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1 Uvod

Nenapadné prisel vék genetiky. Genetické testy se stdvaji stale castéji
soucasti naSeho zivota. Dnes je mozné se nechat otestovat na sportovni vlohy,
hudebni sluch, muzete zjistit, jak jste na tom s odbouravanim alkoholu, nebo si
mizZete otestovat svij geneticky ptivod a spoustu dal$ich predispozic. V Cesku se
témito testy zabyva nékolik klinik a soukromych laboratotfi. Rozhodla jsem se
otestovat sebe a své rodie na sportovni gen ACTN3 a to Ve spolupraci
s Olomouckou soukromou laboratoii Genexone. V této praci jsem se zaméfila na
praktické provedeni izolace deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a prokazani
principu dédi¢nosti (pienos vloh od rodi¢t na potomky) s vyuzitim vysSetfeni
sportovnich predispozic pomoci genu ACTN3. Bonusem této prace bude znalost
toho, zdali jsou mé svaly, a svaly mych rodici, spiSe uréené pro vytrvalostni
sporty anebo naopak jestli se vice hodi k rychlostnim a dynami¢t&j$im sportovnim

aktivitam.
2 Cile prace
Teoreticka cast:
1) Shrnout poznatky tykajici se dané problematiky
Prakticka cast:
1) Izolace DNA adsorp¢ni metodou, komerénim kitem firmy Qiagen

2) Agar6zova elektroforéza.

3) Vyhodnoceni vysledki.

3 Zhodnoceni souc¢asného stavu FeSené problematiky

3.1  Genetika
Genetika je véda, zabyvajici se dédi¢nosti a proménlivosti zivych soustav,
zahrnuje znalosti z riznych obort biologie, biochemie a chemie. Tato skute¢nost

déla z genetiky dost slozity a pro studium naro¢ny piedmét. Nicméné genetika je



veéda ptisné logicka a pochopenim zékladnich zakonitosti je mozné fesit i celkem
slozit¢ problémy. Na druhé strané pii studiu genetiky zjistite, ze celd fada
skuteCnosti je oteviena a ne zcela presné vysvétlena.

Geneticka informace je ulozena v molekule deoxyribonukleové kyseliny
(DNA), ktera se nachazi ve vSech jadernych burikach naseho téla (pf.erytrocyty-
cervené krvinky jadro nemaji, tak neobsahuji DNA) a je rozdélena do 23 part
chromosomil. Dna je biomakromolekula, bez které bychom nemohli existovat, fidi
vyvoj znakt fyziologickych, biochemickych, anatomickych.

DNA eukaryotickych organismu, mezi které se fadi i ¢lovék, je uloZena
Vv jadie a tak je zajiSténa jeji izolace od okolni cytoplazmy. U eukaryotickych
organismii se DNA nachazi také v mitochondriich, tzv.mitochondrialni DNA. U
rostlin je to navic v chloroplastech, tzv chloroplastova DNA.

Celkova délka DNA v lidské buiice je 2 metry a velikost bunééného jadra
je v priméru 5 az 10 mikrometr. Aby se takto dlouha DNA do jadra vesla, musi
byt v jadfe spojena s bilkovinami (proteiny) a vytvaii tak strukturu, ktera se
nazyva chromatin, coz je vysoce organizovany komplex.

v

DNA spole¢né s proteiny histony tvoii nukleozomy, které jsou nejnizsi a
jedinou prokazanoun urovni ,,sklddani chromosomui“. V dalSich krocich se DNA
dale kondenzuje na vyssich Grovnich.

Zékladni stavebni jednotkou DNA je nukleotid. Tento nukleotid se sklada
z nukleové baze (purinové ¢i pyrimidinové), pétiuhlikatého monosacharidu
(deoxyribdzy) a zbytku kyseliny fosfore¢né.

Mezi purinové baze patfi adenin a guanin, mezi pyrimidinové cytosin a
tymin. Ve dvousSroubovici DNA (struktura DNA byla objevena roku 1953), se
adenin paruje s tyminem a cytosin s guaninem, pfitom se tyto baze nachazi uvnitf
dvousroubovice. Vnéjsi strana je tvofena cukr-fosfatovou kostrou.

Zéakladni jednotkou dédi¢nosti vSech zivych organismi je gen, ktery
zjednodusené predstavuje urcity usek DNA s pevné danou struktiirou.

Genova exprese zahrnuje transkripci a translaci. Transkripce je piepis
genetické informace z podoby DNA do RNA a translace je pteklad genetické
informace z RNA do struktury proteinu.

Dédi¢nost je ojedin€ld vlastnost zivych organismii. Diky ni dochéazi k

pfenosu ur€itych znakl z rodiCovské generace na generaci potomkul. Jednd se o



pienos z generace na generaci. U ¢loveka, ktery se rozmnozuje pohlavné, ziskava
novy jedinec polovinu genetické informace od otce a polovinu od matky.

Schematické zobrazeni dvougroubovice DNA
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(http://user.mendelu.cz/urban/vsg2/dna2/model.htm#)

3.2 Gen ACTN3

Gen oznacovany ACTN3 (alfa-actinin-3) objevili australsti védci uz v roce
2003. Je ulozen na chromosomu 11. Gen je zodpovédny za tvorbu svalové
bilkoviny zvané alfa-actinin-3. Gen ma dvé varianty (alely). Jen jedna z nich v8ak
vytvati actinin, bilkovinu, ktera se vyskytuje pouze v téch svalovych vlaknech, jez
umoziuji rychlou reakci. Diky nim ¢lov€k vyvine okamzZitou silu, jakou potiebuji
prave sprintefi. ACTN3 (alfa-aktinin-3 protein) hraje vyznamnou roli ve svalovém
ristu a miize mit vliv na sportovni vykon také diky tc¢inku na vyuziti kysliku ve
svalech. Svalova vlakna s obsahem ACTN3 jsou odolnéjsi proti svalové tnave,
tento typ svalovych vldken se uplatituje u vytrvalostnich sportt. Dal$im uc¢inkem
ACTN3 je ochrana svalového vldkna pted poskozenim, které stimuluje svaly ke

zvySovani svalové sily. Jak rozvinuta je tato schopnost, zélezi na genetické



vybavé kazdého Cloveéka. U nékoho dochazi k deficitu této svalové bilkoviny, coz
zpusobuje, ze kontrakce svalovych vldken jsou sice pomalejsi, ale zase o to
vytrvalejsi.

| Chromosome 11

Research suggests that
| elite athletes who rely
on the power of
fast-twitch fibers in their
muscles, like sprinters,
share a common
genotype. These fibers
contain a protein
produced by the R allele
(version) of the ACTN3
gene.

ACTN3

Genotype
frequency
among elite
o S
(Chromosom 11, gen ACTN3) (Protein Actinin, alpha 3)

3.3  Jakym zpiisobem ovliviiuje gen ACTN3 sportovni vykony

Kazdy z nds ma na DNA urovni dvé kopie genu ACTN3, vzdy jednu kopii
dédi od otce a druhou od matky. V genu mohou byt jemné rozdily. Védci nasli v
genu ACTN3 variantu, znamou jako R577X, kterd méni zpuisob, jakym Cte buiika
instrukci genu ACTN3. Zména R577X zplsobuje deficit svalové bilkoviny a
v jeho dusledku jsou kontrakce svalovych vlaken sice pomalejsi, ale za to
vytrvalejsi.

Na zéklad¢ genetického testu sportovnich dispozic se Cloveék dozvi svou
variantu genu ACTNS3, tedy jestli ma sklon k vytrvalosti, k rychlostnim a silovym

vykoniim, anebo by mohl uspét v obou smérech.

3.4  Jakou informaci mi test poskytne

Test mi poskytne informaci o vytrvalostni nebo rychlostni dispozici, coz je
vyznamny faktor pro sportovni rozvoj. Test nedokaze odhalit dalsi faktory, které
jsou vyznamné pro rozvoj sportovce, jako je télesna konstituce, psychicka
odolnost, viile a u kolektivnich sportlh kombina¢ni schopnosti, rychlost mysleni,
periferni vidéni atd.

V populaci se mohou vyskytovat jedinci, ktefi maji 3 moZné kombinace,
pricemz kazda varianta piedurcuje sportovee k urcitému druhu sportu.

Jsou to tyto kombinace:



1) WT/ WT: variantu R577X ani v jedné kopii genu ACTN3. (WT- wild
type- divoky typ)

Absence R577X v obou kopiich genu ACTN3 je spojena s piirozenym sklonem k
rychlostnim sportovnim aktivitam. Sportovci s timto genotypem castéji vynikaji
Vv disciplinach, jako jsou sprinterské béhy do vzdalenosti 800 metrii, plavani do
200 metrt, cyklistické zavody na kratkych tratich, rugby, kulturistika, vzpirani.
2) R577X/ R577X: varianta R577X pfitomna v obou kopiich genu ACTN3.
Védecka studie sportoveil z australského institutu sportu (AIS), ukazuje, ze tato
kombinace je spojena s piirozenym sklonem k vytrvalosti. Sportovci s timto
genotypem castéji vynikaji ve vytrvalostnich disciplinach, jako jsou béhy nad 1
km, plavani nad 400 m, triathlon.

3) WT/ R577X: variantu R577X pfitomna v jedné ze dvou kopii genu
ACTNS.

Tato kombinace se hodi pro vytrvalostni i rychlostni druhy sportu. Sportovci s
timto genotypem se mohou vénovat sportiim, které vyzaduji jak rychlostni nebo
silovou slozku, tak 1 slozku vytrvalostni. Jednd se zejména o fotbal, hokej,

hazenou, tenis, basketbal.

4 Uvod do DNA izolaéni techniky

Princip izolace DNA vychazi z fyzikalné chemickych vlastnosti DNA:

1. DNA je mimotadné stabilni makromolekula a zaujima obvykle sekundarni
konformace A, B, C, nebo Z

2. pti neutradlnim pH se nukleové kyseliny (NK) chovaji jako anionty, jejich celkovy
zaporny naboj je zplsoben piitomnosti siln¢€ kyselych fosfatovych estert
DNA se snadno precipituje alkoholem

4, DNA je tvotena ze dvou antiparalelnich vlaken dsDNA (double stranded DNA),
ktera jsou vzajemn¢ poutana slabymi vodikovymi vazbami mezi skupinami —NH;
a —OH a tyto vodikové mistky jsou stabilni v rozmezi pH 4 - 9,5

5. NK maji maximum absorpce UV svétla pii 260 nm, jednovlaknova DNA dava o

20 % vétsi absorbanci nez dvouvlaknova

4.1. Kit QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen)

Izolace pomoci komer¢niho kitu QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen) je

zalozena na lyze a denaturaci proteinii pomoci lyza¢niho pufru a degradaci
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proteinit pomoci proteazy Qiagen a chaotropnimi ionty, které jsou obsazeny v AL
a AW1 pufru. Uvolnénd DNA je potom vazana na sorbentni materidl na mini spin
QIAamp kolonu. DNA je adsorbovana na oxid kiemicity QIAamp-gel membrany
béhem kratkého odstiedéni, ze kterého je po procisténi uvolnéna plsobenim

roztoku s nizkou iontovou silou do ¢isté zkumavky.

GlAamp Spin Column Procedurs
in microfuges  on voouum manifolds
Sample \
" Llysa -
| |
= =
= Bind "":

= =
L B
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= i
Wacuwm
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= e ‘QlAampg DNA Mini Kit (250)
i =i, [ - y
E =i Cot. Mo, 51306
g E: Elm | 4 ;: w-dtmmum

Pure DA or RNA Pure DMA or RMA

(Znéazornéni izolace DNA pomoci QIAamp Spin Column v minicentrifuze,

prirucka QlAamp, Qiagen)



4.2  Méreni koncentrace DNA spektrofotometricky

Koncentrace DNA je méfena pomoci UV spektrofotometru na zakladé
stanoveni absorbance pfi vinové délce 260 nm (A260). Koncentrace DNA
vyplyvéa z Lambert-Beerova zdkona: A260 =cx e x d
kde c je koncentrace DNA
€ je molarni absorp¢ni koeficient

d je tloustka kyvety

4.2.1 Meéreni nanodropem

Jedna se o unikatni kompaktni pfistroj (spektrofotometr), ktery pracuje se
vzorky o objemu 1 pl a nevyuziva kyvety ani kapilary. Principem je vyuZiti

optickych vlaken a povrchového napéti. Vzorek vzlind mezi dvéma rameny

pristroje. Umoziuje méfit ve velmi vysokém rozpéti koncentrace DNA (2 ng/ul —

3700 ng/ul).

(NanoDrop ND-1000, http://nanodrop.com)

4.3  Elektroforéza na agar6zovém gelu

Elektroforéza funguje na principu pohybu zaporné nabité DNA (hlavnim
nositelem naboje nukleovych kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny) ke
kladné katodé v elektrickém poli. Elektroforéza se provadi v elektroforetické vané
v prostiedi elektrolytického pufru. Je to metoda pro separaci nukleovych kyselin,
ale i proteint v zavislosti na jejich velikosti, struktufe ¢i naboji. Elektroforéza se
provadi na vhodném nosi¢i, nejCastéji v gelu tvofeném agardzou Ci

polyakrylamidem. Gel je tvofen slozitou siti polymernich molekul s pory, jimiz se

9
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molekuly DNA pohybuji raznou rychlosti v zavislosti na velikosti (malé
fragmenty se pohybuji rychleji, tj. doputuji na gelu dal). Agardézovy gel se
pfipravuje v rizné hustoté. Agardza se rozpousti v pufru, ktery je také obsazen v
elektroforetické vané jako elektrolyt. Vzorky se nanasi do jamek v gelu, které
byly vytvofeny pomoci tzv. hiebinku. Zatizeni DNA (DNA klesne do jamky v
gelu) a migrace DNA v gelu jsou zajistény pfidanim tzv. nanaseciho pufru, ktery
je tmavé zbarveny (obsahuje barvivo — napf. bromfenolovda modi) a je tak
umoznéna kontrola vlozeni DNA vzorku do piislusné jamky a také migrace DNA
v gelu. Pro vizualizaci DNA se pouziva znaceni fluorescenénim barvivem, které
se vaze na DNA, napf. ethidiumbromid , SYBR Green, RED GEL. UV zafeni v

ptistroji zvaném UV transiluminator zviditelni fragmenty DNA.

@)5 i\a ) / ) f/f

S| [
vzorek DNA

@ ® A ® o ¢

RRw ;EE ;::. pufr | | gel pufr

--- o~ I Te
T — p—

(Schéma elektroforézy)
5 Material a metodika
5.1  Laboratorni vybaveni
Centrifugy: FORCE 1418, Labnet
Centrifuga — tiepacka: Combi-Spin, BIOSAN EAST PORT
Elektroforetické vana : Mini ReadySub-Cell™ GT Cell Bio-Rad
Mrazaky: Elektrolux (-28 °C)
Nanodrop Nanodrop ND 1000 Thermo Fisher Scientific
Pipety : Gilsom-Pipetman 1000 pl

Labmate 10 pl, 20 pl, 200 pl)
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DISCOVERY 10 pl, 200 pl)

Vodni lazen: BM 302, NUVE SANAYI MALZEMELERI
IMALAT VE TICARET A.S.

Vortex + minicentrifuga: FVL-2400N

5.2 Soubor vySetfovanych vzorku

Soubor vzorkl byl ziskan od mé rodiny. Bukalni stér od Kratochvilové

Romany, Kratochvilové Lady, Kratochvila Vladana.

5.3  Priprava vzorku

Dna byla izolovéna z vytéru sliznice dutiny Ustni (tzv. bukalni stér). Odbér
byl nebolestivy, velmi rychly a jednoduchy. Stér bun¢k ze sliznice ustni dutiny, z
vnitini strany tvafe, byl proveden pomoci specialniho kartacku (brush) po
vyplachnuti dutiny ustni vodou. Po odbéru byly kartacky nechany uplné
zaschnout nékolik hodin a potom byly vloZeny, kazdy zvlast, do Ccistého
uzaviratelného sacku. lzolace DNA byla provedena s vyuzitim komeréniho kitu
QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen).

Celkem byla provedena izolace ze 3 vzorkt bukalniho stéru.

11



5.4

1)

2)

3)

4)

Izolace DNA QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen)

Do 1,5 ml zkumavky nepipetujeme 1000 pl destilované vody a vlozime do
zkumavky karta¢ek s bukdlnim stérem a uvolnime bunky do vody,

centrifugujeme 13000 g 5 minut, eluat odstranime.

K supernatantu pfiddme 180 pul ATL pufru a 20 ul proteindzy K. Tuto
smés promichdme na vortexu po dobu 15 sekund a inkubujeme pfi teploté
56°C po dobu 1 — 3 hod, pokud se supernatant uplné¢ nerozpusti

(nezlyzuje).

K lyzatu pfidame 200 ul AL pufru. Tuto smés promichame na vortexu po
dobu 15 sekund a inkubujeme pii teploté 70°C po dobu 10 minut.

Po skonceni inkubace piidame ke vzorku 200 pl etanolu (96 % - 100 %),

promichame 15 sekund na vortexu.

12



5) Vzorek nanasime na kolonu a centrifugujeme pii 8000 g po dobu 1 minuty.

Filtrat vylijeme a opakujeme postup, nez kolonou projde veskery material.

6) Poté pfiddme na kolonu 500 pl AWI1 promyvaciho pufru a kolonu
centrifugujeme 8000 g 1 minutu a filtrat odstranime.

7) Poté pfiddme na kolonu 500 pl AW2 promyvaciho pufru a kolonu

centrifugujeme 13000 g 3 minuty a filtrat odstranime.
8) Po odstranéni pufru, prazdnou kolonu centrifugujeme 13000 g 1 minutu.

9) Kolonu pfeneseme do oznacené ¢isté 1,5 ml eppendorfky a naneseme 100
ul AE pufru vytemperovaného na 56°C a inkubujeme 5 minut pii pokojoveé

teploté.

10)  Po inkubaci centrifugujeme 13000 g 5 minut a eluat pfeneseme do

zamrazovaci zkumavky a uskladnime pii - 28°C v mrazéku.

13



5.5  Meéreni nanodropem

Méfeni bylo provedeno na pfistroji ND 1000 firmy Thermo Fisher
Scientific. K méfeni byl pouzit 1 pl vzorku. Koncentrace a Cistota vzorku byla
stanovena na zaklad¢ absorbance pifi vinové délce 260 nm (A260) a 280 nm

(A280) zméiené piistrojem. Celkem byly zméteny 3 vzorky.

5.6  Agardzova elektroforéza
5.6.1 Piiprava agarézového gelu

Pro ptipravu 1,5% gelu navazime na analytickych vahéach 0,9 g praskové
agarozy. Tu smichame v kadince s 60 ml TBE (tris-boratovy pufr) a celou smés
ptivedeme k varu. Mezitim si pfipravime formu pro naliti gelu. Plastovou formu
vlozime do drzdku mezi pryzové tésnéni. Plastovy drzak vyrovname pomoci malé
vodovahy. Do krajnich drazek pak zasadime hieben, ktery umozni vytvoteni
jamek pro naneseni vzorkd. Po mirném vychladnuti (asi na 40 °C) se do gelu

ptidaji 3 ul barvicky (RED GEL) a nalijeme gel do formy a nechame tuhnout.

5.6.2 Provedeni elektroforetické separace izolované DNA

Do celektroforetické vany nalijeme elektroforeticky pufr TBE (tris-
boratovy pufr). Z plastového drzaku vyjmeme formu se ztuhlym gelem a
odstranime hteben tak, aby se nepoSkodily jamky. Formu s gelem vloZime do
elektroforetické vany tak, aby jamky pro vzorky byly orientovany smérem ke
katodé (-). Vzorky naneseme do jamek pomoci pipety. Do kazdé jamky naneseme
10 pl ptfipravené¢ho vzorku izolované DNA smichané s ukladacim barvivem.
Nakonec nasadime na vanu viko a pfipojime ji ke zdroji. Na zdroji
stejnosmeérného napéti nastavime napéti 60 V a dobu déleni 60 minut. Po
nastaveni parametrii spustime separaci pomoci tla¢itka ,,Run“. Po skonceni
separace vypneme zdroj, elektroforetickou vanu odpojime od zdroje a vyjmeme
plastovou formu s gelem. Gel pfesuneme z plastové formy do nadobky urcené

k pfeneseni gelu do UV transiluminatoru ke zviditelnéni fragmentti DNA.
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5.7 Odeslani izolované DNA do laboratore GENEXONE.

Po vyizolovani DNA, zméteni koncentrace a provedeni elektroforézy byly
vzorky DNA piedany do laboratofe Genexone k provedeni testu sportovnich

dispozic u vSech tfech vzorku.

6 Vysledky

Méreni z nanodropu

Vysledky méfeni z nanodropu jsou uvedeny v tabulce a jejich ¢istota
odpovida DNA.
Pti méfeni Cistoty DNA plati:
A (260 nm) / A (280 nm) € (1,7; 1,8) ¢ista DNA
A (260 nm) / A (280 nm) < 1,7 zneciSténa DNA (proteiny nebo organické latky)
A (260 nm) / A (280 nm) > 1,9 DNA zneciSténa RNA nebo organickymi latkami

15



Zméieno ng/pl

Cistota

Lada 44 59 1,877
Vladan 50,244 1,718
Romana 29,535 1,841

Elektroforeticka separace izolované DNA

Provedena elektroforéza také potvrdila izolovanou DNA ve vzorcich.

(fotodokumentace gelu se 3 vzorky DNA)

Vysledky laboratoire GENEXONE

Vladan Kratochvil — na zdklad¢ analyzy DNA nebyla nalezena varianta R577X
ani v jedné kopii genu ACTN3. Genotyp je vhodny pro sprinterské typy, typy pro

silové sporty a tézkou atletiku.

Romana Kratochvilova - na zéklad¢ analyzy DNA byla nalezena varianta R577X
vjedné ze dvou kopii genu ACTN3. Genotyp je vhodny pro vSechny druhy

sportovnich disciplin.

Lada Kratochvilova - na zakladé analyzy DNA nebyla nalezena varianta R577X
ani v jedné kopii genu ACTN3. Genotyp je vhodny pro sprinterské typy, typy pro

silové sporty a téZkou atletiku.
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7 Zavér

Zprace vyplyva, ze se nam povedlo UspéSn¢ vyizolovat DNA ze
vSech bukalnich stérii. Vysledky analyzy DNA potvrdily princip dédi¢nosti a to
ze, dédi¢nost je ojedinéla vlastnost zivych organismd, diky ni dochazi k pienosu
urcitych znak z rodiCovské generace na generaci potomkl. Tento pienos z
generace na generaci oznacujeme jako vertikalni pfenos dédicné informace (shora

dolti - jak miizeme pozorovat v mém rodokmenu).

Zavérem mohu napsat ze, moje matka je heterozygot pro variantu R577X
genu ACTN3, to znamena, Ze ma jednu alelu (konkrétni formu genu) s variantou
R577X a druhou alelu genu ACTN3 bez této varianty. Mij otec je homozygot pro
gen ACTNS, to znamend, ze ob¢ alely genu ACTN3 ma stejné, tedy bez varianty
R577X. Ja jsem tedy ziskala (zdédila) od matky alelu genu ACTN3 bez varianty
R577X a od otce také alelu bez varianty R577X genu ACTN3 (od otce to ani

jinak neslo, protoze ma ob¢ alely stejné).

matka otec

Generace |I. m :

R577X Bez 7 Bez Bez

varianty varianty | varianty

Generace Il. - - l

variant varianty '

dcera syn (nebyl testovany)

(Rodokmen)
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9 Resumé

This work is situated in the field of genetics. It consists of two parts. The
first part is theoretical and the second part is practical.

The theoretical part summarizes the principle and basic concepts of
genetics. | chose the sports gene ACTN3 as an example of transferring genotype
from parents to their offspring..

The practical part covers the work in the laboratory, especially DNA
isolation, measuring the concentration of DNA and electrophoresis on agarose gel.

| chose this topic because | like the work in the laboratory and | am

interested in the field of genetics. Now, I think is the age of genetics.
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