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MOLEKULARNI METODY PRO STREDNI SKOLY

UvVoD

Molekularni genetika je obor zabyvajici se studiem
bunécénych biologickych procesi na molekularni
urovni. Nositelkami  genetické informace jsou
nukleové kyseliny DNA a RNA. K uchovani genetické
informace slouZi dvoutetézcova DNA. Jednofetézcova
RNA zajiStuje prenos genetické informace z DNA do
primarni struktury bilkovin.

Molekularné-genetické metody umoziuji manipulaci
s nukleovymi kyselinami. Zasadni metodou je PCR
(Polymerdzova fetézova reakce), kterd umoziuje
amplifikaci konkrétniho useku DNA. Jako templat
slouzi denaturovand DNA, podle niZ je syntetizovan
komplementarni fetézec. K zahdjeni reakce je zapotiebi primer, ktery se pfipojuje na komplementéarni
useky DNA. Tim je zarovenn vymezen usek DNA, ktery bude amplifikovan. Jako templaty pro syntézu
mohou slouzit oba fetézce DNA, po predchozi denaturaci. Primery se vybiraji tak, aby se ptipojovaly k
mistlim ohranicujicim z obou stran amplifikovany tsek. Teoreticky 1ze ziskat 2n fetézct (kopii). V ramei
tohoto cviCeni se zaméfime na metody, které nam pomohou urcit pohlavi a otcovstvi u ptaki, a dale na
rozliSeni mySice kfovinné a mySice lesni genetickym testem.

AT = e

Urcovani pohlavi patii k béznému vyzkumu molekularni genetiky. V ptipad¢ genetického urceni je
vétSinou rozliSeno pohlavi se stejnymi pohlavnimi chromozomy (samci ptaki, samice savci,...) a pohlavi
s riznymi pohlavnimi chromozomy (samice ptaki, samci savcd,...).

Analyza paternity (otcovstvi) a pfibuznosti pomaha odhalit parovaci strategie u riznych druhti Zivo€ichii a
stanovit reprodukéni tspésnost samceii (Coltman 1999; Pemberton et al. 1992). K uréeni otcovstvi se Casto
vyuzivaji tzv. mikrosatelity. Mikrosatelity jsou nekodujici, tandemove se opakujici oblasti DNA o délce
2-6 parl bazi. Vyuziti mikrosatelitové DNA pro zjisténi paternity a ptibuzenskych vztahti ve vybrané
populaci je zalozeno na studiu variability ur¢itého mikrosatelitového lokusu u v§ech zkoumanych jedinct.
Vychazi se zde z faktu, ze mikrosatelitové lokusy jsou sice variabilni v po¢tu opakovani zakladniho
motivu, tedy ve své délce, ale zaroven se z rodi¢ii na potomky dédi striktné podle pravidel Mendelovskeé
dédi¢nosti. Potomek tedy miize od svych rodich zdédit pouze ty alely, které jeho rodi¢e maji.

V Ceské republice Zije 16 druhtt mySovitych hlodavct, z toho 4 druhy mysic. Jedna se o mySici malookou,
mysSici temnopasou, mysici kfovinnou a mysici lesni. MySici kfovinnou a mysici lesni miizeme rozpoznat
podle hnédé skvrny na spodni stran¢ krku, kterou miva mySice kfovinna vyrazné¢ mensi. Tento znak
je vSak variabilni a tim paddem ne Upln€ spolehlivy. Tyto dva druhy byly tradicné rozliSovany take
podle délky zadni tlapky, nevyhodou této metody je ovSem jeji pouzitelnost pouze pro dospélé jedince.
Nejspolehlivéjsi metodou je rozliSeni téchto druhti na zaklad¢ jejich genetické informace.

Tabulka 6
poCet reakci | pocCet reakci |zasobni jednotky finalni fedéni (x)
...... konc. koncentrace
1
PCR pufr 2 10 X 1 10
Primer AF-UP 1 10 uM 0,5 20
Primer AF-DN 1 10 uM 0,5 20
dNTPs 0,4 10 mM 0,2 50
MgCl2 (1,5mM) 24 25 mM 3 8,333333
Taq (Fermentas) 01 5 Ulul 0,5
dd H20 111
18
DNA 2 ul
objem 20
Tabulka 7

1) 94°C 2 min
2) 94°C 20s
3) 58°C 30s
4)72°C 90 s

5) 72°C 10 min

uvodni denaturace, aktivace polymerazy

denaturace viaken DNA
pfisednuti primer( na specifickd mista v DNA
prodluzovani nového fetézce DNA od primeru

opraveni chyb a dokon€eni prodlouzeni vSech useki DNA

pocet cykll 33

Tabulka 8
pocet reakci | poCet reakci | zasobni jednotky finalni fedéni (x)
...... konc. koncentrace

1
PCR pufr 2 10 X 1 10
Primer AS-UP 1 10 uM 0,5 20
Primer AS-DN 1 10 uM 0,5 20
dNTPs 0,4 10 mM 0,2 50
MgCI2 (1,5mM) 1,2 25 mM 1,5 16,6666667
Taq (Fermentas) 01 5 U/ul 0,5
dd H20 3,6

9
DNA 1 ul
objem 10

C. Priprava 1.5% agaro6zového gelu

Postup popsan vyse

Co ocekavat na gelu?

Pro kazdého testovaného jedince existuji dvé PCR. Jen jedna z nich vSak mize mit pozitivni vysledek,
ktery je rozpoznan pii zobrazeni gelu jako svitici prouzek. Pfi pouziti primeri AF-UP a AF-DN se
zobrazi prouzek u vzorkl mysice lesni. Pfi PCR s primery AS-UP a AS-DN se zobrazi na gelu prouzek
pouze u mysice kifovinné.



4. ROZLISENI MYSICE KROVINNE A MYSICE LESNI GENETICKYM TESTEM

Metoda je zalozena na mezidruhové variabilité¢ mitochondrialniho genu pro cytochrom b (cyt-b). Tento
gen kéduje polypeptidy vyznamné pro dychaci fetézec. Michaux et al. (2001) popsali dikladné cyt-b tii
druhti mySic a pro kazdy z té€chto druhti definovali ¢ast, jeZ 1ze pomoci specifickych primeriti amplifikovat
pouze pro dany druh. Tyto primery budou pouzity pro rozliSeni mysice kfovinné a lesni.

A. 1zolace DNA

Viz HotSHOT izolace genomické DNA - se vzorky mySich tkani.

B. PCR

Pro kazdy vzorek je potfeba namichat 2 PCR, z nichz kazda je specificka bud’ pro mysici kfovinnou nebo
mysici lesni. Pozitivni vysledek pro jednu z nich identifikuje druh.

Potiebné reagencie a vybaveni:

* vyizolovand DNA mysSice lesni a mySice kfovinné; enzym polymeraza; primery AF-UP
(5"-AGCTACACTAACACGTTTC-3"), AF-DN (5-GCGTATGCAAATAGGAAGTAC-3"); AS-UP
(5-GAGGAGGATTCTCAGTAGAC-3") a AS-DN (S'TTAATATGGGGTGGGGTGTTA-3"); sada
dinukleotidi; MgCl2; PCR pufr; denaturovana voda

* pipety; Spicky; mikrozkumavky; rukavice; box s ledem; termalni cykler; tfepacka; centrifuga

Postup prace:
1. Do mikrozkumavky o velikosti 1,5 ml napipetujte potfebné mnozstvi vody. Pfidejte PCR pufr,
dinukleotidy, MgCl2, primery specifické pro mysSici lesni a tiplné nakonec polymerazu (viz Tabulka 6 a

8). Tu po celou dobu nechte v mrazéku a co nejrychleji po pouZiti vratte zpét.

2. Zkumavku uzaviete a obsah diukladné promichejte pomoci tzv. tiepacky. Aby na vicku neziistaly
zbytky smési, zkumavku kratce centrifugujte.

3. Do ¢ty mikrozkumavek o velikosti 0,2 ml napipetujte potiebné mnoZstvi této smési a piidejte DNA
z analyzované zkumavky.

4. Mikrozkumavky dikladné uzaviete a kratce zcentrifugujte. Poté je vlozte do cykleru a spustte reakci
(viz Tabulka 7).

5. Cely proces opakujte s primery specifickymi pro mysici kfovinnou.

PRAKTICKA CAST

1. IZOLACE DNA Z KRVE CI TKANI

Potiebné reagencie a vybaveni:

* vzorky krve, ¢i tkani v lihu; proteindza K; komercni kit pro izolaci DNA (Qiagen); ethanol

* sada pipet; Spicky; 2 x 1,5 ml zkumavka/l vzorek; stripy (po 8); stojanek; vortex (michacka); centrifuga;
termalni blok (lazen)

Pred zacatkem:

Zapnéte termalni blok (lazen) a nechte nahtat na 56°C. Pak do néj vlozte pufr AL.

Postup prace:

A. Izolace genomické DNA pomoci komerc¢niho kitu od firmy Qiagen

1. Pipetujte 20 pl proteinazy K do 1,5 ml zkumavky. Do této zkumavky napipetujte
10 pl krve, €1 odsttihnéte ¢ast tkang. Dopliite pufrem ATL na objem 220 pl (tzn. ptidejte 190 ul ATL).

2. Ptidejte do stejné zkumavky 200 ul pufru AL. Vortexujte a nechte inkubovat 10 minut pi1 56°C v
termalnim bloku.

3. Ptidejte do zkumavky 200 pl ethanolu (96%), siln€ vortexujte.
4. Prepipetujte smés z 3. kroku do DNeasy Mini spin zkumavek (sou¢ast komer¢niho kitu) umisténych
v 2 ml sbéracich zkumavkach. Centrifugujte 1 min/8 000 rpm. Odstrante sbéraci zkumavku a umistéte

DNeasy Mini spin zkumavku do nové 2 ml sbéraci zkumavky.

5. Pridejte 500 pl pufru AW1 a centrifugujte 1 min/8 000 rpm. Opét odstrante sbéraci zkumavku a
umistéte DNeasy Mini spin zkumavku do nové 2 ml sbéraci zkumavky.

6. Ptidejte 500 pl pufru AW2 a centrifugujte 3 min/14 000 rpm, aby doslo k vysuSeni filtru.

7. Odstrante sbéraci zkumavku a umistéte DNeasy Mini spin zkumavku do ¢isté 1,5 ml zkumavky
(popsana Cislem jedince!!).

8. Pipetujte 100 pl pufru AE piimo na filtr. Inkubujte pti pokojové teploté 1 min a nasledné centrifugujte
1 min/8 000 rpm. DNA se nyni nachéazi v 1,5 ml zkumavce!



Tabulka 4

poCet reakci | poCet reakci | zasobni konc. | jednotky finalni fedéni (x)
...... koncentrace
1
B. HotSHOT izolace genomické DNA PCR pufr ° 10 X o E
Tgu3 -Fw 0,2 10 uM 0,2 50
1.Ptipravte si alkaliza¢ni reagent = 25mM NaOH smichejte s 0,2 mM EDTA (pH=12 vznikne rozpusténim Tgu3 -rev 0,2 10 uM 0,2 50
reagentil ve vodg): dd H20 3,6
Pro ptipravu 200 ml alkaliza¢niho reagentu rozpustte 0,2 g NaOH ve 180 ml vody. Do vody piidejte 0,8 9
ml 0,5M EDTA a doplite do 200 ml. pH upravte na hodnotu 12. DNA 1 ul
2.Piipravte si neutraliza¢ni reagent = 40mM Tris-HCI (pH=5 — rozpustit ve vod¢): objem 10
Pro ptipravu 200 ml roztoku natfedte 8 ml zdsobniho 1M TRIS do 200 ml vody a upravte pH na hodnotu
5 pomoci HCI. Tabulka 5
1) 95°C 15 min uvodni denaturace, aktivace polymerazy
3.Do stripti si ptipravte velmi malé vzorky (tkan¢) pro izolaci DNA. 2) 94°C 30s denaturace vlidken DNA
3) 57°C 90s pocet cykll 35 pFisednuti primer( na specificka mista v DNA
4 Ke kazdému vzorku piidejte 75 pl alkaliza¢niho reagentu a zahfejte smés na 95°C po dobu 50 min az 4) 12°C 60s prodiuZovani noveho Fetézce DNA od primeru
1 hod., dokud se tkan nerozvafi. 5) 60°C 30 min opraveni chyb a dokonc¢eni prodlouzeni vSech usekil DNA

5.Ke kazdému vzorku ptidejte 75 pl neutralizaniho reagentu. Nechte vzorky alesponi 1 hod. v lednicce.
B. Priprava 2.5% agarézového gelu

6.Pro 10 pl PCR smési se mize pouzit 1-5 pl takto vyizolované genomické DNA.

Elektroforéza je jednou ze zdkladnich metod molekularni biologie. Tato standardni metoda se pouziva k
separaci, identifikaci a purifikaci fragmentit DNA. Jako nosi€ se nejcastéji pouziva agaroza.

Agaroza (9) TAE (ml)

1,5% gel
2,5% gel

Co ocekavat na gelu?
Prouzek, ktery se bude vyskytovat u otce se objevi ve stejné velikosti i u vlastniho mladéte.




3. URCENI PATERNITY ZEBRICEK

Studenti si ptipravi multiplex PCR, pomoci které se amplifikuje panel 2 mikrosatelitt.

A. PCR

Potiebné reagencie a vybaveni:

» genomicka DNA zebticky pestré; primery Tgu2 a Tgul3; Multiplex PCR Kit (Qiagen); denaturovana
voda

 sada pipet; Spicky; stripy (po 8 mikrozkumavkach); led (piip. mrazici box); vortex (michacka);
centrifuga; termalni cykler

Postup prace:

1. Nachystejte si led a popiste si zkumavky. Zvortexujte a zcentrifugujte potfebné chemikalie pro piipravu
PCR.

2. Do 1,5 ml zkumavky napipetujte vSechny sloZky multiplex PCR smési v nasledujicim potfadi a mnoZzstvi
(viz Tabulka 3 a 4). Teplotni protokol je uveden v tabulce 5.

3. Z 1,5 ml zkumavky rozpipetujte do stripi vzdy po 9 ul ptipravenou reakéni smés. Do kazdé
mikrozkumavky pak napipetujte 1 ul DNA od daného jedince.

4. Na termalnim cykleru zkontrolujte nasledujici teplotni profil (viz Tabulka 5).

5. Vlozte zkumavky s ptipravenou reakéni smési do cykleru a nechte probéhnout amplifikaci (trva
piiblizné 2 hodiny). Poté uloZte vzorky do lednice.

2. URCENI POHLAVI ZEBRICEK POMOCI AGAROZOVE ELEKTROFOREZY

Studenti si ptipravi multiplex PCR, pomoci které si naamplifikuji DNA zebtic¢ek. Tuto DNA dale nanesou
na agarozovy gel a prob&hne elektroforéza. Tento gel nakonec vlozi do UV pfistroje a odectou pohlavi
dan¢ho vzorku DNA zebfticek. Jeden prouzek zobrazené DNA odpovidd samci, dva prouzky samici.

A. PCR

Potiebné reagencie a vybaveni:

 genomickd DNA zebficky pestré, primery P2 (5" - TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") a

P8 (5" - CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3")

* Multiplex PCR Kit (Qiagen); denaturovana voda; led

* sada pipet; SpiCky; stripy (po 8 mikrozkumavkach); 1 x 1,5 ml zkumavka; vortex (michacka);
centrifuga

Postup prace:

1. Nachystejte si led a popiste si zkumavky. Zvortexujte a zcentrifugujte potfebné chemikalie pro piipravu
PCR.

2. Do 1,5 ml zkumavky napipetujte vSechny slozky multiplex PCR smési v nasledujicim poradi a mnoZstvi
(viz Tabulka 1).

3. Z 1,5 ml zkumavky rozpipetujte do stripi vzdy po 9 ul ptfipravenou reakéni smés. Do kazdé
mikrozkumavky pak napipetujte 1 ul DNA od daného jedince.

4. Na termalnim cykleru zkontrolujte nasledujici teplotni profil (viz Tabulka 2).

5. Vlozte zkumavky s piipravenou reakéni smési do cykleru a nechte probéhnout amplifikaci. Poté ulozZte
vzorky do lednice.

Tabulka 3
poCet reakci | poCet reakci | zasobni konc. | jednotky finalni fedéni (x)
...... koncentrace

1
PCR pufr 5 10 X 5 2
Tgu12 0,2 10 uM 0,2 50
Tgu12 0,2 10 uM 0,2 50
dd H20 3,6

9
DNA 1 ul
objem 10

Tabulka 1
poCet reakci | poCet reakci | zasobni konc. | jednotky finalni fedéni (x)
...... koncentrace
1
PCR pufr 5 10 X 5 2
Primer P8 0,3 10 uM 0,2 50
Primer P2 0,3 10 uM 0,2 50
dd H20 3,4
9
DNA 1 ul
objem 10




Tabulka 2

1) 95°C 15 min
2)94°C 30s
3) 48°C 90 s
4)72°C 60 s

5)60°C 30 min

uvodni denaturace, aktivace polymerazy

denaturace vliaken DNA
pfisednuti primer( na specificka mista v DNA
prodluzovani nového fetézce DNA od primeru

opraveni chyb a dokonéeni prodlouzeni vSech usekd DNA

pocet cykli 35

B. Priprava 1.5 % agaro6zového gelu

Elektroforéza je jednou ze zakladnich metod molekularni biologie. Tato standardni metoda se pouziva k
separaci, identifikaci a purifikaci fragmentiit DNA. Jako nosi¢ se nejcastéji pouziva agardza.

Elektroforetické pufry

Nejbéznéji pouzivané jsou:

TRIS-acetatovy (TAE): 0,04 M Tris-acetat; 0,002 M EDTA, pH 8,2

TRIS-boratovy (TBE): 0,089 M Tris-borat; 0,089 M kyselina borita, 0,002 M EDTA

Pfiprava Tris-acetatového pufru TAE- (50x koncentrovany zasobni roztok)

242 g Tris baze

57,1 ml ledové kyseliny octové

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

H20 doplnit do 1000 ml (vysledné pH je 8,2)

Potiebné reagencie a vybaveni:

* PCR produkty (naamplifikovand DNA zebfticek); agar; TAE (nebo TBE) pufr; GeneRuler DNA ladder
(100bp); barvicka = Loading Dye 5x; GoodView (HGV-II)

* sklenéna naddoba s vickem; vahy; odmérny valec; ,,formicka“ na gel; hfebinek; elektroforetickd vanicka;
zdroj napéti

Postup prace:

Ve sklenéné nadobé s vickem nebo v Erlenmayerové baiice studenti ptipravi 1,5 % agarozovy gel:

1.Na stiil si pripravte ,,formic¢ku‘ na gel, do které vlozite hiebinek.

2.Nachystejte si sklenénou nadobu s vickem nebo Erlenmayerovu baiiku. Na analytickych vahéch si na
kousku alobalu navazte 0,45g agardzy. Agardzu presypte do sklenéné nadoby.

3. V odmérném valci odméite 30 ml S5XTAE (TBE) pufru. Nalijte ho do sklenéné nddoby s agardzou.
4. Sklenénou nadobu s agardézou a 5XTAE (TBE) pufrem zato¢te vickem — nedotahujte. Pokud mate

agardzu v Erlenmayerové bance zadé€lejte ji trychtyftkem. Sklenénou nadobu vlozte do mikrovinné
trouby. Agar rozvaite.

5. Nyni nechte agar schladnout na cca 50°C (ptilozend nddoba na ruce nepali), poté do n¢j vlozte 1,5 ul
GoodView barvicky.

6. Agar s GoldView barvickou nalijte do ptipravené ,,formicky* na gel s hifebinkem. Pozor, ,,formicka®
musi byt uloZena na vodorovném podkladu. Nechte 30 min zchladnout.

7. Po vychladnuti vyndejte hiebinek a pfeneste gel do elektroforetické vany, ve které je SXTAE (TBE)
pufr. Jamky musi byt ponotfené v SXTAE (TBE) puftru.

8. Do prvni jamky napipetujte 5 ul GeneRuler DNA Ladderu.

9. Smichejte 5 ul vaSeho vzorku DNA s cca 1 ul barvicky Loading Dye 5x (na prouzku parafilmu nebo
v eppendorfkach) a toto mnozstvi naneste do jamek na gelu (opakovat se vSemi vzorky DNA; vzdy
vymeénit Spicku).

10. Po naneseni vSech vzorki zapnéte elektroforézu (100 V, cca 15-20 min).

11. Gel vyjméte a dejte do UV pfistroje. Vidite prouzky, které odpovidaji vasi DNA (jeden prouzek
samec, dva samicka).

Agardza (g) TAE (ml)

1,5% gel
2,5% gel

Co ocekavat na gelu?
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