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Detekcia mutacii v ludskom gendme

A. IDENTIFIKACIA NEZNAMYCH MUTACII
B. DETEKCIA ZNAMYCH MUTACII (diagnosticke metody)

A. IDENTIFIKACIA NEZNAMYCH MUTACII
. Referenéna metoda: sekvenovanie
. Skriningové metody
zalozené na analyze:

1. homoduplexnych NK:
- DGGE (TGGE)
- SSCP, REF

2. heteroduplexnych NK:
- HA (elektroforéza)
- DHPLC




Detekcia mutacii v ludskom gendme — pokr.

B. DIAGNOSTICKE METODY (cielena detekcia znamych
mutacii):
- RA: restrikCna analyza
- ACRS: amplifikaciou utvorené restrikCné miesto
- ASO (SSO): alelovo Specifické oligonukleotidy
- ARMS (ASA): alelovo Specificka amplifikacia
- TagMan (Real-time PCR)
- PTT: ,protein truncation test"




DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(Fischer a Lerman, 1979)

Teoretické vychodisko:
-vacsina DNA fragmentov sa sklada z 2 a viac denaturacnych domén

-stringencia denat. podmienok je funkciou sekvencie

-pri elfo vo T koncentracii denaturantu rychlost’ migracie fragmentov
pri uréitej koncentracii prudko { (denaturacia 1. domény).

Princip:
separacia fragmentov na zaklade rozielnych podmienok denaturacie

Metodické prevedenie:
1.  Ziskavanie DNA fragmentov: PCR, RS
2. Elektroforéza
- gél: PAGE
- denaturant: urea a formamid
(100 % denaturant - 7 M urea a 40% formamid)
- detekcia: farbenie striebrom, hybridizacia
- typy gélov: - kolmé (perpendicular)
- paralelné
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DGGE: charakteristika

Charakteristika

dizka fragmentov 100 - 1000 bp

fragment musi obsahovat’ min. 2 denat. domeény
(neidentifikuje mutacie v doméne s najvyssou
stringenciou denat.)

detekéna schopnost’ je 50 - 70 %

“GC-clamp” - umelo priradena domeéna s vysokou
stringenciou na 5°- koniec fragmentu: detek¢na
schopnost’ cca 95%

nedava informaciu o lokalizacii mutacie

- TGGE - Temperature Gradient Gel Elpho

- modifikacia DGGE (zvysenie stringencie denaturacie
pomocou zvysovania teploty)




SSCP: Single-Strand Conformational
Polymorphism

(Orita a spol., 1989)

Teoretické vychodisko

- jednovlaknova DNA za nedenaturacnych podmienok vytvara
terciarnu strukturu, stabilizovanu vnutrovlaknovymi interakciami

- mobilta ssDNA v nedenaturatnom PAGE je funkciou terciarnej
struktury

- zamena baz mdze viest k zmene tercialnej struktury s naslednou
zmenou mobility

Princip

-  separacia na zaklade rozdielnej tercialnej struktury SSDNA
Metodické prevedenie

- Ziskavanie DNA fragmentov: PCR, RS

. Denaturacia fragmentov: teplota, formamid

. PAGE (nedenaturacny gél)
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SSCP: Single-Strand Conformational
Polymorphism

 Charakteristika:

— DiZka analyzovanych fragmentov: do 400 bp

— Detekcna schopnost: <100%

* Fragmenty 200 bp: cca 80%

* Fragmenty 300 bp: cca 60%

 DIhsSie fragmenty: stiepit RE

— Neinformuje o lokalizacii mutacie

— Velmi jednoducha, siroko vyuzivana metdda

— Obcas pouzivana aj pri diagnostike
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SSCP v diagnostike
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SSCP v diagnostike
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REF: Restriction Endonuclease
Fingerprinting

Teoretické vychodisko:
- ide o modifikaciu SSCP

- analyzovany fragment sa separatne Stiepi 5-6 RE (ziska sa 10-12
dsDNA obsahujucich mutaciu

- zmenena mobilita méze byt vysledkom:
- zmenou sekundarnej Struktury (SSCP komponent)
- zmenou RM (RFLP komponent)

Metodické prevedenie:

- PCR generujeme fragment

- fragment separatne stiepime RE
- Zmiesame stiepne produkty

- SSCP elfo (nedenat. PAGE gél)
- detekéna schopnost’: velfmi vysoka; potrebujeme referenénu vzorku
(bez mutacie)
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Metody zalozene na analyze
heteroduplexnych NK

heteroduplex — dvojviaknova NK, ktora nevykazuje uplnu
komplementaritu baz

N

!

l denaturacia

l reanealing

> homoduplexy
mismatch
I E 7 heteroduplexy

14




Heteroduplexova analyza

* heteroduplexy maju znizenu pohyblivost v
nedenaturacnych géloch

* HA analyza mutacie G152fs v HGO gene
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DHPLC: Denaturing High-Performance
Liquid Chromatography

Oefnar a Underhill 1998

Princip: detekcia pritomnosti heteroduplexov na zaklade
ich kratSef retencie na chromatografickom nosici za
clastocne denaturacnych podmienok

* nosicC je pozitivhe nabity; DNA negativne
* retencia dsDNA je funkciou elektrostatickej interakcie
(retencia je zavisla na dizke fragmentu)

 Interakcia heteroduplexov je menegj stabilna ako
homoduplexov

« parcialna denaturacia heteroduplexov sposobuje
vyznamny posun Vv ich retencii na nosici

16




DHPLC — pokr.
Charakteristika DHPLC

» dizka fragmentov do 1,5 kb

» senzibilita a specifita > 95 %

» detegovatelné mutacie: substitucie, inzercie a
delécie

* rychlost: 3 — 5 min. na jeden fragment

« ziskanie fragmentov: bezna PCR reakcia

« odhali pritomnost mismatchu > samotnu
mutaciu treba urcit sekvenovanim
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DHPLC — pokr.

- parcialna denaturacia sa da dosiahnut teplotou (tato teplota sa
da stanovit vypoctom na zaklade sekvencie fragmentu
alebo empiricky)

« typickym obrazom DHPLC su 4 piky (2 pre homoduplexy a 2
pre heteroduplexy)

Fetention fime {m n)
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DHPLC ... Co potrebujeme:

ale nemame ...
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Diagnosticke metody
RA: Restriction Analysis

« Teoreticke vychodisko:
— RE su vysoko Specifické
— mutacia: a) vytvori novée RM
b) eliminuje existujuce RM

- CpG dinukleotidy: mutacny ,hot spot” (prednostne vyuzivame RE
s CpG v cielovej sekvencii)

» Metodicky pristup:
— Southernova hybridizacia
- PCR

 (Charakteristika:

— dizka fragmentov: pri SH neobmedzna, pri PCR limitovana PCR
— detekéna schopnost pod 50%
— pouziva sa aj ako diagnosticka metdda (bezna, historicky prva)
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ACRS: Amplification Created Restriction
Site

Rozsiruje RA na pripady, ked mutacia nevytvori
ani neeliminuje RM

* Princip:
pomocou PCR zavedieme do nemutovanej alely
RM, ktoreé je pripadnou mutaciou eliminovane

« Metodicky postup:
— PCR s jednym upravenym primerom
— restrikCne stiepenie
— elektroforéza
— vizualizacia
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ACRS: detekcia mutacii v géne HGO
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ASO: Allele Specific Oligonucleotides
SSO: Sequence Specific Oligonucleotides

Princip: pre kazdy oligonukleotid sa daju urcit podmienky
denaturacie, pri ktorych len uplna komplementarita
zabezpecuje stabilitu dvojvlaknovej struktury.

Metodicky postup:
— PCR testovaného useku
— dot/slot blot hybridizacia na membrane

» analyza jednej mutacie — zakotvenie testovaneho
fragmentu

 analyza viac mutacii — zakotvenie panelu
oligonukleotidov
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ARMS: Amplification Refractory Mutation System
ASA: Allele Specific Amplification

* Princip: mismatch PCR primeru na 3 konci
znemoznuje PCR

* Metodické prevedenie:

— 3 primery:
1 Spec. pre normalnu alelu (N) — forward primer
1 Spec. pre mutovanu alelu (M) — forward primer
1 spoloény (S) - reverse primer
plus par primerov pre kontrolni PCR reakciu

— 2 PCR reakcie:
N N NM MM

« 1. PCR S-N + + -

« 2. PCR S-M - + +
24




ARMS-PCR: princip

Forward N

C
G
C
Reverse S
Forward M
T
A
T
Reverse S
ARMS primery M+S N+S
PCR produkty: MM + -
PCR produkty: MN +
PCR produkty: NN -
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VysSetrenie 2. exéonu génu GJB2 na mutaciu R127H
pomocou ARMS-PCR

Ladder M N M N M N Ladder

CP produkt — «— 400bp

\ e

ARMS produkt— | *

1

Genotyp: NN MN MM
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ARMS: populacna studia
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TagMan (Real-time PCR)

TagMan Specificka sonda: ,reporter a ,quencher*
DNA polymeraza pri PCR sondu odburava: reportér svieti

TagMan sonda

e i

denaturacia

annealing

polymerizacia




TagMan: priebeh
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Perspektiva: sekvenovanie — aj ako diagnosticka, aj ako
skriningova metdda

350 a0 s00 510
GC CTTCG LaTGMNG G L2 TTC TGECAG LAGGEGTCCOCNC ATCG LA LAGGC

i A ‘

31




INg center In

Celera’s sequenc

MD

Rockville




PTT — Protein Truncation Test

Metoda na identifikaciu mutacii skracujucich prislusny polypeptid (non-
sense mutacie, splicingové mutacie, frame shift, ..)

Metodicky postup:
 PCR generacia templatu
— suc€asne sa pridava prométorova sekvencia T7 bakteriofaga a
eukaryoticky iniciacny signal translacie
« simultanna in vitro transkripcia a translacia

— v systeme lyzatu kraliCich retikulocytov s pouzitim znacenych
aminokyselin

« elfov SDS-PAGE
« autoradiografia
— mutacia sa prejavi ako pritomnost skrateneho polypeptidu

« vyhoda: detekcia viac mutacii v prisluSnom géne (napr. mutacie
zapri€inujuce familiarnu adenomatéznu polypozu, FAP)
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