Bases d’orientacio dels procediments del treball de laboratori
realitzat al CRG

1. Base d’orientacio per a aillar DNA d’una mostra de saliva

PROCEDIMENT

Els individus objecte de I'estudi han
de glopejar 10 mL de solucio salina
I escopir-la a un vas de precipitats
després de 60 segons

Transferir 1.5 mL de la mostra de
saliva a un microtub

Centrifugar la mostra a maxima
velocitat durant 2 minuts

Descartar el sobrenedant i repetir
la centrifugacié dues vegades més,
extraient també el sobrenedant

Introduir 140 pL de solucio lysis
buffer* al tub, resuspendre i agitar

Tapar el tub i mantenir-lo en un
bany d’aigua a 55 °C durant 15
minuts

Agitar uns 20 segons

JUSTIFICACIO

Es desprenen cel-lules epitelials de la
boca que queden immerses en la
solucié. D’aquestes cel-lules s’extraura
el material genétic posteriorment

S’agafa una mostra petita per facilitar-ne
la manipulacié i I'estudi

Les cél-lules de les quals s’aillara el
DNA tenen un pes molecular més gran
gue la resta de molécules i soluts de la
soluci6 i precipiten. Extraient el
sobrenedant, s’augmenta la
concentracio de cel-lules dins la mostra

S’augmenta encara més la concentracio
de cél-lules dins la solucid

La soluci6 Lysis conté un enzim
anomenat proteinasa K, que facilita el
trencament de les membranes cel-lulars
i permet aillar el DNA, separant les
proteines associades i inactivant les
nucleases que puguin malmetre’l

Es la temperatura d’activacié de la
proteinasa K

Es redistribueixen i es barregen els
components de la mostra



Mantenir la mostra en un bany
d’aigua a 99 °C, 15 minuts

Centrifugar el tub a 6000 rpm, 2

minuts

Transferir 80 mL del sobrenedant a

un microtub nou i conservar-lo a -20 |

°C

*Preparacio de la solucié Lysis Buffer:

PROCEDIMENT

Afegir 100 pL de solucid lysis buffer
al tub de proteinasa K

Deixar el tub destapat uns minuts

Conservar la dissolucié a la nevera i

utilitzar-la quan hagi passat una |

hora

Es la temperatura idonia per a

' l'actuacio de la proteinasa K

El debris cel-lular precipita perque té
un pes molecular major que el

' material genétic, que queda en el

sobrenedant, ja aillat

Se separa el DNA pur de la mostra i

- es conserva per la posterior
utilitzacio
JUSTIFICACIO

Es barregen els dos components

. perqué es mantingui el pH adient

per la actuacié de la proteinasa K

La proteinasa K té tendéncia a

' hidratar-se en contacte amb I'aire, la

qual cosa és l'objectiu, per afavorir
la conservacié d’aquest enzim

Son les condicions adequades per
al manteniment correcte de la

' proteinasa K, per poder utilitzar-lo

en I'experiment



2. Base d’orientacid per a realitzar la reaccio en cadena de la polimerasa

PROCEDIMENT

JUSTIFICACIO

Afegir en un tub de PCR de 0.2
mL:

-20 microlitres de PTC Primer Mix*
-5 microlitres de la mostra de DNA
-1 PCR EdvoBeadTM que conté:

- nucleotids

-Taq DNA polimerasa

-solucié tampo6 per a la Taq
DNA polimerasa

-MgCI2

Els primers permeten iniciar la
duplicacié de les cadenes de DNA.

La mostra fa de motlle a partir del
qual es van fent les copies.

Els nucleotids es ban ajuntant per
formar les noves cadenes de DNA.

La Taq polimerasa és I'enzim que
habilita la duplicacid6 del material
genetic.

La solucié tampé manté el pH
adequat per a que la Taqg
polimeraca actui amb eficacia.

El clorur de magnesi és un cofactor
de la polimerasa.

Centrifugar el tub de PCR en un

cicle curt

Es barregen tots els components
perqué es puguin produir les
reaccions

Introduir el tub en el termociclador i
iniciar el programa de PCR, que
consta de les fases seguents:

-desnaturalitzacié inicial: 94 °C, 4
minuts

-35 cicles de:
44 °C, 30 segons
64 °C, 45 segons
72 °C, 45 segons

-elongacio final: 72 °C, 5 minuts

v

A 94 °C es produeix la separacio
inicial de les cadenes
complementaries de DNA entre
elles perqué s’hi puguin enganxar
els encebadors.

A 44 °C s’enganxen els primers a
les molecules patr6 de DNA. Cada
vegada que comenga un cicle nou,
les cadenes se separen per fer de
motlle a d’altres.

A 64 °C la Taqg polimerasa pot
comencar a actuar adequadament.

A 72 °C els nucleotids es van unint,
allargant-se d’aquesta manera les
cadenes.




|

Mantenir la mostra a -20 °C

*Preparacié del PTC Primer Mix:

PROCEDIMENT

D’aquesta manera el DNA es
conserva per poder ser tallat amb
enzims de restriccio

JUSTIFICACIO

Posar el PTC
Concentrate en gel

Primer Mix

Com que anteriorment s’havia

|

conservat al congelador, posant-lo
en gel es desfa poc a poc

Afegir 1 mL del TE Buffer al tub del
Primer Mix Concentrate

Es barregen les dues solucions

|

Tapar el tub i agitar

Es barregen encara més els

components de les dues solucions




3. Base d’orientacié per a dur a terme la digestidé de les mostres de DNA

amb enzims de restriccio

PROCEDIMENT

Afegir en un tub de microcentrifugacio
d’1.5 mL de capacitat els components
seguents:

- 20 microlitres de mostra de DNA
amplificat

- 5 microlitres de solucié tamp6

- 5 microlitres de la soluci6 amb
enzims de restriccié Hae IlI*

Posar el tub a la centrifuga i
programar un cicle rapid

Incubar les mostres una hora a 37 °C

Afegir 5 microlitres de 10 X Gel
Loading Dye als 25 microlitres de la
mostra amb el DNA

JUSTIFICACIO

La mostra de DNA conté les
molécules amplificades que s’han de
tractar amb els enzims.

La solucié tamp6 permet mantenir un

. pH adequat perque es duguin a terme

correctament les diferents reaccions.

Els enzims de restricci6 sbén les
endonucleases que tallaran el DNA
guan trobin la sequéencia
corresponent.

Es barregen els diferents components

' de la solucio

Es la temperatura Optima per a
I'actuacio de I'enzim Haelll

Aquesta solucié és un colorant blau
que permetra la visualitzacié del DNA
després de fer I'electroforesi



PROCEDIMENT

Incorporar 150 microlitres de la
solucié tampé diluidora al tub amb
els enzims concentrats

Agitar la mescla durant 30 segons,
fins que quedi homogeénia

Mantenir el tub en gel un minut

Repartir 5 microlitres de la solucio
a cada tub de DNA

*Preparacio de la solucié amb els enzims de restriccio:

JUSTIFICACIO

D’aquesta manera els enzims
s’incorporen en un medi més diluit
per a poder reaccionar
correctament amb el DNA

S’assegura que els enzims es
dissolguin completament

La solucién reposa abans de la
seva utilitzacio

Es la quantitat adequada per a la
digestié del DNA



4. Base d’orientacio per a fer una electroforesi

PROCEDIMENT

JUSTIFICACIO

Col-locar el gel (que ja ve
preparat) a la maquina

La maquina, un cop endollada a
a corrent, crea un gradient
eléctric que fa que les molécules
de DNA, amb carrega negativa
es moguin cap a la part inferior
(anode)

Afegir 20 microlitres de cada
mostra a cadascun dels pouets
del gel

Aquesta és la capacitat maxima
dels pouets, que se situen al
catode. El DNA de cada mostra
tendira a desplacar-se en linia
recta cap al pol oposat

Programar la maquina al 2% i
esperar uns 20 minuts

Es el programa adient per aquest
tipus de gel. Els 20 minuts és el
temps necessari perque les
molecules arribin al lloc pertinent




