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Drugi kongres biologa Srbije * MOLEKULARNA BIOLOGIJA I BIOHEMIJA « Poster prezentacije

Odabir aditiva za optimizaciju PCR-a radi otkrivanja SNP-ova u
promotornom regionu EGFR gena kod NSCLC pacijenata

Jasmina Obradovi¢!, Natasa Pordevi¢?, Natasa Togi¢®, Sonja Pavlovi¢®, Jasminka
Mrdanovié4, Jelena Mladenoviés, Vladimir Jurigié?

YUniverzitet u Kragujeveu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Kragujevac,
Srbija, jasmina.m.obradovic@gmail.com

Univerzitet u Kragujeveu, Fakultet medicinskih nauka, Kragujevac, Srbija

nstitut za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija
*Institut za onkologiju Vojvodine, Sremska Kamenica, Srbija
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U ovoj studiji smo ispitivali efekte aditiva koji se uobicajeno koriste za povecanje
specifi¢nosti 1 prinosa PCR-a, konkretno za amplifikaciju EGFR SNP-ova -216G>T i -
191C>A, kod NSCLC pacijenata. Aditivi se koriste u komercijalno dostupnim PCR
kitovima, ali su ¢esto neophodna empirijska podeSavanja, narocito u optimizaciji PCR-a
za komplikovane DNK uzorke, kao §to su regioni EGFR-a bogati GC parovima gde su
smesteni SNP-ovi -216G>T i -191C>A. Svaki od testiranih aditiva je uklju¢en u reakciju
odvojeno 1 u razli¢itoj koncentraciji npr. glicerol (5%, 10%, 15%, 20% 1 25%), DMSO
(5%, 7% i 10%), betain (0,5 M, 1,0 M, 1,5 M, 2,0 M i 2,5 M), formamid (1,25%, 2,5%,
5%, 7,5% i 10%), Tvin 20 (0,1%, 0,5%, 1% i 2%), Triton X-100 (0,1%, 0,5%, 1% i 2%),
BSA (0,1 pg/ul, 0,5 pg/ul, 0,8 pg/ul i 1 pg/ul) 1 PEG (2,5%, 5%, 10%, 15% i 20%).
Genotipizacija EGFR polimorfizama -216G>T 1 -191C>A je izvedena koris¢enjem PCR-
RFLP metode, a PCR i restrikcioni produkti su detektovani agaroznom ili
poliakrilamidnom gel elektroforezom. Glicerol u koncentraciji od 15-20%, DMSO u
koncentraciji od 7%-10% i betain u koncentraciji od 1-2 M su znacajno povecali prinos i
specificnost PCR reakcije, dok su drugi aditivi bili neefikasni. Ovi rezultati pokazuju da
je za svaki region od interesa potrebno posebno testirati odgovarajuce aditive i njihove
koncentracije, jer iako su generalno preporuceni u literaturi, ne moraju da budu efikasni
za svaki ispitivani region (gen) koji se dokazuje u odredenoj PCR reakciji.

Zahvalnica: Ovaj rad je finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije, projekat O1175056.
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