PCR gyakorlat

Az Alu szekvencia:

Az eukaridtékban a gének kodolo (exon) és nem kodolo (intron) szekvencidkat is
tartalmaznak. Az evollcio soran az intronokba rovid, ismétledd szekvencidk (SINES) épultek
be. Az egyik ilyen szekvencia az Alu, amely neve az Alu | restrikcids enzimbdl ered, amely
felismerés helye ebben a szekvencidban taldhatd. Az Alu szekvencia kortlbeltil 300 bp
méret( és a human genomon bel il majdnem 500 000-szer ismétlddik. Az eredete és funkcigja
ezeknek az ismétlddd szekvencidknak még nem ismert. Az Alu szekvencia az egyenek kozotti
rokonsag mértékének becsl ésére hasznéd hato.

Intron

1. dbra: Az Alu inzerci6 helye az intronban

A gyakorlat soran egy Alu szekvenciét vizsgalunk a 16-os kromoszomén taldhaté PV 92
I6kuszon. Ez az Alu szekvencia dimorf, ami azt jelenti, hogy bizonyos egyedekben jelen van,
mésokban nincs. Egyes embereknek csak az egyik, mésoknak mindkét homoldg
kromoszomajan megtala hato.

A gyakorlaton a PCR reakcidhoz hasznalt primerek mindkét fajta genomhoz
kapcsolodnak és elinditjak az amplifikéciot. Egy 941 bp méreth fragmentet amplifikdunk, ha
az Alu inzerci6 jelen van, egy 641 bp méretl fragmentet, ha az Alu szekvencia hianyzik. Az
agar6z gél elektroforézissel meg tudjuk kulonbdztetni a (+/+) homozigétékat, amelyekben az
Alu szekvencia jelen van (csak 941 bp méreth termék), a (-/-) homozigotékat, amelyekben az
Alu szekvencia hianyzik (csak 641 bp méretd termék), illetve a (+/-) heterozigétékat,
amelyeknél a 941 bp és 641 bp méretl terméket is kapunk a PCR reakcié sorén.

Pvaz Genotype Size of PCR Products

Homozygous {+/+) 941 base pairs
—
641 b i
Homozygous {(—-) ase pairs
——
I Heterozygous (+-) 941 and 641 base pairs

2. &ra: Az Alu inzercio jelenléte vagy hidnya a PV 92 16kuszon a 16-0s kromoszéméan



Oldatok:

TBS puffer (1000 ml):

8 g NaCl

0,2 gKCl

39 Trisz
Feloldjuk 800 ml desztillalt vizben. Hozzéadunk 0,015 g fenol vorost és a pH-t 7,4-re dlitjuk
sosavval (atcsapasi szin: hagymavorés). Az oldatot 1 literre egészitjik ki desztillalt vizzel.
Autokléavban sterilezzik.

Komplett master mix: A PCR reakcio el6tt 15-30 per cen bellil készitendd el!
20 m master mix (Biorad)
A master mix tartalma: nukleotidok (dATP, dTTP, dCTP ésdGTP),
puffer,
Taq DNS polimeréz.
0,4 m primer mix (Biorad)
A komplett master mix 0,05 unit/m Tag DNS polimerézt, 3 mM MgCl,-ot és 1,6 mM dNTP-t
tartalmaz, valamint 1 nM-t tartalmaz minden primerbdl.
A sarga szinQ oldatot jol elkeverjik és 0 °C-on tartjuk. Az oldat komponensel rendkivl
érzékenyek!
Az oldat sérga szinét a primer mix-ben 1év0 tartazin festék okozza, amely a ~50 bp méretl
DNS-sdl vandorol egyiitt. A minta jol |&hatova tételére szolgél.

Mintavétel, minta el ok észités:

1. Steril fllpiszkdl6 egyik végével mintét veszink a szgj nya kahartydjabol.

2. A fulpiszkdlé végét 96 %-os etanolban sterilezett olléval levagjuk és 100 M TBS
pufferbe tesszilk 1 6rara. Az oldodast iddnkénti vortexeléssel segitjuk.

3. A mintdbdl 100 mi-t kivesziink és 2 percig 12 000 rpm-mel centrifugdjuk. A
felllGszot 1edntjUk.

4. A sgjitekhez 20 m InstaGene oldatot adunk és dsszevortexeljik. Az InstaGene oldatot
(Biorad) a hozzéadas €l6tt jol € kell keverni, hogy a kivett mennyiség tartalmazzon
maétrix gyongyoket.

Az InstaGene matrix szerepe: Az InstaGene métrix negativ toltés, mikroszkopikus
Chelex gyongyoket tartalmaz, amelyek megkdtik a két vegyértékl kationokat, mint
pddaul a Mg**-t. A kétérték( kationok eltavolitasa azért fontos, mert a DNS bontd
enzimek mOkodéséhez szilkségesek, igy eltavolitdsokkal megvédhetjik a DNSUnket.

5. A mintékat 10 percig 56 °C-on inkubdjuk. 5 perc utan a mintakat finoman
megkeverjik, majd visszatesszik a vizfirddbe.

Az 56 °C-0s inkubéci6 szerepe: 1. Elfsegiti a kotdszovetek felbomlasat.
2. A DNé&zok inaktiva odnak.

6. A mintakat megkeverjik és5 percig 100 °C-on inkubaljuk.

Az 100 °C-os inkubé&ci6 szerepe: A sejitek membranja felszakad és a sgjtek tartalma (a
templat DNS is) kiszabadul.




7. A mintakat megkeverjik és 5 percig 6000 rpm-mel centrifugdljuk.
8. (A tovabbi haszndatig a mintékat fagyasztva téroljuk.)

PCR:

Lo

(A mintékat kiolvasztjuk és 5 percig 6000 rpm-mel centrifugaljuk.)

2. PCR csdbe kimérink 20 m oldatot. (A PCR csoveket kupak nékili Eppendorf
csovekben téroljuk. Vigyézat, a PCR csbvek torékenyek.) Fontos, hogy egyetlen
maétrix gyongyot se vigylnk &, mivel a métrix gyongyok megkotik a magnézium
ionokat, melyek a Taq DNS polimeréz enzim mikodésehez sziikségesek.

3. A mintdhoz 20 m komplett master mixet adunk, a pipettaval két-haromszori Ujra
felszivéssal elkeverjik. A sarga szin( oldatot O °C-on tartjuk.

4. Elkészitjuk a kontroll mintdkat: 20 m kontroll mintdhoz (+/+, +/- és -/- kontroll) 20 m
komplett master mixet adunk, a pipettdval két-hdromszori Ujra felszivassal elkeverjik.
A sérga szin( oldatot 0 °C-on tartjuk.

5. A mintékat a PCR készilékbe helyezzik. Fontos, hogy a PCR csovek jél le legyenek

z&va, mert a nagy mértékl elparolgds az amplifikéciot gatolja. A kovetkezd

programot futtatjuk:
1. szakasz: ELO DENATURACIO: 94°C 2 perc 1x
2. szakasz: DENATURACIO: 94°C 1 perc
PRIMERTAPADAS: 60°C 1 perc } 50x
LANCHOSSZABITAS: 72°C 2 perc
3. szakasz: VEGSO LANCHOSSZABITAS: 72°C 10 perc 1x

(uténa 4°C-on hidegen tartja a reakci el egyet)

Gél eektroforézis:

1. A mint&khoz 10 ml 5xPV92 XC loading dye-t (Biorad) adunk és Ovatosan
Osszekeverjuk. A ,loading dye’ glicerolt és Xylene Cyanole festéket tartalmaz; a
glicerol biztositja, hogy a minta a zseb aljéra siillyedjen, a festék a 4000 bp méretl
DNS fragmensekkel vandorol egyditt.

2. A kovetkezd mintédkbol 10 mi-t a gélen |évd zsebekbe adagolunk:

EZ Load létra

+/+ homozigéta kontroll
+/- heterozigota kontrol |
-/- homozigéta kontroll
sajé mintak

3. A10 n1 etidium-bromidot tartalmazo6 agaréz gélben (60 ml) a mintakat 45-60 percig
100 V fesziiltségen futtatjuk.

Az EZ Load létra (Biorad) fragmenseinek mérete: 1000 bp
700 bp
500 bp
200 bp
100 bp.



Beadand¢ jeqgyzokonyv:
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A PCR program.

A felcseppentési terv és a gél elektroforézis képe.

A kontrollok és a sajé minta fragmentumainak becsiilt mérete a DNS | étra alapjan.
+/+ homozig6ta, -/- homozigéta vagy +/- heterozigéta? Ha nincs fragmens, akkor mi
okozhatta a problémat? (Az eredmények kiértékel ése)
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3.4bra: Példa a gél elektroforézis eredmeényére
EZ load létra
+/+ homozigéta kontroll
-/- homozigéta kontroll
+/- heterozigota kontrol |

8., 15. sikertelen amplifikécio
6., 10., 13., 18., 19., 20. +/- heterozigdta.

A heterozig6ta mintdk gyakran egy intenziven |&tsz6 641 bp méretQ és egy halvényabb,
941 bp méretl fragmenst eredményeznek. Ennek oka, hogy az amplifikécio sorén a kisebb
és a nagyobb fragmensek versengenek egyméssal, és a kisebb méretl fragmens
hatékonyabban amplifiké odik.



