Vybrane metody
molekularni
diagnhostiky



Molekularni diagnostika

\Vyuziva stanoveni rozdilu v sekvenci DNA

/

Lécba choroby

Identifikace biologicke
makromolekuly / vyhledani zdroje

| puvodce
Fylogenetickeé studie




Genotypove metody

* Vyhodou genotypovych metod oproti
fenotypovym je
— nezavislost na expresi specifickych genu v umélém
prostredi (laboratorni media)

— genotypove znaky jsou na rozdil od fenotypovych
(biotyp, serotyp, antibiogram) relativné stale

— davaji reprodukovatelné vysledky analyz i za ruznych
laboratornich podminek

— Jsou rychle

— metody zalozené na chromozomalni DNA maji na
rozdil od fenotypovych metod 100% typovatelnost



Hodnoceni kvality typizacniho
systemu

* Typizacni system je charakterizovan
Kritériemi
— Typovatelnost
— Reprodukovatelnost
— Stalost
— Rozlisovaci sila
— Epidemiologicka shoda
— Snadnost interpretace
— Jednoduchost provedeni



DetekCni amplifika€ni metody
cilici na nukleove kyseliny



Polymerazova retézova reakce
sledovana v realném Case (real-
time PCR, online PCR, kinetic
PCR, quantitative PCR, zkr. Q-
PCR).

Varianta PCR umoznuijici
primou kvantifikaci PCR-
produktu v realném Case

provadi se prostrednictvim
detekce a kvantifikace
fluorescencéniho signalu

—  cyklické stfidani teplot = S Cxponentil

plateau

— detekce fluorescence phase

— monitorovani postupu PCR
v realném c¢ase bez nutnosti

detekovat PCR-produkty
elektroforeticky

— relativni nebo absolutni
kvantifikace

Kvantitativni PCR (qPCR)




Fluorescencni barviva vazajici se na DNA

Primer

PCR product

Pro kvantifikaci amplikonu se bézne pouzivaji fluorescencni
kyaninova barviva SYBR® Green, ktera fluoreskuji po vazbé na
dsDNA.

Fluorescence SYBR green | je po vazbé na DNA az 1000x vySSi

Fluorescencéni signal se zvySuje se vzrustajicim mnozstvim PCR-
produktu.

Signal se meéri na konci elongace nebo kontinualne.

Na DNA se vazajici barviva nemohou byt pouzita u mnohonasobnych
reakci

Hlavnim omezenim je nemoznost odliSeni nespecifickych produktu.

Nespecificke signaly tvorené dimery primerl mohou byt zhaseny pfi
pouziti primert znacenych specifickymi fluorofory.



Kvantifikace prostrednictvim hodnoty Cq

« Pres specificnost primeru dochazi pfi gPCR ke vzniku
znacneho mnozstvi fluorescence pozadi.
« Zohlednéni signalu pozadi umoznuje prahova cara a hodnota
Cq.
» C, — threshold cycle Standardni pfimka pro qPCR
Gy = Crossipg pqint f o 585
» C4 — quantification cycle S—
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TagMan technologie — gPCR s detekci
prostrednictvim fluorescencnich sond

HybridizaCni metoda,

a
kterou vyuziva kvantita- G a _ .
fini PCR neg. pro S’ e
detekci bodovych mutaci

Oligonukleotid s fluores-
cencni znackou |

a zhasedem se vaze S
na vnitrni ¢ast amplifi- J 0
kované sekvence, pobliz jednoasere
Z primeru

Pokud sonda vytvari
homoduplex, je rozlozena
5'-exonukleazovou aktivitou
DNA-polymerazy a vznikne
fluorescence

l Extenze prostiednictvim PCR




Kontroly pri PCR

Bez templatu (NTC) Detekce dimert primeru
Detekce kontaminace

Bez polymerazy (NAC) Detekce degradace fluorescencné
znacenych oligo

Bez reverzni transkriptazy Detekce pritomnosti genomove
DNA

Pozitivni Uéel
Endogenni Jiny cil na analyzované DNA
Kontrola kvality reagencii

Kontrola nepfitomnosti inhibitoru
Normalizace

Exogenni Stejny cil na ovérené DNA
Kontrola kvality reagencii

Pridana (spiking) Kontrola nepfitomnosti inhibitoru
Vylouceni faleSnych negativnich
vysledku




Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP)

Amplifikace za izotermickych podminek s vysokou specificitou a rychlosti

Metoda vyuziva DNA polymerazu vytésnuijici retézec (Bsm, Bst) a
sadu Ctyr primeru

Primery rozpoznavaji celkem sSest odlisnych sekvenci na cilovée DNA

LAMP iniciuje vnitrni primer obsahujici cilové sense a antisense
sekvence

Nésledujici syntéza S vnejsim primerem vytéshuje jednoFetézcovou DNA

v v s

které hybridizuji s druhym koncem, coz vede k vytvoreni smycky

Pri nasledném cyklu LAMP hybridizuje jeden vnitrni primer se smyckou a
iniciuje syntézu vytésnéné DNA, Cimz se ziska puvodni DNA ve smycce
a nova DNA dvojnasobneé delky

Cyklicka reakce pokracuje s akumulaci 10° kopii cile za méné nez
hodinu.

Konecnym produktem jsou DNA s nekolika obracenymi repeticemi a
strukturou podobnou kvetaku s mnoha smycCkami

Dna Ize detekovat/kvantifikovat vhodnym fluorescencnim barvivem


https://academic.oup.com/nar/article/28/12/e63/2359194

Non-cyclic
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Vnitfni primer FIP hybridizuje s
F2c v cilové DNA a iniciuje
syntézu komplementarnich
fetézcu

Vnéjsi primer F3, ktery je o
nékolik bazi kratSi a nizSi v
koncentraci nez FIP, pomalu
hybridizuje s F3c v cilové DNA a
iniciuje syntézu vytésnéni fetézce
DNA a uvoliuje komplementarni
vlakno spojené s FIP, které muze
na jednom konci tvorit
smyckovou strukturu

Tato jednoretézcova DNA slouzi
jako templat pro syntézu DNA
iniciované BIP a naslednou
syntézu DNA s pfemisténim
fetézce s primem B3

Vysledkem je ,dumb-bell” forma
DNA, ktera se rychle amplifikuje v
cyklické Casti reakce kdy vznikaji
jak puvodni kopie, tak nasobné
prodlouzené formy




Metody pro amplifikaci
molekuly navazane sondy

Alternativni metody pro detekcl
nizkého poctu molekul cilove
sekvence vyuzivajici amplifikaci
samotné sondy po vazbe na
cilovou sekvenci.



Ligazova retezova reakce
(Ligase chain reaction - LCR)

Amplifikace cilové sekvence pomoci ligazy je alternativni metoda pro
amplifikaci oligonukleotidové sondy navazané na cilovou sekvenci
vyuzivajici DNA ligazu.

Pfi LCR se nevytvafi nové kopie cilové sekvence, proto se fadi do
skupiny metod pro amplifikaci sondy.

Metoda vyuziva DNA ligazu ke spojeni dvou pari komplementarnich
oligonukleotidovych sond po jejich pripojeni na cilovou sekvenci.

— Uspésna ligace prob&hne pouze pfi dokonalém parovani 3‘ a 5° koncli obou

oligonukleotidovych sond k cilové molekule.

Po probehnuti prvni uspesné ligace vznika produkt, ktery napodobuje
puvodni molekulu a slouzi jako templat pro pfipojeni zbyvajici dvojice
oligonukleotidu a jejich ligaci.

Nevyhodou ligazové amplifikaéni reakce (LAR) je teplotni nestabilita
DNA ligazy a nutnost pridavat ligazu po kazdé denaturaci.

— V soucCasnosti sepouziva ternostabilni DNA ligaza z Thermus aquaticus,
ktera je stabilni po mnoha cyklech denaturace (LCR).



Ligazova retezova reakce (LCR)
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Modifikace LCR

Vyuzivaji pouze jedne dvojice sousedicich
oligonukleotidu

— ligazova detekcni reakce (LDR)

— oligonukleotidoveé ligacni stanoveni (OLA)

Linearni kinetika amplifikace
Muze byt i kvantitativni metodou

Ve spojeni s analyzou produktt PCR, kde se da
oCekavat dostateCcné mnozstvi templatu, je OLA
pouzivano jako ucinny detekcni system bodovych
mutaci (PCR-OLA).

Tento pristup nevyzaduje prukaz amplifikovaného
produktu na elektroforeze



Metody pro detekci polymorfizmu
v genomech

« Primé metody — podavaji informaci o primarni strukture DNA/RNA:
—  Sekvenovani
— Jednonukleotidové polymorfizmy
Neprimé metody: fingerprinting
1. RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
3. SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)
4. SSCP (Single-strand conformation polymorphism)

Typu polymorfizmt je mnoho: Priklady dalSich typu genetickych polymorfizmu —
rozmanita terminologie a modifikace technik podle toho, co je cilem diagnostiky.
Conserved DNA-Derived Polymorphism (CDDP), Inter-SINE amplified polymorphism
(ISAP), Sequence specific amplified polymorphism (S-SAP), Intron length polymorphisms
(ILPs), Inter small RNA polymorphism (iISNAP), Direct amplification of length
polymorphisms (DALP), Promoter anchored amplified polymorphism (PAAP), Target region
amplification polymorphism (TRAP), Conserved region amplification polymorphism
(CoRAP), Start Codon Targeted Polymorphism (SCoTP).....



1.
RFLP
Polymorfizmus delky

restrikCnich fragmentu

(Restriction Fragment Length
Polymorphism)



RFLP vznika prestavbami sekvenci
inzercemi
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PCR-RFLP (na urovni genu)

Amplifikace znameé sekvence se dvéma
specifickymi primery
— Cilova sekvence (obvykle urciteho genu)

o délce 1 az 2 kb je amplifokovana pri
vysoce stringentnich podminkach.

— Vysledkem amplifikace jsou amlikony (PCR g,.“,.lg
produkty o stejné délce) detekované
elektroforeticky

Amplikony jsou Stépeny restrikcni
endonukleazou se 4 bp rozpoznavacim

mistem a pote opét analyzovany pomoci
elektroforézy

Separace fragmentu DNA v agarézovém nebo =
polyakralamidovem gelu. seece

Srovnani restrikEnich fragmentt amplifikované m
DNA u ruznych vzorku.

@I |



Prenatalni diagnoza
hemofilie pomoci
PCR-RFLP

V analyzované oblasti DNA
mohou byt az tfi mista Bcll,
priCemz jedno z téchto mist v
intronu 18 je polymorfni.

Fragment DNA o délce 142 bp
obklopuijici polymorfni misto
Bcll je nasyntetizovan s
pomoci oligonukleotidovych
primerdu.

Normalni alela ma Bc/l misto a
proto je fragment Stépen na

99 + 43 bp fragmenty

Polymorfni misto mize

— chybét na obou
chromozomech (5),

— pritomné na jednom a
chybét u druhého (2,4,7)

— nebo byt pritomné na obou
(1,3,6).
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RestrikCni analyza chromozomalni DNA (REA)

Nevyhodou RE analyzy celkove
chromozomalni DNA je velké mnozstvi
vytvarenych restriktu s podobnou
pohyblivosti v tradiCnim agarézovém gelu.

Vysledkem je spektrum pruhu vizualné
obtizné odlisitelnych.

Pro presné vyhodnoceni miry podobnosti
spekter je nutné pouzit

— densitometrické mereni

— korelacni srovnani densitometrickych krivek

Analyzu zjednodusit hodnocenim pouze

* malych fragmentt 50 — 1000 bp (PAGE +
barveni stfibrem)

« velkych fragmentu 5 - 15 kb (FIGE)

Pres uvedené obtize byla REA pouzita ke
studiu pribuznosti u rady bakterialnich
drunu Campylobacter, Legionella,
Neisseria, Staphylococcus, streptokoky aj.
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MakrorestrikCni analyza
chromozomalni DNA pomoci PFGE

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314

B Ol @ e e W  oam wa s @ SRt .

 Metoda slouzi pro stanoveni
RFLP genomove DNA pri
pouziti restrikCnich

endonukleaz, které stépi  FVRRY a
DNA na < 30 mistech. $8:. 48

 Vznikaji velké fragmenty s e = .
chromozomalni DNA (10 - e eme- R &"
1000 kbp), které jsou s IRRT %R “:
separovany pulzni gelovou s — -
elektroforéezou. o7 — R

 Pro izolaci intaktni DNA neni PN .. 3e8e =95,
vhodna konvencni metoda, v

ale pouziva se specificky
postup.

Priklad pulzni gelové elektroforézy DNA
riznych kmenu Staphylococcus carnosus.



Ribotypizace — selektivni

hybridizace restrikénich fragmentu
* Ribotypizace zahrnuje fingerprinting restrikCnich

fragmentu genomové DNA, které obsahuji cely

nebo Cast genu kodujiciho 16S a 23S rRNA.

* Hlavni vyhody ribotypizace:

— Sekvence genu pro ribozomalni RNA jsou
konzervativni, proto pro ribotypizaci vsech Eubakterii
muze byt pouzita jedina sonda.

— Jelikoz vetsina bakterii obsahuje nekolik ribozomalnich
operonu, ziskame po hybridizaci dostateCné mnozstvi
fragmentu (signalu).



Charakteristika bakterialniho rrn operonu

* rRNA-operon (rrn operon) se vyskytuje na
bakterialnim chromozomu v nékolika kopiich.

DNA
TINZ16s-rRNA [l tRNA [l 235rRNA  [ll5S-rRNAJ tRNA RS

1 T2
promotory _ terminatory
transkripce

pre-rRNA l

posttranskrip&ni uprava
(vyStépeni funk&nich produkti)

|

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA 5S-rRNA

\




RiboPrinter™ System Work Flow

—— EXTERNAL TO RIBOPRINTER™ SYSTEM —

Picking Samples

Heat Treatment DNA Preparation

Automatizace
ribotypizace
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Selektivni hybridizace restrikénich fragmenti u eukaryot

Jednolokusové sondy
— Hybridizuji k jedné hypervariabilni oblasti genomu a vytvareji vzor
o 1-2 prouzcich
— Pro identifikacni Ucely se pouziva smés (,kokteil”)
jednolokusovych sond
— Jsou citlivejSi a davaji jednodussi obraz nez multilokusové sondy
— Pro hybridizaci je treba min 10 ng DNA

Mnoholokusové sondy
— Hybridizuji k repetitivnim sekvencim vyskytujicim se s Cetnosti
100 — 1000 v genomu
— P¥i Southernové hybridizaci se detekuje 20 — 30 prouzku

— U Clovéka se vyuZziva minisatelitd, z nichz 60 ma
spolecnou konvencni sekvenci

— Priklad hybridizace se sondou pripravenou z minisatelitu
v myoglobinovém genu s konvencni sekvenci
GGAGGTGGGCAGGANG

Sondy z transponovatelnych sekvenci

— Transpozony

— Retrotranspozony
Sondy z dlouhych roztrousenych elementt (LINESs)
Sondy z kratkych roztrousenych elementt (SINEs)
STRs (short tandem repeats) tetranukleotidove




Alelove specificka PCR (AS-PCR)

Vyuziti

— Pro detekci bodovych mutaci v genomech

— detekce homozygotniho a heterozygotniho stavu v klinickych disciplinach
Je provadéna ve dvou nebo vice paralelnich reakcich

— V prvni reakci je horni primer komplementarni ke standardni sekvenci

— V dalSi reakci k mutantni nebo polymorfni sekvenci

— Spodni primer je v obou reakcich stejny

Predpoklada se, Ze k elongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou primer a cilova sekvence plné
komplementarni.

Uvazujeme-li homozygotni stav, k amplifikaci bude dochazet pouze v jedné reakci.
Metoda byla popsana nezavisle pod riznymi oznacenimi a vyuziva dva odlisné pfistupy.

— Prvni pfistup je zaloZen na chybéjici elongaci v dusledku chybného parovani bazi na 3'-
konci primeru.
« amplifikaci nedostupny mutacni systéem (ARMS),
« PCR-amplifikace specifickych alel (PASA)
« alelové specificka amplifikace (ASA).
— Ve druhém pfistupu se chybné parovani nachazi ve stredni ¢asti sekvence primeru a brani
tak hybridizaci primeru k cilovému mistu v pfipadé, ze se v templatové DNA vyskytuje.
« kompetitivni pfipojeni oligonukleotidu (COP).
Pro snazsi odliSeni heterozygotniho stavu v jediné reakci je pouzivana varianta oznacena jako
PCR-amplifikace vice specifickych alel (PAMSA) nebo dvojity ARMS.

— Jeden z alelové-specifickych primert obsahuje na 5'-konci pfidatny usek nékolika
nekomplementarnich nukleotidl, a tak mohou byt amplifikacni produkty obou alel rozliSeny
na zakladé sve delky.

Metoda je obecné velmi citliva na optimalizaci experimentalnich podminek reakce, zejména
koncentrace jednotlivych reagentt a templatové DNA.



Alelove specificka PCR



Odstupnovana (nested) PCR

« P¥Fi PCR pomoci vnéjSich a vnitfnich primeru se amplifikace provadi
ve dvou krocich. Metoda ma oproti standardni PCR velmi vysokou
citlivost (nizka koncentrace templatu). Pouzivaji se 2 modifikace:

— Dvoukrokova
* Prvni kolo zahrnuje 15-30 cykl( | Openiransfer of 1st product |
am‘,p‘l,lfl kace. 2 Jegmm parem % Aerosol contamination %
vnejsich primeru. 7 /-
» Potom je reakce prevedena do 1511: ;gﬂpttgla;;on EH?S?Srgpg::glzt;Dn
druhé zkumavky a provadéna — ~— _
> /€l [BovER
amplifikace zahrnujici opét 15-30 — -
cykll s parem vnitfnich primeru.
— Jednokrokova
* Prvni kolo amplifikace s jednim
parem primerU se provadi pfi No product transfer
nestringentnich podminkach
(nizsi teplota pro pripojeni primeru) 1<t amtication ond smusfication
s 10-15 Cykly Low annealing temp High annealing temp
. o g vr s CECGCG LIS,
» Nasleduje reamplifikace zahrnuijici 777888558 GCaCCar A R8388as

CGCGCG
AT

15-30 cyklU pfi stringentnich Predominant 2nd round product
podminkach s vnitfnimi primery,
pfi které se ovéri specifita

amplifikace z prvniho kola.

1st round products




In situ PCR (PCR In situ, incell PCR)

Fixace bunék nebo tkané — A S o o S s
zachovani morfologie oo i’“
(paraformaldehyd) @ “ | e / - /

Permeabilizace - pfistup cytospins, tissue sections fixation permeabilization
PCR reagentl k NK (detergenty,
proteazy)

— pribéh PCR i L= W/

-V bunéénych SUSpGﬂZl’Ch thermal cycling sealing of coverslip primers, nucleotides,

— v cytocentrifugacénich sl
preparatech

— pod mikroskopickym sklem . g /

Detekce intracelularnich produktu washing e detection

— PCR-in situ hybridizace (ISH)
— Imunochemicky (protilatky proti DIG-11-dUTP, fluorescein-dUTP, 3H-CTP)
In situ PCR ma aplikace jak ve vyzkumu, tak v diagnostice:
— detekce virovych nebo provirovych NK (HIV, CMV, HBV, HSV-2)
— chromozomalni prfeskupeni, translokace, hledani jednokopiovych genu

— mapovani nizkokopiovych chromozomalnich sekvenci v metafazickych
chromozomech

— detekce nizkokopiovych mRNA a virovych RNA



2.
AFLP

Polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmentu
(Amplified Fragment Length

Polymorphism)



Nahodne amplifikovana DNA

Nahodna amplifikace vyuZzivajici jeden nebo vice primeru s neznamou
homologii k cilové sekvenci DNA

Vznika vice amplikonu s ruznou velikosti a rozdilnym molarnim mnozstvim,
nevyzaduje se proto stépeni restrikCnhimi endonukleazami
Uspé&3sna, rychla a jednoducha technika pro DNA fingerprinting popsana
nezavisle pod riznymi oznacenimi:
. AP-PCR (arbitrarily primed PCR fingerprinting)
. RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
. DAF (DNA-amplified fingerprinting)
. MAAP (multiple arbitrary amplicon profiling)
. PCR-mediated genotyping
Princip metody:
— Metoda pouziva obvykle jeden kratky primer (8 - 10 bp nebo M13).
— Teplota pro pripojeni primeru je nizSi nez teoreticka hodnota T..
—  Za téchto podminek dochazi k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti
na vice mistech na obou rfetézcich chromozomalni nebo plazmidové DNA.

—  Obvykle se vyskytne nékolik mist pro nasednuti primeru na protilehlych
fetézcich, ktera nejsou od sebe prilis vzdalena, a umozni vznik produktu.

—  Vysledkem je amplifikace mnoha fragmentl s riznou délkou (max. 2000 bp).



Nahodne amplifikovana DNA

Pouziti:

Rychla typizace vétSiny izolatl mikroorganizmu
Typizace genomové rostlinné DNA z riznych kultivart
Taxonomické studie a identifikacni postupy

Analyza mikrosatelitu

AP-PCR muze byt kombinovana s DGGE nebo SSCP analyzou.
Produkty AP-PCR slouzi pro pfipravu hybridizacnich sond
pouzivanych pfi binarni typizaci

Metoda ma vysSsi diskriminacni schopnost nez PCR 16S-23S
mezernikovych oblasti, ale nizsi nez Rep-PCR.

Nevyhody:

Nizka reprodukovatelnost mezi laboratoremi.

Céastedné zvyseni reprodukovatelnosti je mozné provedenim
reakce s riznym fedénim DNA. Vysledek ovliviuji plazmidy
pritomneé v izolovane DNA.



Chromozém A Chromozém B Chromozém C
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Alul-PCR

PCR je pouzivana k amplifikaci DNA sekvenci specifickych pro
Cloveka, predstavuje velmi jednoduchy prostredek k charakterizaci a
amplifikaci pravé jen lidské DNA.

Metoda pouziva primery pro repetitivni sekvence, které jsou
inzertovany na mnoha mistech genomu. Z téchto elementt jsou Alu-
sekvence (opakovani) pritomny v mnozstvi 900 000 kopii v lidskem
genomu.

Tato 300-bp Alu-repetice je velmi variabilni, ale obsahuje sekvenci,
ktera je specificka pro Clovéka. Pripravi se dva primery, kazdy pro
jeden smér, pfiCemz se vyuZzije nejvice konzervativnich useku téchto
sekvenci.

Primery nelze pouzit spoleCné&, nebot vzajemne hybridizuji. Sekvence
Alu vsak mohou byt pritomny na DNA v obou smerech, takze primery
se pouzivaji samostatne.

Lidské sekvence se budou amplifikovat, pokud lezi mezi sousednimi
Alu-repeticemi, které jsou umistény (orientovany) v opacnych
smérech. Tvofi se ruzny pocCet fragmentul lidské DNA v zavislosti na
velikosti lidske DNA v bunecné linii. Tato technika je Casto pouzivana
pro "odhaleni” lidské DNA od ostatnich DNA.



Alul-PCR

Primer A 3 AACGTCACTCGGCTCTA Y

Cast Alu sekvence 5 . TTGCAGTGAGCCGAGAT ...3
jedinec¢na pro primaty 3 ...AACGTCACTCGGCTCTA...5

Primer B 5' 3TGCAGTGAGCCGAGAT 3’

amplifikace S primerem A N

i -

Alu »-

-

B
amplifikace s primerem B

:
3 TAGAGCCGACTGACGTT S
5 ... TTGCAGTGAGCCGAGAT ... 3 5 .. ATCTCGGCTCACTCGAA...3'

3...AACGTCACTCGGCTCTA...'5 3 ... TAGAGCCGAGTGACGITT ... 5
5 TTGCAGTGAGCCGAGAT 3’
B




3.
SSLP (VNTR)

Polymorfizmus delky
jednoduchych repetitivnich
sekvenci (variabilni pocet

tandemovych repetic)

(Simple Sequence Length
Polymorphism)



Polymorfizmus délky jednoduchych
repetitivnich sekvenci (SSLP-PCR)

Jednoduché repetitivni sekvence (SSR) jsou
tandemoveé repetice o délce 2 az 10 bp (napr.
mikrosatelity) pritomne v eukaryotickych
genomech s cetnosti az 80.

V dusledku mutaci nebo rekombinace se pocet
téchto repetici muze zvysit nebo snizit.

Primery pro tuto metodu jsou navrhovany tak,
aby se pripojovaly oblastem ohraniCujicim SSR.

— Tyto ohranicCujici sekvence byvaji konzervativni
pouze v ramci druhu a proto je nutne
navrhovat pro kazdy druh novou sadu primerdu.



Priklad amplifikace mikrosatelitu

> Struktura

Jedine¢né ohranicujici oblasti

= Repetice (napt. GA)

» Podet repetici je velice variabilni mezi jedinci
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Amplifikace repetici pomoci PCR
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Multiplex PCR-SSLP

Fluorescencni
znaceni primeru
pro amplifikaci

| » mikrosatelitu
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Priklad elektroforetogramu s
vysledkem multiplex PCR s
fluorescencne znacenymi primery

B results control E 1Al x
_, b

+| 2400 3600 2200 4000 <200 4400 4600 4200 5000 5200 5400 G600 5200 GOO0 G200 G400

XY

OE 10 APIT-E 12-1B05) 93-12- 10507 ..
[] 17 : A 1P171-6 12-1B05) 93-12- 10807 ...

Stanoveni SSLP na automatickém sekvenatoru



CODIS markery
pro identifikaci u Cloveka

« The official order of the 13 core CODIS loci given within the CODIS system itself is:

CSF1PO

- FGA

— THO1

— TPOX

- VWA

— D3S1358

— D5S818

— D7S820

— D8S1179

— D13S317

— D16S539

— D18S51

— D21S11

« Sometimes, the following two loci used more in Europe than America are added to
make a standard 15:

— D2S1338
— D19S433



UrcCeni pohlavi pomoci analyzy
DNA

 PCR cilene pro unikatni oblasti
chromozomu Y
— Gen SRY (Sex-determining region)
— Nevyhoda DNA XX je netypovatelna
— Mozné falesne vysledky pri inhibici PCR

 PCR genu pro amelogenin
— Koduje protein nachazejici se v zubni sklovine
— 1 kopie genu na obou pohlavnich chromozomech

— Amplifikovana oblast s 6 bp deleci v genu na chr. X

— Muzska DNA 2 ruzné velké produkty 106 a 112 bp,
zenska DNA 1 produkt 106 bp



4.
SSCP

Polymorfizmus konformace
jednoretezcu

(Single-Strand Conformation
Polymorphism)



Princip metody SSCP - viz elektroforéza

« zvySeni ucinnosti SSCP se dosahuje

ds DNA (stejn4 velikost, odli¥n4 sekvence) r[]znymi modifikacemi:
— — — RFLP-SSCP
1 densirsce formatmidem a teplem » pristup kombinujici $tépeni DNA

> restriktazami s naslednou SSCP

~€ , .
ssDNA + vzdalenost polymorfizmu od konce
Qgg fragmentu
sedenaturati polyakrylamidov — Vazbou ruznych latek ovliviujicich
gelovd elektroforéza elektroforetickou mobilitu ssDNA

— RNA-SSCP (je nutno pfipravit ssRNA
transkripci pomoci T7- nebo SP6-RNA
polymerazy)

« SSCP je vhodna pro analyzu mutaci v
prokaryotickych (rDNA), eukaryotickych a
virovych genomech

 Homozygotni DNA vytvari 2
elektroforetické formy

» Heterozygotni DNA obsahujici sekvence
dvou rtznych alel vytvafi 4
elektroforetické formy




Jednonukleotidoveé
polymorfizmy detekovane
specialnimi metodami
s vysokou rozlisovaci
schopnosti

Jednonukleotidove polymorfizmy (SNP)
Variabilita v poCtu kopii genu (CNV)
Kratke inzerce a delece (indels)



Schematickeé znazornéni metod s vysokou rozliSsovaci

schopnosti pro identifikaci polymorfizmu v genomech
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Aplikace sekvenovani

* Celogenomove (WGS)
— Kratka cteni
— Dlouha cteni

— Hybridni assembly umoznuje ziskat celé
chromozomy
Telomere-to-Telomere (T2T)

e Celoexomoveée
* Cilené — hotspot



Cilené (hotspot) sekvenovani

* Co nas zajima
— Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP)
— Variabilita v poctu kopii genu (CNV)
— Kratké inzerce a delece (indels)

* Nadorové nebo zakazkove genove panely

— ldentifikace genetickych biomarkeru asociovanych s
onemocnenim

— Charakterizace genetickych asociaci s urCitym fenotypem, jako
je reakce na lek

— Genotypizace

— Navrh genetickych testu, napfiklad pro farmakogenomiku nebo
onkologii



Princip panelu pro hotspot sekvenovani

Mutation hotspot Multiplexed

preamplification of
KRAS EGFR, & BRAF
hotspots

PCR
Round 1

Mested PCH of single
gene region using
barcoded primers

Batch sequencing of
barcoded PCH
amplicons from

multiple samples

B Sequence redundancy
In hotspot reglon

Forward 75 bp read
5 GGAACCTT.. CTIGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGIGTA... 3

— = =

—

\Sequenclng 3 .. CGACCACCGCATOCGTTCTCACGGAALT .. .TTGATTOG )
adapter Reverse 75 bp read

Sequencing
primer




Whole genome multi locus
sequence typing (wgMLST)

 Vyuziti bioinformatickych pfistupu pro analyzu
jednonukleotidovych polymorfizmu
— WgSNP - Whole genome SNP analysis
— wgMLST - Whole genome MLST
— cgMLST — Core genome MLST

* \ysoke rozliseni, reproducibilni, hierarchicka
nomenklatura

« \lyzaduje vyvoj daatabazi alel, vyber vhodnych alel,
vypocetne narocné

= =)

aacttt

cttaat aacttt



Minisekvenovani - stanoveni
SNP pomoci DNA cipu

SNPq (AA) SNP2 (CG) SNP3 (CC)

| g | |
A2 Jednonukleotidova 11‘ H‘ q

REEERN RN RN Tf’“G

extenze SNP{ SNP2 SNP3y
ITTTTTITTTTTT ﬂ D ?
PCR produkty 7 .j )
+ DMA- DOWmeréza Smés Znaf\enyt"h . i
ddNTP : = —

[

1. varianta - Prodlouzeni primeru vazaného na cipu
Jeden primer pro kazdy SNP, ktery genotypizujeme je
iImobilizovan na skliCku.

K Cipu jsou pridany multiplex PCR produkty, 3’ fluorescencné
znacene ddNTPs a DNA-polymeraza.

Probéhne prodlouzeni primeru o jeden ddNTP a vysledek reakce
je vyhodnocen.

Pozice primeru na Cipu definuje, ktery SNP analyzujeme a
fluorescence nukleotidu urCuje genotyp prisluSného SNP.



* ,.-' —d T A GA GC CG AC GC

s —
RNA vznikla transkripci Jeden znaceny dNTP
+ zpétna transkriptaza a 3 neznacené

2. Varianta — Aleloveé specifické prodlouzeni primeru

» Na sklicku jsou imobilizovany dva alelové-specifické primery s bazi na
3-konci komplementarni k obéma moznym variantam nukleotidu v kazdém
SNP.

» Produkty multiplex PCR jsou prepsany do mnoha kopii RNA pomoci RNA-
polymerazy.

» Molekuly RNA hybridizuji k Cipu a slouzi jako templat pro prodlouzeni
primeru, které je katalyzované pomoci zpetné transkriptazy

» Béhem zpetné transkripce jsou do kazdeho produktu zacCleneny
fluorescencné znaCené dNTP.

» Pro homozygotni genotypy je signal tvoreny pouze jednim ze dvou alelove-
specifickych primerd kdezto u heterozygotnich genotypu je signal tvoreny
obéma primery.

!J..'Z =.'__': SNPq SNP2 SNP3
Extenze |




Digitalni PCR (dPCR)

Vyvinuta z droplet digital PCR (emulzni)

nanojamkove prepazky o pocCtu az 100.000 na destiCku,
do kterych je naplnena reakcCni smes

cilové sekvence koncentrovany v izolovanych
mikroreaktorech

distribuce do mikroreaktoru snizuje kompetici templatu a
umoznuje vysSi toleranci k inhibitorum pfritomnym ve
vzorku B T e =

absolutni kvantifikace
copy number variation
detekce SNP

analyza exprese genl &4
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