Cwiczenia nr 2
Rownoczesna amplifikacja kilku loci mikrosatelitarnych w

reakcji multipleks PCR

Mikrosatelity znajduja szerokie zastosowanie w ekologii molekularnej, jednym z
najwazniejszych jest analiza pokrewienstw. Znaczne skrdcenie czasu i obnizenie kosztow
analiz uzyskuje si¢ poprzez rownoczesng amplifikacje¢ kilku loci, ktore podzniej genotypowane
sa takze réwnoczesnie.

Technika PCR (fancuchowa reakcja polimerazy, ang. Polymerase Chain Reaction)
pozwala na uzyskanie duzej ilosci $cisle zdefiniowanego fragmentu DNA. O specyficzno$ci
reakcji PCR decyduje dobor starterow — sg to jednoniciowe fragmenty DNA o dlugosci 15-30
nukleotydéw, ktore przytaczaja si¢ do DNA stanowigcego matryce, zgodnie z regutami
komplementarnosci zasad w DNA. W wyniku reakcji PCR z kazdej czasteczki matrycy
otrzymamy miliony kopii fragmentu zlokalizowanego miedzy miejscami przylaczania si¢
starterow. Poniewaz do reakcji PCR wystarcza zaledwie kilka czasteczek matrycy, pozwala
ona na uzyskiwanie genotypow ze §ladow biologicznych (wlosy, naskorek, ptyny ustrojowe
itp.) oraz szczatkow kopalnych.

Poniewaz kazdy cykl reakcji PCR (liczba cykli wynosi w zalezno$ci od zastosowania
20 — 40) rozpoczyna si¢ od denaturacji dwuniciowego DNA w wysokiej temperaturze (ok.
95°C), w reakcji PCR wykorzystuje si¢ termostabilne polimerazy DNA, np. polimeraze Taqg.

Aby wyeliminowa¢ niespecyficzng amplifikacje, oraz problemy spowodowanie
nieoptymalnymi staterami (z r6znych powodoéw mozemy by¢ zmuszeni wykorzystac startery,
ktore nie sg optymalne z punktu widzenia wydajnos$ci reakcji PCR), czgsto wykorzystuje si¢
polimerazy HotStart Tag. Enzym HotStart jest zmodyfikowany w ten sposob, ze pozostaje
catkowicie nieaktywny w temperaturze pokojowej. Aktywacja mozliwa jest poprzez
inkubacje (3-15 min, w zaleznosci od modyfikacji) w 95 °C.

Jezeli w reakcji PCR wykorzystuje si¢ jednoczesnie wiecej niz jedng pare starterow
celem namnozenia wigcej niz jednego produktu, takg reakcj¢ nazywamy multipleks PCR.
Multipleks PCR zazwyczaj jest trudniejszy niz “zwykty” PCR, poniewaz startery z réznych
par mogg sobie wzajemnie ,,przeszkadza¢”. Niektore z tych negatywnych efektéw moga by¢
usunigte przez specjalnie dobrane warunki reakcji PCR, w szczegdlnosci odpowiedni bufor.

Najlepsze wyniki multipleks PCR uzyskuje si¢ z wykorzystaniem specjalnych ,,master-



mikséw”, zawierajacych termostabilng polimerazg, trifosforany deoksyrybonukleotydoéw
(dNTP), jony Mg”" oraz odpowiedni bufor. Doktadny sktad master-mikséw danego
producenta jest nieznany.

Na ¢wiczeniach bedziemy amplifikowac¢ pig¢ loci mikrosatelitarnych z genomu
nornicy rudej. Poniewaz produkty amplifikacji bedg rozdzielane i wizualizowane w
automatycznym analizatorze DNA, jeden starter z kazdej pary jest znakowany
fluorescencyjnie. W systemie, jaki wykorzystujemy, dostepne sg cztery barwniki
fluorescencyjne (FAM, NED, PET, VIC). Rownoczesna amplifikacja i detekcja wigkszej
liczby loci jest mozliwa, jezeli allele w loci, do ktérych znakowania uzyto takiego samego

barwnika, majg niezachodzace na siebie zakresy dtugosci.

1. Przygotowanie reakcji multipleks PCR

I. Przygotuj w probowce 1.5 ml mieszaning na 3.5 reakcji PCR o objetosci 14.5 ul kazda:

Odczynnik 1 reakcja (ul) 3.5 reakcji (pl)
Woda dejonizowana do PCR 5.5 19.3

2 x Multiplex Master Mix 7.5 26.3
Mieszanina starterow (stez 1-4 uM) 1.5 53
Razem 14.5 50.9

Uwaga! Przed dodaniem, kazdy odczynnik musi by¢ rozmrozony i wymieszany przez

pipetowanie!

I1. Podpisz probéwki do PCR numerem grupy ¢wiczeniowej i numerem zespotu (1.1, 2.3
itd.), zaznacz, gdzie jest poczatek 1 umies¢ probowki na statywie w pudetku z lodem.
Wymieszaj mieszaning z p. | przez pipetowanie i dodaj 14.5 pl do kazdej z trzech

probowek do PCR.

III. Do pierwszych dwoch proboéwek dodaj po 0.5 ul DNA 1 kontroli negatywnej z
poprzednich ¢wiczen (,,DNA” 1,,KN”), a do trzeciej 0.5 pl wody dejonizowanej (kontrola
negatywna PCR).

IV. W termocyklerze wybierz odpowiedni program PCR (MPX_eco) i upewnij si¢, ze
sktada si¢ z nastgpujacych etapow:

A. 95°C, 15 min; w tym kroku DNA ulega denaturacji a polimeraza HotStart
aktywacji



B. 32 cykle (whasciwa amplifikacja):
1. 94°C, 30 sek; denaturacja
2. 53°C, 60 sek; przylaczanie starterow
3. 72°C, 45 sek; wydhluzanie
C. 60 °C, 30 min; koncowe wydtuzanie i dodawanie A

D. 8°C pauza; po zakonczeniu PCR

V. W16z probki do termocyklera i uruchom program MPX_eco.

Poniewaz program trwa ponad 2 godziny, na zelu agarozowym rozdziela¢ bedziecie
produkty PCR przygotowane przed zajeciami. Wasze produkty PCR zostang rozdzielone

na zelu po zajeciach, a wyniki rozdziatu beda umieszczone na stronie kursu.



2. Elektroforeza DNA w zZelu agarozowym

. 1.5% zel agarozowy zostat przygotowany przed zajeciami. Zel zawiera barwnik

GelRed.

II. Na parafilmie przygotuj 3 krople (1-2 ul) buforu obcigzajacego (zawiera on réwniez

barwniki utatwiajace monitorowanie przebiegu elektroforezy). Do kazdej kropli dodaj

5 ul produktu PCR z odpowiedniej probéwki. Produkty wymieszane z buforem

obcigzajacym zataduj do studzienek. Do ostatniej studzienki dodaj 3 ul znacznika

wielkosci DNA.

II1. Podtacz kable do zasilacza. Wiacz zasilacz i ustaw napigcie na 80V. Po 40 min wylacz

zasilacz 1 obejrzyj zel w $wietle UV na transiluminatorze (Uzyj okularéw

ochronnych!)
IV. Zinterpretuj wyniki.

Po ¢wiczeniach powinniscie potrafic:

l.
2.
3.

Wymieni¢ czynniki odpowiedzialne za sukces amplifikacji DNA w reakcji PCR
Wyjasni¢ dlaczego w reakcji PCR uzywa si¢ termostabilnej polimerazy DNA?
Wyjasni¢ dlaczego w PCR stosuje si¢ kontrole negatywna, dlaczego uzylismy
dwu kontroli negatywnych, jaka jest migdzy nimi réznica?

Czy w tym eksperymencie zastosowano roéwniez kontrol¢ pozytywna?

Jaka jest rola jonéow Mg®" w reakcji PCR?

Dlaczego niektore startery wykorzystane w reakcji PCR byly znakowane
fluorescencyjnie.

Jaka jest r6znica migdzy ,,zwykta” polimeraza Taq a polimerazg HotStart Tag.



