Polymorfizmy detekovane
specialnimi metodami
s vysokou rozlisovaci
schopnosti

Stanoveni jednonukleotidovych
polymorfizmu (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs)




Priklad jednonukleotidovych polymorfizmu

Krevni skupina

JA CIG|T G|T A|IC|C C|T

B CIG|T G|T A|IC|C C|T

0 C|G|T G|T A|lC|C|C|C|T

» Priklady béznych chorob detekovatelnych
pomoci SNPs
— Parkinsonova choroba
— Alzheimerova choroba
— Diabetes typu |l
— Crohnova choroba
— Obezita




Schematickeé znazornéni metod s vysokou rozlisovaci

schopnosti pro identifikaci polymorfizmu v genomech

— standardni typ
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Prehled zakladnich metod

— Ligazova retezova reakce — Oligonukleotidové &ipy

— Ligace prostrednictvim RCA — Sekvencovani hybridizaci

— AFLP R

— Sangerovo sekvencovani - ]tl(vantltatleP’CRs

— Pyrosekvencovani hugr%s_ce?c’nlr.m dami
_ CELP ybridizaénimi sondami
— Kleavaza + “vetfelec” — PNA-sondy

- (?dSFCF’ — Molekularni ,majaky*
_ DGGE — FRET

DCSA — Fluorescencni polarizace




Polymorfizmy detekovane specialnimi

elektroforetickymi metodami

Odhaleni lokalnich polymorfizmmu v DNA je zavislé na pouziti
specialnich elektroforetickych

— Kratké fragmenty DNA o konstantni délce
— Elektroforetické separace v zavislosti na jejich odliSné sekvenci
Elektroforéza se obvykle provadi v polyakrylamidovych gelech

Metody jsou vhodné zejmena pro srovnani polymorfizmu na drovni
genu aniz by bylo nutneé stanovovat primo jejich sekvenci.

Uvs_eky DNA s vhodnou velikosti (100 - 2500 bp) se pro analyzy
pripravuji:

1. Klonovanim

2. RestrikCnim stepenim

3. Polymerazovou retezovou reakci (PCR)
Vysledky mohou byt ovlivhény

hustotou a sitovanim polyakrylamidového gelu

— teplotou gelu

— obsahem pridatnych chemickych latek v gelu

— delkou analyzovaneho fragmentu

— lokalizaci rozdilnych sekvenci na analyzovanych fragmentech




Konformacni polymorfizmus jednoretézcu

(Single-Strand Conformation Polymorphism -
SSCP)

« SSCP analyza se obvykle pouziva pro detekci
sekvencnich rozdilu mezi ruznymi alelami tehoz
genu

* Metoda je vhodna pro sledovani zmen (mutaci)
na kratkych fragmentech DNA o velikosti 150 -
400 bp

* Metoda vyuziva vytvareni rozdilne sekvencne
specifické intramolekularni struktury ssDNA
ovlivhujici rychlost pohybu pri nedenaturujicich
elektroforetickych podminkach

» U delsich fragmentu se snizuje diskriminacni
ucinnost a reprodukovatelnost




Princip metody SSCP

« zvySeni ucCinnosti SSCP se dosahuje

ds DNA (stejné velikost, odli¥n4 sekvence) ro znymi modifikacemi:
— — — RFLP-SSCP
l denaturace formamidem a teplem * pristup kombinujici stepeni DNA
5 restriktazami s naslednou SSCP
~€ , .
sSDNA  vzdalenost polymorfizmu od konce
@D fragmentu
sedenaturatni polyakrylamidov — Vazbou ruznych latek ovlivaujicich
gelové clektroforéza elektroforetickou mobilitu ssDNA

— RNA-SSCP (je nutno pripravit 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
elektroforetickeé formy

« Heterozygotni DNA obsahujici sekvence
dvou ruznych alel vytvari 4
elektroforetické formy




Dideoxy fingerprinting (ddF-SSCP)

* Hybridni diagnosticka metoda vyuzivajici dva metodicke
pristupy:
— Sangerovo sekvencovani, reakce je na rozdil od

klasickeho sekvencovani provadena pouze s jednim
dideoxy terminatorem.

- SSCP / , baze

Udideoxynukleotidy
ukond&ujicl fetézec

H H
(nemohou vytvofit

fosfodiesterovou vazbu

s dal3im ptistupujicim
dNTP)

H ATTCGGGCGT

* Pouziva se zejména k detekci
mutaci u eukaryotickych genu.

« Mutace jsou detekovany jako vysledek ztraty nebo
ziskani dideoxy-terminacniho segmentu nebo na zaklade
rozdilne elektroforeticke mobility u alespon jednoho z
dideoxy-terminacnich segmentu.




Pfipojeni promotoru pro
T7 nebo SP6 RNA polymerazu

X - bodova mutace . "
Amplifikace sekvence P rl n CI p d d F

pomoci PCR nebo klonovanim

Transkripce T7 RNA polymerazou
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Denaturacni gradientova gelova elektroforeza
(Denaturating Gradient Gel Electrophoresis - DGGE)

« Metoda vyuziva rozdilné elektroforetické mobility u Castecne
denaturované DNA a DNA v nedenaturovaném stavu

* Vzorky o velikosti 150 - 1200 bp se analyzuji v
polyakrylamidovém gelu s denaturacnim gradientem zajistenym
— postupné vzrastajici teplotou (TGGE)
— vzrustajici koncentraci denaturacniho Cinidla
« formamidu
¢ mocoviny
« dsDNA se pohybuje behem elektroforézy v zavislosti na jeji
velikosti a pozvolne denaturuje

— na zacatku elektroforézy neni patrny zadny rozdil v elektroforetické mobilite

— po urcité dobé denaturace ovlivni rychlost elektroforetické migrace (zpomaleni
vzhledem k dsDNA)

— elektroforéza sama umozni odliSit sekvencéni polymorfizmus na zakladé odlisné
hodnoty Tm srovnavanych vzorku
« Zvyseni rozlisovaci schopnosti dosahneme
— pripojenim GC-svorek na konce analyzovanych fragmentu
« zamezime tim uplné denaturaci az do jednoretézcovych forem a zvySime
— provedenim 2-D (dvojrozmérné) DGGE




DGGE je vhodna pro

» analyzu mutaci v eukaryotickych genech
 diagnostiku dedicnych chorob

» analyzu mutaci v prokaryotickych genech

— charakterizaci bakterialnich populaci na zakladé DGGE 16S
rDNA

1D 2D TGGE
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Sekvencne specificka elektroforeza

zprostredkovana vmezereni barviv do DNA

Zridka pouzivana metoda ke stanoveni sekvencnich
rozdill v dsDNA fragmentech do velikosti 1500 bp

vyuziva vazbu bis-benzimidu (H33342) na AT pary

Elektroforéeza se provadi v agarézovych gelech s bis-
benzimid-polyetylen glykolem

Princip metody

— a) vazba bis-benzimidu na AT bohaté fragmenty DNA

— b) nasledné zpomaleni elektroforetické mobility dlouhymi
molekulami polyetylenglykolu u DNA fragmentu bohatych na AT




Analyza konformace dvouretezcove DNA

(Double Strand Conformation Analysis -
DSCA)

« Diagnosticka metoda, ktera vyuziva rozdilnych ohybu v
dsDNA (double strand conformation polymorphism - DSCP)
ovlivnujicich elektroforetickou pohyblivost pri nedenaturujicich
elektroforetickych podminkach v polyakrylamidovem gelu a
umoznuje tak rozlisit DNA-fetézce s ruznou sekvenci.

* Metoda vyuziva predpokladu, ze dsDNA ve vodnem roztoku
zaujima slozitou konformaci s vnitrnim zakrivenim, ktere
zavisi na nukleotidové sekvenci

« Zakriveni DNA se muze pfimo vztahovat ke treni, které
fragment dsDNA prekonava pri elektroforéze v poréznich
gelech

« Substituce paru bazi v kritickem misté dsDNA fragmentu vede
ke zméne vinuti a muze zasadné ovlivnit elektroforetickou
mobilitu behem nedenaturacni polyakrylamidove gelove
elektroforézy s vysokou rozlisovaci schopnosti

* Vyuziva se k detekci bodovych mutaci v eukaryotickych
genech (fragmenty o délce 100-500 bp)




Heteroduplexni analyza,
analyza pohyblivosti heteroduplexu
(Heteroduplex Mobility Assay — HMA)

» Diagnosticka metoda, ktera vyuziva rozdilne
elektroforetické pohyblivosti heteroduplexu.
Pouziva se k lokalizaci a detekci bodovych
mutaci v eukaryotickych a virovych genomech.

 homoduplex (homoduplex). Hybridni molekula
DNA, jejiz retezce se vyznacuji uplnou
komplementaritou.

* heteroduplex (heteroduplex). Hybridni molekula
DNA vyznacujici se neuplnou komplementaritou.




Analyza elektroforetické pohyblivosti heteroduplexu

HIV Provirai DNA from: Patient A Patient B Patient C

PCR amplify using
the same primers
(0.5-1.0 kb amplicon)

PCR Products PCR Products PCR Products

Combine, denature and
reanneal the products A+B A+C

Analyze on 5% neutral
polyacrylamide gel

Heteroduplexes

“ Heteroduplexes

/ Homodupiex




Polymorfizmus délky fragmentu vytvorenych
stepenim enzymem Cleavase
(Cleavase Fragment Length Polymorphisms -
CFLP)

« Diagnosticka metoda, ktera vyuziva enzymu kleavazy k detekci
a lokalizaci polymorfizmu v jednofetézcové DNA

« Optimalni velikost fragmentu pro tuto analyzu je do 2700 bp.

« ssDNA vytvari rUzné sekundarni struktury (vlasenky, viasenky
se smyckou, krizove struktury) v zavislosti na primarni
strukture.

« Cleavase je specificka endonukleaza, jejiz cilove misto se
nachazi vzdy u paty vytvorené vlasenky na molekule ssDNA.

* Enzym nepusobi na vSechny vlasenky (pravdépodobné v
zavislosti na dalSich faktorech ovlivnenych strukturou ssDNA).

« Mutace (bodové, delece, inzerce) a modifikace v
nukleotidovych sekvencich ovlivhuji sekundarni strukturu
ssDNA a koneCnym vysledkem se vytvoreni rozdilnych mist
rozpoznavanych enzymem.




CFLP

Po stepeni enzymem Cleavase vznika spektrum
fragmentu charakteristické pro danou molekulu

Separaci fragmentu provadime na kratkem
denaturacnim polyakrylamidovem gelu

Metoda CFLP je metodou porovnavajici tvorbu
viasenek v jednotlivych jednoretezcich, ale z
obecneho hlediska je polymorfizmus CFLP
analogicky s RFLP.

Metoda byla pouzita na

— odliseni bakterialnich patogenu

— detekci mutaci u rychle mutujicich virt

— detekci mutaci v genech pro rezistenci u bakterii

— detekci mutaci v eukaryotickych genech
(napr. gen pro p53)




Schematicky postup CFLP

Priprava koncove znacenée
dsDNA (na obrazku je
Znazorneno *)

Teplotni denaturace DNA

Ochlazeni DNA a vytvoreni
vlasenek

St&peni Cleavase | (na
obrazku znazornéno | )

Elektroforéza v
denaturacnim
polyakrylamidovem gelu
(pouze koncove znacené
DNA jsou detekovany)

wild type mutant
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polymorfizmu CFLP u 16S rDNA ruznych bakterialnich druht




Vetrelec (Invader®)

Dva oligonukleotidy jako
hybridizacni sondy:

1. Invader

2. Primarni signalni sonda

e Muze nést fluorescencni
znacku

Komplex ve tvaru klapky:

« Signalni sonda hybridizuje k cilové
molekule DNA blize k jejimu 5°'-

konci
 |Invader narusi tento komplex proti
Smeéru a
Kleavaza:

« Rozpozna vzniklou sekundarni
strukturu a rozstepi ,klapku®“ v
pozici 5°'-ramene + 1 baze ze
signalni sondy

Detekce:

. Na zakladé vzniku fluorescence
metodou FRET

«  Pomoci hmotnostni spektrometrie

SITE OF
CLEAVAGE

¥ PRIMARY PROBE
INVADER OLIGO £
5 g 3
g}
TARGET DNA '\

SNP

CLEAVED 5' FLAP

5 —t

SITE OF
CLEAVAGE

SIGNAL —. — QUENCHER
Dve | F ) *l_,__Q___j-
= r

cuﬂ:
n L 3l

FRET CASSETTE

SIGNAL ﬂ




Test rezistence k
RNaze (RNase
protection analysis)

» Diagnosticka metoda
pouzivana k detekci
a lokalizaci bodovych
mutaci v RNA.

Pouziva se RNaza A,
ktera stepi useky
ssRNA, kde nedoslo
k vazbé 3?P znacené
sondy pripravene ze
standardniho genu.

* Touto metodou lze
detekovat ~ 50%
bodovych mutaci.

* \Vyuziva se zejména
u rychle mutujicich
RNA-viru

Virus-infected cells

Inactivate virus
Extract total infected cell RNA

P8 viral mMRNAs

R R R R XSy virion (genomic) RNA

“Probe” cloned into a transcription plasmid

32p.jabelled
SP6 transcripts

32P-labelled

<~ SP6 promoter T7 promoter —gp- 17 transcripts

Denature RNA’s then hybridize

W\\\E\\\\\ A
AL LSRR A AL R AR AR

l Digest with RNase to cleave l

hybrids at mismatches

Denature; gel electrophoresis
Autoradiography




DNA Cipy pro hybridizacni analyzu
DNA Cipy slouzi k paralelnimu provadeni DNA hybridizace
testovane DNA s velkym pocCtem (desetitisice) sond.

Jejich hlavni aplikaci je vyhledavani polymorfizmu, napf. SNP,
nebo srovnavani vzorku RNA izolovanych z riznych bunék.

DNA Cip je mala destiCka nesouci velky pocCet sond DNA, ktere
se vzajemne lisi svou nukleotidovou sekvenci a na Cipu jsou

umisteny v definovanych polohach.
Sondy jsou
— synteticky pripravene oligonukleotidy
primo na povrchu Cipu
— Kratke molekuly DNA nanasene
s pouzitim robotickych systému na

sklenény Ci nylonovy povrch matrice ,array”

 cDNA
 PCR produkty
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U prvnich pouzivanych DNA Cipu byly sondy DNA nakapany na
povrch mikroskopickeho sklicka nebo na nylonovou membranu
za vzniku usporadaneho seskupeni 6400 (80x80) sond na plosSe

18x18 mm.




NovéjSi technologie pripravy DNA Cipu vyuZzivaji
fotolitografii

Umoznuje syntetizovat sondy s ruznou sekvenci
primo na povrchu Cipu a dosahnout tak na stejne
plose podstatne vyssi hustoty sond (az milion
oligonukleotidl na cm?).

Pri vyhledavani SNP je tak mozné v jediném pokuse
proverit az pul milionu polymorfismu za
predpokladu, ze jsou k dispozici oligonukleotidy pro
obé alely kazdeho SNP.

Prakticky se pri praci s DNA Cipy postupuje tak, ze
je Cip inkubovan se znacenou cilovou DNA za
podminek, umoznujicich hybridizaci k sonde.

Poloha oligonukleotidove sondy, k niz se hybridizuje
testovana DNA, se stanovi detekovanim emitované
fluorescence na povrchu Cipu pomoci konfokalniho
mikroskopu nebo laseroveho detektoru.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu

SNP1 (AA) SNP (CG) SNP3 (CC)

TITTTTITTITTd T-" G A2 Jednonukleotidova —,!,.Lf‘l HJ‘Q' H‘-{‘

extenze SNPq SNP2 SNP3
T — /ﬂ ;
PCR produkty > £ /] -_,,_ i
+ DNA-polymeraza Smés znactenych i by 7
ddNTP ol
.

AA CG CC

1. Varianta — Prodlouzeni primeru vazaného na Cipu
» Jeden primer pro kazdy SNP, ktery genotypizujeme je
Imobilizovan na sklicku.

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

» Probehne 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.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu

s SNP41 SNP2 SNP3y
Extenze .

Tﬁ-. GA G*‘"‘ CG AC GC

RNA vznikla transkripci Jeden znaceny dNTP
+ zpétna transkriptaza 3 3 neznatens

2. Varianta — Alelové specifické prodlouieni primeru

» Na sklicku jsou imobilizovany dva alelove-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 zpétne transkriptazy

Béhem zpétné transkripce jsou do kazdého produktu zacCleneny
fluorescencné znacené dNTP.

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

vV V V VY




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu
- minisekvencovénl’

::}”P'j SNP2> SNP3
E H J | I:.- !. V'::.._II‘ |.. ..I.

Zachyceni \ \
na &ipu cC

Produkty prodiouZeni primeru
v roztoku

3. Varianta — Prodlouzeni primert nesoucich specifickou
sekvenci na 5‘-konci
» Cyklické prodlouzeni primeru o jeden dideoxynukleotid je provadéno s
denaturovanou DNA v roztoku za pritomnosti
» fluorescencné znacenych ddNTPs,
» DNA-polymerazy
» primeru nesoucich na 5'-konci pfidatnou sekvenci (tag).
» DNA-Cip, ktery je komplementarni k pfidatnym sekvencim primeru (tag
array) je potom pouzit pro zachyceni produktu cyklické minisekvenacni
reakce.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu
- RCA (Rolling Circle Amplification)

M_eto_da pracu_j_e na Alelové specificky oligo 2
principu amplifikace a kruznice 2 e

: , - Alelove specificky oligo 1
signalu na DNA-Cipu a kruznice 1
Studovana cilova s DNA-polymeraza g
molekula DNA je
denaturovana SNP

o i 'AT” Matricova DNA
Pri hybridizacik Ligace 3 A&
cilové sekvenci ligaza o 3 W
katalyzuje spojeni dvou -

oligonukleotidovych
sond z nichz jedna je
imobilizovana na pevnem podkladu Cipu

Ligace nastane pouze tehdy jestlize je 5° baze v misté SNP prfesné
komplementarni k cilové DNA (je 500x efektivnéjSi nez pfi nehomologickem
paru)

Rozdily v sekvenci na 5°-konci poskytuji moznost specificky a simultanné
detekovat jednotlivé varianty SNP

¢29 DNA-polymeraza katalyzuje izotermni replikaci formou otacive
Kruznice, inkorporuje znacené nukleotidy a rostouci retézec je vytesnovan




RCA v homogennim roztoku

» Ligaza katalyzuje ligaci sondy ve forme
otevzene kruznice, ktera presne svymi
3'- a 5'-konci hybridizuje k mistu se SNP

» Hybridizace nahodnych hexanukleotidu

* Replikace otacCivou kruznici pomoci k
DNA-polymerazy faga 29 12}
« Vznikme az 10° kopii sekvence




Alelove specifické ologonukleotidy (ASO)

» |dentifikace PCR-produktu

* Rutinne lze provadet obracenou teckovou
hybridizaci:

chromogen barevna srazenina
"v.‘__ ‘ ____Lﬁ;

€2 alkalicka fosfataza
— streptavidin
»— biotin

PCR - produkt

nitroceluldza — <




