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Co dava proteinu jeho funkci?

e prostorové usporadani jeho molekuly — tvar,
a fyzikalni a chemickeé interakce, kterych je schopny

Mutantni kanal CFTR

netransportuje chloridové
°© o ionty, coz vede k vytvoreni

hustého hlenu v okoli bunék

Normalni kanal CFTR ghlonde |025 © 9 oo
transportuje chloridové 9 0 o 0 %0
ionty ven z bunék © o o ° ®




Co dava proteinu jeho tvar a schopnost jeho
interakci?

» sekvence aminokyselin daného proteinu
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nespravneé slozeny peptid
v dusledku zarazeni
nespravné aminokyseliny

spravné slozena
sekvence aminokyselin






Zpusobi substituc¢ni mutace (nahrada nukleotidu jinym)
onemocneéni?

Mutace pouze zaménujici jednu aminokyselinu
mohou a nemusi mit vliv na funkci proteinu, zalezi:

jak moc se zméni vysledné usporadani a tvar proteinu,
v pripadé enzymu také jeho vazebna mista

Sickled cells

red blood cells

© Healthwise, Incorporated

Zameéna 1 nukleotidu v genu pro hemoglobin Zameéna neovlivnujici tvar a vazebné
zpUsobi zaménu 1 aminokyseliny, coz zméni vlastnosti proteinu — zdravy fenotyp
strukturu i chovani vysledného hemoglobinu

a zpusobi srpkovitou anémii



Substitucni mutace

* nukleotid v DNA je nahrazen jinym

plvodni sekvence genu substituce jednoho nukleotidu
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Mutace zpUsobujici vystépeni (deleci) nukleotidu
z genu, nebo vlozeni (inzerci) nového nukleotidu:

A. zpUsobuji posun cteciho rdmce (zarazeni
jinych aminokyselin do vysledného proteinu)

B. vedou k nahrazeni jedné aminokyselinu za
jinou ve vysledném proteinu

C. mohou zpUsobit objeveni nového stop
kodonu v sekvenci DNA

D. mohou zpUsobit syntézu uplné zménéného
proteinu, ktery je nefunkéni

E. nemaji na vysledny protein zadny vliv

Nehlasovalo:100

(100,0%)



Mutace zpUsobujici vystépeni (deleci) nukleotidu
z genu, nebo vlozeni (inzerci) nového nukleotidu:

\P A. zpUsobuji posun cteciho rdmce (zarazeni
jinych aminokyselin do vysledného proteinu)

53 54
B. vedou k nahrazeni jedné aminokyselinu za
jinou ve vysledném proteinu
\p C. mohou zpusobit objeveni nového stop
kodonu v sekvenci DNA
\F D. mohou zpUsobit syntézu Uplné zménéného
proteinu, ktery je nefunkéni
D

E. nemaji na vysledny protein zadny vliv

Nehlasovalo:100
(100,0%)




Mutace s posunem cteciho ramce

Mutace zpusobujici inzerce nebo delece jednoho a vice nukleotid( (kromé
nasobku tfi) méni ¢teci rdmec — pii syntéze proteinti na ribozomech jsou pak
nukleotidy mRNA rozpoznavany v jinych trojicich

Posunové mutace obvykle vedou k tvorbé nefunkcnich proteint

priklad delece jednoho nukleotidu
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Priklad mutace s posunem cteciho ramce
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* télo neprodukuje funkéni lyzozomalni
hydrolyticky enzym hexosaminidazu A
(Hex-A)

* bez tohoto enzymu nejsou metabolizovany
nékteré membranové glykolipidy
(gangliosidy) a hromadi se v mozku a
neuronech — smrt nervovych bunék

* svalova slabost, ztrata zraku anebo sluchu,
krecCe, ztrata hybnosti (upoutani na vozik)




Mutace v sekvenci intronu

Mutace v sekvenci intront (Useky vystiizené z RNA po transkripci) neméni
funkci vysledného proteinu nebo RNA, pokud ovsem nezmeéni sestrih tvorené
RNA (to, které useky jsou rozpoznavané jako introny a vystrihovany)

Sestfih RNA

promotor/
regulacni
exon1 . exon 2 . exon 3
intron 2
sekvence i tr intron 1 SUTR
Transkripce misto l
Stépeni
¥ A a *

degradace degradace
intron 1 intron 2
Splicing exon 1 exon 2 exon 3
5'UTR 3'UTR
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neprekladané oblasti
(untranslated regions)
na5'a 3' konci mRNA

zralda RNA



Priklady genu s alternativnim sestrihem mRNA

» gen BCR pro receptor B-lymfocytli a zaroven pro protilatky (imunoglobuliny)
— jednim typem sestrihu vznika protein vazany na plazmatickou membranu
(receptor B-lymfocytd, diky kterému rozpoznavaji antigeny), jinym typem
sestrihu vznika volny, sekretovany protein — protilatka daného B-lymfocytu po
rozpoznani antigenu (versus VDJC rekombinace — editace genomu)

e gen CDKN2A (také INK4A, ARF) pro inhibitory cyklin-dependentnich kinaz
podilejicich se na regulaci bunééného cyklu v kontrolnim bodé G1/S
— jednim typem sestrihu vznika inhibitor CDK p16 (regulace hladiny proteinu Rb),
jinym typem sestrihu vznika inhibitor CDK p14 (regulace hladiny proteinu mdm2/p53)

e gen Bcl-x pro transmembranovy protein mitochondrii podilejici se na regulaci
apoptozy — jednim typem sestrihu vznika negativni regulator apoptdzy Bcl-xL
(podporuje preziti bunék), jinym typem sestrihu vznika kratsi varianta Bcl-xS,
ktera pusobi jako pozitivni regulator apoptdzy (podporuje bunécnou smrt)

e gen Fas (také CD95) pro ,receptor smrti“ podilejici se na regulaci vnéjsi drahy
apoptozy — jednim typem sestrihu vznika protein vazany na plazmatickou
membranu a pUsobici jako receptor smrti (podporuje apoptdzu), jinym typem
sestrihu vznika volny, sekretovany protein, ktery inhibuje apoptdzu



Sestrihem RNA se odebiraji introny z pre-mRNA

* mutace v mistech sestrihu vedou k syntéze mnohem delsiho nebo kratsiho
proteinu — zména tvaru, ztrata funkce

» vSechna geneticky podminéna onemocnéni (zplsobena mutacemi v DNA)
mohou byt zplsobena jak mutacemi v kédujicich oblastech genu, tak v
mistech sestrihu

-

.




Mutace, které zpusobi nefunkénost proteinu, ovliviuji funkénost
nebo chovani bunék nezavisle na tom, jakym zpUsobem vysledny
protein svou funkci ztratil

- pacienti se stejnym geneticky podminénym onemocnénim
maji casto uplné odliSné mutace ve stejném genu

(pripadné v raznych genech, jejichZ proteiny ovlivauji stejnou
funkci, stejnou metabolickou drahu, stejnou signalni drahu...)

- mUze se ale liSit zavaznost symptomu (nefunkéni enzym versus
snizena funkce versus zména lokalizace v bunce, atd.)

Vice o geneticky podminénych onemocnénich v prednaskach ¢. 10 a 11 — Genetika



Evolucni vyhodnost nékterych mutaci
— v homozygotnim stavu

Mutace ani v homozygotnim stavu (aspon v danych podminkach) nevede ke
smrti pacienta — vyhodna obvykle v homozygotnim stavu

e

obé alely genu kéduji heterozygot obé alely genu kéduji
funkéni protein nefunkcni protein




Lidé nesouci deleci 32-bp v genu kddujicim
CCRS5 jsou rezistentni k infekci HIV-1

CCR5
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CCR5A32

A32-CCRS5 mutant prevents the
expression of a functional receptor
consequently prevents viral binding,

| fusion and entry
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http://www.delta-32.com/research.html

A32-CCR5

Nature Reviews | Immunology



Evolucni vyhodnost nékterych mutaci
— v heterozygotnim stavu

V nékterych pripadech spatné tvarovany protein chrani jedince pred parazity
vyuzivajicimi tento protein ke vstupu do téla nebo bunék hostitele, ke své
reprodukci, nebo zabranuje propuknuti smrtelnych symptom0’ onemocnéni

Obvykle nejvyhodnéjsi pro heterozygoty (jedna kopie genu produkuje funkéni
protein, ale druha alela ne) — jsou ¢astecné chranéni, a neumiraji na dané
genetické onemocnéni spojené s uplnou nefunkénosti daného proteinu v téle

: / : [ a a/a

obé alely genu koduiji heterozygot obé alely genu kdduji nefunkéni protein
funkcni protein — pokud je to neslucitelné se Zivotem,
pacient umird




Snizena pravdepodobnost umrti na malarii

Heterozygoti pro mutaci v genu pro hemoglobin B (kterd u homozygoti
zpUsobuje srpkovitou anémii) jsou relativné chranéni proti malarii

Normal Cells
CAA GTA AAC ATA GGA CTT CTT DNA

GUU CAU UUG UAU CCU GAA GAA  mRNA
[val Nhis MieuMthe HproW alu fgly =  Protein

Sickle Cells
CAA GTA AAC ATA GGA CAT CTT DNA

Paraziticky prvok (Plasmodium) se
pomnozi v jaternich bunkach a pak
v Cervenych krvinkach, Sifi se v téle,
zpUsobuje odumirdni jaternich
bunék a erytrocytll, a zplsobuje

GUU CAU UUG UAU CCU GUA GAA  mRNA symptomy malarie

AA
homozygoti s normalnim hemoglobinem 8

Protein|

Sickle cell

Vlivem pritomnosti parazitll (stresovy
faktor) dojde ke zméné tvaru erytrocyt(
— srpkovité erytrocyty s parazity jsou
odbouravany prednostné — selektivni
fagocytdza, a odbouravani ve sleziné

Aa (AS)

Zména tvaru erytrocytd ve stresovych  heterozygoti s jednou alelou pro abnormalni hemoglobin B
podminkach (hypoxie, aciddza...)



Snizena pravdéepodobnost umrti na choleru

Vibrio cholerae

l cholera d Na*, H,0
‘Jorin ’) n DG'E\CR X
% el ™
h \ G protein TR 4
activation PKA
adenylate cyclase cAMP
A A

» cholera toxin A modifikuje G-protein, ktery tak z(stava stale aktivni, coz zpUsobuje
mimo jiné nadmérnou aktivaci jednoho z iontovych kanalli — CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator)

- Cl-a dalsi ionty jsou pumpovany ze stfevnich bunék do dutiny stfeva, coz vede ke
ztratam vody ze stievnich bunék do strev a tézkému prijmu

KdyZ je iontovy kandl CFTR mutovany a nefunkéni, nemuze byt nadmérné aktivovany
— heterozygoti pro tuto mutaci maji nizsi pravdépodobnost, ze zemrou na choleru

Vice o prislusné signalizaci v prednasce €. 5 — Bunécna signalizace



Replikace DNA



Replikace lidské chromozomalni DNA:

A.

probihd pouze po zachyceni rlstovych
faktor( prislusSnymi receptory

je v burice nezbytna pro vznik proteint

probiha ve vsech bunécnych typech
dospélého Clovéka zhruba stejné Casto

probiha pouze v bunkach pfipravujicich
se na déleni

probiha v rostoucich a regeneruijicich
tkanich

probiha pred kazdou transkripci

Nehlasovalo:100
(100,0%)




Replikace lidské chromozomalni DNA:

A

probihd pouze po zachyceni rlstovych
faktor( prislusSnymi receptory

je v bunce nezbytna pro vznik proteinu

probiha ve vsech bunécnych typech
dospélého Clovéka zhruba stejné Casto

. probiha pouze v bunkach pripravujicich

se na déleni

. probiha v rostoucich a regenerujicich

tkanich

probiha pred kazdou transkripci

12

A B

C

28
F
Nehlasovalo:100
(100,0%)

E




Replikace DNA probiha pouze pred délenim bunky

» vede ke vzniku identické sesterské chromatidy kazdého chromozomu

1 chromatida

Chromozom po replikaci

https://is.muni.cz/auth/do/med/el/anim/pages/06-04-replikace-dna.html



https://is.muni.cz/auth/do/med/el/anim/pages/06-04-replikace-dna.html

Jak muZeme blokovat replikaci DNA:

A. Zameénou nukleotid( v obou
retézcich — mutovany dvouretézec
DNA se nereplikuje

B. Inhibitory topoizomeraz (enzym
odstranujicich z DNA
nadsroubovicové vinuti)

C. Inhibitory DNA-polymerazy

D. Zapojenim nukleotidu bez reaktivni
OH skupiny na 3-uhliku

E. Zapojenim modifikovaného
nukleotidu bez cukerné slozky

Nehlasovalo:100
(100,0%)




Jak muZeme blokovat replikaci DNA:

v
v .

vE

Zaménou nukleotidl v obou
retézcich — mutovany dvouretézec
DNA se nereplikuje

. Inhibitory topoizomeraz (enzymu

odstranujicich z DNA
nadsroubovicové vinuti)

Inhibitory DNA-polymerazy

Zapojenim nukleotidu bez reaktivni
OH skupiny na 3-uhliku

Zapojenim modifikovaného
nukleotidu bez cukerné slozky

47
38

A - B C D E

Nehlasovalo:100
(100,0%)




Topoizomerazy jsou enzymy, které odstranuji nadmeérné
svinuti DNA zpusobené aktivitou helikaz

- Stépi jeden retézec DNA (topoizomerdaza ) nebo oba (topoizomeraza Il)
a poté rozstépeny retézec opéet spoji

Relaxovana dvousroubovice DNA

5 ) S Topoizomeraza | — jednoretézcovy zlom a znovuspojeni
Talbas eSS %

>

§NI ch

na jedné strané kvlli rozvijeni na druhé

Topoizomeraza Il — dvouretézcovy zlom a znovuspojeni

aktivita helikazy / - (> -
Dvousroubovice DNA nadmérné svinuta \

f'@ ;f?"
7 = & *\*\%;@ccf‘”&\‘&\:’%%‘\ - ihelikéza
(’»{"f!f & : /L/
nad$roubovicové €

vinuti (,,supercoiling”)

Double-strand
break



Inhibitory topoizomeraz
- indukované poskozeni DNA buneék pri replikaci

Inhibuji napriklad znovuspojeni DNA pri aktivité topoizomerazy Il
— dvouretézcové zlomy vznikajici do¢asné v DNA délicich se bunék vlivem
aktivity topoizomerazy Il nejsou odstranény a zustavaji

Topoizomeraza |l vytvofi prechodné
dvouretézcové zlomy v DNA

inhibitory topoizomeraz

OV

zlom neni znovu spojeny

— T

Poskozeni DNA je neopravitelné,
nebo je oprava inhibovana dalsSimi léCivy,
eukaryoticka bunika odumira apoptdzou

Poskozeni DNA je opravitelné,
bunka zahaji opravy DNA a prezije




Inhibitory topoizomeraz v |écbé nadoru
— indukované poskozeni DNA bunék pri replikaci

Antracykliny (napfiklad doxorubicin) a néktera dalSi protinadorova léciva
inhibuji znovuspojeni DNA pfi aktivité topoizomerazy Il — z(stavaji
dvouretézcové zlomy, které maji v DNA délicich se bunék vznikat pouze
docasné

Powder for injection
Orintravenous infusion

after reconstitution
1x10mg Vial




Inhibitory topoizomeraz: Fluorochinolony interferuiji s
aktivitou bakterialni topoizomerazy

Pouziti fluorochinolonu:

ocni infekce, infekce respiracniho traktu,
vdechnuti antraxu, mykobakterie (TBC),
infekce kloubl a mékkych tkani,

infekce traviciho traktu a bricha,
bakterialni zanét prostaty, chlamydie

Vedlejsi ucinky:

natrzeni Slach, poskozeni vyvoje Slach a
kosti u plodu pri podani tehotnym
zenam, zmeény EKG, zmateni, zavrate,
kreCe a mnoho dalsich

Pouzivané pouze u pacientu, ktefi nemaji jinou moznost lécby
— riziko vaznych vedlejSich ucinku



Inhibitory prokaryotickych DNA-polymeraz

Cell wall synthesis

Beta-lactams

DNA replication

Vancomycin % | \

Isoniozig | Quinolones
Ethambutol \"\ | Metronidazole
Cycloserine

Ethionamide

_ RNA synthesis
Rifampin
Rifabutin

Bacitracin
Polymyxin

\"P . s
Antimetabolites’ rofein synthesis

Sulfonamides _, (CSISS ribos}:)m.e) |
Dgpsone ' Protein synthesis Mo:::|?:izsenlco
Trimethoprim (30S ribosomes) Clind :
Para-aminosalicylic acid Aminoglycosides Shi: ?m:l:::ins
Tetracyclines plog

Oxazolidinone

Jedna ze skupin antibiotik jsou inhibitory prokaryotickych DNA-polymeraz
— brani replikaci DNA a tim i déleni (mnozeni) bakterialnich bunék



Nové nukleotidy DNA i RNA se vzdy pripojuji na 3’ konci

Dvousroubovice DNA
o 5' konec CHs
0

-

(o] H H
o=@-o MR ne-
?.} N | C/N ---H—N
k pokracovani replikace \[r

DNA je potreba cukerna
slozka s OH skupinou na
3" uhliku

:

noveé pripojovany nukleotid
(nukleotid trifosfat, u kterého
dojde k odstépeni dvou fosfatl)

. O

0
Nové vlakno DNA p¥i replikaci (a RNA pfi transkripci) 5' koneg?=
vzdy pribyva pripojovanim novych nukleotidi na 3’ konci



Analogy nukleotidti s 3’ koncem neumoznujicim napojeni
dalsiho nukleotidu

O
CH, NH-
HN
J_ ] N
O
"
azidothymidin lamivudin

|écCiva pozivana pfri infekci virem HIV

Néktera antivirotika jsou analogy nukleosidu, kde je 3’-uhlik cukerné slozky
nahrazen jinym atomem bez OH skupiny, nebo je na ném navazana funkéni
skupina neumoznujici napojeni dalsiho nukleotidu za tento analog — replikace
DNA se v misté zapojeni analogu nukleotidu zastavi

- zabranuji zaroven i reverzni transkripci (tvorbé DNA podle molekuly RNA)



Analogy nukleotidi bez cukerné slozky

O

guanosine
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|é¢ba napriklad oparu nebo pasového oparu
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|écba napriklad cytomegalovirovych infekci

(zdnét plic u pacientli s imunosupresivni |é¢bou, atd.)
Jind antivirotika jsou analogy nukleotid( bez cukerné slozky poskytujici
3’-konec pro prodluzovani retézce DNA, tedy bez moznosti pripojeni dalSiho
nukleotidu za tento analog — replikace DNA se v misté zapojeni takového

analogu nukleosidu zastavi



Klinicky pripad



U pacientky (43 let) s metastazujicim nadorem prsu byly
zjisténé snizené markery apoptozy (ukazatele fizené bunécné
smrti, které nastava v bunkach napriklad v dusledku
poskozeni DNA) — sniZzend tvorba proteinl Bcl-2 a TP53INP1,
které podporuji apoptozu. Sekvenovani ale neodhalilo zadné
mutace v DNA téchto dvou gent. Cim tedy mliZe byt snizena
tvorba téchto proteinu zpusobena?




U pacientky (43 let) s metastazujicim nadorem prsu byly
zjisténé snizené markery apoptozy (ukazatele fizené bunécné
smrti, které nastava v bunkach napriklad v dusledku
poskozeni DNA) — snizena tvorba proteinu Bcl-2 a TP53INP1,
které podporuji apoptozu. Sekvenovani ale neodhalilo zadné
mutace v DNA téchto dvou gent. Cim tedy miZe byt sniZzen3
tvorba téchto proteinu zpusobena?

miRNA
miRNA . MiRNA-
" protein
complex

— "2 i
s > - -
‘-'. Tl 1 IR "‘
=z 4 ) e

/S P-

mRNA degraded Translation blocked



Zména exprese nékterych typti miRNA
byla zjisténa u mnoha typu nadoru

- napriklad u nadorl prsu byla prokazana souvislost zvySené exprese
miRNA-155 se zvySenou malignitou nadoru a horsi prognézou
(nizsSi pravdépodobnost vyléceni a preziti)

EMT
Smad1l .
Smad5 Smad2 ' projiferation

SOCS1

Bcl-2
TP53INPP1

Cilové geny miR-155 jsou soucasti signalnich drah

. Apoptosis .
souvisejicich se vznikem a Sifrenim nadoru CASP3 Sustained
;s . . v p v FADD Angiogenesis
(EMT = metastazovani; proliferation = déleni bunék; RIP1 HIF
apoptosis = fizend bunécna smrt, sustained 'PR'?:
angiogenesis = tvorba novych cév) Apaf-1
FOXO3A

http://cebp.aacrjournals.org/content/21/8/1236.long



http://cebp.aacrjournals.org/content/21/8/1236.long

Zména exprese nékterych typti miRNA
byla zjisténa u mnoha typu nadoru

- miRNA-155 — novy diagnosticky marker — zvysena exprese miRNA muze
byt v krevni plazmé detekovatelna i roky predtim, nez nador diky tomu
zacne metastazovat a stane se malignim — v€asny zachyt a v€asné
zahajeni lécby

- souvislost ubytku miRNA-155 v krevni plazmé s uspésnosti chemoterapie
(ubyvaji nadorové buriky nadmérné exprimujici tuto miRNA, a tim
prestavaji podporovat zvySenou malignitu zbytkovych nadorovych bunék)
— klinické studie testujici pouziti inhibitorit miRNA

jako protinadorové lécby u konkrétnich pacient( miRNA Inhibitors

l miRNA

miRNA nemUze zpUsobit degradaci mRNA cilovych genl



"Now, just

TOPO-

relax your
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