Cist

Molekularni biologie a imunologie

Zaklady dédicnosti

Mendelovska dédic¢nost (autozomalné recesivni, autozomalné dominantni a X-vazany prenos mutaci).
Nemendelovska dédi¢nost (uniparentalni disomie, mozaicizmus, genomovy imprinting, mitochondrialni
dédicnost a polygenni dédicnost). Genealogicka analyza a jeji pfinos pro molekularné genetickou
analyzu.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Struktura nukleovych kyselin

Primarni az terciarni struktura nukleovych kyselin. Kondenzace chromatinu (hetero- a euchromatin,
histony, "scaffold” proteiny), struktura chromozomu.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Organizace genomu, struktura genu a jeho exprese, geneticky kod

Charakterizace lidského genomu (haploidni a diploidni sada, velikost, kdduijici a nekodujici sekvence a
jejich ¢lenéni). Gen je zakladni jednotkou dédicného materidlu (exon, intron, promdtor, enhancer),
ktery zachovava informaci o kddovaném proteinu z generace na generaci prostrednictvym
genetického kodu (univerzalnost a degenerace genetického kddu). Geneticka dogma, transkripce,
translace a regulacni mechanizmy exprese genu.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Bdéday

Mutace

Definice mutaci a jejich déleni dle vzniku (spontanni, indukované), mista (somatické, gametické),
typu (substituce, delece, inzerce, duplikace, inverze, amplifikace, translokace) a podle Gcinku
(missens, nonsens, silent, ...). Mutageny a karcinogeny (chemicky zaklad mutagenezy). Xenobiotika a
jejich metabolizmus (faze I a II). Vliv enzym{ faze I a II na mutagenezu a karcinogenezu.

Pocet hodin: 2
Prednasejici: Boday

Zaklady molekularné genetické diagnostiky




Pfima a neptrima molekularné geneticka diagnostika. Strategie vyuZziti pfimé a nepfimé molekularné
genetické diagnostiky vzhledem k objektivnim a subjektivnim moznosti (velikost analyzovaného genu,
misto exprese analyzovaného genu, frekvence znamych mutaci, ¢asovy faktor, dostupnost pfibuznych
probanda, vybaveni pracovisté, ...). Polymorfizmy (RFLP, VNTR, STR, SNP) a vazebna analyza.

Pocet hodin: 2
Prednasejici: Bdéday

Prehled metod a technik molekularné genetické diagnostiky

Biologicky material (kvalita, kvantita, dostupnost, uchovavani). Izolace NK, metody klonovaci,
separacni, vizualizani, ... . Vybaveni laboratore (prostorové, pristrojové, personalni).

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Izolace nukleovych kyselin

Biologicky material a manipulace s biologickym materialem. Teoretické zaklady izolace DNA/RNA.
Metody (fenol-chloroformova, vysolovaci, ...). Kontrola kvality izolované DNA/RNA. Manipulace s
izolovanou DNA/RNA a evidence.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Separace nukleovych kyselin

Prehled separacnich metod. Teoretické zaklady gelové elektroforézy. Typy gelovych elektroforéz
(horizontalni, vertikaIni; agardza, PAGE, urea, formamid, glycerol, ...). Tlumivé roztoky (TBE, TAE,
TPE), nanaseci barvicky a vizualizace separovanych nukleovych kyselin.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Polymerazova retézova reakce (PCR) - 1

Teoretické zaklady PCR a RT-PCR. Komponenty reakéni smési. Typy termostabilnich polymeraz a
moznosti jejich vyuZiti (frekvence chyb)

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday




Restrik¢ni endonukleazy

Typy restrikénich endonukleaz a jejich vyuziti v DNA diagnostice (palindromy - rozeznavané sekvence,
komponenty reakc¢nich pufrli, podminky reakci, separace fragmentl po restrikénim Stépeni)

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Bdday

Blotovaci metody
Southern, Northern a Western blot (kapilarni a elektricky prenos nukleovych kyselin). Typy membran
a vazba nukleové kyseliny na membrany. Klonovani a selekce sond, mnoZeni a selekce sond, izolace

sond, znaceni sond, hybridizace a autoradiografie.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Polymerazova retézova reakce (PCR) - II
Hledani znamych mutaci (PCR/RFLP, ARMS, ASO, real-time PCR,...)

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Polymerazova retézova reakce (PCR) - III
Hledani neznamych mutaci (SSCP, DGGE, TGGE, heteroduplexova analyza, dHPLC, sekvenovani)

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Detekce ciziho geonomu

Izolace dédi¢ného materidlu ciziho agens z biologického materidlu pacienta, potvrzeni pritomnosti NK
ciziho agens, jeho kvantifikace a kontrola Uspésnosti léCby. Typizace a subtypyzace ciziho agens.
Chlamydie, mycobakterie, mycoplasma, herpetické viry, papillomaviry, Borrelie burgdorferi sensu
scripto a sensu lato, plvodce virové hepatitidy, ... . Podminky reakci a typy internich kontrol.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday




Farmakogenetika

Navaznost na kapitolu ,Mutace". Prehled a kratka charakterizace genll a genovych klastrd,
zUcCastriujici se v detoxikacni faze I a IT (NAT, UGT, CYP, ALOX5, TPMT, GSTM, beta-2-
adrenoreceptor, glykoproteid III subjednotka, ...). Individualizovana péce (astma, nadorové
onemocnéni, deprese, koagulopatie, ...).

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Vyuziti molekularné genetickych metod mimo oblast mediciny

Identifikace osob (kriminalistika, paternitni spory), zemédélstvi (nové odrddy, pozitivni a negativni
selekce, GMO), potravinarsky proimysl (kontrola kvality produktd, pfitomnost pfimésd a jejich
kvantifikace)

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Boday

Interpretace vysledkl molekularné-genetickych vysetieni — shrnuti
vysledkd

Konkrétni priklady - demonstrace dileZitosti a nezbytnosti komplexnich znalosti molekularni genetiky,
klasické a populacni genetiky pfi hodnoceni vysledk( a stanoveni rizik v rodiné probanda.

Pocet hodin: 2
Prednasejici: Boday

Imunitni systém jako informacni soustava

Definice pojmd, ¢lenéni imunitnich mechanismd, komunikace v imunitnim systému, membranové
interakce; adhezni, kostimulacni interakce, humoralni interakce.

Cytokiny, mediatory, receptory pro cytokiny, nitrobunécné signaini drahy, transkripcni faktory,
pfirozena imunita, identifikace nebezpetnych vzorl, specificka imunita, prezentace, ,self*, ,non-self*
rozpoznavani, klonalni expanze, vicesignalovy model rozpoznavani, Gloha pfirozené imunity, obranny
zanét, kooperace s neuroendokrinni soustavou.

Pocet hodin: 4
Prednasejici: Krejsek

Uvod do laboratorni imunologie




Vymezeni pojm{ a jejich obsahu: imunologie jako védni disciplina a jako medicinsky obor.

Imunitni systém, jeho funkce a moznosti monitorovani, laboratorni metody pouzivané v tomto
monitoringu; ,imunologickd" metoda a imunologické vysSetfeni, multiplexové analyzy a jejich vyznam
v imunologii

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Lochman

Standardizace imunologickych vysetreni, kontrolni systémy

Typy laboratornich metod pouzivanych v imunologii a moznosti jejich standardizace, dostupnost
kontrolnich systém.

Parametry pouZivané a pouzitelné pro hodnoceni laboratornich testd, diagnostické hodnoty testu,
pozadavky na presnost, citlivost, reprodukovatelnost a navaznost vysetreni.

Interpretace vysledk imunologickych laboratornich vySetteni, obtize pfi hodnoceni vybranych typl
testl (RF, nefelometrie/turbidimetrie, matricové efekty, diagnostika autoprotilatek, funkcni testy
v bunécné imunologii aj.)

Pocet hodin: 1
Pfednasejici: Lochman

Charakterizace interakce antigen-protilatka

Definice a charakteristika epitopu, protilatka jako imunosensor, definice vazebného mista protilatky,
tvorba imunitnich komplexd, asociacni konstanta, termodynamicka charakteristika interakce epitop-
vazebné misto, afinita a avidita protilatek, zplisoby méfeni interakce antigen-protilatka.

Priklady vybranych imunoanalytickych systémd.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Rozprimova

Autoimunita a imunopatologie, stavy imunitni nedostatecnosti

Specifické rozpoznavani, vicesignalovy model rozpoznavani, vznik repertoaru TcR, selekini procesy,
indukce tolerance vlastniho, autoimunita jako fyziologicky fenomén, prezentace, kostimulace, podil
prirozené imunity, indukéni mechanismy autoimunitnich imunopatologickych stavd, autoantigeny.

Infekce a imunopatologie, poskozuijici zanét, T lymfocyty a autoimunitni imunopatologicka reakce, B
lymfocyty a autoimunitni imunopatologicka reakce.

Clenéni imunopatologickych reakci, modulace.

Stavy imunitni nedostatecnosti, ¢lenéni, molekulovy podklad primarnich imunodeficienci, prFiciny




sekundarnich imunodeficienci, imunomodulace.

Pocet hodin: 3
Prednasejici: Krejsek

Metody detekce antigenii a protilatek

Reakce antigen-protilatka, zakladni pojmy (epitop, paratop, afinita, avidita, primarni a sekundarni
faze reakce).

Aglutinacni (pfima, nepfima reakce, reakce na nosicich) a precipitacni reakce (kvalitativni,
kvantitativni, automatizace), hemolytické reakce (inhibice hemolyzy, KFR).

Imunofluorescence (pfima, nepfima, antiinfek¢ni imunita, autoimunita, imunohistologie), detekce
pomoci nasledné reakce (EIA — ELISA, MEIA, FEIA; RIA — IRMA, RAST; blotovaci metody —
imunobloting, imunodot).

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Kral

Uskali imunoanalytickych stanoveni

Definice moznych chyb jednotlivych imunoanalytickych metod: imunofixace, jednoducha radialni
imunodifuse, imunonefelometrie, imunoturbidimetrie, imunostanoveni "sandwich", "one step
competitive type", "two step back-titration type".

Problematika priikazu specifickych protilatek, pfiklady jednotlivych imunoanalytickych systémd
"double antigen sandwich", kompetitivni a neutralisacni systémy, "capture" metody.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Rozprimova

Pritokova cytometrie, klinické vyuziti

Vychodiska (monoklonalni protilatky, fluorochromy, laserova technologie) a princip metody, analyza a
déleni subpopulaci bunék (sorting), imunofenotypizace (CD klasifikace, klinické vyuziti) —
imunodeficience, lymfoproliferativni chroby.

Funkcni testy bunécné imunity (proliferace lymfocytl in vitro, fagocytdza, cytotoxicita, interleukiny) —
moznosti vyuziti pritokové cytometrie.

Pocet hodin: 1
Prednasejici: Kral




Indikace a interpretace imunologickych vysetreni

Koncepce oboru AKI dle WHO a IUIS — situace v CR, definice imunologické laboratore, spektrum
vySetreni.

Racionalni indikace imunologickych vysSetfeni — zakladni imunologické parametry, priklady:
imunodeficience, alergické choroby, autoimunitni onemocnéni, organova onemocnéni
s imunopatologickou etiologii.

Pocet hodin: 2
Prednasejici: Kral

HLA systém, imunogenetika

HLA systém - charakteristika, funkce v imunitni odpovédi.

HLA 1. a II. tfidy - tkanova distribuce, struktura, specifické funkce, klinicky vyznamné lokusy.
Prezentace antigennich peptid T-lymfocyt@im prostfednictvim HLA molekul.

Genova oblast HLA.

Biologicky a klinicky vyznam polymorfismu HLA systému.

Nomenklatura HLA systému dle WHO.

Laboratorni vySetieni (typizace) HLA systému - piehled a zakladni princip sérologickych a
molekularné-genetickych metod.

Videoprojekce k molekularné-genetické typizaci HLA.

Aplikace poznatkd o HLA v mediciné - pomocna diagnostika chorob asociovanych s HLA, vyznam
imunogenetického vysetieni se zaméfenim na transplantace organd a kmenovych bunék krvetvorby.

Pocet hodin: 3
Prednasejici: Petfek /Mrazek




