Polymorfizmus fudskej DNA

Definicia genetickeho polymorfizmu

Typy polymorfizmmu DNA (SNP, RFLP, VNTR, STR,
iIndel ...) a rozlozenie po gendome

Metody detekcie

Mechanizmy vzniku a mutacné pocetnosti
Polymorfizmus mtDNA a Y-chrom. DNA
Polymorfné haplotypy a haplotypoveé bloky
Prakticke vyuzitie




Geneticky polymorfizmus

* Definicia (Ford): Geneticky podmieneny znak s najmene]
dvomi diskontinuitnymi variantmi v jednej populacii, pricom
pocetnost zriedkavejSieho variantu je vyssia ako 1%
(arbitralne Cislo)

* VylucCuje: negeneticke znaky, kontinuitnu variabilitu,
polytypizmy, zriedkavé znaky (dedicné choroby)

* Typy polymorfizmu:

— morofologicky

funkCny

serologicky

biochemicky

DNA: je najCastejsi, lebo vacsina polymorfizmov DNA nema fenotypovy prejav




Typy DNA polymorfizmov

* Bodovy polymorfizmus (substitucie
jednotlivych baz; SNP)

» Variabilny pocet tandem. repeticii
— mikrosatelity (STR)
— minisatelity (VNTR)
— makrosatelity

* Pritomnost/nepritomnost sekvencie (Alu, L1 a
1.) na Specifickom mieste (indel)




Bodovy polymorfizmus (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP)

\ 4 Mspl \ 4 Mspl \ 4 Mspl
5-.ACCGGTACA.ATCCGGTTAGCCGGTA..-3
VMspI X VMspI
5-.ACCGGTATA..ATC AGGTTAGCCGGTA..-3
....1200 bp ... |

« Pocetnost odlisnosti: 1 : 1200 bp; ¢ize v gendme cca 3 mil., t.C. registrovanych
vyse 9 mil. (1993), ale len Cast je potvrdenych;

« Vyskyt: introny, nekodujuce oblasti (va¢sinou ziadny fenotyp); len asi 50 000 v
kédujucich sekvenciach génov

« Vznik: mutacia + geneticky drift; nepozname pévodny stav, len nepriamo (zo
sekvencie u primatov);

« M=107az 109 (naj¢astejsie v dinukl. CpG)

* Mozny désledok: pritomnost/nepritomnost restriké. miesta (ak v rozpozn.
sekvencii RE, asi 20%): vznik RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)




Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)
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Restriction Fragment Length
Polymorphism
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Detekcia RFLP pomocou PCR + RE

a)

B1
B2
AN
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Polymorfizmus typu VNTR
- minisatelity

u N l n HEpEat LEF’lgth
17-40 bases

e ACAGGGTGTGGEGG ...




VNTR — minisatelity

variabilita v populacii




VNTR (minisatelity) — variabilita v populacii
L
i




Minisatelity

Dizka zakladnej repeticie >6bp

PocCet opakovani repeticie 10 — 100 (1000)
Vyskyt preferencne v telomérickych oblastiach (najméa bohaté
na GC pary)

Odhadovany pocet: radovo 103

Jednoducha detekcia: Southern, PCR

Vznik novych alel: nehomologicky c-o

Mutacna frekvencia: vysoka, az 102

Vyuzitie: obomedzené; individualna identifikacia
Biologicky vyznam: neznamy, asi selfish DNA
Spec. pripad: minisatelit (TTAGGG),, - teloméry




Mikrosatelity

STR: Short Tandem Repeats
SSR: Short Simple Repeats

Dizka zakladnej repeticie <6bp

PocCet opakovani repeticie 1 — 100

Vyskyt rovhomerne po genéme

Odhadovany pocet radovo 10°

Jednoducha detekcia: PCR

Vznik novych alel: nehomologicky c-o

Mutacna frekvencia: nizSia ako u minisatelitov, cca 103
Vyuzitie: rozsiahle; individualna identifikacia, nepriama DNA
diagnostika, triangulacia génovej mapy

Biologicky vyznam: neznamy, asi selfish DNA
Vynimka: expanzie trinukleotidov u niektorych ochoreni
NajCastejsi: ,CA-repeat” (asi 50 000 x v gendbme)




Mikrosatelity (STR, SSR)

Microsatellites (Simple Sequence Repeats, SSR)

} Structure TThigque flanking regions = Eepeat (z.2.. ga)

Analyvze PCR products by polyacrylamide gel electrophoresis
MMarker is codominant and highly gzenetically informative




Typy mikrosatelitov

Typy:

+ Perfektné (jednoducheé) (CA),

* Imperfektne (CA), TTT (CA),,

« Zlozené (CA), AAA (AT),,

V gendéme: (CA), - 0,5% (najmenej 50 000)

(TC),—0,2%
ostatné dinukl. — takmer 0%

~ trn- a tetra: zriedkave, ale
najcastejsie pouzivane v praxi




Mikrosatelity: suCasnée vysetrenie viacerych
systemov na jednom geli (multiplex)
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Mikrosatelity: princip detekcie pomocou
kapilarovej elektroforézy

Fig. 3: Conwverting labelled S5SR. fragments into peaks ;
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Inzercno-delecny polymorfizmus
(indel)

-

A L =2

Bifrthimng of o mewer Alor—esraor

- 1 A e F = 3

Indel od 1 bp po niekolko Mb

Casté: inzercie Alu, L1 — retrotranspozicia

Velmi zriedkavy jav: unikatne udalosti

Pozname povodny stav (bez inzercie)

Inzercie (Alu, L1) aj do kédujucich sekvencii: patologia




Typizacia Alu-inzercneho polymorfizmu na Y-
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Polymorfizmus mtDNA

Polymorfizmy mtDNA:
™+ Mimo D-klugky 10x
=T e QY o astejsie ako v gDNA

" ) M/ [+ 1« Vramci D-kfuéky az 100x
L (arr) ~ ws. L3360 éastejéie ako v gDNA
Eay mtDNA _ |%m| < Ziadna rekombinacia:
-~ A N haplotypy; haploskupiny
= W [we © Matrilinearna dediCnost
| wn| + Heteroplazmia
“e |0 Vyuzitie: Studium evolucie
- ludskych populacii

7025 8249 $994 9052 10028




Polymorfné haplotypy
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* Haplotyp: subor alel na jednom chromozome, ktore
sa len zriedka oddelia rekombinaciou

« Haplotypoveé bloky v ludskom gendome:
rekombinacné ,cold spots”

* Vyuzitie: studium ,veku" mutacii




Vyuzitie polymorfizmov DNA

Ukazovatele variabllity:

« Pocet znamych alel (pri RFLP dve, pri VNTR az 10?)
» Index heterozygozity H= 22 p;p,= 1 - 2p7?

- Pravd. identity PI =1 - 2p*— 24 p? p/?

» Polym. information content PIC =1 -3 p? - 22 p;? p?
Prakticke vyuzitie:

 |dentifikacia oséb/vzoriek DNA (A. Jeffreys 19895)

* Nepriama dg. monogénnych ochoreni (vysoky PIC)
* Urcovanie paternity (VNTR, STR)

« Triangulacia génovej mapy (od RFLP az k STR)

« SNP a multifaktorialne ochorenia?




Prenos mtDNA, Y-chromozalne] DNA
a autozomalne] DNA

Pred 5 generaciami mal kazdy jedinec 2° = 32
predkov, z nich len od jedného zdedil Y, od jedného
MtDNA, ale od vsetkych Cast autozomalnej DNA




