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DNA diagnostika

déleni podle cile v genomu :

Piima diagnostika ™=

Neprimé diagnostika

Stanoveni alely (mutace) zpusobujici
onemocnéni

== Stanoveni alely (markeru) v tésné vazbé
S genem nesoucim neznamou mutaci
zpusobujici onemocnéni
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Nepfima diagnostika

® neznfme jakd mutace genu je zodpovédnd za onemocnénl v roding, pouze
vlme o Ktery pen se jednd
® il dingnostice je yyuZita genetickd vazba mezl znfdm fm markerem, lcier
lezi bli 1 1 ; S |
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HLAVNI USKALI nep¥imé diagnostiky: U riiznych jedinci jsou ve vazbé s
mutovanou alelou (ktera zpusobuje onemocnéni) ruzné alely markeru.

Naopak stejna alela markeru miize jednou byt ve vazbé s mutovanou alelou
genu, podruhé se standardni alelou genu.

Tedy vySetreni miize byt neinformativni nebo jen ¢aste¢né informativni.

\V&: -Il""li, Lrrre Y, -t N L) or NIl sy lee (4 I U¢L [4 a1l
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Variabilita na urovni DNA

® v populaci se uréité misto selvence DITA vyskytuje v rilzn

® variabilnl misto se miZe nalézat jalk uynité genil (v exonech - tzy
kodujici sekkvence, v intronech - tzv, nekddujici sekkvence), tak mimo

1
veny (vzdy tzy, nelkddu]
déleni dle frekvence alel:

polymorfizmus ™ frekvence ,,vzacnéjSi“ alely je v populaci
>1%
cmutace®, ,vzacna alela® ™ frekvence v populaci <1%

déleni dle funkéniho viivu:
funk¢ni varianta ™= alela je spojena se zménou fenotypu

ticha varianta ™ alela neméa funk¢ni dopad a ve fenotypu se
neprojevi



Variabilita na arovni DNA
déleni podle typu

SNP == Single nucleotide polymorphism = polymorfizmus jednoho
neukleotidu

tandemové ™= mikrosatelity, také zvané napr. STR = short tandem

repetice repeats, minisatelity

Strukturni — Inzerce, delece, inverze (1 bp — chromozom)
polymorfizmy

Duplikace, == Vlastné druh tandemovych repetic, ale znacné
»l0W copy odliSny co do techniky detekce a funk¢éniho
repeats vyznamu Napr. FCGR3B a riziko

glomerulonefritidy, RhD a RhCE



SNP - single nucleotide polymorphisms
Jednonukleotidové polymorfizmy
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V 99.9% sekvence DNA se lidé od sebe vzajemné neliSi. Ze zbyvajiciho
0.1% rozdilu tvori SNP pres 80%.



Moznosti stanoveni SNP:
Mikrocipy (en masse), RFLP (po jednom; Southern blot, PCR-RFLP)

Mnoho ne-RFLP metod (SSCP, alelové specifické primery, ....... )

SNP jako Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentu
RFLP...restriction fragment length polymorphism
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Nazvoslovi restrikCnich endonukleaz (restriktaz)
Eco Rl
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BlizSi rozliSovaci oznaceni puvodu
Rl...enzym pochazejici z kmene
RY13, determinovany R plazmidem

Tripismenna zkratka organizmu
,Escherichia coli*
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Kazda restriktaza rozeznava specifickou sekvenci
DNA, kterou stepi — restrikcni misto

Hae 111 SGGICC?
CCIGG

BamHI SG|GATCC¥



Stépeni dsDNA restrikéni endonukleazou EcoRl

segment of DNA
-A-T-G-A-A-T-T-C-A-
-T-A-C-T-T-A-A-G

SEGMENT DNA

-C-T-C-G C-C-G
I
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Identifikace restrik
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Identifikace restrikcnich mist
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Southern blot - animace
externi soubor



Southern blot - hybridizace sondy
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Ukol & 4,str. 74 Gen G
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Ukol & 4a, str. 74  Gen G — prosté $tépeni
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Visledky:

1) nadnebo s fragmenti: Skb, ckb, Okb/Zkbrdkb, Tkb



Ukol & 4b, ¢, str. 74 Gen G — Southern blot s cDNA sondou
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Vsledky: b) 3 fragmenty: 3kb, kb, 7kb ¢) ne



Ukol & 4d, str. 74  Gen G — Southern blot s genomickou
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Mimogenova sonda - stepeni restriktazou E1
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homozygot v délce restrik¢nich fragmentii.



Mimogenova sonda — stepeni restriktazou E2
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heterozygot v délce restrikénich fragmentii.
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potomlkiim pouze fragmenty 1, Ielze ale
rozhodnout, zda drubhému ditétl predaln

fragment se zdravou nebo mutovanoll
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Postizeny syn je homozygot (1,2) musi mit fragment 1 od vice 2 od

v délee restrikénich fragmentil matky fragment 2, kiery je ve vazbé
(L,1). Z toho plyne, Ze fragmenty 5 mutovanou alelon, Druhé dité (1,1) mé
1 jsou wobou rodich ve vazbeé s ot matky fragment 1, ktery nese zdravou
mutovanou alelon, Jestlize druhé  alelu 2 od oice také fragment 1, ale

dite je homozygot (2,2), znamensd  nevime, zda 3 mutovanon nebo zdrayvou
fo, Ze bude zdravy homozygot ve  alelow, Progndza: S0% hetervzygot, S0%
sledovaném genu, zdrayy homozygot ve sledovaném genu -




Ukol & 1a, str. 80
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Ukol & 1a, str. 80




Ukol &. 1b, str. 81
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Ukol & 1c, str. 81
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Ukol & 14, str. 81




