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FRAGMENTACNI ANALYZA

velikostni separace molekul DNA

eprincip — podobny klasické ELFO (misto gelu polymer + uziti fluorescenéniho
znaceni)

epfiprava fluor. znacenych fragmentl - kapildrni ELFO (pfiprava fragmentu je
nejvariabilné;jsi ¢asti)



FRAGMENTACNI ANALYZA

umoznuje analyzovat produkty
predchazejicich reakci
spolecné s produkty v kapilare
analyzovan i hmotnostni standard -
umoznuje urcit velikost (pocet bp)
produkty i hm. standard musi byt
fluorescencné znaceny

razné fluorescencni znacky
— nutné vybrat kombinace
s neprekryvajicimi se spektry

x
5]

3!
Template DNA

*

5!

¢ PCR

3!

Labelled PCR product ¢ Caplllary

Electropharesis
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HMOTNOSTNI STANDARD

e obsahuje fluorescencné znacené fragmenty o definované délce (bp)
Electropherogram of the GeneScan™ — 600 LIZ® Size Standard
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FRAGMENTACNI ANALYZA

velikost fragmentl PCR produkti je ur¢ena vzhledem k fragmentiim hm. standardu
— zjisténa velikost je relativni

eodpovida danym podminkam analyzy

— nelze srovnavat mezi sebou u rlznych stroji, podminek

epokud zachovame podminky

— stroj, kapilara, standard aj. — vysledky by mély byt srovnatelné
eplochu/vysku pikd lze srovnavat pouze,

pokud jsou znaceny stejnou znackou (intenzita znacek se muze lisit!)
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METODA MLPA

MLPA = Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

ezalozena na kvantitativni multiplexni PCR

eprincip — amplifikace sond zavisla na ligaci

e UCel — detekce relativniho poctu kopii specifickych sekvenci

(nejcastéji v porovnani se standardnim kontrolnim vzorkem)

—> identifikace genomickych zmén, predevsim rozsahlejSich deleci/duplikaci
v ramci genl nebo chromozomu

edalsi aplikace — stanoveni SNP, metylace v promotorové oblasti



METODA MLPA

DENATURACE

HYBRIDIZACE
FRAGMENTACNI HODNOCEN!
ANALYZA D



Binding site
forward PCR primer

Hybridisation sequence

Sample DNA

MLPA SONDY

RPO
LPO ,
s

PROBE

Binding site

reverse PCR primer

Stuffer sequence

Hybridisation sequence

Probe target



1. DENATURACE/HYBRIDIZACE

prava a leva c¢ast sondy se vazi na cilovou sekvenci DNA



2. LIGACE

nahybridizované ¢asti sondy jsou spojeny ligazou



iif -

& A 1170 nt Probe B (299 nt)

3. AMPLIFIKACE

eligované sondy jsou amplifikovany pomoci univerzalniho paru
primerd
lamplifikuji se sondy, ne zkoumana DNA!

- Reverse PCR primers '- Forwand PCR prircer (Tluarescantly |abekad]

{11
I .

|.|I:|.| '_.' = il



4. FRAGMENTACNI ANALYZA

efluorescencné znacené produkty jsou separovany kapilarni
elektroforézou dle své délky (poctu nt)

REFERENCE SAMPLE ] TEST SAMPLE &



Probe Design
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Universal PCR Gene specific Stuffer sequence LII'IWH‘I‘S;I PCR
primer Y hybridization sequences hera
Ligation PCR Amplification
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Fragment Analysis
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ANALYZA VYSLEDKU

evyska vysledného vrcholu daného amplikonu odpovida
relativnimu poctu kopii cilové sekvence

evysledky je mozné hodnotit okometricky nebo pomoci SW
Coffalyser.Net

edavany do poméru sondy reference a testovaného vzorku
1 = standardni pocet kopii

0,5 = heterozygotni delece

1,5 = heterozygotni duplikace (u genli na autozomech)

. REFEREMNCE SAMPLE ]  TEST SAMPLE X

: 2 |8
v SePeeesesdeeResRReN v S8 es e sensRes
- =




VYHODY MLPA

multiplex — detekuje zmeény poctu kopii az 50 specifickych
sekvenci v jedné PCR reakci

edokaze odlisit sekvence lisici se v jediném nukleotidu
evyzaduje minimum DNA (20 ng (3000 bunék))

eidenticky protokol pro rlizné aplikace

evSechny potfebné reagence jsou soucasti kitu

enezbytné vybaveni byva béznou soucasti vSech molekularné
biologickych laboratofi



NEVYHODY MLPA

detekuje jenom zmény v relativnim mnozstvi — neodlisi napriklad
diploidni a triploidni buriky

evysoka citlivost na kontaminaci reakce

enutnost mit minimalné 50% bunék nesoucich danou prestavbu
eCasove naro€na a obtizna vyroba vlastnich sond (komercné vsak
dostupna rada sond)

*SNP v misté ligace muizou vest k faleSnym vysledkdm (vysledek
oVeérit jinou metodou nebo pomoci sekvenace vyloudit
pritomnost SNP)



Mismatch Perfect match

| e
\\ yd N l ,,f'/

Mismatch at the probe ligation site = Ligation of the two probe oligonucleotides
Mo ligation, no amplification product - Amplification product
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DUCHENNOVA SVALOVA DYSTROFIE (DMD)

progredujici svalova slabost — kosterni— srdec¢ni a dychaci svaly
evyskytuje se s frekvenci 1:3000 narozenych chlapcl

eklinicky obraz

ezpocatku bezpriznakové onemocnéni — vyvoj probiha nékolik
mésicu standardné

ekolem 2.-6. roku — nastup priznakt (problémy s chlizi, vstavanim
aj.)

epostupny rozvoj myopatie dolnich koncetin (pozorujeme tzv.
Gowersovo znameni; , kachni chlze”)

ekolem 12. roku — upoutani na invalidni vozik

epostizeni dalSich skupin kosterniho svalstva

epostizeni svalu srde¢niho (= srdecni selhani), postizeni plicnich
svall (= uméla plicni ventilace)

ekolem 30. roku — smrt



Gowers Sign

Using hands . |
to push on legs
to stand



DUCHENNOVA SVALOVA DYSTROFIE (DMD)

pricina — defekty v genu pro svalovy protein dystrofin (gen DMD)
edystrofin = strukturni svalovy protein — zprostredkovava interakci mezi bunécnym
cytoskeletem (aktinem) a ECM

Extracellular matrix Sarcoglycan
complex

Sarcolemma

B1 9 Syntrophins
Cytoplasm '

'a-Dystrobrevin



GEN DMD

rozsahly gen — 79 exonl

e|okalizace Xp21 - X-vazana recesivni choroba

evétsSina defektd DMD genu = copy number variation

efrekvence deleci/duplikaci v DMD genu u DMD/BMD pacient(

je odhadovana 60-70 % pro delece a 5-10 % pro duplikace -

prvnim krokem ve vysSetrovacim algoritmu molekularné genetické diagnostiky je metoda MLPA
edelece/duplikace exond mohou byt out of frame nebo in frame

eDMD - delece/ duplikace ménici ¢teci rdmec, nonsense mutace

*BMD — delece/duplikace zachovdvajici ¢teci rdmec

FIBeckerova svalova dystrofie (BMD) — mirnéjsi forma



Geny na chromozomu X

I?

MUZ = HEMIZYGOT

ZENA 1 kopie > poméry se méni
2 kopie - stejné jako u autozomd 1 = standardni pocet kopii
0 = delece

2= duplikace
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ARMS

ARMS = amplification refractory mutation system

*PCR s alelové specifickymi primery

eprincip — Mismatch PCR primeru na 3’konci znemoznuje PCR

— pokud primer nehybridizuje na svém 3' konci dokonale — nedochazi k amplifikaci



PRINCIP ARMS

PODSTATA METODY - 3 PRIMERY
» 2 specifické — forvard primery
- pro standardni alelu ( )
- pro mutantni alelu (F-MT)
* 1 spolecny —reverse primer (R)

- rozdéleno do 2 PCR

i +R G

2. F-MT+F

» -




HODNOCENI ARMS

* hodnoti se pritomnost/nepfritomnost produktu v obou reakcich >
urceni genotypu

genotyp WT/WT | WT/MT MT/MT
PCR (F-WT+R) " ¥ i
PCR (F-MT+R) i 5 5

* moznost provadeét i multiplexni reakce (obsahuji vice trojic primert)



CYSTICKA FIBROZA - Elucigene® CF-EU 2v1

komercné vyrabény kit

edetekuje 50 nejcastéjSich mutaci v CFTR genu

emultiplexni alelové specificka PCR nasledovana fragmentacni analyzou

®2 mixy

emixA — MT + WT primery pro F508del

(= kontrola uspésnosti PCR v pripadé pritomnosti MT produktl)

emixB — WT (bez F508del)

eoba mixy obsahuji 2 pary primerd pro STR markery - kontrola kontaminace cizi DNA



MT + WT pro F508del (+STR)
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MT + WT pro F508del (+STR)
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DIAGNOSTIKA

4/\>

RNA DNA

EXPRESE  SESTRIH ,,SEKV. EXONU“ o
PRIMA NEPRIMA

analyza mikrosatelitQ

SCORING SCANNING

* Restrikéni analyza PCR produktu . , ;.
« Hybridizace PCR produktu s analyza te,plf)ty tani (SYBR Green)
*sekvenovani

alelové specifickymi
oligonukleotidy
* detekce variant pomoci sond
* ARMS
* MLPA
* Triplet Primed PCR



Expanze trinukleotidovych repetic

v genomu — prekladané i neprekladané oblasti

nestabilita zavisi na délce repetice a typu sekvence
lokalizovany uvnitf ORF = expanzi narusena struktura protein
(Huntingtonova chorea)

lokalizovany vné ORF (v 3"UTR nebo 5'UTR) = inaktivuji nebo
ovlivnuji expresi genu (Syndrom fragilniho X)

ATG TAA

/e - ]
5 Intron Intron 3
== Promoter Exon Eee————— fyon  — Exon ‘untransiated m

T i

(CGG) n> 200 (GAA)s 200 (CAG) 5 40 (CTG ps 50
Fragile X Friedreich Huntington Myotonic
Syndrome ataxia discase,

dystrophy |
Cerebellar ataxia, SCAL, 2,3

V3 ¥ {

Transcrionptional Impaired transcription  Expanded polyglutamine Expanded CTG repeats
silencing Loss of frataxin tracts confers new properties confers new properties
Loss of function mutation  function Gain of function on RNA

Gain of function

R | ATt | N SRR Py MBI S el SRl SN e | ORI R T L (O SRt AR RN MR Reey | TG e e e i U ety LS |



mutace

TR

v

TREs =—> TRED

trinucleotide trinucleotide trinucleotide
repeat repaet expansion repeat expansion
diseases

Expanding afele

expanze
novy typ mutace, popsan 1991

‘Normal allela



Expanze a delece trinukleotidu pfri replikaci

l Replikace opoZfdujiciho se Fetézce l
57 \

[ ™=
ﬂ-f

. /
“Wlasenka na templatu

EXPAMNZIE DELECE

/

\

“lasenka na Okazakiho fragmentu

+



PREMUTACE ,CASOVANA BOMBA V GENOMU“

repetice — nestabilni v meidze - pocet muze narUstat
ek velkym expanzim dochdazi pouze pfi materndlnim /paterndlnim prenosu

emechanismus vzniku — ,,sklouznuti” polymerazy -

repetice mohou vytvaret sekundarni struktury (napf. vldasenka) -

poté reparacni systém vlasenku odstrani -

oblast repetic se rozsifi >

v dalSim kole replikace polymeraza prisyntetizuje podle prodlouzeného templatu dalsi repetici



Klinicka anticipace
spojena s expanzivnim prodluzovanim
trinukleotidovych repetic

asymptomaticky prarodic
(MD1 : 5 -50 CTG repetic)

rodiC¢ s mirnym klinickym projevem
(MD1: 100 CTG repetic)

y

§ potomek s tezkym prubéhem choroby
(MD: 1500 CTG repetic)




Prehled a zakladni charakteristika nékterych
chorob asociovanych s expanzi trinukleotidd




SYNDROM FRAGILNIHO X

* Fragile X Syndrome = FXS = syndrom fragilniho X
* druha nejcastéjsi forma mentalni retardace u clovéka
* cetnost: 1 na 4000 muzi, 1 na 7000 Zen

* XD, neuplna penetrance (asi 20 % hemizygotnich muzl, 30 % heterozygotnich
zen bez priznaku)

* psychosocialni projevy — snizené 1Q, hyperaktivita, zpozdéni
vyvoje
* 30 % pacientu jsou autisté (2-5 % autistickych déti
ma FXS)
» 25 % pacientu trpi epilepsii
* morfologické projevy FXS — protahly oblic¢ej s prominujici
bradou a velkyma odstavajicima usima
* u muzl makroorchidismus
(= abnormalni zvétseni varlat)

https:/fjournals.roni.com/leaming -disability-practice,/evidence-
and-practicefragile-x-syndrome-idp.21.4.17 517 (abs



PRICINA FXS

* nazev dle vzhledu chr. X v mikroskopu — ziZené misto v distalni
casti
— tvorené expanzi trinukkleotidovych repetic, které narusi
strukturu chromatinu

https://www.healthdirect.gov.au/fragile-x-syndrome, upraveno
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MNOZSTVI CGG REPETIC = FENOTYP

5-54 — standardni mnozstvi
55-200 — premutace - FXPOI, FXTAS
> 200 — plnda mutace - zametylovani CpG ostrovu
— potlaceni exprese genu FMR1 - FXS

* u premutace — korelace poctu repetic a miry postizeni
* u plné mutace — nezalezi na poctu repetic (vétsi pocet jiz nezhorsi projevy)

» FXTAS (Castéji & nez @) = fragile X-associated tremor/ataxia syndrome
* projevy obvykle v paté dekadé zivota
* nejvyznamneéjsi projev — nekontrolovatelny tres (priznaky podobneée
parkinsonismu)
» FXPOI (Q) = fragile X-associated primary ovarian insufficiency
* ne uvsech zen s premutaci
* muze zpUsobit nepravidelny menstruacni cyklus, casnou
menopauzu, neplodnost
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https://edu.glogster.com/glog/bio-options-poster-fragile-x-syndrome/2a6seutv3ike



FMR1 Identification Kit

* uréen pro screening premutace a plné mutace (neumoznuje
stanovit presny pocet opakovani)

* metoda — prima tripled-primed PCR (dTP-PCR)

* repetice CGG v 5 UTR amplifikovana z genomové DNA, produkty
reakce - analyza krivek tani

* vyuziva interkalaéni barvivo SYBR® Green

* T —umérna velikosti amplikonu (expandované alely maji vy3si T )

* cut off — vyuziti kontrolnich vzorkl o znamém poctu opakovani
(pr. 54 opakovani)



Triplet Primed PCR (TP-PCR)

Priklad — Vysetreni u Myotonickeé dystrofie

1) PCR P1/P2
e P1, P2 — primery ohranicujici Usek, kde se dané opakovani maji nachazet
primery lezi na hranici této oblasti

P1 (CTG),—alely n<100 P2
» —

* PCR produkty hodnoceny na gelu

L

* pritomnost 1 bandu na elfo mize znamenat M1 2 3 5 6 77, Ly |

a) homozygotnost

b) prilis mnoho CTG opakovani -
(= PCR reakce tak neprobéhne,
protoze usek je prilis velky) -1 - - - %



Triplet Primed PCR (TP-PCR)

— 2) TP-PCR

* prvni primer naseda na hranici oblasti opakovani (P1)
druhy primer nasedd na samotnda opakovani (ma sekvenci nékolika
CAG)—-P4

* primery s nekomplementarnim koncem

* po prvnim prepisu se k tomuto konci vazou noveé primery (P3)

* P3sP1l-mnozito, co naaplifikuje P4 (P3 je tam vzhledem k P4
prebytek)

* amplifikacni Useky jsou razné dlouhé - na gelu je , zebricek”
(fragmenty od sebe vzdalené 3bp — o jednotku opakovani)

* TP-PCR umozni zjistit pritomnost amplifikované alely, ale ne jeji

deélku!
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PCR P1/P2

P1
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alely < cca 100 (CTG)
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Strategie molekularné genetického
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TP PCR PCR ( P1/P2)




