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Jednotky dédicnosti se nemisi, jsou materialni povahy, parové, predavaji se z generace na generaci
PFi pohlavnim rozmnoZovani se mize z kazdého rodice prenést na jeho potomka vzdy

pouze jedina alela z paru.

e 1. Mendelliv zakon
Zakon o uniformité F1 hybridl a identité reciprokych krizeni
PFi vzdjemném kriZeni 2 homozygot( vznikaji potomci genotypové i fenotypové
jednotni. (usni lalG¢ky prisedlé f a volné F)

e 2. Mendelliv zakon
Zakon o nahodné segregaci genli do gamet
PFi kfizeni 2 heterozygotii mdze byt potomkovi pfedana kazda ze dvou alel
(dominantni i recesivni) se stejnou pravdépodobnosti. Pfi kfizeni heterozygoti
Ize genotypy a fenotypy vzniklych jedincd vyjadrit pomérem malych celych Cisel.
Vznika genotypovy a fenotypovy stépny pomer.

3. Mendeliiv zakon
Zakon o nezavislé kombinaci alel
Vzajemnym krizenim polyhybridd (vicendsobnych heterozygotnich hybrid() vznika
genotypové i fenotypové nejednotné potomstvo s tolika kombinacemi gend, kolik je
moznych matematickych kombinaci mezi dvéma matematickymi velicinami.
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Podminky nutné pro platnost Mendelovych zakonu

1. Zakony plati pro znaky kvalitativni, dédicnost jednoho znaku je Fizena 1 genem, bez genové interakce
2. Geny nesmi byt na pohlavnich chromozomech a semiautonomnich organelach

3. Mezi dvéma geny nesmi existovat genova vazba @ O w

4. Vsichni jedinci i jejich gamety museji mit shodnou zivotnost

Letalita, snizena vitalita (vitalni-subvitalni-semiletalni-letalni) Huntintington.chorea-dom.hom-abort O O O .
. Snizena penetrance (polydaktylie)
. Odlisna expresivita O O O .
. Dédi¢nost vazana na pohlavi
e Vazba geni @00 ®
*  Genové interakce Biviuandl cxpresivity penetrance and
epistaze - potlacuji (Hh, fenotyp Bombai-hh epistaticky nad AB, AB+hh-0) expressivity
inhibice
komplementarita (alespon 2 dom. alely)
duplicita -jeden znak -rzné geny, k jeho vyjadieni stadi jedind dominantni alela
mnohonasobny alelismus —-polymorfni geny (ABO, HLA)
kodominance alel - krevni skupiny
superdominance —heterozygot ma vyssi fenotyp hodnotu nez oba homozygoti (heteroza) E
pleiotropie - jeden gen vice znakl (metabolické fetézce) =l
. Polygenni dédi¢nost %
. Mitochondrialni dédi¢nost (cytoplazmaticka dédi¢nost)-maternalni efekt
. Genovy imprinting (transkripce pouze jedné alely)
. Dynamické mutace (amplifikace opakovani triplet) ... tpind dominance nesiping cominance
. Strukturni balancované chromozomalni aberace
3 Epigenetika

Odchylky od Mendelovych zakoni —
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@




Genetika

specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a dédi¢nosti

spoledny predek

o klinicka genetika
« zabyva se genetikou patologickych stavd _
* zabyva se diagnostikou, IéCenim a prevenci genetickych nemoci e
(u celé rodiny!)

* genetické poradenstvi ﬁ
o lidska genetika

* studuje variabilitu a dédicnost u Clovéka maderni i
prirmati & lovelk

o cytogenetika
* studium chromozomd
o molekularni genetika
e studium struktury a funkce jednotlivych genl
o populacni genetika
e studium proménlivosti populaci
o komparativni a evolucni genetika
* mezidruhové srovnani a studium evoluce druhu




Genomika

e studuje strukturu a funkci genomU pomoci genetického mapovani, sekvenovani a funkéni analyzy gend
e snazi se o pochopeni veskeré informace obsazené v DNA Zivych organizmd

o strukturni genomika = pochopeni struktury genomu
 konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map genomd pFisluénych organizmd

* reprezentovala zejména inicialni fazi analyzy genomu; koneé¢nym cilem byla kompletni znalost DNA
sekvence (napr. HUGO projekt)

o funkéni genomika = studium funkce genl a ostatnich &asti genomu

« vyuzivd poznatkQ strukturni genomiky a snaZi se o poznani funkce gend; velmi ¢asto k tomu vyuziva
modelove organizmy (kvasinka, nematoda, Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus
norvegicus, Mesocricetus auratus aj.) jako ¢asové a finanéné vyhodnou alternativu vyssich zivodichQ
(zejm. pro moznost studovat mnoho generaci v relativné kratkem case)

* transkriptomika proteomika metabolomika  toxikomika
o bioinformatika = shromazdovani, analyza a vizualizace biologickych souborl dat
 vyuZivd metod vypocetni techniky, tvorba databazi a softwarQ




Zakladni genetické pojmy

gen, alela (rec/dom), lokus, homozygot, heterozygot, genotyp, fenotyp

* gen - zakladni jednotka dédicnosti

- genové rodiny
» sekvencné podobné geny, které vznikly zrejmé duplikaci béhem evoluce
* napf. geny pro hemoglobiny, imunoglobuliny, nékteré enzymy, ...

® pSGUdogeny lokus pro geny kédujici gg'ﬁ‘)'og""

« podobné konkrétnim gendm ale nefunkéni e, \ ’ry
* kazdy gen je umisteén na konkretnim misté konkrétniho chromozomu = lokus -
(napr. 12g21.5) e —y—

- lokalizace gent je u véech lidi stejnd, sekvence ale ne!
* alela - konkrétni varianta genu

v populaci se pro naprostou vétsinu genu vyskytuje vicero variant (= alel), které
mohou byt rizné ¢asté = geneticky polymorfizmus

 genotyp - kombinace alel v urcitém lokusu na paternalnim a maternalnim
chromozomu diploidniho genomu GENOTYP

* haplotyp - linearni kombinace genu/alel na jenom z homolognich pard
chromo%omu které jsou ve vazbeé a jsou tudiz preferencné predavany rodici
potomkum pohromade (vyjimecné dochazi k rekombinaci)

* fenotyp - vnéjsi projev (vyjadreni) genotypu

« znak - jednodusSe méritelna, vétSinou spojitd proménna
. fenotyp - sobor znakd
« intermediarni fenotyp - podobny znaku, ne vzdy musi byt spojity

o
chromozomu
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Molekularne biologicke dogma
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Nukleosid x nukleotid x baze x DNA

Nukleotidy = zakladni stavebni kameny NA ,
HN/ g H—N
A) Nukleova baze Q A, )\)j )\)j

» Puriny - adenin (A); guanin (G) -| |
" Pyrimidiny - cytosin (.IcgbthyR”@‘:) (T - DNA); sﬁ;':,aﬁ TB*'N";";i.‘J’ bm?s:;iza‘;;m
uraci -

B) Nukelosid )
* Nukleova baze + pentdza (ribdza; deoxyriboza) [\/]:\> & \> —N >

= N-glykosidicka vazba
C) M Purine Ademne(h) Guanine (G}

» Fosforylovany nukleosid X )
N N
Adeni HOCH (N NJ\Y HOCH AO
v - ienine 2 2
Dalsi funkce e 0 0
|
y s v . NZ \c/\ HO  OH(H) HO  OH(H)
Skladovanl a Qrenos energle C’L%N/E\N/ purine nucleoside pyrimidine nucleoside
» Hydrolyza fosfoanhydridové vazby % High:oneray bonds X = OH or NHy; Y = H.OH or NHy; Z = H or CHy
vV, V. ATP . N | II V4 C/ \ G (o) (o) orF
= Vetsina je intracelularni e aww Y YV
T A4
- r L ox J L J
Signalni molekul = o
= Intraceluldrni signalizace ' P '
» Napr. cAMP a cGMP (second messenger) FRP—, S————
Adenosine dipt:osphate (ADP)
KOQI‘IZ ! m ! Adenosine triprlwsphate (ATP)

8 = Napr. Koenzym A



Gen

Co je gen?
zakladni funkcéni jednotka dédicnosti - tvori jen 2% DNA (20-25 000)
konkrétni isek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo RNA (rRNA, tRNA...)

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

 exony = funkéni Useky genu, které jsou prepisovany do mRNA a dale translatovany pri proteosyntéze

* introny = Useky genu, jejichz funkce dosud nebyla zcela objasnéna a které nejsou vyuzivany pro translaci
(jen u archei a aukaryot- teorie ,introns early (ptivodné kratké geny-exony a mezi nimi vznikly introny) a ,introns
late" (geny pQvodné introny nemély, invadovaly pozdé&ji z organel?)

ProC prokaryota nemaji introny?

Dle Jechh Obsahu geny dé”me na: I)I,V/‘ A[ig"’nent Ch(ll'(lclel‘ C()dillg
* jednoduché - obsahuji pouze exony 000000000000000000011111111112111111111111
« slozené - obsahuji i introny 8§58888889999999999009oooooooi11;11111122 | _
12345678901234567890123456789012345678901 1 2345 6
Taxon 1 GCCTAGCCAAAGCTCTTCCAAGGTGACTCTCAGTTCAAGCT 203 204
Taxon 2 GCCTAGCCAAAGCTCTTCCAAGCTCGACTCTCA====== GCT 20 3105
Taxon 3 GCCTAGCCTAAGCTCAACCAAGGTGTCTCTCAGTTCAAGCT 2302 34
o Geny, pseudogeny, genové fragmenty Taxon 4 GCCTAGCCTAAGCTCTTCCAAGGTGTCTCTCAGTTCAAGCT a3 3 2 3 4
° genové rodiny — Sekvenéné pOdObné geny/ :I‘axon 5 GCCrTAGCCA{KAG({T\’C:TTCC%\A(%CT:GAC:TC‘TC!} ------ GC:I‘ 4 D3 % 0:5
které vznikly zieimé duplikaci b&hem evoluce Taxon 6 CCCTAGCCAAAGCTCTTCCAAGCTGACTCTCAGTTCAAGCT 103104
€ Y 2r€] plikacl b -€,  Taxon 7 CCCTAGCCAAAGCTCTTCCAAGCTGACTCTCAGTTCAAGCT 103104
napr. geny pro (hemo)globiny, imunoglobuliny... 7axon 8  GCCTAGCCTAAGCTCTTCCAAGCTGACTCTCAGTTCAAGCT 293 104



Gen

Cells amd Gene Expression

Muscle cell Skin cell My el

. Genes that encode a single protein - hemoglobin gene HBA and HBB.

. Genes that encode many proteins
“A single fruit fly gene can encode 38,000 types of different proteins.”

. Non-protein coding genes - gene regulation Gene A @%% | ,&@‘

Podle funkce: Gene B -ﬁ%f fé‘ i
Housekeeping genes: code protein products for transcription, translation and replication.

Inducible genes: remain inactive, expressed under the influence of extrinsic factors. Gene G %_ %‘ -% ﬁ_
Developmental genes: help in the early stage of the growth and development of organisms. ' o

Tissue-specific genes: express only in some type of tissue, remains inactive in other types of
tissues.

Homologous genes: inherited from a common ancestor, share a common function and have
sequence similarities are categorized into homologous genes.

Non-homologous genes: not inherited from a common ancestor instead, it is originated due to

Gene Expression and Cancexr

some evolutionary forces are known as non-homologous genes. B o Shan

Autosomal genes: genes located on autosomal chromosomes are categorized into autosomal rQJ (\a
genes st R
Sex-linked genes: Genes located on the X or Y chromosome (in humans) or on sex chromosomes Momral cell cancer cell

are classified in this category. These genes are very crucial for the reproductive health of a person.

Genie A ;‘E’: % Gena A
Genye B i fg:

Gene Lt [ s fﬁ\ g'gx
iene I }éx Gene O %

10



Struktura genu

Misto pocatku transkripce: misto kde zaéina syntéza mRNA (pozice 0, -
30bp od TATA boxu) .

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

Enhancer: Cast sekvence genu ktera interaguje s transkripé&nimi faktory a
tak zvysuje u€innost transkripce. Je umisténa upstream nebo downstream
od kodujici sekvence a muzZe byt stovky bazi daleko od kédujici sekvence
kierou kontroluje.

Silencer: Opak enhanceru.

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

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

Signalni sekvence: koduje signalni peptid, ktery preduréuje zacileni
proteinu na bun&éné Urovni a nasledné se odstépuje.

Life originated from a common ancestor thus the chemical structure
of genes is almost similar in prokaryotes and eukaryotes.

However, the regulatory sequence elements, transcription

and translocation machinery differ.

AALIAAA
Splice sites Signal for site of
Enhancer CTRAYY, ¥ end trimming
Jistal & optional AGGURAGLU, or and poly(A) tail 3d{1rt|0n[
TATA-Box YYYYYYYYNCAG
/"/'ﬁﬁ"x
L] L] I-3-!|:II:\':|. | . {// '_' "x._q - -, i
TH—A ' :
5 END *". ‘H.HS(//' ¥ ..____...--" 3 END:
\ o S |
| J4
Promaoter AUG Exons Introns
CCAAT-Box ~ Startcodon Termination codon

UGA UAA, or UAG
Distal regulatory region
' |
/ vallernlie v
& MAR / J \

/ Insulator Silencer ~ Enhancer

( Locus control region

Proximal Core

Promoter Promoter
b&ﬁq TATA DPE

Promoter



DNA replikace

Lagging strand New complementary DNA

Kisviias strands forming " .
Replication fork = WS
A 5 | Replication fork

Y

Leading
strand

Nitrogenous
base

Deoxyribose

(suigar) Replication

New complementary
DNA strands




Transkripce- RNA ,,splicing®

Regulatory sequence

Regulatory sequence
———

Eukaryotic ]7 B L | l E I

e R |
@ Entire gene (both introns and exons) is

Enhancer
/silencer Promoter 5'UTR Open reading frame /silencer
Proximal Core Start Stop transcribed to RNA by RNA polymerase enzymes.
Nuclear
DNA ] b I - membrane
hnBNA
Transcription transcript [ e 1 : I E I l | < | I —I E l
Exon Exon : :
—— Processing enzymes remove introns.
MRNA  post-transcription
modification Protein coding region
5'cap Poly-Atail
] I—-l_ Pore in
mRNA nuclear
Translation membrane
Protein \
_Codon e m‘ﬁ
DNA o0 5 0 i ' Excised
1 4
, " p / introns
gy eidvu H H u v 4 3
i 4 » d_d T q A DY 4
P Ao R T (© Exons are spliced together, without
- fo0.pax introns, forming mRNA that can pass
Pre-mRNA \ P Cell nucleus through the nuclear membrane into
& the cytoplasm and be translated.
550 Cytoplasm i
gt i Note that although introns were
3 transcribed, they will not be translated.
mRNA | \ Cytoplasm
% Y Translation -
= Protein
Nucleus

=3

—Amino acids
Growmg protein

v )' chain




Posttranskripcni upravy mRNA
Postranskripcni upravy mRNA

- Cepi¢ka (capping). modifikovany guanozin (m’G) je
prfidavan na 5'-konec vétsiny mRNA. Stabilita mRNA a
podili se na vazbé Kk ribozomu.

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

- Sestiih intronu a exonu. introny jsou vystépeny a exony
spojeny dohromady ve strukture zvané spliceozom.

sequences required for intron remowval

I | I | | |
5’ { f/ 37
— — — AG|GURAGU - -\ \— — CTRAYY —---- — YYYYYYYYNCAG|G — -
Nt IS o
EX'I;IJ[I‘I 1 intron Y p*_-,-'rlmldlnova baze exon 2

The structwre of a3 typdcal hwman protein coding mENA inciu ding the untmansihated req bons (UTHRS §

Sram Srp tail

cqu' UTR Coding sequence (CDS) 2 UTR Paly-A
5



Translace

508 ribosome

IStep 1]

P site

-
Ean

' Codons -
A )f‘JH 171 O Step 2
- 771,’}1“;,}“‘? Gag pu\&q U\gqqr—/\ ..
p_. 5 TR
. mANA tRNAN &
\ ¢ S >
/\ 30S ribosome il 2
subunit \ 3
Second '\
——amino acid ’ }
L&p
~
™ B
Step 3 o
i \‘
‘<:> >/ A second tRNA |
i (( D) attaches at next
{ I @EE')’ x codon on mRNA.
:%O Amgwu GAAICICIE ), .
T r@ Yo @ i = ”3 Peptide bond
|Step 4| et )Ll Aso]
\ ;
- ESTKE>)
‘ M (
Third /:n\ (y,) \\
- amino @), \ ).
<¢>/ acid uTi’;’c}Q;cJu@ A
5 (el VPSRRI

subunit

Asite Ribosome attaches

to mRNA.

Ribosome moves /
along mRNA as \ y
next tRNA attaches :
to next codon. s

/First amino acid

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

Anticodon

N7 p’u_ LT T
=8

Peptide bond forms
enzymatically
between first two
amino acids.




RNA - protein

+ Translace (syntéza protemu) Translace je proces pfemény informace z RNA
do_aminokyselinoveho retezce ( polypeptldu) BI’DbIhﬂJICI v cytoplasme. Zrala

mRNA je transportovana do cytop
endoplasmatickou retikularni sit).

» Ribozom se sklada ze strukturni rRNA a 80 rliznych proteind, které tvoff
malou a velkou podjednotku.

asmy k ribozomum (mnohdy vazané na

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

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

+ Elongace: Pridavani riznych AK v aktivované formé vazané na tRNA a
vytvareni peptidové vazby mezi amino a karboxylovou skupinou.

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

native
protein

Posttranslacni Upravy:

+ Fosforylace, glykosylace, organelové cileni a odstépeni
signélniho peptidu, sloZeni do aktivniho stavu

(vytvoreni tercialni a kvartérni struktury). COOH

Ha2N

1 gen -1 protein
Geny kodujici vice proteint:

Alternativni sestrih

RGzné ¢teci rdmce

RGzn& mista iniciace a terminace
Preskok v ¢tecim ramci
Epigenetika

1 protein - potfebny pro vice biolog. procesu
1 biologicky proces - vice proteinl



Translace — detail tRNA / AK

Codon mBNA

I ssine B il
LI ISTETE 11T

Anticocji\on arm

¢

Anticodon

F -
7 @
™, 7T —{ A G)
/“( /—% ~ w =~ G
A =N G I (/G\, 1 vy \||4
= SN T SRR I Acceptor
\6< HEIGHPIE | i W/\ arm
) \/ A
S
~
X =unusual or
modified bases
Acceptor (b)
arm
Amino acid N
binding site 4\©



Geneticky kod

urcuje poradi AK v proteinu

WPﬂ' .
llftFEN,l!!h.
f . %,
U Cc A anticodon AUG
sl J?ﬂ fl-} U Cﬂdﬂn I.I.I .i‘ [I: mRNA al
. pozice 2. pozice 3. pozice
U C A G
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr |UGU Cys | U
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr [UGC Cys | C
UUA lLeu | UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop| A
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Trp | G
CUU Leu |CCU Pro | CAU His [CGU Arg | U
c CUC Leu | CCC Pro | CAC His [CGC Arg | C
CUA lLeu |CCA Pro |CAA GIn [CGA Arg | A
CUG Leu | CCG Pro | CAG GIn [CGG Arg | G
AUU lle ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser | U
Al AUC lle ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser | C
AUA e ACA Thr | AAA Lys [AGA Arg | A
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |AGG Arg | G
GUU Val | GCU Ala | GAU Asp [GGU Gly | U
G| GUC Val | GCC Ala | GAC Asp |GGC Gly | C
GUA Val | GCA Ala | GAA Glu [GGA Gly | A
GUG Val | GCG Ala | GAG Glu |GGG Gly | G

Cytosine

NH,
N

&

] o]
H

Guanine
a

N NH
{N \ N//\‘wn-c2
H

Adenine
HaN

al
({N\ %
N

Uracil

Mucleobases
of RNA

[A]

RNA
Ribonucleic acid

—
— Nucleobases

Base pair

helix of

sugar-phosphates

DNA
Deoxyribonucleic acid

Cytosine

Guanine
Q

Univerzalni - podobny princip u vétiny Zivych organizmu
Tripletovy - trojkombinace z celkem 4 nukleotidld (A, C, G, T)
Degenerovany - 43 = 64, ale aminokyselin jen 21

N NH
! N)—-NH,
N
H

Adenine
HoM

al
{N\ &
N

Thymine

S

N 0
H

Mucleobases
of DMA

[a]



Chromatin x chromatida x chromozom

Submetacentricky chromozom
Sesterske
chromatldy
DNA je organizovana v
chromozomech ke
- chromatin + chromozomalni famenk" metochore
proteiny (histony)
chromozom = linearni sekvence genl «— Centromera———
prerusovanych nekodujicimi Useky
v nedélici se burice je chromatin
rozprostren volné v jadre Dlouhe
— _
u délici se grganizuje do viditelnych e
chromozomu R
Stru ktu ra Chromozomu Chromozom Duplikovany chromozom v metaféazi mitézy

(dvouchromatidovy chromozom)

 centromera
« telomery (raménka)
e dlouhé - g
e kratkeée - p
metacentricky a akrocentricky

dvé kopie daného chromozomu po
replikaci épred delenim) = sesterské
chromatidy

heterochromatin
(konstitutivni a fakultativni)
euchromatin

euchromatin

heterochromatin

nucleolus

Short regicn of
DNA double helix

‘Beads on a string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Section of
chromosome in an
extended form

Condensed section
of chromosome

Entire mitotic
chromosome




Karyotyp Cloveka

kazdy biologicky druh ma svou charakteristickou e =~ J
chrom. vybavu (pocet a morfologii) = karyotyp e J w,
 u Cloveka maji somaticke diploidni bb. 46 ) ;o I g
chromozomu F 3 LT
22 parl homolognich autozomu ‘o J N "% = fa
« 1 par gonozomuU (44XX nebo 44XY) r . \Q-"’" "4 N\
« gamety (vajicko, spermie) 23 - haploidni \-\\ N WA \;
, L v . , : - N e £ 2 A
- standardni klasifikace Cislovanim podle velikosti - s v E
- v C Vg "
zpracovani vzorku bunek pro karyotyp - [______
+ nejlépe hodnotitelné jsou kondenzované chromozomy v A \ /
metafazi nebo prometafazi mitozy

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

« barvenim chromozomd (napr. Giems) se dosahne
charakteristického pruhovani a tim rozliSeni jednotlivych

« Chromozomu

hodnoceni karyotypu

« manualni - obarven%/ chromozomovy “rozpty
(nej¢. mitotické lymfocyty nebo bb. plodove vody)
se po obarveni vyfoti, vystfihnou a sefadi do paru

« automatizované (mikroskop + software)
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Bunecny cyklus

Posloupnost vzajemné koordinovanych procest od jednoho buné&ného déleni

k nasledujicimu

divide or not to divide!

*  Rozhodovani podle rdstovych faktort (24h)

* G1-11h;S-8h, G2-4h, M-1h (bunka stfevniho epitelu - 12h, jaterni b. - 1rok)
* M faze a interfaze (90%)

* G1 faze (1. pripravna, postmitoticka)
rust, zdvojeni bunég:né hmoty, intenzivni syntetické procesy — RNA, proteiny (enzymy),
opravy genomu- muze prejit do GO

1. Kontrolni bod-cykliny a CdK

» S faze (synteticka)

replikace jaderné DNA a syntéza histond (H2A, H2B, H3, H4 & H1)
na konci chromatidy spojeny v misté centromery

. G2 faze (2. pripravna)

Eukaroyotic Replication Cycle
(Times are for Cells Growing in Culture)

zavisla na dokonéeni replikace DNA v S fazi - \\~\\
proteiny potfebné ke kondenzace chromozomd, ke tvorb& mitotického ap: 68hS \
jaderného obalu ONAZ2n > 4n

2. kontrolni uzel bunééného cyklu -cykliny a CdK

* M faze (mitoticka)

jaderné déleni, kondenzace chromozom{ - aZ 10 000x
nebo meidza (zarodecné burky)

Karyokineze a cytokineze

G1

6-12 hours

GO0: Resting Phase

G1: Growth & Metabolism

S: DNA Replication

G2: Growth of Structural Elements

GO faze - nékteré bunky prechazeji po mitéza -diferencované nedélici se
svalové b., b. ocni ¢ocky
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M: Mitosis

Faze G1
(interval 1)

Duplikace
chromozdému

(o)

Burika pokracuje v rastu
a pripravuje se na déleni

(o

(o)

Burnika zacina rast,
tvori proteiny

Dé&leni bunék Faze G2

(interval 2)
(Mitoza)
deleni
Jadra deleni
cytoplasmy

/

INTERFAZE



Deleni bunek

MEIOSIS MITOSIS

- - paternal
y homolog

Mitéza = 2 dceriné bunky s diploidnim poctem
o . 7 .
- oo ¥ chromozomu, 1 cyklus DNA replikace nasleduje
= v V4 ] .7 V4
T ONA REPLICATION ONA REPLICATION | rozdeleni chromozomu a jadra (profaze —

prometafdze — metafaze — anafdze — telofaze) a
nasl. celé bunky (cytokineze)

@

l PAIRING OF DUPLICATED
HOMOLOGOUS CHROMOSOMES

Meidéza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly
O AVARY 4 V4 A4 r
o uveupon segregace chromozomu a bunecneho deleni

THE SPINDLE

®

1.meiotické (redukcni) déleni — rozdéleni
CHmoMoSOVES homolognich chromozom{
S vyznamné - odehrava se zde meioticky
crossing-over (rekombinace) - zadna z
gamet neni identicka!

J\CELL DIVISION |
poruchy rozestupu - napf. trisomie

| 2.meiotické déleni - rozestup sesterskych

chromatid

B®

$®
8@

-, 2 dcerinné bunky s haploidnim poctem
OVISION B l\ )\CELLDMSION Chromozom&
@@ @ @ vznik pohlavnich bunék (spermie, vajicko)
dodatecné promichani genetického

22 materidlu crossing-overem



Mitoza - detall

Prophase:
The nuclear envelope breaks

down and a spindle forms

between two ¢ entrioles.

DNA is doubled in
preparation for cell division

Interphase: ‘

to the spindle fibers.

'l’;j_";;;;f};:f;f;mm_h‘ - Bé&hem mitdzy klesa syntéza RNA a proteind
« (histony jen v S fazi)

Chromatids
of chromosome

Ntieletis Chromatin  Nucleolus Centromere \/IK@

region

Developing \7.\\
spindle

Aster /

Nuclear envelope

breaks down

- Bloomiiv syndrom (cetnost SCE 60x
vyssi) - SCE-Sister Chromatin Exchange

« Patfi mezi syndromy chromosomalni
nestability, AR, vzacny

- zodpovédny gen (BLM, Bloom syndrome, RecQ
helicase-like) —-porucha reparace DNA

- teleangiektaticky erytém (v 1.roce)- senzitivita
pokozky na UV - maligni transformace

- imunologické projevy (poruchy B-lymfocyt( -

nizké hladiny IgG, IgA a IgM- infekce.
pleiotropni efekt gend-multisystémové poruchy

Centrioles

—Nuclear
< envelope

Nucleolus

Daughter
chromosomes
7]

T'he chromosomes align

Ricmph.\s'e: '

at the equator of the cell

Telophase:

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

B Figure 1.3
[ V,A\n.;phasc; 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

2 3 down and a spindle forms between the



Geneticka variabilita (~0.1%)

Meiotické déleni .

DNA sekvence kédujicich i nekddujicich Gsekl
genomu je variabilni

* v populaci pro dany gen vyskytuje vicero

o~ . o v s p
Y variant (= alel) s ruznou populacni frekvenci
I Chromosomes = genetiCké Val"iabilita, ktera je VySIEdkem
25 nékolika procesu
22 e 1) sexualni reprodukce
L cromosomes parup - 2) nezavislé meiotické segregace
= 23 pard ch. - 223 kombinaci =
. 8 388,608 riznych gamet
L sectonsoiDNA - 3) rekombinace (meioticky
% crossing-over)
. V4 v g 7 o]
N Homologous pairs >> kombinaci nez 8 milionu
IO e 7Y e s « 4) mutageneze de novo
e A 3 * chyba pfi DNA replikaci
y * proof-reading DNA polymerazy ani
DAUGHTERS /' VRN o osames dide. mismatch DNA repair neni 100%
INTO | 7  single chromosomes, « plsobeni externich mutagenu
gilﬂlﬂETEs (;;: | m" 6’8 - and & naw mix of P g

(' genetiomatera « 5) geneticky drift
e 6) prirozena selekce

24



Crossing-over a rekombinace

*  pfi meidze ziskava kazdd gameta nahodné 1 z paru homologniho chromozomu - paternalniho (CHp) nebo maternalniho (CHm)
- pti celkovém mnoZstvi 23 paru je tedy teoreticky moznych 223 kombinaci (= 8,388,608 rlznych gamet)

* ve skutecnosti ale gameta obsahuje smés homologniho CHm a CHp chromozomu v dusledku procest b&hem prvniho meiotického déleni
= crossing-overu a rekombinace

takZe napf. alely, které pdvodné pochazely od rdznych prarodi¢l, mohou byt na jednom chromozomu
vznika tedy mnohem vyssi pocet kombinaci nez 8 miliéond

* pravdépodobnost rekombinace ale neni pro kazdy usek DNA stejnd, ale zalezi na vzdalenosti
« ¢im blize jsou geny u sebe tim mensi je pravdépodobnost rekombinace
e vzdalenost se miZe udavat i v centimorganech (1cM = 1% pravd&podobnost rekombinace)

* existence haplotypi

« linedrni kombinace alel (SNPs) na vicero sousednich lokusech jednoho z homolognich chromozomU prendgend pohromadé (&
rekombinace)

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

25
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Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO) - James D. Watson 1990,
(The first complete human genome was only decoded in 2021)

haploidni genom obsahuje 3-3.3x10° bp

(3 054 815 472 base pairs, when the X chromosome is included,
2 963 015 935 base pairs when the Y chromosome)

gen = konkrétni Usek molekuly DNA nesouci informaci

pro tvorbu proteinu nebo NA (rRNA, tRNA...)

20-25 tisic

pseudogen = sekvence DNA, ktera je podobna genu,

ale nedochazi k jejimu prepisovani v RNA (transkripci)

~ 20 tisic pseudogend

geny tvori jen 2% DNA

5-8 % virova DNA

az 70% repetitivné sekvence
90% identita savcl

99,9% identita mezi lidmi

Number of Genes ~4,200

~17,000 ~21,000 ~31,000 ~38,000

Common Name

Bacteria

Chicken Human Water flea Rice

Genome Size 170,000 bp

Common Name /&

Virus

4.6 million bp 130 million bp 3.2 billion bp 150 billion bp

m
' i = "
Bacteria Fruit fly Human Canopy Plant

50% - 60%

VétSina DNA se podili na produkci
enzymu pro tvorbu nebo $t&peni cukrl &
stavbu bunécnych struktur np. struktura
hemoglobinového pigmentu x

strukturou pigmentu chlorofylu



Repetitivni sekvence

Repetitivhi sekvence = DNA s vysokym mnozstvim kopii
- podili se na formovani vyssich nukleoproteinovych struktur, jako jsou telomery nebo centromery
« pri chromozomovych prestavbach
« maji vliv na regulaci genové exprese - RNA interference
«  zajistuji ochranu koncu linedrnich chromozomd
. Fidi spravny pribé&h mitotického i meiotického déleni buriky
« zfejmé udrzuji strukturu chromozomd, moZna jsou “evoluéni” rezervou

* rozptylené -mohou se pohybovat .

* DNA transpozony (pr. ,Sleeping Beauty" - genova terapie) . ‘

* retrotranspozony -schopnost kopirovat se diky reverzni transkriptaze Microsatellite Minisatellite

* endogenni retrovity = LTR or or

e autonomni - LINE - L1-repetice | Short Tandem Repeat Variable Number of
(STR) Tandem Repeats

* neautomni — SINE - Alu-repetice (VNTR)

* Dispersed throughout genome

* tandemové -za sebou jdouci identické repetice, VNTR B e
 makrosatelity - centromery g ey |
- minisatelity - 5-30bp, které se vice vyskytuji v subtelomerickych

oblastech chromozomu, podkladem polymorfismu
« mikrosatelity — opakovani 1- 5 bp
- telomerické sekvence
97 genetické markery- forenzni védy

+ Commoaly subtelomenc )

* Core repeat length: 8 - 80 bp

——

* Variable total length of 0.5 1030 kb |

+ Detected by Southem hybndization

H BN E W
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Mitoticke hodiny - Telomery

Vysoce konzervované nukleoproteinové komplexy - ochrana pro konce chromozoma
« repetice TTAGGG (3000x)
« poslednich 100-200bp- presah G-bohaté ss vlakno + proteiny-T-smycka (telozom)

« Hayflickdv limit pro kaZdou bufiku (replikativni senescence)
- béhem kazdého cyklu se 5 konec zkracuje
(odstranéni primery z okazakiho fragmentu) -ztrata 5-200 bp
- 40 -60 déleni

WAVAVAV/ & VAV VAVAVANS

Nature Reviews | Cancer

- diferencované bunky-kratsi telomery TELOMERE AND TELOMERASES
telomerdza —-prodluzuje nejkratsi telomery v bunkach! |
-v zarodeénych burikach Lo e break PO T ONS fapal
- v nadorovych bunkach (90%) psiem.
Leading strand
Homeostaza systému telomery - telomeraza je £ 5

komplexni a svazana s genetickymi a environmentalnimi
faktory

Lagging strand

Noncoding Hexameric
Sequence

Snizeni aktivity telomerazy - volné radikaly, diferenciacni ¢inidla, epigallocatechin gallate z ¢aje, tamoxifen,
antineoplastické latky — cisplatina, doxorubicin, protein fosfataza 2, MAPK, androgeny,inhibitory reverzni transkriptazy o0
Zvyseni aktivity telomerazy - chemické karcinogeny, mutace telomerickych sekvenci, gamma zareni, PKC,

EGF, estrogeny U
28 |




Telomerazova terapie

Cile:

immortalizace b. bez maligniho zvrhnuti
omlazeni darcovské tkané, nebo své vlastni
genova terapie (imunoterapie)

Nature Communications,2019:

29

kmenové bunky - prodlouzeni telomer

mysi chiméry- o 12,74% delsSi zivota, nez median

bez fyziologickych rozdild

schopnost nadéle prodluzovat si stavajici telomery

0 20% méné nachylné k vyvoji nddorQ, souvisejicich s

vekem

Nesmrtelnost ve zkumavce? Spanélsti védci
prodlouzili mysi Zivot o0 12%

DoxdZzeme v budoucnosti manipulovat 5 détkou

inu. Kuttivact embryondlnich




Repetitvni sekvence — dynamicke mutace

1yr 1yr 2yr 6yr

15 nemoci, vyluéné u clovéka (nerv. tkané)
dédicné (founder effect)

gen. nestabilita nadori

wnNH

gen. nestabilita v somatickych bunkach-starnuti

Expanze CAG-polyglutaminovy trakt

« Expanze v nekodujicih oblastech
(SyFraX,myotonicka dystrofie, Friedreichova ataxie)

. Hutchinson-Gilford Progeria Syndrom (HGPS) -velmi
vzacné onemocnéni (mutace v genu LMNA) u néhoz se
starecky fenotyp zacind rozvijet do 2 let véku s medidanem
doziti 13 let. Nemocni maji typicky vzhled: maly vzrist, ptadi
oblicej s vystouplyma ocima, atrofickou pokozku s vychudlym
podkozim a tenké koncetiny s napadnymi klouby, rozvoj
aterosklerdzy (infarkt myokardu, mozkova mrtvice)

e Prdmérna délka telomer fibroblastl HGPS pacientt kratsi neZ
~age-matched" kontroly.

« KratSi telomery jsou symptom né pri¢ina nemoci!

30



Repetitivni sekvence - patologie

myotonické dytrofie

* AD, svalova dystrofie se svalovou slabosti provazenou paradoxné zvysenym svalovym tonem

* patologickad expanze trinukleotidu CTG v 3" neprekladané oblasti genu DMPK

(dystrophia myotonica protein kinase). Mutantni mRNA ma sama o sobé patogenni potencial

ANTICIPACE - zavaznost nemoci se stupriuje (nebo klesa vék nastupu) v nasledujicich generacich

Huntingtonova chorea

* AD, fatalni neurologické onemocnéni s nastupem v dospélosti (incidenci 4-10 na 100 000)

. projevuje se jako demence s extrapyramidovou poruchou motoriky

* v genu pro huntingtin je repetitivni sekvence (CAG)n (9-35x) kodu;e usek }

bilkoviny tvoreny zbytky glutaminu (polyglutaminovy Usek).
. nad 40 tripletl, protein nepracuje spravné s vyslednym
progresivhim odumirdnim neuronl v nucleus caudatus.

(Neuplna dominance - u dominantniho homozygota-abort)

Normal brain section Huntington's disease

Juvenilni forma - o -~
—— ——
L

rychlejsi progrese
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Normal frontal horns
of the lateral ventricles of the lateral ventricles

Enlargement of the frontal horns

Huntington’s Disease

1026 CAG
-\ repeats *

Chr 4 N d N
HTT gene Htt protein

- 35 or more
CAG repeats

- < - 2 “N
" . B
* -
\ e £ \ it
. " -
. . g Y
» Y = ’
3 3
x ]
i n < g
[ o
Neuron

degeneration
Mutated Mutated
HTT gene hHtt protein

—

Atrophy of basal ganglia,
enlargement of lateral ventricles

Chromosome 4




Vliiv prostredi na lidsky genom

~Nature versus nurture" .
o, . . . , vl , v
* Geneticka vybava jedince je sice osudove zadana v okamziku zplozeni,
FREY -

« ale neni pro daldi Zivot kone¢nd, protoze v prib&hu Zivota se mize ménit jak pod -

vlivem ¢&etnych faktorl epigenetickych (vlivy prostifedi), tak pod vlivem dalSich
faktor& genetickych (napf. mutacemi somatickych bunék v prib&hu maligni
transformace). S

* Geneticka proménlivost

(zdroj individudIni variability -vytvafi se nové kombinace alel): Nature Nurture
Genes and Hereditary Factors Environmental Variables

. physical appearance childhood experiences

« segregace alel pri vzniku gamet personality characteristics how we were raised

social relationships

« rekombinace pfi crossing-overu !
surrounding culture

- vznik ndhodnych kombinaci alel pri oplozeni
 Mutace
nahodné zmény genotypu, zména genetické informace
* mutace jako evoluéni ndstroj patogenu (prokatryota),
dlouhodobé evolu¢né prospésné
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Mutace

« Biologické mutageny:

onkogenni viry: adenoviry, herpes viry, virus Epsteina-Barrové,

o] 7 Vé . o] . 7 - .
Rousuv sarkomalni virus a Rauscheruv virus leukémie, bakterie,
transpozony

Physical

« Fyzikalni mutageny:

-

e

zareni (rentgenové, gama, UV - tvorba thymidinovych dimert)

Radiation
« Chemické mutageny:
organické, alkylacni cinidla (ATB), anorganické latky, alkaloidy,
kationty t&Zkych kovd, peroxidy, dusitany, aromatické

chlorované derivaty, volné radikaly (O-) —
kylatin: Intercalati De-aminating .
Typy mutaci (klasifikace)

* Dle okolnosti jejich vzniku: spontanni a indukované (¢etnost ~10-7, oprava polymerdzou a proteinem p53)
* Dle zasazené bunky: somatické (de novo, prenatalné, aborty, vvv)
germinativni gpr"ven,és"eny na potomstvo -Casto pri¢inou zaniku plodu), u potomka pfritomny ve vsech
unkach, maji vliv na vyvoj druhu, ,uspesnost" germinativni mutace 1:100 000

a. snizena plodnost/neplodnost b. embryonalni mortalita c. abort d. dédi¢nd onemocnéni a VVV
« Dle Urovné, na kterou plsobi: genomové, chromozomové a genové
* Dle evoluce: vyhodné, nevyhodné a neutralni
* Dle alelickych interakci: Uplnd dominance, neluplna dominace, kodominace a recesivita
* Dle sekvenci v DNA: kodujici a nekodujici sekvence
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Vzacneé mutace a polymorfismus

mutace = vysledek mutageneze- nové vznikla zména v DNA
pozor, existuje ale znacna nejednotnost v terminologii - nékdy se mutaci mysli zdména v kodujici oblasti genu a
polymorfizmem zameéna v nekoddujici, jindy napf. mutaci zameéna vedouci k rozvoji patologického fenotypu,
polymorfizmem zdména bez patologického dusledku

vzacné mutace - jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z populace odstranovany selekci, nebo vznikly nedavno

a nestacily se v populaci rozsifit, vyskytuje se v populaci méné nez v 1 %

polymorfizmus = existence nékolika (prinejmensim dvou)

alel pro dany gen, z nichz nejméné ¢asta ma

populacni frekvenci alespon 1%

, . : , : . .. .  GENETIC
- bodovy (SNP) - jednonukleotidovy polymorfismus-substituce vznika VARIATIONS
mutaci v DNA-bialelické |
- variabilni pocet tandemovych repetic- repetitivni- multialelické |
Fathclgica] vristions
minisatelitni (VNTR) a mikrosatelitni (STR) polymorfismy Mutation Polymorphism
- pritomnost/nepritomnost spec. sekvence na spec. miste (np.Alu, indel) S—— Yo s phemoti e

34/znik mutaci- pravdépodobné genetickym driftem (selekce)




Genoveée mutace

meéni jednotlivé geny (alely), vétSinou jsou indukované
v kddujicich i nekddujicich oblastech

podstata je molekuldrni, méni se struktura DNA,

ale nenarusuje se celistvost stavby chromozomu

v somatickych nebo v pohlavnich bunkach

Podle mechanizmu vzniku:
Substituce = zdména nukleotidd (bazi)
Tranzice (purin-purin: A-G; pyrimidin-pyrimidin: C-T)
Transverze (purin-pyrimidin; A-C, A-T, G-C, G-T...)
Adice (inzerce) = Zafazeni 1/vice nadbyte¢nych nukleotidd.
< 3 nt = posun Cteciho ramce (frameshift mutation) = odliSny polypeptid
= 3 nt (nerusujici ORF) = prodlouzeni polypetidu
Delece = ztratu 1/vice nukleotid( ptvodni sekvence
(zkracovani polypeptidového retézce)
Inverze = pfevraceni pofadi nukleotidt

Normal

Typ dédicnosti- monogenni onemocnéni
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a.Mutace neménici smysl (silent, synonymous)

Po mutaci zarazena stejna AMK
ZpUsobeny substitucemi na tieti pozici tripletu.

a.Mutace ménici smysl (missense, non-synonymous)
Po mutaci zafazena odliSha AMK
Konzervativni = zaména za chemicky podobnou AMK
Nekonzervativni = zdména za AMK s odliSnymi vlastnostmi
(vliv na funkci polypeptidu)

b.Nesmysiné mutace (nonsense, damaging)
vznik predcasného terminacniho kodonu v sekvenci DNA

c.Mutace ménici ¢teci ramec (frameshift)
vznik predcasného terminacniho kodonu v sekvenci DNA

Deletion Inversion

A 15
' W
I )

s

Insertion

Substitution

BEATS



Genoveée mutace

Srpkovita anemie

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

e autosomalné recesivni

ancestral mutant
oA nslicy CC Infected mosquito bites Infected fiver
MRNA -GAG- -GUG- person who becomes infected &
AA -glu- -val-

e Srpkovité cervené krvinky mnohem huf prendseji kyslik. 2.
Lidé se srpkovitou anémii maji proto ve srovnani s " N
obycéejnymi lidmi Cervenych krvinek vic. To jim dava proti ™™ e
malarii velkou vyhodu, diky niz maji lepsi Sanci prezit.
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Genoveée mutace

B° thalasemie

* nonsense mutace pro Hb - chybna syntéza
v v (o) .
retezcu globinu

e autozomalneée 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-...
3AA ...-met-gin-... ...-met-(gln-gln-gin),,-gln-...

Thalassemia
Normal Thalassemia
Malformed
ed blo r‘i ell
Rdﬂlood( il
White Blood Cell ‘ White Blood Cell
O LS Q / Q 0
e ° e '

®

P!ti!

0
% /




Genoveée mutace

Hemofilie A Members of the Royal Family

with Hemophilia and H Witl:” Cartiors. of
7 v s i ili emopnilia o
= nedostatek srdzeciho faktoru VIII SiGEEel R =t == Msoprie
* inverze Casti genu F8C-nejcastéjsi (45%) '
* inzerce (LINE1) do genu F8-

snizeni tvorby proteinu . N s
* Monogenni onemocnén 1 :
gonozomalné recesivni X vazané ?

A4 = 4 4 4 Princess irene Prince Fncdnch Princess Princess Alice, Prince Leopold Prince Maurice Princess Victoria
° Z e I l a e re I l a S e C a of Hesse and by Rhine of Hes: Alexandra Countess of Athlone of B Eugenia of Battenberg
7111866 - 11111/1953  10/7/1870 - ‘\’29 1873 661872 minee 22511883 - 11311881 $/21/1889 - 42311922  10/3/1891 - 10727/ 11914 10/24/1887 - 41511969
Age 87 Age21R2 Age 46 Age 97 Age 32 Age 23 Age 81

Prmce V-aldcmav Prince Helnnch Tsarevich Prince Rupert Alfonso, Infante Gonzalo
of Prus of Pru Nikolaovich Alexel of Teck Prince of Asturias of Spain
3120/ 1859 521945 1/9/1900 - 2;2&1904 12112/1904 - TH711918 412411907 - 5/15/1928 51101907 - 9/6/1938  10/24/1914 - 3113/1934
Age 56 Aged Age 13 Age 20 Age 31 Age 19
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Genova mutace

Cysticka fibroza

* delecni mutaci genu produkujiciho

protein CFTR (chloridovy ABC transportér
na bun. membrané) — nefunkéni protein

* delta F508-delece 3 bp v pozici 1652 az
1655 v exonu 10 (delece phe v kodonu

508)

* vice nez 1200 mutaci - selekce ve
prospéch heterozygotli?(cholera, tyfus?)

e autozomalnée recesivni

Healthy
airway

Lungs

Normal
CFTR Channel

ancestral mutant
DNA -TA A-CCA- | -TA A-CCA-
MRNA -AU U- -AUU-GGU-
GGU-
1A -ile- -gly- -ile-gly-

Cystic
o librosis

Outside cell

Mutant

Chloride ions ©




Genova mutace

Duchennova svalova dystrofie

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

* Chybi dystrofin - dystrofinopatie
e gonozomalneé recesivni — vazba na X

chromozom
ancestral mutant
DNA -CAC-TGT -CAC-TG-T..-
MRNA -GUG-ACA- -GUG-AAC-U..- C-terminus
AA -val-thr- -ile-gly- Dystrophin
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Chromozomové mutace - aberace

Slngle chramosome mutatn:-ns

neméni strukturu samotnych gend, ale méni strukturu chromozomd
daji pozorovat ve svételném mikroskopu
mohou byt prekdZkou normdlniho prib&hu meidzy a jimi postizené gamety mohou byt
sterilni nebo mohou po splynuti vznikat nezivota schopné zygoty.
Délime na: strukturni x numerické (genomové mutace)
balancované x nebalanované
autosomalni x gonosomalni

Strukturni chromozomové aberace balancované
(je zachovano plvodni mnozstvi genetického materialu)

inzerce-¢ast chromozomu vysté&pena z plvodniho chromozomu a pfipojena k jinému
chromozomu

inverze = prevraceni ¢asti chromozomu o 180°

translokace = presun c¢asti chromozomu na jiny chromozom,

muUZe vést k vytvoFeni nového znaku (pfimé x reciproké)
Robertsonské: fuze dvou akrocentrickych chromozomii

nebalancované (kdy cast genetického materiadlu chybi ¢i prebyva)

deficience = ztrata koncové casti chromozomu, oddéleny kousek se rozpadne
v s 7 4 o] s o] AT [o] .
v cytoplazme, dochazi ke ztrate genu, ztrata dulezitych genu vede ke smrti

delece = ztrata vnitfni ¢asti chromozomu.

duplikace = zdvojeni n&kterych &asti chromozomi

fragmentace = rozpad na malé ¢asti (bunka se nedéli)

ring chromozom = spojeni koncdl chromozomu (po deleci telomer).

izochromozom = chromozom, ktery ma pouze dlouh3, ¢i naopak pouze kratkd raménka.

8o

)
V
—DHO

]

Robertsonska
translokace

Deletln:-n Duplication |I'I'u'EF5Il:II'I

Insertion

[
]
| ]
> 1
I I
Chromaszome 20 : !
. !
Chremosemed Chromosome 20

Chromasomed

Translocation

Derivative
Chromosame 20 chromosome 20

Derivative chromosamed

Chr\:-r;w_:-:-.med.



Genomoveé mutace

Diagnostikované vrozené chromozomové aberace v CR

Numerické chromozomové aberace — aneuploidie v roce 2015

Celkem

o] 4 V4 v o
zpusobeny abnormalnim poctem chromozomu v karyotypu @ Downiy syndrom
struktura chromozoma je neporu$end, patologie-nestandardni mnoZstvi genu

vznikaji diky chybé pfi rozchodu chromozomi do dcefinych buné&k b&hem buné&éného
déleni (nondisjunkce) nebo abnormalitami fertilizace ¢i ¢asna embryogeneze atd.

aneuplodie - numerickd odchylka se tyka pouze urcitého chromozomu nebo
chromozomu, ne vak celé sady. Konkrétni chromozom muizZe byt bud znasoben -
trisomie (3x - tfi kopie chromozomu), tetrasomie (4x - Ctyfi kopie chromozomu), s
nebo naopak ztracen - monosomie (1x - jedna kopie chromozomu), nulisomie (0x -
zadna kopie chromozomu) (nadory)

0 Edwardsiv syndrom
@ Patauliv syndrom

0 jiné autozomové Ukonéeno
aberace

B gonozomové aberace

Aneuplodie pohlavnich chromozému (Gonozomy)

na 10 000 Zzivé narozenych Bnarozeni ® prenatélni diagnostika

Turnerdv syndrom (Zena: 45, X0) 1: 2500 30 1
Klinefelterlv syndrom (muZ: 47, XXY) 1:1000 25
XXX syndrom (zena: 47, XXX) - ,Superfemale™ 1:1000 20 |
XYY syndrom (muz: 47, XYY) - ,Supemale” 1:1000

15 4
Aneuplodie somatickych chromozém{ (Autozomy) 10 1
Downlv syndrom (Zena/muz: 47, + 21) 1:2500 5.
Edwardstv syndrom (Zena/muz: 47, + 18) 1:6000 ..
PatauQv syndrom (Zzena/muZ: 47, + 18)1:5000 I 2853888833858z gze

http://www.vrozene-vady.cz



Genomoveé mutace

Common polyploid plants

Numerické chromozomové aberace-polyploidie KKK o MK retraptord
* polyploidie - znasobena je cela chromozomova sada - porucha rozdéleni celych W e}gs“;
sad nebo oplozeni spermiemi (dispermie), u Cclovéka prfichazi v Uvahu y
zejména triploidie (3n = 69 chromozomu) a tetraploidie (4n = 92 chromozomu), Seedles watermelon Banana Blackberries | ,( Peanuts
vétsinou ale: A <
téhotenstvi je potraceno KXKKNN Hexaploid KXKNXXKN octoptoia
molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno ukoncit potratem)

porod novorozence s triploidii — velmi Casna letalita

Polyploidie lidskych bunék
(vznik endoreplikaci-endomitozou, ftizi b., cytokiny...)

Strawberry

1. vyvoj tkané (jatra, svaly, srdce, placenta, mozek, kostni dren) g | TR
2. patologické procesy-hyperthyroidoza (thyroidni b.), hypertenze (VSMQC),

né dory Complete cytokinesis =

L el
00 00 00 o

* Nuliploidie - erytrocyt - _/ n o /4 - & 8n y "’.
* Tetraploidie, oktaploidie - jaterni b. (vicejaderné) O) -

.y oV ’ . ’ . . 2n Sa

jaddro mize byt 2n nebo polyploidni + aneuploidie = (OO) ----- *09 -------- QQ
* Endopolyploidie-megakaryocyty (8-16ploidie)-128 sad chrom. hcpa;oc.v:;_-sin 4n 8n 16n
* Embryonicky trofoblast - tertraploidni iR cy‘°"'"e§‘is falure AdulTiver

43 Insulin signal, E2F8/E2F1, miR-122, etc.



Klasifikace geneticky podminenych nemoci

prakticky kazda nemoc (tj. jeji vznik a progrese) je u daného jedince modifikovana genetickou vybavou,

avsak s ruznym podllem na finalnim fenotypu
snad s vyjimkou urazd, zédvaznych intoxikaci a vysoce virulentnich infekci, kde individudini geneticka konstituce nehraje prakticky

Zadnou roli
1. Z hlediska etiologie nemoci - Monofaktorialni (gen.x negen. charakter) x multifaktorialni

monogenni nemoci
jedna kriticka “chyba” (ij. alela) konkrétniho genu je sama o sobé& nebo v homozygotni
kombinaci témér vyhradné zodpovédna za rozvoj nemoci (fenotypu) nebo prenaseéstvi
a tedy zvySenému 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
geneticka dlsp02|ce podminéna kombinaci alel nékolika genu je vyrazné manifestovana

prostfedim a komorbiditami

2. Podle typu dédic¢nosti — mendelisticke - dom/rec- monogenni, autozomalni (nezavisla
segregace, volna kombinovatelnost)

nemendelisticke - multifaktorialni, mitochondrialni, imprinting, expanze
trin. repetic (HD, fraX)

3. Podle charakteru mutace - genové, chromozomalni, genomové
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Monogenni nemoci

mendelisticka dédi¢nost (charakteristicky zplsob pFenosu v rodinach)

dédi¢ny podklad se uplatriuje jako velky faktor, tj. je pritomen prakticky u véech nemocnych a jedna se prokazatelné
o faktor pri€inny + pridatné faktory genetické i faktory zevniho prostredi.

pri¢inou téchto nemoci byvaji predevsim tzv. vzacné alely -variantni alela, ktera vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo
vzdalené minulosti a je vétSinou relativné malo ¢asta, nahrazuje puvodni ,divokou" alelu na jednom nebo obou
chromozomech

determinovana alelami v jednom lokusu

choroby détského véku (méné nez 10% -po puberté, 1% po skonceni reprodukéniho veéku)

casto vyrazné patologické

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

doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man) ~6000 klinicky vyznamnych fenotypt
Ctyri zakladni typy dédicnosti:

dominantni recesivni
autosomal |autosomalné dominantni |autosomalné recesivni
ni (AD) (AR)
X-vazany | X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)




Monogenni nemoci

 Délime podle typy prenosu
- autozomalni Pedigree
* geny na obou autozomech aktivni

« gonozomalni (X-chromozom vazané) L ,
* muzi hemizygotni 2 —
* uzen 1 X-chromozom inaktivovan!! : % rﬂ
¢ jiné

* imprinting, mozaicizmus, ...

Ky
|:| male [ affected male E'deoeased male

O female @ affected 1ema|e/®’ﬂe-t:eased female

* podle projevu genotypu ve fenotypu
« recesivni
* nemoc jen u mutovaného homozygota
« dominantni
* nemoc stejnad u heterozygota a mutovaného homozygota
« neuplné dominantni
e odstupriovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota
« kodominantni

* jak normalni tak patologicka alela jsou vyjadreny ve fenotypu
46 PLEIOTROPIE- fenylketonurie - rec. alela ovliviiuje vic znakd
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Monogenni nemoci - AR

Nemoc jen u mutovaného homozygota, u heterozygotl s 1 mutovanou alelou staéi 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 prirozena vlastnost proteinu

* ztraty heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH) v somatické bunce - napr. familiarni predispozice k

nadordmyv dusledku mutaci v supresorovych genech (napf. retinoblastom)

velmi ¢asto enzymoveé defekty O__D
postizen je mutovany homozygot (popf. sourozenci), 5 |
heterozygotni rodice jsou prenasecdi (asymptomaticti) - riziko 0.50 x 0.50 = 0.25,

[ H

—O

&

[=

frekvence prenasedd nemoci v populaci >>> frekvence nemocnych é ‘ ‘j é

Cysticka fibroza - nejéast&jsi AR nemoci u bé&lochu je (f nemocnych 1/2000, f pfenade¢l 1/22)
Enzymopatie - fenylketonurie, galaktosemie, Tay-Sachsova choroba
Spinalni muskularni dystrofie, srpkovita anémie, Thalasémie

Imunideficience: hyper-IgE syndrom (Joblv syndrom), WHIM syndrom, DiGeorglv syndrom.



Monogenni nemoci - AD

Dominantni alela je na autozomu

Nemoc se projevuje v kazdé generaci - postizeny jedinec ma postizeného jednoho rodice (a prarodice)
Nemocni jsou i heterozygoti

Riziko opakovani pro potomky a sourozence postizeného je 50%

nemoci jsou dusledkem jak mutaci pfenaenych mezi generacemi tak vzniklych nové

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

Familiarni hypercholesterolemie (1/500) -nejcastéjsi dédi¢né metabolické onemocnéni (1/200 - 500)
Homozygoti pro mutovanou alelu jsou obzvlasté téZce postizeni (nelplna dominance)

Myotonicka svalova dystrofie (1/1000), Huntingtonova chorea (1/3000)

Marfanlv syndrom

Neurofibromatdza

Achondroplasie

Brachydaktylie, Syndaktylie

Osteogenesis imperfekta

tézké kombinované imunodeficity (SCID), chronicka granulomatdzni choroba, deficity adenosindeaminazy
MHC II deficit, deficit adhezivity leukocytl

Leidenska mutace: (Faktor V Leiden) -Heterozygoti maji riziko Zilni trombdzy 5—10x vyssi, homozygoti 80-100x vyssi!!!

(neldplna dominance)
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Monogenni nemoci - X-vazane

* Nemendelisticka dédicnost- neni identita reciprokych kfizeni Genvy _r\],a gon.ozomech
«  Zeny 3 genotypy, muZi pouze 2 1.dedicnost jako autozomy (c-0)

«  X-vazané nemoci se manifestuji u véech muzd, ktefi zdédili mutaci, a pouze 2.vazane na pohlavi-dédicnost krizem
u homozygotnich Zen 3.prima dédicnost-holandricka-muzska linie
* inaktivace X-chromozomu u zZen (16 dni po oplozeni)
«  kompenzace davky a exprese X-vazanych gend
*  ma poclatek inaktivace (blizko centromery), nepodléhd 20 gend

* hypotéza Lyonové (“lyonizace”) -v somatickych bb. je 1 X inaktivovany a v interfazi se zobrazuje
jako “Barrovo” télisko (viz sporné identifikace pohlavi)

«  proces je ndahodny, miZe se tykat jak otcovského tak matefského X
« dusledkem je variabilni exprese X-vazanych genl u heterozygotek (“*manifestujici pfenasecka”)

. funkéni mozaicismus
fyyote

XD - Hypertrychoza YARY
Parcialni barvoslepost
Deficience GGPH

"4 "4
Random
@ @ @X-chrumnsnme
Inactivation
XR - Hemofilie A J, J,
Duchenneova muskularni dystrofie . @

H¢
5 @ T _
Wiskott-Aldrichtv syndrom l @ .n?é'ciﬁ'.ﬁm nehomologni | | homologni
LINKY

Imunodeficience ll lll g use

Producing a
MOSAIC

Early Divisions

Ichtyosis
Lesh-Nhyaniiv syndrom

“—
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Komplexni nemoci

* multifaktorialni, multigenni
« kombinace genti a faktorll zevniho prostredi (genotyp-genotyp+genotyp-prostredi)

* v klinické praxi casto kolisd nazor na vysledky genetickych studii, které se snazi odhalit geneticky podklad komplexnich
nemoci, od neoddvodné&ného ocekavani nad nalezenymi geny velkého U&inku az po velkou skepsi vzhledem k existenci
genetického podkladu v populaci ¢etnych nemoci ( nad 1%), jako je v kardiologii napr. esencialni hypertenze.

e choroba ma prokazatelné familiarni vyskyt- musime ocekavat podil genetického podkladu na jeji
manifestaci

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

e Hledani genetické determinace:

VA4 V4 V4 - yd mgm 7 V4 24 s V4 4 v, v7s s (o] & v
- zvyseny vyskyt v rodinach -familiarni agregace- pribuzni sdileji vetsi podil genu navzajem nez s
nepribuznymi

zvysena incidence u dvojcat MZ vetSi nez DZ (stupen fenotypové shody, konkordance, odhad heritability)

dédicnost intermedialnich fenotypi

heritabilita - relativni podil variability podminéné geneticky na celkové variabilité znaku
Az 80% populace onemocni do konce zivota komplexni nemoci
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Komplexni choroby

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

- genova slozka neni homogenni, vztah
genl neni aditivni - multiplikativni model

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

- je nutné spolupUlsobeni negenetickych
faktorl (prostredi)
» dieta, fyzicka aktivita, koureni, ....
- a interakci genli mezi sebou
* nejcastéjsi komplexni nemoci
« diabetes (1. i 2. typu)
« dyslipidemie
- esencialni hypertenze
« schizofrenie

- alergie, nadory
51

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko

polygenni nebo
monogenni
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fyziologickd populaéni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha
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hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni
parucha

normolipidemie

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

komplexni onemocnéni jsou charakterizovana:

52°

neuplnou penetranci patologického fenotypu

e u urcité ¢asti osob, prestoze zdé&di nevyhodny genotyp (zde ve smyslu souboru vicero gend) se
patologicky fenotyp nerozvine

existenci fenokopii
* patologicky fenotyp muze byt pFitomen u lidi, ktefi nejsou nosi¢i zminéného genotypu (somaticka
mutace, teratogen)
existenci genokopii
* genotyp determinujici velmi podobny fenotyp determinovany odliSnym genotypem
genetickou heterogenitou (lokusovou a aIeIickou)

. kllnlcky obraz neni specificky, ale mize se rozvinout v dusledku zdmén v genech lezicich na
ruznych lokusech (= Iokusova heterogenita) hluchota, v jednotlivych genech muZe byt pfitom
vicero mutaci & polymorfizmd (= alelickd heterogenita) CF p53

polygenni dédicnosti

» predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysSuje pouze pri 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
* alely priznivé, nepriznivé a neutralni
pleiotropie
* mnohodetné fenotypové efekty jednoho genu nebo paru gend
spoluplsobenim dalSich mechanizmt pfenosu -mitochondridlni dédi¢nost, imprinting (patern./matern.)
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JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNi NEMOCI

Zavaznost




Genetickeé studie

e Hleddni markerl/kandidatnich gent (jednodu$si u mendelisticky dédénych nemoci)
* s klinickou manifestaci nemoci

* s klinickou zavaznosti nemoci

* s intermedialnim fenotypem

* s odpovidavosti nemoci na |écbu

* Markery-neexprimované a exprimované (vazané€)
e Systematické hledani genl (sekvenace) nebo komplexni analyza (chipy)

» Celogenomové asociacni studie (GWAS=Genome-Wide Association Study) vyhledavaji polymorfismus
. . 7 . O v v Jd Jd . V4 . A V4 V4 V4
jednotlivych nukleotidu nebo bezne genove variace, ktere se typicky chovaji jako ukazatele genovych oblasti
s malym efektem u stoupajiciho rizika nemoci (u komplexnich nemoci)

Genome-wide association studies have identified various strong associations between genetic polymorphisms and susceptibility to common

infectious disease phenotypes, such as HIV-1, hepatitis B and C viruses, dengue, malaria, tuberculosis, leprosy, meningococcal disease and
prion disease

e Dals$im vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie, kterd zhodnoti silu asociace genu
s chorobami. Moznosti jsou v zasadé dvé: linkage (vazebna) analyza a asociacni studie. K detekci
specifickych genetickych oblasti a genl, které se G&astni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouZzit obé
metody.
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Genetickeé studie

Linkage (vazebna) analyza

vztah mezi lokusy

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

Asociacni studie

Spolecny vyskyt alel ¢i fenotypl

(vztah mezi alelami/fenotypy)

VySetruji souvyskyt markeru a nemoci na populacni
Urovni, tj. u nepfibuznych jedincd, obvykle srovnanim
frekvenci markerd u neptibuznych nemocnych a
kontrolnich subjektl (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
véetné pohlavi a vhodné biologické znaky

(napf. plasmatické hladiny cytokin( pfi asociaci
gepnetickych polymorfismd v cytokinovych genech;
stotdie genotyp-fenotyp).

Property of mapping approach
Data type studied
Relevant parameter

Range of effect detected
(linkage or association)

Number of markers required for
genome-wide coverage
Statistics used

Dealing with correlated markers

Biological basis of approach

Dealing with allelic heterogeneity

Detecting genotyping errors

Most suitable application

Al O—{]we)

o o

8C RG

Linkage analysis
Relatives

Recombination fraction

Long (<5 Mb)
Moderate (500-1,000)

Cumbersome (requires tailor-made

likelihood methods)

Pose problems in presence of
ungenotyped individuals

Observe (or infer) recombination in
pedigree data

Not & problem

Potentially detected as Mendelian
inconsistencies

Rare, dominant traits

a8 O

| (GG)

Association analysis
Unrelated or related individuals

Association statistic

Short (<100 kb)
Large (>100,000)

Elegant: can use the range of classical
statistical tools

Can be handled efficiently

Exploit unobserved recombination
events in past generations

Reduces power

Potentially detected only in family
data, but not in case—control data

Common traits

Nature Reviews | Genetics
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Klinicka genetika

zabyva se diagnostikou, lIécenim a prevenci genetickych nemoci

genetické poradenstvi

vrozené vady - poruchy utvaieni orgdnQ, které vznikly v obdobi nitrod&lozniho Zivota, i poruchy funkéni
(napr. dusSevni opozdéni) a poruchy na urovni biochemické a molekularni (napf.

metabolismu).

Skupina

Primarné (geneticky)

Sekundarné
(prostredi)

Neznamé
(multifaktorialni)

Pricina Zastoupeni
chromozomalni
10 %
aberace
monogenni
9 20 %

dédic¢nost
léky, infekce,
zareni
porodni poranéni 12 %

5%

infekce po narozeni7 %

geny + prostredi 46 %

vrozené vady



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

* zahrnuje vySetrovaci postupy smérujici k vyhledavani
statisticky vyznamné odchylky ve strukture nebo funkci,
ktera presahuje hranice fenotypové variability

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

Rizikoveé faktory:

*vék matky v dobé porodu je vyssi jak 35 let

epozitivni biochemicky screening z krve matky
eultrazvukovy nalez, ktery zvysSuje riziko pritomnosti
chromozomalni aberace (nahromadéni tekutiny v podkozi,
neptitomnost nosni kistky, srde¢ni vada plodu aj.)

*pritomnost chromozomalni aberace v rodiné

Stanoveni pohlavi plodu

« volné fetalni DNA kolujici v krvi matky

« neinvazivni s presnosti ~98 %

« od 10. tydne téhotenstvi

« DNA plodu z vendzni krve matky

.z klinického hlediska je uréeni pohlavi plodu dilezZité v
pripadé rizika néjaké genetické choroby vazané na urcité
pohlavi (napr. hemofilie).

Preimplantacni diagnostika

« metodu Casné prenatalni diagnostiky, ktera je vazana na
techniky umélého oplodnéni.

« za UCelem minimalizace chyby genetického vySetreni je
treba k oplozovani vajicek pouzit metody
intracytoplazmatické injekce spermie

« bunky pro genetické vysetreni jsou odebirany z embrya
nejCastéji ve stadiu 8 bunék nebo blastocysty




Prenatalni diagnostika

* Ultrazvuk, MRI
e Vysetreni karyotypu
- cytogenetické vysetreni

*FISH - fluorescecni hybridizace in situ- vazba denaturované sDNA se
specifickou sondou

*AmnioPCR (Quantitative fluorescent PCR (QF-PCR) je moderni metoda

PRENATAL TESTING

Non-invasive and invasive tests used during pregnancy
for the identification of Ol and other birth anomalies.

Chorionic villus
sampling (CVS)

slouZici ke genetickému vysetifeni plodu-porovnani DNA markerl matky i
plodu — stanoveni poletu jednotlivych chromozomd u plodu. vysledek je
nasledné potvrzen klasickym cytogenetickym vysetrenim

*k dispozici je v souCasné dobé vysetreni 21. chromozomu - amnioPCR, nebo
sada vysetrujici chromozomy 13,18, 21, X a Y- tzv. multiamnioPCR.

*invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych klkd, kordocentéza

*NIPT- Neinvazivni prenatalni testovani- vysetfeni volné DNA
plodu, ktera koluje v krvi matky- Cell-free fetal DNA (cffDNA) - nejcitlivéjsi
dostupny test pro stanoveni rizika Downova, Edwardsova a Patauova
syndromu, stanoveni pohlavi, RH krevni skupiny nebo vylouceni de novo nebo
dédi¢nych monogennich chorob

58

An Invasive sampling
of the placental
tissue for further
genetic analysis of
Ol.

Used from 10th-12th
weeks of gestation.

Non-invasive
prenatal testing
(NIPT)

NIPT uses fetal DNA

Cordocentesis

An invasive sampling
of umbilical cord

from the mother's blood for further Ol
bloodstream for genetic analysis.
prenatal testing of Ol. Used on 22nd-24th

Used from Tth-10th
weeks of gestation.

weeks of gestation.

Amniocentesis
Ultrasound

Allows to discover
severe Ol cases
from 20th weeks of
gestation

non-invasively.

An invasive sampling
of amniotic fluid for
further Ol genetic
analysis.

Used from 15th-20th
weeks of gestation.



Klinicka genetika

Postnatalni diagnostika-
« trombofilie - pFi¢inou riznych komplikaci v t&hotenstvi, genetické

. vySetreni u: gravidnich, pred zac¢atkem uzivani hormonalni antikoncepce,
. pred chirurgickym zakrokem

* Leidenska mutace - mutace genu pro inhibitor koagulace faktor V

. - riziko trombembolie ~30 %,AD (5-10% vyskyt)

Hyperhomocysteinemie - mutace enzymu konvertujiciho kyselinu

listovou - projevi pfi nedostatku vitaminl B6, B12 a kyseliny listové, AR
Defekt antitrombinu (FII) - mutace koagula¢niho faktoru II
. — riziko trombembolie ~70 - 90 %

Cysticka fibroza
evice nez 30 mutaci, které zpUsobuji toto onemocnéni

divody k vy3etieni jsou:
*podezreni na klinické onemocnéni
epiibuzensky vztah rodi¢d
*opakované potraty

*|éCena neplodnost
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Jaderna a mimojaderna dedicnost

There are two kinds of genetics — nuclear and unclear"™ (Boris Ephrussi (1901 -1979)

Organelova déedicnost —cytoplazmaticka dédicnost- nemendelisticka segregace, rozdil v reciprokém krizeni
v, Vv V4 V4 o] v
a vystepovani v prubehu ontogeneze

Mitochondria

Nucleus Chromosome

3 200 000 000 pb 16 569 pb
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Mitochondrialni DNA

« plvod: alfaproteobakterie pohlcena eukaryotickou burikou

*  mnoho genl b&hem evoluce bylooz mtDNA horizontdlné preneseno do bunécného | :T.
jadra (geny v jadre kédujici ruzné mitochondridlni proteiny silné pripominaji :
bakterialni proteiny) I *7{2) éT\'* *1@ éT; -
e ~ 16,5 tisice bp, H a L vldakno, nema histony, nema introny, 93% kodujici DNA, A Jj (5 ‘i * 1 (5 | ‘ ﬁ ﬁ e
e nema repetitivné sekvence, kdduje 37 gend T2 3 456 8 w T
o 24 genl pro rGznou nekddujici RNA
o 13 genl kdduje vlastni mitochondridlni polypeptidy zapojené v mitochondridlnich
procesech (vyuzivany béhem oxidativni fosforylace)
* maternalni dédicnost : |
« genetické analyzy: na zakladé mtDNA uréena migrace lidstva - ,mitochondridini Eva“ ity

H A . , . 128 ANA e ,-I__ Cylochrome b
(bez rekombinace-prenos ,en bloc" - haplotypy, haploskupiny, vysoka mutabilita) g \ o
165 rRNA /-;ﬁ - r R DEh::,tLE?mE::“e
f ;2 th.q.-'-.\. en.com;\.g éG'H-J.S
e . B z rRNh-ercoding genes
Dehyr:ﬂisng‘:gna.se v.'l.';; o [ 1] 13 protein-encoding regions
subunits

MNADH
Dehydrogenase

[
& Y
By ur T ur e A
wr e % 8 " subunits
e * Cylochrome Oxidase

subunits

ATP Synthase

Cytochrome Oxidase subLnits

subunits
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Mitochondrialni nemoci

pocCet mitochondrii v bunice - variabilni az 2000
8-10 DNA v kazdé mitochondrii, mnozi se autonomné&, nahodné rozdé&leni do rlznych tkani

Mutacni rychlost 10x vyssi nez jadro (delece a bodové mutace)

Mutace homoplazmické- ve vSech molekuldach mt -recesivni
Mutace heteroplazmické - castéjsi-v nékterych mt

Déti jedné matky tak mohou mit odlisné fenotypy v zavislosti na mnozZstvi mutantni mtDNA v jednotlivych tkanich

Y,
Hladina Heteroplazmie-pro kazdou bunku jina

m.8993T>G v genu MT-ATP6 0L

pfi hladiné heteroplazmie vice nez asi 90 % diagnostikovan Leighdv syndrom (LS) /

naopak u pacientl s hladinou heteroplazmie 70 aZ 90 % se projevi neuropatie, / ! \\

ataxie a retinitis pigmentosa (NARP) P °., .. ... T

e ° s @ A QU e © °
L] © L] ) L ]

Porucha oxidativni fosforylace
. - . .. . . % % % % %
Variabilita - stejnd mutace se jinak manifestuje Sk e S i B
\ |

Neurometabolicka onemocnéni,myopatie .

dysfunkcia respiracného retazca

Leberova hereditarni opticka neuropatie (LHON), LeighUv syndrom, NARP, MELAS, MERRF
Maternalné dédi¢ny diabetes a hluchota (MIDD), Pearsonlv syndrom, Syndrom Kearns-Sayre

~Common deletion™ cca 500bp - cancerogeneze



Epigenetika

Geneticka vybava kazdé bunky jedince je identicka, profil proteinti nikoliv

Zabyva se studiem reverzibilnich dédicnych zmén ve funkci genu (zmény v genové expresi), které nejsou

zpusobeny zmé&nami v nukleotidové sekvenci DNA.

A) Metylace DNA
B) Modifikace histont
C) RNA interference
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Chromosome

7~
( &
=

()

Histones

Histone modification

~

y ’f- A 'S N /,f d
"Histone  H3,

tail

H2A H4
o ¥ ,/’ l/\’ " Histone
: , 5 7 tall

DNA methylation \

\ RNA interference

mRNA miRNA

w
X

Protein




Dedicnhost infekcnich castic

Infekéni dédi¢nost - symbiotické nebo parazitické asociace mikroorganizmd s eukaryotni bufikou (zahrnuje
vloZenou cizorodou genetickou informaci riznych patogend, vird, bakteriofagl ¢i baktérii do genomu
eukaryotni bufiky. Infekéni dédi¢nost je forma nemendelistické dédi¢nosti, infekéni &astice v bufice hostitele mize
zpUsobit zmény ve fenotypu hostitelského organismu a poté prenést zménény fenotyp na své potomky.

* ,The latent human herpesvirus-6A genome specifically integrates in telomeres of human chromosomes in
vivo and in vitro"
It specifically and efficiently integrates into telomeres of
chromosomes during latency rather than forming episomes,
and the integrated viral genome is capable of producing virions."

* ,Reverse-transcribed SARS-Cov-2 RNA can inegrate into genome of B
cultured human cells and can be expressed as chimeric transcripts %,,w:ﬁ
. . . . w Epigenetic modifications
in patient-derived tissues

in pathogens
during infection @

o © /\4 -
?]\ Host—pathogen \

Host Pathogen
DNA methylation DNA methylation
Histone modification Histone modification
64 Noncoding RNAs Noncoding RNAs

Epigenetic modifications
in the host
induced by pathogens




Mikrobiom - druhy lidsky genom

The Importance of the

e 10krat vice bakterii, plisni a jinych mikroorganismQ nez lidskych buné&k
* 2011 - Human Microbiome Project, viz http://commonfund.ih.gov/hmp/) MICROBIOME

* stfevni mikrobiom - individudIni - stfevni skupiny" neboli enterotypy Bythe Numbiors

° v 7 - ré 4 b4 _ ’ A\Y o TTH
strevo ma po mozku nejvice nervovych bunek - ,druhy mozek 10-100 trillion 90%
«  stfevni mikroorganismy pfimo interaguji s enterickym NS a RO
s v s v s s . a8 i Lkl Up to 90% of all disease can be reached in
ovliviiuji nase chovani (psychotika) il i some vy ko e gutan et o
In utero Birth Infancy Childhood
>10,000 10X
‘ q Number of different microbe species There are 10 times as
>N > researchers have identified living in many outside organisms
| the human body as there are human cells

\ : ‘ ' . in the human body
A 5

sa W >
= 100 to 1
| '| outnumber the genes in our

\g
J—
T
§
{
a/(\\ -

| I L I genome by about 100 to 1
- -
Factors Factors Factors 3 3 "
_ _ 22 000 2 MINIon
* Placenta e Gestational age e Feeding mode « Host genetics y P ———
e Amniotic fluid * Mode of delivery » Family life style e Use of antibiotics 322;05;’::;3"“'"“&99"93”““ehumaﬂ human gut microbiome

Dominant microbes Dominant microbes Dominant microbes 80%- 90%
o~ 0
e Proteobacteria ¢ Proteobacteria e Actinobacteria ¢ Proteobacteria

e Geographical location ‘

0, o
999 A) Percentage individual humans
are identical to one another in
terms of host genome

Percentage individual humans are different
from another in terms of the microbiome

rich placental microbiome in normal term pregnancies likely providing important metabolic
and immune contributions to the growing fetus, altered microbial composition during pregnancy
mﬁ 50duce aberrant metabolites impairing fetal brain development and life-long neurological outcomes (dysbiosis)


http://commonfund/

Mikrobiom - patologie

. dysbalance mikrobiomu- antibiotika, potrava (typ a doba), stres

e sloZeni a vlastnosti stfevniho mikrobiomu se li&i u jedinci s obezitou

* slozeni stfevniho mikrobiomu - vliv na metabolické déje - ,low grade inflammation®
(chronicky subklinicky zanét) -spojen s funkci mikrobiomu- u lidi se sklonem k obezité

*  tzv. fekalni transplantace (infekce Clostridium dificile, 80% Uspé&snost, prvni 1é¢ba
fekalni bakterioterapii v CR- FN Brno,2009)

mucus production
antimicrobial chemicals

assist digestion
ward off pathogens

lubricate pulmonary
tissues

prevents gastric
complications

-

digestion of complex
carbohydrates

+» maintain pH and H.0-
production to kill microbes

| « fortify immune system
* scent production

- Sugar disrupts microbiome, eliminates protection against obesity and diabetes
- Genome-microbiome interplay provides insight into the determinants of the human blood Metabolome
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Oralni mikrobiomu-oralom

Periodontitis

* Porphyromonas gingivalis
* Tannerella forsythia
* Treponema denticola

« druhy nejvetsi po strevnim — mezidruhove interakce
(bacteria, archaea, fungi, viruses, and protozoa)

* microbiome, mykobiome a virom- 1000

 Human Oral Microbiome Database (HOMD)

Dysbi6za asociovana s vySsim rizikem vyskytu:
Onemocnéni parodontu
Zubniho kazu

Rakoviny

head and neck squamous cell cancer
pancreatic cancer
colorectal cancer

Systémovych nemoci
rheumatoid arthritis
SLE

Kardiovaskularnich nemoci

hypertension
ateroskleroza

Neurologickych nemoci
Alzheimer’s disease

* Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

« Streptococcus mutans
* Lactobacillus

* Streptococcus sobrinus

* (Capnocytophaga sputigena
* Eikenella corrodens
* Prevotella intermedia

* Porphyromonas gingivalis
* Streptococcus gordonii

1. Rheumatoid arthritis
» Rheumatoid arthritis
2. Sjogren syndrome
« Firmicutes / Proteobacteria ratio
3. Systemic lupus erythematosus
« Actinomyces
* Prevotella oulorum
» Pseudomonas spp.

Cardiovascular diseases

* Porphyromonas gingivalis
* Streptococcus sanguinis

Diabetes o3 -
* Porphyromonas gingivalis o
= Tannerella forsythia

Systemic malignancies

1. Gastrointestinal cancer
+ Porphyromonas gingivalis
» Tannerella forsythia
* Neisseria elongata
* Streptococcus mitis

* Fusobacterium nucleatum
» Lactobacillus V.

2. Lung cancer
« Capnocytophaga
« Veillonella

- one study confirmed that the composition and structure of supragingival plaque is mainly related to caries, whereas subgingival plaque is

mainly related to periodontal disease

- sel'ylary microbiome of obese patients differs from that of normal-weight hosts
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Subgingival dental plaque

Palate

Throat
Tonsil
Buccal mucosa

Tongue soft tissues

Saliva

Supragingival dental plaque
Keratinized gingiva

Various factors

Viruses Balanced microecosystem

Epithelial tissue

Caries

Periodontal disease
Pulpitis

Periapical periodontitis
Various oral diseases

<——> [nteractions exist and have been confirmed.

<----> [nteractions must be verified.



Geneticka predispozice

Genoveé interakce

Vyvoj zubl - amelogeneze, (vyvojoveé vady zubu)
Zubni kaz

Parodontitida - dédicné formy -70%heritabilita
(GWAS - 38 genu, kratSi délka telomer u chronické formy)

Gingivitida

* Imunitni systém

* Metabolismus a prijem cukru (alkoholu)

« Potravni chovani (chut — taster x non-taster)

« Sliny (mnozstvi, slozeni)
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Faktory prostredi

Epigenetické zmény

Mikrobiom

Epigenetic modifications
in pathogens
during infection

Host—pathogen
interactions

Host
DNA methylation
Histone modification
Noncoding RNAs

Epigenetic modifications
in the host
induced by pathogens

@éﬂ

¥
O

Pathogen
DNA methylation
Histone modification
Noncoding RNAs




Genetika zubniho kazu

complex, chronic, multifactorial disease

studie na dvojCatech:

» higher concordance and heritability between MZ twins in dental caries occurrence and severity

« significant heritability for oral microorganisms
including Streptococci, salivary flow rate, salivary pH

. .o Kalikrien
and salivary amylase activity. MMP | I"Tﬁenn ]
Ameloblastin )
vazebna/asociacni analyza | DSPP
» dental caries is strongly familial based with ,
I Amelogenin I

Benas Microorganism

probable genetic and sex-linked associations.
« parents and siblings -who were highly resistant to dental

.  Surface
caries " ‘@enmson
. . . 1 . . . . aste _.,

» individual's resistance to caries despite being e Caries e

on a highly cariogenic diet

: Substrate/Diet
Immunity o
a
,»100th genes*
amelogenin, enamelin, ameloblastin, tuftelin, e et ] Lot
de ntl ne Slal OphOSp hOprOtEI n "I\'laosrlgagsetﬁ;ss(ii\zﬁz:lgzeéise)t-pz;tg:rer}lr-dmfs H.um'an leuk.ocyte ar?tigen & Defensins, Mannose
Defe kty mineralizace SN Ewlaiilizg;7§;||2rizzzzl: ttffd n‘:;gpoorganism hence
13 e resistance/ susceptibility of an individual varies

!!TaSte g enes g;sed or: the g/;enotpr:at gfl i%mfune el(tjamgntsy
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CO JE TU
KE ZKOUMANT -
PO MAME JE

A PO TATOVI
HRBATEJ.

STEINY

VYSLEDEK?
TO NEMUZE

NAHODA. ..



