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Метилентетрагидрофолатредуктаза (MTHFR) – фермент катализирующий восстановление 5,10-метилентетрагидрофолата в 5-метилтетрагидрофолат, являющийся активной формой фолиевой кислоты необходимой для образования метионина из гомоцистеина и далее - S-аденозилметионина, играющего ключевую роль в процессе метилирования ДНК. Мутация при которой цитозин в позиции 677 заменен тимидином, приводит к замене остатка аланина на остаток валина в позиции 223 в сайте связываниия фолата. Дефекты в данном гене часто приводят к пренатальной смерти или дефекту плода, кардиоваскулярным и нейродегенеративным заболеваниям. Определение данной мутации широко внедряется в клиническую практику, поэтому актуальны поиски более точных и менее трудоемких методов анализа. В лаборатории Института Биофизики СО РАН был разработан метод одновременного биолюминесцентного анализа на основе реакции удлинения праймера [1].
Целью исследования явилось сравнение данного метода определения полиморфизмов гена MTHFR, с результатами эталонного метода пиросеквенирования.

В качестве объекта исследования использовалась геномная ДНК, выделенная набором реагентов и «РИБО-преп» (Амплисенс). Методом пиросеквенирования с применением системы генетического анализа серии PyroMark «АмплиСенс Пироскрин» на приборе PyroMarkТМ Q24 (Qiagen) было проанализировано 29 образцов ДНК. Получены следующие результаты: 12 из них имели нормальный генотип, 6 образцов являлись гетерозиготами и 11 образцов имели гомозиготный по мутантной аллели вариант. С данными образцами был проведен одновременный биолюминесцентный анализ на основе реакции удлинения праймеров. Геномную ДНК амплифицировали с использованием полимеразной цепной реакции. В результате продукты реакции, состоящие из 140 пар оснований, использовали как матрицу для PEXT-реакций (PEXT – primer extension reaction реакция удлинения праймера): N-PEXT-реакции с праймером, 3'-концевой нуклеотид которого комплементарен нормальному аллелю (LeiN-праймер), и M-PEXT-реакции с праймером, у которого 3'-концевой нуклеотид комплементарен мутантному аллелю (LeiМ-праймера). На 5'-концe LeiМ – праймера находится олигоаденилатный фрагмент (А27), а на 5'-концe LeiN FAM метка (Fluorescein amidite):
Лунки стрипового планшета активировали стрептавидином в PBS буфере и вносили продукты PEXT реакции. После промывки вносили смеси коньюгатов W92F,H22E–(dT)30 и Y138F-антитела к флуоресцеину. Биолюминесценцию сорбированного комплекса измеряли с помощью планшетного люминометра Mithras LB 940 Multimode Reader (Berthold). 

Продукты PEXT, реагировали с соответствующими метками, на основе обелина, содержащие мутантный аллель с меткой W92F,H22E–(dT)30 и содержащие аллель дикого типа с меткой Y138F-антитела к флуоресцеину соответственно. В состав данных продуктов, входил биотин, который связывается со стрептавидином на поверхности активированного планшета. 

Измеряли следующим образом: первую секунду регистрировали фиолетовый сигнал (W92F,H22E) через оптический фильтр, затем в течение 3 сек. измеряли зеленый сигнал (Y138F). В контрольные лунки вносили гибридизационный буфер, полученный от них усредненный биолюминесцентный сигнал вычитали от сигналов рабочих лунок. 

Генотип каждого из образцов геномной ДНК определяли по соотношению биолюминесцентного сигнала от удлинения LeiN-праймера и сигнала от удлинения LeiM-праймера. В случае наличия обоих аллелей отношение сигналов около 1. Таким образов, по соотношению сигналов в одной лунке плашета возможно определить аллельный генотип пациента
Результаты тестирования 29 образцов полностью совпали с результатами их пиросеквенирования. На основании этого можно сделать вывод о достаточной надежности данного метода анализа при его существенно меньших затратах в сравнении с пиросеквенированием.
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