SMAMII-8

Detekce polymorfismu v
genomech



Metody molekularni diagnostiky

« Se zaméruji na vyhledavani rozdilu v
sekvencich DNA a

* |dentifikaci polymorfismu v celkové
genomove,
chromozomové, mitochondriove,
chloroplastové nebo plasmidove DNA
* Nebo polymorfismu specifickych genu
prip. jejich casti



Za predpokladu

» ze rozdily v sekvenci DNA ovlivauji urcite
fenotypove znaky

* mohou metody zalozené na identifikaci
polymorfismu

* nahradit jiné diagnosticke techniky (napr.
biochemicke nebo serologicke)



Zamerem pouziti jednotlivych metod

» Je zpravidla identifikace nebo typizace
studovanych vzorku DNA, které mohou
poskytnout informace dulezité pro

 rozliseni jedincu, vyhledani zdroje patogennich
organismu, provedeni preventivnich
opatreni,lécCbu choroby, pro fylogenetické studie.

* Metody zalozené na analyze DNA maji na rozdil
od fenotypovych metod 100% typovatelnost,
protoze vsechny organismy DNA obsahuji



Genotypoveé diagnostické metody

« Se déli na prfimé a neprimé
« Jsou rychle
« Casto nevyzaduiji pfedchozi kultivaci buné&k



Primeé metody pro detekci
polymorfismu v genomech

« Stanovuje se primo sekvence variabilni
oblasti DNA

 Casové narocngjsi



Neprimé metody

Zobrazuje se profil DNA konkrétniho organismu ve forme
otisku DNA (fingrprintu)

Otisky DNA mohou mit podobu spekter restrikCnich
fragmentu

Nebo produktu PCR rozdélenych gelovou elektroforézou

Nebo spekter restrikEnich fragmentu hybridizujicich ke
specifické sondé

Vysledné vzory mohou byt hodnoceny vizualneé nebo
analyzou obrazu s vyuzitim vypocetni techniky



Neprimeé metody rozdelujeme

Na techniky zalozené na amplifikaci DNA

A na techniky, u kterych se amplifikace neprovadi napf.
RestrikEni endonukleazovou analyzu (REA)

Selektivni hybridisaci restrikCnich fragmentt (SRFH)

Techniky vyuzivajici rozdilnou elektroforetickou pohyblivost
fragmenttd DNA obsahujicich standardni a mutantni varianty genu,
které umoznuji identifikaci konformacénich polymorfisma nukleovych
kyselin a

Techniky s vysokou rozliSovaci schopnosti pro detekci
jednonukleotidovych polymorfismu (SNP)



Polymorfismus delky restrikCnich
fragmentu

Vyuziva se rozdilu v restrikCnich mapach jedincu téhoz druhu

Jedna se o rozdily podminéné riaznou délkou a poctem restrikénich
fragmentl vytvorenych stépenim genomové DNA (nebo jeji ¢asti)
urcitou restriktazou (RFLP)

Jejich podstatou jsou bud mutace, které vedou k vytvoreni nebo
ztrate cilkovyvh mist pro restriktazu

Nebo vznikaji jako dusledek pfitomnosti rizného poctu repetitivnich
sekvenci, deleci , inserci nebo prestaveb ve specifickych oblastech
chromosomu

Rozdily ve velikosti restrikEnich fragmentu Ize detekovat gelovou
elektroforézou , ktera muze byt doplnéna Southernovou hybridisaci
se sondami specifickymi pro polyformni oblasti genomu

Selektivnmi hybridisace umozni snazsi interpretaci vysledku analyzy
RFLP sniZzenim poCtu srovnavanych fragmentu



Pri analyze prokaryotickeho
genomu

Metodami selektivni hybridisace restrikEnich fragmentu
se vyuzivaji:

Sondy pfipravene z nahodné vybranych sekvenci

Sondy specifické pro esencialni geny nebo geny kodujici
faktory virulence u patogenu

Sondy odvozené z vicekopiovych elementu typu
insercnich sekvenci, transposonu nebo jinych repetici

Sondy pfipravené z genu pro 16S rRNA nebo 23S rRNA
(ribotypizace)



Pro eukaryotické genomy mohou
byt vyuzity
» Jednolokusove sondy hybridizujici k

ruznym hypervariabilnim oblastem
genomu

* Mnoholokusoveé sondy hybridizujici k
repetitivnmim sekvencim (minisatelitum)

* Sondy pripravené ze sekvenci
transpozonu a retrotranspozonu



Polymorfismus déelky
amplifikovanych fragmentu

Jedna se o rozdily v délce amplifikaéni produktt vznikajici pfi
pouziti nékterych variant PCR (AP-PCR, REP-PCR, Alu-PCR, ITS-
PCR)

Podstatou tohoto polymorfismu jsou zmény v sekvencich DNA pro
vazebna mista primerl nebo delece a inserce v amplifikovamnych
sekvencich

V uzsSim slova smyslu je oznacCeni AFLP pouzivané pro jednu z
typisaCnich metod, ktera vyuziva seslektivni amplifikacesouboru
fragmentt DNA vytvareného Stépenim restriktazami

Stanoveni AFLP je vhodné pro ucely srovnavaci typizace celkovych
genomovych DNA a zpravidla nevyzaduje znalost sekvenci pro
hybridisaci universalnich primeru



Polymorfismus konformace jednoretézcu
(SSCP)

Diagnosticka metoda

Vyuziva tvorby rozdilné sekvencné specifické intramolekularni
struktury ssDNA nebo ss RNA ovlivaujicich mobilitui jednoretézcu
pfi nedenaturujicich elektroforetickych podminkach

Analyzy SSCP je vhodna pro sledovani zmen v kratkych usecich
DNA libovolného puvodu (150 — 400 bazi) pfipravenych pomoci
PCR (PCR-SSCP)

Obvykle se pouziva pro detekci rozdilu mezirdznymi alelami téhoz
genu

SsDNA molekuly se pfipravi denaturaci ds DNA molekul
formamidem nebo teplem a rozdéli se elektoforézou v
polyakrylovém gelu (nedenaturacnim)

ssReté&zce lisici se svou sekvenci byt i jedinou bazi vytvareji
rozdilné sekundarni struktury s ruznou elektroforetickou
pohyblivosti, coz umoznuje rozliSit polymorfni alely



Polymorfismus konformace
dvouretézcu

Denaturované produkty PCR jsou podrobeny pomalé renaturaci a
vytvareji duplexy DNA

Duplexy, jejichz retézce se vyznacuji uplnou komplementaritou bazi
(homoduplexy) a hybridni molekuly DNA, jejiz fetézce se yznacuiji
neuplnou komplementaritou bazi (hetroduplexy) maji v
nedenaturujicich gelech rozdilné elektroforetické pohyblivostri

| v pfipadé jediného chybného paru bazi muze byt heteroduplex
zuretelné zpomalen.

Analyza pohyblivosti heteroduplext (HMA) se pouziva k lokalizaci a
detekci bodovych mutaci v genomech

Jeji u€innost muze byat zvySena elektroforetickou separaci v
denaturacnim gradientovém gelu



