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DNA
deoxyribonukleova kyselina

je nositelkou genetické informace vSech orgaiism

je pro Zivot nezbytnou latkou ve své struktte koduje a zadava

buiik&m jejich program
a tim gredukuje vyvoj
a vlastnosti celého organismu
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So what are you
thinking about

James?



James Watson Francis Crick

We have discovered the secret of life!
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gtbal IR BREWNVAIEON'S
DNA molecular model, 1953.

"Watson and Crick staring up
at their model of the Double
Helix is one of the most iconic
pictures of the 20th Century.
A replica of the model now
gathers dust in a glass case Iin
a dark corner of the top floor
of the Science Museum. Here,
a man glances at it as he
walks past. Does he know the
story?"

Dave Kinahan.




Francis Crick

ini dogma molekularni biologie
prenos genetické informace mezi biopolymery

i \_abnraiow Only

,& Viruses Only

hl all Living Cells

Protein

\ § Lower Life Forms

DNA mummp RNA



James Watson

="Mysleli jsme si, ze nas osud je zapsan ve hvezdach.
=Nyni vime, ze z velké ¢asti je zapsan v nasich genech®




Genom u jedinal stejného druhu je stejny

Genotypy jedinal stejného druhu mohou byt rozdilné



Human Genome Project
Projekt lidsky genom
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Human Genome Project
Projekt lidsky genom

01986: Santa Fe

aJames Watson:

Q ,vstoupit na cestu od dvojiSroubovice

0 k 3 miliardam schodu lidského genomu*

01988: Kongres USA schvalil 15 lety
projekt a dotaci 3 mld USD

[ A

$ 3 Billions

o

[

01990: zaCatek projektu
02005: predpokladané ukonéeni



« Walter Gilbert: ,az budeme mit v ruce uplnou
sekvenci lidského genomu, budeme védeét, co
déla Clovéka Clovekem."...




Human Genome Project
Projekt lidsky genom
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Cile
mUrcit uplnou sekvenci genomu (3,2 Ghb)

mldentifikovat a mapovat geny,
urcit jejiich strukturu
a funkci v zdravi i v patologii

mldentifikovat dulezité mimogenové sekvence

m\V/Sechny data ulozit v vefejné pfistupnych
databazich

mSekvenovat genomy modelovych organizma
(drozofila, mys, C. elegans, A. thaliana a i.)

mZkoumat etické, pravni a socialni aspekty



The Genome International Sequencing Consortium:
Initial sequencing and analysis of the human genome.
Nature 409,860-621,2001

15 Pebritary 2001

WW-nature.com

"’"'uman




Venter, J.C. et al.:
The sequence of the human
genome.Science 291:1304-1351,2001




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

V roce 2003 v edci popsali
DNA sekvenci 3 miliard par G bazi
tvo Ficich lidsky genom



Human Genome Project
Projekt lidsky genom

Frank Collins Craig Venter |
Konsorcium HUGO Celera Genomics



Frank Collins

,Molekularni genetici jsou

povinni vyuzit poznatky o

lidskych genech v boji s
chorobami.”



Craig Venter

Clov &k, ktery dal ke zkoumani svoji DNA

,Myslim, ze nejv étSi p fekvapeni je, ze se jeden od druhého liSime vice,
nez jsme cekali.”






kvenci DNA
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Faster and faster we go, so hang on!







Projekt lidského genomu

3-5% z rocniho rozpoctu jde na ELSI
(=Ethical, Legal, Social Issues), etickeé,
pravni, socialni otazky

Vznikl tak nejvetsi eticky projekt v historii
Dlanety

Pravo na genetické soukromi — pred
pojistovnami a zaméstnavateli

Opacny problém: zruinovani pojistoven diky
tomu, ze klient zna svuj genom a voli
optimalni pojistovaci strateqii




Etické otazky HGP

* Je identifikovano ¢im dal tim vic lidskych
genu

e pokud budou objeveny geny, které indikuji
nachylnost ke kriminalité, inteligenci nebo
homosexualite, jak by na to mela spolecnost
reagovat?

* genetika versus kriminalita: kdyz u zloc€incu
manipulujeme prostredi vézenim, nemohli
bychom téz manipulovat jejich genomem?



Eticke otazky plynouci z HGP

Kdo bude mit pristup k osobnim informacim o
slozeni genomu jedince a jak budou tyto informace
vyuzivany?

Kdo je majitelem informace o genomu jedince?

Jak ovlivni informace o slozeni genomu jedince
sebechapani daneho cloveka a jak tato informace
ovlivni prijeti tohoto jedince spoleCnosti?

Jak informace o genomech jedincu ovlivni prijeti
minoritnich skupin spolecnosti?

Jak pripravime lekare na nastup ,nove genetiky” a
jak pripravime na nastup nove genetiky verejnost?

Jak pripravime verejnost, aby byla schopna
uvazlivé a kvalifikovane provest informovanou
volbu?




Eticke otazky plynouci z HGP

Jak spolecnost vyvazi nutna védecka omezeni a
socialni risk s dlouhodobym prospechem?

Mé&lo by se provadét genetické testovani, pokud
neexistuje terapie?

Meli by mit rodiCe pravo nechat testovat deti na
nemoc, ktera propukne az v dospelosti?

Jsou genetickeé testy spolehlive a interpretovatelné
lekarskou komunitou?

Zpusobuji geny, ze se lidé chovaji ur€itym
zpusobem’

Mohou lidé vzdy kontrolovat své chovani?
Kde se nachazi linie mezi léeCbou a vylepsenim?
Kdo vlastni geny a dalsi sekvence lidske DNA?

Bude patentovani sekvenci DNA omezujici pro
jejich_ nedostupnost a zbrzdi se tim vyvoj
uzitecnych produktu?




Eticke otazky plynouci z HGP

« 1. Vzrustajici informovanost a genetické konstituci
jedince a celych populaci vede k otazce, kdo by
mél kontrolovat ziskavani téchto informaci a kde by
tyto informace mely byt pristupné. Do této otazky
spadaji otazky tykajici se presymptomatickeho
testovani, screening prenasecu, geneticky
screening provadény zaméstnavatelem za ucelem
zjisténi vhodnosti uchazece k dané praci atd.

e 2.V nedaleke budoucnosti budu zcela jisté mozné
manipulovat genom embryi za ucelem zmeny
genotypu | fenotypu

* 3. Vzrustajici informovanost obhledné genetickeho
zakladu behavioralnich projevu zrejme zméni nase
sebepochopeni a ovlivni socialni instituce.[1]

[1] Murray, T.H., (1991) Ethical issues in human genome research
FASEB Journal 5,55-60



Lidsky genom

ma [Fibliznou velikost 3,2 Gb (haploidni stav)
Z nichz je 2,95 Gb tv@no euchromatinem.

28% sekvenci je transkribovano do RNA &ahto 28%
je pouhych 5% fepisovano do proteir) coz je 1,1%-
1,4% absolutni velikosti celého genoilaveka.

Pres 50% genomu je tyeno repetitivnimi sekvencemi:
45% genomu je tv@no jednim zeétyi typa
parazitickych DNA elemefit

3% genomu tvid repetice jen &kolika bazi

5% genomu je tvi@no recentnimi duplikacemi velkych
segment DNA. .

Lidsky genom tak z wrtého uhlu pohleduifppomina
more repetitivhich sekvenci s malotimpési geri.



LINEs

SINEs

Retrovirus-like
elements

DMNA
transpason
fossils

PARAZITICKA DNA

Classes of interspersed repeat in the human genome

Autonomous E |

Mon-autonomaous

Autonomous il

Length

ORF1__ORF2(pol) . s
AB

H— AAA 100-300 bp

gag B ey sy B-11kb

Man-autonomous

Autonomaous

Mon-autonocmous

1.5-3 kb
> lransposase < 2.3 kb
—d 14 80-3,000 bp

Copy
number

850,000

1,500,000

} ‘450,000
} 300,000

Fraction of
genome

21%

13%

8%

3%



REPETITIVNI SEKVENCE
EUKARYOTICKEHO GENOMU

Nekédujici DNA (98,5%)

nachazi se mezi geny (extragenova) nebo v genechdariova)

Single Copy DNA Repetitivni DNA
jedinegna 50 % celkové jaderné DNA
I | I
repetitivni geny T SR G — ; T
(histony, rRNA, [ Mirn & repetitivni ol | Vysoce repetitivni (tandemova) onil
tRNA)
I
I
SINEs LINEs L :
. . Satelitni DNA MBSy Mikrosatelity
Short interspersed Long interspersed VNTR
elements. naplidské elements. naplidské dlouhé repetice kolem Variable number STR
ALU segmenty Kpn segmenty centromer a telomer Tandem Repeats Short Tandem Repeats
GC-rich AT-rich .
300 bp 1.5-6 kb 15bp repetice 28 9D IEEEE
105-106 bp 104-106 bp nahod roztrousené nahodr roztrouSené a
variabilni v p&tu opakovani
v ramci populace




Lidsky genom

22 287 genu kodujicich proteiny

méné genu nez se ocekavalo: predpovidalo se 150,000 (pfed sekvenaci), 30-40,000
(2001)

Prumérné 9 genu na 1Mb
Celkem 232 000 exonu (prumérné 10,4 exonu / gen)
|dentifikovanych asi 20 000 pseudogenu



Gen

Solitarni gen:
v celém genomu v jediné kopii (asi polovinagen )

Genova rodina:

» skupina gen u evolu ¢né pochazejici z jediného genu, v evoluci
postupna diverzifikace sekvence a funkce

Pseudogen:

e gen ktery zmutoval natolik Ze nem Uze byt p fepisovan (v celém
genomu > 20 000)

Zpracovany (“processed”) pseudogen:
* pseudogen vznikly zp étnym p fepisem mRNA a integraci do
genomu



Struktura genu

Structural elements of a gene:

Exons: Protein-coding DNA sequences of a gene

Introns: Non-coding DNA seqguence of a gene located inbetween exons

5' Untranslated Region (UTR): Non-coding DNA sequence upstream of the
translation start site

3' Untranslated Region (UTR): Non-coding DNA sequence downstream of the
translation stop site

Transcription control regions of a gene:

TATA Box/Promoter Region: Binding site for transcription factors and RNA
polymerase.

Promoter Proximal Elements: Transcription control regions that are located 100-
200 base pairs upstream of the transcription start site.

Enhancer Elements: Transcription control regions that are located further away
(sometimes thousands of base pairs from the start site). These elements may
occur upstream or downstream of the start site, or they may even occur within
an intron of the gene.

Promoter [ 5°uTR || Exons | | 1ntrons | [ 3 UTR |
Enhancer proximal Enhancer
elements elements |TATA | elements

O — T T T H b




Mass sequencing

22U310S paddlJs

by Viktor S. Poor

organismus Velikost (Mbp) pocet genu
¢lov ék (Homo sapiens) 3200 22 000
lidska mitochondrialni DNA 0.016 37
laboratorni mys (M. musculus) 2 600 +25.000
ryze (Oryza sativa) 430 +60.000
huseni éek (A. thaliana) 125 25.498
kuku Fice (Zea mays) 2 500 + 40-60.000
pSenice (Triticum aestivum) 15000 +40-60.000
hlist (C. elegans) 97 +19.000
octomilka (D. melanogaster) 137 13.472
kvasinka (S. cerevisiae) 12.1 5.770
bakterie (E. coli) 4.6 4.377

virus (HIV) 0.009 9




Lidsky genom

odlisnosti uvnitr drunu Homo sapiens v
ramci celeho genomu 0.1 — 0,5%

(vétsSina je v nekodujicich sekvencich)

1,5 milionu pb - rozdil mezi matkou a ditétem
2,25 milionu pb - rozdil mezi babic¢kou a vnuckou

3 miliony pb - rozdil mezi dvéma nahodnymi lidmi na Zemi



Number of base pair
(in mlﬂnm]

differences

(=] =
S u; P i N @ W

VsSichni lidé si jsou napadné
podobni

The number of base pair differences between

biological relatives decreases as a function of their
coefficient of relatedness.

unrelated second first grand mother brotheror  twin
human cousin cousin mother sister



Genetickda variabilita (%)

Humans show little genetic variation compared with other
species

Pea*

Fly

Fish

Human
Orang-utan
Gorilla
Chimpanzee

Human



Lidsky genom

=lidé sdili grekvapivé mnozstvi genetického materialu

=S ostatnimi organismy
*99% homologie s ostatnimi primaty (v genech), 96étkgm)



Kreacionismus
je mrtvy

Tento ,strom zivota“ vznikl
POUZE na zakladé
podobnosti sekvence DNA,
nebylo pfihlizeno ke
stavajicicm zoologickym
systemum Ci vnéjSi podobé
organismu

Collins, F., (2006) The Language of God. Free Press, New York, p. 128)

The Language of God

TENHEC
4—1 GOLDEN MOLE
ELEPHANT SHREW
HYRAX

'_{_______ELEPHANT

SLOTH

‘__i ARMADILLO
HEDGEHOG
SHREW
MOLE
MICROBAT
MEGABAT
COW
LLAMA
: HORSE
CAT
PANGOLUIN
SQUIRREL
MOUSE
L RAT
] ( PORCUPINE
[l 1 GUINEA PIG
RABBIT
S | PIKA
B TREE SHREW
FLYING LEMUR
MOUSE LEMUR
I BUSHBABY
TARSIER

MACAQUE

HUMAN
CHIMPANZEE
ORANGUTAN



Lidsky genom

Jaderny genom

Mitochondrialni genom

3 000 Mb 16,6 kb
cca 22 000 genU 37 genU
| \ / | / \
Intragenova Extragenova 2 rRNA | | 22 tRNA 13 strukturarnich
DNA DNA geny genU genU
/ | \
Kédujici | | Nekédujici | \
DNA DNA Unikatni Repetitivni
/ | / \ sekvence sekvence
Pseudogeny Genové Introny | / \
fragmenty Nepfekladané Tandemové Roztrousené
oblasti sekvence sekvence

1% DNA ko6duje n€jaké znaky




Lidsky genom

e jaderny
e mitochondrialni

Bunécné jadro obklopené mitichondriemi



Jaderny genom

Kazda DNA molekula je sbalena do chromosomu

Kazdy ze 46 chromosomu ¢lovéka je tvofe jednou molekulou dvousSroubovicoveé



Chromosomes are tighly coiled microscopic structure

an elaborate system of coling, which also seem to be involved in the control of gene expression
is present in memmalian cells

short region of \/ '\\‘//\J’\/’\/ :':;
DA double helix %f\/\ /\44‘: .*nm
|______‘ S

"beads-on-a-string” 2 T | | 11 nm
farm af chramatin — | =

30-nrm ahromatin gL ML Ee A s basic proteins called histones provide a core around which DNA
iber of packed Y ¥l 1 i ] i is wound in a double loop
- . composing approximately 146bp of DNA - NUCLEOSOME

section of
chromosome in an
extended faorm

condensed section
of chromosome

if stretched out, the DNA from a single cell would extend
approximately 2 meters in lenght

— centromers
]

mitotic chromosome is 50 000 times schorter than its exteded lendht




Nuclear genome

Uvniti bunééného jadra je geneticka informace sougedéna do molekul
DNA,
"zabalenych" do chromozémia.




Jaderny genom

s Cell Nucleus Contaihing
%" 23 Pairs of Chrom@Somes
b ", fey

(O AL E—

The four bases are repeated r‘ni'l_lions of times to form each chromosome
Lidsky chromosom je délky od 50 miliont do 263 milionu bazi



cadl genome.
R v

e

s of cells in the human |
plete set of chromosom
eption e.g. red blood cellSjy




Nuclear genome

Mendelian inheritance

pollen

of
o 0| ®

pistil

AR




Mitochondrial genome

Many mitochondria are found in
each cell, all containing mtDNA



Mitochondrial genome

Mitochonrialni dvouSroubovicova DNA tvori jednu kruhovou molekulu



Mitochondria have their own DNA, a relic from the distant past when they were free-living organisms.
«Evidence of this is the slightly different genetic codes found in nonplant mitochondria. For example:

All nonplant species UGA Tryptophan (stop)

Mollusks AGA Serine (Arginine)

Yeast Cuu Threonine (Leucine)




Mitochondrial genome

Exclusively maternal inheritance

¥

£

The male mtDNA within

Ehe sperm’s tail is lost
as it enters the egg



0/16,569

(15,257)

C0@e0000

Complex |

Complex IlI

Complex IV

ATP synthase
Transfer RNA
Ribosomal RNA
Control region of DNA




MtDNA vs. choroby

« cyclic vomiting syndrome —pfestavby rozahlych segmentd mtDNA

» Leber hereditary optic neuropathy - mutace v genech MT-ND1, MT-ND4, MT-NDA4L,
and MT-ND6

 mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes - mutace
v genech MT-ND1, MT-ND5, MT-TH, MT-TL1, and MT-TV

 myoclonic epilepsy with ragged-red fibers - mutace v genech MT-TK, MT-TL1, MT-
TH, and MT-TS1

e neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa - mutace v genu MT-ATP6
* nonsyndromic deafness - mutace v genech MT-RNR1 a
MT-TS1

« cancer, including breast, colon, stomach, liver, and kidney tumors, cancer of blood-
forming tissue (leukemia) and cancer of immune system cells (lymphoma) —
somatické mutace

« age-related disorders: heart disease, Alzheimer disease, and Parkinson disease -
somatické mutace




The human

nuclear and mitochondrial genomes

differ in many aspects of their organisation and expression

Nuclear genome

Mitochondrial genome

Size

No. of different DNA molecules
Total no. of DNA molecules per cell
Associated protein

No. of genes

Gene density

Repetitive DNA

Transcription

Introns

% of coding DNA

Codon usage

Recombination

Inheritance

3000 Mb

23 (in XX) or 24 (in XY) cells, all linear

23 in haploid cells; 46 in diploid cells

Several classes of histone and nonhistone protein

\22 000 \

~1/40 kb

Large fraction, see Figure 7.1.

The great bulk of genes are transcribed individually

Found in most genes

See Figure 1.22

At least once for each pair of homologs
at meiosis

Mendelian for sequences on X and autosomes;
paternal for sequences on Y

16.6 kb

One circular DNA molecule
Several x 103

Largely free of protein

37

1/0.45 kb

Very little

Continuous transcription of multiple genes
Absent

~93%

See Figure 1.22

None

Exclusively maternal




Polymerazova retézova reakce
PCR

Genetici pot Febuji pro své analyzy
znacéné mnozstvi studovaného Useku DNA

PCR zmnozi zvoleny usek DNA
Rychle a spolehliv &

. Syntéza obou retézci u specifické sekvence
-! 35

TIGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTICCARAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGARATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTICTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACARACGTCTTTAGCTCATATACG

) .}
“  P¥imy primer dNTPs l 5
5 >
TTGAGAAAGGAATAAGC — DNAPOL
AACTCTTICCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTITTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACE
3.‘ 5'
5 3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCARAAAGAATGAGCTGTTGT TTGCAGARATCGAGTATATGE

+——DNAPOL “TCTTTAGCTCATATACG

o 5
l dNTPs Zpétny primer
5 P
TTGAGAAAGGRATAAGCAGAATTCGTTCCAAARAGAATGAGCTGTITGTTTGCAGARATCGAGTATATGC
AACTCTTTICCTTATICGICTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGICTTTAGCTCATATACG
3 5
5.‘ 31
TTGAGRAAGGRATAAGCAGRATTCGTTCCARARAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGARATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAARACGTCTTTAGCTCATATACG

3 C




Polymerazova retézova reakce
PCR

Kery Mullis

V roce 1983 PCR metodu
vynalezl

a postaral se o jednu z
nejv étsich revoluci

v molekularni genetice

Kdy [1Z v r. 1993 Kary Mullis z rukou  [18védského krale p Fijimal Nobelovu cenu za objeva realizaci PCR,
sam skromn & charakterizoval svuj obdivuhodny napad a deset let prace na jeho uskute €néni
jako [Isoub éh ndhod, v édecké naivity a série S tastnych omylu (1.



Molekularn e - geneticka diagnostika

Diagnostika infekci

diagnostiky detekujicich virova, bakterialni, mykotické a parazitalni
patogeny v ruznych télnich tekutinach

Diagnostika geneticky podmin énych chorob
postnatalni, prenatalni, preimplantaéni diagnostika, populaéni screening
Diagnostika nadorovych onemocn  éni

analyza tumorsupresorovych genu a onkogenu, diagnosticka vysetreni
zameérena na detekci kauzalnich markera a prognostickych faktoru ve
vztahu k onkologickym onemocnénim, monitorovani terapie rakoviny,
zjistovani minimalni rezidualni choroby

Farmakogenetika
stanoveni tolerance k farmakum
DNA typizace osob (soudni léka Fstvi, transplantologie)



Molekularn e - geneticka diagnostika

» Diagnostika infekci
diagnostiky detekujicich virova, bakterialni, mykotické a parazitalni
patogeny v ruznych télnich tekutinach

Cilem je detekovat infikovaneé buriky
na pozadi mnohonasobné pocetnéjSich neinfikovanych bunék
Provadi se za pouziti PCR na DNA nebo cDNA cizirodych organismu

\

Konvencéni diagnostické metody
-vypéstovani organismu v kulture
-detekce pritomnosti organismu za pouziti protilatek

Casoveé naroé¢né
\Nékdy malo citlivé /




Molekularn e - geneticka diagnostika

» Diagnostika infekci
HIV
Pritomnost virova RNA naznacuje aktivni infekci

Lze prokazat provedenim PCR za pouziti cDNA jako templatu
vytvorenych pomoci RT z RNA infikovanych bunék

Tuberkuloza
Pomoci PCR prokazovan néktery z vysoce konzervativnich gent mykobakterii
pomoci primeru pfipravenym k témto sekvencim

Amplifikovany fragment je hybridizovan se sondami vysoce specifickymi pro dany kmen
Lze detekovat je 10 bacilu na 10000000 eukaryotickych bunék



Molekularni diagnostika
geneticky podmin enych chorob

L Cell Nucleus Containing
" 23 Pairs of Chr

b -
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Genetické choroby

a) Somaticke o
- vznikaji v somatickych buikach

- mutantni zménu obsahuiji pouze ¢asti tkani,
které vznikly délenim plvodni mutantni bunky
b) Gametické
- predavany v zarodec¢né linii
1. rodi€ je nositelem mutace
2. mutace vznika pfi tvorbé gamety
3. mutace vznika v gametogoniu,

.. vznika gonodalni mozaika
- VSechny buﬁkyjedince,
kte

'Y vznikl z pfislugné Zygoty, obsahuji mutantni zmény




Genetické choroby

1) Genomove
— dojde ke zméné celého genomu

(polyploidie, aneuploidie)
2) Chromozomové

—mutacni zména postihla strukrutu chromozomu

(chromozomové aberace)
3) Genové

—Mmutacni zména v geny

—
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Genové choroby

OLYGENNI N
AP nemendelovska dédicnost

- pravdépodobnost choroby zavisla na vagial}téch vice genu +
obvykle vyrazné ovlivnéna vlivem prostiedi

- riziko stanovovano empiricky/statisticky na zaklad¢ populacnich
studii
(diabetes, vrozené srde¢ni vady, schizofrenie, astma. .. ..)

B) MONOGENNT
mendelisticka dédi¢nost

- Vlastnosti (choroby) se dédj v zavislosti na
(lokusu DNA), obvykle zménéném mutaci

- pravdépodobnost v
—Mendelovy zékgizkym #naku/choroby u potomkiy

jediném genu




Spermatogonium Cagenium

4 Grenwih/Maturation

Primary
Spermatocyte

bl |

Secondary Secondary
LPETMALECYTES DO

Ileiosis I

3

Spermatorca



nolekularné geneticke
diagnostiky

- , ch,
Rozpoznani a identifikace mutaci v tg‘jelr:e
které jsou v asociaci s danou chorobou.

Jakmile je identifikovana geneticka pricina

onemocnéni na urovni DNA

muze se vyvinout specificky test o |

k analyze relevantnich genetickych charakteristik pacienta

Neni zatim mozné vysetfit,
zda proband bude trpét jakoukoliv dedi¢nou chorobou,
vzdy se vySetfuje moZnost poskozeni urgitého konkrétniho genu.

Existuji i vySetten; , které n

Sl I VySe €zapadaji do této definice,
Z téch béznych napr. mole

kularné geneticka detekce aneuploidi
' oidii
(tato oblast byla donedavng zcela vyhrazena cytogenetice)p




Molekularné genetické vySetieni se provadi

prenatalné postnatalné




Postnatalni vySetient

Pokud je provadéno u Zijicich osob, pak je cilem

»potvrdit nebo upfesnit klinickou diagnozu

« identifikovat pienasece genetickych onemocnéni

« stanovit presymptomatickou diagnozu,

identifikaci onemocnéni pred jeho manifestaci

tj. odhalit, jestli v genomu probanda je takova molekularni zména
na uritem genu, ktera zpusobi, Ze v prubéhu svého Zivota
onemocni ptislusnou chorobou.




Prenatalni a preimplantaénl vySetreni

odhaluji zavazna onemocnéni pred narozenim ditete

ma jasné preventivni ulohu

Jeho cilem je zabranit nebo se pripravit
na narozeni postizeného ditéte.

Historie prenatalni molekularné genetické diagnostiky
se datuje od roku 1981,

kdy bylo poprvé u plodu diagnostikovano,
jestli bude postiZen srpkovitou anémii,

pro kterou byla jeho matka prenaseckou.




V molekularn& genetické diagnostice jsou
dva zékladni a navzajem zcela odliSné
metodické piistupy vySetieni:

*nepiimé (gene tracing)
*primé (direct testing).

-
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Piima molekularné geneticka diagnostika

. Detekce kauzalnich mutaci v odpovédném genu
vzdy potvrdi klinickou diagnozu

musime znat:
" gen, ktery ma byt analyzovan
2 standartni (wild type) sekvenci tohoto genu

-



Pfima molekularné geneticka diagnostika
Metody detekce znamych mutaci (scoring)
* vgenu asociovaném s danou chorobou

*Metody pfimého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)
vV genu asociovaném s danou chorobou

-
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detekce znamych mutaci (scoring) -
cTeet:eT:gg uréité kauzalni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Detekce znamé sekvenéni zmény je mozna u: . )
1) chorob s predpokladanou alelickou homogenitou, tzn. ze

patologick4 alela pfislusného genu je reprezentovana

« jedinou mutaci (srpkovita anemie)

+ omezenym podtem mutaci (a.1-antitrypsinovy deficit)

* rozsahlou fadou mutaci rozmisténych pres cely gen,
kdy jedna nebo vicemutaci se vyskytuji s prevalujici Cetnosti
(CFTR, DMD)

* expanzi trinukleotidovych opakujicich se sekvenci (HD, MD)

2) vrodinach s jiz charakterizovanou [ v pfislugné
: mutaci v pfislusném genu
3) ve vyzliumy (k potvrzeni kandidatniho genu °
a k odliSeni nepatogeniho polymorfismu)

-



-

Piklady chorob s vymezenym poétem mutaci

Srpkovitd anemie mutace E6V v HBB genu

Cysticka fibréza mutace F508del v CFTR genu

Huntingtonova chorea, Myotonicka dystrofie

Fragilni X nestabilni expanze trinukletidovych repetic

Hemofilie A velka inverze v genu pro faktor 8

Duchennova muskularni dystrofie 60-70% mutacfitvelké delece

Tay-Sachsova choroba inzerce 4pb v exonu 11 genuAHEX
mitochondrialni mutace nukleotidu v pozici 34F0,

Lebrova opticka atrofie 11778, 14484

-



Metody detekce zn amych mutac i (scoring)
detekce urcité kauzalni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Amplifikace Useku sigdpokladanou

, detekce deleci
deleci

mutaci vznika nebo zanika specifické misto v DNA,

Restrilkéni analyza PCR produktu o . -
rozliSované resti&nim enzymem

Hybridizace PCR produktu s aletov
specifickymi oligonukleotidy
PCR s alelo¥ specifickymi primery

detekce bodovych mutaci

detekce bodovych mutaci

(ARMS test)

PCR s primery ohradijicimi uspsSna amplifikace odhalififomnost specifické
piedpokladané delece v DNA piestavby v DNA

Analyza teploty tani PCR produktu [zména teploty tani v porovnani s pozitivni a standartn
pomoci real-time PCR kontrolou odhali specifickou sekva&r zmenu

Triplet Primed PCR detekce expanze trinukleotidovggetici v DNA

detekce rozsahlych deleci a duplikaci, vhodna pro
stanoveni SNP genotia testovanani metylaci v
Multiplex Ligation Probe promotorové oblasti gén

Amplification MLPA

—




Prima DNA diagnostika

 Metody p Fimeého vyhled avani neznamych mutac i (scanning)

postupn é nebo multiplexn i screenov ani iseku genu
asociovan eho s danou chorobou pomoc i vyhled avacich
metod

odhali jakekoliv odchylky v analyzované sekvenci DNA pacienta
ve srovnani se standartni sekvenci

neodliSi patogenni a nepatogenni zmény v sekvenci DNA

jsou narocnéjsi asove i financné



Prima DNA diagnostika

Metody p Fimého vyhled avani neznamych mutac i (scanning)

Jednoretézcovy konformacni
[polymorfismus (SSCP)

jednoducha
metoda

doporucuje se pro kratké
sekvence DNA
neohaluje pozici zmény

Denaturacni gradientova elektroforéza

(DGGE)

vysoka citlivost

nutné primery s GC-clampy
neodhaluje pozici zmény

|Heterodup|exn|' analyza (HD)

jednoducha
metoda

doporucuje se pro kratké
sekvence DNA omezena
citlivost

neodhaluje pozici zmény

[Detekce zkraceného proteinu (PTT)

vysoka citlivost
pro terminacni
mutace

pouze pro terminacni mutace
odhaluje pozici zmény

[HRM

Analyza teploty tani na real-time PCR,

vysoka citlivost

doporucuje se pro sekvence
cca 250 bp
neodhali pozici zmény

[Sekvenovani

detekce
veSkerych zmén
v DNA

nadbytek informaci
plné charakterizuje mutace




Prima DNA diagnostika

Scoring RYR1 kauzalnich mutaci %: Scanning RYR1 genu

i;:;ilskcm analyza Vyhledavaci metody
- i (SSCP,DGGE, DHPLC)
Hybridizace S b
Primé sekvenovani

Analyza teploty tani (Real-time PCR)

P77

|dentifikace dosud nepopsané mutace



Prima DNA diagnostika
neznama mutace — kauzalni mutace???

Aby mohla byt sekver€ni varianta detekovana k prediktivnimu genetickenu estovani
potfeba nezavislého dkazu, Ze je patogenni

sgeneticka charakterizace - aspekty evolEni konzervace
- kosegregace mutace s chorobou v nejmér rodinach
- absence u 100 zdravych kontrol (<1%)
sfunk éni charakterizace -rekombinantniin vitro exprese na definovaném
genetickem pozadi
-zkouSka funkce proteinu s charakterizovanou mutaci
v ex vivo tkanich



VySetrované genové choroby

Databaze DNA laboratofi v CR
http://www.uhkt.cz/nrl/db

Mezinarodni databaze
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim

http://www.eurogentest.org/web/

http://www.genetests.org/
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php




