Moznosti pouziti systemu WGA =
Whole Genome Amplification pro
klinickou diagnostiku a vyzkum
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Uvod

- Dostupnost dostateCného mnozstvi DNA je kliCova pro fadu
metod pouzivanych k analyze genomu

* Napf. pro CGH se jedna o mikrogramy DNA

- V. mnoha pripadech je mnozstvi biologického vzorku z pacienta
limitovano a ziskana DNA ke komplexnim analyzam nestaci

* Histologicke rezy

* Bukalni stéry

* Nadoroveé bunky ziskané laserovou mikrodisekci

 Blastomery ziskané pro ucely preimplantacni genetické diagnostiky

- Z nanogramoveho mnozstvi DNA je potreba ziskat
mikrogramové mnozstvi

*Da se pouzit jako zasoba pro budouci genetické testovani
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Whole Genome Amplification

 Metoda se zacCala objevovat v literature na pocCatku 90. let

 Cilem bylo amplifikovat genomovou DNA (gDNA) a ziskat tak
dostatek templatu pro dalsi PCR

« |dealni celogenomova amplifikace by méla byt schopna
reprezentativné amplifikovat veSkerou DNA pfitomnou ve vzorku
beze zmén v puvodni sekvenci

* V soucCasné dobé jsou metody celogenomové amplifikace
rozdélovany do dvou skupin:

1. Metody vyuzivajici ruzné varianty PCR

2. Metody zalozené na isothermalni amplifikaci

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com




Celogenomova amplifikace s pouzitim PCR

Na rozdil od tradiéni PCR, ktera je zamérena na amplifikaci specifickymi
primery vymezené cilové sekvence, by mélo dojit k amplifikaci vSech
sekvenci

Jak toho dosahnout?

. Primery komplementarni k ¢asto se vyskytujicim repeticim v genomu
(Alu-PCR) — zkreslovani diky preferencni amplifikaci oblasti s

vysokym pocCtem Alu repetic

«  Upln& ndhodné primery o délce 15 nukleotidti (PEP-PCR)
5-NNNNNNNNNNNNNNN- 3’

- primery nasedaji za nizké teploty, velky poCet mist pro nasedani
primeru

- nizka ucinnost v ptipadé amplifikace DNA z malého mnozstvi
bunék, nepfesna amplifikace repetitivnich sekvenci B
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Celogenomova amplifikace s pouzitim PCR

Relativné specifické primery obsahujici
kombinaci znamych sekvencina 5" a 3°

konci mezi nimiz je sekvence nahodna
(DOP-PCR)

5- CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG- 3°

Primery nasedaji fadové na 10¢ mist v
genomu

Vysledkem amplifikace je soubor
fragmentu o velikosti 200-3000 bazi
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Celogenomova amplifikace s pouzitim PCR

Moznosti prekonani limitace dostupnosti ,priming sites v genomu

«  po nafragmentovani se konce DNA fragmentl opatfi kratkou
definovanou sekvenci, ktera slouzi v nasledujicim amplifikacnim kroku
jako kotva pro pfipojeni primeru pro amplifikaci:

1. Ligace kratkého oligonukleotidu na lepivé konce DNA
fragmentu (Ligation-mediated PCR)

2. Pridani poly (dT) sekvenci na 3" konce fragmentd pomoci
terminalni transferasy (T7-based linear amplification, nepatfi

do metod zalozenych na PCR)

3. Preamplifikace s pouzitim semidegenerovanych primeru —
GenomePlex — vytvoreni OmniPlex knihovny
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GenomePlex® WGA

Je zalozena na principu DOP-PCR

DNA je neenzymaticky nafragmentovana

na fragmenty o velikosti 100-1000 bp

Na konce fragmentu je pomoci semi-
degenerovanych primerul pfipojena
definovana sekvence — vytvoreni
OmniPlex knihovny

OmniPlex knihovna je amplifikovana s
pouzitim primeru nasedajiciho na
definovanou ¢ast fragmentu

Po 14 PCR cyklech je nasyntetizovano

5-10 mikrogramu gDNA, ktera je
pouzitelna pro genotypizace,
sekvencovani, microarrays, CGH,
TagMan assays
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« Je mozné uc€inné amplifikovat
DNA izolovanou z témer vSech
typl vzorku:

- fixované, zmrazené i
archivni tkané

- bunky periferni krve

- bunky ziskané bukalnimi
stéry

- bunky ziskané laserovou
mikrodisekci

1500 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Figure 3. Example of the DNA smears produced from fresh tissue/blood (50-2000
bp) or fixed tissue (<500 bp).

(Lane 1) 100 bp DNA size ladder; (lanes 2 and 3) amplification products obtained using
DNA extracted from fresh tissue; (lanes 4 and 5) amplification products obtained using
DNA extracted from fixed tissue; (fane 6) positive control (included with kit); (ane 7)
negative control (no DINA),
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Dosavadni zkusenosti s GenomePlex® WGA

Vliv vstupniho mnozstvi templatu na
vytézek amplifikace

i 11 12 13 14

—CE2 g 2 no template
Lanes 3,4 1 pg DA
g Lanes 5, 6 10 pg DA,
‘: ' Lanes 7, & 100 pig DA,
- ""' Lanez 9, 10: 1 ng DNA
- Lanes 11,12 10 ng DA
— Lane=s 13,14 100 ng DA

GenomePlex® WGA ucinné amplifikuje ng mnozstvi DNA

pocatecni koncentrace DNA je klicova pro spravny prubéh amplifikace
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Amplifikace DNA z tkani v parafinovych bloccich

* Retrospektivni analyza archivni DNA je jedineCnym zdrojem informaci

«  Cést tkdné ziskana laserovou mikrodisekci v3ak neposkytuje dostateéné mnozstvi
DNA pro genetické analyzy

«  Fixace tkani formalinem zpUsobuje poSkozeni DNA, které znemoznuje naslednou
amplifikaci — zlomy v fetézcich, poskozeni bazi, crosslinky DNA a proteinu

«  WGA metoda musi byt schopna amplifikovat relativné kratké fragmenty
(1 kb i méné) — je vyhodnéjsi pouzit metody zalozené na PCR nez MDA

GenomePlex® WGA:

* nevyzaduje dlouhé |
templaty, aCinné amplifikuje | e ]
krétké fragmenty A5 i 2NN -'.- G it Aﬁ]{,,:‘ s k- _.N
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Aplikace pro GenomePlex-amplified DNA

CGH, array CGH

- funkéni kombinace GenomePlex® WGA a CGH
umoznuje snizeni naroku na mnozstvi DNA az o
tfi Fady

- vysoka mira shody mezi CGH bez amplifikace a
GenomePlex CGH a to jak s DNA izolovanou ze

A zmrazenych tak z fixovanych tkani (Little et al.

e (2006), Genomics 87: 298-306)

b *2

Obr.: Vysledek CGH ziskany s kolorektalni
bunécnou linii DLD1 s pouzitim neamplifikované
(a) a amplifikované DNA (b)

- kvantitativni zmény v genomu jsou v obou pfipadech

identické: ztrata na chromozomu 6 a nadbytek na
chromozomech 2 a 11
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Aplikace pro GenomePlex-amplified DNA

« Sekvencovani

- mezi sekvencemi kontrolni DNA a DNA amplifikované s pouzitim
GenomePlex® WGA nebyly nalezeny zadné rozdily (Hughes et al. (2005),
Methods express, WGA: 59-76)

Mon-amplified

« Detekce bodovych polymorfizmii
(SNP)

- GenomePlex® WGA umoziuje
efektivné amplifikovat DNA
izolovanou z bunék vlasovych
kofinkU

-  ziskana DNA je vhodna pro SNP
genotypizaci (Leanza et al.
(2007), Cancer Detection and
Prevention 6: 480-488)
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Hlavni vyhody pouziti GenomePlex® WGA

- amplifikuje DNA z mnoha ruznych zdroju

- narozdil od MDA, ktera amplifikuje jen dlouhé neposkozené
fragmenty, je GenomePlex® WGA schopna amplifikovat i
poskozenou nebo degradovanou DNA — zvlasté vhodné pro
amplifikace DNA z parafinovych blo¢ku

- pri amplifikaci dochazi k minimalnimu zkreslovani
- vysoky vytézek amplifikace
- Casova uspora (cely protokol méné nez 4 hodiny)

- naamplifikovana DNA je pouzitelna pro fadu downstream
aplikaci
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GenomePlex® WGA produkty

i Do wyou want the

Do you want the i flexibility of choosing | Do you want to
What is your starting increased accuracy of | your own enzyme for | reamplify your WGA

material? the WGA Polymerase? | amplification? | product?

Genomic DMA from
any source

Genamic DNA from
any source |

Single cell

Wea1 — Whole Genome amplification Kit

WEAZ — Complete Whole Genome Amplification Kit
VWEAS — WGA Reamplification Kit

WEA4 — Single Cell WGA Kit

WGEAS — Tissue WGEA Kit

FFPE, frozen or
RMAlater® preserved
tissue
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Jaké vyuziti muze mit GenomePlex® WGA ve
Vasi laboratofri?

Déekuji Vam za pozornost

martin.susla@sial.com
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