Metody identifikacie mutacii: PCR — RFLP, AS — PCR, RT - PCR

PCR - Polymerazova retazova reakcia
Priebeh

(Polymerase Chain Reaction) Zékladné kroky PCR PCR T \

PCR je metoda, ktora umoznuje zmnozenie (amplifikaciu) specifickych usekov DNA in vitro =y primery -1

polymerizdciou pri vyuZiti katalytického ucinku $pecifického enzymu DNA-polymerazy. ﬂhw%#mmm ‘l”% - =
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Zmnozenie DNA sa realizuje cyklickym opakovanim celeho procesu (preto oznacenie retazova
reakcia). PCR takto imituje prirodzeny mechanizmus replikdcie DNA, ktory sa v organizme rmﬂﬂm”'m”' '”” L WFFHWTHHWTWTHTI‘]_H"H Denaturécia

uskutocnuje pocas kazdého cyklu delenia bunky. MWWM@W — Syntéza DNA o

Takto mozno v priebehu par hodin ziskat az niekolkomilionové zmnozenie akéhokolvek useku

DNA, ktorého sekvencia (aspori oboch koncovych oblasti) je znama a ktorého dlZka nepresahuje S W e e 3 S

20kb. Tato metéda spdsobila v molekularnej genetike revoluciu, pretoze je genialne jednoducha, 3 M o 3l s 5 Krok- 1_ — :l _1

velmi rychla a citliva. Po prvykrat referovali o tejto metode Mullis a Faloona FA (1987). Specific ) g/ L

synthesis of DNA in vitro via polymerase catalyzed chain reaction. Methods Enzymol. 155: 335- 5 % Flybridizacta _—— =
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Princip DNA amplifikacie spociva v cyklickom opakovani troch krokov: S T . 3. krok: ,
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Denaturacia — oddelenie obidvoch komplementarnych retazcov daného useku DNA zohriatim na B UL R L S “l T . \ i
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Hybridizacia — naviazanie dvoch komplementarnych primerov (Startéry - oligonukleotidy 18-25bp
ohranicujuce amplifikovany usek DNA) po jednom na 3°- koniec oboch retazcov useku, ktory ma
byt amplifikovany; hybridizacia prebieha pri teplote 50-60 °C
Polymerizacia — synteza chybajuceho komplementarneho useku DNA - jej zaciatok predstavuju 3 w_
primery, od ktorych sa vlastna syntéza odvija pripajanim jednotlivych komplementarnych Niektoré moznosti vyuzitia PCR:
nukleotidov: prekurzory DNA (4-deoxynukleozidtrifosfaty dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ktore
predstavuju zakladné kamene pre syntéezu DNA. Je to uloha termostabilnej DNA-polymerazy, ktora - geneticky vyskum a klinicka genetika (detekcia mutacii a mapovanie génov)

sama vsak nema schopnost iniciovat’ syntézu (na to sluzia primery). Syntéza prebieha pri
optimalnej teplote 72°C. Po skonceni syntezy je vytvorena kompletna kopia povodnéeho
dvojviaknového tseku DNA, ohrani¢eného primermi. ZmnoZenie sa uskutocruje exponencialnym - sudne lekarstvo (kriminalistika a identifikacia 0sob)
radom (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256... 1 073 741 824). - spornd paternita a identifikacia pribuznosti

- klinicke discipliny (onkologia, detekcia patogennych cinitelov a rekombinantnée lieky)

- historicka antropologia, archeologia a vyvojova biologia

PCR — RFLP — Polymorfizmus dlZky restrikénych fragmentov
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

alela 1 o 7 6 5 4 3 2 1

PCR - RFLP sa stala standardnou metédou pri vysetrovani vzoriek DNA a pri detekcii muftacii. alela 2 ® =
Restrikéné endonukleazy (restriktazy) maju vyznamné postavenie v DNA diagnostike mnohych Bodové{n stacia sposobi vanik S—
dedicnych ochoreni. Restriktazy su v bakterialnych bunkach sucastou restrikcno — modifikacneho restrikéného miesta 362 bp : 500 bp
systemu, ktory chrani bunku pred vstupom cudzorodej DNA, najcastejsie virusoveho povodu. Stiepenie restrikénou e "

Restriktazy stiepia DNA v specifickych miestach. Rozpoznavacie miesta restriktaz pozostavaju zo endonukleazou l : — —- i 250 bp
Styroch az 6smych nukleotidov. KazZda restriktaza ma svoj kod, ktory je urceny na zaklade i -— 282 bp ———
dohodnutej nomenklatury zohladnujucej rodovy adruhovy nazov organizmu, kmen e ag
mikroorganizmu a taktieZ R-M systém v pripade ak existuje viacero systémov v bunke. Hindl je alela 2 ’ S S S

restriktaza produkovana bakteriou Hemophilus influenzae, kmenom d a predstavuje R-M | system. I o P T [T o

Pritomnost’ Specifickych restrikénych miest mozZno vyuZit na rychle, velmi jednoduché a presné e l Restrikcna analyza mutacie W151X v exone 6 pri ochoreni Smith-Lemli-Opitzov
odhalenie mutacii, v pripadoch, kde je patologicky stav podmieneny znamou mutaciou. Ak bodova - e

mutacia zrusi restrikcné miesto v DNA sekvencii pre danu restriktazu, z dvoch fragmentov vznikne
jeden a naopak, vznik noveho restrikcného miesta sposobi rozdelenie pévodného fragmentu na
dva. Detekcia mutdcie sa teda zakladd na polymorfizme dizZky restrikénych fragmentov, ¢o
umoznuje odlisit stiepenu alelu od nestiepenej.

Bodova mutacia TGG—TAG sp6sobi vznik rozpoznavacej sekvencie pre restriktazu Alul,
ktora rozpoznava sekvenciu AGCT. Draha 1: marker molekulovej hmotnosti deleny po
50bp, drahy 2, 3 homozygot pre mutaciu W151X (Stiepeny fragment 282 bp + 80 bp),
drahy 4, 5 heterozygot pre mutaciu W151X (Stiepeny aj nestiepeny fragment), drahy 6, 7
homozygot pre divu alelu (nestiepeny fragment 362 bp).

AS _ PCR (ARMS) : Alelovo SpeC’fICka PCR T alela 1 (Standardna)
Cc alela 2 (mutantna) 4B 4A 3B 3A 2B 2A 1
v = gon - . = s = p . P . s = . . Tvorba alel -8 ifickych
Alelovo $pecifickda PCR poskytuje informdciu o pritomnosti alebo nepritomnosti mutacie na jednej l orimerov -
alele genu a preto na stanovenie genotypu jedinca je nutné, aby prebehli dve PCR reakcie. Jedna | ——
. P . y . . . . . - . , - L 5 T 3' f\lelovo-§p’ecificky primer pre _ -
reakcia sluzi na amplifikaciu alely bez mutacie a obsahuje primer specificky pre standardnu alelu. standerndalolu (1) +  ooey ——
, . . . v pr - . gy s x . 5" | i e L primer 250 bp 3
Druha reakcia obsahuje primer specificky len pre mutantnu alelu a neamplifikuje standardnu alelu : - ' PR— =
genu. Pri AS — PCR sa teda navrhuju dva typy alelovo-specifickych primerov, jeden pre 1 PCR s AS primerom 1 alebo 2 + —) — - e
v , , , . , - . . , e s . . , spoloény primer \ om——
Standardnu, druhy pre mutantnu alelu. Primery su sekvencéne identické, odlisuju sa jedine bazou ol 202 bp
. . s . v v - v s - =S . | —
na 3 terminalnom konci, cim sa zabezpeci preferencna amplifikacia jednej alely pred druhou. Z 5 T ,
n , v . ) . s a n . v g - D @ 5 - . 3 » p ,
dovodu vylucenia nespravnej genotypizacie v doésledku zlyhania PCR sa do kazdej reakcie i Pacient 3 Pacient 2 Pacient1
" ’ v s ’ v g ’ - ’ »guu r = amplifikacia
pridava d'alsi par alelovo-nespecifickych primerov pre kontrolnu amplifikaciu. 3 L> """ S — 5
T S AS - PCR pri detekcii mutacie L109P (CTT—CCT) v exébne 5 pri ochoreni
3 A 5" Smith-Lemli-Opitzov syndrom.
alela 2 Genotypizacia jedinca je zaloZena na pritomnosti PCR produktu iba v jednej alebo v
> ~. prum—— obidvoch reakciach. Pacient 1: homozygot pre Standardnu alelu ma PCR produkt
. . pritomny jedine v reakcii sluziacej na amplifikaciu standardnej alely génu (draha 2A,
R T - P CR . R eal - t’ m e P CR ' c> amplifikdcia > ' PCR produkt o dizke 202 bp), Pacient 3: homozygot pre danti mutaciu ma PCR produkt
3 £ > v reakcii sluZiacej na amplifikaciu mutantnej alely (draha 4B, PCR produkt o dizke 202
NS>  alela sa s danym primerom neamplifikuje bp), Pacient 2: heterozygot pre danu mutaciu, ma PCR produkt v obidvoch reakciach
Real — time PCR monitoruje emitovanu fluorescenciu pocas PCR reakcie. Zvysovanie 3 G 2 (drdha 3A a 3B). Kontrolny PCR produkt o dizke 250 bp vo vsetkych drdhach. 1: marker

molekulovej hmotnosti.

flourescencie indikuje amplifikaciu DNA v realnom case (narozdiel od konvencnej PCR —
detekuje sa az po skonceni reakcie).

Real — time PCR vyhody:
Tri zakladné metody — principy pre kvantitativnu detekciu :

b. DNA- viazuce agensy: (SYBR Green)

* neovplyvnovana nespecifickou PCR amplifikaciou

* amplifikacia monitorvana v realnom case

* Ziadne post PCR spracovanie (ziadna elektroforeza) ¢. Hydrolyzacne proby: (TaqMan, Beacons, Scorpions)

« mensie riziko kontaminacie d. Hybridizacné proby: (Light Cycler)

. ve I,mi nl,Z ke mnoz,s tVO temp Ia, tu ( 1 k(')pia génu) a. SYBR Green b. Hydrolyza¢né préoby c. Hybridizacné préby
Hybridizacia - Marm. Fluara.
* potvrdenie specificity amplifikovaného PCR produktu pomocou — —— o= — 385
melting analyzy (zistovanie teploty topenia PCR produktu) '_ =
* sSpecifickejsia, senzitivnejsia a reprodukovatelnejsia ako Elongécia .y
konvenéna PCR - erg - =
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Real-time PCR nevyhody:
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* nie je idedlna pre multiplexovanie . o —ETWEEHDH I
L
* navrhnutie real-time PCR protokolu je komplikovanejsie ®
ako pri konvenénej PCR Koniec PCR . Série desiatkového riedenia templatu
it . = = — Real — time pristroj
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* cena pristroja je podstatne vyssia ako cykléra pre o P /
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konvencnu PCR ; .

* Obrazky: www.google.com



