Uloha 5 : Polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction, PCR)
a elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Teorie:

Polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je v soucasnosti jednou
z nejcastéji pouzivanych molekuldrné biologickych metod. K jejim vyhodam patii mj. mala
¢asova naroc¢nost (1 mén¢ nez 2 hodiny), schopnost mnohonasobné amplifikace DNA tseku a
moznost pracovat se zna¢né heterogennim vstupnim materidlem (amplifikace jediného genu
z nékolika tisic pfitomnych ve smési spolu s proteiny a dal$im materialem). Nevyhodou je
Casto potieba optimalizace postupu a limitace nékterymi faktory, jako je pfitomnost soli ve
vzorku ¢i délka cilového useku DNA. Pro optimalni pribéh reakce je mimo nastaveni
vlastnich parametrti klicové navrZeni pouZzitych primerti a to s ohledem na cil celé prace.
Elektroforéza DNA v agarosovém gelu je jednou ze zékladnich technik k rozdéleni smési
DNA fragmentl na zékladé¢ jejich mobility (pohyblivosti) v elektrickém poli. Lze ji pouzit jak
pro detekei jednotlivych fragmenti (jejich poctu, velikosti), tak pro jejich naslednou izolaci a
dalsi pouziti. SlouZzi tak jako analyticka i preparativni technika.

Material:

vstupni vzorek DNA (templat), dvojice primerd, smés dNTP, reakéni pufr (10x
koncentrovany), DNA polymerasa, sterilni voda, 1x koncentrovany TBE pufr, agarosa,
barvivo GelRed, DNA standard pro elektroforézu

mikropipety a plastové Spicky (sterilni), PCR zkumavky, termocykler, elektroforeticka
souprava

Postup — PCR:

1. Roztoky obsahujici vdmi navrzené primery, smés dNTP, reak¢ni pufr (pfip. téZ vstupni
DNA) nechame pomalu rozmrznout na ledu.

2. Do PCR zkumavky pipetujeme roztoky v pofadi a objemech dle tabulky. DNA
polymerasu pfidavame jako posledni, z mraziciho boxu (-20°C) ji vytahujeme az t€sné
pted pouZzitim (i pod bodem mrazu se jedné o roztok) a ihned poté vracime.

3. Smés v PCR zkumavce dobie ale opatrné promichiame opakovanym pipetovani a
zkumavku dobfe uzavieme.

4. Zkumavku/zkumavky vlozime do termocykleru, ten uzavieme a vicko utésnime ota¢enim
Sroubu v naznaceném sméru.

5. Vybereme vhodny program a spustime.

6. Pokud ziskany produkt nepouZijeme ihned pro dalSi praci, kratkodobé jej muizeme
uchovat pti 4°C, dlouhodobé piti -20°C.

7. Ptiprava pro elektroforézu: k 50 ul PCR smési pfiddme 5 ul 10x vzorkového pufru a
promichame na vortexu.



Slozeni smési pro PCR:

Slozka Objem [ul]
sterilni voda 39,5
reakéni pufr (10x koncentrovany) 5
vstupni DNA 2
upper primer 1
lower primer 1
smés ANTP 1
DNA polymerasa 0,5

Tvorba programu pro termocykler:

Typicky program pro PCR je tvofen cykly pii nichz dochazi opakované k denaturaci DNA,
nasednuti primert (annealing) a syntéze komplementarniho vldkna (elongace). Zvolené doby
jednotlivych kroki, pouziti teploty a pocCet cykla se lisi v zavislosti na pouzit¢ PCR sm¢ési a

ucelu PCR.
Teplota [°C] Doba [s]
94 -95 180
94 -95 20 —45 25-35x
55-65 30-90
72 =175 45 -90
72 =175 420

Postup — elektroforéza:

1.

Do banky odvazime 0,5 g agarosy, pfilijeme 50 ml TBE pufru a zahtejeme v mikroviné
troubé k varu (Pozor, roztok velmi snadno vzkypi. Ihned po objeveni prvnich bublin je
tieba zahfivani zastavit.), zamichame a znovu zahtejeme k varu. Po uplném rozpusténi
agarosy nalijeme mezi plastové zarazky zasunuté do formy pro pfipravu agarosového
gelu a nechame ztuhnout.

Po dokonalém ztuhnuti gelu (cca 20 — 30 min) ptevrstvime gel elektrodovym (TBE)
pufrem a vytdhneme hiebinek.

Do vzniklych otvorii naneseme vzorky a standard. Pofadi vzorkli si poznafime do
protokolu.

Soupravu pro elektroforézu uzavieme, piipojime ke zdroji el. napcti a spustime
(U=120V).

Poté, co modra barva dosahne druhého konce gelu (cca 30 — 40 min), odpojime zdroj el.
napéti.

Gel ptfeneseme na transiluminator a vyhodnotime.



Otazky:
1) Kolik riznych PCR produkti 1ze ocekéavat pii pouZiti jednoho paru primert — zvazte

moznou pfitomnost riznych variant genu ve vstupni DNA?
2) Jaké programy lze vyuzit pro navrh primera?
3) Jaky efekt by mélo pouziti jediného primeru namisto jejich dvojice?
4) Ke kter¢ elektrodé se budou pohybovat fragmenty DNA pfi elektroforéze?
5) Jaky standard byl pouzit pti elektroforéze DNA v agarosovém gelu?
6) Jaky konkrétni program byl pouzit pro PCR (teploty a Casy)?

Teplota [°C] Doba [s]

Fotografie gelu po elektroforéze.
Uved’te ¢islo svého vzorku, vyznacte na fotografii a okomentujte vysledek.



