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* Restrikéni analyza PCR produktu . , ;.
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* detekce variant pomoci sond
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* Triplet Primed PCR



FRAGMENTACNI ANALYZA

Analyza mikrosatelitu



DNA polymorfismy

Sekvence DNA se liSi mezi jednotlivci.

Pritomnost nékolika alel v ur€itém misteé.

Misto v sekvenci DNA, v némz jsou jedinci rozdilni.

V molekularni diagnostice vyuzivany

*jednobodovy polymorfismus
(single nucleotide polymorphism — SNP)

* minisatelitové polymorfismy
VNTR - variable number tandem repeats

*mikrosatelitové polymorfismy (STR - short tandem repeats,)
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Jednobodovy polymorfismus
(single nucleotide polymorphism — SNP)

erozdily v jednom nukleotidu v urcitém misté
*vyskytuje se asi jedenkrat na 1000 paru bazi.

cely lidsky genom obsahuje vice nez 1,5 milionu SNPs
evyskytuji se v intronech, v extragenovych oblastech

Detekce

RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
restrikéni Stépeni genomické DNA s naslednym Southern blottingem
PCR amplifikace s naslednym restrikénim Stépenim
PCR amplifikace s naslednou sekvenace
Real-time PCR — analyza teploty tani
DNA array (Cipy)



Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

délka zakladni repetice 2 — 6 bp
pocCet opakovani repetice 2 — 100 bp
Rozptylené rovhomérné v lidské genomu
Vyskytuji se bézné v populaci
Nejsou prepisovany do proteinu
lezi v intronech
Nejsou pri¢inou choroby
Tvori vzorce bez vztahu s fenotypem

Mezi jednotlivci se velmi [iSi TCCCAAGCTCTTOCTCTTCCCT AGATCAATACAGACAGAAGACA
NV vy . GGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
Odlisuji jednoho ¢lovéka od druhého TAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATAGAT
ACATGCTTACAGATGCACAC
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Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

Short Tandem Repeats (STRs)
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Vyuziti mikrosatelitu

[ Nepfima diagnostika monogénnich chorob

O Identifikace osob/vzorkd DNA (A. Jeffreys 1985)
(lidé obvinéni z kriminalnich ¢inu, obéti katastrof)

[ Urcovani paternity

d Molekuldrné geneticka analyza aneuploidii

[ Genetickd genealogie




Kvantitativni fluorescencni polymerazova
retézova reakce
(QF-PCR)




QF-PCR

Kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova reakce
(QF-PCR)
predstavuje metodu vhodnou k rychlé diagnostice
nejcastéjsich aneuploidii
a umoznuje okamzity management patologickych téhotenstvi




QF-PCR

Pri analyze se vyuziva PCR amlifikace
chromozom-specifickych polymorfnich STR markeru.

Metody vyuzivame v prenatalni i postnatalni diagnostice a
analyze potracenych plod




Klasické metody vysetreni

Vysetreni karyotypu (hodnoceni barvenych
metafazickych chromozomu v optickém
mikroskopu)




Vysetreni karyotypu

« zakladni metodou vysetreni karyotypu (nejen) v ramci prenatdlni diagnostiky
chromozomalnich aberaci

Vyhody
 moznost prohlédnout cely karyotyp, zhodnotit strukturu kazdého jednotlivého chromozomu -
aijejich pocet.
Nevyhody
e Casova narocnost
klasické vySetreni karyotypu vyZzaduje kultivaci ziskanych bunék ve specidlnim médiu, coz vyrazné prodluzuje dobu, ktera
uplyne mezi samotnym odbérem vzorku a vydanim vysledku.

- amniocentéza Ci odbér choriovych klkd je nutné pocitat v priméru s minimalné dvoutydenni lhtou (vysledky CVS byvaji
obecné o néco dfive diky vétsSimu rlstovému potencidlu choriovych bunék).

- kordocentéza ma v tomto pfipadé znacnou vyhodu rychlého zpracovani vzorku (obecné jen nékolik dni), nebot je
odebirana fetdlni krev (velky rlistovy potencial lymfocyta).

2

* | omezena schopnost detekovat urcité chromozomalni prestavby malého rozsahu (naprikla
mikrodelece)

e | urcovat pGvod marker chromozomu apod.

V této oblasti pak nastupuji metody molekularni cytogenetiky jako je napftiklad FISH (fluorescent in-situ hybridization -
fluorescencéni in-situ hybridizace).



QF-PCR

neboli kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova reakce (Quantitative

Fluorescent Polymerase Chain Reaction)

specialni aplikaci klasické PCR metody, slouzici k namnozeni definovaného
useku DNA.

V ramci prenatalni diagnostiky se Ize také setkat s oznacenim amnioPCR (v
souvislosti s amniocentézou - jako metodou, pouzitou k ziskani vzorku).

Tato metoda umoziuje vyloucit / potvrdit numerické odchylky vybranych
chromozomu a to v extrémné kratkém ¢asovém obdobi jednoho,
maximalné dvou dnd.

Nejcasteji jde o chromozomy, jejichz numerické abnormality tvori vétsSinu
(cca 90 %) chromozomalnich aberaci: 13, 18, 21, X a .




QF-PCR

Ze vzorku AMC, CVS se pomoci neékteré ze standardnich metod nejprve
izoluje DNA.
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QF-PCR

Metoda PCR amplifikuje STR oblasti
a vytvari fluorescencné znaCené amplikony
za pomoci lokus specifickych primert
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QF-PCR

Multiplex PCR
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QF-PCR

Multiplex PCR
7 markeru pro diagnostiku chromosomu 21
7 markeru pro diagnostiku chromosomu 18
/ markery pro diagnostiku chromosomu 13
7 markert pro diagnostiku chromosomu XY.

8. Vysledky a analyza (pokrac.)
8. Vysledky a analyza (pokrac.) Pirehled markerd
. y
prehled markerd Devyser™ Complete Mix 2
Velikost mar- Velikost mar-
Devyser™ Complete Mix 1 Mazey Pazica keru (bp)* keru (bp)* Barva fluo-
Welikost mar- | Velikost mar- Markeru roforu
Nézew Pozice | HEru (bp)* keri (bp)* Baiva flicro- FOP-4/POP-5 POP-7
Markeru — POP-7 foru 13E 13g32 160 - 248 160 - 248 Flud
138 13912 234 - 327 232-323 | Zelend 1% 1312 260 - 320 260-320 | Modrd
138 13921 370 - 430 365 - 425 13G 13914 314 - 415 314 - 415 Zelend
13C 13q31 425 - 474 425 - 474 Fhutd
18G 18q11 326 - 360 326 - 380 Medrd
130 13913 420 - 490 413 - 479 Zelend
181 18p11 430 - 467 430 - 487 Flud
1BA 13q11 190 - 230 130 - 230 Zelend
Z1E 21g22 370 - 410 370 - 410 Fluth
1EB 1aq12 180 - 228 180 - 228 Dlutd
21F 21g22 386 - 445 38B - 449 Modrd
1BC 183512 298 - 350 209B - 350 Modrd
21G 21g22 430- 430 430 - 490 Zelend
1eD 183522 330 - 408 325 - 403 Zelend
181 18921 360 - 415 360 - 415 Dlutd X =105 X =106
Xl Xp22f¥pll ¥ =110 ¥=111 Zelend
#i- 2y +i- 2
21A 21921 160 - Z05 160 - 207 Moddrd { ) L ol
w2 xp22/Yp1l 180 - 220 182 - 222 Modrd
218 21921 220 - 283 220 - 285 Moddrd
21c 2lg2z2 256 - 350 256 - 353 Slutd
x1 X926 120 - 170 120 - 170 Zelend
21D 21g22 440 - 492 440 - 492 Mesdrd
x2 Xgls® 230 - 260 230 - 260 Zelend
=Na zékiads pozoravanyeh a kalkulovanyeh velikest] markerd. Pllky markerd i
& velikostmi mimo dané rozpét] se miiZou vyskytnout, ale nezshmujl s do 3 xg26 262 - 315 262 - 315 Flutd
analjzy v rdmei Devyser™ Complete, Doporufujeme pro tyto pflpady poulit
Devyser™ Resplution soupravy.
¥1 ¥p11 235 (4/- 2bp) 236 (+/- 2bp) | Modrs
7 =182 7=182
™ 7q34/3q13 X = 202 ¥ = 202 Zedend
{4/ Zbp) (+/- 2bp)
=Na zékladd pozorovanich & kalkulovanyeh velikostl markerd. Piky merkerd
& welikestrni mimo dané rozpst] sa mdZou wyskytnout, ale nezahrnuji se do
analyzy v rmel Devyser™ Complete. Doporufujema pro tyto pfipady pouit
Devyser™ Resolution souprawvy.

mmwkm?ummm- Sivee W12 Cwwynar™ Comphecs, Miwad & poutia, 7-A0L0-00-Cx, May-3007. Stwes 32
 Dompnar A2 3007



= ] QF-PCR

* Vzniklé PCR produkty jsou separovany a analyzovany pomoci
automatického genetického analyzatoru.

* Relativni mnozstvi kazdé STR alely je kvantifikovano pomoci
vypoctu poméru obsahu pikd, prip. jejich vysek.
* STR se liSi mezi jedinci velikosti, podle

toho, kolikrat se opakuji trojice, ctvefice nebo pétice
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QF-PCR

* V pripadé diploidie, je signal dvou alel 1:1, kdyz se jedna o homozygota,
pak jeden peak s dvojitym signalem.

* Pfitrizomii dostaneme signal 2:1, 1:2, nebo 3 peaky 1:1:1.

* Chybgjici chromozom X u Turnerova syndromu je detekovan pomoci
poméru X vs. 7. chromosom. U normalni Zeny je tento pomér 1:1, u
postizené je 1:2.

Two allele copies
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QF-PCR

 DNA amplifikovana z normalniho heterozygotniho jedince (ma alely s
raznou velikosti)pro specifickou STR sekvenci bude mit dva piky s odliSnou
délkou v daném rozsahu

Heterozygotni marker (pomér ploch 1:1)

« DNA amplifikovana z trinomickych jedincu vykaze

bud dalSi pik (tfi  rdzné alely) se stejnou plochou

nebo jen dva piky (dvé rtzné alely), z nichz jeden ma dvojnasobnou
plochu, nez ten druhy

Trizomicky troj-alelicky marker (pomér Trizomicky dvoj-alelicky marker (8.3:
ploch 1:1:1) pomér ploch 2:1; 8.4: pomér ploch 1:2)



QF-PCR

Homozygotni jedinci (maji alely se stejnou délkou)
nebo monozomni vykazou pouze jeden pik

Homozygotni/monozomni marker

Jedinci homozygotni nebo monozomni jsou nejvétsim problémem pro
testovani abnormalit pohlavnich chromozomu. Pokud pouzijeme STR
specifické pro chromozom X, néktereé vzorky z normalni zeny XX
muZzou vykazat homozygotni QF-PCR vysledek, ktery nelze odlisit od
vzorku s jedinym X, jako pfi Turnerové syndromu. Zaclenénim dalSich
STR markerd chromozomu X do analyzy redukuje pravdépodobnost
homozygotnosti, ale neeliminuje ji zcela.Problém monosomie X resi 7X
marker pro relativni kvantifikaci chromozomu 7 a X. Pro normalni Zzenu
je pomer 7X 1:1 Pro normalniho muze a zenu s monosomii X je typicky
pomer 2:1

Normalni zena s pomérem 7X 1:1. . Normalni muz s pomérem 7X 2:1. .



Artefakty QF-PCR

Stutter piky
jsou samostatné piky vznikajici v pridbéhu PCR amplifikace STR alel a jsou o jednu nebo nékolik
repetitivnich jednotek mensi (minor) nebo vyjimecné i delsi, nez hlavni alela
* typicky stutter pik ma obsah mensi, nez 15% vUci prisluSnému STR piku.
* mohou se tvofit v dusledku prokluzu DNA polymerazy pfi prodluzovani DNA vldkna
* Pocet stutterd zavisi na
» lokusu
» PCR podminkach a pouzivané polymeraze. Procento stutterd se zvysuje s vyssim poctem PCR cykll a s
vétSim poctem templatové DNA.
» vyskyt stuttert klesa s delSimi opakujicimi jednotkami (pentanukleotidové
jednotky<tetra<tri<dinukleotidy).
tetranukleotidové repetice se objevuje asi v 15 %,
tri- a dinukleotidové repetice se zvySuje az na 30 %
» Pocet stutter( je nizsi, pokud je sekvence opakovani nedokonald, narusend nepravidelnosti sekvence
(imperfect)
Pti interpretaci vysledku je nutné stutter piky brat v dvahu




Artefakty QF-PCR

SPLIT PIKY (+/- A)

* -A piky jsou detekovany jako samostatné piky, které jsou o jeden par bazi kratsi,

nez PCR produkt s plnou délkou (+A pik). -A piky mUzeme zahrnout do vypoctu pomérda.
* Split piky jsou obvykle zplGsobeny nizsi aktivitou Taq polymerdzy, ktera pridava

dalsi adenosin na 3 konec PCR produktu nebo pfilis velkym mnozstvim DNA v PCR
reakci




Artefakty QF-PCR

AIellcky drop-out
je jev, pri kterém dochazi ke ztraté jedné ze dvou alel v pribéhu PCR amplifikace.

* problém nastdva, pokud k tomuto jevu dojde u heterozygotniho genotypu (2 odlisné alely). Alelicky drop-
out tak mUze vést k faleSnému uréeni homozygotického genotypu (1 alela) a tim i k Spatné interpretaci
vysledkd

* pfidegradované vstupni DNA mUze nékdy dochazet i k lokusovému drop-outu. Takovy lokus je pak
neinformativni.

Pull up piky(BLEEDTHROUGH)

* jsou malé piky jedné barvy nachazejici se na misté hlavniho piku jiné barvy

* vznikaji pfi pfilis silném signalu amplikonu hlavniho piku (pfilis mnoho templatové DNA pfti PCR).
* Vzniklé presahujici piky musi byt z analyzy vylouceny.

Spikes
jsou ostré piky, které se objevuji se stejnou intenzitou fluorescence v nékolika barevnych kanalech.
Piky vzniklé z elektroforetickych spikd musi byt z analyzy vylouceny.



QF-PCR
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Hodnoceni QF-PCR
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Flowchart Devyser® QF-PCR

20-45 f 2 hrs
min 45 min 1 hr 30 min
DA Extraction PCR Amplification Genetic Analyzer Results Analysis Results Repaorting

Conwvenient Convanlent
Stopping paint Stapping paint




Vyhody QF-PCR

«odstranuje nutnost opakovat nékterée testy s nejasnym vysledkem (jako u kayotypizace),
protoze je kazdy syndrom analyzovan pomoci mnoha STR soucCasné.

*pro kazdy chromozom jsou zahrnuty i velmi kratké STR useky,
diky nimz lze analyzovat i Caste€né degradovanou DNA.

test odhali kontaminaci matefskymi bunkami, neni nutné analyzovat sou€asné
vzorky rodicu.

test zjisti i pfipadny mosaicismus
*detekce Turnerova syndromu

sreagencie v alikvotech zjednodusuji pouziti a snizuje moznost kontaminace

. analyza trva meéné nez 5 hodin, takze Ize mit vysledky jesté tyz den.
* Hands-on doba je cca 90 minut







Neprima DNA diagnostika

Neprima diagnostika byla daleko vice pouzivana v minulosti,
kdy u vétSiny chorob nebyla zndma presna molekularni
povaha poskozeni genu,

popr. ani ktery gen presné je u dané choroby poskozen.

U neprimé diagnostiky postacuje,
je-li zndma jen jeho pfriblizna poloha v genomu.

Dnes se tento typ vySetreni pouziva tehdy, kdy sice vime,

porucha kterého genu je zodpovédna za dany patologicky fenotyp,
ale nevime, jaké konkrétni poSkozeni genu chorobu

u vySetrovaného jedince vyvola.



Neprima DNA diagnostika

nezkouma se primo pritomnost

nebo nepritomnost urcité poruchy v genu,

ale segregace markeru, ktery je ve vazbé na alelu genu,
jejiz porucha vyvola vadny fenotyp.

Marker, jehoz segregace v rodokmenu se sleduje,
se dédi totiz spolecné s alelou genu,

sam ale s chorobou nema Zadnou pricinnou souvislost.

Ve zkoumaném rodokmenu se porovnava segregace markeru
se segregaci choroby

Jako markery se pouzivaji DNA polymorfismy .



Neprima DNA diagnostika




Neprima diagnostika
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Neprima DNA diagnostika

Vazebna analyza je umoznéna:

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

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

Zakladni principy neprimé DNA diagnostiky

1) odliSeni dvou chromozomU rodicu (heterozygozyta markeru)
2) urceni faze (urceni haplotypu - souboru alel polymorfnich mist ve vazbé)
3) uréeni haplotypu (chromozomu) asociovaného s patologii v rodiné

Prisna rodinna specifita
Nikdy nepotvrzuje diagnozu




Neprima DNA diagnostika

uzitim vazebnych markerud v rodinnych studiich
odhali chromozom v asociaci s nemoci v rodiné




Neprima DNA diagnostika

chr.n Ch rn
[mt]+[=] [?]+[=]
[A1]+[ A3] [A1]+[A2]
chr.n
chr.n

[mt]+[?] [=]+[=]
[A1]+[A2] [A1]+[A3] informativni



Neprima DNA diagnostika

chr.n chr.n
[mt]+[=]
[A1]+[A3] [A1]+[A1]
chr.n
chr

[mt]+[?] [=1+=]
[A1]+[A1] [A1]+[A3] neinformativni



Neprima DNA diagnostika

Autozomalné dominantni dedicnost

135 131
187 179

- neznama mutace

13
17

1 131
9 179
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179 179
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o
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131 135
179 179

‘ Neurofibromatdza typu 1

135 131 Polymorfni systéemy
181 179 GXAlu /i27b
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Neprima DNA diagnostika

Autozomalne recesivni dedicnost
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Neprima DNA diagnostika

Autozomalne recesivni dedicnost
Cysticka fibrdza
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Neprima DNA diagnostika

X vazana dédicnost Duchennova svalova dystrofie
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Neprima DNA diagnostika
X vazana dedicnost Duchennova svalova dystrofie
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Neprima DNA diagnostika

. y v gew Duchennova svalova dystrofie
X vazana dédiénost y

Polymorfni mista v dystrofinovém genu

amH I STR45 STR50 :
S(CAn Taq T STR44 STR49 3 (CA)n
DDDDD ___________________________ Dj DBBDDBD
Legenda
*5°(CA)n alely 172 — 184 pb
pERT 87-8/Taq | alela 145 pb (-), 71 pb a 74pb (+)
pERT 87-15/BamH | alela 216 pb (-), 166 pb a 50 pb (+)

*STR sekvence /(CA)n/: STR44 alely 174 — 204 pb, heterozygozyta 87%
STR45 alely 156 — 184 pb, heterozygozyta 89%
STR49 alely 227 — 257 pb, heterozygozyta 93%
STR50 alely 233 — 251 pb, heterozygozyta 71%
*3°(CA)Nn alely 131 — 137 pb




Neprima DNA diagnostika

b4

X vazana déedicnost pychennova svalovs dystrofie
/

YARRS

Nelze urcit haplotyp probandky
vzhledem neznalosti genotypu
otce a matky

Probandka neni DMD prenasecka

haplotypy polymorfnich markera
[(xxx]  STR44
[xxx]  STR45
[xxx]  STR49
(184141 88] [x] - STRS50
[172]«$170]

[230]“'[240
237] haplotyp polymorfnich markert
ve vazbé s patologii



Neprima DNA diagnostika

Faktory, které ovliviuji spolehlivost neprfimého molekularné genetického vysetreni

1. Spolehlivost klinické diagnozy

Klinicka diagndza onemocnéni musi byt naprosto presna.

Je-li vyslovena Spatna klinicka diagndza, uvedené molekularni vySetfeni nema smysl, protoze se sledovala segregace
markeru vazaného na gen, ktery nema s chorobou nic spolecného.

Vysledek molekularniho vysetfeni je v tom pripadé nesmyslny a zavadéjici.

2. Moznost rekombinace mezi markerem a genem

Mater'ska a otcovskd chromozomalni DNA se v prabéhu crossing-overu "promichd" v rdmci homolognich chromozom©.
Pohlavni bunka pak nese nové "smichanou" DNA - takto se vedle sebe mohou v gameté dostat informace,

které spolu plivodné nesousedily

Napf. marker plvodné v sousedstvi patologické alely na otcovské DNA se timto "smichdnim" octne v sousedstvi
"zdravéhé" alely pochazejici z materské DNA, nebot mezi nim a markerem doslo k rekombinaci.
Pravdépodobnost rekombinace roste se vzdalenosti mezi sledovanym markerem a genem.

3. Spolehlivost biologickych vztaht v rodokmenu

Biologické otcovstvi vySetfovanych osob v rodokmenu musi souhlasit s Udaji uvedenymi v rodinné anamnéze,
ktera je vétSinou sestavena na podkladé vypovédi probanda.

Je-li zapotrebi vysetfit Siroky rodokmen, proband nemiva o téchto citlivych udajich tykajicich se rodic(, prarodica
nebo vzdalenéjsich pfibuznych znalost.

Nékdy je jako vedlejsi produkt nepfimého molekularné genetického vysetreni odhaleno,

ze u nékterych osob nesouhlasi biologické vztahy v rodiné.

Nékdy miZe tato souvislost zlistat nepozndna a muaze vést k faleSnému vysledku.



Neprima DNA diagnostika

K provedeni neprimé diagnostiky je u nekterych chorob nutné
vySetfit co nejvétsi okruh ¢lenu rodiny,

tedy i zdravych, u kterych se nepredpoklada,

ze by mohli byt nositeli patologie v(partneri osob v riziku).

Z praktického hlediska je to komplikované a nékdy az nemozné,

v nékterych rodinach se jejich Clenové ani prilis neznaji a nemaji ochotu
podstupovat vySetfeni kvuli probandovi,

ktery je z jejich hlediska vzdalenym pribuznym.

Nepfima molekularné geneticka diagnostika ma mnoho nevyhod
a jeji vyznam postupne klesa s tim,
jak se vyvijeji moznosti pfimého molekularné genetického vysetreni.



Neprima DNA diagnostika

Cysticka fibroza

[Fo08del]+[=] [=]+[=]
[A1]+[A3] [A2]+[A5]

[F508del]+[G542X]

[F508]+[=] [=]+[=]
[A1]+[A2] [A3]+[A5] [A1]+[A1]



Urceni otcovstvi a pribuznosti




Matka je vzdy jista, otec ne, rika staré uslovi.
| kdyZ by se v dnesni dobé darovani vajicek a prondjm0 déloh dalo polemizovat i s prvni ¢asti,
réeni o nejistém otci je platné uz tisicileti.

Uvadi se, Ze az deset procent déti ma v rodném listé uvedeného otce jiného,
nez je ten biologicky.
Nejednomu muzi z toho vstdvaji vlasy hrlizou
a po pravu hodné z nich znejisti,
jestli na néj jeho partnerka ndhodou neusila taky néjakou boudu.
Co kdyZ jsem zrovna ten desaty?

To dite neni moje?!




Az donedavna museli muzi spoléhat na partnercinu vérnost a pravdomluvnost,
coz je stavélo do horsi pozice a vSechny trumfy jsme drzely v rukach my, zeny.
A o tom, ze vSechny Zeny taky nemaiji Cisty Stit, neni tfeba diskutovat.
Kazda desata zena svému muzi celozivotné lze.




Az donedavna méli muzi tak trochu smulu,

jedinou moznost jim nabizelo testovani krevnich skupin.

Ale tou je mozné otcovstvi viceméné jen vyloucit nez stoprocentné potvrdit.

VSichni dalSi muzi se stejnou krevni skupinou mohli byt uplné klidné také otci ditéte.
Protoze krevnich skupin neni tolik a variabilita je mala.

Prvné zacalo Zzenam trochu téct do bot s rozvojem transplantaci,

protoze pri transplantaci se hleda darce se stejnym imunologickym profilem

a ten dédime po rodicich.

Zejména u transplantaci krve a kostni drené se zaCne hledat darce v nejblizsi rodiné.




Ale opravdovou revoluci pro muze znamenal rozvoj genetiky a zkoumani DNA.

Dnesni genetika ovsem béhem poslednich let nabizi moznosti,
b jakych se dfiv ani nesnilo.

ejisty otec si bez problém0 ovéfi,

_estli vychovava svoje dité

13 nejista matka zjisti, ktery z tatinkd je ten pravy, biologicky
DNA je natolik variabilni, Ze kazdy clovék je de facto unikat

3 otcovstvi se tak da potvrdit

ebo vyvratit s témér stoprocentni pravdépodobnosti.



Nakolik je cela tahle revoluce ve finale prinosna pro déti, je ovSem téma k dalsi diskuzi.




A pokud se v "klasickém" pribéhu neveéry pri testu potvrdi muzovo tuseni,
ze dité neni jeho, spusti se trpky proces, z néjz malokdo vyvazne bez rany.

Vztahy se hrouti, domacnost je po invazi pravdy zamorena zlovéstnymi vyrazy.
Zrada. Potupa. Ostuda.
Vycitky. Urazky. Hadky.
Soud. Rozvod. Alimenty.

Zdroj: http://ona.idnes.cz/je-moje-linda-me-dite-test-otcovstvi-na-vlastni-kuzi-fyj-/vztahy-sex.aspx?c=A080424 165928 ona on ven
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VYSLEDKY TESTU OTCOVSTVi - ROK 2014

negativni
24%

pozitivni
76%




objednavky testl dle pohlavi objednatele -
rok 2014




DNA fingerprinting

Tato situace se od zakladu zménila rano 10. zari roku 1984 v 9 hodin a 5 minut,
kdy si britsky genetik Alec Jeffreys pracujici v laboratofi na univerzité v anglickém Leicesteru
povsiml zdanlivé nepatrnych rozdil( v dédi¢né informaci rGiznych ¢lenl rodiny jednoho laboranta.

Tak se zrodila technika , otisku DNA” neboli ,DNA fingerprintu®.

Do roku 1987, kdy byl cely postup komercionalizovan,
zGstaval Jeffreys jedinym Clovékem na svété, ktery umél ,,otisk DNA" stanovit.

Metoda nasla Siroké uplatnéni v kriminalistice a dnes s jeji pomoci usvédcuje nasilniky
a zlodéje i plejada detektivu v televiznich seridlech.

UZ prvni pripad, ktery Jeffreys rozlouskl s pomoci , DNA fingerprintu®,

se vSak tykal dUkazu rodiCovstvi. Britsti imigracni urednici odmitli uvérit tvrzeni mladika,
Ze se vraci z navstévy u pribuznych v Ghané k rodictim, ktefi dostali ve Velké Britanii azyl.
Cizinecka policie byla pfesvédcena, ze se s pasem mladika snazi do zemé vloudit

jeho vzdaleny pribuzny.

Jeffreys vyhoveél zadosti mladikovy matky a dokazal, Ze chlapec je jeji syn.



Prof. Sir Alec Jeffreys



Jsem biodetektiv,

jmenuji se DNA a usvedcéim
kazdého!




Jsem biodetektiv,

jmenuji se DNA a usvedcéim
kazdého!

eRedeni trestnich ¢inGi — shoda mezi podezielym a stopou mista
¢inu

eObéti nestésti — havarie letadla, zemétreseni....

e\/ojaci ve valce — kdo je ,neznamy” vojak....

ePaternitni testovani — kdo je otcem....

ePribuzenské vztahy — narok na dédictuvi.........

eHledani pohresovanych osob — nalez téla a identifikace
e\/ytvareni databaze usvédcéenych zlocincl

Ve vsech pripadech se urcuji DNA profily pomoci STR markert a
nasledné je hleddna shoda s referencnim vzorkem



Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

délka zakladni repetice 2 — 6 bp
pocet opakovani repetice 2 — 100 bp

Rozptylené rovhomérné v lidské genomu
TCCCAAGCTCTTCCTCTTCCCT AGATCAATACAGACAGAAGACA

Vyskytuji se bézné v populaci GGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
TAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATAGAT

Nejsou prepisovany do proteinu ACATGCTTACAGATGCACAC

lezi v intronech

Nejsou pfi¢inou choroby o Voot e ¢ Thenu
v, e Grepeats e gk UNHSC
Tvori vzorce bez vztahu s fenotypem T -+
.. . . . Jevs o 10 repeats L
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o et ey
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w

Target region
(zhort tandem repeat)



Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

Short Tandem Repeats (STRs)
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Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)
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STR - urceni otcovstvi

Matka (4 2 5 opakovani]:

T ——

Dité[4 2 & opakovani):
il HilF i HE 3
- HF W HY e e —

Skutesny otec [S 3 Eopakowanil:
S HE T e T
s i, B B, BB B

vilouceny otec

(437 opakovanil:
— W O ————
- i " e e

R BT
TRy

'] "’I'r'h..-'ll:l'" 2
N iy e

¢
Ty K e
w' B




CODIS loci

CODIS loci jsou DNA oblasti / znaky, které pouziva FBI
a dalsi svétové agentury jako dohodnuty standard pro ukladani genetickych profil( osob.

Ve vyhodnoceni paternitnich testd se v soucasné dobé pouzivd 16 oblasti DNA.
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Loci P48/16 P49/16

D351358 shoda
D851179 shoda
D18S51 shoda
D21511 shoda
FGA shoda
THO1 shoda
CODIS/ESS loci [ vWA shoda
CODIS loci D165539 shoda
D151656 shoda
D25441 shoda
D251338 shoda
D1051248 shoda
D125391 shoda
D195433 shoda
ESS loci D2251045 shoda
SE33 shoda

Other loci Amelogenin XY XY




Pravdépodobnost

Méritko pro stupen dlvéry v néjaké tvrzeni nebo hypotézu,
pricemz tato dlvéra je zaloZzena na rozumové analyze dostupnych informaci

P apriorni (%)
P aposteriorni (%)

P X LR

vychozi

P XLR+1-P

vychozi vychozi

P¥i P =0,5

vychozi

LR
LR+ 1



Hummelova slovni vyjadreni

a odpovidajici hodnoty pravdépodobnosti otcovstvi

(pri 50% vychozi pravdépodobnosti otcovstvi, PO50 (W))
a paternitnich indexu (Pl)

PO50 (W) PI slovni vyjadfeni dle Hummela
70,00%-79,00% 2,33-3,76 pouze formalné svédci pro otcovstvi
80,00%-89,00% 4,00 - 8,09 naznak otcovstvi

90,00%-94,90% 9,00 - 18,61 otcovstvi pravdépodobné
95,00%-98,90% 19,00 — 89,9 otcovstvi velmi pravdépodobné 99,00%-

99,00 %-99,74% 99,00 — 383,6 otcovstvi vysoce pravdépodobné 99,75%-
99,75% - >399 otcovstvi prakticky prokazano



Verohodnostni pomeér

Likelihood ratio
Podil dvou pravdépodobnosti stejného dlkazu pfi riznych hypotézach

Pri urovani otcovstvi se pro vérohodnostni pomér pouziva oznaceni
index paternity, paternitni index (Pl)

Slovni vyjadreni:

At” jsou dlkazy ve prospéch otcovstvi pana A vici ditéti
a ve srovnani s otcovstvim neznamého nepribuzného muze
(vyjadrené jako apriorni pr
toto vyse




Verohodnostni pomeér

Odvozuje se z

Bayesova véta
Hardy-Weinbergova rovnovaha
Mendelovska dédi¢nost




Bayesova véta

se zabyva podminénymi pravdépodobnostmi jevd.

Pro formalni zapis podminéné pravdépodobnosti jevu A za predpokladu vyskytu jevu B
pouzivame zapis P (A|B).

Anglicky duchovni Thomas Bayes (1702—-1761) obijevil,

ze podminéna pravdépodobnost P (A[B) souvisi s opacné podminénou pravdépodobnosti P (BJA)
takto (jednoducha forma Bayesovy véty):

Mame-li dva nahodné jevy A a B, jejichz pravdépodobnosti jsou P (A) a P (B),

a pokud P (B) > 0, potom plati

p(AIB) = P(BIA) P(A)

P(B)
(jednoduchy Bayestv vzorec)




Hardy-Weinbergova rovnovaha
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je teoretické rovnovazné rozlozeni alel v populaci, které odvodil Godfrey Harold Hardy,
britsky matematik a pfitel genetika Reginalda Punetta,
a nezavisle na ném némecky lékar Wilhelm Weinberg v roce 1908.



Hardy-Weinbergova rovnovaha

Popisuje frekvenci genotypu v idealizované populaci. Model
byl formulovan za ndkladé nékolika predpokladu:

Populace je dostatecne velka, takze lze pri sestavovani
modelu predpokladat se zjednodusujicim predpokladem
nekonecne velké populace. V praxi postacuje, aby byla
populace tak velka, ze Ize zanedbat genovy drift

V populaci neprobiha selekce.
V populaci neprobihaji mutace.
Neprobiha ani emigrace ani imigrace.

Areal obyvany populaci je takovy, Ze se muze jakykoliv
jedinec krizit s jakymkoliv jinym jedincem.

Jedinci jsou oboupohlavni.



Hardy-Weinbergova rovnovaha

Predpokladejme nyni, Ze jsou v populaci jen dvé alely sledovaného genu oznacené A
(dominantni) a a (recesivni). Frekvenci (relativni cetnost) alely A oznacime p, frekvenci
aley a oznacime q. Protoze predpokladame, ze jsou v populaci jen tyto dveé alely, musi
platit:

p+q=1

Pravdépodobnost, ze vznikne jedinec s genotypem AA, znamena, ze v obou pripadech
byla vylosovana alela A, nebo presnéji, ze byla "matcina" alela A a soucasné byla
"otcova" alela A. Pravdépodobnost vylosovani alely A je jeji frekvence p, tedy:
P(AA)=pxp=p?

Pravdépodobnost, ze vznikne jedinec s genotypem aa, lze odvodit zcela analogickou
uvahou:

P(aa)=qxq=0?
Pravdépodobnost, Ze vznikne jedninec s genotypem Aa
P(Aa) = pg +qp = 2pq

Rovnice popisujici Hardy-Weinbergovu rovnovahu neni pak ni¢im jinym nez vyjadrenim
faktu, ze jiné kombinace se v populaci nevyskytuiji:

p>+2pq+q* =



Mendelovska dédicnost
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http://www.wikiskripta.eu/images/b/b0/Mendel_nezavisla_segregace.png

Verohodnostni pomeér

Tabulka 4: Hodnoty koeficientii pFibuznosti k

PFibuzensky vztah kg 2k, k;
Rodi¢-dité 0 1 0
Uplni sourozenci 02y {05 0,25
Poloviéni (,,nevlastni) sourozenci 0,5 0,5 0
Prarodié-vnuk 0,5 0,5 0
Stryc/Teta-netei/synovec 0,5 0,5 0
Bratranci/Sestfenice 1.stupné 0,75 0,25 0
Bratranci/Sestenice 2.stupné 0,9375 0,0625 0
Nepriibuzni 1 0 0

Pravdépodobnosti kombinaci genotypt E a F (Tabulka 5) Ize odvodit s vyuzitim indikétorové
a Kroneckerovy delta funkce, coz Jde za ramec této publikace (Fung, 2008)

Tabulka 5: Pravdépodobnosti P(E, F) a vérohodnostni poméry pro Hp: (E, F) ~ (ky, 2k, k;) a Hy: (E, F) ~
(1, 0, 0) pro viechny kombinace genotypu E a F za H-W rovnovib

E \F | Pl AH)) P(E,F
AA  AA k,py +2k p’ + k, p o

AA AB 2k pip,+ 2k pip, 2p,p,
AA BB kpip: PP,
AA BC  2pip, Pe 2pip,p,

AB  AB  4kpip;+2kpip, +2kp, P+ 2k p,p,  4pip
AB  AC  4k,pip,p. +2kp,p,p. 4pip,p.

AB  CD  4kp,p,p.p, 4p,psp.




Pravdépodobnost

Méritko pro stupen dlvéry v néjaké tvrzeni nebo hypotézu,
pricemz tato dlvéra je zaloZzena na rozumové analyze dostupnych informaci

P apriorni (%)
P aposteriorni (%)

P X LR

vychozi

P XLR+1-P

vychozi vychozi

P¥i P =0,5

vychozi

LR
LR+ 1



Tabulka vysvétlujici rozdily ve vysledcich analyzy urcovani otcovstvi:
99% 1 ze 100 osob

99,9% 1 z 1 000 osob (p¥iblizné 2000 moznych otcti v CR)

99,99% 1 z 10 000 osob (pfiblizné 200 moznych otcli v CR)

99,999% 1 ze 100 000 osob (pfiblizné 20 moznych otcd v CR)
99,9999% 1 z 1 000 000 osob (pfiblizné 2 mozni otcové v CR)
99,99999% 1 z 10 000 000 osob
99,999999% 1 ze 100 000 000 osob




Pro DNA analyzy pouzivame celosvétové uznavané Kkity,

které jsou doporuceny pro identifikaci lidské DNA.

Jsou analyzovany specifické useky v DNA,

které zahrnuje tzv. systém CODIS (Combined DNA Index System, standart FBI)
a ESS (European Standart Set).

kit PowerPlex ESI/ESX 17

vysetreny nezavislé genetické znaky bez vazby, typu mikrosatelit(,
které zahrnuje

tzv. systém CODIS (standart FBI) a ESS (European Standart Set)
D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, FGA, THO1, vWA,

systém CODIS (standart FBI)

D16S539,

ESS (European Standart Set)

D1S1656, D2S441, D251338, D10S1248, D12S391, D22S1045

a ostatni lokusy

SE33 a gen pro amelogenin



Dodrzujeme tato pravidla

Analyzy provadime ve vlastni laboratofi, vzorky nikdy nikam neposilame.

Je zaru¢ena maximalni diskrétnost v prlibéhu celého procesu analyzy. S osobnimi udaji ani s
vysledky analyz neprichazeji do styku jiné osoby.

DNA ze vzork( nejsou archivovany a nejsou poskytnuty tretim osobam.

DNA je pouzita vyluéné na provedeni analyzy uréeni otcovstvi nebo pribuzenstvi.
Provadime testovani pouze s pisemnym souhlasem testované osoby nebo jejiho zakonného
zastupce.

Analyzujeme pouze ndmi odebrané vzorky, abychom zamezili odbérim bez védomi testované
osoby

Nikdy neprovadime analyzy z plodové vody nebo volné fetalni DNA z krve matky, aby se
zamezilo rozhodovani o pokraCovani téhotenstvi ovlivnéné vysledkem testu.



Bioquest Diaghostics DNA Center

Volna fetalni cfDNA (DNA plodu)
K potvrzeni otcovstvi je nutna shoda v péti SNP lokusech.

c|tlalalG|T]A cit|alcla]T]A

Version 1 Version 2

u domélého otce analyzovat kromé krve a slin i dalsi biologické vzorky,
napriklad sperma, nehty, zubni kartacek, nedopalek cigarety a podobné.


http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
https://prenatalnitestotcovstvi.files.wordpress.com/2014/05/new-doc-7.pdf

Loci P65/16 P66/16 vzorec PI*
D351358 17 18 16 18 1/4P, .| 1.610824742
D8S1179 8 11 8 12 1/4P.| 21.367521370
D18551 16 20 14 16 1/4P .| 1.629726206
D21S11 29 32.2 29 31.2 1/4P,_c, 1.281394157
FGA 20 21 20 21 P,,+P,./4P,.P,.| 3.110059890
THO1 6 9 6 9 Pc+Po/4P.Po| 2.457368516
CODIS/ESS loci | VWA 18 19 17 18 1/4P..| 1.092179991
CODIS loci D16S539 9 13 9 10 1/4P,| 2.458210423
D1S1656 12 15.3 15.3 18.3 1/4P .| 4.258943782
D25441 11 14 14 14 1/2P,,| 1.982553529
D251338 17 20 17 17 1/2P,,| 2.763957988
2500.0000000
D1051248 9 15 9 13 1/4P, 000
D125391 19 26 17 19 1/4P,o| 2.017756255
D195433 13 15 15 16 1/4P,.| 1.453488372
ESS loci D2251045 15 15 11 15 1/2P,.| 1.559089492
SE33 20 26.2 20 23.2 1/4P, | 4.604051565

Other loci Amelogenin X Y X X

Celkovy paternitni index 1811514872.0

*Pl — paternitni index - srovnava pravdépodobnost, Ze alelu predal ditéti domnély otec s pravdépodobnosti u nahodné vybranych nepfibuznych
muzu ze stejné etnické skupiny
**CPI — celkovy (kombinovany) paternitni index — vypocte se vynasobenim viech PI - udava, kolikrat je pravdépodobnéjsi, Ze domnély otec
je biologickym otcem ditéte oproti ndhodné vybranému muzi z populace



Loci Spolecna Alelicka
alela frekvence
otec/dité

D3S1358 18 0,1552
D8S1179 8 0,0117
D18S51 16 0,1534
D21S11 29 0,1951
FGA 20;21 0,1436;0,1826
coDIs/Ess | THOL 6;9 0,2250:0,1857
loci vWA 18 0,2289
CODIS loci | D16S539 9 0,1017
D1S1656* 15.3 0,0587
D25441* 14 0,2522
D2S1338 17 0,1809
D10S1248* 9 0,0001
D12S391* 19 0,1239
D195433 15 0,172
ESS loci D2251045* 15 0,3207
SE33* 20 0,0543
Other loci | Amelogenin X

** populacni frekvence jednotlivych alel, jejich procentudlni zastoupeni v populaci
Loci oznacené * - populacni frekvence alel ,novych lokusG” v europoidni populaci USA
Loci bez oznaceni — populacni frekvence alel v ¢eské europoidni populaci



Loci P55/16 P56/16 vzorec PI*
D351358 17 17 15 16 0
D8S1179 13 13 11 13 1/2P,,| 1,52532031726
D18S51 14 14 14 16 1/2P,, | 3,30469266358
D21S11 28 29 29 33.2 1/4P,,| 1,28139415684
FGA 23 24 22 27 0
THO1 8 9 6 7 0
CODIS/ESS loci | VWA 17 18 14 17 1/4P.,| 0,92833271444
CODIS loci D165539 11 12 9 12 1/4P,, | 0,78222778473
D1S1656 11 17.3 17.3 18.3 1/4P,, .| 1,93348801237
D25441 14 14 14 15 1/2P,,| 1,98255352894
D251338 17 17 17 19 1/2P,, | 2,76395798783
D1051248 12 15 14 16 0
D12S391 22 23 17 23 1/4P,. | 3,70919881305
D195433 13 13 13 14 1/2P,.| 2,01450443190
ESS loci D2251045 11 15 15 16 1/4P,. | 0,77954474586
SE33 27.2 34 19 29.2 0
Other loci Amelogenin X Y X Y
Celkovy paternitni index 0

*Pl — paternitni index - srovnava pravdépodobnost, Ze alelu predal ditéti domnély otec s pravdépodobnosti u nahodné vybranych nepfibuznych
muzu ze stejné etnické skupiny
**CPI — celkovy (kombinovany) paternitni index — vypocte se vynasobenim viech PI - udava, kolikrat je pravdépodobnéjsi, Ze domnély otec
je biologickym otcem ditéte oproti ndhodné vybranému muzi z populace



Loci Alelicka
Spole&nd alela frekvence
otec/dité
D351358
D8S1179 13 0,3278
D18S51 14 0,1513
D21S511 29 0,1951
FGA
THO1
CODIS/ESS loci | VWA 17 0,2693
CODIS loci D16S539 12 0,3196
D1S1656* 17.3 0,1293
D25S441* 14 0,2522
D251338 17 0,1809
D10S1248*
D12S391* 23 0,0674
D195433 13 0,2482
ESS loci D2251045* 15 0,3207
SE33*
Other loci Amelogenin Y

** populacni frekvence jednotlivych alel, jejich procentudlni zastoupeni v populaci
Loci oznacené * - populacni frekvence alel ,novych lokusG” v europoidni populaci USA
Loci bez oznaceni — populacni frekvence alel v ¢eské europoidni populaci



Neshodné alely

Spolecna alela Alelicka
Loci otec frek;/fnce
P40/ditéP41
D351358 17 0,2197
D851179 13 0,3278
D18S51 16 (-1) 0,1534
D21S11 30 0,2274
FGA 24 0,1411
CODIS/ESS THO1 6 0,2250
loci vWA 17 0,2693
CODISloci | D165S539 13(+1) 0,2052
D1S1656* 14 0,0783
D25441* 11 0,3337
D251338 20 0,1294
D10S1248* 13;14 0,2913;0,3076
D12S391* 20 0,1109
D195433 14;14.2 0,3617;0,023
ESS loci D2251045* 15 0,1720
SE33* 17 0,0620
Other loci | Amelogenin Y

Frekvence mutaci STR lokusu

D18S51

W = 0,0022
D16S539 p=0,0011




Loci P40/16 P41/16 vzorec PI*
D351358 17 17 16 17 1/2P.,]2,3288309
D851179 13 13 10 13 1/2P,.]1,5253203
D18S51 12 15 16 17 u/4p,: | 0,0035854
D21S11 30 30 30 30.2 1/2P.,|2,1987687
FGA 22 24 24 24 1/2P,,| 3,5435861
CODIS/ESS THO1 6 7 6 7.3 1/4P.|1,1111111
loci vWA 17 17 17 18 1/2P.,|1,8566654
CODIS loci | D16S539 9 14 11 13 u/4p,, | 0,0013567
D1S1656 14 18.3 14 16.3 1/4P.,|3,1928480
D25441 11 11 11 11 1/P,, | 2,9967036
D251338 19 20 18 20 1/4P,,]1,9319938
D10S124
8 13 14 13 14 P,,+P,,/4P..P.,| 1,6709656
D12S391 17 20 20 20 1/2P,,| 4,5085663
11,560745
D195433 14 14.2 14 14.2 P.,+P,,,/4P.,P.,, 8
D22S104
ESSloci |5 11 15 15 16 1/4P,. | 1,4534884
SE33 17 25.2 17 17 1/2P..] 8,0645161
Ameloge
Other loci | nin X Y X Y
5,2413550

Celkovy paternitni index

649




Urceni pribuzenského vztahu — polovicni (,,nevlastni”)
sourozenci

Loci P1/14 P2/14 LR*
D351358 15| 16 16 17 1,01503914
D8S1179 13 15 12 15 1,71241513
D18551 14 15 13,2 15 1,24096028
D21S11 27 28 28 31,2 1,25987842
FGA 19] 22,2 22,2 25,2 10,8305785
THO1 6 9 7 10 0,5
CODIS/ESS
loci vWA 17 17 17 18 1,42833271
CODIS loci | D16S539 11] 13 11 13 1,56603314
D1S1656 15 17 15,3 17 2,51612903
D25441 14 15 14 14 1,49127676
D251338 19 23 20 25 0,5
D10S1248 14 14 14 14 2,12548765
D12S391 15 17 15 17 9,68390805
D195433 11 14 11 15 36,2142857
ESS loci D2251045 13| 15 15 16 0,88977
SE33 18,3] 18,3 18,3 22,2 227,772727
Other loci | Amelogenin X Y X X 1
Celkovy vérohodnostni pomér 9329538,51
P* apriorni (%) 1 5 10 25 50 75

P* aposteriorni
(%) 99,998938865525 | 99,999796346183 99,999903532230 | 99,99996784408 | 99,999989281357 | 99,999996427110




