USTAV LEKARSKE BIOCHEMIE A LABORATORNI DIAGNOSTIKY 1. LF UK

Polymorfismus délky
restrikcnich
fragmentu

(RFLP)

Praktické cviceni z |lékarské biochemie
Vseobecné lékarstvi

Martin Vejrazka

’“

-

2022/23



Obsah

POLYMORFISMUS DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU 3

1. PROVEDEN/ RESTRIKCE 3
2. VYHODNOCENI RESTRIKCE POMOCI ELEKTROFOREZY 3

ELEKTROFOREZA DNA VE 2% AGAROZOVEM GELU 6

1. PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU 6
2. NALEVANi AGAROZOVEHO GELU 6
3. PRIPRAVA GELU K ELEKTROFOREZE A NANASEN{ VZORKU 7
4. ELEKTROFOREZA A VYHODNOCENI 8



Polymorfismus délky restrikcnich fragmentu

1. Provedeni restrikce

Chemikalie a pomiicky

PCR produkt pro vzorek DNA z predchoziho praktického cvic¢eni

Kpnl (endonukledza Kpnl 0,3 U-pl?, Tris-HCI 10 mmol-I"t pH 7,5, MgCl, 10 mol-I', Triton X-100 0,02 %,
albumin 0,3 mg-ml?)

Tail (endonukledza Tail 0,3 U-pl?, Tris-HCI 10 mmol-I* pH 8,5, MgCl, 10 mmol-I*%, KCI 0,1 mol-I%,
albumin 0,3 mg-ml?)

Kontrola Stépeni— fragment A-DNA

Vzorkovaci roztok 6x (napf. bromfenolovd modf 0,1 %, glycerol 30 %, EDTA 100 mmol-I%)

Postup

Ze zkumavky s 25 pl PCR produktu odeberte do dvou Cistych 200ul zkumavek po 8 pl PCR produktu.
Dale tedy pracujete se tfremi zkumavkami: 8 ul PCR produktu se pouzije pro restrikci s endonukledzou
Kpnl (zkumavku oznac¢ime ,,K“), 8 ul pro endonukledzu Tail (oznacime ,, T“) a zbyvajicich 9 pl zlstane
jako nestépena kontrola (oznac¢ime ,—“).

Abychom ovéfili, Ze ke Stépeni skutecné dochazi, provedeme kontrolu s Usekem A-fagové DNA, ktery
je priblizné stejné dlouhy jako zkoumany PCR produkt a obsahuje rozpoznavaci sekvence pro obé
endonukledzy Kpnl i Tail. Kontrolu provedeme jen jednou pro dvé az tfi pracovni skupiny.

Stépeni PCR produktu Pozitivni kontrola
s isekem A-fagové DNA
(pro dvé az tfi skupiny spolecné)
Oznaceni K T _ AK AT A
zkumavky
v v vy ., | kontrolni kontrolni . ,
Stépeni Stépeni | neStépeny Stepen Stepen nestépend
Kpnl Tail produkt Kpn! Tail A-DNA
PCR produkt 8 ul 8 ul Zbytek 8 ul 8 ul 8 ul
(9 u)
Kpnl 8 ul 8 ul
Tail 8 ul 8 ul
Zkumavky zcentrifugovat (5 s)
Inkubace 30 minut 37°C 65 °C 4°C 37°C 65 °C 4°C
blok cykler blok blok cykler Blok
Vzorkovaci roztok 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Zkumavky zcentrifugovat (5 s)

2. Vyhodnoceni restrikce pomoci elektroforézy

Rozdélte stépy elektroforézou na 2% agardze (viz samostatny ndvod nize). Jeden elektroforeticky gel
pouziji zpravidla dvé pracovni skupiny. VSechny tfi zkumavky (tj. ,K“, , T“ a ,—“), které nalezi




k jednomu PCR produktu, davejte do sousednich jamek, aby bylo mozné snadno porovnat polohu
prouzk(; totéZ plati i pro vSechny tfi zkumavky s A-DNA. Pfiklad rozloZeni vzork( v elektroforetickém
gelu je na nasledujicim obrdzku. V tomto pfipadé byl jeden elektroforeticky gel pouZit pro
vyhodnoceni stépeni dvou PCR produktl (jeden je oznaceny ,,AB” a druhy ,CD“) a dale do né&j byla
nanesena kontrola stépeni na A-DNA. Nékteré jamky zUstaly nepoufZité.

AB- ABK ABT CD- CDK CDT

Nestépeny PCR produkt ma v nasem ptipadé délku 291 bp. Kpnl stépi sekvenci GGTAC"C, kterd
odpovida aleldm 04 a Oc. Tail Stépi sekvenci ACGT", kterd je obsazena v aleldch B a Og. Pokud jsou

v PCR produktu pfislusné rozpozndavaci sekvence, stépi jej obé endonukleazy priblizné na poloviny.
Délky vzniklych fragmentu si jsou v obou pfipadech natolik podobné, Ze je pfi elektroforéze nemusi
byt mozné od sebe rozlisit a vytvofi jeden prouzek. Na druhou stranu se ale délka fragment( vyrazné
liSi od délky neStépeného PCR produktu, takZe lze rozlisit, zda ke Stépeni doslo ¢i nikoliv.

Vytvofi-li DNA po oSetfeni endonukledazou na elektroforeogramu prouzek ve stejné poloze jako
nestépeny PCR produkt, znamend to, Ze DNA neobsahuje rozpoznavaci sekvenci pro danou
endonukledzu; takovy vysledek oznacime jako Kpnl —/—, pfipadné Tail —/—. Pokud se prouzek stépené
DNA posune déle od startu, byl PCR produkt endonukleazou zcela rozstépen; vysledek oznacime jako
Kpnl +/+ nebo Tail +/+. V pfipadé, Zze PCR produkt obsahuje DNA jak s rozpoznavaci sekvenci tak i bez
ni (tj. jde o heterozygocii), zobrazi se prouzky dva: jeden v misté nestépeného PCR produktu a druhy
dale od startu. Takovy vysledek oznac¢ime jako Kpnl +/— nebo Tail +/-.
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Z vysledku obou stépeni dostaneme genotyp ABO:

Kpnl +/+ Kpnl +/- Kpnl —/-
Tail +/+ | 0c0g B Oc BB
Tail +/— 0a0¢ AQOg neboB0Os |AB
Tail —/— 0a0a A Oa AA

V pfipadé kombinace Kpnl +/—, Tail +/— nelze o genotypu rozhodnout pouze na zakladé takto
jednoduse provedené restrikéni analyzy (mUze jit o genotyp A Og, ktery odpovida fenotypu krevni
skupiny A, nebo o genotyp B 0a odpovidajici krevni skupiné B). Mezi obéma moznostmi lze
rozhodnout na zakladé znalosti fenotypu, nebo by bylo tfeba pouzit dalsi metody vysetieni (napf.
dvojitého stépeni obéma enzymy soucasné).

Elektroforéza DNA ve 2% agarozovém gelu

Chemikalie a pomiicky

TBE pufr 0,5% (Tris-HCl 44,5 mmol-I?%, kyselina boritd 44,5 mmol-I*, EDTA
1,25 mmol-I?, pH 8,4)

Agardza

GelRed® 10 000x

Zaftizeni pro horizontalni elektroforézu s pfislusenstvim, Erlenmayerovy
banky

1. Priprava agarézového gelu
K déleni pouZijeme 2% agardzovy gel s fluorescenénim barvivem GelRed. Roztok agardzy se
pfipravuje vzdy pro naliti 2 gel.

1. V Erlenmayerové barice prelijte 1 g agardzy (pfipravena jiz navazena) 50 ml pufru.

2. V mikrovinné troubé smés privedte k varu. Je tfeba, aby se smés vafila, ohrev je ale potfeba vcas
vypnout, aby vrouci gel nepretekl pfes okraj bariky.

3. Horky gel promichejte krouzenim barikou. Gel musi byt homogenni; pokud v ném jsou patrna
nerozpusténd zrnka agardzy, opakujte ohrev.

4. Pridejte 2 pl barviva GelRed. Po promichani je agaréza pfipravena k nalévani. Roztok musi byt
chladnéjsi nez 60 °C (bariku musi byt mozné udrzet v ruce), jinak hrozi poskozeni elektroforetické
vany.

2. Nalévani agarézového gelu

1. Sestavte elektroforetickou vanu pro nalévani gelu: do vybrousenych Zlabka v korytku vsunte na
obou stranach silikonové tésnéni. Do korytka vlozte podle poétu vzorkl jeden nebo dva hiebinky;
hiebinek se vklada tak, aby jamky byly co nejblize okraji korytka. Korytko umistéte do vany tak,
aby tésnéni doléhala na sténu vany.

2. Zkontrolujte, Ze zatizeni stoji vodorovné, a do korytka nalijte roztok agardzy s GelRed.

3. Gel nechejte tuhnout asi 20 minut, po tuto dobu s nim nehybejte.



Priprava gelu k elektroforéze a nanaseni vzorku
Vyjméte korytko z vany, sejméte silikonova tésnéni. Korytko otocte o 90° a vloZte zpét do vany

tak, aby jamky leZely nad barevnymi prouzky na podloZce.

Do vany nalijte 250 ml pufru.

Opatrné vyjméte htebinky tak, abyste neroztrhli jamky v gelu.
Do jednotlivych jamek nanasejte obarvené vzorky (po 10 pl na
jamku), jejich pofadi zaznamenejte do protokolu.
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Elektroforéza a vyhodnoceni

Uzavrete elektroforetickou vanu a pfipojte ji na zdroj napéti. Nastavte 90 V.

Elektroforézu nechte probihat asi 40 minut. Vzorkovaci barvi¢ka by méla byt asi 1 cm od konce
drahy. Pak vypnéte zdroj, odpojte kabely a vyjméte gel.

Gel vyjméte z korytka a poloZte na desku transluminatoru. Pozorujte rozloZeni jednotlivych
frakci. Je tfeba pracovat rychle, gel po nékolika minutach ozatovani UV svétlem vybledne.



