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PROVEDENI POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE (PCR)
POMOCI KITU REDTAQ PRO STANOVENI GMO

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi k ziskani amplifika¢nich fragmenti DNA, které se vyuziji k stanoveni
ptitomnosti genetickych modifikaci/geneticky modifikovanych organismii v analyzovanych
vzorcich.

2  Princip

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je metoda
rychlého zmnozeni (amplifikace) vybraného uUseku DNA. MnozZeny (amplifikovany) Usek
DNA je ohranicen tzv. primery (oligonukleotidy), coz jsou fragmenty DNA o 20 - 25
nukleotidech, které si diky své komplementarité piisedaji pravé ke koncim vybraného tseku.
Od ptisedlych primert probiha syntéza DNA. Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA
polymerdza, izolovana nejCastéji z bakterie Thermus aquaticus, odtud oznaceni Taq
polymeraza. Pii reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoziuji denaturaci DNA
(jeji rozvolnéni na jednotetézce), piisedani primert a syntézu DNA.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl2, vyrobce Sigma-Aldrich,
univerzalni reakéni smés pro PCR (dale REDTaq)

1 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.

2  PCRvoda.

DalSi potiebné chemikalie nedodavané v ramci Kiti

3 Voda vhodna pro PCR.

4 Amplifikacni primery.

S) Dekontaminac¢ni roztok pro oSetieni ploch.

4 Piistroje a pomiicky
PCR box.
2 Minishaker.
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3 Termalni cykler.
4 Vortex.

(6]

Automaticke pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem
I bez filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Lednice.

© 00 N O

Mrazici box a hlubokomrazici box.

10 Latexové rukavice bezpudrove, alobal, bunicita vata, stojanky na zkumavky, odpadni
nadoby, nadoba na uchovani ledu.

5 Postup
5.1 Priprava amplifika¢nich primeru
5.1.1 Zasobni roztok primeru o koncentraci 100 uM

Do zkumavky s primerem v podobé prasku na dné, ktery nemusi byt viditelny, se pfida voda
(3) v mnoZstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se zisk& zasobni
roztok primeru, ktery se rozpipetuje po 50 ul do zkumavek o objemu (0,5 — 0,6) ml. Pokud
se rozdéli zasobni roztok v jinych mnoZstvich, uvede se objem na zkumavku. Zkumavky
s primery se zamrazi a uchovavaji v mrazicim boxu.

5.2.2 Pracovni roztok primeru o koncentraci 20 uM

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se ptida ¢tyinasobny objem vody (3). Tim se ziska
pracovni roztok. Rozdé€li se do zkumavek o objemu (0,5 — 0,6) ml po 15 pl a zamrazi se
v mrazicim boxu. Do reakéni smési PCR se pfidavaji pracovni roztoky primerd.

5.2 Polymeriazova retézova reakce

Ptipravi se PCR box: Dekontaminuji se pfedméty i prostory od jakychkoli molekul DNA —
vSe se otfe dekontamina¢nim roztokem (5) a pouZije se UV zateni po dobu 30 min, které je
soucasti PCR boxu.

Ptipravi se pipety, sterilni $picky a zkumavky, odpadni nadoba s vlozenym sackem na pouZzity
material a stojanky. Amplifika¢ni kit REDTaq (1) se pouziva pro jednoduchou PCR reakci.
Stanovi se pocet reakci (pocet vzorkd; kontroly: GM-pozitvni a beztemplatovd, kontrola
izolace; jedna reakce navic (rezerva pro pipetovaci chybu); pfipadné dalsi kontrolni
a srovnavaci vzorky). Podle tabulky reak¢ni smési (tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy
vSech soucasti reakce. PCR sm¢és se piipravuje na ledu.
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Celkova reak¢éni smés se sterilné smicha podle potadi, v jakém jsou jeji sloZzky uvedeny
Vv tabulce pfislusné k danému amplifikaénimu kitu. Zamicha se jemnym vortexovanim
a rozdéli se po daném poctu pl do oznacenych zkumavek.

Je-li koncentrace vyizolované DNA vysSi nez 10 ng/ul, ztedi se vodou vhodnou pro PCR
na pozadovanou koncentraci. Poté se do kazdé zkumavky ptida dany pocet pl templatové
DNA. Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola (misto templatovée DNA se pouZije
voda vhodnd pro PCR), vzorky a pozitivni kontrola. Zkumavky stemplatovou DNA
se otviraji a stemplatovou DNA se manipuluje az pote, kdy jsou vsechny zkumavky
sreagenciemi pro PCR uzavieny a reakéni smés je rozpipetovdna do PCR zkumavek.
Zkumavky s templaty se otviraji pokud mozno v tomto potadi: vzorky — pozitivni kontrola.
Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem PCR. Zkumavky
se vlozi do termalniho cykleru, zvoli se vhodny amplifika¢ni program a pfistroj se spusti
podle navodu.

Po skonceni prace se opét dekontaminuji PCR box i1 pracovni pomiicky dekontamina¢nim
roztokem (5).

REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma — Aldrich)

Pro amplifikaci kitem se pouZziji izolaty DNA piimo bez tprav, pouze se fedi na vySe
uvedenou koncentraci vodou vhodnou pro PCR.

Tabulka 1. Piiprava PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(Jednoducha PCR).

Slozka 1 reakce (ul)
Voda vhodna pro PCR (1.2) 55-6,5
REDTaq (3.1) 12,5
Primer F 05-1,0
Primer R 05-1,0
Bez templatu 20
Templat (DNA izolét) 5,0
Véetné templatu 25

Pro dosazeni optimalniho pribéhu PCR reakce lze ménit objemy templatu, primert a vody
vhodné pro PCR, pifi¢emz voda pouze dopliuje reakci na pozadovany objem 25 pl. Pouze
objem amplifika¢niho kitu REDTaq je neménny.

Produkty amplifikace se nasledné vyhodnoti pomoci elektroforézy.

6 Literatura

1 Manual kitu REDTag® Ready Mix™ PCR Reaction Mix with MgCly, Sigma-
Aldrich, univerzélni kit pro PCR.
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