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Pojem alela.

Geny existuji v ruznych formach a
mohou realizovat ruzné formy znaku.

Pro ruzné formy urcitého genu u diploidnich
organismu

nesouci ruzn¢ a pri tom s Zivotem ,,slucitelné*
formy znaku

byl vytvoren pojem alela.
(Puvodné se o alelnim paru hovorilo
u heterozygotniho stavu - ,,A* : ,,a%).



Ad genove polymorfismy

JednoduSe vyjadreno:

Zmény v sekvenci nukleotidu se oznacuji jako
mutace.

Pokud jsou slucitelné se Zivotem (a nemusi se vubec
v dané situaci projevit), a jsou dale predavany

v dédicnosti, je o nich hovoreno jako o genovem
polymorfismu.

Jsou patrné pricinou variability odezvy v
individualnich pripadech.

Je tak napr. vysvétlovana individualni odolnost vuci
alkoholu, zpusobuji individualni problémy pri
transplantacich, individualni citlivost k 1ékiim,
individualni nachylnost k chorobam...




DNA POLYMORFISMUS/GENOVA MUTACE

DNA POLYMORFISMUS =

rozdil v sekvenci hukleotidi DNA mezi jedinci, skupinami nebo populacemi.
Zahrnuje bodové polymorfismy, repetetivni sekvence, inserce, delece,
inverze. Jestlize rozdil v sekvenci DNA souvisi s chorobou, je obvykle
nazyvdn genovd mutace. Zmény v DNA zplisobené vnéjsimi agens
(mutageny) jsou také nazyvdny ,mutace"” spis nez ,polymorfismy”.
Terminologie neni zcela jednotnd.

GENOVA MUTACE:

Zméena v sekvenci nukleotidi DNA molekuly. Genovd mutace je typem
DNA polymorfismu. Termin ,mutace” v protikladu k .polymorfismu” je
obecné uzivan pro zmény v sekvenci DNA, které nejsou pritomné u
vétsiny jedinct daného druhu a bud”souvisi s chorobou (hebo rizikem
choroby) nebo jsou vysledkem poskozeni vnéjsimi vlivy (viry, zdrenti,
chemické mutageny.)




2 priklady DNA polymorfismu:

1. Bodovy polymorfismus

= (angl. Single Nucleotide Polymorphism,
SNP - &t SNIP)

2. Variabilni pocet repetetivnich
sekvenci, které se tandemoveé
opakuji = (ang/. Variable Number of
Tandem Repeats, VNTR)



Priklady 3 bodovych polymorfismu v dseku asi 2000
nukleotidovych pari u 4 jedinct A, B, C, D (SNP1-3)

~1000 nucleotide pairs
|

|
s B— BRI >t - o GBI OO PR, (1
individual A "“‘R#"““‘T’T‘G—'"

N . 'S S—
individual B = =T r— " —TA

diEl e = —lle G A AT -
L e R L

—— — bl e—— — - a—t— e — - - = c————— —
individual D —W-W—W-—*W—

f t f

SNP1 SNP2 SNP3




Bodové polymorfismy

» Tyto polymorfismy jsou roztrouseny
po celém v genomu.

- Vice neZ 90% vsech lidskych gent
obsahuje alespon 1 SNP.

» Vzhledem k jejich vysoké hustoté v
genomu,

» jsou uzitecnymi markery napr. pri
identifikaci mutovanych gend.



Dva typy polymorfismu délky restrikénich fragmenti,
detegované pomoci ucinku restrikéni endonukleasy
na DNA pacienta, ndsledované gelovou elektroforesou

a SNP: usporiadanie v DNA elektroforeza
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Obr. 3.41. Dva typy polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov DNA: a — bodovy polymorfizmus, pri
ktorom je variabilita diZky restrik&nych fragmentov désledkom pritomnosti, resp. nepritomnosti §pecifické-
ho restrikéného miesta, takZe znackovany fragment moéZe mat dve rozliéné dizky; » — polymorfizmus
hypervariabilnych oblasti DNA (HVR), pri ktorom je variabilita dizky restrikénych fragmentov zapritinena
variabilitou v poéte opakovani urcitej repetitivnej sekvencie medzi dvoma restrikénymi miestami, takZe
znackovany fragment méZe mat vela rozli¢nych dizok Ferak, Srsen, 1990



Variabilita délky restrikénich fragmenti DNA:

+ Kromé SNP, které jsme zdédili po predcich,
» mame také repetetivni sekvence,
zvlasté nachylné k novym mutacim.

» Priklad. CA opakovani = sekvence ubiquitni v
lidském genomu (CACACACACACA..).

+ Sekvence, obsahujici velké poty opakovani CA
mohou byt replikovany chybné, protoze Casto

* nastdva .skluz" (,vznik vldsenky “) mezi
templatem a nové syntetizovanym vliaknem DNA.

* Polty opakovdni CA sekvenci se mohou proto
velmi lisit z jedné generace na druhou.

* CA opakovani jsou proto idealnim genetickym
markerem v paternitnim sporech, v soudnim
lekarstvi, v kriminalistice...




» Jak Ize SNP nebo VNTR vyuzit ?

- SNP i VNTR méni délku restrikénich
fragmentl DNA.

» Toho lze vyuzit jako markeru napr.
pri neprimé DNA diagnostice.

(viz napr. skripta Kopecka, Gabriel et al. Lékarska
biologie Cast druhd - Genetika, Brno 2001, str. 52)



DNA diagnostika prima:
primd identifikace mutace v lidském genomu napr-.
- sekvenovdanim DNA,

+ pomoci oligonukleotidovych sond (tzv. ASO) a
Southernovy hybridizace,

+ pomoci PCR...

DNA diagnostika neprima:
mutaci nelze identifikovat primo; proto je snhaha
identifikovat mutovanou alelu neprimo

hapf. vyuzitim polymorfismu DNA v tésne blizkosti
mutovane alely, coz muze vést k odlidné délce

restrikéniho fragmentu DNA=RFLP) s detekci
napr. Sou’rher'novou hybridizaci.




Moznost vyuziti genoveho polymorfismu:

Dusledkem predavani genu béhem generaci (repetetivni
useky, zmény v poc€tu intront atd.) je u jednotlivcu
ruzna délka konkrétniho useku DNA (genu). Proto je
mozna detekce konkrétni jediné alely a jeho donora.

Ma-li otec chorobu vazanou na jednom z chromosomu
14 , pak 1ze porovnanim délky fragmentu prislusného
genu stanovit

zda potomek ziskal pravé tento chromosom s
mutovanou alelou,

nebo naopak druhy se standardni alelou.



Restriktazovy genovy polymorfismus.

* Délka alel daného genu (a pocet nukleotidu)
nesouci identické vlohy byva u ruznych
jedincu ruzné dlouhym usekem molekuly
DNA.

* To se projevuje ruznou vzdalenosti cilovych
sekvenci pro restrik¢ni enzymy, které tak u
jednotliveu ,,vystrihnou* tentyz gen o ruzné
délce polynukleotidovych useku - a tim jej
individualné identifikuji.

» Je-li v takovém useku geneticka porucha, da
se identifikovat u potomka.



Restrik¢ni endonukleazy (jako napr. EcoR1 :
GJVAATTO) §tépi alelu ve stejnych cilovych mistech
— sekvencich nukleotidii.

V dusledku nestejného mnozstvi repetetivnich
sekvenci ( napr. 20 az 1 500x) apod. jsou cilova
mista restriktaz homolognich alel u ruznych jedincu
riuzné vzdalena (polymorfie)

a stejna endonukleaza ,,rozstriha‘* DNA na ruzné
dlouhé fragmenty (tzv. restrikéni fragmenty).

Srovnanim jejich délek 1ze stanovit (pomoci
Southern blotting), které alely (ktera alela) rodicu
byly ditéti predany — ,,zdrava=standarni* nebo
»~chorobna=mutovana*

RFLP - Restriction Fragment Lenth Polymorphism
- - Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentu.



DNA diagnostika.

. Neprima DNA diagnostika.
. Prima DNA diagnostika.
. Presymptomaticke testy.

a) Preimplantancni diagnostika.
b) Prenatalni diagnostika.
¢) Postnatalni diagnostika.



Neprima DNA diagnostika



Neprima DNA diagnostika

e Vyuziva polymorfismu DNA jako markeru pro
sledovani prenosu vlohy v rodiné. Sleduje se délka
restrikCnich fragmentu — RFLP (Restriction Fragment
Lenth Polymorphism), podminéna SNP (Single
Nucleotide Polymorphism=bodovy polymorfismus)

* nebo ruznou délkou tandemové se opakujicich
repetetivnich sekvenci — VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats ).

e Neni treba znat vlastni strukturu genu; je vSak nutné
vySetrit vice ¢lenu rodiny (> 5, v€etné postizenych i
nepostizenych)(rodiny informativni/neinformativni).




Pl‘. ° mutace

« ,normalni“ genovy exon: agtcagtcagtcagfcagtc

e patologicky* -,,- : agtcagtcctgaagtcagtc
 otec dostal tento gen ve formé od dédecka (A) a od
babiCky ( B ) (exony (zelené) + introny (Cerné) +

repetitivni sekvence (Cerné) atp.):

(Cervené Cara = relativni délka useku DNA stejného
genu — stejnych alel po aplikaci restriktazy)

¢ A)
aaaaaaaaaagtcagtcttttttttctgaggggggggagtcagtcaaaaaaaa
- B)

* aaaaaaaaaagtcagtctttagtcgggagtcagtcttttettt
§



Pro jednoduchost predpokladejme Ze matka (manzelka)
ma v genomu po svych rodicich alely C, D bez mutace:

C) (po svém otci)
. aaagtcagtcagtcagtcagtcttttt

D) (po své matce)

* aaaaaaaaagtcagtcagtcagtcagtctttttettetetetetietet
A)

aaaaaaaaaagtcagtcttttttttctgaggggggggagtca gtciiaaaaaaa
B)

aaaaaaaaaagtcagtctttagtcggzagtcagtctetttttt

A+B = otcovy alely pro srovnani, vSude exon 5 x agtc
(ev cgta mutace)



Najdeme-li pri vysSetifeni RFLP u jejich ditéte
alely shodné dé¢lky se zdravymi=standardnimi
alelami po babicce z otcovy strany (B ) a
dédeCkovi z matCiny strany ( C ), miiZeme
chorobu u ditéte vyloucit (chorobna alela by
pochazena od dédecka ( A ) a tu podle délky
fragmentu dité nema):

B)
aaaaaaaaaagtcagtctttagtcgggagtcagtctttetttt
C)

aaagtcagtcagtcagtcagtcttttt



Restriction Fragment Length Polymorphism

® pArAS

individual samples

base pair ladde




Priklad neprimé DNA metody v praxi —
recesivné podminéna gonosomalni choroba

Zdravi rodice oCekavaji treti
dité. Prvni dité - dcera -
zdrava, druhé — syn -
postizen. RFLP detekovala u
matky jednu mutovanou
alelu X*, kterou predala
synovi. Treti dité bude také
chlapec, ale RFLP
prokazala, ze dostal od
matky normalni X. Jeho
genotyp bude XY, bude
zdrav.

XR. Punktmutation
itetandene Restriktionsschnittstelle)
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Prima DNA diagnostika



Prima DNA diagnostika

Pouziva primou detekci mutace genu tam, kde je
znama sekvence nukleotidii daného genu.
Moznosti:

sekvenovanim DNA,

pomoci DNA sondy, napr. znacené pomoci
fluorochromu (FISH). VySetruje se pouze proband,

pomoci restrik¢ni endonukleasy 1ze odhalit mutaci
genu, pokud postihuje cilové misto pro RE.
Nejcastéji vySetrované choroby: Cysticka fibroza,
Duchennova muskularni dystrofie, Huntingtonova
chorea, hemotfilie typ A a B, achondroplasie, kostni
dysplasie, Fra X aj.



k= ’*

hi.-} g

e

-
ol

s>

Syndrom fragilniho X
(bunécna diagnostika stanovenim
karyotypu)

* normal structure
4 - * broad forehead _— ' H
f * elongated face i; @ :
» large prominent ears -
- * strabismus (crossed eyes) /Ib
» highly arched palate \\
+ hyperextensible joints /f =\
* hand calluses ' L
(from self-abuse)
* pectus excavatum
(indentation of chest)
= mitral valve prolapse
(benign heart condition)
* enlarged testicles
* hypotonia (low muscle tone)
= soft, fleshy skin
» flat feet
* seizures (in about 10 percent)
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FISH (Fluorescenéni in situ hybridizace)

 Moderni dg. metoda umoznujici
detekci poruch chromosomi a
genu (patologickych) na in situ
chromosomech (napr. jedné
blastomery pri asistované

reprodukci).

* ....jednovlaknové, riuznymi
fluorochromy znacené sondy
jsou aplikovany na celé bunky,
kde byly chromosomy
denaturovany. K urceni
chromosomu slouzi specificky
barvené centromerické oblasti
(svétle modre).




Presymptomaticke testy






Preimplantacni diagnostika

(bude ukazana na videu)




Preimplantacni diagnostika.
Pri in vitro fertilizaci se odebere blastomera k ziskani
DNA a vySetreni budouciho plodu.

Indikace preimplantacni dg.:

1. Vrozena chromosomalni
aberace nebo genova mutace
u nékterého z rodicii.

2. Vyssi vék zeny, nebo obou
rodicu.

3. Porod ditéte s vrozenou
vyvojovou vadou v rodiné.

4. Opakované spontanni
potraty nejasné etiologie.

S. Opakovana zastava vyvoje
embryi pri prodlouzené in
vitro Kultivaci.

VySetfenim muZeme u plodu
vyloucit nebo potvrdit
pritomnost mutace, a
nejcastéjsi atypie poctu
néktervch urcenych
chromozomu. Timto
vySetienim nelze vyloucit
jakoukoliv zménu a nelze
zachytit chromosomalni
mozaiky, tj. situaci, kdy se u
jedince — embrya vyskytuje
vice linii bunék s riznou
genetickou chromosomalni
vybavou.




Diagnostika nejéastéjSich Preimplantacni dg.
+ FISH

numerickych
chromosomalnich aberaci
vyuzitim fluorescencni in
situ hybridizace (FISH):

Trisomie chromozomu 13.
Trisomie chromozomu 18.
Trisomie chromozomu 21.

Stanoveni gonozomu X,Y
z genetickych duvodii.

Diagnostiku dalSich chorob
nutno konzultovat
s genetikem.




Prenatalni diagnostika



Prenatalni diagnostika
Poloha plodu se vySetri ultrazvukem.

UNTERSUCHUNGEN




Prenatalni diagnostika
Pod kontrolou ultrazvukem se odebere bud’
plodova vod — amniocentéza (vlevo), nebo vzorek
z choriovych klkiu — choriobiopsie (vpravo).
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Z odebianych vzorki se napéstuje dostateéné mnoZstvi materialu
pro dalsi zpracovani DNA diagnostickymi metodami (event. PCR).



DNA fingerprinting,

jednoznacné€ prukazni metoda



DNA ﬁngerprinting — srovnani nalezu
odpovidajiciho (match) a neodpovidajiciho (no
match) vzorku s nalezem (evidence).
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Ukazka srovnani fingerprintingu obéti (victim) a
podezrelého (suspect).
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Ukazka realného diagramu fingerprintingu
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Prima DNA diagnostika cysticke fibrosy (na videu):

« Pfima DNA diagnostika cystickée fibrosy pomoci PCR:
 VySetfeni matky ukézalo pfitomnost mutace delta K 508 =
delece tii nukleotidii kodonu pro fenylalanin v posici 508

« Dele¢ni mutace se diagnostikuje po odbéru DNA plodu z jedné
blastomery hybridizaci s primery a amplifikaci useku DNA
pomoci PCR

« Diagnostika: po gelove elektroforéze produktu PCR reakce je
mutovand DNA o 3 nukleotidy kratSi nez standardni DNA

e Ma-h pacient kratsi 1 delSi isek DNA, je heterozygot
* ma-li jen delSi DNA, je zdravy dominantni homozygot,

« Ma-li jen kratsi isek DNA, je recesivni homozygot a byl by
postiZzen cystickou fibrézou

« — 1ndikace k preruSeni téhotenstvi




Prenatalni diagnosa cystické fibrosy pomoci PCR a gelové
elektroforesy. 1-normalni homozygot, 2-heterozygot, 3-homozygot
s deleci, 4,5-rodice= heterozygotni nosici delece,

6-postizené dité= O“lj

homozygot s deleci,

7,8-dg z choriovych klkii=
dité bude nepostizeny
heterozygot=

bude zdravé Controls

Wild type
delsi P

Kkratsi

%
. \ AF508

Fig. 6.9 Prenatal diagnosis for cystic fibrosis, Detection of the
common mutation AESOS in a familv with ane affartad ~hil A




Prednaska byla dopln€na promitnutim 12 min. videoklipu o
rodin€, v niZ se narodilo dité s cystickou fibrosou.

Byl ukazan pacient, postizeny cystickou fibrosou a jeho
zdravi rodiCe — heterozygoti.

Byla ukazana technika fertilizace in vitro.
Byla ukazana preimplantacni geneticka diagnostika s
odbérem jedné z osmi blastomer.

Byla demonstrovana PCR reakce k diagnostice pritomnosti
mutovang¢ alely pro cystickou fibrosu s mutaci delta F 508.

Byla uvedena implantace dvou embryi bez mutace do
dé¢lohy matky.
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* Informace o zkousSkach z biologie
pro bakalare

ve skol. r. 2011-2012

(opakovana informace)




« Zkousky bakalaru studujicich fyzioterapii, optometrii a
nutricni terapii ve Skolnim roce 2011/2012:
Zkousky se konaji v mistnosti pro prakticka cviceni Biologického
ustavu lékarske fakulty Masarykovy univerzity, Kamenice 5,
budova A7, II. nadzemi, mistnost ¢. 205b.

e  Pfichod hlavnim ,,Cervenym* vchodem do kampusu, pak vpravo
do II. nadzemi, pavilon A7.

e  Studenti se prihlasi na zkousku pomoci Informac¢niho systému
MU. Na kazdy zkuSebni termin je 20 volnych mist. Pokud se
piihlaseny student rozhodne ze zkousky odhlasit, je to mozné
nejpozdéjl vSak 3 dny pred terminem zkousky. Pokud se prihlaSeny
student na zkousSku nedostavi, do IS MU bude zaznamenana
neucast na zkousce jako -. Pokud student onemocni a nemuze se
dostavit ke zkouSce, musi na studijni odd. dékanatu LF MU dodat
1ékarsky doklad o onemocnéni, aby byl ze zkousky omluven.
Studenti maji moZnost jednoho opravného terminu zkousSky, na
ktery se op¢t prihlasi pomoci IS MU.




V prubéhu zkousky formou pisemneho testu neni dovoleno
pouzivani mobilniho telefonu ani kalkulaCky ani neni povolena
zadna jina forma komunikace mezi sebou.

Bé&hem testu studenti potiebuji pouze védomosti a tuzku
k vyplnéni testu.

Studenti se dostavi ke zkouSce 10 min. pred zacatkem zkousky.
Predpokladana doba zkouskového testu je 60 min. Po oprave
testu, ktera se provadi ithned po skonceni testu

(trva podle poctu studentu asi1 30-60 min), si studentt mohou
pockat na vysledek zkousky a na zapsani znamky do indexu.
Ostatni studenti se mohou po GspéSném vykonani zkouSky
dostavit k zapsani v kterémkoli dalSim vypsaném terminu
zkousky, a to as1 90 min. od zacatku zkousky, a vyCkaji na chodb¢é
pred mistnosti pro prakticka cvi¢eni 205b na pokyny ucitele, ktery
bude testy opravovat. Vysledky zkousky budou zaznamenany do
IS do 24 hod. od vykonani zkousky.




Zména zkouSebnich termina bakalari ve Skolnim roce 2011 — 2012 (které jsou vismu od 6.10.2011)
16.2.2012 se nezkousi- termin vydeletovan, misto toho byl pridan dalsi termin na 15.2. ve 12.00 hod.

Zkouskové obdobi: 9. 1. 2012-17. 2. 2012 (4. 6. 2012-13. 7. 2012; 27.8.-7.9.2012)

« Pondéli 9.1.2012 8.00 hod......... 20 studentii........ 12.00 hod....... 20 studentu

« Utery 10.1.2012 8.00 hod....... 20 studenti

o Streda 11.1.2012 8.00 hod....... 20 studentii...... 12.00 hod..... 20 studenti

« Ctvrtek 12.1.2012 8.00 hod....... 20 studentii...... 12.00 hod......20 studenti

« Patek 13.1.2012 8.00 hod...... 20 studentii...... 12.00 hod...... 20 studentu

« Pondéli 16.1.2012 8.00 hod......... 20 studentii........ 12.00 hod....... 20 studentu

« Utery 17.1.2012 8.00 hod....... 20 studenti...... 12.00 hod......20 studentu

« Streda 18.1.2012 8.00 hod....... 20 studentii...... 12.00 hod......20 studenti

« Ctvrtek 19.1.2012 8.00 hod....... 20 studentii...... 12.00 hod......20 studentt

« Patek 20.1.2012 12.00 hod....... 20 studentu

« Streda 25.1.2012 8.00 hod......... 20 studentu

« Stireda 1.2. 2012 8.00 hod......... 20 studentu

« Stireda 8.2.2012 8.00 hod......... 20 studentu

e Streda 15.2.2012 8.00 hod.......... 20 studenti....12.00 hod..20 studentii - termin piidan
« Ctvrtek 16.2.2012 8.00 hod.......... 20 studenti-termin zrusen, vydeletovan z IS

Kontaktni adresa uditele, ktery zajiStuje prednasky pro bakalare studujici fyzioterapii, optometrii a pro nutri¢ni terapeuty, a
zkouSkové testy:

prof. MUDr. Marie Kopecka, CSc., tel 54949 4778,

e-mail:

telefon sekretarky ustavu : Debora Ledahudcova, tel. 54949 4588
telefon manazerky ustavu: Mgr. Martina Vrablikova, tel. 54949 3334
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