Prima diagnostika dedi¢cnych chorob analyzou
nukleovych kyselin

Umoznuje zachytit a identifikovat mutaci zodpovédnou za onemocnéni u postizenych a ve sledované rodiné.

Podminkou je znalost lokalizace genu a znalost jeho standardni sekvence. Nabizeji moznost odhalenf
heterozygotniho prenasec¢e mutované alely i u jedince, v jehoz pribuzenstvu postizeny jedinec neni zndm. Vysetreni
zacina v Usecich genu s nejvyssim poc¢tem mutaci.

Metody, které zachyti jakoukoliv odchylku od standardni sekvence
DNA

Vétsina metod vyuziva k detekci PCR. U vétsiny genl nelze provést vysetreni v jedné reakci a to z ddvodu jejich
velikosti. Pomoci zvolenych primerd jsou postupné amplifikovany jednotlivé Useky genu.

Analyza heteroduplexi

Zalozena na detekci chybného parovani bazi (mismatch). K tomu dochazi pfi
hybridizaci komplementarniho vidkna DNA standardniho a mutantniho typu, kdy
vznikaji hybridni molekuly DNA - heteroduplexy. Vytvareji se v mistech s Heteroduplexni analyza
delecemi nebo inzercemi nékolika bazi. Principem je rozdilna elektroforeticka
mobilita dsDNA v pripadé dokonalé a nedokonalé komplementarity.
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DGGE
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis. Vychazi z rozdilného bodu tani v el
zavislosti na sloZzeni dsDNA. Heteroduplexy a homoduplexy - migruji pfi
elektroforéze gelem s linedrné se zvysSujicim mnozstvim denaturacnich ¢inidel. V
misté, kde koncentrace denaturacnich cinidel odpovida teploté, pri které dochazi
k ¢astecné denaturaci DNA, se migrace parcialné denaturovaného Useku DNA

Obecné schéma heteroduplexni
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znacné zpomali nebo zastavi. DNA heteroduplexy jsou méné stabilni a proto ey
se jejich vldkna ¢aste¢né separuji drive nez vlidkna homoduplexd - zpomali svou
mobilitu v gelu a migruji do jiné pozice. [ MR AR
2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance DGGE. CG—’; .
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High Resolution Melt

Detekce mutaci a polymorfism0 v dsDNA. Vyhodou metody je rychlost a levnost.

Postup: PCR - HRM analyza = zvysSeni teploty na teplotu tani, coz vede k separaci
vldken DNA. Proces je mozné zachytit v redlném case. Navazani fluorescencniho
barviva na DNA.

Priibéh DGGE a CG svorka

Chemické nebo enzymatické $tépeni heteroduplexu

Technika mismatch cleavage. St&peni jednovldknového mista - tam, kde neni Gplnd komplementarita obou vidken.
Elektroforesa v denaturovaném gelu - prikaz pritomnosti Stépenych nebo nestépenych fragmentl testované DNA.

Zachyt velkych deleci

Delece postihujici cely exon nebo gen nejsou béznymi metodami identifikovatelné. Lze je odhalit pomoci metod
Southern blotting. V pripadé rozsahlych deleci Ize vyuzit metoda FISH.

Real time PCR

Zjisténi presného poctu kopif urcitych sekvenci nukleové kyseliny v burfikach. Umoznuje monitorovat mnozstvi
produktu DNA v kazdém cyklu PCR. Napf. pfi zjisténi hladiny virové infekce, poctu kopii onkogenu.

DNA &ipy

Nejslibnéjsi z modernich metod. Lze vyuzit v kombinaci s poc¢itacovym hodnocenim vysledkd.
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{2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance DNA cipy.
Nasledujici metody se jiz nepouzivaji!
SSCP metoda

Single Strand Conformation Polymorphism Analysis. ZaloZena na analyze ssDNA
(jednovldknova DNA), vyuzivd PCR. Amplifikovany Usek DNA je denaturovén a
nanesen na polyakrylovy gel. Je-li ve vySetfovaném Useku DNA pritomna
mutace, jednovldknovéd DNA zaujme odliSnou konformaci (odliSna pohyblivost
této DNA v gelu). VlIdkna je mozné vizualizovat - radioaktivni znaceni
oligonukleotidd pro PCR. Dvoukanalovy DNA &ip

{2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance SSCP.

RT-PCR

Vychozim materidlem je izolovand RNA, ktera je konvertovdna do cDNA pomoci reverzni transkriptazy a
amplifikovana PCR. Poté je testovana na pritomnost mutaci. Umoznuje testovat vétsi Useky. Zachyti aberantni
sestFih nebo aktivaci kryptického mista sestrihu, které jsou béznymi metodami velmi tézko identifikovatelné.

PTT

Protein Truncation Test. Metoda specifickd pro detekci mutaci, které maji za ndsledek vznik predc¢asného
terminacniho kodonu a tim zkraceni proteinového produktu. Z izolované mRNA je reverzni transkripci a
naslednou PCR pripravena cDNA, dale je provedena transkripce a translace in vitro. Velikost proteinového produktu
testovana elektroforeticky a srovnana s délkou standardniho produktu. Pouziva se pro detekce frameshift a
nonsense mutaci.

Sekvenovani DNA

Vyuziti zejména v zavérecné fazi vySetreni. Odhali odchylky v S o m e w
nukleotidové sekvenci DNA. |

Sangerova metoda g AR AR
Vysledek sekvenace Useku DNA

Nejcastéji pouzivana. automatickym sekvenatorem

Zékladem je pouziti smési standardnich deoxynukleotidtrifosfatt

(dNTPs) a modifikovanych dideoxynukleotidtrifosfata (ddNTPs) pfi pfipravé Gdseku DNA, ktery bude

sekvenovan. Modifikovany ddNTPs ma za nasledek ukonceni syntézy DNA. Vysledkem syntézy DNA je série rlizné

dlouhych molekul DNA, které se v délce liSi vzdy o jeden nukleotid.

Cely proces probiha ve 4 separatnich enzymovych reakcich. Kazda obsahuje - templatovou DNA v jednovldknové
podobé, DNA-polymerasu, primer, 4 dNTPs a modifikovany nukleotid dideoxynukleotidtrifosfat (ddNTPs). V
kazdé ze 4 reakci je jiny ddNTP - ddATP, ddGTP, ddCTP, nebo ddTTP.

Po skonceni sekvenace jsou molekuly DNA separovany kapilarni elektroforézou - produkty prochazeji

kapildrou, kde se déli dle velikosti. Jestlize je do sekvenacni reakce pridan dNTP oznaceny radioaktivné - je mozné
vzniklou DNA detekovat na rtg filmu v podobé viditelnych pruhl véech 4 linii.

Metody detekce specifickych mutaci

Lze je pouzit tam, kde ma vétsSina postizenych v populaci jednu nebo omezeny pocet mutaci Napr. srpkovitd
anémie, cysticka fibroza.

Mutacné-specificka analyza RFLP
V pripadé, kdy mutace vytvari nebo rusi restrikéni misto pro urcity restrikéni enzym a zaroven je pri¢inou

onemocnéni. Metodou PCR dochazi k amplifikaci Useku DNA s restrikénim mistem. Nésleduje restrikce specifickymi
restrik¢nimi enzymy a gelova elektroforéza.

ASO

Alelové Specifické Oligonukleotidy. Syntetizovany k detekci bodové nukleotidové diference v sekvenci DNA.

Diagnostika expanze trinukleotidu

DNA diagnostika v pripadé Huntingtonovy choroby. Amplifikace (PCR) v oblasti genu s vysokym obsahem repetic
(CAG)n. Nésleduje elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Pocet repetic souvisi s rozvojem onemocnéni. Pri
detekci Syndromu fragilniho X je mozné pouzit PCR pro detekci standardnich nebo premutantnich alel. PIné mutace
jsou prilis dlouhé.
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Odkazy
Souvisejici clanky

= Vyhleddvani mutaci
= PCR
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