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GENETIC_ANALYZER
AB1 PRISM 310

- pristrgj, ktery pracuje ha principu kapilarni elektroforézy tzn.
ze v kapilare po vlozeni napéti, na okrajovéelektrody, dochazi
k transportu a déleni fragmentti DNA dle jejieh velikosti a naboje.

Analyzy provadéné na tomto stroji:

- radioaktivni znaCeni nahrazeno fluorescencnim (Ize pouzit
az 5 ruznych barev soucasné€ pro 1 analyzu)

- automatizace, lepsi reprodukovatelnost vysledki

- rychlost analyzy

- pristroj je ovladan pies PC
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Step 1:
Move to the sample

Step 2:

Electrokinetic injection
and electrophoresis

= Autosampler moves in X, ¥, and Z directions
= Holds 48 or 98 samples

* Also holds necessary buffer (position 1),
rinse §2), and waste (3] vials

= [nstrument places capillary
and electrode into the sample

* Instrument applies voltage

* Negatively charged DNA enters
the capillary as it migrates
toward the positively charged
glectrode at the other end of
the capillary

step 3

Fluorescence excitation
and detection

* DNA fragments labeled with one
of five different dyes electrophoreti-
cally migrate past the laser

* Laser excites dyes, causing them
to emit light at wavelengths larger
than that of the lasar

= Emitted light is collected by a charged-
coupled device (CCD) camera

+ Software converts pattern of
emissions into colored peaks
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Prvnim krokem oboutypu analyz je vzdy odpovidajici PCR
Sekvenacni anatyza
-provadime s cilem zjistit fazeni nukletidit v fetézci DNA

- uziti jednoho znacencho nebo neznageného primeru, z druh¢ho
koncg jsou pak retézce DNA omezeny ddNTP

Fragmentacni analyza
- cilem je vétSinou zjistit délku fragmentu DNA, jez je vymezena
dvéma primery (jeden primerje fluorescenné znaceny,
druhy je neznaceny)
- 1ze analyzovat vice fragmentu soucCasn¢ a fragmenty
odlisit délkove nebo fluorescencni barvou (- multiplexy)
- ke kazdému vzorku pridavame tzv. delkovy standard




SEKVENACE

Dye Primer Sequencing
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Reakcni.smeés pro fragmentacni
PCR

8130
Sim 799* Sim 612
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- DNA

- 2 primery pro 1 fragment,
Z nichz pouze 1 je znaceny

- dNTP

- Pufr

- Polymeraza




CcV
1. ARR4- mutant

- ARR4 ARR4N*, ARR4S2
- ARR4 ARR4N* d 11
- W (wildtype) ARRAN* ARR4S2
- W ARRAN*, d/ 1

2. /AHP4- mutant
- AHP4 SIM799%*, SIM612
- AHP4 SIM799%*, 8130
- W SIM799*, SIM612
- W SIM799*, 8130

3. ARR2I1- mutant
1 6new* -16kon, 8130




GEN-AHP4

8130

Sim 799* Sim 612




Vialka pro analyzu na/ABI Prism 3 10:

- formamid

- Size standard (TAMRA 500)
- DNA po PCR




W- Sim799*, Sim612-/211,5bp

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360




MULTIPLEX

il GeneScan 3.7 - [M11-10-05-12-34 PM_isa] A=




vzorek PRIMERY PRIMERY PRIMERY
ML HB JH

ARRA4N* ARRAN* Sim 799* Sim 799* 16 NEW* 16NEW*

ARR4S2 did 1 Sim 612 8130 16 KON 8130
ARR4 g¥5 .5 218,8 O O O O
AHP4 O O [ 24%,6 O [
ARR21 O O O O O 388,3
W 133,5 O 211,5 [ 340 [
MULTIPLEX
W,AHP4,ARR1
W,ARR4,ARR1

Délkovy standard- TAMRA 500

50-75-100-139-150-160-200-X-300-X-350-400-450-490-500




- pro/fragmientacni analyzu puzivame'vzdy dva primery
pro 1 fragment :
jeden znaCeny a jeden neznaCeny

- SoucCasn¢ lze analyzgvat vice fragmentu

4ke kazdému analyzovanému yz. DNA pfidavame déelkovy
standard

- analyzujeme- l1 vice fragmentu soucasné, rozliSujeme fragmenty
dvéma zakladnimi zp.:

- délkove
- barevné




FragmentacCni analyza

1. Mikrosatelitni analyzy : - LMS (Linkage mappimg set)
- LOH\(Lost of heterozygosity)
- RER (Replication errors)
- STRs (Short tandem repeats)
- AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism)

2. Fragmentacni metody :
- Detekce mutaci:
- SSCP / HMA (Single Strand Conformation
Polymorphism / Heteroduplex Mobility Assay) }
- SNP (Single Nucleotide Polymorphism)




5-dye LMS

4! GeneScan 3.7 - [untitled Display-111
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HLAVNI APLIKACE FRAGMENTACNI ANALYZY

1.Mikrosatelitni analyza

- Slechtitelstvi skotu, koni,...
- Animal-patternity- StockMarks for Cattle (11 mukrosatelitnich oblasti)
- StockMatks for Horses (12 mikrosatelitnich oblasti)

- Lidska identifikace- rodi¢ovstvi, soudfiictvi,
- STRs- short tandem repeat markers- odpovidaji polymorfnim oblastem DNA,
ktere obsahuji kratké opakujici se nukleotidové sekvence pro jednotlivee
charekteristické

- Lékarstvi
- detekce mutaci — pozitivni mutace
- negativni mutace
- LOH /Lost of heterozygosity/- mikrosatelitni markery pro LOH screening
mapy, které zachycuji oblasti obsahujici onkogeny nebo tumor- suppresni
geny. Ztrata heterozygozity byva Casto signalem rakovinového onemocnéni.

- RER /Replication Errors/- mikrosatelitni nestabilita- zpusobena skluzem
fetézce behem replikace DNA 1t mutaee opravnych-genti

TOH a RFRanalvza se nrovadi soucasné-vvdv N/ =12 narii




Lékarstvi

- detekce mutaci — pozitivai"mutace
- negativii mutace
- LOH 7Liost of heterozygosity/- mikrosatelitni markery pro LOH screening
mapyj které zachycuji oblasti obsahujici onkogenyy,nebo tumor- suppresni
geny, Ztrata heterozygozity byva Casto signalem rakowinového onemocnéni.
- RER /Replication Errors/- mikrosatelithi nestabilita- zpusobena skluzem
fetézce behem replikace DNA mutace opravnych genti

LLOH a RER analyza se provadi S(.)’uéasné, vzdy N/T- 12 paru




AFLP (Ampified fragment lenght polymophism)

restrikce DNA restrikénimi enzymy

ligace dvouretézcovych adaptorti na konce restrik¢nich fragmentt
amplifikace Castigestrik¢nich fragmenti uzitim dvou primert
komplementatnich k adapteru a restrikéni ¢asti sekvence,
prodlnZovani retézce na 8 "-konci selektivnimi nukleotidy
elektroforetickd analyza amplifikovanych fragmentt

na denaturovaném polyakrylamidovem gelu

frecsert & rare custer chgest

Selective amplification

SAFLF fingenorind




SNP (Single Nucleotide-Polymorphism)

- minisekvenacnimttoda- s pouzitim specifického primeru
a fluorescencné€ znacenyech dideoxynukleotidu

- studium genetickych linii)\oblasti chrom0zému- zmapovani

- hledani/novych genu

- odhaleni bodovych mutaci, které¢ mohou byt odpovédné za néktera
onemocneni

- 10 a/vice primer- templati soucasné

SNaPshot Multiplex Kit
120 LIZ Size Standard
5-dye SNP analysis: 6-FAM
VIC
NED
PET
LIZ-s1ze standard




Process Flow

Amplify target (PCR to generate template)

Remove unincorporated [F] ddNTPs

Electrophoresis / analysis

Primer Extens

AmpliTag® FS enzyme
Buffer

ddGTRP

ddCTP

dd{t)TTP

ddATE

Figure 3. SNaPshot Multiplex Kit process flow and primer extension

reaction




Single-Tube
Multiplexed Single Base Extension Reactions
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