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Mutacja

Mutacja (fac. mutatio — zmiana)

- zmiana materialnego podtoza dziedzicznosci,
powodujgca pojawienie sie nowych cech dziedzicznych
(Kopalinski, 1994)

Mutacja - kazda zmiana w sekwencji genomowego DNA
(Lewin, 1997)
Mutacja - proces w wyniku ktérego gen lub chromosom

rozni sie od formy dzikiej (Suzuki i in. 1989).

Mutacje mogg zachodzi¢ w:

— komoérkach somatycznych - wéwczas nie sg przekazywane
potomstwu (np. mutacje nowotworowe).

— gametach - sg przekazywane potomstwu i powodujg zjawisko
polimorfizmu.



Rodzaje mutacji

Z punktu widzenia struktury DNA najczesciej wystepujgcg formg sg
mutacje punktowe (SNPs):

[51 substytucja,

- tranzycja: substytucja wewnatrz puryn (A, G) lub pirymidyn (T, C)

- transwersja: substytucja miedzy purynami i pirymidynami

[=1 delecja,
[£] insercja
oraz rzadziej:
[:1 mikro-delecje, -insercje,

[l inwersje._



Polimorfizm genetyczny

Polimorfizm (gr. polymorphos — wieloksztaltny) — wielopostaciowosc¢

Polimorfizm genetyczny

- jednoczesne wystepowanie w populacji genomow zmiennosci allelicznej
tj. roznych odmian tego samego genu (allele warunkujgce rézne
fenotypy lub rézny obraz fragmentow restrykcyjnych DNA) (Lewin
1997).

Najczestsze typy polimorfizmy:

SNP — (ang. single nucleotide polymorphism)
polimorfizm pojedynczych nukleotydow
D/l — (ang. deletion/insertion)
delecja-utrata/insercja-wtrgcenie
VNTR - (ang. variable number of tandem repeats)
zmienna liczba tandemowych powtorzen



Mutacja a polimorfizm

* Przyczyng kazdego polimorfizmu jest
mutacja, ale...

* ...nie nie kazda mutacja jest polimorfizmem.

Jesli zmiana genetyczna (dany allel konkretnego genu)
wystepuje w populacji z czestoscig wiekszg niz 1%, mamy do
czynienia z polimorfizmem



Metody wykrywania mutacji
niezdefiniowanych



PCR-SSCP

Single strand conformation polymorphism

— polimorfizm konformacji fragmentow
jednoniciowych

ssDNA przyjmuje w warunkach niedenaturujgcych
unikalng strukture drugo- i trzeciorzedowg

konformacja ta jest zalezna od sekwencji nukleotydowej
rozne konformery réznig sie ruchliwoscig elektroforetyczna
pojedyncze roznice w sekwencji, wywotane mutacjg punktowg

powodujg zréznicowana migracje i charakterystyczne potozenie
w zelu poliakrylamidowym.
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PCR-SSCP - etapy:

reakcja PCR — powielenie badanego fragmentu
DNA

denaturacja qsDNA (silna Z&BRI a, formamid,
wysoka temp.) - powstajg ss

elektroforeza zelowa ssDNA w warunkach
niedenaturujgcych
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PCR-HDA

* Heteroduplex analysis - analiza
heterodupleksow

* ssDNA, powstate w procesie denaturacji dsDNA, podczas
powolnej renaturacji taczg sie przypadkowo w struktury
dwuniciowe, tzw. dupleksy

. mozllwe jest tgczenie sie nici etni do siepie
en aah ch (?mne*nodupleﬁsy Ja(f< | nie
upe sy}/
— omozygoty homodupleksy
— heterozygoty — hetero- i homodupleksy



PCR-HDA
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Heterodupleksy posiadajg mniejszg ruchliwos¢ elektroforetyczng
(rozluznienie struktury w miejscu niepetnego sparowania) niz
homodupleksy.
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HDA - etapy:

reakcja PCR — powielenie badanego fragmentu
DNA

denaturacja dsDNA (wysoka temp.) — powstajg
ssDNA

renaturacja ssDNA — fgczenie ssDNA w homo-
i/lub heterodupleksy

elektroforeza dupleksow w zelu
poliakrylamidowym

wykrywanie duplekséow w zelu (np. wybarwienie
bromkiem etydyny)



Prawidfowy DNA (N} Zmutowaryy DNA, (M)

CAA CTA
GTT GAT
Amplifikacja badanego fragmentu DNA
przy uzyciu reakcji PCR z [n:rnP]-dC'!‘P
b C AL — Produkt PCR wyznakowany F—— CTA——
b T T —— radicizotopem &EP b GAT ——
Denaturacja
e A -4 b 61T i CTA i} GAT 1

v
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Renaturacja
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Homodupleksy Heterodupleksy

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym i autoradiografia
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PCR-CMC

Chemical mismatch cleavage — chemiczne
rozszczepianie niesparowanych heterodupleksow

podobnie jak HDA wykorzystuje zjawisko powstawania
heteroduplekséow

niesparowane zasad heterodupleksach poddaje si
mod@ﬂ{(acﬁc emicz é’jy P P J€ Sie

(cytozyna — hydroksylamina, tymina — czterotlenek osmu)

dyfik teczki DNA ulegaj ieciu pod
e DA s oLy W obrasie e lokiroforetycznym



PCR-DGGE

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

- elektroforeza w zelu z gradientem czynnika
denaturujacego

dsDNA ulega denaturacji przy réznych stezeniach zwigzkéw
denaturujgcych w zaleznosci od sktadu zasad i sekwenc;ji

nukleotydowej
— zw. denaturujace: formamid, mocznik, chlorowodorek guanidyny

produkty PCR o roznej sekwencji bedg w roznych miejscach zelu
ulega¢ denaturacji — zmiany w obrazie elektroforetycznym

jesli czynnikiem denaturujgcym jest temperatura — PCR-TGGE



PCR-DGGE
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Metody wykrywania mutacji
zdefiniowanych



PCR-RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism
polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych

Enzymy restrykcyjne (restryktazy, endonukleazy)

"= enzymy bakteryjne

= naturalny mechanizm obronny bakterii — ochrona przed
wirusowym DNA (system restrykcji — modyfikaciji)

"  posiadajg zdolnos¢ do rozpoznawania krotkich 4-8-
nukleotydowych sekwencji DNA i ich przecinania



PCR-RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism
— polimorfizm diugosci fragmentoéw restrykcyjnych

mutacja powoduje powstanie lub zanik miejsca
rozpoznawanego przez okreslony enzym restrykcyjny

— zmiana w obrazie elektroforetycznym po
trawieniu e. restrykcyjnym

(zmiana liczby i dlugosci fragmentéw DNA)
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PCR-RFLP - etapy:

reakcja PCR - powielenie badanego fragmentu
DNA

trawienie produktu PCR enzymem restrykcyjnym
elektroforeza produktu reakcji trawienia

ocena wzoru prazkowego



B SR

B
Allele 2 i
N i
(1) Amplity
(2) Gut PCR product with restriction enzyme R
v
(3) Size-fractionate by gel electrophoresis
v
a+b a+hb
a a
b b

Alleles 1, 1 2 2 1,2



PCR-RFLP

R - - e S ¢——— 206 par zasad
Pr— - e - — ¢ 130 par zasad
- 8 4&— 76 parzasad

1 2 3 4 5

sciezki 1,2,5 - heterozygota CT
sciezka 3 - homozygota CC
sciezka 4 - homozygota TT



Allele Specific PCR (AS-PCR)

dwie rownolegte reakcje PCR dla tej samej proby badanej
jeden starter wspolny dla obu reakc;ji
drugi starter swoi?(t(y dlfesekwencji zmutowanej lub

niezy utowanr%j_— mplementarny"do sekwencji,"w ktorej
mozliwa jest zmiana mutacyjna

ocena m iL— obecnosc¢/braku produktu w obydwu
reakcejlacHtlgel? P Y



Conserved ragion
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Design allele-specific
primers {nucleotides 1 17)
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' eeee """"""}f‘. Allele 1-specific (ASF1) primer
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PCR with ASF1 or ASP2
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PCR-ASO

* Allele specific oligonucleotide — hybrydyzacja z
allelowo-specyficznymi sondami oligonukleotydowymi

* sondy — znakowane oligonukleotydy (fluorescencyjnie,
izotopowo)

* dwie sondy - jedna komplementarna do allela dzikiego,
druga do allela zmutowanego
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PCR-ASO - etapy:

reakcja PCR — powielenie badanego fragmentu DNA
naniesienie produktu PCR na membrany nylonowe
naniesienie sond na membrany

hybrydyzacja sondy-produkt PCR

detekcja sygnatéw do shybrydyzowanych sond
— ocena genotypu



L

Dot blot - DMA hybridization
samples spotted on
to a nylen membrane DNA contining

the mutant sequence

Autoradiograph

SONDA : 35delG 35G 35G




Sekwencjonowanie

sekwencja DNA — kolejnosc i rodzaj nukleotyddw w nici DNA

Sekwencjonowanie - petna informacja o sekwencji DNA



