zahrnovalo mapovani genomu provedeni
elektroforetické analyzy velikosti fragmentl DNA vygenerovanych restrikénimi enzymy s
naslednym provedenim Southernova prenosu. Restrikéni enzymy jsou endonukleazy, které
urychluji Stépeni fosfatovych vazeb v obou fetézcich DNA.

Potfebuji Mg+2 pro aktivitu a generuji 5'-fosfat a 3'-hydroxylovou skupinu v misté Stépeni.
RozliSovaci vlastnosti restrikénich enzyml je, Ze provadeéji Stépeni pouze ve velmi specifickych
sekvencich bazi,

kterym se fika rozpoznavaci (rekogni¢ni) mista. Restrikéni enzymy produkuje mnoho riiznych
druh( baterii (v€etné sinic). Objeveno a zkatalogizovano bylo vice nez 3.000 restrikénich enzymd.

Nazvoslovi restrikénich enzym( vychazi z nazva organizmi, z nichZ se izoluji. Prvni pismeno
rodového jména nasleduji dvé pismena druhového nazvu.

Pouze nékteré kmeny nebo podkmeny urcitych druhl mohou byt producenty
restrikénich enzymu. Typ kmenu nebo podkmenu se nékdy v nazvu fadi za oznaéeni
druhu.
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Nakonec se vzdy dava fimska Cislice, kterd oznacuje jeden z nékolika moznych
riznych restrikénich enzymu produkovanych stejnym organizmem, nebo rdznymi
podkmeny stejného kmene.

Restrikéni enzymy rozpoznavaiji specifické dvouretézcové sekvence v DNA.
VétSina rozpoznavacich mist ma délku 4 az 8 para bazi. K rozstépeni dochazi v
rozpoznavacim mist&, nebo v jeho blizkosti. Mista roz§tépeni jsou oznacena
Sipkami. AZ na vyjimky jsou rozpoznavaci mista symetricka, tj. oba fetézce DNA v
rozpoznavacim misté maji stejnou sekvenci bazi ¢teno ve sméru od 5" ke 3".
Takovym sekvencim se fiké palindromy. Tato mista v DNA pfedstavuji substraty
pro restrikéni enzymy. V laboratofich mapovani genomu a ur€ovani otcovstvi patfi
mezi bézné pouzivané restrikéni enzymy Hae Ill (GG'CC) a Hinf 1 (G'ANTC),
které jsou 4-bazovymi, respektive 5-bazovymi St€pnymi enzymy.

V tomto experimentu se DNA v hypotetickém pfipadu ur€ovani otcovstvi $tépi
pomoci restrikCniho enzymu, ktery je 6-bazovym Stépnym enzymem. Mezi
priklady Sesti-bazovych stépnych enzym( patfi enzymy Bam HI a Pst I.
Rozpoznavaci mista pro tyto restrikéni enzymy jsou nasledujici:

| |

Bam HI 5 |G[GATCC | 3 5 [cTGcals] 3
3’

Pst |
CCTAG[G| 5 S 3 [G[ACGTC | 5

f !

Velikost fragmenti DNA vytvofenych Stépenim restrikénimi enzymy zavisi na
vzdalenosti mezi rozpoznavacimi misty. Zadni dva jednotlivci nemaji piesné
stejné usporadani rozpoznavacich mist restrikéniho enzymu. Pro tuto skute¢nost
existuji dva davody.

V populaci existuje vysoky pocCet alel. Alely jsou alternativni formou genu.
Odhaduje se, ze okolo 25 % lidskych genu se vyskytuje v

nékolika alelach, kterym se Fika polymorfismy. Alely [
zpUsobuji riizné projevy genetickych znak, které mohou

; . T . Restrikéni rganism
byt dominantni nebo recesivni, a dédi se podle Eest tent Organismus
f oyx gix ; L nzym
Mendelovské dédi¢nosti, stejné jako geny.
Bam HI Bacillus amyloliquefaciens

Chromozoémy se vykytuji v parech, jeden pochazi od matky
a druhy od otce. Dvé kopie genu (kterymi mohou byt alely) v Hae Ill Haemophilus aegyptius
daném chromozémovém lokusu, a které pfedstavuji
slozeninu rodi¢ovskych genu, tvofi unikatni genotyp u
potomku. Z toho plyne, ze alely vykazuji rozdily

ve svych sekvencich bazi, coz nasledné vede k rozdilim v
usporadani a frekvenci rozpoznavacich mist restrikénich
enzymu. K dal§im rozdilim v sekvencich bazi mezi Obrazek 2:

jednotlivci muze dojit nasledkem mutaci nebo deleci. Nazvy restrikénich enzymi a bakterialni zdroje.
Takové zmény také mohou vést k vytvoreni, nebo eliminaci
rozpoznavaciho mista.

EcoRI Escherichia coli, kmen RY13

Hinf | Haemophilus influenzae Rf
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Pfiklad zobrazeny na obrazku 3
ukazuje, jak mlze ticha mutace
vymazat rozpoznavaci misto, ale
nechat proteinovy produkt
nezménény. Jednotlivé odchylky ve
vzdalenostech mezi rozpoznavacimi
misty v chromozomalni DNA jsou
Casto zpusobeny

zasahujicimi repetitivnimi

sekvencemi bazi.

Repetitivni sekvence tvofi velkou
frakci sav€iho genomu a nemaji
zadnou znamou genetickou funkci.
Tyto sekvence se mohou vyskytovat
mezi geny, nebo k nim pfiléhat. Také
se vyskytuji v intronech. Deset az
patnact procent DNA savcu se sklada
ze sad repetitivnich,  kratkych

Navod k pouZiti

Kodujici DNA Kodon zmé&nény mutaci
Misto Eco Rl Mutace
...........
5" —ACG AATTCC— 3 ﬁ 5" — ACG AACTCC— 3

\/

Proteinovy produkt Proteinovy produkt

H,N — Thr- Asn - Ser —COOH H,N — Thr - Asn - Ser — COOH

Obrazek 3:
Dusledek tiché mutace proteinu.

sekvenci bazi, které jsou tandemové usporfadané v blocich. Délka téchto bloku
(mnozstvi repetitivnich sad) se mezi jednotlivci v rliznych chromozomalnich

lokusech lisi.

TGTTTA|TGTTTA|TGTTTA|

......... proménné ¢&islo

Pokud jsou tyto bloky obklopené rozpoznavacimi misty, potom délka repetice uréuje velikost fragmentu
vytvofeného restrikénim enzymem. Rozdily v délkach téchto fragmentli mezi jednotlivci v populaci jsou
znamé jako polymorfismus délky restrikéniho fragmentu (RFLP). U vSech 23 chromozému bylo

zmapovano nékolik stovek RFLP. RFLP je projevem unikatniho genetického profilu nebo "mapy" DNA

jednotlivce. Jak je to ukazano na obrazku 4,

existuje nékolik typu téchto kratkych repetitivnich sekvenci,

které se klonovaly a Cistily. V Southernové pfenosu se pouziji DNA sondy pro zjisténi délkovych rozdill
mezi témito repetitivnimi sekvencemi. DNA sondy jsou kratké fragmenty jednofetézcové DNA, které jsou
izotopicky nebo neizotopicky oznageny. DNA sondy se doplini a hybridizuji (pfipoji) do jednofetézcové
DNA. Southernlv pfenos vyzaduje elektroforézu, denaturaci DNA fragmentl, pfenos DNA na membranu

a aplikaci sond pro zjiténi mapy genomu.

-

Alela 1

f f

I

o |
Restrikéni
fragmenty

s
L] [ L]

\l, Rozpoznavaci misto

Obrazek 4:
Polymorfismy délky restrikéniho fragmentu.

= blok repetitivnich sekvenci (proménna délka)
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Pro genetickou identifikaci se bézné pouzivaji dva typy sond. Jedno-lokusové sondy (SLP), které
detekuji jeden segment repetitivni DNA na specifickém misté na jednom chromozomu. Vysledkem
budou jeden, nebo dva pruhy DNA odpovidajici jednomu nebo obéma rozpoznanym segmentiim
chromozomu. Pokud jsou segmenty na chromozomovych parech stejné, vysledkem bude jeden
pruh. Pokud se ale li8i, objevi se jako dva pruhy. K dispozici je nékolik SLP a pouzivaji se méné
¢asto, protoZe vice nez jedna osoba mize mit pfesné stejny vzorec pro uréitou SLP. Vice-lokusové
sondy (MLP) detekuji nékolik repetitivnich segmenti DNA na mnoha chromozdmech a vysledkem je
20 - 30 pruhu. Protoze tento vzorec ma mnoho pruh, je pravdépodobnost, Ze dvé nahodné zvolené
osoby budou mit stejny vzorek, enormné nizka. Napfiklad se pocita, Zze pravdépodobnost nalezeni
dvou osob, které nejsou v pfibuzenském poméru, a které maji stejny vzorek DNA detekovany MLP,
je v priméru 1 ku 30 miliardam. Je nutné mit na paméti, Ze cela lidska populace ¢&ita 5 az 6 miliard.

V soucasné dobé se ve forenznim lékafstvi pro analyzu DNA pouziva polymerazova fetézova
reakce (PCR) (obrazek 4). Tato technika vyzaduje pétsetkrat méné DNA neZ Southernlv pfenos
RFLP a neni tak ¢asové naro¢na. Amplifikace PCR (obrazek 5) vyuziva enzym znamy jako Tag DNA
polymeraza. Tento enzym byl plivodné ziskan z bakterie, ktera se vyskytuje v horkych pramenech a
je stabilni za velmi vysokych teplot (ttmé&rF na bodu varu). Reakéni smés PCR také obsahuje dva
syntetické oligonukleotidy znamé jako "primery" a extrahovanou DNA. Casti DNA uréené k
amplifikaci se Fika "cil".

V prvnim kroku reakce PCR se od sebe navzajem oddéli (denaturuji) komplementarni fetézce
templatové DNA pfi teploté 94 °C, zatimco polymeraza Taq zUstava stabilni. V druhém kroku,
kterému se fika annealing (nasednuti primer(), se vzorek zchladi na 40 - 65 °C, aby mohlo dojit k
hybridizaci dvou primer(, jeden ke kazdému ze dvou fetézcu templatové DNA. Ve tfetim kroku,
znamém jako syntéza DNA (extenze), se teplota zvySi na 72 °C a polymeraza Taq pfida nukleotidy
do primerl pro syntetizaci novych komplementarnich fetézcl. Tyto tfi kroky - denaturace, nasednuti
primer( a extenze - tvofi cyklus PCR. Tento proces se typicky opakuje ve 20 az 40 cyklech a cilova
sekvence v DNA se exponencialné amplifikuje (Obrazek 5). PCR se provadi v termocykleru, coz je
pFistroj, ktery je naprogramovan k rychlému zahfivani, chlazeni a udrzovani vzorkd na urcené
teploté po riznou dobu. Produkty PCR se oddéli elektroforézou v agaré6zovém gelu a provede se
analyza mapy genomu.

Ve forenznich oborech a pfi urovani otcovstvi z DNA se metoda PCR pouziva pro amplifikaci a
vySetfovani vysoce variabilnich (polymorfnich) regiont DNA. Jedna se o regiony, které se svoji
délkou u jednotlivcu lisi a rozdéluji se do dvou kategorii: 1) proménny pocet tandemovych repetic
(VNTR) a 2) kratké tandemové repetice (STR). VNTR je region, ktery se variabilné sklada ze
sekvence 15-70 paru bazi, s typickou repetici 5 - 100 krat. STR se podoba VNTR, az na to, ze
opakované jednotky jsou dlouhé pouze 2 - 4 nukleotidy. Zkoumanim nékolika riznych VNTR nebo
STR od stejného jednotlivce vySetifovatelé ziskaji unikatni profil DNA daného jednotlivce, pfiCemz je
nepravdépodobné, Ze by se vyskytoval u jiné osoby (kromé jednovajecnych dvoj¢at).

Pro tento simulacni experiment byla DNA ziskana ze vzorkd odebranych od matky, potomka a dvou
moznych otcl. Cilem experimentu je provést analyzu vzorct fragmentt DNA po elektroforéze v
agarézovém gelu a urcit, zda je biologickym otcem potomka Otec 1, nebo Otec 2.

TENTO EXPERIMENT NEOBSAHUJE LIDSKOU DNA.
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Cyklus 3
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Cilova sekvence

5 mwvssseeerum— 1 3
o ' M. A 5
t _ Oddéleni 3 5
dvou fetézci DNA ‘
B - pPrimer1
O

. ' 3'
= M A
Primer 2 S t Denaturace

94°C

'

Navod k pouZiti

5 3] ]

¢ =5 j Nasednuti
SE 2 primer(

L3 5 _Ja0°c-65C

| 5 T —) 5' v — 3
3 5' e 5

ST —) 5' mvarssee— A 3

3’5 e 5'

ST —) S5 3
3w —— W 5 e 5!

| |

5 e —) S5:mvasreeeemmmm A 3
O} s Y e 5’
5' e 3 S5 3
CY o s 154 e 5!
5T ——) o) —
3O 5’ 3o 5'
ST —) (5) m — Y

3' MW A 5 e S

Obrazek 5:

Amplifikace DNA polymerazovou
fetézovou reakci

I

Extenze
72°C
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Popis experimentu

CiL POKUSU:

Cilem tohoto pokusného modulu je pfedstavit studentlim pouziti mapovani
DNA pfi hypotetickém uréovani otcovstvi.

LABORATORNiI BEZPECNOST

1. Dobrou laboratorni praxi je pouzivani ochrannych rukavic a bryli.

2. P¥ipraci se zafizenim pouzivanym s reagenty zpUsobujicimi zahfivani
a/nebo taveni pracujte extrémné opatrné.

Pouzivejte rukavice
a ochranné bryle

3. NEPOUZIVEJTE USTA PRI NASAVANI REAGENTU DO PIPET -
POUZIJTE PIPETOVE NASTAVCE.

4. Pripouzivani elektrickych zafizeni v laboratofi budte opatrni.

5. Po manipulaci s reagenty nebo biologickymi materialy v laboratofi si vzdy
peclivé umyjte ruce mydlem a vodou.

LABORATORNI DENIK:
Védci dokumentuji vSe, co se béhem experimentu odehrava, véetné podminek
provadéni experimentu, myslenek a pozorovani pfi provadéni experimentu a
samoziejmé jakakoli zjisténa data. Dnes budete dokumentovat vas experiment
do laboratorniho deniku, nebo na samostatny pracovni list.
Nez za€nete s experimentem:
+ Peclivé si prectéte uvod a protokol. Tyto informace pouZijte pro
vypracovani hypotézy pro tento experiment.
*  Predikujte vysledek vaseho experimentu.
Béhem experimentu:
+ Zaznamenavejte si vaSe pozorovani.
Po dokonéeni experimentu:
+  Provedte vyklad vysledku - podporuji, nebo vyvraceni ziskana data vasi
hypotézu?

+ Kdybyste tento experiment opakovali, co byste zménili? Provedte
upravu vasi hypotézy tak, aby odpovidala takové zméné.
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Popis experimentu

Pfipravte
@ agarézovy gel v
nalévaci vani¢ce
@ Sejméte
koncové zarazky a
hrebinek a poté
ponofte gel pod pufr v
elektroforetické

komore

@ Kazdy ze vzorku
zavedte do po sobé

jdoucich jamek

bezpecnostni viko, I‘Jb.
pfipojte kabely ke U
zdroji napéjeni a
provedte
elektroforézu

@ Po dokongeni
elektroforézy preneste
gel do misky pro
obarveni

®

DNA barvivo
InstaStain® Blue
nebo FlashBlue™.

Analyza

s bilym

svétlem.

(+)
Vzor v gelu se bude liSit v zavislosti na druhu experimentu.
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Modul I: Elektroforéza v agarézovém gelu

Koncentrovany
pufr

5

Destilovana
voda

1:00

DULEZITE:
Pokud neumite pfipravit

agarozovy gel a provést
elektroforézu, podrobné

pokyny a uzite¢né zdroje
informaci najdete na
strankach
www.edvotek.com

Bark

Pozor! Barika bude
HORKA!

Pouzivejte
rukavice a
ochranné bryle

Nalit
60°C 1

1. ZREDTE koncentrovany (50X) pufr destilovanou vodou, abyste ziskali 1X pufr (viz Tabulka A).

SMICHEJTE agarézovy prasek s 1X pufrem v 250 ml barice (viz Tabulka A).

a. ROZPUSTTE agar6zovy prasek varenim roztoku. Roztok OHRIVEJTE V MIKROVLNNE
TROUBE na vysoky vykon po dobu 1 minuty. Opatrné VYJMETE bariku z mikrovinné trouby a
protiepejte. Pokradujte v OHRIVANI roztoku v 15 sekundovych intervalech az do
kompletniho rozpusténi agardzy (roztok by mél byt Ciry jako voda).

3. ZCHLADTE agar6zu na 60 °C. Opatrné protfepavejte pro rovhomérné ochlazovani.

4. Zatimco agardza chladne, UTESNETE konce nalévaci vani¢ky pomoci koncovych gumovych
zarazek. UMISTETE $ablonu pro vytvofeni jamek (hfebinek) do pfislugné drazky.

5. NALIJTE zchlazenou agar6zu do takto pfipravené nalévaci vanicky.

Gel by mél dobfe ztuhnout do 20 minut. Gel ztuhne

N

a pfi tuhnuti se stane méné prahlednym Tabulka A | et 0.8% lraSpec-Agerosem o
6. VYJMETE koncové zarazky a hfebinek. Pii vyjimani | rie Koncerwovany | Destiovana | Mnozsivi. | GELKOVY
hiebinku budte zvlast opatrni, abyste neposkodili vanicky
jamky 7x7cm 0,6 ml 29,4 ml 0,23 g 30 ml
' 7x10cm | 1,0 ml 49,0 ml 0,39g 50 ml
7x14cm | 1,2 ml 58,8 ml 0,46 g 60 ml
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CONATEX

UCEBNI

POMUCKY

Modul I: Elektroforéza v agarézovém gelu

Navod k pouziti

1X zfedény
pufr
10. 11.
- +
Pouzivejte rukavice
a ochranné bryle |
~
| — Pamatujte:
Pfed zavedenim vzorkud se
ujistéte, Ze gel je spravné
orientovany ve vané
pristroje.
8. DEJTE gel (ve vani¢ce) do elektroforetické vany.
POKRYJTE gel 1X elektroforetickym pufrem
(doporucovvana mnozstvi viz Tabulka B). Gel by mél byt Tabulka 1: Zavadani vzorkii do gelu
zcela ponoren.
9. ZAVEDTE celé mnozZstvi vzorku (35-38 pL) do Dréha 1] zkumavkaA | Kalioracni geneticky marker
jamky v pofadi uvedeném v Tabulce 1 napravo. 2 | ZkumavkaB | Vzorek DNA matky s enzymem
10. UMISTETE bezpeénostni viko. ZKONTROLUJTE 3 | ZkumavkaC | Vzorek DNA ditéte s enzymem
spravnou orientaci gelu. Pamatujte, Ze vzorky DNA 4 | ZkumavkaD | Vzorek DNA ofce . 1 enzymem
budou migrovat smérem ke kladné (Cervené) elektrodé. 5 | ZkumavkaE | Vzorek DNA ofoe .2 s enzymem
11. PRIPOJTE kabely ke zdroji elektrického proudu a
PROVEDTE elektroforézu (pokyny k hodnotam
aplikovaného napéti a Casech elektroforézy najdete v
tabulce C).
12. Po dokongeni elektroforézy VYJMETE gel a nalévaci vanicku z
elektroforetické vady a pfistupte k BARVENI agar6zového gelu.
Tabulka i
Tabulka ) Aplikované napéti a ¢asy pusobeni
B 1 x elektroforeticky pufr (vanovy pufr) C (0,8% agarézovy gel)
& model ) Redéni Elektroforeticky model —]
-Evrg'?EKe ! | Celk-objem 1 50x pufr + destilovana voda M6+ M12 a M36
s Voltd Min./Max. Min./Max.
[ 300 ml il 294 ml [ d
‘"‘"1; 0o ""1 S a—— '“l 150 |  15/20 min. 25 7 35 min.
s mm‘h mm1 == " 125 20/30 min. 35/ 45 min, |
| |
L Mm36 " " " 75 ST by 60/ 90 min, -
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CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Modul II-A: Obarveni agarézového gelu pomoci

Kol % i ‘
Koncentrované Destilovana - :
barvivo voda ‘
FlashBlue™ —— > Pouzivejte rukavice a
?Baﬁka; = W’ : ochranné bryle

BARVIVO ODBARVIT

1. NAREDTE 10 ml 10x koncentrovaného barviva FlashBlue™ pfidanim 90 ml vody do bafiky a dobfe
PROMICHEJTE.

2. VYJMETE agardzovy gel a nalévaci vanicku z elektroforetické vany. VYSUNTE gel z nalévaci
vani¢ky do malé Cisté misky pro barveni gelu.

3. POKRYJTE gel 1x roztokem barviva FlashBlue™. BARVETE gel po dobu 5 minut. Pro dosaZzeni
nejlepsiho vysledku pouzijte orbitalni michacku (orbital shaker), ktera bude jemné michat gel pfi
barveni. PRI BARVENI GELU PO DOBU DELSi NEZ 5 MINUT BUDE NUTNE PRODLOUZIT
DOBU ODBARVOVANI.

4. PRENESTE gel do druhé malé misky. ZALIJTE gel vodou. ODBARVUJTE gel nejméné po dobu
20 minut pfi jemném tfepani (&im déle budete odbarvovat, tim lepsi bude vysledek). Castym
vyménovanim vody odbarvovani urychlite.

5. Opatrné VYJMETE gel z odbarvovaci kapaliny. VIZUALIZUJTE vysledek pomoci vizualizaéniho
systému s bilym svétlem. DNA se zobrazi jako tmavé modré pruhy na svétle modrém pozadi.

Alternativni protokol:

=

ZREDTE jeden ml koncentrovaného barviva FlashBlue™ pridanim 149 ml destilované vody.
POKRYJTE gel ztedénym roztokem barviva FlashBlue™.

3. PONECHTE gel namo¢€eny v barvici kapaliné nejméné po dobu tfi hodin. Pro dosaZeni nejlepsiho
vysledku nechte gel obarvovat pfes noc.

n
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CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Modul [I-B: Obarveni agarézového gelu pomoci barviva
InstaStain®

1. 2. i 3.
; - Navihete/

gel

75 mi

" ., OBARVENI
‘ ODBARVENI

nebo pfes noc

1. Opatrné VYJMETE agarézovy gel a nalévaci vani¢ku z elektroforetické vany.
VYSUNTE gel z nalévaci vanitky na plastovou félii umist&nou na rovném povrchu.

2. NAVLHCETE gel n&kolika kapkami elektroforetického pufru.

3. Navléknéte si rukavice a f’OLOiTE barvici kartu InstaStain® Blue modrou stranou na gel. Pouzivejte rukavice

4. Rukou v rukavici VYTLACTE vzduchové bubliny mezi kartou a gelem pevnym tahem prst( a ochranné bryle
po celém povrchu karty. Pokud to neudélate, mista s bublinami se neobarvi.

5. Nagel s kartou POLOZTE nalévaci vani¢ku. Na nalévaci vanicku POLOZTE malé zavazi

POZNAMKA:

(napf. prazdnou sklenénou kadinku). Tak bude zajistén pfimy kontakt karty InstaStain® NIKDY NEBARVETE
Blue s povrchem gelu. BARVETE gel po dobu 10 minut. GEL V i
= . , .. e aais ) ELEKTROFORETICKEM
6. SEJMETE kartu InstaStain® Blue. Pokud vam barva gelu pfipada prili§ svétla, vratte APARATU.

kartu InstaStain® Blue na gel na dalSich pét minut.

7. PRENESTE gel do malé, &isté misky pro barveni gelu. ZALIJTE gel pfiblizné 75 ml
destilované vody a ODBARVUJTE ho nejméné po dobu 20 minut. Pro dosazeni nejlepsiho
vysledku pouzijte orbitalni michacku (orbital shaker), ktera bude jemné michat gel pfi
barveni. Pro urychleni odbarveni ohfejte destilovanou vodu na 37 °C a Casto ji vyménuijte.

8. Opatrn& VYJMETE gel z odbarvovaci kapaliny. VIZUALIZUJTE vysledek pomoci

vizualiza¢niho systému s bilym svétlem. DNA se zobrazi jako tmavé modré pruhy na svétle
modrém pozadi.

ALTERNATIVNi PROTOKOL:

1. Opatrné VYSUNTE agarézovy gel do malé, &isté misky obsahuijici pfiblizng 75 ml destilované/ deionizované vody,
nebo pouzitého elektroforetického pufru. Gel by mél byt zcela ponofen.

2. Jemn& POLOZTE kartu (karty) InstaStain® Blue na hladinu kapaliny barevnou (modrou stranou) smérem ke gelu.
Kazda karta InstaStain® Blue obarvi 49 cm2 gelu (7 x 7 cm).

3. ZAKRYJTE misku plastovou folii, aby se zabranilo vypafovani. PONECHTE gel namoceny v barvici kapaliné
nejméné po dobu tfi hodin. Pokud je to nezbytné, mlze gel zustat v kapaliné pfes noc.

4. Opatrné VYJMETE gel z barvici misky. VIZUALIZUJTE vysledek pomoci vizualizaéniho systému s bilym svétiem.
DNA se zobrazi jako tmavé modré pruhy na svétle modrém pozadi.
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CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Studijni otazky

1. Pro€ maiji rGzni jednotlivci, jako napfiklad sourozenci, rlizna rozpoznavaci mista restrikénich enzym(?
2. Jakou funkci maji PCR primery pouzivané v analyze DNA pro uréeni otcovstvi?
3. Proc se ve skute€nych testech otcovstvi pouziva vice nez jeden lokus?

4. Proc¢ v této simulaci testu otcovstvi dosahneme vysledku, i kdyZ nepouzivame sondy?
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CONATEX

UCEBNI

POMUCKY

Pokyny pro instruktora

Navod k pouziti

PRIPRAVA:
Pfiprava na: Jak postupovat: Kdy? Potiebny ¢as:
Pfipravte QuickStrips™
. o L .. Az jeden den pred
Modul I: Pfipravte zfedény provadénim 45 mi
Elektroforéza TAE pufr experimentu > min.
v agar6zovém PFi ¢
gelu rlpravv ve .
rozpusténou agarézu
a lité gely
) . ) o Na vyu€ovaci hodiné,
Modul II: Pripravte jednotlivé nebo pfes noc po 10 min.

Obarveni agar6zového
gelu

komponenty na
barveni

vyucovaci hodiné
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CONATEX

UCEBNI POMUCKY

Predlaboratorni priprava Modul |

ELEKTROFOREZA V AGAROZOVEM GELU

Pro tento experiment potfebujete 0,8% agardzovy gel pro kazdou skupinu
studentll. Gel mlzete pfipravit dopfedu, nebo nechat studenty, aby si
pripravili vlastni. Na tento postup potfebujete pfiblizné 30 az 40 minut.
Vlastni priprava gelu:

Kazda skupina studentl mize mit na starosti liti jejich vlastniho gelu pred
provedenim experimentu. Prostudujte si Modul | v Popisu postupu
experimentu pro studenty. Studenti budou potfebovat 50x koncentrovany
pufr, destilovanou vodu a agardzovy prasek.

Hromadna priprava gelu:

Pokud chcete usetfit Cas, je mozné pfipravit vétsi mnozstvi agarézového
roztoku, ktery rozdélite mezi studenty ve tfidé. Viz pfiloha B.

Predbézna priprava gelu:

Gely je mozné pfipravit pfedem a ulozit na pozdéjsi pouziti. Ztuhnuté gely je
mozné skladovat pod pufrem v lednici az dva tydny.

Gely nezmrazujte pfi teploté - 20 °C, mraz by je ponicil.
Gely, které byly vyjmuty z nalévacich vaniCek ke skladovani, by mély byt

"ukotveny" zpét k vani¢ce nékolika kapkami rozpusténé agardzy aplikovanymi
pred vlozenim gelu zpét do vanicky. Tim se zabrani pohybu gelu ve vanicce.

Navod k pouZiti

POZNAMKA:

Pro maximalizaci vysledku
experimentu je dulezité presné
pipetovani. Experimenty
EDVOTEK Série 100 jsou
navrzeny pro studenty, ktefi
maji pfedchozi zkuSenost s
technikami mikropipetovani a
elektroforézou v agarézovém
gelu.

Pokud studenti neumi pouzivat
mikropipety, doporu¢ujeme
provést cviceni kat. ¢. S-44,
Zaklady mikropipetovani, nebo
kat.

€. S-43, DNA DuraGel™ pred
uskute¢nénim tohoto
experimentu pro pokrocilou
uroven.

PRO MODUL |

Kazda skupina
studentd obdrzi:

* 50x koncentrovany pufr
* Destilovanou vodu

* UltraSpec-Agarose™

* Vzorky QuickStrip™

FORMA VZORKU: PRIPRAVA VZORKU QUICKSTRIPS™ |~ AlAtlAalalala
Zkumavky QuickStrip™ se skladaji z mikrotitrovych bloki B
pokrytych ochrannou vrstvou. Kazda jamka obsahuje pfedem B Bi{Bi{B.B
délenou DNA. ~cicicicicic
Pomoci ostrych nGzek opatrné oddélte bloky zkumavek na CE’ D D D D D D
jednotlivé pruhy tak, zZe je rozstfihate mezi jednotlivymi fadky (viz  |# ’ ; oy
nakres vpravo). Budte opatrni, abyste pfi oddélovani vzork( . E §E 8E wESEy E
neposkodili ochranné prekryti. & ; 3 "
OF { FI{FIF!FIF
Kazda laboratorni skupina dostane jednu sadu zkumavek. = G clclaic G
Pfed zavedenim vzorkd do gelu pfipomente studentiim, aby ; ;
poklepali na zkumavky a sklepli tak vzorky na jejich dno. L H i H!'H!H!H i H
Pokud pro vizualizaci DNA pouZijete barvivo SYBR® Safe nebo
InstaStain® Ethidium Bromide, budou kazdy QuickStrip™ sdilet 3% 3% 3% 3(0 3%
dvé skupiny. Do kazdé jamky se zavedte 18 pl vzorku DNA.
Pristupte k vizualizaci vysledkl, jak je to specifikovano v Opatmé stfihejte mezi
literatufe o barveni DNA. kazdou sadou zkumavek
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CONATEX

UCEBNI POMUCKY

Predlaboratorni priprava Modul Il

Modul 1l-A: BARVENiI POMOCIi BARVIVA INSTASTAIN® BLUE

Nejsnadnéji a nejpohodInégji pouzitelné DNA barvivo je InstaStain® Blue.
InstaStain® Blue nevyzaduje pfipravu, skladovani a likvidaci velkych objemu
kapalného barviva. Kazda karta InstaStain® Blue obsahuje malé mnozstvi
modrého DNA barviva. Pfi polozeni karty do vody se DNA barvivo uvolni. Tento
roztok zaroven obarvuje i odbarvuje gel a zajistuje jednotné obarveni gelu s
minimalnim mnozstvim kapalnych odpadud a nedistot.

Pro vizualizaci gelt obarvenych InstaStain® Blue mlzete pouzit vizualizaéni
systém White Light Visualization System (kat. €. 552).

Modul 1I-B: BARVENi POMOCIi BARVIVA FLASHBLUE™

Barvivo FlashBlue™ je optimalizované pro zkraceni doby potfebné pro kroky
obarveni a odbarveni. Agarézovy gel je mozné obarvit zfedénym barvivem
FlashBlue™ za 5 minut a odbarvit za pouhych 20 minut. Pro dosazeni nejlepSiho
vysledku nechte gel v tekutiné pfes noc. Tim umoznite obarvenému gelu se v
odbarvovacim roztoku dostat do rovnovahy, ¢imz ziskate kontrastni modré pruhy
DNA na rovnomérné svétle modrém pozadi. Pro prohlizeni gelt obarvenych
barvivem FlashBlue™ se doporucuje bily svételny box (kat. ¢. 552).

* Obarvené gely je mozné skladovat v odbarvovaci tekutiné nékolik tydn( v
lednici, ale pruhy mohou ¢asem vyblednout. Pokud se to stane, obarvéte
gel znovu.

+ Odbarvené gely je mozné likvidovat s pevnymi odpady. Odbarvovaci roztoky
je mozné vylévat do kanalizace.

MODUL Ill: FOTODOKUMENTACE DNA (volitelné)

Po obarveni gell si mlzete vysledky vyfotografovat. K dispozici je mnoho
riiznych fotodokumentacnich systémua, v€etné digitalnich, které maji rozhrani
pfimo s pocitatem. Konkrétni instrukce se budou liSit podle typu pouzivaného
fotodokumentaéniho systému.

Navod k pouziti

PRO MODUL II-A

obdrzi kazda

skupina studentt:

+ 1 kartu InstaStain® pro
kazdy gel 7 x 7 cm

Pouzivejte rukavice
a ochranné bryle

PRO MODUL 1I-B

obdrzi kazda

skupina studenti:

* 10 ml 10X konc. barviva
FlashBlue, nebo 100 ml
1x Fedéného barviva
FlashBlue

* malou plastovou misku,
nebo vahovou misku

¢ Destilovanou, nebo
deionizovanou vodu
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CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Vysledky a analyza pokusu

Relativni pozice fragmenti DNA jsou zobrazeny v idealizovaném schématu, ale nejsou ukazany v méritku.

Draha | Zkumavka Vzorek Molekularni hmotnost (v bp)

Kalibracni DNA

markery
Vzorek DNA matky s
2 B enzymem 3652, 630
Vzorek DNA ditéte s
3 C enzymem 3652, 1300, 700, 630

4 D Vzorek DNA otce 3652, 1300, 700
€. 1s enzymem

Vzorek DNA otce
5 E €. 2's enzymem 3000

Rodi¢ovstvi (tady matefstvi a otcovstvi) je mozné stanovit z profilu
DNA potomka. Porovnanim profilu DNA matky a jejiho potomka je
mozné identifikovat fragmenty DNA u ditéte, které chybi v DNA
matky. Tyto polymorfismy byly zdédény po biologickém otci. V tomto
pripadé dva pruhy v profilu DNA potomka, které nevysvétluje profil
matky, nalezneme v profilu otce €. 1.
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CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

PFilohy

A Navod k feSeni problémd

B Hromadna pfiprava agarézoveého gelu
C Analyza dat pomoci kalibraéni kFivky
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CONATEX

UCEBNI POMUCKY

Navod k pouziti

Priloha A
Navod k feSeni problému

PROBLEM: PRICINA: RESEN:I:
Gel nebyl spravné pfipraveny. Ujistéte se, Ze elektroforeticky pufr je spravné zfedény.

V gelu nejsou
viditelné pruhy.

Gel nebyl spravné obarveny. Zopakujte barveni.

Nespravné pracuijici elektroforeticka Kontaktujte vyrobce elektroforetické jednotky nebo
jednotky, nebo zdroj elektrického zdroje.
proudu.

Gel nebyl obarvovan dostatecné . .
Zopakujte barveni.

; . dlouho.
Po obarveni gelu jsou
pruhy DNA fragmentu
bledé. Gelové pozadi je piilis tmavé. Nechte gel odbarvovat 5 az 10 minut v destilované vodé.

Barvivo by mélo migrovat nejméné 3,5 cm | preq obarvenim a vizualizaci DNA se ujistéte, ze
(pfi pouZiti vanicky 7x7 cm) a nejmén€ 6 | paryivo v gelu urazi vzdalenost nejméné 6 cm
cm (pfi pouziti vanicky 7x14 cm) od jamek, | (piiblizng 1 hodina pfi aplikaci napéti 125 V).
aby byla zajisténa adekvatni separace.

Pruhy DNA se
nerozdélily.

Pfi uchovani gela DNA obarvena barvivem
pri teploté 4°C FlashBlue™ muze Gasem
pruhy DNA blednou vyblednout.

Gel znovu obarvéte barvivem FlashBlue™

Pruhy DNA se

neoddélily, i kdyz
barvivo urazilo
dostate¢nou
vzdalenost.

V mém QuickStripu
neni dost vzorku.

Pro elektroforetickou separaci byl

pouzit gel s nespravnym
procentnim pomérem.

QuicksStrip vyschnul.

Ujistéte se, Ze mate pfipraveny agardzovy gel ve
spravném procentnim poméru. Pro informaci, vzorky
DNA Ready-to-Load™ je nutné analyzovat v 0,8%
agarézovém gelu.

Pfidejte 40 uL vody a pfed zavadénim do gelu jemné
promichejte pipetovanim nahoru a dold.
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UCEBNI POMUCKY

Priloha

B

Navod k pouziti

Hromadna priprava agarézového gelu

Pokud chcete usetfit Cas, je mozné pfipravit vétSi mnozstvi elektroforetického pufru a agarézového roztoku,
které rozdélite mezi studenty ve tfidé. Nepouzity zfedény pufr mlzete pouzit pozdéji a ztuhly roztok
agardzového gelu je mozné znovu rozpustit.

Elektroforeticky pufr

Pfiprava 3 litrG 1x elektroforetického
pufru je popsana v tabulce B.

Agarézovy gel (0,8%)

Tabulka E popisuje davkovou pfipravu 0,8% agarézového gelu.

1. Pro pfipravu zfedéného gelového pufru pouzijte 500 ml bariku.

2. Nalijte 3,0 gramy agarézy UltraSpec-Agarose™ do pfipraveného pufru.
Protfepejte, aby se latka rozptylila.

3. Na povrch barky znackovaci fixou vyznacte hladinu roztoku.

4. Ohfivejte roztok agardzy, jak to bylo dfive popsano u pfipravy jednotlivych gelU.

Cas zahFivani je nutné upravit z divodu vétsiho celkového objemu roztoku

gelového pufru.

5. Zchladte roztok agardzy na 60°C pfi protfepavani bariky, abyste podpofili
uvolfiovani tepla. Pokud doSlo k odparu, doplfite destilovanou vodu tak, aby
hladina roztoku v barce byla na pavodni hladiné oznacené v kroku 3.

Tabulka Hromadna pfiprava elektroforetického pufru
D
destilovana Celkovy
e E?rnc' + voda pozadovany
P objem
60 ml 2940 ml 3000 ml (3 L)
Poznamka:

Komponenty sady UltraSpec-
Agarose™ maiji obvykle
znaceni obsazeného
mnozstvi. Peclivé si prectéte
tato oznaceni. Pokud
mnozstvi agarézy neni
specifikovano, nebo pokud je
plastovy uzaveér lahvicky
porusen, je nutné agarozu
zvazit, abyste se ujistili, Zze
pouzivate spravné mnozstvi.

lGWC

6. Rozdélte zchlazeny agardzovy roztok na mnozstvi potfebné pro liti jednotlivych
gell. Pro vani¢ku 7 x 7 cm odméfte 30 ml, pro vani¢ku 7 x 10 cm odméfte
50 ml a pro vani¢ku 7 x 14 cm odméfte 60 ml. Pro tento experiment se
doporucuje pouzivat gely o velikosti 7 x 7 cm.

7. Nechte gel zcela ztuhnout. Pevny a chladny na Tabulka
dotek bude pfiblizné za 20 minut. Poté E
. o i . o ™
pokradujte s pfipravou gelu na elektroforézu. __Hromadna priprava 0.8% UltraSpec-Agarose
Mnozs}w Koncentrovany Destgov Celk.
agarezy  pult G0X) + yoda objem ()
© (mi) ™)
3.0 7.5 382.5 390
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Navod k pouZiti

Analyza dat pomoci kalibraéni kfrivky

Elektroforéza v agar6zovém gelu rozdéluje biomolekuly na
jednotlivé pruhy, z nich kazdy je tvofen molekulami stejné

velikosti. Jak je mozné téchto poznatkl vyuzit pro
stanoveni délek riznych fragmentl? Pamatuijte, Ze s

rostouci délkou biomolekuly se sniZuje vzdalenost, na

kterou je molekula schopna migrovat, protoze velké
molekuly nemohou snadno prochazet kanalky v gelu.
je rychlost migrace nepfimo umérna délce molekuly -

Proto

konkrétnéji logo délky molekuly. Abychom to predvedli,
pouzijeme vzorek, ktery obsahuje pruhy znamych délek,
a kterému fikame "standard". Zméfime vzdalenost, kterou
kazdy z téchto pruhl urazi, abychom vytvofili graf znamy

jako "kalibra¢ni kfivka", ktery je mozné nasledné pouzit k %

pfibliznému ur€eni velikosti neznamych molekul.

1. Méreni a zaznamenani migracnich vzdalenosti

Zmérte vzdalenost, kterou urazil kazdy
fragment kalibracni DNA od spodniho okraje
jamky se vzorkem ke spodnimu okraji kazdého
pruhu. Zaznamenejte tyto vzdalenosti v
centimetrech (s pfesnosti na nejbliz§i milimetr)
do vaSeho deniku. Stejny postup opakujte pro
kazdy fragment DNA ze standardu.

Zmeéfte a zaznamenejte migracni vzdalenosti kazdého

fragmentu neznamych vzorkud stejnym zplsobem,
jakym jste méfili pruhy standardu.

2. Vytvoreni kalibraéni krivky

Protoze migracni rychlost je nepfimo Umérna logig
délky pruhu, zakreslenim dat v podobé
semilogaritmického grafu dostaneme pfimou linku
a tak budeme moci analyzovat exponencialni
rozsah velikosti fragmentl. Uvidite, ze vertikalni
osa semilogaritmického grafu bude zprvu vypadat
atypicky; vzdalenost mezi Cisly se bude zkracovat s
postupem osy od 1 do 9. Je to proto, Ze tato osa
pfedstavuje logaritmickou stupnici. Prvni cyklus na
ose odpovida délkam od 100 - 1000 bazovych
parl, druhy cyklus méfi 1000 - 10000 bazovych
parl a tak dale. Pro vytvoreni kalibrani kfivky na
semilogaritmickém papife zakreslete vzdalenost,
kterou migroval kazdy fragment kalibracni DNA na
osu x (v mm), versus jeho velikost na ose x (v
bazovych parech). Ujistéte se, Ze mate osy
oznacené!

Obrazek 6:

Zméite migracni
vzdalenost od
spodniho okraje jamky
po spodni okraj
kazdého pruhu.
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Obrazek 7: Pfiklad semilogaritmického grafu
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UCEBNI POMUCKY

Priloha C
Analyza dat pomoci kalibraéni krivky

Po zakresleni vSech bodu pouzijte pravitko, nebo rovnou hranu a narysuje co nejrovnéjsi
pfimku mezi body. Pfimka by méla mit po obou stranach pfiblizné stejny pocet
rozptylenych bodu. Pfimka maze nékterymi body prochazet (viz pfiklad na obrazku 7).

3. Stanoveni délky kazdého neznamého fragmentu

a. Najdéte migracni vzdalenost neznamého fragmentu na ose x vaseho
semilogaritmického grafu. Narysujte vertikalni linku od tohoto bodu, tak aby se
protala s vaSi kalibra¢ni kfivkou.

b. Od bodu protnuti kalibraéni kfivky narysujte druhou linku, tentokrat horizontalné
smérem k ose Y. Hodnota, kterou najdete v misté protnuti osy Y, udava
pfibliznou velikost fragmentu v bazovych parech (viz pfiklad na obrazku 7).
Provedte zapis do vaseho laboratorniho deniku.

c. To samé opakujte pro kazdy fragment vaseho neznamého vzorku.
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Osa Y: pary bazi
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