PRAKTIKUM c. 22

ANALYZA LIDSKEHO
GENOTYPU

Detekce alel v lidske DNA
pomoci PCR a restrikcni analyzy

© Biologicky ustav LF MU Brno, 2006



Zasady prace s malymi objemy
a enzymy

Pri pipetovani malych objemu roztokli a enzymu se
ujistime ze:
(1) pouzivame pri manipulaci se zasobnimi roztoky vzdy

novou, sterilni spicku (zabranime tak vzajemné
kontaminaci zasobnich roztoku)

(2) mame jednorazovou Spicku ponorenou v roztoku, ktery
odebirame

(3) pipetovany objem je spravny (vyzaduje zkusenost)

(4) jsme skutecné prenesli pozadovany roztok do dalsi
zkumavky a tento neulpél na stéenach (pripadné kratce
zcentrifugujeme)

(5) efnzym pridavame do reakce az po pridani prislusného
pufru

(6) enzymy uchovavany ve smesi pufru s glycerolem - pri
pipetovani ulpiva velké mnozstvi zasobniho roztoku na

spic¢ce z venku — proto ponorujeme Spicku do zasobniho
roztoku pouze nezbytné hluboko pod hladinu



Nasazeni PCR reakce

Podle tabulky v protokolu pripravime
master mix pro 4 PCR reakce

K alikvotnim podilum (25ul) pridame 3 pli
DNA jednotlivych pacientu (vzorky A-D)
Promichame, zcentrifugujeme a viozime do
amplifikatoru

Spustime program A: 48 MTHFR
Amplifikace trva cca 80 minut



MTHFR

Methylentetrahydrofolatreduktaza

podili se na metabolismu
homocysteinu

Mutace v mthfr genu vedou v
kone¢ném dusledku ke zvySeni rizika
zilni trombozy a onemocneéni
koronarnich arterii

Zameéna C..,=>T..- k tvorbe
termolabilniho proteinu (MTHFR-T)



DETEKCE GENOTYPU V GENU PRO
MTHFR

 PCR amplifikace casti genové sekvence
mthfr (o delce 198bp)

* PCR produkt podroben stepeni Hinf |
* Cilové misto restriktazy Hinf |
5...GYANT C...3°
3...C TNA,G...5



PCR PRODUKTY A MISTA Hinf |

« Standardni protein:

tgaaggagaaggtgtctgcgggag C Cgatttcatcatacgcagcttttcttt
gaggctgacacattcttccgctttgtgaaggcatgcaccgacatgggcatca
cttgccccatcgtcceccgggatctttcccatccaggtgaggggeccaggaga
gcccataagctccctccaccccactctcaccgcaccgtcect

« Mutovana termolabilni forma:

tgaaggagaaggtgtctgcggda(  Cgatttcatcatcacgcagcttttctt
tgaggctgacacattcttccgctttgtgaaggcatgcaccgacatgggcatca
cttgccccatcgtcceccgggatctttcccatccaggtgaggggeccaggaga
gcccataagctccctccaccccactctcaccgcaccgtcect



Kli€ pro hodnoceni vysledku

Pacient 1. 2. 3.

START

-
MTHER C 677T —— —— “ —

Pacient 1: MTHFR C677T negativni
Pacient 2: MTHFR C677T pozitivni/heterozygot
Pacient 3: MTHFR C677T pozitivhi/homozygot



Vysledky vysSetreni 6 pacientu

ukol: podle klice v protokolu urcete jejich genotypy
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VYSLEDKY VYSETRENI
V KLINICKE PRAXI

mthfr, gel 120, 24.11.03




RESTRIKCNI STEPENI

Do 4 oznacenych zkumavek prepipetujeme
po 5 ul prislusného PCR produktu

Do kazdé reakce pridame 1 pyl NEB pufru ¢. 2,
3,5 pl vody a 0,5 pl enzymu Hinf |

Po promichani a kratké centrifugaci
inkubujeme vzorky 3 hodiny pfi 37 °C

Poté budou vzorky zamrazeny a uchovany do
pristiho tydne, kdy provedeme ELFO analyzu
a vyhodnoceni genotypu pacientu v genu
mthfr
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