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Princip Cipovych technologil’

Princip — sondy vazane na
nosny podklad

Ruzné déleni podle

o Aplikace (genotypizace; exprese RNA, proteinu; epigenetika...)

= Technologie vyroby (in situ syntéza; deponovani)

= Typu sond (umélé chromozomy — BAC, PAC; cDNA; oligonukleotidy)

= Znaceni (fluorescence — jedno/vice-kanalové; autoradiografie,
chemiluminiscence)



Sklo

= mikroskopické sklicko (25 x 75 mm)
= specialni formaty
= rUzné upravy povrchu — aminosilan, epoxy atd.

= Nylonova nebo nitrocelulozova membrana
= Plast, gel

= Mikrokuligky
- BeadArrays® (lllumina)
- XMAP (Luminex




= Analyza genomovych aberaci, genotypizace
- CGH, SNP gipy
= Resekvenacni Cipy

= Epigenomika
= Mapovani vazby proteinu na DNA (ChIP-on-chip)
= Mapovani metylované DNA (MeDIP-chip)

= EXxprese
- mRNA, miRNA
- Protein




= VV\ychozi material - genomova DNA

= Detekce nebalancovanych genomovych zmeén

= Amplifikace, delece - CNV - copy number variations

= Nedetekuje balancované chromozomalni translokace
o Array CGH

= Detekce uniparentalni dizomie, genotypizace
- SNP &ipy

= Detek 1 lymorfismt




Postup

|zolace DNA
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Kontrola kvality, stanoveni kvantity -

Amplifikace — celogenomova, PCR
Fragmentace — enzymaticky
Znaceni - fluorescence
Hybridizace, odmyti
Skenovani

Analyza dat
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CGH - komparativni genomova hybridizace

Kohybridizace znacCené a kontrolni DNA
= na normalni metafazni chromozomy = na sondy navazané na sklicku
> klasicka CGH, HR-CGH = array CGH — &ipova technologie

= Metoda molekularni cytogenetiky

Patisne s DMA Referencs DHA

“7 hybridization
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CGH

Mataph st chisms domed




Klasicka CGH, HR-CGH

Medscapea www.medscape.com

72 (19)

‘Source: Am J Clin Pathol © 2003 American EDE:IE'T],r of Glinical Pa1h|:|hug|st5 Ine. http//Web hcifert. gOV (NCI_FrederICk)



Rozdeleni aCGH podle typu sond

= Delka a hustota pokryti DNA sond urcCuje rozliseni Cipu

= Useky genomové DNA vloZené do vektorti
= YAC (Yeast Artificial chromosome) - 200 -1000 kb
= BAC (Bacterial Artificial chromosome) - 50-200 kb
= PAC (Phage Artificial chromosome) - 75-200 kb
o Kosmidy — 30-40 kb
o Rozliseni ~ 1Mb

= cDNA-1-2kb
= Pouze genoveé oblasti

= HorsSi schopnost detekce jednokopiovych zmén
= Rozliseni - 1-2 kb

= Oligonukleotidy - 25-85 bazi
= RozliSeni - pod 1 kb




Platformy aCGH

= Cilené

= Analyza vybranych ,hot spot” oblasti spojenych s konkrétnim
onemocnenim

= Chromozomoveé

Interval Markers

= Celogenomove

= Sondy rozmisténé
° rovnomerné po genomu
= v urcitych intervalech
= Tilling arrays — sondy se prekryvaji — vysoke rozliSeni

Tiling Resolution

Davies et al., 2005



Vysledky aCGH

8.35Mb
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SNP gipy

Cipy umozniujici rozlidit nejen CNV, ale i SNP
= Sondy pro detekci CNV jako u CGH Cipu + sondy
specialné navrzené pro detekci SNP

SNP — jednonukleotidoveé polymorfismy

=V lidském genomu asi 10 mil identifikovanych
polymorfismu

o Asociace s onemocnhénimi

UrcCeni alelového statusu, haplotypu
= Genotypizace, asociacni studie

Detekce uniparentalni dizomie



Uniparentalni dizomie (UPD)

CNN LOH - copy number neutral loss of heterozygozity

o Vrozena, ziskana
= \/yskytuje se u rady onemocneni

monozomie

Normalni mutace
karyotyp trizomie




Princip SNP Cipu - Affymetrix

SNP

Genomic DNA referEm:e sequence

C
= 25b sondy, zamena 13. =W —
nukleotidu 7
= Jednobarevna detekce ey AT O £ Y
na &ip se hybridizuje pouze T N s e

MMEB TTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

oznacena testovana DNA l




Princip SNP Cipu - lllumina

1x 50b, single base extension; pouze A/G,
A/C, T/C, T/G (dvoubarevna metoda)

2X 50Db, allele specific extension
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Princip SNP Cipu - Agilent

= 60b, SNPs pouze v mistech rozpoznavanych
restrikCnimi endonukleazami
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amplifikace +
delece +
bialelicka delece

Uniparentalni
dizomie
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Nadorova genomika
=V nadorovych bunkach Casto zmény genomu — primarni i sekundarni

Klinicka genetika
= Presnéjsi charakterizace mikrodelecnich syndromu

= |dentifikace genomovych zmén u pacientll s mentalni retardaci i jinymi
vrozenymi postizenimi

Farmakogenomika
Prenatalni a preimplantacni diagnostika

Asociacni studie — asociace SNP i CNV s radou
onemocneni (revmatoidni artritida, diabetes, nadorova
onemocneni, psychiatricka onemocneni)

EvoluCni studie




Resekvenachi Cipy

= Affymetrix

Stejny princip jako detekce SNP
Kratke oligonukleotidy — 25mery

Typizovana baze na 13. pozici — nejvetsi vliv na silu vazby
pri neshode

SNP = testovany 2 varianty X resekvenovani = testovany 4
varianty

TCGGTAGCCATGAATGAGTTACTAC Probe 1 Forward
TCGGTAGCCATGCATGAGTTACTAC Probe 2 Forward
TCGGTAGCCATGGATGAGTTACTAC Probe 3 Forward
TCGGTAGCCATGTATGAGTTACTAC Probe 4 Forward

C

G
AGCCATCGGTAGATACTCAATGATG Probe 1 Reverse
AGCCATCGGTAGCTACTCAATGATG Probe 2 Reverse
AGCCATCGGTAGGTACTCAATGATG Probe 3 Reverse
AGCCATCGGTAGTTACTCAATGATG Probe 4 Reverse

Genomic Sequence of interest




Resekvenacni Cipy Affymetrix - princip
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Resekvenacni Cipy Affymetrix

Sekvenace mnoha kb soucasné

romal |49 | 100 | 169

Sequence | 300 kb 100 kb
Capacity

Citlivost - 10-25% mutovanée DNA
Problematicke oblasti — GC bohate, repetitivni
Nas design - CLL specificky Cip

50kb

8 genu (m.j. ATM — 62 exonu), 110 miRNA



Resekvenacni Cipy - postup
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Select areas of ,
. interest by PCR fragment

Genomic PCR products

oA 100 long range PCR
~ 9kb

Hybridization,

Wash, and stain End-labeled fragments

Protokol - 3 dny



Resekvenacni

Seq Pos

powrs0ila pd0l
powrs0ila pd02
powrs0dla pd03
powrs0ila pdod
powrs0dla pd0s
powrs0dla pd06
powrs0dla pd0i
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prurs0dla pdnd

an
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powrs0ila pd0?2
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powrs0ila pd0d
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Homozygous

Heterozygous
SNP

Nutne overit sangerovym sekvenovanim



Resekvenachi Cipy

= APEX
Arrayed Primer EXtension

4-barevna technologie — nutne specialni vybaveni

Prodlouzeni sondy o jeden nukleotid
komplementarni ke vzorku




= Paralelni sekvenace vice oblasti
= Detekce mutaci, na ktere je Cip navrzen
= Screeningova metodika

= Komercné dostupné ,diagnostické” Cipy

= Roche — platforma Affymetrix
= Cytochrom P450 — FDA approval, CE-IVD
- P53 v testovani
- Neni nutné ovérovat vysledek
- Jen 1 gen, ale velmi rychle, ,user friendly” (protokol max 2 dny)

- APEX




