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Przebieg ¢wiczenia

UWAGA!!

A Nalezy pamietac¢ o zwirowaniu probéwek z odczynnikami
po rozmrozeniu, tak aby cato$¢ mieszaniny znalazta sie na
dnie probéwki!

A Przed przystapieniem do przygotowywania reakcji PCR nalezy umy¢
rece i przygotowac stanowisko pracy (tipsy, probowki, rekawiczki).
Do dezynfekcji stotu oraz innego drobnego sprzetu laboratoryjnego
(np. pipety, statywy, itd.) uzy¢ 3% wody utlenionej.

A Ze wzgledu na duza czutos¢ uktadu z czym zwigzana jest jego
duza wrazliwo$¢ na kontaminacje nalezy zawsze pracowacd
w jednorazowych rekawiczkach.

A Zalecasie kazdy z trzech etap6w oznaczenia: izolacja DNA ludzkiego,
przygotowanie reakcji PCR, amplifikacje oraz elektroforeze
produktow PCR prowadzi¢ w oddzielnych pomieszczeniach.
Szczegolnie nalezy zwroci€ uwage na produkty PCR z poprzednich
oznaczefi — one stanowia najbardziej niebezpieczne
zrodto kontaminacii.

A Do przygotowania reakcji PCR najlepie] uzywac pipet, ktére sa
autoklawowalne (co pewien czas nalezy je autoklawowad).

A Zaleca sie stosowac oddzielne pipety do kaidego z etapdw
oznaczenia, czyli przygotowania i rozporcjowania Master Mix-u,
dodawania matrycy, nanoszenia produktéw PCR na zel.

A Nalezy przestrzegacd zasady, Ze tylko jedna prob6éwka moze
by¢ otwarta w danym momencie. Dzieki temu zmniejsza sie
ryzyko kontaminacji.

A Nalezy unika¢ dotykania krawedzi probowek.

1. lzolacja DNA ludzkiego z wymazow

Procedura oczyszczania DNA sktada sie z 4 etapdw i jest przeprowadzana
z wykorzystaniem minikolumn wirowniczych, zawierajacych odpowiednie ztoze
wydajnie i selektywnie wigzace kwasy nukleinowe. Probka wymazu poddana jest
lizie enzymatycznej z wykorzystaniem zoptymalizowanego buforu Lysis Buffer oraz
silnej proteazy (Proteinazy K). Na tym etapie degradacji ulegaja btony oraz wszystkie
biatka komérkowe. Do lizatu dodawany jest roztwor soli chaotropowych, ktore
powoduja selektywne wigzanie sie DNA do ztoza krzemionkowego w minikolumnie,
Nastepnie lizat nanoszony jest na minikolumne. Dwuetapowe przemywanie DNA
zwigzanego doe ztoza minikolumny ma na celu usuniecie pozostatych zanieczyszczen
i/lub inhibitorow reakcji enzymatycznych. Oczyszczone DNA eluowane jest
z minikolumny buforem o niskiej sile jonowej Elution Buffer.

Przed przystgpieniem do izolacji

Kazdy z odczynnikéw zestawu nalezy wymieszac.

2. Nalezy pamigtac o rozpuszczeniu liofilizatu Proteinase K w 200 pl buforu
do proteinazy.
A Pozawieszeniu Proteinazy K w buforze, enzym nalezy przechowywac w -20°C.

3. W przypadku wytrgcenia sie osadu w roztworze SSB Buffer, butelke
z roztworem nalezy ogrza¢ do temperatury 50-60°C i inkubowaé, az do
catkowitego rozpuszczenia sie osadu, mieszajac co kilka minut, a nastepnie
schtodzi¢ do temp. pokojowej.

4. Nagrzac termoblok lub taznie wodna do temp. 56°C.

Mozina ogrza odpowiednig ilo$¢ buforu elucyjnego do temp. 70°C.

6. Nalezy pamigtaC, zeby wszystkie etapy izolacji przeprowadzaé

w temperaturze pokojowej.

o>

&

B. Przygotowanie probki

W celu pobrania wymazu np. z bton $luzowych jamy ustnej nalezy co najmniej
10 razy mocno potrzed pateczkg wymazowg wewnetrzng strone policzka,
a nastegpnie koficowke z pobranymi komérkami nabtonka umiesci¢ w probdwce
1.5 ml typu Eppendorf i odcigé wystajacy patyczek. Nalezy upewnié¢ sig, ze
osoba od ktérej pobierano wymaz nie spozywata pokarmow oraz ptynéw przez
<o najmniej 30 minut.
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lzolacja DNA

Kofcdwke patyczka z pobranym materiatem biologicznym umiesci¢ w 1,5 mi

probdwece typu Eppendorf, a nastepnie odciac wystajacy czesc patyczka tak,

aby mozliwe byto swobodne zamknigcie probowki.

Doda¢ 350 pl buforu do lizy SSL Buffer i 6 pl Proteinase K, worteksowac 3 sek.

Inkubowa¢ przez 30 minut w temperaturze 56°C.

A Zalecanejest aby w czasie inkubacji parokrotnie wymieszac préblke poprzez
odwracanie probowki.

Doda¢ 350 pl buforu wigZzacego SSB Buffer, worteksowac 3 sek.

Inkubowa¢ przez 6 minut w temperaturze 70°C.

Wycisnac koncowke patyczka wymazowego o Scianke probéwki wykonujgc

palcami ruch powodujacy rotacje pateczki wymazowej. Odrzuci¢

patyczek wymazowy.

A Moiliwejest, aby nie usuwac pateczki wymazowej z probéwhki, jednak moze
to sie wigzac z obnizeniem wydajnosci izolacji ze wzgledu na niecatkowite
naniesienie lizatu na kolumne.

Dodac 200 pl Etanolu 96 %, wymieszad poprzez kilkukrotne odwracanie

probowki.

Nanies< 700 pl lizatu na kelumng umieszczong w probdwee odbierajacej.

Wirowac 1min. przy 10-12 tys. rpm {11-15 tys. x g).

Wylaé przesgcz z probéwki odbierajgcej 1 umiescié w niej z powrotem

minikolumne.

Nanies< catg pozostata objetosc lizatu na minikolumne.

Wirowad 1min. przy 10-12 tys. rpm (11-15 tys. x g).

Wylac przesgcz z probéwki odbierajgcej 1 umiedci¢ w niej z powrotem

minikolumne.

Nanie$¢ do minikolumny 600 pl buforu ptuczgcego SSW1 Buffer i wirowad

1min. przy 10-12 tys. rpm {11-15 tys. x g).

Wyla€ przesgcz z probowki odbierajace i umiedci¢ w niej z powrotem

minikolumne,

Nanies¢ do minikolumny 400 pl buforu ptuczacego SSW2 Buffer i wirowad

2minprzy 10-14 tys. rpm {1121 tys. x g).

OstroZnie wyjac suchg minikolumne z probéwki odbierajacej i umiescic ja

w jatowej probdwce 1,5 ml typu Eppendorf.

A Bufor ptuczqcy Wash Buffer zawiera alkohol, ktéry moze powodowaé
inhibicje niektérych reakcji enzymatycznych, dlatego istotne jest jego
catkowite usuniecie przed etapem elucji. W tym celu po drugim etapie
ptukania moina dodad etap tzw. ,wirowania na sucho”. Po opréznieniu
probéwki odbierajqcej, nalezy wirowac suchq kolumne przez 1 min przy
10-14 tys. rpm (11-21 tys. x g).

i8.

19.
20.
21,

Naniesc 50 pl buforu elucyjnego Elution Buffer podgrzanego do 70°C
centralnie na ztoZe krzemionkowe w minikolumnie.

Inkubowa¢ kolumne z buforem przez 2 min w temp. pokojowej.

Wirowac 1 min przy 10-14 tys. rpm (11-21 tys. x g).

Minikolumne usungc a wyizolowane DNA przechowywaé w +4°C lub-20°C
do czasu dalszych analiz.

Elektroforeza ludzkiego DNA

Rozdziat elektroforetyczny nalezy prowadzi¢ w 1% zelu agarozowym.
Przed przystgpieniem do wykonania zelu nalezy przygotowa¢ lx stezony bufor
TAE poprzez 50-krotne rozcieficzenie buforu 50x TAE {dotaczonego do zestawu),
Na przyktad dla przygotowania 1000 ml buforu 1x TAE nalezy do naczynia
o odpowiedniej wielkosci nalaé 20 ml 50x TAE 1 980 ml wody destylowanej.
Nastepnie 0,5 g agarozy naley rozpusci¢ w 50 ml buforu 1x TAE {kuchenka
mikrofalowa, palnik].

Ostudzic zel do temperatury ok. 60°C.

UWAGA! Wszystkie operacje od tego momentu naleiy wykonywaé
w rgkawiczkach nitrylowych, stanowiacych ochrong przed bromkiem
etydyny (czynnik rakotworczy).

Dodad 5 plroztworu bromku etydyny o stezeniu L mg/ml.

Wyraieszad i wylac ostroznie Zel do tacki do wylewania zeli z osadzonym
odpowiednio grzebieniem lub grzebieniami. Nalezy zwroci¢ uwage aby
w zelu nie byto pecherzykéw powietrza (zbyt schtodzony zel — taki zel
nalezy rozpusci€ ponownie).

Po zastygnigciu zelu wyjac grzebienie w taki sposéb, aby nie uszkodzi¢
studzienek i wstawi¢ zel do komory aparatu do elektroforezy i zalaé
buforem 1x TAE tak, aby catkowicie wypetnit komory elektrodowe i pokryt
powierzchnig Zelu.

Uzyskane ludzkie DNA naleZy nanosi¢ za pomoca pipety do studzienek
zelu, w nastgpujacy sposob: 2 pl buforu obcigzajgcego 6x Greeni5 pl
wyizolowanego genomowego DNA.

Rozdziat nalezy prowadzic¢ przez 0,5-1 h, przy napieciu ok. 5-10 V/em.

Po zakohczonej elektroforezie zel nalezy analizowaé w Swietle
UV transiluminatora.

Przebieg ¢wiczenia
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3. Reakcja amplifikacji na matrycy ludzkiego DNA

A. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla jednej prébki

Sktadniki mieszaniny nalezy dodawac do proboéwki PCR (0,2 ml} w kolejnosci
zamieszczonej w tabeli ponizej. Kazda z grup poddaje analizie wyizolowane
przez siebie ludzkie DNA.

MMix na

Odczynnik .. }
prob 24

Woda do PCR 30

10x Bufor do r-cji PCR 5

MgCL, [50 mM] 3

roztwor dNTPs [8 mM] 5

Starter FORWARD [10 uM] 2

Starter REVERSE [10 uM] 2

Ten:rmstabilna 1

polimeraza DNA[2 U/ul]

DNA matrycowe — 5

analizowana prébka

Tabela 1.  Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR dla analizowanej probki

Przebieg ¢wiczenia

B. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla KONTROLI POZYTYWNEJ]

Dla kazdej serii analiz nalezy wykonac Kontrole pozytywng, kt6ra ma na celu
sprawdzenie jakoéci stosowanych odczynnikow. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla
przygotowania Kontroli pozytywnej — DNA KOBIETY zamieszczono w tabeli 2,
adla Kontroli pozytywnej~DNAMEZCZYZNY zamieszczono w tabeli 3 i jest on
identyczny jak dla analizowanych probek, jedynie zamiast DNA analizowanej
prébki dodaje sie kontrolne (wzorcowe) DNA kobiety lub mezczyzny.

Wodado PCR 30
10x Bufor do r-cji PCR

MgCL, {50 mM]

roztwor dNTPs [8 mM]

Starter REVERSE[10 pM]

5
3
5
Starter FORWARD [10 pM] 2
2
Termostabilna polimeraza DNA[2 U/ul] 1

2

DNA Kontroli pozytywnej - DNA KOBIETY

Tabela2.  Skiad mieszaniny reakcyjnej PCR dla Kontroli pozytywnej - DNA KOBIETY

Odczynnik llosc ful]

Woda do PCR 30
10x Bufor do r-¢ji PCR 5
MgCL, [50 mM] 3
roztwér dNTPs [8 mM] 5
Starter FORWARD [10 pM] : 2
Starter REVERSE[10 pM] 2
Termostabilna polimeraza DNA[2 U/pl] il

2

DNA Kontroli pozytywnej - DNAMEZCZYZNY

Tabela3.  Skiad mieszaniny reakcyjnej PCR dla Kontroli pozytywnej - DNA MEZCZYINY

; olirt
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C. Przygotowanie mieszaniny real(cyjnéj dla KONTROLINEGATYWNE]

Dla kazdej serii analiz nalezy réwnieZ wykona¢ kontrole negatywng, aby sprawdzic
poprawnosd pracy i czystos¢ odczynnikéw, by wykluczy¢ ewentualne fatszywie
pozytywne wyniki {tzw. artefakty). Sktad mieszaniny zamieszczono w tabeli 4.

Woda do PCR 30
10x Bufor do r-cji PCR 5
Mgl [50 mM] 3
roztwor dNTPs [8 mM] 5
Starter FORWARD [10 pM] 2
Starter REVERSE [10 pM] 2
 Termostabilna polimeraza DNA [2 U/pl] 1
2

Wodado PCR

Tabela 4.  Skiad mieszaniny reakcyjnej PCR dla Kontroli negatywnej

PowyZsze 5 mieszanin reakcyjnych (2 probki + kontrola negatywna + 2 kontrole
pozytywne) moga by¢ przygotowane jednoczesnie. W tym przypadku nalezy
przygotowad Master Mix (MMix) - ilosci stosowanych odczynnikéw przeznaczone
dla pojedynczej probki nalezy pomnozyc przez: 6 (ilos¢ probek + 1). W tabeli 1
zamieszczono pola potrzebne do wykonania odpowiednich obliczefl. Uzyskang
warto$< dla objetosci catkowitej MMix-u nalezy podzieli¢ przez ilosc probek na
jaka wyliczany byt MMix {czyli 6}. Otrzymana wartosc jest objetoscia mieszaniny
reakcyinej jakg nalezy rozporcjowac do poszczegélnych probéwek. Powinna
by¢ ona zgodna z suma sktadnikéw zliczanych do MMix-u przeznaczonych dla
1probki. Przed rozporcjowaniem przygotowany MMix nalezy wymieszad przez
delikatne pipetowanie.

Probéwki z przygotowanymi mieszaninami reakcyjnymi nalezy umiescic
w termocyklerze i nastawic profil temperaturowo-czasowy zamieszczony w tabeli 5.

Temperatura[°C] Czas [sek]

Wstepna denaturacja 95 120

Denaturacja 95 30

Przylgczanie starteréw 60 30

Elongacja 68 60

Wydtuzanie koncowe 68 300

Chtodzenie 10 o
Table5.  Profil temperaturowo-czasowy dia reakcji PCR

30 cykli

Przebieg ¢wiczenia
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Detekcja produktow reakcji PCR

Rozdziat elektroforetyczny nalezy prowadzi¢ w 2% zelu agarozowym,
Przed przystgpieniem do wykonania Zzelu nalezy przygotowac 1x stezony
bufor TAE poprzez 50-krotne rozcieficzenie buforu 50x TAE (dotgczonego
do zestawu). Na przyktad dla przygotowania 1000 ml buforu 1x TAE nalezy
do naczynia o odpowiedniej wielko$ci nala¢ 20 ml 50x TAE i 980 ml wody
destylowanej.

Nastepnie 1 g agarozy nalezy rozpusci¢ w 50 ml buforu 1x TAE (kuchenka
mikrofatowa, palnik).

Ostudzic zel do temperatury ok. 60°C.

UWAGA! Wszystkie operacje od tego momentu naleiy wykonywad
w rekawiczkach nitrylowych, stanowigcych ochrone przed bromkiem
etydyny {czynnik rakotwérczy).

Dodac 5 plroztworu bromku etydyny o steZeniu 1 mg/ml.

Wymieszad i wylal ostroZnie Zel do tacki do wylewania zeli z osadzonym

odpowiednio grzebieniem lub grzebieniami. Nalezy zwréci¢ uwage aby

w Zelu nie byto pecherzykéw powietrza (zbyt schtodzony zel - taki zel

nalezy rozpusci¢ ponownie).

Po zastygnieciu zelu wyjac grzebienie w taki sposdb, aby nie uszkodzic

studzienek i wstawic¢ zel do komory aparatu do elektroforezy i zalac

buforem 1x TAE tak, aby catkowicie wypetnit komory elektrodowe i pokryt

powierzchnie zelu.

Uzyskane produkty PCR nalezy nanosic za pomocg pipety do studzienek

zelu, w nastepujacy sposéb:

1. 10 plmarkera wielkodci DNA M100-1000 ready-to-use

2. 2 plbuforu obcigzajgcego 6x Green i 10 ul mieszaniny reakcyjnej PCR
badanej probki

3. 2 ulbuforu obcigajgcego 6x Green i 10 ul mieszaniny reakcyijnej PCR
Kontroli pozytywnej - DNA KOBIETY

4. 2 ulbuforu obcigzajacego 6x Green i 10 ul mieszaniny reakcyjnej PCR
Kontroli pozytywnej -~ DNA MEZCZYZNY

5. 2ulbuforuobcigiajacego 6x Greeni10 ul mieszaniny reakcyjnej PCR
Kontroli negatywnej

10

Przebieg ¢wiczenia

A UWAGA! Nalezy zachowa¢ duig ostroino$¢ podczas nanoszenia probek
na zel, aby unikngc przelania sie probek ze studzienki do studzienki,
co mogloby zafatszowad wynili.

- Rozdziat nalezy prowadzi¢ przez 60-90 min, przy napieciu ok. 5-10 V/cm.
- Po zakonczonej elektroforezie zel nalezy analizowad w swietle

UV transiluminatora.
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