OPAKOVANI

DIAGNOSTIKA

RNA DNA

exprese
sestfihové mutace

(drive — rozsahlé geny = snizeni poctu PCR)
detekce patogent — molekularni mikrobiologie



OPAKOVANI

DIAGNOSTIKA

PRIMA NEPRIMA
predpoklad — znalost kauzalniho genu a jeho predpoklad — znalost pfiblizné polohy
WT sekvence lokusu, jehoZ porucha vede k rozvoji

onemochéni



OPAKOVANI

PRIMA DIAGNOSTIKA

SCORING SCANNING
scoring — ,vime co hledame” scanning — ,vime kde hledat, ale
(detekce znamé varianty) hevime co pfesné”

(vyhledavani neznamé varianty)



qPCR, Real-Time PCR

gPCR = kvantitativni PCR

Real-Time PCR = PCR v realném case

varianta PCR umoznujici primou kvantifikaci PCR produktu v
prubéhu reakce

princip — detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu, mnozstvi
fluorescencniho signalu zavisi na mnozstvi PCR produktu



qPCR, Real-Time PCR

* PCR produkty musi byt fluorescencné znaceny - ruzné pristupy pro
detekci
1) interkalacni barviva
2) fluorescencné znacené sondy
3) fluorescencné znacené primery

* v zavislosti na pouzitém systému detekce — vyhody/nevyhody



INTERKALACNI BARVIVA

e vazi se na dsDNA
* vazba nezavisla na sekvenci
* nejznameéjsi — SYBR® Green
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http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/introd uction-pcr-primer-probe-chemistries ?1D=LUS0JW30Q3



INTERKALACNI BARVIVA

NEVYHODY/OMEZENI
* nelze vyuzit pro multiplexni * jednoduchy navrh
reakce oligonukleotidu nezbytnych pro
* vaze se na veskerou dsDNA = reakci (stacCi pouze 1 par
nelze odlisit nespecificke specifickych primer()
produkty * |evnéjsi nez detekce s vyuzitim
sond




FLUORESCENCNE ZNACENE SONDY

vazi se do stredni casti amplifikovaného produktu

Zmeéna intenzity fluorescence je Umérna mnozstvi PCR produktu
sekvencni specifita — nedetekujeme nespecifické produkty, ale neni
univerzalni = vyhoda/nevyhoda = zalezi na aplikaci

rtiizna technicka reseni — 2 nejcastéjsi/nejzndméjsi

* hydrolyzacni (TagMan)

* hybridizacni (FRET)
mimo tato existuje dnes jiz siroka skala technickych reseni detekce
(firmy, platformy atd.)



HYDROLYZACNI SONDY (TagMan)

* princip — oddéleni molekuly fluoroforu a zhasece behem elongacni faze
(5‘>3‘ exonukleazova aktivita polymerazy)—> ukonceni zhaseni a

emise fluorescence

'r Extension
Q
w_,;

&

During annealing, the hydrolysis probe binds to the
target sequence

During extension, the probe is partially displaced
and the reporter is cleaved. The free reporter
fluoresces

0 Reporter fluorofor
o Quencher zhased

http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/introduction-per-primer-probe-chemistries?ID=LUSOJW30Q3



HYBRIDIZACNi SONDY (FRET)

FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer = prenos energie
fluorescencni rezonanci

dvojice fluorescencné znacenych sond

emise energie z donorového fluoroforu na 3 konci prvni sondy
excituje akceptorovy fluorofor na 5‘ konci druhé sondy

podminka — dostateéné malé vzdalenost 10-100 A (po navézani 1-5 nt)

@ Donor flucrophore

__Q Acceptor fluorophore

-

During annealing, the two probes bind
to the target in a head-to-tall orientation. @
The acceptor fluorophore fluoresces

http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/introduction-per-primer-probe-chemistries?ID=LUS0JW3Q3




qPCR - kvantifikace absolutni vs. relativni

ABSOLUTNI

standardni krivka (fredéni standardu)
kvantifikace vzorku vzhledem ke
standardni krivce

RELATIVNI

uziti tzv. housekeepingovych genu
kvantifikace cilového genu
vzhledem k housekeepingovému u
stejného vzorku - normalizovany
pomeér — relativni kvantifikace
Ibrat v potaz Ucinnost reakce —
nemusi byt pro vsechny stejna (2)!



HRM

HRM = High Resolution Melting = analyza krivek tani s vysokym
rozlisenim

ytani“ DNA = proces denaturace dsDNA indukovany zvysovanim
teploty

M teplota - ,tani” dsDNA - komplementarni retézce dsDNA se
oddéluji - uvolnéni interkalacniho barviva nebo FRET sond -
pokles fluorescence

zisk tzv. krivky tani — mérenim intenzity fluorescence v prubéhu
postupného, pomalého ohrevu dsDNA produktu v post-PCR fazi

Melting Curves
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TEPLOTA TANI

* T = melting temperature = teplota tani
» teplota, pri které dojde pravée u poloviny dsDNA k denaturaci za

vzniku ssDNA

e zavisla na

1) sekvenci fragmentu DNA

2) délce
3) obsahu CG

Fraction ssDNA

- -
-

20% GC
50% GC
80% GC

75 100
Temperature °C

https://www.khanacademy.org/test-prep/mcat/physical-sciences-practice/physical-sciences-practice-tut/e/melting-point-and-thermodynamics-of-double-stranded-dna-1
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VYUZITI HRM

* ijednonukleotidova zaména se projevi zménou T,
» moznost vyuziti k detekci sekvencnich zmén v daném PCR

produktu

SCANNING

* interkalacni barvivo +
porovnani krivek tani vzorku a
standardu (WT) = odlisuje se
- vime, Ze je pritomna néjaka
sekvencni odchylka od WT
sekvence - sekvenace

SCORING
vyuzivany sekvencné specifické
sondy pokryvajici misto
predpokladané mutace
srovnani T_ kontrol (WT, MT) a
vzorku = genotypizace vzorku



Fluorescence
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https://en.wikipedia.org/wiki/Melting_curve_analysis#/media/File:Melting_Curve_Analysis_Graphs.svg
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PRIKLAD VYUZITI -

— —
P

CF (F508del)

Melting Curves
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F508del

nejcastéjsi mutace u CF — F508del (c.1521_1523delCTT,
p.Phe508del)

nachazi se vexonu 11

jedna se o deleci 3 bp, ktera vede ke ztraté fenylalaninu
(F) na pozici 508 v proteinu CFTR

nachézi se u 60-70 % pacientu s CF

v CR je asiu 67 %



CYSTICKA FIBROZA (CF)

enejCastéjsi autozomalné recesivni onemocnéniu evropskych populaci

emultiorganové onemocnéni

v e

e primarni pricina —mutace v genu kodujicim CFTR protein - iontovy kanal



VYSKYT CF

predevsim u evropskych populaci, v neevropskych populacich je vyskyt CF vyrazné nizsi
frekvence prenasecl priblizné 1z 26 30
vyskyt u 1 ditéte na 2500 4500 novorozencu

v CR udavan 1 ze 4023 (dle vysledkd NS nizsi 1 z 6946-> vliv prentalni a preimplantaéni
diagnostiky???



CFTR PROTEIN

* exprimovan hl. na epitelovych bunkach

* nachazi se na apikalni membrané epitel. bunék

* slozen ze 1480 amk - 5 domén
* 2 transmembranové (MSD)
* 2 domény vazajici aktivovaneé nukleotidy (ATP) (NBD)
* 1 regulacni doména (R)

EXTRACELULARNI PROSTOR
MSD1 MSD2
| |

NITROBUNECNY PROSTOR

Lyczak, J.B., Cannon, C.L., Pier, G.B., 2002. Lung Infections Associated with Cystic Fibrosis. Clin. Microbiol. Rev. 15, 194-222, upraveno



FUNKCE PROTEINU

* hlavni funkce CFTR proteinu — chloridovy kanal - prenos
chloridovych aniontt pres membranu
e chybéjici/nefunkéni protein
— nerovnovaha iontového prostredi
— porucha transportu vody
— abnormalné viskozni hlenovity sekret na epitelech

— klinické projevy



GEN CFTR

lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti 731

27 exonu

dnes znamo vice jak 2 000 sekvencnich variant

mutace CFTR genu jsou zarodecného puvodu (tzv. germinalni mutace)
mutace de novo jsou velmi vzacné

nejcastéjsim typem mutace je tzv. missense (vyskytuji se i dalsi typy)

®



MUTACE CFTR GENU

Frekvence vyskytu jednotlivych typti mutaci v CFTR genu

®m zamény aminokyselin (missense)
= posunové (frameshift)
m sesttihové (splicing)
nesmysiné (nonsense)
inzerce/delece bez posunu ¢teciho
ramce
® rozsahlé inzerce/delece
“ v oblasti promotoru

m sekvencni varianty

® nezname

zdroj: Cystic Fibrosis Mutation Database: Statistics [WWW Document], n.d. URL http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html (accessed 11.19.1



MUTACE CFTR GENU

TRIDA MUTACI

STANDARDNI TYP
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Amaral, M.D., 2015. Novel personalized therapies for cystic fibrosis: treating the basic defect in all patients. J. Intern. Med. 277, 155-166. upraveno

Trida | — Narusena syntéza proteinu

Trida Il = Abnormalni zpracovani a intracelularni transport proteinu

Trida lll — Porucha regulace proteinu

Trida IV — Naruseni vodivosti chloridového kanalu

Trida V — Redukovand syntéza a zhorseny intracelularni transport proteinu
Trida VI — SniZzena stabilita proteinu
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