Vyhledavani mutaci

Jako techniky vyhledavani mutaci oznacujeme metody, které umoznuji najit v populaci jedince se vzacnymi
polymorfismy nebo dosud nezndmymi mutacemi. Mohou byt také pouzity pro zjisténi, zda urcité iseky DNA ziskané
od rlznych jedincl jsou shodné, nebo se vzajemné lisi. Pri vyhledavani mutaci se vlastné postupuje obdobné: Gsek
DNA od mnoha rdznych jedincl se srovnava s referenéni DNA (divokou alelou genu apod.).

Polymorfismus konformace jednoduchych retézci

Jedna se o techniku vyhledavani mutaci v genomu. Patfi mezi nejjednodussi techniky k této ¢innosti. Byva
oznacovana zkratkou SSCP (single strand conformation polymorphism, polymorfismus konformace
jednoretézcové DNA).

Princip techniky

Jejim principem je elektroforéza jednovldknové DNA na nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu pri nizké teploté.
Retézec DNA se ,sbali“ podle vnitfnich komplementarit, ¢imz vznikne prostorova struktura podobnda napf. tRNA.
Rychlost, jakou pak jednoretézcovd DNA putuje béhem elektroforézy nukleovych kyselin, zavisi na presné
konformaci. Protoze i velmi mald zména v sekvenci nukleotidd mlze zpUlsobit, ze DNA vytvori Gplné jinou
prostorovou strukturu, je mozné pomoci SSCP odlisit ¢asto i zaménu jediné baze.

Prace s PCR

Pri praci s vétsinou PCR produktd se DNA béhem SSCP rozdéli do dvou skupin frakci: Prvni skupina putuje pomaleji,
prouzky byvaji ostrfejsi a byva jich vétsi pocet. Druhd frakce putuje rychle a zpravidla tvori jediny pruh.

DGvodd, pro¢ jeden PCR produkt tvori nékolik prouzkd, je nékolik:

kazdy retézec denaturované DNA zaujme jinou konformaci,

jeden retézec mize tvofit vice stabilnich konformaci,

¢ast molekul nevytvori sbalenou prostorovou strukturu,

¢ast molekul renaturuje do pdvodni dvousroubovice a vzniknou tak znovu homoduplexy,
u heterozygotd méze ¢ast molekul renaturovat za tvorby heteroduplexd.

Spolehlivost techniky

Uvadi se, Ze pfi praci s Usekem DNA dlouhym 100-300 bp Ize pomoci SSCP zachytit 99 % bodovych mutaci, pro
Useky dlouhé 400 bp vice nez 80 %. S rostouci délkou vysetrovaného fragmentu DNA Gcinnost SSCP klesa a pro
Useky delSi nez asi 750 bp neni tato technika vhodna.

DGGE

Velmi citlivou technikou pro vyhledavéni mutaci je elektroforéza v gradientovém o
denaturac¢nim gelu (denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE). Vyuziva se pfi .

ni toho, Ze rychlost denaturace DNA zavisi ha po¢tu vodikovych mistkl. Retézce DNA /

se od sebe budou sndze oddélovat v mistech bohatych na AT pary, zatimco Useky
bohaté na CG budou stabilnéjsi. Pro elektroforézu se pouziva polyakrylamidovy gel s
postupné se zvysujici koncentraci denaturujicich latek (formamidu a mocoviny).
VysSetrovana DNA putuje v elektrickém poli rychlosti, kterd odpovida jeji molekulové
hmotnosti, az do okamziku, kdy se oba retézce za¢nou od sebe oddélovat. Vznikajici
denaturovand vldkna putuji pri elektroforéze mnohem pomaleji, takze ¢im snaze se
urcity Usek denaturuje, tim blize startu se vzorek DNA zastavi. Protoze zcela oddélené
ssDNA by vytvorily neostré prouzky, pouzivaji se pri amplifikaci DNA primery s tzv. CG-
svorkou. PCR produkt pak obsahuje dvousroubovice, které maji na jednom konci samé
CG pary; v tomto misté se retézce denaturuji jen nesnadno. Citlivost DGGE se blizf

100 %.

TGGE

Cd—svarka

Priibéh DGGE a CG svorka

Podobnou technikou je TGGE (temperature gradient gel electrophoresis, gelova elektroforéza s teplotnim
gradientem). Namisto gelu s postupné se zvysujici koncentraci denaturujicich latek se pfi ni pouziva postupné se
zvysujici teploty gelu.

Heteroduplexova analyza

Analyza heteroduplext je metoda pfimé molekuldrné genetické diagnostiky pfibuznd DGGE. Analyzovany
vzorek se smisi s referencni DNA, denaturuje se a pak se necha opét hybridizovat.
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Pokud se sekvence referen¢ni DNA lisi od vzorku (napriklad kvili
pritomnosti mutace), vzniknou kromé plvodnich homoduplex® i smiSené
molekuly tvorené jednim retézcem ze vzorku a jednim z referencni DNA.
Protoze takové heteroduplexy obsahuji nekomplementarni Usek bez
vodikovych mastkd, budou se pfi elektroforéze na denatura¢nim gelu
rozpadat podstatné dfive.

Jinou moznosti je Stépeni heteroduplexd v misté nekomplementarity. To je
mozné chemicky nebo, spolehlivéji, enzymaticky (napf. T4 endonukleasou
VIl nebo T7 endonukledzou I). Tento pristup se oznacuje jako enzyme
mismatch cleavage (EMC). Uvadi se, Ze Gc¢innost dosahuje 90 %.

V soucasné dobé se tento typ analyzy jiz prakticky nepouziva a byl
nahrazen sekvenovacimi metodami.

Heteroduplexni analyza

Wild-type Mutartni
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Obecné schéma heteroduplexni analyzy.
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