MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

Uvod:

o kvantitativni metoda umoznujici detekci riznych genovych piestaveb, které nejcastéji
vznikaji nerovnomérnym crossing-overem mezi repetetivnimi sekvencemi lezicimi v
intronovych oblastech genu

o prikaz deleci a duplikaci v fadech desitek az stovek kilobazi, které nejsou béznymi
PCR technikami zjistitelné
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Uloha:
Stanoveni pritomnosti pirestaveb v genu pro LDL receptor

Uvod:
LDLR gen: 19. chromozoém (p13.1 - p13.3), 45kb,18 exont.
Protein: LDL receptor — 839 aminokyselin.

Mutace nebo prestavby v genu pro LDL receptor jsou pii¢inou familidrni
hypercholesterolémie. Jedna se o autozomdlné¢ dominantni onemocnéni charakterizované
zvySenymi koncentracemi celkového a LDL cholesterolu a pied¢asnou klinickou manifestaci
ischemické choroby srdecni.

Ukol:
Stanoveni pfitomnosti pfestaveb v genu pro LDL receptor v piedlozenych vzorcich.

Pracovni postup:
DNA denaturace a hybridizace SALSA MLPA sond (1.den odpoledne)
1. Rozmrazit SALSA Probe-mix (¢erné vicko) a MLPA Buffer (zIuté vicko).
Nechat na ledu.
2. Do eppendorfek rozpipetovat 5 ul DNA (idealné kolem 50 — 75 ng/reakce)
3. Vzorky do cykleru — program MLPA (vyhtivané viko), 98 °C/5 min, 25
°C/forever. Az se blok vyhladi na 25 °C, pockat 30 sekund — vyndat
eppendorfky, ptiklopit viko, program nechat bézet dal
4. Pridat (popf. si udélat) master mix (MM) a rozpipetovat po 3 ul:
+ 1,5 ul SALSA Probe-mix (¢erné vicko)
+ 1,5 ul MLPA Buffer (Zluté vicko)
5. Propipetovat, zaképnout olejem.
6. Zpét do cykleru, ptesunout na dalsi krok — 95 °C/1 min, 60 °C/forever — cca 16
hodin (pfes noc
Liga¢ni reakce (2.den rano)
1. Rozmrazit Ligase-65 Buffer A (prithledné vicko), Ligase-65 Buffer B (bilé
vicko), Ligase-65 (zelené vicko), SALSA PCR Buffer (Cervené vicko), SALSA
PCR — primers (hnédé vicko), SALSA Enzym Dilution Buffer (modré vicko) a
SALSA Polymerase (oranzové vicko) — podtrZené na ledu!!
2. Nachystat si Ligase-65 mix (max. 1 hodinu dopiedu, uchovéavat na ledu)
Pro jednu reakci: 3 ul Ligase-65 Buffer A (pruhledné vicko)
3 ul Ligase-65 Buffer B (bilé vicko)
25 ul voda
1 ul Ligase-65 (zelen¢ vicko)
3. Program v cykleru pfesunout na dalsi krok (54 °C/forever — az se ochladi,
pockat 30 s, vyndat vzorky.
4. Pridat 32 ul ptipraveného Ligase-65 mixu
Vzorky vratit do cykleru, piesunout na dalsi kroky — 54 °C/15 min, 98 °C/5
min, 10 °C/forever.
PCR reakce:
1. Nachystat si dalsi dva MM:
PCR mix 1 —pro 1 reakci: 2 ul SALSA PCR Buffer (¢ervené vi¢ko)
13 ul voda
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PCR mix 2 (max. 1 hodinu dopfedu, uchovavat na ledu, zabalit do alobalu!!!)
-pro 1 reakci: 1 ul SALSA PCR — primers (hnédé vicko)
1 ul SALSA Enzyme Dilution Buffer (modré)
2,75 ul voda
0,25 ul SALSA Polymerase (oranzové vi¢ko)

2. PCR mix 1 rozpipetovat po 15 ul do novych eppendorfek, ptidat do kazdé S ul
produktu MLPA liga¢ni reakce (zbytek si ponechat a schovat do lednice)

3. Vzorky vratit do cykleru, program pfesunout na dalsi krok (60 °C/forever) —
nechat prohiat 30s, oteviit viko cykleru a pFfimo v cykleru pridavat 5 ul PCR
mixu 2, propipetovat a hned vracet do cykleru

4. Ptesunout na dalsi kroky — PCR reakce

Kontrola produkti na elektroforéze (2% gel, nanaset 5 ul)

6. Fotku k sekvenatoru, fragmentac¢ni analyza
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Hodnoceni vysledki:

Subjektivni hodnoceni vysledkii fragmentaéni analyzi. Hodnoceni pomoci softwaru

Coffalyser” (MRC Holland)

DETEKCE DELECI
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