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Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

DELO IN VARNOST V LABORATORIU

Osnovna pravila varnega dela v laboratoriju

V laboratorij ne nosimo pijace in hrane.

Pred pricetkom dela se ustrezno zavarujemo z osebno varnostno opremo (zascitna
halja, zas¢itna ocala, zascitne rokavice).

Dolge lase povezemo v ¢op.

Delovni prostor pred izvedbo poskusa ocistimo.

Pred izvajanjem poskusov prouc¢imo osnovne lastnosti kemikalij (strupenost,
vnetljivost - nalepka na steklenici oz. varnostni list), ki jih bomo uporabiljali.

Zdravju Skodljive hlapne snovi vedno prelivamo v digestoriju.

Tekocine pipetiramo z nastavkom.

Odpadkov ne zlivamo v pomivalna korita ali smetis¢a, ampak jih loéeno zbiramo v
zaprtih, oznacenih posodah.

Z aparaturami je potrebno ravnati v skladu z navodili in pod nadzorom asistenta
oziroma tehni¢nega sodelavca.

Pri nesre¢ah moramo kolikor je mogoce, nuditi prvo pomoc.

Po kon¢anem delu si umijemo roke.

Posebni varnostni ukrepi za namen izvajanja vaje

Preberi navodila za ustrezno laboratorijsko vajo, preden prides na vajo!

Pri delu z bioloSkim materialom je potrebno OBVEZNO nositi zas¢itno haljo in rokavice.
Uporabiljaj tudi prijemalke in ocala.

Oznacite svoje eksperimente zimenom, datumom.

Napravite si natancne zapiske postopkov in rezultatov. Po opravljeni vaji je potrebno
oddati porocilo.

Pozorno opazuj demonstracije.

Z opremo ravnaj previdno, v skladu z navodili, ne izvajaj nikakrsnih postopkov na silo.
Preden zapustis laboratorij pospravi in oisti povrsino, preveri ali je zaprt dovod plina.
V laboratoriju ne jej in ne pij, pri delu ne dajemo niCesar v usta (svincnik, peresa,
steklovina itd.).

Uporabljaj asepti¢no tehniko, pred in po zacetku dela si razkuZi roke.

Pri delu z gorilnikom pazimo, da nam plamen ne oZge koZe, las ali halje. Dolgi lasje
morajo biti speti.

Med delom z mikrobi in kuZnino so vrata in okna zaprta, da zracni tok ne nosi
mikrobov po laboratoriju.

Pri delu pazimo, da mikrobnih kultur ne polivamo po mizi, po tleh in obleki. Z rokami
se ne dotikamo kolonij in suspenzij Zivih mikrobov. Ce pride kuZnina v stik s koZo ali
delavno povrsino, obvestimo asistenta ali tehni¢nega sodelavca.
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Kontaminirano delovno povrsino pokrijemo s stanicevino in jo prelijemo z razkuZilom.
Razkuzilo pustimo delovati najmanj 20 minut. Kontaminirano mesto na telesu ali obleki
razkuzimo in nato speremo z vodo.

Kontaminiran material odlagamo v odlagalnike ali na za to ozna¢eno mesto in ga nato
avtoklaviramo.

Kovinske predmete, ki pridejo v stik s kuznino (pincete, bakterioloske zanke itd.) sproti
ozigamo v plamenu. OZigamo tudi vratove epruvet, erlenmajeric in steklenic z mikrobi,
preden jih odpremo in po uporabi.

Delovni prostor je potrebno pred in po delu obvezno razkuziti (razkuZilo, 5% natrijev
hipoklorit, etanol).

Ostanke bioloskega materiala je potrebno odlagati v posebej za to namenjene
odlagalnike (rdecke vrecke, primerne za avtoklaviranje) ter jih po konéanem delu takoj
odvreci v rumen zabojnik.

Raztopino etidijevega bromida lahko pripravlja le usposobljen raziskovalec oz. tehni¢ni
sodelavec. Delo z etidijevim bromidom poteka le v digestoriju.

Agarozne gele vedno prenasamo v za to namenjeni banjici, gele po koncani analizi
vedno odvrzemo v rumen zabojnik. Delovno povrsino, kjer se izvaja elektroforeza, ter
transiluminator, redno Cistimo s 75 % etanolom.

Pri delu z UV transiluminatorjem je potrebno vedno uporabljati zascitni pokrov.

Z rokavicami, se je prepovedano dotikati kljuk na vratih oz. povrsin, s katerimi so v
stiku ostali prisotni v laboratoriju.

Nevarne kemikalije so skladis¢imo v ognjevarni omari, ki se nahaja pod digestorijem.
Oprema za prvo pomoc se nahaja na vidnem mestu nad umivalnikom.

Ob izrednih dogodkih (pozar, razlitje kemikalij, viom ter ostale nesrece), je potrebno
takoj poklicati odgovorne osebe. Seznam s telefonskimi Stevilkami le-teh visi na oglasni
deski.



Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

NAVODILO ZA PRIPRAVO LABORATORHISKEGA DNEVNIKA

Laboratorijski dnevnik mora vsebovati opis vsake vaje po naslednjih razdelkih:

1.

2.
3.
4

uvoD

MATERIALI IN METODE
REZULTATI

DISKUSIJA

V Uvodu je potrebno na kratko opisati teoretske osnove, ki so potrebne za razumevanje vaje.

Uvod mora obvezno vsebovati tudi namen in cilje vaje.

V razdelku materiali in metode so navedeni vsi uporabljeni materiali (kemikalije in laboratorijska

oprema) ter opisani vsi postopki tako, da lahko vajo kdorkoli ponovi.

V Rezultatih so navedeni dobljeni rezultati (tabele, grafi...).

V Diskusiji so dobljeni rezultati razloZeni, kaj pomenijo, kaj je iz njih razvidno.

Priznan dnevnik je pogoj za pristop na kolokvij iz vaj.
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1 LAKTOZNA INTOLERANCA: ANALIZA POLIMORFIZMA V GENU
LCT S PCR-RFLP TEHNIKO

1.1 TEORETICNE OSNOVE

1.1.1 Laktozna intoleranca

Laktozna intoleranca je avtosomno recesivnha metabolna lastnost, ki prizadene velik del odraslega
prebivalstva po celem svetu. Gre za nezmozZnost razgrajevanja laktoze, disaharida, znanega po tudi
pod izrazom »mlecni sladkor«.

H OH CH,OH
H H H O OH
L H
5 OH
OH H
CH,OH H

Slika 1: Laktoza - disaharid glukoze in galaktoze

Laktozo v Crevesju razgrajuje encim laktaza (polno ime — laktaza-florizin hidrolaza: LPH), ki
disaharid hidrolizira v glukozo in saharozo. Pomanjkanje LPH onemogocdi popolno razgradnjo,
nerazgrajena laktoza pa povzroci Stevilne neprijetne simptome kot so prebavne teZave, utrujenost,
razdrazljivost, potenje, izpuscaje... Nerazgrajena laktoza namre€ v tankem Crevesu v Crevo povlece
veliko koli¢ino vode, v debelem ¢revesu pa normalno prisotne bakterije fermentirajo nerazgrajeno
laktozo, pri Cemer se spros¢ajo metan, ogljikov dioksid, vodik in hlapne kisline. Nekaj vodika se s
krvjo prenese v pljuca, kjer ga lahko zaznamo v izdihanem zraku.

Zaradi neprijetnih simptomov se ljudje z laktozno intoleranco odpovedujejo mleku in mle¢nim
izdelkom, kar lahko privede do drugih teZzav, npr. pomanjkanje kalcija, magnezija in vitamina D.

1.1.2 Genetika laktozne intolerance

Gen LCT, ki kodira protein LPH, leZi na 2. kromosomu. Laktozno intoleranco v odrasli dobi povzroci
zmanjSano izraZzanje tega gena in se pojavi pri znatnem delezu populacije.

Ekspresijo LCT nadzoruje del DNA — regulatorni element — ki se nahaja priblizno 14 kbp stran
navzgor (v smeri proti 5') od iniciacijskega kodona ATG tega gena. Regulatorno mesto LCT lezZi v
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intronu gena MCM®6, katerega produkt je regulator celicnega cikla in funkcionalno ni povezan z
laktozo, gre le za nakljuéno prekrivanje.

Leta 2002 so odkrili polimorfizem znotraj omenjenega regulatornega elementa oz. introna na genu
MCMS6, ki je 100 % povezan z razvojem laktozne intolerance v odrasli dobi. Za polimorfizem sta
mozna dva alela — C in T. Alel C je povezan z nizko, alel T pa z visoko ekspresijo gena LCT oz.
posledi¢no s koli¢ino encima LPH. Alel T deluje dominantno, kar pomeni, da lahko laktozno
intoleranco pri¢akujemo zgolj pri homozigotih za alel C — torej posamezniki z genotipom CC, ne pa
tudi tistis CT ali TT.

Genotipizacija je najzanesljivejsi nacin diagnostike laktozne intolerance — vendar pa jo lahko
uporabljamo le kot izlocitveni test. Osebe, ki imajo genotip CT ali TT laktozne intolerance ne
morejo razviti in vkolikor imajo opisane simptome, moramo iskati vzroke za njih kje drugje. Osebe
z genotipom CC imajo tveganje za laktozno intoleranco, ki se lahko pojavi bodisi v puberteti,
odrasli dobi, v pozni starosti ali pa nikoli.

1.1.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo, znana tudi pod anglesko kratico PCR (Polymerase Chain Reaction), je
metoda, ki omogoca kopiranje odsekov DNA s pomocjo encima DNA-polimeraze. Lahko recemo,
da s to metodo kloniramo DNA, ne da bi za to potrebovali Zive celice, to pa pred odkritjem PCR
prakti¢no ni bilo mogoce

Kopiranje odsekov DNA poteka tako, da uporabimo dve kratki molekuli DNA, ki sta
komplementarni zacetnemu in konénemu delu segmenta, ki ga Zelimo kopirati, dodamo encim,
raztopino soli in deoksiribonukleotide (gradnike DNA). Reakcija poteka verizno; to pomeni, da jo
veckrat ponovimo. Pri vsaki ponovitvi se Stevilo kopij pomnoZevanega odseka podvoji; tako lahko
po 20 ponovitvah reakcije dobimo iz 1 kopije DNA teoreti¢no vec¢ kot 1 milijon kopij. Temperatura
reakcije se mora kontrolirano spreminjati. Za vezavo kratkih molekul DNA (zacetnih
oligonukleotidov) na matrico, ki jo Zelimo pomnoZevati, je namre¢ nujno, da je matrica v
enoverizni obliki, to pa doseZzemo tako, da DNA za kratek ¢as segrejemo na 92 °C ali vec (to stopnjo
imenujemo denaturacija DNA). Da pride do prileganja zacetnih oligonukleotidov na matrico je
treba temperaturo spet znizati (na 50 - 65 °C) (pripenjanje zacetnih oligonukleotidov), nato pa spet
prilagoditi pogojem, ki so optimalni za delovanje DNA-polimeraze — 72 °C (polimerizacija).

PCR izvajamo v natancnih termostatih, ki jih je mogoce programirati. Dolo¢imo lahko temperature,
trajanje inkubiranja, Stevilo ponovitev ciklov in podobno.
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Slika 2: Shematski prikaz PCR reakcije

Ker se v vsakem ciklu Stevilo molekul podvoji, lahko Stevilo molekul Zelenega odsega DNA
izracunamo po naslednji formuli:

N=Ng*2"

(N=st. molekul, Ny= zacetno st. molekul, n=st.ciklov)

V prvih nekaj ciklih nastajajo pridelki neposredno s pomnoZevanjem matricne DNK, tu nastajajo
tudi mnogi neZeleni, nespecifi¢ni produkti. Kasneje je s pomnoZevanjem nastalih produktov, rast
Stevila produktov iz cikla v cikel eksponentna. Po dolo¢enem Stevilu ciklov (obi¢ajno 35 do 45)
pride do t.i. efekta PCR platoja, tj. ko novi produkti ne nastajajo ve¢, zato ni smiselno povecevati
Stevila ciklov v neskonénost. Vzrok za efekt platoja je verjetno ta, da zaradi prebitka pridelkov PCR,
pri prilepljanju zacetnih oligonukleotidov le-te izpodrinejo, se kompetitivno veZejo nazaj na drugo
verigo DNK. Zato in da bi nastalo ¢im vec produkta dajemo v reakcijo zacetne oligonukleotide v
prebitku.
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1.1.4 Racunanje kolicin reagentov potrebnih za uspesno PCR reakcijo

Za PCR reakcijo potrebujemo naslednje reagente:
® Vzoréno DNA
® Mononukleotide (ANTP)

® MgCI2 (nekateri pufri ga Ze vsebujejo)

® Ppufer
® Primerl
® Primer?2

® Polimerazo

Da bo PCR reakcija uspesna in da bomo dobili produkte iz katerih bo razviden Zelen rezultat,
moramo izbrati optimalne koli¢ine vsakega od reagentov.
Najpogosteje delamo 10 plL reakcije, kar pomeni, da je koncen skupen volumen reakcijske
mesanice 10 plL.
Kolic¢ine potrebne vzoréne DNA, dNTP, pufra (z MgCl2) in encima polimeraze so enake za vsako
klasicno PCR reakcijo, med tem ko moramo optimalno koli¢ino obeh primerjev doloditi
eksperimentalno, saj se le ta razlikuje glede na par primerjev.
Koli¢ino dolocenega reagenta potrebnega v neki reakciji izrazimo s koncentracijo — koli¢ino snovi v
volumski enoti.
e Masna koncentracija: g/L (oz. g/mL, ug/uL, ng/uL...)
o DNA
e Molarna koncentracija: mol/L=M (mmol/L=mM, mmol/ml=M...)
o dNTP, MgCI2, primer-ji
e koncentracija encimov: U/L (U/uL...)

Koncentracija DNA

Eksperimente, kot so razlicne oblike PCR reakcije izvajamo vecinoma tako, da uporabimo 50 ng
vzoréne DNA.

Po izolaciji DNA vzorcem izmerimo koncentracijo s spektrofotometri¢cno metodo in sicer tako, da
izmerimo absorbanco pri valovni dolZini 260 nm. Vse vzorce je najbolje razredciti z vodo na isto
koncentracijo — najpogosteje na 25 ng/uL, ter nato v eksperimentih uporabljati 2 pL tako
razredcene DNA.

10
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Za izracun vode in raztopine DNA, ki jo moramo dodati, uporabimo naslednjo formulo:

c*V =cl*V1+c2*V2 V=V1+V2

C... konc¢na koncentracija (25ng/pulL)

V... koncen volumen

cl...  koncentracija raztopine izolirane DNA

V1... volumen raztopine izolirane DNA (ki ga moramo dodati, da dobimo Zelen koncni volumen z
Zeleno koncentracijo)

cl...  koncentracija DNA v vodi = 0!

V1... volumen vode (ki ga moramo dodati, da dobimo Zelen koncni volumen z Zeleno
koncentracijo).

Pufer, dNTP in polimeraza

Pufer v reakcijski meSanici vzdrzuje ustrezen pH v katerem encim polimeraza optimalno deluje.
Nekaterim pufrom je dodan tudi MgCl,.

dNTP-ji oz. mononukleotidi morajo biti prisotni, da se iz njih zgradijo nove verige oz. produkt.
Zadostna koncentracija za klasicen PCR je 200 uM za vsak posamezen nukleotid (ATP, CTP, GTP,
TTP). Za lazje delo si navadno pripravimo koncentrirano mesanico vseh Stirih dNTP-jev, ki vsebuje
10mM vsakega dNTP, in jo uporabljamo za pripravo reakcijske mesanice.

Koncentracija encimov je vedno podana v enotah (U) na enoto volumna. Koli¢ina polimeraze, ki
zados€a za uspeSno PCR reakcijo s konénim volumnom reakcijske meSanice 10 ulL je 0,5 U, oz.

ustrezno vecja v kolikor delamo z vecjim volumnom, kar pomeni 0,05 U/uL.

Optimizacija temperature in koliine primerjev

Optimizacijo PCR za¢nemo z iskanjem najustreznejSe temperature pripenjanja primerjev. To
naredimo tako, da naredimo reakcijsko mesanico z maksimalno koli¢ino primerjev ter to mesanico
dodamo 7krat k istemu vzorcu (ki je naneSen v 7 Zepkov stripa oz. v 7 mikrotubic) ter tudi k vodi
(negativna kontrola). Za vsako izmed 7 ponovitev izvajamo PCR pri razli¢ni temperaturi pripenjanja
primerjev. Vse skupaj delamo v duplikatu (za 2 vzorca) ter na koncu na gelu preverimo, pri kateri
temperaturi nastanejo najlepsi produkti in najmanj oz. ni¢ nespecifi¢nih produktov.

Tudi optimalno koncentracijo primerjev dolo¢imo eksperimentalno. Praviloma je PCR reakcija
ucinkovitejSa, ¢e je koncentracija viSja, vendar pa prevelika koli¢ina primerjev privede do
nespecificne vezave le teh, kar vodi v nastanek nespecificnih produktov ter tvorbo primerskih
dimerov.

11
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1.1.5 Gelska elektroforeza

Gelska elektroforeza poteka v agaroznem ali pa poliakrilamidnem gelu, v pufru, ki omogoca
stabilen pH in elektri¢no prevodnost. DNK je negativno nabita in potuje proti pozitivni elektrodi.
Namen elektroforeze je preparativni ali analitski. Obi¢ajno poleg pridelka PCR ali odsekov DNK
dodamo Se velikostni marker, da lahko ocenimo velikost nastalih pridelkov PCR. Vecje molekule
DNA so namrel teZje in potujejo pocasneje v primerjavi z manjSimi. Na takSen nacin lahko
ugotovimo za kateri alel DNK vsebuje dolocen vzorec.

Slika 3: Detekcija DNA na agaroznem gelu.

1.1.6 Polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP)

Kadar Zelimo analizirati mononukleotidne polimorfizme (SNP-je), pogosto uporabimo tehniko PCR-
RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism). Zelen odsek DNA, v
katerem je zajet tudi SNP, ki ga preiskujemo najprej pomnoZzimo s PCR reakcijo, nato pa
produktom dodamo restrikcijski encim, ki specificno reze produkt.

Prepoznavna sekvenca

TERETE

Restrikcijski encim l

DNA

T

Lepljivi konec

EcoRl razreZe DNA
na fragmente

Slika 4: Shematski prikaz delovanja encima EcoR |

12
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Naravna vloga restrikcijskih encimov je predvsem prepoznavanje tuje DNA in restrikcija le teh. Ti
encimi prepoznajo znacilno sekvenco, za katero molekulo razreZejo. Z orodji bioinformatike
izberemo takSen encim, ki reZe produkt le v primeru enega alela, drugega pa ne, ali pa ju reze
razli¢no.

Te produkte nato lo¢imo s pomocjo gelske elektroforeze in na podlagi velikosti fragmentov
dolocimo genotip.

Tako lahko npr. s PCR pomnozimo 243 bp dolgo sekvenco v okolici polimorfizma rs4988235,
odgovornega za regulacijo gena LCT.
ATAAGACTCCTTAAGTTCTCTACAATGTACGACCCGGAAAGGTTGCACAACTTAGACCCTACAATGTACTAGTAGGCCT
CTGCGCTGGCAATACAGATAAGATAATGTAG[C/T]CCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCATTTGTATAA
TGTTTGATTTTTAGAACAAAGGTTGCATGTACTAGTTCTCCTCCTTAAGTTCTCGTTCTCCTCCAATAAGAATAAGATAAT
GTT

Encim Faq | prepozna sekvenco TAGTCC in molekulo prereZe na dva dela. Ker pa se ta sekvenca
nahaja samo na tistih produktih, ki imajo za polimorfizem rs4988235 alel T, dobimo po inkubaciji z
enicmom razli¢no dolge produkte, kot prikazuje slika:

Alel C: CAATACAGATAAGATAATGTAG[C]CCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCC
d
Alel T: CAATACAGATAAGATAATGTAG[T]CCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCC
LCT rs4988235
c/c c/T T/T

243

131

112

Slika 5: Detekcija produktov PCR-RFLP reakcije za rs4988235
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Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

1.21ZVEDBA VAIE

MATERIALI
Vzorcéna DNA, reagenti za PCR reakcijo (dNTP, pufer, zacetni oligonukleotidi, polimeraza), pipete,
stripi, termicni ciklizator, elektroforeza, reagenti za restrikcijo (encim Faq I, SAM, pufer).

POSTOPEK

R/
0‘0

K/
0‘0

V Zepke stripa nanesi po 2 uL vzorc¢ne DNA vse tri pozitivne kontrole (vzorce DNA z znanimi
genotipi) ter vodo kot negativno kontrolo.

Zepek 1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorec V1 V2 V3 \Z! V5 V6 V7 v8
Zepek 9 10 11 12 13 14 15 16
Vzorec V9 V10 Vil V12 cC cT T voda

Reagente (razen polimeraze) najprej odtajaj, nato vorteksiraj, centrifugiraj in postavi na
led. Polimerazo le centrifugiraj — naj bo ves ¢as na ledu.

Pripravi reakcijsko mesanico z naslednjo sestavo:

Reagent Kolic¢ina za 1 vzorec Kolicina za 20 vzorcev
Voda 12,5

dNTP 0,4

Pufer 2

Primer 1 2

Primer 2 2

Polimeraza 0,1

Skupni volumen: 18

Skupni volumen reakcije: 20 /

K vsakemu vzorcu dodaj 18 L reakcijske meSanice; strip vorteksirej in centrifugiraj.

PCR reakcijo izvedi v 35 ciklih. Optimalna temperatura pripenjanja zacetnih

oligonukleotidov je 63 °C.
Med potekom PCR reakcije pripravi 2 % agarozni gel za detekcijo produktov.

o Zatehtaj 1 g agaroze in ga s segrevanjem v mikrovalovni pecici raztopi v 50 mL
pufra TBE.
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o Sevro¢emu gelu dodaj 2,5 pL etidijevega bromida ter vlij v pripravljen model&ek.

Po koncani PCR reakciji z gelsko elektroforezo preveri uspesnost - porabi 10 pL vzorca.
o Vzorec na parafilmu pomesaj z barvilom xilen cianol in ga nanesi v Zepek gela.
o Elektroforeza naj tece 15 min na 160 V.
o Detektiraj pod UV svetlobo.

Reagente za restrikcijo (razen encima) odtajaj, vorteksiraj in centrifugiraj ter postavi na
led, encim pa le centrifugiraj — naj bo ves ¢as na ledu.

Pripravi restrikcijsko mesanico z naslednjo sestavo:

Reagent Kolicina za 1 vzorec Kolicina za 17 vzorcev
Voda 17,27

Pufer 2

SAM 0,6

Encim: Faq | 0,13

Skupni volumen: 20

Skupni volumen reakcije: 30 /

Restrikcijsko meSanico vorteksiraj in centrifugiraj ter dodaj k preostalemu PCR produktu —
po 18 plL k vsakemu vzorcu. Strip vorteksiraj in centrifugiraj.

Vzorce z dodanim encimom inkubiraj ¢ez no¢ na 37 °C.

Po inkubaciji produOtke znova detektiraj na agaroznem gelu in odcitaj genotipe
posameznih vzorcev.

Izraunaj frekvence (odstotke) posameznih genotipov tako da upostevas rezultate vseh
skupin.

15



1.3 REZULTATI

Vasa skupina:

Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

Vzorec V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8
Rezultat
Vzorec V9 V10 Vi1 V12 CcC CcT T voda
Rezultat
Stevilo uspegno genotipiziranih vzorcev:
Genotip Stevilo vzorcev Odstotek
cc
CcT
—
DISKUSIJA
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1.4 RACUNSKE NALOGE

2

volumen vsakega vzorca s koncentracijo 25 ng/uL.

Izracunaj koliko vzorca DNA in koliko vode moramo zmesati, da dobimo Zelen koncni

Vzorec | Koncentracija | Konéni volumen Konéna koncentracija | Volumen DNA Volumen vode
(V[uL]) (c [ng/uLl) (V1 [uL]) (V2[uLl)

1 355 500 25

2 103 100 25

3 933 1000 25

4 670 250 25
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Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

V stirih lo¢enih tubicah imamo raztopine vseh Stirih mononukleotidov (ATP, CTP, GTP, TTP)
vsakega s koncentracijo 100 mM. Zelimo narediti 200 pL me3anice vseh mononukleotidov
tako da bo koncentracija vsakega izmed njih 10 mM. Koliko vsakega koncentriranega
mononukleotida in koliko vode moramo zmesati?
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4 Delamo optimizacijo T za PCR reakcijo, s katero bomo pomnofZili odsek gena CTLA4. V tabeli so

navedene zaloZne koncentracije posameznih reagentov, ki jih imamo na voljo ter

koncentracije reagentov kot morajo biti v konéni reakcijski mesanici.

Reagent ZaloZna koncentracija Konc¢na koncentracija
dNTP 10 mM 200 uM

Primer 1 2,5 uM 350 nM

Primer 2 2,5 uM 350 nM

polimeraza 10 U/uL 0,05 U/uL

Poleg reagentov v tabeli potrebujemo Se 2 uL vzoréne DNA ter 1 uL pufra. Ker delamo 10 pL

reakcijo do kon¢nega volumna dodamo vodo.

Izracunaj potrebne kolic¢ine (volumne) vseh reagentov, ki jih moramo zmesati, da dobimo dovolj

reakcijske mesanice, Ce delamo reakcijo za 2 vzorca — vsakega po 7 krat ter 2 negativni kontroli!

Reagent

1 vzorec [pL]

16 vzorcev (2*7+2) [uL]

DNA

2

32

pufer

1

16

dNTP

Primer 1

Primer 2

polimeraza

voda

Skupen volumen:

10

160
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Po koncani optimizaciji temperature poizkusimo reakcijo pri temperaturi, ki se je izkazala kot

najucinkovitejsa, ponoviti pri zmanjsani koli¢ini primerjev. Naredimo 4 razli¢ne reakcijske mesanice
s koncenctracijo primerjev 350 nM, 300 nM, 250 nM in 200 nM — vsakega za 3 vzorce + negativno
kontrolo. Izracunaj potrebne koli¢ine!

Reagent

1 vzorec [pL]

4 vzorci

Reagent

1 vzorec [pL]

4 vzorci

DNA

2

8

DNA

2

pufer

1

4

pufer

1

dNTP

dNTP

Primer 1 (350 nM)

Primer 1 (300 nM)

Primer 2 (350 nM)

Primer 2 (300 nM)

polimeraza

polimeraza

voda

voda

Skupen volumen:

10

40

Skupen volumen:

10

40

Reagent

1 vzorec [pL]

4 vzorci

Reagent

1 vzorec [pL]

4 vzorci

DNA

2

DNA

2

pufer

1

pufer

1

dNTP

dNTP

Primer 1 (250 nM)

Primer 1 (200 nM)

Primer 2 (250 nM)

Primer 2 (200 nM)

polimeraza

polimeraza

voda

voda

Skupen volumen:

10

40

Skupen volumen:

10

40
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Ugotovili smo, da PCR reakcija deluje optimalno pri 250 nM primerjih.

Sedaj Zelimo pomnoZiti ta odsek gena CTLA4 pri 96 vzorcih. Izraunaj koli¢ine reagentov, ki jih
moras$ zamesati za 96 vzorcev, da bo reakcija potekala optimalno!

Reagent 1 vzorec [pL] 96 vzorcev

DNA 2 192

pufer 1 96

dNTP

Primer 1

Primer 2

polimeraza

voda

Skupen volumen: 10 960
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2 FAKTOR TUMORSKE NEKROZE: MERJENJE EKSPRESIJE GENA
TNFo S KVANTITATIVNIM PCR V REALNEM CASU (qPCR)

2.1 TEORETICNE OSNOVE

2.1.1 Imunski sistem in citokini

Imunski sistem je sistem specializiranih celic, organov in procesov, ki nadzorujejo organizem in ga
varujejo pred boleznimi. Za pravilno delovanje mora imunski sistem prepoznati veliko razli¢nih
dejavnikov kot so virusi, bakterije in drugi paraziti in jih razlikovati od lastnega organizma oz.
zdravega tkiva.

Poznamo vec razlicnih mehanizmov obrambe, ki jih delimo v dve skupini. Mikroorganizmi ali
toksini, ki uspesno vstopijo v organizem, najprej naletijo na celice in mehanizme primarne oz.
prirojene imunosti. Primarna imunost je nespecificna in pomeni sistemski odgovor telesa proti
patogenom. Sekundarni oz. pridobljeni imunski odziv pa prepozna specificne antigene in omogoca
mocnejsi in specificen imunski odziv.

Celice imunskega sistema med sabo komunicirajo preko majhnih proteinskih molekul, ki jih
imenujemo citokini. Pravilna in uravnovesena produkcija citokinov je zato klju¢nega pomena za
dobro delovanje imunskega sistema.

Citokini so skupina majhnih molekulskih regulacijskih proteinov, ki jih izlo¢ajo skoraj vse celice,
predvsem pa limfociti (Th celice) in makrofagi. Delujejo kot medceli¢ne sporocilne molekule, ki po
vezavi na receptorje odzivnih tarcnih celic spodbudijo v njih doloeno bioloSko aktivnost. Med
Stevilnimi fizioloskimi odzivi, za katere je potrebna udelezba citokinov, je razvoj humoralnega in
celicno posredovanega imunskega odziva, sprozZitev vnetja, uravnavanje hemopoeze, uravnavanje
celi¢nega razmnoZevanja in diferenciacije ter zdravljenje ran.

Citokini se veZejo s specificnim receptorjem na membrani taréne celice in sproZijo signal, ki se
prenese v notranjost celice in spremeni izrazanje genov v njej. Zaradi velike afinitete vezave lahko
posredujejo bioloske ucinke v pikomolarnih koncentracijah. Delujejo lahko avtokrino (vezava na
receptorske celice, ki jih izlo¢a), endokrino (vezava na celico v oddaljenem delu telesa),
najpogosteje pa parakrino (na celice v blizini celice, ki jih izloc¢a).

Pravilno in uravnoveseno izdelovanje citokinov je zato klju¢nega pomena za dobro delovanje
imunskega sistema. Motnje imunskega sistema lahko privedejo do avtoimunskih bolezni,
kroni¢nih vnetnih bolezni in tudi do raka.
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2.1.2 Faktor tumorske nekroze: citokin primarnega imunskega odziva

Citokine primarnega imunskega sistema izlo¢ajo predvsem mononuklearni fagociti kot odgovor na
infekcijo. Izlo¢anje sprozijo produkti bakterij (lipopolisaharidi) in virusov (dvojna veriga RNA).
Vecina citokinov te skupine deluje v endotelijskih celicah in levkocitih tako, da stimulirajo zgodniji
vnetni odziv na patogene organizme pri primarnem imunskem odzivu.

TNF je vkljucen v Stevilne bioloske procese kot so proliferacija, diferenciacija, apoptoza, presnova
lipidov in koagulacija. Je glavni posrednik akutnega vnetnega odgovora in je odgovoren za Stevilne
sistemske zaplete pri hudih okuzbah.

Majhne koncentracije spodbudijo Zilne endotelijske celice (notranja plast obtocil) k izrazanju
povrsinskih adhezijskih molekul (molekule na celicni membrani, ki omogocajo povezave s
sestavinami zunajcelicnega matriksa), ki napravijo endotelijske celice lepljive, kar prispeva k
nakopicenju levkocitov. Poleg tega spodbudi ostale celice imunskega sistema, predvsem
mononuklearne fagocite, k izlo¢anju drugih vnetnih citokinov (interlevkin 1 - IL-1, interlevkin 6 - IL-
6, sam TNF in kemokine).

Kadar se izlocajo vecje koli¢ine TNF, le ta vstopi v krvni obtok, kjer deluje kot endokrini hormon in
sicer kot pirogen — inducira vrocino. V jetrnih celicah (hepatocitih) povecuje izlocanje nekaterih
proteinov akutne faze ter zavira delitev matic¢nih celic v kostnem mozgu.

Gen, ki kodira TNF, lezi na 6. kromosomu in je dolg 2770 bp. Sestavljen je iz treh eksonov, po
translaciji RNA pa nastane 171 aminokislin dolg protein.

: 180Kb >
I 1 . ]

Eksoni: 3 Kodirajoéi eksoni: 3 Dolzina transkripta: 1,315 bp Dolzina translacije: 171 aminokislinskih ostankov

Slika 6: Shematski prikaz gena TNF

2.1.3 TNF in bolezni

Citokin TNF je vpleten v nastanek Stevilnih bolezni, vklju¢no z avtoimunskimi bolezni, inzulinske
rezistence, raka in drugih. Kroni¢no izpostavljanje TNF lahko povzrodi Stevilne zaplete npr.
limfopenijo in imunsko pomanjkljivost. »Knockout« Studije na miskah so pokazale, da ima
pomemben vpliv tudi na Zivcni sistem.

Asociacijske Studije, ki so primerjale polimorfizme tega gena med razli¢énimi skupinami bolnikov in
zdravimi posamezniki, so ugotovile povezavo z astmo, revmatoidnim artritisom, diabetesom tipa
1 in 2, Crohnovo boleznijo in Se mnogimi drugimi. Polimorfizmi, ki kazejo najvedji vpliv, leZijo v
promotorju tega gena, ki regulira gensko ekspresijo.

Ugotavljajo, da je za vse nastete bolezni znacilna poviSana ekspresija gena TNF, ki je posledica
polimorfizmov v promotorju. Povisana ekspresija privede do povisane koncentracije citokina, le ta
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pa pripomore k razvoju razlicnih bolezni. Gensko ekspresijo oz. koli¢ino mRNA lahko merimo z
uporabo kvantitativnega PCR v realnem ¢asu (qPCR).

2.1.4 Kvantitativni PCR v realnem c¢asu

Pri klasi¢ni PCR reakciji detektiramo produkt po koncani reakciji, torej po zadnjem ciklu, po navadi
na agaroznem gelu. Z metodo PCR v realnem ¢asu oz. real time PCR, pa lahko spremljamo
nastajanje produkta med samo reakcijo, opazujemo in izmerimo kako reakcija napreduje.
Spremljanje reakcije v »realnem casu« temelji na spremljanju fluorescentnega signala, zato
moramo vkljuciti tudi fluorescentne molekule. Jakost signala je sorazmerna s koli¢ino produkta.
Uporabimo lahko fluorescenéno barvilo, ali pa fluorescentne probe oz. sonde, ki se specificno
vezejo na komplementarno molekulo DNA. Signal meri PCR aparat (termo-cycler), ki tudi detektira
fluorescenco. Povezan je z racunalnikom in s programsko opremo, s pomocjo katere lahko po
vsakem ciklu detektiramo rezultate, omogoca pa nam tudi Stevilne analize le teh.

PCR v realnem casu lahko uporabimo tako za kvalitativho (zanima nas prisotnost/odsotnost
dolocene sekvence), kot za kvantitativno (Stevilo kopij DNA). Kadar uporabljamo slednji nacin,
imenujemo metodo tudi kvantitativni PCR (qPCR).

Za detekcijo produkta v primerjavi z navadnim PCR-jem, ne potrebujemo gela, saj nam sam sistem
Ze poda rezultate, s tem pa se zmanjsa c¢as, ki ga za reakcijo porabimo in tudi moznost
kontaminacije.

Potek reakcije je prikazan na sliki 7. X os predstavlja Stevilo ciklov, y os pa fluorescenco, ki jo
oddaja nastajajodi produkt in je sorazmerna s koli¢ino produkta. Koli¢ina produkta najprej raste
eksponencialno (v vsakem ciklu se koli¢ina podvoji), nato pa sledni ne-eksponencialna faza platoja.

e 14— Eksponencialna faza —p ‘_‘"Faza —p
RS 5 S
| platoja
s -
O =
=
O 02—
Q
(%] -
[}
b -
<) .
2 i
T " C, vrednost /
0.1 — ]
mejna Crta
O 1 1 ] 1 l 1 1 1 :l I ] 1 1 1 I 1 I 1 1 I
0 10 20 30 40

Stevilo ciklov

Slika 7: »Baseline« nastajanja produkta pri RT-PCR.
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V prvih ciklih gre za zelo majhne koli¢ine produkta, zato povecanja fluorescence ne moremo
detektirati kljub eksponencialni rasti produkta, saj prevlada fluorescenca ozadja. Cikel v katerem
koli¢ina produkta naraste dovolj, da signal lahko detektiramo imenujemo »threshold« cikel, in ga
oznac¢imo s C;.

Vrednost C; za posamezno reakcijo je odvisna od koli¢ine DNA, ki je prisotna na zaCetku reakcije.
Ce je prisotna vedja koli¢ina bo potrebnih manj ciklov, da bomo dobili signal tolikine intenzitete,
da ga lahko detektiramo = vrednost C; bo majhna. Obratno bo pri majhni koli¢ini DNA molekul v
vzorcu potrebnih vec ciklov, da bo signal dosegel enako intenziteto = C; bo vedja. Ta povezava je
osnova RT-PCR.

Teoreti¢no vsi vzorci, pri isti jakosti signala, vsebujejo enako Stevilo produkta. Jakost, pri kateri
odc¢itamo C; vrednosti na grafu, prikazemo kot »threshold« ¢érto = vsi vzorci imajo po C; Stevilu
ciklov identi¢no Stevilo specifi¢nih kopij.

Graf lahko prikazemo tudi tako, da na y-os nanasamo logaritem relativne vrednosti fluorescence,
kot je prikazano na sliki 8.

: 4 plato
] 0 linearna
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2 0.75- o -1+
@ j linearna =] ]
) = ]
= i ksponencialna
= 05— © 1 eksp
T S 21 __ iRV
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o —
T B <3} -
© 0.25+ = 4 mejni cikel

. = & F3-_\ C;=15.5
eksponencialna i
Ollll[lllllllilllllllll nl—n!]TTIIIITITITI||]ll
10 20 30 40 10 20 30 40
Stevilo ciklov Stevilo ciklov

Slika 8: »Baseline« nastajanja produkta pri RT-PCR.

Ce povzamemo: reakcija RT-PCR ima tri faze:
I »Background« faza: signala ne moremo zaznati, zato ne moremo meriti koli¢ine produkta.
Il. Eksponencialna faza: optimalna kinetika. To fazo uporabimo za kvantifikacijo.
Il Faza platoja: produkt ne nastaja ve¢ zaradi prebitka produkta glede na primerje,
zmanjSane encimske aktivnosti, zmanjSane koncentracije mononukleotidov...

Vrednost C; predstavlja zacetek eksponencialne faze.
Vsak posamezen cikel RT-PCR reakcije je sestavljen enako kot pri navadnem PCR iz treh faz —
denaturacije (95°C), pripenjanja zacetnih oligonukleotidov (50-64°C) in polimerizacije (72°C).
Slika 9 prikazuje klasi¢en nacin prikaza poteka RT-PCR reakcije, pri kateri smo spremljali 3 razli¢ne
vzorce.
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DNA koncentracija

Detekcija fluorescence
———————

Izhodiscna detekcija
fluorescence w

/i
¥

Mejna c¢rta detekcije
fluorescence

WVzorec 1

Vzorec 2

. Vzorec 3

Stevilo ciklov

Slika 9: Trije vzorci in njihove CT vrednosti.

2.1.5 Metode detekcije produkta pri gPCR

Za detekcijo produkta pri qPCR uporabljamo dve metodi. Prva temelji na fluorescenénem barvilu
(nespecificna detekcija), druga pa na fluorescencni sondi (specificna detekcija). Obe metodi
omogocata meritev koli¢ine produkta.

Metoda z uporabo barvila temelji na vezavi barvila v DNA molekule, ki nastanejo med PCR reakcijo.
Barvila so nespecificna in se veZejo na vse dvojnovijaéne molekule ter s tem povzrocijo emitiranje
fluorescence. To nam omogoca dolocitev zacetne koncentracije DNA v vzorcu. Najpogosteje
uporabljeno barvilo je SYBR Green.

Reakcijska mesanica vsebuje encim polimerazo, dNTP (mononukleotide), pufer in barvilo, ki se na
enovijacno DNA v vzorcu ne veze. Na sliki 11 je barvilo vidno kot zelene »kroglice«. Ko pa PCR
reakcija poteka, nastajajo dvoverizni produkti, v katere se barvilo veze in postane fluorescentno.
Ko je produkta toliko, da signal fluorescence naraste ¢ez mejo ozadja, ga lahko detektiramo. Ta
cikel imenujemo »threshold« cikel.
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3 5
Slika 10: qPCR z uporabo barvila (SYBR Green).
SYBR Green se veZe na vsak novo nastali dvojnovrvi¢ni DNA kompleks in fluorescira. Fluorescenca se akumulira medtem
ko se PCR nadaljuje in se izmeri na koncu vsakega PCR cikla.

Kvantifikacija produkta s pomocjo sonde ali probe temelji na specificnih sondah, ki se veZejo
specificno samo na doloceno DNA verigo. Tako lahko produkt tudi kvalitativho detektiramo, saj
npr. v primeru drugega alela, ne dobimo signala. Sonde imajo vezane tako imenovano reportersko
barvilo (npr. FAM, VIC) in barvilo dusilca (quencher). Polimeraza med podaljSevanjem amplikona
cepi hidrolizno sondo, kar loci barvilo porocevalca od dusilca, pri cemer pride do oddajanja
fluorescence. Postopek je prikazan na sliki 12. Sonda se specificno veZe na verigo, ko pa se
sintetizira nova veriga se ta odcepi, odcepi se tudi reporter in zaéne oddajati signal. Oddana
fluorescenca v vsakem PCR ciklu je sorazmerna koliCini nastalega produkta.
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R = reportersko barvilo
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Slika 11: RT-PCR z uporabo TagMan sonde.

To metodo lahko uporabljamo tudi za dolo¢anje ve¢ produktov hkrati. Pri tem uporabimo vec
sond, ki oddajajo razlicen barvni signal (multipleks). Najpogosteje uporabljamo zeleno in rdeco
barvo.

2.1.6 Reverzna transkripcija

Kadar Zelimo meriti gensko ekspresijo, moramo dolociti koli¢ino dolocene mRNA v vzorcu. Vendar
pa s PCR reakcijo pomnoZujemo le DNA, zato mRNA predhodno prepisemo v enoverizno DNA
molekulo, ki je komplementarna mRNA (complementary DNA = cDNA). Uporabimo encim
reverzno transkriptazo. Reverzna transkriptaza je virusnega izvora in pri retrovirusih izdeluje DNK
na podlagi RNK matrice, tako da se na tak nacin integrira DNK v genom gostitelja kot provirus. V
raziskavah ta encim uporabimo za sintezo cDNA, ki jo nato uporabimo za analize.
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2.1.7 Analiza podatkov

Kvalitativne in kvantitativhe analize

Najosnovnejsa genetska analiza zahteva le odgovor DA ali NE — je dolocen gen ali mRNA prisotna v
vzorcu, ali ni. TakSno analizo lahko pri qPCRju izvedemo s sondami — torej ali se je sonda vezala na
vzorec ali se ni. Obenem pa lahko merimo tudi koli¢ino te specificne DNA v vzorcu.

Kvantitativhe metode lahko razdelimo v dve glavni skupini — absolutna in relativna kvantifikacija.
Pri absolutni kvantifikaciji dolo¢imo absolutno koli¢éino taréne molekule. Tak nacdin pogosto
uporabljamo pri raziskavah v virologiji in mikrobiologiji. Pri relativni kvantifikaciji pa primerjamo
nivo izrazanja dveh razlicnih tarénih sekvenc v istem vzorcu. Koncni rezultat prikazemo kot
razmerje izrazanja obeh tarc. Relativna kvantifikacija se pogosto uporablja, saj lahko primerjamo
razmerje med razlicnimi vzorci, medtem ko primerjava absolutnih vrednosti, zaradi razlicne
kvalitete vzorcev (npr. uspesnosti izolacije) ni relevantna.

Zakaj relativna kvantifikacija?

V genetskih raziskavah npr. pri merjenju genske ekspresije, se vec¢inoma uporablja relativna
kvantifikacija — torej vrednosti Ct normaliziramo na nek referencni gen, za katerega vemo, da se v
obeh tipih celic. Absolutne vrednosti v taksnih raziskavah ne bi bile relevantne, saj v vzorcih
nimamo enakih koncentracij mRNA.

Primer: ekspresija p53 mRNA v rakastih in normalnih celic

Znano je, da je se koli¢ina proteina p53 spremeni v rakastih celicah. Znanstvenike je zanimalo,
koliksna je ta razlika v p53 mRNA.

a) Prva skupina znanstvenikov je ekstrahirala mRNA iz 1000 rakastih celic in 1000 celic
zdravega tkiva in z uporabo gPCR dolocila kolicino p53 mRNA v obeh vzorcih. Ugotovili
so znacilno razliko v kolicini mRNA p53 normirano na enako Stevilo celic v obeh vzorcih.

b) Druga skupina znanstvenikov je izmerili kolicino GAPDH mRNA v zdravih in rakastih
celicah tako da so uporabili enako Stevilo celic in ugotovili da je kolicina identicna. Nato
50 z uporabo qPCR izmerili koli¢ino p53 mRNA in GAPDH mRNA v razlicnih vzorcih in za
vsak vzorec. Kot rezultat relativne kvantifikacije so podali razmerje med kolicino p53
mMRNA in GAPDH mRNA ter ugotovili znacilno razliko med zdravimi in rakastimi celicami.

V obeh primerih so dobili enak rezultat — prvi so uporabili normalizacijo na Stevilo celic,
drugi pa na kolicino GAPDH, za katero so predhodno ugotovili, da je identicna v obeh tipih
celic.
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Relativna kvalifikacija normalizirana na referencni gen

Ker vzorci, ki jih v analizah uporabljamo navadno vsebujejo razlicno Stevilo celic, uporabljamo
normalizacijo na referencni gen (GAPDH, beta-actin). TakSen postopek je hiter in enostaven, pogoj
pa je, da moramo poznati referencni gen, ki se v vseh vzorénih celicah izraza z enako intenziteto in
se ekspresija ne spremeni med morebitno terapijo.

Ko z relativno kvantifikacijo primerjamo vec vzorcev, enega izmed vzorcev izberemo za kalibrator
(lahko tudi povprecno vrednost vseh vzorcev) in ekspresijo tarcnih genov prikazemo kot porast ali
znizanje glede na kalibrator.

Primer: ekspresija p53 mRNA v rakastih in normalnih celic

Imamo 3 vzorce rakastega tkiva in 3 vzorec zdravega. Kot kalibrator lahko vzamemo povprecne
vrednosti vseh zdravih/kontrolnih vzorcev (lahko bi vzeli tudi en sam vzorec ali pa povprecne
vrednosti vzorcev zdraveaa tkiva).

Da lahko dolo¢imo relativno ekspresijo tarénega gena v vzorcu z uporabo referencénega gena
moramo za vsak vzorec z uporabo gPCR dolociti Ct vrednosti tarénega in referencnega gena.

Primer: ekspresija p53 mRNA v rakastih in normalnih celic

71 z2 73 Bl B2 B3
Tarcni gen Ctzrr CtZT ct3'|' CtBlT CtBZT CtB3T
Referencni gen CtZlR CtZR Cth CtBlR CtBZR CtBSR

Ko dolo¢imo vrednost Ct lahko doloc¢imo nivo ekspresije z razliénimi metodami. Najpogosteje se
uporablja »Livak-ova metoda« oz. bolj znana pod imenom metoda 2",
Metoda 2%
To metodo lahko uporabimo, ¢e se ekspresija tarcnega in referencnega gena sklada od 5% do
skoraj 100%.
Dobljene vrednosti najprej preracunamo glede na kalibrator.
ACt 0rec = Clyzorec, = Cluzorecr

ACtqiibrator = ClialibratorsT = Clialibrator,k

Dobljene ACt vrednosti za vzorec normaliziramo na kalibrator.

AACtvzorec = ACtvzorec - ACtkalibrator

Nato izracunamo nivo ekspresije:

-AA i . ..
2% = normaliziran nivo ekspresije
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Ta rezultat nam pove zvisanje ali zniZzanje genske ekspresije tar¢nega gena glede na kalibrator in
normalizirano na referencni gen. Rezultat je povsem neodvisen od koli¢ine vzorca oz. celic v
vzorcu.

Primer: ekspresija p53 mRNA v rakastih in normalnih celic

Izmerili smo naslednje vrednosti za p53 mRNA (tarcni gen) in GAPDH mRNA (referencni gen)

Z1 Z2 Z3 B1 B2 B3
Ct - Targni gen 15,0 16,8 15,9 12,0 11,5 12,2
Ct - Referencni gen 17,2 17,9 17,7 17,8 17,3 17,7
ACt -2,2 -2,1 -1,8 -5,8 -5,8 -5,5

Za kalibrator lahko uporabimo povprecni Act=-3,9

Izracunamo AACt.

Za prvivzorec Z1 npr.: AACt=(-2,2)—(-3,9)=1,7 2% =0,308
In za ostale:

71 72 Z3 B1 B2 B3
AACE 1,7 1,8 2,1 -1,9 -1,9 -1,6
2o 0,308 0,287 0,233 3,732 3,732 3,031

Vidimo, da je ekspresija gena p53 v vzorcih bolnega tkiva znacilno visja v primerjavi s
kontrolami. |z tega ugotovimo, da je visji nivo p53 mRNA povezan s kancerogezo.
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2.21ZVEDBA VAIJE

MATERIALI

Vzoréna cDNA, reagenti za PCR reakcijo (SybrGreen master mix, zacetni oligonukleotidi), pipete,
ploscica, kvantitativni termicni ciklizator)

POSTOPEK

Za 5 razli¢nih vzorcev bomo izmerili ekspresijo TNF mRNA z uporabo gPCR. Kot referenc¢ni gen
uporabi B2M mRNA.

Enega izmed vzorcev uporabi za konstruiranje standardne krivulje. Pripravi redCitve 1:1,

1:2,1:5,1:10, 1:20, 1:40, 1:80 ter jih nanesi na ploscico kot prikazuje tabela:

1 2 3 4 5 6 7
A V111 V11:2 V11:5 V11:10 V11:20 V1 1:40 V11:80
B V11:1 V11:2 V11:5 V11:10 V11:20 V1 1:40 V1 1:80
C V111 V11:2 V11:5 V11:10 V11:20 V1 1:40 V11:80
D V11:1 V11:2 V11:5 V11:10 V11:20 V1 1:40 V1 1:80
E V1 V2 V3 v4 V5 V6 V7
F Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7
e Za merjenje ekspresije pripravi dve reakcijski mesanici:

tarcni gen referencni gen
TNF 1| x B2M 1 X
2*SYBR GREEN 5 2*SYBR GREEN | 5
primer 1 1,2 primer 1 0,5
primer 2 1,2 primer 2 0,5
cDNA 2 cDNA 2
H20 0,6 H20 2

10 10

e Kvsakemu vzorcu dodamo 8 L ustrezne reakcijske mesanice.

e Vsem redcitvam doloci Ct vrednosti za oba gena in narisi standardno krivuljo!

e Doloci Se Ct vrednosti vsem vzorcem in izracunaj relativno ekspresijo po metodi 2

—TNF
—TNF
—B2M
—B2M
—TNF
—B2M

-AACt
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2.3REZULTATI

Standardna krivulja za tarcni gen TNF:

Redcitev C Log(C) Ct, Ct, Ctooup.

1:1 1

1:2

1.5

1:10

1:20

1:40

1:80
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Standardna krivulja za referenc¢ni gen B2M:

Redcitev

C

Log(C)

Ct,

Ct,

Ctpovp.

1:1

1

1:2

1.5

1:10

1:20

1:40

1:80
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Vzorec CtTNF CtBZM ACt ACtpm,p_ AACt 2 aac

V1

V2

V3

va

V5

V6

V7
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DISKUSIJA
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2.4 RACUNSKA NALOGA

Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

Preracunaj kako bi razredcil vzorcev (koliko vode in koliko bolj koncentriranega vzorca bi zmesal),

da bi dobil vseh potrebnih redcitev zadostno koli¢ino za opisan eksperiment?

H20

Predhodna redcitev

Koncen volumen

1 /

1:2

1:5

1:10

1:20

1:40

1:80

Zalozna koncentracija primerjev je 5 uM

250nM primer

1 vzorec ___vzorcev
H20
SYBR Green Mix 5
P1
P2
DNA 2
Skupen volumen 10

300 nM primer

1 vzorec ___vzorcev
H20
SYBR Green Mix 5
P1
P2
DNA 2
Skupen volumen 10

350 nM primer

1 vzorec ____vzorcev
H20
SYBR Green Mix 5
P1
P2
DNA 2
Skupen volumen 10
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3 REVMATOIDNI ARTRITIS: GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMA V
GENU PTPN22 Z ANALIZO TALILNE KRIVULIE VISOKE
LOCLJIVOSTI (HRM)

3.1 TEORETICNE OSNOVE

3.1.1 Revmatoidni artritis

Revmatoidni artritis (RA) je kroni¢na sistemska, vnetna in heterogena bolezen, ki prizadene
priblizno 1 % odraslih v Sloveniji, pogosteje Zensk.

Bolezen prepoznamo po znacilnem vnetju sklepov oz. sinuvinalne sklepne ovojnice, ki je rezultat
napredujocega propadanja sklepnege hrustanca. Poleg sklepov, RA vpliva tudi na druge dele
telesa, kot so oci, pljuca in koZo.

Vneta
membrana
in oteceni
sklepi

. Hrustanec
izginjain
zmanjsuje se
skupni prostor

Slika 12: Revmatoidni artritis

Avtoimunost je napacen odziv imunskega sistema, ko le-ta napade telesu lastne, neskodljive celice
ali tkiva. Do avtoimunosti pride pri Stevilnih boleznih, ki jih s skupno besedo imenujemo
avtoimunske bolezni (npr. sistemski lupus eritematozus, multipla skleroza itd).

Ceprav vzrok RA ge ni znan, se zdi, da ima avtoimunost pri napredovanju in kroni¢nosti bolezni
pomembno vlogo. Vzroka, zakaj se imunski sistem obrne proti samemu sebi znanstveniki Se vedno
ne poznajo, vendar pa vemo, da k temu prispevajo tako okoljski kot genetski dejavniki.
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3.1.2 Genetika revmatoidnega artritisa in gen PTPN22

V preteklih letih je bilo ugotovljeno, da k razvoju revmatoidnega artritisa prispevajo Stevilni
geni, ki se nahajajo na ve¢ kot 30 razlicnih podrocjih nasega genoma. Eden izmed
najpomembnejsih je PTPN22, ki lezi na 1. kromosomu in kodira protein tirozin fosfatazo
nonreceptor 22. Le ta skupaj z genom HLA-DRB1 predstavlja priblizno 40% celotnega genskega
tveganja za razvoj bolezni.

Znacilnost bolezni, s katerimi je povezan gen PTPN22 je, da imajo vse pomembno komponento
avtoimunosti. Genetska varianta, najbolj moéno povezana s tveganjem za nastanek bolezni, je
nesmiselni polimorfizem, oznacen kot rs2476601, ki spremeni genski kod tako, da ima protein na
620. mestu v amikosilinskem zaporedju namesto arginina (R) triptofan (W) (R620W).

Ni Se znano, na kaksen nacin ta alel vpliva na nastanek bolezni, vendar pa predpostavljajo, da
protein z bolezensko varianto pomeni zmanjsa inhibicijo T celic imunskega sistema, kar
privede do avtoimunosti.

Dokazano je, da varianta 620W, oz. na nivoju DNA alel A, povecuje tveganje. Studije kaZejo, da
imajo osebe z genotipom AA vel kot Stirikrat povefano tveganje za revmatoidni artritis v
primerjavi s sploSno populacijo. Pri heterozigotih je to tveganje nekaj manj kot dvakratno, pri
homozigotih za alel G, ki v populaciji tudi prevladujejo pa je nekoliko nizje.

Genotip | Pogostost genotipa | Tveganje za revmatoidni artritis
AA 1,4% 4,13 %
AG 20,7 % 1,75%
GG 77,9 % 0,75 %
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3.1.3 Analiza talilne krivulje visoke lo¢ljivosti (HRM)

Z uporabo PCR v realnem ¢asu lahko poleg analize genske ekspresije oz. kvantitativnega merjenja
izvedemo tudi genotipizacijo vzorcev DNA. Ena izmed tehnik je analiza talilne krivulje visoke
locljivosti (ang. high resolution melting = HRM).

Podobno kot pri klasichem in kvantitativnem PCR v realnem casu, tudi pri HRM analizi
pomnozujemo odsek DNA, ki nas zanima (odsek, ki vsebuje polimorfizem, ki ga Zelimo
genotipizirati, mutacijo,...). Reakcijska mesanica, ki vsebuje zacetne oligonukleotide, HRM master
mix (z barvilom, dNTP-ji, pufrom, MgCl, in polimerazo) in vzoréno DNA, se v termic¢nem ciklizatorju
izmeni¢no segreva na 95 °C (denaturacija), ohladi na ca. 60 °C (pripenjanje oligonuleotidov) in
nazadnje segreje na 72°C (polimerizacija), nastajanje produkta pa lahko spremljamo na podlagi
fluorescencnega signala, ki ga oddajo barvilo, ki se veZe na nastajajoci produkt v fazi polimerizacije
in fluorescira.

Po ca. 40-ih ciklih podvajanja amplikona pri HRM analizi izvedemo Se dodaten korak — zmes pocasi
in postopoma segrevamo od 50 do 95 °C. V neki tocki oz. pri neki temperaturi se pricne
denaturacija — dvojna vijacnice se raztali — vodikove vezi med mononukleotidi se razklenejo in
dobimo denaturirano DNA (enojne verige). Ker pa se barvilo veze samo v dvojno verigo, lahko
denaturacijo DNA spremljamo na podlagi fluoresentnega signala. Ko se razklene polovica molekul,
tudi fluorescentni signal upade za polovico. Temperaturi pri kateri se to zgodi pravimo
temperatura taljenja (ang. melting temperature — T,,) (Slika 14).

dvojno vrviéna (ds) DNA

100

-~
w

enojno vrviéna (ss) DNA
(nakljuéno zvitje)

............................... \ g \'
A
76 79 82 Tm 88 91
Temperatura [°C]

25

Fluorescenca (normalizirana)
"
©

o

Slika 14: Taljenje dvojno vrvicne DNA pri HRM analizi.

Ker pa se mononukleotidi med sabo povezujejo z razliénim Stevilom vodikovih vezi (adenin in timin
tvorita dvojno vez, citozin in gvanin pa trojno), je za razlicne amplikone potrebna razlicno velika
energija za prekinitev le teh. Ce se amplikona razlikujeta za eno bazo — npr. ¢e sta za SNP mozna
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alela A'in C, se bodo molekule z alelom A, ki tvori dvojno vez, zacele taliti pri nizji temperaturi kot
tiste z alelom C, ki tvorijo trojno vez. Ker pa ima vsaka oseba 2 alela in s tem 3 moZne genotipe
(AA, ACin CC), dobimo pri merjenju upadanja signala razli¢ne krivulje (Slika 15).
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Slika 15: Razlicne krivulje taljenja pri razli¢nih genotipih.

AA in CC genotip se razlikujeta v Tm, medtem ko se heterozigoti razlikujejo predvsem po obliki
krivulje, saj pride do vecjega upada flourescence dvakrat. Najprej se razklene polovica molekul
(tiste z alelom A) ter nato $e druga polovica (tiste z alelom C). Ce na y os nanesemo odvod
fluorescence, dobimo nasledniji graf, prikazan na sliki 16.

-d{fluorescenca)/dT

Temperatura [°C]

Slika 16: Odvod fluorescence pri analizi HRM.
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MATERIALI

Vzorcéna DNA, reagenti za HRM-PCR reakcijo (HRM master mix, zacetni oligonukleotidi), pipete,

Laboratorijske vaje iz Molekularne biologije in Molekularne genetike

ploscica, kvantitativni termicni ciklizator

POSTOPEK

20 razliénim vzorcem bomo s tehniko HRM dolocili genotip za polimorfizem SNP rs2476601 na

genu PTNP22

e Vzorce nanesi na ploséico kot prikazuje slika. Nanesi tudi vse tri pozitivne kontrole z

znanimi genotipi in dvakrat vodo kot negativno kontrolo.

1 2 3 4 5
A V1 V2 V3 Va4 V5
B V6 V7 V8 V9 V10
C V11 V12 V13 V14 V15
D V16 V17 V18 V19 V20
E AA AG GG voda voda

e Naredi reakcijsko mesanico z naslednjo sestavo:

Reagent Kolic¢ina za 1 vzorec Kolic¢ina za 30 vzorcev
Voda 3 90

HRM master mix 5 150

Primer 1 1 30

Primer 2 1 30

Skupni volumen: 10 300

Skupni volumen reakcije: 10 /

e Vsakemu vzorcu dodaj po 4pl reakcijske mesanice ter izvedi PCR reakcijo v 40 ciklih.

e Po koncani reakciji iz talilne krivulje doloci genotipe za vsak posamezen vzorec!

e Kateriizmed vzorcev ima povecano tveganje za razvoj revmatoidnega artritisa?

e Kaksna je frekvence bolezenskega genotipa oz. kaksna je frekvenca heterozigotov za

analiziran SNP?
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3.3REZULTATI

Genotipi vzorcev:

1 2 3 4 5
A
B
C
D
E AA AG GG / /
Stevilo in odstotek vzorcev z genotipom AA: (%)
Stevilo in odstotek vzorcev z genotipom AG: (%)
Stevilo in odstotek vzorcev z genotipom GG: (%)
Frekvenca alela A: %
Frekvenca alela G: %
DISKUSIJA
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