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Obsah prednasky
Struktura lidského genomu a cytogenetika

Reakce lidskeho genomu na vlivy prostredi.
Exonové, intronové a promotorové mutace.

Monogenni a polygenni choroby a vztah
multigennich nemoci a prostredi.

Genetické studie a klinickd genetika.



Genetika

brnénsky knéz a stredoskolsky profesor Johann Gregor Mendel
se zabyval kriZenim riznobarevnych odrid hrachu

Genotypové zdakony:
Zdakon o samostatnosti alel

Genotyp je soubor samostatnych gent urlujicich znaky. Kazdy znak je uréen
dvojici samostatnych alel.

Zakon o segregaci alel

Dvojice samostatnych alel se pri zrdni rozchdzeji a do kazdé gamety prechdzi
jedna z obou alel.

Zakon o nezavislé kombinaci alel

Fenotypové zakony

Zdakon o uniformité hybridu

Krizime-li dominantniho homozygota s homozygotem recesivnim, jsou jejich
potomci F1 generace v sledovaném znaku vsichni stejni. Reciprokd krizeni u
jakychkoliv jedinct F1 generace ddvaji shodné vysledky.

Zdkon o $tépeni v potomstvu hybridi

Pri krizeni heterozygotl Ize genotypy a fenotypy vzniklych jedinct vyjadrit
pomérem malych celych Cisel. Vznikd genotypovy a fenotypovy stépny pomér.



Genetika

specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a dédi¢nosti
o klinicka genetika
« zabyva se diagnostikou, IéCenim a prevenci genetickych nemoci (u celé
rodiny!)
* genetické poradenstvi
o lidska genetika
» studuje variabilitu a dédi¢nost u ¢lovéka
o cytogenetika
» studium chromozomd

o molekularni genetika

» studium struktury a funkce jednotlivych gent
o populacni genetika

* studium proménlivosti populaci
o komparativni a evolucni genetika

e mezidruhové srovndni a studium evoluce druht



Genomika

« studuje strukturu a funkci genomt pomoci genetického mapovani, sekvenovdni a
funkéni analyzy gent

* snaZi se o pochopeni veskeré informace obsazené v DNA Zivych organizm
o strukturni genomika = pochopeni struktury genomu

— konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map
genomi prislusnych organizm

— reprezentovala zejména inicidlni fdzi analyzy genomi; koneénym cilem
byla kompletni znalost DNA sekvence (hapr. HUGO projekt)

o bioinformatika = shromaZzd'ovani, analyza a vizualizace biologickych
soubord dat

— vyuZivd metod vypocletni techniky, tvorba databdzi a softward
;o funkéni genomika = studium funkce geni a ostatnich ¢dsti genomu

‘\// by v/ / / . v/ / /

A \Vf — vyuzivd poznatkl strukturni genomiky a snaZi se o pozndni funkce
/’ \/ S . v vs o7 / . .

,/ /,/ genl; velmi ¢asto k tomu vyuZivd modelové organizmy (kvasinka,

nematoda, Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus norvegicus,
Mesocricetus auratus aj.) jako ¢asové a finanéné vyhodnou
alternativu vysSich Zivocichl (zejm. pro moznost studovat mnoho
generaci v relativné krdtkém Case)



DNA

molekula DNA jako takova byla objevena v roce 1869, kdy se svycarskému |ékari
Friedrich Miescherovi podarilo izolovat DNA z leu

1962 obdrzeli spole¢né Francis Crick, James Watson a Maurice Wilkins Nobelovu
cenu za fyziologii a |ékarstvi. Rosalyn Franklin se pro tragické imrti této ceny
nedockala.
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Gen

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

« geny strukturni
« geny pro RNA
« geny regulacni

« exony = funkéni Useky genu, které jsou prepisovany do mRNA a ddle
translantovany pri proteosyntéze

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

Dle jejich obsahu geny délime na:
« jednoduché - obsahuji pouze exony
 slozené - obsahuji i introny

« genové rodiny = sekvencné podobné geny, které vznikly zrejmé duplikaci béhem
evoluce, napr. geny pro (hemo)globiny, imunoglobuliny, ...



ruktura genu a transkripce
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Genova translace
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Geneticky kéd

« urluje poradi aminokyselin v proteinu

o univerzdlni = podobny princip u vétsiny Zivych organizmu
o tripletovy = trojkombinace 4 nukleotidl (A, C, G, T)

o degenerovany = 43 = 64, ale aminokyselin jen 21

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

1. pozice 2. pozice 3. pozice
u Cc A G
UUU Phe [ UCU Ser | UAU Tyr |UGU Cys | U
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |UGC Cys | C
Tyr UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop| A
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Tmp | G
j,tRNﬁ CUU Leu [ CCU Pro | CAU His [CGU Arg | U
C: (: c CUC leu [ 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
/ . p AUC lle ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser | C
U c A anticodon AUG A
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Zdakladni genetické pojmy
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Mitoza a meidza

Mitéza = 2 dcerinné buriky s diploidnim poctem
chromozoml, 1 cyklus DNA replikace ndsleduje
rozdéleni chromozomli a jddra (profdze —
prometafdze — metafdze — anafdze — telofdze)
a ndsl. celé burky (cytokineze)

Meioza = 1 cyklus replikace ndsledovdn 2 cykly
segregace chromozomi a bunééného déleni

1. meiotické (redukéni) déleni - rozdéleni
homologhich chromozomi
vyznamné - odehrdvd se zde meioticky

crossing-over (rekombinace) - zddnd z gamet
neni identickd!
poruchy rozestupu - napr. trisomie

2. meiotické déleni - rozestup sesterskych
chromatid
2 dcerinné bunky s haploidnim poctem
chromozomi

vznik pohlavnich bunék (spermie, vaji¢ko)
dodatecné promichani genetického materidlu
crossing-overem
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Cytogenetika a stanoveni
karyotypu

cytogenetika se zabyva studiem organizace genomu, struktury a funkce
chromozomi u eukaryot

Vysetfeni chromozomil

materidl: b. z periferni krve, plodové vody atd. se kultivuji in vitro (stimulace
mitézy pomoci fytohemaglutininu), zastaveni mitézy za 2-3 dny (pomoci
kolchicinu, kt. zabraruje tvorbé déliciho vireténka)

b. do hypotonického prostredi — barveni — fotografovani

karyotyp = soubor vSech chromozomi v jadre b., zjist'uje se na zdkladé
cytogenetického barveni, kt. vyuZzivd rizné barvitelnosti sekvenci bohatych na AT
pdry a 6C pdry nukleotidl

idiogram = obraz chromozomt v b. uréitého jedince

Karyotyp podle Denverské klasiﬁkac%
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Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO) - James D. Watson - v r. 2001 zverejnéni
prvnich vysledka

gen = konkrétni dsek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo
NA (PRNA, tRNA..). ~ 21 tisic genl (2011)

pseudogen = sekvence DNA, kterd je podobnd genu, ale nedochdzi k jejimu
prepisovdni v RNA (transkripci). ~ 20 tisic pseudogent

genom = soubor vsech genl v jedné burice, genom jaderny a mitochondridlni
(mTDNA)

v jadru diploidni lidské buriky 22 pdrt chromozoml (autozomy) a pdr pohlavnich
chromozomt X/Y (gonozomy) = karyotyp




Lidsky genom

hustota genii na jednotlivych chromozomech dost heterogenni
pouze ~ 10 % kddujici sekvence

~ 75 % se skladd z jedinec¢né (neopakujici se) sekvence
zbytek repetitivni sekvence

Nuclear genome of mammals

3,000Mb~4,000Mb

About About
30 % T0%

DMA related to genes DMNA not related to genes

Single-copy sequence and About

moderately repetitive sequence 40
Pseudogenes — Spacer Moderately-to
About About sequences | highlv-repetitive
3% 27 % SEQUENCE

Tandem | Interspersed
repetitive repetitive
SE(UENCES = Sequences

Amino-acid- . Amino-acid-
coding sequences | non-coding sequences

' Transcription || Introns and Ribo 1
regulatory | untranslated Sl
sequences || sequences | RNA, tRNA



Lidsky genom

Repetitivni sekvence = DNA s vysokym mnozstvim kopii

(@)

(@)

(@)

se podili na formovdni vysSich nukleoproteinovych struktur, jako jsou telomery
hebo centromery

pri chromozomovych prestavbdch, maji vliv na regulaci genové exprese pri
procesu zvaném RNA interference, zajist'uji ochranu koncl linedrnich
chromozomd, Fidi sprdvny pribéh mitotického i meiotického déleni buriky

zfejmé udrzuji strukturu chromozomd, moznd jsou “evolu¢ni” rezervou

rozptylené
DNA transpozony
retrotranspozony

tandemové
mikrosatelity
minisatelity



Lidsky genom

DNA transpozony

napr. ,Sleeping Beauty" - mozné vyuziti pri genové terapii diky
vice specifickym mistim integrace, nez je tomu napf. u
retrovird

jadrem je sekvence kddujici enzym transpondzu, ktery se vdze
k obéma konclm repetitivniho elementu, jeZz jsou tvoreny
invertovanymi repeticemi

invertované konce si tedy mohou ‘'vyménit" retézce a
stabilizovat tak strukturu stopka-klicka, nezbytnou pro
aktivitu transpondzy

transpondza pak vystépi transpozon a liguje takto vzniklé volné
konce chromozomdlni DNA - podobnost u maturace gent pro Ig
(V-D-J rekombinace) a TCR pri vystépeni mezilehlych sekvenci
uvolnény komplex transpozon-transpondza se vdze na specificky
sekvencni motiv jinde v genomu, transpondza stépi hostitelskou
DNA a liguje transpozon na nové misto

transpozon se pohybuje mechanismem vyjmout-vlozit (cut and
paste) a pocet kopii zlistdvd stabilni

Sleeping Beauty- Mediated Gene Therapy
— A Straightforward Procedure —

End
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Lidsky genom

Retrotranspozony

endogenni retrovity - obsahuji na koncich dlouhé repetitivni ¢dsti zvané LTR
(.long terminal repeat™) a jsou pomérné casté, ackoliv v lidském genomu nejsou
zndmy zadné v soucasnosti aktivni

autonomni - LINE (/ong interspersed nuclear elements) velmi hojné v lidském
genomu (21 % celku), nejéastéjsi L-1 obsahuji ve své sekvenci i geny ORF1 a
ORF2, které se Gcastni jejich dalsi replikace

neautomni - SINE (short..) samy nekdduji zddné geny a zneuzivaji pouze urcité
bunécné proteiny (véetné ORF proteint LINE elementl), pouze se prepisuji do
RNA a ndsledné pomoci reverznich transkriptdz zpét na néjaké misto do DNA,
nejcastéjsi jsou Alu-repetice (11 % celku),

N (S
tandemové = za sebou jdouci identické repetice, VNTR Microsael U %] v
- . ni hor "m‘-u;m epeat l g ari'.t.uﬂ'rul er of
mlkr'osa’reh’ry = Opakovanl 1-5 bp s mlgd[RiRp. :J: g ‘.l]lnr'_‘i‘cl{:.i.{:::i{!s
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Lidsky genom

Huntingtonova chorea, fatdlni neurologické onemocnéni s ndstupem v dospélosti,
projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou motoriky. V genu pro
huntingtin je repetitivni sekvence (CAG),, kterd kéduje dsek bilkoviny tvoreny
zbytky glutaminu (polyglutaminovy Usek, polyglutamine tract). Za normdlnich
okolnosti maji lidé méné nez 20 ftrinukleotidi CAG a tedy i glutamint v
huntingtinu, kde tyto tvori duleZzitou doménu pro interakce s jinymi proteiny.
Pokud se vdak mutaci toto mnozstvi zvétsi nad 30 glutamind, protein nepracuje
sprdvné s vyslednym progresivnim odumirdnim neurond v nucleus caudatus.

myotonické dytrofie (svalovd dystrofie se svalovou slabosti provdzenou
paradoxné zvysenym svalovym fonem) se nachdzi patologickd expanze
trinukleotidu CTG v 3 nepreklddané oblasti genu DMPK (dystrophia myotonica
protein kinase). Mutantni mRNA md sama o sobé patogenni potencidl.

expanze trinukleotidovych repetic

autosomdlné dominantni choroby




Lidsky genom

mitDNA

plvod: alfaproteobakterie pohlcena eukaryotickou burikou
mnoho genli béhem evoluce bylo z mtDNA horizontdlné preneseno do bunééného
jadra (geny v jddre kédujici rtzné mitochondridlni proteiny silné pripominaji
bakteridlni proteiny)
~ 16,5 tisice bp
kéduje 37 gendl

o 24 gent pro riznou nekédujici RNA

o 13 gend kéduje vlastni mitochondridlni polypeptidy zapojené v

mitochondridlnich procesech (vyuzivany béhem oxidativni fosforylace)

materndlni dédi¢nost - neni pouhym disledkem nepoméru poctu mitochondrii
lidského oocytu (cca 100 000) a spermie (50-70), ale predpoklada se aktivni
proces, ktery po oplozeni zlikviduje mitochondrie paterndlniho ptivodu



Lidsky genom

mtDNA

« frekvence mutaci je u mitochondrii 10-20x vyssi nez u jaderné DNA

« — heteroplazmie = smisend populace s vice variantami mtDNA, pokud je
heteroplazmickd mutace zdédéna nebo k ni dojde v <casnych fdzich
embryogeneze, normdlni i mutovand varianta jsou ndhodné preddvdny pri
bunééném déleni dcerfinnym burikdm (mitotickd i meiotickd segregace)

« distribuce a zastoupeni mutované mitDNA v jednotlivych orgdnech jsou proto
patrné zdvislé na ¢ase a vzniku mutace a rovnéz na typu postizené bunky
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Lidsky genom

mitDNA

* na zdkladé mtDNA urcena migrace lidstva - .mitochondridlni Eva", kterd Zila ~
pred 140 000 lety v mistech dnesni Etiopie, Keni nebo Tanzanie
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Obsah prednasky
Struktura lidského genomu

Reakce lidského genomu na vlivy prostredi. Exonove,
intronové a promotorové mutace.

Monogenni a polygenni choroby a vztah multigennich
nemoci a prostredi.

Genetické studie a klinickd genetika.



Vliv prostredi na lidsky genom

« Genetickd vybava jedince je zaddna v okamziku zplozeni, ale neni pro dalsi Zivot
koneénd - v prubéhu Zivota se miZe ménit jak pod vlivem Eetnych faktord
epigenetickych (vlivy prostredi), tak pod vlivem dalSich faktori genetickych
(napf. mutacemi somatickych bunék v priabéhu maligni transformace).

« Biologické mutageny:
onkogenni viry: adenoviry, herpes viry, virus
Epsteina-Barrové, Roustiv sarkomdlni virus a
Rauscherlv virus leukémie

* Fyzikalni mutageny:
zdreni (rentgenové, gama, UV - tvorba
thymidinovych dimer)

« Chemické mutageny:
organické, alkylacni  Cinidla  (ATB),
anorganické latky, alkaloidy, kationty
tézkych  kovl,  peroxidy,  dusitany,
aromatické chlorované derivaty, volné
radikdly (O)




Geneticka proménlivost

* je zdrojem individudlni variability (vytvdri se nové kombinace alel):
— segregace alel pri vzniku gamet
— rekombinace pri crossing-overu
— vznik ndhodnych kombinaci alel pri oplozeni

Mutace

 procesy, pri kterych se méni po¢et alel (méni se kvalita a kvantita gen)
« 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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The cheetah is depauperate in genetic variation.
O’ Brien SJ, Wildt DE, Goldman D, Merril CR, Bush M.
« A sample of 55 South African cheetahs (Acinonyx jubatus jubatus) from two

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

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

« polymorfismus - Casta mutace, tyto mutace jsou zdkladem interindividudlni
variability jedincl, v jediném genu je casto mnoho polymorfizmt, jejich
kombinace tvori haplotypy, vyskytuje se v populaci vice nezv1 %

- SNP = jednonukleotidovy polymorfismus - bialelické

- minisatelitni a mikrosatelitni polymorfismy - multialelické

Germinativni a somaticka mutace

« germinativni mutace - prendseny na potomstvo (Casto pricinou zaniku plodu), u
potomka pritomny ve vsech burikdch, maji vliv na vyvoj druhu, . ispésnost"”
germinativni mutace 1:100000

- somatické mutace - vznikaji v somatickych burikach v pribéhu Zivota (maligni
transformace x zadny fyziologicky vliv)



Genové mutace

méni jednotlivé geny (alely), vétsinou jsou indukované

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

v somatickych nebo v pohlavnich burkdch

mutace v regulacnich genech pro mnozeni a diferenciaci — nddorového
onemocnéni

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

delece/inzerce = ztrdta/zarazeni nukleotidli (— mozny posun ¢teciho rdmce),
spise v intronech



Srpkovita anemie

*  missense mutace genu pro hemoglobin na 6. pozici v B-retézci (hydrofadbni
valin misto hydrofilni glutamové kyseliny, tvorba shlukii Hb a tim zména tvaru

ery) —» HbS

« autosomadlné recesivni

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

«  Srpkovité ¢ervené krvinky mnohem har prendseji kyslik. Lidé se srpkovitou anémii
maji proto ve srovndni s obyCejnymi lidmi Cervenych krvinek vic. To jim dava

proti maldrii velkou vyhodu, diky niZ maji lepsi sanci prezit.




Genové mutace

p° thalasemie
nonsense mutace pro Hb - chybnd syntéza jednoho z rFetézci globinu
autosomdlné recesivni

ancestral mutant
DNA -AGT- -ACT-
mRNA -UCA- -UGA-
AA -ser- -STOP




Genové mutace

Huntingtonova choroba
trinukleotidovd expanze

ancestral mutant
DNA ..TAC-GTC-... TAC-(GTC-GTC-GTC),,-GTC-...
mRNA ..~AUG-CAG-... ..~-AUG-(CAG-CAG-CAG),,-CAG-...
AA ..-met-gln-... ..-met-(gln-gln-gln),o-gln-...

Hemofilie A

= nedostatek srdzeciho faktoru VIII
inzerce 3000 bp - snizeni tvorby proteinu
gonosomadlné recesivni - vazba na X chromozom
Zena je prenasecka



Genova mutace

Cysticka fibroza

« dele¢ni mutaci genu produkujiciho
protein CFTR (chloridovy ABC
transportér na bun. membrdné) —
nefunkcni protein

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

« autosomadlné recesivni

Mutant
CFTR Channel

Outside cell

Normal
CFTR Channel
Chloride ions_\ o
ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- | -TA A-CCA-
mRNA -AUC-UUU-GGU- | -AUU-GGU-
AA -ile-phe-gly- -ile-gly-




Genova mutace

’ . Extracellular matrix
Duchennova svalova dystrofie

« . frameshift" mutace = posun
¢ teciho ramce v genu pro protein
dystrofin

« gonosomdlné recesivni - vazba na X
chromozom

Dystrophin-associated
glycoprotein complex

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




Chromozomové mutace - aberace

« neméni strukturu samotnych genii, ale méni strukturu chromozomd.

 daji pozorovat ve svételném mikroskopu

« mohou byt prekdzkou normdlniho pribéhu meiézy a jimi postizené gamety mohou
byt sterilni nebo mohou po splynuti vznikat nezivota schopné zygoty.

Strukturni chromozomové aberace

* ndsledkem chromozomovych zlomi, na které navazuje uréitd pfestavba - primdrni
je tedy porucha struktury

+ délime je na:
o balancované - je zachovdno ptivodni mnoZstvi genetického materidlu
o nebalancované - ¢dst genetického materidlu chybi ¢i prebyva



Chromozomové mutace - aberace

deficience = ztrdata koncové cdsti chromozomu, oddéleny kousek se rozpadne
v cytoplazmé, dochdzi ke ztrdté gend, ztrdta dilezitych gent vede ke smrti

delece = ztrata vnitrni ¢dsti chromozomu.
duplikace = zdvojeni nékterych ¢dsti chromozomd
inverze = prevrdceni ¢dsti chromozomu o 180°
fragmentace = rozpad na malé ¢asti

translokace = presun ¢dsti chromozomu na jiny chromozom, miZe vést
k vytvoreni nového znaku

Relocation of Deletion Loss of

genetic material genetic material

Translocation _

(PSRRI Missing chromosome(s)
7

From another

chromosome

Wild-type sequence

(/}\VAV)\VAVAV/WR\IAVAVAVA\

Extra chromosome(s)

Inversion (mwmv,\wwwww\w@

(/AVI\WW\VAVI\VJ‘\VI\VA\)

(fAV}\VAVJ’\VJ\VAVAVI\VAVAVA\)

QJ\W\\&\V/\VAVMM\V?Q\WV}\VA\) G ain of
Duplication genetic material




Chromozomové mutace - aberace

Philadelphsky chromozom

« chromozomdlni translokace mezi dlouhymi raménky 9. a 22. chrom.
1(9:22)(q34:q11),

* UCML je fdzni gen ABL/BCR exprimovdn jako cytoplazmaticky protein p210, ten
asociuje s cytoskeletdrnim aktinem

«  p210 md silnou tyrozin-kindzovou aktivitu — fosforylace vice nez 50 proteint —
,f‘eno’ryp. zmeény b.:

J proliferacni aktivity (mitogenni dc.)
A adhezivity ke stromatu krvetv. tkané

bBefore Translocation Alter Translocation

a )

4 rezistence k apoptdze Q
nestabilita genomu M a |

BCR BCR
/ 8 ABL

Philadelphia
Chromosome
222
(58]

der 9

ABL




Genomové mutace

Numerické chromozomové aberace

zplsobeny abnormdlnim po¢tem chromozomi v karyotypu

struktura chromozoml je neporudend, patologicky se uplatriuje nestandardni
mnoZstvi genl

vznikaji diky chybé pri rozchodu chromozomi do dcerinych bunék béhem
bunééného déleni (nondisjunkce) nebo abnormalitami fertilizace ¢i Casné
embryogeneze

aneuplodie - numerickd odchylka se tyka pouze urcitého chromozomu nebo
chromozomd, ne viak celé sady

Konkrétni chromozom mize byt bud’ zndsoben - trisomie (2n + 1), tetrasomie (2n
+ 2)

hebo naopak ztracen - monosomie (2n -1), nulisomie (2n - 2)



Genomové mutace

Aneuploidie
* monosomie
o gonosomdlni
— Turnerlv sy. (45, X0)

* tfrisomie

o autosomdlni
— Downiv sy. (47, XX/XY + 21)
— Edwardstv sy. (47, XX/XY + 18)
— Patalv sy. (47, XX/XY + 13)

o gonosomdlni
— Klinefelteriyv sy. (47, XXY)
— super female - triple X sy. (47, XXX)
— super male = Jackoblv sy. (47, XYY)



Genomové mutace

polyploidie - zndsobena je celd chromozomova sada - porucha rozdéleni celych sad
nebo oplozeni spermiemi (dispermie), u Cclovéka prichdzi v dvahu
zejména triploidie (3n = 69 chromozomi) a tetraploidie (4n = 92 chromozomu),
vétsinou ale:

 téhotenstvi je potraceno
 molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno ukonéit potratem)
« porod novorozence s triploidii - velmi ¢asna letalita

Unreduced gamete with
6 chromosomes
Karyotype of Zygote
parent species ff {autopolyploid)

Offspring with
i/ % Meiotic Self \ polyploid
error fertilization d? tzrz;tglge:n'gav

Ty \ ¢ self-fertile
i J \\ e \

2n=6 dn=12

Tetraploid

Unreduced gamete with
6 chromosomes

u rostlin polyploidie Casté: triploidie (bandny), tetraploidie (brambory), hexaploidie ( pSenice), oktoploidie
(jahody) - spojitost mezi rlstem a vnitfnimi hodinami rostlin — hybridni a polyploidni rostliny maji za
denniho svétla snizenou funkci represort transkripce, kt. reguluji aktivitu geni — béhem dne jsou tak
aktivnéjsi geny, jejichZz produkty se Ucastni fotosyntézy a metabolismu Skrobu — diky zvySenému vykonu
fotosyntézy i ukladani skrobu pak hybridni a polyploidni rostliny rostou Iépe



Obsah prednasky
Struktura lidského genomu

Reakce lidského genomu na vlivy prostredi. Exonové,
intronové a promotorové mutace.

Monogenni a polygenni choroby a vztah multigennich
nemoci a prostredi.

Genetické studie a klinickd genetika.



Monogenni nemoci

mendelisticka dédié¢nost

dédi¢ny podklad - velky faktor, tj. je pritomen prakticky u véech nemocnych a
jednd se prokazatelné o faktor pricinny (napr. defekty v dystrofinovém genu u
muskuldrnich dystrofii), k némuz se priddvaji jen jako pridatné dalsi faktory
genetické i faktory zevniho prostredi.

pric¢inou téchto nemoci byvaji predevsim tzv. vzacné alely

je determinovdna alelami v jednom lokusu

variantni alela, kterd vznikla mutaci nékdy v neddvné nebo vzddlené minulosti a je
vétsinou relativné mdlo ¢astd, nahrazuje ptivodni ,divokou" alelu ha jednom nebo
obou chromozomech

maji charakteristicky zplsob prenosu v rodindch



Monogenni nemoci

choroby détského véku

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

¢asto vyrazné patologické

v populaéni studii na 1 milionu Zivé narozenych déti byla incidence vdznych
monogennich chorob odhadnuta na 0,36 %, u 6-8% hospitalizovanych déti se
uvazuje o monogennich chorobdch

doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man)
~ 6000 klinicky vyznamnych fenotypl



Monogenni nemoci

Zdkladni typy dédicnosti:

dominantni recesivni
autosomdlni | autosomadlné dominantni (AD) autosomadlné recesivni (AR)
X-vazany X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)

. ST53G5D

1 2 3 4 7 8

1l




Monogenni nemoci

Typy prenosu
« autozomadlni - geny na obou autozomech aktivni

« gonozomalni (X-chromozom vazané)
o muzi hemizygotni
o uzen 1 X-chromozom inaktivovanl!

« jiné
o imprinting = aktivita uréitého genu regulovana v zdvislosti na fom, od kt. rodice byl
gen zdédén

o mozaicizmus = pFitomnost dvou (nebo vice) bunécnych linii s riznym karyotypem,
pochazejicich z jedné zygoty



Monogenni nemoci

Podle projevu genotypu ve fenotypu

recesivni - nemoc jen u mutovaného homozygota
« dominantni - nemoc stejnd u heterozygota a mutovaného homozygota

* nelplné dominantni - odstupfiovanad tiZze nemoci u heterozygota a mutovaného
homozygota

« kodominantni - jak normdlni tak patologicka alela jsou vyjadreny ve fenotypu



Monogenni nemoci - AD

nemoci jsou dusledkem jak mutaci prendsenych mezi generacemi tak vzniklych
nove

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

riziko pro potomka 0,50 (pokud by byli oba rodi¢e postiZeni pak 0,75, ale to je
vzdché)

familidarni hypercholesterolemie (1/500),
myotonicka svalovd dystrofie (1/1000)
Huntingtonova chorea (1/3000)



Monogenni nemoci - AR

u heterozygoti s 1 mutovanou alelou staéi produkt k udrZeni normdlni funkce
manifestni onemocnéni u heterozygota je disledkem:

haploinsuficience - pro normdlni funkci je potreba >50% aktivniho genového
produktu

dominanté negativniho efektu - syntéza abnormadlniho proteinu, ktery “soutézi” s
normdlnim a ovliviiuje fenotyp

zesileni funkce ("gain-of-function") - mutaci je posilena prirozend vlastnost
proteinu

ztrdty heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH) v somatické burce - napr.
familidrni predispozice k nddorimv dusledku mutaci v supresorovych genech
(napr. 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 prenase¢l nemoci v populaci >»>> frekvence nemocnych

nejéastéjsi AR nemoci u bélochl je cystickd fibréza (f nemocnych 1/2000, f
prenadecl 1/22)

konsanguinita (pribuzni rodice) a geneticky izolované populace (napr. Askenazi
zidé - Tay-Sachsova choroba )



Monogenni hemoci - X-vazané

Zeny 3 genotypy, muzi pouze 2

X-vdzané nemoci se manifestuji u vSech muzl, kteri zdédili mutaci, a pouze u

homozygotnich Zzen
hemofilie A
Duchenneova muskuldrni dystrofie

Wiskott-Aldrichiv syndrom (imunodeficience)

Inaktivace X-chromozomu u zen

kompenzace ddvky a exprese X-vdzanych
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
ndhodny, mlze se tykat jak otcovského tak
materského X a dusledkem je variabilni
exprese X-vdzanych genl u heterozygotek
("manifestujici prenasecka")

funkéni mozaicismus

Early Divisions
O
ST T,

Random

X-chromosome




Komplexni nemoci

multifaktoridlni, multigenni
roli hraji kombinace uréitych gent a uréitych faktort zevniho prostredi

na odhaleni nejobecnéjsich principt genetiky multifaktoridlnich nemoci se na
rozdil od genetiky nemoci mendelistickych v soucasné dobé stadle jesté ceka

v klinické praxi Casto kolisd ndzor na vysledky genetickych studii, které se snazi
odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od neodivodnéného o¢ekdvdni nad
nalezenymi geny velkého Ucinku az po velkou skepsi vzhledem k existenci
genetického podkladu v populaci ¢etnych nemoci ( nad 1%), jako je v kardiologii
napr. esencidlni hypertenze

pokud choroba md prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekdvat podil
genetického podkladu na jeji manifestaci, a tfo i v tom pripadé, Ze neni dosud
dobre definovan nebo dosavadni znalost nepovazujeme za presvedcivou.

své genetické pozadi maji i tak relativné vzddlené proximdlni fenotypy, jako je
napr. kvalita Zivota u nemocnych s chronickym kardiovaskuldrnim onemocnénim

Kazdd choroba md néjaké genetické pozadi, jehoZz podil na manifestaci dané
choroby je ruzny.



Komplexni nemoci

nedplnd penetrance patologického fenotypu

u uréité Cdsti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve smyslu souboru
vicero genll) se patologicky fenotyp nerozvine

existence fenokopii

patologicky fenotyp mize byt pritomen u lidi, kteri nejsou nosi¢i zminéného
genotypu

genetickou heterogenitou (lokusovou a alelickou)

klinicky obraz neni specificky, ale mlZe se rozvinout v disledku zdmén v genech
leZicich na rdznych lokusech (= lokusovd heterogenita), v jednotlivych genech
muZe byt pritom vicero mutaci i polymorfizmi (= alelickd heterogenita)
polygenni dédi¢nosti

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

vysokou populaéni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického fenotypu
kazdd jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni sama o sobé vyrazné
patogenni

spoluplsobenim dalsich mechanizmi prenosu

mitochondridlni dédi¢nost, imprinting



Komplexni choroby

choroby, na jejichz vzniku a progresi se podili
.komplex" genetickych, epigenetickych a
vhéjsich faktord

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

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

— je nutné spoluplisobeni negenetickych
faktorl (prostiedi)
- dieta, fyzicka aktivita, kourent, ...
— ainterakci gentd mezi sebou
nejcastéjsi komplexni nemoci
— diabetes (1. i 2. typu)
— dyslipidemie
— esencidlni hypertenze
— alergie

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

'optimum

fyziologicka populacni variabilita

riziko
polygenni nebo

monogenni
porucha

glukéza (mmol/1)

optimum

normotenze

fyziologickd populaéni variabilita

riziko

polygenni porucha

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populacni variabilita
,/_ ¥ g pop

optimum

normolipidemie

riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni
parucha

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

Obezita - Hypotéza typu ,thrifty genotype"

V sou€asné populaci jsou selektovdny alely, které favorizuji prirGstek vdhy a
skladovani tukd, aby byl zajistén dostatek Zivin pro ¢astd obdobi nedostatku

potravy.
Pri konstantné vysoké nabidce potravy a poklesu fyzické aktivity tato
predispozice vede k pandemii obezity v rozvinutych zemich.

Lidd,



JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNi NEMOCI

Zavaznost




Obsah prednasky
Struktura lidského genomu

Reakce lidského genomu na vlivy prostredi. Exonové,
intronové a promotorové mutace.

Monogenni a polygenni choroby a vztah multigennich
nemoci a prostredi.

Genetické studie a klinickd genetika.



Genetickeé studie

Zdkladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zacind od strategie
vybéru tzv. kandidatnich gent. Tato otdzka je podstatné jednodussi u
mendelisticky dédénych nemoci, kde se zménéna funkce jednoho genu snadnéji
identifikuje.

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

Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie, ktera zhodnoti
silu asociace genll s chorobami. MoZnosti jsou v zdsadé dvé: linkage (vazebnd)
analyza a asociaéni studie. K detekci specifickych genetickych oblasti a gend,
které se (castni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouzit obé metody.



Genetickeé studie

Kandidatni geny

+ s intermedidlnim fenotypem

* s klinickou manifestaci nemoci

* s klinickou zdvaznosti nemoci

« s odpovidavosti nemoci na Ié¢bu

Linkage (vazebnad) analyza
« testuje kosegregaci genového markeru a fenotypu nemoci v rodiné
« marker a nemoc se v dané rodiné maji vzdy vyskytovat spolu.



Genetickeé studie

Asociaéni studie

O O O O O

vysetruji souvyskyt markeru a nemoci na populaéni drovni, tj. u nepribuznych
jedincl, obvykle srovndnim frekvenci markerl u neprfibuznych nemocnhych a
kontrolnich subjektt (studie case-control)

statistickou silu asociace je moZno ddle zvysit obohacenim o dalsi kritéria, jako
napr-.:

klinické subtypy nemoci (studie case-case)

zdvaznost nemoci

¢asny zac¢dtek nemoci

rizikové faktory pro nemoc véetné pohlavi

vhodné biologické znaky (napf. plasmatické hladiny cytokinG pri asociaci
genetickych polymorfismi v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp).



Klinicka genetika

zabyva se diagnostikou, lIéCenim a prevenci genetickych nemoci

genetické poradenstvi

vrozené vady - poruchy utvdreni orgdnl, které vznikly v obdobi nitrodéloZzniho
zivota, i poruchy funkcéni (napr. dusevni opozdéni) a poruchy na drovni
biochemické a molekularni (napr. vrozené vady metabolismu)

Skupina Pricina Zastoupeni
Primarné (geneticky) gggc;gwfezomalm 10 %

monogenni dédi¢nost 20 %
Sekunddrné (prostiedi) Iéky, infekce, zdreni 5 %

porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni 7 %
Nezndmé

(multifaktoridini) geny + prostiedi 46 %



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

« zahrnuje vysetrovaci postupy smérujici Kk
vyhledadvani statisticky vyznamné odchylky ve
strukture nebo funkci, kterd presahuje hranice
fenotypové variability

« umozniuje v zdvaznych pripadech ukonceni
gravidity, u dalSich je mozno v predstihu planovat
optimadlni perinatdlni péci.

Rizikové faktory:

« vek matky v dobé porodu je vyssi jak 35 let nebo
soucet véku rodi¢t nad 70 let

 pozitivni biochemicky screening z krve matky

« ultrazvukovy ndlez, ktery zvysuje riziko
pritomnosti chromozomdlni aberace (nahromadéni
tekutiny v podkoZi, neprfitomnost nosni kustky,
srdecni vada plodu aj.)

« pritomnost chromozomadlni aberace v rodiné
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Vysetreni karyotypu plodu T -

-~ ¥
|

|
T

« invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych AW\ A
klkd, kordocentéza |

« genetické vySetreni, presnéji vysetreni cytogenetické

(nebot’ se vysetruji chromozomy), ovéem nejednd se o |
test DNA

« FISH - fluorescecni hybridizace in situ

U N nu

o vazba denaturované sDNA se specifickou sondou - . e

wuan
TS

*  AmnioPCR je moderni metoda slouZici ke genetickému AR i
Vy§eTF'enf PIOdU. . :I.l':u . nil

o porovndni DNA markerl matky i plodu — stanoveni
poletu jednotlivych chromozomi u plodu.

o vysledek je  ndsledné  potvrzen  klasickym
cytogenetickym vysetrenim

o kdispozici je v sou¢asné dobé vysetreni 21. chromozomu
- amnioPCR, nebo sada vysetrujici chromozomy 13,18, 21,
X a Y- tzv. multiamnioPCR.
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Stanoveni pohlavi plodu >4

volné fetdlni DNA kolujici v krvi matky - -
neinvazivni s presnosti ~98 % : \ 15K %
od 10. tydne téhotenstvi '
DNA plodu z venézni krve matky
z Kklinického hlediska je urcéeni pohlavi plodu dileZité v pripadé rizika néjaké
genetické choroby vdazané na urcité pohlavi (napr. hemofilie)

Preimplantacni diagnostika

metodu Casné prenatdlni diagnostiky, kterd je vdzdna na techniky umélého
oplodnéni, za (celem minimalizace chyby genetického vysetreni je treba
k oplozovdni vajicek pouzit metody intracytoplazmatické injekce spermie

buiky pro genetické vysetreni jsou odebirdny z embrya nejCastéji ve stadiu 8
bunék nebo blastocysty

Postnatdlni diagnostika N -

napr. trombofilie viz predndska ¢.8,
celiakie, cysticka fibroza...
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Celiakie

- celozivotni autoimunitni onemocnéni zplisobené nesndsenlivosti lepku (glutenu)

« lepek méni povrch sliznice tenkého streva, mizi zde mikroklky a klky, povrch
tenkého streva snizuje, s tim se zmensuje jeho schopnost trdveni a
vstrebdvani zivin

priznaky: prijem, plynatost, kieCe, pokles hmotnosti nebo (nava, anémie
z nedostatku Zeleza, zvraceni, snizend chut’ k jidlu, osteopordza, zvysend
kazivost zubd, bolesti kloubt, deprese

« od détstvi, nebo pozdéji - po zatézi (hemoc, téhotenstvi)

« bezlepkova dieta
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Celiakie
Diagnostika
« stanoveni autoprotildtek k tkdnové transglutamindze v krevnim séru

« pri pozitivnim vysledku je indikovdna biopsie sliznice dvandctniku u nemocného,
ktery konzumuje stravu s obsahem lepku

Cileny screening v
« Pro osoby s rizikovymi chorobami e,
« S podezrelymi nebo nespecifickymi symptomy |

« S autoimunnimi chorobami asociovanymi s celiakii (TIDM...)
U pribuznych jedinct s celiakii

GHC GENETICS 1600K¢

* http://medicinman.cz/?p=nemoci-sympt&p_sub=celiakie/f-dg
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Celiakie
AD s nedplnou penetranci

Genetické vysetreni predispozi¢nich HLA alel II. tridy kédujicich heterodimer
DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201 nebo DQA1*02:01/DQB1*02:02) a heterodimer
DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302)

Heterodimer HLA-DQ2 se vyskytuje asi u 95 % pacientl s celiakii (jen ve 20 % u
kontrolnich osob).

Riziko pro jednotlivce spojené s pritomnosti heterodimeru HLA-DQ2 je 50x
zvyseno oproti primérnému riziku v populaci.

Mensina pacientl, kteri jsou HLA-DQ2 negativni, byvaji pozitivni na HLA-DQS8,
Casto jesté ve spojeni s alelou HLA-DRB1*04.

Genetické vysetreni md vysokou negativni prediktivni hodnotu, nepritomnost
predispozi¢nich alel DQ2/DQ8 témér s jistotou (99%) vyluuje diagnézu
celiakie.

Oproti sérologickému vysetreni protilatek vykazuje mensi vyskyt falesné

negativnich vysledki, zejména u déti mladsich 2 let a u pacientl na bezlepkové
diete.
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Cysticka fibréza
« vice nez 30 mutaci, které zplsobuji toto onemocnéni

dlvody k vysetreni jsou:

« podezreni na klinické onemocnéni
 pribuzensky vztah rodi¢i

< opakované potraty

« |é€end neplodnost




