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Imie i nazwisko studenta

Cwiczenie nr 5.

Imie i nazwisko prowadzacego

1. Poréwnanie dziatania endonukleaz specyficznych i niespecyficznych.

2. Elektroforeza a) trawionego DNA oraz b) produktéw PCR (z ¢w. 3).
3. Metody identyfikacji mutacji — analiza wynikow.

1. Poréwnanie dziatania endonukleaz specyficznych i niespecyficznych.

Odczynniki:

1U/ul DNaza |

10x Bufor Reakcyjny |

Woda wolna od nukleaz

10U/ul Pvull

10U/ul BamHlI

10x Bufor Fast Digest

1% zel agarozowy z Midori Green Advance
Bufor 1xXTAE

Bufor do obcigzenia probek 6x Loading Dye
10. Marker mas DNA (Perfect 1kb DNA Ladder)

©E NV e W e

Sprzet:

Termoblok (37°C)
Miniwiréwka

Aparat do elektroforezy
Zasilacz
Transiluminator

ok wWwNPRE

Pipety automatyczne

Zadanie 1. Trawienie DNA przy uzyciu DNazy I.

1. Przygotuj 2 ponumerowane probdowki o obj. 1,5 ml. Do kazdej probowki dodaj odczynniki zgodnie z

opisem w tabeli 1 (UWAGA kolejnos¢ dodawania odczynnikdéw wazna).

1U DNazy | (ok. 0,3 jedn. Kunitz’a) trawi 1ug plazmidowego DNA w ciggu 10 minut.

Tabela 1.
Probdéwka 1 2
Woda [ul] oblicz oblicz
10x Bufor Reakcyjny | [pl] 1 1
Plazmidowe DNA (1pg) [ul] oblicz oblicz
DNaza | (1U/ul) [ul] - 1
Objetos¢ koncowa [ul] 10 10
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2. Zawartosc probdéwek doktadnie wymieszaj i zwiruj tak aby catos¢ mieszaniny reakcyjnej znajdowata
sie na dnie probéwek. Probowki umiesé¢ w termobloku lub tazni wodnej o temperaturze 37 °C i
inkubuj 10 minut.

3. Do probdéwek dodaj 2 pl 6x buforu do prébek, po czym zwiruj. Preparat gotowy do rozdziatu
w elektroforezie.

Zadanie 2. Trawienie plazmidowego DNA przy uzyciu endonukleazy restrykcyjnej Pvull i BamHlI.

1. Przygotuj 2 ponumerowane probdwki o obj. 1,5 ml. Do kazdej probéwki dodaj odczynniki zgodnie z
opisem w tabeli 2 (UWAGA kolejnos¢ dodawania odczynnikow wazna).

Tabela 2.
Probéwka 3 (Pvull) 4(BamHI)
Woda [ul] oblicz oblicz
10x Bufor FD[ul] 2 2
Plazmidowe DNA | oblicz oblicz
(Lpg) [u]
Enzym restrykcyjny | 1 1
(10U/p) [p1]
Objetos¢  konicowa | 20 20
[l

2. Zawartos¢ probowki doktadnie wymieszaj i zwiruj tak aby catosé mieszaniny reakcyjnej znajdowata sie
na jej dnie. Probowke umies¢ w termobloku lub tazni wodnej o temperaturze 37 °Ci inkubuj minimum
przez 15 minut.

3. Po zwirowaniu probka jest gotowa do rozdziatu elektroforetycznego.

2. Elektroforeza trawionego DNA oraz produktéw PCR
a) Elektroforeza trawionego DNA

1. Probdéwki z produktami trawienia zadania 1 i 2 zwiruj tak aby catos¢ mieszaniny znajdowata sie na
dnie proboéwki.

Do pierwszej studzienki nanies¢ 5 pl wzorca mas (Perfect 1kb DNA Ladder).

Do kolejnych studzienek w zelu nanosi¢ po 12 pl prébek.

Elektroforeze prowadzié przy 100 V przez ok. 1 h w buforze do elektroforezy TAE, 1% zel agarozowy.

vk W

Po tym czasie rozdzielone czasteczki DNA w zelu agarozowym obserwowac w swietle lampy UV
(transiluminator).

b) Elektroforeza produktéw PCR (materiat z ¢w. 3)
1. Probdwki z produktami PCR (z ¢wiczenia 3) zwiruj tak aby cato$é mieszaniny znajdowata sie na dnie
probowki.
Do pierwszej studzienki nanies¢ 5 pl wzorca mas (Perfect 1kb DNA Ladder).
Do kolejnych studzienek w zelu nanosi¢ catos¢ mieszanin PCR (10 pl).
Elektroforeze prowadzi¢ przy 100 V przez ok. 1 h w buforze do elektroforezy TAE.

vk wN

Po tym czasie rozdzielone czgsteczki DNA w zelu agarozowym obserwowaé w swietle lampy UV
(transiluminator).
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Pytania sprawdzajagce do czesci ,Porédwnanie dziatania endonukleaz specyficznych
i niespecyficznych”:

1. Narysuj schematycznie obraz zelu po elektroforezie i opisz poszczegdlne sciezki na zelu.

WZOR OBRAZ wiasnych prébek
(JJJJJJt] (L JLIJCJ0J0CJ0CJ

Opisz wyniki analizy:

2. W oparciu o mape restrykcyjng wektora plazmidowego pBluescript SK+ podang na Rys. 1. oblicz jakie
beda produkty trawienia tego wektora enzymami (ilos¢ i dtugosé fragmentow DNA):

44
]
3
T7}
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Raverse nrime pringr {
IGAAACABC TATBACTA TS AMTITAACCCTICACTAAAG A IACH3TA
[ry R
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& A AAGCBCE AMAGEGALCALAL 378 33 A
i H H iGAG T ATGOGCOGEHE 3
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sla e P

TAGBTGATCAAGATCTCH. S 1 (GBBATATCACTCAGCATAATE & 3 TGACCEECABCAAAATE &
<K Primer 17 Prinar nis

Rys. 1. Mapa restrykcyjna wektora plazmidowego pBluescript SK+.
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3. Metody identyfikacji mutacji — analiza wynikow.

Zapoznaj sie z przyktadowymi technikamii cytogenetyki molekularnej wykorzystywanymi w diagnostyce
mutacji, a nastepnie przeanalizuj przedstawione przypadki:

Cytogenetyka molekularna wykorzystuje osiggniecia, takie jak klonowanie iautomatyczne powielanie
fragmentéw DNA. Takie fragmenty mogg postuzyé, jako sonda molekularna do konkretnych czesci
chromosomoéw w technice fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, FISH — fluorescence in situ hybridization Rys.
2). Hybrydyzacja in situ wykonywana jest bezposrednio na preparacie mikroskopowym, jest szeroko
stosowana do detekcji okreslonych sekwencji na preparatach histologicznych, chromosomach, pojedynczych
komédrkach, anawet skrawkach tkanek. W technice tej stosuje sie sondy zalezne od problemu
diagnostycznego, sg to sondy locus — specyficzne, centromerowe lub malujace.

A = i

Przygotowanie chromosomoéw na szkietku podstawowym

Sonda DNA znakowana Denaturacja DNA
przez inkorporacje nukleotydéw
potgczonych z barwnikiem 1
fluorescencyjnym,
poddana denaturaciji

ol

a0
Hybrydyzacja, ptukanie
i obrazowanie za pomocg

mikroskopu fluorescencyjnego

Lub Lub

Sonda Sonda Malowanie
centromerowa locus-swoista chromosomow

Rys. 2. Analiza metodg fluorescencyjnej hybrydyzagii in situ (FISH). Podstawowe etapy FISH (Zrédto: K. Goodin i
inn. 2009, 13, 4 Pediatria po Dyplomie).

Technika poréwnawczej hybrydyzacji genomowej, CGH — comparative genomic hybridization (Rys. 3) polega
na hybrydyzacji dwdoch wyznakowanych fluorescencyjnie genomowych DNA, badanego i referencyjnego,
zmieszanych w proporcji 1:1, do prawidtowych chromosoméw metafazowych. W przypadku CGH do
mikromacierzy (aCGH — arrayCGH) uzyskuje sie rozdzielczosc siegajaca kilkuset, a nawet kilkunastu par zasad.
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Metoda aCGH pozwala na jednoczesng identyfikacje aneuploidii, duplikacji, delecji oraz amplifikacji kazdego
reprezentowanego na mikromacierzy locus genowego.

A Stosunek fluorescencii
(czerwona/zielona)

DNA badane DNA kontrolne

< r

&
[ Znakowanie DNA ~
— ¥: '
~"
05 10 15
(utrata) o (zysk)
-

Analiza danych

9,9.9,9,9:9.9.9
950,0,0,0,0.0.0 o Plukanie :>
0%0%%5%5%°. o°o° /:} i skanowanle
| Hybrydyzacja

Rys. 3. Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (array CGH). Podstawowe etapy array CGH.
(Zrédto: K. Goodin i inn. 2009, 13, 4 Pediatria po Dyplomie).

Analiza przypadkow:

2

. , TelVysion 1
LSl 13: Zielony/ 21: Pomarainczowy del (1)(pter)
Trisomia 21 no

del (1)(pter)

1. FISH w interfazie z wykorzystaniem sond znakujgcych chromosomy 13 i 21. 2. FISH w metafazie
z wykorzystaniem sond subtelomerowych swoistych dla chromosomu 1.

Badanie 1. ZaobSerwoWano ........ccouveeeeeee cvevrveiieecrierieene s

Badanie 2. ZaobSerwoWaNO .........cccceevees veveeiviveieeee e
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3

Chromosonda Multiprobe — System
OctoChrome (Quadrant #6)

Sonda znakujgca region zespotu Williamsa
del (7)(911.23g11.23)

del (7)(q11.23q11.23)

Chromosom
markerowy pochodzacy
z chromosomu18

3. FISH w metafazie z wykorzystaniem sondy swoistej dla zespotu Williamsa. 4. Sondy znakujgce chromosomy
4,1418.

Badanie 3. zaobserwowano .........ccccceeeveeeerennen.

Badanie 4. zaobserwowano ........cccceeeveeeerenne.

} 22p13
5 [f22°
} 22p12
|
del (22)(q11.2q11.2)
22p11.2-11.1

! del (22)(q11.2q11.2)
- ” 22q11.1 1 5 _
b 22q11.21 3 Tuple 1 (22q11.2)
I} 22q11.22 '

b 22q11.23

I 22q12.1
[} 22q122

22q12.3
| 22q13.1
. 22q13.2
| 22q13.31

B 22q13.32 p.
I+ 22q13.33

5. Wynik array CGH uzyskany dla chromosomu 22 z delecjg regionu DiGeorge’a. Niebieska linia prezentuje wynik
hybrydyzaciji DNA pacjenta i DNA kontrolnego uzyskany z jednej mikromacierzy, a linia czerwona wynik z drugiej
mikromacierzy uzyskany po zastosowaniu znakowania odwrotnego. Klony, ktére ulegty delecji w pierwszej
hybrydyzacijii, prezentujg stosunek fluorescencji ~0,6, podczas gdy w drugiej (znakowanie odwrotne)
stosunek ten wynosi ~1,5. 6. FISH w metafazie z wykorzystaniem sondy znakujgcej region zespotu DiGeorge’a,
analiza przypadku przedstawionego na panelu 5.

Badanie 6. zaobserwowano ....................
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Zastosowanie metody FISH do wykrywania nieprawidtowosci chromosomalnych w jadrach interfazowych.
Uzupetnij brakujgce miejsca w zdaniach.

T

i I
, der(17) )

i ) — |

Rys. 4. Mikrograf jadra komodrkowego w interfazie osoby z chorobg Charcot-Marie-Tooth typu 1A
z uzyciem sondy rozpoznajgcej miejsce duplikacji na chromosomie 17. Diagramy chromosomow pokazujg normalny
chromosom 17 i chromosom der(17) (pochodny chromosom, ang. derivative chromosome) z powielong czescig
wskazang przez czerwong linie otoczong niebieskim regionem na chromosomie. Gray J. W., et al.. Cold Spring
Harbor Symposia on Quantitative Biology 51, 141-149 (1986).

W jadrze mozna zaobserwowac trzy czerwone sygnaty zamiast dwdch. To wskazuje, ze na chromosomie
....................... WYSEEPUJE wvvevierieeeee e sreree e e e ODPOWiedzialna za chorobe.
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,, der(22)

der(9)

Rys. 5. Analize FISH zastosowano do wykrywania translokacji chromosomoéw u pacjenta cierpigcego na przewlekta
biataczke szpikowa (prawy panel). Normalna kopia chromosomu 9 hybrydyzuje z czerwong sonda, a normalna kopia
chromosomu 22 hybrydyzuje z zielong sonda. Diagramy chromosomow ponizej mikrografu przedstawiajg normalne
chromosomy 9 i 22, a takze chromosomy translokowane, co daje chromosomy der(22) i der(9). Gray J. W., et al..
Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 51, 141-149 (1986).

.......................................... miedzy chromosomem 9 i 22 wytwarza pochodng wersje chromosomu 9
i pochodng wersje chromosomu 22, ktéra jest nazywana chromosomem Philadelphia. Chromosom
Philadelphia hybrydyzuje zaréwno Z et st et ste st e e e teraen jak
| et et sttt et st st st et e sondg, a sygnaly te sg obserwowane jako ztozona fuzja z centralnym
26ttym regionem, ktéry ma czerwone i zielone podregiony.
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