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Vrah studentky se zabil ve vézeni

V pripadu ubodané divky

Seridl o nejzajime
ptipadech, které se
v déjinach moderni
kriminalistiky udaly na jizni
Moravé, dnes pokracuje
druhym dilem. Je o vrazdé
soké Skole.

jSich

studentky na vy

tfededni rano 27. Cervna 1990
pfivezl vlak z Blanska do
+ Brna dvé kamarddky - student-
ky Pedagogické fakulty Masaryko-
vy univerzity v Brng€. Jedna z divek
- tfiadvacetiletd Jana KrkoSkovi -
nesla pfes rameno velkou &ervenou
cestovni taSku s u¢ebnicemi. Ces-
tou od tramvajoveé zastavky pozada-
la kamaradku, aby piidala do kroku,
protoZe musela na zichod. Od setka-
ni s vrahem ji délilo necelych deset
minut.

Nasilnik byl ¢asovani bomba

Sestadvacetilety Milan Lubas byl
z vézeni propustén na zdkladé amne-
stie. Svou zlodineckou kariéru zacal
uz v sedmnacti letech, kdy znasilnil
mladou Zenu. Sotva vySel z vézeni,
vycihal si daldi obgf, které britvou
zohyzdil oblicej.

Znalci oznacili Lubase za psycho-
patickou osobnost se znaénym sklo-
nem k sexudlni agresivité. Dostal
Sest a piil roku vézeni a zérovefi mu
soud uloZil dstavni sexuologickou
1é¢bu.

Po propusténi z vézeni se Lubas
potuloval po Brné. Noc na 27. cer-
ven 1990 proflimoval v byté své
tety, kterd bydlela kousek od peda-
gogickeé fakulty. Pfi zabavé si roztr-
hl rifle, a teta mu proto pujéila svo-
je. v michZ takeé rano odesel.

S

OBET. I zkuené kriminalisty zaskotila brutalita
vraha, jenZ na brnénské fakult€ ubodal studentku.

Pred osmou vyraZi zachranka
k ubodané Zené na zachodé pedago-
gické fakulty na Pofi¢i 31. Vrahova
brutalita zasko¢ila i zkuSené krimi-
nalisty. Kachli¢ky po celém obvodu

Jsou sama krev. Uprostied umyvar-

ny v tratoliSti krve leZi na zadech
divka, svetr vyhrnuty ke krku, kal-
hotky shrnuté, i na odévu jsou patr-
né bodné rany. Stopy naznacuji, Ze
se divka snaZila z mistnosti utéct a
vrah ji henil a bodal. Nikdo nic ne-
slySel.

Okoli i zdrceni rodide oznadili
Janu Krko8kovou za bezproblémo-

vou divku, kterd patfila mezi nejlep-
§i studentky v rodniku. Rada sporto-
vala, v biatlonu byla dokonce c¢len-
kou reprezentantce. Neméla vdZnou
znamost, s nikym nemivala spory.
Na téle méla celkem 31 bod-
no-feznych ran véetné oblasti geni-
talii. Obét nebyla znédsilnéna. Ve
ukazovalo na sexudlniho agresora,
Kazdy zkuSeny kriminalista v po-
dobné situaci premysli, ktery z jeho
minulych ,klienta* by mohl pfipa-
dat v tvahu. Vladimir Matousek si
vzpomné&l na Milana Lubase. VEdgl,
Ze kdysi bydlel jen neékolik domt od

STRUKTURA DNA. Genetic-
k4 analyza trvala 166 hodin.

budovy pedagogické fakulty. Zjis-
til, Ze Lubase v lednu propustili.

KdyZ k nému policisté prisli, Lu-
bas bez zjevného rozruSeni popsal,
co délal. Kdyz Sel rano z mejdanu,
v tramvaji se dostal do konfliktu s ci-
kany, kteii na ného vytahli niiz. Jak
se branil, chytil cepel noZe do ruky
a pfi tom se pofezal. Nez Sel spat,
fekl pfitelkyni, aby mu obleceni vy-
prala.

Stale chybél klicovy dikaz

Kriminalisté se rozjeli do bytu Luba-

L

USVEDCIL HO. Viadimir Ferik analyzoval vzor-
ky DNA pro potieby kriminalistii,

FOTQ: ARCHIV

sovy druZky pro jeho obleceni. Ta
préave Satstvo vyndala z hrce na pré-
dlo, z mokré.

Pritelkyné vytuSila, Ze Lubas asi
spdchal n&co stra§ného, a snaz
vSechny moZné diikazy znicit.

Prvni vysledek chemické experti-
zy byl nadéjny. Na Satech a dlanich
zayrazdéné nasla vldkna shodna
s'vlakny Lubasovy koile.

Dal3i vysledky expertiz vSak kri-
minalisty zklamaly. Nékteré krevni
stopy znehodnotil praci prasek, zby-
vajici byly shodné. Jinymi slovy -
Lubas i zavrazdénd méli stejnou

na pedagogické fakulté¢ v Brné pouZili kriminalisté poprvé v Cesku metodu analyzy DNA

krevni s
zvratny dikaz,
taktu

Zesed

Prvni analyza DNA

Zatatkem zaii 1990 zazvonil v pra-
Vladimira :
z katedry molekularni biologie Pii-
rodovédecke fakulty Univerzity Ko
menského v Bratislavé telefon. Vy-
Setfovate] z Brna se tdzal, zda je
mozZné v jeho laboratofi provést ana-
lyzu DNA. Specialista odvétil, Ze za-
tim neprovadéli Zddnou analyzu pre
praktické pouziti. Nicméné jsou s to
ji udélat.

Metodu analyzy lidské DNA prc
praktické vyuZiti vypracoval brit-
sky genetik Alec Jeffreys z Leices
terské univerzity v roce 1984. Pl
vodné byla uréena pro vyzkum pfi
znakl dédi¢nych chorob. O ‘dva
roky pozdéji byla metoda DNA vyu-
Zita i v kriminalistice, a to ve Velke
Briténii

Docent Ferak mél k dispozici
vzorky krve z rifli zasaZené agresiv-
nim pracim praSkem a zfedéné vo-
dou. Nekolik dnti po sobé okna labo-
ratofe svitila dlouho do noci.

Docent Ferak ve svém znalec-
kém posudku uvedl, Ze vyskyt dalsi-
ho muZe se stejnym genetickym pro-
filem, jako m&l Lubas, je teoreticky
moZny v ¢iselném poméru jedna ku
milionu. Zbyvala posledni otdzka -
jak soud posoudi prvni diikaz toho-
to druhu v d&jindch &eské justice.

Soud Lubase poslal coby nebez-
pe¢ného recidivistu na 24 let do vé
zeni § nejpfisngj$im reZimem. Da
kaz DNA byl na prvnim misté.

4. inora 1993 spéachal Milan Lu-
bas ve své cele ve véznici na Mirove
sebeyrazdu.

MIL

covné docenta Fer?

AV JEDLICKA
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bunka
chromozom
svinuty chromatin
" (hmota bunécného
jadra)
L]
L]
. .
Struktura DNA byla objevena
v roce 1953 britskymi védci
& Francisem Crickem (vlevo)
L] a Rosalindem Franklinem,

a americkym biochemikem
Jamesem Watsonem (vpravo).

kyselina (DNA)

&

' dva DNA fetezce navzajem
o0sa jednoho baze (chemické slouceniny obtocené vytvareji dvojSroubovici
z fetézel DNA tvofici DNA a kodujici geny)
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Cell Nucleus Cantalhing
23 Pairs of Chromas

DNA Strand

em téle
romozomii-genom




Short region of
DNA double helix
(five turns)

Chrc_rmatin

30 nm chromatin
fiber with
nucleosomes
tightly packed

Part of a
chromosome
section

Condensed
section of a
metaphase
chromosome

Metaphase
chromosome

hzomii je tvoren
pbovicové DNA
Je dlouh4 priblizné

1st0£ ii jadro, kolem

navin dvojité smycce

uﬂﬂ&&

blizné 146 pb - — NUKLEOZOM
sekvenéné . eclﬁekych DNA-

pteinu,

Ke rozpoznavaji

ezity vyznam Ppro
(genové exprese)

DNA Strand




Rl Cell Nucleus ﬂuntajﬂng B
" TS 23 Pairs of Chrom@somes

Human genome

I

~30%  ~70%

Unique or
moderately repetitive

~10% | ~90%




Genom

Soubor vSech genu daného organismu
Veskera geneticka informace (obsazena v DNA) v lidskych bunkach

L mimojaderny genom
— mitochondrialni

Q1 jaderny genom a
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Jadro obsahujici chromosomy Lysosom

Genom u jedincu stejného druhu je stejny




enom x Genotyp

enom u jedincu stejného druhu je stejny
enotypy jedincu stejného druhu mohou byt rozdilné
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(B) Less than 100 kb
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8 7.6: Human genes vary enormously in size and exon content.
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nembrane regulator; HPRT, hypoxanthine phosphoribosyl transferase; NF1, neurofibromatous type 1.
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hydroxylase 3%

0.6%

ent is shown as a percentage of the lengths of indicated genes. Note the generally inverse relationship between gene length
ntage of exon content. Asterisks emphasize that the lengths given for the indicated Ig heavy chain and light chain loci

to the germline organizations. Immunoglobulin and T-cell receptor genes have unique organizations, requiring cell-specific
frangements in order to be expressed in B or T lymphocytes respectively (see page 177). CFTR, cystic fibrosis




PUs_ _ Cell Nucleus Contalhing

% 23 /Pairs of ChromgSomes
A

v >0 ASEE

ble 7.7: Average sizes of exons and introns in human genes

gne product Size of gene Number of exons Average size Average size
i of exon (bp) of intron (kb)

0.1 2 50 0.02
1.4 3 155 0.48
1.6 3 150 0.49
ass | HLA 3.5 8 187 0.26
Bfum albumin 18 14 137 1.1
e VIl collagen 31 118 77 0.19
mplement C3 41 29 122 0.9
lalanine 90 26 96 3.5
ydroxylase
ctor VI 186 26 375 7.1
IR (cystic fibrosis) 250 27 227 9.1
rophin 2400 79 180 30.0
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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

~65 000-80 000

~1/40 kb

Large fraction, see Figure 7.1.

The great bulk of genes are transcribed individually

Found in most genes

~3%

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?/0

See Figure 1.22
None

Exclusively maternal

N
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Human Genome Project
Projekt lidsky genom
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HUGO - cile

m[riangulovat genorn I)OmQ(J DINA rnarkery
mcleniificovat a mapovat geny, urcit jgjiicr strusitru
a funeci v zdravi 1 v patologil
m/centifikovat dulezité mimogenove servericis
mUrcit Oplnou sexverncl genomu (3,2 Go)
m\/Secnny data ulozit v verejng oristuonycn dai
mSeverovat genarny rmodselovycn organizrnd
((lrozoﬂla, fr) /y, C. a/agrmo /—\ ir rzliana al.)
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Cell Nucleus _I:n_nta' ing

" 23 Pairs of Chirom@omes

-
-

Table 11. Genome overview.

_Size of the gename {inctuding gaps)
Size of the genome {excluding gaps)
_ Longest contig
‘Longest scaffold

Percent of A+T in the genome

Percent of G+C in the genome

Percent of undetermined bases in the genorme
Most GC-rich 50 kb

Least GC-rich 50 kb

Percent of genome classified as repeats

Number of annotated genes

Percent of annotated genes with unknown function
Number of genes (hypothetical and annotated)
Percent of hypothetical and annotated genes with unknown function
Gene with the most exons
Average gene size .

Most gene-rich chromosome

Least gene-rich chromosomes

Total size of gene deserts (>500 kb with no annotated genes)
Percent of base pairs spanned by genes

Percent of base pairs spanned by exons

. Percent of base pairs spanned by introns

.Percent of base pairs in intergenic DNA

Chromosome with highest propertion of DNA in annotated exons
Chromosome with lowest proportion of DNA in annotated exons
Longest intergenic region (between annotated -+ hypothetscal genes)
Rate of SNP variation ,

2.91 Gbp
2.66 Gbp
1.99 Mbp
14.4 Mbp
54

38

9

Chr. 2 (66%)
Chr. X (25%)
35

.26,383

42

32314

59

Titin (234 exons)

27 kbp.

Chr, 19 (23 genes/Mb)
Chr. 13 (5 genes/Mb),
Chr. Y {5 genes/Mb)
605 Mbp

25.5 to 37.8*

1.1 to 1.4*

24.4 to 364"

74.5 to 63.6*

Chr. 19 {9.33)

Chr. Y {0.36)

Chr. 13 (3,038,416 bp)
1/1250 bp

. *In these ranges, the percentages correspond to the annotated gene set {26, 383 genes} and the hypothet:cal +

annotated. gene set (39,114 genes) respectively.
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Narqzene detl

5% vrozena choroba

0,5% Chromozomalnl anomalie
1% mo.npgenne dédi¢né chroby

t
o"

Ostatnl choroby jsou  multifaktorialngé  dédi¢né nebo

' zpuso_bér)e vnéjsimi faktory.

Vétsina z, r_]',g'site.lﬁ"vrqzené choroby umira pied jejich

65 rokem Zivota.

Vrozené choroby jsou 5. nejcastejsi pricina umrti.

VétSina umrti je zpusobena

1. vrozene choroby srdce

2. anomalie centralniho nervového systemu a urogenitalni
anomalie

3. gastrointestinalni anomalie




Geneticky determinované choroby jsou klasifikovany do 4 hlavnich kategorii

v
v

AN

ENERN

Jsou vysledkem adici nebo deleci celych chromozomu nebo jejich ¢asti
Vétsina je charekterizovana rustovou retardaci, mentalni retardaci

a rozmanitymi somatickymi abnormalitami

Klinicky signifikantni chromozomalni abnormality jsou pri¢inou
2,5% détskych umrti : .

Jsou zptisobeny mutaci v jednom genu, ktera ma Velky VllV o
na pacientovo zdravi " U
Mendelisticka dédi¢nost A Sk o »
Znamo 6 000 chorob (srpkovita anemie, cysticka ﬁbl’oza, DMD NF) ’
PriCina 5-10% détskych umrti ' | ..
Vznikaji interakci multiplexu gend, Y *:.-:: 0r .0 09

kazdy z nich miZe mit relativné mlnorltnl efekt™ "' Whet

PriCina 25-30% détskych umrt o N B ,- ‘

Priklad: diabetes melitus, hypertense, schlzofrenle, rada kengenitalich defektu
jako rozitép rtu a patra, vétSina kongenitalfich phorob srdcb LQT Sy

Mutace v genech, které kontroluji bunécny rist




Scen’la Vztahu Jmezi monogennimi, polygennimi
.a multlfaktotlalmml chorobami
. 'ﬁ .,'. b * v
.
Environment
. | fk ;
T s A X L' o 8
’ .“" D "f:( X ;\’.\\\ ' 5 3 a N
X X X X gt :
. /XXX X X\ AR, * &
» /xxxxxx‘\ rL ’
J XXXXXXXX \
’ Bt }‘XX‘KP‘H Multi-genesis .
- BN Single-genesis / X X S .
{n;nggjéggsﬁrj:;sm_’ MMM—_‘E < (polygenic) | ) '
. "\. ;.". ' v . ’ .
. ‘1' i e . .

Geny mohou vzdy byt vice ¢i méné silnymi predlquzlcnlml faktory

Pro rozvoj nemom g, v \

. N




* potvrdit diagnozu Sheidh o
podminéna genovou mutaci ik

o zjistit genetické dispozice k onemoendni v
rodindch s uréenim rizika u potomka

‘ o

W

’

. L]
'

N

- pr uMADNA diagnostika: zjisti, zda analyzovana DNA nese
¢1 nenese mutaci

- nepr M DNA diagnostika: vzitim vazebnich markert v
rodinych studiich odhali chromozom v asociaci s nemoci v rodiné




Zjisti , zda DNA testovane osoby nese gen normalni nebo mutovany

‘ i . 3§ -.‘
. - N
"

* Detekce mutaci v odpovédném gend , w0 8 8

$ - i .
g{- 1 p - *
musime znat: R %y R PR B
Aal 4 i1 BT .

1 gen, ktery ma byt analyzovén, , %
2 standartni (wild type) sekvenci tohoto genu -




Detekee znamé sekvensni, zményjie mozna 1. _
1) chorob s predpokladarniow alelickou homogamtou 'tzn 7€
patologicka alela prislusného genu je repltezentovana "
| ljedinou mutaci (srpkovita anemie) v % .-_:-.-’I .
omezenym pocCtem mutaci (O 1- antltrypsmmfy deﬁc1t)
[ Irozsahlou fadou mutaci rozmisténych pres cely gen (CFTR
DMD) s SR Y
[lexpanzi trinukleotidovych OpaI(UJICICh se se,kvenm (HD MD)

2) v rodinach s jiz charakterizovanou’ mutam \ pnélusnem genu
3) ve vyzkumu (k potvrzeni kandidatniho genusa k odliSeni
nepatogeniho polymorfismu)
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*JakakoliV.détiéna zmena v genetické materialu
-zr'nény VDNA, j'ej'ichi frekvence je nizSi nez 1%
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& w . ‘ i- ] h
. Sy . L R
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* | ®
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E ' .

| Epzmumcé "'nejsou % zmény ve fenotypu, ktere ]Sou dusledkem

" L ]

. W Zmeny Sekvence DNA (poruchy melylace aj ) .

Mutace - pozmvm (zdroj variability, selekce) Y
- negativni ( 4500 monogennd dedlcnych chorob starnuti)
- neutralni g ot

Kazdy clovek 5 — 10 patologickych muthél’ o J 'y ol




. 0 i
) o qiod spontalni x indukované
B 4800 gameticka x somaticka
' w4 % dominantni x recesivni |
_:',-“_;:__{":'."-'-5; ey, o primé x zpétné 05
: ") -'. ; ! (reverze,‘supfe,sbfovéﬁ--mutace)

N T T ... "l_ 8

Bodové mutace " o SO S
BloKové mutac.e (‘mzercnl delecm repetitivai sekve’nce)
Chromezomové, mutdce

Genomové mutace 0y ERToen. g Ve
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L W LN ¢ <
.  Ta® ahax . od 1 bp po megabaze
SELAT T o véetné duplikaci | :
" .'.' ‘l.‘.... s N L .
T missense transverze LY i
W . . nonsense tranzice N P N o
. . e . . . . " '.‘.._ '. .-.' ."
p 0. 90./%00 "o splice site . pAT A P 8 S
L “'t'\.' : e - PO i /4 *
; A 5 i .6 "
‘ vt § ¢+ v dusledku deleci, inzerci, poruch &

splicingu 0l i

tandemové repetice, které ¢asto_ WL, o0 00
expanduji béhem meiozy '. S

kodujici sekvenci ’ LRI T &
v nekodujici sekvenci "M 4 ¢
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N ,1 Produkt se smzenou az nulovou funkci (loss-c | .
: .,..,. ingjcastéji je produktem genu enzym . e g
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Huntlngtonova chorea Myotomcka dystrofie, | nestabilni expanze trlnukleotldovych repetici
Fragilni X s

Achondroplasw mutace G380R v genu FGFR3

Cysticka fibroza mutace dF508 v genu CFTR
Hemoﬁhe A velka inverze v genu pro faktor 8

Ta Sachsova choroba inzerce 4bp v exonu 11 genu HEXA

Lebrova opticka atrofie mitochondridlni mutace nukleotidu v pozici 3460, 11778
nebo 14484

deficience 21 hydroxylaz 30% mutaci tvori velké delece

. \ . '.
., u_t , B0




Restrik¢ni analyza PCR produktu mutaci vznika nebo zanikd specifické misto v DNA,
rozliSované restrikénim enzymem

Hybridizace PCR produktu s alelové—specifickymi zéakladni metoda pro detekci bodovych mutaci
oligonukleotidy (ASO) pomoci dot-blot, slot-blot nebo
Ll Southern blot

PCR s alelové-specifickymi primery (ARMS test) zakladni metoda pro detekci bodovych mutaci

Oligonukleotid-ligacni test ( OLA) metoda pro detekci bodovych mutaci

PCR s primery, ohraniCujicimi misto piedpokladané |uspésnd amplifikace odhali pfitomnost specifickée

M delece v DNA nebo bodu zlomu v translokaci piestavby DNA
Detekce expanze trinukleotidovych repetici v DNA velké expanze se detekuji pomoci Southern blot a mensi

. pomoci PCR
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- odhali jakékoliv odchylky v sekvenci'DNA‘paéiéiita
avSak vzdy jen ve srovnani se standartm sekvenei

L]

- neodlisi patogenm a nepatogenni zmeny V sekven01 DNA

o .

- jsou naro¢néjsi ¢asove i finan¢né .If:""j hy R




Jednotetézcovy konformacni jednoducha metoda doporucuje se pro kratké sekvence
polymorfismus (SSCP) DNA
neodhaluje pozici zmény

Denaturaéni gradientova gelova vysoka citlivost primery s ,,GC- clampy*
elektroforéza (DGGE) neodhaluje pozici zmén

Heteroduplexni analyza (HD) velmi snadna doporucuje se pro kratké sekvence

DNA L
limitivana citlivost
neodhaluje 1C1

Detekce zkraceného proteinu (PTT) | vysoka citlivost pro

M Sekvenovani detekce
sekvenci
pIn¢ charakterizuje mutace

Chemické a enzymatické Stépeni prace s toxickymi chemikéliemi
experimentalné obtizné
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SSCP na gelu

non mt/non mt

N

on mt/mutace mut;

ace/mutace
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SSCP na gelu

draha:1.-4.DNA pacient !
5. wt




Substituce aminokyselin
(jedno- alebo trojpismenové symboly)

— RI117H nebo Argl17His: substituce arg za
hisna AA 117

— (G542X: glycin 542 nahrazeny stop-
kodonem

Substituce nukloeotidi
(A z inic. kodonu ATG je vzdy +1)
— 1162G>A: vymena G na poziciil 162 za A

— IVS4+2G>T: zaména G za T v druhé bazi
intronu 4

Delece a inzerce

(symboly del resp. ins)
— F508del: delece fenylalaninu 508
— 622-626del: delece 5 nt zacinajici 622
— 409-410insC: vloZeni C mezi 409 a 410







porucha v transportu iontli
chloru, sodiku a vody ncéktere exokrinni zlazy produkuji
pres apikalni membranu husty, lepkavy hlen

pecializovanych epitelialnich
bunck

tim zapri¢inény
hlavni symptomy nemoci

Normalni stav Cysticka fibroza
submukos: | tumen submukosd | dumen
: | ———>H,0
S
ClI— cr
i

s N Ak




chloridovy kanal regulujici transportiontti pres bunéénou membranu

cyklicky adenosin monofosfat
‘lokalizovany v apikalni membraneé
epitelialnich bunék

NH»>

*Tvoren 5ti doménami:
2 membrane spanning domains
2 nucleotide binding domains
1 regulatory domain




*kéduje CFTR protein

‘lokalizovan na chromozomu 7 (7q31)

250 kb dlouhy

«27 exonu

cDNA sekvence dlouha 6129 bp kéduje 1480 aminokyselin CFTR proteint

13 14a 14b 15 1617a 17 n1°. 19 2021 22 23 24 Exons
THHH HHF HH . HAH HH I

approx. 230 kb (Introns not to scale)

1. CF gene

12 3 4 5 Ba 6b 7 5 9 14a14b 15 16 17a 17b 18 19 202122 23 24 Exons

[HHE &L IJL J i [ (1] [l [ ] coor

transmembrane MNuc IF‘Otldt‘ P{—-u ula- t: ansmen r1brane Mucleotide Domains
inding tory (R) binding

outside

— COOH

P.-Tut:atlon *”J ;

[ =
3. CFTR protein 2F%08 NED1

C. CF gene and CFTR protein




onemochneéni

- 29
Wildtype | Phe
Mutant  Leu ( Arg Glu

1. Defined position of a mutation

Wlldtype 2. Different mutations of one codon

nonsense —(G542X

_ CHEHT EHEHEHTH T
missense — N1303K

substituce

v

delece » dF508 | 210 H 21 H 212 }

Glyci
3. Wildtype S

inzerce » 390insT {EHcHAF {cHAHAF

2l Food 2t ]

Arginine Glutamic acid

4, Different mutations



1291 CFTR mutaci bylo nalezeno v CFTR genu

%CFTR Mutation Table; http://www.genet.sickkids.on.ca./cftr-cgi-
in/FullTable

Vétsina z nich je raritni, ,,privatni nebo jejich vztah k CF nebyl
prokazan

Z celkového poctu 30ti doposud u nas nalezenych mutaci
(zahrnujicich celkem 95% vsech CF alel) se pouze 8 mutaci vyskytuje
na vice nez 1% CF patologickych alel

Je pozorovano siroke rozpeti ve frekvenci jednotlivych mutaci u
ruznych populaci

Miszense I TER T (O 00 (o o e tenemn uee M one (o monn cn e ay w menn
Nomsense W e e oeer toee e ue Cameme me eeerren O N I 1 T I O Y
Frameshift POTHT Wt v e e e e weeeer vm e e e oo e oe tewn e worm nefi
In frame infdel | [ . I | I | ||

Splicing | | 11 | I I I

Promotor

Sequence Yariaibh 11D PURTETOC 10 RN PO TRE0Eeer oot 00 e et meree i i e iy

Legend Exon Region BB Intron Regiontnot to scale) ——  Exon Mutation | Intron/Promotor Mutation




. dele2,3(21kb) 4,64%

« G551D 4,03%
 NI1303K 3,02 %
« (542X 2,22%
o 1898+1GtoA 2,02%
o 2143delT 1,21%
« R347P 0,81%
¢« WI1282X 0,60%

o 4374+1GtoA, 1717-1GtoA, R1162X, E92X, 2184insA, 3849+10kb
kazda 0,4%

 R334W, R553X, 621+1GtoT, ........
kazda 0,2%




OTEC
PRENASEC

2 e
FELS S

PRENASEC

1;:\,%

t{é/ = 41 PRENASECKA

DITE S CF

non mt/non mt

on mt/mutace

mutace/mutace

1. alela 2. alela




«Z.asahuje ruzneé organy
- plice
- pankreas
- travici trakt
- reprodukcéni organy




plice

Zahlenéni a infekce priidusSek znesnadnuje dychani.
Sekundarni infekce naruSujici plice jsou u lidi s CF
nejcéastéjsi pric¢inou smrti

jatra
! Ucpavani drobnych Zlué¢ovodii znesnadiiuje

slinivka briSni
Asi u 85% pacientii dochazi k uzavreni jejich kanalki.
% Travici enzymy nemohou byt dopraveny do sti‘ev.

tenké stirevo
Ucpavani stieva hustou stolici si vynucuje chirurchicky
zakrok asi u 10% novorozencii.

reproduk¢ni organy

Nefunkc¢nost kanalki v pohlavnim ustroji(napr. vas deferenc)
je z 95% pric¢inou muzské sterility.Pri¢inou neplodnosti u Zen
je ucpani délozniho hrdla hleny,které znemozni spermiim
proniknout dale do délohy.

potni Zlazy
PorusSena funkce se projevuje nadmérnym vyluéovanim soli (NaCl).




Pankreas




Pankreas

normalni pankreas pankreas z CF pacienta




plice z CF pacienta

Plice

normalni plice




Sertoliho buiky

Zralé spermie

P ]
: TER Spermatid

Sterilni v 95%
*Porucha vyvoje vas diferentia (CBVAD)
epididymis a vesiculi seminalis

Obstruktivni azoospermie miiZe byt zcela izolovanym priznakem

Nejcastéjsi mutace asociované s CBVAD:
ST vatianta v intronu 8

R117H

*Plodnost snizena pro viskozitu cervikalniho hlenu
«Casta primarni nebo sekundarni amenorrhea
v disledku poruch vyzivy a plicnich zmén




A, pro potvrzeni diagnosy
. upactentu s dg. CF
. u ¢lenu rodin s vyskytem CF
. prenatalné u plodu v riziku s pozitivni CF rodinnou anamnézou

. prenataln€ u plodu s patologickym ultrazvukovy nalezem
(abnormalita stievnich klicek)

. u novorozencu s mekoniovym ileem
. u muzu s poruchami reprodukce

N DN AN W —m e

B, prevence
. u pribuzenskych paru
. u manzelskych part zafrazenych do IVF programu
. u darct gamet a embryi
. u partneru (partnerek) heterozygotu

SN WO — e
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suspektni CF pacient nebo pfenase¢ partner prenasecCe prenasec

Scoring 6 nejéstéjéich CFTR mutaci

P

Scoring 36 CFTR mutaci

Y“/ kn CF diagnéza potvrzena
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«dNTP
*primery
*DNA polymeraza
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-— se Cce O
ehe C yrotein
T i:£.|:||EI_J1T:iT'IE A0k6
0
i = - N
T |- isoleucine 507

- . i

glycine 509

yaline 310

Bandy znacené 95,98

jsou 95- a 98-paru bazi dlouhé PCR produkty
Band znacené H jsou heteroduplexy
formované chybné spdarovanymi jednoretézci DNA

(95/98 a 98/95)

ELFO - 5% PAGE, 200 V, 20°C, 2hod

1. non dF508 / non dF508
2. dF508 / dF508

3. dF508 / non dF508

4. marker pBR322/Alul




ELFO -8% PAGE (40:1), 150V, 20°C, 16 hodin

1. G542X / non mt exon 11
2. R553X / non mt exon 11
3. G551D/ non mt exon 11
4. G542X/G542X

5.-9. wt




Primery 2,3F a 2,3R -ohrani¢uji dele¢ni bod zlomu
amplifikace 207bp dlouh¢ho produktu
pritomnost delece

Kontrolni primery 3i-5 a 3i-3

amplifikace 309bp dlouhého produktu obsahujiciho exon 3

ELFO: 5% PAGE,
200V, 20°C, 2hours

nepfitomnost delece

1. CFTRdele2,3(21kb) / non
2. wt
3. CFTRdele2,3(21kb) / non




4]

» XYY,

3 4

B AF508/non CFTRdele2,3(21kb) / non




Suspektni CF Vek: 30 let

genotyp dF508 / dF508

potvrzena dg. CF

50% CF pacientu diagnostikovano do 3 let Zivota
90% CF pacientu diagnostikovano do 10 let Zivota
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11K réza
tejsi

CFTRdele2,3(21kb)

G542X
G551D
F508del R553X







PCR: Analyza bodu tani:
jeden par primerud jeden systém prob

LC Red 640 Fluorescein

Anchor probe Mutation probe Primer

5 3
Mutation site

according to Burgraf, 2001

Fluorescence -d(F3)/dT

Tempaerature (°C)

(O N T

(=)

dF508/nondF508
K—DNA



Fluorescen¢éni monitoring
PCR: == Analyza bodu tani: G551D/R553X lokusu

Fluorescence -d(F3)/dT

wt Temperature (*C)

wt
R553X/non

G551D/non

G542X/non
K—DNA

LC Red 640 Fluorescein LC Red 705l Fluorescein

. Mutation
Mutation prabe A Anchor probe A probe B Anchor probe B

utauon‘l:)osition A Mutation position B

Fluorescenéni monitoring
G542X lokusu

Fluorescence -d(F3)/dT

] ] Il T
&40  e50  eE0 600

Temperature (°C)

according to Burgraf, 2001




PCR:
jeden F primer
dva specifické R primery

Fluorescein Primer

Mutztion probe Position: 38 200

Primer breakpoint
Position: 37 889

Analyza bodu tani:

Primer
Position: 37 889

dva systémy prob

\ )
LC Red 640 Fluorescein  Primer

Anchor probe

Position: 59 154
Mutation probe

|
A

deletion2,3(21kb)

Fluorescen¢ni analyza
lokusu s deleci

wt

wt
CFTRdele2,3(21kb)/non
wt

wt

KfDNA

Fluorescencni analyza
lokusu bez delece

Fluorescence -d(F3)/dT

Fluorescence -d(F3)/dT

Temperature {°C)

Temperature (°C)



® n

dF508 / non non / non

m M 1 -

dF508 / non non / non dF508 / G542X




:\ vznikla pri transimisi gamety

%I %’ CFTRdele2,3 / non - . non / non







Spektrum analyzovanych CF mutaci je rozsireno pouzitim




INNO-LIiPA INNO-LiPA
CFRT12 CFTR17+Tn

Mutace

Delta F508
G542X
N1303K
1717-1G>A
W 1282X
G551D
R553X
Delta 1507
R560T

390 insT
Q552X
S1251N
394delTT
G85E
621+1G>T
R117H
1078delT
R347P
R334W
E60X
711+5G>A
R1162X
3659delC
3849+10kbC>T
2143delT
A455E
2183AA>G
2184delA

P Pad Pad Bad Bad Bt Bt Bad Bad Bad Bad Bt

bad Bad Bad Bad Bad Bad Bt Pt Bad Bad Bad Bad Pt Bad Bad B




INNO-LiPA

Reverse hybridization principle

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate

Alkaline Phosphatase

Streptavidin
Biotin

Amplified target

Nitrocellulose strip ...




vzorek
amplifikace
strip
Vysledek

hybridizace do
3 hodin po amplifikaci




a

s
s

)// Yo \ J‘\ u\

ONTP )/))j

primery znacené biotinem

*DNA polymeraza

barveni

hybridizace










« CT prokazalo ¢etn¢ bronchiektasie v obou hornich plicnich lalocich
» hyperplazie maxillarnich, nosnich a sphenoidealnich dutin
e pankreas, jatra bez odchylek
« vySetrfeni chloridil v potu opakované se zvySenymi hodnotami
(82 - 88 mmol/ml)
e zvazovana dg.CF

1 Vysledek mutacni analyzy CFTR genu

I
EENEENIITE 2Cnotyp :

1




«Zanéthiva loziska v plicich
*Opakovang ridke stolice
*Pankreas a jatra beze zmén

*Potni testy hrani¢ni

1 \ Vysledek mutacCni analyzy genu CFTR
genotyp:




Uvedenymi postupy vSak nejsme schopni detekovat
raritni a neznamé CF mutace,
k jejichz odhaleni musi byt vyuZivany rozli¢né vyhledavaci metody

3 4 S Ga Bhb il 8 9 101132 13 14a 14b 15 G17a 17 I:r 1‘7- 19 22 23 ,_-1 Exons
~(HHHHH K OOCHHIT HH HHCC R H KA

1. CF gene approx. 230 kb (Introns not to scale)

12 3 4 5 6a 6b v 5 9 "l 11 12 T4aldb 15 16 17a 17b 18 9 202122 23 24 Exons

IJL NEE I—ml | coow




40-80
10-60
25-75
10-60
30-80

S5
50
S5
50
60













O XN A RWN -

10
11 [21+12] - - BEx20
12 +[?] b L " Exl4a
13 +[?] Ex 15 | 9! Ex14a
14 +[?] - = B Ex14a
+[?] ﬂ Ex14a
15 Ex 7 3
16 [21+[?1] 3 B B Exl14a
18 [21+[2] : - = Fxista
19 +[?] Ex 23 N o Zh Ex14a
4334 AtoC, E1401A, AAC>CAC ' l 2668del1 1>ins13, frameschift

TATATCGAA GGT CT NGGGNC CGNG T GNA CACT NN GGN

100 del GTATGTGLEACC 130
ins ctcttgtgaccga

GNA CA CA G G AT
19@ A>C 200

nove mu

s

|I O
A\

'i

,L, o




Duchennova muskularni
dystrofie

tézka X-recesivni monogenné dédi¢na choroba
primarni pfi¢ina: mutace v dystrofinovém genu (Xp21)
incidence choroby 1:3500 novorozenych chlapct
destrukce svalovych vlaken

fenotyp:

1) Spatne¢ drzeni téla, potize pri zvedani se ze zeme
2) narustajici svalova slabost

3) pseudohypertrofie lytek

4) lordoza

vétSina pacienti ma abnormalni EKG

zvySenou hladinu kreatinkinazy

nékteri trpi gastroparézou

1/3 vykazuje mirnou mentalni retardaci




2. Difficulty in rising

1. Calf hypertrophy
(Gower's sign)

and lordosis

A. Clinical signs of Duchenne muscular dystrophy

Recombinant

Allcle] eo e em e o
Allele 2 == == et

(2) 2-12-1 1 24
M - omp patient (@) = Obligate heterozygote

C. Investigation of a family with DMD
by DNA marker

d—

2-1 1-1 2-1 1-1 2-2

1-1

2 o B2 s Ol SR W ek
1. Normal dystrophin

2. Dystrophin absent

3. Areas lacking dystrophin
in heterozygotes

B. Dystrophin analysis
in muscle cells

Disease Chromesomal MecKusick
location Nr.

X-chromosomal:

Muscular dystrophy Duchenne Xp21.2 310200

Muscular dystrophy Becker (allelic with DMD) Xp21.2 310200

Muscular dystrophy Emery-Dreifuss Xg28 310300
Autosomal dominant:

Myotonic dystrophy 18913 160900

Facioscapulo-humeral dystrophy 4g35-qter 158900

Oculo-pharyngeal muscular dystrophy Unknown 164300
Autosomal recessive:

Duchenne-like muscular dystrophy 13g12-13 253700

Congenital muscular dystrophy-type F ukuyama 9g31-33 253800

Limb-girdle muscular dystrophy 15g15-g22, other loci 253600

D. Important forms of hereditary muscular dystrophy in man




CHROMOSOME X LINKED DISEASES

kchthyosis, Xdinked

Placental steroid sulfatase deficiency

Kallmann syndrome

Chondrodysplasio punctaio, Xdinked recessive

Hypophosphatemia
Aicardi syndrome
Hypomagnesemia ; Xdinked
Qculor olbinism

in)
Adrenal hypoplasia Refinoschisis
Glycerol kinase deficiency
Chronic granulomatous disease
Refinitis pigmentosa-3

Norrie disease
Retinitis pigmeniosa-2

ndrome [ Alportike hereditary nephrifis

Sideroblostic anemia N
Aarskog-Scott syndrome |:‘
MarieTooh disease | PCK deficiency hemolytic anemia
Choroideremio
Cleft palate, Xdinked
X-linked, uncomplicated
fess with stapes fixation Agommaglobulinemia
Kennedy disease

PelizoeusMerzbacher disease
Fabry disease

PRPS+related gout

Immunodeficiency, Xdinked, L d
with hyper IgM A SN

lymphoproliferative syndrome Albinismdeafness syndrome
eschNyhan syndrome / HPRT+elated gout|__ "~

Hemophilig B
Hunier syndrome

Fragile X syndrome

Hemephilio A

GOPD deficiency: Favism

Drug sensifive onemio

Chronic hemolytic anemia
Colorblindness [several forms)
eralosis ¢ it

- TKCR s;'gi:me
Adrenoleukodystrophy
Adrenomyeloneuropathy
Emery-Dreifuss muscular dysirophy
Diabetes insipidus, nephrogenic
Myotubular myopathy, Xdinked




 gen pro dystrofin: Xp21

2,4 MB (1% X chromozomu)

79 exonil

nejCasté)si mutace:
—delece 1a vice exonll (65%) [EEhEE=—
—posun &teciho ramee =
— 1/3 pacienti mutace de novo

125 nm

Dystrophin gene (Duc

D. cDNA of the dystrophin gene




Vysledek multiplex PCR (19 exond) u kontrolni DNA( od zdravého
jedince - A) a DNA probanda s dg DMD (B) s deleci exonu 51,52,53 v genu

pro dystrofin.
Amplifikaéni produkty byly analyzovany v polyakrylamidovém gelu a
nasledn& barveny dusicnanem stribrym.
Starty 1,6 - exony 4(196bp),8(360bp),19(459bp)
2,7 - exony Pm(535bp),3(410bp),6(202bp), 13(238bp),43(357bp)
3,8 - exony 47(181bp),49(439bp),50(271bp),52(113bp),60(139bp)
4,9 - exony42(155bp),44(426bp),45(307bp),
48(506bp),51(388bp),53(212bp)
5 - marker pBR322/Alul




Hemofile A

* incidence : 1/10.000 novorozenych chlapcu
» deficience koagula¢niho faktoru VIII
e X-vazana choroba

Factor VIl activity

Hemophilia A under 2% 2-10% 10 - 30%

Severity Spontaneous bleeding Bleeding after Bleeding

into joints, muscle, light trauma, after trauma
internal organs sometimes
spontaneously

Proportion of patients 48% 31%

C. Severity of hemophilia A and factor VIl activity




egen pro faktor VIII : mutace v genu pro f VIII:
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—186 kb (0,1 % celého X chromozomu)
—9kb mRNA
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2. Factor VIII
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3. Gene 10 kb

RFLP
near exons
17 and 18

18 0l

o - -_A— x 1165 bp
879 bp >4 286 bp | 879 bp
Bel 1 Bcl 1

Variant I‘B-SJ(l'ii:‘-liDn site Mutation-carrying fragment

B. Blood coagulation factor VIII 5. RFLP diagnosis
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Piechled a zakladni charakteristika
nékterych chorob eisoc;bvanych S expanzi

Mental retardation, large
ears and jaws, face
dysmarfology
macrecrchidism in males

(230
to>2 000}

Exclusively
throﬁ_n mother

Loss of motor
control dementia affective
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More often in
Father

14632 1
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genu DMPK (myotonic; d;;bgtroﬁhy progem kinase gene).
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234 56 78 9 101121314 15
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Normal 5-30 repeats

CTGCTGCTGCTG CTGCTG
DVODVI HVDOHVIOVOOHVD

Altered 50-3000 repeats

< CTGCTGCTGCTG CTG CTGCTG CTGCTGCTG CTG CTG
DVODVI HVIDHVIOVIDHVIOVOIDVI HDVIDOVIOVODVD
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Mutation in codon 6 of B globin Learning deficit eat
GAG —» GIG T
(Glu) (va Brain
‘ # Frequently ill affected
Hemoglobin A Hemoglobin S ] t

». . Heart
Normal solubility Less soluble, . Infections failure
cristalizes

f 1

lErythrocytes l Oxygen deficit | ';@mia

: Small arteries and :
Normal Sickle cell ———» capillaries plugged —>| Hemoly§§

B. Consequences of a mutation: sickle cell anemia
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Chromosome 11: B globin genes
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rﬂtu’tu#:udhmmmm

DA CAC GTG GAC TGA GGA CTC
quence aTG CAC CTG ACT CCT GAG

Armino acid | U HWH mHmHm

saquence

TG A GGA CINC CTC
ACT CCT GG

The change in amino acid sequence causes hemoglobin molecules to crystallize when oxygen levels
in the blood are low. As a result, red blood cells sickle and get stuck in small blood vessels.




ERacyle Malaria infection i Malaria f

Homozygote HbA/HbA Multiplication of parasites Release

"

Malaria infection
) No or slight
malaria

No
sickle cell anemia

—_— =4l SRS B

E— et wmam s Emmm

Heterozygote HbS/HbA  Little or no multiplication of parasites

No malaria
i | Sickle cell anemia

Homozygote HbS/HbS Sickle cells

C. Selective advantage of HbS heterozygotes in areas of malaria

"

1. Malaria & ;& 3. Sickle-cell anemia




