Neprima DNA diagnostika

Primou DNA diagnostiku nelze nabidnout, pfestoze gen je znam, z
davodu:

 velikosti genu ( gen pro dystrofin, gen pro neurofibromin)

e cxistenci homolognich pseudogentu

e rozptylenim mutaci v celé délce genu, nepritomnosti tzv. “hot

spot” mist v genu

Vazebna analyza je umozZnena:

— v rodinach s dvéma a vice jedinci s klinicky potvrzenou diagnozou
— rozliSenim dvou chromozomu pomoci markert na DNA

— prifazenim DNA markeru (tj. chromozomu) k patologii v rodiné




Z:akladni principy neprfimeé DNA
diagnostiky:

1) odliSeni dvou chromozomi rodicu (heterozygozyta markeru)

2) urCeni faze (urceni haplotypu -souboru alel polymorfnich mist ve
vazbg)

3) urCeni haplotypu (chromozomu) asociovaného s patologii v roding




Vyuziti polymorfnich mist genomu
v nheprimé DNA diagnostice

Polymorfni mista lidského genomu:

e polymorfni DNA sekvence rozliSované specifickymi restrikénimi enzymy

e tandemové repetice DNA, charakterizované bloky opakujicich se DNA sekvenci. Podle
velikosti opakujicich se blokl rozliSujeme:

* VNTR (variabilni po¢et tandemovych repetic) - opakujici se jednotky tvori oblast o velikosti
100 - 6500 part bazi, Casto lokalizované extragenové

- mikrosatelitni DNA - repetice 1 - 4 part bazi, nejcCastéji lokalizované v nepiepisovanych
Castech genu tzv. intronech




Neprima DNA diagnostika

- vyuziva znaky (markery) rozptylené v lidském genomu
- vyskytuji se bézn¢ v populaci

- nejsou prepisovany do proteinu (lezi v intronech)

- nejsou pricinou choroby

pt. gen CFTR - intron 8 - polymorfni misto
(CAm— GTATCACACACATTCGG

od otce od matky

alela A1: alela A2:
------ GTATCACATTCGG---- -----GTATCACACACATTCGG---

délka alely 130 bp délka alely 134 bp
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Schéma

: Lokalizace extra- a intragennich polymorfnich mist
genu CFTR ( pfevzato M. Claustres et al., Hum. Genet., 1996,
98:336-344)
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b) IVSSBTA

150bp

100bp

legenda :

podminky elektroforetické separace:
50W / 55°C / 2 hod.

6% denaturacni PAG (7M urea)
barveno stfibrem

=
e
b3
7‘1 T
7 By
o
s
5,

-

A
b
AT

alely

w>»O0




obr. 1: DNA analyza CF rodiny P. pomoci
mikrosatelitnich polymorfnich mist

v intronech 17b a 8

(Morral N. etal., Hum. Genet. 1992, 88: 356, Morral N. et

al., Genomics, 1992, 13: 1362 - 1364)
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Rodokmen rodiny P
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Vyuziti polymorfnich mist v dystrofinovém genu
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Legenda:
5°(CA)n —alely 172 - 184 bp
« PpERT 87 -8/ Tag|: alely 145bp (nestépena, - alela) nebo 71bp a 74 bp (Stépena, + alela)
« pERT 87 - 15/ BamHI : alely 216bp(nestépend, - alela) nebo 166bp a 50bp (St&pena, + alela)
e STR - sekvence /(CA)N/: STR44 alely 174bp —204bp, heterozygozita 87%
STR45 alely 156bp -~ 184 bp, heterozygozita 89%
STR49 alely 227bp - 257bp, heterozygozita 93%
STRS50 alely 233bp - 251bp, heterozygozita 71%
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Rodina I. ( u probanda Il /1 nebyla detekovana delece v genu DMD)
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Vyuziti intragenového polymorfismu STR49‘
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