Vysetrovaci metody v genetice



Specifika lidske genetiky

humanni genetika se liSi od genetiky rostlin , hub, zZivoCichu a
bakterii

moralni a etické duvody

Clovék ma zivot velmi malé mnozstvi potomku

fenotyp je do velké miry ovlivhovan vnéjSim prostfredim (socialni
podminky) - polygenni znaky

generacni doba Cloveka je velmi dlouha

genetik muze sledovat maximalné 4 generace

slozitost lidského genomu
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Metody:

studium rodokmenu — genealogicka metoda

. vyzkum dvojCat — metoda gemelilogicka

. metody populacni genetiky

. studium karyotypu — cytogenetické metody

. metody biochemické a molekularne genetické



Genealogicka setreni

Da se zjistit riziko postizeni sledovanym onemocnenim
zakladem je sestaveni rodokmenu

generacni doba Cloveka = 20 — 25 let > maximalne se
zkoumaji 4 generace

u monogennich znaku Ize zjistit :
znak podminen dominantni / recesivni alelou
znak je na autozomu/ gonozomu



vysledek zkoumani:

* urceni miry pravdepodobnosti vyskytu choroby
u potomku

* zakladni metoda pri diagndze dedicnych chorob
* pouzivany mezinarodni symboly



Genealogie
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Prince Albart
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4 children of 8
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Athlone)
6 children of 34
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d d d d d d
Waldemar Henry Alends Rupert Alfanao Gonzalo
(died at 56) {died at 4) {murdered) (died at 21) (died at 31}  (died at 20)



Gemelilogicka metoda

* vyzkum monozygotnich dvojcat (maji stejny genotyp)

* fenotypove odchylky jsou projevem nededicné slozky
promenlivosti

* studiem fenotypové shody a rozdilu u MZ a DZ dvojCaty lze
stanovit miru vlivu dedicné a nededicné slozky promenlivosti

* choroba s vysokou heritabilitou > dedicnha choroba, Ize
predpovedet

* choroba s nizkou heritabilitou > lepe |éCitelna



Populacni genetika

genetika neni uzce zamerena jen na jednotlivé organizmy, ale
umoznuje sledovani urcité populace

jedinci populace maji spoleCny genofond (prfesnegji vSech alel
vSech genu), které si mohou vyménovat
genofond se zjistuje statistickym zpracovanim genotypu a
fenotypu dostatecné velkého mnozstvi jedincu
genetika populaci pracuje se 2 modely populaci: autogamicka a
alogamicka

zmény genetické informace v prubéhu mnoha a mnoha

generaci jsou pak spojené s fenoménem evoluce




Populacni genetika

Autogamicka (inbredni) populace

> Mala populace nebo omezeni vybér zpusobem rozmnozovani a
omezeny vyber partneru

-V populaci klesa zastoupeni heterozygotu a pfibyva homozygotu
> Po mnoha generacich se objevuiji Cisté linie (xx)
» Heterozygoti z populace vsak nikdy nevymizi

>V téchto populacich je zvySena pravdepodobnost chorobnych alel
v homozygotni kombinaci

> Napfr.: pribuzenské snatky v slechtickych rodech (hemofilie),
v izolovanych skupinach (pfirodni kmeny)



Populacni genetika

Alogamicka populace

»vytvareji ji organizmy, u kterych novy jedinec vznika splynutim 2 gamet
od ruznych jedincu téhoz druhu, nahodny vybér partneru

»Panmiktické populace ... idealnim pfipadem alogamické populace
» Geneticka struktura se neméni, udrzuje se rovnovaha

Populace obvykle nelze jednoznacné zarfadit, existuje fada pfechodu.



Vlivy pusobici na genofond

»Mutace - vznikaji nové alely v§ak s nizkou ¢etnosti, na vyvoj populace maly vliv
> Selekce - Kladni selekce — zvySené uplatni jedincu s vyhodnou alelou

- Negativni selekce — eliminace jedinct s méné vyhodnou alelou
»Podstata pfirozeného vybéru
» Geneticky drift — nahodné zmény ve frekvenci vyskytu alel v populace. Nékteré
alely se vyskytuji Castgji, jiné méné Castéji v dané populaci. A muzou vymizet i
vyhodné alely.
»Migrace — obohacovani genofondu o nové pfichozi — imigrace; ochuzeni o odchozi
- emigrace
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Cytogenetika

* zkouma sestavu chromozomu (pocet, tvar, struktura)
* chromozomové aberace

* hlavni vySetrovaci metody:

* klasicka cytogeneticka analyza chromozomu barvenych
G-pruhovanim nebo jinymi barvicimi technikami

* fluorescencni in situ hybridizace (FISH) - molekularne
cytogeneticka vysetreni



Metody cytogenetiky

Klasicka metoda

» Bunky periferni krve, plodové vody nebo tkani je mozno v rustovych médiich za pfisné
sterilnich podminek namnozit.

» Specialnim postupem se bunky zastavi ve stadiu mitézy, kdy jsou chromozomy vysoce
spiralizované a vhodné pro cytogenetickou analyzu.

» Pak se preparaty nabarvi tzv. G-pruhovanim, tim je umoznéno rozliSeni jednotlivych
paru chromozomu a vyhodnoceni karyotypu klasickou cytogenetickou analyzou

FISH

» Metoda umoziuje pomoci fluorescenéné znacenych sond vizualizaci konkrétnich gena
nebo oblasti chromozomu nejen na mitézach, ale i v interfaznich jadrech a prokaze i
malé zmeny, které klasickou cytogenetickou analyzou neni mozno stanovit
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Molekularne genetickeé techniky

Prukaz DNA/RNA (chybové alely)

Monogennée podminene a polygenne podminené
choroby

Onkogenetické choroby
Jina vyuziti — identifikace osob



PCR

Polymerazova retézova reakce (PCR, z anglickeho Polymerase
Chain Reaction)

metoda rychlého a snadného zmnozeni Useku DNA zalozena
na principu replikace nukleovych kyselin

useky DNA, které se maji namnozit (amplifikovat) musi byt
ohraniCeny na zaCatku a na konci tzv. primery (kratkymi
oligonukleotidy DNA)

PCR slouzi k vytvofeni az mnoha miliont exaktnich kopii
vzorového fragmentu DNA o maximalni délce 10 tisic
nukleotidl (v nékterych pripadech bylo dosazeno délky az 40
tisic, coz umoznuje provést analyzu DNA i z velmi malého
vzorku



PCR

« Zakladnim principem PCR je opakovana
fizena denaturace dvouretézcové DNA a nasledna renaturace
osamocenych fetézcu se specifickymi oligonukleotidy, které
jsou v reakCni smeési v nadbytku.

* Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu
noveho retézce DNA. Amplifikace DNA probiha v opakujicich
se cyklech.

* Metody se vyuziva nejenom k védeckym potrebam, ale
napriklad i ke kontrole potravin, geneticky modifikovanych
slozek, nebo v kriminalistice pfi identifikaci osob.
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Genove mapovani/Mapovani genomu

= cilem genetického mapovani je urcit pofadi gent a jejich vzdalenosti
na chromozomech

> kolik m& organismus chromozomdi
> na kterém chromozomu se jaky gen nachazi

> V jakém poradi jsou geny na chromozomu umistény; jak jsou od sebe geny
vzdaleny

Pro stanoveni poradi a vzdalenosti gendi na chromozomech se vyuziva zakond
genove vazby.

Pocet chromozomdl Ize stanovit béZnymi mikroskopickymi technikami pomoci
vhodného cytogenetického barveni.

V soucCasné dobé je jiz bézné sekvenovani, coz je proces, béhem ktereho
zjistime kompletni sekvenci nukleotid( jaderné molekuly DNA organizmu.
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Genove mapovani/Mapovani genomu

Genomika=obor genetiky, ktery se zabyva studiem genom( organismu.
Spada sem predevsim ziskavani sekvenci DNA organism(, genetické mapovani
a anotace genoml, tedy hledani genl a dalSich funkénich elementt (snaha urcit
vyznam sekvence) a intergenomicky vyzkum, tedy snaha srovnavat genomy
rznych organismd.

Velké mnozstvi genl (prfesnéji jejich mutovanych forem) bylo objeveno az jako plvodci
riznych dédi¢nych onemocnéni. | obecné plati, Ze nejlépe funkci genu pozname, kdyz
mutaci tento gen vyradime z funkce.

Vzhledem k tomu, Ze z etickych dlvod( nelze provadét cilenou mutagenezi a nékteré dalsi
pokusy na Clovéku, jsou pro dalSi vyzkum lidského genomu nedocenitelné vysledky
ziskané u jinych organism, které jsou potom porovnavany s dosavadnimi vysledky
vyzkumu u Clovéka (komparativni genomika).



Sekvenovani

* Sekvenovani DNA (téz sekvenace Ci sekvencovani,
mnohdy také ,Cteni“ DNA) je souhrnny termin
pro biochemické metody, jimiz se zjiStuje poradi
nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA.

» =urCeni pfesné sekvence nukleotidu v iseku DNA

* byly vynalezeny dvé metody - Sangerova a Maxam &
Gilbertova.



Sekvenovani

Sangerova technika

* Vybrana sekvence se vlozi do reakCni smési, jez obsahuje vhodny radioaktivne
oznaceny primer, DNA polymerazu, zasobu Ctyf esencialnich
deoxyribonukleotid(l, ale navic také jeden ze ¢tyr dideoxynukleotidd.
Dideoxynukleotid je schopen se zaclenit do replikujici se DNA, ale nasledné
zastavi elongaci fetézce, protoZze nema OH skupinu, na niz by se pfipevnil dalsi
nukleotid. Kazdy dideoxynukleotid se vlozi do jedné ze Ctyf nadob se vzorkem a
vSechny replikované sekvence v dané nadobeé tedy zakonité skonci
dideoxynukleotidem svého typu.

* Vysledkem je smés rizné dlouhych sekvenci DNA, které zacinaji radioaktivnim
primerem a konci danym dideoxynukleotidem. KdyZ se sefadi na elektroforéze
podle délky, m{zeme snadno porovnanim ¢tyr vedle sebe umisténych
elektroforetickych gelll zjistit, jak za sebou nasledovaly nukleové baze ve
zkoumané sekvenci DNA.
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Restrikcni enzymy

* RestrikCni endonukleazy jsou enzymy, které jsou schopny
Stepit dvousroubovici DNA v urcCitych specifickych
sekvencich.

* Mista rozpoznavaneé restrikCnimi endonukleazami jsou
vetsSinou palindromatickeé sekvence (palindromatické
sekvence maji stejné poradi nukleotidl ¢tené ve sméru od
5" konce na obou dvou viaknech DNA).

5'GAATTC 3
3'CTTAAG 5



Restrikcni enzymy

* Existuje relativneé velké mnozstvi takovych to endonukleaz
(izolovanych z rliznych bakterii)

* tudiz mame i velké mnozstvi moznosti na vystépovani
zadanych Usekl DNA (existuji tzv. restrikéni mapy, kde
jsou v genomovych sekvencich naznaCena mista, kde Ize
sekvenci urcitou endonukleazou Stepit)

* prvnim vyznamem je tudiz vystépovani pozadovanych
(k dalSimu pouziti) DNA sekvenci z delSiho useku DNA

* v diagnostice dedicnych chorob se potom vyuziva takzvané

restrikCni analyzy, zalozené na polymorfizmu délky
restrikénich fragmentl RFLP



Restrikcni enzymy
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

* jedna se o to, ze ruzni lidé maji riznou DNA sekvenci (zvlasté
v nekddujicich oblastech DNA, kde se rlizné varianty nijak
fenotypoveé neprojevuiji), tudiz maji i rizné umisténa mista, kde
mohou restrikCni endonukleazy Stépit

» Zaroven se vyuziva skutecnosti, Ze pfi riznych genetickych
mutacich mohou byt urCité sekvence DNA deletovany, nebo
naopak pridany.

* Po Stépeni urcCité sekvence DNA (ve které se nachazi i
sledovany gen) restrikCni endonukleazou ziskame nestejnée
dlouhé fragmenty DNA, které miUzZeme elektroforeticky rozdélit a
nasledne vyhodnotit.



Genove inzenyrstvi

= cilena zmeéna genetické informace (genomu)
typy zmeén dle principu:

1. Pridani genu
2. Delece genu
3. Vyména genu

* genove inzenyrstvi x klasickeé slechténi (mutace, selekce...
principy klasické dedicnosti)



Genove inzenyrstvi

NORMAL GENE X
I 1

J |\

-

GEMNE
REPLACEMENT

'
\

only mutant gane 1S actieve

GEME
ENOCEOUT

'

na active gana
W B T

~

GEME
ADDITION

¥

! v

both opnes are active




Genove inzenyrstvi vs. dedicnost

* pro klasickou dédi¢nost organizmu plati - vertikalni
pFfenos DNA : "shora - doll"; mySleno z generace na
generaci

* metody genetického inzenyrstvi umoznuiji -
horizontalni prenos: prenos mezi jednou generaci

* pienaSenou DNA umime jiz i upravovat a ruzné
modifikovat, Ci dokonce syntetizovat umele




Geneticka prevence, poradenstvi a
leécba



Genetické prevence a poradenstvi

* vyznamna slozka preventivni mediciny a Iékarskeé genetiky
* oddéleni Iekarské genetiky — nemocnice
e v ¢em spociva:
* specializovana konzultace
* genealogicka studie partnert
* specializovana laboratorni vysSetreni (potvrdit/vylougit podezfeni na genetickou z&téZ v roding)
* upresneni diagnozy
* stanoveni rizika narozeni postizenych déti v rizikové rodine

* pripadné doporuceni K interrupce

zasadni zasadou genetického poradenstvi: zaruka svobodného rozhodnuti rodicu.



Genetické poradenstvi- kdo

pary planujici dité
rodiny s vyskytem dedicného onemocneni, chromozomove aberace,
vyvojove vady
pary léCene pro poruchy reprodukce
téhotné zeny se zvysenym rizikem postizeni plodu
pribuzenské pary
osoby se zvySenym rizikem indukovanych mutaci (vliv zevniho prostredi)
darci gamet
pacienti s onkologickym onemocnénim

dité (zvlastni projevy a znaky, vvv)



Geneticke poradenstvi - cil

Stanovit presnou klinickou diagnozu

a na jejim zakladé vyslovit pro danou rodinu genetickou
prognozu se vsemi dusledky.



Pristupy

Eufemicky = upravuje jen fenotyp (plasticka chirurgie, uprava stravy u dédi¢nych
intoleranci)

> neovliviiuje genotyp
» zvysSeni zivotaschopnosti postizenych
» zvySovani Cetnosti alel v genofondu
Eugenicky = snazi se pfechazet dédicné zatézi
Eugenika = veda usilujici o zlepsSeni biologické a psychicke kvality lidské populace
» nejucinnéjsi omezovani moznosti narozeni postizenych jedincu
» nejucinnéjSi omezovani moznosti pfenosu nepfiznivych alel do dalSich generaci

Eugenickym pristupem vznika tézko resSitelny rozpor: frekvence defektnich alel
v populaci roste diky mediciné (zachrani se jedinci s vaznymi dédiCnymi chorobami).



Geneticka prevence - urovné

Primarni geneticka prevence = preventivni postupy,
které muzeme nabidnout pfed (optimalné planovanou)
graviditou

Sekundarni geneticka prevence = preventivni
postupy, ktere muzeme nabidnout po poceti



PGP

* Reprodukce v optimalnim veku

* Vitaminova prevence rozstépovych vad

* Prevence spontannich a indukovanych mutaci
* OcCkovani proti rubeole, prevence infekci

* PrekoncepcCni a perikoncepcni péce

* Genetické poradenstvi



Reprodukce v optimalnim véku

* S vékem Zeny stoupa riziko vzniku nahodné vrozené chromozomové aberace u potomku (hranice ??7? let)
* S vékem muzu se muze zvySovat i riziko de novo vzniklych monogenné podminénych onemocnéni
Prevence spontannich a indukovanych mutaci

e Zdravy zivotni styl

* Planované rodiCovstvi

* Omezeni Skodlivin (I€ky, pracovni prostredi)

Ockovani proti zardénkam, prevence infekci

* Prevence rubeolové embryopathie

* Prevence vrozené toxoplasmozy

* Cilené vysSetreni pfi riziku infekEniho onemocnéni téhotnych

Vitaminova prevence rozstépovych vad

* Kyselina listova v davce 0,8 mg denné 3 — 6 mésicl pfed planovanym pocetim a do konce 12. tydne
gravidity



PGP — preventivni opatreni

»Geneticka porada
»Prekoncepéni konzultace oSetfujiciho I€kafe nebo specialisty
» Specializovana vysSetfeni (ziskanych chromozomovych aberaci)

Kontracepce - zabrana pocCeti doCasna pfi Casove omezeném vlivu rizika (IéCba)
Sterilizace — zabrana poceti pfi dlouhodobé vysokém riziku postizeni u potomku

Adopce
Darcovstvi gamet - mozZnost darcovstvi spermii, oocytu, embrya



SGP

1. prenatalni diagnostika
* Screeningova vysetreni
* Cilena vysSetreni

* Neinvazivni a Invazivni metody

2. postnatalni diagnostika

* Novorozenecky screening — laboratorni vySetreni na nekteré
genetické choroby ze sucha kapky krve



Novorozenecky screening
https://www.novorozeneckyscreening.cz/

Kongenitalni hypotyreéza (CH)
Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH)
Argininémie (ARG)
Citrulinémie I. typu (CIT)
Deficit MCAD

Deficit VLCAD

Deficit biotinidazy (BTD)
Deficit LCHAD

Deficit CPT 1

Deficit CPT 2

Deficit CACT

Fenylketonurie (PKU) a hyperfenylalaninemie (HPA)
Glutarova acidurie 1 (GA1)

Homocystinurie z deficitu CBS

Homocystinurie z deficitu MTHFR

|zovalerova acidurie (IVA)

Leucinéza (MSUD)

Cysticka fibréza CF



SGP

* Prenatalni screening vrozenych vad a chromozomovych aberaci
* Cilena invazivni i neivnazivni prenatalni diagnostika
* PreimplantacCni diagnostika

* Prenatalni a perinatalni managment tehotenstvi ze zjiStenou vyvojovou vadou
nebo dédiChou nemoci

* Prenatalni terapie - pokud je mozna

* PfedCasné ukonceni tehotenstvi

* Postnatalni screening

* Zabrana klinické manifestace dédicného onemocnéni v predklinickém obdobi
* Postnatalni péece a terapie

* Retrospektivni genetické poradenstvi



Genova terapie predstavuje léCbu pomoci upravy genetické
informace

Prvni pripady teto IéCby jiz byly vyzkouseny i na lidskych pacientech

Pro soucCasnou experimentalni genovou terapii jsou vybirany
choroby, pro které jina leCba neexistuje a které maji velmi tezky,
Casto letalni prubéh

PUvodné pouze monogenné podminéné choroby

V soucasnosti je pozornost soustredéna na imunodeficitni choroby a
rakoviny



Genova terapie - podminkyy

Znalost presné priciny genetické choroby - pfesny gen(y), jeho umisténi,
povahu produktu

Znalost patologického procesu vzniku onemocnéni (nedostatecné
mnozstvi produktu, tvorba patologicky pusobiciho produktu
mutovaného genu apod.)

Patologicky totiz mUZzZe pusobit jak deficit normalniho genového produktu, tak i
pozméneny produkt mutovaného genu.

Znalost presné sekvence zkoumaného genu.

Vybér vhodného vektoru — nosicCe (retroviry, adenoviry) a cilovych
bunék pro aplikaci

Souhlas pacienta



Podle patologickeého mechanizmu:

 patologicky nedostatek genového produktu - potom staCi dodatec¢né
zafazeni nemutovaného genu kamkoliv do genomu prislusnych
bunek

* patologicky pusobi pozménény produkt mutovaného genu - je nutné
bud’ opravit mutovany gen (to by byla prava kauzalni terapie —
odstranéni pri€iny) nebo zablokovani tohoto genu (odstranéni genu,
zamezeni transkripce...). S tim souvisi i zajisténi fyziologické aktivity
tohoto genu (posileni, nebo utlumeni transkripce, je-li potfeba).
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DNA vakciny

obsahuji DNA nebo mRNA kodujici vhodny antigen,
nikoli primo dany antigen

telo nasledne produkuje cizorody antigen
komplikace —slaba imunitni odpoved

ve stadiu vyzkumu: HIV, SARS, malarie, ebola,
nadorova onemocneéni
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* Vyhody vs. nevyhody
* Velmi vysoka financni narocnost takoveéto terapie.
* Technicka a technologicka narocCnost.

* Nizka Uspésnost terapie, pokud jsou problemy
s "uchycenim" vnasené genetické informace.

* Genova terapie je eticky problematicka.
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* Bude potreba presneé vymezit hranici mezi tim, na co je
jeste etické genovou terapii pouzit a na co uz ne.

* Budou v budoucnosti "déti na objednavku"?

* Pokud budeme umét vytvaret deti bez genetickych chorob
- nemohly by tyto deéti byt take fyzicky zdatnejsi?

* Budeme si moc urc€it barvu oci, vlasu ¢i vySku naSich déti?
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