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Molekulární genetika II
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DNA diagnostikaDNA diagnostika
prenatálníprenatální

presymptomatickápresymptomatická

Potvrzení diagnózyPotvrzení diagnózy

Diagnostika heterozygotů (přenašečů)Diagnostika heterozygotů (přenašečů)

dělení podle cíle v genomu :dělení podle cíle v genomu :

Přímá diagnostikaPřímá diagnostika Stanovení alely (mutace) způsobující Stanovení alely (mutace) způsobující 
onemocněníonemocnění

Nepřímá diagnostikaNepřímá diagnostika Stanovení alely (markeru) v těsné vazbě Stanovení alely (markeru) v těsné vazbě 
s genem nesoucím neznámou mutaci s genem nesoucím neznámou mutaci 
způsobující onemocněnízpůsobující onemocnění



P ímá DNA diagnostikař
hledáme alelu (variantu), která zodpovídá za daný fenotyp hledáme alelu (variantu), která zodpovídá za daný fenotyp 
(onemocnění) v rodině (onemocnění) v rodině 

u rodiče zjištěna mutace v genu

u plodu hledána tato mutace

Například – AD onemocnění, prenatální dg.:Například – AD onemocnění, prenatální dg.:



Nep ímá DNA diagnostikař
Nemusíme vědět jaká mutace genu je zodpovědná za onemocnění v rodině, Nemusíme vědět jaká mutace genu je zodpovědná za onemocnění v rodině, 
postačí víme-li o který gen se jednápostačí víme-li o který gen se jedná

při diagnostice je využita genetická vazba mezi známým při diagnostice je využita genetická vazba mezi známým markeremmarkerem, který , který 
leží blízko genu a neznámou leží blízko genu a neznámou mutacímutací uvnitř genu. Která alela markeru  uvnitř genu. Která alela markeru 
kosegreguje s onemocněním? Má tuto alelu vyšetřovaná osoba?kosegreguje s onemocněním? Má tuto alelu vyšetřovaná osoba?

mutacemutace
markermarker

gengen

chromozomchromozom u rodičů zjištěny alely markeru

obvykle se sleduje více markerůobvykle se sleduje více markerů

u potomků zjištěny alely markeru



Nep ímá diagnostikařNep ímá diagnostikař
neznáme jaká mutace genu je zodpovědná za onemocnění v rodině, pouze neznáme jaká mutace genu je zodpovědná za onemocnění v rodině, pouze 
víme o který gen se jednávíme o který gen se jedná

při diagnostice je využita genetická vazba mezi známým při diagnostice je využita genetická vazba mezi známým markeremmarkerem, který , který 
leží blízko genu a neznámou leží blízko genu a neznámou mutacímutací uvnitř genu. Která alela markeru  uvnitř genu. Která alela markeru 
kosegreguje s onemocněním? Má jí vyšetřovaná osoba?kosegreguje s onemocněním? Má jí vyšetřovaná osoba?

HLAVNÍ ÚSKALÍ nepřímé diagnostiky: U různých jedinců jsou ve vazbě s 
mutovanou alelou (která způsobuje onemocnění) různé alely markeru.

Naopak stejná alela markeru může jednou být ve vazbě s mutovanou alelou 
genu, podruhé se standardní alelou genu.

Tedy vyšetření může být neinformativní nebo jen částečně informativní.

Vedlejší potíž: možnost rekombinace mezi markerem a genem. Její Vedlejší potíž: možnost rekombinace mezi markerem a genem. Její 
pravděpodobnost je malá a celkem přesně vyčíslitelnápravděpodobnost je malá a celkem přesně vyčíslitelná



Variabilita na úrovni DNAVariabilita na úrovni DNA
v populaci se určité místo sekvence DNA vyskytuje v různých v populaci se určité místo sekvence DNA vyskytuje v různých 
formách  -  alely formách  -  alely 

variabilní místo se může nalézat jak uvnitř genů (v exonech - tzv. variabilní místo se může nalézat jak uvnitř genů (v exonech - tzv. 
kódující sekvence, v intronech - tzv. nekódující sekvence), tak mimo kódující sekvence, v intronech - tzv. nekódující sekvence), tak mimo 
geny (vždy tzv. nekódující sekvence) geny (vždy tzv. nekódující sekvence) 

dělení dle frekvence aleldělení dle frekvence alel::
polymorfizmuspolymorfizmus frekvence „vzácnější“ alely je v populaci         frekvence „vzácnější“ alely je v populaci         

  >> 1% 1%
„„mutace“, „vzácná alela“mutace“, „vzácná alela“ frekvence v populaci  frekvence v populaci  <<  1%1%

dělení dle funkčního vlivudělení dle funkčního vlivu::
funkční variantafunkční varianta alela je spojena se změnou fenotypualela je spojena se změnou fenotypu

tichá variantatichá varianta alela nemá funkční dopad a ve fenotypu se alela nemá funkční dopad a ve fenotypu se 
neprojevíneprojeví



Variabilita na úrovni DNA
dělení podle typu: 

SNP Single nucleotide polymorphism = polymorfizmus jednoho 
neukleotidu

tandemové 
repetice

mikrosatelity, také zvané např. STR = short tandem 
repeats, minisatelity

Strukturní 
polymorfizmy

Inzerce, delece, inverze (1 bp – chromozom)

Duplikace, 
„low copy 
repeats“

Vlastně druh tandemových repetic, ale značně 
odlišný co do techniky detekce a funkčního 
významu Např. FCGR3B a riziko 
glomerulonefritidy, RhD a RhCE 



SNP – single nucleotide polymorphisms

Jednonukleotidové polymorfizmy

TAGCCATCGGTA N GTACTCAATGATCA

A
T

G
C

SNP

C / A

1

V 99.9% sekvence DNA se lidé od sebe vzájemně neliší. Ze zbývajícího 
0.1% rozdílu tvoří SNP přes 80%.  Možnost typizace až miliónu SNP v 
jednom vzorku pomocí DNA čipů by měla usnadnit identifikaci alel, 
zodpovědných za řadu prevalentních onemocnění.



Mo nosti stanovení SNP:ž

SNP jako Polymorfismus délky restrikčních fragmentů
RFLP…restriction fragment length polymorphism

Restrikční endonukleázy – bakteriální enzymy štěpící DNA v místě specifické sekvence, 
chrání bakterie před infekcí bakteriofágem (a nebo taky ne)

5´ TAGCCATCGGTACGTACTCAATGATCA 3´

5´ TAGCCATCGGTAAGTACTCAATGATCA 3´

3´ ATCGGTAGCCATGCATGAGTTACTAGT 5´

3´ ATCGGTAGCCATTCATGAGTTACTAGT 3´

RsaI

Mikročipy (en masse), RFLP (po jednom; Southern blot, PCR-RFLP)

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



EcoEco RI RI
Názvosloví restrik ních endonukleáz (restriktáz)č

T ípísmenná zkratka organizmuř
„Escherichia coli“

Bli ší rozlišovací ozna ení p voduž č ů
RI…enzym pocházející z kmene 

RY13, determinovaný R plazmidem

http://rebase.neb.com
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Taq I   Taq I   5´5´T C G AT C G A3´3´    ……5´5´A C G G T  C G A A T TA C G G T  C G A A T T3´3´

Taq I         Taq I         5´5´T C G AT C G A3´3´    … … 5´5´A C G G T C G A A T TA C G G T C G A A T T3´3´

    3´3´A G C TA G C T5´5´    …… 3´3´T G C C A G C T T A AT G C C A G C T T A A5´5´

Hae III         Hae III         5´5´G G  C CG G  C C  3´3´

  C C  G G C C  G G 

Bam HI    Bam HI    5´5´G G || G A T C C G A T C C3´3´

Ka dá restriktáza rozeznává specifickou sekvenci ž
DNA, kterou št pí – restrik ní místoě č

6



Št pení dsDNA restrik ní endonukleázou EcoRIě č
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Úkol č. 1, str. 71 Úkol č. 1, str. 71 

restrikrestrikčční místoní místo  

Alu IAlu I  AG / CTAG / CT  

Sau 3ASau 3AII  / GTAC/ GTAC  

Msp IMsp I  C / CGC / CGGG  

55´́G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.33´́

Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:

Identifikace restrik ních místč



Úkol č. 1, str. 71 Úkol č. 1, str. 71 

Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:

Identifikace restrik ních místč

C / CGC / CGGG  Msp IMsp I  

/ GTAC/ GTAC  Sau 3ASau 3AII  

AG / CTAG / CT  Alu IAlu I  

restrikrestrikčční místoní místo  

55´́G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.33´́

2x2x

1x1x

0
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Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :
a) pro linearizaci dané cirkulární strukturya) pro linearizaci dané cirkulární struktury
b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.

G / GATCCG / GATCC  Bam HIBam HI  
CGAT / CGCGAT / CG  Pvu IPvu I  

T / CGAT / CGA  Taq ITaq I  
restrikrestrikčční místoní místo  

      AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA CC      

   TT                                                                         TT   

CC                                                                               GG
   GG                                                                         TT   

      AA TT TT GG GG AA TT CC CC GG GG CC TT AA GG GG CC TT AA TT CC GG AA GG      

Úkol č. 2, str. 72Úkol č. 2, str. 72

Identifikace restrik ních místč

2 místa - vyštěpení2 místa - vyštěpení

1 místo - linearizace1 místo - linearizace
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Analýza Southernova blotu. 
Popis metody

http://www.ac-creteil.fr/biotechnologies/doc_southernblotting.htm
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Southern blot – animace
externí soubor

http://www.ac-creteil.fr/biotechnologies/main-biomol.htm



DNADNA SondaSonda

ZahřátíZahřátí
(denaturace)(denaturace)

OchlazeníOchlazení
(renaturace)(renaturace)

Southern blot – hybridizace sondy

12



Úkol č. 4, str. 74     Úkol č. 4, str. 74     Gen GGen G  

1 kb1 kb

5´5´ 3´3´

Taq ITaq I

EcoR IEcoR I

*

sonda:sonda: cDNAcDNA genomovágenomová

13



Úkol č. 4a, str. 74     Úkol č. 4a, str. 74     Gen GGen G – prosté štěpení – prosté štěpení

1 kb1 kb

5´5´ 3´3´

Taq ITaq I *

Výsledky:Výsledky:

a)   a)   na 4 nebo 5 fragmentů: 3kb,  8kb,  6kb/2kb+4kb,  7kbna 4 nebo 5 fragmentů: 3kb,  8kb,  6kb/2kb+4kb,  7kb

5´5´ 3´3´

14



Úkol č. 4b, c, str. 74     Úkol č. 4b, c, str. 74     Gen GGen G – Southern blot s cDNA sondou – Southern blot s cDNA sondou

1 kb1 kb

5´5´ 3´3´

Taq ITaq I *

Výsledky:Výsledky:

5´5´ 3´3´

b)  b)  3 fragmenty: 3kb,  8kb,  7kb3 fragmenty: 3kb,  8kb,  7kb c) nec) ne
15



Úkol č. 4d, str. 74     Úkol č. 4d, str. 74     Gen GGen G – Southern blot s genomickou  – Southern blot s genomickou 
         sondou         sondou

1 kb1 kb

5´5´ 3´3´

Taq ITaq I *

Výsledky:Výsledky:

5´5´ 3´3´

d) d) Ano      4kb (alela +)   6kb (alela -)Ano      4kb (alela +)   6kb (alela -)
16



EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11
EE22EE22 EE22 EE22EE22 EE22

2 cM2 cM

MM
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11
EE22EE22 EE22 EE22EE22

2 cM2 cM

PP
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

EE1 1 – restrikční endonukleáza 1– restrikční endonukleáza 1
EE22 – restrikční endonukleáza 2 – restrikční endonukleáza 2
M – fragment maternálního chromosomuM – fragment maternálního chromosomu
P – fragment paternálního chromosomuP – fragment paternálního chromosomu
↓↓  - místa štěpení restriktázami (cílové sekvence)- místa štěpení restriktázami (cílové sekvence)
2cM – vzdálenost sledovaným genem a místem, kde hybridizuje sonda, resp. 2cM – vzdálenost sledovaným genem a místem, kde hybridizuje sonda, resp. 
místem restrikcemístem restrikce

Mimogenová sonda

17



MM

EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11

2 cM2 cM

PP
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

Mimogenová sonda – št pení restriktázou E1ě

Ačkoli restriktáza E1 bude štěpit DNA ve všech restrikčních místech, na 
autoradiogramu detekujeme jenom fragmenty, na které hybridizovala sonda, a ty 
jsou u obou chromozómů stejně dlouhé – 

jedinec je homozygot v délce restrikčních fragmentů.

EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11

2 cM2 cM

sledovaný gensledovaný gen sondasonda

E1

autoradiogram

18



MM

EE22EE22 EE22 EE22EE22

2 cM2 cM

PP
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

Mimogenová sonda – št pení restriktázou E2ě

Ačkoli restriktáza E2 bude štěpit DNA ve všech restrikčních místech, na 
autoradiogramu detekujeme jenom fragmenty, na které hybridizovala sonda, a 
fragment vyštěpený z maternálního chromozómu je kratší – 

jedinec je heterozygot v délce restrikčních fragmentů.

EE22EE22 EE22 EE22EE22

2 cM2 cM

sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

E1

EE22

autoradiogram

E2

19



11

Rodina je tzv. Rodina je tzv. neinformativníneinformativní. . 
Všichni jsou homozygoti v délce Všichni jsou homozygoti v délce 
restrikrestrikččních fragmentů. (ních fragmentů. (RodiRodičče e 
heterozygoti ve sledovaném genuheterozygoti ve sledovaném genu). ). 
Nevíme vNevíme vššak, který fragment 1 ak, který fragment 1 
ppřředali, zda s mutovanou nebo edali, zda s mutovanou nebo 
zdravou alelou.zdravou alelou.

11
22

Rodina je jen částečně Rodina je jen částečně 
informativní, protoinformativní, protožže nelze e nelze 
rozhodnout, se kterým rozhodnout, se kterým 
fragmentem je ve vazbfragmentem je ve vazběě
mutovaná alela u otce a matky. mutovaná alela u otce a matky. 
Nicméně, druhý potomek je Nicméně, druhý potomek je 
homozygot AA nebo aa.homozygot AA nebo aa.

20



11
22

Z otcovy strany fragment 2 ve vazbZ otcovy strany fragment 2 ve vazběě  s  s 
mutovanou alelou, protomutovanou alelou, protožže postie postižžený syn ený syn 
má fragment 2 od otce. Matka je totimá fragment 2 od otce. Matka je totižž
homozygot (1,1) a tudíhomozygot (1,1) a tudížž  p přředává edává 
potomkpotomkůům pouze fragmenty 1. Nelze ale m pouze fragmenty 1. Nelze ale 
rozhodnout, zda druhému dítrozhodnout, zda druhému dítěěti pti přředala edala 
fragment se zdravou nebo mutovanou fragment se zdravou nebo mutovanou 
alelou. Druhé dítalelou. Druhé dítěě  bude bu bude buďď  v 50%  v 50% 
postipostižženo nebo v 50% peno nebo v 50% přřenašeenašečč..

Zde nebude analýza úspZde nebude analýza úspěěšná, šná, 
chybí-li DNA zemchybí-li DNA zemřřelého elého 
syna. Riziko 25%. Rodisyna. Riziko 25%. Rodičče e 
jsou heterozygoti – mjsou heterozygoti – měěli li 
postipostižžené dítené dítěě AR chorobou AR chorobou  

21
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22

PostiPostižžený syn je homozygot ený syn je homozygot 
v délce restrikčních fragmentů v délce restrikčních fragmentů 
(1,1). Z toho plyne, (1,1). Z toho plyne, žže fragmenty e fragmenty 
1 jsou u obou rodi1 jsou u obou rodiččů ve vazbů ve vazběě s  s 
mutovanou alelou. Jestlimutovanou alelou. Jestližže druhé e druhé 
dítdítěě je homozygot (2,2), znamená  je homozygot (2,2), znamená 
to, to, žže bude zdravý homozygot ve e bude zdravý homozygot ve 
sledovaném genu.sledovaném genu.

11
22

Otec (1,1), matka (1,2), postiOtec (1,1), matka (1,2), postižžený syn ený syn 
(1,2) musí mít fragment 1 od otce a od (1,2) musí mít fragment 1 od otce a od 
matky fragment 2, který je ve vazbmatky fragment 2, který je ve vazběě  
s mutovanou alelou. Druhé díts mutovanou alelou. Druhé dítěě (1,1) má  (1,1) má 
od matky fragment 1, který nese zdravou od matky fragment 1, který nese zdravou 
alelu a od otce také fragment 1, ale alelu a od otce také fragment 1, ale 
nevíme, zda s mutovanou nebo zdravou nevíme, zda s mutovanou nebo zdravou 
alelou. Prognóza: 50% heterozygot, 50% alelou. Prognóza: 50% heterozygot, 50% 
zdravý homozygot ve sledovaném genu - zdravý homozygot ve sledovaném genu - 
fenotypovfenotypověě zdravé. zdravé.
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Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu 
sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

11
22

II

IIII

1

1

2

2 3

aaaa AAAA
aa aa

AA AA

Úkol č. 1a, str. 80Úkol č. 1a, str. 80
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Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu 
sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

11
22

II

IIII

1

1

2

2 3

aaaa AAAA
aa

aa
aa

AAAAAA

II/2  ne II/2  ne 

II/3 anoII/3 ano

Úkol č. 1a, str. 80Úkol č. 1a, str. 80
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Úkol č. 1b, str. 81Úkol č. 1b, str. 81

11
22

II

IIII

11

11

22

22 33

Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu 
sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

II/2  AA nebo Aa II/2  AA nebo Aa 

II/3  AA nebo AaII/3  AA nebo Aa

VyšetVyšetřření je neúspení je neúspěěšné (neinformativní z hlediska uršné (neinformativní z hlediska urččení heterozygocie ení heterozygocie 
jedinců II/2 a II/3).jedinců II/2 a II/3).

AaAa
AaAa

aa
aa
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Úkol č. 1c, str. 81Úkol č. 1c, str. 81

11
22

II

IIII

11 2

332211

Je dcera II/3 pJe dcera II/3 přřenašeenašeččkou (heterozygot) pro mutovanou alelu kou (heterozygot) pro mutovanou alelu 
sledovaného GR onemocnsledovaného GR onemocněění? (vazba úplná)ní? (vazba úplná)

XX++YY XX++XXhh

XXhhYY XX++YY

XXhh

XX++XX++ XX++ XX++

II/3 anoII/3 ano

XXhh

XXhh
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11
22

II

IIII

1 2

321

Úkol č. 1d, str. 81Úkol č. 1d, str. 81

Je dcera II/3 pJe dcera II/3 přřenašeenašeččkou (heterozygot) pro mutovanou alelu kou (heterozygot) pro mutovanou alelu 
sledovaného GR onemocnsledovaného GR onemocněění? (vazba úplná)ní? (vazba úplná)

II/3 II/3 nene

XXhh XXhhXX++

XX++ XX++
XX++

XX++
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