Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

Cwiczenie nr 7.

Badanie mutacji punktowej metodg PCR-RFLP i translokacji chromosomalnej
metoda PCR multipleks cz1.

UWAGA! Prosze przynie$é na zajecia wtasne rekawice.

Odczynniki:

Polimeraza Taq (rozciericzona 10x polimeraza o stezeniu 5U/ul w 1 x stez buf. B, Eurx)
Bufor B

Sterylna woda

Produkty reakcji RT (z ¢wiczenia 6)

Startery

dNTPs, 2mM

Sprzet:
Miniwiréwka
Vortex
Termocykler

Zadanie 1. Identyfikacja mutacji punktowej w cDNA dla TP53 metodg PCR-RFLP

1. Nalezy odebra¢ wypreparowane przez siebie cDNA (reakcja RT) podczas ¢éwiczenia nr 6 z pokoju
przygotowawczego. Probdwke trzymac na lodzie.

2. Do sterylnej, podpisanej probéwki o pojemnosci 0,2 ml dodaj odczynniki zgodnie z informacjami
zamieszczonymi w tabeli ponizej - Prébka PCR (kolejnos¢ dodawania réwniez istotna). Kazdy z
zespotow przygotowuje jeden PCR uzywajgc genomowego DNA izolowanego z roznych komarek.
Jeden zespdt na grupe zamiast prébki PCR przygotowuje reakcje kontrolng NC bez matrycy DNA —
kontrola czystosci odczynnikdw. Wszystkie czynnosci wykonywacé trzymajgc probdwke caty czas na
lodzie.

(Objetos¢ koricowa proébki 10 pl)

Odczynnik Stezenie koricowe Prébka PCR Prébka NC
Woda (DEPC) - 4,5 ul 6,5 ul

10x Pol Buffer B 1x 1l 1 ul
Starter TP53_818F (5 | 0,25 uM 0,5 0,5 ul

uM)

Katedra i Zaktad Biologii Molekularnej i KomoérkowejStrona 4




Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

Starter TP53_818R (5 | 0,25 uM 0,5l 0,5 ul
uM)

dNTPs (2 mM kazdy) | 0,2 mM 1pl 1 ul
Produkt RT 2ul -
Polimeraza Taq | 0,25U 0,5 ul 0,5 ul
(0,5U/ pl)

3. Po dodaniu wszystkich sktadnikow, zawartos¢ probéwki delikatnie wymieszaj przez pipetowanie i
zwiruj tak, aby catos¢ znalazta sie na dnie probéwki. Ponownie umies¢ probéwke w lodzie.
4. Zaprogramowac termocykler na nastepujacy profil termiczny :
Wstepna denaturacja: 5 min- 94°C
Cykl:
Denaturacja: 30 sek.- 94° C
Przytgczanie starterow: 30 sek.- 57° C
Synteza nici: 30 sek.- 72° C
llos¢ cykli: 40
Dodatkowa elongacja 5 min.-72° C
5. Umies¢ probdowke w termocyklerze i rozpocznij reakcje.
6. Po zakonczeniu reakcji probdwki z produktami PCR oddaj do pokoju przygotowawczego w celu
przechowania do kolejnych zajeé. Produkty przechowywaé w -20° C. Unikaé czestego
rozmrazania/zamrazania materiatu. Oczekiwana wielko$¢ prazka 429 pz

Zadanie 2. Identyfikacja translokacji chromosomalnej Bcr-Abl metodq multipleksowego
PCR (na podstawie Yaghmaie M i wsp., 2008)

1. Do sterylnej, podpisanej (tak aby byta mozliwa identyfikacja przez grupe na nastepnych
¢wiczeniach) probowki o pojemnosci 0,2 ml dodaé¢ odczynniki zgodnie z informacjami
zamieszczonymi w tabeli ponizej (kolejnos¢ réwniez istotna). Wszystkie czynnosci wykonaé,
trzymajac probdéwke caty czas na lodzie.

Odczynnik Prébka badana PCR | Prébka kontrolna NC
Woda (DEPC) - 1,1 pl 5,1 l

10x Pol Buffer C 1x 1 1l

Starter CA3 (10 uM) | 0,6 uM 0,6 ul 0,6 ul

Starter C5e (10 uM) 0,6 UM 0,6 ul 0,6 ul

Starter BCR-C (10 uM) | 0,6 uM 0,6 ul 0,6 ul

Starter B2B(10 uM) 0,6 UM 0,6 ul 0,6 ul

dNTPs (2 mM kazdy) | 0,2 mM 1l 1l
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Produkty RT 4ul R
Polimeraza Taq (0,5 | 0,25U 0,5 ul 0,5 ul
U/ ul)

2. Catos¢ delikatnie wymieszac przez pipetowanie, a nastepnie zwirowac tak, aby catosc znalazta
sie na dnie probowki. Ponownie umiesci¢ probéwke w lodzie.

3. Zaprogramowac termocykler na nastepujacy profil termiczny:
Wstepny cykl: 10 sec-100° C, 1 min-96° C, 3 min- 60° C, 2 min- 72° C
Cykl:

Denaturacja: 10 sec.- 100° C, 20 sec.-97° C
Przytaczanie starteréw: 25s-58° C
10sec-78°C
Synteza nici: 50 sec-73° C
llos¢ cykli: 31
Dodatkowa elongacja 10 min.-73° C
4. Umiescic¢ probéwke w termocyklerze i rozpoczgc reakcje.

Przed przystgpieniem do odpowiedzi na ponizsze pytania prosze zapoznac sie z publikacjg Yaghmaie M
wsp.” Frequency of BCR-ABL Fusion Transcripts in Iranian Patients with Chronic Myeloid Leukemia”,
Arch Iranian Med 2008; 11 (3): 247 — 251.

Translokacja Bcr-Abl dotyczy wymiany nici chromatyny miedzy chromosomem ............... I , CO
zapisuje si€ jako.....ccecevvereieinienecce e, Tego typu translokacja zachodzi z czestoscig (%)....c.ccoevevrreveernas
U pacjientdw zZ NOWOLWOIrEM:.....ccovvveeeecrerieirrereeeeesresve e i prowadzi do powstania tzw.
CchromosoMu.......cccccuvveeerenee Prawidtowy chromosom 22 zawiera gen BCR o nie do konca poznanych
funkcjach. Gen ABL1 koduje enzym 0 aktyWNOSCi .cccoceeeeueieeiniiniiece ettt s , ktére petni
istotng funkcje w procesach takich jak: réznicowanie komérek, adhezja komdrkowa, proliferacja
komoarek. Przeniesienie fragmentu genu ABL1 za sekwencje genu BCR, moze prowadzi¢ do powstania
genu hybrydowego, ktérego biatko bedzie charakteryzowato si€ .......ccccvvevveeecvccececennne. aktywnoscig i
moze prowadzic do niekontrolowanych ..., komodrkowych. Lekiem

specyficznie hamujgcym aktywnosc takiego enzymu jest........oooeevceieicinccece e

W reakcji multipleks PCR przeprowadzonej na zajeciach stosuje sie mieszanine

....................................... starteréw, ktére pozwalajg na wykrycie ..........cueeeueen....r0znych  potaczen
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W przypadku pacjentéw CML w Iranie najczestszg translokacjag BCR-ABL jest

WYNOSI cuviiuiiinieenriniesseesnesiesseesnsesssesseesssesssessns
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