Sekvenacni analyza - Sangerova metoda

Uvod:

o vyuziva vlastnosti speciadlnich nukleotidd - 2'3'-dideoxyribonukleotidtrifosfati
(ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP), které nemaji na 3' uhliku ribosy OH skupinu,
ukon¢it syntézu DNA. Pokud tedy DNA polymerdza zacleni takovy nukleotid do
nartistajiciho fetézce dalsi nukleotid se nemiize navadzat a syntéza DNA fetézce je
ukoncena.

o reakéni smés: jednovldknovd DNA, DNA polymeraza, pufr, pfislusné sekvenacni
primery, 2’-deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a
fluorescenéné znacené 2,3 -dideoxyribonukleotidtrifosfaty

o pouzitelna k sekvenovani kratké sekvence (az 700bp) jednovladknové DNA
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Uloha:
Stanoveni pritomnosti mutace v genu pro LDL receptor

Uvod:
LDLR gen: 19. chromozom (p13.1 - p13.3), 45kb,18 exonil.

Mutace nebo prestavby v genu pro LDL receptor jsou pii¢inou familidrni
hypercholesterolémie. Jednd se o autozomdlné¢ dominantni onemocnéni charakterizované
zvySenim hladiny LDL cholesterolu v krvi, kterd ma za nasledek predCasny rozvoj

atherosklerdzy.

Ukol:

Stanoveni pfitomnosti mutaci v genu pro LDL receptor v predlozenych vzorcich.

Pracovni postup:

PCR reakce

1. Provedeni amplifikace jednotlivych exontl v genu pro LDL receptor podle tabulky:

5 pl fedéné DNA + 20 ul MM

a/ (u 1x 3x 4x 5x
a/ amplifikace exonu 9: H,O0 13,25
- sek9A+sek9B primery RB 2,5
- ImM Mg** Mg® 1,0
- program L61 (Ta=61°C) dANTP 0,5
- délka produktu 380bp Sek9A 1,25
Sek9B 1,25
Taq pol. 0,25
fed.DNA Sul 5 5 5
b/ amplifikace exonu 5:
- sek5A+sekSB primery bi+e/  (ul) 1x 3x 4x 5x
- 1.5mM Mg™ H,0 12,75
- program L57 (Ta=57°C) R;B 2’ 5
- délka produktu 268bp pES 2
Mg 1,5
¢/ amplifikace exonu 12: dNTP 0.5
- sek12A+sek12B primery Sek9IA 1,25
-1,5mM Mg2+ Sek9B 1,25
- program L58 (Ta=58°C) Taq pol. 0,25
- délka produktu 357bp fed.DNA 5pl S S S




Kontrola PCR produktu

elektroforéza, 2% gel SERVA, nanaset Spl

Predcisténi PCR produktu (s vyuzitim QIAquick PCR purification Kit)
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2.

3.

4.
5.
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Do eppendortky na 2 ml napipetovat 20 ul PCR produktu a 100 ul roztoku PBI.
(vzdy zachovat pomér 1:5)

Cely objem (120 pl) ptepipetovat do kolonky a dat stocit na centrifugu
1min/130000tacek.

Odstfedény objem vylit, do kolonky pfidat 700 pl roztoku PE a dat stocit na
1min/130000t.

Odstiedény objem opét vylit a dat stoc¢it na 3min/13000otacek.

Kolonku umistit do nové eppendorfky (2ml) a do stfedu kolonky opatrné nanést 20-35
ul H,O (dle sily PCR produktu).

Vzorek nechat stat ve vodorovné poloze asi 15 minut.

Vzorek dat stocit na 2min/130000t., poté kolonku vyhodit a u eppendorfky

s predcisténim PCR produktem zméfit koncentraci.

V této fazi lze opét provést kontrolu PCR produktu pomoci elektroforézy za stejnych
podminek.

Sekvenacni DEYSSEQ reakce (s vyuzitim BigDye Terminator v 1.1 Cycle Sequencing kit)

(nl) 1x 0,5x

H;0 5,5 6,0

PCR produkt 1,0 0,5

Primer 0,5 0,5

5xSB 1,0 1,0

TRRM 2,0 2,0

VysuSeni produktu

1.  Zvortexovat kolonku pro resuspendaci reninu.

2. Uvolnit zavit spodni ¢asti kolonky o "4 otoceni, ulomit jej a umistit kolonku do specialni
sbérné nadobky.

3. Takto nachystany vzorek dat na centrifugu 3min/30000tacek (0,8rcf).

4.  Pienést kolonku do ¢isté eppendorky na 2ml.

5. Opatrné nanést produkt ze sekvenacni reakce doprostied horni ¢asti Sikmé gelové vrstvy
tak, abych se nedotkla gelu ani stén eppendorky.

6.  Produkt dat centrifugovat 3min/30000t.

7. Vyhodit kolonku, produkt ziistane odstiedény v eppendorfce, do které pridame
formamid v poméru 1:1 ( v nasem ptipadé 10 ul FA).

8. Vzorky uschovame do lednice na sekvenaci — automaticky sekvenator ABI 3130x1.

Hodnoceni vysledkii:

Subjektivni odecteni vysledkl sekvena¢ni analyzy srovnanim s kontrolni sekvenci.
Hodnoceni pomoci softwaru Mutation Surveyor (Softgenetics LLC).



