Biologie a genetika - inovace cviceni
v ramci reseni projektu OPVK

Nova cviceni
z molekularni biologie
V zimnich semestrech 2009/2010
a2010/2011 byla do praktické vyuky prv-
niho ro¢niku na obou veterinarnich fa-
kultach v pfedmeétu Biologie a genetika
nové zarazena cviceni z molekularni bio-
logie. Tato cviceni byla v ramci MSP spo-
lufinancovana Evropskym socialnim fon-
dem a statnim rozpoctem Ceské republiky
(Operacni projekt Vzdélavani pro konku-
renceschopnost ,,Inovace vyuky v oblas-
ti ochrany a welfare zvifat®, hlavni fesitel
Doc. MVDr. Petr Chloupek, CSc.). V ino-
vovanych cvicenich méli studenti moznost
prakticky si vyzkouset pouziti metod mo-
lekularni biologie k feSeni jednoho kom-
plexniho tkolu. Ukol byl zvolen a navrzen
tak, aby studenti pochopili, k cemu se daji
metody molekuldrni biologie vyuzit v pra-
xi, a aby je zaroven cviceni bavila. Jednalo
se o urceni pohlavi ptaciho jedince v bio-
logickém materialu pomoci analyzy DNA.
Pristrojové a materidlové vybaveni
bylo zajisténo tak, aby bylo mozné reali-
zovat vyuku paralelné ve dvou cvicebnach.
V ramci jedné cvicebny byli studenti roz-
déleni do pracovnich skupin a kazda sku-
pina méla k dispozici pipety, izola¢ni sou-
pravy a spotfebni materidl. Kazdy student
zpracovaval jeden vzorek. Material k vy-
Setfeni byl pro studenty zajistén, ale stu-
denti si mohli k vysetfeni prinést i vlastni
materidl. Rada z nich této moznosti vyu-
zila a pfinesla krev vétsinou z papouska,
u kterého si chtéla urcit ¢i overit pohlavi.
Vlastni prakticky tikol byl rozlozen do tii
navazujicich cviceni. Béhem téchto cviceni
se studenti seznamili s metodami moleku-
larni biologie, jako je izolace DNA, ampli-
fikace DNA pomoci polymerdzové reté-
zové reakce (PCR), restrikéni stépeni PCR
produktu, elektroforéza, vizualizace DNA
a hodnoceni vysledku. Na prvnim cviceni
studenti lyzovali vySetfovany materidl po-
moci lyza¢niho pufru, enzymu proteinazy
K a enzymu RNazy A. Ve druhém cvice-
ni izolovali DNA z vysetfovaného mate-
rialu pomoci kolonkové izola¢ni soupravy
a pripravili smés pro PCR reakci. Nasledné
probéhlo seznamenti s pristrojem termo-
cyklerem, ve kterém PCR reakce probiha.
Studenti umistili své smési do pristroje a uz
se tesili na pristi tyden, jak to ve dopadne.
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Na zacatku tiettho cviceni nechali studenti
PCR produkt $tépit restrikéni endonukled-
zou Haelll, ptipravili agarézovy gel (obr. 1)
a zatizeni pro elektroforézu. Velkym zazit-
kem studentt bylo nand$eni vzorku do ja-
mek gelu (obr. 2). Bylo na nich vidét, jak se
jim tfesou ruce svazané neobvyklou odpo-
védnosti. Kazdy zvolil pro nanaseni vzorki
jinou taktiku. Nékdo sedél, nékdo stal, né-
kdo si podeprel ruku, jiny ji mél volné ve
vzduchu. Pfestoze to vSichni délali poprvé,
byl vysledek vynikajici a vyucujici byli spo-
kojeni. Mezitim co probihala elektroforéza,
byli studenti seznameni s genetickym analy-
zatorem, jeho vyuzitim a principem sekven-

Obr. 1. Pfiprava gelu pro gelovou elektroforézu
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ce DNA (viz ¢lanek Roubalova E., Literak
I.: Sekvendtor jiz také na nasi univerzité.
Vita Universitatis 4, 2009, 19). Po probéhlé
elektroforéze nasledovala vizualizace roz-
$tépeného PCR produktu pod UV svétlem
na UV transilumindtoru (obr. 3).

A7 v této fazi se studenti meli dozve-
dét vysledek svého tfitydenniho snazeni.
Bylo to pro né i pro nas velmi napinavé.
V gelu se objevil a pod UV svétlem zaril
jeden nebo dva ,,prouzky®, podle toho jest-
li se jednalo o samce, nebo samici (obr. 4
a 5). Bylo hezké sledovat reakce studentti
a jejich radostné vykitiky ,,ja mam holku®
nebo ,tusil jsem, Ze to bude kluk®. Kromé
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Obr. 2. Nanaseni vzorku do jamek gelu

radostnych vykriki bylo slySet i povzde-
chy ,,mné to nevyslo" nebo ,,jd nic nemdm,
nic tam nesviti“. Nasledovalo vysvétlova-
ni, kde mohla nastat chyba a Ze se to stavd
i tém nejlepsim védeckym pracovnikiim.

Z bezprostiednich reakei student na
cvicenich, ale i na zakladé vyplnénych do-
taznik hodnoceni vyuky vyplyva, Ze tato
cviceni byla studenty hodnoceno jako pii-
nosna a splnila jejich o¢ekdvani. Studenti
také navrhli, co by bylo dobré zlepsit. Tyto
navrhy a pfipominky ze strany studentt
nam budou slouzit k zkvalitnéni tohoto té-
matu v piistich letech. Téméf vsichni stu-
denti se poprvé prakticky seznamili s me-
todami molekuldrni biologie a ovéfili si,
k ¢emu lze tyto metody vyuzit. Zjistili také,
ze laboratorni ¢i védecka prace muize pii-
naset napéti, radost, ale i zklamani, kdyz
néco nevychézi. Pochopili, Ze takové prace
vyzaduje peclivost, soustiedénost, logické
uvazovani a trochu $tésti.

Néco teorie

Pohlavi je u ptékii ur¢eno pohlavnimi chro-
mozomy Z a W, pfi¢emZ samici pohlavi je
heterogametické s chromozomy ZW a sam-
& pohlavi je homogametické s chromozo-
my ZZ. V homologni oblasti pohlavnich
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chromozomt lezi gen kédujici CHD (chro-
mo-helicase-DNA-binding) protein, jenz se
uplatiuje pfi modelaci chromatinu a ma
helikdzovou aktivitu. Tento gen je konzer-
vativni (vyskytuje se u Sirokého spektra
organizmil) a v ramci tfidy ptdci s vyjim-
kou fylogeneticky okrajovych druht napf.
znadfddu bézcu Ratitae nachazime v intro-
nové oblasti rozdil mezi variantou lezici na
chromozomu Z (CHD-Z) a variantou na
chromozomu W (CHD-W). Tento rozdil
umoznuje na zakladé analyzy genetického
materialu odliit pohlavi ptaki. Principem
testu je PCR amplifikace genu CHD a roz-
liseni mezi variantou CHD-Z a CHD-W
pomoci restrikéni analyzy (Griffiths
R., Double M.C., Orr K., Dawson R.J.G.
A DNA test to sex most birds. Molecular
Ecology 7, 1998, 1071-1075).

Restrikéni enzym nazvany Haelll, ktery
rozeznava sekvenci nukleotidit CCGG, $te-
pi misto pfitomné v intronu genu CHD-Z,
ale nikoli CHD-W. Béhem restrikéni re-
akce se pripravi agarozovy gel s barvivem
SYBR-Safe, do kterého jsou nasledné na-
neseny produkty restrikéni reakce — kazdy
student mél jednu jamku/drahu v gelu. Po
probéhnuti elektroforetické separace St€pe-
nych PCR produkti byla provedena vizua-

0Obr. 3. Vizualizace rozstépeného PCR
produktu pod UV transiluminatorem |

lizace DNA pomoci UV svétla — v pripadé
samice byly na gelu patrné fragmenty DNA
o dvou velikostech predstavujici $tépeny
CHD-Z - piiblizné o velikosti 300 bp (odste-
peny fragment neni pii tak malém mnozstvi
diky nizké fokusaci v gelu patrny) a neste-
peny CHD-W - pfiblizné 350 bp); a v pfi-
padé samce 1 fragment $tépeného CHD-Z.




A co na to studenti?

»Na zacatku zimniho semestru jsme se do-
zvédéli, ze ve cvic¢enich z Biologie a gene-
tiky probéhne zména oproti predchozim
rokiim spocivajici v zafazeni praktického
molekularné-biologického cviceni. Byli
jsme na tento ukol docela zvédavi, pro-
toze analyzy DNA jsou a budou dost ak-
tudlni. Navic kdyz genetickému testovéni
lépe porozumime, budeme asi také lépe
chapat védecké metody v nékterych tele-
viznich krimi serialech. Dostali jsme moz-
nost prinést si vlastni materidl k vySetfent,
napft. par kapek krve, kdyby nds zajimalo
pohlavi u konkrétniho ptac¢iho jedince.

Na lavicich jsme méli pfipravené po-
trebné pomucky, predev$im Cerstvou ptaci
tkan - jatra z bazanta. Kazdé pracovni sku-
piné (my jsme byli tfi studenti) byla pfi-
délena sada pipet, $picky a souprava pro
izolaci DNA. Z pfipravené tkdné jsme si
kazdy odebral malou ¢ast pro izolaci DNA.
Nejprve bylo nutné tkan rozlozit, pfipravit
tzv. lyzat, coz se zda byt pomérné jedno-
duchd véc - ke tkani se prida lyza¢ni pufr
a enzym proteindza K a tkdn se da zahfi-
vat do termobloku na 56 °C.

Vlastni izolace DNA probéhla v malém
plastovém zafizeni - kolonce. Kolonka ma
uprostfed kfemicity povrch, na ktery se
DNA vdze a kterym vse ostatni protece do
sbérné nadobky. Prelili jsme tedy do ko-
lonky ptipraveny tkanovy lyzit a dali ji do
odstredivky. Po kratkém odstfedéni byla
rozlozena tkan, tedy zeleno-hnéda tekutina,
ve sbérné nadobce a DNA (doufali jsme)
zachycena v kolonce. Pak nésledovala dvé
promyti DNA v kolonce a po nich uvolnéni
DNA, odborné eluce, z kolonky vodou. Po
posledni centrifugaci jsme tedy méli kazdy
ve zkumavce svou izolovanou pta¢i DNA
v malém mnozstvi vody. Pokracovali jsme
dal$im krokem a tim byla ptiprava PCR.

V nasi trojici jsme si pripravili spole¢nou
smés Master Mixu, primert a vody v ob-
jemu, ktery dostacoval pro nase 3 vzorky.
Z této smési jsme si kazdy odpipetoval do
malé PCR zkumavky potiebné mnozstvi
a pridal malé mnozstvi izolované DNA.
Pti praci s DNA se viibec pracuje s velmi
malymi objemy, které jsou zpravidla v jed-
notkach ¢i desitkdch mikrolitrii — primér-
na kapka vody ma objem 50 pl. Vzorek
s namichanou PCR jsme vlozili do termo-
cykleru na konci cviceni, reakce probihala
necelé dvé hodiny a do pristiho tydne byly
PCR produkty ulozeny v lednici.

Na to, abychom zjistili, zda se cilova
DNA namnozila, nebo ne, bylo potteba
zachytit PCR produkt po elektroforéze
na agarézovém gelu. Ale k tomu dojde az

po tzv. restrikéni reakci. Vlastni Stépeni
amplifikovaného produktu PCR probi-
halo pfi 37 °C 45 min. V mezicase jsme
si pripravili agar6zovy gel pro elektrofo-
rézu. Odvazili jsme urcité mnozstvi po-
lysacharidu agarézy, rozpustili v odmé-
feném mnozstvi elektrolytického pufru
a diikladné povarili v mikrovinné troubé.
Rozvarenou agarézu jsme malinko ochla-
dili a pridali barvivo, které nim umozni
vidét (vizualizovat) DNA. Pak jsme roz-
tok agardzy nalili do formicky (vanicky)
a vlozili tzv. hrebinek. Agaréza nékolik
minut tuhla a vznikla tak gelova placka,
ve které se po vyndani htebinku vytvori-
ly nanaseci jamky, do kterych se vklada
DNA. Agardzovy gel jsme v zatizeni pro
elektroforézu zalili elektrolytickym puf-
rem a vlozili do jamek PCR produkty po
restrikénim Stépeni.

Nebylo tiplné jednoduché nanést PCR
produkt do gelu — nikdo si nechtél zkazit

Obr. 4. Gel po gelové elektroforéze
(1 - velikostni standard, 2 - nerozstépeny PCR
produkt, 3, 6, 7, 9 - samec, 4, 5, 8 - samice)
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cely tkol tim, Ze mu ted v§echno uplave.
Po naneseni PCR produktt do gelu jsme
pustili elektricky proud, abychom zaha-
jili pohyb v elektrickém poli, tedy elek-
troforézu. Vizudlné jsme ovétili, ze proud
probiha a ze vzorky putuji spravnym
smérem, a $li do laboratofe seznamit se
s genetickym analyzdtorem a principem
sekvenovani DNA. Po navratu do cviceb-
ny jsme ukoncili elektroforézu a umistili
gel na UV transiluminator, coz je zdroj
UV zareni. Po rozsviceni UV svétla jsme
konecné vidéli, jak vypada ,vysledek PCR
na gelu“ - je to svitici prouzek v urci-
té vzdalenosti od nandseci jamky. Tato
vzdalenost ukazuje na velikost molekul
DNA. Cim je vétsi molekula, tim se po-
hybuje v gelu pomaleji a vzdalenost od
jamky je mensi.

Ja jsem mél prouzky 2, tedy samicku,
nastésti stejné jako dal$i mi spoluzaci, kte-
1 méli stejny zdroj tkdné jako ja. Nékteri
spoluzaci neméli v gelu nic: nevyslo jim
to. Na zavér jsme si jesté objasnili kroky,
kde bylo mozné udélat chybu. Pak jsem
mél jesté o néco vétsi radost, Ze se mi ana-
lyza podafrila.”
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prof. MVDr. Ivan Literak, CSc.
Ustav biologie a chorob volné Zjicich
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Petr Kruml
student 2. rocniku FVHE
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Obr. 5. Vizualizace rozstépeného PCR produktu pod UV transiluminatorem I
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