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Zaklady genetiky

1 Ustav patologické fyziologie Ing. Hana Holcova Polanska, Ph.D.



Genetickd podminénost nemoci

* Podstata dedicnosti
* Geneticka variabilita (mutace x polymorfizmus)
* Monogenni x komplexni nemoci



Zakladni genetické pojmy

* gen, alela, genom, chromozom
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Homologous Chromosomes

* homozygot
* heterozygot

Homologous
chromosomes

* genotyp
* fenotyp




Historie

* brnénsky knéz a stredoskolsky profesor Johann Gregor Mendel
. zabyval se kfizenim rlznobarevnych odrid hrachu

* Genotypové zakony:

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

o Zakon o segregaci alel
Dvojice samostatnych alel se pfi zrani rozchazeji a
do kazdé gamety prechazi jedna z obou alel.

o Zakon o nezavislé kombinaci alel

* Fenotypové zakony
o Zakon o uniformité hybridd
Krizime-li dominantniho homozygota s homozygotem recesivnim, jsou jejich potomci F1 generace v sledovaném znaku
vsichni stejni. Reciproka krizeni davaji shodné vysledky.
o Zakon o stépeni v potomstvu hybridi
PFi krizeni heterozygot( Ize genotypy a fenotypy vzniklych jedinci vyjadrfit pomérem malych celych E&isel. Vznika
genotypovy a fenotypovy stépny pomer.



Genetika

* specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a dédicnosti

spoledny predek
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o klinicka genetika

« zabyva se genetikou patologickych stavdi
e zabyva se diagnostikou, Ié¢enim a prevenci genetickych nemoci
(u celé rodiny!) /.
* genetické poradenstvi "y
o lidska genetika
* studuje variabilitu a dédi¢nost u ¢lovéka
o cytogenetika

e studium chromozomd

tode Al
primati

o molekularni genetika
e studium struktury a funkce jednotlivych gend
o populacni genetika
e studium promeénlivosti populaci
o komparativni a evolucni genetika
* mezidruhové srovnani a studium evoluce druht




Genomika

« studuje strukturu a funkci genomu pomoci genetického mapovani, sekvenovani a funkéni
analyzy genu

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
prislu§nych organizmu

* reprezentovala zejména inicidlni fazi analyzy genomu; koneénym cilem byla
kompletni znalost DNA sekvence (napr. HUGO projekt)

o bioinformatika = shromazdovani, analyza a vizualizace biologickych soubortd dat
* vyuZzivad metod vypocetni techniky, tvorba databdazi a softward
o funkéni genomika = studium funkce genu a ostatnich ¢asti genomu

* vyuziva poznatky strukturni genomiky a snazi se o poznani funkce genu; velmi &asto
k tomu vyuziva modelové organizmy (kvasinka, nematoda, Drosophila melanogaster,
Mus musculus, Rattus norvegicus, Mesocricetus auratus aj.) jako casové a financné
vyhodnou alternativu vy&sich Zivocichl (zejm. pro moznost studovat mnoho generaci
v relativné kratkém cCase)




Chromozomalini podstata dédi¢nosti

« DNA, RNA, proteiny

DNA: nese informaci potfebnou pro regulaci vyvoje, rustu,
metabolismu a reprodukce

slozena z nukleotid( (zbytek kys. fosforeéné, deoxyribdza a dusikatd baze [Adenin,
Guanin, Cytosin, Thymin])

* DNA kostra - polynukleotidovy retézec

* zbytky deoxyribdzy a kys. fosforecné spojené fosfodiesterovou vazbou
* DNA dvojsroubovice - 2 polynukleotidové retézce v opacné orientaci

* jedno vldkno v 5’ -3’ sméru, druhé opacné

* vodikové vazby mezi pary bazi (A=T, G=C)

RNA: transport informace z jadra do cytoplazmy ki 5?:3 3
: s p p ® i %\0
proteiny: zakladni stavebni kameny iﬁ%



Centralni dogma

DNA = RNA = Protein

- \

DNA do DNA - REPLIKACE Fenotyp
DNA do RNA - TRANSKRIPCE

RNA do Protein > TRANSLACE

RNAdoDNA REVERZNI TRANSKRIPCE

Jeden gen jeden enzym (protein/polypeptid)

rl"

Swedish

Molekularné biologické dogma

Ethiopian

Filipino

Lotvian/Lithuanion




DNA

- molekula DNA jako takova byla objevena v roce 1869, kdy se Svycarskému lékafri
Friedrichu Miescherovi podarilo izolovat DNA z bilych krvinek

« 1962 obdrzeli spolecné Francis Crick, James Watson a Maurice Wilkins Nobelovu
cenu za fyziologii a lékarstvi. Rosalinda Franklin se pro tragické umrti této ceny
nedockala



DNA x nukleotid x nukleosid x bdaze

H H
H H
HO H
NH,
1L
HO .
I H N N”H
CH, o
Y
H
HO H
NH,
N.f"' H
HO
I o””LN H
H
H H
HO H

H
N%x,[H
HJ\N H

Pyrimidin

V4 ! N
NH, o oH o
N/ H N 3 N H
e X
WTHgWTH o
H H H
Cytosin (C) Thymin (T) Uracil (U)
H
N%TN
b
H
g N
o NH,
gy I
HZNKN w/\H H \N rld/\H
H H

Guanin (G)

Adenin (A)



Gen

zakladni jednotka dedicnosti

konkrétni isek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo NA (rRNA, tRNA...)
« geny strukturni
* geny pro RNA
« geny regula¢ni (promotory)

« exony = funkéni Useky genu, které jsou prepisovany do mRNA a dale translatovany pfi proteosyntéze
« introny = Useky genu, jejichz funkce dosud nebyla zcela objasnéna a které nejsou vyuzivany pro translaci

Dle jejich obsahu geny délime na: Exon 1 Exon 2 Exon 3

Exon 4
° jeandUChé - Obsahuji pouze exony Pr‘;rr,orer L Iintron1 I intron 2 it Intron 3 f )
 slozené - obsahuji i introny ﬂh{;(r S R
| ‘ Transkripce

 genové rodiny = sekvencné podobné geny, Primar. transcript (RNA)

které vznikly zfrejmé duplikaci béhem evoluce, e I S S E—

napr. geny pro (hemo)globiny, imunoglobuliny... ‘smw (sestiin)

"Mature"transkript (mRNA) G f———

l Translace

Protein FFIRIIID



Struktura genvu

TATA box
Enhancer Promoter S AP, Enhancer
(distal) (proximal) (distal)
—NWH : | puaw SN
—
~30 bp \ \
: : Exon Intron
~300 bp
* Introny a Exony DNA -binding
site for activator
«  Promotor 4

. activat

* Enhancer a Silencer [l ek : TFID
*  Pocatek transkripce Wea” 9

* Transkripcni faktory WUUATA GENE
° Slgllflllli Sekvellce Figure 7-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Introny a Exony: Kddujici sekvence (ORF) mnoha eukaryotickych gend je preruena
sekvenci znamou jako introny. Introny jsou useky DNA jejichz transkripty nejsou
pritomny ve zralé mRNA. Exony jsou casti sekvence pritomné ve zralé mRNA a koduji
produkt eukaryotického genu.



Struktura genu

Misto pocatku transkripce: misto kde zacina syntéza mRNA (pozice 0, -30bp od TATA boxy)

Promotor: oblast genu (5’-konec) upstream od mista pocatku transkripce slouzici jako templat pro navazani
transkripéni jednotky a iniciaci transkripce. Inducibilni promotor - je zavisly na pfitomnosti induktord
(nizkomolekularni latka). Konstitutivni promotor - nezavisly (provozni ,house keeping" geny)

Enhancer: ¢ast sekvence genu, ktera interaguje s transkripcnimi faktory a tim zvysuje ucinnost transkripce. Je
umist&na upstream nebo downstream od kddujici sekvence a muze byt stovky bazi daleko od kddujici sekvence
kterou kontroluje.

Silencer: opak enhanceru

Transkripcni faktory: proteiny interagujici se specifickou sekvenci DNA, vétsSinou ovlivAujici terciadlni strukturu
DNA a tak reguluji transkrip¢ni jednotku. Jsou bud  aktivatory Ci represory (viz vyse)

Koakrivatory: proteiny interagujici s transkripcnimi faktory (ale ne s DNA) regulujici transkripci
Signalni sekvence: koduje signalni peptid, ktery predurcuje zacileni proteinu na bunécné uUrovni a nasledné se

odstepuje AAUAAA
Splice sites Signal for site of
Enhancer CTRAYY, Fend t{imlmirhg_ .
Jistal & optional AGGURAGU, or and poly(A) tail ad-::lrtlon[

TATA-Box Y YYYNCAG

' +/~30bp /X“‘ v
R e B O S

TEHE ! ik = 3 END:
S
\ TN Q|
Promaoter AlUG  Exons Intrans
CCAAT-Box  Startcodon Termination codan

UGA, UAR, or UAG



DNA replikace

Lagging strand New complementary DNA
; strands forming
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Transkripce

AsIAAA
Splice sites Signal for site of
Enhancer CTRAYY, 3 end trimming
Jistal & optional AGGURAGU, or and poly(A) tail addition
{ TATA-Box YYYYYYYYNCAG
_ f
ll ~30bp | J l
i END ‘h YEND;
\ Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
Promoter AUG  Exens Introns Promoter | | intron1 11 Intron 2 1 Intron 3 1
CCAAT-Box ~ Startcodon Termination codon AM_ —— —
UGA UAA, or UAG Gene (DNA) A —— d Q\
' Transcription
Primary transcript (RNA)

e

‘ Splicing

Mature transcript (mRNA) LS ——
" Protein synthesis
Protein VIOV
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Transkripce - RNA “splicing

Eoul | [ER v [TTEN
@ (A Entire gene (both introns and exons) is

Eukaryotic
dorete ST

transcribed to RNA by RNA polymerase enzymes.

Nuclear
membrane

hnRNA l
transcript

[ e ] v [ E]

Processing enzymes remove introns.

Pore in
nuclear
membrane

Excised
introns

© Exons are spliced together, without
introns, forming mRNA that can pass
through the nuclear membrane into
the cytoplasm and be translated.
Note that although introns were
transcribed, they will not be translated.

Cytoplasm



Posttranskripcni Upravy mRNA

Cepi¢ka (capping)
- modifikovany guanozin (m’G) je pridavan na 5’-konec vétsSiny mRNA a podili se na
vazbeé k ribozomu
Polyadenilace

- 100-200 bp dlouha sekvence polyadenozinu je pridavana na 3’-konec vétsiny
eukaryotické pre-mRNA

« PolyA konec neni kddovan v DNA

Sestrih intronti a exonli
- Introny jsou vystépeny a exony spojeny dohromady ve strukture zvané spliceozom

sequences required for intron removal

T | T

| | | | | |
B ( ( 3
— — - AG|GURAGU - -\ \- - CTRAYY — - — YYYYYYYYNCAG|G — -
/ \ / / / Y pyrimidinova baze /

exon 1 intron exon 2



Translace

508 ribosome

Step 1 subunit

Ribosome attaches
to mRNA.

= ,-»E Step 2 First amino acid
2

345
subunit \
Second

~———amino acid
As,

P site

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

Anticodon

A second tRNA
attaches at next
codon on mRNA.

5'[’\A ieifaied j '%19‘95?731;)

Peptide bond
Ty

i .

Peptide bond forms
enzymatically
between first two

amino acids.

Ribosome moves
along mRNA as
next tRNA attaches

to next ci‘y




RNA ==) protein

Translace (syntéza proteinu)

Proces premény informace z RNA do AMK retézce (polypeptidu)
Probiha v cytoplazmé
Zrald mRNA do cytoplazmy k ribozomtm

Ribozom
* skldda se ze strukturni rRNA a 80 ruznych protienu (ty tvofi velkou a malou
podjednotku)

1) Iniciace
e zachyceni mMRNA a nalezeni START kodonu AUG (=methionin)
2) Elongace

* Pfidavani riznych AMK v aktivované formé vazané na tRNA —vytvareni peptidové
vazby mezi amino- a karboxylovou skupinou

3) Terminace
e STOP kodon (UAA, UAG ¢ UGA)

native
protein

Posttranslacni apravy

- fosforylace, glykosylace, organelové cileni a odstépeni signalniho
peptidu, slozeni do aktivného stavu (=tercialni a kvartérni COOH
struktura) H2N



Translace —1RNA / AK

Codon mBANA
=

il

5 3
ALJUSTETEl LI

Anticodon

arm

X _
o{‘% G U C Acceptor
&) &)

X =unusual or
modified bases

Acceptor {b)
arm F-||
Amino acid ' N
binding site H—ﬁ
]
|
CH
SO
G205
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e urcuje poradi AMK v proteinu

e univerzalni

e podobny Erincip u vetsiny zivych

organizmu
e tripletovy

* trojkombinace z celkem 4 nukleotidu

(A, C G, T)
- degenerovany

* 43 = 64, ale aminokyselin jen 21

c—

£
U c A anticodon
AGU

C
g codon

-C 1=
ol =
L0 cj"‘

Geneticky kod

mRNA 3'

1. pozice 2. pozice 3. pozice
' U B A G ‘
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr |UGU Cys | U

U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |UGC Cys | C
UUA Leu | 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 lLeu [ CCC Pro [ CAC His |[CGC Arg | C
CUA leu [ CCA Pro [CAA GIn |[CGA Arg | A
CUG Leu [ CCG Pro [ CAG GIn |[CGG Arg | G
AUU e 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




Chromatin x chromatida x chromozom

* DNA je organizovana v chromozomech Short region of
« chromatin + chromozomalni proteiny (histony) ONA double helx

* chromozom = linedrni sekvence genu =
prerusovanych nekodujicimi Useky ‘Beads on a sting” =_|

* v nedelici se bunce je chromatin rozprostren i
volne v jadre

* u delici se organizuje do viditelnych I
chromozomu fiore of packed

nucleosomes
* struktura chromozomu
e centromera

Section of

. telomery (raménka) Sanosomeian |
° C”OUhé - g extended form
e kratké - p
e dvé kopie daného chromozomu po replikaci 2 |
ondensed secticn
(pred délenim) = sesterské chromatidy of chromosome g;g _
I
() 700 nm
%mi

Entire mitotic
chromosome

I\| Centromere
s o )\_q"u -.'. i ‘e f / . /
e s ' ’ - N




Télomera

entromers

Telomera

2 sesterské
chromatidy



Karyotyp cloveka

* kazdy biologicky druh ma svou charakteristickou chrom.
vybavu (pocCet a morfologii) = karyotyp

u Clovéka maji somatické diploidni

buriky 46 chromozomd
22 parl homolognich autozom{
* 1 par gonozomu (44XX nebo 44XY)

gamety (vajicko, spermie)
23 chromozomU (ne paru!) - haploidni
standardni klasifikace Cislovanim podle velikosti

e zpracovani vzorku bunék pro karyotyp

nejlépe hodnotitelné jsou kondenzované chromozomy
v metafazi nebo prometafazi mitozy
* lymfocyty perif. krve nutno uvést do mitézy mitogenem a
zastavit v metafazi napr. colchicinem
barvenim chromozomu (napf. Giems) se dosdhne
charakteristického pruhoyani a tim rozliseni
jednotlivych chromozomu

 hodnoceni karyotypu

manualni - obarveny chromozomovy “rozptyl” (nejc.
mitoticke lymfocyty nebo bunky plodove vqdy) se po
obarveni vyfoti, vystrihnou a seradi do paru
automatizované (mikroskop + software)



Déleni bunéek

iy METOSIS Mitdéza = 2 dcefiné buriky s diploidnim poétem chromozomd, 1 cyklus
—:;l;::;zlg . V4 . v V4 o] .7 7

| DNA replikace nasleduje rozdeleni chromozomu a jadra (profaze —

— ovoenon . prometafaze — metafaze —» anafdze — telofaze) a nasl. celé bunky

(cytokineze)

PAIRING OF DUPLICATED Meidza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly segregace

maternal
homolog

HOMOLOGOUS CHROMOSOMES o vy , v ,
chromozomu a bunecného deleni
THESEE e U O 1.meiotické (redukéni) déleni — rozdé&leni homolognich chromozomd
vyznamné - odehrava se zde meioticky crossing-over
oueucATED (rekombinace) - zadna z gamet neni identicka!
I | I ONTHE SPINDLE poruchy rozestupu - napr. trisomie
2.meiotické déleni - rozestup sesterskych chromatid

CELL DIVISION |

@
@

2 dcefiné buniky s haploidnim poétem chromozomu
vznik pohlavnich bunék (spermie, vajicko)
| dodatecné promichani genetického materialu crossing-overem

CELL
DIVISION Il CELL DIVISION

CIOIOLMCOX)

gametes

g
&



o ’ o
I o Z q - e q I Prophase:
The nuclear envelope breaks

down and a spindle forms
between two centrioles.

Interphase:

DNA is doubled in Prometaphase:

preparation for cell division. The chromosomes attach
to the spindle fibers.

Chromatids
of chromosome

Centromere
region

Developing
spindle

Aster
Nuclear envelope
breaks down

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

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

Figure 1.3
Anaphase: Diagram of mitosis in animal cells.
2 6 The duplicated chromosomes During interphase, the DNA is doubled
(called chromatids) are separated. in preparation for cell division. During
prophase, the nuclear envelope breaks
down and a spindle forms between the




Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO) - James D. Watson v r. 2001 zverejnéni
prvnich vysledk( (The first complete human genome was only decoded in
2007)

haploidni genom obsahuje cca 3.3x10° bp

27

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

~ 21 tisic genl (2011), 19 tisic (2014) ...
pseudogen = sekvence DNA, ktera je podobna genu, ale nedochazi k jejimu
prepisovani v RNA (transkripci)
~ 11 tisic pseudogent
genom = soubor véech gend v jedné burice,
genom jaderny a mitochondrialni (mtDNA)
nékolik desitek gend kddujicich proteiny zapojené v mitochondrialnich
procesech (prenos pouze od matky)
v jadru diploidni lidské bufiky 22 parl chromozomu (autozomy) a jeden par
pohlavnich chromozomd X/Y (gonozomy) = karyotyp
hustota gend na jednotlivych chromozomech heterogenni
« pouze ~ 10 % kddujici sekvence
« ~ 75 % se sklada z jedinec¢né (neopakujici se) sekvence

« zbytek repetitivni sekvence

nejasna funkce, zfejmé udrzuji strukturu chromozomu, mozna jsou
evolucni”rezervou

Geny
13,600

19,500

20,000
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Mimojaderna DNA

mitochondrialni DNA iy
« puvod: a-proteobakterie pohlcena eukaryotickou burikou m_if'““" ] °*“°'°“'f'”* b n
* mnoho genl b&hem evoluce bylo z mtDNA horizontalné pieneseno do buné&&ného jadra 165 1ANA / E\f\ e
(geny v jadfe kédujici rizné mitochondridini proteiny silné pfipominaji bakteridlni S
proteiny) ) A
"~ 16,5 tisice bp B S Ere—m——
*  koduje 37 gend oo 13 e ancoing regons
o 24 genu pro riznou nekddujici RNA o N
o 13 genl kdéduje vlastni mitochondridini polypeptidy zapojené v mitochondridlnich N E o
procesech (vyuzivany béhem oxidativni fosforylace) ; S subunits

* maternalni dédic¢nost
* genetické analyzy: na zakladé mtDNA urlena migrace lidstva - ,, mitochondrialni Eva"“,

Cytochrome Oxidase
subunits

atre
ATP Synthase

Cytochrome Oxidase

ktera zila ~ pred 140 000 lety v mistech dnesni Etiopie, Keni nebo Tanzanie subunite subunis

o B,
m A D" | \,_,\,;L

I/"' N | e
 NERLI

N 1 6
Shb emm bO @
4 [e] ) [] L) O
58 T ) om0 i 2 3 4 5 6 T 8 8 10 1 1213



Repetitivni sekvence

Repetitivhi sekvence = DNA s vysokym mnozstvim kopii
« se podili na formovani vyssich nukleoproteinovych struktur, jako jsou telomery nebo centromery

e pfi chromozomovych Qrestavbach maji vliv na reguIaC| genove exprese pri procesu zvaném RNA interference,
zajistuji ochranu konct linedrnich chromozomd, tidi spravny pribé&h mitotického i meiotického déleni bufiky

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

tandemové = za sebou jdouci identické repetice, VNTR
« mikrosatelity - opakovani 1- 5 bp

.+ minisatelity - v rozsahu kilobazi (vyskytuji se v subtelomerickych oblastech chromozoma)
* genetické markery

rozptylené
o DNA transpozony (pf. ,Sleeping Beauty™ - genova terapie) . , o
Microsatellite L \ Minisatellite
o retrotranspozony 5 o] p
* endogenn i retrovity = LTR Short Tandem Repeat I ". § Variable Number of
e autonomni - LINE - L1-repetice L Nt ) 3 Iam(j\e;;%:sm
¢ nea Uto m n Il - SI N E - AI u - repetlce + Dispersed throughout genome //\H l“ + Commoaly subtelomenc
* Core repeat length: 27 bp / \ ] + Core repeat length: 8 - 80 bp
|+ Upto~40 repeats per locus \ * Variable total length of 0.5 1030 kb
\ * Detected by PCR amplification ! \ g * Detected by Southern hybnidization

29



Repetitivni sekvence - vyznam

* expanze trinukleotidovych repetic — vétsi mnozstvi repetic, patologické
nasledky

o Huntingtonova chorea, fatalni neurologické onemocnéni s nastupem v
dospélosti, projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou
motoriky. V genu pro huntingtin je repetitivni sekvence (CAG)n, ktera
kdduje usek bilkoviny tvoreny zbytky glutaminu (polyglutaminovy Usek,
polyglutamine tract). Za normalnich okolnosti maji lidé méné nez 20
trinukleotidl CAG a tedy i glutaminG v huntingtinu, kde tyto tvofi
ddleZitou doménu pro interakce s jinymi proteiny. Pokud se v8ak mutaci
toto mnozstvi zvétsi nad 30 glutamind, protein nepracuje spravné s
vyslednym progresivnim odumirdnim neuronu v nucleus caudatus.

o myotonické dystrofie (svalova dystrofie se svalovou slabosti
provazenou paradoxné zvySenym svalovym tonem) se nachazi
patologicka expanze trinukleotidu CTG v 3" neprekladané oblasti genu
DMPK (dystrophia myotonica protein kinase). Mutantni mRNA ma sama o
sobé patogenni potencial.
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. Diagnosed at 35y

Cataracts
120 repeats

=

Diagnosed at 48y Diagnosed at 50y
Grip myotonia Bilateral cataracts
Facial weakness Facial weakness
500 repeats Myotonia
Cardiac problems

700 repeats
| | Diagnosed at birth
Facial weakness

Severe neonatal hypotona
1200 repeats




Telomery a jejich funkce

telomery - ochrana pro konce chromozomu spolu s proteiny
- béhem kazdeho cyklu se 5 konec zkracuje (odstranéni primeru z okazakiho fragmentu)

Hayflicklv limit pro kazdou burku
telomery - mitotické hodiny
repetice TTAGGG
telomeraza - v zarodecnych burkach
- v nadorovych burnkach

telomerazova terapie:
nizkomolekularni inhibitory
antisense oligonukleotidy
RNA interference
genova terapie
imunoterapie

Nature Reviews | Cancer
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* gen - zakladni jednotka dédicnosti
- genové rodiny

* sekvencné podobné geny, které vznikly zfejmé duplikaci béhem evoluce
* napf. geny pro hemoglobiny, imunoglobuliny, nékteré enzymy, ...

+ pseudogeny
« podobné konkrétnim gendm ale nefunkéni

* kazdy gen je umistén na konkrétnim misté konkrétniho chromozomu = lokus (nhapr. 12g21.5)

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

- v populaci se pro naprostou vétdinu gend vyskytuje vicero variant (= alel), které mohou byt rizné ¢asté = geneticky

polymorfizmus

 genotyp - kombinace alel v urcitém lokusu na paternalnim a maternalnim chromozomu diploidniho genomu
« haplotyp - linedrni kombinace alel na jenom z homolognich pari chromozomd
 fenotyp - vnéjsi projev (vyjadreni) genotypu

« znak - jednodusSe méritelna, vétSinou spojita proménna

. fenotyp - sobor znak{

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

GENOTYP HAPLOTYP
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Jak velky genom sdili clovek s bananem?

e 50-60 %

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

® Structure of the hemoglobin pigment (a protein) has a lot of
common code with the structure of the chlorophyll pigment.

the same basic molecule structure was basically readapted for two
very different functions

e |ot of DNA has no function called "junk DNA."

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

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



MUCLEUS DIVIDES

DAUGHTERS

PaS

Chromosomes
replicate

Homologous
chromaosomes pair up

Homologues swap
sections of DNA

Homologous pairs
divide. Daughter nuclei
have single chromosomes

Chromosomes divide.
N

Gametes have
4 ~  single chromosomes,
i C;:."-' . and a naw mix of
£ = genetic material

Geneticka variabilita (~0.1 %)

DNA sekvence kdédujicich i nekddujicich
UsekU genomu je variabilni
v populaci pro dany gen vyskytuje vicero
variant (= alel) s rdznou populaéni
frekvenci = geneticka variabilita, ktera je
vysledkem nékolika procesu
« 1) sexualni reprodukce
2) nezavislé meiotické segregace
* 23 par( ch. - 223 kombinaci = 8,388,608
ruznych gamet
« 3) rekombinace (meioticky crossing-over)
e >> kombinaci nez 8 miliénu
« 4) mutageneze de novo
* chyba pri DNA replikaci

e proof-reading DNA polymerazy ani mismatch
DNA repair neni 100%

 pusobeni externich mutagend
- 5) geneticky drift
« 6) prirozena selekce



Crossing-over a rekombinace

- existence haplotypl

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

« PpFi ceII;ovém mnoZstvi 23 paru je teoreticky moZnych 223 kombinaci (= 8 388 608 rlznych
gamet

ve skutecnosti ale gameta obsahuje smés homologniho CHm a CHp chromozomu v dusledku
procesu behem prvniho meiotického deleni = crossing-overu a rekombinace

* takze napft. alely, které pivodné pochazely od riznych prarodi¢l, mohou byt na jednom
chromozomu

+ vznikd tedy mnohem vy$$i poet kombinaci nez 8 milidnl
pravdépodobnost rekombinace ale neni pro kazdy usek DNA stejna, ale zalezi na vzdalenosti
- Cim blize jsou geny u sebe tim mensi je pravdépodobnost rekombinace
* vzdalenost se muze udavat i v centimorganech (1cM = 1% pravdépodobnost rekombinace)

~

- linearni kombinace alel (SNPs) na vicero sousednich
lokusech jednoho z homolognich chromozomu
prenasena pohromadeé (& rekombinace)

- statistickd asociace mezi DNA variantami

« na dané chromatidé se tedy vyskytuji skupiny tésné
vazanych variant = haplotypové bloky

)
X x B x
YRYLIYRY

zWZMzHZ




Vliv prostredi na lidsky genom
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Geneticka vybava jedince je sice osudové zadana v okamziku zplozeni, ale neni pro dalSi zivot konecn3,
protoze v prib&hu Zivota se mize ménit jak pod vlivem ¢&etnych faktorl epigenetickych (vlivy prostfedi),
tak pod vlivem dalSich faktorl genetickych (napf. mutacemi somatickych bunék v prib&hu maligni
transformace).

Biologické mutageny:

onkogenni viry: adenoviry, herpes viry, virus Epstein-
Barrové, RousUv sarkomalni virus a Rauscherlv virus
leukémie

Fyzikalni mutageny:

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

Chemické mutageny:

organické, alkylac¢ni cCinidla (ATB), anorganické latky,
alkaloidy, kationty t&Zkych kovu, peroxidy, dusitany,
aromatické chlorované derivaty, volné radikaly (O-)




Genetickd proménlivost

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

Mvutace

« procesy, pfi kterych se méni pocet alel (méni se kvalita a kvantita genQ)
* mutageneze = proces vzniku mutaci
* mutace = ndhodné zmény genotypu, zména genetické informace, pomérné vzacné

Typy mutaci (indukované nebo spontanni, ty maji cetnost ~10-7, oprava polymerazou a proteinem p53)
« Genové mutace
« Chromozomové mutace = aberace
« Genomové mutace
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Vzacné mutace a polymorfismus

e vzacné mutace - jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z populace odstrafiovany selekci, nebo vznikly
nedavno a nestacily se v populaci rozsirit), vyskytuje se v populaci méné nezv 1 %

« polymorfismus - ¢astd mutace, tyto mutace jsou zakladem interindividuaini variability jedincl, v jediném
genu je ¢asto mnoho polymorfizmu, jejich kombinace tvofi haplotypy, vyskytuje se v populaci vice nez v 1 %

- SNP = jednonukleotidovy polymorfismus - bialelické
- minisatelitni a mikrosatelitni polymorfismy - multialelické

Germinativni a somaticka mutace

 germinativni mutace - prenaseny na potomstvo (Casto pric¢inou zaniku plodu), u potomka pritomny ve
vSech bunkach, maji vliv na vyvoj druhu, , UspésSnost" germinativni mutace 1:100000

« somatické mutace - vznikaji v somatickych bufikach v prubé&hu Zivota (maligni transformace x zadny
fyziologicky vliv)
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enové 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
— nadorové onemocnéni

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

delece/inzerce = ztrata/zatazeni nukleotidi (— mozny posun ¢teciho rdmce), spise
v intronech



Genove mutace

Srpkovita anemie

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

e autosomalné recesivni

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

e Srpkovité &ervené krvinky mnohem hur prenaseji kyslik. Lidé se srpkovitou anémii
maji proto ve srovnani s obycejnymi lidmi cervenych krvinek vic. (Paradoxne
vyhoda pri nakaze malarii, lepsi sance na preziti)
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Genove mutace

B? thalasemie

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

e autozomalneé recesivni

(A
)

ancestral mutant
DNA -AGT- -ACT-
MRNA -UCA- -UGA-
AA -ser- -STOP
Huntingtonova choroba
* trinukleotidova expanze
ancestral mutant
DNA ..TAC-GTC-... ..TAC- -GTC-...
mRNA ...-AUG-CAG-... ...-AUG-(CAG-CAG-CAG),,-CAG-...
AA ...-met-gln-... ...-met-(gln-gln-gin),y-gln-...
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Genove mutace

Hemofilie
= nedostatek srazeciho faktoru

* snizeni tvorby proteinu

e gonozomalneé recesivni — vazba na X chromozom
* Zena je prenasecka
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Genova mvutace

Cysticka fibroza

43

deleCni mutaci genu produkujiciho
protein CFTR (chloridovy ABC
transportér na bunn. membrané) —
nefunkcni protein

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

autozomalneé recesivni

Normal
CFTR Channel

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

Mutant
CFIR Chgnnel

Outside cell

Chloride ions © 4

O
O



Genova mvutace

Duchennova svalova dystrofie

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

e gonozomalneé recesivni — vazba na X

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

NIRRT

Dystrophin-associated

C-terminus =
Dystrophin



Chromozomoveé mutace - aberace

e neméni strukturu samotnych gend, ale méni strukturu chromozomd.

e daji se pozorovat ve svételném mikroskopu

e mohou byt prekdZkou normalniho prib&hu meidzy a jimi postizené gamety mohou byt sterilni
nebo mohou po splynuti vznikat zivota neschopné zygoty.

Strukturni chromozomové aberace

e nasledkem chromozomovych zlomu, na které navazuje urditd prestavba. Primarni je tedy porucha struktury,
pficemZ puvodni mnoZstvi genetického materidlu mlze - ale nemusi - byt zachovdno. Délime je
na balancované (kdy je zachovano plvodni mnozZstvi genetického materidlu) a nebalancované (kdy ¢ast
genetického materialu chybi ¢i prebyva).

 deficience = ztrata koncové casti chromozomu, oddéleny kousek se rozpadne v cytoplazmé, dochazi ke
7, v o) V4 o] T o) .
ztrate genu, ztrata dulezitych genu vede ke smrti

 delece = ztrata vnitrni ¢asti chromozomu.

e duplikace = zdvojeni nékterych &asti chromozomi

* inverze = prevraceni ¢asti chromozomu o 180°

« translokace = pfesun &asti chromozomu na jiny chromozom, muize vést k vytvoreni nového znaku
 fragmentace = rozpad na malé Casti
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Genomoveé mutace

Numerické chromozomové aberace

O 14 ’ v O
* zpusobeny abnormalnim poctem chromozomu v karyotypu
o . v V4 . v - s \4 s O
* struktura chromozomu je neporusena, patologicky se uplatnuje nestandardni mnozstvi genu

* vznikaji diky chybé& pfi rozchodu chromozomu do dcefinych buné&k b&hem buné&ného déleni (nondisjunkce)
nebo abnormalitami fertilizace Ci Casné embryogeneze

« aneuplodie - numericka odchylka se tyka pouze uréitého chromozomu nebo chromozomd, ne vsak celé sady.
Konkrétni chromozom muze byt bud zndsoben - trisomie (tfi kopie chromozomu), tetrasomie (¢tyfi kopie
chromozomu), nebo naopak ztracen - monosomie (jedna kopie chromozomu), nulisomie (zZadna kopie
chromozomu)

 polyploidie - znasobena je cela chromozomova sada - porucha rozdéleni celych sad nebo oplozeni 2
spermiemi (dispermie), u ¢&lovéka pfichdzi v Uvahu zejména triploidie (3n = 69 chromozomu)
a tetraploidie (4n = 92 chromozomu), vétinou ale:
e téhotenstvi je potraceno
* mola hydatidosa (plod neschopny zZivota, invaze tkani do téla matky)

e porod novorozence s triploidii — velmi ¢asna letalita
46



Genomoveé mutace

Aneuploidie (zména poctu chromozomu v sadé) Short stature
o monosomie
* gonozomalni

Characteristic
facial features

Fold of skin
Constriction

Low hairline

e Turnerdv sy. (45, X0) o e
Widely spaced ? A development
. . nipples - — \\
o trisomie Shortened . ey
s 7 metacarpal IV
* autozomal ni sma B
* Downuv SY. (47, XX/XY + 2 1) finger naks === ovaries

Gonadal streak
(underdeveloped
gonadal
structures)

e Edwardsuv sy. (47, XX/XY + 18)
e Pataulv sy. (47, XX/XY + 13)

e gonozomalni
* KlinefelterGv sy. (47, XXY)
* XXX sy.
¢ XYY sy.

Brown spots (nevi)
No menstruation
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Genomoveé mutace

polymorfizmus = existence nékolika (pfinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichZ nejméné Casta ma
populacni frekvenci alespon 1%

mutace = méné Casta alela ma populacni frekvenci <1%

pozor, existuje ale zna¢na nejednotnost v terminologii — nékdy se mutaci mysli zaména v kddujici oblasti genu a

polymorfizmem zaména v nekodujici, jindy napf. mutaci zaména vedouci k rozvoji patologického fenotypu, polymorfizmem
(zaména bez patologického dusledku)

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

o i BEGE G EuROR N
e I
e HBEQE MG RGN
M T T T T Y N




Klasifikace geneticky podminénych nemoci

* prakticky kazda nemoc (tj. jeji vznik a progrese) je u daného jedince
modifikovdna genetickou vybavou, av$ak s ruznym podilem na findlnim fenotypu

* snad s vyjimkou Urazu, zavaznych intoxikaci a vysoce virulentnich infekci, kde
individualni geneticka konstituce nehraje prakticky zadnou roli

 monogenni hemoci

e jedna kriticka “chyba” (tj. alela) konkrétniho genu je sama o sobé nebo v
homozygotni kombinaci témeér vyhradné zodpovédna za rozvoj nemoci (fenotypu)
nebo prenasecstvi a tedy zvysenému riziku pro potomky

« chromozomalni poruchy

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

- komplexni (poly-, multigenni) nemoci

* geneticka dispozice podminé&na kombinaci alel nékolika genu je vyrazné
manifestovana prostredim a komorbiditami
49



Monogenni nemoci

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

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

je determinovana alelami v jednom lokusu

variantni alela, ktera vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo vzdalené minulosti a je
vétdinou relativné malo ¢astd, nahrazuje pUvodni ,divokou" alelu na jednom nebo obou
chromozomech

maji charakteristicky zpusob pienosu v rodinach
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Monogenni nemoci

choroby détského véku

meéne nez 10% z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1% se objevi po skonceni reprodukcniho
veku

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 znamé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man)
~6000 klinicky vyznamnych fenotypd
Ctyri zakladni typy deédicnosti:

dominantni recesivni
autosomalni | autosomalné dominantni (AD) autosomalné recesivni (AR)

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

* typy prenosu

« autozomalni

* geny na obou autozomech aktivni
« gonozomalni (X-chromozom vazané)

* muzi hemizygotni

* uzen 1 X-chromozom inaktivovan!
« jiné

* imprinting, mozaicizmus, ...

* podle projevu genotypu ve fenotypu
« recesivni
* nemoc jen u mutovaného homozygota
« dominantni

Pe

digree

Vi)

.

—

-

* nemoc stejna u heterozygota a mutovaného homozygota

« neuplné dominantni

5 o

o N )

|:| male [ affected male ’Efdeme-ased male

() lemale @ allected lemale /@' decsased lemale

e odstupnovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota

« kodominantni

* jak normalni tak patologicka alela jsou vyjadreny ve fenotypu

52



Monogenni nemoci - AR

u heterozygotu s 1 mutovanou alelou sta¢i produkt k udrzeni normalni funkce
manifestni onemocnéni u heterozygota je dusledkem:
* haploinsuficience - pro normalni funkci je potreba >50% aktivniho genového produktu

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

» zesileni funkce (“gain-of-function”) - mutaci je posilena prirozena vlastnost proteinu

e ztraty heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH) v somatické bunce - napr. familiarni
predispozice k nddorimv disledku mutaci v supresorovych genech (napf. retinoblastom)

velmi ¢asto enzymové defekty

postizen je mutovany homozygot (popr. sourozenci), heterozygotni rodiCe jsou prenaseci
(asymptomaticti) - riziko 0,50 x 0,50 = 0,25

frekvence pfenaseél nemoci v populaci >>> frekvence nemocnych

nej¢ast&jsi AR nemoci u bélochl je cysticka fibréza (f nemocnych 1/2000, f pfenasecli 1/22)
konsanguinita (pribuzni rodice) a geneticky izolované populace (napr. Askenazi zidé - Tay-
Sachsova choroba )
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Monogenni nemoci - AD

e nemoci jsou dusledkem jak mutaci prendgenych mezi generacemi tak vzniklych nové

* nemoc se projevuje v kazdé generaci - postizeny jedinec ma postizeného rodice (a
prarodice), a to matku nebo otce

* riziko pro potomka 0,50 (pokud by byli oba rodice postizeni pak 0,75, ale to je vzacné)

e familiarni hypercholesterolemie (1/500),

 myotonicka svalova dystrofie (1/1000)
* Huntingtonova chorea (1/3000)
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Monogenni nemoci - X-vazané

 zeny 3 genotypy, muzi pouze 2
e X-vdzané nemoci se manifestuji u v8ech muzl, ktefi zdédili

mutaci, a pouze u homozygotnich zen
* hemofilie A Zygote

 Duchenneova muskularni dystrofie
« Wiskott-AldrichUv syndrom (imunodeficience)

* inaktivace X-chromozomu u zen
- kompenzace davky a exprese X-vdzanych genu
« hypotéza Lyonové (“lyonizace”)
* v somatickych bb. je 1 X inaktivovany a v interfazi se

zobrazuje jako “Barrovo” télisko (viz sporné identifikace
pohlavi)

e proces je ndhodny, muZe se tykat jak otcovského tak
materského X

- dudsledkem je variabilni exprese X-vdzanych genU u
heterozygotek (“manifestujici prenasecka”)

 funkcéni mozaicismus

Random

Early Divisions
@ X-chromosome
l Inactivation
Inactivation
passes to
all cell’s
Descendants

K

Producing a
MOSAIC
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Komplexni nemoci

multifaktorialni, multigenni
roli hraji kombinace uréitych genu a uréitych faktort zevniho prostiedi

Na odhaleni nejobecné&jdich principd genetiky multifaktoridlnich nemoci se na rozdil od genetiky nemoci
mendelistickych v soucasné dobé stale jesté Ceka.

v klinické praxi casto kolisa nazor na vysledky genetickych studii, které se snazi odhalit geneticky podklad
komplexnich nemoci, od neodivodné&ného ocekadvani 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.

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

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

Kazda choroba méa néjaké genetické pozadi, jehoz podil na manifestaci dané choroby je rGzny.
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Komplexni nemoci

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

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

 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
« alergie
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Komplexni nemoci

komplexni onemocnéni jsou charakterizovana:
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neuplnou penetranci patologického fenotypu

*u urC|te casti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve smyslu souboru vicero
genu) se patologlcky fenotyp nerozvine

existenci fenokopii
* patologicky fenotyp muUze byt pfitomen u lidi, ktefi nejsou nosi¢i zminéného genotypu
genetickou heterogenitou (lokusovou a aIeIickou)

. kllnlcky obraz neni specificky, ale mUZe se rozvinout v dusledku zdmén v genech lezicich
na ruznych lokusech (= Iokusova heterogenita), v jednotlivych genech muze byt pritom
vicero mutaci & polymorfizmuG (= alelickd heterogenita)

polygenni dedicnosti
* predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysuje pouze pri simultannim vyskytu
urcitého souboru alel
vysokou populacni frekvenci alel zodpoveédnych za rozvoj patologického fenotypu
* kazda jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni sama o sobé vyrazneé patogenni
spoluplsobenim dalgich mechanizmu pfenosu
* mitochondrialni dédicnost, imprinting



Komplexni nemoci

Obezita - Hypotéza typu , thrifty genotype!™

e \V soucCasné populaci jsou selektovany alely,
které favorizuji prirdstek vahy a skladovani
tukU, aby byl zajistén dostatek Zivin pro ¢astd
obdobi nedostatku potravy.

* Pri konstantné vysoke nabidce potravy a
poklesu fyzické aktivity tato predispozice vede
v rozvinutych zemich k pandemii obezity.
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JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNI NEMOCI

Zavaznost
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Geneticke studie
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Zakladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zacina od strategie vybéru
tzv. kandidatnich genl. Tato otazka je podstatné jednodussi u mendelisticky
dédénych nemoci, kde se zménéena funkce jednoho genu snadnéji identifikuje.

Celogenomové asociacni studie (GWAS=Genome-Wide Association Study)
vyhledavaji polymorfismus jednotlivych nukleotidu nebo b&Zzné genové variace, které

se typicky chovaji jako ukazatelé genovych oblasti s malym efektem u stoupajiciho
rizika nemoci.

Dalsim vyznamnym momentem je vybeér statistické metodologie, ktera zhodnoti silu
asociace genu s chorobami. MoZnosti jsou v zasadé dvé: linkage (vazebnd) analyza
a asociacéni studie. K detekci specifickych genetickych oblasti a genu, které se
ucastni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouzit obé metody.



Geneticke studie

s intermedialnim fenotypem

s klinickou manifestaci nemoci

s klinickou zavaznosti nemoci

s odpovidavosti nemoci na Iécbu

Linkage (vazebna) analyza

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

Asociacni studie
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vySetiuji souvyskyt markeru a nemoci na populaéni Urovni, tj. u nepfibuznych jedincd, obvykle

V4 V4 V4 (o] V7 s V4 7 . [o) .
srovnanim frekvenci markeru u nepribuznych nemocnych a kontrolnich subjektu (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 cytokind pfi
asociaci genetickych polymorfismu v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp).



Klinicka genetika

 zabyva se diagnostikou, lécenim a prevenci genetickych nemoci

 genetické poradenstvi

e vrozené vady - poruchy utvafeni organl, které vznikly v obdobi nitrodé&loZniho Zivota, i poruchy funkéni
(napf. duSevni opozdéni) a poruchy na Uurovni biochemické a molekularni (naprf. vrozené vady
metabolismu).

Skupina Pricina Zastoupeni
Ly , chromozomalni aberace 10 %

Primarne (geneticky)

monogenni dédic¢nost 20 %
Sekundarné (prostredi) |éky, infekce, zareni 5 %

porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni 7 %
Neznamé (multifaktorialni) geny + prostredi 46 %
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Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

e zahrnuje vysetrovaci postupy smeérujici k vyhledavani statisticky
vyznamné odchylky ve strukture nebo funkci, kterd presahuje
hranice fenotypoveé variability

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

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

* ultrazvukovy nalez, ktery zvysuje riziko pritomnosti chromozomalni
aberace (nahromadéni tekutiny v podkozi, nepritomnost nosni
klstky, srde¢ni vada plodu aj.)

e pritomnost chromozomalni aberace v rodiné
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Klinicka genetika

Vysetreni karyotypu plodu

* invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych kIkQ,
kordocentéza

 genetické vySetfeni, presnéji vysetieni cytogenetické (nebot se
vySetruji chromozomy), ovSsem nejedna se o test DNA

* FISH - fluorescecni hybridizace in situ

* vazba denaturované sDNA se specifickou sondou

* AmnioPCR je moderni metoda slouzici ke genetickému
vySetreni plodu.

e porovnani DNA markerG matky i plodu — stanoveni pocletu
jednotlivych chromozomu u plodu.

e vysledek je nasledné potvrzen klasickym cytogenetickym
vysSetrenim

* K dispozici je v soucCasné dobé vysSetreni 21. chromozomu -

amnioPCR, nebo sada vysetfujici chromozomy 13,18, 21, X a Y-
tzv. multiamnioPCR.
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Klinicka genetika

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 dilezité v pfipadé rizika néjaké genetické choroby vdzané na urcité
pohlavi (napr. hemofilie).

Preimplantacni diagnostika

 metodu Casné prenatalni diagnostiky, ktera je vazana na techniky umélého oplodnéni. Za ucelem minimalizace
chyby genetického vysSetreni je tfeba k oplozovani vajicek pouzit metody intracytoplazmatické injekce spermie
* bunky pro genetické vysSetreni jsou odebirany z embrya nejcastéji ve stadiu 8 bunék nebo blastocysty

Postnatalni diagnostika
* napr. trombofilie, cysticka fibréza, ...
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Klinicka genetika

Trombofilie
- vrozeny sklon ke zvySenému srazeni krve
« muZe byt v nékterych pfipadech pro své nositele vyhodnd (omezeni ztrat krve
pri poranéni)
+ pfi¢inou ruznych komplikaci v t&hotenstvi, pfi dlouhodobém znehybnéni nebo pfi
uzivani nékterych Iékt muize zplsobit hlubokou trombdzu ¢&i plicni embolii

- genetické vysetreni u: gravidnich, pred zacatkem uzivani hormonalni
antikoncepce, pred chirurgickym zakrokem

Leidenska mutace — mutace genu pro inhibitor koagulace faktor V - riziko trombembolie ~30
%, genova mutace rs6025 G1691A, R506Q (arg—glin), AD

Hyperhomocysteinemie - mutace enzymu konvertujiciho kyselinu listovou -
metyltetrahydrofolatreduktdza (MTHFR) - projevi pFi nedostatku vitamind B6, B12 a kyseliny
listové, genova mutace rs1801133 C677T, AR

Defekt antitrombinu (FII) - mutace koagulacniho faktoru II zvysujiciho hladinu protrombinu -
riziko trombembolie ~70 - 90 %, genova mutace rs1799963 G20210A
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Klinicka genetika

Cysticka fibroza
- vice nez 30 mutaci, které zpUsobuji toto onemocnéni

ddvody k vySetfeni jsou:
- podezreni na klinické onemocnéni
. pfibuzensky vztah rodi¢d
- opakované potraty
- |écena neplodnost
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Obecny princip molekularniho klonovani
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