CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

DNA otisk prstu, zakovska sada
Kat. Cislo: 109.3127

PCR amplifikace DNA za uc¢elem identifikace pomoci genetického otisku
prstu

VSechny soucasti sady jsou urCeny vyhradné pro pedagogické pokusy. Nesmi se pouZzivat
k diagnostickym ucelum — u lidi ani u zvifat.

Tato sada neobsahuje Zzadné lidské DNS vzorky ani jiné komponenty pochazejici z lidskych
zdroju!

Co sada obsahuje?

Co je dale zapotiebi?
Vysvétlujici informace

Navod k provedeni pokusu
Sestaveni rodinnych rodokmenu

Shrnuti pokusu
VSeobecné pokyny
Elektroforéza
Pfiprava gelu
Provedeni elektroforézy
Barveni a vizualizace DNS
Metoda 1: jednofazové barveni a odbarveni s pouzitim metylénové modfi InstaStain®
Metoda 2: barveni pomoci metylénové modfi InstaStain®
Metoda 3: kapalinové barveni pomoci metylénové modfi Plus™
Dotazy

Pokyny pro uditele
Vysvétlivky
Pfiprava
Priprava provedeni gelové elektroforézy v agaréze
Vysledky a rozbor
Dotazy a odpovédi

Bezpeénostni listy
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Obsah sady

Ready-to-Load™ DNS vzorky pro gelovou elektroforézu

Standardni fragmenty DNA

ZkuSebni vzorek z mista Cinu
Podezrely, zkuSebni vzorek 1
Podezfely, zkusebni vzorek 2
Podezrely, zkuSebni vzorek 3

Potiebné prislusenstvi (soucast sady)

mooOm>»

 Prasek UltraSpec-Agarose™

» Koncentrovany ustojny roztok pro elektroforézu

» Metylénova modf InstaStain®

* Metylénové modri Plus™

« Ustojny roztok gelu

* Pipeta o0 objemu 1 ml

* Odmérny valec o objemu 100 ml (baleni pro vzorky)
» Pfenaseci pipety

Potrebné prisluSsenstvi (neni soucasti sad

* Horizontalni aparatura pro gelovou elektroforézu

» Sitovy zdroj stejnosmérného proudu

» Automatické mikropipety s impulsy

» Vahy

» Mikrovinna trouba, topna deska nebo horak

* Pipetovaci balének

« Lahvicky nebo kelimky o objemu 250 ml

* Rukavice stabilni za tepla

* Ochranné bryle a jednorazové laboratorni rukavice
* Plastové barvici nadoby

Navod k pouziti

* DNS zobrazovaci systém (optimalné: bilé svétlo s Bernsteinovym filtrem)

» Destilovana nebo deionizovana voda

DNS vzorky obsazené v sadé je mozné skladovat pfi pokojové teploté az po dobu jednoho
mésice. Pokud chcete pokus provést az pozdéji, doporucujeme skladovat vzorky a ustojné
roztoky pfi teploté -4°C. V chladu muzete roztoky a vzorky skladovat az po dobu 2 let.
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Vyvukové cile

Pfi tomto pokusu se uc€astnici kurzu nauci pfipravovat DNS vzorky a provadét naslednou
gelovou elektroforézu v agaroze. ZavéreCny rozbor pokusu pak umozni konkrétné vysvétlit
stanoveny abstraktni problém.

Casova naroénost

Pfiprava gelu: Pro pfipravu gelu (nezavisle na tom, zda lijete gel sami nebo Zaci) byste si
méli vyhradit asi 30-40 minut. DalSich 20 minut je zapotfebi pro upiné ztuhnuti gelu.

Odlité gely muzete az do vlastniho pouziti skladovat v lednici po dobu jednoho az dvou
tydna. V tom pripadé zabalte gely do potravinarské folie nebo je vlozte do plastového
sacku s tlakovym uzavérem. Predtim pokropte gel trochou Ustojného roztoku — tim
zabranite vysychani gelu.

Zbude-li vam na konci vyuCovaci jednotky nespotiebovana, ztuhnuta agaréza (gely),
muzete ji vratit do lahve a pFisté zahrat/roztavit a znovu pouzit. Agarézu muzete uchovavat
v laboratorni lahvi a bez problému podle potfeby zahfivat/tavit.

Prabéh pokusu: Gelova elektroforéza v agardze trva asi 40 minut. Barveni muzete provést
bud pfes noc, nebo béhem 3 hodin.
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Vysvétlujici informace

Genetickym otiskem prstu se nazyva DNA profil jednotlivce, ktery je pro né&j vysoce
charakteristicky. DNA se ziskava z bunék pochazejicich z ¢asti tkané, napf. spermatu,
koznich bunék nebo slin. V molekularni biologii se tento postup nazyva také geneticky
Genetic Fingerprinting nebo DNA Fingerprinting. Na tento postup narazil nahodou v roce
1984 Alec Jeffreys. V Némecku byl jako soudné uznany dukaz v trestnim procesu poprvé
pouzit v roce 1988.

V souCasné dobé& se pro geneticky otisk prstu pouziva 8 a 15 usekl DNA,
reprodukovanych pomoci metody PCR. Nezkoumaiji se geny samy o sobé - tedy relativné
malo usekul lidské DNA (jedno az dvé procenta), které koduji bilkoviny a udavaji fenotyp —
nybrz malé, opakujici se useky v genotypu, minisatelity VNTR (variable number tandem
repeats) nebo STRs (Short tandem repeats). U téchto useki DNA se jedna o tandemové
opakovani urcité sekvence (Reapets), ktera se vyskytuje v genomu vSech savcu. Variabilni
je pfitom pocet opakovani. Tento pocet se zkouma pfi genetickém otisku prstu. Podle poctu
opakovani ma tedy reprodukovany usek urCitou délku, ktera se da pomoci gelové
elektroforézy v agar6ze zobrazit jako jednotlivy band. Je-li Clovék u jedné lokalizace genl
heterozygotni (ma tedy napfiklad jednu alelu s deseti opakovanimi a jednu s patnacti),
vznikaji dva bandy rozdilné délky. Pfitom se nejedna o sekvencovani, ale o Cistou analyzu
délky fragmentu (podobné jako u RFLP).

U VNTRs je opakujici se Cast delsi (10 az 150 zakladnich part) nez u STR (2 az 7
zakladnich para).

Pravdépodobnost, Ze dva jednotlivci budou mit na jednom VNTR nebo na jednom misté
STR rdzny pocet opakovani, je velmi vysoka. Pfi prozkoumani vice téchto regionl tak
vznikne profil bandu, ktery je v celkové populaci zastoupen s ur€itou Cetnosti. Diky tomu se
da statisticky vyvodit, kolik lidi je tfeba prozkoumat, aby se nahodné narazilo na jednoho,
ktery vykazuje pfesné tento vzorek. U vySe uvedenych 8 az 15 zkoumanych systému
VNTR se tento pocCet Casto pohybuje viadu nékolika miliard. Ziskané informace se
pfevedou do matematického modelu, ktery se digitalné zpracuje a da se tak
automatizované porovnavat. Matematicky model je Cisty agregovany Ciselny kod.

Na rozdil od jinych analyz DNA, u nichZ se pomoci sekvencovani zkoumaji geny
z kdbdovanych oblasti DNA, které umozni vyvodit zavéry ohledné pfipadnych nemoci
jednotlivce, nedaji se z Ciselného kodu analyzy délky fragmentu odvodit Zadné vlastnosti
jednotlivce. Podle dodateCné lokalizace se v8ak da urcit pohlavi. Rovnéz se zjisti urcité
odchylky v po¢tu chromozom(, napf. odchylky zpusobujici Downuv syndrom.
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DalSi metodou je RFLP: zde se DNA rozieZze pomoci restriktivnich enzyma. Tyto restriktivni
enzymy rozpoznaji specifické useky v DNA. Podle toho, jak Casto se takovy usek
v chromozomu vyskytuje, vznikne rizné mnoho rizné dlouhych fragmenti DNA. Ty se
poté mohou pomoci gelové elektroforézy atd. opét zviditelnit.

Geneticky obtisk prstu se v Némecku smi pouzivat pouze na zakladé soudniho pfikazu.
Pfitom jsou mozna dvé rizna vyuziti:

* Zkoumani stop a télesnych bunék obvinéného v ramci vySetfovani konkrétniho trestného
¢inu (§ 81a trestniho Fadu spole¢né s § 81e trestniho fadu).

* Analyza DNA za ucelem stanoveni totoznosti pro pfipad budoucich trestnych €int (§ 81g
trestniho Ffadu).

Posledné uvedené zkoumani smi soudce nafidit jen tehdy, je-li splnén vyznamny
pfedpoklad spachani trestného Cinu ve smyslu trestniho zakoniku, pfi jehoz opakovani by
geneticky otisk prstu mohl vyznamné pomoci pfi urCeni pachatele (soudni pfikaz je
zasadné mozny i pfi podnécovani nebo podvodu).

Zkoumani je zahajeno, pokud existuje didvod k domnénce, Ze proti obvinénému bude i
v budoucnu vedeno trestni fizeni. U prvopachatell se proto geneticky otisk prstu Casto
nesnima. Soud obecné musi pro takové rozhodnuti konkrétni pfipad obsahle a dikladné
pfezkoumat a zohlednit pravo na informaéni sebeuréeni (&l. 2, odst. 1 Ustavy Spolkové
republiky Némecko). [1][2] To musi vyplyvat i z odavodnéni. [1][2] Vysoké naroky na
odUvodnéni jsou kladeny zejména tehdy, kdyz je zaroven stanoven podminény trest odnéti
svobody, protoze pfedpokladem pro ulozZeni tohoto tresu je pfizniva prognoza. [1][2]

Buriky pro geneticky otisk prstu smi po nafizeni zkoumani odebrat |IékaF (§ 81a, odstavec
1, véta 2 trestniho Fadu). V nékterych spolkovych zemich muize policie vyzvat
k dobrovolnému poskytnuti genetického otisku prstu (napf. v Bavorsku, Severnim Poryni-
Vestfalsku a Hamburgu). V ostatni spolkovych zemich je i k tomu zapotfebi soudniho
povoleni.

V policejnim sektoru jsou vyfiltrovanim ¢asti dllezitych pro uréeni totoznosti ze vzorki DNA
povérovany laboratofe (obvykle statni); tyto €asti jsou pak pfedany do policejni databaze
DNA pfi BKA, ktera poté porovnava neznamé profily DNA (napf. stopy z mista €inu nebo
neznamych mrtvol) s ulozenymi profily DNA znamych osob. Znamé profily pochazi od
pachatell trestnych &ind, u nichz byl biologicky vzorek odebran vytérem ustni dutiny
(dobrovolnym) nebo stérem kuze (pokud dana osoba odmita zasah do télesného otvoru).
Z duvodu ochrany osobnich Udajli nedostavaji povéfené laboratofe v Némecku zadné
osobni udaje; vzorky (stopy) jsou pouze jednoznacné oznaleny. Diky tomuto oddéleni
mohou pouze policejni organy urcit pfi¢innou souvislost mezi vysledky zkoumani a
osobami.
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Pfedpokladem pro odbér daktyloskopického otisku prstu a genetického otisku prstu je
spachani trestného Cinu podle trestniho fadu.

* Odbér genetického otisku prstu je dovolen pouze v pfipadé zavaznych trestnych ¢ind a
na zakladé soudniho pfikazu (§ 81g, odst. 1, €. 1 a 2, odst. 3, véta 1 spole¢né s § 81f, odst.
1, str. 1 trestniho Fadu).

* Daktyloskopicky otisk prstu odebira policista tehdy, kdyZ se domniva, Ze se jedna o
trestny €in, tedy o pfestupek vici zakonu, u néhoz se pfedpoklada, ze pravdépodobnost
opétovného spachani je vyssi, nez Ze tento trestny ¢€in spacha doposud netrestana osoba.

V souvislosti s vrazdou mdédniho navrhafe Rudolpha Moshammera se v Némecku
diskutovalo o rozSifeni moznosti vyuZziti genetického otisku prstu. Navrh zakona podany
vice spolkovymi zemémi, ktery byl Spolkové radé prednesen 18. unora 2005, pfedpokladal
mimo jiné zruseni soudniho pfikazu a rozSifeni seznamu trestnych ¢ind.

Subjekty vystupujici na ochranu dat a ob&anskopravni organizace se vyslovily proti zméné
zakona. Konference subjektll povéfenych ochranou v Némecku a jednotlivych spolkovych
zemich povaZzuje rovnopravné postaveni klasického a genetického obtisku prstu, tak jak ho
pozaduji spolkové zemé, za pochybné.

Samotny vysledek testu DNA, otisku prstu nebo jiné stopy nemUize rozhodnout o viné nebo
neviné podezielého. Hodnoti se pouze jako indicie, ktera musi byt doplnéna dalSimi.
Mnoho podezielych vSak ucini pfiznani, jsou-li konfrontovani s vysledkem. Pokud se tak
nestane, musi byt vysledek interpretovan, pficemz nelze vyloucit chybné zavéry.

Znamym pfikladem faleSné pozitivniho vysledku je mimo jiné pfipad 28-letého délnika,
ktery pul roku nevinné sedél ve vézeni za vrazdu. Pfi analyze vzorkl v Humboldtové
ustavu v Berliné doslo k jejich znedisténi; statni zastupce se pisemné omluvil. Psycholog
Jonathan Koehler odhaduje podil faledné pozitivnich vysledku, ke kterym v laboratofi DNA
dojde, viadu 1:100 (ledabylost, zavadéjici vzorky DNA, nespravné oznaceni vzorku).
Dukazni fetézec se kvli faleSné pozitivnimu vysledku narusi uz v bodé 1 a zbytek fetézce
je neplatny. Trestné procesni opatfeni na zakladé vysledkl DNA je zpravidla dovoleno
pouze po pfesném prezkoumani. Je predepsana verifikace prvniho zkusSebniho vzorku
druhym.
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U pacientl, ktefi podstoupili transplantaci kostni diené&, se pfi rozboru krve zpravidla najde
geneticky otisk prstu darce, v ojedinélych pfipadech i kombinovana chiméra. V pripadé
vytéru ustni dutiny se zpravidla objevi kombinovana chiméra, zatimco ve vlasovych
kofincich zUstava zachovana puvodni geneticka informace. [3][4]

Jednovaje¢na dvojCata maiji s vyjimkou V(D)J regiont v pamétovych burikach imunitniho
systému (B lymfocyty) pfesné stejny geneticky kod. Pfi ,pozitivnim® vysledku tedy nemusi
stopa z mista €inu nutné pochazet od testovaného dvojCete, pokud geneticky otisk prstu
nezahrnuje také uvedené regiony. [5]

V bfeznu 2009 muselo byt propusténo na svobodu dvojce, které bylo podezielé, Ze se 25.
ledna 2009 vloupalo do nakupniho domu Kaufhaus des Westens a odneslo si
nékolikamilionovou kofist. Analyza stop na rukavici nalezené na misté Cinu prokazala
shodu s DNA obou dvou dvoj¢at. AcCkoliv je jisté, Ze minimalné jedno z nich bylo na misté
¢inu, nemohla byt u€ast na trestném €inu prokazana zadnému z nich, protoZe stopa mohla
pochazet od druhého dvojcCete.

Reference (zdroj Wiki)

1. 1 a b ¢ Spolkovy ustavni soud (tiskové stfedisko): Tiskova zprava ¢. 62/20009.
Spolkovy ustavni soud, 17. ¢ervna 2009, zvefejnéno 17. Cervna 20009.

2.1 a b ¢ Spolkovy ustavni soud: 2 BvR 287/09 (a 2 BvR 400/09). 22. kvétna 2009,
zvefejnéno dne 17. Cervna 2009 (rozhodnuti 2. komory druhého senatu Spolkového
ustavniho soudu).

3. 1 Y.C. Hong, H.M. Liu, P.S. Chen, Y.J. Chen, J.Y. Lyou, H.Y. Hu, M.F. Yi, J.S. Lin,
C.H. Tzeng.: Hair follicle: a reliable source of recipient origin after allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation. In: Nature Publishing Group (Hrsg.): Bone Marrow
Transplantation. 40, str. 871-874. doi:doi:10.1038/sj.bmt.1705823.

4. 1 Objevena mrtvola s muzZskou i Zenskou DNA, Focus Online, 19. fijna 2008

5. 1 Mark Benecke: Geneticky otisk prstu / Typizace DNA. F.A. Brockhaus, Lipsko
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Stanoveni cile:

Jaké podezielé pfedméty byly skuteCné nalezeny na misté €inu?

| BEZPECNOST V LABORATORI:

1. Noste rukavice a ochranné bryle

2. Pfi manipulaci s topnymi télesy postupujte nanejvys
opatrné

3. K pipetovani nepouzivejte usta

4. Pfi pouzivani elektrickych provoznich

prostifedkl v laboratofi postupujte opatrné

5. Po manipulaci s reagencnimi Cinidly a

biologickymi materialy si vzdy dukladné umyjte

ruce.

Laboratorni denik:

V laboratornim deniku musi byt bezpodminecné
zaznamenany nasledujici pracovni kroky a postupy:

Pfed provedenim pokusu:
« Zapiste si hypotézu, ktera pokus charakterizuje!
« Jaké vysledky oCekavate?

* Poznamenejte si postfehy a/nebo
vyfotografujte vysledky!

Po provedeni pokusu:
* Formulujte vysledky.
* Byly v pribéhu procesu provedeny néjaké zmény?
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Schématické zobrazeni PCR reakce:

Target Sequence

i

By T — A 3

: _ Separation of 3" T A
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Figure 2: The Polymerase Chain Reaction
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BAD_1093127.DOC

Nalejte

Pokus ® agarézovy gel

Odstrarite hfebena n
vi€ka, vlozte gel do

@ komory a zcelaho ammer
pokryjte ustojnym S
roztokem.

(-) /(+)

@ Naneseni zkuSebnich
vzorku: kazdy vzorek

vlozte do jedné kapsy.

~ e

Nasadte viko
komory —
teprve poté
propojte se
sitovym rese Barveni gelu
zdrojem a nin.)

spustte

elektroforézu

cca 30 min). @ ~
Metylénova o

modrf
InstaStain®

(-)
1 23 458

®

Analyza gelu pod
bilym svétlem

)
Vzorek bandu se liSi podle
daného pokusu
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Shrnuti pokusu a vSeobecné informace
Priprava zkusebnich vzorki

ZkuSebni vzorky pro nase sady jsou k dostani bud’ jako pfedem alikvotované zkumavky
QuickStrip™ nebo v Eppendorfovych zkumavkach o objemu 1,5 ml nebo 0,5 mi:

Predem alikvotované zkumavky QuickStrip™

Kazda sada QuickStrip™ obsahuje nékolik zkumavek

s pfedem presné alikvotovanym mnozstvim zkuSebnich

EDVOTEK vzorkll ,Ready-to-load“ pro gel. Zkumavky jsou uzavieny

: 8 oo ochrannou fdlii; je tfeba je jen otevfit a nanést. Pred

QuicksStrips otevienim zlehka poklepejte zkusebnimi vzorky o stull, aby

= — bylo zaruCeno, Ze se tekutina shromazdi na dné
gﬂg@@{a | a". Eppendorfovy zkumavky.

Odstfihnéte jednu fadu alikvotovanych vzork( QuicStrip pro
kazdou laboratorni skupinu. Pfi praci s reakénimi
zkumavkami nechte zkumavky se vzorky kolovat nebo pro
kazdou laboratorni skupinu odeberte pipetou 50 ul od
kazdého zkuSebniho vzorku do rekCni zkumavky. Kazda
laboratorni skupina dostane 6 zku$ebnich vzorka.

Jednotlivé zkumavky o objemu 1,5m| nebo 0,5ml

Alikvotovani zkusebnich vzorku provedte pro Zaky sami, | Jy
nebo nechte zaky, aby zkusebni vzorky z pfislusnych | E
zkumavek odebrali sami. \J

Zkontrolujte objem zkusebniho vzorku. Nékdy zlstane malé mnozstvi |/
nanaseného vzorku na sténé zkumavky.

Zajistéte, Ze cely zkuSebni vzorek bude nanesen, a pfed nanesenim provedte kratké
odstredéni zkumavek se vzorky.

Kazda laboratorni skupina potrebuje:

1 gel
1 sadu vzorkti DNA
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1 mikropipetu (pevny objem 40 pl nebo nastavitelny objem 5 az 50 yl nebo
pfenaseci pipetu s mikro Spic¢kou)

1 barvici papir s metylénovou modfi InstaStain

1 kadinku s teplou vodou z vodovodu (37°C)

Praktické pokyny k naplnéni gelu

NejlepSich moznych vysledkd v gelu se dosahne jen pfi peclivém
zpracovani vzorkl. Chyby pfi pipetovani mohou zpusobit, Ze se
vzorek rozmoci nebo znecisti ustojnym roztokem. Proto musite
pfi nanaseni davat pozor, abyste na kazdy vzorek pouZili novou
SpiCku pipety. Kromé toho se Spicka pipety NIKDY nesmi
zasouvat do kapsy v gelu tak hluboko, aby poskodila gel. Nechte
Zaky, aby si techniku pInéni nejdfive nacvi€ili na ,zkusebnim
gelu®.

1. Nejdfive vytvorte gel s maximalnim poctem kapes

2. Po ztuhnuti gelu ho ponofte do ustojného roztoku v barvici nadobé.

3. Naneste vzorek — dllezité je, abyste vzorek nechali ,vklouznout* do kapsy v gelu pomalu,
aniz byste gel nebo kapsu propichli SpiCkou pipety nebo jinak poskodili.

- Cilem cviCeni je, aby se Zaci naucili pipetovani v kapaliné!

Naneseni vzorku:

Pipetovani s mini pipetou o objemu 40 pl:
« Zkumavkami QuickStrip™ opatrné poklepejte o laboratorni stul, aby bylo zajisténo, ze se vzorky
shromazdi dole ve zkumavce.
« Opatrné propichnéte ochrannou folii zkumavky novou Spic¢kou pinzety. Zmacknéte pist pipety az po
prvni doraz, ponofte Spi¢ku do vzorku a pist opatrné uvolnéte (do Spicky se nabere vzorek).
» Spi¢ku pipety se vzorkem ponotte do kapsy v gelu a opatrnym stlagenim pistu pipety nechte vzorek
POMALU vtékat do kapsy.
Vyménte Spicku pipety.
Zopakujte tyto kroky s novou Spickou pipety pro kazdy vzorek.
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Pipetovani s nastavitelnou mikro pipetou:

- Tyto pipety jsou vybaveny dvéma tlakovymi body: prvnim mékkym tlakovym bodem a
druhym pevnym tlakovym bodem.

< Nasadte C&istou Zlutou Spicku mikro pipety na konec své pipety.

- Mikro pipetu nastavte na 40 ul (v pfipadé potieby si znovu prectéte navod
k pouZiti pipety).

» Ze zkumavky se cvicnym ustojnym roztokem odstrarite vicko.

- Zatlacte pist az po prvni tlakovy bod a teprve poté ponoite Spicku do kapaliny.

< Konec 3picky mikro pipety ponofte do cvicného ustojného roztoku a pomalym
uvolhovanim/povolovanim pistu natahnéte do Spicky pipety 40 ul tmavé modré kapaliny.

- Naplrite ji jednu z kapes v gelu (,naplnéni za sucha®): pfitom zatlacte pist po druhy pevny
tlakovy bod. Po vytlaCeni veSkeré kapaliny ze Spi¢ky pipety vytahnéte pipetu se
zatlaenym pistem z kapsy ven.

Prenaseci pipeta s jemnou Spickou:
Opatrné zatlaceni trubice pipety oproti nasavacimu balénku umozni leps$i kontrolu pfi
pipetovani.

Prislusenstvi potifebné pro provedeni tohoto pokusu
» Agarozovy gel o velikosti: 7 x 7 cm nebo 7 x 14 cm

» PoCet kapes: 5

» Koncentrace agarézového gelu: 0,8%

Priprava agarézového gelu

Oteviené konce Cistého a suchého suportu pro gel uzavrete
pryzovymi CepiCkami nebo lepici paskou.

A. Pouziti pryzovych Cepicek:
Na kazdy konec suportu pro gel nasadte jednu pryZovou CepiCku a zajistéte, aby
CepiCky byly pevné spojeny se suportem.

B. Zalepeni pomoci TESA pasky nebo lepici pasky:

Konce suportu pro gel uzavrete paskou Tesa a
pasku vedte dale pres bocni strany a spodni okraj mista
ulozZeni. Pfesahujici okraje pasky zahnéte.
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Hfeben zasunte do pfipravenych zarezl a davejte pozor, aby byl dobfe usazen.

Agarézu promichejte v lahvi vhodné pro pouziti v mikrovinné troubé:
® 3 g agardzy UltraSpec
® 375 ml zfedéného ustojného roztoku pro elektroforézu

Lahev obratte, aby se slozky promichaly.

Lahev po nékolik minut zahFivejte v mikrovinné troubé, poté ji znovu obratte a cely postup opakuijte,
dokud se agardza v ustojném roztoku nerozpusti. Pokud nemate
k dispozici mikrovinnou troubu, mlzete pouzit také autoklav nebo
topnou desku.

POZOR — Agardza je nyni horka a muze
pretéci (pfehrati kapaliny)! Pred litim
musite nechat agarézovy roztok ochladit na
60°C, jinak hrozi nebezpeci nevratného

poskozeni gelové komory. 60°C

Agarézovy roztok nechejte pomalu a
opatrné vtéci do uzaviené gelové komory. Gel je hotovy, jakmile je zcela TS
vychlazeny a mlécné kalny. Teprve nyni se odstrani pryZzové Cepicky
(paska Tesa) a hifeben (opatrné: pfi tomto kroku muze gel velice rychle
vyklouznout ze suportu a je nutné zacit znovu!)

Plnéni vzorku

Tip: Pracujete-li na pracovnim stole se svétlym povrchem, méli byste si kvali snazSimu
naplnéni gelu poloZit pod gel/kapsy tmavy papir.

Plnéni gelu za sucha

« P¥i pouziti Quickstrips musite nejdfive Cistou Spic¢kou pinzety propichnout foliovy kryt
vzorku. Poklepejte na reakéni zkumavku, aby se vzorek shromazdil dole ve zkumavce. P¥i
praci s reakénimi zkumavkami natahnéte vzorek mikro pipetou. Poklepejte na reakeni
zkumavku nebo provedte nékolika sekundové odstfedéni zkumavky, tak aby se vzorek
shromazdil dole v reakcni zkumavce.

« Naplnte 40 ul vzorku A do gelové kapsy 1.
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+ Vymeénte Spi¢ku mikro pipety (nebo pipetu s mikro Spi¢kou proplachnéte v kadince
S teplou vodou).

» Pokracuijte s plnénim vzorku do dal$i gelové kapsy.

* Gel vlozte do elektroforézni komory.

» Gel vkladejte do komory opatrné. Davejte pozor, aby se gelové kapsy nachazely na
zaporném konci (Cerna elektroda (anoda)).

» OPATRNE a POMALU pokryjte gel zfedénym Ustojnym roztokem pro elektroforézu.
Davejte pozor, aby se vzorky nevyplavily z gelovych kapes.

Plnéni gelu za mokra

* Opatrné viozte gel do komory. Davejte
pozor, aby se gelové kapsy nachazely na
zaporném konci (€erna elektroda (anoda)).

* Gel pokryjte zfedénym ustojnym roztokem
pro elektroforézu. Davejte pozor, aby byl
gel kompletné pokryt roztokem.

» P¥i pouziti Quickstrips musite nejdfive
Cistou Spickou pinzety propichnout féliovy
kryt vzorku.

« Do gelové kapsy 1 naplrite 40 ul vzorku A.
* Vyménte Spicku mikro pipety (nebo pipetu
s mikro $pickou proplachnéte v kadince

s teplou vodou)

» Pokradujte s plnénim vzorkd do dalSich

gelovych kapes.

Teceni gelu

Nasadte viko na elektroforézni komoru a pfipojte ji na
sitovy zdroj. Pristroj zapnéte.

Zkontrolujte, zda se u Eervené kladné elektrody (katody)
tvofi bubliny.

Tip: Pokud se bubliny netvofi, zkontrolujte spojovaci kabel
a oveite, zda je pfistroj pfipojen na sit. Gel nechte téci tak
dlouho, dokud nebudou vzorky dobfe oddélené.
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PFislusné smérnice najdete nize. Nechte gel téci tak dlouho, dokud modré barvivo neprotece o
néco vice nez polovinou gelu. Ridte se pfitom nasledujicimi udaji:

Volt M6 komora M12 & HexaGel
komora
150 15-20 minut 25-35 minut
125 20-30 minut 35-45 minut
75 35-40 minut 55-85 minut
Barveni gelu

S gelem nyni manipulujte maximalné opatrné, nebot je mimofadné kluzky. Na tuto pracovni operaci
si vezméte rukavice!

Metoda 1: Jednofazové barveni a odbarveni pomoci papirkti s metylénovou modri
Instastain®

Agarézoveé gely je mozné jednoduSe zbarvit a odbarvit pomoci InstaStain. Tento jednofazovy
postup se da provést pfes noc nebo béhem 3 hodin:

» QOdstraite 7x7 cm agar6zoveho gelu ze

suportu a ponoite ho do nadoby 1. krok: =
naplnéné 75 ml destilované nebo barveni a .f_,.f" ) )
deionizované vody nebo ustojnym odbarveni T ) A
roztokem pro elektroforézu. Agar6zovy = )

gel by mél byt zcela ponofen do
kapaliny.

e 7 x7cm papirku s metylénovou
modfi InstaStain ® vlozZte do roztoku,
tak aby modra strana sméfovala
dold.

* Gel ponechejte v klidu v kapaliné po cca
3 hodiny. Gel se muze barvit i pfes noc,
barvici nadobu byste vdak méli zakryt
félii, abyste zabranili vysychani.

« Po zbarveni a odbarveni je gel pfipraven pro zobrazeni.

Uskladnéni a likvidace papirkd s metylénovou modfi InstaStain® a gell:

Gely se mohou skladovat v lednici po dobu nékolika tydna. Viozte gel do uzaviratelného plastového
sacku s odbarvovaci kapalinou. NEZMRAZUJTE! Pouzité papirky InstaStain® a odbarvené gely se
likviduji spole¢né s odpadem.
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Tip: Pokud nejsou bandy po 30 minutach vidét, méli byste proces

barveni zopakovat s novym barvicim papirkem. V tomto pfipadé

provadéjte barveni pres noc (viz metoda 1)! 1 E
Polozte gel na
hladky povrch.

Metoda 2: Kapalinové barveni pomoci metylénové
modfi Plus™

|'_
Zakladni roztok 10x zfedte smichanim 1 dilu roztoku s 9 dily

destilované nebo deionizované vody.

i
Odstrante gel ze suportu a v barvici nadobé ho pfi lehkém
J——

protfepani pokryjte na minimalné 30 minut smési tvofenou 600 ml

zfedéného roztoku metylénové modfi Plus™ a 600 ml destilované Na gel umistéte
vody, kterou jste zahfali na 37°C. papirek s InstaStain.
Poté roztok odstrante a gel znovu na 15 minut pokryjte 600 ml

destilované vody pfedehfaté na 37°C. Poté roztok vylijte a tento 3 T
krok zopakujte jesté dvakrat. 4

Po druhém myti by uz mély byt vidét prvni bandy. Gel muzete Dobie piitlatte!
nechat odbarvit také pfes noc, hrozi vdak vétsi nebezpedi, ze bandy obre pritiacte”
pfilis vyblednou a bude nutné znovu zopakovat barveni. 4

Metoda 3: Barveni pomoci papirkti s metylénovou modfri
Instastain®

»  Vyjméte gel z lici formy. Papirek na gelu na

-« Papirek InstaStain poloZte na povrch gelu, tak aby modra cca 5 minut zatizte.
strana smérovala dolU.

« Prsty silné pfejedte pies povrch barviciho papirku, abyste
vytladili pry€ pfipadné bubliny mezi gelem a papirkem.

» Na papirek a gel polozte lehké zavazi (napf. prazdnou

kadinku).
* Pockejte 5 az 10 minut. Pro odbarveni vlozte
« Sejmeéte barvici papirek z gelu a promyveijte gel ve 100 ml teplé gel do nadoby. 1
vody (37°C) tak dlouho, dokud nebudou vidét bandy (10 az 15 -
minut). 6 ‘_l ) ¥,
o
Odbarvéte deionizovanou
vodou (37°C).
TR LY
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Odbarveni a zobrazeni DNA
Vlozte gel do barvici nadoby.

V asi 100 ml destilované vody provedte pfi obasném michani odbarveni a podle potreby
vyménujte vodu.

Vétsi DNA bandy se nejdfive zobrazi jako tmavé modré bandy oproti patrnému, svétle
modrému pozadi. Pokud je gel zcela odbarveny, zobrazi se celé pozadi ve velmi slabém,
svétle modrém odstinu a bandy budou nenapadnéjSi a vétsi.

Opatrné odstrante gel z roztoku a pozorujte ho na zobrazovacim systému s Bernsteinovym
filtrem (rovnéz je mozné pouzit svételny panel s bilym svétlem nebo projektor, bandy se
vSak daji rozpoznat hufe).

POZOR! Je-li gel prilis§ odbarveny, mizi mensSi bandy. V tom pripadé doporucujeme udelat

dva snimky gelu (jeden snimek po prvnim myti, druhy po druhém myti).

Vysledky

Na gelu byste méli vidét toto:

s ) e P e () s [ s |

C—_—

—

IR

]

Photo of gel result

Schématické znazornéni vpravo ukazuje polohu idealizovanych bandu — ve skute¢nosti se
muze vzorek bandu zobrazit vyrazné deformovany.
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Dotazy a feSeni

1. Co je polymorfni DNA? Pro€ se pouziva pro zjisténi totoZnosti?
Termin polymorfni DNA se vztahuje k délce chromozomovych regiond, které se
Clovék od c¢lovéka velmi lisi. Pomoci rozboru rady téchto regiont je mozné pfiradit
k mistiim ¢inu pohfeSované osoby, lidské ostatky nebo vhodné podezrelé.

2. Co jsou CODIS?
CODIS je akronym pocitacové databaze s DNA otisky prstu. V této databazi se
nachazi DNA profily osob odsouzenych za téZzké zlociny, které mohou byt pouZity
pro porovnani.

3. Coje STR? VNTR? Jaké (STR nebo VNTR) se pfevazné pouzivaji pfi trestnim
stihani? Proc?
STR je akronym pro short tandem repeat, sekvenci DNA se 2-4 zakladnimi pary,
které se variabilné opakuji Clovek od cClovéka. VNTR maji vice opakujicich se
zakladnich par( (15-70). STR se pouZivaji pfednostné, protoZe je pro amplifikaci
zapotfebi méné vzorki DNA.
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