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Genotypoveé metody

* Vyhodou genotypovych metod oproti
fenotypovym je
— nezavislost na expresi specifickych genu v umélém prostredi
(laboratorni média)

— genotypoveé znaky jsou na rozdil od fenotypovych (biotyp, sérotyp,
antibiogram) relativné stalé

— davaji reprodukovatelné vysledky analyz i za ruznych
laboratornich podminek

— jsou rychlé a zpravidla nevyzaduji predchozi kultivaci
mikroorganismu

« identifikace patogenu, které nelze snadno nebo vubec
kultivovat

— metody zalozené na chromozomalni DNA maji na rozdil od
fenotypovych metod 100% typovatelnost, protoze vsechny
baktérie maji chromozom a proto se tyto metody zaméruji na
stupen a povahu polymorfismu DNA



Charakteristika typizacnich systému
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Molekularni metody pro detekci
polymorfizmu v genomech

« Cilem je charakterizace
— Chromozomalni DNA
— Plazmidové DNA
— Celkové genomove DNA
— Genu nebo jejich Casti
« Posouzeni parametri genomu a vybér relevantnich
sekvenci pro detekci polymorfizmu

e 2 skupiny metod
— Primé
» Detekce polymorfizmu na arovni primarni sruktury (napf.
sekvencovani, real-time PCR pro detekci SNP)
* Nejpresnéjsi, ale Casové a financne narocné
— Neprimeé
» Poskytuji ruzné typy fingerprinta (otisk DNA) dostupnych ve formé
obrazu gelu nebo hybridizaénich membran

« Rozdéluji se na techniky
— bez amplifikace DNA
— s amplifikaci DNA
— ldentifikace konformacnich polymorfizmd nukleovych kyselin



Metody pro detekci polymorfizmu

v genomech
* Prima metoda:
— Sangerovo sekvencovani
— sekvenovani nové generace
— Jednonukleotidoveé polymorfizmy detekovaneé
pomoci vysoce vykonnych metod
* Neprimé metody: fingerprinting (otisky DNA)
1. RFLP - polymorfizmus délek restrikCnich fragmentu

2. AFLP - polymorfizmus délek amplifikovanych fragmentu

3. SSLP- polymorfizmus délek fragmentu s jednoduchou
repetici

4. SSCP - polymorfizmus konformace jednofretézcu



Klasifikace technik pro fingerprinting DNA prokaryot

Plasmidova DNA Chromosomova DNA Geny nebo jejich ¢asti

Analyza obsahu a poétu plazmidu Analyza poétu chromozémdl DGGE analyza amplifikovaného genu

restrikéni analyza REAP RFLP (polymorfizmus délky restrik¢. fragm.) SSCP analyza amplifikovaného genu

AFLP plazmidi - RFLP analjza amplifikovanych geni
- PFGE, FIGE makrorestrikéni analjza (Smal) |
{analyza velkych fragment(l ‘ { rDNA-RFLP analyza
{analyza malych fragmenti ‘ {hspes-RFLP analyza
— SRFH (hybridizace se sondou) { R-lactamase-RFLP analyza
L rDNA (ribotypizace), M13, IS { Single-strand conformation RFLP
- SRFA (selektivni amplificace restrike. fragm)  CFLP (cleavase)

- s 3 ~EGenové RFLP-SSCP analyza
—amplifikace zavisla na primeru [AFLP] i

— ligation-mediated PCR (IIS RE)

| mixed-linker PCR i Genova AFLP analyza
L ligation-mediated PCR (partial ligation IS)
- RFLP - DGGE (RE - DE) {polymorfizmus tandemovych repetic

~| polymorfizmus délky (velikosti) gent

Chromosomal DNA AFLP analysis

~| PCR - ribotypizace (rRNA-spacer LP)

AP-PCR (RAPD) |

 genova AP-PCR

analyza polymorfizmii v mezernikovych oblastech‘

: ~| Dideoxyterminated SSCP analyza

| \ |
ERIC-interrepeat-PCR  REP-interrepeat-PCR  tRNA-interrepeat-PCR



Hodnoceni kvality typizacniho
systemu

« Kazdy typizacni system je charakterizovan
[ kriteriemi (Maslow, 1993)
— Typovatelnost
— Reprodukovatelnost
— Stalost
— Rozlisovaci sila
— Epidemiologicka shoda
— Snhadnost interpretace
— Jednoduchost provedeni



RFLP - Restriction Fragment
Length Polymorphism

Polymorfizmus delky
restrikCnich fragmentu



RFLP vznika prestavbami sekvenci
inzercemi
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RestrikCni analyza chromozomalni DNA (REA)

» Jedna z prvnich DNA typizacnich metod zahrnujici
analyzu poctu a velikosti restrikCnich fragmentu
vznikajicich stepenim specifickou restrikcni
endonukleazou (RE).

* Rozdily mezi fragmenty se oznacuiji jako polymorfizmus
délek restrikCnich fragmentu (RFLP).

* Metoda restrikCni analyzy
zahrnuje nasledujici kroky:

— izolace chromozomarni DNA ectiotod DNA

— vyber vhodne RE ooy clease

— Stepeni RE +

— elektroforéza DNA fragmentu vizualizag @ Flectrophoresis ==
etidiumbromidu a densitometricke vyhdeme

— muze byt proveden na celkové DNA nebo pouze genech nebo
jejich castech

— alternativa: hybridizace se sondou a selektivni detekce genu

DNA
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Makrorestrikcni analyza
chromozomalni DNA pomoci PFGE

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314

* Metoda slouzi pro stanoveni
RFLP genomové DNA pri
pouziti restrikCnich

elektroforézou. o7 —

* Pro izolaci intaktni DNA neni 195 — [
vhodna konvencni metoda,
ale pouziva se specificky
postup.

endonukleaz, které Stépi ® aa u
DNA na < 30 mistech. 888 $%28

» Vznikaji velké fragmenty - - 0w ges .
chromozomalni DNA (10 - T PR LI
1000 kbp), které jsou 100 — R §eE °:
separovany pulzni gelovou 145 — T i)

(TR}
I 1B B |

igia 0

s8R RIYY

Priklad pulzni gelové elektroforézy DNA
ruznych kmenu Staphylococcus carnosus.



Princip selektivni hybridizace

DNA

Restricted DNA
ARG after endonuclease
treatment

Electrophoresis
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Priklad hybridizace se
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selektivni hybridizace prinasi znacné zjednoduseni pri
interpretaci spekter fragmentu DNA



Princip selektivni hybridizace

DNA

Restricted DNA
after endonuclease
treatment

Electrophoresis
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Priklad hybridizace se
sondou specifickou
pro16S rDNA.
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selektivni hybridizace prinasi znacné zjednoduseni pri
interpretaci spekter fragmentu DNA




Sondy pouzivane pro SRFH u eukaryot

« Jednolokusové sondy
— Hybridizuji k jedné hypervariabilni oblasti genomu a vytvareji vzor
o 1-2 prouzcich
— Pro identifikaéni ucely se pouziva smés (,kokteil®)
jednolokusovych sond
— Jsou citlivejSi a davaji jednodusSsi obraz nez multilokusové sondy

— Pro hybridizaci je tfeba min 10 ng DNA

 Mnoholokusové sondy

— Hybridizuji k repetitivnim sekvencim vyskytujicim se s Cetnosti
100 — 1000 v genomu

— P¥i Southernové hybridizaci se detekuje 20 — 30 prouzku

— U Clovéka se vyuziva minisatelitll, z nichz 60 ma
spolec¢nou konvencni sekvenci

— Délka repetici u kazdé z alel je polymorfni

— Pravdépodobnost, ze 2 jedinci budou mit stejnou délku
1 repetice po Stépeni restriktazou Hinfl je 0,25.
Pokud uvazujeme 36 detekovatelnych lokusuU (prouzku),
je pravdépodobnost vyskytu stejného vzoru

0,253%6=10-%2
— Nevyhodou je vysoky narok na mnozstvi DNA (250 ng)

— Priklad hybridizace se sondou pripravenou z minisatelitu
v myoglobinovém genu s konvencni sekvenci
GGAGGTGGGCAGGANG

M C FI F2



Prenatalni diagnoza gen pro faklor
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AFLP — Amplified Fragment Length
Polymorphism
polymorfizmus délek amplifikovanych
fragmentu

« Jakakoli PCR technika poskytujici vznik
vice nez jednoho produktu (fingerprint)
— AP-PCR (RAPD) — nahodne amplifikovana
DNA
— Rep-PCR - interrepetitivhi PCR, primery
odvozeny z vicekopiovych repetitivnich motivu

— Alu-PCR

— ITS-PCR (RS-PCR) — Amplifikace mezerniku v
genech pro funkcni RNA



Alul-PCR

Primer A 3 AACGTCACTCGGCTCTA S

Cast Alu sekvence 5 .. TTGCAGTGAGCCGAGAT ...3
jedine&na pro primaty 3 ...AACGTCACTCGGCTCIA. .. 5

Primer B 5' FTGCAGTGAGCCGAGAT 3’

amplifikice s primerem A

B

3' TAGAGCCGACTGACGTT 5
5 ... TTGCAGTGAGCCGAGAT ... 3 5 ...ATCTCGGCTCACTCGAA ... 3

3...AACGTCACTCGGCTCTA...'5
5 TTGCAGTGAGCCGAGAT 3
B

3 ... TAGAGCCGAGTGACGTT ... 5




Analyza mezernikovych oblasti v rDNA
(RS-PCR, PCR-ribotypizace)

* U prokaryot obsahuji rDNA Chromozém A Chromozém B
operony geny pro vSechny tfi 238
typy rRNA (16S, 23S a 5S). v 2 =

 Geny pro 16S a 23S rRNA jsou ° [ b

oddéleny mezernikovou oblasti,
ktera se lisi délkou v zavislosti
na druhu (od 278 bp u
mykobakterii do do 2 kb u
borrelii). Navic u vétSiny
Eubakterii se vyskytuje vice

kopii rDNA operonu, u nichz se

vyskytuji mensi rozdily v délce m Elektroforéza
|
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D0 bp - o oblastem ohrani¢ujicim mezernik mezi 16S a 23S rDNA

mm  'RNAmezernikova oblast

U Staphylococcus aureus se nachazi v genomu 6 rrn
operond,



SSLP - Simple Sequence
Length Polymorphism

Polymorfizmus delky jednoduchych
repetitivnich sekvenci

VNTR — Variable Number of Tandem
Repeats



Polymorfizmus délky jednoduchych
repetitivnich sekvenci (SSLP-PCR)

Jednoduché repetitivni sekvence (SSR) jsou tandemové repetice o
délce 2 az 10 bp (napf. mikrosatelity) pfitomné v eukaryotickych
genomech s Cetnosti az 80.

V dusledku mutaci nebo rekombinace se pocet téchto repetici muze
zvysSit nebo snizit.

Primery pro tuto metodu jsou navrhovany tak, aby se pripojovaly
oblastem ohraniCujicim SSR.

— Tyto ohranicCujici sekvence byvaji konzervativni pouze v ramci
druhu a proto je nutné navrhovat pro kazdy druh novou sadu
primerd.

Jelikoz je mezi jedinci pocCet repetici znacne variabilni, vysledkem
amplifikace je vznik razné dlouhych PCR produktu, které jsou
separovany na polyakrylamidové nebo agarézove gelové
elektroforéze s vysokym rozliSenim.

Rozdilt v délce fragmenti genomové DNA podminéné pFitomnosti
SSR se pouziva k odliSeni blizce pfibuznych jedincu a k detekci
vztahl mezi nimi zejména v genetice populaci.



Priklad amplifikace mikrosatelitu

» Struktura Jedine¢né ohranicujici oblasti = Repetice (napt. G4)

» Podet repetici je velice variabilni mezi jedinci
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CODIS markery
pro identifikaci u Cloveka

The official order of the 13 core CODIS loci given within the CODIS system
itself is:

— CSF1PO
FGA
THO1
TPOX
VWA
D3S1358
D5S818
D7S820
D8S1179
D13S317
D16S539
D18S51
D21S11

Sometimes, the following two loci used more in Europe than America are
added to make a standard 15:

— D2S1338
— D19S433



Priklad elektroforetogramu s vysledkem
multiplex PCR s fluorescencne
znacenymi primery

,E results control § =10] x|

—|—| 2400 3600 2200 4000 <200 4400 4600 4200 5000 5200 5400 5600 5200 GODO G200 G400
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Ol 18 ATPI7-6 12-1B05) 93-12-10207 ..
I 17 A11P171-6 12-1B05) 93-12-10207 ...



5.
SSCP - Single Strand
Conformation Polymorphism

Polymorfizmus konformace
jednoretézcu



SSCP a DSCP: Polymorfizmy detekované
specialnimi elektroforetickymi metodami

Odhaleni lokalnich polymorfizmu v DNA je
zavislé na pouziti specialnich elektroforetickych

Metody jsou vhodné zejména pro srovnani
polymorfizmu na urovni genu, aniz by bylo
nutné stanovovat primo jejich sekvenci.

Useky DNA s vhodnou velikosti (100 - 2500 bp)
se pro analyzy pripravuji pomoci PCR



Konformacni polymorfizmus jednoretézcu

(Single-Strand Conformation Polymorphism -
SSCP)

» SSCP analyza se obvykle pouziva pro detekci
sekvencnich rozdilu mezi ruznymi alelami téhoz
genu

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

« Metoda vyuziva vytvareni rozdilné sekvencne
specifickeé intramolekularni struktury ssDNA
ovlivnujici rychlost pohybu pfi nedenaturujicich
elektroforetickych podminkach

« U delSich fragmentu se snizuje diskriminacni
ucinnost a reprodukovatelnost



Princip metody SSCP

« zvySeni ucinnosti SSCP se dosahuje

ds DNA (stejn4 velikost, odli¥n4 sekvence) rd znymi modifikacemi:
—— — — RFLP-SSCP
l denatursce formamidem 2 teplem + pFistup kombinujici t&peni DNA
5 restriktazami s naslednou SSCP
L ) .
sSDNA  vzdalenost polymorfizmu od konce
cg:, fragmentu
nedenaturatai polyakrylamidové — Vazbou ruznych latek ovliviujicich
gelové clektroforéza elektroforetickou mobilitu ssDNA

— RNA-SSCP (je nutno pfipravit 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
elektroforeticke formy

« Heterozygotni DNA obsahuijici sekvence
dvou rdznych alel vytvafi 4
elektroforeticke formy




