Genetika

e Podstata dédicnosti

eUvod do genetiky
a genomiky

e Geneticka variabilita
(mutacexpolymorfizmus)

® Monogennixkomplexni nemoci
eGenova terapie

e Molekularni metody




spoledny predek
3,

specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a dédi¢nosti e

molekularni genetika

 studium struktury a funkce jednotlivych gend
populacni genetika

e studium proménlivosti populaci

komparativni a evolucni genetika

» mezidruhové srovnani a studium evoluce druhd moderni _—
primati & lowek:

klinicka genetika

« zabyvd se genetikou patologickych stavl

* zabyva se diagnostikou, I1é¢enim a prevenci genetickych nemoci

(u celé rodiny!)

* genetické poradenstvi

cytogenetika

e studium chromozomu




Genomika

e studuje strukturu a funkci genomU pomoci genetického mapovani, sekvenovani a
funkéni analyzy genu

« snaZi se o pochopeni veskeré informace obsaZené v DNA Zivych organizmu
o strukturni genomika = pochopeni struktury genomu
* konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map
genomu pFisludnych organizmd
* reprezentovala zejména inicidlni fazi analyzy genomu; kone&nym cilem
byla kompletni znalost DNA sekvence (napr. HUGO projekt)
o funkéni genomika = studium funkce genQ a ostatnich ¢asti genomu

 vyuzivad poznatk( strukturni genomiky a snazi se o poznani funkce
gend; velmi &asto k tomu vyuZivd modelové organizmy (kvasinka,
nematoda, Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus norvegicus,
Mesocricetus auratus aj.) jako Casové a financ¢né vyhodnou alternativu
vyssich zivolichl (zejm. pro moznost studovat mnoho generaci
v relativné kratkém case)

o bioinformatika = shromazdovani, analyza a vizualizace biologickych
soubory dat

+ vyuZivd metod vypodletni techniky, tvorba databdzi a softwaru
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Eukaryotni Zivogisna bufika
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Mitochondria

3 400 000 000 pb % - y
16 569 pb

Mitochondrial DNA




Chromozomalni podstata dedicnosti

* DNA, RNA, proteiny
DNA: nese potrebnou informaci potrebnou

pro regulaci vyvoje, rustu, metabolismu a
reprodukce

slozena z nukleotidl (zbytek kys. fosfore¢né, deoxyribdza a dusikatd baze [A,
G, C T])
* DNA kostra - polynukleotidovy retézec

* zbytky deoxyribdzy a kys. fosforec¢né spojené fosfodiesterovou
vazbou

* DNA dvojsSroubovice - 2 polynukleotidové retézce v opacné orientaci
* jedno vlakno v 5" — 3’ sméru, druhé opacné
* vodikové vazby mezi pary bazi (A=T, G=C)

o |

RNA: transport informace z jadra do ;ji

Iy i

cytoplazmy (mRNA, tRNA, smallRNA)

,%E

proteiny: zakladni stavebni kameny



Molekularne biologicke dogma

Centraini dogma

DNA =— RNA =— Protein |

o \ Retrevirus

e

DNA do DNA - REPLIKACE Fenotyp

DNA do RNA - TRANSKRIPCE 7 —

RNA do Protein © TRANSLACE mﬂ@ MWE JM“
RNAdoDNA > REVERZNI TRANSKRIPCE

Jeden gen jeden enzym (protein/polypeptid)



Zakladni genetické pojmy

* gen, alela, genom, chromozom

* |okus

* alely

- dominantni
- recesivni

* homozygot
* heterozygot

* genotyp
* fenotyp

Gene Alleles
P

. = -
-

DA and
proteins are
multi-folded

Chromosomes

B
. -l:. 1 |
oy SANNY Homalogous
chromosomes

DNA WrapBasic_w ithFX01.mp4



Chromozom je nukleohistonovy

komplex
Nucleosome
DNA a' " '}H'l
‘ X H5
Histone proteins

Histony obsahuji pozitivhe i:zs
nabité (bazicke) aminokyseliny. i

Ty se vazou k negativné P

nabitym viaknum DNA, ktera
maji kysely charakter.



brnénsky knéz a stfedoskolsky profesor Johann Gregor Mendel (1865)
se zabyval kfizenim rlznobarevnych odrid hrachu

Genotypové zakony:

Zakon o samostatnosti alel

Genotyp je soubor samostatnych gend uréujicich znaky.
Kazdy znak je urcen dvojici samostatnych alel.

Zakon o segregaci alel

Dvojice samostatnych alel se pfi zrani rozchazeji a

do kazdé gamety prechazi jedna z obou alel.

Zakon o nezavislé kombinaci alel

Fenotypové zakony
Zakon o uniformité hybridi

Krizime-li dominantniho homozygota s homozygotem recesivnim, jsou jejich potomci F1
generace v sledovaném znaku vsichni stejni. Reciproka kfiZeni u jakychkoliv jedincG F1
generace davaji shodné vysledky.

Zakon o stépeni v potomstvu hybridl
PFi kfiZeni heterozygotd Ize genotypy a fenotypy vzniklych jedincG vyjadfit pomérem
malych celych Cisel. Vznika genotypovy a fenotypovy Stépny pomér.



DNA

* molekula DNA jako takova byla objevena v roce 1869, kdy se Svycarskému
1ékati Friedrich Miescherovi podaftilo vyizolovat DNA z bilych krvinek

* 1962 obdrzeli spolecné Francis Crick, James Watson a Maurice
Wilkins Nobelovu cenu za fyziologii a I€katstvi. Rosalyn Franklin se pro
tragické umrti této ceny nedockala.
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zakladni jednotka dedicnosti

konkrétni isek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo NA
(rRNA, tRNA...)

geny strukturni
geny pro RNA
geny regulac¢ni (promotory)

exony = funk¢ni Useky genu, které jsou prepisovany do mRNA a dale translantovany
pri proteosynteze

introny = uUseky genu, jejichz funkce dosud nebyla zcela objasnéna a které nejsou
vyuzivany pro translaci

Dle jejich obsahu geny délime na:

jednoduché - obsahuji pouze exony

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

I i n A - h -i i in r n Promater 1 Intron 1 — Intron 2 /i Intron 3

slozeneé - obsahuj trony - "
Gen [DNA)

e - v v 7 Transkripce

genove rodiny = sekvencne podobne geny, bkt l' "

které vznikly zfrejmé duplikaci béhem evoluce, -

napr. geny pro (hemo)globiny, imunoglobuliny... l,sp*dnsisestfim
"Maturetranskript (mRNA) s —

l Transzlace

Protein LRI



Struktura genu

TATA box
Enhancer Promoter siagil il Enhancer
{distal) {proximal) (distal)
— - T -
~30 b
- - Exon Intron
I 300 bp 1
* Introny a Exony DNA-binding
*  Promotor &

. activa

» Enhancer a Silencer [ tor : TEND
L, . TFIIA
* Pocatek transkripce TFIIm

* Transkripcéni faktory TATA  GENE
- Slg“éhﬂ Sek—veﬂlce Figure 7-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Introny a Exony: Kodujici sekvence (ORF) mnoha eukaryotickych genu je
prerusena sekvenci znamou jako introny. Introny jsou useky DNA jejichz
transkripty nejsou pritomny ve zralé mRNA. Exony jsou ¢asti sekvence
pritomné ve zralé mRNA a koduji produkt eukaryotického genu.



Struktura genu

Misto pocatku transkripce: misto kde zadina syntéza mRMNA (pozice O, -
30bpr od TATA boxu) .

Promotor: Oblast genu (5 -konec) upstream od mista pocatku transkripce
slouZici jako templat pro navazani transkripéni jednotky a iniciaci
transkripce. Inducibilni promotor — je zavisly na pfitomnosti induktoru
(nizkomolekularni latka). Konstitutivni promotor — nezavisly (prowvozni
~house keeping” geny).

Enhancer: Cast sekvence genu ktera interaguje s transkripénimi faktory a
tak zvysuje ucinnost transkripce. Je umisténa upstream nebo downstream
od kodujici sekvence a muze byt stovky bazi daleko od kadujici sekvence
kterou kontroluje.

Silencer: Opak enhanceru.

Transkripcni faktory: Proteiny interagujici se specifickou sekvenci DINA,
veatSinou owvliviAudjici tercialni strukturu DNA a tak reguluji transkripéni
jednotku. Jsou bud aktivatory nebo represory viz vyse.

Koaktivatory: Proteiny interagujici s transkripénimi faktory (ale ne s DMNA)
regulujici transkripci.

Signalni sekwvence: koduje signalni peptid, ktery predurcéuje =zacileni
proteinu Nna bunégéne drovni a nasledné se odstépuje.

AAUAAR
Splice sites Signal for site of
Enhancer CTRAYY, Femd ttirr!mingl .
Jistal & optional AGGURAGU, or and poly(A) tail addition

TATA-Box YT Y YNCAG

sl ~30bp |

N | /g X it
'|II o .II
'|II __.-""--- \\
Promoter AlUG  Exons Intrans
CCAAT-Box  Startcodon Termination codon

UGA UAS or UAG



DNA replikace

Lagging atrand MNew complementary DA
strands forming

Replication fork

Leading
3 strand J o
l ] L 4
e /
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| : R |
|
hitrogenous l ;
baze i / M\¢
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: | Phosphats % NN N
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e | | ] >y
1"CH Gy

Deoxyribose
{sugar)

MNew complementary
DMA strands

DNA ReplicationBasic_w_FX.mp4



AAUAAA

Splice sites Signal for site of
Enhancer CTRAYY, 3 end trimming
Jistal & optional AGGURAGU, or and poly(A) tail addhlonl
{ TATABoK YYYYYYYYNCAG
|~308p |

5 END \ 3END/
\
\
Promotar AUG  Exons Introns
CCAAT-Box  Startcodon Termination cedon
UGA UsA or UAG
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
Promoter | ] Intron 1 1 Intron 2 1 Intron 3 I |
A B i B — .
Gene (DNA)
l Transcriptian
Primary transcript (RMA)

Protein T )



transkripce - RNA “splicing”

sanelc T e ] E | | [ E |
@ Entire gene (both introns and exons) is
transcribed to RNA by RNA polymerase enzymes.
Nuclear
membrane
hnRBNA

U Processing enzymes remove introns.

Pore in
nuclear
membrane

(C) Exons are spliced together, without
introns, forming mRBNA that can pass
through the nuclear membrane into
the cytoplasm and be translated.

Note that although introns were
transcribed, they will not be translated.

Cytoplasm

Nucleus



Posttranskripcni upravy mRNA

. Cepi¢ka (capping). modifikovany guanozin (m’G) je
pridavan na 5'-konec vetsiny mRNA. Stabilita mRNA a
podili se na vazbe k ribozomu.

- Polyadenylace. 100-200 bp dlouha sekvence
polyadenozinu je pfidavana na 3'-konec veétsSiny
eukaryotické pre-mRNA. PolyA konec neni kodovan v
DNA.

- Sestrih intronu a exonu. introny jsou vystepeny a exony
spojeny dohromady ve strukture zvané spliceozom.

sequences required for intron removal

| I I 1 | |
4 ' 3
— — — AG|GURAGU — -\ \— — CTRAYY — -~ — YYYYYYYYNCAG|G — -
/ \ ) }/ Y pyrimidinova baze /

exon 1 intron exon 2



TranslationBasic_withFX0.mp4

ranslace

Step 1

50S ribosome
subunit

Ribosome attaches

P site to mRNA.

j 30S ribosome
subunit
Second

— ——amino acid

A second tRNA

attaches at next
codon on mRNA.

Ribosome moves
along mRNA as
next tANA attaches

to next cy

Step 2

tRNA

Step 4 @L‘E
f | i

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

~First amino acid
\(gs

Anticodon
T DAL TR
Peptide bond
Peptide bond forms

enzymatically
between first two
amino acids.




RNA ---- protein

- Translace (syntéza proteinu): Translace je proces pfemény informace z RNA
do aminokyselinového retézce (pullypeptidu) meihajici v cytoplasmé. Zrala
MRNA je transportovana do cytoplasmy Kk ribozomum (mnohdy vazané na
endoplasmatickou retikularni sit).

+ Ribozom se sklada ze strukturni rRNA a 80 ruznych proteinu, které tvori
malou a velkou podjednotku.

+ Iniciace: Zachyceni mRNA a nalezeni start kodonu AUG, ktery koduje
methionin.

(M je odstépen béhem postranslacnich uprav nebo spolecné se signalnim
peptidem)

« Elongace: Pfidavani ruznych AK v aktivované formé vazané na tRNA a
vytvareni peptidové vazby mezi amino a karboxylovou skupinou.

« Terminace: STOP kodon (UAA, UAG nebo UGA)

Posttranslaéni upravy: ;?glt:?n

+ Fosforylace, glykosylace, organelové cileni a odstépeni

signalniho peptidu, sloZeni do aktivniho stavu

(vytvoreni tercialni a kvartérni struktury). COOH

H2N




Codan
mBEMNA
ey

& i
AL eTiel T

Anficodon

Acceptor
arm Y

Xo=unusual or
modified bases

Acceptor

arm
Amino acid
binding site
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Geneticky kod

* urcuje poradi AK
(RNA v proteinu

C O C O e univerzalni

e podobny princip u
vetsiny zivych

£ by
A anticod AUG .
< AGUcodon ' UAC  mRNA 3 organizmu

o . 7

1. pozice 2. pozice 3. pozice trl pletovy
U c A G * trojkombinace z
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys
u| UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys celkem 4

UUA Lleu | UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Trmp

CUU Lleu | CCU Pro | CAU His | CGU Arg
c CUC lLeu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg
CUA leu | CCA Pro | CAA GIn | CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro | CAG GIn | CGG Arg

AUU lle ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser
Al AUC e ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
AUA lle ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg

GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
G| GUC Val | GCC Ala | GAC Asp GGC Gly
GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

nukleotidu (A, C,
G, T)
- degenerovany
* 43 = 64, ale

aminokyselin jen
21

Or0C DPOC OPOC OP>POC




Chromatin .:hromatida .:hromozom

 DNA je organizovana v Short region of
Chromozomech DNA double helix
« chromatin + chromozomailni
proteiny (hlstpny2 ’ SRR
* chromozom =_linearni it oA TR
sekvence genu o
prerusovanych nekodujicimi

useky ot s
* Vv nedélici se bunce je RS
chromatin rozprostren volné
V.]adre Section of 8 Boat :
* u delici se organizuje dq cbmomneiia’ £ 8 SXE
viditelnych chromozomu ¢
* struktura chromozomu
e centromera Condensed section
, of chromosome
« telomery (rameénka)
e dlouhé - g
e kratké - p
e dvé kopie daného
chromozomu po replikaci Entire mitotic
(RFed délenim) = sesterské chromosome
chromatidy



2 sesterské
chrormatidy

Pary bazi
(AT, &, 00



Karyotyp Cloveka

* kazdy biologicky druh ma svou aued’
charakteristickou chrom. vybavu (pocet a & { . «o/"ts
morfologii) = karyotyp ) - ¥ e <

« u Clovéka maji somatické diploidni bb. 46 /i , s
chromozomu "
e 22 pard homolognich autozomd ?

e 1 par gonozom{ (44XX nebo 44XY)
« gamety (vajicko, spermie) 23 - haploidni
- standardni klasifikace Cislovanim podle
velikosti

e zpracovani vzorku bunék pro karyotyp

« nejlépe hodnotitelné jsou kondenzovaneé
chromozomy v metafazi nebo prometafazi mitdzy

lymfocyty perif, krve nutno uvést do mitézy mitogenem a zastavit
v metafazi napr. colchicinem

- barvenim chromozomU (nap¥. Giems) se dosahne
charakteristickeho pruhoyani a tim rozliseni E E
3 4

jednotlivych chromozomu

 hodnoceni karyotypu
« manualni - obarveny chromozomovy
“rozpty!” (nejc. mitoticke lymfocyty nebo bb.
plodove vody) se po obarveni vyfoti, 12
vystrihnou a seradi do paru

- automatizované (mikroskop + software) E E E E E E E
X Y



MEIOSIS

@®

paternal
homalog

__ matarnal
homolog

| DNAREPLICATION

l PAIRING OF DUPLICATED

HOMOLOGOUS CHROMOSOMES

l BIVALENTS LINE UP ON
THE SPINDLE

T-®

CELL DIVISION |

T

L@
@

CELL
DIVISION It

-

s
®
®
®
®

gametes

MITOSIS

DNA REPLICATION }

DUPLICATED
CHROMOSOMES

LINE UP INDIVIDUALLY
ON THE SPINDLE

@ ®

>_

CELL DIVISION

Mitéza = 2 dcefinné buiky s diploidnim poctem
chromozomti, 1 cyklus DNA replikace nasleduje
rozd€leni chromozomi a jadra (profaze — prometafaze
— metafaze — anafaze — telofaze) a nasl. celé bunky
(cytokineze)

Meioza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly
segregace chromozomu a bunééného déleni

1.meiotické (redukc¢ni) déleni — rozd€leni homolognich
chromozomil

vyznamné — odehrava se zde meioticky
crossing-over (rekombinace) — zadnd z gamet neni
identicka!

poruchy rozestupu — napf. trisomie

2.meiotické déleni — rozestup sesterskych chromatid

2 dcefinné buiiky s haploidnim poctem
chromozomil

vznik pohlavnich bun¢k (spermie, vajicko)

dodate¢né promichéni genetického
materialu crossing-overem



0za - detai

Prophase:

The nuclear envelope breaks
down and a spindle forms
between two centrioles.

Interphase:
DNA is doubled in
preparation for cell division.

Prometaphase:
The chromosomes attach
to the spindle fibers.

Chromatids
of chromosome

Chromatin  Nucleolus

Nucleus Centromere

region
Developing
spindle

Aster !
Nuclear envelope
breaks down

Metaphase:
The chromosomes align
at the equator of the cell.

Telophase:
The chromosomes reach
the mitotic poles and the
cell begins to pinch in.

Figure 1.3
| Anaphase; Diagram of mitosis in animal cells,
The duplicated chromosomes During interphase, the DNA is doubled
| (called chromatids) are separated. in preparation for cell division. During
prophase, the nuclear envelope breaks
down and a spindle forms between the




Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO)
J. Watson ( 1990- 2003)

(The first complete human genome was only decoded in 2007)
haploidni genom obsahuje cca 3.3x10° bp
e gen = konkrétni Usek molekuly DNA nesouci informaci
pro tvorbu proteinu nebo NA (rRNA, tRNA...).
~ 21 tisic genl (2011)
* pseudogen = sekvence DNA, ktera je podobna genu,
ale nedochazi k jejimu prepisovani v RNA (transkripci) Geny
~ 20 tisic pseudogent 13600 13500 30,000
¢ genom = soubor véech genl v jedné bufice,

genom jaderny a mitochondrialni (mtDNA)

nékolik desitek gend kodujicich proteiny zapojené v mitochondrialnich
procesech
prenos pouze od matky!

v jadru diploidni lidské buriky 22 parQ chromozomuU (autozomy)
a par pohlavnich chromozomu X/Y (gonozomy) = karyotyp
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welk
see
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. hustota genl na jednotlivych chromozomech heterogenni
« pouze ~ 10 % kodujici sekvence
« ~ 75 % se sklada z jedine¢né (neopakujici se) sekvence
- zbytek repetitivni sekvence

nejasna funkce, zFe{mvé udrzuji strukturu chromozomd,
mozna jsou ‘evolucni”rezefvou
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mitochondrialni DNA

plvod: alfaproteobakterie pohlcena eukaryotickou burikou
mnoho genl b&hem evoluce bylo z mtDNA horizontadlné pfeneseno do buné&ného
jddra (geny v jadfe koédujici rGzné mitochondridlni proteiny silné pfipominaji
bakteridlni proteiny)
~ 16,5 tisice bp
kéduje 37 genl
o 24 genu pro rGznou nekddujici RNA
o 13 genl kdduje vlastni mitochondrialni polypeptidy zapojené v mitochondriélnich
procesech (vyuzivany béhem oxidativni fosforylace)
maternalni dédi¢nost

genetické analyzy: na zakladé mtDNA urcena migrace lidstva - ,mitochondrialni Eva",
ktera Zila ~ pred 140 000 lety v mistech dnessni Etiopie, Keni nebo Tanzanie




Repetitivni sekvence

Repetitivhi sekvence = DNA s vysokym mnozstvim kopii

« se podili na formovani vysSich nukleoproteinovych struktur, jako jsou
telomery nebo centromery

s pfi chromozomovych prestavbach, maji vliv na regulaci genove exprese pr|
procesu zvanem RNA interference, zaJ|stu3| ochranu koncl linearnich
chromozomd, Fidi spravny pribéh mltotlckeho i meiotického déleni buniky

« zfejmé& udrzuji strukturu chromozomu, mozna jsou “evoluéni” rezervou

rozptylené

o DNA transpozony (pr. ,Sleeping Beauty"™ — genova terapie)

o retrotranspozony

 endogenni retrovity = LTR

* autonomni - LINE - L1-repetice T —
* neautomni - SINE - Alu-repetice o or

Short Tandem Repeat
(STR)

Variable Number of
Tandem Repeats
(VNTR)

/"

_— < i

N\

 tandemové = za sebou jdouci identické repetice, VNTR | s

* Core peul ngth: 2 - Tbp 7
+ Variable i dlﬂm 0.5 1030 kb
+ Detected by Southern hybr da

* Up to~40 repeat ;com

mikrosatelity — opakovani 1- 5 bp et i

o minisatelity - v rozsahu kilobazi, které se vice vyskyti
oblastech chromozomd

* genetické markery

C



expanze trinukleotidovych repetic

Huntingtonova chorea, fatalni neurologické onemocnéni s nastupem v dospélosti,
projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou motoriky. V genu pro
huntingtin je repetitivhi sekvence (CAG)n, kterd kdéduje Usek bilkoviny tvoreny
zbytky glutaminu (polyglutaminovy Usek, polyglutamine tract). Za normalnich
okolnosti maji lidé méné& neZ 20 trinukleotidd CAG a tedy i glutamind v huntingtinu,
kde tyto tvofi dlleZitou doménu pro interakce s jinymi proteiny. Pokud se vsak
mutaci toto mnoZstvi zvétsi nad 30 glutaminl, protein nepracuje spravné s
vyslednym progresivhim odumirdnim neurond v nucleus caudatus.

myotonické dytrofie (svalova dystrofie se svalovou slabosti provazenou paradoxné
zvysenym svalovym tonem) se nachazi patologickd expanze trinukleotidu CTG v 3
neprekladané oblasti genu DMPK (dystrophia myotonica protein kinase). Mutantni
MRNA ma sama o sobé patogenni potencial.
Pared P LT @

120 repeats

ore. O _m

Diagnosed at48y DagnusedatSﬂjl
Gpmyomnla Bilateral cataracts
Fac Imk Fatalmkness

Cardnc pmhle ms

O O ﬁ

eneonatalh)p tonia
1200 repeats




Telomery a jejich funkce

telomery - ochrana pro konce chromozomu spolu s proteiny
béhem kazdého cyklu se 5 konec zkracuje

(odstranéni primery z okazakiho fragmentu)

HayflickOv limit pro kazdou bufiku

telomery - mitotické hodiny 5 VAV /' VA =
repetice TTAGGG 7 i Al 2)
telomeraza - v zarodecnych bunkach S )
- v nadorovych burkach ;‘ T-oop =3
FroiEsVR0s0 q
telomerazova terapie: /@ &

nizkomolekularni inhibitory 2 nmmpﬂi‘zi‘/ﬁ O S
antisense oligonukleotidy i

RNA interference

genova terapie WAVAVAV/ &5 S YAVAVANS

imunoterapie

D-loop

Nature Reviews | Cancer

Aktivace x blokace



Gen ‘Iela ‘enotyp .enotyp

gen - zakladni jednotka dédicnosti

« genové rodiny

* sekvencné podobné geny, které vznikly zfejmé
duplikaci behem evoluce

* napf. geny pro hemoglobiny, imunoglobuliny, nékteré
enzymy, ...

« pseudogeny
» podobné konkrétnim genim ale nefunkéni
kazdy gen je umistén na konkrétnim misté
konkrétniho chromozomu = lokus (napfr.
12g21.5)
. Ioklalizace genu je u vdech lidi stejnd, sekvence ale
ne!
alela - konkrétni varianta genu
« v populaci se pro naprostou vétsinu %e,nﬁ yyskytuje
vicero variant (= alel), ktere mohou byt ruzne caste
= geneticky polymorfizmus
genoty’) — kombinace alel v urcitém lokusu na
paternalnim a maternalnim chromozomu
diploidniho genomu

haplotyp - linegrni kombinace alel na jenom z
homolognich paru chromozomu
fenotyp - vnéjsi projev (vyjadreni) genotypu
« znak - jednoduse méritelna, vétSinou spojita
promenna
. fenotyp - sobor znakl

« intermediarni fenotyp - podobny znaku, ne vzdy
musi byt spojity

lokus pro geny kédujici homologni
barvu srsti pary A
i chro/mozomu

/
P

alels pro bily pigment

GENOTYP HAPLOTYP




Jak velky genom sdili clovek s

bananem?

o 50% - 60%

[ Most DNA is involved in production of proteins, enzymes for creating
or breaking down sugars, for building cellular structures and
processes, etc. etc.

[ Structure of the hemoglobin pigment (a protein) has a lot of
common code with the structure of the chlorophyll pigment.
the same basic molecule structure was basically readapted for two
very different functions
lot of DNA has no function called "junk DNA."

It's this junk DNA that's really a tell-tale sign of common ancestry.
Why else would there be common sequences of base-pairs in the
DNA, that are present in both species, but serves no function in
either species?

o 90% identita savcl, 99,9% identita mezi lidmi




Epigenetika

* Genom eukaryotického organismu obsahuje tisice gend, nejsou exprimovany v
kazdé bunce

 Bunky si syntetizuji jen ty proteiny, které potrebuji ke své funkci
* Geneticka vybava kazdé burky jedince je vSak identicka.

g

EPIGENETICKA DEDICNOST

POJmenovana britskym biologem Conradem Waddingtonem r. 1940 - Néco ,navic",
,mimo" v porovnani s mendelistickou genetikou

Umoznuje bunkam s identickym genotypem vznik odlisnych fenotypU a prenos
informace do dalSich bunék

Epigenetické faktory ovliviuji fenotyp bez zmény primarni struktury genotypu, t.j.
epigeneticka informace neni zakédovana v sekvenci nukleotidt

Samotny epigenom je tvoren béhem bunécné diferenciace v embryonalni fazi, kdy
se z pluripotetnich bunék vyvijeji bunky specializované

Diferenciacni proces je ve zméné exprese genu, aktivni geny se mohou vypnout a
neaktlvm geny zapnout, vysledkem je diferencovand bufika -tato burika nese tzv.
,vzor® genové exprese, ktery je dédi¢ny a specificky pro dany bunécny typ.



Epigeneticka dedicnost

Spontanni a reverzibilni.

Epigenetické mechanismy zasahuji na urovni:
A. transkrip&ni aktivity genu:
1. DNA metylace (CpG metylace)
2. Modifikace histonl (acetylace a
deacetylace histonu)

B. post-transkripéni aktivity genu:
1. RNA interference (RNAI)



1. DNA Metylace

Typ modifikace, ktera je dédéna bez zmény sekvence
DNA

Stabilizuje kondenzovanou konformaci chromatinu-
udrzuje geny v inaktivnim stavu

Ma& dilezitou roli v genomovém imprintingu a
inaktivaci chromozému X

Podstatou metylace je pridani metylové skupiny na
cytosin v CpG parech za vzniku 5 - metylcytosinu za
pritomnosti enzymu DNA metyltransferazy (DNMTazy)

Nékteré DNMTazy metyluji DNA de novo, ale vétSina
metyluje jen nemetylované vlakno v hemimetylované
DNA, tzv. dédi¢na metylace

CpG jsou seskupené do CpG ostrivkd, pfitomné v
oblasti promotoru, regulaéni oblast pro mnoho gend

Metylace DNA se podili na uml¢ovani genl

Abnormalni hypermetylace CpG v promotoru tumor-
supresorovych genl v malignim nadoru vede k
utlumeni transkripce tumor-supresorovych gend
Cilena l1écba nadorovych onemocnéni spociva v inhibici
DNA metyltransferaz a dosazeni exprese tumor-
supresorovych gend.

Glioma with unmethylated MGMT

SRR RARAL. RARL
MGMT promoter Exonl  Intrond

Glioma with methylated MGMT

Methy|
group

AR AR

MGMT promoter Gene inactivation




2. Modifikace histonu

Samotna struktura chromatinu je dlleZita pro regulaci transkripce.

Modifikace histonu vede k vytvofeni transkripéné neaktivniho
heterochromatinu.

Velky vyznam ma NH2 - skupina lysinu, kterd ma kladny charakter, proto se
muZe vazat s negativné nabitymi fosfaty v DNA.

Ionovou vazbou se DNA v oblasti lysinu vaze tésné s histony a tim dochazi k
blokovani transkripce.

Modifikace histonU a tedy také Uroveri transkripce je regulovana pomoci
deacetylaz a acetylaz.

Ucinkem deacetyldz dochazi k tvorbé inaktivniho chromatinu a tim zastaveni
transkripce genu.

Acetyldzy eliminuji pozitivni ndboj lysin v histonech a tim se porusi tésna
interakce DNA-histon. Transkrip¢ni faktory maji pristup k DNA a transkripce
genu muze zadit.



3. RNA interference (RNAI)

Proces, pfi kterém interferuji (paruji se) nekddujici molekuly RNA s cilovymi Useky mRNA, coz ma za nasledek
zabranéni genové exprese téchto mRNA. Radime ho mezi posttranksripéni mechanismy genové exprese.

microRNA BE@EH -

jednovlaknové retézce nekddujici RNA o délce 21-23 m
nukleotidd, které se podileji na regulaci genové exprese. 3
miRNA vznikaji transkripci z genl v DNA, ale nasledné

5‘ ¥
nedochazi k jejich translaci v protein. a(‘ig)y @Lp‘ b
T
AR

1 RISC formation

RISGC

dsRNA cleavage

DNA Typlcal gena

: Direct

protein
!

l l ' “nl assembly
Massanger RNA

—

ﬂ mRNA cleavage
MicroRMNA
gene

Probein - £
o m; 11 T
all
Wi : s 4 repaesr F -
[
MicroRNA e FNA 7
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Geneticka variabilita (~0.1%)

S
. I ' Chromosomes
- .
replicate
1 h |
- . : Homalogous
P chromosomes pair up
P BN
- ) ) Homologues swap
e sections of DNA
Sa—-— Homologous pairs
mL.:_%LmDIVIDES p / Ny divide. Daughter nuclei
DAUGHTER ) . | N have single chromosomes
NUCLEI : = f
o S

DNA sekvence k c;I,u icichi
nekodujicich useku genomu je
variabilni

v populaci pro dany ge

vyskytuje vicero_vari ant (= alel)
s ruznou populacni frekvenci =

geneticka variabilita, ktera je

vysledkem nékolika procest

« 1) sexualni reprodukce

- 2) nezavislé meiotické
ségregace

. 23 garu ch. s> 223 kombinaci =
388,608 riznych gamet

« 3) rekomblnace (meioticky
crossing-over)

* >> kombinaci nez 8 milidnd
* 4) mutageneze de novo

DAUGHTERS ré/ \\1 ghran';osor:nes divide.
3 ametes have
Wo s g s, “ ™. single chromosomes, * proof-reading DNA polymerazy

FOUR ot .' 7)) | 6,8 aﬂ‘ . and a new mix of ani mismatch DNA repair neni

, genetic material 100%
 plsobeni externich mutagend
- 5) geneticky drift
- 6) prirozena selekce

e chyba pri DNA replikaci



Crossing-over a rekombinace

*  pfi meidze ziskava kazda gameta nahodné 1 z paru homologniho chromozomu - paternalniho (CHp) nebo
maternalniho (CHm)

s pri celtl§ovém mnoZstvi 23 paru je tedy teoreticky moZznych 223 kombinaci (= 8,388,608 rlznych
game

«  ve skuteénosti ale gameta obsahuje smés homologniho CHm a CHp chromozomu v dlsledku procesd
behem prvniho meiotickeho déleni = crossing-overu a rekombinace

+ takZe napft. alely, které plvodné pochazely od rdznych prarodi¢li, mohou byt na jednom
chromozomu

« vznika tedy mnohem vys$&i pocet kombinaci neZ 8 miliénl
« pravdépodobnost rekombinace ale neni pro kazdy Usek DNA stejna, ale zalezi na vzdalenosti
- Cim blize jsou geny u sebe tim mensi je pravdépodobnost rekombinace
 vzdalenost se miZze uddvat i v centimorganech (1cM = 1% pravd&podobnost rekombinace)
* existence haplotypi

« linedrni kombinace alel (SNPs) na vicero sousednich lokusech jednoho z homolognich chromozomd
prenasena pohromade (& rekombinace)

- statistickd asociace mezi DNA variantami
« na dané chromatidé se tedy vyskytuji skupiny tésné vazanych variant = haplotypové bloky

~

y
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Vliiv prostredi na lidsky genom

* Geneticka vybava jedince je sice osudové zadana v okamziku zplozeni, ale
neni pro dalsi Zivot kone¢nd, protoZze v prub&hu Zivota se mize ménit jak
pod vlivem &etnych faktorl epigenetickych (vlivy prostiedi), tak pod
vlivem dalsSich faktor& genetickych (napr. mutacemi somatickych
buné&k v prib&hu maligni transformace).

* Biologické mutageny:
onkogenni viry: adenoviry, herpes viry, virus

Epsteina-Barrové, Rousiiv sarkomalni virus a

Rauscheriv virus leukémie

*  Fyzikalni mutageny:
zateni (rentgenové, gama, UV — tvorba
thymidinovych dimeri)

* Chemické mutageny:
organické,  alkylacni  Cinidla  (ATB),
anorganické latky, alkaloidy, kationty tézkych

kovli, peroxidy, dusitany, aromatické
chlorované derivaty, volné radikaly (O-)



Geneticka promeénlivost

je zdrojem individualni variability (vytvari se nové kombinace alel):
« segregace alel pfi vzniku gamet
« rekombinace pri crossing-overu
« vznik nahodnych kombinaci alel pfi oplozeni

Mutace

« procesy, pfi kterych se méni pocet alel (méni se kvalita a kvantita gen()
* mutageneze = proces vzniku mutaci

* mutace = nahodné zmény genotypu, zména genetické informace,
pomeérné vzacné

Typy mutaci (indukované nebo spontanni, ty maji ¢etnost ~10-7, oprava
polymerazou a proteinem p53):

e Genové mutace
* Chromozomové mutace = aberace
e Genomové mutace



vzaché mutace - jsou vyrazneé patologické a tudiz jsou z
populace odstranovany selekci, nebo vznikly nedavno a nestacily
se v populaci rozsirit, vyskytuje se v populaci méné nezv 1 %
germinativni mutace - prenaseny na potomstvo (Casto pricinou
zaniku plodu), u potomka pritomny ve vsech bunkach, maji vliv

na vyvoj druhu, ,uspésnost" germinativni mutace 1:100000

somatické mutace - vznikaji v somatickych bunkach v pribé&hu
zivota (maligni transformace x zadny fyziologicky vliv)



polymorfizmus = existence nékolika (pfinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz nejméné Casta ma

populaéni frekvenci alespon 1%

mutace = méné Casta alela ma populaéni frekvenci <1%
pozor, existuje ale zna¢na nejednotnost v terminologii — nékdy se mutaci mysli zaména v
kodujici oblasti genu a polymorfizmem zaména v nekdduijici, jindy napf. mutaci zaména vedouci
k rozvoji patologického fenotypu, polymorfizmem zaména bez patologického dusledku

Most Variants Change a Single DNA Base: Single Nucleotide Polymorphism (“SNP”’)

Person 1

Person 2

Person 3

Person 4




Genové mutace

 meni jednotlivé geny (alely), vétsinou jsou indukovane

 podstata je molekularni, méni se struktura DNA, ale nenarusuje
se celistvost stavby chromozomu

e v somatickych nebo v pohlavnich bunkach

* mutace Y regulacnich genech pro mnozeni a
diferenciaci—~nadorového onemocnéni

e bodové mutace - substituce = zameéna paru nukleotidu za
jiny (—zména AA sekvence, zmeéna v regulaci, ovlivnéni
transkripce a translace... nebo tvorba STOP kodonu),
transverze/tranzice, spise v exonech

« delece/inzerce = ztrata/zafazeni nukleotidl (—moZny posun
Cteciho ramce), spise v intronech



Genové mutace

Srpkovita anemie

missense mutace genu pro hemoglobin na 6. pozici v B3-
retézci (hydrofobni valin  misto hydrofilni glutamoveée
kyseliny, tvorba shlukd Hb a tim zména tvaru ery) — HbS

autosomalné recesivni

ancestral mutant
DNA -CTC- -CAC-
MRNA -GAG- -GUG-
AA -glu- -val-

Srpkovité &ervené krvinky mnohem huf prenaseji kyslik.
Lidé se srpkovitou anémii maji proto ve srovnani s
obycejnymi lidmi Cervenych krvinek vic. To jim dava proti
malarii velkou vyhodu, diky niz maji lepsi sanci prezit.



Genové mutace

B? thalasemie

* nonsense mutace pro Hb - chybna syntéza jednoho z

Feté&zcu globinu
e autozomalné recesivni

ancestral mutant

DNA -AGT- -ACT-

MRNA -UCA- -UGA-

AA -ser- -STOP
Huntingtonova choroba
* trinukleotidova expanze

ancestral mutant

DNA ..TAC-GTC-... ..TAC- -GTC-...

mRNA ...-AUG-CAG-... ...-AUG-(CAG-CAG-CAG),,-CAG-...

AA ...-met-gin-... ...-met-(gln-gln-gln),,-gin-...




Genoveé mutace

Hemofilie A

= nedostatek srazeciho faktoru VIII

* inzerce 3000 bp - snizeni tvorby proteinu
 gonozomalneé recesivni - vazba na X chromozom
* Zena je prenasecka




Genové mutace

Cysticka fibroza

Outside cell Mutant

deleé¢ni mutaci genu * - _|CFTR Channel |
produkujiciho protein CFTR '
(chloridovy ABC
transportér na bun.
membrané) — nefunkcni
protein : L
delece 3 bp v pozici 1652 LN o °,°
az 1655 v exonu 10 CHigtdeions W i
(delece phe v kodonu 508)

autozomalneé recesivni

ancestral mutant
DNA -TA A-CCA- | -TA A-CCA-
MRNA -AU U- -AUU-GGU-
GGU-
AA -ile- -gly- -ile-gly-




Genova mutace

Duchennova svalova
dystrofie

e frameshift® mutace = posun
Cteciho ramce v genu pro
protein dystrofin

e gonozomalneé recesivni -
vazba na X chromozom

Dystrophin-associated
glycoprotein complex

C-terminus—,
Dystrophin

ancestral mutant
DNA -CAC-TGT -CAC-1TG-T..-
MRNA -GUG-ACA- -GUG-AAC-U..-
AA -val-thr- -ile-gly-




Chromozomové mutace - aberace

neméni strukturu samotnych gend, ale méni strukturu chromozomd.

daji pozorovat ve svételném mikroskopu

mohou byt piekazkou normalniho pribé&hu meidzy a jimi postizené gamety
mohou byt sterilni nebo mohou po splynuti vznikat nezivota schopné
zygoty.

Strukturni chromozomové aberace

nasledkem chromozomovych zlom{, na které navazuje uréitd prestavba. Primarni je tedy porucha
struktury, pfi¢emz plvodni mnoZstvi genetického materidlu mdZe - ale nemusi - byt zachovano.
Délime je na balancované (kdy je zachovano pdvodni mnoZstvi genetického materialu)
a nebalancované (kdy ¢ast genetického materidlu chybi ¢i prebyva).

deficience = ztrata koncové casti chromozomu, oddéleny kousek se rozpadne v cytoplazmég,
7 7 7, v o 4 o Vg 7 o .
dochazi ke ztrate genu, ztrata dulezitych genu vede ke smrti

delece = ztrata vnitfni ¢asti chromozomu.

duplikace = zdvojeni nékterych ¢asti chromozomd

inverze = prevraceni ¢asti chromozomu o 180

translokace = presun ¢asti chromozomu na jiny chromozom, mize vést k vytvoreni nového znaku
fragmentace = rozpad na malé Casti



Genomové mutace

Numerické chromozomové aberace

o 7 7 v (o]
zpusobeny abnormalnim poctem chromozomu v karyotypu

struktura chromozomu je neporudend, patologicky se uplatfiuje nestandardni
mnozstvi geny

vznikaji diky chybé pti rozchodu chromozom do dcefinych bunék b&hem bunééného
déleni (nondisjunkce) nebo abnormalitami fertilizace ¢i casné embryogeneze

aneuplodie - numerickd odchylka se tyka pouze urditého chromozomu nebo

(o] v )4 J4 V4 O v V4 7 7
chromozomu, ne vsak cele sady. Konkretni chromozom muze byt bud znasoben -
trisomie (3x - tfi kopie chromozomu), tetrasomie (4x - Ctyri kopie chromozomu),
nebo naopak ztracen - monosomie (1x - jedna kopie chromozomu), nulisomie (0x
- Zzadna kopie chromozomu)

polyploidie - znasobena je celd chromozomova sada - porucha rozdéleni celych sad
nebo oplozeni spermiemi (dispermie]), u Clovéka prichazi v dvahu
zejména triploidie (3n = 69 chromozomd) a tetraploidie (4n = 92 chromozomu),
vétsinou ale:

* téhotenstvi je potraceno
* molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno ukoncit potratem)
* porod novorozence s triploidii — velmi Casna letalita



Genomové mutace

Aneuploidie (zmé&na poctu chromozomu v sadé)
o monosomie
* gonozomalni
e Turnerdv sy. (45, X0)

o trisomie
e autozomalni
¢ DOW”&V SYy. Short stature
(47, XX/XY + 21)

Characteristic

facial features
o Low hairline of skin
* Edwardsuv sy. o - E;"’;"
(47 / XX/XY + 1 8) B / e e Poor breast
o Widely spaced R 5 development
* Patauuv sy. nipples 8 .
(47, XX/XY +1 3) bl v/, g
e gonozomalni s nata Al el
. o onadal strea
* Klinefelteruv sy. (nderdoioped
structures)

(47 )’ XXY) Brown spots (nevi)
« XXX sy.
« XYY sy.

Mo menstruation



Genova terapie

« Zahrnuje jakoukoliv proceduru, urCenou k léCeni nemoci genetickou modifikaci
bunék pacienta.

« Do bunék se transferuji: geny, jejich Casti nebo oligonukleotidy.

» Genova terapie in vivo: transfer pfimo do bunék pacienta

« Genova terapie in vitro: genové modifikace probihaji mimo organismus

« (Genova terapie ex vivo: modifikované bunky se vraceji do organismu

Klasicka geneticka terapie (dopravit geny do vhodnych cilovych bunék, aby bylo

dosazZeno optimalni exprese vnesenych genu) s cilem:

« 1. zajistit produkci latky, ktera chybi

« 2. aktivovat bunky imunitniho systému ve snaze pomoci odstranit nemocné
bunky

Varianty
 Inhibice exprese genu asociovanych s patogenezou
« Korekce genetického defektu a obnoveni normalni genové exprese

« SoucCasha genova terapie se omezuje na terapii somatickych mutaci.
« Etické problémy s potencialni terapii zarodecnych mutaci.



Geneticky transfer
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Figure 22.3: In vivo and ex vivo gene therapy.



Cysticka fibroza

e mutace v iontovém prenaseci CFTR transmembrane
conductance regulator

e nejvice postihuje plicni alveoly, strevni epitel a pankreas —
zvysena produkce hlenu, citlivost k plicnim infekcim.

e vwvhodou pro terapii je ze staci pouze nékolik molekul
proteinu na bunku aby se ji vratila normalni funkcénost.

e ispésSné  pokusy v kulturach a na  mySich
transformovanych pomoci liposomu

e u lidi se zavedla jako pomocna lécba sprejovani adenoviru

nesouciho transgen CFTR do nosu, uc¢inné v plicich,
nepusobi na slinivku

A , . Mutation spectrum of the CFTR gene
Normal airway CF airway
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6M rostliny s ,pridanou hodnotou™
"Zlata ryze" (zrna ryze Zlutou barvu )
ryze obsahujici beta-karoten -vychozi ldtka pro tvorbu vitaminu A
1999 - 3vycarsti a némelti védci
Vyhody : Levnd a vynosnd tvorba plodiny, kterd napomdhd lidskému zdravi.
Betakaroten - plisobi antioxida&né, chrdni télni buriky, sliznice a kiiZi, ochrana pfed UV zdFenim.,
obrana proti nddorlim, infekénim chorobdm, dné a prekyseleni organismu,
nezbytny pro sprdvnou funkci zraku.
Novaé zlaté ryZe - plvodni zlatd ryZe -1,6 mikrogramu provitaminu A/1 gram ryze
nyni - 37 mikrogram provitaminu.
Arabidopsis thaliana - zvyseni obsahu vitaminu C 0 100 %.

"Chemické tovarny"

GM mikroorganismy produkujici vitaminy B2 a B12,E , A, C
Vyhody: rychly rlist, nendroéni kultivace, " environmentally friendly" (minimum energie a odpadu, vétsi vytézky)

krystalky B2



Klasifikace geneticky podminenych

nemoci

e prakticky kazda nemoc (tj. Je&l vznik a progrese?(je y daneho
jedince modifikovana genetickou vybavou, avsak s ruznym
podilem na flnalnlm fenotypu

* s vyjimkou Urazd, zavaznych intoxikaci a vysoce virulentnich infekci, kde
individualni genetlcka konstituce nehraje prakticky zadnou roli

- monogenni hemoci

* jedna kriticka “chyba” (tj. alela) konkrétniho genu je
sama o sobe nebo v homozygotni kombinaci temer
vyhradne zodpovedna za rozvoj nemoci (fenotypu) nebo
prenasecstvi a tedy zvysenemu riziku pro potomky

« chromozomalni poruchy

* nejedna se o konkrétni chybu ale o nadbytek/nedostatek
genu obsazenych v celych chromozomech nebo jejich
segmentech (“gene dosage” efekt)

- komplexni (poly-, multigenni) nemoci

* gengticka dispozice podminena kombinaci alel nekolika
Eenu je vyrazneé manifestovana prostredim a
omorbiditami




Monogenni nemoci

e Rozvoj molekularné biologickych metod umoznil detailni analyzu
genetického podkladu mnoha mendelisticky dédénych, tzv. monogennich
nemoci.

e U téchto chorob se dedicny podklad uplatnuje jako velky
faktor, tj. je pritomen prakticky u vsech nemocnych a
jedna se prokazatelné o faktor pricinny (napr. defekty
v dystrofinovém genu u muskularnich dystrofii), k némuz
se pridavaji jen jako pridatné dalsi faktory genetické i
faktory zevniho prostredi. PriCinou téchto nemoci byvaji
predevsim tzv. vzacné alely.

* je determinovana alelami v jednom lokusu

e variantni alela, ktera vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo
vzdalené minulosti a je veétSinou relativné malo casta,
nahrazuje pUvodni ,divokou® alelu na jednom nebo obou
chromozomech

* maji charakteristicky zpusob pfenosu v rodinach



Monogenni nemoci

 choroby détského véku

* méné nez 10% z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1% se objevi po skonceni
reprodukcéniho véku

e Casto vyrazné patologické

e V populacni studii na 1 milionu ZzZivé narozenych déti byla incidence vaznych
monogennich chorob odhadnuta na 0,36%, u 6-8% hospitalizovanych déti se
uvazuje o monogennich chorobach.

e doposud znamé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man)
~6000 klinicky vyznamnych fenotypl
e Ctyfi zakladni typy dédicnosti:

dominantni recesivni

autozomalni | autozomalné dominantni (AD) autozomalné recesivni (AR)

X-vazany X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)




Monogenni nemoci

* typy prenosu

« autozomalni Pedigree JZ[——/@(

* geny na obou autozomech aktivni

- gonozomalni (X-chromozom vazané) k% szﬁgf épﬁ@”

* muzi hemizygotni

* uzen 1 X-chromozom inaktivovan!! é) é) r
* Jine RUO m ﬂ

* imprinting, mozaicizmus, ... =

|:| male [ affected male Edﬂm&sed male

O lemale @ allected lamale /Q' deceased lamale

* podle projevu genotypu ve fenotypu
- recesivni
* nemoc jen u mutovaného homozygota
« dominantni
* nemoc stejna u heterozygota a mutovaného homozygota
« neuplné dominantni
e odstupniovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota
« kodominantni
* jak normalni tak patologicka alela jsou vyjadreny ve fenotypu



Monogenni nemoci - AR

e u heterozygotl s 1 mutovanou alelou sta&i produkt k udrzeni normalni funkce
* manifestni onemocnéni u heterozygota je disledkem:

* haploinsuficience - pro normalni funkci je potfeba >50% aktivniho genového
produktu

 dominanté negativniho efektu - syntéza abnormalniho proteinu, ktery
“soutézi” s normalnim a ovliviiuje fenotyp (napr. osteogenesis imperfecta)

* zesileni funkce (“gain-of-function”) - mutaci je posilena pfirozena vlastnost
proteinu

* ztraty heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH) v somatické bunce -
napf. familidrni predispozice k nadorim v dlsledku mutaci v supresorovych
genech (napr. retinoblastom)

* velmi ¢asto enzymové defekty (enzymopatie)

« postizen je mutovany homozygot (popf. sourozenci), heterozygotni rodice jsou
prenaseci (asymptomaticti) - riziko 0.50 x 0.50 = 0.25

* frekvence pfenase¢l nemoci v populaci >>> frekvence nemocnych

* nejlastéjdi AR nemoci u bélochl je (f nemocnych 1/2000, f
prenadedl 1/22),

* konsanguinita (pribuzni rodi¢e) a geneticky izolované populace (napr. Askenazi zidé -
Tay-Sachsova choroba )



Monogenni nemoci - AD

* nemoci jsou dusledkem jak mutaci pfenasenych mezi
generacemi tak vzniklych nove

* nemoc se projevuje v kazde generaci - postizeny jedinec ma
postizeneho rodiCe (a prarodicCe), a to matku nebo otce

* riziko pro potomka 0.50 (pokud by byli oba rodiCe postizeni pak
0.75, ale to je vzacné)

 familiarni hypercholesterolemie (1/500),
* myotonicka svalova dystrofie (1/1000)
* Huntingtonova chorea (1/3000)



X-vazané nemoci se manifestuji u vsSech
v O V7 v g A

muzu, kteri zdedili mutaci, a pouze u

homozygotnich zen

inaktivace X-chromozomu u zZen
« kompenzace davky a exprese X-vazanych
genl u muze
« hypotéza Lyonové (“lyonizace”)

e v somatickych bb. je 1 X
inaktivovany a v interfazi se
zobrazuje jako “Barrovo” télisko (viz
sporné identifikace pohlavi)

« proces je nahodny, muZe se tykat
jak otcovského tak materského X

- dlsledkem je \variabilni exprese X-
vazanych genl u  heterozygotek
(“manifestujici prenasecka”)

* funkcni mozaicismus
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Monogenni nemoci - X-vazaneé

zeny 3 genotypy, muzi pouze 2
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Komplexni nemoci

* multifaktorialni, multigenni
* roli hraji kombinace urcitych geni a urcitych faktorili zevniho prostredi

* Na odhaleni nejobecnéjsich principl genetiky multifaktoriadlnich nemoci se na
rozdil od genetiky nemoci mendelistickych v souCasné dobe¢ stale jesté ceka.

v klinické praxi Ccasto kolisa nazor na vysledky genetickych studii, které se
snazi odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od neodlvodné&ného
oCekavani nad nalezenymi geny velkého ucinku az po velkou skepsi vzhledem
k existenci genetického podkladu v populaci cetnych nemoci ( nad 1%), jako
je v kardiologii napr. esencialni hypertenze.

e pokud choroba ma prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekavat podil
genetického podkladu na jeji manifestaci, a to i v tom pripadé, ze neni dosud
dobre definovan nebo dosavadni znalost nepovazujeme za presvedcivou.

* Své genetické pozadi maji i tak relativné vzdalené proximalni fenotypy, jako je
napr. kvalita zivota u nemocnych s chronickym kardiovaskularnim
onemocnénim.

Kazda choroba ma néjaké genetické pozadi, jehoz podil na manifestaci dané
choroby je rdzny.



Komplexni choroby

e choroby, na jejichz vzniku a progresi se
podili ,komplex" genetickych,
epigenetickych a vné&jsich faktord

« fenotyp nevykazuje klasickou
mendelistickou dominantni Ci recesivni
dédi¢nost jako disledek zmén
v jediném lokusu (tzv.
jednolokusovych)

 predisponujici “geny"” zvysuji
pravdépodobnost onemocnéni, ale
nedeterminuje jednoznacné jeho
pritomnost

- je nutné spoluplsobeni negenetickych
faktord (prostfedi)

» dieta, fyzicka aktivita, koureni, ....

- a interakci gen@t mezi sebou

* nejcastéjsi komplexni nemoci

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologickd populaéni variabilita

optimum riziko
polygenni nebo
monogenni

porucha

glukéza (mmol/l)
fyziologickd populacni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni
parucha

normolipidemie

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

komplexni onemocnéni jsou charakterizovana:

neuplnou penetranci patologického fenotypu

* u urcité casti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve
smyslu souboru vicero gend) se patologicky fenotyp nerozvine

existenci fenokopii
* patologicky fenotyp mlze byt pfitomen u lidi, ktefi nejsou nosici
zminéného genotypu
genetickou heterogenitou (lokusovou a aIeIickou)

. kllnlcky obraz neni specificky, ale mlze se rozvinout v ddsledku
zdmén v genech leZicich na rdznych Iokusech (— Iokusova
heterogenlta), Y Jednotllvych genech mUZe byt pritom vicero
mutaci ¢ polymorfizmd (= alelickd heterogenita)

polygenni dédicnosti

* predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysuje pouze pfi
simultannim vyskytu urcitého souboru alel

vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj
patologického fenotypu

kazda jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni
sama o sobé vyrazné patogenni

[o] V4 v 7 . [o] v
spolupusobenim dalsich mechanizmu prenosu
* mitochondrialni dédi¢nost, imprinting



Komplexni nemoci

Obezita-, thrifty genotype" |l Multifaktorialni (polygenni) HLP

* hypotéza "stiadaveho genotypu” H‘ £ ]

- v minulosti se osvédtily ty alely gend, |
ktere zajisfovaly nejvyssi okamiitou
dostupnost energetickych substratu

?Iukw_,a lipidy, ...} ale take zasoby
ukova tkan)

eV soucasné populaci jsou
selektovany alely, které favorizuji
prirlstek vahy a skladovani tukd,
aby byl zajistén dostatek Zivin pro - pro preZiti byl navic vyhodny * pro-

¢asta obdobi nedostatku potravy. hromboticky a pro-zanétlivy

* Pri konstantné vysoké nabidce
potravy a poklesu fyzické aktivity
tato predispozice vede k pandemii
obezity v rozvinutych zemich.
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- selektivni vyhoda nositel téchto_alel

vedla k jejich genetickeé selekci
dnes Je v podminkach vice ménpé
neamezeného pfistupu k zdrojum
energie (pfinelmensim v rozvinutych
spoleénostech) stejnad geneticka
vybava zodpovedna za zvysnou :
incidenci tzv. civilizatnich (komplexnich)
chorob

® komplexni = geny + prostredi

® genetika lipidového metabolismu
- funkéni variabilita v genech kddujicich napf.

enzymy zapojene v tuk. metabolismu (TAG i CH)
nukledrni receptory (PPAR, RXR, LXR, ..}
apolipoproteiny
receptory apolipoproteind
hormony a jejich receptory

» glukokortikoidy, hormony st Zlazy, ..

w faktory determinujid inzulinovou sensitivitu



JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNI NEMOCI

Zavaznost




Genetickeé studie

Zakladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky
zaCind od strategie vybéru tzv. kandidatnich gent. Tato
otazka je podstatné jednodussi u mendelisticky dédénych
nemoci, kde se zmeéenéna funkce jednoho genu snadné&ji
identifikuje.

Celogenomové asociacni studie (GWAS=Genome-Wide
Association Study) vyhledavaji polymorfismus jednotlivych
nukleotidi nebo b&Zné genové variace, které se typicky chovaji
jako ukazatelé genovych oblasti s malym efektem
u stoupajiciho rizika nemoci.

Dalsim vyznamnym momentem je vybér statisticke
metodologie, kterd zhodnoti silu asociace genu s chorobami.
Moznosti jsou v zasade dve: linkage (vazebna) analyza a
asociacni studie. K detekci specifickych genetickych oblasti a
genu, které se G&astni v transmisi nemoci, je v principu mozné
pouzit obé metody.



Genetickeé studie

* s intermedialnim fenotypem

* s klinickou manifestaci nemoci

* s klinickou zavaznosti nemoci

* s odpovidavosti nemoci na |écbu

Linkage (vazebna) analyza

* testuje kosegregaci genového markeru a fenotypu nemoci v rodiné. Cili marker a nemoc se
v dané rodiné maji vzdy vyskytovat spolu.

Asociacni studie

e vydetfuji souvyskyt markeru a nemoci na populaéni Grovni, tj. u nepfibuznych jedincy,
obvykle srovnanim frekvenci markerd u nepfibuznych nemocnych a kontrolnich subjektd
(studie case-control).

* Statistickou silu asociace je mozno dale zvysit obohacenim o dalSi kritéria, jako jsou
klinické subtypy nemoci (studie case-case), zavaznost nemoci, Casny zacatek nemoci,
rizikové faktory pro nemoc vcéetné pohlavi a vhodné biologické znaky (napr. plasmatické
hladiny cytokind pfi asociaci genetickych polymorfismi v cytokinovych genech; studie
genotyp-fenotyp).



Klinicka genetika

zabyva se diagnostikou, Iécenim a prevenci genetickych nemoci

genetické poradenstvi

vrozené vady - poruchy utvafeni organd, které vznikly v obdobi nitrod&lozniho
zivota, i poruchy funkcni (napf. dusSevni opozdéni) a poruchy na urovni
biochemické a molekularni (napr. vrozené vady metabolismu).

Skupina Pric¢ina Zastoupeni
chromozomalni

(0]
Primarné (geneticky) aberace 10 %
monogenni o
dédicnost 20 %
Sekundarné Ieky, infekce, 5 %
(prostredi) zaren

porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni7 %

Nezname

(multifaktoriaini) geny + prostfedi 46 %



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

ezahrnuje  vysetfovaci postupy smeérujici k
vyhledavani statisticky vyznamné odchylky ve
strukture nebo funkci, ktera presahuje hranice
fenotypové variability

eumoznuje v zavaznych pripadech ukonceni
gravidity, u dalSich je mozno v predstihu planovat
optimalni perinatalni pédi.

Rizikové faktory:
*vék matky v dobé porodu je vyssi jak 35 let
epozitivni biochemicky screening z krve matky

eultrazvukovy nalez, ktery zvysuje riziko pritomnosti
chromozomalni aberace (nahromadéni tekutiny v
podkoZi, nepfitomnost nosni klstky, srdeéni vada
plodu aj.)

epritomnost chromozomalni aberace v rodiné




Klinicka genetika

Vysetieni karyotypu plodu

sinvazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych gl {a "“‘_ ;: 3
klkG, kordocentéza AN R4 ALk,
*genetické vysSetreni, presnéji vysetreni cytogenetické ){ 5’ ,( ‘, ‘-; 'f;—;f ;;
(nebot se vysSetfuji chromozomy), ovéem nejednd se o N B
AREREY

*FISH - fluorescecni hybridizace in situ

evazba denaturované sDNA se specifickou sondou
*AmnioPCR je moderni metoda slouzici ke genetickému
vysSetreni plodu.

eporovnani DNA markerl matky i plodu — stanoveni
pocetu jednotlivych chromozom u plodu.

*vysledek je nasledné potvrzen klasickym cytogenetickym

Odbér plodové vody

v \A s Amniocentéza ? —al
vysetrenim ~ )
K dispozici je v souCasné dobé vySetreni 21. V”i L
chromozomu - amnioPCR, nebo sada vysSetrujici

chromozomy 13,18, 21, X a Y- tzv. multiamnioPCR.




Klinicka genetika

Stanoveni pohlavi plodu

evolné fetalni DNA kolujici v krvi matky
*neinvazivni s presnosti ~98 %

*od 10. tydne téhotenstvi

*DNA plodu z vendzni krve matky

*z klinického hlediska je urceni pohlavi plodu duIeZ|te v pripadé rizika néjaké
genetické choroby vazané na urcité pohlavi (napr. hemofilie).

Preimplantacni diagnostika

*metodu ¢asné prenatalni diagnostiky, ktera je vazana na techniky umélého
oplodnéni. Za uUcelem minimalizace chyby genetického vysSetreni je treba
k oplozovani vajicek pouzit metody intracytoplazmatické injekce spermie

*bunky pro genetické vysetreni jsou odebirdany z embrya nejcastéji ve stadiu
8 bunék nebo blastocysty

Postnatalni diagnostika
*napr. trombofilie, cysticka fibroza...




Klinicka genetika

Novorozenecky screening
V Ceské republice se t¢. vysetifuje 13 onemocnéni:

. vrozena snizena funkce stitné zlazy (kongenitalni hypotyreéza - CH)
. vrozena nedostate¢nost tvorby hormont v nadledvindch (kongenitalni adrenalni hyperplazie - CAH)
. vrozena porucha tvorby hlenu (cysticka fibréza - CF)

dédicné poruchy latkové vymény aminokyselin

. vrozena porucha latkové vymény aminokyseliny fenylalaninu (fenylketonurie - PKU a
hyperfenylalaninemie - HPA)

. vrozena porucha latkové vymeény vétvenych aminokyselin (leucinéza, nemoc javorového sirupu - MSUD)

. glutarova acidurie typ I (GA I)

. izovalerova acidurie (IVA)

dédicné poruchy latkové vymény mastnych kyselin

. deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfredné dlouhym fetézcem (deficit MCAD)

. deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym retézcem (deficit LCHAD)
. deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem (deficit VLCAD)

. deficit karnitinpalmitoyltransferazy I (deficit CPT I)

. deficit karnitinpalmitoyltransferazy II (deficit CPT II)

. deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (deficit CACT)



Klinicka genetika

Cysticka fibroza
evice nez 30 mutaci, které zpUsobuji toto onemocnéni

ddvody k vySetieni jsou:
*podezreni na klinické onemocnéni
*piibuzensky vztah rodic¢l
eopakované potraty
*léCena neplodnost




Mikrobiom - druhy lidsky genom

* télo obsahuje 10krat vice bakterii, plisni a jinych mikroorganismd nez lidskych
bunék

2011 projekt lidského mikrobiomu (Human Microbiome Project,
viz http://commonfund.ih.gov/hmp/)

* strevni mikrobiom je velice specificky (individualni) pro kazdého jedince. Hovori
se o ,, strevnich skupinach" neboli enterotypech.

e strevo ma po mozku nejvice nervovych bunék, a proto se nékdy také hovori o
,druhém mozku". Strevni mikroorganismy primo interaguji s enterickym NS a
ovliviuji nase chovani.

* slozeni a viastnosti stfevni mikrobioty se lisi u jedinciG s obezitou ve srovnani
s jedinci hubenymi.

» komensalni bakterie se ucastni pochodd, které rozhoduji o prijmu energie z
potravy, jez se méni v tukovou tkan. Da se predpokladat, ze lidé urcitého
enterotypu budou mit vétsi sklony k obezité, protoze mikroorganismy jejich
streva budou schopny zpracovat z potravy vice Zivin a energie.

* Slozeni strevni mikrobioty tedy ovlivnuje i metabolické d€je - je znamo, Ze tzv.

,low grade inflammation" (chronicky subklinicky zanét) je spojen s funkci

mikrobioty a je pritomen pravé u lidi, kteri maji sklon k obezité

tzv. fekalni transplantace - tj. pfenosu stolice od zdravych déarc do streva
pacientl s téZkou strevni infekci nebo diabetem
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Viiv metabolismu

HEALTH AND MEDICINE

What You Eat Could Be Affecting Your Genes

February 13, 2016 | by Justine Alford
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photo credit: Nutrient availability could affect gene expression. Ezume Images/Shutterstock

The classical view is that genes control how nutrients are broken down into important
molecules, but we’ve shown that the opposite is true, too: how the nutrients break down
d¥fkects how our genes behave.
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cca 24 h rytmus biochemickych, fyziologickych a metabolickych funkci

Noon

High alertness
10:00 Best coordination

14:30

Fastest reaction time
Bowel movement likely 08:30, 15:30
Melatonin secretion stops

Greatest cardiovascular efficiency
07:30

and muscle strength

Sharpest rise 17:00

in blood pressurc06:45

06:00 18:00

18:30Highest blood pressure
19:00 Highest body temperature
Lowest body temperature 04:30

21:00 Melatonin secretion starts

02:00

Deepest sleep 22:30

00:00 Bowel movements suppressed

Midnight
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Circadianni hodiny

Centralni :

resetovany
svétlem

Periferni:

influenced by
neurohumoral
factors
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Hypothalamus
Central pacemaker
skupina neuront in SCN

Pineal gland
300 4
TTte~oL__ 200 4 Plasma
7S melatonin
100 4 (pmol/l)
37597 om
17 Core body

informace o mire svételnosti skrze buriky retiny

0 temperature
vylu¢ovani melatoninu _365 \\/f' (C)
Autonomic| .-~ .
nervous - 300 7
sysylem 200 4 Plasma
2 x Slewyp e cortisol
Tkané a burky 100 - (nmol/l)
Periferni oscildtory v jednotlivych tkdnich a burikdch Adrenal gland
, veer et e s 0 24
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Endogenni bunéény systém rytmicky

exprimovanych proteind @ "_\

zpétnovazebné smycky /

v
@& ™\

AVAYA

JAVAVA
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Mechanismus cirkadianni regulace

Multioscilatorovy model

Centralni hodiny: Hypothalamus Periferni oscilatory: buiky

Clock geny

1. autoregulace - TTFL model

(transcription/translation feedback loop)

2. pfima indukce svétlem
(cAMP, cGMP)

A’_\-
A o\
@@»/\N\ /4 -1 -
- | » /1 @.@%K - 5

~——0

Cardiovascular Hepatic Pancreatic Adipose Gastrointestinal 3. melatonin, kortizol, glukoéza...

3/

Hastings, 1998; Golombek, 2010



1. Primarni ,hodiny“ - SCN — sekrece melatoninu

Vstup

YAv
=} =
ﬁ‘"ﬁ’fh

)

Oko
Relina

Multioscilacni sit

2. Periferni ,oscilatory” — jatra, plice, slezina,slinivka, jicen, kuze....

Suprachiasmat. CNS —
jadro Hypofyza —
Epifyza —
My o
@@ Plice —

. Vstup do .

Vyst
ystup periferie Ledviny —»
Pacemaker Lokalni vystupy

=)

Vystup

Spanek-bdéni
Pohyb
Potrava
Teplota
Fyziologie
Patologie

1. Nezavislost na externich faktorech - jsou endogenni (bunécné autonomni) - mohou byt
aktivovany endogennimi faktory ,,zeitgebers* (svétlo)

2. Schopnost znovunastaveni zménami prostiedi (cyklus dne a noc, teplota)

3. Schopnost pfedvidat zmény prostfedi a reagovat na n¢
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Chronotyp

endogenni spankova preference a ,,social jetlag*

VERSUS

Period3 VNTR

Ebisawa, 2000

S/5 genotyp (10%) 4/4 genotyp (45%)
(morningness) 4/5 genotyp (45%) (eveningness)

vliv na exprese (nizsi exprese Per3) . DSPD (delayed sleep phase disorder)

vys$i kvalita spanku, horsi kognitivni funkce po spankové deprivaci . lepsi kognitivni performance, verbalni 1Q
9

zvySena predominance sympatiku a sniZena aktivita parasympatiku a pamétové schopnosti
¢asnéjsi nastup bipolarni poruchy (tendence k depresim) . horsi ,,academic performance*
zvySena koncentrace cirkulujicich IL-6, ILGF-1 *  Vyssi tendence zavislost na heroinu

vétsi riziko vzniku nékterych nadoriu (prsu)
silnéjsi korelace s rytmy melatoninu a Kortizolu
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Light

Hormones 3
(e.g. insulin,
glucocorticoids)

PERs

2 CRYs

3

_E

o BMAL1

£ CLOCK A

S 4 )

g Clock genes ™"~
Feeding/fasting

(e.g. glucose)

poruchy cirkadianni rytmicity
1. SCN

2. Jednotlivych bunék

3. Interakce

n\

Metabolic
stimuli

Glucose
metabolism

(e.g., glycogen
metabolism)

/ Cholesterol

metabolism
(e.g., HMG-CoA
reductase,

\GY P7A1, ApoA-IV)

Metabolic

Triglyceride metabolism

" transcription
(e.g., FAS, ACC,...)

factors

(e.g., PPARa,
Rev-erba,
SREBP1)

poruchy spanku a poruchy chovani
metabolicky syndrom (obezita)
hormonalni nerovnovaha

nadorové bujeni

kardiovaskularni funkce

—



Poruchy cirkadiannich rytmu

3 -10 % transkriptu-cirkadidnni rytmicita
POrUChy cirkadiannich I"thlc:l (Prace na smény,

vystavenl' svétlu, nedostatek spanku, ¢asovy posun).

- zmena vnimavosti bunky ke stimulum
(adrenalin, insulin) N€DO zMeEna ve vytvareni

Zasob (triglyceridy, lipidy)
- poruchy spanku a poruchy chovani

- metabolicky syndrom (dyslipidémie, insulin rezistence,
obezita, hypertenze)

- hormonalni nerovnovaha, rakovina

. C/IOCkgsgN)P Bmall delece - okamzita arytmicita (Bunger et. al., 2000; Takahashi et.
al., 1997

* Cryl/Cry2 a Perl/Per2 mutanti - ztrata cirkadiannich rytm0 po navozeni konstantnich
podminek (Van der Horst et. al., 1999; Bae et. al., 2001)

* Clock polymorfismy - metabollcky syndrome, BMALl - diabetes typu II a hypertenze
(Scott et. al., 2007; Woon et. al., 2007)

* Per2, 3 polymorﬁsmy poruchy spanku (spankova deprivace - zvyseny apetit,
snizena sekrece leptinu) (Groeger et. al., 2008)
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Clock geny a metabolicke

iInterakce

Table 1. Mediators of circadian clock metabolism interaction

Factor Tissue Function Targets References

Clock genes

Bmal1 Liver Glucose mobilisation Slc37a4, Pck2, Ak3l1, Slc2a2 Lamia et al. (2008)
Adipocytes Adipogenesis Pparg2, Ap2, Srebp-1, C/EBPs Shimba et al. (2005)

Clock Hypothalamus Appetite regulation Orexin, Ghrelin, Cart Turek et al. (2005)
Heart Oleate oxidation Slc27at Bray et al. (2008)

Oxygen consumption Ndufa3/b3

Per2 Hypothalamus Appefite regulation o-MSH Yang et al. (2009)

Adipose tissue Adipocyte differentiation Pparg2 Wang and Lazar (2008)

Liver, serum, kidney

Skeletal muscle

Metabolic sensors

Ppara

Pparg
Pgc-1a

Sirt1, Nampit,
redox state

CO, heme

Liver

Adipose tissue

Liver, skeletal muscle

Liver, mouse embryonic
fibroblasts

Liver, HelLa cells

Triglyceride catabolism

Fatty acid oxidation

Lipid and energy metabolism

Adipocyte differentiation

Gluconeogenesis and energy
metabolism

Cellular metabolism

Oxidative metabolism

APOC-IIl, VLDL triglycerides
Cpt1, Caveolin-3

Bmall,
REV-ERBa

REV-ERBa
Bmal1l, REV-ERBa

CLOCK (NPAS2) /BMAL1-mediated

transcription

REV-ERBa, NPAS2

Raspe et al. (2002)
Lau et al. (2004)

Canaple et al. (2006);
Gervois et al. (1999)

Fontaine et al. (2003)
Liu et al. (2007)

Nakahata et al. (2009);
Ramsey et al. (2009);
Rutter et al. (2001)

Dioum et al. (2002);
Kaasik and Lee (2004);
Yin et al. (2007)




Clock geny x obezita

¢as prijmu potravy pUsobi jako ,zeitgeber" — zména faze clock genu v perifernich
organech (jatra) (Halberg et. al., 1995)

1. savci: CLOCK mutant (-/-) - zvySena konzumace potravy- obezita (Turek et. al.,
2005)

expresni urovnen Clock - zvySena u obéznich mysi (high fat diet) (Kaneko et .al., 2009)
Model obezity

Per2 mutace - zména doby podavani jidla (bez zvySené konzumace) - obezita
(Yang et. al., 2009)

BMAL1 a CLOCK deficience - porucha glukoneogeneze, glukézova tolerance,
insulin sensitivita (Rudik et. al., 2004)

2. obézni pacienti: poruchy spanku (Resnick et. al., 2003)
lidé pracujici na smény (Patel et. al., 2006)

Studie na mysich a na &lovéku ukazuji, Ze obezita zplsobuje zmény cirkadianni
regulace na urovni chovani, na fyziologické i na molekularni Urovni
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