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Mnohotvarnost zaloZzen& na odliSnostiach v jednotlivych ,pismenach” genetického kédu

Single nucleotide
polymorphisms (SNP)

markery lll. typu
modifikacia 1 nukleotidu

intrény a intergénové oblasti,
kazdych 1300 bp

Vv gendme cicavcov pocetné,
geneticky stabilné

mensSia heterozygozita,
dialelické

vazbové mapovanie,
segregacne analyzy,
asociacneé Stadie, Stadium
variability popul&cii a rodin,
identifikacia jedincov,
overovanie rodi¢ovstva

Mikrosatelity (MS)

markery Il.typu

kratké tandemové repeticie
zlozené z mono, di (300-500 kb)

tri alebo tetra (3000-5000 kb)
nukleotidovych motivov
vysoko polymorfné = rdzne
alely (5-20)

Napr. (GC),

n = 5-25 opakovani

vysoka informativnost
multialelické

vazbové mapovanie génov,
Studium diverzity, ur€ovanie
paternity a parentity

a)
)
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d)
e)
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Separa¢né metody (Elfo)
Denaturacia a hybridizacia
PCR

Detekcia mikrosatelitov
PCR-RFLP

SSCP

plefel=

NejpouzivanejSie metody
analyzy polymorfizmov

h) AFLP

) RAPD

)

k) Pyrosekvenovanie

Sekvenovanie / SNaPshot

PCR v realnom Case
(real-time PCR)
DNA array (biocCipy)
Aktivne bioCipy




'I||||”H Metodiky detekcie a
genotypizacie SNP

vysoko automatizované metody
Siroké spektrum:

PCR-RFLP

Priame sekvenovanie ONA
(ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyser) pooling
SNaPshot- minisekvenovanie Multiplex
(SNaPshot Multiplex Kit) PCR

” H Sekvenovanie

- stanovovanie priamej sekvencie nukleotidov DNA
-Sangerova di-deoxy reakcia-zmes znacenych dNTP a ddNTP
-kapilarna elektroforéza na automatickom sekvenatore

..||||HH PCR — RFLP

++ 5 GCC TGG GTG GGG ACCATCCTG 3
ALA TRP VAL GLY THR ILE LEU

BstEll
mut/mut 5 GCC TGG GTG GTG ACCATCCTG 3
ALA TRP VAL VAL THR ILE LEU
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Metodika zaloZena na Specifite sekvencie, ktorl rozoznava enzym restrikéna
endonukleaza

Substitdcia (transverzia) G —T v mutovanom kodujucom vlakne vytvara

€ ! e ! : ~a -

a sposobuje substiticiu Gly za Val v aminokyselinovom retazci kodovaného
polypeptidu

l” ‘ SNaPshot - minisekvenovanie

Overovanie SNP polymorfizmov
Vazbové mapovanie
Asociagné Studie

Umoznuje podrobne analyzovat az desat SNP
polymorfizmov so znamou lokalizaciou vo viacerych
génoch sucasne (1-10 templatov DNA)

Je zalozena na jedno-dideoxy-nukleotidovej elongacii
neznaceneho primeru

Aplikovatelna v pripadoch, kedy nemozno vyuzit metodu
PCR-RFLP, nahradenie sekvenovania
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.||||||H Mikrosatelity — Fragmentacna
analyza

multiplex PCR — v jednej skiimavke viac mikrosatelitov (9-12)
kapilarna elektroforéza, fluorescenéna detekcia

rozsah verkosti
pre jednotllve
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Postiepenie
genomickej DNA
dvoma RE

annealing
adaptérov
neselektivna
amplifikacia

annealing
primerov
selektivna
amplifikacia

Vyhodnotenie dat
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|||”H Dosledky inbridingu v populacii:

|I||| ”
| Vypocet frekvenci aliel (RFLP)
Bernsteinov — Wrightov zadkon

Mendlove zakony, segregéacia

Hardy-Weinbergov zakon (F=0)
DD, Dd, dd — genotypy
p, g — frekvencia aliel
p?+2pq+q?=1

Kodominantné dediénost’:

(rozloZenie genotypov v populécii, v ktorej sa uplatiuje
inbriding)
V imbr. populécii je v porovnani s panmiktickou je
zvySena frekvencia kazdého typu homozygotov o pgF
znizena frekvencia heterozygotov o 2pgF

DD p3+pqF
Ao F Mg _ 2Ngg + Npy Dd 2pg-2pqF

p= o 9= on Dd oZ+paF

- Porovnanie empirickych a HW podetnosti pomocou Mozno dokazat, e i ked sa genotypove frekvencie vplyvom
vhodného 3tatistického testu (x?) imbridingu zmenia, frekvencie aliel zostavaju nezmenené

p, = (p2 + qu) + % (2pq = 2qu) p' =p F — koeficient inbridingu
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||||”H Vypocet frekvenci aliel I|||”H Algoritmus pre odhad alelovych

(Sekvenovanie) frekvencii:

] ] [

referenéna alela :I'

Polymorfné miesto — N (redukovana vyska piku)
Z relativnej vysky pikov polymorfnych bazi je mozné A l" LA i
| | f ‘ ol

urdit frekvenciu aliel sekvenovanim zmesnej vzorky NALVA ) L
(DNA pooling) Odhad frekvencie aliel v DNA poolingu — porovnanie
Programy |nten2|tyv5|gnalu (vySka piku) zmesnej a refef?c.nej ,vzorky
_ . L 3 Referencna vzorka — heterozygot — C/T — vySSi signal pre
DNA Sequencing Analysis Software—primarna analyza alelliT 2 alela T = referancna alela
Sequencher, Seqscape—zrovnavanie, reanalyza Cca 20 bp 3'nebo 5° smerom od tohto miesta najdeme pik
podobnej velkosti = normalizacny pik T

Identifikacia zodpovedajucich pikov v poolingu




pre ziskanie normalizaéniho faktoru:
f = Nref/Npool

Nref — vySka normaliza¢niho piku v referencnej
vzorke

Npool — vySka normaliza¢niho piku v poolingu
2a. vypocet alelovej frekvencie referencnej alely
v poolingu pomerom vySok pikov polymorfnych
aliel:

1
|||||”H la. vypocet pomeru normaliza¢nych pikov

F=c.f.(Ppool/Pref)

F — frekvencia referencej alely v poolingu, ¢ — konstanta stavu referenc¢nej
vzorky (homozygot = 1, heterozygot = 0,5), f — normaliza¢ni faktor, Ppool —
ySka referenénej alely v poole, Pref — vySka referenc¢nej alely v ref.vzorke

.|'|||”H Statisticka analyza

Nukleotidova diverzita (Nei a Li, 1979)

GAGGTGCAACAG GAGGTGCAACAG

GCGGTGCAACAG GAGGACCAACAG
GTGGTGCAACAG GAGGTGCATCAA

GGGGTGCAACAG GGGGTGGAACAG
q
[Tij = 2XxXd;
ij

X; — frekvencia i-tej alely

x; — frekvencia j-tej alely

d;; — pocet rozdielnych nukleotidov, prip. substitGcii medzi i-tou a j-tou alelou
g — celkovy pocet aliel (rozdielne sekvencie)

V populécii s ndhodnym krizenim je 1 ekvivalentné heterozygozite na nukleotidovej trovn

1b. KonStantou ¢ vynasobime pomer vysky
referenénej alely a normalizacného piku v poole
a vysledok delime pomerom vysky referencnej
alely a normaliza¢ného piku v referen¢nej
vzorke:

c . (Ppool /Npool)
(Pref [/ Nref)

2b. Frekvenciu druhej alely polymorfizmu
vypocitame odcitanim frekvencie referencnej
alely od cisla 1.

Pozn: v pripade, Ze sa v susedstve polymorfizmu nenachadza pik T podobnej velkosti
ako je referen¢na alela, méze sa za referenénu alelu povazovat pik mensej velkosti
(v naSom pripade C).

Pre analyzu vhodné — najma substittcie

V praxi — frekvencia menej frekventovanej alely
dostatoCne vysoka

Pravdepodobnost vyskytu / vzniku SNP

Zohladnenie mutacnej rychlosti, mutacného tlaku a
selekcie v populacii

Priemerna heterozygotnost (1)

Nukleotidova diverzita

Pocet segregacnych/polymorfnych miest (s)

Pocet analyzovanych chromozémov, alel, sekvencii
(ich dizka)

Vytvorenie vhodného modelu so
zodpovedajucimi parametrami
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