Genomika

(A genom, géndllomdny vizsgdlata)

e Muticiok (SNP-k) és vizsgalatuk egyszertt modszerekkel
 DNS szekvenalasi eljarasok
 DNS ujjlenyomat (VNTR)

* DNS chipek statikus €s dinamikus informaciok vizsgalata



1. Mutdciok

Mutacio tipusai:

(okok: mutagén kémiail anyagok, nagy energiaju sugarzas)

* Inzercio

* Delécio

e Szubsztitucid: pontmuticiok (Single Nucleotid Polymorphism, SNP)

» Spontan mutaciok:

-Replikacios hiba

-Tautoméria pl. A

-Depurinacio A vagy G bazis vesztés

-Deaminacio C - U,C™ - T

-Pyr—Pyr, Pur — Pur, Pyr — Pur, Pur — Pyr

» Indukalt mutiacidk
- kémiai anyagok, vagy biologiai koriilmények (stressz)
- mutagenezis (mutansok eloallitasa a cél, pl. polimeraz enzim
hibaratajanak emelése mondjuk Mg-1on szint valtoztatassal)



I. Mutdciok
CFTR gene

exon 4 78 14a 15 17b
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Spectrum of mutations that affect its function

Exons of CF gene
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I. Mutdciok

(a)

Mormal replication

Replikacios hiba
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Keémiai anyagok

1. Mutdciok
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Dezaminalas

1. Mutdciok
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I. Mutdciok
Mutacio tipusai funkcio szerint:

Csendes mutacio (silent mutation): ha a triplet valtozik, de a kodolt AS nem
Valodi mutdacio (missense mutation): ha megvaltozik a kédolt AS

Ertelmetlen mutdcié (nonsense mutation): stop jelet kapunk, azaz rovidiil a fehérje
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 2nd base in codon
(kb. Minden 1000. bazisnal 1 mutacio) UCIAIG

Phe | Ser Tyr Cys

U
U Phe | Ser | Tyr | Cys C w
S Leu | Ser | SToP |sTOP | A £
'g Leu | Ser STOP | Trp (6] g
Q Leu | Pre | His Arg U o
k= C Leu | Pro His Arg C 5
- Leu | Pro Glin Arg A 0
E Leu | Pro Gln Arg G E_
o e Thr Azn Ser U g
< | A| Ve | Thor | Asn | Ser | C
le | Thr | Lys | Arg A
. ) Met | Thr | Lys Ary G
Mutaciok hatasa, szerepe: Gl HAFEERE
Val | Mla | Glu | GI A
o + /- Val | Ala | Glu GI: G

e adaptiv/direkt mutacio stressz hatasara igen nagy aranyu mutans
(esé€ly a tulélésre)



Mutdciok vizsgdlata
(Az adott mutdcio tipusdtol fiigg a vizsgdlat eszkoze.)

1. Gélelektroforézis (DNS)

PCR primer

Ha nagy a kiilonbség az P \. :

oligonukleotid méretében.
(vad < muténs) s

AF508/+
AF508/AF508

AFB08 allele migrates faster than wild type allele

T promater ACAKTG Tarnpubc
= Lpstream PCR primar

N /
2. Gélelektroforézis (fehérje) -- =

PCR (genomic DNA)
17 polymernse ar RT-PCAH (mANA)

9 ANA product

Ha nagy a kiilonbség a képz0do
fehérje méret€ben. (pl. stop codon megjelenése)
(vad < mutéans)

Polyacryiamide gel
electrophoresis



Mutdciok vizsgdlata

3. ASO (Allele Specific Oligonucleotide Probe) + Gélelektroforézis (DNS)

Allélpecifikus oligonukleotid probaval PCR.
Csak ott lesz termék, ahol hibridizal a primer.
Egyszerre tobb mutdcio is vizsgalhato tobb primerrel.

Some mutations create or destroy a

4. RFLP Restrikcios fragmens restriction site
y y CFTR 6551D and R553X mutations can be detected b
hossz pOIlmorﬁzmus digesting the PCR fragment with the appropriate r'esft'icﬂon
Restrikcios enzim hasitohely megjelenése sravme oo
.o s 7 ,1 7 CFTR GHH1D
vagy eltiinésének detektalasa. HineLL sife changed fo Mbal site

PCR-t kovetd enzimes hasitas, majd gélelto o

Hincll site destroyed




Mutdciok vizsgdlata

4. RFLP (folyt.)

Variant 1 Variant 2
FooRI does not cut FooRI does cut
GCCGCATTCTA GEEK#%ATTE‘TA
CGGOGTAAGAT CGGE‘TTE——‘Q'E}AT
I I Uncut
SR W oy
- ’"

1 2-1 2 Phenotype



Mutdciok vizsgdlata

5. OLA (Oligonucleotide Ligation Assay)

A 3’ végre igen €rzékeny a ligacio folyamata. Ha itt hiba van, nincs ligacio.
Azaz ha nem megfelel0 a szekvencia a 3° végen, akkor nincs jel.
Ugy tervezik meg az assay-t, hogy hiba esetén adjon pozitiv jelet.

5' T ﬂl = T 3:
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Mutdciok vizsgdlata

6. Egyéb modszerek

*MS alapu moédszerekkel kombinalt analizis

*DNS chipek

*Végso megoldas:| DNS szekvenalas




II. DNS szekvendlas

1. Sanger elsd modszere (+/- modszer?) (rNTP beépités és kémiai/
enzimes degraddcio) 1974.

» Enzimes degradacio, papirkromatografia majd elektroforézis merdlegesen

v

jellegzetes mintazat, amibol a szekvencia koriilményesen, de kikovetkeztethetod
(ujjlenyomat)

{ A mai proteomikai “peptide mapping” 0se (emésztés majd 2D gélelf6 — MALDI v. LC MS)
Fehérj€knél (pl. inzulin) AS sorrend meghatarozasra hasznalta el0szor— kémiai Nobel dij 1958.}
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II. DNS szekvendldas
2. Maxam-Gilbert modszer (részleges kémiai degraddcio) 1977.

e Kémiai degradicidos modszer

e p e s Pirimidin bazisok
(specifikus hasitasok a kiillonbozo bazisoknal)

 Kiilonbségtétel valahogy a két-két bazis kozott : { ; (Jw
(reaktivitasbeli kiilonbségek kihaszndldsa) ﬂ-zﬁo_‘b I O "J:', -n
Purin bdzisok T J
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II. DNS szekvendldas
2. Maxam-Gilbert modszer (részleges kémiai degraddcio) 1977.

Purin bdzisok Pirimidin bazisok

e Metilezés dimetil szulfattal * Reakcio hidrazinnal (C, T is reagal)
(G 5x gyorsabban metilezddik, mint A) (de 2M NaCl-ban csak a C!)

e Instabil glikozidkotés miatt a nukleobdzis * Nukleobézis eliminacid
melegitésre lehasad semleges pH-n + hidrazon képzodes a cukorbol
(0.5M HCl, 0°C szinte csak A depurinalédik) @

e liigos hidrolizis (0.1M NaOH) * ldgos hidrolizis (0.5M piperidin)
elhasitja a lancot a hidnyzé nukleobdzisnal elhasitja a lancot a hianyzo

nukleobazisnal (foszfat B-eliminacio)



II. DNS szekvendldas
2. Maxam-Gilbert modszer (részleges kémiai degraddcio) 1977.

Lo Cleavage at specific nucleotides

W Sample DNA A~

Preparation of homogeneous |G reaction | A reaction, | T reaction, |C reaction

single-strand DNA

€ Addition of “*P as 5’ phosphate

PR DT TAGOT

* ssDNS szeparalds, majd enzimes

with some
G cleavage

with some
C cleavage

(underlined) (underlined)

ATTGACTTAGOE
"ATTGACTTAGC
ATTGACTTAG

& £
LTT'.;}H

A |
o Electrophoresis

radioaktiv jelolés az egyik végen Fragment |
length © Radioautography
ORIGIN:: o = Fram=me- (bases} Y *I
e mindkét vég jelolése, tide — 12| —— — — —

majd enzimes hasités, G | —
szeparalas —

sLow “ =

o G A+G T+C (O Read

sequence



II. DNS szekvendlds

2. Maxam-Gilbert modszer (részleges kémiai degraddcio) 1977.
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II. DNS szekvendlds

3. Sanger modszer (termindcios modszer) 1977.
Eredeti valtozat, radioaktiv jelolés
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II. DNS szekvendlas

3. Sanger modszer (termindcios modszer) 1977.
Eredeti valtozat, radioaktiv jelolés
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II. DNS szekvendlds

3. Sanger modszer (termindcios modszer) 1977.
Eredeti valtozat, radioaktiv jelolés

Radioaktiv jelolés lehet

/

P32 az 5’- végen S35 a lancban (a-S3°dATP)

ToCT AT CT oA THETACTTCT A 2= ToCT o A ETCCT oA TEET ACTTCT Al



II. DNS szekvendlds

4. Sanger modszer (termindcios modszer) 1986. Smith és mtsai
masodik valtozat, fluoreszcens primerjelolés

Ugyanaz a médszer, de a primer végén fluoreszcens festék a P32 helyett.
Elvileg egy fest€kkel nem sok kiillonbség lenne:
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II. DNS szekvendlds

4. Sanger modszer (termindcios modszer) 1986. Smith és mtsai
masodik valtozat, fluoreszcens primerjelolés

De négy kiilonboz0o fest€k mar jelentds fejlodést hoz!

Fluoreszcens jelolés a primeren.  =====0> 4 cs0 reakcio, de 1 savban futas.

e label A S P S
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II. DNS szekvendlds

5. Sanger modszer (termindcios modszer) 1987. Prober és mitsai

harmadik valtozat, fluoreszcens dideoxy festékek

Fluoreszcens jelolés a dANTP-n. s===> 1 cs0 reakcio €és 1 sdvban futas.

chre label
e -linked termination with ddG TP ®
5'- ToCTCC
3 AT T T i By e & S A T A T A A SO AT C AT A A T A G -5
chre -linked termination with ddATP ?
5'- TS
3 =GR TTAC A & ArrAFa T At s T A A s TACC AT A s T AAG-5 "
dhye -linked termination with ddTTE @
5'- TocT

3 —GAGACTTAC AGGAASGAGAT I AGEAT T AGGAGE O CTACCATAAGATC AkiT-5 '

dye dinked termination with dACTP Q)

5'-

T

3 —GEAGACTTACAEA 5 AGAGATTC A A TTC AGGAGECCTACC AT A AGATCANG-5 "
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II. DNS szekvendlds

5. Sanger modszer (termindcios modszer) 1987. Prober és mitsai
harmadik valtozat, fluoreszcens dideoxy festékek
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II. DNS szekvendlds

5. Sanger modszer (termindcios modszer) 1987. Prober és mitsai
harmadik valtozat, fluoreszcens dideoxy festékek

i CCTAATGAGTGAGETAARCTCEARCH TTAATTGCEG TTGCGCD TCAC TGCCCGCOTTT
0 220 230 240 2al 260

! )

CTAGAGATGCATA TC'I'ACCEGACAE*CAE#CAGATAGATAEI'I'AEATnﬁATAE!TA’E!‘I’AEITAEAT A AT AG AT AG AT AGAT AG ATA G AT AG AT AG A TAE!TAG!TAGAFl.EA'I'.H.'u!EAE.‘«TATATTCATTTGTET!TiTECiT
L=} 8o 90 L 110 110 130 140 150 160 iro hE: 1]

l.lh .J.“. il hl‘h lh ‘lu‘.lull;J..ln'.lu‘l I ”I

|| SRRt .
_luhn .(-u !u _lu l.uh.u ..i_ll .l.u :l.u i Mn lu H ‘il 1‘1’! ‘ l Mﬂ

Pre-flanking Sequence (GACA), (GATA),, IE':;“"‘;""'J"l Post-flanking Sequence

MICROSATELLITE \(GaTA); >




II. DNS szekvendlds

6. Sanger modszer (termindcios modszer)
negyedik valtozat, fluoreszcens jelolés, CE haszndlata

1pte
Commercial CAE
ifff PMT detector
10* 7
2 =
t L Co-axial PME beam :
P
| 10 f"f
Bases i Scattered laser light :
s f'{'ff Bﬂﬁu rejection filfers \b Capillary
107 Ve Y 39!] nm T,
e T Humzan Genome Praject 4!3 m e’
j/'- Awtomated DNA sequencers \:::"
i f‘ 594 nm
BODIPY-FL

1987 1084 1086 o84 (O00 1097 jo0d (905 1908 00

Year —»

Cy5.5

AF405 Dye-labeled DNA fragments
separaled by CE

84-99 2 évenként dupldzis, 99 (CE+robotizdlas+bioinformatika)-tol kb. 6 honap

Apronak latszé technikai fejlesztések (kiivetta méretének csokkentése FACSbOI, kapillaris vastagsdganak
csokkentése nagyobb hiités, nagyobb fesziiltség gyorsabb analizis, keresztkotott matrix helyett linedris akrilamid gél,
emelt homérséklet 60 C, Array tipusu 96 well plate CE szekvenald, flow sheet ‘kiivetta’ 1ézer besugarzas egyszerre,
és detektdlas merdlegesen CCD kameraval ABI 3700 késziilé€k)



II. DNS szekvendlds

7. DNS szekvendlas és egyszeriibb analizis tomegspektrometriaval

e ElOnye lenne, hogy gyorsabb lehet, mint a géles vagy CE
(orak helyett percek)

 Jelenleg még nem tokéletes egyik 1lyen modszer sem

e Kb. 100 bazisig hasznalhatok a kiilontéle MS modszerek

* a leglagyabb 10nizaci0s modszerek johetnek szoba
( ESI, MALDI-TOF)



II. DNS szekvendlds

7. DNS szekvendlas és egyszeriibb analizis tomegspektrometriaval

DNS 0sszehasonlitas M S-sel

Mse |
(@) |

A508 50
" ICF1 () i
2
ATTATGCCTGGCAL CATT AAACAABATATCATCTTTGGTATT TCCTATGATGAATATAG
TARTAC GOACCGTRATAATTTCTTT TATAG TAGAAL CACAMMIGATACTACTTATATC

OF2
“3) E® 13- T &~ T —T -+ =71 X

0.25 dTi50) -

030 NORMAL |

E - - - o = B

g O \ | p AFS508CARRIER

{TF] = .
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Figure 12. MALDI mass spectra of oligonucleotides obtained
from PCR amplification of sections of human DNA from thres
patients. The top trace was obtained from a normal patient, the
center trace was obtainad from the DNA of a cystic fibrosis carrier
(heterozygous in the cystic fibrosis gene) and the lower trece was
obtained from a cystie fibrosis patient (homozygous in the cystic
fibrosis gene). (From Ref. 74).



II. DNS szekvendlds

7. DNS szekvendlas és egyszeriibb analizis tomegspektrometriaval

I. modszer: Sanger reakcidelegybdl MS

RELATIVE INTENSITY

00K 8000 10000 12000
miz
Figura 11. Mock MALDI| sequencing of a DNA 40-mer A
mixture of synthetic oligonuclectides was used to represent the

products of a Sanger sequencing reaction. The four mass spectra
from the sequencing solutions are overlaid (From Raf. 72).



II. DNS szekvendlds

7. DNS szekvendlas és egyszeriibb analizis tomegspektrometriaval

II. modszer: DNS 1étra mdodszer

K ) A DNS részleges

St emésztésébol szarmazo
300 keverék vizsgalata.

A csucsok tavolsagabol
Lehet szamolni az

:ml‘ aktualis bazist.

Ed
un
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| 50 L exnk
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Figure 13. MALDI| mass spectrum of a 24-base oligonuclsotide
after 50 min of digestion in calf spleen phosphodiestrase. The pro-
ducts of the sequencing ladder are labelled exol through exol186.
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II. DNS szekvendlds

7. DNS szekvendlas és egyszeriibb analizis tomegspektrometriaval

III. modszer: gaz fazisu fragmentacio (MS/MS mint peptideknél)
Csak rovid DNS-ekre hasznalhato.

H‘I B: ]33 B,
5 DF ¥
HO (9] -r[% —+0 O OH
) O"
doJ 3 4 J 1 L
| Iﬂl'
(
HO—P=0 E:‘%HIE""" 9
(t AT N;L\HH, m_‘i,._;ﬂ/ Backbese Fragmesniation
I - TRS
H
ﬁ_i)_u :} = Backome Fragmentition
(I}—: 0—F—0



II. DNS szekvendlds
8. DNS szekvendlds DNS chipekkel

SEQUENCING BY HYBRIDIZATION

o
Q
@
o

o
o
o
o
SO0 0C00OoSo0o0Oo0ROSS0oal

SOOoOQ09C0oooo 00000000000 000G
OO0 00OOSO0OO000000000000a

MicradrTdny Corrdslirg) o afF Bkl sy ol
bangth 5. { 10124 Festres)

Hatrany: hibridizacios kiilonbségek €s 1smétlddések gondjai!



II. DNS szekvendldas
9. Piroszekvendlas (pirofoszfdtképzodés mérése)

Inkabb szekvencia megerosités €s mutacidanalizis.

3

; ,q G Polymerase

S e, G"”C?‘Qnmmummm
C PP Sulfurylase
C ATP "'

Apﬁ%ﬁe : Luciferase

nucleatide added

Elonyok: gyors, olcso, kvantitativ informaciok, CpG metilacio vizsgalat
Hatranyok: kis hosszusag: 40-70bp(2004), 300-500 (2007)




II. DNS szekvendlds
9. Piroszekvenadlas I1."CpG DNS metilaciok vizsgalata

v

Szerepe valosziniileg a génszabdlyozas.

Metilaciok vizsgalata: NF. suphonation N
N/j o, +HN/>
» metildciés helyek "CpG DK Ton L
Cytc:-Hsine Cyt:sine
» metil4ci6 foka
(mennyiségi informéacio) ﬁ :Ho>l Hydrolytic.
Alkali
!

o | 1 1 . dl ,d Q Desulphonation Q

jelenlegi egyeduli modszer e o, W
a biszulfit médszer és ezt I Al .
N =

H H

konnyt kvantitalni piroszekvenalassal o -
raci racl
sulphonate




II. DNS szekvendlds

9. Piroszekvendlds 11. ['CpG DNS metildcick vizsgdlata |

GGTCAGTGAC/MCG
C m¢

l Bisulfite conversion l

U mg

GGTUAGTGAU/MCG
U m¢

21%  19% 16%

21% 21%
l PCR amplification l
T C
GGTTAGTGAT/CG IH

lemseq uencing anamisl

41%  44%

CGTEETCTGATEAETCAETETCTETCAGTEETGTEE




II1. DNS ujjlenyomat

Sir Alec Jeffreys 1984 alapok lerakasa, miniszatellitek
(mioglobin gént vizsgalt és egyénenként kilonb6z6 méreti

ismétlédé egységekbdl allé szakaszok)

AGATECATATCTACCG G ACAG ACAG ACA T G AEAT AG A AG AT AG AT AG AT AG AT AG

-_ ‘.!nl-.ln‘;taJliJLJ‘u .luhu'!—ul!u I luhu ..‘J.lu ! uhu il .!u .‘il!l!l“l i Mﬂ

NG AT AGATAG ACAG ATATATTCATTTGTGTATATG CAT
| 180 iy 180

MICROSATELLITE |(caTA)

=1

(GATA),, |(GACA) Post-flanking Sequence
Lehet6ségek DNS ujjlenyomat készitéshez:
* RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
» Short Tandem Repeat / VNTR (Variable Number Tandem Repeats)



II1. DNS ujjlenyomat
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II1. DNS ujjlenyomat

Bloodstain



