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ABSTRAKT

Tématem mé bakaiské prace jsou ,Zaklady metod forenzni genetikygoretickacast
se zabyva genetikou vSeobecRredstavuje tentoddni obor a seznamuje s jeho zaklady.
Rychly rozvoj tohoto oboru vedl k ro&éni genetiky do mnoha specializovanych oblasti.

Jednou z nich je prévforenzni genetika.

Praktickacast se zabyva popisem vybranych metod, jejich ¥yuare s¥té i u nas. Po-
rovnava vyhody i nevyhody jednotlivych metod a padatrény prehled o tom, ve kterych

védnich oborech Ize tyto metody vyuZit.

Kli¢ova slova: genetikagdi¢nost, metody, forenzni genetika

ABSTRACT

My bachelor thesis deals with , The basics of Foie@enetics”. The theoretical part is
concerned with genetics in general. It introdutes field of science and acquaints with its
basic principles. Genetics is the science of hgreahd variation in living organisms. A
rapid development of this field has led to dividthg genetics into many specialized bran-

ches. One of them is a forensic genetics.

The practical part involves the description of s@akective methods, their utilization in
the world and of course in the Czech Republicolhpares the advantages and disasvan-
tages of particular methods and gives us brief@atcof fields of science, in which we can

use these methods.

Keywords: genetics, heredity, methods, forensieges
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UvoD

Téma mé bakaiéké prace, ,Zaklady metod forenzni genetiky”, jsemrybrala zarer-
n¢, protoZe je velmi aktualni. Naskytla se mi moznetlédnout hlou)i do védniho obo-
ru, ktery se velmi rychle rozviji, ale na druhotasti je mu, podle mého nadzorgnevana

jen mala pozornost.

Lidé zabyvajici se genetikou se nespokojili jeims e rozlustili geneticky kod. To jim
totiz umoznilo odhalit ficiny nékterych @dicnych onemoceni. DalSim studiem geén
ovliviiujicich procesy v lidskéngle odhalili nap. priciny vzniku rékterych druli nadof,
které jsou Uzce spjaty s mutacemi specifickychig&enetika ma také velky vliv nacléu
nékterych infeknich onemocni. Studiem bakteridlniho genomu pomohla odhaiitiqu
rezistence &kterych bakterii uci antibiotikim. To ma samdejme velky vliv v klinické
medicire.

Zvlastni postaveni mezi genetickymi podobory m& ji®renzni genetika. Vyplyva
z poznatk genetiky, ze znalosti genetického kédu, mutadirammozomalnich odchylek.
Nezabyva se alefiginami vzniku nemoci ani moznostmi jejichch§. Forenzni genetika
slouzi pouze pro pravnicély. Vychézi z poznatk Ze kazdylovék ma swj specificky
geneticky kod. Je tén vylouceno, aby d¥ osoby ndly tento kod naprosto totozny. Fo-
renzni genetika je vyuzZivana ¥ipad hromadnych ne&sti, kdy je pateba identifikovat
obeti. Kriminalisté ji vyuZivaji jak k identifikaci olti, tak samogejme také k uéeni moz-
ného pachatele zZtou. V neposledniact je forenzni genetika vyuzivana také v soudnich

sporech, ve kterych se prokazujiquzenské vztahy, namoii uréovani otcovstvi.

Protoze forenzni genetika je relativimlady obor, chtla jsem rkteré metody, které po-
uziva, strdné popsat ve své praci a poskytnout tak mahped pro pipadné zajemce o

genetiku.
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. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADY GENETIKY

Genetika (genetics) jesda o @dicnosti a prominlivosti. Nazev genetika pochazi od la-
tinského genus (rod). K vyraznému pokroku v rozgejnetiky doslo ve druhé polowi0.
stoleti, kdy byla popsana struktura nukleovych kgse objeven jejich kfovy vyznam pro
pienos genetické informace. Genetika popisuje astlyge pravidla, jimiz seidi prenos
dedicnych znak z rodiovské generace na potomstvo ek, 2004, s. 10). V této sou-
vislosti je teba definovat dva pojmy.édicnost a promnlivost. Dédi¢nost je schopnost
organisnii uchovavat souborédi¢nych informaci (gein) o vytv&eni nejtizrejSich morfo-
logickych znak a fyziologickych vlastnosti a schopnosegévat tento soubor vicendén
neznénény svym potomiim. Pro vSechny organismy je vSak stegharakteristicka i
opana tendence — tendencetonenlivosti neboli variabilie. Je to schopnost organiém
reagovat naiuzné podminky progdi tiznym zpisobem (Chalupova-Karlovska, 2004, s.
129). Prominlivost organismi muze byt podmitina jednak fisobenim faktar vr¢jSiho
prostedi (nap. fyzikalnich, chemickych a geografickych wdivvychovou, socialnim za-
zemim a vz#8anim), jednak genetickymi vlivy, u nichz zalezitoan, které vlohy potomci
od svych rodit zdkdi a jak se jejich vysledna kombinace projekiitporbé konkrétniho
znaku. Genetika je tedyda o a@di¢nosti a prominlivosti. Faktory vijSiho prostedi a
genetické vlivy se i tvorbé variability ¢asto dopiuji (Kocarek, 2004, s. 11). d&di¢nost a
promenlivost pati mezi zakladni vlastnosti Zivé hmoty. Projedgidnosti a prominlivosti
organisnfi maji své zakonitosti a jsou podrafy uspdadanim genetické informace orga-
nismi. Genetické zakonitosti |ze sledovat nejenom u gddrych organisni, ale i na

arovni populaci (Rosypal, 2003, s. 605).

1.1 Historie genetiky

VétSina fedmendelovskych teoriigdicnosti nebyla v podstami¢im jinym nez rozvi-
jenim gedstavy, Zze znaky ratli se rjakym zpisobem misi v&ech (Hatina, Sykes,
1999, s. 13). Jean Baptiste Lamarck (1744-182%ufloval roku 1809 ,evokni“ teorii,
podle niz jedinci ziskavajiggobenim prosédi ukité vyhodné vlastnosti, které pak dale
piendSeji na potomstvo. Tatédiknost ziskanych vlastnosti je podle Lamarcka zékladn
podstatou vyvoje vSech organi&niamarcko¥ teorii vyrazié odporoval fakt, Ze#zenim

rodicovskych jediné vznika znan¢ riznorodé potomstvo. Proto Charles Darwin (1809—
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1882) zformuloval roku 1859 teoriitjpodniho vykru, ktera pedpoklada, Ze variabilita
potomstva je nezbytnou podminkou k selekci jefliaarhodnymi viastnostmi. Jeho dilo
znane ovlivnilo pozdjSi vyvoj genetiky. Také J. G. MendekhDarwinovu praci ,,O -
vodu drulii“ ve své knihova (Kocarek, 2004, s. 48).

Zaklady genetiky vSak polozil az v roce 1865 J.M&ndel na zaklat svych pokus
s KiZzenim hrachu, kdyZ popsal a vy8it zakladni zakonitosti, jimiz sé&di prenos ddic-
nych znak. (Koc¢arek, 2004, s. 10). Mendel jako prvni désk predsta¥, ze se nesti
znaky jako takové, ale jejich zaklady (elementytoTjednotky @di¢nosti byly poprvé
Johannsenem v roce 1909 nazvgeyy(genes). Mendel prezentoval svoji praci ,Pokusy
s rostlinnymi kizenci“ (Versuche Uber Pflanzenhybriden) v roceGL8G mdé Brnénské
piirodowdecké spolénosti a ta ji v témze roce publikovala ve svém sbar (Hatina, Sy-
kes, 1999, s. 15). JiZ v poslednirting 19. stoleti byla zavedena cé#a dileZitych gene-
tickych termirii — Wetné ,genetiky* samotné. Fyzicky popis znaklaného individualniho
organismu se stal jeho fenotypéfanotype). ,Ona &c“, a” uz to bylo cokoliv, ktera do-
vala vysku, vzhled nebo barvu pokoZzky, se staleeggigene)pro tento znak. ,Onen par
jednotek”, ktery segregoval v MendelovychiZenich, se stallelami(allele) daného genu.
Jiz ve 20. letech bylo zji&ho, Ze lze experimentairvyvolat ctdicné zngny geneticke in-
formace,mutace(mutation). Po druhé &iové valce doslo k velkému rozmachu moleku-
larni genetiky (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 1ZByukturu DNA objasnili roku 1954
americky biolog James Dewey Watson a britsky fygiincis Harry Compton Crick, Kie
spole&n¢ pracovali v Cambridgi. Dosgp k zawru, Zze molekula DNA je td@na d¢ma
polynukleotidovymitettzci, které jsou navzajem propojeny vodikovymistky mezi dusi-
katymi bazemi (Koarek, 2004, s. 122).

1.2 Bunka

Burika (cell) je zakladni stavebni a fuimk jednotkou vSech bgtnych organism, je je-
jich organiz&nim zé&kladem (Chalupové-Karlovska, 2004, s. 59).\Wéchny podstatné
slozky potebné k samostatnému Zzivotu: (1) Metabolicky apdfasoubor gkolika set
tisich enzymi, které pemegnuji Ziviny, a tak z nich dilem uvbliji energii nutnou
k Zivotnim projewm buiky, dilem z nich vytvieji stavebni slozky praist buiky. (2) Od

okoli je buika od@&lena plazmatickou membranou, kterd umgé uchovavat vnihi pro-
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stredi buiky a gijimat z vrgjSiho prostedi Ziviny. (3) DalSi podstatnou slozkourky je
DNA a na ni napojeny enzymovy aparat zajj&ci prenos genetické informace pro syntézu
proteini potrebnych pro #st buiky a ctleni buiky na dw¥ zcela identické hiky dceiné
(Rosypal, 2003, s. 27).

Buriku chapeme jako otéeny systém s autoreprodukci, schopny &yylatek, energie
a informaci se svym okolim. i svému okoli je biikka pongrné stalou soustavou a je
schopna existence, i kdyz se jeji okoli ¥itdm rozmezi podminek ¢ni. Je soustavou
velmi dynamickou, neustale v ni probihaji chemipk&mény a geneny energie a infor-
maci, které vedou k udrzeni ustaleného optimalstou. Tyto vlastnosti maji vSechny
bunky, tedy jak buky prokaryotické, tak eukaryotické (Chalupova-Kagké, 2004, s. 59).
Existuje mnoho odliSnych ba&énych typi (nag. epitelialni, jaterni, nervové atd.). OdliSné
druhy metabolismu charakteristické pro kazdydgag typ jsou zajiSovany tiznymi druhy
organel a velkym mnoZstvim cytoplazmatickych enykonkrétnich bugk (Pritchard,
Korf, 2007, s. 14). Biiky jsou primarg odpowdny za veSkerou aktivitu organismuet$i-
na zivotnich du probiha v biikach. Ve srovnani s tisici enzymovymijidv buice jen
pomerné malo enzymovych reakci probihda mimoiky Zdkastrené enzymy jsou oviem

opet produkovany biikami pod kontrolou organismu (Rosypal, 2003, s. 27)

1.2.1 Prokaryota

Do této skupiny pat jednobuiéné organismy (bakterie, sinice a mykoplazmata)ralad
prokaryotickych bu#k je tva‘eno jedinym chromozomem, ktery nazyvamekleoid
(nucleoid). Krond néj obsahuji mnohé bakterie i malé dvouSroubovicowéeiuly DNA,
zvané plazmidy (plasmid), které nesou inaeny rezistencewi antibiotikim. Prokaryo-
tické buiky se rozmnoZzuji nepohlagnvetSinou gicnym cklenim. Podle toho, zda proka-
ryotické buiky vyZaduji ve svém pragdi kyslik, nebo Ziji v jeho né&pomnosti, je dlime

na aerobni, anaerobni a fakultatianaerobni (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 61-62).

1.2.2 Eukaryota

Rostliny, Ziv@&ichové a houby jsou jednobtimé i mnohobu&né. Ve srovnani

s bakterialni biikou je eukaryoticka hika mnohem #Si a slozijSi a evoldné mnohem

mladSi. Je charakteristickd diferencovanym jadr@gadernymi chromozomy a velkym



UTB ve Zliné, Fakulta humanitnich studii 15

mnozstvim membranovych organel (Chalupova-Karloygk®4, s. 63). Eleni jadra je
mitotické a zajiBuje se jim rozé&leni chromozom do dceéinych burgk. VSechny eukaryo-
tické buiky obsahuji mitochondrie. Rostlinnétky kromé mitochondrii obsahuiji plastidy
a z nich pedevsim chloroplasty. Mitochondrie a plastidy jsaembranou oddeny od

ostatniho kompartmentu tky (Rosypal, 2003, s. 8).

1.3 Nukleové kyseliny

Geneticka informace je uloZzena v nukleovych kyselm Velky p@lom ve studiu
nukleovych kyselin nastal v roce 1953, kdyZ Jamedsdh a Francis Crick odvodili, jak
jsou nukleotidy usp@dany uvnit DNA. Watson a Crick &déli, Ze nukleotidy jsou
spojené mezi sebou #etzci. Tato spojeni jsou t¥ena chemickymi interakcemi mezi
fosfatem jednoho nukleotidu a cukrem dalSiho nuideo Dusikaté baze seschto
interakci nedastni. Od jednoho kondettzce ke druhému t¥dbaze linearni posloupnost
(sekvenci), ktera je pro tento konkréteiézec charakteristicka. Je to péaato sekvence
bazi, co odliSuje jeden gen od druhého. Watsoniek @osgli k zawru, Ze se molekula
DNA sklada ze dvoietzca nukleotidi (Snustad, Simmons, 2009, s. 3).

Nukleové kyseliny tvii sice relative malé procento hmotnosti fiky, ale svym vy-
znamem Vv uchovavanifgnosu a vyjaieni (expresi) genetické informace jsou velrilied
Zité a nenahraditelné. Monomery nukleovych kysgou nukleotidy(nukleotide). Kazdy
nukleotid je tvden spojenim organickéusikaté bazéderivaty purinu nebo pyrimidinu),
pentozy(pentose) &yseliny fosforéné (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 53). Pent6zy mo-
hou byt ribdza (ribose) v kysetirribonukleové (RNA) a deoxyrib6za v kyselideoxyri-
bonukleové (DNA) (Rosypal, 2003, s. 39). Nukleotstyspojuji prosednictvim diestero-
vych vazeb a tvé polynukleotidovyietzec (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 53). Délku
fetézal vyjadtujeme pdtem nukleotid, tzv. paru bazi (bp). Zakladni a snad tou nejpod-
statrgjSi vlastnosti nukleotidovyckettzci je schopnost tvit vodikové vazby a vzajem-
nym spojenim mezi bazemi vyt molekuly sestavajici ze dveettzch (Brdicka, 2001).
Kyselina fosforéna se vaze na hydroxyl na uhlikovém atoma 8a hydroxyl atomu 5

diesterovou vazbou. Molekuly nukleovych kyselin itegly 3-konec a 5"-konec.
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Dusikaté baze jsou vzadyyii:
= Dve purinove, tj. adenin (A; Adenine) a guanin (G; Gine).

= Dvé pyrimidinové, tj. cytosin (C; Cytosine) a tymin;(Thymine) v DNA. V RNA

je pak misto tyminu uracil (U; Uracil).

1.3.1 Deoxyribonukleova kyselina

Molekula DNA mize byt jednéettzcova aztyiietzcova. U vifi se setkavame s DNA
jedndetzcovou a dvotetzcovou, zatimco eukaryotické iiky maji jen dvoiettzcovou
(dvouSroubovice (double helix)) DNA (Rosypal, 1997Makromolekula DNA
v eukaryotickych biikdch je tvéena d¥ma protigZznymi polynukleotidovymiietzci,
které jsou Sroubouitstateny a jsou mezi bazemi navzgjem spojeny vodikounistky.
Vodikovymi mistky se spojuji vZdy jedna purinova a jedna pyrinogda baze (Chalupo-
va-Karlovska, 2004, s. 55). Kazda purinova nebanmginova baze spolu s navazanou
sacharidovou molekulou a fosfatovou skupinou vigjianukleotid Usek dvoeetzcové
DNA tudiZz v podstat tvori dva spojené stené fetzce nukleotid. V Uplném zavitu
dvousroubovice DNA je deset @anukleotidi (Pritchard, Korf, 2007, s. 20). Mezi adeni-
nem a tyminem se vytydji dva vodikové riistky a mezi guaninem a cytosineinvodi-
kové mistky. V jednomiettzci DNA se jednotlivé nukleotidy opakuji vaimem sledu a ve
druhém, parovénetézci, je vzdy proti adeninu tymin, proti guaninu asin, proti tyminu
adenin a proti cytosinu guanin. adi jednotlivych nukleotidl v jednomietzci tak gimo
uréuje primarni strukturu druhéhetzce, je jeho matrici. Tato skdtest je picinou vza-
jemné komplementarity bazi v parovyeégiezcich a je podstatou genetického kédovani
(Chalupova-Karlovska, 2004, s. 55). Pravidlo o pard bazi, podle kterého se adenin pa-
ruje s tyminem nebo s uracilem a guanin s cytosjneenobvykle nazyva Watsonovo-
Crickovo (Rosypal, 1997, s. 104-106).

DvouSroubovice ma nasledujici charakteristické :rysy Sestava ze dvou polydeoxyri-
bonukleotidovychietzci Sroubovicovié ovijejicich spol&nou osu neboli osu dvousrou-
bovice. (2) Obaetzce jsou navzajem komplementarni, tj. jejich nulitkavé sekvence
jsou ve vztahu, ktery vyhovuje pravidlu o parovhazi (base-pairing). (3) Na jeden zavit
dvousroubovice ffpada 10,5 pdir bazi, coz odpovida useku o délce 3,4 nm. Vzdatenos

mezi d¥ma pary je 0,34 nm. Pary bazi se vygjauvnitt dvouSroubovice. Baze jsou tedy
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orientovany srérem dovnit dvousroubovice, kdezto jeji #3i ¢ast tvdi opornou struktu-
ru dvouSroubovicové DNA arpdstavuje pateDNA. (4) NejwtSi vzdalenost pate DNA
od osy dvousroubovice je 1 nm. (5) Oba komplemeant@tzce jsou antiparalelni, tj. liSi
se sndrem fosfodiesterové vazby. Pojmem antiparalelizseisozumi orientace komple-
mentarnich polynukleotidovydtetzci ve dvodetzcovych molekulach nukleovych kyse-
lin, ktera je charakteristicka smem fosfodiesterovych vazeb-3+ 5 na jednontetzci a

5 — 3 nafetizci druhém. (6) Plati pro ni Chargaffovo pravidimdle kterého se
stechiometrické mnoZstvi adeninu v di@ttzcové molekule DNA rovnd mnoZstvi tyminu,
mnoZstvi guaninu se rovna mnozstvi cytosinu a peshgér purind a pyrimidini se rovna 1.
(7)V kazdém ze&tyi moznych par AT, TA, GC, CG se vaze purinova baze (purine bases
s pyrimidinovou (pyrimidine bases). (8) Baze jsoanaatické sloteniny a maji proto ro-
vinny charakter. Bhem oté&eni kolem osy dvouSroubovice nabyvaji vSak uwvjeitinotli-
vych pat riznych poloh, které jsou &gny v soustavsouadnic X, y, z. Nap cely par bazi
nelezi vzdy v jedné rovén Roviny proloZené péary bazi jsou navzajemgson poot@eny,
takZe pipominaji listy vrtule. Tato poloha bazi uunitaného paru se ozhge jako vrtulo-
vy zkrut (propeler twist). (9) Jelikoz pary bazbysod osy Sroubovice posunuty, nenéjgn
vzhled dvojité Sroubovice hladky, ale vyzoge se d¥ma zlabky @izné Sfe a hloubky.
VeétSi zlabek (major groove) je Siroky 1,2 nm, men® @m. \KtSi zZlabek je hlubSi nez
mensSi zlabek (minor groove). Oba Zlabky se vyajigoiitomnosti atord schopnych vy-
tvéret vodikové vazby s proteinygtéi Zlabek ve &Si mie nez Zlabek mensi. To ma zna
ny vyznam pro interakci DNA s proteiny v regtriéch oblastech. (10) Jiz bylo nazeao,
Ze poloha, kterou baze vlivem rotace zaujimajirfjena soustavou stadnic X, y, z. Vza-
jemnou rotaci rovin dvou paibazi kolem osy y nabyvaji tyto pary téz polohy. towinné-
ho zkrutu (twist). Roviny parbazi se mohou také posouvat podél osy x nebdly ibu-
tim Fettzci v dvouSroubovici se rozumgkolikanasobné vzajemné o&ni (twisting) jed-

noho DNAfetzce kolem druhého; tite byt pravotdivé nebo levotéivé (Rosypal, 1997,

s. 59-65). I —— Y
P e S SN
" N —H === = = — o N\
Guanin H, Cytosin

Obr.1: Vodikové vazby o
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1.4 Geneticky kod

Geneticka informace je uchovavana v DNA pfedhictvim genetického kédu (genetic
code). Principem je, Ze sekvence sousednich nidkiegch bazi wuje sekvenci amino-
kyselin v gislusné bilkovi. Klicovym prvkem pro spravné fungovani translacegis
informace z MRNA do pgadi aminokyselin v polypeptidovéretzci) je kéd, ktery fifa-
zuje jednotlivé aminokyseliny ke kombinacirhgrilehlych nukleotidovych bazi v mRNA.
Tato informace je fedavana pomoci sadyi thukleotidovych bazi vytig@jicich kodon.
Kazdy koddn je specificky pro danou aminokyseliNugsbaum, 2004Kodon(codon) tj.
poradi ¥ nukleotidi (triplet) kodujici v polypeptidu ditou aminokyselinu nebo signalizu-
jici zatatek, gipadré konec jeho syntézy na ribozomu, je zakladni jekinotgenetického
kodu. Geneticky kod je pak systém pravidel, podéyich jednotlivé kodony duji zaa-
zeni standardnich aminokyselin do polypeptidu (Rakyl997, s. 103). Konkrétre pro
téi protilehlé nukleotidové baze moznygad 64 tripletovych kombinaci. Vzhledem k tomu,
Ze existuje pouze 20 aminokyselin a 64 moznych kbd@tSina aminokyselin je kddova-
na vice nez jednim kodénem. Tento fenomén se nadggénerace genetického kodu
(Nussbaum, 2004). Jednotlivé aminokyseliny jsouckday \&tSinou d¥ma az Sestitiz-
nymi triplety. Naopak zadny triplet née kddovat vice nez jednu aminokyselinu {&o
rek, 2004, s. 124). Vyznamnou vlastnosti genetiokédu je jeho univerzalita. Znamena
to, Ze pifazeni aminokyselin k jednotlivym tripteh je u vSech organisinbez ohledu na
fylogenetické zgazeni stejné. Vyrazné shody v genetickém kédu ahvéeganism pod-
poruji predpoklad, Ze geneticky kod se vip¥hu evoluce vyvinul pouze jednou. Vyio
se Zejm¢ hned na ptatku vzniku Zivota fed roztizreénim organisni do jednotlivych do-
meén,fisi a kmef (Koc¢arek, 2004, s. 143).

Cteni genetického kédu probiha na ribozomech. gedoes, ktery je s@asti translace
a spa@iva v jednosrrném rozeznavani kodérv mRNA antikodonyna tRNA. Antikodo-
nem (antikodon) se rozumi specificky triplet, jelbstednictvim se tRNA fechodr
vaze ke komplementarnimu kodonu na mRNA (Rosy@y/1s. 103). Parovani komple-
mentarnich bazi mezi kodénem a antikodonem na jetlag molekuly tRNA a kovalent-
ni vazba tRNA a fislusSné aminokyseliny na druhé stfgsou tedy podstatoéieni gene-
tického kodu. Specifita tohottieni je utena vyhradé parovanim koddn-antikodén (Hati-
na, Sykes, 1999, s. 105).
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UCG CAU GCC =kodony na mRNA

AGC GUA CGG = antikodony tRNA

[ Sel I His I Al ] = aminokyseliny nesené tRNA

Obr. 2:Cteni genetického kodu

Pritom se geneticky kddte postups po tripletech. Jedna z# thoznosti zpsobucteni
tripleti v nukleotidové sekvenci zaloZzena na pestanoveném patku tohotocteni se
ozna&uje jakocteci ramec. RozliSuji se dva typiecich rama: (1) Oteveny ¢teci rAmec
(open fading frame), titeci ramec vymezeny inigaim a terminénim kodonem tak, ze
muze kodovat souvisly a dostate dlouhy polypetidovyettzec. (2) Uzakenyéteci ramec
(closed fading frame), titeci ramec feruSovany termirimi kodony tak, Zze nefde

koédovat souvisly a dostate dlouhy polypetidovyetzec (Rosypal, 1997, s. 103).

Zakladni vlastnosti genetického kodu Ize shrnoutédbto bodi: (1) Geneticky kod je
tripletovy (fipismenny), tj. kazda aminokyselina je kddovanpaciraukleotid: v nukleové
kyselire neboli tripletem (triplet). (2) Je sestaven zek6doni. (3) Je degenerovany. De-
generaci genetického kédu se rozumi kédovani jédycit aminokyselin akolika rizny-

mi kodony. (4) Z celkového gtu kodori kdduje aminokyseliny pouze 61 kodorschop-
nost kodonu kddovat titou aminokyselinu se oztiaje jako smysl kodonu (sense of the
codon). (5) \tSina kodoii je synonymnich. Jako synonymni se @xjiaodliSné kodony
stejného smyslu. (6) &Sina kodoK, které maji smysl, je rozteéna do kodonovych rodin a
dvoukodonovych sad. Kodonova rodina (codon famdygkupinastyi synonymnich kodo-
na, které se liSi jen nukleotidem Jeti pozici a kdduji stejnou aminokyselinu. Dvoukedo
nova sada (two-codon set) jsou dva synonymni ko#on¥ici ve teti pozici jeden na A a
druhy na G nebo jeden na U a druhy na C. @té&Fé kodony jsou nesmysIné. To zname-
na, Ze nekdduji zadnou aminokyselinu. Jsou to: Waayvany ochre, UAG nazyvany am-
ber. (8) Funkceéthto kodori spaiva v tom, Ze signalizuji zakoeni syntézy polypeptidu
na ribozomu. Proto se téZ oZnod jako termin&ni (termination codon, stop codon). (9)

Kodon UGA nazyvany téz opal je bifuitk. Jedna jeho funkce spiga v tom, Ze mize
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vystupovat jako nesmysiny (termiimd) a druha v tom, Ze e kédovat aminokyselinu
selenocystein, kterd mé svou vlastni tRNA. ¥&ive pripadi pasobi jako kodon pro sele-
nocystein. Tato aminokyselina se na ribozomtazaje do polypeptidovéhiettzce. (10)
Kodon AUG je také bifunéni. MiZze kodovat aminokyselinu metionin nebo signalizovat
zatatek syntézy polypeptidovéhettzce na ribozomu, tedyapobit jako kodon inicieni
(initiation codon). (11) Naprostaétdina kodofi je univerzalni (universal codons), coz
znamena, Zze ma u vSech zivych soustav smysl stéaig. viastnost genetického kodu se

oznauje jako univerzalita genetického kddu (univergatit the genetic code).

1.5 Eukaryoticky chromozom

Eukaryoticky chromozom je&s8inou rozdlen centromerou(centromere) na dvra-
ménka. Centromera ma vyznaih jaderném dleni. Konce rameének se nazyveglomery
(telomeres). VIakno tudci chromozom, tj. jeho dlouhé i kratké raménkaywamechro-
matida Chromozom riZze byt sloZzen z jedné nebo ze dvou chromatid. €lbomatidy ve
dvouchromatidovém chromozomu obsahuji zcela shodjenetickou informaci a jsou
spolu spojeny jen v oblasti centromery. Kazdy chospom obsahuje dvdilezité slozky —
vlakno DNA a specifické proteiny, zejména histoDNA a histony vytvéeji zakladni sta-

vebni jednotku chromozomu — nukleohistonové viamsarek, 2004, s. 18).

Patet a utvéeni chromozorin jsou pro kazdy biologicky druh zcela specifické{érek,
2004, s. 18). Po preéhlém buréném cleni obsahuje kazda z dogych burgk kompletni
diploidni sadu chromozoth Kazdy chromozom je roztén nafadu replik&nich jednotek.
Kazdy lidsky chromozom zahrnuje snad 100 nebo e vaplik&nich jednotek. Jednotlivé
replikatni jednotky jsou aktivovany v &itém, pevié daném ptadi. Vysledkem jsou @v
nova vlakna — chromatidy, z nichz kazdé obsahujerjgmivodni a jeden navsyntetizo-

vanyietzec DNA (Hatina, Sykes, 1999, s. 22).

Genetickad informace eukaryoticke iy je prevazi soustedtna v jejim jade na
chromozomech. Ret a tvar chromozomnje typicky pro kazdy biologicky druh. V tabulce
jsou uvedeny diploidni @ty chromozond (2n) u rekterych organismn (Chalupova-
Karlovska, 2004, s. 136).
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Tab. 1 Diploidni péty chromozoni nekterych Ziv@isSnych a rostlinnych druh

Druh 2n
Clovek 46
Simpanz 48
My3S 40
Kapr 104
Skrkavka 2
Drosophila Melanogaster 8
Moucha 12
Komar 6
Hrach 14
PSenice 42
Rajce 24
Lipa 82
2 GENOM

Roku 1990 byl ve Spojenych statech zahajen jedejrozsahlejSichadeckych projek-
ta v historii. V angléting ziskal ozné&eni ,Human Genome Project®. Hlavnim Ukolem pro-
jektu bylo zmapovani lidského genomu, objasrfunkce vSech jeho géra studium ge-
nomi nekterych dalSich modelovych organimZ nich jmenujme bakterii Escherichia
coli, octomilku a mys (Kéarek, 2004, s. 157). V roce 2001 projekt vyustilpinou analy-
zu lidské DNA. Peitacova analyza této DNA nazéwmvala, Ze lidsky genom obsahuje
30000-40000 gen Nowjsi analyzy opravily p&et lidskych gefi na 20000-25000
(Snustad, Simmons, 2009, s. 4, Hatina, Sykes, 19990)). Vice informaci o projektu lid-
ského genomu Ize ziskat rfap na adrese:
http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Gendime.shtml. Co to tedy je genom?

Genom je soubor vSech gedaného organismu (genome). Genom eukaryotickygh-or
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nismi je tva‘en jadernym genomergsouborem geinpritomnych v jaderné DNA) enimo-
jadernym genomer{souborem geh piitomnych v mitochondriové, popchloroplastové
DNA) (Kocarek, 2004, s. 28). dkeme pak rozliSovat jadernou, mitochondriovou nebo
chloroplastovou sloZzku b&dného genomu. &které geny jsou lokalizovany na chromo-
zomech v jate buiky, jiné v mitochondriich, chloroplastech a u pngkd na plazmidech.
Uspaadani gefh v genomu oznaljeme jako strukturu a organizaci genomu (Rosypal,
1997, s. 123). Lidsky jaderny genom sizeame pedstavit jako jedinou molekulu DNA o
délce dvou metr, obsahujici kolem 3.£(ar bazi nukleotid (pb). Lidsky genom je roz-

délen do 23asti — chromozoih

Predpokladame-li, Ze&Sina gefi se v haploidnim genomu vyskytuje jen v jedné kopii
pak se délka celkové kddujici sekvence lidskéhoomen pohybuje mezi 1,5-3.3(b
z celkové délky 3.1%pb. Jinymi slovy, kédujici vyznam ma pouze 5 — 168lkové jader-
né DNA, v zavislosti na odhadu ¢ia riznych proteid, a tedy ged. VétSina DNA tedy
proteiny nekdduje. Bkteré sekvence DNA maji c@ldt s funkci chromozoth— sekvence
centromer a telomer a @atky replikace. S kodujicimi sekvencemi geésné souvisi jiné
sekvence, které sice samy o olemaji gimo kodujici smysl, ale které jsou nezbytné pro
spravnou funkci genu — sem fatvlast promotory a enhancery. Qigjré se nalézaji
v oblastech fléhajicich ke genu, mohou vSak byt réznlokalizovany v nekddujicich
vmezdenych sekvencich (intronech), ktef@musuji souvislou kédujici sekvenci genili,
exony. To vSechno dohromady — promotory, enhanaéngrony — ovSem nedava vic nez
piinejlepSim rkolik procent z celkové velikosti genomu. Podstatast zbytku je tviiena
opakujicimi se bloky identickych nebo t&nidentickych sekvencCasto jsou ozn#mvany
podle jména restriniho enzymu, ktery &i po stranach nebo uvhiptislusné repetice
(Hatina, Sykes, 1999, s. 91). Mnohé Useky s reyefihi sekvencemi vykazuji vyraznou
variabilitu, nebolipolymorfismusZnamena to, Ze pet repetitivnich sekvenci je pro kaz-
dého jedince zcela specificky a mezi jednotlivyrablobami existuji v délcesthto Usek
velmi vyrazné rozdily. To je podstatou molekuk&hiologické metody zvané DNA-

fingerprinting, kter4 se vyuziv&gdevSim ve forenzni genetice @éoek, 2004, s. 159).
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2.1.1 Genotyp a fenotyp

Od genomu jefeba odliSovagenotyp Tento pojem se vztahuje na jedince daného dru-
hu. Dva jedinci téhoz druhu maji stejny genom,kjercharakteristicky pro tento druh, ale
liSi se sestavoui konstituci alel. Geneticka konstituce alel v anganu se oznauje jako
jeho genotyp. Soubor znala vlastnosti, kterymi se v daném ptedi genotyp organismu
projevuje, se ozraije jako jehdenotyp Utvaeni fenotypu zavisi téZz na podminkéach pro-
stredi, ve kterém organismus Zijeuke byt timto progedim tlumeno, zastaveno, stimulo-
vano neboiznym zmisobem modifikovano. dmito vlivy prostedi se vSak ne#ni geno-
typ, ale fenotyp, neliogeneticka informace obsazena v genotyfstéva zachovana a fe-
notyp se podle ni ut¥ev zavislosti na vlivech jSiho prostedi organismu (Rosypal,
1997, s. 125).

2.2 Gen

Gen se chape jako jednotka genetické informace fadmozakladni funéni geneticka
jednotka. Jako jednotka inforgrd a funkni se jevi v tom, Ze obsahuje genetickou infor-
maci o primarni struktie bul’ funkéni molekuly transléniho produktu (polypeptidu, pro-
teinu), nebo funkni molekuly produktu transkripce (tRNA, rRNA ajktery nepodléha
translaci (Rosypal, 1997, s. 113). Gargstavuje Usek DNA nesouci informaci pro jednu
.biologickou funkci“ — tj. definovanou nukleotidouosekvenci biologicky aktivni RNA
nebo aminokyselinovou sekvenci polypeptidu. Odhaldlavého pétu geri u ¢loveka se
pohybuje okolo 100 000. Jen tatast genomu tedy neséimou biologickou informaci
(Hatina, Sykes, 1999, s. 94). Délku genu zpravidi@diujeme v poétu nukleotidovych
par tvoricich jeho sekvenci v DNA. Tyto jednotky ozngeme jako pary bazi (base pairs),
zkratkou pb. ¥tSina geld dosahuje délky gkolika tisic az milioh parti bazi (Kaarek,
2004, s. 149). Strukturatginy eukaryotickych genje diskontinudlni, tzn., Ze geny jsou
sloZeny z oblasti kodujicichexoni (exon), nesoucich informaci o primarni strukt&o-
dovaného peptidu,ipruSenych Useky nekddujicimiirtrony (intron). Cely gen, tj. jak
exony, tak introny, je v zavislosti na dané kombirteanskrignich faktoti pasobicich na

gen podroben transkripci; vysledkem je primarmigkaipt (Hatina, Sykes, 1999, s. 97).
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Dulezitou stavebni i funini slozkou bu&nych struktur jsou proteiny a ribonukleové
kyseliny. Geny, které je kodujighdme do dvou z&kladnich skupin: (1) Strukturni geny
které obsahuji informace o primarni struktuproteirsi, pog. polypeptidi. Pati k nim
zejména geny kbdujici proteiny se stavebni funticzékladni slozky cytoskeletu a mezi-
bung¢né hmoty; nap kolagen, elastin, aktin, myosin atd.) a geny kiadlyroteiny, pop.
peptidy s biochemickou nebo fyziologickou funkcéjména enzymy, biiné receptory,
regul&ni proteiny, protilatky a ¢které hormony). (2) Geny pro futtki RNA, jejichz tran-
skripEni produkty nepodléhaji translaci. Hdt nim gredevSim geny kédujici tRNA a rR-
NA (Kocéarek, 2004, s. 146).

2.2.1 Strukturni gen

Strukturnim genem je Usek DNA, ktery obsahuje mf@ci o primarni strukie poly-
peptidu (proteinu) jako transfiaiho produktu. Transtai produkt je vZzdy molekula poly-
peptidu (proteinu) vytvieena na ribozomu translaci mRNA-sekvence vymezean@inim

a termin&nim kodonem (Rosypal, 2003, s. 88). Existuji dughgirstrukturnich gehn

» SloZené strukturni geny neboli geny s introny. @kiaristickou vlastnosti sloZzené-
ho genu je to, Ze se sklada z ekoa intromi, a Ze jeho primarni transkript
(transcript) podléha posttranskitp Uprae sestihem. Cely slozeny gen, vSechny
jeho introny a exony segpisSi do jedné molekuly primarniho transkriptuktasé-
ho se pak vygpi prepisy introri a pepisy exol se spoji. Vysledkem takového
Stpeni je mRNA, ktera seigklada na ribozomu. Vy&teni gepidi introni
z primarniho transkriptu a spojeriepisi exoni se oznéuje jako sesth (splicing).
Introny pak nazyvame takové DNA-sekvence sloZemggmu, jejichZ pepisy se fi
posttranskripni Gpraw sestihem z primérniho transkriptu vy§tuji a nepechazeji
tedy do vysledné mRNA. Naproti tomu exony setpto Upra¥ nevysépuji, ale

spojuji a pechazeji do vysledné mRNA.

» Jednoduché strukturni geny neboli geny bez idtrdadnoduchy gen neni slozen ze
sekvenci, které by &y charakter introfi a exorii. PrepiSe se cely do priméarniho
transkriptu, ktery nepodléha posttransknipuprae sestihnem (Rosypal, 2003, s.
88).
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2.2.2 Gen pro funkéni RNA

Genem pro funéni RNA se rozumi Usek DNAetzce gepisovany do primarni struktu-
ry tRNA nebo rRNA, pipadre dalSich drubh RNA, které nejsou deny k translaci. Obvyk-
le je rekolik geni pro tRNA a rRNA pepisovano spote¢ do jedné molekuly primarniho
transkriptu, ktery se posttranskiig S€pi na jednotlivé funéni typy RNA. Gen jako regu-
laéni oblast je Usek na DNA nebo RNA plnici regualafunkci, nebé obsahuje informaci o
vazl® ke specifickému proteinu, ktery po realizaci teazby signalizuje ity proces,
nag. zahajeni nebo zastaveni transkripce. Zatimcdktsimi geny a geny pro RNA maji
produkt (polypeptid nebo RNA neignou k translaci), regulai oblasti ho nemaji (Rosy-
pal, 2003, s. 89).

2.2.3 Geny pro kvalitativni a kvantitativni znaky

Geny mizeme rozdlit i podle jejich &inku na vzniku znak Kvalitativni znaky jsou
v genotypu podmimy malym pétem gerd, negasgji genem jedinym (monogenni znaky).
Takovéto geny maji tedy velky fenotypowiriek, fikdme jim geny velkéhodinku (maj-
orgeny). Na kvalitativni znaky podngmé geny velkého dinku obvykle #iliS nepisobi
vlivy vngjSiho prostedi. Kvantitativni znaky jsou podngmy spolugisobenim ¥tSiho
mnoZstvi gef, z nichz kazdy ma na dany znak jen velmi maljynék. Jsou to tzv. geny
malého dinku (polygeny, kvantitativni geny). Jeden kvarititai znak miZze byt podmisn
desitkami gelh malého dinku a jeho fenotypovy projev byva velkowrau ovliviiovan

vlivy vn¢jSiho prostedi (Chalupova-Karlovskéa, 2004, s. 131).

2.3 Alela

Jako alely (allele) se nazyvajizné varianty téhoz genu liSici se navzajem viceoneb
meére v nukleotidové sekvenci, ktera rozhoduje darunkenosti (aktivity) genu. (Rosypal,
2003, s. 610) Geny kodujici dity polypeptidovytettzec nebo fepisované do ditého
typu RNA nemusi mit nutnve vSech fipadech stejnou nukleotidovou sekventkdiv je
v nich obsazena informace o stejném ftmikn produktu. Proto se rozeznavdigmé vari-
anty téhoz genu. Alely, které se navzajem liSitegném mist jednim nebo vice nukleoti-

dy, se ozn&uji jako homoalely(homoalleles). Alely, které se navzajem liSi jedmiebo
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vice nukleotidy ve vice mistech, se oana jako heteroalely (heteroalleles) (Rosypal,
1997, s. 122).

Kazdy gen miZe existovat ve fornnejmért dvou rozdilnych alel, a to: (1) Ve foém
alely plre funkeni (aktivni), jejiz primarni strukturou je kédovamkeni protein (u struk-
turnich gei), funkéni RNA (u geri piepisovanych do tRNA, rRNA) nebo se na tuto pri-
marni strukturu vazou reguiai proteiny. (2) Ve forma alely zcela nefundni (neaktivni),
jejiz primarni struktura je do té miry Znéna, Ze koduje nefurki protein (u strukturnich
geni), nefunkni RNA (u geri piepisovanych do tRNA, rRNA) nebo ztratila schopnost

vazat reguléni protein.

Mezi €mito krajnimi gipady existuje Skala rozsahlye¢ad tizreé funkénich, iizne ak-
tivnich alel téhoz genu. AvSak u konkrétniho digioho jedince se mohou vyskytovat
pouze d¥ z nich (Rosypal, 2003, s. 610). | kdyZ genotygitaho jedince z hlediska sledo-
vaného genu zapisujeme vzdy dvoijici alel, nemusi riékterych gipadech znamenat, Ze
tento gen mze byt vyjaden jen d¢ma zpmisoby, d¢ma alelami. U &kterych gei existuje
tzv. mnohotny alelismus - gentge byt u @iznych jedind v populaci vyjaéen celym
souborem dznych alel. Mnohotny alelismus byl popsan iildad u genu krevni skupiny
systému ABO wloveéka (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 146). Pojem geprpto feba
chapat jako obecné ozmmi, zatimco pojem alela je konkrétnim amrdm funkniho
stavu, v jakém se dany gen nachazi (alelatzgid urity konkrétni fenotypovy projev
daného znaku) (Rosypal, 2003, s. 610).

Koduji-li v chromozomovém paru diploidniho organisrab: parové alely nefurdni
polypeptidovyietzec,iikdme, Ze jsou recesivni. JestliZze jedna parova kéeluje funkni
polypeptidovyietzec, mize funkné nahradit alelu s nefudkim polypeptidovymietéz-
cem. Takova alela je dominantn&t§inou se kryje s alelou standardni, tj. s aleltavid-
dajici v @irodni populaci. Dominance vSakage byt izného stup¥ coz zavisi na tom,
jakéa je nukleotidova sekvence alel (Rosypal, 189723). U jednoduchych biochemickych
vlastnosti se meziizre funkénimi alelami téhoz gengasto uplaiuje vztah kodominance.
Pfi ném zZadna z rozdilnych alel svym fenotypovym projevamnepevlada, ani neni po-
tlacovana, a ve fenotypu heterozygota se objevuji pyoigchto rozdilnych alel spote¢
vedle sebe (Rosypal, 2003, s. 612). Rozdily v matldevych sekvencich u alel stejného

genu se viizném stupni promitaji do biologické funkce protekdadovaného timto genem.
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Neni totiz jedno, ve kterem mésgjenu se alely navzajem liSi a jakého rozsahudgtis-
nosti jsou. Nkteré znény v nukleotidovych sekvencich aleligmbuji, Ze jimi kédovany
protein je biologicky nefundni, neaktivni. Na druhé stramxistuji alely stejného genu, u
nichz znény v nukleotidovych sekvencich neovlivnily®dwubec, nebo alespime vyrazg

funkci polypeptidu, ktery koduji (Rosypal, 19971823).

2.4 DNA polymeréazy

Replikace DNA se dastni rkolik enzymi, z nichz nejdlezit¢jSi jsou DNA-
polymerazy (DNA polymerase). Tyto enzymy katalyagnik novych vidken DNA (K&&-
rek, 2004, s. 130). Replikace je katalyzovétysmi DNA-polymerazami. Jsou to:

= DNA-polymerazao, ktera katalyzuje syntézu Okazakiho fragnief@kazaki frag-
ment) [ replikaci jaderné DNA (Rosypal, 1997, s. 303)tdrfragmenty jsou me-
ziprodukty g replikaci DNA (Kotarek, 2004, s. 132).

*» DNA-polymerédzap, ktera se uplauje v syntéze kratkychietzch pii reparaci
DNA.

» DNA-polymerézay, ktera katalyzuje syntézu mitochondriové DNA.

= DNA-polymerazad, ktera katalyzuje syntézu vedoucitettzce a dokotuje synté-

zu opod'ujiciho seetézce (Rosypal, 1997, s. 303).

Syntéza DNA probiha jen v jednom &m. DNA-polymerazy fipojuji novy nukleotid
vzdy jen ke 30H skupiré deoxyribzy, nikdy viak k OH-skugima 5-konci. Proto syn-
téza novéhdetszce probiha pouze ve sm 5 —» 3 a nikoli op&ng. Vzhledem k tomu,
Ze jsou vlakna DNA antiparalelni, jedh replikace na kazdém z nich gtnd odlisny.
Na vlakre mateské DNA orientovaném ve smu 3 — 5 probiha syntéza komplemen-
tarniho polynukleotidovéhettzce kontinuals, neba nukleotidy nového vidkna seiza
zuji ve smru 5 — 3. Na op&ném mateském vlake je viak syntéza daleko pomalejsi,
neba’ komplementarnietzec se vytvé diskontinual@ po drobnych, zpgtku oddle-
nych Usecich zvanych Okazakiho fragmentyd#ek, 2004, s. 131). VI&kno s kontinualni
syntézou se ozikgje jako vedoucfetzec (leading strand), ofr@é vlakno s diskontinualni
syntézou pak jako opdiijici seietzec (lagging strand) (Hatina, Sykes, 1999, s. 3&j-

notlivé fragmenty jsou postuprspojovany psobenim enzymu zvaného DNA-ligaza (Ko-
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carek, 2004, s. 131). Je to enzym katalyzujici sgojopolydeoxyribonukleotid tj. vytvo-
renf fosfodiesterové vazby mezikboncem a 3koncem DNAtetszci nebo jejich fragmen-
tu. Ligaza se uplauje pi replikaci DNA kEhem spojovani Okazakiho fragmérdo sou-
vislého polydeoxyribonukleotidovéhetzce (Rosypal, 2003, s. 93). Proto replikace DNA
probiha semidiskontinu&inna mateskémietszci 3 — 5 kontinudlré, na opanémie-
tézci diskontinualy) (Kocarek, 2004, s. 132).

2.5 Transkripce

Transkripce (transcription) znamengepisovani genetické informace z DNA do RNA.
Opany pochod, tj. pepisovani genetické informace z RNA do DNA, se ¢ajejako
zpétna transkripce (reverse transcription). Transkripe geneticka informacerqvadi
z formy zapisu v nukleotidové sekvenctitgho typu do formy zapisu v nukleotidoveé sek-
venci jiného typu, tj. z DNA-sekvence do RNA-sekeenOR sekvence jsou navzajem
komplementarni. Transkripci vznikla sekvence seatige jako transkript (transcript) (Ro-

sypal, 1997, s. 101). Transkripci jadernychigea tvdi tyto primarni transkripty:

» Heterogenni jadernda RNA (hnRNA) — je to prekurzéaravRNA (pre-mRNA), kte-

ra vznika v jade transkripci transkrimich jednotek obsahujicich strukturni geny.

» Prekurzorova ribozomova RNA (pre-rRNA), ktera vzntkanskripci transkrimich
jednotek, které obsahuji geny pro rRNA. Posttrapshki upravou se &pi na furg-
ni druhy rRNA.

» Prekurzorova transferova RNA (pre-tRNA) vznikajtcanskripci transkrignich
jednotek obsahujicich geny pro tRNA. Posttransgkeipse upravuje na jednotlivé
tRNA.

» 5S-rRNA je rRNA, ktera se twbtranskripci geti pro 5S-rRNA.

= Malé RNA, tak se ozr@ji nizkomolekularni stabilni druhy RNA, jejichz k& je
80-300 nukleotid a vyskytuji se v eukaryotickych fikach. Malé RNA maiji dle-
Zity vyznam v Zivotnich procesechitky (Rosypal, 2003, s. 100).

RozliSuje se RNA-transkript, ktery je komplementamatricové DNA-sekvenci, a
DNA-transkript, ktery je komplementarni RNA-sekvemti zpétné transkripci. RNA-

transkript nize po svém vzniku podléhatiznym chemickym modifikacim. Chemickeé
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modifikace primarnich RNA-transkriptse oznéuji jako posttranskrigni Upravy (post-
transcription processing). Jedna z riggditéjSich Gprav primarniho RNA-transkriptu je
jeho SEpeni, kterym vznikaji molekuly rRNA, tRNA a u eukat také mRNA (Rosypal,
1997, s. 101). Proces proteosyntézyiza transkripci. V této fazi se sekvence nukleptid
v daném genuippisuje (transkribuje) do sekvence tzv. mediatofl@XA neboli MRNA.
Molekula mRNA je linearni. Jeji syntéza probihawdgném jade a katalyzuje ji enzym
zvany RNA-polymeraza. Matrici pro tvorbu mRNA jelgn ziettzci DNA. V misg, kde
zainad dany gen, naseda RNA-polymeraza na templat@kéne DNA a k jednotlivym
jeho deoxyribonukleotiim prifazuje komplementarni ribonukleotidy. Z nich se diftv
novy rettzec mRNA. Jako zdroje ribonukleatidslouzi molekuly nukleotidtrifosfat
(NTP). Podob# jako i syntéze DNA seettzec RNA prodluzuje ve stru 5 —» 3.
Kdyz ¢astice RNA-polymerazy dosje az na konecippisovaného genu, vlakno mRNA se
odpoji (Kasarek, 2004, s. 140).

Genova transkripce je procesem dvojnagadmiektivnim — jednak se tyka jen té mino-
ritni ¢asti genomu, kteroutredstavuji geny, a jednak je podstatny rozdil meeksem
piepisovanych gahv jednotlivych bus¢nych typech. U eukaryotiedstavuje kazdy gen
odcklenou transkripni jednotku. Enzymy katalyzujici transkripci — RNdlymerazy —
jsou velké makromolekularni komplexy sloZzené &mpfru z deseti iznych polypeptid
(Hatina, Sykes, 1999, s. 95). Existdjidruhy €chto RNA-polymeraz:

» RNA-polymeraza |, ktera katalyzuje syntézu pre-rRNyskytuje se jen v jadérku.

» RNA-polymeraza ll, ktera katalyzuje syntézu hnRNAw&terych malych rRNA;
vyskytuje se v nukleoplasm

» RNA-polymeréaza lll, ktera katalyzuje syntézu préN#R 5S-rRNA a rikterych ma-
lych RNA; vyskytuje se v nukleoplagniRosypal, 2003, s. 101).

RNA-polymerazy nejsou ovsem samy schopny rozezasitek genu a zahajit tran-
skripci. Pro pesnou iniciaci transkripce jsou nutné dva prvkiedm piesna specificka
sekvence nukleotid(tzv. bazalni promotorks$re piredchazejici viastnimu genu a definuji-
ci tak vlastni pdétek transkripce a dale sada pomocnych protdizv. obecnych tran-
skripcnich faktofi, které umozni RNA-polymeraze rozeznat promotortifida Sykes,

1999, s. 96). Obecné transkniy faktory se vyskytuji ve vSech nebétSiné eukaryotic-
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kych burgk a burgenych typech mnohobwtiného organismu. Specialni transknpfakto-
ry se vyskytuji v bitkach utitych tkani a v ufité doke. Uplatiuji se gi diferenciaci bu-
nek. Transkripce geihdaného butného typu je vysledkem kombinac&nka obecnych a
specialnich transkrimich faktofi (Rosypal, 1997, s. 315). Bazalni promotor je destsy
pro pivedeni RNA-polymerazy naiislusny gen, nezajifije ovSem onu nezbytnou selek-
tivitu transkripce. K tomu je nutna dalsi, reguainformace, kterou fedstavuji kratké
sekvence DNA obvykle dalergd bazalnim promotorem, slouZici jako vazebné sedeve
specializovanych regulaich proteii — transkrignich faktofi (Hatina, Sykes, 1999, s.
97). Konec transkripce je signalizovan sekvenciabavanou jako polyadenyai signal.
Je to signal k tomu, Ze 10 aZ 30 nuklebtzd nim se hnRNA budesgit (Rosypal, 2003, s.
102).

2.6 Translace

Druhym stupsm exprese strukturnich gefe translace (translation) mRNA. Vychozi-
mi latkami pro translaci je 20 standardnich amirsehipn + selenocystein. Na ribozomech
se z nich podle informace obsazené v mRNAitza asti tRNA polypeptidovéetzce.

K translaci musi byt vSak aminokyseliny chemickyiawany. To se &e procesem, ktery
se oznauje jako aktivace aminokyselin (Rosypal, 2003, 2)1 V cytoplasma se

k molekule mRNA pipojuji ribozomy. Tyto Gtvary jsou tw¥eny molekulami ribozomové
RNA (rRNA) a specifickymi proteiny (K&arek, 2004, s. 140). Cytoplasmatické ribozomy
buiiky se skladaji ze dvou podjednotek, které obsattyiji molekuly rRNA a 70 proteiin
(Rosypal, 1997, s. 376). Kazdy ribozom naseda karmecietizce mRNA, jenZ odpovida
pocatku gislusného genu v DNA. Od tohoto mista pak probymééza proteinové moleku-
ly podle matrice mRNA. Tentoéfise nazyva translace. Znamena to, Ze genetickénaf

ce pgepsana z DNA do mRNA udavaipdi aminokyselin v proteinovéretzci. Jednotli-
vé aminokyseliny jsou do ribozomu transportovanyspednictvim transferové RNA ne-
boli tRNA (Koc¢arek, 2004, s. 140). Translace je tedgktadani genetické informace
Z RNA do primarni struktury proteinu. Nukleotidosékvence, ktera obsahuje informaci o
primarni struktie proteinu, se nazyva kédujici nukleotidova sekegmeikleotide coding

sequence) (Rosypal, 1997, s. 101).
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Translaci koti pienos genetické informace ze strukturniho genuzarse vytvé pri-
marni struktura proteinu (polypeptidovélexzce). VeSkeré dalSi procesy, které se budou
odehravat na polypeptidoveétetzci, budou zaviset na jeho primarni striktuktera
v zavislosti na okolnich chemickych a fyzikalniobdminkach rozhoduje o tom: (1) Jaké
budou jeho konmé chemické vlastnosti. (2) Jaka bude jeho sekanhdaerciarni struktu-
ra. (3) Do jaké kvartérni struktury a nadmolekuiénnsestav (tedy i b@anych organel)
bude vchazet (Rosypal, 2003, s. 108).

3 POLYMORFISMUS DNA

Bylo zjiS€no, Ze piblizn¢ jeden péar z kazdych 100-200 nukleotidovychipaDNA je
polymorfni. Polymorfismus je mutace, v mnohgppdech neutralni, dan &nou sekven-
ce nukleotid, kterd se v populaci nachazi v minimalni frekveti. (Kopecka, 2001, s.
20).

Jina definice pravi, Ze za polymorfismus (polynsnf) oznéujeme v populaci s@as-
nou existenci dvou nebo vice mutantnich alel gemistiného v gislusném lokusu na
chromozomu. Lokusy, v nichZ se takovy gen nach&ioznauji jako polymorfni (Rosy-
pal, 2003, s. 723). Je-li tity druh polymorfni se dsma formami v daném okamziku, po-
tom mohou byt bdi ok formy v rovnovaze, v tomifpact rikame, Ze je polymorfismus
vyvazeny (balancovany), anebo se jedna z foremazachprocesu vytieni a nahrady
druhé a polymorfismus se oznge jako gechodny. Skryté (kryptické) polymorfismy zahr-
nuji chromozomalniigstavby, krevni skupiny, rozdily v elektroforetiakébilit¢ proteini
a konen¢ rozdily v nukleotidové sekvenci DNA (Hatina, Sykd999, s. 84). Polymor-
fismy jsou pro veSkery vyzkum v lidské genetic&ddiym prvkem. Schopnost rozlisit jed-
notlivé zcdeéné formy genu nebaiznych Usek genomu poskytuje nastroje nezbytné pro
Siroké pole aplikaci (Nussbaum, 2004). Vyznam DNAymorfismu speéiva ve vytvdeni
systému genetickych marKerkteré nam umaiji mapovat relativni pozice gérpodél

chromozomu (Hatina, Sykes, 1999, s. 115).

Chromozomalni polymorfismus, definujeme-li tentojgmo jako diskrétni rozdily ve
struktu'e chromozom, je ucloveka dosti omezeny. Krevni skupinyeglstavuji specialni
piipad. Aby bylo mozno krevni skupinu detekovat sggmkymi kiizovymi reakcemi, mu-

si existovat antigenni rozdil. Krevni skupiny jgadiZz polymorfni pimo definéng, proto-
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Ze kdyby neexistovala Zadna variabilita a tudizngéantigenni rozdily, neexistovala by ani
kategorie krevnich skupin jako takova (Hatina, SykE999, s. 87). Krevni skupiny nam
neposkytuji Zzadnou informaci, pokud jde o celkowgsah variability. Elektroforeticka
mobilita proteirii se v tomto siru lisi, porgvadZz nam umaiuje odhadnout podil lokis
které jsou polymorfni. Obecnodiginou jsou nukleotidové substituce, kterénnkodova-
nou aminokyselinu. Dochézi-li stasré ke znéné¢ naboje, nizeme takovou z#mu de-
tekovat elektroforeticky. 23% lidskych lokusestovanych timto Zigobem se ukazalo jako
polymorfni (Hatina, Sykes, 1999, s. 89). Polymonfis miZzeme chapat jako formurgdr-
Zité prongnlivosti organisn, které se nalézaji ve stejné fazi individualnikeoje v ramci
uréité populace. A pokud Zdaznime, Ze tato pranlivost je geneticky determinovana, na
rozdil od prondnlivosti, ktera vznika na stejném genetickém zakladk vlivem podminek
vnejSiho prostedi ziskdme podklady k z&kladnimu réeai polymorfisnii na geneticky
determinované a prastdim modulované (Brtka, 1981). Polymorfismy krevnich skupin,
enzymovych systétna ostatnich bilkovin spadaji jednozné&do prvni skupiny. Do druhé

bychom z&adili rozdily v chovani nebo ve fysiologickych hadach.

Pfi analyze genomu lze s vyhodou vyuZit roadilrestrikknich mapach jedirictéhoz
druhu. Tyto rozdily, podmémé 1iznou délkou a pem restriknich fragment vytvore-
nych Sépenim genomové DNA, se ozngi jako polymorfismus délky restikich frag-
menti (RFLP; Restriction Fragment Length Polymorfisngjich podstatou jsou kumu-
tace, které vedou k vytyeni nebo ztrétrozpoznavacich mist pro restfik enzymy, nebo
vznikaji jako disledek pitomnosti fizného poétu repetitivnich sekvenci ve specifickych
oblastech chromozoim Rozdily ve velikosti fragmefitu riznych jediné Ize vyuZit jako
signalni znaky p mapovani (Rosypal, 1997, s. 776). Soubor rastigh fragment geno-
mové DNA je ozn&ovan jako otisk DNA (fingerprint). JelikoZ je oti$kdNA kazdého ge-
nomu zcela jedingy, lze jej pouzit ke genetickeé identifikaci jeding jejich vzajemnému
odliSeni, podob#jako je nap. vyuzivano otisk prsti k identifikaci osob (Rosypal, 1997,
s. 776).

Podstatou &kterych RFLP jsou inzerce nebo deleéeného mnozstvi DNA, nikoliv
vznik nebo zanik rozpoznavaciho mista. Nidpd jedna zvlasStnirida polymorfisni je
zpisobena tandemovou inzerekolika kopii sekvence DNA o délce 10 az 1000pdazi,

znamé jakaminisatelity(minisatellite), do DNA mezi ddima restriknimi misty. Tatoifda
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RFLP znama jakeariabilni pa‘et tandemovych repet{ NTR; Variable Number of Tan-
dem Repeats) je charakterizovar&sSim p@tem alel. Nejinformativéjsi markery mivaji
desitkyci vice alel, takZze neni praggodobné, Ze dvnegibuzné osoby budou mit shodné
alely. Pouze identickd dwgta maji totozny vzor. Prasély analyzy genetické vazby byly
VNTR markery pevazre nahrazeny mikrosatelitovymi markery, ale stal&isece uzivaji
pro osobni identifikaci, jako néilad pro porovnani DNA podézlého a pachatele, identi-
fikace ostatk obeti zlocinu ¢i vojenského personalu &igestech paternity (Nussbaum,
2004, s. 97).

Jest casgjSi a polymorfijSi nez minisatelitové lokusy VNTR jsou lokusy naokateli-
tové (Nussbaum, 2004, s. 98). Mikrosatelity (miatelite) se ukazaly jako minké@dre
cenné p konstrukci map eukaryotickych chromozdm vysoké hustét U lidi jsou zvlas-
té uziteiné mikrosatelitni sekvence slozené z polymorfnéctdémovych repetici dinukleo-
tidové sekvence AC/TG (AC v jednotetzci, TG v komplementarnirfettzci). Skupina
francouzskych a kanadskychded publikovala v roce 1996 souhrnnou mapu 5264 AC/TG
mikrosatelifi v lidském genomu (Snustad, Simmons, 2009, s. 48&yosatelity jsou Use-
ky DNA tvorené opakovanim jednotky o délce dvailneboctyr nukleotidi (Nussbaum,
2004, s. 98). Rt repetici je extrén#variabilni a pohybuje se v rosip od rekolika az po
nékolik desitek opakovani (Sykes, 1999, s. 135).dgkém genomu jiz byly popsany dese-
titisice mikrosatelitovych polymorfnich lokaistakze jiz jen minimum oblasti genomu ne-
muze byt mapovano metodami genetické vazby s poufitainto markei (Nussbaum,
2004, s. 98).

3.1 Mutace a jejich vyznam

Replikace DNA je neoligjné presny proces, ale neni perfektni. S nizkou, avs&k m
telnou frekvenci jsou nukleotidy danovany do rostoucicketzci DNA nesprava. Ta-
kové zaniny mohou vést k zaene nebo poruseni informace kodované v genech. Useky
nukleotidh uvniti celkové struktury molekuly DNA mohou byt odsttag (deletovany),
zdvojeny (duplikovany), nebo mohou byepspdadany. Tyto typy zen nazyvame muta-
cemi. Geny, které jsou zmeény mutacemi, se nazyvajiutantni genyMutantni genyasto
zpasobuji u organistinodliSné znaky. Terminem mutace se @uj@jak znéna geneticke-

ho materialu, tak i procesglioem kterého tato zéna vznika (Snustad, Simmons, 2009, s.
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8). Mutace se ii¥e vyskytnout v jakékoliv hice v jakémkoliv stadiu vyvoje mnohobu-
nééného organismu. Bezpréstini &inky mutace a jeji schopnostigmbovat zrany feno-
typu jsou uéeny jeji dominanci, typem bgk, ve kterych vznikne, a dépve které se
uskut&ni v pribéhu Zivotniho cyklu organismuGametické mutacgsou takové mutace,
které se vyskytuji pouze u btknzarodené linie, zatimco mutace somatické se vyskytuji u
burék somatickych. Pokud tedy mutace vznikne v sométibliice, bude vysledny mu-
tantni genotyp fitomny pouze u naslednikéto buiky, mutace se nebudégmaset game-
tami do potomstva. Gametické mutace mohou vznikakémkoliv stadiu reprodukiho

cyklu organismu (Snustad, Simmons, 2009, s. 348).

Ke vzniku mutaci dochazi svelmi nizkou pr&wddobnosti samovoin nag.
v dasledku nahodnych chykrigreplikaci DNA, takovyto proces oztigieme zaspontanni
mutace(spontaneous mutation) (Rosypal, 2003, s. 628hdidyt skut&né spontanni, tj.
vznikat v disledku malého mnozstvi metabolickych poruch v agyan, nebo mohou byt
vyvolany neznamou latkourjpomnou ve vijSim prostedi (Snustad, Simmons, 2009, s.
349). Cetnost spontannich mutaci kinpd je nizka, jsou to jevy posmé vzacné (Chalu-
pova-Karlovska, 2004, s. 166). Prapddobnost vzniku mutaci se vSak prudce zvySuje
pusobenim #kterych fyzikalnich nebo chemickychinitela, které vyvolavaji zrny
v primarni struktie pi vysSi ¢etnosti. Takové mutace se pak aarjajako indukované
(induced mutation). Fyzikalni a chemické faktorigrk je vyvolavaji, se nazyvajiutage-
ny (mutagens). Velmi dinnym mutagenem jedba z&eni (ionizujici — paprsky X, #éni
gama a kosmické ¥éni a neionizujici — ultrafialové &), jehoz nasledkem dochazi ke
vzniku neobvyklych chemickych vazeb uvnimolekuly DNA, k odbouravani putina py-
rimidina z nukleotidi a greruSenirettzovité stavby DNA. Vyznamnymi chemickymi mu-
tageny (chemical mutagen) jsou haglkylaéni latky nebo silna oxidai ¢inidla (Rosypal,
2003, s. 628). ¥tSina mutaci ma na organismy Skodlivy efekktaré vzniklé mutace se
zase wbec nemusi ve fenotypu projevit (Chalupova-Karl@ysx004, s. 166). tinky mu-
taci na genotyp sahaji od nepatrnycitardetekovatelnych pouze specialnimi genetickymi
nebo biochemickymi metodamigs vyrazné zgmy v morfologii az po letalitu. Geny ob-
sahujici mutace bez fenotypového projevu nebo smainimi &inky, které mohou byt
detekovany pouze pomoci specidlnich technik, sgvafizzoalely Jiné mutace vytiaji
nulové alely coz znamena, Ze produkty mutovanychigaeejsou funkni, pogipad se

vibec netvéi. Pokud se mutace tohoto typu vyskytnou v genexttepnych proist a vy-
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voj organismu, pak jedinci homozygotni pro tuto amitnepeziji. Takové mutace se pak
ozna&uji jako recesivi letalni. Diky tomu, Ze geneticky kod je degenerovany, nonmiu-
taci na fenotyp organismu nema vliv. Takové mutseeznauji jako mutace neutralni
(Snustad, Simmons, 2009, s. 353). Nepatasi mutaci je vSak v danych podminkéch pro
své nositele dokonce vyhodna. V evoluci takovétdacel mohly diky seleki vyhod
umoznit organismm preziti a dat vznik novym druiim. Mutace jsou tedy stalym viiim
zdrojem genetické prognlivosti organisn, ktera tvai predpoklad pro fisobeni pirodni-
ho vykéru v prabéhu evoluce (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 166)v&ch mutaci — od
izoalel az k letalnim mutacim — jsou z hlediskaegekych studii nejuzit@¢jSi podmir-

n¢ letalni mutace. Tyto mutace jsou letélni v tzwtri&tivnim prostedi, ale jsou skitelné
se zivotem v tzv. permisivnim présti. Podmi#én¢ letalni mutace byly a jsou vyuzivany
k analyzdm Sirokého spektra biologickych praced embryonalniho vyvoje az po fotosyn-
tézu (Snustad, Simmons, 2009, s. 357).

Organismy jsou do jisté miry schopny minpoSkozeni DNA opravit. Jejich ky
jsou k tomu gelu vybaveny enzymovymi komplexy odpovidajicimildachemické reak-
ce, jichz je ktakovym opravamieba (Rosypal, 2003, s. 630). Opravy, vedouci
k pavodnimu pdadi nukleotid v molekulach DNA, se ozigji jako reparace Existence
repargnich enzymatickych systénpodstats sniZuje pravépodobnost fenotypového vy-
jadieni mutaci (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 171). dR&pi buré¢né enzymatickeé
komplexy maji omezenou kapacitu. Mohou proto paaiwat opravy DNA poSkozené
mutacemi jen do dité miry. Naroste-lcetnost sotasre vznikajicich mutaci v hice nad
tuto inosnou miru, hilka ztraci schopnost je dale opravovat. V zasadgbstujictyti obecné
typy reparénich mechanisih Jsou to: (1) Fotoreaktivace (photoreactivatiotd se uplat-
nuje pouze a vyhradmpri opravach poskozeni, které v DNAigwmbuje ultrafialové zéni.
Specificky enzym, jehoz funkce je aktivovana denngwtlem, podmiuje navrat
k pavodnimu stavu molekuly DNA (Rosypal, 2003, s. 63@). Excizni oprava (excision
repair) — spoiva ve vystizeni poskozeného useku molekuly DNA. Je zaloZen#unkci
komplexu enzym, které jsou schopny rozeznat poskozeni ve sttekiDNA, ,vystih-
nout* postizenou oblast jeji molekuly a nahradihgw vytvorenou oblasti sivodnim
nukleotidovym usptadanim. H excizni reparaci se upfatji predevSim enzymy typu en-
do-a exonukleaz, polymeraz a ligaz (Rosypal, 2808,30). Rozeznavame dva hlavni typy

excizni opravy: badzova excizni oprava odstja abnormalni nebo chemicky modifikova-
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né baze z DNA, zatimco nukleotidova excizni opradstraiuje rozsahlejSi defekty
v DNA (Snustad, Simmons, 2009, s. 369). (3) Rekoaiiii oprava - podstatou je rekom-
binatni vymena posSkozenych oblasti meziédva molekulami DNA postizenymi mutaci
tak, Ze v dsledku vznika jedna molekula DNA zcela bez poskgeeroblasti (tedy pkn
funkéni) a druhd, nefurthi molekula DNA, s kumulovanymi poskozenymi oblas(mo-
sypal, 2003, s. 630). (4) Oprava chybného parobaniiizena metylaci (mismatch repair)
— opravuje chybhiza‘azené nukleotidy, kter&igtaly v DNA po replikaci. Opravny systém
rozpozna chybné parovani bazi na z&kidéntifikace matricovéhtettzce, ktery obsahuje
puvodni nukleotidovou sekvenci, a nogyntetizovanéhdetzce, ktery obsahuje chyén

vloZenou bazi (Snustad, Simmons, 2009, s. 371).

3.1.1 Klasifikace mutaci

3.1.1.1 Genové mutace:

Jako genové mutace se oama zmeny v genetické informaci, které préily v jednom
genu a nenarusily celistvost stavby chromozomu ypals 2003, s. 628). Tyto a2y maji
minimalni rozsah, jdéasto o zminy jednotlivych béazi — protogkterym z nichtikdme také
bodové mutace (site mutation) (Chalupova-Karlov@d®4, s. 167). Lze je postihnout jen
podle znény prislusné fenotypove vlastnosti. Vyznam genovych gijeavsak znény, mj.

i tim, Ze mohou postihnout i geny s reguliafunkci. Pra¥ mutace gein, regulujicich dle-
ni a diferenciaci butk, byvaji jednou z néastjSich g@icin nadorovych onemoeni (Ro-
sypal, 2003, s. 628).

3.1.1.2. Chromozomové mutace:

Podstatt vétSi rozsah saiasré vznikajicich fenotypovych zém je podmiovan chro-
mozomovymi mutacemi. To jsou takové mima zmeny, které vedou ke zloam a
k piestavbam struktury chromozdém Obvykle @i nich dochazi ke ztratam nebo
k premiseni wtSich ,bloki“ genetickych informaci, odpovidajicicktgim skupinam gen
Protoze jsou spojeny se &mami ve VRjSi stavié chromozoni, Ize je pozorovat mikro-
skopem (Rosypal, 2003, s. 629). Na rozdil od geclovyutaci jsou chromozomové muta-
cecasto pekazkou normalniho pbéhu burgéného @leni. Chromozomové mutace vznika-

ji pomern¢ ¢asto. Napiklad uc¢loveéka se, dle odhadu, vyskytuje asi 5% zygot, vzniklyc
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oplozenim gamet nesoucich chromozomové mutace. dsfiektni zygoty vSak &Sinou

odumiraji hned na 2atku embryonalniho vyvoje (Chalupova-Karlovsk4,£2089 170).

3.1.1.3. Genomové mutace:

Jako genomové mutace se acanjamutani zmeny v paitu chromozon, nazyvané jako
numerické aberace chromozéninumerical aberrations of chromosomes) (Chalupova-
Karlovska, 2004, s. 170). Ztrata nebo naopak nadbstgitomnost gkterych jednotli-
vych chromozom v chromozomovém souboru higného jadra se nazyva aneuploidie.
NejcastjSi takovou zminou je ztrata jednoho chromozomu &kterého
z chromozomovych par— monozomie, nebo naopakitpmnost ¥i homologickych chro-
mozomi namisto normalniho paroveho usfdani — trizomie. Wloveéka se porarne vel-

mi ¢asto objevuje trizomie chromozomu 21, jejimZ negpith fenotypovym dsledkem je
tzv. Downova choroba (Rosypal, 2003, s. 629). Zivst organisi s fiznymi typy geno-
movych mutaci je zvl&Stu zZivatichu silné snizena, protoZe je u nich poruSena genova
rovnovaha. Nafiklad zygoty s euploidnimi mutacemi diovéka zanikaji zahy po svém
vzniku v rané embryogenezi. Aneuploidni mutacélavéka vedou k vdznym vyvojovym
porucham (Chalupova-Karlovska, 2004, s. 171). Rdegs ztraty ¥tSiho p@tu chromo-

zomi obvykle nejsou sktitelné se Zivotem organismu (Rosypal, 2003, s..629)

3.1.1.4. Typy mutaci:

Mutace posunova je apobena delecemi nebo inzercemi, kteinin{,posunuji“) éte-
nou sekvenci nukleotid v genu. Delece je ztrata jednoho nebo vice nuikl&ot
z nukleotidové sekvence a inzerce je naopak vlopmmoho nebo vice nukleotiddo
nukleotidové sekvence (Rosypal, 2003, s. 630). baklmvé mutace (site mutation) ozna-
cujeme mutace sgvajici v substituci jednoho nukleotidu (jedettzcové nukleové kyse-
liny), nebo jednoho nukleotidového péaru (u dietzcovych nukleovych kyselin). Mutant-
ni alely, které se ve fenotypu neprojevuiji, jsoslegtkem tzv. tiché mutace (silent mutati-
on), tj. mutace spidvajici ve zndné kodonu, ktera se neprojevuje ve funkci polypeptéto
ho fetzce. Mutace, kterou se inaktivuje funkce genovétoalyktu, gipadré se zastavuje
nebo sniZuje jeho syntéza, je mutace Skodliva {eieteis mutation). ¥Sina mutaci je
tohoto typu. Co do sénu (kinku mutaci je nutno rozeznavat jednak/@dni mutaci (for-

ward mutation), tj. mutaci, kterou se standardeiaah®ni v kurantni a jednak Zmou
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mutaci (back mutation), tj. mutaci, kterou se mtriamalela néni ¢cast&né nebo Uplg ve
standardni (Rosypal, 1997, s. 569).

Se vSemi typy mutaci seiieme setkat takédlovéka. Zde navic existuje dalSi typ mu-
taci, ktery je Uzce spojen s lidskymi chorobamiaklpici se sekvence o velikosti jednoho
az Sesti pdr bazi jsou znamy jako jednoduché tandemové repélaieové repetice jsou
rozptyleny po celém lidském genomu. Repetice okwsti i nukleotidovych par, tri-
nukleotidové repetice, mohou zvySovatebopakovani (tzn. dochazi k jejich expanzi) a
zpusobovat zavaznésdicné choroby wlovéka. Celko¥ bylo nalezeno &kolik trinukleo-
tida, u kterych nize dojit ke zvySeni @tu kopii. Zavaznost choroby koreluje s¢fem
opakovani trinukleotidovych repetici¢im wtsi je p&et kopii, tim zavaz¥si jsou sym-
ptomy nemoci. Expandované trinukleotidy jsou nawéstabilni v somatickych Bkach i
mezi generacemi. Tato nestabilitaigpbuje jev ozngvany jako anticipace — jak seded
opakovani trinukleotidl zvySuje, nemoc se vyviji v nasledujicich genetaui stale mlad-

Sim wku a ma zavazsi nasledky (Snustad, Simmons, 2009, s. 367).

V lidském genomu Ize pozorovat velkou genetickodalmlitu. NegasgjSimi zmenami
v lidském genomu jsou substituce jednotlivych nakibovych pah, nagiklad substituce
A:T za G:C nebo G:C za A:T. Substituce jednoho parkleotidi tohoto typu jsou §¥ci-
nou velkého pé&tu jednonukleotidovych polymorfisin(SNP; Single-Nucleotide Polymor-
phism) v lidskych genomech.&8ina €chto SNP se nenachazi v kodujicich oblastech gen
a neni picinou mutantnich fenotyp P srovnani nukleotidovych sekvenci stejnych chro-
mozomi dvou jedin@ nalezneme v méru jeden SNP na 1200 mganukleotidi. SNP
mohou byt nalezeny v lidskych genomech pomoci kiybace s vyuzitim technologie ,ge-
novych ¢ipa“. VétSina SNP znamych u lidskych populaci vznikla unfgtb jedince jedi-
nou mutaci, ktera se naslédmwzsfila v celé populaci. SNP naditém chromozomu nebo
na segmentu titeho chromozomu, které maji tendenédid se spoléng, tvori genetickou
jednotku zvanou haplotyp. Vzhledem ke svymtnostem v lidském genomu se SNP
oswdcily jako cenné genetické markery. Studium haplotiypirenych SNP poskytujetd
lezité informace o vztazich meZiznymi etnickymi skupinami a o lidské evoluci. Studi
SNP a haplotyp také pomaha identifikovat geny hrajici ulohu vénvavosti k nemocem,

jako jsou rakovina prsu, glaukom a revmatoidnitattr (Snustad, Simmons, 2009, s. 479).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Studované metody

Praktickacast je zarrena na &které vybrané metody, kterymi je mozno zkoumat bio-
logicky material. V dneSni déhe pozivano jiz takové mnozstvi metod, Ze jsenlilevin
ty nejpouzivadjsi, piipadré jejich modifikace. Vybrala jsem si tyto metody rkoani
DNA: Fluorescenni in situ hybridizace (FISH), polymorfismus délky restiich frag-
menti (RFLP), sekvenovani DNA, polymerazokettzova reakce (PCR), real-time PCR,
Alu-PCR, PCRIn situ (PRINS), stanoveni polymorfismu délky restnkch fragment u
produkii PCR (PCR-RFLP), mnohonasobna PCR, nested PCRnpdigmus délky jed-
noduchych repetitivnich sekvenci (SSLP-PCR), DNAroarrays. Cilem praktick&sti je
tedy strégny popis vybranych metod, zhodnoceni jejich kladzapoit a predevsintetnost

vyuzivani jednotlivych metod vesslé a vyzkumu.

4.2 Sbér a vyhodnoceni informaci

Druhym krokem praktickéasti byla prace s Udaji ziskanymi z Web of Scigf©S).
Web of Science je internetova databazena ¥dcim i Skolam. Jeji obsah je multidisci-
plinarni. Nabizi¢lanky, sborniky z konferenci, semifida sympozii, review i porovnani
vysledki z piibuznych obal. Je sloZena zé&ithlavnich oblasti. Jednigst je uéena pi-
rodnim a technickym &dam, nap. chemie, fyzika, biologie (Science Citation Index-
panded), dalsiast je zar‘ena na spot@nske ¥dy, jako je psychologie a lingvistika (So-
cial Science Citation Index) deti ¢4st je orientovana na humanitni a speleské ¢dy
(Arts & Humanities Citation Index). Web of Sciencenoziuje sledovat vyvoj &dy
v pribéhu ¢asu, nabizi totiz dlanky starsi, &které dokonce z roku 1945. Jedna se o kvalit-
ni databaztlanki i s informacemi o jejich autorech. Kazdssopis, ktery je zde citovan,
musi splnit velmi fisné normy. VZdy jednou tyérjsou provadny aktualizacelanki. Na
Web of Science je mozno vyhledaw#dnky podle jména autora, tématu neb@didieho

slova. Je zde uveden i¢®i citaci danéhdlanku v dalSicltasopisech.
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Web of Science jsem vyuZil&izpracovani praktickéasti své bakatdké prace v ¢ko-

lika smeérech. Kazdou metodu, kterou jsem zde popsala, gEivyhledala na této strance
a zji¥ovala jsem itzné udaje, které lze z této strankyigy. Zangiila jsem se na pet
¢lanka (article) s vyuzitim dané metody, které byly tejeeny v¢asopisech, dale pet
piispsvku, které byly o tomto tématuigdneseny naienych konferencich a sympoziich
(proceedings paper a meeting abstract) a revieedatii jsem omezila na roky 2000 az
2010, protoze vSechny ziimvané metody jsou moderni a staiiginky by jiz nebyly rele-
vantni. Navic skteré z échto metod se zaly vice pouZivat az po roce 2000. Studovala
jsem také, kolikilanki a grispivka o dané metadpochazelo z ditych zemi, pedevsim
evropskych, ale také nag USA nebo z Asie. | kdyZ u naprostsmy metod peviadaly

piispevky z USA, evropskéifispivky, véetne ceskych, tvei také nezanedbatelné mnozstvi.

U kazdé zdchto metod jsem také vytiita seznam &deckych obatl, ve kterych byla
dana metoda \¥thto letech pouzita. Jedna seiané obory klinické mediciny, farmakolo-
gii, vefejné zdravotnictvi, mikrobiologii, ale i o¢gdu a vyzkum. U $tSiny metod jsem
uvedla piklady uziti ve forenzni genetice i ¥kterém z uvedenychédeckych odwtvi
(vétSinou z geriatrie nebo ¥&ného zdravotnictvi). &které metody nemaji SirSi vyuZziti ve
forenzni genetice, jedna nebyla dokonce vyuzitatytm (kely vibec. Posledniast u kaz-
dé metody tvii tabulka, ve které je uvedeno, jaisto byla tato metoda v jednotlivych
letech pouzita. Z uvedené tabulky je patrné, jgstdiana metoda na Ustupu, nebo jestli se
vyuziva vice nez igd rékolika lety. Cilem tétocasti mé prace bylo seznanitena-
fe s udaji, jak jednotlivé staty vyuzivajizné metody, zda jsowkteré starSi metody jiz
nahrazeny naySimi, a uvést pklady, jak mohou byt jednotlivé metody pouzZity zera-

votnické praxi.

Forenzni genetika je obor pemé mlady. Nicmén rozvoj genetiky a modernizace je-
jich metod umoituje pokrok i ve forenzni genetice¢diti i soudni znalci vychazeji ze zna-
losti lidského genomu. Charakterizace individudngenomu (profilovani DNA) je zalo-
Zena na analyze DNA, ktera zahrnuje DNA-fingerpmigntneboli ,,genetickou daktylosko-
pii“ ¢ ,genetické otisky”, uziti jednolokusovych sond mikrosatelitnich, Y-
chromozomalnich, mitochondrialnich a etnickych paodyfismi. Je nesmimh cenny
k identifikaci biologického otce ip paternitnich sporech, k potvrzeni odliSnégsjusSnosti

pii kontrole gistéhovaldi a k identifikaci pachatéla ol&ti zlo¢int ze stop biologického
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materialu. NaSe genomy obsahuji velké mnozstviag/sepetitivni DNA, zvané ,mikrosa-
telitni DNA*, jsou-li opakujici se sekvence kratke-4 bp), a ,minisatelitni DNA", obsa-
huji-li opakujici se sekvence o délce 5-64 bp. bBhtelitni DNA je rozptylena ve vSech

chromozomech a poskytuje uziteé markery pro geny odp&iné za chorobu. Minisatelit-

ni DNA je zvlas¢ cenna k charakterizaci individualniho genomu, \atemto ohledu se
pouzivaji ok (Pritchard, Korf, 2007, s. 153).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Metody amplifikace DNA

Mnoho z toho, co vime o strukugeri, bylo ziskano diky vyvoji technologii rekombi-
nantni DNA a jejich pouziti pro molekularni studiygeni. VétSina technik pouZzivanych
k analyze gein a dalSich sekvenci DNA vyZaduje jejich dostupnodbstaténém mnoz-
stvi a wisté nebo tért cisté forme. Vyvoj technologii rekombinantni DNA a klonovéani
geni vybavil molekularni genetiky metodami, kterymi da&i geny izolovat, replikovat a
studovat pomoci sekvenovani nukleovych kyselirkted@ové mikroskopie a dalSich ana-
lytickych metod. Fistupy zaloZzené na rekombinantni DNASiraji klonovanim specific-
kych gerii. F¥i pristupuin vivo vyZzaduje klonovani genu jeho izolaci, vioZzeni ddéha
samostaté se replikujicihno genetického elementu, jako jeowyr chromozom, a jeho
zmnozeni (amplifikaci) &em replikace virového chromozomu ifguSné hostitelské
buiice (obvykle E. coli). Po naklonovaniuie byt gen podroben cealgd® manipulaci, kte-
ré umoauji zkoumani vztahu struktury a funkce genu. Obeykl klonovany gen sekveno-
van, tzn. je ufena sekvence (padi) nukleotidovych pérgenu. Nkdy mize byt funkce
genu odvozena podle jeho podobnosti s jinymi ggighz funkce je jiz znama — kompa-
rativni mapovani. Na zakladnalosti nukleotidové sekvence a genetického kadize byt
odvozena sekvence aminokyselin polypeptidu, kterkgdovan timto genem. Databéze
sekvenci nukleovych kyselin a protéise staly dlezitym zdrojem informaci pro vyzkum
v molekularni genetice. fPpristupuin vitro jsou nejprve syntetizovany kratkétzce
DNA, které jsou komplementarni k sekvencim na oftoanach zvoleného genu nebo sek-
vence DNA. Tyto kratkéetzce jsou nasle@dnpouzity k zahajeni amplifikade vitro po-
moci specialni (teplotnhstabilni) DNA-polymerazy. Tato metoda, nazyvanlymperazova
iettzova reakce (PCR), je nesmimykonnym nastrojem pro amplifikaci g stala u
zrodu moderni genetiky. Amplifikované produkty sehou nasledhanalyzovat a sekve-
novat. Amplifikace sekvenci DNA pomoci PGRsto eliminuje pdgebu klonovat sekvence
replikaciin vivo. Proto postupy amplifikace sekvenci DNA pomoci Pi&R« nahradily
diivejsi amplifikacein vivo. PCR vSak mize byt pouZita pouze tehdy, kdyZ je znama
nukleotidova sekvence, primer, ohranici analyzovany gen nebo sekvenci DNA

(Snustad, 2009, s. 424). ZakladewiSiny praci s nukleovymi kyselinami je hybridizace.
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Ta je zaloZena na vztazich mezi dusikatymi bazegei\dastré zakladnim kamenem, o
ktery se pouzivané metodygetre PCR, opiraji. Hybridizace je vysoce specifickd a
v mnoha aplikacich je sama schopna prokazat odaslylporovnavanych sekvenci na
arovni jedné baze (Brtka, 2001, s. 228).

5.2 Metody analyzy polymorfismu DNA

Pokud existuje vice moznych nukleotidovych sekveriankrétnim genu, je znamo vi-
ce variant, oznaljeme kazdou takovou konkrétni variantu jako polgiimmus. Znamena
to, Ze i kazda alela je polymorfismem daného gétuédrek, 2008, s. 35). Metody mole-
kularni diagnostiky se zaffuji na vyhledani rozdil v sekvencich DNA a identifikaci po-
lymorfisma (z feckého vyrazu ,majici mnoho forem*) v celkové gewo chromozomo-
vé, mitochondriové, chloroplastové nebo plazmidbWA a nebo polymorfisr specific-
kych geri, pripadre jejich ¢asti. Zanirem pouZiti jednotlivych metod je zpravidla identif
kace nebo typizace studovanych vagrkteré mohou poskytnout informacélefité pro
rozliSeni jeding, 1&bu choroby, vyhledani zdroje patogennich orgafjgpnovedeni pre-
ventivnich opaeni anebo fylogenetické studie. Genotypové diageiastmetody jsou

rychlé atasto nevyZadujifiedchozi kultivaci bugk (Smarda, 2008, s. 54).

Pro studium sekveéniho polymorfismu DNA mohou byt pouzityfimé metody, p
nichz se pimo stanovuje sekvence variabilni oblasti DNA. Tgietody jsou vSakasow
narané acasto nevhodné pro rutinni prowdd. Castji se proto pouZivaji néfmé meto-
dy, kterymi Ize zobrazit profil DNA konkrétniho @mgismu ve forré otisku DNA (finger-
print) (Smarda, 2008, s. 54). Népé metody se roztlji na techniky zalozené na amplifi-
kaci DNA a na techniky, u kterych se amplifikacemeadi; mezi & fadime restriéni
endonukleazovou analyzu (REA) a selektivni hybddizrestriknich fragment (SRFH)

ke specifickym sondam (Smarda, 2008, s. 55).
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5.2.1 Fluorescereni in situ hybridizace (FISH)

5.2.1.1 Popis metody FISH:

FISH umo#iuje specifickou lokalizaci géna gfimou vizualizaci aberaci na molekularni
arovni. Tato metoda se vyuziva tidgiad v prenatalni diagnostice. Pomoci sond specifi
kych pro jednotlivé chromozomy provadime rychloagiiézu nebo vylaieni trizomie
v bunkach amniové tekutiny. iPstandardni aplikaci denaturujeme &em@ou sondu dle-
vem na vysokou teplotu, pak ji aplikujeme na chraeamovy preparat na podloznim skle a
nechame fes noc inkubovat v termostatu. Nasledplikujeme roztok fluoresceéniho
barviva (tzv. podbarveni neboli ,counterstainingyizualizaci chromozoii a interfaz-
nich jader. Misto, kde se studovany gen nach&pdk lokalizovat na zakladluorescen-
ce [ oz&eni UV s¢tlem. V sodasnosti se ip béZném vySdeni pouzivaji sondy, které
jsou @imo zn&eny fluorescetnim barvivem, takZze odpadaso¢ narana detekce, pdp

amplifikace fluorescemiho signélu (Pritchard, Korf, 2007, s. 129).

5.2.1.2 Nevyhody metody FISH:

» (Casova narénost.

= Nutnost ozgovani UV s¥tlem.

5.2.1.3 Vyhody metody FISH:

» Umoziuje @rimou vizualizaci aberaci.
* Na jednom chromozomu Ize s@sre identifikovat polohy tkolika geni.

» Metoda je velmi citliva.

5.2.1.4 Analyza vyuZivani metody FISH:

Dle WOS byla metoda FISH pouZzita ve 436Glppdech. Metodu vyuzily mimo jiné tyto
védni obory: Genetika, mikrobiologie, onkologie, gatpe, hematologie, gynekologie a
porodnictvi, ¥da a vyzkum v medicé imunologie, chirurgie, klinickd neurologie,
gastroenterologie, pediatrie, interni medicina,o&ndologie, virologie, urologie, nuklear-
ni medicina, farmakologie, parazitologie, kardiadogverejné zdravotnictvi, psychiatrie,

ortopedie
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Tab. 2 Peet publikovanych fispsvku vyuZzivajicich metodu FISH v impaktovanyéasopisech
dle WOS za roky 2000—2010.

Typ prispsvku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 3684 85,22
Prispsvek z konference 429 9,92
Review 210 4,86
> 4323 100
1600 1477
1400 [
1200
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600 398 386
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Graf 1 Paget pispsvki jednotlivych stdt o metod FISH ve sledovanych letech 2000—
2010.

Tab. 3 Celkovy péet prispivkia o meto@d FISH ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 22010
Potet prispevka 348 380 315 360 359 405 391 439 448 465 409

Z tabulky 3 vyplyva, ze &dhem poslednich deseti let byldqed pouziti metody konstant-
ni. Nebyl patrny ani prudky pokles, ani prudkyisdruziti. Domnivam se, Ze je toigo-
beno tim, Ze nesporné vyhody této metody jsourggmsticasovou narénosti. Ve forenzni
genetice byla tato metoda pouzita poudedt, a to v &chto gipadech: (1) 1zolace jedné

buiky a amplifikace celého genomu z jedndilkyupro ziskani templatu pro analyzu CGH
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(Komparativni genova hybridizace) (Geigl, et abD0?2), (2) Fluoresce&mi zna&eni burk
obou pohlavi pro laserové mikrodisekce a DNA pyofAnslinger, et al., 2007), (3) Uziti
Y chromozomu jako poitky pro forenzni dkazy sexualniho napadeni (Dziegelewski, et
al., 2002). V gynekologii a porodnictvi byla tatetmda pouZzita n&pv téchto gipadech:
(1) vySeteni chromozomalnich abnormalit v prenatalni diagoegCretu, et al., 2010), (2)
preimplanténi geneticka diagnostika (Harper, et al., 2002),pf&dispozice vzniku rako-
viny zpasobené mikrodeleci (Vanneste, et al.,, 2009), (4y genetickych faktar

na opakujici se potraty (Ward, 2000).

5.2.2 Polymorfismus délky restrikénich fragmenta

5.2.2.1 Popis metody RFLP:

Pt analyze genomu lze vyuZit roziliv restriknich mapach jedirictéhoZ druhu. Tyto
rozdily, podmigné tiznou délkou a pem restriknich fragment vytvorenych &penim
genomové DNA (nebo jeffasti) ugitou restrikni endonukleazou, se ozwgi jako poly-
morfismus délky restriénich fragment (RFLP; Restriction Fragment Length Polymor-
phism). Jejich podstatou jsoudunutace, které vedou k vytkeni nebo ztr&trozpoznéa-
vacich mist pro restréai endonukleazy, nebo vznikaji jakéstedek pitomnosti fizného
poctu repetitivnich sekvenci, deleci, inzerci neliespaveb ve specifickych oblastech
chromozond (Smarda, 2008, s. 55). Mnohé endonukleéagyidnolekuly DNA nahod#
ale restrikni endonukleazy jsou mistispecifické. Dodnes bylo charakterizovano a purifi-
kovano jiz okolo 400 restrénich enzyni, tzn. jsou k dispozici restrtki endonukleazy,
které S¢pi molekuly DNA v mnohatznych mistech (Snustad, 2009, s. 425). Takaosg St
na mista se vyskytuji po celém genomu a Useky DRt¢ vznikaji enzymovym &benim,
se nazyvaji restriini fragmenty (Pritchard, Korf, 2007, s. 147). Ri&stri endonukleazy
objevili vroce 1970 Hamilton Smith a Daniel Natbamiologickou funkci restridnich
endonukleaz je chranit geneticky material baktgféd ,invazi“ cizich DNA, jako jsou
molekuly DNA z jinych druli nebo virové DNA. V dsledku toho jsou restrtki endo-
nukleazy gkdy ozn&ovany jako imunitni systém prokaryot. VSechrigo8a mista v DNA
organismu musi byt chréna ged Sépenim svymi vlastnimi restikimi endonukledzami,
v opa&ném gipact by si mohl organismustpodit smrt degradaci své vlastni DNA. Kazda

restrikini endonukleaza bude:ptt molekulu cizorodé DNA na ity staly pa@et fragmen-
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ta, ktery zavisi na mnozstvi restikich mist v konkrétni molekule DNA (Snustad, 2049,
425). Rozdily ve velikosti restrtkich fragment u niznych jediné Ize snadno detekovat
gelovou elektroforézou (Smarda, 2008. s. 55). Sielekhybridizace umozni snazsi inter-
pretaci vysledi analyzy RFLP sniZenim Pk srovnavanych fragmeantkteré Ize vyuZit i

jako signalni znakyipmapovani genomu (Smarda, 2008, s. 55).

5.2.2.2 Vyhody metody RFLP:

» Lze identifikovat postiZzené osoby v rodjraniz bychom znaligsnou lokalizaci a
charakter gislusné mutace.

*» Metoda slouZi jako nastrojfipkonstrukci podrobnych genetickych map prael§t
poziniho klonovani (Snustad, Simmons, 2009, s. 468).

= Snadné detekce i interpretace vysle@@marda, 2005, s. 55).

5.2.2.3 Nevyhody metody RFLP:

» Ne¢které enzymy se sice vazi na specifickou rozpozriasalast, ale 8pi mimo tu-

to sekvenci (VI&Skova, TresSlov4, 2008, s. 19).

5.2.2.4 Analyza vyuZzivani metody RFLP:

Dle WOS byla metoda RFLP pouzita v 15099ppdech. Tato metoda nasla vyuziti
v Siroké Skale &dnich oboil, naf.: Genetika, mikrobiologie, onkologie, patologienta-
tologie, gynekologie a porodnictvi¢gda a vyzkum v medicé imunologie, chirurgie, kli-
nick& neurologie, gastroenterologie, pediatriegrimt medicina, endokrinologie, virologie,
urologie, nuklearni medicina, farmakologie, pa@aiie, kardiologie, vi@jné zdravotnic-
tvi, psychiatrie, ortopedie, geriatrie a geront@og

Tab. 4 Peet publikovanych fispsvka vyuZzivajicich metodu RFLP v impaktovany&hsopisech
dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispevku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 13797 91,85
Prispsvek z konference 1017 6,77
Review 208 1,38

) 15022 100
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Graf 2 Pget prispvka jednotlivych stdt o meto@ RFLP ve sledovanych letech 2000—
2010.

Tab. 5 Celkovy péet piispsvka 0 metod RFLP ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 2@010
Potet prispevka 1179 1184 1201 1272 1274 1326 1402 1454 1564 16231

Z tabulky 5 vyplyva, Ze pouziti této metodshiem sledovanych deseti let se nimvy-

Sovalo. Zejn¢ je to zmisobeno pevahou vyhod této metody nad jejimi nevyhodami.

Z forenzni genetiky jsem naSla celkem #&pevku, nag.: (1) VySetovani DNA z krve
lidské a zviteci (El-Sayed, et al., 2010), (2) zkoumani ébridské DNA z hlediskatlic-
nych nemoci (Nakamura, 2009), (3) vydégtni krevnich skupin Kdi nesouladu mezi
genetickym a serologickym stanovenim (Shintanidahit al., 2008), (4) &eni otcovstvi
v soudnich sporech (Liron, et al., 2004). Metodd_.Rke vyuZivana téZz napv geriatrii.
Byla pouzita nap v téchto gipadech: (1) Souvislost genetického polymorfismuAAD
(adenosin — deaminazy) s lidskou dloudlasti (Napolioni, et al., 2010), (2) souvislost
genetického polymorfismu s Alzheimerovou demenci, @ al., 2009), (3) souvislost po-
lymorfismu receptoru vitaminu D a kostni denzityen v menopauze (Mitra, et al., 2006),

(4) souvislost polymorfismu miochondrialni DNA sdhowkosti (Ross, et al., 2001).
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5.2.3 Sekvenovani DNA

5.2.3.1 Popis metody sekvenovani DNA:

Sekvenovani DNA (DNA Sequencing) sée pouZzit fi diagnostickém testovani, je-li
jeho zandrem identifikace specifické patogenni mutadéndsi to tu vyhodu, Ze specificka
mutace nemusi bytedem znama, a metodaibe v podstat detekovat Sirokou paletu t§p
mutaci (Pritchard, Korf, 2007, s. 144¥ifé sekvenovani nenéin¢ alternativni metodou
pro wtSinu diagnostickych laborafo jejichZz naplni je identifikaceffiomnosti omezeného
souboru mutaci. Uziva se vsaik plentifikaci mutaci geln BRCA1 a BRCA2 u nadoroveé-
ho onemoc#ni prsu. Zde jsou mista mutaci odliSna a Sirocptitend a vyZaduji vySetni

sekvenci v plném rozsahu (Pritchard, Korf, 200714%).

Kompletni popis ¥tSiny mutaci vyZzaduje znalost sekvence bazi DNAistchyby.
Nyni se ¥tSina sekvenovani DNA provadi enzymovou metododegobangera a spolupra-
covniki. (Pritchard, Korf, 2007, s. 144). Cilem sekvendv@hA je stanoveni primarni
struktury neboli ptadi nukleotid v molekulach DNA. Znalost sekvenci DNA také ama
urychlila rozvoj dalSich molekularnich metod, mktaré pati nag. polymerazové&etzo-
va reakce (PCR; Polymerase Chain Reaction), jeg¥queni je na znalosti sekvenci DNA
asto zavislé (Smarda, 2008, s. 59). Véssmé dob se k sekvenovani DNA pouZivajiv
metody: metoda enzymova a chemicka. Jejich gpge rysem je fiprava a elektrofore-
tickd separace fragmeénDNA liSicich se navzajem v délce o jediny nuklddiRosypal,
1997, s. 765). Prvni metoda vyuZziva specifickouhith enzymové syntézietzci DNA.
Druhd je zaloZena na specifické degradatizci nukleovych kyselin pomoci chemickych
slowenin (Smarda, 2008, s. 59). Posledni faze sekvenspéiva ve vyhodnoceni ziska-
nych sekvenci. To se jiz neobejde bez vyuZitlitadi a specialnich prograim pomoci
nichz Ize provést komplexni analyzu stanovené satevéRosypal, 1997, s. 769)i Béto
analyze se provadi ro¥h srovnani stanovené sekvence nukléotiébo z ni odvozené
sekvence aminokyselin se sekvencemi ulozenymi abdaikach, v nichz se shrondagi
Udaje ziskané v laboratoh celého ssta (Smarda, 2008, s. 59).
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5.2.3.2 Nevyhody metody sekvenovani DNA:

» Obfas dochazi k nespravnému strojovémuctatd, je tedy nutné okometrické pro-
vefeni ziskanychikvek (Brdicka, 2001, s. 228).

5.2.3.3 Vyhody metody sekvenovani DNA:

» Sekvenovani poskytuje zakladni Udaje o geneticki@hiite.
» MuzZe byt analyzovana jakékoliv sekvence (ne/kédujielgenova) (Snustad, Sim-
mons, 2009, s. 742).

5.2.3.4 Chemick& metoda sekvenovani DNA:

Podstatou chemické metody sekvenovani je speciigp&ni molekuly DNA chemic-
kymi ¢inidly v mistech wfitého typu baze. Vychozim materialem je soubor titiekych
fragmenti jedndettzcové DNA ozn&enych na jednom konci radioaktivfRosypal, 1997,
S. 765). Mezi chemikalie pouzivané pro navozeniifikaati bazi pati dimethylsulfat, hyd-
roxid sodny, kyselina mravéna hydrazin (Smarda, 2008, s. 60). Fragmenty DNAoZ-
deli elektroforézou na denaturujicim polyakrylamidovgelu, jehoZ rozliSovaci schopnost
umoziuje navzajem odiiit rettzce DNA liSici se svou velikosti o jedinou bazilkaések-
vence, kterou lze odest, zavisi na délce pouzitého gelu a dosahgi®lik stovek bazi
(Rosypal, 1997, s. 765). Data produkovana chemickgkvenovanim byvafiastji nejed-
nozn&na nez u enzymového sekvenovani, protoZze reaktbganickychéinidel je ovliv-
néna tiznymi neistotami. DalSim dvodem je nutnost pouZivat radioaktivni Zeai koné
piinasejici vysokou uroweradioaktivity. V porovnani s enzymovym sekvenovamposky-
tuje chemickeé relativhkratSi sekvence a postup pro jejich ziskani jeriaorré narangjsi
(Smarda, 2008, s. 60).

5.2.3.5 Nevyhody chemické metody sekvenovani:

» Reaktivita chemickyckiinidel je ovliviena tiznymi neistotami.
* Nutnost pouzivat radioaktivni z&eni kond.

= Poskytuje relativér kratSi sekvence.

viN s
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5.2.3.6 Vyhody chemické metody sekvenovani:

» Velka rozliSovaci schopnost.

5.2.3.7 Enzymova metoda sekvenovani:

RIS

Enzymova metoda sekvenovani je v&mné dob nejkezngjSi metodou sekvenovani
DNA (Smarda, 2008, s. 61)iiRnzymatickém sekvenovani je DNA, jejiz sekvendeayt
stanovena, pouzita jako matrice pro syntézu kometgarnichietézch rizné délky pomoci
DNA-polymerazy (Rosypal, 1997, s. 776). Metoda vyazrekolika vlastnosti DNA-
polymerazy: schopnosti vytigt presné kopie molekuly DNA a schopnosti specifické- syn
tézytettzce DNA (Smarda, 2008, s. 61). Po giiohuti polymerizani reakce se vytiené
produkty zdenaturuji a rozd na polyakrylamidovém denaturujicim gelu podélako i
chemické metatl RovreZz odeet sekvence z autoradoigramu je obdobny (Rosy8&l7,1
s. 768). Migrujici prouzky odpovidajiciznym fragmentm DNA se poté detekuji pomoci
své fluorescence, kdyZz prochazeji prostoremiesgan Uzkym ultrafialovym paprskem.
Barevny s¥telny signal se elektronicky monitoruje a zobrazajeo fada vrchai v grafu
(Pritchard, Korf, 2007, s. 144).fiPmanualnim provathi enzymového sekvenovani je
mozné stanovit sekvenci dlouhotighizné 300-400 bazi (Smarda, 2008, s. 62).

Moderni variantou enzymové metody je automatickéveseovani DNA (automated
DNA sequencing), id némz se sekvence otiéd a vyhodnocuje z gelu automaticky (Rosy-
pal, 1997, s. 768). Je proto vyuzivan zejmémnagkvenovani DNA z genomovych kniho-
ven, obsahujicich tisice kldr(Smarda, 2008, s. 63). Délka stanovené sekveniypifky
mezi 500-1000 bazemi. Detekce produsekvernich reakci probiha v fioehu elektrofo-
rézy automaticky pomoci laserového detektoru naygbje na péitac, ktery z pdadi signa-

It v piisludnych drahachipmo vyhodnocuje sekvenci DNA (Smarda, 2008, s. 64).

5.2.3.8 Vyhody enzymové metody sekvenovani:

» Rychlé zpracovéani sekvence DNA.
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5.2.3.9 Analyza vyuZzivani metody sekvenovani DNA:

Dle WOS byla metoda sekvenovani DNA pouzita v 65gi3gadech. Metoda sekveno-
vani nasla vyuziti vads védnich oboi, nag.: Genetika, mikrobiologie, onkologie, patolo-
gie, hematologie, gynekologie a porodnictida a vyzkum v medicé imunologie, chi-
rurgie, klinicka neurologie, gastroenterologie, iptik, interni medicina, endokrinologie,
virologie, urologie, nuklearni medicina, farmakogparazitologie, kardiologie, ¥gné

zdravotnictvi, psychiatrie, ortopedie.

Tab. 6 Po¢et publikovanych fispgvki vyuZivajicich metodu sekvenovani DNA v impaktowvany
casopisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispevku Celkovy pdet Procentualni pet
Clanek 54825 85,09
Prispsvek z konference 6391 9,92
Review 3216 4,99
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Graf 3 Pd@et pispsvku jednotlivych stai o metod sekvenovani DNA ve sledovanych le-
tech 2000-2010.
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Tab. 7 Celkovy peet piispivkt 0 metod sekvenovani DNA ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 2@010
Poiet prispevka 4588 4554 4736 4940 5351 5684 5996 6478 6930 77984

Z tabulky 7 vyplyva, Ze oblibenost metody sekvemdvANA vyrazré stoupa. Podle

mého nazoru je to figobeno tim, Ze fize byt sekvenovana jakakoliv sekvence.

Ve forenzni genetice byla tato metoda pouzita 3@6kmap.: (1) Identifikace drut
podle velikosti odchylky v mitochondrialni DNA (Nakwura, et al., 2009), (2) dgvani
otcovstvi (Turci, et al., 2004), (3) odhaleni paelatrestnéh@inu (Pitra, et al., 1999).
Metoda se také uspre vyuziva v interni medicin nag.: (1) Geneticka predispozice pro
vznik esencialni hypertenze (Passalacqua, et@lQ)2(2) vzajemny vztah autismu a nedo-
statku oxytocinovych recepibi(Gregory, et al., 2009), (3) mitochondrialni abmality u
psychiatrickych onemoeni (Shao, et al., 2008), (4) nestabilita mikrolatenezi pacien-
ty s kolorektalnim karcinomem (Montenegro, et &006), (5) rozvoj cilené terapie
v onkologii (Schultze, 2006).

5.2.4 Polymerazovaretézova reakce
5.2.4.1 Popis metody PCR:

Polymerazovaettzova reakce (PCR; Polymerase Chain Reaction) layladena v roce
1985 Kary Banks Mullisem (v roce 1993 ogerNobelovou cenou za chemii) (Smarda,
2008, s. 74). Metoda apobila naprosto zasadnigprat v diagnostice a molekularni analy-
ze genetickych chorob. Technologie zaloZzené na B@Rziuji ziskat konéna data o
struktie geri a sekvenci DNA, i kdyZz vychazime z velmi maléhooisivi DNA
(Snustad, 2009, s. 434). Analyza touto metodou &emrovadt z tak malého mnozstvi
vzorku, jako je jedno jediné b&mné jadro ziskané z preimplatitého embrya, vyplachu
Ust, vlasového Kdénku nebo jiného zdroje (Pritchard, Korf, 2007150). Casto jsou jako
zdroj DNA pouzivanyiizné biologické materialy, naphrubé extrakty z krve¢ini tekuti-
ny, kultury mikroorganism, buiky z tk&ovych kultur, atd. V dsledku vysoké citlivosti
PCR je vhodné provést hrubou extrakci vioda pouZiti kombinace z#ti a fiznych

detergeni nebo enzymatického&teni. U &chto material by méla byt wnovana pozor-
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nost moznym n@stotam. Mezi & pati komponentyervenych krvinek, &které detergen-
ty, EDTA, vysoké koncentrace soli a negatiyptisobi také vysoka koncentrace DNA. Pro
PCR je teba pouze malé mnoZzstvi DNA, proto mohou byt tgostoty ve &tSine pripadi
odstragny dostaténym naedsnim vzorku (Smarda, 2008, s. 75).

PCR se provadidnem rekolika hodin a je levgSi nez kterakoliv jina metoda. Proto se
stala nejvice uzivanou metodou genetické analyaycfRrd, Korf, 2007, s. 150). M& vy-
znam viad lékaskych oboi, ve vyzkumu, a ma i praktické aplikace. Metoda aige
ziskat khem asi 90 minut z jediného Useku molekuly DNA &kom identickych kopii
(Kopecka, 2001, s. 18). Princip PCR je zaloZzenampikaci nukleovych kyselin, ktera je
z&kladnim molekularnim procesem vSech Zivych osgahi K syntéze DNA se pouZivaji
termostabilni polymerazy odolavajici teplotami, mchz DNA denaturuje. To umaaje,
aby syntéza DNA probihala opakowaformou cykli. PCR je proces, ip némz se
v zavislosti na teplétreakini snesi pravidel® stridaji i kroky, béhem nichz probihajiit

odlisné dje s odlisnymi naroky na teplotu (Smarda, 200833:

» Denaturace dvaetzcovych molekul DNA — genomova DNA obsahujici seloge
které maji byt amplifikovany, je denaturovanaizZaim na 92 — 95°C po dobu asi
30 sekund (Snustad, 2009, s. 434).

* Pripojeni primeti k odctlenym rettzcim DNA — denaturovana DNA je hybridizo-
vana s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovyaimeri tak, Ze se inkubuji
spole&n¢ pii 50 — 60°C po dobu 30 sekund (Snustad, 2009,4. 43

» Syntéza novychettzci DNA prostednictvim DNA-polymerazy — k polymeraci
obvykle dochazifh 70 — 72°C po dobu 1,5 minuty (Snustad, 200934) 4

Reakce se provéf v zatizeni nazyvaném termocykler (thermocycler)gmng se teplo-
ta meni automaticky v naprogramovany¢hsovych intervalech. Postupnym opakovanim
tohoto procesu se exponencial@; n = paet cykii) vytvéi az miliarda kopii vybraného
useku cilové molekuly. Jelikoz vysledkem PCR je homasobné zmnozZeni vybraného
Useku DNA, Ize ji ozn&t za zpisob klonovani DNA. Optimalni get cykli se zpravidla
pohybuje v rozmezi od 25 do 35 ogKSmarda, 2008, s. 75).
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Jednou z nevyhod PCR je, Ze se v nizké, ale vyzé&stnosti, zanaseji do amplifiko-
vanych kopii DNA chyby. Kdyz je zé&nén nespravny nukleotidéchem jednoho z prvnich
cykli PCR, bude amplifikovan zrovna tak jako jakykolinyj nukleotid v sekvenci DNA.
Pokud je poZadovana vysok&epnost, provadi se PCR s pouzitim te@attabilnich po-
lymeraz (Snustad, 2009, s. 434). DNA-polymerazaliatije prodluzovani primeruiip
laboratorni tepl@, coz mize byt gicinou chyb a vzniku nespecifickych prodiikprotoZze
neni schopna opravit chybrvlozenou nukleotidovou bazi (Dale, von Schant2)20s.
143) Vysoka citlivost a specifita PCRigobuje, Ze kontaminace i jedinou molekulou exo-
genni nebo neznamé DNA pasige pro ziskani falesného signalu (Smarda, 20086)s.
Pod pojmem kontaminace rozumime vstup neautorizoedavé sekvence do PCR (Bilek,
2008, s. 28). Pro minimalizaci faleSnych pozitomivysledk byly doporéeny ukité
standardni postupy zahrnujici pouzivani autoklagbwupztoki, fyzikalni separaci pouzi-
vanych PCR-reagencii od templatové DNA a produlCR, pouzivani UV-sila
k odstragni exogennich nukleovych kyselin na pracovni plggrjZivani jednorazovych
rukavic, gidavani DNA do reakce jako posledni slozky &lipeu volbu pozitivnich, nega-
tivnich a vnitnich kontrol (Smarda, 2008, s. 76).

PCR je vyznamnym nastrojem pro detekci odchylekkwencich nukleovych kyselin.
Znalost povahy mutaci jeakbzitd gedevsim pro spravnou diagnostiku a terapii. PCR je
neocenitelnym nastrojem pro celéadu analyz provasych v zakladnim nebo aplikova-
ném vyzkumu a v praxi. (Smarda, 2008, s. 82). Pelwizovaettzova reakce je pouZivana
v Siroké Skale variant, které jsou upraveny podlet zda je péeba detekovat sekvem
polymorfismy, provag& molekularni identifikaci nebo typizaci organismebo modifiko-
vat sekvence nukleovych kyselin (Smarda, 20085%. i8lavni vyhodou PCR je jeji rych-
lost a mozZnost mnohonésabamplifikovat (zmnozit) DNA jen z jediné molekuliKdpec-

k&, 2001, s. 19).
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Tab. 8 Vyuziti PCR a jejich modifikaci ve vyzkumpraxi.

Z&kladni vyzkum

Aplikovany geneticky vyzkum

Klinické discipliny

Ostatni

izolace gen nebo jejichéasti
sekvenovani DNA

mutageneza in vitro, modifikace kanBNA
analyza klod z genovych knihoven
priprava zn&enych sond

prenatalni diagnostikasdi¢nych chorob
detekce mutaci v genech

studium polymorfismu gen

populani genetika

detekce patogennich bakterii,iviprvoki a hub
typizace patogennich mikroorganigm
identifikace onkogein

typizace nadar

stanoveni pohlavi

archeologie

soudnictvi

kriminalistika

5.2.4.2 Vyhody metody PCR:

» Metoda PCR je velmi citlivd, je pouzitelnd k amilifci tak malého mnozZstvi

DNA, jaké se nachazi v jediném genomul.

» Postup je velmi rychly (3—48 hodin).

» Metoda je bezpma, protoZze nepouziva radioaktivitu.

* Produkt je vhodny k dalSi analyze zavedenymi mdéekimi postupy.

» Metoda ma velkou rozliSovaci schopnost, postupplzezit i u silk degradované

DNA.

5.2.4.3 Nevyhody metody PCR:

» Nemohou se amplifikovat dlouhé sekvence.

» Je teba znat sekvence usesthranéujicich amplifikované sekvence.

» Metoda je velmi citliva, proto je nezbytna absoiuistota vzorku.
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» MuaZe dojit k nepesnostem v replikaci, protoZze neexistuje korektpaoof-

reading), proto mutace, kteréipadré vznikaji kthem reakce, jsou dale roasia-

ny.

5.2.4.4 Diagnostické vyuZziti metody PCR:

» Diagnostika poruch tripletovych repetic (fiapuntingtonova choroba).

* Pf¥imé sekvenovani gén

» Analyza restriknimi endonukledzamiipvysetovani konkrétni mutace.

* Analyza zaloZena na polymorfismu konformace jedtdaci (SSCP; Single Strand
Conformation Polymorphism) — v této modifikaci PGR amplifikovana DNA
denaturuje a elektroforeticky analyzuje bez dematirkdy se mutovartéttzce de-
tekuji pomoci svych abnormalnich rychlosti migrace.

» VySefeni vazby alelo+specifickych oligonukleotidl (ASO; Allele Specific Oligo-
nucleotide) — tato metoda se uziva okeam, kde jefeba detekovat bodovou mu-
taci nebo omezeny pet keZnych alel asociovanych s chorobou. Tentstpp na-
bizi levnou a rychlou diagnostickou metodu, ma v@alezeni, neliopredem mu-
sime znat mutované sekvence.

» Analyza systému mutaci vzdorujicich (refrakterniamplifikaci (ARMS; Amplifi-
cation Refractory Mutation System) — zavisi na gp&wsti vazby PCR-primérna
templatovou DNA.

» Kvantitativni PCR - pouzivd se rutthnke kvantitativni detekci deleci
v dystrofinovém genu odpéaném za Duchenneovu muskularni dystrofii. Kvanti-
fikace produktu PCR je mozna, ale vyZzaduje specidtbaveni a znaou analy-

vvvvv

» Charakterizace individualniho genomu (Pritchard;fK2007, s. 150-151).

Vyznamné vyuZiti nachazi tato metodagiagnoze ddicnych onemoceni u lidi, zvlas-
t¢ v ptipadech prenatélni diagnostiky, kde je k dispopauze limitované mnozstvi DNA
plodu (Snustad, 2009, s. 434}ikPadem je pouZziti PCR ke stanoveni pohlavi u péna
nich burk. Pro choroby vazané na X-chromozom, které pogtjgauze sai jedince, je
prvnim krokem stanoveni pohlavi (Smarda, 2008,43. Bruhou vyznamnou aplikaci je
feSeni forenznich fpadi vyzadujicich identifikaci jedince pouzitim DNA iowané

z velmi malych vzork tkani. Maloco mize poskytnout padysi dikaz identity nez sek-
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vence DNA (Snustad, 2009, s. 517). Profil DNA bykriminalistice poprvé poZit jako
diukaz v roce 1988 (Snustad, 2009, s. 518)pBuziti PCR-amplifikace lze ziskat sekven-
ce DNA z nepatrného mnozstvi DNA izolovanéekalika kapek krve, spermatu nebo do-
konce jednotlivych lidskych vld@s(Snustad, 2009, s. 434). Posledni nalezy prokaZaly
lidsky genom obsahuje velké mnoZzstvi rodin polynsoni DNA ruznych tym — polymor-
fismu, které mohou poskytnout spolehlivyikaz v gipadech nejasné identity. Tyto poly-
morfismy lIze vyuZzit k vytvieni profilu DNA (DNA fingerprints) (Snustad, 2008,517).
PCR se také uspre pouZziva k detekci bakterialnich a virovych infekgpolehliva a citli-
va diagnostika je zvlaStdalezita @i detekci vifi, nag. viru HIV (Smarda, 2008, s. 83).
Konvertni diagnostické metody jsou zaloZzeny na schopriastivovat patogenni orga-
nismy v kultde nebo detekovat jejichfipomnost u pacienta prdstinictvim protilatek.
Jejich nevyhodou vSak je, Ze jstasto naréné a vyzaduji azakolik tydnd, a navic dkte-

ré imunologické metody byvaji malo citlivé. Dal§iznamnou oblasti vyuZziti metody PCR
je monitorovani terapie rakoviny. MoZnost detekeaagickych zrén v rakovinnych bi-
kach je cennym praosidkem ke sledovanitipomnosti malignich butk u pacient

s nadorovym onemoénim (Smarda, 2008, s. 82). PCR mé i mnohostranogitiye vy-

zkumu, v genovém inZenyrstvi atd (Kopeckéa, 2001).
5.2.4.5 Analyza vyuzZivani metody PCR:

Dle WOS byla metoda PCR pouzita vice nez 100000igéé vyuziti nasla wthto
oborech mediciny: Genetika, mikrobiologie, onkoggyatologie, hematologie, gynekolo-
gie a porodnictvi, &da a vyzkum v medicé imunologie, chirurgie, klinicka neurologie,
gastroenterologie, pediatrie, interni medicina,oéndologie, virologie, urologie, nuklear-
ni medicina, farmakologie, parazitologie, kardiadogverejné zdravotnictvi, psychiatrie,

ortopedie, geriatrie a gerontologie.
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Tab. 9 Poet publikovanych fispvki vyuZivajicich metodu PCR v impaktovanyidsopisech dle
WOS za roky 2000-2010.

Typ prispevku Celkovy pget Procentualni pget
Clanek 88363 89,43
Prispsvek z konference 6054 6,13
Review 4394 4,44
z 98811 100
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Graf 4 Pget pispevka jednotlivych stdt o metoé PCR ve sledovanych letech 2000 —
2010.

Tab. 10 Celkovy peet prispevki o meto@d PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2002007 2008 2009 2010
Potet prispevka 2760 9098 8937 9501 9054 9427 9901 10195 1042084109992

Z tabulky 10 vyplyva, Zze od roku 2001, kdy oblibsha vyuZiti této metody vyraZn
stoupla na &olikanasobek, se jeji vyuziti drzi na zhruba stejinovni. Zejme je to zpi-
sobeno nespornymi vyhodami této metody. Ve foregemietice byla tato metoda vyuZzita
v 646 gipadech, nap: (1) Forenzni diagnostika&hotenstvi (Gauvin, et al., 2010), (2)
rychlé ugeni krevnich skupin v systému ABO (Lee, et al.,9003) extrakce lidské DNA
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(Sutlovic, et al., 2007), (4) identifikacd pii hromadnych ne8stich (Leclair, et al., 2007),
(5) testovani lidské identity (Hohoff, Brinkmanr§99), (6) uéovani otcovstvi (Reshef, et
al., 1999), (7) zubni karték jako zdroj dkazni DNA (Tahala, et al., 2000), (8) vyskyt
infekci lidskym papilomavirem u zneuZzivanych di&tevens-Simon, et al., 2000), (9)
identifikace pokeSovanych osob (Lorente, et al., 2001). V geriéilyla tato metoda take
¢asto pouzivana, nap (1) Reaktivace herpesviru vazana gk (Stowe, et al., 2007), (2)
prikaz Helicobactera pylori u starSich hospitalizovdngacieni (Salles, et al., 2006), (3)
zmeény genu u Alzheimerovy demence a demence s Lewdifsky (Akatsu, et al., 2006),
(4) vyskyt zavaznych rinovirovych onemaaon dychacich cest v domech speatelskou
sluzbou (Nicka, et al., 2006), (5) patogenyisgbujici Alzheimerovu demenci (Itzhaki, et
al., 2004), (6) klinické projevy ¢hpky u starSich hospitalizovanych (Walsh, et 2002).

5.2.5 Real-time PCR

5.2.5.1 Popis metody Real-time PCR:

V sowasné dob se pouziva varianta PCR umiofici piimou kvantifikaci PCR-
produktu v pibéhu reakce (Real-time PCR). Kvantifikace mnoZstviekol nukleovych
kyselin je dilezita @i detailnim studiu genové exprese nebo diagnostikterych patoge-
na (Smarda, 2008, s. 79). Tato metoda se od klasiwd®dy PCR lisi fesnym ugenim
mnoZzstvi produktu gfenim nafistu fluorescencedhem vlastni PCR reakce. \&tajici
mnozstvi DNA ve vzorku jefimo unmérné naifstajici fluorescenci. Vysledek reakce tak
znamecasto div, nez probhnou vSechny cykly. PCR v realngémse se pouziv&ipdetek-
ci jednobodovych za#m v genetické diagnostice (VIaSkova, TreSlova, 2@085). Meto-
da Real-time PCR je vysoce citliva gepna a pravproto je i velice nachylna k detekci
raznych nespecifickych reakci (Bilek, 2008, s..Z)p provedeni PCR v realnétase je
nutné mit zpsob, jak zjistit pitomnost produktu reakce v okamziku jeho vznikajkaliv
az po zastaveni reakce a provedeni gelové elektmfoNejjednodussSim apobem je f-
dani takoveho barviva do $s PCR, které fluoreskuje po navazani na detsacovou
DNA. Tento gistup vSak ma své slabiny sjpajici v tvorke faleSnych signél jakmile se
barvivo navaze na chybny produkt reakce. Pokud@®R provadi ve specialnin¥iptroji,
ktery nejen umaluje provadt cyklické zneny teplot, ale také detekci fluorescence, Ize

monitorovat postup PCR v realnémse — vznik produktu v fipchu PCR. PCR v realném
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case je dlezith metoda pro kvantitativni detekciilgch sekvenci DNA a pro identifikaci
specifickych zmin v sekvenci DNA vetne takovych, které maji diagnosticky vyznam
v medicirt (Smarda, 2008, s. 125).

5.2.5.2 Vyhody metody Real-time PCR:

» Rychlé zaznamenéni produkiezprostedre po jejich vzniku.

* Pfesné uteni mnoZstvi produktu &renim nadistu fluorescence.

5.2.5.3 Nevyhody metody Real-time PCR:

» Nachylnost k detekciiznych nespecifickych reakci, tvorba faleSnych diggna

» Vysoké naroky na vlastnosti printer

5.2.5.4 Analyza vyuzivani metody Real-time PCR:

Dle WOS byla metoda Real-time PCR pouzita ve 44¥iiadech. Odétvi, ve kterych
byla tato metoda pouZzita: Genetika, mikrobiologiekologie, patologie, hematologie, gy-
nekologie a porodnictvi,éda a vyzkum v medicé imunologie, chirurgie, klinicka neuro-
logie, gastroenterologie, pediatrie, interni meticiendokrinologie, virologie, urologie,
nuklearni medicina, farmakologie, parazitologierdi@ogie, véejné zdravotnictvi, psy-

chiatrie, ortopedie, geriatrie a gerontologie.

Tab. 11 Peoet publikovanych fispsvku vyuZivajicich metodu Real-time PCR v impaktovanych
¢asopisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispevku Celkovy pdet Procentualni pget
Clanek 39585 89,30
Prispgvek z konference 3651 8,24
Review 1090 2,46

z 44326 100
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Graf 5 Pget pispsvkua jednotlivych stat o metod Real-time PCR ve sledovanych letech

2000-2010.

Tab. 12 Celkovy peet piispsvka o metod Real-time PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 2@010
Potet prispevka 403 799 1464 2378 3305 4274 5170 5935 6529 7223671

Z tabulky 12 vyplyva, Ze metoda Real-time PCR nabgtale vice na populatitJeji
pouziti stouplo Bhem deseti let na¢kolinasobek. Myslim si, Ze hlavnfipinou je to, Ze
metoda je velmi rychld afesna. Ve forenzni genetice byla metoda pouZzita ritSkap.:
(1) A vySetovani nasilnych amrti (Maeda, et al., 2010), (Ryakce DNA ze starych
kosternich poistatki (Lee, et al., 2010), (3) &gwvani krevnich skupin v systému ABO
(Ruan, et al., 2010), (4) pouziti real-time PCRmo na mist ¢inu (Liu, et al., 2008), (5)
vyhodnoceni jaderné DNA z lidskych via€pel, et al., 2008), (6) éwvani sté skvrn od
krve (Anderson, et al., 2005), (7)¢avani pohlavi z biologického materialu (Andreasson,
Allen, 2003) V geriatrii byla metoda pouzita nap(1) Ri zkoumani procesu starnuti bu-
nek lidské kize (Lener, et al., 2006), (2) zpsi faktori podilejicich se na metabolismu
tuka souvisejicich sakem (Misso, et al., 2005), (3) zkoumartkeve vazanych zrn na

receptoru adenosinu (Jenner, et al., 2004).
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5.2.6 Alu-PCR

5.2.6.1 Popis metody Alu-PCR:

Alu-PCR pati do skupiny tzv. interrepetitivnich PCR, které Ziuaji piitomnosti repe-
titivnich elemeni v lidském genomu. Alu-sekvence je velmi variabdndbsahuje sekven-
ci, ktera je specifick&4 prolovéka. Tato technika jéasto pouzivana pro odliSeni lidskeé
DNA od ostatnich a k ziskani specifického fingeraripruli neznamé lidské DNA (VIas-
kov4, TreSlova, 2008, s. 16).

5.2.6.2 Nevyhody metody Alu-PCR:
» Velmi specifické uziti metody.
5.2.6.3 Analyza vyuzZivani metody Alu-PCR:
Dle WOS byla metoda Alu-PCR pouZita v 6ffpadech. Tato metoda byla pouZita jen

v malém mnozstviddnich obo#, nag: Genetika, onkologie, mikrobiologie, gastroentero-

logie, farmakologie, hematologie, geriatrie, patyido verejné zdravotnictvi.

Tab. 13 Péet publikovanych fispsvka vyuZivajicich metodu Alu-PCR v impaktovany&hsopi-
sech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 58 87,88
Prispsvek z konference 8 12,12

> 66 100
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Graf 6 Pd@et pispevku jednotlivych stat o metod Alu-PCR ve sledovanych letech 2000—
2010.

Tab. 14 Celkovy p&et prispsvki o metod Alu-PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 2010
Paetpispivki 6 16 10 6 6 2 5 2 4 3 5

Tato metoda byla pouzita jen ¥kolika malo gipadech vzhledem ke svému omezené-
mu pouziti. Ve forenzni genetice byla pouzita deskma to k utovani lidské DNA.
(Nicklas, Buel, 2002)Walker, et al., 2003). Ve vejném zdravotnictvi byla tato metoda
pouzita nap ke kvantifikaci lidské DNA ve stoliciip screeningu kolorektalniho karcino-
mu. (Zou, et al., 2006).

5.2.7 Primed in situ hybridization

5.2.7.1 Popis metody PRINS:

PRINS (Primedn situ Hybridization) — zakladem metody je reakce PCRofirajiciin
sity, tj. pfimo na chromozomech. (Alternativni ndzev metodyHER in situ®). Piidanim
primerni vymezujeme na cilové DNA specificky genovy lokjehoZ gitomnost vysétije-
me. Pokud je ) nasledné polymerdzoveé reakditpmen v reakni snesi fluorescetné
znaeny analog &které z bazi, dochazi k jeho inkorporaci, takzed&t®u sekvenci lze
vizualizovat hem jediného cyklu PCR (Pritchard, Korf, 2007,30)1
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5.2.7.2 Vyhody metody PRINS:

» Rychlé zpracovani vysledKstai jeden cyklus).

5.2.7.3 Analyza vyuzivani metody PRINS:

Dle WOS byla metoda PRINS pouZzita ve 18#padech. Metoda byla uZzita &chto od-
vétvich mediciny: Genetika, onkologie, endokrinolggiatologie, gynekologie a porodnic-
tvi, imunologie, mikrobiologie, hematologie, intarrurologie, farmakologie, gastroentero-

logie, vaejné zdravotnictvi.

Tab. 15 Poet publikovanych fispevka vyuZivajicich metodu PRINS v impaktovanysopisech
dle WOS za roky 2000—-2010.

Typ prispsvku Celkovy pget Procentualni gt
Clanek 164 89,62
Review 12 6,56
Prispgvek z konference 7 3,82
> 183 100
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Graf 7 Pget prispevka jednotlivych stdt o metoéd PRINS ve sledovanych letech 2000—
2010.
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Tab. 16 Celkovy peet prispevki o meto@d PRINS ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 20089 22010
Elffet HISEV= 39 37 22 23 17 11 13 13 8 8 5

Tabulka 16 ukazuje, Ze pouziti této metody od rd800 prudce kleslo. Domnivam se,
Ze je to omezenym pouzitim. Ve forenzni genetichyl@etato metoda ibec pouzita.
V gynekologii a porodnictvi byla metoda PRINS pdaziap.: (1) Pro vySéeni trizomie
21 (Krabchi, et al., 2006), (2) pro analyzu liddkyocyt (Pellestor, et al., 2005).

5.2.8 Stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmenta u produkta PCR

5.2.8.1 Popis metody PCR-RFLP:

Stanoveni polymorfismu délky restéikich fragment u produktt PCR (PCR-RFLP)e
modifikaci standardni PCR pouzivanou pro typizélcivé sekvence, obvykle &itého ge-
nu, obsahujiciho sekvemi polymorfismus (Smarda, 2008, s. 85). Vysledksoujfrag-
menty Gzné velikosti, které jsou separovany na agarézogéim. Pro svoji nenatoost a
relativni moznost weni mista mutace je tato metoda velmi obliben&hddna pedevsim
pro geny s #tSim polymorfismem nebo nekddujici sekvence (Gazd@007, s. 23). Jako
piiklad vyuziti PCR-RFLP rive byt uvedena prenatalni diagnostika hemofilie iydiny,
ktera nese ity typ mutace. Heterozygotni matka fepaSéka ma jednu kopii normalniho
genu a jednu kopii mutantniho genu. JelikoZz segenliX-chromozomovou recesivii-
di¢nou chorobu, postizeni potom byvaji synové ikimkdi X-chromozom s mutantnim
genem (Smarda, 2008, s. 85).

5.2.8.2 Vyhody metody PCR-RFLP:

= Nenaréna metoda.

» Vhodna pro geny s&Sim polymorfismem.
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5.2.8.3 Analyza vyuzivani metody PCR-RFLP:

Dle WOS byla metoda PCR-RFLP pouzita v 638i®agdech. Své vyuziti nasla tato me-
toda v &chto odwtvich: Genetika, mikrobiologie, onkologie, patoleghematologie, gy-
nekologie a porodnictvi,éda a vyzkum v medicé imunologie, chirurgie, klinicka neuro-
logie, gastroenterologie, pediatrie, interni methciendokrinologie, virologie, urologie,
nuklearni medicina, farmakologie, parazitologierdi@ogie, véejné zdravotnictvi, psy-

chiatrie, ortopedie, geriatrie a gerontologie.

Tab. 17 Poet publikovanych fispsvka vyuZivajicich metodu PCR-RFLP v impaktovanyetso-
pisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 5910 92,82
Prispsvek z konference 391 6,14
Review 66 1,04
> 6367 100
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Graf 8 P@et prispevka jednotlivych stat o metoéd PCR-RFLP ve sledovanych letech
2000-2010.
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Tab. 18 Celkovy peet prispEvki o metod PCR-RFLP ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008®9 22010
Patet prispevka 318 369 402 442 488 544 610 705 828 880 773

Tabulka 18 ukazuje, Ze obliba této metodytstd. Zejnme je to zmisobeno tim, Ze me-
toda je nenarma a nasla své vyuziti naps prenatalni diagnostice. Ve forenzni genetice
byla metoda pouzita ve 2%ipadech, nap: (1) Pro u¢eni doby smrti pomoci PCR-RFLP
(Schroeder, et al., 2003), (2) pro rozliSovani Dikkeé a zvieci (EI-Sayed, et al., 2010).
V geriatrii byla tato metoda pouzita rfap(1l) Ri zkouméni délky Zivota (Ross, et al.,
2001), (2) geneticky vliv na hustotu kostni hma#jt(a, et al., 2006).

5.2.9 Mnohonéasobna (“Multiplex”) PCR

5.2.9.1 Popis metody Multiplex PCR:

Mnohonasobna PCR je takova varianta PCR, kdy jeed&ni snesi pridano rekolik
par primeii rozpoznavajicichgkolik rozdilnych cilovych sekvenci, coz uninge detek-
ci nekolika geri sowtasre v jedné reaéni snesi. Reakni podminky pro satasnou ampli-
fikaci vSech produkt je nutno empiricky, krok za krokem optimalizoveitavni vyhodou
této varianty jsou nizSi cenové naklady nézsamostatnych amplifikacich a proto se pou-
Ziva pro vyhledavani zén na dlouhych Gsecich DNA nebo testovani vzajemasouvise-
jicich oblasti DNA. Prikladem vyuziti mnohonasobné PCR je diagn6za Duchennovy

muskularni dystrofie (Smarda, 2008, s. 85).

5.2.9.2 Vyhody metody “Multiplex” PCR:

» Detekce Bkolika geri sowasre.

= NizSi cenové néklady.

5.2.9.3 Nevyhody metody “Multiplex” PCR:

» Reakni podminky je nutno sjednotit.
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5.2.9.4 Analyza vyuZzivani metody Multiplex PCR:

Dle WOS byla metoda Multiplex-PCR pouzita v 83%§pdech. Tato metoda byla po-
uzita nap. v téchto odetvich: Genetika, mikrobiologie, virologie, onkolegiimunologie,
patologie, hematologie, farmakologie,f@@é zdravotnictvi, gynekologie a porodnictvi,

interna, pediatrie, endokrinologie, gastroenten@ogrologie, radiologie, ortopedie.

Tab. 19 Péet publikovanych fispEvka vyuzivajicich metodu Multiplex PCR v impaktovanych
casopisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 7328 88,55
Prispsvek z konference 741 8,95
Review 207 2,50
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Graf 9 Pget pispsvka jednotlivych stat o metod Multiplex PCR ve sledovanych letech
2000-2010.
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Tab. 20 Celkovy ptet prispEvka o meto@ Multiplex PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 200809 202010
Paetélanki 369 417 464 603 669 748 749 1010 996 1146 1171

Obliba této metody vista. Podle mého nazoru je to Hameno hlavrg tim, Ze jsou
nizsi cenové naklady a zarav@ge mozno detekovatékolik geni sowtasre. Ve forenzni
genetice byla tato metoda pouzita v 33fdpadech, nap: (1) Pro identifikaci DNA
Z €lnich tekutin (Juusola, Ballantyne, 2005), (2) fg¢chrceni krevni skupiny v systému
ABO (Lee, et al., 2009), (3) prenatalni vydetini plodu na &i¢na onemoceni (Dong-
ling, et al., 2009), (4) identifikace novorozén@lvarez, Ballantyne, 2006), (5) aplikace
metody v identifikaci lidi (Walker, et al., 2005)e va‘ejném zdravotnictvi byla tato meto-
da pouzita nap: (1) Pro stanoveni adenoviru ve vzorcich vodn@jt al., 2009), (2) podil
infekce E. coli u akutnich pimua (Anvikar, et al., 2008), (3) rychla detekce pattazipi-
sobujicich malarii (Padley, et al., 2003).

5.2.10 Nested PCR

5.2.10.1Popis metody Nested PCR:

s E s

vnitinich primet, kterd umo#uje detekovat i jedinou molekulu templatové DNAodi
se ve dvou krocich: (1) amplifikace templatové Diernujici 15-30 cykil s jednim pa-
rem tzv. vijSich primet, (2) amplifikace produktu z prvniho kroku pomodryp tzv.
vnitinich primeti. Tento krok zahrnuje dalSich 15-30 aykd po jeho dokafeni se pro-

dukt detekuje pomoci elektroforézy (VIaskova, Togal 2008, s. 17).

5.2.10.2Nevyhody metody Nested PCR:

» Druhy krok vyZaduje fisné podminky.

» Riziko kontaminaceip pienosu z jedné reakce do druhé.
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5.2.10.3Analyza vyuzivani metody Nested PCR:

Dle WOS byla metoda Nested PCR pouzita v 63figaglech. Odstvi, v nichZz byla
metoda pouZzita: Genetika, mikrobiologie, virologigkologie, imunologie, \tejné zdra-
votnictvi, patologie, hematologie, gastroenteraoginitni |eékastvi, gynekologie a po-
rodnictvi, farmakologie, pediatrie, endokrinologieologie, toxikologie, psychiatrie, radio-

logie.

Tab. 21 Peet publikovanych fispsvki vyuZivajicich metodu Nested PCR v impaktovan§ea$o-
pisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy pdet Procentualni pget
Clanek 5733 91,61
Prispgvek z konference 462 7,38
Review 63 1,01
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Graf 10 P¢et pispivki jednotlivych stdt o metod Nested PCR ve sledovanych letech
2000-2010.



UTB ve Zliné, Fakulta humanitnich studii 73

Tab. 22 Celkovy peet rispEvki o meto@d Nested PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 200809 202010
Patetélanki 484 528 508 568 553 573 530 605 676 640 593

Pouziti této metody se drzi na relatistejné Urovni. Domnivam se, Ze je taigpbeno
piedevsim nevyhodami této metody. Ve forenzni geadiyta metoda Nested PCR pouZita
ve 13 giipadech, nap: (1) Pro piikaz mikroorganisn v aortalnich chlopnich (Nilsson, et
al., 2005), (2) pro detekci Zenské slozky ve sn@dewmi (Robino, et al., 2004), (3) hodno-
ceni DNA u utité, mistk omezené&asti populace (Dimo-Simonin, et al., 2000). Véeye
ném zdravotnictvi byla metoda pouzita hafl) Pro detekci H. pylori z bioptickych tkani
(Ottiwet, et al., 2010), (2) stanoveni resistend& antimalaritické terapii (Zhang, et al.,
2009), (3) vyuziti metody v detekci mimoplicni foymiBC (Garcia-Elorriaga, et al., 2009),
(4) stanoveni podtypviru HIV (Yirrell, et al., 2008), (5) detekce Sabmelly z krve, moi
a stolice (Hatta, Smits, 2007), (6) vy&esti €hotnych Zen na Toxoplasmozu (Nimri, et al.,
2004).

5.2.11 Polymorfismus délky jednoduchych repetitivnich sekenci

5.2.11.1Popis metody SSLP-PCR:

DalSi vybranou metodou je polymorfismus délky jedinchych repetitivnich sekvenci
(SSLP-PCR). Jednoduché repetitivni sekvence jsmletaové repetice (napmikrosateli-
ty) ptitomné v eukaryotickych genomechkietnosti az 80 kopii. Vigledku mutaci nebo
rekombinaci se get €chto repetici Mmze zvysit nebo snizit. JelikoZ je mezi jedinctgb
repetici znan¢ variabilni, vysledkem amplifikace je vznikar¢ dlouhych PCR produist
Rozdili v délce fragmerit genomové DNA podmémé gitomnosti jednoduchych repeti-
tivnich sekvenci se pouZziva k odliSeni blizédyznych jedint a k detekci vztalh mezi

nimi zejména v genetice populaci (Smarda, 20089)s.

5.2.11.2Nevyhody metody SSLP-PCR:

» Je nutno navrhovat vzdy novou sadu priimer
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5.2.11.3Vyhody metody SSLP-PCR:

» VyuZiti v genetice poulaci.

5.2.11.4Analyza vyuzivani metody SSLP-PCR:

Dle WOS byla metoda SSLP-PCR pouZzita v 87ipadlech. Mezi oditvi, v nichZ byla
metoda pouzita, pét Genetika, mikrobiologie, parazitologie, imunakegonkologie, far-
makologie, véejné zdravotnictvi, endokrinologie, patologie, hé&stagie, toxikologie,

geriatrie, interna, urologie.

Tab. 23 Peet publikovanych fispvka vyuZivajicich metodu SSLP-PCR v impaktovanygelo-
pisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy pdet Procentualni pget
Clanek 818 93,81
Prispgvek z konference 34 3,90
Review 20 2,29
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Graf 11 Poet pispsvka jednotlivych stdi o metod SSLP-PCR ve sledovanych letech
2000-2010.



UTB ve Zliné, Fakulta humanitnich studii 75

Tab. 24 Celkovy peet prispEvki o metod SSLP-PCR ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 200809 202010
Pacet¢lanki 71 58 66 83 76 84 87 97 88 89 69

Z tabulky 24 vyplyva, Ze pouZiti této metody seidrd konstantni Grovni. Domnivam
se, Ze je to zZjsobeno hlavni nevyhodou metody, tedy nutnosti rmasathvzdy novou sadu
primeri. Ve forenzni genetice byla tato metoda pouzitavgefiech gipadech. Jakoriklad
uvadim druhovou determinaci z fosilnich kosternpdzistatki (Vural, et al., 2010) Ve
vefejném zdravotnictvi byla metoda pouZita hamo ugeni vztahu mezi hladinami IGF

(Insulin-like Growth Factor) a rizikem rakoviny préFletcher, et al., 2005).

5.2.12 DNA Microarrays

5.2.12.1Popis metody DNA Microarrays:

Jedna se o metodu zaloZenou na technologii BIYA (,DNA Microarrays"). Vyuziva
negimé metody sekvenovani pomoci hybridizace (SBHJndese o perspektivni &ig-
nou metodu varianty hybridizace pro¥aé prostednictvim technologie DNAi#pu. Tato
technologie byla optimalizovana zejména pro stanbjednonukleotidovych polymorfis-
mu v genomech, pro srovnavaci sekvenovani kratkyagnient DNA a pro analyzu ex-
prese gefh (Smarda, 2008, s. 69). Znalost UpIlné sekvence myendaného organismu
umoziuje vytvdit ¢ipy z malych fragmerit DNA, kterymi Ize identifikovat vSechny moz-
né otevenédteci ramceCipy pro Gplny genom jsou v sdasné dob k dispozici pro skte-
ré bakterialni kmeny a prvoky (Smarda, 2008, s).IB&chnologigipt je velmi nakladna.
Nejen, Ze vyZaduje pizeni nakladnéijstrojové techniky, ale také syntéza velkéhoétpo
primer i vlastni provedeni PCR, jsou drahé. Jakmile pky&ipravacipu ukortena, jsou
dalSi kroky podstathlevrgjsi. Je vyhodné, Ze Ize snadnippavit mnoho kopii téhoZipu
(Smarda, 2008, s. 132).
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5.2.12.2Vyhody metody DNA Microarrays:

» Tuto techniku Ize pouZzit pro testovaniitpmnosti mnoha specifickych molekul
DNA v buitkach rostoucich zaiznych podminek (Smarda, 2008, s. 131).

» Umoziuje zkoumat expresi vSech gefednoho organismu soéasré (Snustad,
Simmons, 2009, s. 462).

5.2.12.3Nevyhody metody DNA Microarrays:

=  Velmi nadkladna metoda.

5.2.12.4Analyza vyuzivani metody DNA Microarrays:

Dle WOS byla metoda DNA Microarrays pouzita v 938®adech. Zde uvadinektera
odwtvi, v nichz byla tato metoda pouzita: Genetik&adagie, mikrobiologie, farmakolo-
gie, patologie, imunologie, toxikologie, hematokgiendokrinologie, gastroenterologie,
urologie, gynekologie a porodnictvi, interna, p#amagie, veejné zdravotnictvi, radiolo-

gie, psychiatrie, pediatrie, geriatrie, anatomie.

Tab. 25 Poet publikovanych fispsvka vyuZivajicich metodu DNA Microarrays v impaktovahy
casopisech dle WOS za roky 2000-2010.

Typ prispsvku Celkovy paet Procentualni get
Clanek 6965 68,49
Review 1133 11,14
Prispsvek z konference 2071 20,37

z 10169 100
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Graf 12 Poet prispivka jednotlivych stdt o metod DNA Microarrays ve sledovanych
letech 2000-2010.

Tab. 26 Celkovy peet piispsvka o meto@d DNA Microarrays ve sledovanych letech.

Rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 200809 202010
Patetélanka 193 458 678 875 1066 1092 1153 1089 990 924 774

Z tabulky 26 vyplyva, Ze do roku 2007 dochazel@kistu pouziti této metody, po tom-
to roce doslo k mirnému poklesu. Metoda je vyhodr@jeji nesporna klady, k poklesu

vSak podle mého nazoru doslo proto, Ze se jedréklaadnou metodu.

Ve forenzni genetice byla tato metoda pouzita veiadech, nap: (1) Pro analyzu
nukleovych kyselin jako diagnostického a progné&tim ukazatele (O'Driscoll, 2007), (2)
pro vySeteni¢ervenych krvinek, bilych krvinek a destk ve forenzni genetice (Wu, Csa-
ko, 2006). Ve viejném zdravotnictvi byla metoda uZzita hafl) Pro zjis¢ni vlivu geneti-
ky pii studiu bakterialni resistence (Garza-Ramos, .e2809), (2) protektivni vlivého-
tenstvi na rakovinu prsu (Russo, et al., 2008),v{@eteni genotoxicity v raném vyvoji
novorozence (Kisby, et al., 2006), (4) vliv alkalela vyvoj plodu (Lee, et al., 2004), (5)

aplikace metody ve vyzkumu vlivu z&sinani na zdravi (Koizumi, 2004).
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6 ZAVER

Téma své bakataké prace ,Zaklady metod forenzni genetiky” jsemysirala proto, Ze
me osobr zajimalo a myslela jsem si, Zze by mohlo mit i daemce. V satasné dob
existuje velké mnozstvi metod, které se vyuZivagjemetice, proto jsem vytiita jen
strieny prehled rkterych vybranych metod a jejich modifikaci. Mymnzem bylo kaz-
dou vybranou metodu st popsat, nastinit jeji principy, vyuZziti, vyhodynevyhody.
Kazdou metodu jsem si vyhledala na strankach Wermnce a snazila se podétided o
cetnosti jejiho vyuziti ve ¢ i u nas. Dale jsem u kazdé metody sledovataost vyuziti
v jednotlivych letech, a to od roku 2000 do rokd@0Poslednim sledovanym parametrem
bylo publikovani metody v odbornyalasopisech. Zajimalo énzda se jednalo dlanek,

nebo o pispivek z odborné konferenéeo review.

Doufam, Ze se mi potito vytvorit srozumitelny pehled o metodach pouzivanych v ge-
netice a Zeippadni zajemci o toto téma zde najdotityrzaklad, ze kterého se dozwico
vic o tomto, dle mého nazoru, opomijeném oborud3rase mohli timto ifghledem i in-
spirovat a pokrégovat ve studiu dalSich metodjpadre rozstit informace o metodach, zde

uvedenych.

Do piflohy jsem navic fidala seznam pracovids Ceské republice, ktera se zabyvaji
praw vySetovacimi metodami, které se vyuZivaji ve forenzmiegiee. Seznam je to velmi
strueny, ale pro ty, ktd by se chili dozweédét vice konkrétnich informaci, nabizi alespo

piehled pracovi§ na kterd se mohou obrétit.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

A
ABO
ADA
Al
ARMS
ASO
ATP
BRCA

CGH
COOH
DNA
E. coli
EDTA
FISH

H. pylori
HIV

His
hnRNA
IGF
MRNA
nm
NTP
OH

pb

PCR
PCR - RFLP
pH

adenin

systém krevnich skupin

adenosin - deaminaza

Alanin

mutacim vzdorujici (refrakterni) amplifikace
alelové specificky oligonukleotid
adenosintrifosfat

breast cancer (rakovina prsu)
cytosin

komparativni genova hybridizace
aminokyselinovy karboxyl
deoxyribonukleova kyselina
Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova
fluorescenéni in situ hybridizace
guanin

Helicobacter pylori

virus lidského imunodeficitu
Histidin

heterogenni jaderna RNA

Insulin - like Growth Factor
mediatorova RNA

nanometr

nukleotidtrifosfat

hydroxylova skupina

par bazi

polymerazova fetézova reakce
polymorfismus délky restrikénich fragment u produktl PCR

kyselost (potential of hydrogen)
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pre - mMRNA
pre - rRNA
pre - tRNA
PRINS
REA

RFLP

RNA

rRNA

RT - PCR
SBH

Ser

SNP

SRFH
SSCP
SSLP - PCR
STR

T

TBC

tRNA

UV zé&eni
VNTR
WOS

prekurzorova mediatorova RNA
prekurzorova ribozomova RNA
prekurzorova transferovd RNA

primed in situ hybridization

restrikéni endonukledzova analyza
polymorfismus délky restrikénich fragment(
ribonukleova kyselina

ribozomova RNA

reverzni transkripce polymerazové fetézové reakce
sekvencovani pomoci hybridizace

Serin

jednonukleotidovy polymorfismus

selektivni hybridizace restrikénich fragmentu
polymorfismus konformace jednoretézcli
polymorfismus délky jednoduchych repetitivnich sekvenci
short tandem repeats

tymin

tuberkuléza

transferova RNA

uracil

ultrafialové zareni

tandemové repetice o variabilnim poctu

Web of Science
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