Predmét: Genetika v zubnim Iékafstvi — cviceni (jaro 2011)
Jméno a piijmeni:
Studijni skupina:

Datum:

Uvod:
Interleukin 1 (IL-1)

IL-1 je protein ze skupiny cytokind. Je uvolfiovdn monocyty, makrofagy
a dendritickymi buiikami. V organismu se vyskytuje ve dvou formach, IL-1alfa a IL-1beta.
Hladiny IL-1a a IL-1B (prozanétlivé cytokiny) a pomér IL-1 s antagonistou IL-1 receptoru
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(IL-1RA, protizanétlivy cytokin) jsou zvySené u chorob parodontalnich tkéani.

IL-1 se nachdzi na chromozomu 2q13-g21. Recesivni alely IL1A -889 a IL1B +3953
zvySuji genovou transkripci a produkei proteinli, ¢imZ roste prozanétliva odpovéd’. Zatimco

recesivni alely ILIRN VNTR snizuji genovou transkripci a produkci proteint.
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Cil:
IL-1RA
1. Izolace DNA z periferni krve
2. Polymeréazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction = PCR)

3. Elektroforéza v agar6zovém gelu

Metodika:

adl. Izolace DNA z periferni krve

Princip: Fenol-chloroformovou extrakci publikovali vroce 1987 Chomczynski
a Sacchi. DNA (deoxyribonukleova kyselina) muize byt zkrve izolovana pomoci
chloroformové extrakce, kdy dochazi k rozd€leni bunéénych kompartmenti (DNA, RNA
a proteinll) mezi 2 faze na zaklad¢ jejich hydrofilnich, resp. hydrofobnich vlastnosti.
Denaturované proteiny tvoii prstenec mezi obéma fazemi. Vodnd faze je poté odebrana

a pfidanim isopropanolu dojde ke srazeni nukleové kyseliny.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Organismus
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=IL-1alfa&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=IL-1beta&action=edit&redlink=1

ad2. PCR IL-1R VNTR

Princip: Kary B. Mullis dostal vroce 1983 Nobelovu cenu za objev PCR. PCR je
enzymatickd reakce probihajici v teplotnich cyklech, pfi které dochdzi na principu
komplementarity bazi k amplifikaci (zmnoZeni) zvolenych usekti DNA. Tyto useky musi byt
ohrani¢eny na zacatku a na konci primery (kratkymi oligonukleotidy DNA). Vysledkem PCR
je 10™ (n = pocet cykli reakce) mnozstvi kopii piivodni sekvence DNA.

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) oznacuje variabilni pocet

tandemovych opakovéani, neboli  polymorfni usek DNA (lokus), ktery je vytvoien
tandemovym uspofaddnim mnohocetnych kopii kratkych sekvenci DNA. Lokus ma

v populaci nékolik alel.

Postup:
Délka produktu: 86bp

Primery:
P1IL-1IRf  CTC AGC AAC ACT CCT AT (Ta=50,0°C...56,3°C)

P2IL-1Rr  TCC TGG TCT GCA GGT AA (Ta=51,1°C...55,8°C)

Reak¢ni smés pro PCR 25,0ul:

Master Mix (MM)

roztok Mnozstvi v pl na 1 vzorek Mnozstvi v ul na  vzorki
PCR voda 12,5

Pufr DYNEX 2,5

MgCl, (25mM) 4,0

Pl 1,25

P2 1,25

dNTP 0,5

Taq polymerasa (1Upl™) 1,0

23,0u] MM + 2,0ul templatové DNA (50ngul™) + 1 kapka minerélniho oleje na 1 vzorek

Vzorky:
MIG



http://en.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://cs.wikipedia.org/wiki/Primer

Pribéh PCR v termocycleru:

1.95°C 5 minuty

2.95°C 45 sekund  krok 2.- 4. — cyklus 35x
3.56°C 45 sekund

4.72°C 45 sekund

5.72°C 7 minut

6. 10°C 10 minut

ad3. Elektroforéza v agaréozovém gelu

Princip: Plsobenim elektrického napéti dochazi k pohybu molekul DNA od katody
k anod€. V zavislosti na hustoté prostfedi jsou molekuly separovany dle velikosti, pfipadné
i jinych parametrti (konformace). K vizualizaci se nejCastéji pouziva interkalacni barvivo
ethidiumbromid (EtBr), které se vmezefuje mezi baze v dsDNA, a po ozateni UV svétlem

fluoreskuje.

Postup:
Ptiprava gelu:
3,0 % gel agarosa Serva a 1x koncentrovany TBE pufr

Ptivést k varu v mikrovinné troubé.
1,0p1 EtBr (¢ = 5pg pl™) na 10,0ml gelu
Naneseni vzorki a standardu na gel:
20,0u1 PCR produkt

2,0ul Loading buffer

4,0ul velikostni standard Gene Ruler Fermentas 50bp

Pribéh elektroforézy:

Pti konstantnim napéti 90V po dobu 30 minut.



Vysledky:

Homozygot/heterozygot | Délky produktii v bp
A. 4 repetice 412
B. 2 repetice 240
C. 3 repetice 326
D. 5 repetic 498
E. 6 repetic 584

Gel a hodnoceni:

240bp

326bp

412bp

498bp

584bp
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genotypy
st | A/A | A/D | A/B A/B | B/B B/B | B/D A/A
DOPLNTE!

Zaveér:




