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PCR-TTGE modszer alkalmazasa DNS mutaciok kimutatasara

Csikés Adam — Simon Adam — Tisza Akos — Gulyas Gabriella — Javor Andras — Czeglédi Levente
Debreceni Egyetem Mezégazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Komyezetgazdalkodasi Kar,
Allattudomanyi, Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet, Debrecen
csikos@agr.unideb.hu

OSSZEFOGLALAS

Munkank soran PCR-idében valtozo hémérsékletii gélelektroforézis (TTGE) alkalmazdsaval, valamint a MeltINGENY bioinformaikai
szoftver felhaszndlasaval vizsgaltuk a szarvasmarha melanokortin-1 receptor (MC1R) és a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)
génjében fellelhetd mutaciok kimutatasi lehetoségeit. Az MCIR génben vizsgalt mutdciok a kovetkezdk voltak: a 296. pozicioban T/C tranzi-
cio, a 310. pozicioban G delécio, a 650. pozicioban 12 bp duplikacio, a 667. pozicioban C/T tranzicio. A PACAP génben vizsgalt mutdcio a
3909. pozicioban lévé G/A tranzicio volt. A szarvasmarha DNS mintakbol simplex PCR reakcioban GC-clamp-et nem tartalmazo és tartalmazo
primerek segitségével szaporitottuk fel a vizsgalni kivant DNS régidkat. Az igy eléallitott PCR termékeket denaturdléo kozegben (magas
hémérséklet, urea) poliakrilamid gélen elektroforézis segitségével valasztottuk el. A vizsgalt mintak az MCIR gén alléljaira nézve homozigota
adllatoktol szarmaztak.

Megallapithattuk, hogy az alkalmazott MeltINGENY program megkonnyiti és koltséghatékonyabba teszi a vizsgalatokat, ugyanis az adott
szakasz olvadasi profilja ismeretében eldonthetd, hogy vizsgalhato-e az adott gén meghatarozott régioja az emlitett modszerrel vagy uj metodikat
kell valasztani. Az MCIR gén esetében érdemes ezt a modszert alkalmazni és optimalizalasat elvégezni, mig a PACAP gén esetében ugyanez
nem mondhato el, a gén vizsgalatahoz érdemesebb lenne mas kimutatdasi modszert alkalmazni.

Kulcsszavak: szarvasmarha, DNS mutdcio, MCIR, PACAP
SUMMARY

In our study PCR-temporal temperature gelelectrophoresis (TTGE) and MeltINGENY bioinformatic program were used to analyse the
mutations in the genes of melanocortin-1 receptor (MCIR) and pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide (PACAP) in cattle.
Amplification of target DNA by PCR was performed with GC-clamp primers and non-GC-clamp primers in simplex PCR reactions. The
fragments were separated by denaturing polyacrylamide gelelectrophoresis (denaturing agents: high temperature, urea) after PCR reactions.
MCIR homozygous individuals were used for the reaction.

We concluded that MeltINGENY program makes the decision and detection system easier, and more simple as the melting profile of
target sequence is determined by the software. In case of MCIR gene, PCR-TTGE method is appropriate for SNP detection, however PACAP
gene polymorphism can not be identified by the method, because PACAP mutations are not included in melting domains, therefore PCR-TTGE
cannot detect them.

Keywords: cattle, DNA mutation, MCIR, PACAP

BEVEZETES A modszer segitségével akar egyetlen bazisban eltérd
DNS molekulékat is elkiilonithetiink egymastol (SNP-k).

A DNS mutaciok detektalasa és az egyes mutacio- A modszert a denatural6 gradiens gélelektroforézisbol
kat hordozo6 egyedek genotipizalasa kiemelkedd fon- fejlesztették ki (DGGE), ahol a gélben denaturald ko-
tossaggal bir az egzakt populacidgenetikai szamitasok zeg van, mely segitségével az elektroforézis kozben a
soran, ugyanakkor hasonlo jelentésége van az érték- kétszalu DNS molekuldk a kdzegben folyamatosan, a
mérd tulajdonsagok (tejtermeld-, hiistermeld-képesség) haladasi irannyal megegyezden ndvekvo koncentracio-
génjeinek az elemzésében is. ju denaturansok (urea és formamid) hatasara egyszala-
Az utdbbi két évtizedben jelentds fejlodésen estek at sodnak, és az SSCP maddszerben leirtak alapjan specifi-

a DNS-alapu, mutaciok detektalasat lehetévé tevo mod- kus konformaci6 kialakulasa miatt mozgasuk a gélben
szerek. A PCR reakci6 feltalalasa (Mullis és Faloona, megreked (Peters és Robinson, 2010). A TTGE méd-
1987) utan szamos 1j modszert fejlesztettek ki és ezek szer hasonl6 a TGGE modszerhez, azonban ebben az
széles korben terjedtek el mind az alap-, mind az alkal- esetben nincs homérséklet gradiens kialakitva a gél-
mazott kutatasok teriiletén. Elterjedtté valt a PCR- ben, hanem az elektroforézis soran, meghatarozott ido-
RFLP (Kocher et al., 1989) vagy a PCR-SSCP (Plath et kozonként noveljik a homérsékletet, ezzel biztositva
al., 1997), mint DNS mutaci6 kimutatasara alkalmas a mintaban talalhatd kétszali DNS molekulak dena-

eszkoz. Azonban mas metodikak is fejlédésnek indul- turaciojat (Zoller et al., 2005; Jones és Knapp, 2009).
tak, ilyen médszer a PCR-TGGE (hémérséklet gradi- A PCR-TGGE és TTGE modszerek soran GC-clamp-et
ens gélelektroforézis) vagy a PCR-TTGE (id6ben val- tartalmazo primerek segitségével szaporitjak fel a vizs-
tozd homérsékletli gélelektroforézis). A hémérséklet galni kivant DNS szakaszokat, ez a struktira megaka-
gradiens gélelektroforézis (TGGE) olyan DNS alapu dalyozza, hogy a denaturacio hatasara teljesen elvaljon

elvalasztasi technika, mely segitségével azonos bazis- egymastol a DNS molekula két szala.

par hosszisagu, de kiilonb6zd bazisszekvencidjit DNS Amikor a molekula eléri a gélben azt a hdmérsékle-

molekuldkat tudunk elvalasztani poliakrilamid gélen. ti tartomanyt, ami megfelel az olvadaspontjanak (Tm),
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a kétszalu formajabol részlegesen denaturalt formaba
kezd el atalakulni, ezaltal erdteljesen csokken a mole-
kula mobilitasa a gél matrixaban.

A vizsgalathoz az olvadasi pont alapjan tervezd
program segitségével lehet megfelelé primereket ter-
vezni, valamint ez a program képes meghatarozni a
vizsgalt DNS régio olvadasi profiljat, igy a tényleges
laboratoriumi munkat megeldzve képet kaphatunk arrol,
hogy a vizsgalni kivant mutacionk a legalacsonyabb
hémérsékletii olvadasi doménba esik-e, igy lehetdség
van ezen modszerekkel a kimutatasara vagy sem, és
ebben az esetben mas jellegli modszert kell valasztani
a mutacio detektalasahoz.

Laboratériumunkban a TTGE modszert hasznaltuk
fel a szarvasmarha MCI1R (melanokortin-1 receptor)
gén mutansainak a szeparalasara. Az MCIR gén allél
valtozatait az /. tabldazat tartalmazza.

1. tablazat
Az MCIR génben taldlhaté muticiék

AlIél(1) A mutdcio poziciéja(2) A mutdci6 tipusa(3)
EP 296. T/C tranzici6(4)
e 310. G delécio(5)
E' 667. C/T tranzicié(6)
E’ 650. 12 bp duplikdcid(7)
E? - nincs valtozas(8)

Table 1: Mutations in MCIR gene
Alleles(1), Position of mutation(2), Type of mutation(3), T/C
transition(4), G deletion(5), C/T transition(6), 12 bp duplication(7),
No mutation(8)

ANYAG ES MODSZER
Mintael6készités, genomialis DNS izolalas

A vizsgalatokhoz sziikséges DNS-t sz0r- és vér-
mintakbol, a Zsolnai és Orban (1999) altal leirt mod-
szer alapjan nyertiik ki. A DNS mintak genotipusanak
meghatdrozasa szekvenalassal tortént.

Polimeraz lancreakcio (PCR) és agaréz gélelektro-
forézis

Kisérleteink soran a fent emlitett szarvasmarha
MCIR génvaltozat mintait (az 5 vizsgalt MC 1R muta-
cio: El, E2, E3, ED, e) szaporitottuk fel PCR techni-
kaval, melyet a késébbiekben a TTGE modszerhez
hasznaltunk fel. Az MCIR gén szekvenciajat az NCBI
honlapjarol toltottiik le (GeneBank azonosité: NM
174108), melyre specifikus primereket terveztiink
bioinformatikai programok segitségével (Sequence
Manipulation Suite), illetve primer tervezd (Primer3,
http://frodo.wi.mit.edu/) és analizal6 programokat fel-
hasznalva (OligoAnalyzer). A létrehozott primereink:
MCI1R-sscp2 (forward) 5> GTGCTGGAGACGGCA-
GTCAT 3’ (tovabbiakban 2F) (Invitrogen) és MC1R-
sscp2 (reverse) 5 GGGCGCTGCCTCTTCTGGA 3,
(tovabbiakban 2R) (Invitrogen). A primerek altal fel-
szaporitott gén-szakasz mérete 416 bazispar (bp). A
DGGE moddszernél leirtak alapjan GC-clampet hordo-
z6 primereket terveztiink a MeltINGENY program se-
gitségével. A GC-clamp egy olyan guanin és citozin
bazisokat tartalmazd, 30—40 bp-bdl allo DNS szakasz,

melynek fontos szerepe van az olvadasi hdmérséklet
novelésében, igy a TTGE mddszerben a GC-clamp tar-
talmu primerek segitségével olyan DNS mintakat allit-
hatunk eld, melyek a hdmérséklet gradiens hatasara a
magas olvadasi hdmérséklet (Tm) miatt nem fognak
elvalni egymastol, igy tovabb jutnak a gélben. GC-
clampet hordozo primereink: GC_MCIR _F (forward)
5’ CGCCGGGCGGGCGGGGCGGGCGGGGCGAGG-
GGCGCGGGGGGCAGCAACGTGCTGAGACGGC
3’ [tovabbiakban FGC (forward GC-clamp primer)]
(Invitrogen) és GC_MCIR R (reverse) 5> CGCCGG-
GCGGGCGGGGCGGGCGGGGCGGGGGCGCGG
GGGGGGGGCGCTGCCTTTCTGGAG 3’ (tovabbi-
akban RGC (reverse GC-clamp primer)) (Invitrogen).
A primerekkel felszaporitott génszakasz mérete 504
bp. Az alabb leirt médon 3 master mixet készitettiink:
GC-clamp nélkiili forward és reverse primert tar-
talmazé PCR mix az 5 féle MCIR genotipusra;
GC-clamppel ellatott forward primert és GC-clamp
nélkiili reverse primert tartalmaz6é PCR mix az 5
féle MCI1R genotipusra;

Forward primert és GC-clamppel ellatott reverse
primert tartalmazo PCR mix az 5 féle MC1R geno-
tipusra.

A PCR mix 0sszetétele 20 pl reakciokdzegben: 1x
GoTag-puffer (Promega), 150 uM dNTP (Fermentas),
3 mM MgCl, (Promega), 0,1 pM 2F primer (Invitrogen),
0,1 uM 2R primer (Invitrogen), 0,1 uM GC-clampes
forward primer (Invitrogen), 0,1 pM GC-clampes re-
verse primer (Invitrogen), 0,5 U GoTag-polimeraz
(Promega), desztillalt viz. PCR program beallitasai:
kezdeti denaturacio 95 °C, 2 perc; denaturacié 95 °C,
0,5 perc; primer tapadas 69 °C, 0,5 perc; szintézis 72 °C,
0,5 perc; végso szintézis 72 °C, 5 perc. A ciklusok sza-
ma 35 volt. A PCR termékeket agaroz gélelektroforé-
zissel ellendriztiik 2%-os agar6z gélen (1x TAE (Tris-
ecetsav-EDTA) (SERVA) puffer, 4V/cm), melyet
GelRed (Biotium, USA) DNS festékkel festettiink.

Poliakrilamid gélelektroforézis — TTGE

A gél osszetétele 40 ml végtérfogatban: 1x TAE
(SERVA), 7-10 M urea (Sigma), 10-11% 37,5:1 akril-
amid:biszakrilamid (Sigma), 400 pl 10%-o0s ammoni-
um-perszulfat oldat (Sigma) és 30 pl tetrametil-
etiléndiamin (TEMED) (BioRad). Az akrilamid, illetve
urea koncentraciot valtoztattuk. Az elektroforézist Bio-
Rad Protean II xi Cell tipusu futtaté rendszerben vé-
geztiik. Az elektroforézis utdn a mintaban talalhato
DNS savokat eziistfestéssel tettiik lathatova Benbouza
et al. (2006) modszere alapjan.

EREDMENYEK

A szarvasmarha MCIR és PACAP génvaltozatok
olvadaspont analizise

A PCR segitségével felszaporitott termékek a
TTGE folyaman az olvadaspontjuknak megfelel6 ho-
mérséklet (Tm) elérésekor duplahelikalis allapotbol
fokozatosan denaturalt (egyszalu) allapotba kertilnek.
A két allapot kozotti atmenet soran a PCR termékek
elektroforetikus mobilitasa lecsokken. A kiilonbozd
génvaltozatok olvadédspontja erdsen fiigg azok bazis-
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Osszetételétdl, a szekvenciaban eléforduld kis valtoza-
sok, mint a pontmutaciok jelentésen modosithatjak azt.
A vizsgalni kivant termékek szekvencidit olvadaspont
analizis segitségével, kiilonb6z6 Tm-el rendelkezd,
50-300 bazispar hosszu, ugynevezett olvadasi tarto-
manyokra oszthatjuk (1. dbra). Egyazon olvadasi tar-
tomanyba es6 nukleotidok denaturacidja kozel egy-
szerre torténik, mivel olvadaspontjuk egyetlen sziik ho-
mérsékleti tartomanyba (<1 °C) esik. A PCR termékek
a homérséklet fokozatos ndvekedésekor 1épésenként
denaturalodnak. Emiatt altalaban a mutaciok kimuta-
tasa egyediil a legalacsonyabb Tm-el rendelkez6 olva-
dasi tartomanyban lchetséges (Peters ¢s Robinson,
2010). Amikor a PCR termék eléri a legalacsonyabb
Tm-el rendelkezd olvadasi tartomany olvadasi hdmér-
sékletét, a termék egyszaliva kezd valni, ennek hatasa-

ra a mobilitasa jelentdsen lecsokken, ezért eléfordul-
hat, hogy az elektroforézis soran nem éri el a maga-
sabb olvadasponttal rendelkez6 olvadasi tartomanyok
dentauracidjahoz sziikséges hdmérsékletet vagy dena-
turaldszer koncentraciot (TGGE, DGGE esetén), a le-
csokkent mobilitas miatt nem alakul ki egyedi sav-
mintazat (TTGE). A DNS olvadaspont alapi mutacio
kimutatasra képes modszerek alkalmazhatosagat noveli
a GC kapocs hasznalata. A GC kapocs a PCR prime-
rekhez kapcsolt guanin és citozin bazisok 40—60 bazis-
par hosszu sorozata. A GC kapocs az egész PCR ter-
mék olvadaspontjara hatast gyakorol, biztositja, hogy
a vizsgalni kivant régi6 a legalacsonyabb Tm-el ren-
delkez6 olvadasi tartomanyba tartozzon, valamint
megakadalyozza a termék esetleges teljes denaturacio-
jat az elektroforézis alatt (Wu et al., 1998).

1. abra: A szarvasmarha MCIR és PACAP gének PCR termékeinek olvadasi profilja
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Megjegyzés: A MeltINGENY (Ingeny International) bioinformatikai szoftverrel abrazolt olvadasi profilok: (a) a GC kapcsot nem tartalmazo
MCIR allélok PCR termékeinek olvadasi profilja. (b) a reverz primer segitségével bevitt 40 nukleotid hosszi GC kapocs (CGCCGGGCGG-
GCGGGGCGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGE) a TTGE soran megakadalyozza az MCIR allélok PCR termékeinek teljes denaturacio-
jat, mivel a harmadik olvadasi tartomany olvadasi hdmérsékletét 90 °C f6lé emeli. A C/T mutacié egy magasabb Tm-el rendelkez6 olvadasi
tartomanyba sorolhato. (c) a szarvasmarha PACAP gén (Ensembl: ENSBTAG00000020650) 5. exon 384 bp méretii fragmensének olvadasi pro-
filja. A fragmens harom olvadasi tartomanyra oszthato, a G/A mutaci6 egy természetesen el6fordulod, magas olvadasponti tartomanyban he-

lyezkedik el. (d) a 384 bp méretii fragmens olvadasi profilja a 40 nukleotid hosszi GC kapocs alkalmazasat kévetden. A mutacio tovabbra is
a legmagasabb olvadasi tartoméanyban talalhato, TTGE és DGGE moédszerekkel valdszintileg nem mutathat6 ki.

Figure 1: Melting profile of MCIR and PACAP DNA sequences

Basicpair(1), Note: melting profiles shown by MeltIngeny (Ingeny International) bioinformatic program: (a) melting profile of PCR samples of
MCIR alleles without GC-clamp. (b) the 40 bases long GC-clamp (CGCCGGGCGGGCGGGGCGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGAG)
on reverse primer prevents total denaturation of PCR samples of MC1R alleles, because it increases the melting temperature of 3 melting

domain over 90 °C. The C/T mutation take place in a high melting temperature domain. (c) Melting profile of 384 basepairs long fragment of 5%
exon of PACAP gene (Ensembl: ENSBTAG00000020650) of cattle. The fragment is divisible for three melting domains, the G/A mutation is
located in a natural, high melting temperature domain. (d) melting profile of 384 basepairs long fragment after application of 40 bases long
GC-clamp. The mutation is located in a high melting temperature domain after application of GC-clamp primers, therefore TTGE and DGGE

methods are not able to detect the mutation.

Poliakrilamid gélelektroforézis TTGE moédszerrel

Kisérleteink soran a fent leirt PCR programmal fel-
szaporitottuk az MC1R homozigdta genotipusu minta-
inkat, melyeket poliakrilamid gélen TTGE modszerrel
valasztottunk el. A MeltINGENY (Ingeny International)
bioinformatikai program felhasznalasaval megkerestiik
az MCI1R homozigo6ta mutansok olvadési hdmérsékle-

tét (Tm), mely 78—81 °C koriilire tehetd. A TTGE mod-
szer beallitasi koriilményei az alabbiak voltak: gél ssze-
tétele: 10% akrilamid gél, 7 M urea (1 M urea 2 °C-kal
csokkenti a Tm-et); futtatasi koriilmények: fesziiltség:
400 V, futtatasi ido: 5 dora és 5 ora 30 perc, hémérsékleti
Iéptek: 0,2 °C/8 pere, 60—66,6 °C. Azért valasztottuk ezt
a hémérsékleti tartomanyt, mert a hozzaadott urea kon-
centracio figyelembe vételével (7 M urea=14 °C-kal
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csokkentett Tm) a varhato olvadasi pont 64—67 °C kozé
esik, és itt csokken a DNS minta mobilitasa a gélben a
denaturacio miatt. Eredményeink alapjan 5 ora futtatasi
1d6 utan, melynél 66 °C volt a rendszer hdmérséklete,
még nem érte el a Tm-et a minta DNS, ezért nem indult
meg a denaturacio és a DNS nem allt meg a gélben, 5
ora 30 perc futtatasi idonél, 66,6 °C esetén viszont
megjelent egy Gjabb sav, melybdl arra kovetkeztethe-
tiink, hogy az olvadaspontjat elért DNS szélak szétval-
tak egymastodl és a részben egyszalu DNS megallt a
gélben, nem haladt tovabb (2. dbra). A homozigbta
mutansok 2 kiilonb6z6 olvadasi doménba estek, me-
lyek egyike az MCIR gén eliilsé szakaszara, masik pe-
dig a gén végére esett (2. dbra a, b). Ezért volt sziikség
a gén mindkét végére tervezett GC-clampre, mivel igy
mindkét domén esetében kiilon vizsgalni tudtuk a gén
mobilitasat poliakrilamid gélen. A GC-clampet tartal-
maz6 mintak esetében a beallitasok az alabbiak voltak:
10% akrilamid gél, 10 M urea (20 °C-kal csokkentett
Tm); futtatasi koriilmények: fesziiltség: 400 V, futta-
tasi ido: 5 ora, hdmérsékleti 1épték: 0,2 °C/10 perc, 57—
63 °C. A gélképen lathatd, hogy a GC-clamp nélkiili
mintdk hamar elérték a Tm-et, igy denaturalodtak a
gélben, ezért nem haladtak tovabb. Ezt kovette a forward
¢és reverse GC-clamppel ellatott mintasorozat, melyek
a GC-clamp jelenléte miatt az emelkedett Tm-nek ko-
szonhetden tovabb vandoroltak a gélben (3. dbra). El-
mondhatd, hogy a GC-clamp hasznalataval az elvalasz-
tas hatékonysaga novekszik poliakrilamid gélen, viszont
az egyes homozigdta mutans csoportok kozaotti kiilonb-
ségek kimutatasahoz tovabbi optimalizalas sziikséges.

2. abra: GC-clamp nélkiili homozigota MC1R DNS mintak
poliakrilamid gélmintazata

Megjegyzés: minta sorrend: 1. E1/E1, 2. E2/E2, 3. E3/E3, 4. ED/ED,
5. e/e genotipust MC1R DNS mintak. Futtatasi beallitasok: fesziiltség:
400 V, futtatasi id6: 5 h (a) és 5 h 30 min (b), hdmérsékleti 1épték:
0,2 °C/8 perc, hémérsékleti tartomany: 60-66,6 °C.

Figure 2: Sample sequence (the genotypes of the examined MCIR
Note: samples 1. E1/EL, 2. E2/E2, 3. E3/E3, 4. ED/ED, 5. e/e. Running
conditions: power: 400 V, running time: 5 h (a) and 5 h 30 min (b),
temperature scale: 0.2 °C/8 min, temperature range: 60 °C to 66.6 °C.

3. abra: GC-clampet nem tartalmazo és GC-clampet
tartalmaz6 homozigéta MC1R DNS mintak
poliakrilamid gélmintazata

Megjegyzés: mintasorrend: 1. GC-clamp nélkiili E1/E1, 2. GC-clamp
nélkili E2/E2, 3. GC-clamp nélkiili E3/E3, 4. GC-clamp nélkiili
ED/ED, 5. GC-clamp nélkiili e/e, 6. Forward GC-clamp EI1/El, 7.
Forward GC-clamp E2/E2, 8. Forward GC-clamp E3/E3, 9. Forward
GC-clamp ED/ED, 10. Forward GC-clamp e/e, 11. Reverse GC-
clamp E1/E1, 12. Reverse GC-clamp E2/E2, 13. Reverse GC-clamp
E3/E3, 14. Reverse GC-clamp ED/ED, 15. Reverse GC-clamp e/e.
Futtatasi beallitasok: fesziiltség: 400 V, futtatasi id6: 5 h, hdmérsék-
leti 1épték: 0,2 °C/10 perc, hdmérsékleti tartomany: 57-63 °C.
Figure 3: Polyacrylamide electrophoresis of MCIR homozygous
individuals, PCR with GC-clamp and without GC-clamp
Note: samples: 1. Without GC-clamp E1/E1, 2. Without GC-clamp
E2/E2, 3. Without GC-clamp E3/E3, 4. Without GC-clamp ED/ED,
5. Without GC-clamp e/e, 6. Forward GC-clamp E1/E1, 7. Forward
GC-clamp E2/E2, 8. Forward GC-clamp E3/E3, 9. Forward GC-clamp
ED/ED, 10. Forward GC-clamp e/e, 11. Reverse GC-clamp E1/E1,
12. Reverse GC-clamp E2/E2, 13. Reverse GC-clamp E3/E3, 14.
Reverse GC-clamp ED/ED, 15. Reverse GC-clamp e/e. Running
conditions: power: 400 V, running time: 5 h, temperature scale:
0.2 °C/10 min, temperature range: 57 °C to 63 °C.

KOVETKEZTETESEK

Az alkalmazott PCR-TTGE modszer elénye, hogy
koltséghatékony és idotakarékos modszer. Egyetlen
hatranya, hogy kiilonboz6 gének/mutaciok eltérd beal-
litdsokat igényelnek, igy optimalizalas sziikséges.

A kisérleteink soran alkalmazott bioinformatikai
program, a MeltINGENY megkonnyiti és koltség-
hatékonnya teszi a vizsgalatokat, mivel lecsdkkenti a
metodikai 1épések szamat, melyek esetlegesen koltsé-
gessé tennék a modszer kivitelezését (nem megfeleld
primerek hasznalata, rossz futtatasi hdmérséklet, ezal-
tal kiértékelhetetlen eredmények stb). Az elézetes ered-
mények alapjan MC1R gén esetében indokolt a mod-
szer tovabbi optimalizalasa, ilyen modon jobb gélmin-
tazatot nyerhetiink, mely konnyebbé teszi a homozi-
gota mutansok megkiilonboztetését.

PACAP gén esetében nem javasolt ezen modszerek
tovabbi hasznalata, mivel a génben talalhaté mutaciok
olyan pozicidoban fordulnak eld, melyek magas olva-
dasi homérséklettel (Tm) rendelkeznek, illetve a
MeltINGENY programmal lefuttatott olvadasi domé-
neket tartalmazé grafikonon is jol lathatd, hogy nem
lehet elkiiloniteni a mutaciot.
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Osszefoglalva a fent emlitett mutacio detektald
madszert, elmondhato, hogy ezen médszer alkalmaza-
saval koltséghatékonyan és idétakarékosan tudunk el-
kiiloniteni egymastol akar egy bazisparban kiillonbozo
DNS mintékat is.
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