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Opakovani terminologie

Zakony populacni genetiky

Faktory ovliviujici lidsky genom

Mutace a polymorfizmy

Pfiklady — u monogennich i polygennich onemocnéni




Opakovani terminologie

GEN

« jednotka dédicné informace, konkrétni usek molekuly DNA nesouci
Informaci pro tvorbu proteinu nebo NA (rRNA, tRNA...)

1909 — zavedeni pojmu gen

geny strukturni
geny pro RNA

geny regulacni

LOKUS

« konkrétni misto na chromozému, na kterém se nachazi urcity gen



Opakovani terminologie

GEN

 Promotor — role pfi zahajeni transkripce (vazba RNA polymerazy Ci jiné
soucasti transkripCniho aparatu tzv. transkripCni faktory)

 Intron — nekodujici oblast genu (splicing: pre-mRNA — mMRNA)

« Exon — kodujici oblast genu



Opakovani terminologie

ALELY

* ruzné varianty téhoz genu

 pro jeden gen jsou u diploidniho organismu dvé alely (od otce a od matky)
* vyjimKkou jsou u muze geny na chromozomu X a na chromozomu Y

 Pozn. to ale neznamena, ze v populaci jsou vzdy jen dve alely. Zname
napf. tfi alely pro dédi¢nost krevnich skupin, 14, IB, i. V konkrétnim ¢lovéku
jsou vzdy pouze dvé z nich. V populaci koluji vSechny tfi.



Opakovani terminologie

ALELY

« dominantni alela = prevladajici (A)

* recesivni alela = potlacena (a)

« homozygot = stejné alely téhoz genu v chromozomu (AA, aa)
* heterozygot = ruzné alely téhoz genu v chromozomu (Aa)

« monohybrid = sledujeme jeden znak

» dihybrid = sledujeme dva znaky

Dédi¢nost vyplyvajici z mezialelickych vztahu
« Dominance

* Recesivita

* Neuplna dominance

« Kodominance



. Opakovani terminologie
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GENOTYP
« soubor alel, které ma organismus k dispozici
 informaci o genetické konstituci buriky, nebo organismu a/nebo jedince

FENOTYP
Bt « soubor vSech vlastnosti a znaku zivého organismu

genotyp + prostredi = fenotyp

GENOM
« kompletni geneticky material daného organismu

GENOFOND
je soubor vSech alel (genu) vSech jedincu dané populace
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. Hardy-Weinberglv zakon

>3

« naruseni rovnovahy pfi nenahodném parovani



Vliv prostredi na lidsky genom

« geneticka vybava jedince je zadana v okamziku zplozeni, ale neni
pro dalsi zivot konecCna

« v prubéhu ZzZivota se muze ménit jak pod vlivem Cetnych faktoru
epigenetickych (vlivy prostfedi), tak pod vlivem dalsich faktoru
genetickych (napf. mutacemi somatickych bunék v pribéhu
maligni transformace)



Populacni variabilita




E

. Geneticka proménlivost

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

:



Geneticka uniformita

Science.1983 Jul 29;221(4609):459-62.
The cheetah is depauperate in genetic variation.

0'Brien SJ, Wildt DE, Goldman D, Merril CR, Bush M.

« A sample of 55 South African cheetahs (Acinonyx jubatus jubatus) from two
geographically isolated populations in South Africa were found to be genetically
monomorphic at each of 47 allozyme (allelic isozyme) loci. Two-dimensional gel
electrophoresis of 155 abundant soluble proteins from cheetah fibroblasts also
revealed a low frequency of polymorphism (average heterozygosity, 0.013).
Both estimates are dramatically lower than levels of variation reported in other
cats and mammals in general. The extreme monomorphism may be a
consequence of a demographic contraction of the cheetah (a population
bottleneck) in association with a reduced rate of increase in the recent natural
history of this endangered species.



Mutace

4 « nahodné zmény v genetickém kodu (v poradi bazi) jedince,
pomeérneé vzacne

« zména procesy, pfi kterych se méni se kvalita a kvantita genu

* mezi né nepocCitame takové zmeény, které mohou byt prenaseny
vertikalné (napr. metylace bazi)

* mutageneze = proces vzniku mutaci

* hot spots — na nekterych mistech v genomu se mutace vyskytuji
casteji nez by odpovidalo nahodnosti s rovnomernou
pravdépodobnosti v celém genomu

» nekteré nukleotidy mutuji Castéji nez jiné (napf. G a C v savcich
jadernych genech)



-—-—-\|

. Mutace

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

SOMATICKE MUTACE

 vznikaji v somatickych burikach v prubéhu Zivota (maligni
transformace x zadny fyziologicky vliv)

.

« vliv mutace na ,fithess" organismu je relativni s ohledem na vné;si
podminky



Vzacné mutace a polymorfizmus

VZACNE MUTACE

e jSou vyrazné patologické, a tudiz jsou z populace odstraniovany
selekci, nebo vznikly nedavno a nestacily se v populaci rozSifit)

 vyskytuje se v populaci méné nezv 1 %

Z pohledu Mendelovské genetiky
» Recesivita - jedna féni alela staci
« Dominance - jedna nef€ni alela zpusobi rozvoj choroby

« Kodominance



Vzacné mutace a polymorfizmus

POLYMORFIZMUS

 Casta mutace, tyto mutace jsou zakladem interindividualni
variability jedincu

v jediném genu je ¢asto mnoho polymorfizmd, jejich kombinace
tvori haplotypy

MAF vyskytuje se v populaci vice nezv 1 %

SNP = jednonukleotidovy polymorfizmus - bialelicke

minisatelitni a mikrosatelitni polymorfizmy - multialelické



Vzacné mutace a polymorfizmus

MUTACNI FREKVENCE
* reparacni mechanismy
» selekcni tlak

« geneticky drift je proces, kdy dochazi k nahodnym zménam ve
frekvencich alel v dané populaci. Tyto zmény tedy nejsou

vrws

« pro AD choroby plati:
u=n/2N

n= pocet nemocnych, N=celkovy pocet porodu



Mutace

FCNI VYZNAM MUTACI
* V promotoru - exprese

» V oblasti exon-intron — alternativni splicing, posun ¢teciho ramce

« V exonu — struktura a fce proteinu
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Mutace

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

GENOVE MUTACE
CHROMOZOMOVE MUTACE = ABERACE

GENOMOVE MUTACE



Genové mutace

meni jednotlivé geny (alely), vétsinou jsou indukované

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

v somatickych nebo v pohlavnich bunkach

mutace v regulacnich genech pro mnozeni a diferenciaci —
nadorového onemocnéni

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

delecel/inzerce = ztrata/zafazeni nukleotidid (— mozny posun
Cteciho ramce), spiSe v intronech



. Genové mutace
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Kdédovani

U C A G
U|Phe  Ser Tyr Cys |U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP [A
Leu Ser STOP _ Trp G
C | Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
Allle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
G | Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly c
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G




Nomenklatura

DNA Protein
.« 52G>C « L25R
* Lys25Arg
« 35 _38del
« 35 38insA

« 86 bp VNTR intron 2
« -197A/G
e 152275913




Genové mutace

Srpkovita anemie

* missense mutace genu pro hemoglobin na 6. pozici v B-
retézci (hydrofébni valin misto hydrofilni glutamové kyseliny,
tvorba shlukt Hb a tim zména tvaru ery) - HbS

* autozomalné recesivni

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

« Srpkovité Cervené krvinky mnohem huar prenaseji kyslik. Lidé se
srpkovitou anémii maji proto ve srovnani s obycCejnymi lidmi
cervenych krvinek vic. To jim dava proti malarii velkou vyhodu,
diky niz maji lepsi Sanci prezit.
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. Genové mutace

B° thalasemie

* nonsense mutace pro Hb — chybna syntéza jednoho z fetézcu
globinu

* autozomalné recesivni

ancestral mutant
3 DNA -AGT- -ACT-
— MRNA -UCA- -UGA-

AA -Ser- -STOP




- Genové mutace
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Nestabilita repetitivnich sekvenci

* netranslatované oblasti genu (promotoru,
Intronu)

- vede ke zméneé exprese genu, jako je tomu u
syndromu fragilniho X (amplifikovan triplet CGG v
5’netranslatované oblasti genu FMR1 = Fragile X
Mental Retardation 1)

- U myotonickeé dystrofie (amplifikovan triplet CTG v
3" netranslatované oblasti genu pro proteinkinazu
DMPK)

- u Friedreichovy ataxie (amplifikovan triplet AAG v
intronu genu pro mitochondrialni protein frataxin)



- Genove mutace

7~ Huntingtonova choroba
« trinukleotidova expanze v exonu
ancestral mutant
DNA ...TAC-GTC-... ...TAC-(GTC-GTC-GTC),,-
GTC-...
MRNA ...-AUG-CAG-... ...-AUG-(CAG-CAG-CAG),,-
CAG-...
- AA ...-met-gIn-... ...-met-(gin-gln-gin),,-gin-...
Hemofilie A

= nedostatek srazeciho faktoru VIlI
* inzerce 3000 bp — snizeni tvorby proteinu
« gonozomalné recesivni — vazba na X chromozom

e 7Zena je prenasecka




Genova mutace

Cysticka fibroza

« deleCni mutaci genu
produkujiciho protein CFTR
(chloridovy ABC transportér
na bun. membrang) —
nefunkcni protein

« delece 3 bp v pozici 1652 az
1655 v exonu 10 (delece phe
v kodonu 508)

» autozomalneé recesivni

ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- | -TAA-CCA-
MRNA -AUC-UUU-GGU- | -AUU-GGU-

AA -ile-phe-gly- -ile-gly-
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Genova mutace

Duchennova svalova

dystrofie

« frameshift® mutace = posun
Cteciho ramce v genu pro

protein dystrofin

« gonozomalne recesivni —

vazba na X chromozom

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




THF

y Methionine
S-AdoMe
Genova mutace e e
THF MTR :
MTRR methylation
- /\ : ./ \ vomo-  hamocystone
s w ré Met - cysteine
Hyperkoagulaéni stavy * THE | “’l
synthesis Cis Adenosine

Defekt antitrombinu Cistelie

Folate
; Protein
DHF synthesis

« mutace koagulacniho fll zvySujiciho hladinu protrombinu — riziko trombembolie ~70 — 90 %,
genova mutace rs1799963 G20210A

Leidenska mutace

‘ « mutace genu pro inhibitor koagulace fV - riziko trombembolie ~30 %, genova mutace
~ rs6025 G1691A, R506Q (arg — gin), AD

Hyperhomocysteinemie
« mutace enzymu konvertujiciho kys. listovou = metyltetrahydrofolatreduktaza (MTHFR)

« projevi pfi nedostatku vitaminu B6, B12 a kys. listové, genova mutace rs1801133 C677T,
AR

» nezavislym rizikovym faktorem aterosklerézy a trombembolizmu, poruch fertility a
nékterych vyvojovych a neurologickych abnormalit (rozstép patere)

« homocystein zpusobuje endotelovou dysfunkci a iniciuje apoptdézu



- Chromozomove mutace - aberace
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« neméni strukturu samotnych genu, ale méni strukturu
chromozomu

 daji pozorovat ve svételném mikroskopu

* mohou byt pfekazkou normalniho priabéhu meidzy a jimi postizené
gamety mohou byt sterilni nebo mohou po splynuti vznikat
nezivota schopné zygoty



- Chromozomove mutace - aberace
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Strukturni chromozomové aberace

« nasledkem chromozomovych zlomu, na které navazuje urcita
prestavba - primarni je tedy porucha struktury

» delime je na:

o balancované - je zachovano puvodni mnozstvi genetického
materialu

o nebalancované - Cast genetického materialu chybi Ci prebyva

o intra- nebo interchromozomalni



- Chromozomové mutace - aberace

S~

- deficience = ztrata koncové Casti
chromozomu, oddéleny kousek se
rozpadne Vv cytoplazmé, dochazi ke
ztraté genu, ztrata dulezitych genu vede
ke smrti

 delece = ztrata vnitrni ¢asti chromozomu

« duplikace = zdvojeni neékterych cCasti
chromozom

* inverze = prevraceni Casti chromozomu
0 180°

« fragmentace = rozpad na malé Casti

« translokace = presun casti chromozomu
na jiny chromozom, muze veést
k vytvoreni nového znaku

« transpozice = zména poradi



- Chromozomove mutace - aberace

,
| Philadelphsky chromozom

 chromozomalni translokace mezi dlouhymi raménky 9. a 22.
chrom. t(9;22)(q34,q911),

* u CML je fuzni gen ABL/BCR exprimovan jako cytoplazmaticky
protein p210, ten asociuje s cytoskeletarnim aktinem



- Chromozomové mutace - aberace
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Philadelphsky chromozom

» p210 ma silnou tyrozin-kinazovou aktivitu — fosforylace vice nez
50 proteint — fenotyp. zmény b.:

 Aproliferacni aktivity (mitogenni ug¢.)
- ladhezivity ke stromatu krvetv. tkané
- Prezistence k apoptoze

- tnestabilita genomu

» CML - chronicka myeloproliferativni choroba zplsobena poruchou
pluripotentni kmenové bunky



Genomoveé mutace

Numerické chromozomové aberace
» zpusobeny abnormalnim poétem chromozomu v karyotypu

 struktura chromozomu je neporuSena, patologicky se uplathuje
nestandardni mnoZzstvi genu

 vznikaji diky chybé pfi rozchodu chromozomu do dcefinych bunék
béhem bunécného déleni (nondisjunkce) nebo abnormalitami
fertilizace Ci Casné embryogeneze



Genomoveé mutace

- Euploidie

e Zznamena, ze se V dané bunce nachazi celoCiselny
nasobek monoploidniho cisla = udava po¢et chromozomu v
jedné sade

 lidské bunky jsou euploidni, protoze obsahuji zpravidla 46
chromozomu (tedy 2 x 23). Stejné tak ¢lovék s 69 chromozomy
by byl povazovan za euploidniho.

Aneuplodie

* numericka odchylka se tyka pouze urcitého chromozomu nebo
chromozomd, ne vSak celé sady

o konkrétni chromozom muze byt bud znasoben - trisomie
(2n + 1), tetrasomie (2n + 2)

~ heho naonak 7ztracen - mono<omie (2n -1\ niilicomie (7n - 2)
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Genomoveé mutace

.

Aneuploidie
* monosomie

o gonozomalni
« Turneruv sy. (45, X0)

 trisomie

o autozomalni
« Downuv sy. (47, XX/XY + 21)
« Edwardsuv sy. (47, XX/XY + 18)
« Patauv sy. (47, XX/XY + 13)

o gonozomalni
« Klinefelterav sy. (47, XXY)
« Super female = triple X sy. (47, XXX)
« super male = Jackobuv sy. (47, XYY)



Downuv syndrom

* vrozena mentalni retardace, vrozené vady srdce a typicky vzhled
« 1866 - anglicky lékaf Johnu Langdonu Downovi

Priciny

« proces nondisjunkce — tedy chybného rozestupu chromozomu
v prubéhu I. Ci ll. meiotického déleni, které nastava
nejCastéji na strané matky — tedy v prubéhu vyvoje oocytu



Downuv syndrom

« translokacni forma trizomie 21, u které je nadbyteCny
chromozom 21 pripojen na jiny chromozom. Robertsonské
translokace, u kterych doslo k fuzi dvou akrocentrickych
chromozomu (chromozomu 21 a jiného, napriklad 14 ¢i 15) =
balancovana chromozomalni aberaci, ktera u svého nositele
nevede ke klinickym projevum (karyotyp pouhych 45) — riziko
pfenosu na potomka (karyotyp 46 chromozomu, ovSsem celkem ffi
kopie chromozomu 21 - dvé samostatné a jedna pfipojena na jiny
akrocentr)

* mozaikova forma Downova syndromu, kdy nadbyteCny
chromozom 21 nese pouze urcita linie bunek. V tomto pripadée
doslo bud k chybnému rozestupu chromozomu az v
prubéhu mitotického déleni pfi vyvoji embrya, nebo
chromozomalni mozaika vznika z puvodni kompletni trizomie, kdy
u urcité casti bunék doslo ke ztraté nadbyteCného chromozomu
21 (rozhoduji %)
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Genomoveé mutace

-~ Polyploidie

» znasobena je cela chromozomova sada - porucha rozdéleni celych
sad nebo oplozeni spermiemi (dispermie), u Clovéka prichazi v
uvahu zejména triploidie (3n = 69 chromozomu) a tetraploidie (4n =
92 chromozomu), vétSinou ale:

* mola hydatidosa (potrat) — vznik splynutim 1 vajiCka a 2
spermii



Genomoveé mutace

Polyploidie

 u rostlin polyploidie Casté (az 70 % krytosemennych, 95 %

kapradin)

triploidie  (banany), tetraploidie (brambory), hexaploidie
(pSenice), oktoploidie (jahody)

spojitost mezi rustem a vnitfnimi hodinami rostlin — hybridni a
polyploidni rostliny maji za denniho svétla snizenou funkci
represoru transkripce, kt. reguluji aktivitu geni — béhem dne jsou
tak aktivngjSi geny, jejichz produkty se ucCastni fotosyntézy a
metabolismu Skrobu — diky zvySenému vykonu fotosyntézy |
ukladani skrobu pak hybridni a polyploidni rostliny rostou Iépe



Genomoveé mutace

Polyploidie

autopolyploidie — znasobeni chromozomovych sad u jednoho
druhu; znamo je to napf. u lilku bramboru Ci vojtesky

alopolyploidie — znasobeni postu chromozomovych sad, ale ty
pochazi od dvou a vice druhU; znamo je to napf. u
bananovniku, baviniku Ci kavovniku

paleopolyploidni druhy — ve sveé evolucni historii prosly
polyploidizaci, ale dnes se jevi jako diploidni; dnes je takova
udalost znama v evoluéni historii vétSiny organizmu vcetné Clovéka

Clovék - polyploidni bunky: syncytiotrofoblast, hepatocyty (asi 10
%), megakaryocyty, osteoklasty

Syncytium (soubuni) je mnohojaderny bunécny utvar, ktery
vznikne rozrusenim bunécnych membran nékolika sousednich
bunék a dojde ke splynuti jejich cytoplazem. Ve vysledku se tedy
jedna o bunku obsahuijici vice jader.



Klinicka genetika

» zabyva se diagnostikou, Ié€enim a prevenci genetickych

nemoci
« genetické poradenstvi

« vrozené vady - poruchy utvareni organu, které vznikly v obdobi
nitrodélozniho zivota, | poruchy funkcni (napf. duSevni opozdéni) a
poruchy na urovni biochemické a molekularni (napr. vrozené vady

metabolizmu)

Skupina

Primarné (geneticky)

Sekundarné (prostredi)

Nezname
(multifaktorialni)

Pric¢ina Zastoupeni
chromozomalni

10 %
aberace

monogenni dédi¢nost 20 %
léky, infekce, zafeni 5 %
porodni poranéni 12 %
infekce po narozeni 7 %

geny + prostredi 46 %
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Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika - vySetreni karyotypu plodu

* invazivni metody - amniocentéza, biopsie
choriovych klku, kordocentéza

« cytogenetické vysetreni - karyotypizace
* FISH — fluorescecni hybridizace in situ

o vazba denaturované sDNA se specifickou sondou



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika
« AmnioPCR — geneticke vySetreni plodu

o porovnani DNA markert matky i plodu —
stanoveni poctu jednotlivych chromozomu u plodu

o vysledek je nasledné potvrzen klasickym
cytogenetickym vysetrenim

o k dispozici je v souCasné dobé vySetfeni 21.
chromozomu - amnioPCR, nebo sada vySetrujici
chromozomy 13, 18, 21, X a Y - tzw
multiamnioPCR



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

Stanoveni pohlavi plodu

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

* od 10. tydne tehotenstvi

* DNA plodu z vendzni krve matky

Preimplantacni diagnostika

* metodu Casné prenatalni diagnostiky, ktera je vazana na techniky umélého
oplodnéni, za ucelem minimalizace chyby genetického vysSetreni je treba
k oplozovani vajicek pouzit metody intracytoplazmaticke injekce spermie

* bunky pro genetické vysetreni jsou odebirany z embrya nejCasteji ve stadiu
8 bunék nebo blastocysty



Klinicka genetika

Novorozenecky screening

« aktivni celoploSné vyhledavani choroby v populaci vSech novorozencu v
jejim preklinickem stadiu

* princip analyzy tzv. sucheé kapky krve na filtraCnim papirku odebrané
standardnim zpusobem

Kritéria
e incidence 1: 50 — 100 000

e vCasna diagn6za umoznuje takovou leCbu, ktera zasadne pozitivne ovlivni
prabéh nemoci

Stanoveni
« metabolitl, substratl, enzymud, DNA, RNA, protilatky...



