Zaklady genetiky

1. PREDNASKA

Genetika jako védni obor vznikla na pocatku 20. Stoleti, ackoli jeji principy se vyuZivaly zejména
ve formé kfizeni a Slechténi uzitkovych rostlin a domestikaci hospodarskych zvitat jiz daleko drive.
Genetika (z Fectiny gennad = plodim, rodim) je biologicka véda, studujici principy a pric¢iny dédicnosti
a promeénlivosti Zivych organismU a pojem gen oznacuje jednotku dédi¢né informace. Tento nazev vyl
navrzen Williamem Batesonem v roce 1906, ten definoval genetiku jako védu zabyvajici se studiem
kfizeni a Slechténi rostlin. AZ pozdéji se uvaZzovalo o genetice v souvislosti s dédi¢nosti vSech
organismu a nejen rostlin. Za zakladatele genetiky je povaZovan brnénsky mnich Gregor Johann
Mendel. Z historického hlediska genetiku jako védni obor ovlivnily nejvice tyto t¥i velké milniky: 1.
Objev pravidel dédiénosti znakd, 2. Identifikace materialu, ktery je za tuto dédiénost zodpovédny,
3. Uplna analyza dédi¢ného materialu vybranych organismi.

Prvnim milnikem je tedy objev pravidel dédi¢nosti znakd. Ten je pfipisovan ¢eskému pfirodovédci
a moravskému mnichu Gregorovi Johannu Mendelovi (20.7. 1822 — 6.1. 1884) plsobicimu Brné. G.
Mendel studoval dédi¢nost rlznych znak(l u hrachu setého (Pisum sativum) a své experimenty
provadél v ustrani klasterni zahrady. Principem jeho metody bylo systematické kfizeni rostlin, které
vykazovaly rozdilné znaky, napt. nizké rostliny kfizil s vysokymi, a tak pfisel na pravidla a zakonitosti,
kterym dédicnost podléh3 a jak se dédi¢nost znakl projevuje v potomstvu. Své poznatky si peclivé
zapisoval a analyzoval. Jesté za svého Zivota, tedy v 19. stoleti, postuloval existenci dédi¢nych faktort
zodpovédnych za znaky, které studoval. Tyto faktory jsou nyni nazyvany geny.

Pisum sativum, hrach sety patfi do celedi motylokvétych, jedna se o zemédélskou plodinu
existujici v radé variet, které byly kfizeny Uspésné i v minulosti. Za normalnich okolnosti je hrach
samosprasny, takZe jeho jednotlivé odrlidy jsou geneticky Cisté (tvofi Cisté linie). Mendel studoval
nékolik znakd, genl hrachu jako je vyska rostliny, barva kvétu, tvar a barva semene. Objevil, Ze znaky
(geny) existuji v riznych formach (variantach), které dnes nazyvame alely a Ze rostliny hrachu nesou
dvé kopie kazdého genu, které mohou byt stejné nebo rozdilné. BEéhem reprodukce se do kazdé
pohlavni bunky neboli gamety dostava nahodné pouze jedna z téchto kopii. BEhem oplozeni se zase
pocet kopii genl zvySuje na dvé (od kazdého rodice). SniZzeni poctu kopii genl ze dvou na jednu
béhem tvorby gamet a nasledné obnoveni dvou kopii béhem oplozeni je zakladem pravidel
dédicnosti, které Mendel objevil. Své objevy publikoval v Casopisu Pfirodozkumného spolku v Brné
v roce 1866. Clanek nevzbudil Zddnou pozornost, takze se zacal vénovat jinym vyzkumém. V roce
1900 byl jeho ¢lanek o experimentech s hrachem znovuobjeven a prelozen do anglického jazyka de
Vriesem a Corrensem. Od této doby se datuje pocatek védniho oboru — genetika.

Druhym milnikem je objeveni struktury molekuly DNA. AZ v poloviné dvacatého stoleti se védclim
z Cambridge podafilo objasnit molekuldrni strukturu deoxyribonukleové kyseliny. James Watson a
Francis Crick v roce 1953 publikovali préci v ¢asopise Nature. Nukleové kyseliny jsou tvoreny
zakladnimi stavebnimi jednotkami - nukleotidy. Védélo se, Ze nukleotidy jsou spojené mezi sebou
v fetézci a Ze tato spojeni jsou tvofena chemickymi vazbami mezi cukernou a fosfatovou slozkou
dvou vedlejsich nukleotid( a dusikaté baze do této cukr-fosfatové patere nejsou zapojeny. Kazdy
nukleotid se skladd z molekuly cukru (deoxyribéza u DNA a ribéza u RNA), molekuly fosfatu a



dusikaté molekuly — baze (purinové nebo pyrimidinové baze). Celkem se jednd o pét rliznych bazi —
adenin, guanin, thymin, uracil a cytosin. DNA se od RNA lisi nejen typem cukerné slozky
(deoxyribdza/ribdza), ale také sloZzenim nukleotid(. V DNA se vyskytuje adenin (A), thymin (T), cytosin
(C) a guanin (G), v RNA pak adenin (A), uracil (U), cytosin (C) a guanin (G), DNA je vétsinou
dvouvlaknova, RNA je jednovlaknova molekula. Watson a Crick odvodili usporadani nukleotidd uvnit¥
DNA a také to, Ze molekula DNA je dvouvlaknova - sloZena ze dvou fetézc(, které se obtaceji
navzajem okolo sebe jako Sroubovice — odtud nazev dvousroubovice nebo také duplex. Nukleotidy
jsou spojeny slabymi chemickymi interakcemi mezi dvéma bazemi, vidy se paruje adenin a thymin a
cytosin a guanin v pfipadé DNA. V pripadé RNA pak adenin a uracil a opét cytosin a guanin. Baze jsou
linearné razeny za sebou od jednoho konce nukleové kyseliny ke druhému konci a toto poradi bazi
uréuje tzv. sekvenci DNA. Na zakladé znalosti sekvence jednoho retézce mizeme podle pravidel
parovani bazi (A/T a C/G) urdit i sekvenci druhého komplementarniho vlakna DNA. Poradi bazi

v fetézci DNA udava sekvencni podstatu nukleovych kyselin a pravidla parovani bazi urcuji
komplementaritu obou vldken DNA. Molekuly DNA obsahuji az stovky milionG part bazi.

Tretim milnikem genetiky je projekt lidského genomu. Urceni potadi bazi neboli sekvence bazi
v DNA urcitého organismu se nazyva sekvenovani. Soubor vSech molekul DNA organismu se nazyva
genom. Prvni sekvenovany DNA genom byl genom viru ®X174 dokonceny v roce 1977-1978 a jeho
sekvenace trvala nékolik let. Tento projekt byl realizovan Frederickem Sangerem, ktery je autorem
metody sekvenovani, pouzivané dodnes. Projekt lidského genomu (Human Genome Project) byl
celosvétovym usilim o sekvenaci asi 3 miliard bazi, ze kterych je sloZeny lidsky genom a jeho pocatek
se datuje do roku 1990. Projekt byl financovan vladami zapojenych statll — USA, Velké Britanie,
Némecka, Francie a Japonska. V roce 2001 byl projekt zavrSen dvéma rozsahlymi publikacemi.
Podafilo se osekvenovat 2,7 miliardy nukleotidovych par( lidské DNA. Tehdy se predpokladalo, Ze
pocet lidskych gen( je 30 000 — 40 000, nové analyzy upravily pocet gent v lidském genomu na 20
000 - 25 000 (nejnovéjsi studie mluvi o 22 550 genech). Asi 8% lidského genomu z(listalo
neosekvenovano. V rdmci tohoto projektu byly sekvenovany také genomy jinych organizmi zejména
téch, které jsou pouzivany jako modelové organismy v genetice, jedna se napf. o bakterii E. coli, mys
nebo octomilku. Vznika védni obor genomika, zaloZeny na analyze DNA jednotlivych genomd.
Technologie sekvenovani se neustale vyviji a diky robotice a bioinformatice, které nam umoznu;ji
analyzu stdle vétsiho objemu dat, dochazi k vytvareni ohromnych sekvencnich databazi spojeného s
katalogizaci gen( a vznikem genové banky.

DNA reprezentuje geneticky material buriky. Mezi jeho zakladni vlastnosti patfi schopnost
replikovat se (zopakovat se). Dlsledkem je Sifeni genetické informace z materské na dcerinou bunku
v rdmci procesu reprodukce. Tento proces je zaloZzen na komplementarni povaze vldken v rdmci
duplexu DNA, kterd je uréena komplementarnim parovdnim bazi. BEhem replikace dojde samovolné
k rozpleteni vlaken, nasledné syntéze nového vladkna- pfifazenim komplementarnich nukleotidd
prislusnymi enzymy k pavodnimu vlidknu DNA. Z kaZdého jednoho vlakna vznikaji dvé identicka
duplexni vlakna. PGvodnimu vlaknu DNA, které je replikovano, se fika templat nebo templatova DNA.
DNA se replikuje velice presné. Pokud dojde k chybé v replikaci, mluvime o mutaci.

Transkripce je proces, pfi kterém dochazi k prepisu DNA molekuly a vysledkem je RNA molekula
nebo také RNA transkript. Soubor vSech RNA organismu se nazyva transkriptom, pokud se jedna o
kodujici oblasti tak exom (soubor vsech exont). RNA se v bunice vyskytuje v nékolika variantach, mezi



ty nejzakladnéjsi patii mediatorova RNA (messenger RNA) - mRNA, transferova RNA - tRNA a
ribozomalni RNA — rRNA. Kazdda takovda RNA ma jasnou funkci.

Proces, pfi kterém je informace z RNA prekladana do polypeptidového fetézce a nasledné do
proteinu se nazyva translace (preklad) ¢i proteosyntéza. Proteom je pak soubor vsech proteint
v organismu. Lidé maji ve svém proteomu statisice rlznych protein(. Z toho vyplyva, Ze jeden gen
mUze kddovat vice neZ jeden protein. Geny nekdduji jen proteiny, ale kone¢nymi produkty mohou
byt také molekuly RNA neméné vyznamné pro spravné fungovani bunék. Béhem translace jsou
trinukleotidy (vZdy tfi nukleotidy) specificky pfifazovany k aminokyselindm a z téch je syntetizovano
polypeptidové vlakno budouciho proteinu.

Celkem existuje 22 tzv. esencialnich aminokyselin, ze kterych se skladaji bilkoviny. Geneticky kod
je dan 4 rtznymi nukleotidy — A, T, C a G, které tvoii triplety, existuje tedy 4° (tedy 64) riiznych
kombinaci pro tzv. kéddny — triplety nukleotid( a pro 22 rliznych esencialnich aminokyselin. Kazda
aminokyselina je kddovana i nékolika triplety (k6ddny). O genetickém kodu je zndmo, Ze je
univerzalni a degenerovany. Metabolom predstavuje vSechny metabolity pfitomné v daném
organismu.

Posloupnost procesl replikace, transkripce a translace je podstatou tzv. Gstfedniho dogmatu
molekularni biologie a v ramci téchto tfi procesu je zajisténo Sifeni genetické informace (replikace) i
jeji vyjadreni (transkripce a translace). Autorem centralniho dogmatu molekularni biologie je F. Crick.
Informace tedy sméruje z genll sloZzenych z DNA k polypeptidim, sloZzenych z aminokyselin, pres
meziprodukt sloZzeny z RNA. V nékterych pripadech mize byt prvni ¢ast centrdlniho dogmatu
molekuldrni biologie pfevracena a z RNA naopak vznikda DNA. Tento proces se nazyva reverzni
transkripce a je typicky pro nékteré viry (retroviry, napf. virus HIV). Jesté v roce 2003 se véfilo, Ze
98% genetické informace je tvofeno tzv. nekddujici DNA (junk DNA). V roce 2012 se jiz mluvi o 80%
tzv. nekodujici DNA, ktera ma néjaky biochemicky (regulac¢ni) vyznam a mze ovliviiovat rozdilnou
penetranci a expresivitu genu. Epigenetické procesy jsou vyznamnymi Ciniteli ovliviiujicimi prepis
genu, kdy ucinek gent mlze byt utlumen nebo zesilen. Vznika novy védni obor epigenetika studujici
zmény v genomu na Urovni jejich exprese a dostava se tak na Uroven variability fenotypu. Genotyp je
geneticka sestava organismu, fenotyp predstavuje pozorovatelné znaky organismu. Fenotyp je
konecnym viditelnym projevem genotypu.

Mutace predstavuje zménu genetické informace a vznikd na Urovni replikace DNA. DNA mUze byt
néjakym zplsobem poskozena napf. elektromagnetickym zarenim nebo chemickymi latkami
predstavujicimi mutageny. Mutageny jsou biologické, chemické nebo fyzikalni. Vzniklé poskozeni
mUze byt opraveno a opravny proces ¢asto zanechava , jizvy“ ve formé deleci (chybéni) nebo
duplikaci (zdvojeni) ¢asti genetického materialu. Mutantni geny se projevuji odlisSnym fenotypem.
Prikladem mutace je bodova mutace beta globinu (zdména jedné baze zpUsobujici nahrazeni kys.
glutamové za valin v polypeptidovém fetézci), ktery je pri¢inou srpkovité anemie u lidi.

Genetika vyznamné pfrispiva ke studiu evoluce. Mutace se v DNA hromadi po mnoho generaci a
jejich vliv se projevuje v podobé rozdilll mezi organismy. V poloviné 19. stoleti vyslovili Charles
Darwin a Alfred Wallace ndazor, Ze rozmanitost druh vyplivajici z jejich genetického materialu, jim
umoznuje, aby se béhem doby ménily, vyvijeli se. Pfredpokladali existenci spole¢ného predka pro
vsechny formy organism( a jejich pribuznost. Historické vztahy mezi organismy na zékladé analyzy
podobnosti jejich genom( zkouma védni obor fylogenetika. Vztahy jsou znazornovany pomoci



fylogenetickych strom(. Pojem fylogeneze znamena kmenovy plivod. Konstrukce fylogeneticky
stromU je dnes dulleZitou soucasti studia evoluce a pro jejich tvorbu se dnes vyznamné vyuzivaji
sekvencni data z genomovych projektd v kombinaci se ziskanymi anatomickymi udaji.

Urovné geneticky analyzy mZeme rozdélit na klasickou genetiku, molekularni genetiku a
genetiku populaci. Klasickd genetika se tyka obdobi pred objevenim struktury DNA a analyzuje
vysledky kfiZeni. Je to genetika pfenosu genl. Molekuldrni genetika byla odstartovana objevem
struktury molekuly DNA, objasnénim procesl replikace, exprese a mutace, které jsou studovany na
molekuldrni Urovni, na Urovni sekvenci. K tomu pfistupuji jesté genové manipulace , kdy mohou byt
geny nebo jejich ¢asti vystépeny a vloZzeny do jiné molekuly DNA za vzniku rekombinantnich molekul.
Ty se mohou replikovat in vitro za specifickych podminek a tim je konkrétni gen namnozen
v miligramovych mnoZstvich. Genetika populaci se zabyva cetnosti specifickych alel v populaci a
zménou jejich ¢etnosti v ¢ase, uddvajici vyvoj populace. Uréeni genetické variability v populaci je
zakladem studia biologické evoluce.

Genetika v zemédélstvi se zaméruje na zlepSovani plodin a dobytka vybérovym Slechténim a
pfinasi nové zdomacnélé rostlinné i zivocisné druhy. Prikladem jsou druhy skotu a kukufice. Selektivni
Slechtitelské programy se v zemédélstvi bézné vyuzivaji stale a od 80. let byly klasické ptistupy
nahrazeny pfistupy molekularni genetiky. Vznikaji tzv. GMO (geneticky modifikované organismy)
organismy procesem umélé zmény genomu plvodniho organismu. Napf. Bt-kukurice nese gen
z bakterie Bacillus thuringiensis, ktery kdduje protein toxicky pro mnoho druhd hmyzu. Linie kukutice
nesouci gen pro Bt-toxin, jsou odolné vici napadeni zavije¢em kukuficnym, hmyzim Skddcem, ktery
v minulosti zplsoboval ohromné Skody. Rostliny Bt-kukufice si vytvareji svdj vlastni isekticid. Vyvoj
GMO vyvolava ve svété rozporné reakce a nékteré zemé odmitaji péstovat Bt-kukufici. Obavy vznikaji
z konzumace GMO potravin a také z mozZnosti, Ze Bt-kukufice mGzZe usmrcovat neskodné druhy
hmyzu — motyld a véel. Tato problematika je feSena na vice Urovnich — ekologické, politické i etické.
Vliv genetickych manipulaci a jeho dasledky, kdy jsou zvifata chovana zejména pro hospodarsky zisk,
jsou zndma viz www.otevrioci.cz.

Genetika v l1ékarstvi se tykd zejména onemocnéni zpisobenych mutantnimi geny. V roce 1909 sir
Archibald Garrod, britsky |ékar a biochemik, vydava knihu nazvanou Vrozené poruchy metabolismu a
ukazuje v ni, jak vysledovat spojeni mezi metabolickymi poruchami a a mutantnimi alelami. Lékarska
genetika zaznamenala obrovsky pokrok vzhledem k rozvijeni novych diagnostickych pristup(, které
jsou stale presnéjsi a cilenéjsi. Tento pokrok Uzce souvisi s rozvijenim molekuldrni biologie jako
takové. Nejcastéjsi vrozené vyvojové vady, metabolickd onemocnéni nebo vzdcna onemocnéni jsou
jiz béZné diagnostikovana v rdmci preimplantacniho, prenatalniho nebo postnatalniho screeningu.

V ramci postnatalniho vySetfeni novorozenct je v ¢eské republice sledovano 13 geneticky
podminénych onemocnéni. Dalsi vekou kapitolou je nadorova genetika sledujici predispozice pro
rtzné malignity nebo v pfipadé onemocnéni jeho progresivitu a moznost vhodné cilené lé¢by. Lidska
genova terapie je dalSim prostfedkem vyuzivajicim k 1é¢bé nemoci molekularné-genetické
technologie, ktera prinasi nejen dalsi mozné vyhody, ale i rizika v oblasti mediciny.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. originalu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 1
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Otazky:

Jaké byly Mendelovy klicové ndzory na dédi¢nost?

DNA i RNA se sklada z nukleotidt. Jaké molekuly se spojuji k vytvoreni nukleotidu?

Jaky je rozdil mezi DNA a RNA molekulou?

Co jeto exom?

Sekvence vldkna DNA je ATTGCCTC. Pokud toto vldkno bude slouzZit jako templat pro syntézu DNA,
jakd pak bude sekvence nové syntetizovaného vldkna?

Gen obsahuje 141 koddén. Kolik nukleotidd je pfitomno v jeho kédujici sekvenci? Kolik aminokyselin
Ize ocekdvat v polypeptidu kédovaném timto genem?

2. PREDNASKA
Zakladni prinicipy mendelovské dédicnosti

Gregor Johann Mendel (20. 7. 1822 Hyncice — 6. 1. 1884 Brno) Zil v poloviné devatenactého
stoleti. Jeho rodice byli chudi rolnici na moravském venkové. Ve 21 letech opustil domov a vstoupil
do katolické cirkve (fad augustiniant) v Brné. V roce 1874 byl vysvécen na knéze a pfijal fadové
jméno Gregor. V Brné vyucoval na vyssi Skole a snavstévoval také univerzitu ve Vidni. Po navratu
z Vidné pokracuje jako ucitel a zacind se svymi pokusy, které ho nakonec proslavily.Experimenty
provadél s mnoha druhy zahradnich rostlin a experimentoval i se véelami. Nejvétsiho uspéchu dosahl

pokusy s hrachem, které ukoncil v roce 1864.

V roce 1865 prednesl| vysledky svého badani pfed mistni Pfirodozkumnym spolkem a v roce
1866 je publikuje v rocence spolku. Jeho prace z(stava zcela nepovsimnuta. V roce 1900 ji
znovuobjevuji tfi botanikové — Hugo de Vries v Holandsku, Carl Correns v Némecku a Eric von
Tschermak-Seysenegg v Rakousku, kdyZ hledaji ve védecké literature Udaje podporujici jejich teorie
dédic¢nosti a zjistuji, Ze Mendel tedy uskutecénil podrobnou a peclivou analyzu jiz pred 35 lety.
Mendlovy zdkony byly rychle pftijaty diky propagacnimu Usili britského biologa Williama Batesona,
ktery jeho praci nechal prelozit do anglického jazyka.

MendlGv Uspéch vyplyval z vyborné zvoleného materialu, ktery si vybral ke svym pokustim.
Hrach sety (Pisum sativum),dvoujdéloZzna samosprasna rostlina, se snadno péstuje v pokusné
zahradé nebo ve skleniku. Diky samosprasnosti je vysoce imbridni s malou nebo Zadnou variabilitou
prendsenou z generace na generaci. Variety hrachu jsou uniformni, ¢isté. Tyto variety se liSily
v urcitych znacich — parovych znacich (vysoké/zakrslé rostliny, zelend/ zZluta semena apod.). Mendel
vyuZzil parové znaky a vysvétlil na nich pravidla dédicnosti. Vysledky svych pokusu si peclivé
zaznamenaval.

Monohybridni kfiZzeni a princip dominance a princip segregace.

Béhem experimentll Mendel uméle k¥iZil vysoké a nizké rostliny. Hybridni semena, ktera
vznikla z tohoto ktiZeni, byla vyseta a vyrostly z nich pouze vysoké rostliny bez ohledu na smér kfizeni
(vysoké otcovské a nizké materské nebo vysoké materské a nizké otcovské). Znak pro nizké rostliny
jakoby zmizel v potomstvu kfizeni. Mendel déle zkoumal potomstvo téchto hybridi (celkem 1064
rostlin) po samooplozeni a v potomstvu se objevily jak vysoké, tak i nizké rostliny v poméru 787
vysokych : 277 nizkym. Pfekvapivé vzniky znovu nizké rostliny. Na zakladé toho Mendel pojmenoval



skryty faktor jako recesivni a projeveny faktor jako dominantni. V ramci tohoto monohybridniho
kfizeni objasnil princip dominance a princip segregace. Odvodil také, Ze se tyto dominantni a
recesivni faktory pfi reprodukci hybridnich rostlin od sebe oddéluji a mlze se tak objevit znak pro
nizké rostliny v dalsi generaci. Mendel otestoval podobné dalSich Sest znak(l (celkem testoval u
hrachu 7 znaku), tvar semen, zbarveni semen, tvar lusk(, zbarveni luskd, zbarveni kvétd a postaveni
kvét(. Tyto pokusy se nazyvaji monohybridni kfiZzeni a to proto, Ze je sledovan pouze jeden znak.
Mendel pozoroval, Ze se z dvojice parovych znakl objevil u hybridl pouze jeden a Ze po
samooplozeni téchto hybridd vznikaji dva typy potomk( v uréitém poméru 3:1. Zkoumané faktory se
nyni nazyvaji geny. Tento termin zavedl Slechtitel Wilhelm Johannsen v roce 1909. Dominantni a
recesivni formy genu se nazyvaji alely. Opakujici se ¢iselné vztahy napovédély, Ze geny se vyskytuji
v parech.

Mendel predpokladal, Ze kazda z rodicovskych variet, kterou pouZzil pro pokusy, nese dvé
identické kopie genu, jsou tedy diploidni a homozygotni. Ty se béhem reprodukce a tvorby gamet
rozchazeji a redukuji na jednu. Gamety obsahuji pouze jednu kopii genu, jsou haploidni. Diploidni
pocet genll se obnovi pfi spojeni samci a samici pohlavni buriky a vznika diploidni zygota. Pokud
spermie a vajicko pochdzeji z geneticky odlisSnych rostlin, hybridni zygota zdédi odlisné alely, jednu od
matky a druhou od otce a potomek je heterozygotni. Mendel pouZil k popisu pfedpokladanych
faktor(i symboly, které jasné a strucné popisuji dédiéné fenomény. Alely pro recesivni znaky se
oznacuji malym pismenem a alely pro dominantni znaky velkym pismenem. Pismeno, které se vybird
pro oznaceni genu je obvykle odvozeno od slova popisujiciho tento recesivni znak (zakrslé rostliny —
angl. dwarf - oznaceni recesivniho genu d a dominantniho D). Nizka varieta je dd a vysoka varieta
DD. Sestavu alel jednotlivych variet oznacujeme jako genotyp. Vzhled kazdé z variet (vysoky nebo
nizky vzrlst) jako fenotyp.

Rodicovské variety se oznacuji jako P (parentdlni), jejich potomstvo pak jako prvni filidlni
generace F1, druha filidIni generace F2. V pfipadé vzristu kfizeni rodicovskych rostlin DD x dd je
genotyp F1 generace pouze jeden heterozygotni (Dd) pro alely zodpovédné za vysku rosliny (F1
generace vykazuje uniformni genotyp i fenotyp). BEéhem meidzy tvofi rostliny F1 dva typy gamet D a
d ve stejném pomeéru tzn. segreguji se béhem tvorby gamet. Po samooplozeni F1 generace vznikaji
v F2 generaci 4 typy zygot DD, dD, Dd a dd. Z divod( dominance budou mit tfi z téchto genotypl
stejny fenotyp a rostliny budou vysoké a nizké v poméru 3:1. Genotypovy pomér bude 1 (DD): 2 (Dd) :
1 (dd). Samooplozenim rostlin F2 generace vznikla generace F3, potomstvo nizkych rostlin bylo pouze
nizké, potomstvo vysokych rostlin bylo dvoji, 1/3 z nich dala vznik pouze vysokym rostlin a 2/3 byly
smési vysokych i nizkych potomkd. Tretina téchto vysokych potomkd, ktera nesegregovala, byly
rostliny homozygotni DD.

Na zakladé monohybridniho kfizeni postuloval Mendel dva principy. 1. Princip dominance
fika, Ze u heterozygota muze jedna alela prekryt pfitomnost druhé alely. Nékteré alely se fenotypové
projevi, i kdyZ jsou v jedné kopii. 2. Princip segregace rika, Ze u heterozygota se dvé alely v prlibéhu
tvorby gamet od sebe oddéluji, segreguji se. Alela se spolehlivé pfendsi do dalsi generace, i kdyZ byla
u heterozygota pfitomna s jinou alelou. Biologickou podstatou tohoto déje je parovani a nasledna
separace homolognich chromozému béhem meidzy.

Dihybridni kfiZzeni a princip nezavislé kombinace.



Medel ktiZil rostliny, které se liSily ve dvou znacich, jednalo se o zv. dvoufaktorové nebo
dihybridni kfiZeni. KFiZil rostliny se Zlutymi a kulatymi semeny s rostlinami se zelenymi a hranatymi
semeny a chtél zjistit, zda se dva znaky semen, barva a tvar, dédi nezavisle na sobé. Vsechna semena
F1 byla Zlutd a kulatd, alely pro tyto znaky byly dominantni. Po samooplozeni F1 generace vznikla F2
generace se Ctyfmi fenotypovymi tfidami (vznikly vSechny mozné kombinace zbarveni a tvaru semen)
Zlutd a kulata, zelena a kulata, Zluta a hranatd, zelena a hranata v poméru 9:3:3:1. Kazdy znak byl
tedy podminén jinym genem segregujicim dvé alely a tyto geny se dédi nezdvisle. Vysledek této
analyzy je zaloZen na dvou predpokladech: 1) u kazdého genu dochazi k segregaci alel, 2)ze tyto
segregace jsou na sobé nezavislé. Mendel postulovat tfeti princip — princip nezavislé kombinace.
Alely rliznych genl se segreguji, nebo jak také rikdme, kombinuji se nezavisle na sobé. Tento princip
je dalsim pravidlem genetického prenosu, zaloZzeného na chovani rGznych pard chromozémud béhem
meiodzy.

Metoda Punnetovy tabulky

Pouzivame je pro monohybridni a dihybridni kfizeni, kdy sledujeme jeden nebo dva geny. Pro
vice genl jsou tyto tabulky nevhodné, nepfehledné. V ramci tabulky mizeme zapsat vSechny gamety
a kombinovat je systematicky mezi sebou a vytvofit tak soubor vSech genotypll a zygot. Potom
muiZeme pouZit princip dominance a pfiradit k nim prislusné fenotypy. Odhadneme tak vysledky
kFiZzeni pro generaci F2.

Metoda vétveni

Predstavuje jiny zpUsob predpovédi vysledka. V diagramu rozvétvujicich se linii pfifazujeme
k sobé fenotypy jednotlivych gen(l. Tato metoda je vhodna pro trihybridni a vice hybridni kfizeni.
Napfr. kfizeni DdGgWw x DdGgWw muizeme rozdélit na tfi mnohybridni kfizeni Dd x Dd, Gg x Gg a Ww
x Ww, protoze uvedené geny se kombinuji nezavisle. U kazdého genu ocekdvame fenotypovy pomér
3:1. Pouzijeme-li metodu vétveni, mizeme tyto jednotlivé poméry kombinovat do celkového
fenotypového poméru potomstva kfizeni. Tuto metodu Ize pouZit k analyze vysledk kiizeni mezi
vicenasobné heterozygotnimi jedinci a vicenasobné homozygotnimi jedinci. Jiny nazev pro toto
kfizeni je testovaci kfizeni.

Metoda pravdépodobnosti

Alternativni a rychlejsi metoda oproti Punnetové tabulce a metodé vétveni je zaloZena na
principu pravdépodobnosti. Jestlize se ktiZi dva jedinci heterozygoti Aa x Aa pravdépodobnost, Ze
zygota bude AA, se rovna pravdépodobnosti, Ze kazda ze zucastnénych gamet obsahuje jednu alelu
A, tedy % x % =%. Pravdépodobnost vzniku homozygota aa je také %. Pravdépodobnost vzniku
heterozygota Aaje % + % = %. Rozdéleni pravdépodobnosti vzniku genotypu po kfizeni Aa x Aa je
% (AA): % (AQ): % (aa). % potomkl budou mit dominantni fenotyp a % potomkd recesivni fenotyp. Pro
4 rGzné nezavisle se kombinujici geny bude homozygotni pro vsechny recesivnialely %ax % x % x % =
1/256 apod.

Vysledky kfizeni Ize predpovédét systematickym spocitanim genotypl v Punnetové tabulce.
Pokud se ktizeni tyka vice nez dvou gen, pouZiva se k pfedpovédi vysledkll metoda vétveni nebo
metoda pravdépodobnosti.



Testovani genetickych hypotéz

Test chi-kvadrat je jednoducha metoda, pomoci niz Ize stanovit, zda se predpovéd podle
genetické hypotézy shoduje s Udaji ziskanymi z experimentu. Dobfe formulovana védecka predstava
se nazyva hypotéza. Udaje ziskané z pozorovani nebo z pokus(i umozriujici védctim testovat
hypotézy — tj. rozhodnout, zda pfislusnd hypotéza ma byt pfijata nebo zamitnuta. Test chi-kvadrat se
vypocita jako S (PP — OP) /OP, kde PP je pozorovany pocet a OP ocekavany pocet. Kritickd hodnota
je bod, ktery uréuje, kdy je jiz nepravdépodobné, Zze neshoda mezi pozorovanymi a ocekavanymi
pocty je zplsobena ndahodné. Ke kazdé statistice chi-kvadrat je pfidruzeno cislo stupné volnosti, které
se rovna poctu trid udaji minus jedna.

Genova vazba Vazba/rekombinace/crossing over

Genova vazba je dana fyzickym vztahem mezi geny vyskytujicimi se na témze chromozému
(tyto geny jsou vétsinou dédény spolecné). Vazba genu se projevi jako odchylka od Mendelova
principu nezavislé kombinace. Cestnost kombinace je pak métitkem intenzity genové vazby.
Rekombinace je zplsobena fyzickou vyménou mezi sparovanymi homologickymi chromozémy na
zacCatku profaze |. meiotického déleni poté, kdy doslo k replikaci chromozédmU. Rekombinace je
zpUsobena procesem oznacovanym crossing-over, coZ je proces vymény pouze mezi dvéma ze Ctyr
chromatid v meiotické tetradé. Na konci profaze | jsou vymeény mezi chromatidami viditelné jako
chiazmata. Pocatek crossing-overu probihd v zygotene, vlastni crossing-over je viditelny v pachytene
a jeho ukonceni probihd v diplotene.

Chromozomové mapy, chromozom obsahuje vazebnou skupinu gen(i — geny v témZe lokusu
jsou spolu vazany — vazba gen(. Zaklady studia chromozdml, vychazejici z kombinace genetickych a
cytologickych vyzkum, polozil Thomas Hunt Morgan (1866—1945), kdyZ prokazal, Ze gen pro bilé oci
u drozofily je lokalizovan na chromozému X. Brzy poté Morganovi studenti odhalili dal$i geny vazané
na chromozém X a posléze lokalizovali tyto geny do chromozémové mapy. Mapu tvofila pfimka a
kazdy gen byl na ni umistén v urcitém bodé, ¢i lokusu. Struktura mapy vedla k zavéru, ze
choromozdm je jednoduse linearnim usporadanim gen(. Postup mapovani genli vymyslel Alfred H.
Sturtevant, ktery zalozZil svou metodu mapovani na principu, Ze geny na témZe chromozomu by se
mély dédit spolecné.

Chromozémova teorie dédicnosti fika, Ze geny jsou vidy uloZzeny na chromosomu linedrné za
sebou a geny jednoho chromosomu tvoti vazebnou skupinu. Pocet vazebnych skupin organismu je
shodny s poétem part homolognich chromosomu pfislusného organismu. Mezi geny homologického
paru chromosomu muZze prostfednictvim crossing-overu probihat genova vyména. Frekvence
crossing-overu je pfimo Umérna vzdalenosti gen(.

Mendelovy principy v genetice ¢lovéka se zacaly uplatfiovat v roce 1900. Z genetického
hlediska ¢lovék neni moc vhodny geneticky materidl — neni mozné provadét zamérné kfizeni,
nemnotZi se rychle, ma omezeny pocet potomkd, nelze zjistit Stépné pomeéry, nemizeme ho zkoumat
v regulovaném prostiedi, je nositelem mnoha skrytych variant (genom je sloZen z tisicli gena).

Z tohoto dlvodu se humanni genetika soustfeduje zejména na dédicna onemocnéni a vyznamné



odchylky s fenotypovym projevem. Jen vzacnych dédi¢nych onemocnéni je popsano vice nez 8000.
Jedna se multisystémovd onemocnéni s velmi nizkym vyskytem (prevalenci) v populaci, kterd maji
dopad na kvalitu Zivota a socidlni zaclenéni pacienta, popf. ohroZuji jeho Zivot. Za vzacné onemocnéni
je povaZovano takové onemocnéni, u néjz je vyskyt 1 jedinec na 2000 jedincd.

V humanni genetice jsou popisovany dominantni znaky (napf. achondroplazie,
brachydaktylie, vrozena Seroslepost, Ehler- Danloslv syndrom, Huntingtonova choroba, Marfan(v
syndrom, neurofibromatdza, PTC — vnimani chuti fenyltiokarbamidu, vlasova linie nad ¢elem do
Spicky, vinité vlasy) a z toho plynouci dominantni dédi¢na onemocnéni, ale i onemocnéni s recesivnim
typem dédicnosti, ktera jsou zplsobena recesivnimi znaky (napf. albinizmus, alkaptonurie, ataxia
telangienctasia, cysticka fibréza, Duchennova svalova dystrofie, galaktosémie, porucha ukladani
glykogenu, fenylketonurie, srpkovitd anémie, Tay-Sachsova choroba. Pro grafické znazornéni
dédicnosti se uzivaji rodokmeny, které graficky znazornuji vztahy mezi ¢leny rodiny. Pro vytvareni
rodokmen se uZivaji specifické symbolické znacky.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. origindlu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 3

Otazky:

Vysvétlete pojem dominantni a recesivni znak?
Co fikd chromozémova teorie dédi¢nosti?

Jak se vypocita statistika chi-kvadrat?

Co je to crossing-over?

3. PREDNASKA

V roce 1902 britsky biolog William Bateson preloZil Mendel(v text do anglického jazyka a
pfidal k nému kratké vysvétleni s nazvem ,,Mendelizmus — principy dominance, segregace a nezavislé
kombinace”. V roce 1909 vydal Mendelovy principy dédi¢nosti shrnujici vysledky pokusnych kfizeni u
mnoha riznych druhd rostlin i Zivocicht (hrach, fazol, slunecnice, bavlnik, pSenice, je¢men, rajce,
kukufice, skot, ovce, kocky, mysi, kralici, morcata, kurata, kanafi, motyli atd.). Geny nazyval
»jednotkové znaky” (unit-character®), protoze se slovo gen jesté nepouzivalo. V predmluvé ke své
knize Bateson zdUraznil: ,,Studium dédi¢nosti se proto stava organizovanym odvétvim fyziologickych
véd, jiz bohatym na vysledky a v o¢ekavanich nemajicim sobé rovna.”

Alelové varianty a funkce genl

Mendel svymi experimenty prokazal, Ze geny mohou existovat v rGznych formach, kdy pro
kazdy studovany znak identifikoval dvé alely. To vedlo k ponékud zjednodusenému chapani alel —
dominantni alely a recesivni alely, kdy jakoby jedna nedéla nic (recesivni) a druha vse (dominantni)
pro vysledny fenotyp. Vyzkum na pocatku 20. stoleti prokazal, Ze geny mohou existovat ve vice nez
dvou alelovych formach.

Nelplnd dominance a kodominance

Dominantni alela ma stejny fenotypovy ucinek v homozygotnim i heterozygotnim stavu.
Vyrabi tedy dva fenotypové nerozlisitelné, ale genotypové rozdilné jedince. Pojem netplna



(¢astecna) dominance znamena, Ze heterozygot vykazuje odlisny fenotyp od obou homozygotnich
fenotypl. Prikladem muZe byt barva kvétl hlediku vétsiho (Antirrhinum majus). Bilé (ww) a ¢ervené
(WW) variety jsou homozygotni pro rizné alely genu urcujici barvu kvétu, v pfipadé heterozygota
(Ww) vznikne rGzova varieta. Alela pro ¢ervenou barvu (W) je nelplné dominantni nad alelou pro
bilou barvu kvétu (w). Intenzita zbarveni je pravdépodobné dana mnozstvim produktu, ktery kéduje
gen pro zbarveni kvétu a homozygoti WW obsahuji dvakrat vice produktu (barvy) nez homozygoti
ww. Nelplné dominantni alela se nékdy oznacuje jako semidominantni (z lat. polodominantni).

Pokud heterozygot vykazuje fenotypové znaky obou odpovidajicich homozygot(i, mluvime o
kodominanci. Kodominance znamena nezavislé fungovani alel a v tomto pfipadé zadna alela neni
dominantni nad jinou a to ani neldplné dominantni. Pfikladem muze byt dédi¢nost krevnich skupin a
detekce antigent M a N u krevnich bunék pomoci aglutinaéniho testu se specifickymi antiséry.
Kodominantni alely nerozliSujeme velkymi a malymi pismeny jako u dominantnich a recesivnich alel,
ale hornim indexem u symbolu genu. Pfikladem kodominance je také geneticky vdzané onemocnéni
srpkovitd anémie (na Urovni syntézy hemoglobinu jsou normalni i defektni alela exprimovany jako
kodominantni, na drovni fyziologické funkce je normaini alela nedplné dominantni a abnormalni alela
neuplné recesivni, na klinické Urovni se srpkovitd anemie chova jako recesivni znak.

Alelové série

PGvodni mendelovska predstava, podle niZ geny neexistuji ve vice nez dvou alelovych
variantach, musela byt modifikovdna poté, co byly nalezeny geny s vice alelami (3 a vice). Klasickym
prikladem alelové série je gen pro barvu srsti u kralikd. Gen je oznaovan malym pismenem c
(colorless = albin) a ma celkem &ty¥i alely: ¢ (albino, albin), ¢ (himalayan, himalajsky), ¢ (chinchilla,
gincila), ¢* (standardni). V homozygotnim stavu mé kaZzdd z alel sv(jj charakteristicky fenotypovy
projev (4 barvy krélika). Vétsina krélik( v pfirodnich populacich je homozygotni pro alelu c’, tato alela
se oznacuje jako standardni, anglicky wild type (divoky typ). Standardni alely se v genetice znaci
hornim indexem + za pismenem popisujicim gen. Dalsi alely genu c jsou mutantni, tedy pozménéné
formy standardni alely, které vznikly béhem evoluce kralika. Mutantni alely jsou popsany hornim
indexem u normalni alely. Geny se vétSinou oznacuji podle ndzvu mutované alely, podle té s nejvice
abnormalnim fenotypem, v tomto ptipadé je to pismeno c (bezbarvy ang. colorless neboli albin) a
vétSina mutovanych alel je recesivni. Nékdy je mutovana alela dominantni a gen je pojmenovan
podle odpovidajiciho fenotypu, napf. gen pro délku mysiho ocasu, kdy heterozygoti maji zkraceny
ocas.

Jinym pfrikladem alelové série je dédi¢nost krevnich skupin u ¢lovéka systém A, B, AB a 0.
Pokud se na povrchu bunék vyskytuje antigen A, jedna se o krevni skupinu A, pokud je pfitomen
antigen B, jde o krevni skupinu B. Pokud se vyskytuji oba antigeny soucasnég, jedna se o krevni
skupinu AB, a pokud neni pfitomen ani jeden antigen, jde o skupinu 0. Gen pro tvorbu antigent se
oznacuje pismenem | a ma celkem tfi alely: 1%, 1° a i. V ramci $esti riznych genotyp@ (I*1*, 1%, 115,15,
118, ii)rozliujeme celkem ¢&tyfi fenotypy — krevni skupiny A,B, AB, 0. V tomto systému jsou alely I* a
I® kodominantni, alela i je recesivni viéi alele 1*i 1°. Viechny tfi alely se v lidské populaci vyskytuji
s vyraznou Cetnosti a proto gen | oznacujeme jako polymorfni (z fec. ,,majici mnoho forem*).

Série alel



Funkéni vztahy mezi alelami téZe série se studuji pomoci vytvareni riznych genotypovych
kombinaci u heterozygotd. Ctyfi alely genu c u krélika Ize kombinovat za vzniku $esti réiznych
heterozygot(l. V tomto pripadé je mozné studovat vztahy dominance mezi alelami. Standardni alela
(wild type) je dominantni nad vSemi ostatnimi alelami ve skupiné. Alela chinchila je neuplné
dominantni nad alelou himalayan a alelou albino, alela himalayan je Uplné dominantni nad alelou
albino (c*>c™>c">c). Hierarchie dominance odpovida G&inku alel na barvu srsti kralika. Alely hinchilla a
himalayan jsou ¢astecné funkéni, tzn. kéduji ¢dstecné zbarveni srsti. Alela albino — nefunkéni alela,
tzv. nulovd (amorfni) a nulové alely jsou vétSinou recesivni alely. Hypomorfni alely jsou ¢astecné
funkéni, jsou recesivni vici aleldm vice funkénim a standardnim alelam.

Testovani genovych mutaci na alelismus.

Mutace je proces, pfi kterém se standardni alela zméni v jinou genetickou variantu. Vidy
dochazi k zméné fyzického sloZeni genu. Mohou vznikat nové alely ovliviiujici fenotyp. Fenotyp (napfr.
barva srsti) je uréovana vice geny a mutace v jakémbkoli z nich mGze redukovat nebo zménit, nebo
zcela eliminovat plvodni projev (fenotyp). Pokud se objevi nova vlastnost, nevime, ktery gen
zmutoval. K uréeni alelové identity nové mutace lze pouzit jednoduchy test, ktery stanovi, zda nova
mutace je recesivni, jedna se o testovani genovych mutaci na alelismus. Podstata testu je v kfizeni
jedinc homozygotnich pro novou mutaci s jedinci homozygotnimi pro recesivni mutace znamych
gen(. Jestlize hybridni potomstvo vykazuje mutantni fenotyp, potom nova mutace a testovaci
mutace jsou alelami téhoz genu. Pokud potomstvo vykazuje standardni fenotyp, je tomu naopak,
nova a testovand mutace nejsou alelami stejného genu. Principem testu je skutecnost, Ze mutace
stejného genu narusuji stejnou genetickou funkci. Test lze pouzZit pouze pro recesivni mutace.
Dominantni mutace nemohou byt takto testovany, protoze jejich efekt se projevi vidy a tedy i kdyZ je
v genotypu pfitomna standardni alela.

Rozmanitost Ucinku jednotlivych mutaci

Geny jsou identifikovany pomoci mutaci, které néjakym viditelnym zplsobem méni fenotyp.
Obrovska rozmanitost Ucinku jednotlivych mutaci naznacuje, Ze u kazdého organismu s velkym
mnozstvim genld muze v kterémbkoli z nich dojit riznymi zpUsoby ke vzniku mutaci. V pfirodé proto
mutace obstaravaji vychozi materidl pro evoluci.

Viditelné mutace méni néktery morfologicky znak (tvar, barva) a jsou vétsinou recesivni.
Nékteré mutace omezuji rozmnozovani a zabranuji reprodukci mirné, zasahuji obé pohlavi nebo
pouze samce anebo samice. Mohou byt dominantni i recesivni. Sterilni mutace Uplné zabranuji
reprodukci. Letalni mutace zasahuji zakladni Zivotni funkce a jejich fenotypovym projevem je smrt.
Mohou byt recesivni i dominantni. Dominantni letalni mutace, které se projevi v ¢asnych fazich
Zivota, se ztraci hned v nasledujici generaci, protoZe jedinci, ktefi je nesou, umiraji. Pokud se
dominantni letalni mutace objevi aZ po reprodukénim obdobi, jsou pfeneseny do dalsi generace.
Recesivni letalni mutace pretrvavaji v populaci po dlouhou dobu (v heterozygotnim stavu se
neprojevi). Zjisti se obvykle tak, Ze se v potomstvu heterozygotnich jedincl — prenasecd objevi
neobvyklé stépné poméry.

Geny slouzi k tvorbé polypeptidl



Védci G. Beadle a E. Tatum v poloviné dvacatého stoleti potvrzuji, Ze produkty gen( jsou
polypeptidy. Polypeptidy jsou makromolekuly tvotené linedrnim fetézcem aminokyselin a tvoti
zakladni slozku proteind. Kazdy organismus vytvafi tisice rlznych polypeptid(, z nichz kazdy je
charakterizovan specifickou sekvenci aminokyselin. Beadle a Tatum se domnivali, Ze azdy gen kdduje
jeden konkrétni polypeptid. Mutace genu znamena, Ze nevznikne dany polypeptid, nebo je
pozménén, ¢imz se méni i jeho funkce v organismu. Z modernich vyzkum vyplyva, Ze produkty genl
nemusi byt pouze polypeptidy, ale mohou to byt také molekuly RNA.

Recesivni mutace davaji vzniknout aleldm se ztratou funkce (loss of function). Dominantni
mutace mohou vyvolat mutantni fenotyp i v heterozygotnim stavu, za pfitomnosti standardni alely,
principem je zesileni funkce genového produktu (vznika novy polypeptid, exprese standardniho
polypeptidu v neobvyklém misté nebo Case), jedna se o tzv. alely se ziskem funkce (gain of function).
Toto rozdéleni mutaci vysvétluje pojmy dominance a recesivita. Mutace dominantné negativni
interferuji s funkci standardni alely, koduji polypeptidy, které inhibuji, omezuji nebo narusuji aktivitu
normalniho polypeptidu. Recesivni amorfni alela se ztratou funkce kéduje nefunkéni polypeptid,
vznikd mutantni fenotyp (tézké poskozeni) oznaceno malym pismenem a. Recesivni hypomorfni
alela se ztratou funkce kéduje ¢astecné funkéni polypeptid, projevem je mutantni fenotyp (stredni
poskozeni), oznatované jako a". Dominantné negativni alela koduje polypeptid, ktery interferuje se
standardnim polypeptidem, vysledkem je mutantni fenotyp (tézké poskozeni) oznatované a®.

Plsobeni genl: od genotypu k fenotypu

Fenotyp zavisi na prostredi i na genetickych faktorech. Geny musi fungovat v kontextu
vnitfniho i vnéjsiho prostredi. Fenotyp je dale ovlivnén dalSimi faktory, jako jsou penetrance a
expresivita genu a genové interakce - epistaze a pleiotropie. Vliv vnéjsiho prostfedi na expresi genli
Clovéka je znamy napft. u recesivniho onemocnéni fenylketonurie, kdy strava ovliviiuje zasadné
fenotyp. Vnitfni biologické prostfedi organismu mze také ovlivnit fenotypovou expresi gen(.
Ptikladem je predcasna plesatost u ¢lovéka. V tomto pfipadé hraje vyznamnou roli pohlavi. PleSatost
je podminéna alelou, které se u kazdého z pohlavi exprimuje jinak. U homozygotnich i
heterozygotnich muzl dochazi v disledku této alely k tvorbé plese, u Zen pouze homozygoti maji
tendenci k mirnému plesaténi, projevujicimu se jako celkové profidnuti vlasi. Exprese je
pravdépodobné fizena muzskym pohlavnim hormonem testosteronem (Zeny ho vytvareji méné nez
muzi).

Nelplnda penetrance znamen3, Ze specificky genotyp se neprojevi fenotypové. Prikladem je
polydaktylie (pfitomnost nadbytecnych prstl), kterd se nemanifestuje u vsech jedinca. Variabilni
expresivita oznaduje skutecnost, Ze konkrétni znak se nemanifestuje stejnym zplsobem u vsech
jedinct, ktefi ho nesou. Vysledkem je existence rfady fenotypl mezi dvéma extrémy (homozygoty).
Neuplnd penetrance a variabilni expresivita byva zplsobena vlivem vnéjsiho prostredi a faktory
genetického pozadi.

Pojem epistaze znamena, Ze znak je ovlivnén dvéma nebo vice geny, alela jednoho z nich ma
nadrazeny vliv nad ostatnimi, je epistaticka vici ostatnim gentim, podilejicim se na fenotypu
(epistaze z fectiny ,,stat nad”). Prikladem je drozofila. Jeji tvorbu o¢niho pigmentu podmiruje velké
mnozstvi gent, pokud je homozygotni pro nulovou alelu kteréhokoli z téchto gend, metabolicka
draha je zablokovana a vznika abnormalni barva odi. Alela anuluje Gc¢inek dalSich gen( a prekryva
jejich podil na fenotypu. To znamen3, Ze mutantni alela jednoho genu je epistaticka vic¢i mutantni



alele druhého genu, jestlize maskuje jeji pfitomnost. Dalsim pfikladem je experiment Batesona a
Punnetta, ktefi sledovali barvu kvét(i u hrachoru (Lathyrus odoratus). Plvodni barva hrachoru bila a
nachova je ovlivnéna dvéma nezavisle segregujicimi geny C a P, které Fidi syntézu antokyanu. Kazda
z téchto alel ma recesivni alelu zabranujici tvorbé pigmentu (cc nebo pp). Vysledkem kfiZeni bilého
hrachoru (CCpp) a bilého hrachoru (ccPP) je v F1 generaci uniformni potomstvo CcPp s nachovou
barvou. Kfizenim F1 generace ziskdme generaci F2 se dvéma fenotypy v poméru 9 (nachova) : 7 (bila).
Kazda z recesivnich alel je epistatickd nad dominantni alelou druhého genu. Dominantni alela zfejmé
kdduje enzym kontrolujici urcity krok pfi syntéze antokyanu. Dalsi pfiklad epistaze poskytl G. Shull
ve svém experimentu na kokosSce pastusi tobolce (Capsella bursa-pastoris), kdy zkoumal tvar Sesulek
(ovalny/trojboky). Ovalné sesulky vzniknou pouze v pfipadé, pokud je rostlina recesivni homozygot
pro oba geny.

Pleiotropie

Pleiotropni gen je takovy gen, ktery ovliviiuje vice fenotypovych znak. Pfikladem je
onemocnéni fenylketonurie. Primarni funkce recesivni mutantni alely je tvorba toxickych sloucenin,
které se akumuluji v mozku a zplsobuji mentalni postiZeni. Vedle toho také interferuje se syntézou
barviva melaninu a vysledkem je svétla barva vlast. Gen tedy ovlivriuje metabolismu aminokyseliny
fenyl-alaninu a soucasné i barvu vlasll. Dalsim prikladem je tvorba chloupk( u drozofily, mutovani
homozygoti singed maji kratké zkracené chloupky, dale je ovlivnéna tvorba zdravych vajicek
schopnych oplozeni (sterilni mutace). Gen signed ovlivriuje vytvareni chloupkl a vajicek u samicek, u
samecku pak pouze vytvareni chloupk.

Inbriding

K inbridingu dochazi, pokud maji rodice spolecné predky. Jedna se o pfibuzenské kfizeni. Toto
kfizeni mezi pfibuznymi se oznacuje také jako konsangvinita. Rodi¢e maji spole¢né predky nebo
dochazi ke kfizeni mezi sourozenci. V. mnoha kulturach jsou siatky mezi nejblizsSimi pfibuznymi (mezi
sourozenci i nevlastnimi sourozenci) zakazany, protoZe inbriding vede k ¢astéjsSimu narozeni
nemocnych déti. Je zde vétsi Sance, Ze se spoji recesivni alely. Tento typ kfiZzeni je naopak typicky pro
modelové organismy, kdy vznikaji tzv. imbredni (Cisté) linie, to znamena geneticky uniformni linie,
které pak nesegreguji rizné alely. Imbredni deprese znamena ztratu zZivotaschopnosti. Opakem je
heteroze — hybridni zdatnost. Koeficient inbridingu F je (%)", kdy n je pocet jedincl v kazdé imbredni
cesté. Vlastni sourozenci maji F = (1)*+ (%), nevlastni sourozenci maji F = (4)°. Inbriding zvy3uje
cetnost homozygotl a snizZuje Cetnost heterozygotll. DUsledky inbridingu jsou pfimo Umérné hodnoté
koeficientu inbridingu, coz je pravdépodobnost, Ze jedinec ma dvé kopie genu identické, nebot
pochdzeji ze stejného predka. Koeficient pfibuznosti vyjadfuje podil gend, které dva jedinci sdileji na
zakladé toho, Ze maji spole¢ného predka.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. origindlu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 4

Otdazky:

Co to je sandardni alela a jak se oznacuje?

Co znamena pojem letalni mutace?

Vysvétlete pojem pleiotropie, uvedte ptiklad pleiotropni dédi¢nosti?



4. PREDNASKA
Chromozdémy

Studium chromozému bylo umoznéno spojenim dvou védnich oborl — cytologie a genetiky,
vznika tak védni disciplina cytogenetika. Na pocatku cytogenetiky stal genetik T.H. Morgan a cytolog
E. Wilson. Wilson zkoumal chovani chromozémt, rozdily v chromozdémové vybavé u obou pohlavi a
zjistil, Ze obé pohlavi se lisi zvlastnim parem chromozédmu nazyvanych pohlavni chromozémy.
Morgan identifikoval gen, ktery zpUsobil odlisné fenotypové poméry u samcl a samic a
predpokladal, Ze tyto geny jsou uloZeny na jednom z pohlavnich chromozém(. Morgan dale
prokazal, Ze geny jsou lokalizovany na chromozémech. Mnoho novych poznatkl bylo objasnéno
béhem studia vzacné se vyskytujicich jedincd, u nichZ pohlavi neodpovidalo sestavé pohlavnich
chromozémd.

Chromozdomova teorie dédicnosti

Vyzkumy dédi¢nosti znak(l vazanych na pohlavi u drozofily pfinesly prvni diikazy o tom, Ze
chovani chromozém( v meidze je zakladem pro vysvétleni Mendelovych principl segregace a
nezavislé kombinace. V roce 1910 vznikla Uvaha, Ze geny jsou umistény na chromozomech, ktera
byla bez diikazu. Bylo tedy nezbytné najit gen jednoznacné svazany s uréitym chromozémem, kdy
alela genu musela byt jednoznacné rozpoznatelna a stejné tak chromozém musel byt morfologicky
rozlisitelny. Tuto teorii objasnil americky biolog T. H. Morgan, kdyz objevil zvlastni mutaci ve
zbarveni o¢i drozofily, kterd se dédi spolecné s chromozdémem X. Teorii definitivné ji potvrdil jeho
student C.B. Bridges.

Experimentalni dlkazy spojujici dédi¢nost genl s chromozémy

Na pocatku byl mutantni samecek drozofily s bilyma o¢ima (standardni barva oci — ¢ervena),
ktery byl kfiZzen se samickou s ¢ervenyma ocima, v F1 generaci vznikaji potomci pouze s ¢ervenyma
ocima. Kfizeni potomk( F1 generace vznika zvlastni segregace, kdy maji vSechny samicky, ale pouze
polovina samecku, cervené oci. Tzn. barva odi je vdzdna na pohlavni chromozémy. Gen pro barvu oci
je lokalizovan na chromozdmu X, za bily a ¢erveny fenotyp jsou zodpovédné 2 alely — w (mutantni) a
w+ (standardni). Samecek zdédi pouze jednu kopii tohoto genu. V tomto pripadé hemizygotni jedinec
(samecek) nese pouze jednu kopii genll a proto ma bilou i ¢ervenou barvu odi.

Bridges pouzil pro objasnéni pokus, kdy kfiZil bélooké samicky s cervenookymi samecky. V F1
generaci vznikly cervenooké samicky i bélooci samecci dle ocekavani, ale objevuje se také nékolik
zvlastnich jedinc — bélooké samicky a cervenooci samecci. Pokud tyto jedince zkfiZil, vsichni
neobvykli samecci jsou sterilni a samicky jsou fertilni. Zvlastni samicky F1 vznikaly velmi vzacné,
vyprodukovali mnoho abnormalnich potomkd. Abnormalni jedinci vznikly v disledku abnormalniho
chovani chromozom X v meidze, které se odehralo v generaci samicek P, kdy nedoslo ke spravné
segregaci chromozom a vznikaji dva typy vajicek, vajicko se dvéma X (diplo-X) a vajicko bez X
chromozému. Celkem vznikly Ctyfi typy zygot: XXY — bélooké samicky, X0, cervenooci sterilni samecci,
XXX metasamicka (obvykle hyne) a YO samecek hyne. X0 byli samecci — tzn. chromozdm Y nehraje
pro urceni pohlavi Zadnou roli, ale samecci byli sterilni, tzn. Y chromozdém je dulezity pro samdi
pohlavni funkci. Z toho vyplyva, Ze drosofila vyZaduje pro Zivotaschopnost alespon jednu kopii X



chromozému. Anomidlie chovani chromozému byla oznacena jako nondisjunkce (porucha rozchodu
chromozom( béhem meiotického déleni). Nondisjunkce béhem meidzy vede k abnormalnim poctim
chromozom( v gametach, a tim v zygotach.

Morganova vyzkumna skupina postupné zjistuje, Ze na pohlavnim chromozému se vyskytuje
vice genu, které nesegreguji podle Mendelova principu, pficemz geny mimo pohlavni chromozém
segreguji podle Mendelovského principu, ale nesegreguji v zavislosti na pohlavi, tzn. lezi na nékterém
ze tfi autozomu drosofily. Kazdy chromozdém tedy obsahuje rozdilnou skupinu gen(l. Hypotéza, 7e
geny jsou usporadany na chromozému linedrné (chromozémy jsou dlouha tenka vldkna) byla
inspirovany cytologickymi dikazy, které popisovaly chromozdmy jako dlouha tenka viakna. Vznika
novy pojem lokus -z lat. ,misto”, misto na chromozomu. Geny se nachazeji na rliznych mistech tedy
lokusech linedrni struktury chromozému. Postupné vznikaji genetické mapy — schémata znazornujici
polohy gend a relativni vzdalenosti mezi nimi. Definuje se také fyzicka struktura chromozém
(nasledné doslo k propojeni linearity chromozém s linedrni strukturou DNA). VSechny geny jsou
lokalizovany na chromozémech a Mendelovy principy lze vysvétlit viastnostmi prenosu chromozémd
v pribéhu reprodukce = CHROMOZOMOVA TEORIE DEDICNOSTI.

Chromozémy

Chromozdémy byly objeveny v 2. poloviné 19. stoleti W. Waldeyerem (némecky cytolog).
Chromozémy mizZeme nejlépe pozorovat v délicich se burikach s pouZitim vhodnych barviv, béhem
déleni jsou chromozémy zhustény do malého objemu, takZe vypadaji jako kompaktni valcovita
téliska, coz potvrzuje teorii, Ze genom je segmentovany. Interfazni chromozémy (interfaze — faze,
kdy se burika nedéli) maji tvar tenkych, volné stoc¢enych vlaken vyplnujicich celou oblast jadra). Tvori
tedy difuzni sit vliaken, kterou oznacujeme jako chromatin. Po obarveni miZeme pozorovat svétlejsi a
tmavsi oblasti chromatinu. Svétlé oblasti chromatinu nazyvame euchromatin, tmavé oblasti
chromatinu nazyvdme heterochromatin. Oba typy chromatinu maji jiny funkéni vyznam. Pocet
chromozém u jednoho druhu je tvofen témér vidy sudym nasobkem zakladniho chromozémového
C¢isla — n. Zakladni chromozdémové Cislo u ¢lovéka je 23 (n=23), pocet odpovidajici poctu chromozémli
ve zralém vajicku nebo spermii. Somatické burky ¢lovéka maji dvojnasobny pocet chromozém a
tedy 46, vyjimkou jsou nékteré specializované buriky, napt. buriky jater, které maji 92 chromozémd.
Haploidni, nebo také zakladni chromozémové cislo (n) charakterizuje sadu chromozém{, kterou
oznacujeme jako haploidni genom. VétSina somatickych bunék nese ve své sadé vzdy dvojici tychz
chromozém( (homologni chromozdémy), a proto je oznacujeme jako diploidni (2n). Bunky se ¢tyfmi
kopiemi identickych chromozédm(l oznacujeme jako tetraploidni (4n), v pfipadé osmi kopii jako
oktoploidni (8n). Vétsina organizm( ma 10 — 40 chromozdm{. Kazdy druh ma sadu chromozémi
charakteristickou jejich poctem a strukturou.

Pohlavni chromozémy

U nékterych druh( Zivocich( maji samice o jeden chromozém navic oproti samclm (pf.
kobylky). Tento zvlastni chromozém, jenz byl piivodné nalezen u hmyzu, byl oznacen jako
chromozém X. Samice maji dva chromozdmy X, samci pouze jeden chromozdm X, z cytogenetického
hlediska maji samice konstituci XX a samci X0, kde 0 znamena absenci pohlavniho chromozému. V
prabéhu meidzy se u samic oba chromozémy paruji a nasledné rozchazeji. Ve vzniklych vajickach je
vzdy jeden chromozdém X. U samcll se chromozom X pohybuje nezavisle na ostatnich chromozémech,



zaClenuje se do poloviny spermii, druha polovina spermii chromozém X neobsahuje. Oba typy zygot
vznikaji se stejnou pravdépodobnosti a celkovy pomér pohlavi 1:1 z(stava zachovan.

U mnoha jinych Zivocisnych druh( véetné ¢lovéka maji samci a samice stejny pocet
chromozomd, protoze u nich existuje zvlastni saméi chromozom Y, jenz se paruje s chromozémem X.
Chromozom Y ma vyrazné odliSnou strukturu od chromozému X. Chromozdmy X a Y obsahuji malé
mnozstvi stejného genetického materidlu v jejich koncovych oblastech nazyvanych
pseudoautozomalni oblasti, které jsou vici sobé homologni. BEhem meidzy vznikaji u samcl dva
typy gamet — spermie s chromozémem X nebo Y. Samice tvofi pouze jeden typ gamet — X.
Chromozdémy X a Y oznacujeme jako pohlavni chromozdmy (gonzémy), vSechny ostatni chromozémy
v genomu oznacujeme jako autozémy. Pohlavni chromozémy se u vSech organismd néjakym
zpUsobem lisi, autozdmy jsou u obou pohlavi stejné. Geny na autozomech maji homozygotni nebo
heterozygotni vztah, geny na pohlavnich chromozémech maji hemizygotni vztah dédi¢nosti (netyka
se to pseudoautozomalnich oblasti). Jedinec, ktery nese pouze jednu kopii gend, se oznacuje jako
hemizygotni. Mezi zajimavosti patfi, Ze lidské spermie s Y jsou leh¢i a pohybuji se rychleji, maji
reprodukéni vyhodu, takZze skuteény pomér pohlavi zygot je 1,3 : 1 ve prospéch chlapc(, ale muzské
zygoty jsou méné zivotaschopné nez zenské, porody probihaji v poméru pohlavi — 1,07 :1 ve prospéch
chlapcd, teprve v obdobi reprodukéni dospélosti je pfevaha muzi Gplné eliminovana a pomér pohlavi
seupravi na pomér 1:1.

Dédic¢nost pohlavi

Pohlavi vidy neni determinovano jen pfitomnosti pohlavnich chromozéma XY jako je tomu u
¢lovéka nebo absenci jednoho chromozému jako u kobylek. Pohlavi mizZe byt urceno i negeneticky —
vlivem teploty, vlihkosti, vlivem socidlni prostredi. U kobylek maji samice o 1 chromozdém vic nez
samci (samice XX, samci X0). Dalsim typem je typ Abraxas typicky pro ptaky a motyli, pohlavni
chromozémy se oznacuji Za W, ZZ je samec ZW je samice. Typ Drosophila je typicky pro savce,
vétsinu hmyzu, nékteré plazy atd. XX jsou samice, zatimco XY samci nebo XX jsou samice a X0 samci,
to plati pro rovnokfidly hmyz a plostice. Existuje také haplodiploidni urceni pohlavi. V tomto ptipadé
jsou samci haploidni (n) a vznikaji z neoplozeného vajicka, samice jsou diploidni (2n) a vyvijeji se z
oplozeného vajicka, toto je typické pro véely a mravence.

Geny vazané na pohlavi u ¢lovéka

Hemofilie je X vazana porucha srazlivosti krve, kdy postiZzeni jsou hlavné mutzi, jejich matky
jsou nepostizené prenasecky. Ty pfeddvaji mutaci svym dcerdm, postizeni muzi nikdy neprenaseji
mutantni alelu na své syny, pfiklad — carska rodina (4 dcery, 1 postiZzeny syn Alexej). Dfive se jednalo
o smrtelnou nemoc (smrt nastala pred 20 rokem Zivota), dnes je dostupna lécba.

Barvoslepost (daltonismus) je dalSim typem postiZzeni vazanych na pohlavi. 5-10% muzl je
barvoslepych k ¢ervené a zelené barvé, existuje pouze 1% postizenych Zen. Na X chromozému jsou
dva geny zodpovédné za vnimani barev — Cervenou a zelenou, 3 gen pro vnimani modré barvy je
lokalizovdn na jiném chromozému.

Geny na chromozému Y. Jedna se celkem 307 gen(, pficemz na chromozému X je jich vice
nez 1000, nékteré geny na Y chromozému jsou dulleZité z hlediska muzské plodnosti (gen SRY), takze



pokud se vyskytne mutace v takovém genu, ovlivni to schopnost reprodukce a mutace neni
prenesena do dalsi generace.

Nékteré geny jsou na chromozému X i Y — tzv. geny pseudoautozomalni oblasti, nevykazuji X-
nebo Y-vdzanou dédicnost, ale do dalsi generace jsou pfendseny stejné jako autozomalni geny. Tyto
geny zprostifedkovavaji parovani X a Y chromozéom béhem bunécného déleni.

Pseudoautozomalni oblasti

Pseudoautozomalni oblasti jsou specifické oblasti pohlavnich chromozoma (X iY). V téchto
oblastech jsou umisténé geny, které maji (ve stejném poradi) své homologni kopie i na druhém typu
heterochromozomu. V pfipadé chromozomu X - nepodléhaji tyto geny lyonizaci. Pro geny umisténé v
téchto oblastech plati autozomdlni typ dédi¢nosti. Jedna se o dva Useky — PAR 1 (vétsi usek, cca
2,7Mb = milién( bazi, 24 gent) na konci kratkych ramének a PAR 2 (mensi Usek, cca 330kb = tisicd
bazi, 5 gend) na konci dlouhych ramének chromozému X a Y. Diky témto oblastem (predevsim pak
PAR1) se mohou chromozémy X a Y parovat, tvofi tzv. "homologni" par. Mezi geny v téchto oblastech
mUze dochazet ke crossing-overu. Ackoli by se mohlo jevit jako logické, Ze PAR1 a PAR2 predstavuji
pozustatek plvodniho autozomu, ze kterého chromozom X a chromozom Y vzesly, ukazuje se, Ze
oblast PAR1 byla k obéma chromozomuim pridana pfed 29-44 miliony let sloZitym procesem
nékolikanasobnych translokaci. PAR2 chromozomu Y je odvozena z chromozomu X, k jejimu pfenosu
doslo v ramci evoluce primatd pred cca 4-10 milidny let. Prikladem genu v oblasti PAR1 mUze byt gen
SHOX (Short Stature Homeobox; Xp22.32; OMIM: *312865) a jeho homolog gen SHOXY (Yp11.2;
OMIM: *400020).

Determinace pohlavi u ¢lovéka

U Clovéka se vyskytuje dominantni vliv muzského chromozému Y, jedinci s pohlavnimi
chromozémy X jsou Zeny, jedinci XXY jsou vZidy muZi. Dominantni vliv Y chromozédmu se projevuje v
pribéhu ¢asného embryondlniho vyvoje a Y fidi vyvoj primordidlnich gonad smérem ke vzniku varlat,
ty produkuji testosteron a ten stimuluje vyvoj sekundarnich pohlavnich znakl muze. TDF (testes-
determinujici faktor) je produktem genu SRY (sex-determining region Y) a je umistény pobliz
pseudoautozomadlni oblasti p-ramene Y chromozému. K objeveni SRY vedla identifikace zvlastnich
jedincl, muzl XX a Zen XY. Pojem testikularni feminizace znamena, Ze doslo k mutaci X vazaného
genu Tfm, ktery kdduje receptory pro testosteron. Mutace tfm se prenasi z matek na hemizygotni
potomky XY (fenotypové zeny), zplisobem typickym pro X vdzanou dédicnost. Diasledkem je, Ze u
pohlavi XY chybi receptory pro navazani testosteronu na receptory a tim padem se vyvinou Zenské
sekundarni pohlavni znaky.

Lyonizace

Lyonizace je vlastné inaktivace X- vazanych geni u samic savcl zplsobena inaktivaci jednoho
z X chromozému. Lyonizace byla popsana v roce 1961 britskou genetickou Mary Lyonovou (studium
mysi). Kinaktivaci dochazi v casném stadiu embrya, které sklada se z nékolika tisice bunék. Jeden z
chromozom X je umlcen, zcela ndhodné a viechny buriky, které vzniknou z této plavodni buriky,
budou mit inaktivovany stejny chromozém X. Dlsledkem je vznik genetické mozaiky, chromozém X
zdédény od matky je inaktivovan ptiblizné u % bunék téla a chromozém X zdédény od otce je
inaktivovdn v té druhé poloviné bunék. Samice heterozygotni pro X-vdzany gen vykazuji dva odlisné



fenotypy. Prikladem je zbarveni srsti u koc¢ek a mysi (Zelvovinova kocka, cargo kocka). V tomto
pfipadé chromozém X obsahuje geny zodpovédné za pigmentaci srsti, heterozygotni samice maji
skvrny svétlé a tmavé srsti, kazda barevna skvrna je vyvoldna jinym klonem bunék produkujicich
pigment (melanocyty). V lidskych burikach se vyskytuji tzv. Barrova téliska, kterd u muzd zcela chybi,
jednad se o inaktivované X chromozdmy. Jsou to tmavé zbarvené struktury kondenzovanych X
chromozom (vznikaji v disledku methylace) vyskytujici se v blizkosti jaderné membrany. V dlsledku
lyonizace jsou jedinci s vice chromozédmy X fenotypové normalni Zeny, ale maji vice Barrovych télisek
(pocet chromozému X minus jedna).

Tak zvané X — inaktivaéni centrum (XIC) je pocatkem inaktivace chromozédmu X. Ne vSechny
geny na chromozému X jsou transkripéné neaktivni, gen XIST (X inactive specific transkript) je uvnitf
XIC oblasti, jedna se o 17 kb dlouhy transkript, bez otevienych ¢tecich rdmct, nekdduje tedy protein,
ale produkuje polyadenylovanou RNA, ktera se vyskytuje pouze v jadre a je specificky lokalizovana na
inaktivovaném chromozému X.

Barveni chromozému
Pro vizulalizaci chromozdm se pouZivaji rlizné barvici techniky:

G-pruhovani (G-banding): Pomoci této metody miZeme chromozomy nejen rozdélit do
skupin, ale také je vzajemné odlisit a pfesné urcit. G-pruhovani je zaloZzeno na plsobeni trypsinu a
nasledném obarveni Giemsovym roztokem. Nyni jsou na chromozomu odlisitelné svétlé a tmavé
pruhy. Kazdy G-pruh ma své cislo.

Q-pruhovani: Zde pouzivame fluorescenéni barvivo chinakrin, proto pouzivdme zkratku Q
(jako Quinacrine). Dostavame podobné vysledky jako u G-pruhovani, ale metoda je financné
nakladnéjsi. Pro prohlizeni takto obarvenych chromozom potiebujeme fluorescencni mikroskop.

R-pruhovani (R-banding, reverse banding): Vyuzivame vysokou teplotu k ¢aste¢né degradaci
chromozom{. Poté barvime Giemsou. Vysledek ziskavame ponékud odlisny, R-pruhy maji opacné
zbarveni nez G-pruhy, tzv. reverzni znaceni.

C-pruhovani (C-banding): PouzZivame hydroxid barnaty a nasledné obarvime Giemsovym
roztokem. Timto zplsobem muizZeme vizualizovat oblasti konstitutivniho heterochromatinu.

Barveni koloidnim stfibrem (Ag-NOR): Pokud chceme zvyraznit p-raménka akrocentrickych
chromozom(, volime tuto metodu. MliZzeme tedy vySetfit aberace na akrocentrickych
chromozomech (hlavné identifikovat tzv. markery akrocentrického plvodu). Pouzivdme dusi¢nan
stiibrny, ktery plsobi na proteiny nachazejici se pravé v sousedstvi NOR (Nucleolar Organizer
Regions).

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. origindlu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 5

Otazky:

Vysvétlete pojem hemizygotni jedinec?

Co znamena nondisjunkce?

Uvedte priklad onemocnéni ¢lovéka vazaného na pohlavni chromozém?



5. PREDNASKA
Funkce genetického materidlu

Geneticky materidl se musi replikovat, fidit riist a vyvoj organismu a umoZznit mu
pfizpUsobovat se zménénému prostredi. Mendel prokazat t¥i zakladni funkce genetického materialu:

1) genotypovou funkci-replikaci, geneticky materidl musi uchovavat genetickou informaci a
presné ji predavat z rodi¢li na potomstvo, z generace na generaci;

2) fenotypovou funkci, genovou expresi, geneticky material musi fidit vyvoj fenotypu
organismu, tzn. Ze geneticky material uréuje rist organismu od jednobunécné formy — zygoty az k
dospélému jedinci;

3) evolucni funkci, mutaci, geneticky materiadl musi podléhat zménam, aby vznikaly varianty,
které organismim umoznuji prizpUsobit se zménam prostredi, mlze tedy probihat evoluce.

Geneticka informace vétsiny Zivych organism je uloZzena v DNA (deoxyribonukleova
kyselina). U nékterych virl je geneticka informace uloZzena v RNA (ribonukleova kyselina).

Viroidy jsou infekéni molekuly samotné RNA. Priony jsou infek¢ni déditelné proteiny. Jedna se
o abnormalni formy savcich proteint, kddované savéimi geny. Po jejich vytvoreni plsobi jako
predloha, kterd preménuje dalsi molekuly z normalni bunécné formy tohoto proteinu na infekéni
prionovou formu. Priony se shlukuji a zabijeji hostitelské buriky. Mozek nemocnych zvifat je pak
houbovity se vzniklymi dutinami po usmrcenych burikdch. Onemocnéni postupuje rychle, nervové
buriky degeneruji a organismus umira.

SloZzeni chromozému

Chromozdémy jsou sloZzeny z proteinG a nukleovych kyselin — DNA i RNA. Vysledky studii ze 40.
a 50. let 20. stoleti jasné prokdzaly, Ze geneticka informace je uloZena v nukleovych kyselinach nikoli
v proteinech.

Struktura DNA a RNA

Nukleové kyseliny jsou sloZzeny z opakujicich se podjednotek zvanych nukleotidy. Nukleotid
se sklada ze tii ¢asti: fosfatové skupiny, pétiuhlikatého cukru (pentdzy), cyklické dusikaté slozky zvané
baze (purinu nebo pirimidinu). V DNA je cukrem 2-deoxyribdza, v RNA je cukernou slozkou ribéza. V
DNA se bézné vyskytuji Ctyfi baze: adenin (A), guanin (G), tymin (T) a cytozin (C). RNA obsahuje
adenin, guanin a cytozin, ale misto tyminu ma odlisnou bazi — uracil (U). Adenin a guanin jsou
bicyklické baze zvané puriny; cytosin, thymin a uracil jsou monocyklické baze nazyvané pirimidiny. V
polynukleotidech jako DNA a RNA jsou tyto podjednotky propojeny do dlouhych fetézcl. RNA
obvykle existuje jako jednovlaknovy polymer, DNA je obvykle dvouvldknovd molekula. Kazdy
polynukleotidovy fetézec se sklada ze sekvence nukleotid( spojenych navzajem fosfodiesterovymi
vazbami ty propojuji sousedni deoxyribézové skupiny. Dvé polynukleotidova vlakna jsou drZena
pohromadé ve Sroubovicovité konfiguraci vodikovymi vazbami mezi bazemi opacnych vldken,
vysledné pary bazi jsou usporadany nad sebou mezi dvéma retézci kolmo k ose molekuly jako schody



tocitého schodisté. Vrstvené pary bazi vytvareji hydrofobni jadro (uplatriuji se zde hydrofobni vazby).
Kovalentni vazby se uplatfiuji v bazich a cukrech a také ve fosfodiesterovych vazbach. Parovani bazi
je specifické, adenin se vidy paruje s thyminem a guanin s cytozinem. Z toho vyplyva, Ze vSechny pary
bazi se sklddaji z jednoho purinu a z jednoho pirimidinu. Parovani bazi je umoznéno vznikem
vodikovych vazeb mezi puriny a pirimidiny. Ve svych béznych strukturnich konfiguracich tvoti adenin
s thyminem dvé vodikové vazby a guanin s cytosinem tfi vodikové vazby. Jakmile je zndma sekvence
bazi v jednom vldkné dvousroubovice DNA, je znama i sekvence bazi ve druhém vldkné na zakladé
specifického parovani bazi. Tyto dvé vldkna jsou tedy komplementarni. Komplementarita dvou
vldken dvojité Sroubovice ¢ini z DNA jedineény ndstroj pro uloZeni a pfenos genetické informace z
generace na generaci. Dvé vldkna dvojité Sroubovice DNA maji opacnou chemickou polaritu. Funkéni
molekuly DNA v bunikach maji zaporné nadsroubovicovité vinuti.

Stabilita dvojité Sroubovice DNA vyplyva castecné z velkého poctu vodikovych vazeb mezi
pary bazi a ¢astecné z hydrofobnich vazeb mezi sousednimi pary bazi. Vrstveni parQ bazi je nejlépe
znazornéno pomoci tzv. kalotového modelu. Na tomto modelu je vidét, Ze dva zlabky dvojité
Sroubovice nejsou stejné, jeden — velky zZlabek — je mnohem Sirsi nez druhy - maly Zlabek. Rozdil mezi
velkym a malym Zlabkem je dllezity pfi zkoumani interakci mezi DNA a proteiny, které reguluji
genovou expresi. Nékteré proteiny se vazou do velkého zlabku, jiné do malého zldbku.

Exituji tfi rGzné alternativni formy Sroubovice DNA. Watson-Crickova dvousroubovicova
struktura se nazyva B-DNA. Je pravotociva, ma 10 pb na otacku a priimér 1,9 nm. Jedna se o
konformaci, kterou DNA zaujima za fyziologickych podminek (ve vodnych roztocich s malym obsahem
soli). Velka vétsina molekul DNA, které jsou pfitomny ve vodném prostiedi protoplazmy Zivych
bunék, existuje v konformaci B. AvSak DNA neni statickou molekulou, ale vykazuje zna¢nou
konformacni flexibilitu. Pfi vysokych koncentracich soli nebo v ¢aste¢né dehydratovaném stavu
existuje DNA jako A-DNA, ktera je pravotocivou Sroubovici stejné jako B-DNA, ale s 11 pary
nukleotid(i na otacku. A-DNA je kratsi a silnéjsi dvojitd Sroubovice o priaméru 2.3 nm. V této
konformaci se DNA in vivo pravdépodobné nevyskytuje. A-DNA je dulezita pro heteroduplexy DNA-
RNA nebo duplexy RNA-RNA. Posledni konformaci DNA je levotodiva dvouretézcova forma zvana Z-
DNA (zig-zagged trajektorie cukr-fosfatovych patefi této struktury). Z-DNA se vyskytuje u dvojitych
Sroubovic bohatych na G:C a obsahujicich stfidajici se purinové a pirimidinové zbytky, ma 12 par(
bazi na otacku a prdmér 1.8 nm a jediny hluboky Zlabek. Jeji funkce v Zivych bunkach nebyla dosud
objasnéna.

Kazdy eukaryoticky chromozdm obsahuje jednu obrovskou molekulu DNA o délce 1-20 cm
(104 az 2x105 um), ktera je sbalena do 11 nm elipsoidnich télisek zvanych nukleozémy. Nukleozom
(,koralek”) je podjednotkou chromatinu a jeho jadro se sklada ze 146 bp a dvou molekul kazdého z
histon(- H2A, H2B, H3 a H4, jedna se o tzv. histonové oktamery.

Kondenzované chromozémy, které se vyskytuji pfi mitdze a meidze a Setrné izolované
interfazni chromozdémy jsou sloZzeny z 30 nm vldken chromatinu.V metafazi se tato vldkna ¢leni na
domény pomoci leseni, které je sloZzeno z nehistonovych proteini chromozému. Centromery (oblasti
prichyceni déliciho vieténka) a telomery (konce) chromozédm maji zvlastni strukturu, ktera pak
umoznuje jejich funkce. Eukaryotické genomy obsahuji opakované sekvence DNA, z nichZ nékteré
jsou pfitomny vice nez milionkrat, jedna se o tzv. repetitivni DNA.



Replikace DNA

Replikace DNA je komplexni a vyzaduje ucast velkého poctu proteind. Syntéza DNA probiha
pribéiné na dcefiném vedoucim vlakné, které se syntetizuje ve sméru 5= 3" a pferusované na
dcefiném opozdujicim se vlakné, které se syntetizuje ve sméru 3’—>5". Nové fetézce DNA jsou
iniciovany kratkymi primery RNA syntetizovanymi DNA-primdazou. Enzymy a DNA-vazebné proteiny
zapojené do replikace se v kazdé replikacni vidlici sestavuji do replizomu a vzajemné kooperuji pfi
pohybu vidlice podél rodi¢ovské DNA. Velké molekuly DNA eukaryotickych chromozéma se replikuji z
vétsiho poctu pocatk( obéma sméry.

Syntéza DNA - replikace je katalyzovdna enzymy zvanymi DNA-polymerdzy. VSechny DNA
polymerazy vyzaduji vlidkno primeru, které se prodluzuje a vlakno templatu, které je kopirovano.
VSechny DNA polymerazy striktné vyZaduji 3°-OH na vldkné primeru a syntéza vSech DNA probiha ve
sméru od 5" 3’. Exonukledzové aktivity 3" -5 DNA polymerdz provadéji korekce vznikajicich vldken
DNA bezprostifedné po jejich syntéze, odstranuji vSechny chybné sparované nukleotidy na 3’koncich
primerovych vlaken. Dvé nebo tfi DNA-polymerazy (a,6 a/nebo €) se u eukaryot vyskytuji v kazdé
replikacni vidlici. Telomery, tj. jedineéné sekvence na koncich chromozémd, prodluzuji chromozémy
plsobenim specidlniho enzymu zvaného telomeraza.

Replikace prokaryot

Replizom E. coli — Uplny replikacni aparat — obsahuje holoenzym DNA-polymerazy Ill, ten ma
dvé katalytickd jddra — pro replikaci obou vlaken, primozom rozpléta rodi¢ovskou molekulu DNA a
syntetizuje RNA primery potfebné pro pferusovanou syntézu opozdujiciho se vlakna. Replikace
zacina v misté oriC (iniciacni misto), vznika replikacni bublina (interaguji predprimerové proteiny a
oriC). Dojde k vytvoreni replikacni vidlice a nastava iniciace syntézy novych vldken DNA pomoci RNA-
primeru. Replikace vedouciho vldkna vyZaduje 1 primer, pro replikaci opoZzdéného vlakna je
vyzadovan RNA primer pro kazdy Okazakiho fragment. Iniciace replikace Okazakiho fragment
zajistuje primozom — komplex DNA-primaza a DNA-helikaza. Syntézu DNA zajistuje DNA polymeraza
11l. DNA topoizomerazy zajistuji prechodové zlomy slouzici jako mista rozvijeni DNA branici jejimu
nezadoucimu propleteni. Terminace replikace dochazi v riznych mistech uvnitt oblasti terA a terB, ty
brani pohybu replikacnich vidlic. DNA topoizomerazy a rekombinantni enzymy usnadnuji oddéleni
novych vlidken DNA. Replizom E. coli obsahuje 13 protein(.

Komplexni replikaéni apardt u eukaryot

Jak jiz bylo vySe uvedeno, replikace DNA je komplexni proces, ktery vyZaduje koordinovanou
¢innost velkého poctu proteind, zejména enzym(. Zucastnéné enzymy: DNA polymeraza — syntéza
DNA, DNA ligdza — kovalentni spojeni mezer, DNA primaza —syntéza RNA - primer(i, DNA helikaza —
katalyza rozplétani DNA, DNA topoizomeraza — katalyza preruseni molekul DNA (zlomy).

Replizom E. coli ma 13 proteind, zatimco replizom kvasinek a savcd ma celkem 27 slozek.
Rozpleteni vldkna zajistuje DNA topoizomeraza a DNA helikaza. Rozpletena vlakna udrzuje v
natazeném stavu protein, ktery vaze ssDNA — replikaéni protein A (Rp-A). Jsou zde pfitomny tfi rlzné
polymerazy — a, & a €. Pol a je nutna pro iniciaci replikace na pocatku a pro syntézu primert
Okazakiho fragmentd, je v komplexu s DNA-primazou, primaza syntetizuje RNA primery, které Pol a
prodluZuje pfidadvanim deoxyribonukleotidl za vzniku fetézce RNA-DNA o velikosti 30 nt. Primerové



fetézce RNA-DNA prodluZuje Pol 6 nebo Pol €. Pol & katalyzuje vétsinu syntézy DNA, pficemz
interaguje s proteinem PCNA (proliferacni antigen bunécného jadra) a replika¢nim faktorem C (Rf-
C). PCNA funguje jako klouzava svorka a vaze polymerazu k DNA, protein Rf-C uchycuje PCNA k DNA.
Pol 6 a € maji 3’ 5’exonukledzovou aktivitu nutnou pro korekéni funkci. RNA primery se vystépuiji
ribonukledazou H1 — ta degraduje RNA v duplexech RNA-DNA a ribonukledzou FEN-1. Pol 6 zapliuje
mezery a DNA-ligdza spojuje rozpojené fetézce za vzniku dcefinych kovalentné uzavienych vldken. U
eukaryot existuje 13 rliznych DNA polymeraz, které maji specifické funkce.

Béhem replikace dochazi k rozpadu nukleozému a jeho rychlému sestaveni. Tohoto procesu
se Ucastni mnoho proteind — zejména Nap-1 protein pro sestavovani nukleozému a CAF-1, faktor pro
sestavovani chromatinu. Nap 1 prenasi histony z mista syntézy v cytoplazmé do jadra a CAF-1 je
piendsi do mist na chromozdmu, kde se sestavuji nukleozdmy. CAF1 prenasi histony do mista
replikace tim, Ze se vaZze s PCNA (proliferacni antigen bunécného jadra) — to je svorka udrzujici DNA
polymerazu 6 na templatu DNA.

Transkripce u prokaryot

Transkripce — prvni krok genové exprese — prenasi genetickou informaci uchovavanou v DNA
(genech) do molekul mediatorové RNA, které nesou informaci k ribozom0m, tj. mistim syntézy
proteind v cytoplazmé. Zakladni rysy transkripce jsou stejné u eukaryot i prokaryot, lisi se ovsem v
detailech. Ta ¢3st, kterd se prepisuje do jedné molekuly RNA, se oznacuje jako transkripéni jednotka.
Proces transkripce lze rozdélit do tfi stadii: iniciace nového retézce RNA, elongace fetézce a
terminace transkripce s uvolnénim vzniklé molekuly RNA.

Iniciace fetézcl RNA obnasi vazbu holoenzymu RNA polymerazy do promotorové oblasti
DNA, lokalni rozvinuti obou vldaken RNA polymerazou, tvorba fosfodiesterovych vazeb mezi nékolika
prvnimi ribonukleotidy vznikajiciho fetézce RNA. Elongace retézcl RNA je katalyzovana RNA
polymerazou, prodluzovani fetézce probihd v transkripéni bubliné. RNA polymeraza umi DNA
rozvinout i svinout, oblast pfechodového parovani bazi mezi rostouci RNA a DNA je kratka 3 pb.
Rychlost u E. coli je 40 ribonukleotid( za sekundu, délka transkrip¢ni bubliny 18 nt. Terminace
fetézce RNA nastdva, kdyZ RNA polymeraza zachyti terminacni signal, transkripéni komplex se
rozpada a uvolriuje vzniklou molekulu RNA. Primarni transkript je modifikovan nékolika zpUsoby: 1. k
5’ konci je pripojena methyl-guaninova Cepicka, 2. ke 3’konci je pfipojen poly(A) usek, 3. vystépuji se
introny.

Transkripce se uc¢astni RNA polymerazy - |, Il a lll, RNA polymerdza | je pfitomna v jadérku a
produkuje rRNA mimo 5S rRNA, RNA polymerazy Il a lll jsou v jadfe a RNA polymeraza Il produkuje
jaderné pre-mRNA, RNA polymeraza lll produkuje tRNA, 55 rRNA a dalsi malé jaderné RNA. E. coli ma
pouze jednu RNA polymerazu sloZenou z 5 polypeptidd, dva z nich jsou identické (a2,B, B°, o). Sigma
faktor se Ucastni pouze iniciace a pak odpada, jeho funkci je rozeznat a navdzat RNA-polymerazu k
mistlim pro iniciaci transkripce nebo promotor(im v DNA. Transkripce, translace a degradace molekul
mRNA u prokaryot obvykle probiha soucasné.

Transkripce u eukaryot

Probihd u eukaryot v jadre. Eukaryotické RNA polymerdzy nemohou iniciovat transkripci
samotné, ale vyZaduji soucinnost s proteinovymi transkripcnimi faktory. Transkripcni faktory se vazi



do promotorové oblasti DNA a vytvafi prislusny inicia¢ni komplex. RNA polymerazy I, Il a lll vyuzivaji
rlzné promotory a transkrip¢ni faktory. Pomoci iniciace syntézy pre-mRNA RNA polymerazou Il se
prepisuje vétsina eukaryotickych genll. Nejprve dochdzi k lokalnimu rozvinuti DNA, coZ vyZaduje
interakci nékolika transkripénich faktoru se specifickymi sekvencemi promotor( transkripcnich
jednotek. Promotory se skladaji z kratkych konzervativnich modull, umisténych proti sméru
transkripce, konzervativni element nachazejici se nejblize k mistu zacatku transkripce se nazyva
TATA-box a obsahuje konzervativni sekvenci 5°-TATAAAA-3’- ten je dlleZity pro nastaveni zac¢atku
transkripce. Druhy konzervativni element je CAAT-box, obsahuje konzervativni sekvenci GGCCAATCT.
TATA box a CAAT-box jsou u vétsiny jadernych genl umistény ve stejnych pozicich. V promotorech
RNA polymerdzy Il se mohou vyskytovat dalsi dva konzervativni elementy: CG-box (konz. sekvence
GGGCGG) a oktamerovy box (konz. sekvence ATTTGCAT). Oba ovliviiuji u¢innosti iniciace transkripce.

U¢innost iniciace je ovlivnéna transkrip&nimi faktory a regulaénimi sekvencemi, které se
nazyvaji zesilovace (enhancers) a tlumice (silencers). Zakladni transkrip¢ni faktory se nazyvaji TFIIX
(Transcription Factor for polymerase I, pricemz X je pismeno oznacujici konkrétni faktor).

Iniciace transkripce

Navazani transkripénich faktord probiha presné, musi interagovat s promotory ve spravném
poradi: 1. vazba TFIID, ktery obsahuje TATA vazebny protein TBP. 2. TFIIA a po ném TFIIB. TFIIF se
spojuje s RNA-polymerdzou Il a pak k transkripénimu iniciaénimu komplexu. Podjednotka TFIIF umi
rozvinout DNA — cozZ je nutnad podminka iniciace transkripce. Nasledné se pfipoji TFIIE, vaze se k DNA
po sméru transkripce, pak se ptipoji TFIIH a TFIL. TFIIH ma helikdzovou aktivitu, odviji vldkna v misté
transkripce. Iniciace transkripce RNA polymerazami | a Il probiha podobné jako u RNA polymerazy II,
ale je jednodussi. Pouziva jiné promotory.

Elongace trankripce

Po uvolnéni eukaryotické RNA polymerdzy z iniciacniho komplexu, zacinaji katalyzovat
elongaci fetézce RNA, stejnym zplsobem jako u prokaryot. Na pocatku elongace modifikuji 5°- konce
pre-mRNA pfidanim 7-methylguanozinové ¢epicky (7-MG cepicka), ty se pfipoji k fetézci RNA o
velikosti 30 nt. 7-MG cepicky jsou rozeznany proteinovymi faktory souvisejicimi s iniciaci translace a
chrani rostouci fetézec pred degradaci nukledzami.

Béhem elongace se nukleozémy ¢aste¢né rozpadaji na histonové hexazéomy, tzn. odpadaji
dimery histon H2A/H2B, kdyz se RNA polymeraza Il dostane za nukleozém komplex FACT
(proteinovy komplex — facilitates chromatin transctiption) spolu s dalSimi proteiny obnovi strukturu
nukleozdmu. Chromatin obsahuijici aktivni geny je méné kompaktni a obsahuje histony s mnoha
acetylovanymi skupinami, naopak chromatin neaktivni s inaktivnimi geny je vice kompaktni a
obsahuje histony s mensim poctem acetylovych skupin.

Terminace transkripce

3’-konce RNA-transkriptl syntetizovanych RNA polymerazou Il vznikaji endonukledzovym
Stépenim primarnich transkriptl namisto terminace transkripce. Terminace transkripce nastava 1000
az 2000 nt po sméru transkripce od mista, které se stane 3’- koncem zralého transkriptu, tzn.
transkripce pokracuje za misto, které se stane koncem a distalni ¢ast se odstépi endonukleolytickym
Stépenim a to v misté 11 — 30 nt po sméru trankripce od konzervativni sekvence AAUAAA a proti



sméru transkripce od sekvence bohaté na GC umisténé blizko konce transkrip¢ni jednotky. Pak
dochazi k polyadenylaci pomoci enzymu poly(A)-polymerazy — tedy pridani useku poly(A) o velikosti
az 200 zbytkd adenozinmonofosfatd. Pripojeni poly(A) k transkriptim je mozné, pokud je pfitomna
specificka slozka rozeznavajici sekvenci AAUAAA a stimulacni faktor, ktery se vaze k sekvenci bohaté
na GU. Poly(A)-konce stabilizuji eukaryotické mRNA a hraji ddleZitou Glohu pfFi transportu z jadra do
cytoplazmy.

Editace RNA

Informacni obsah nékterych eukaryotickych transkriptl se méni editaci RNA, kterd
pozménuje nukleotidové sekvence transkriptl pfed jejich translaci. Normalné se geneticka informace
v RNA neméni, existuji vyjimky. Divodem mohou byt zajisténi zmén profil( genové exprese. Editace
probiha dvéma zpUsoby: zménou struktury jednotlivych bazi (dojde k substituci jedné baze) nebo
inzercemi nebo delecemi zbytk( uridinmonofosfatu (dojde k velkym zménam v polypeptidech
uréovanymi témito mRNA).

Exony a introny

Vétsina, ale ne vSechny eukaryotické geny jsou rozdéleny na kddujici a nekédujici sekvence
zvané exony a introny. Exony (exprimované sekvence) jsou vétsinou kddujici oblasti. Zastavaji
zachovdny ve zralych molekulach RNA kédujicich i nekddujicich. Introny (intervenujici sekvence) jsou
nekoddujici sekvence. Vystépuji se ze zralych molekul RNA. Introny prerusuji vétsinu, ale ne vSechny
eukaryotické geny a jsou typické tim, Ze se v nich hromadi mutace mnohem rychleji nez v exonech.
Nékteré geny obsahuji velmi velké introny, jiné geny velky pocet malych intrond. Biologicky vyznam
intrond ovSem z(stava otevienou otazkou. Pro spravny sesttih pre-mRNA existuji pfesné sestfihové
signaly, sestfih musi byt pfesny a exonové sekvence se musi spojit s pfesnosti jednoho nukleotidu pro
spravné precteni kodonli béhem translace.

Konzervativni dinukleotidové sekvence na koncich intron( jsou: Exon-GT...intron...AG-exon.
Odstranéni intronovych sekvenci probiha sestfihem RNA tfemi rdznymi mechanizmy: 1.
endonukleolytickym Stépenim nasledovanym DNA-ligaci za pfitomnosti specidlni sestfihové
endonukledzy a ligazy, 2. autokatalytickou reakci, tu zajistuje samotna molekula RNA, 3. introny
transkriptl jadernych pre-mRNA (hnRNA) se sestfihuji dvousupriovymi reakcemi za pomoci
splicezomd.

Molekuly RNA

Existuje 5 typld RNA molekul: Mediatorova RNA — mRNA, molekuly RNA, které jsou
prekladany na ribozomech, intermediaty prendsejici genetickou informaci z DNA do ribozom{, kde se
syntetizuji proteiny. Transferovd RNA- tRNA predstavuje malé molekuly RNA, fungujici béhem
translace jako adaptéry mezi aminokyselinami a kodony (tRNA). Ribozomova RNA- rRNA predstavuje
strukturni a katalytické slozky ribozém, tj. sloZitych molekuldrnich stroji prevadéjicich nukleotidové
sekvence mRNA do aminokyselinovych sekvenci polypeptid(l (rRNA). Mala jaderna RNA — snRNA
predstavuje strukturni slozky spliceozom{, tj. jadernych struktur, které vystépuji introny jadernych
genU. Mikro RNA — miRNA predstavuje kratké ssRNA molekuly o velikosti 10-22 nukleotid(,
odstépuji se od malych prekurzor( tvaru vlasenek a blokuji expresi komplementarnich nebo ¢astecné
komplementarnich mRNA, kdy zajisti jejich degradaci, nebo represi jejich translace.



Translace — syntéza proteinl(

Genetickd informace nesena sekvencemi nukleotid v molekuldch mRNA se translaci prenasi
do sekvenci aminokyselin v polypeptidovych genovych produktech pomoci sloZitych
makromolekuldrnich zafizeni zvanych ribozomy. Proces translace je komplikovany a vyZzaduje Uc¢ast
mnoha rdznych molekul RNA a protein(. Translace se Ucastni 3 typy RNA, které vznikaji transkripci
DNA. Chromozomova DNA se prepiSe do prekurzoru rRNA, mRNA a tRNA pomoci enzymu RNA
polymerazy. Prekurzor rRNA je upravovan, takZze vznika 5S, 16S a 23S rRNA (podjednotky ribozému) a
spolu s ribozomovymi proteiny tvofi volné ribozomové podjednotky (velkd a mald). mRNA je po
Upravach pre-mRNA translatovana na ribozomech a vznika polypeptidové vldkno. tRNA je upravena a
je na ni navazana specifickd AK pomoci souboru aktivujicich enzym(i zvanych aminoacyl-tRNA-
syntetazy.

Translace probiha na ribozomech — makromolekularnich systémech umisténych v
cytoplazmé. Kazdy ribozom je sloZen z 3-5 molekul RNA (rRNA) a 40 — 60 malych molekul tRNA. Jsou
tvofeny z % proteiny a z % RNA. Ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek, velké a malé, které se po
dokonceni translace od sebe oddéluji a znovu se sestavuji pfi iniciaci translace. Podjednotky obsahuiji
velké sloZzené molekuly RNA, ze kterych se sestavuji ribozomové proteiny. Velikost ribozom je
vyjadrena ve Svedbergovych jednotkach podle rychlosti, s jakou sedimentuji pfi centrifugaci).
Prokaryoticky ribozom je velky 70S (20nm x 25 nm) a je sloZzen z 30S malé ribozomové podjednotky
obsahujici molekulu 16S RNA a 21 rGznych polypeptidd, velkd — 50S podjednotka je slozend ze dvou
molekul RNA —5S a 23S a 31 polypeptidl. Eukaryoticky ribozom je velky 80S, mald podjednotka 40S
obsahuje molekulu 18S a 33 polypeptidl a velkad podjednotka 60S tfi molekuly RNA —5S, 5.8S, 28S a
49 polypeptidd. U eukaryot probiha syntéza rRNA v jadérku a je katalyzovana RNA-polymerazou I.

Geny pro rRNA se vyskytuji v mnohanasobnych kopiich — jedna se o tzv. redundantni rRNA.
Jadérko se nachazi uvnitf jadra a je specializovano na syntézu molekul rRNA a jejich sestavovani do
ribozomu. Transkripci vznikaji prekurzory vétsi nez molekuly rRNA v ribozomech a prochazeji
posttranskripcnimi Upravami genového transkriptu a také podléhaji posttranskripénim methylacim —
methylace je chrani pfed degradaci ribonukledzami. Geny pro 5.8S, 18S a 28S rRNA eukaryot jsou v
chromozomech usporadany v tandemovych fadach v oblastech organizatoru jadérka (u ¢lovéka jsou
na p ramenech chromozému 13, 14, 15, 21 a 22, tzn. akrocentrickych chromozému). Geny pro 5S
rRNA lezi na nékolika chromozémech.

Ribozom ma 3 specifickd mista pro vazbu tRNA — A (aminoacylové) misto, P (peptidylové)
misto a E misto exitu. Aminoacylové misto (A) vaze privadénou aminoacyl-tRNA, peptidylové misto
(P) vaZe tRNA, ke které je pripojen rostouci polypeptid a misto exitu E vaZze odchazejici nenabitou
tRNA.

Molekuly transferovych RNA funguji jako adaptéry, které zprostfedkovavaji interakce mezi
aminokyselinami a kodony v mRNA. Transferova RNA (tRNA) je tvofena malymi adaptérovymi
molekulami (4S, dlouhé 70-95 nt), které obsahuji tripletovou nukleotidovou sekvenci tzv. antikodon,
pro kazdou aminokyselinu existuji 1-4 tRNA molekuly. tRNA se aktivuji (nabiji) aminokyselinami ve
dvoustupniovitém procesu katalyzovanym aminoacyl-tRNA-syntetazou. Karboxylova skupina
aminokyseliny se navazZe na 3’- hydroxylovy konec tRNA velice reaktivni vazbou. Aminoacyl-tRNA jsou



substraty pro syntézu polypeptidl na ribozomech, kazda aktivovana tRNA rozezndava spravny kodon
MRNA a prezentuje aminokyseliny v takové sférické konfiguraci, kterd usnadnuje tvorbu peptidové
vazby. tRNA vznikaji transkripci gen(, ptivodné jsou to vétsi prekurzorové molekuly, které prochazeji
posttranskripcnimi Upravami (Stépeni, zkraceni, methylace). Zralé molekuly tRNA obsahuji na rozdil
od prekurzor(l nukleotidy typu inozin, pseudouridin apod. tRNA molekula je velice specificka,
obsahuje antikodonovou sekvenci, je presné rozeznatelna aminoacyl-tRNA-synthetazami a je
schopna vazat se na pfislusna mista ribozoma.

Translace nukleotidové sekvence v molekule mRNA do aminokyselinové sekvence
polypeptidového produktu se mize rozdélit do tfi fazi: iniciace, elongace a terminace
polypeptidového fetézce. Proces translace se fidi pravidly genetického kédu.

Iniciace translace u prokaryot

1. iniciace polypeptidového retézce — déj, ktery predchazi tvorbé peptidové vazby mezi
prvnimi dvéma amninokyselinami nového polypeptidového retézce. U E.coli se procesu iniciace
Ucastni 30S podjednotka ribozomu, specialni iniciacni tRNA, molekula mRNA, tfi iniciacni faktory IF-1,
IF-2 a IF-3 a jedna molekula GTP. Translace probiha na ribozomech 70S, ty se po kazdém dokonceni
syntézy polypeptidového retézce rozpadaji na malou a velkou podjednotku (30S a 50S). Syntézu
polypeptidu zahajuje vidy tRNAF", kterd ma aminoskupinu blokovanou formylovou skupinou
(index f)— jako odpovéd na iniciacni translacni kodon AUG (nékdy GUG). Syntéza vsech polypeptidi
zacind methioninem, ten se muZe nasledné odstépit (tzn. funkéni proteiny nemusi mit na amino-
konci Methionin). Iniciace za¢ina tvorbou dvou komplext — 1. obsahuje IF-2 a metionyl- tRNAfY", 2.
obsahuje molekuly mRNA, podjednotku ribozomu 30S a IF-3. Bez IF-3 se komplex 30S podjednotky a
mMRNA nevytvofi, tento komplex zavisi na parovani bazi mezi nt sekvenci v blizkosti 3’- konce 16S
rRNA a sekvenci v blizkosti 5°-konce molekuly mRNA. U prokaryot se jednd o konzervativni poly-
purinovou oblast AGGAGG tzv. Shinenovu-Dalgarnovu sekvenci umisténou 7 nt proti sméru
transkripce od AUG iniciac¢niho kodonu. Pokud se tato sekvence pozméni, nedojde k translaci, nebo
slabé translaci. Oba vzniklé komplexy se spojuji.

Poslednim krokem je iniciace translace je ptripojeni podjednotky 50S k iniciacnimu komplexu
30S za vzniku Uplného ribozomu 70S. Pfed tim dochdzi k uvolnéni IF-3 a pfipojeni vyZzaduje energii
GTP a uvolnéni IF-1 a IF-2. Iniciacni tRNA s methioninem je po pfipojeni 50S navazano do P-mista
ribozomu, tato tRNA je jedinou tRNA, kterd se vaze pfimo na P misto a nemusi se nejprve vazat do A
mista ribozomu. Iniciaéni kodon je umistén v P misté a druhy kodon mRNA v misté A, miZze dojit k
elongaci.

Iniciace translace u eukaryot

Iniciace je sloZitéjsi nez u prokaryot, ale cely proces probiha podobné s vyjimkou dvou
aspektd. 1. aminoskupina methioninu iniciaéni tRNA eukaryot neni lokovana formylovou skupinou
jako u prokaryot. 2. iniciaéni komplex se tvofi na 5’konci mMRNA, ne v misté ur¢eném Shinenovou-
Dalgarnovu sekvenci a AUG jako u E. coli. Iniciacni komplex u eukaryot prohlizi mMRNA od 5°- konce a
hledd kodon AUG pro iniciaci translace. Proto translace zacina ¢asto kodonem AUG umisténém
nejblize 5’- konci molekuly mRNA. Vliv na iniciaci translace ma také optimalni iniciani sekvence 5’-
GCC(A nebo G)CCAUGG-3’, nejdlilezitéjsi je purin A nebo G umistény 3 baze proti sméru translace od
iniciatniho kodonu a G, ktery za nim bezprostfedné ndsleduje. Ty ovliviiuji G¢innost translace vice nez



10-tindsobné. Jiné zmény v této sekvenci sniZuji U¢innost translace v mensi mife. Jedna se o tzv.
pravidla Kozakové. Iniciaéni tRNA je opét tRNA;™"
Cepicka na 5°- konci mRNA vazZe protein CBP (cap-binding protein), ke komplexu CBP-mRNA se vazi

(i znamena iniciacni). 7-methylguanozinova

inicia¢ni faktory nasledované malou podjednotkou ribozomu 40S. Cely iniciac¢ni komplex se pohybuje
ve sméru 5= 3 konci po molekule mRNA a hleda kodon AUG, pokud ho najde, iniciacni faktory
odpadaji a ke komplexu se vaze velka podjednotka ribozomu 60S, vznika Uplny ribozom 80S. Komplex
80S/mRNA/tRNA je pfipraven pro elongaci fetézce.

Elongace translace

Elongace translace probiha stejné u prokaryot i eukaryot. Pfidani aminokyseliny do
rostouciho polypeptidu vyZaduje ti kroky: 1. vazbu aminoacyl-tRNA do mista A ribozomu, 2. pfenos
rostouciho polypeptidového retézce z tRNA v misté P na tRNA v misté A tvorbou peptidové vazby a 3.
translokaci ribozomu po mRNA, aby se v misté A objevil dalsi kodon.

Béhem kroku 3 se vznikajici polypeptid navazany na tRNA translokuje z mista P do mista E.,
tyto tfi kroky se béhem elongace cyklicky opakuji. Elongacni faktor Tu nesouci molekulu GTP (EF-Tu
GTP) je nezbytny pro parovani tfi nukleotid( antikodonu vstupujici aminoacyl-tRNA a kodonu mRNA
pfitomnymi v misté A. GTP se Stépi po vytvoreni peptidové vazby a EF-Tu GDP se z ribozomu uvolni,
je ale inaktivni. Elongacni faktor Ts (EF-Ts) umozni pfechod EF-Tu GDP do aktivni formy EF-Tu GTP,
EF-Tu interaguje se vSemi aminoacyl-tRNA mimo methionyl-tRNA. Enzym peptidyltransferaza, jehoz
aktivita je spojena s podjednotkou 508, katalyzuje odstranéni spojeni mezi rostoucim polypeptidem a
tRNA v misté P a fetézec se kovalentné vaze k tRNA v misté A. Jeho aktivita je soustfedéna do 23S
rRNA. Tvorba peptidové vazby vyZaduje hydrolyzu GTP (pfichazi od EF Tu-GTP) béhem 1. faze.
Elongacni faktor G (EF-G) — pUsobi ve treti fazi elongace — béhem posunu o tfi nukleotidy smérem ke
3’konci mMRNA dojde k translokaci peptidyl-tRNA z mista A do mista P a nenabita tRNA se translokuje
z mista P do mista E. Ribozom pfitom prochazi konformaénimi zménami a mlze se pohybovat po
molekule mRNA, energie vznika hydrolyzou GTP. Po translokaci zistava misto A prazdné a muze dojit
k dalsimu cyklu elongace. Elongace je rychly proces, syntéza polypeptidu obsahujiciho 300
aminokyselin trva 15 sekund.

Terminace translace

Elongace polypeptidového fetézce prechazi v terminaci, jakmile do mista A vstoupi
terminacni kodon (stop kodon) — UAA, UAG nebo UGA. Terminacni kodony jsou rozeznany
uvolfiovacimi faktory (RF), u E. coli se jedna o RF-1 (rozezna UAA a UAG) a RF-2 (rozezna UAA a
UGA). U eukaryot rozeznd vsechny tfi terminaéni kodony jediny uvolfiovaci faktor eRF. Pfitomnost
uvolniovaciho faktoru v misté A méni aktivitu peptidyltransferazy a pfipojuje ke karboxylovému konci
vznikajiciho polypeptidu molekulu vody. Touto reakci se polypeptid uvolfiuje z molekuly tRNA v misté
P a indukuje translokaci volné tRNA do mista E. Terminace konci uvolnénim molekuly mRNA z
ribozomu a rozpadem ribozomu na podjednotky, které jsou pak pfipraveny pro iniciaci dalsiho kola
proteosyntézy.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. origindlu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 9, 10, 11,
12



Otazky:

Jaké funkce musi splfiovat geneticky material?
Jak vypada komplexni replikacni aparat u eukaryot?
Co znamena pojem editace DNA?

6. PREDNASKA
RozmnoZovdni bunék

Bunky, které predstavuji jednotky vsech Zivych organismd, jsou na povrchu obklopeny
plazmatickou membranou. Chromozdmy, coz jsou bunécné struktury nesouci geny, se skladaji z DNA
a proteinl; béhem transkripce obsahuji i RNA. V eukaryotickych burikdch se chromozomy nachazeji
uvnitt jddra ohraniceného membranou, v prokaryotickych burikdch se jadro nevyskytuje.
Eukaryotické bunky obsahuji slozity systém vnitinich membran tvoficich organely, napf.
mitochondrie, chloroplasty nebo endoplazmatické retikulum. Haploidni eukaryotické buriky obsahuiji
pouze jednu kopii kazdého chromozdmu, diploidni obsahuji dvé kopie.

Postupnym délenim plvodni buriky vznika klon, kdy buriky jednoho klonu jsou identické.
Materska burika se déli za vzniku dvou dcefinych bunék. U prokaryot mluvime o pficném déleni,
obsah matefrské buriky je vice méné rovnomérné rozdélen do dcefinych bunék. Chromozdm je
zdvojen a predan do dcefinych bunék v jedné kopii. Déleni probiha kazdych 20-30 min. (pf. E.coli za
24 hodin vyprodukuje 250 bunék). Pokud dojde k nahromadéni velkého poctu bunék, rychlost déleni
se snizuje (omezené Ziviny, hromadéni odpadnich latek). Za jeden den vznika masa bunék, ktera se
nazyva kolonie. U eukaryot pfedstavuje bunécné déleni sloZitéjsi proces, je zde vice chromozéma,
pro které musi byt zajisténo pfesné rozdéleni do dcefinych bunék, oviem distribuce organel do
dcefinych bunék neni Uplné rovnomérna. Mitochondrie a chloroplasty se rozdéluji ndhodné.
Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat se rozpadaji na fragmenty, které jsou v dcefinych
burikach obnoveny.

Bunécny cyklus ma Ctyfi faze nazyvané G1 —S — G2 — M faze. V S fazi probiha syntéza DNA a
duplikace chromozém. M-faze je faze déleni, sloZzena z mitdzy a cytokineze. Mitdza je faze rozdéleni
chromozéml, cytokineze je faze fyzického oddéleni bunék.

G1 a G2 faze predstavuji pauzy mezi fazemi S a M (z angl. gaps). Délka bunécného cyklu se
pohybuje od 30 minut (v embryich) po nékolik mésict. Napt. buriky nervovych tkani a svalovych
vldken se prestavaji délit pokud dosahnou svych specializovanych funkci. Proces bunécného déleni je
kontrolovan a jeho deregulace muze vést ke vzniku nadord.

Jeden chromozdm = jedna dvouretézcova molekula DNA a proteiny. Prokaryotické burky
obsahuji normalné 1 chromozém nebo nékolik mensich molekul DNA — plazmidd — (kruZnicovité
molekuly DNA), to je stejné jako u mitochondrii a chloroplastl eukaryot. Molekuly DNA v
eukaryotickych burikach jsou naopak linearni. Somatické buriky jsou diploidni, pohlavni buriky jsou
haploidni gamety, ty vznikaji ze zarodecné linie (rozmnoZovaci tkan organismu). U rostlin se vyskytuji
oba typy gamet (spermatické i vajecné buriky) soucasné. Eukaryotické chromozdmy jsou viditelné ve



svételném mikroskopu (zvétseni 20x, 500x), prokaryotické jsou viditelné pouze v elektronovém
mikroskopu.

Chromozdm je ve fazi déleni sloZeny ze dvou identickych tycinek spojenych centromerou tzv.
chromatid, které jsou tvoreny chromatinem. Chromatin je sloZzen z DNA a proteind. Jednd se o dva
typy proteind — bazické histony (kladné nabité; H1, H2A, H2B, H3 a H4), heterogenni kyselé proteiny
— nehistonové chromozémové proteiny — zaporné nabité. Ve spermiich se misto histond nachazeji
protaminy. Eukaryoticky chromozém md velikost 1 - 20 cm DNA.

Béhem bunécného déleni dochazi ke kondenzaci nebo sbalovani molekul DNA. Toto sbalovani
DNA v chromozdmech probiha na tfech Urovnich — vznikaji nukleozémy — podjednotky chromatinu,
chromatin a chromatinova vlakna. V prvni Urovni dochazi ke kondenzaci negativni nadSroubovice do
nukleozémi a vytvoreni interfazniho chromatinového vldkna o priméru 11 nm. Ucastni se histony
H2A, H2B, H3 a H4. Druha uroven kondenzace — dalsi shalovani — predstavuje proces superspiralizace
a vznik 30 nm chromatinového vldkna. U&astni se histon H1. Treti Grovef kondenzace probiha za
pomoci nehistonovych protein(, které tvori leSeni, vznikaji pevné sbalené metafazni chromozémy.

Zvlastni strukturu na chromozému maji centromery a telomery, které predstavuji oblasti
vysoce repetitivni DNA. Centromery riznych chromozéma daného druhu jsou si strukturné velice
podobné. Pfi prechodu z metafaze do anafaze vznikaji dvé funkéni centromery. Acentrické fragmenty
chromozéml se v pribéhu déleni ztraceji. Centromery u kvasinek jsou sloZzeny z CEN oblasti a ty jsou
vzajemné zaménitelné. U eukaryot jsou slozitéjsi, napf. u clovéka obsahuje kazda centromera 5 000 —
15 000 kopii sekvence o délce 171 bp, ta se nazyva alfa satelitni sekvence. Telomery — konce
eukaryotickych bunék, pfinaseji stabilitu chromozémam, mezi jejich funkce patfi obrana pred
deoxyribonukledzami, aby odbouravali konce linearnich molekul DNA, branit fizim koncU s jinymi
molekulami DNA a umoznit replikaci konct linedrnich molekul DNA beze ztraty materidlu. U eukaryot
jsou tvoreny kratkymi sekvencemi — tandemovymi repeticemi — TTAGGG je opakujici se jednotka.
Mirné se lisi u rGznych druh( organism{, ale v rdmci druhu jsou vysoce konzervovany. V normalnich
somatickych burnkach e 500 az 3 000 téchto repetici a ty se postupné zkracuji s vékem, odrazeji tedy
stari bunky. V zarodecnych a nadorovych burikach se telomery nezkracuiji.

Mitdza

Mitdza je déleni eukaryotické buriky za vzniku dvou identickych dcefinych bunék.
Rovnomeérné rozdéleni kazdého duplikovaného chromozému do dcefinych bunék je podstatou
mitdzy, pri¢emz duplikace chromozému probiha v S-fazi bunééného cyklu. V priibéhu mitozy se
chromozémy zkracuji a zesiluji — kondenzuji se, jsou rozeznatelné. Na konci mitdzy se dekondenzuiji a
obnovuje se plvodni chromatin. Interfaze je obdobi mezi délenimi, faze bunécného cyklu mimo
mitdzu, v této fazi chromozémy nejsou rozeznatelné. Duplikaty chromozédm se nazyvaji sesterské
chromatidy a jsou tésné pfilozeny k sobé a spojeny v oblasti centromery. Rozdéleni genetického
materidlu do dcefinych bunék zajistuji mikrotubuly, komponenty cytoskeletu. Mikrotubuly jsou dutd
vlakna tvorena tubulinem, umi se napojit na chromozédmy a pohybuji s nimi uvnitf buriky, v pribéhu
M faze tvofi uskupeni zvané vieténko. MTOC — mikrotubuly organizujiciho centra — se podili na
tvorbé vieténka a vyskytuji se v cytoplazmé eukaryotickych bunék v blizkosti jadra. U Zivocich( jsou
MTOC tvorena centrozomy. Centrozom obsahuje dvé valcovité centrioly, ty se orientuji kolmo k sobé
a jsou obklopeny difuzni hmotou zvanou pericentrioldrni oblast. Tato oblast pak iniciuje formovani
mikrotubuld a vznik mitotického vieténka. Centrozomy se duplikuji béhem interfaze. Ve fazi vstupu



do M se formuje aster — rlZicovity Utvar tvofeny z centrozomU a mikrotubul(. Centrozomy putuji
kolem jadra a zaujimaji protilehlé pozice, urcuji pély délici se matefské buriky a takto vznika podélna
osa pro nadchazejici bunécné déleni tzv. ekvatorialni rovina.

Jakmile burka vstoupi do mitdzy, jeji duplikované chromozémy se kondenzuji do podoby
tycCinkovitych utvar(l (profaze). V pribéhu mitdzy se chromozomy presouvaji do ekvatorialni roviny
bunky (metafaze). Pozdéji béhem mitdzy dochazi k rozdéleni centromer, které plivodné drzely
pohromadé sesterské chromatidy duplikovanych chromozémd, sesterské chromatidy se oddéli jedna
od druhé (anafaze). V zavéru mitdzy se chromozémy dekondenzuji a obnovuje se kolem nich jaderny
obal (telofaze). Kazda z obou dcefinych bunék vzniklych procesem mitdzy a cytokineze obsahuje
tutéz sadu chromozéml, dcefiné buriky jsou tedy geneticky identické. Cely proces mitézy probiha v
téchto fazich — profaze, metafdze, anafaze, telofaze s cytokinezi:

Profaze — zahdjeni tvorby vieténka a kondenzace duplikovanych chromozém. Rozpad
bunécnych organel (endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat), neni vidét jadérko. Mitochondrie a
chloroplasty jsou neporuseny. Fragmentace ER je spojena s rozpadem jaderného obalu na mnozstvi
malych méchyrkd a mikrotubuly vnikaji do prostoru jadra. Nékteré se napojuji na kinetochory.
Kinetochor je proteinova struktura spojena s centromerami duplikovanych chromozédmu. Pripojeni
vieténka ke kinetochorlim znamena vstup buriky do metafaze.

Metafaze - chromozémy se presouvaji doprostied buriky, do polohy uprostied mezi pély
vieténka. Délka mikrotubull se méni (motorové proteiny), nenapojené mikrotubuly na chromozémy
stabilizuji strukturu a tvar vieténka. Chromozdmy se shromazdi v ekvatoriadlni roviné (jiny nazev —
metafazni desticka) uprostred buriky. Kazda ze sesterskych chromatid je pfipojena k opacnému pélu
pomoci mikrotubulll navazanych na jeji kinetochor. Jedna se o polarni orientaci zajistujici presné a
rovnomeérné distribuce genetického materialu do dcefinych bunék.

Anafaze — sesterské chromatidy se rozchazeji, oddéluji diky zkracovani kinetochorovych
mikrotubuld a degradaci proteind v misté centromery. Sesterské chromatidy jsou tazeny k opaénym
polim bunky a oddélené sesterské chromatidy se nazyvaji chromozémy. Jakmile jsou chromozémy
presunuty k péliim, pdly se vzdaluji a dvé sady chromozdml jsou rozdéleny do riznych ¢asti délici se
bunky.

Telofaze - dochazi k dekondenzaci chromozém do podoby chromatinovych vldken, a znovu
se formuji i organely, kazda sada chromozomu se obali jadernou membranou.

Cytokineze - nakonec se dcefiné burky oddéli separaci plazmatické membrany, u rostlin
vznika rovnobézna bunécna sténa.

Meidza

Soucasti pohlavniho rozmnoZovani je mechanizmus, pomoci néhoz se pocet chromozém v
burice snizuje na polovinu (pocet chromozém v gameté je n/haploidni, pocet chromozém v zygoté
je 2n/diploidni). Vzniklé haploidni buriky jsou pfimo gametami nebo se dale déli a gamety vznikaji
pozdéji. Meidza je kliCova pro rozmnozovani eukaryot.

Chromozémy vytvareji v burice dvojice tzv. homologni pary, které se od sebe odlisuji a nesou
rozdilnou sadu gent (jeden od otce, druhy od matky). Chromozémy v jednom paru se nazyvaji



homologni, homology. Chromozémy z rliznych para jsou vici sobé heterologni, heterology. V
prabéhu meidzy jsou homology tésné spojeny.

Proces meidzy zahrnuje dvé bunécéna déleni: pfedchazi duplikace chromozém v S-fazi
bunécéného cyklu (4c), pak nastava |. Meiotické déleni (2c) a Il. Meiotické déleni (1c), kdy c je obsah
DNA v burice.

Meidza | je sloZitéjsi nez meidza Il a také casové delsi. Chromozémy jsou jiz duplikovany v S-
fazi a kazdy je tvoren dvéma sesterskymi chromatidami. Meidza I. se sklada z téchto fazi: profaze I.
(zahrnuje 5 stadii: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene, diakineze), metafaze I. (putovani
chromozom k opacnym pdlam déliciho vieténka), anafaze I. (definitivni oddéleni chromozéma,
chromozdémova disjunkce), telofaze I. (rozpad déliciho vieténka a rozdéleni dcefinych bunék
plazmatickymi membranami, dekondenzace chromozéma).

Meidza |
Podrobny popis profaze I:
Leptotene — ,,tenkd vldkna“, kondenzace duplikovanych chromozéma.

Zygotene — ,spojenad vlakna“, tésné spojeni homolognich chromozémd, vznika tzv. synapse —
proteinova struktura mezi chromozdmy — tzv. synaptonemalni komplex — 3 tycinkovité utvary — dva
lateralni elementy spojené s chromozémy, uprostied je centralni element, nevyskytuje se ovsem u
vSech bunék.

Pachytene — ,silnd vldkna“ — zesileni chromozém diky kondenzaci do stale mensiho objemu.
Chromozdmy jsou sparované — jsou pozorovatelné svételnym mikroskopem. Kazdy par je tvoren
dvéma duplikovanymi chromozdémy a ¢tyfmi sesterskymi chromatidami, nazyvaji se bivalenty (dva
chromozdémy) nebo tetrady (4 chromatidy). Dochazi ke crossing-overu.

Diplotene — , dvé vlakna” — oddélovani sparovanych chromozémd, ale jsou stale v kontaktu v misté
prekrizeni — v chiazmatech (chiazma = kfiz). Stadium muze trvat dlouho (u Zen i vice nez 40 let).

Diakineze - ,pohyb skrz“ — chromozémy se kondenzuji, jadernd membrdana se rozpadd a tvofi se délici
vieténko, mikrotubuly vieténka pronikaji do jadra a pfipojuji se na kinetochory chromozémd,

chromozémy se pohybuji k ekvatorialni roviné (je kolma na osu déliciho se vieténka).
Po profazi | nasleduje metafaze I, anafaze |, telofaze I.

Metafaze | — putovani chromozomi k opacnym pdlim déliciho vieténka. Chiazmata se
posouvaji smérem od centromery ke konclim chromozém( — jedna se o terminalizaci chiazmat, mezi
chromozdémy roste napéti.

Anafaze | — definitivni oddéleni chromozoma, chromozémova disjunkce, je podminéna
zkracovanim mikrotubull déliciho vieténka, rozdélené chromozémy se shromazdi u opacnych pdla a
prvni meiotické déleni kon¢i.

Telofaze | — rozpad déliciho vieténka a rozdéleni dcefinych bunék plazmatickymi
membranami, dekondenzace chromozomu a obnoveni jaderného obalu. U nékterych druh nenf



dekondenzace chromozdm( Uplna, nevytvofri se nova jadra a dcefiné bunky vstupuji rovnou do
druhého meiotického déleni.

Po prvnim meiotickém déleni burniky obsahuji haploidni pocet chromozémd, ale kazdy je
tvoren ze dvou sesterskych chromatid, které nemusi byt geneticky identické v dlsledku
rekombinacnich procesli s homolognim partnerem béhem profaze I.

Meiodza ll

Meioza Il je sloZena z téchto fazi:

Profaze Il - chromozdomy se opét kondenzuji a pripojuji k novému délicimu se vieténku.
Metafaze Il - chromozédmy se presouvaji do ekvatorialni roviny a jejich centromery se oddéluiji.
Anafaze Il — chromatidy se rozdéli a putuji k opacnym pdlim buriky.

Telofaze Il — oddélené chromatidy (chromozdmy) se shromazduji u pdli a obnovi se jaderné obaly —
vznikaji nova dcefina jadra, kaZzdé obsahuje haploidni pocet chromozéomd.

Cytokineze — haploidni dcefiné buriky jsou oddéleny svymi plazmatickymi membranami.
Variabilita pohlavnich bunék

V meidze | se od sebe oddéluji celé homologni chromozdmy, jeden pochazi od otce a druhy
od matky, pfi sefazovani v ekvatorialni roviné se homology ndhodné orientuji vzhledem k pélim
vieténka a pak se oddéluji. Kazdy chromozémovy par se oddéluje nezavisle na ostatnich parech —
pokud mame 23 pard chromozém{, vznika 223 moznosti dcefinych bunék (vice nez 8 000 000
kombinaci). DalSim zdrojem rekombinace je crossing-over a jeho dalsi moZzné kombinace.

RGzné osudy gamet

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae se produkty meidzy se dale mitoticky déli a vznika
populace haploidnich bunék. Houba — plisent Neurospora crassa — zde dalSim mitotickym délenim
vznikaji vldkna — hyfy, tvofici télo houby. Za vhodnych podminek tvofi pohlavni buniky — gamety.
Spojenim gamet vznika diploidni zygota, kterd vstupuje do meidzy. Tyto organismy se vyskytuji
prevazné jako haploidni. Nejedna se o klasické samci a samici pohlavi, ale o parovaci typy — u
kvasinek je to a a alfa a u Neurospory A a a, k oplozeni dochazi spojenim pohlavnich bunék opacnych
parovacich typ0.

Nizsi rostliny — mechy — haploidni buriky se mitoticky déli a tvofi rozvétvena vldkna, ktera
mohou diferencovat do pletiv a organd, stonkd, list(. Jedna se o haploidni rostliny, jako dospélé tvofri
gamety — vaje€né nebo spermatické bunky — nazyvaji se gametofyty. Po oplozeni vznika diploidni
zygota, mitoticky se déli a vytvari sporofyt.

vvs

Vyssi rostliny, zde prevlada sporofyt, gametofyt je z nékolika bunék. Meidza probihd v
odlisnych samcich a samicich pletivech ve sporofytu vyssich rostlin. Jedna ze ¢tyr haploidnich bunék
se vyviji do gametofytu tzv. megaspora, ¢tyfi haploidni buriky se samci meidzy se nazyvaji mikrospory
a vyviji se také do gametofytu. Stfidani haploidni a diploidnich organizmi v Zivotnim cyklu se nazyva
stfidani generaci.



Zivocichové — haploidni produkty meidzy se vyvijeji do gamet. Sami¢i meiéza produkuje
pouze jedno vajicko — ovum. Zbyvajici tfi buriky jsou pdlocyty a degeneruji. VSechny ¢tyti haploidni
buriky vzniklé samci meidzou se vyvijeji ve spermie. Proces vytvareni gamet — gametogeneze —
probihd v gonddach. Oogeneze ve vajecnicich a spermatogeneze ve varlatech. Na pocatku je
nediferencovana burika oogonium nebo spermatogonium, které vstupuje do meidzy a tvofi haploidni
buriky.

Modelové organismy

Modelové organismy maji tyto vlastnosti: snadna kultivace v laboratofi, kratky Zivotni cyklus,
vykazuji genetickou variabilitu. Pfiklady modelovych organisma: Escherichia coli — bakterie,
Saccharromyces cerevisiae — pekatska kvasinka, Drosophila melanogaster — octomilka, bezobratli,
Caenorhabditis elegans — hlistice, bezobratli, Mus musculus — mys, obratlovci, Arabidopsis thaliana —
husenicek rolni, rostlina.

Bakterie Escherichia coli

Jedna se o tycinkovitou bakterii, pouzivanou pro mikrobidlni genetiku. Pfirozené se vyskytuje
ve stfeveé rlznych Zivocich(. Lze ji jednoduse kultivovat na Zivném médiu v laboratofi, pfistupna pro
biochemické analyzy a snadno se u ni izoluji mutantni kmeny lisici se v rstovych parametrech. Tvofi
desitky miliard kopii béhem kratkého ¢asového intervalu. Velikost genomu je 4.6 x 10° bp, ktery je
tvoren jednim kruznicovitym chromozémem o délce 1,4 mm. Kompletni sekvence genomu byla
ziskana v r. 1997, obsahuje 4288 genu kddujicich proteiny. Po sekvenaci dalsich genom byly zjistény
rozdily v obsahu DNA i poctu gent — existuji tedy rizné kmeny této bakterie. Na tomto modelovém
organismu byly objasnény mechanismy replikace, transkripce, translace.

Pekarska kvasinka Saccharomyces cerevisiae

Jednobunécna houba, snadno se kultivuje na jednoduchém médiu, z jedné materské buriky je
mozné v nékolika dnech ziskat obrovsky pocet dalSich bunék. Snadno Ize izolovat mutantni kmeny,
lisici se v rlistovych vlastnostech. Jedna so o eukaryoticky organismus. Genom ma 16 chromozéma v
bunééném jadre, slozenych z DNA a protein(l, obsahuje mitochondrie a je tvofen 12 x 10° bp,
obsahuje celkem 6268 gend. Jeji sekvence byla popsana v roce 1996, jednalo se o prvni analyzovany
eukaryoticky genom. S. cerevisiae umi tvofit také dlouha vldakna. RozmnoZuje se pohlavné i
nepohlavné pucenim (mitotické déleni haploidniho jadra). Jedno ze vzniklych jader se pfesune do
pupenu, ktery se oddeéli cytokinezi. Pohlavni rozmnozovani je uskutec¢néno, pokud se pfiblizi
haploidni buriky obou parovacich typ( (a a alfa), dojde k parovani a vznika diploidni bunka, ktera
vstupuje do meidzy. Vysledkem jsou Ctyfi haploidni askospory ve vacku zvaném askus.

Drosophila melanogaster

Octomilka se zacind od roku 1990 vyuZivat pro genetické experimenty. Snadno se chova v
laboratofi, ma kratky Zivotni cyklus (10 dnU pfi teploté 25 °C) a dostateény pocet potomstva. Dospéla
je velka 2 mm, ma sloZity nervovy systém a radu specializovanych tkani a organd, tfi pary nohou a
pouze jeden par kfidel a haltery (malé privésky). Na povrchu téla jsou senzorické chloupky a Stétiny,
ty jsou spojené s nervovym systémem. O¢i a tykadla jsou umistény na hlavé, rozmnoZovaci Ustroji na
spodni strané zadecku. Samicka muze vytvofit stovky vaji¢ek. Po oplozeni vznika embryo a po jeho
vylihnuti vznika larva. Ta se nékolikrat svléka a zvétSuje (larvalni stadium mezi svlékanim je instar),



tfeti instar se nazyva imago a je posledni pfed metamorfézou do dospélého jedince. Skupiny bunék —
imagindrni disky — rostou a diferencuji se do struktur dospélce (oci, kfidla, nohy), za 4 dny vyléza
dospéla drozofila z kukly. Mutantni kmeny jsou typické neobvyklym tvarem oci, barvou téla,
abnormalni anatomii (haltery zménény na kfidla apod.). Jeji anatomicka sloZitost umoznuje studium
formovani ¢asti téla a jeho genetické fizeni. Velikost genomu je 170 x 10° bp, jednd se o 3 autozomy a
jeden par pohlavnich chromozém( a celkem 13 792 gend.

Caenorhabditis elegans

Hadatko obecné je nepatogenni ptdni ¢erv volné Zijici v padé. Dospélé je dlouhé 1 mm,
rychle a efektivné se mnozi, snadno se kultivuje na agarovych plotndch, naockovanych E. coli
(potrava). Zivotni cyklus se skladd z téchto fazi: vajicko — larvalni stadium — dospélec — a trva 3 dny.
Jednd se o hermafrodita, jedinec tvofi i spermie i vajicka soucasné, které se mohou navzajem
oplodnit. Existuji i jedinci se striktné sam¢im pohlavim. Hlistice je prihlednd, je moZné pozorovat
déleni bunék a zménu jejich polohy po oplozeni vajicka a sledovat utvareni tkani a orgdn béhem
celého vyvoje. Velikost genomu je 100 x 10° bp a sklada se z 20 516 gendl.

Mus musculus

Mys se vyuZiva zejména pro biomedicinsky vyzkum ucinnosti 1ékd, plsobeni chemikalii, vlivu
potravy apod. Genetika mysi zacind pocatkem 20. stoleti a zpocatku je zamérena na dédicnost barvy
srsti. Probiha intenzivni ptibuzenské kfizeni a vznikaji specialni kmeny mysi — geneticky uniformni.
Statisice mutantnich kmend pomahaji identifikovat geny a mapovat chromozémy. Genomy mysi a
¢lovéka jsou porovnavany a zjistuje se tak funkéni dileZitost konkrétnich sekvenci. Genom o velikosti
2.9 x 10° bp zahrnuje 25 396 gend.

Danio rerio

Mala sladkovodni rybka. Studovéna od 60.-70. let 20. stoleti (George Streisinger). Snadny
chov, generace se stfidaji po 5 -6 mésicich. Prahledna vajicka, oplozeni probihd mimo organizmus.
Genom o velikosti 1.6 x 10° bp s 23 524 geny.

Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni, brukvovité. Mala rostlina s kratkou generacni dobou (5 tydnt). Samosprasna,
kiizenim variet se ziskavaji hybridi. Genom ma velikost 157 x 10° bp, je tvofen 5 chromozémy a 27
706 geny. Stejné geny jsou i u dalSich zemédélsky vyznamnych plodin. Experimenty s touto rostlinkou
prinaseji informace o vyvoji rostlin, jejich odolnosti vii¢i chorobam, fotosyntéze, toleranci k chladu
apod.

Kmenové buriky

Kmenové buriky se nachazeji v riznych tkanich a organech lidského téla. Maji dvé velmi
mimoradné vlastnosti: schopnost sebeobnovy, schopnost diferenciace - tj. zmény v takovy bunécny
typ, ktery je v daném misté potreba.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. originalu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
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Otazky:

Ze kterych fazi se skldda bunécny cyklus a co se v jednotlivych fazich déje?
Jaky je rozdil mezi mitézou a meidzou?

Kdy dochdazi béhem bunécného déleni ke crossing-overu?

7. PREDNASKA
Mutace

Mutace jsou dédicné zmény genetického materialu poskytujici nové genetické varianty, které
umoznuji evoluci organismU. To ovsem neplati ve vSech pfipadech. Mutaci mlizeme obecné definovat
jako 1. zménu genetického materialu; 2. proces, béhem kterého tato zména vznika. Mutant — je pak
organismus, ktery ma v disledku mutace zménény genotyp. Mutace vznikaji de novo nebo jsou
vysledkem rekombinacnich procesu vytvarejicich nové genetické kombinace jiz dfive existujicich
genetickych variant. Mutacemi ne vzdy vznikaji nové fenotypy a to ve velmi nizkych ¢etnostech.
Mutacéni zmény probihaji na rdznych drovnich, zahrnuji zmény struktury nebo poctu chromozéma,
nebo zmény na Urovni jednotlivych genl. Mutace na Urovni pard bazi se nazyvaji bodové mutace
(zdména baze, inzerce, delece). Mutace byvaji hlavnim zdrojem genetické variability a poskytuji
prvotni material pro evoluci. Bez mutaci by geny existovali v jedné formé (nebyly by alely) a mozna
geneticka analyza by byla zbyteénd. Populace by nebyly schopny evoluce a adaptace na zmény
Zivotniho prostredi.

Déleni mutaci

Mutace mUZeme rozdélit na zakladé raznych kritérii. Napf. podle jejich vyskytu, pokud se
vyskytuji u vSech organismf, vznikaji spontanné, nebo jsou indukovany mutagennimi latkami a pak se
vyskytuji pouze u organism( vystavenym danému mutagenu. Jsou tedy rozdélovany na spontanni a
indukované. Obvykle se jedna o nahodny neadaptivni proces.

Spontanni mutace vznikaji bez zjevné vnéjsi priciny. Vznikaji v disledku metabolickych
poruch v organismu nebo jsou vyvolany neznadmou latkou pfitomnou v prostredi. Vyskytuji se
sporadicky. U eukaryot je rychlost vzniku spontanni mutace 107 — 10 na nukleotidovy par na
generaci. Pokud je priimérna délka kddujiciho genu 1000 bp, pak je rychlost 10— 107 na generaci.
Indukované mutace vznikaji po ptsobeni fyzikalnich nebo chemickych latek s mutagennim Gcinkem,
tj. navozujicim zmény v DNA (popf. RNA u nékterych vir(l). Tyto latky se nazyvaji mutageny. Plsobeni
mutageni zvysuje rychlost vzniku mutaci o celé fady. Silny mutagen m{ze zvysit Cetnost mutaci na
gen o vice nez 1%.

Mezi mutageny patfi mutageny fyzikalni, jedna se rlizné formy zareni (neionizujici UV zareni,
ionizujici zafeni - paprsky X, zafeni gama a kosmické zareni). Dale mutageny chemické, ty jsou
zastopeny rliznymi chemickymi latkami. Jsou to latky, které vyvolavaji mutace pfi replikaciiv
nereplikujici se DNA, napf. alkylacni latky a kyselina dusita nebo latky vyvolavaji mutace pouze pfi
replikaci DNA, jedna se o analogy purinovych nebo pyrimidinovych bazi, jejichZ struktura je podobna
normalnim bazim, napt. akridinova barviva, ktera se vmezeruji do DNA (interkalace) a zpUsobuji jeji
prohybani nebo zkrouceni, coz vede k delecim nebo adicim, dale alkylacni Iatky jako yperit,
alkylsulfaty — MMS a EMS). Posledni skupinou jsou biologické mutageny — zejména viry, pf. EB virus.



Mutace mUzeme délit také podle typu bunék, ve kterych se vyskytuji na somatické a
gametické. Gametické mutace jsou mutace, které se vyskytuji pouze u bunék zarodeéné linie. Tyto
mutace se prendsi do dalsi populace. Vznik mutace v gameté znamen3, Zze mutantni alelu zdédi pouze
jeden potomek. Vznik v primordialni zarodecné linii varlat nebo vaje¢nikll znamena, Ze se mutantni
alela dostane do vice gamet a bude postiZzeno vice potomka. Je tedy zvysen potencial pro prenos do
dalsi generace. Pro projev mutace je tedy stézejni stadium vzniku v rdmci reprodukéniho cyklu a jeji
dominance. Dominantni mutace se projevi v potomstvu bezprostredné, recesivni mutace jsou
potladeny v dlsledku diploidniho stavu. Somatické mutace se vyskytuji pouze u somatickych bunék a
neprendsi se do dalsi populace.

Plivod mutaci: mutace jako nahodny neadaptivni proces

Mezi priklady mutaci, které vznikly jako ndhodné neadaptivni procesy, patti krysy ve méstech
odolné vicdi jeddm (antikoagulantlim), mouchy masarky odolné k chlornanu (jed), dale sem rfadime
odolnost hmyzu vicéi rdznym insekticiddm (mouchy, vsi apod.), rezistenci na antibiotika. VSechny tyto
rezistence jsou podminény mutacemi, citlivé organismy zahynou a zZivotaschopni mutanti se mnozi a
vznikaji nové rezistentni populace. Ackoli to tak nevypadad, jednoznacné bylo prokazano, ze pivod
mutaci je neni zptisoben podminkami vnéjsiho prostredi, ale jedna se o ndhodny neadaptivni proces.
K tomu poslouzZil experiment z roku 1952 Joshua a Esther Ledergergovych, ktefi pomoci tzv.
razitkovaci metody prokazali, Ze v bakterialni kultute jsou pfitomni mutanti rezistentni vici
antibiotiku jesté pred pUsobenim antibiotika. Védci Jean Lamarck a Trofim Lysenko propagovali zcela
zcestnou teorii dédicnosti ziskanych znak, tzn. mutace vznikaji u organismu vlivem faktora vnéjsiho
prostiedi.

Adaptivni mutageneze

Adaptivni mutace poskytuje selekéni vyhodu mutantnim organizm(m, pokud rostou v
prostiedi, ve kterém vznikly. Adaptivni mutageneze je popisovana zejména u bakterii. U bakterii se
jedna o mutagenezi stacionarni faze — bakterie prestavaji rlst — vstupuji do této stacionarni faze — v
dlsledku nedostatku Zivin nebo enviromentalniho stresu (nepfiznivé Zivotni podminky). Nahodné
mutace jsou neadaptivni mutace, adaptivni mutace jsou indukované stresem. Béhem zvysené
mutageneze dochazi k indukci mechanizmi chybujici opravy DNA oznacované jako SOS odpovéd.

Reverzni mutace

Mutantni alela m(Ze mutovat zpét na formu, ktera obnovuje standardni fenotyp. Mutace je
tedy reverzibilni neboli vratny proces. PFima mutace je mutace standardniho genu do formy, ktera je
pri¢inou mutantniho fenotypu. Reverze pak probiha dvéma zpUlsoby, jednak pomoci zpétné mutace,
tzn. druhé mutace vzniklé ve stejném misté jako plvodni mutace, pivodni sekvence nukleotidl je
obnovena, nebo vznikem supresorové mutace — tzn. druhé mutace, ktera se nachazi jinde v genomu
(v riznych oblastech stejného genu, nebo i na jinych chromozémech), ale svym plsobenim vyrovnava
efekt prvni mutace. PGvodni sekvence nukleotidli pak neni obnovena. Nékteré mutace primarné
revertuji prostfednictvim zpétnych mutaci, jiné vyhradné pomoci supresorovych mutaci. Rozliseni
zpétné nebo supresorové mutace je umoznéno pomoci zpétného kfizeni mezi fenotypovym
revertantem a plvodnim standardnim organismem (pokud jde o supresorovou mutaci, bude pavodni
mutace v potomstvu neustale pfitomna, pokud jde o zpétnou mutaci, vSichni potomci budou mit
standardni fenotyp).



Razné fenotypové ucinky mutaci

Izoalely jsou geny obsahujici mutace bez fenotypového projevu nebo s minimalnim
fenotypovym projevem. Nulové alely jsou produkty mutovanych gent, které nejsou funkéni nebo se
genové produkty viibec netvofi. Mutace recesivné letalni vznikaji z nulové alely v genech potfebnych
pro rlist a vyvoj organizmu. Mutace mohou byt recesivni nebo dominantni, jejich fenotypovy projev
pak zaleZi na homozygotnim nebo heterozygotnim stavu genu. Obecné plati, Ze vétSina mutaci je
Skodlivych a recesivnich. Mutace neutralni pak vznikaji z ddvodu degenerovaného genetického kodu
a nemaji vliv na fenotyp.

Nekteré priklady mutaci u ¢lovéka

Srpkovita anémie, AR (autorzomdlné recesivni) onemocnéni, mutace v beta-globinovém retézci.
Substituce valinu za kys. glutamovou (T:A za A:T), vznik abnormalniho tvaru ¢ervenych krvinek.

Fenylketonurie — AR onemocnéni, porucha fenylalanin-tyrozinového metabolismu, nepfitomnost
enzymu fenylalaninhydroxylazy (pfeménuje fenylalanin na tyrozin), feSenim je prisna dieta s
minimalnim obsahem fenylalaninu. Projev — mentalni retardace.

Tyrozindza — AR onemocnéni, nedostatek enzymu tyrozinaminazy, velice vzacné onemocnéni, vétsina
novorozencl umird v pribéhu Sesti mésicl na selhani jater.

Albinismus — mutace blokujici preménu tyrozinu na tmavy pigment melanin, AR onemocnéni, mlze
byt zplisobeno absenci enzymu tyrozinazy nebo je zablokovan néktery z dalSich krok( premény
tyrozinu na melanin. Heterozygoti maji normalni Uroven pigmentace, jedinci postiZzeni albinismem,
ktefi maji mutaci v rliznych genech, budou mit déti s normalni pigmentaci.

Tay-Sachsova choroba — homozygoti pro mutantni gen se rodi jako normalni, ale béhem nékolika
mésicl (6-12) dochazi neurologické degeneraci a mentalni retardaci. Déti umiraji ve 3-4 roce Zivota. V
tomto pfipadé pomUzZe pouze preimplantacni screening.

Molekularni podstata mutaci

Tautomerni pfresmyky vznikaji v ptipadé, ze vodikové atomy prechazi z jedné pozice purinu
nebo pyrimidinu na jinou pozici. Jsou vzacné, ale maji vyznam pro metabolismus DNA. Méni zpUsob
parovani bazi. Normalné se vykytuje stabilni ketoforma thyminu a guaninu a stabilni aminoforma
adeninu a cytozinu. V dusledku tautomernich presmykl pak vznikaji bodové mutace, zejména
nestabilni enol- a iminoformy, pficemz baze existuji v téchto tautomernich formach kratce, ale pokud
jsou pFitomny v okamziku replikace nebo pfi zacleriovani do nové vznikajiciho retézce DNA, mlze
vzniknout mutace, ktera je fixovana.

Existuji rGzné typy tautomernich mutaci: tranzice vznika zdménou purinu za purin nebo
zaména pyrimidinu za pyrimidin, transverze znamena zdménu purinu za pyrimidin a naopak. Pro
kazdy par existuji 3 mozné typy substituci — 1 tranzice a 2 transverze, celkem jsou mozné 4 rizné
tranzice a 8 rGznych transverzi. DalSi typem je inzerce nebo delece jednoho nebo vice pard bazi — tzv.
posunové mutace, ty méni ¢teci rdmec vsech tripletl v genu. Tranzice, transverze i posunové mutace
nachdazime v pFipadé spontannich mutaci. Cestnéjsi jsou inzerce a delece a ty vedou k nefunkénim
genovym produktim. Vznik téchto mutaci je podminén presnosti mechanizmu replikace DNA,



ucinnosti reparacnich mechanizmu podilejicich se na opravach DNA a mife expozice mutagennim
latkam pFitomnym v prostredi.

Dalsi nazvy rozdéleni bodovych mutaci je nasledujici: missence mutace ménici smysl kodonu,
kdy je zafazena jind aminokyselina (AK), tzn. jedna se o substituci AK; silent mutace tzv. tiché, kdy je
zafazena stejnd AK; nonsence mutace a tedy nesmysiné mutace, vznikd novy stop kodon. Pokud
vznika v disledku mutace zkraceny protein, je degradovan procesem odbouravani mRNA
zprostfedkované nesmyslinou mutaci ,nonsense-mediated mRNA decay”. Jedna se celkové asi 0 12%
mutaci. Mutace sestfihu RNA predstavuji asi 10% mutaci. V tomto pfipadé je narusen spravny sestfih
intron( a exond, tzn. mutuji nezbytné baze v donorovém nebo akceptorovém misté nebo
nukleotidové substituce intronu, které vytvareji alternativni donorova a akceptorova mista, ktera s
normalnimi misty pfi sestfihu soutézi. Vysledkem je zrald mRNA se $patné vystfizenymi introny.
Frame-shift mutace jsou posunové mutace zahrnujici delece, inzerce.

Mutace se vyskytuji na Urovni genomu, chromozému nebo genu. Zmény ve strukture
chromozému (chromozémové mutace) zahrnuji inverze —pericentrické a paracentrické, translokace
balancované a nebalancované, Robertsonské translokace, spojené chromozémy, izochromozomy,
duplikace (amplifikace) nebo delece.

Inverze vznika tehdy, kdyz na chromozdmu dojde ke dvéma zlomlm a Usek mezi nimi se
prevrati, existuji dva typy inverzi — paricentricka (nezahrnuje centromeru) a pericentricka (zahrnuje
centromeru).

Translokace znamena premisténi nebo vyménu chromozomového segmentu mezi riznymi
(vétsinou nehomolognimi) chromozdmy. BEhem reciproké translokace dochazi k dokonalé vyméné
translokovanych segment( mezi dvéma nehomolognimi chromozémy bez ztraty genetického
materialu, jedna se o balancované translokace. Nereciprokou translokaci nazyvame takovou
translokaci, kdy dojde k vyméné translokovanych segmentl mezi dvéma nehomolognimi
chromozomy se ztratou genetického materidlu v disledku delece nebo vznikem nového genetického
materialu (amplifikace), pak se jedna o nebalancovanou translokaci. Pfikladem translokace je
Filadelfsky chromozém, vznikajicim translokaci chromozému 22 na chromozém 9, jeho produktem je
fazni gen Ber/abl. Abl je protoonkogen a bcr ma silny promotor, fizi dojde ke vzniku aktivniho
onkogenu. Vznik fuzniho proteinu bcr-abl zplsobi nekontrolovatelnou proliferaci bunky.

Cytogeneticky zapis této translokace je t(9;22)(q34;q11).

Robertsonska translokace vznika spojeni nehomolognich chromozému. Nazev ma dle svého
objevitele cytologa F.W. Robertsona. Robertsonska translokace vznika fuzi dvou akrocentrickych
chromozéml za vzniku metacentrického chromozému, oba chromozémy ztraceji sva kratka ramena,
jedna se o tzv. Robertsonské flze (jsou casté pro evoluci karyotypu u mnoha organizma).

Jev kdy dochazi k fuzi homolognich chromozémi nebo sesterskych chromatid v jeden celek
se nazyva izochromozém. Vysledny izochromozom m3d pak pouze obé p ramena nebo obé g ramena.
Delece znamena ztratu genetického materidlu, duplikace (amplifikace) pak zmnoZeni genetického
materialu. Dalsi pfikladem chromozémové mutace je vznik kruhového chromozému (ring-
chromosome).



Vsechny predeslé chromozdmové mutace obnaseli néjakou zménu v poctu kopii DNA. Existuji
také mutace, béhem kterych nedochazi k Zddné zméné v mnozstvi genetického materialu, jedna se o
tzv. uniparentalni disomie (UPD). Geneticky material je v tomto pfipadé na obou homolognich
chromozémech bud jen od matky, nebo jen od otce (tedy pouze od jednoho z rodi¢a). UPD mize byt
vrozend nebo i ziskana. Prikladem onemocnéni zplsobeného UPD je mikrodelecni Prader-Willi
syndrom a Angelman(v syndrom, tykajici se chromozému 15 (UPD15q11-q13).

Zmény na uUrovni genomu oznacujeme jako aneuploidie, jedna se o pridani nebo chybéni
jednoho nebo vice chromozém a polyploidie, coz znamena zmnozZeni kompletni sady chromozémd.
Genomové mutace vznikaji narusenim segregace chromozomd, frekvence je 10-2 na bunécéné déleni.
K chybné segregaci dochazi v jednom na 25-50 meiotickych bunécnych déleni (jedna se o pfiblizny
odhad, spontanni potraty nejsou ¢asto vibec identifikovany), narusené segregace se ¢asto vyskytuje
u nadorovych bunék. Chromozémova mutace vznika s frekvenci 6x10-4 na bunécné déleni.
Chromozémové mutace jsou méné Casté nez genomové (1 prestavba na 1700 déleni), ovsem jsou
Casté u nadorll. Genomové i chromozomové mutace jsou vétsinou neslucitelné se Zivotem nebo
normalni reprodukci. Genové mutace — mutace paru bazi se vyskytuji s frekvenci: 10-10 na jeden par
bazi na bunééné délenia 10® - 10°° na lokus a generaci. Chyby replikace DNA jsou vétsinou rychle
odstranény a opraveny procesem zvanym ,proofreading” (korektura). Replikace je velmi presny
proces, pokud by mutace vznikaly s frekvenci 1 na 1 000 000 bp, bylo by to pro organismus neldnosné
a druh by vyhynul. Replika¢ni aparat a DNA polymeraza dokaze duplikovat ssDNA s jednim chybné
vloZzenym nukleotidem na 10 milidn( bazi (rychlost replikace je 20 bp/s). Nasledujici kontrola
replikacnich chyb opravi 99.9% chyb vzniklych béhem replikace. Diploidni lidsky genom obsahuje
6x109 pard bazi, tzn. béhem replikace, dochazi k méné nez jedné mutaci na bunécné déleni. Mutace
vzniklé pfi opravé poskozené DNA vznikaji béhem samovolné chemické reakce (depurinace,
demethylace, deaminace) s chemickymi mutageny pritomnymi v prostredi a expozici UV-zareni nebo
ionizujicimu zareni. Tyto mutace Casto pretrvavaji jako trvalé mutace.

Rekombinace

Rekombinace muze vést k nahromadéni pfiznivych mutaci. Chromozomové prestavby,
predevsim inverze, mohou naopak potlacovat rekombinaci. Rekombinace je fizena geneticky. Vazba
gen( se projevi jako odchylka od Mendelova principu nezavislé kombinace. Cetnost rekombinace je
méfitkem intenzity vazby. Rekombinace je zpUsobena fyzickou vyménou mezi sparovanymi
homologickymi chromozomy na zacatku profaze meiotického déleni poté, kdy doslo k replikaci
chromozomd. V jakémkoli misté na chromozému dochazi k procesu vymény (crossing-overu) pouze
mezi dvéma ze ¢ty chromatid v meiotické tetradé. Na konci profaze | jsou vymény mezi
chromatidami viditelné jako chiazmata. Crossing-over je proces, kterym si homologické chromatidy
vymeénuji geneticky materidl mechanismem zlomu a znovuspojeni svych molekul DNA béhem meidzy.
Vznika pak unikatni kombinace gend, ktera se nevyskytovala u rodicl a jeho dasledkem je
rekombinace. Graficky je crossing-over znazornén jako Hollidayliv model crossing-overu nebo
Holliday-Whitehous(v model rekombinace.

Genova konverze vznika v dlisledku opravné syntézy DNA, ke které dochazi v priibéhu
rekombinacniho procesu. Je to typ nereciproké rekombinace, v disledku genové konverze vidy
dochazi ke kopirovani alely pfitomné na homologickém chromozomu a nevznika alela nova. Genova



konverze je dlisledkem jev(l vznikajicich béhem crossing-overu, kdy dojde k opravné syntéze DNA
souvisejici se zlomy, vystépenim a znovuspojenim, k nimZ dochazi v pribéhu crossing-overu.

Doporucena literatura: SNUSTAD D.P. AND SIMMONS M.J.: Genetika. PfeloZeno za ang. originalu
Snustad DP, Simmons MJ. Principles of genetics. 3.th ed. New York: John Wiley & Sons; 2003.
Copyright Czech Edition © 2009, Masarykova univerzita. ISBN 978-80-210-4852-2/Kapitola 13

Otazky:

Co je to somatickd mutace?

Co znamena pojem reverzni mutace?
Co to je tautomerni mutace?

Co brani rekombinaci gent?

Co to je paracentricka inverze?

PREDNASKA 8
Cytogenetika

Obor cytogenetika ma obrovsky diagnosticky vyznam pro medicinu. Vlastni cytogeneticka
analyza se provadi v pribéhu mitotického déleni. K ziskani co nejvétsiho poétu mitoticky aktivnich
bunék se dfive pouzival materidl pfirozené obsahujici velké mnozstvi délicich se bunék (embrya
ZivocCichU, korfenové $picky rostlin). Dnes umime za pomoci kultivacni technik primét buriky k
bunécnému déleni a tento proces uméle zastavit v metafazi bunééného déleni. Konvencni
cytogenetické analyzy se provadéji na mitotickych chromozémech v délicich se burikdch, moderné;jsi
molekularné-cytogenetické analyzy pak i na interfaznich jadrech. Pruhovaci barvici postupy s
vyuzitim chinakrinu nebo Giemsova barviva vytvareji na kazdém chromozémovém paru jedine¢né
usporadani pruh(, pomoci néhoz mizeme v burice individudlné rozpoznat vSechny chromozémy.
Karyotyp je obrazek mitotickych chromozémd, které jsou sefazeny do pard a skupin podle
dohodnutych pravidel pro ucely cytogenetickych analyz.

Zpracovani bunék pro cytogenetickou analyzu se sklada z téchto kroka:
1.0dbér vzorku krve.

2.Separace bunék ze séra centrifugaci.

3.1zolace bilych krvinek a kultivace in vitro.

4.Stimulace déleni bunék.

5.Rozruseni tvorby mitotického vieténka.

6.Pridani hypotonického roztoku.

7.Fixace, kapani bunék na sklo a barveni.

8.Pozorovani chromozéma pod mikroskopem.



Formy dédi¢nosti

Mezi zakladni fromy dédi¢nosti tykajici se oblasti autozémt patti autozomalné dominantni
dédicnost a autozomalné recesivni dédic¢nost, v pfipadé pohlavnich chromozém (gonozémti) se
jednda o gonozomalné dominantni dédicnost a gonozomalné recesivni dédicnost. DalsSim typem
dédi¢nosti je mimojaderna dédicnost mitochondrii a tedy mitochondriadlni dédi¢nost a dédicnost
ovlivnéna rodicovskym plvodem tzv. geneticky impriting.

Autozomalné dominantni dédi¢nost.

V tomto pfipadé se fenotyp se objevi u heterozygota, tedy osoby nesouci mutaci na jedné
alele a dominantniho homozygota. Pfikladem onemocnéni s autozomalné dominantni dédic¢nosti je
napf. MODY diabetes, neurofibromatéza, achondroplazie, Marfan(v syndrom, Familiarni
hypercholesterolémie, Huntingtonova chorea, ADPKD. Riziko pfenosu mutace (nemoci) na kazdé dité
je 50% pro obé pohlavi. Je zde vyznamné riziko opakovani v rodiné. Mutace vzniklad de novo u
prvniho jedince v rodiné se prenese do dalsi generace s 50% pravdépodobnosti a vidy se projevi.
Zdravi zUstavaji pouze recesivni homozygoti. Vyskytuje se zde mozZnost anticipace nemoci tzn.
zhorsovani projevl genetického onemocnéni v kazdé dalsi generaci.

Autozomalné recesivni dédi¢nost

Fenotyp se objevi u pouze u recesivniho homozygota — osoby nesouci mutaci na obou
alelach. Prikladem onemocnéni s timto typem dédicnosti je cysticka fibrdza, kongenitalni adrenalni
hyperplazie (CAH), fenylketonurie (PKU), difuzni forma vrozeného hyperinzulinismu, thalasemie,
srpkovitd anemie, metabolické vady: galaktosemie, glykogendzy, Wilsonova choroba, Tay-Sachsova
choroba, syndrom Hurlerové. Riziko pro opakovani v rodiné je 25% pro vyskyt nemoci, 50% pro
pfenasecstvi mutované alely a 25% pro narozeni dravého ditéte. VSichni potomci postizeného budou
pfenaseci nemoci, pokud bude druhy rodic zcela zdrav a to bez rozdilu pohlavi. Riziko opakovani
nemoci v rodiné se vyrazné zvysuje u pfibuzenskych siatkd. Pokud nese nemocny jednu mutaci na
jedné alele a druhou mutaci ve stejném genu na druhé alele, pak je oznacovan jako slozeny
heterozygot. Projevy i riziko pfenosu jsou stejné.

X-vazana dédi¢nost dominantni

Mutantni fenotyp se projevi u obou pohlavi, Zeny jsou heterozygotky, muzi jsou hemizygoti.
Prikladem onemocnéni je Incontinentia pigmenti, Rettlv syndrom, X-vazana hypofosfatemicka
rachitis. Riziko opakovani v rodiné neboli riziko pfenosu je 33% pro déti postizené Zeny. Muzi
vétsinou umiraji pfed reprodukénim obdobim. Tento typ dédicnosti je velmi vzacny.

X-vazana dédicnost recesivni

Fenotyp se projevi pouze u postizenych muzl (hemizygoti). Zeny jsou prenasecky. P¥ikladem
onemocnéni je hemofilie, Duchenneova i Beckerova muskularni dystrofie, Syndrom X fragilniho
chromozomu, daltonismus. Riziko pfenosu nemoci na potomky je 25% (50% pro chlapce a 0% pro
divky). 0% pro syny postizeného muze. 100% pro divku, ktera se narodila postizenému muzi (ta bude
vidy prenasecka). Mutace je pfitomna v genu uloZzeném pouze na X chromozdmu. Vzacné se muze
nemoc projevit i u Zen, pokud je matka pfenasecka a otec postizeny — napf. u daltonismu.



Mimojaderna dédi¢nost
Mitochondrialni dédi¢nost

Fenotyp zavisi na mnozstvi postizenych mitochondrii. Pfikladem onemocnéni je MELAS
syndrom, maternalné dédi¢ny diabetes a hluchota (MIDD), syndrom Kearnstv-Sayer(v, Leightv
syndrom. Riziko pro opakovani v rodiné jde pouze pres matku (postiZzenou nebo prenasecku) bez
rozdilu pohlavi postizenych potomk(l. Heterospasmie je soucasny vyskyt mitochondrii nesoucich
mutovanou DNA i mitochondrii bez mutace v DNA jednoho vzorku.

Genomicky impriting

Fenotyp zavisi na tom, od jakého rodic¢e pochazi mutace. Genomicky impriting souvisi s
procesy jako je metylace DNA a modifikace histond v germinalnich burikach. Tento proces je
nezavisly na béznych typech mendelovské dédic¢nosti. Urcity gen je aktivni pouze v pfipadé, pokud je
zdédén od urcitého rodice, zatimco stejny gen zdédény od druhého rodice je rovnou inaktivni. Velmi
zalezi na tom, od koho je mutace v genu zdédéna. Uplatruje se pouze u malého poctu gend.
Prikladem nemoci je Angelmaniv syndrom, Prader-Willy syndrom, Beckwitthlv-Wiedermann(v
syndrom, Silverdv-Russellv syndrom, nékteré fokalni formy vrozeného hyperinzulinismu. Riziko
vyskytu nemoci u sourozencl a déti zavisi na pohlavi osoby prenasejici mutaci.

Incidence/prevalence

Incidence neboli nemocnost je demograficky ukazatel a odpovida poméru noveé vzniklych
pfipadd onemocnéni v daném ¢asovém obdobi k celkovému poctu osob ve sledované populaci.

Prevalence je demograficky ukazatel ukazujici pomér poctu viech existujicich pfipadu (tj. bez
ohledu na dobu jejich vzniku) daného onemocnéni k poctu obyvatel v dané lokalité ve sledovaném
¢asovém obdobi.

Nejcastéjsi geneticky podminéna onemocnéni u ¢lovéka

Mezi nejCastéji postizené chromozémy u ¢lovéka patfi chromozém 21, 13, 18 a pohlavni
chromozémy X a Y.

Trizomie chromozému 21

Incidence Downova syndromu je 1 : 650-800 Zivé narozenych déti. Pficinou je v 95% pfipadu
trizomie 21 (cytogeneticky zapis: 47,XX,+21 nebo 47,XY,+21), ve 3-4% je to Robertsonska translokace
(fuze nadbyteéné kopie chromozomu 21 s jinym akrocentrickym chromozémem), a v 1-2% je pficinou
mozaika. DownUv syndrom patfi mezi nejznaméjsi a nejtypictéjsi syndromy zplsobené
chromozomalni aberaci. V klasické formé jde o nejcastéjsi syndrom zplisobeny trizomii chromozomu
a zaroven je nejCastéjsi vrozenou pficinou mentalni retardace. DalSimi charakteristickymi znaky jsou
vrozené vady srdce a typicky ,,mongoloidni“ vzhled. Diky modernim metodam prenatalni diagnostiky
Ize tento syndrom v drtivé vétsiné pripad( diagnostikovat jiz v prabéhu téhotenstvi.

Z molekularné-genetického hlediska je Down(v syndrom velice komplikovanou klinickou
jednotkou. Patologicky fenotyp totiz neni zplsoben nefunkénimi geny, jako je tomu napftiklad u
hemofilie a jinych monogené podminénych chorob. Naopak — zde se uplatnuji zcela funkéni geny (a



to stovky gena!), ovsem nespravné je celkové mnoZstvi genetické informace. Navic je
pravdépodobné, Ze na patogenezi Downova syndromu se podileji jak kodujici, tak nekédujici
sekvence chromozomu 21 a ddle také komplexni interakce téchto sekvenci s ostatnimi soucastmi
genotypu. V soucasné dobé jiz bylo identifikovano nékolik gen(, které se na rozvoji fenotypu
Downova syndromu pravdépodobné podileji. Jde napfiklad o sérii genli oznacovanych jako DSCR
(Down Syndrome Critical Region, DSCR 1-4) nebo gen APP (Amyloid Beta A4 Precursor Protein;
21g21;0MIM: +104760), potencidlné spojeného se vznikem Alzheimerovy choroby. U déti s
Downovym syndromem se Castéji vyskytuji srde¢ni vady, poruchy funkce stitné zlazy a vznik leukemie
v ¢asném véku.

Trizomie chromozému 13

Pataulv syndrom je podminén karyotypem 47,XX,+13 nebo 47,XY,+13 (trizomie
chromozomu 13) a jeho vyskyt je asi 1/10 000. Mezi fenotypové znaky patfi rozstépy rtu a patra,
polydaktylie, anomalie obratli, mnohocetné vady srdce, ledvin, CNS, pohlavnich organ(, hluchota,
anomalie usnich boltcl, tézka psychomotoricka retardace a mikrocefalie (86 %). Postizeni umiraji
vétsinou jesté v kojeneckém véku do 2 mésicll Zivota, 50 % pak béhem prvniho mésice Zivota.

Trizomie chromozému 18

Edwardstv syndrom je komplexni geneticky syndrom podminény karyotypem 47,XX,+18
nebo 47,XY,+18 (trizomie chromozomu 18). Vyskytuje se asi 1 ptipad na 5000 zdravych déti, zavisi na
véku matky. Fenotypové znaky u novorozencll jsou zastoupeny ¢etnymi vadami: rozstép rtu a patra,
ustupujici brada, malformace nékterych vnitfnich orgdnd — srdecni vady rtizného rozsahu, mald Usta
a nos, hypoplazie prstd, mikrogndcie, pes equinovarus, tézka psychomotoricka retardace, prominujici
zahlavi; opozdény dusevni vyvoj (100 %), mikrocefalie (70 %), 90 % postizenych umira do 6 mésicd po
narozeni.

Achondroplazie a hypochondroplazie

Achondroplazie je charakterizovana jako disproporcionalni trpaslictvi s kratkymi koncetinami
a primétnym vzrastem v dospélosti 125 cm (v dospélosti muzi prGmérné 131 cm, Zeny 124 cm).
Pricinou je mutace genu FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3 protein), ktery kdduje protein
fibroblastového rlstového faktoru. Jedna se o tyrosinkinazovy receptor, na ktery se vazi ristové
faktory fibroblastl a fidi rlist a diferenciaci rliznych mezenchymalnich a neuroektodermalnich
bunécnych systému. Disledkem je porucha enchondralni osifikace viech kosti (mutace 4.
chromozému — gen pro FGFR3, OMIM: 134934;). Specifické mutace zplsobuji rizné fenotypy —
achondroplazii a hypochondroplazii se stejnymi klinickymi pfiznaky. Ovsem hypochondroplazie se
projevuje mirnéji.

Toto onemocnéni patfi k nej¢astéjsim kostnim dysplaziim (vyskyt 1:27 000 Zivé narozenych).
Jedna se o autozomalné dominantné dédicné onemocnéni, avsak az 90 % déti se rodi na podkladé
sporadickych mutaci (rizikovym faktorem zejména vék otce nad 36 let), homozygoti se vétsinou rodi
mrtvi. Perichondralni (dezmogenni a periostalni) osifikace probihd normalné, nejvice je vyjadieno
postizeni rdstu dlouhych kosti. Epifyzy a kloubni plochy maji normaini tvar, sitka kortikalis je
normalni, intelekt je zcela normalni. Neobydejné maly vzrist postizené socialné hendikepuje (napf.



nedosahnou na vypinac svétla, tlacitka vytahu, kohoutek umyvadla, obtizné pouzivani hromadného
dopravniho prostredku.

Syndrom fragilniho X

Syndrom fragilniho X (Syndrom fragilniho X chromozomu, syndrom MartinGv-Bellové) je
onemocnéni, které dostalo svlj nazev dle specifické chromozomalni abnormality — fragility v
subterminalini ¢asti dlouhych ramen X chromozomu (pruh Xgq27.3 — FRAXA), ktera se vyskytuje v ¢asti
bunék za specialnich kultivacnich podminek (maly obsah séra, snizeny obsah kyseliny listové v
médiu). Je to jedna z nejcastéjsich geneticky podminénych pfic¢in nedostatecnosti intelektu a
vyskytuje se u 1:2500-3700 muzli a 1:7000 Zen).

U postiZzenych mentélné retardovanych muzl se v promotoru genu FMR1 (fragile X mental
retardation 1), ktery v této oblasti X chromozomu lezi, vyskytuje amplifikace (zmnoZeni) sekvenci
trinukleotidli CGG. Tato mutace vznika z tzv. premutace vyskytujici se u matek postizenych muzd,
které maji tuto amplifikaci v mensim rozsahu (50-200 kopii). | normalni osoby maiji urcité opakovani
této sekvence, ale v daleko mensi mife nez osoby s premutaci (5—49 kopii). tzv. Seda zéna je 50-58
opakovani (moZnosti expanze v dalSich generacich). Pfeména nestabilni premutace (59-200 kopii) v
plnou mutaci (tj. zvétSeni délky amplifikatu na vice nez 200 kopii) nastava pouze pti pfenosu zenou,
pfi prichodu elementu spermiogenezi k prodlouzeni nedochazi. PInd mutace, tj. zvétseni opakovani
trinukleotid(l nad 200 kopii vede k metylaci tohoto elementu, a protoZe se nachazi v promotoru
genu, dochdazi k zastavé transkripce genu a k mentalni retardaci a dal$im klinickym projeviim. Zeny s
plnou mutaci FMR1 genu sice maji fyzické i psychické znaky syndromu, byvaji ale obvykle postizeny v
mensi mite. Postizeni intelektu mlze byt rlzné zavazné, od lehkého postizené u divek az po velmi
tézké u chlapcu. Jedinci s mozaikou pro rozsah opakovani CGG nebo odchylkou metylace maji spise
mirnéjsi postizeni. Vzacné je syndrom zplsoben deleci nebo ztratovou mutaci FMR1. Jedna se o X-
vazanou chorobu a riziko opakovani tedy zavisi na pohlavi ditéte a na pohlavi rodice, pfipadného
nositele vady.

Klinefelterliv syndrom

Klinefelter(iv syndrom vznika pfitomnosti nadpocetného chromozomu X u muze, jde tedy o
gonozomalni numerickou aberaci. Nejcastéji je zplsoben karyotypem 47,XXY, mozné jsou i varianty s
vice chromozomy X (48,XXXY ¢i 49,XXXXY), které maji vyraznéjsi manifestaci. Existuji i mozaikové
formy. Syndrom je velmi Casty, prevalence je 1: 500-1000. Z praxe je znamo, Ze do puberty, ale
bohuzZel i béhem puberty a pak v dospélosti byvaji klinické znaky snadno prehlédnuty a diagndza je
stanovena az z dvodu neplodnosti (tvori 5-15% pficin infertility muz(). Riziko opakovani pro dalsi
dité je nizké.

Marfantiv syndrom

Marfan(v syndrom (dolichostenomelie; OMIM: 154700) zahrnuje Sirokou skupinu pfiznakd,
pfi Uplném vyjadreni byva postiZzen systém kostni, o¢ni a kardiovaskularni. Syndrom je zplsoben
mutaci v genu FBN1 (fibrilin-1). Zakladni kritéria jsou vysoka postava (80%), dlouhé tenké koncetiny,
dlouhé tenké prsty (arachnodaktylie), dislokace o¢ni cocky (ectopia lentis), anomalie srdce a cév
(dilatace aorty).



Jde o autozomalné dominantni dédi¢né onemocnéni, avSak spontanni mutace jsou Casté,
cetnost onemocnéni je priblizné 1:5 000 - 10 000. Riziko opakovani pro rodinu je nizké, ale vyssi nez
populaéni. Syndromem trpél napiiklad houslista Niccold Paganini. Castou pfi¢inou imrti u tohoto
syndromu v niz$im véku byva ruptura aneuryzmatu, disekce aorty nebo srdec¢ni selhani v disledku
vzniklé aortalni regurgitace (ev. mitrdini regurgitace).

Neurofibromatdza typu 1 (NF1)

Neurofibromatdza je relativné casté autozomalné dominantni dédi¢né onemocnéni, s
vyskytem 1:3 000 novorozencd, vychazejici z bunék odvozenych z neuralni listy. Riziko opakovani NF1
je 50% v pripadé, Ze rodic je také postizeny. Pokud jsou rodice ditéte s NF1 zdravi, je riziko opakovani
nizké. Onemocnéni se projevuje na kizi jako skvrny barvy mlécéné kavy (,café au lait”), pficemz zalezi
na jejich poctu a velikosti (6 a vice skvrn, velikost >5 mm prepubertalné a > 15mm postpubertalné),
nebo jako pihy v axilach a/nebo inguinach nebo pfitomnosti vicecetnych koZznich neurofibroma.
Onemocnéni je typické vyraznou predispozici k vzniku benignich i malignich nddor(. Onemocnéni
patfi mezi hereditarni nadorové syndromy, vyskytuje se ve dvou formach. Familiarni formy téchto
syndromU vznikaji jako nasledek vrozené mutace tumor-supresorovych gen(. Urcité procento téchto
syndromU vznika jako nasledek novych mutaci. Molekuldrné-geneticka analyza NF1 genu je v dnesni
dobé dostupna pro definitivni potvrzeni této diagndzy.

Turnerliv syndrom

Turner(v syndrom patfi mezi klasické syndromy zptsobené numerickou chromozomalni
aberaci, mezi které patfi i syndromy DownUyv, Edwardstv, Patau(lv, Klinefelter(v ¢i syndromy 47,XXX
a 47,XYY (dfive nazyvané "Superfemale" a "Supermale"). Na rozdil od téchto syndromd, které jsou (ve
vétsiné pripadd) zplsobeny trizomii at jiZ somatického nebo pohlavniho chromozomu, predstavuje
Turner(v syndrom, zplUsobeny nejcastéji karyotypem 45,X ziejmé jedinou kompletni monozomii, jejiz
nositelé jsou schopni dlouhodobé preZivat.

Turner(v syndrom postihuje 1: 2 500 — 3 000 zZivé narozenych divek. Jeho klinicka prezentace
je velmi variabilni. Podezdreni obvykle vyvolaji typické lymfedémy nartl nohou a hibetu rukou pfi
narozeni, selhdvani rlistu béhem détstvi a opozdéni ¢i absence puberty. V 50% pfipadl je pfic¢inou
monozomie 45,X (chybi cely nebo ¢ast chromozédmu X), u 20% zpUsobuje mozaika, kdy jedna bunééna
linie je 45,X, dalsi pficiny jsou parcidlni delece X chormozému, izochromozom, kdy chybi kratké
raménko Xp a dlouhé raménko Xq je zdvojeno, nebo prstencovy chromozém X. Syndrom se vyskytuje
sporadicky s nizkym rizikem opakovani. U postiZzenych je indikovana Iécba ristovym hormonem,
inteligence byva normalni. Divky jsou neplodné, ale v pfipadé darovani vajicka v rdmci asistované
reprodukce mohou otéhotnét.

Syndrom Noonanové

Syndrom Noonanové je relativné casté autozomalné dominantni geneticky podminéné
onemocnéni. Vyskytne se asi u jednoho z 1000 - 2 500 narozenych déti a postihuje chlapce i divky.
Pricinou vzniku syndromu jsou genetické mutace. Jiz nyni je znama fada gend, jejichZ mutace
syndrom Noonanové vyvola a predpoklada se, Ze mnoho dalSich genl jesté nebylo odhaleno. U 50%
déti Ize prokazat mutaci PTPN11 genu (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11), vzacnéji



jsou postizeny geny SOS1, RAF1 a KRAS. Syndrom je Casto vysledkem de novo mutace s nizkym
rizikem opakovani v rodiné. Penetrance vady je kompletni, ale expresivita je velmi variabilni.

Mezi projevy patfi typicka nizkd postava nemocnych (trpaslictvi), asty je i sniZzeny intelekt v
podobé mentalni retardace, poruch uceni a poruch chovani, 80% pacientl ma vrozenou srde¢ni vadu
nebo hypertrofickou kardiomyopatii. Hlava byva velkd, ¢elo vysoké a Siroké, oCi daleko od sebe a
dolni ¢elist je abnormalné drobna. Tvar obliceje je proto trojlihelnikovy, krk byva kratky. Nemocni
Casto trpi zkfivenim pdatere a nékdy i méné zavaznymi deformacemi koncetin a hemokoagulacnimi
poruchami.

Neptijemné jsou srdeéni vady s ndlezem ztZenych srdecnich chlopni asi u 80 % pacientd. U
chlapci se vyskytuji nesestoupld varlata. Vyvoj ditéte byva narusen i rliznymi vadami traviciho traktu,
které jsou spojené se zvracenim, poruchami polykani a pfijmu potravy. U postizenych je velice ¢asto
snizend krevni srazlivost. Tvofi se u nich snadno modfiny i pfi malych urazech.

Angelmaniv syndrom

Angelmaniv syndrom (AS, Happy puppet syndrome) je mikrodele¢ni syndrom, zptsobeny
nejcastéji deleci v Useku 15911-13 na materndlnim chromozému (70%) nebo uniparentalni dizomii
otcovského chromozdému 15 (10%). Prevalence toho syndromu je asi 1/12 000 — 20 000. Etiologie
Angelmanova syndromu Uzce souvisi se syndromem Prader-Willi. Oba syndromy maji rozlisny
fenotyp, ale Usek delece je shodny u obou. O tom, kterym z nich bude jedinec postizeny, tak
rozhoduje genomovy imprinting. V 10% pripadU je prokazatelny defekt genu UBE3A (ubiquitin
protein ligase E3A), ktery kdduje ligazu Ucastnici se degradace poskozenych protein(.

Mezi fenotypové projevy patti malo rozvinuta fec - pouze minimum slov, spiSe neverbalni
projev, tézka mentalni retardace v pasmu debility az imbecility, motorické problémy - ataktické
pohyby, strnuld chiize (pfipominajici pohyby loutky), bezdlvodné zachvaty smichu. Pokud se delece
objevila u ditéte v rodiné poprvé, je riziko pfenosu nizké. Pokud je mutace zdédéna po matce, riziko
opakovani predstavuje 50%.

Prader-Williho syndrom

Prevalence syndromu je 1: 10 000 — 30 000. Projevuje se jiz od novorozeneckého véku.
Syndrom je v 70% pfipadech zpUsoben paternalni deleci a asi ve 20% maternalni UPD. Riziko
opakovani zéleZi na tom, jak je kriticka oblast chromozému 15 alterovana. Pokud jde o ztratu
paterndlni oblasti kvili deleci nebo UPD, je tiziko opakovani mensi nez 1%. Pokud je rodi¢ nositelem
mutace ovliviujici imprinting, maze byt riziko opakovani az 50%. Pokud je rodi¢ nositelem
chromozomalni prestavby, je riziko opakovani pro dalsi dité relativné vysoké v zavislosti na typu
prestavby.

Pfi porodu maji déti s Prader-Williho syndromem snizené celkové svalové napéti (hypotonie),
spiSe podprimérnou velikost a jen pomalu pfibiraji na vaze. To se s postupem ¢asu méni, nastupuje
chorobna Zravost a vznika obezita. Nemocny jidlo vyzaduje a neni prakticky mozné ho od pfijmu
potravy odradit. Intelekt nemocného jedince je naruseny, opozduje se vyvoj feci a nachazime
mentalni retardaci rizného stupné. Vzrlstem jsou nemocni spiSe nizsi, puberta u nich nastupuje
opozdéné a pohlavni znaky nebyvaji dostatecné vyvinuty. PostiZzeni Prader-Williho syndromem jsou
Casto neplodni, u chlapct se vyskytuje porucha sestupu varlat.



Z anatomickych odchylek nachazime u nemocnych malé ruce a nohy, oblicej je kulaty s mandlovyma
oc¢ima, nos z néj vyrazné vycniva, Celo je uzké a horni ret je tenky.

Syndrom SilverGv-Russellliv

Vyskyt tohoto syndromu je 1-30 na 100 000, tedy velmi sporadicky, jedna se o syndrom s
autozomalné dominantni dédi¢nosti. Z fenotypovych projevli dominuje velmi maly prenatalni a
postnatalni vzrist v kontrastu s normalnim rdstem hlavy, ktera se pak vzhledem k velikosti téla zda
velka. Intelekt neni narusen. Pficinou je ve 35% metylace na chromozému 11p15, v 10% maternalni
UPD na chromozému 7, u 40% je geneticka pfi¢ina nezndma.

Velokardiofacidlni syndrom

Expresivita uvnitf rodin i mezi nimi byva velmi variabilni, prevalence je 1 : 4 000, dédi¢nost je
autozomalné dominantni. Karyotyp muze byt normalni, u 95% je pak FISH analyzou detekovana
delece oblasti 22q11.2, vzacné jsou translokace zahrnujici tuto oblast, néktefi nesou mutaci TBX1
genu (T-box transcription factor 1). V 93% pripadu se jedna o nové vzniklou deleci a riziko pro prenos
je nizké. Jedinci s deleci 22q11.2 maji 50% riziko pro pfenos této delece na potomky. Mezi
fenotypové projevy patfi opozdéni vyvoje, problémy v uceni, vrozené srdec¢ni vady, anomdlie patra a
dalsi.

Syndrom Williamstiv-Beurendv

Jednd se o0 aoutozomalné dominantni onemocnéni s prevalenci 1:7 500 - 10 000. V 99%
pfipadl se jedna o deleci 7q11.23 zahrnujici gen ELN kddujici gen pro elastin. Tato delece zpUsobuje
problémy pojivové tkané. Vétsinou se jednd o mutaci de novo s nizkym rizikem pfenosu, postizeni
jedinci maji 50% riziko pfenosu mutace na potomstvo. Mezi fenotypové projevy patii maly vzrist,
neprospivani, hypertenze, srdecni vady, sniZzeny intelekt, hypersenzitivita na zvuk, problémy s
pozornosti apod.

Mikrodele¢ni syndromy

Mikrodele¢ni syndromy zahrnuji skupinu syndromu spojenych s velmi malou deleci, nékdy i
cytogeneticky viditelnou, nebo zjistitelnou metodou FISH. Tyto syndromy se nazyvaji téZ syndromy
pfilehlych gent (,,contiguous gene syndrome”) nebo syndromy autozomalni segmentalni aneuzomie,
nebot jejich klinické pfiznaky jsou vétsinou zplsobeny chybénim funkce vice gend. Intersticilni
delece, které jsou pric¢inou onemocnéni u vétsiny pacientl s témito syndromy, vznikaji
nerovnomérnym crossing overem mezi homolognimi chromozomy nebo nerovhomérnou vyménou
mezi sesterskymi chromatidami. Patfi sem i syndromy spojené s poruchou imprintingu, kde delece
postihuje vidy chromozom urcitého rodi¢ovského plvodu (Prader-Willi syndrom, Angelmantv
syndrom). U téchto syndromi spojenych s poruchou imprintingu a u nékterych dalSich existuji i jiné
pric¢iny kromé delece, které vedou k projeviim onemocnéni. Mezi nejznaméjsi ,,mikrodeleéni
syndromy” patfi DiGeorgelv syndrom, syndrom kociciho oka, Charcot-Marie-Tooth syndrom,
neurofibromatdza, ichtydéza, Williamsav syndrom, Prader-Williho syndrom a Angelmantv syndrom,
Smith-Magenis(iv syndrom a dup(7)(p11.2) a dalsi.
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Otazky:

Popiste proces zpracovani cytogenetikého preparatu vedouci k vizualizaci karyotypu?
Uvedte nejcastéji se vyskytujici trizomie u ¢lovéka?

Co to je mikrodele¢ni syndrom?

Znate priklad monozomie u ¢lovéka, ktera je slucitelna se Zivotem? Charakterizujte ji.

9. PREDNASKA
Proteiny v organismu

Enzymy jsou biologické katalyzatory, zprostiedkujici preménu substratu na produkt — existuji
i katalytické RNA, ale vétSinou se jednd o proteiny. Provozni proteiny — pfitomny témér ve vsech
bunkach a plni zasadni dlohy pro udrZovani jeji funkce a struktury. Jedna se 90% protein(.
Specializované proteiny — jsou produkovany v jednom nebo v omezeném poctu bunécnych typa.
Maji jedine¢né funkce, které pfispivaji k individualizaci bunék. Jedna se o 10% protein(. Eukaryotické
tkané exprimuji cca 22 550 gend.

Patogeneze nemoci je ovlivnéna rliznymi faktory — mistem exprese proteinu, druhotnym
vlivem na jiné tkdné, nepredvidatelnym mistem vzniku vzhledem k mistu postiZeni (tkané s
mutovanym proteinem jsou nepostizené), klinicky projev postiZzeni provoznich proteind je vétSinou
omezen na jednu nebo nékolik tkani, kde je nejvice exprimovan nebo pini specidlni funkci.

Rlzné enzymopatie se pocitaji na stovky a jsou témér vidy recesivni. Vétsina enzym je
vytvarena ve vyrazné vyssim mnozstvi, které pfesahuje minimalni biochemické potfeby, tzn.
heterozygot s priblizné 50% rezidualni aktivitou enzymu je klinicky normaini. Mnoho enzym{ muze
zachovat normalni hladiny substratu a produktu pfi enzymovych aktivitach nizsich nez 10% ve
srovnani s kontrolnimi vzorky. Zakladni funkci enzymu je pfeména substratu na produkt, tzn.
patofyziologické disledky enzymopatii mohou byt ptipsany akumulaci substratu, nedostatku
produktu nebo néjaké kombinaci obojiho.

Difuzni versus makromolekuldrni substraty, malé versus velké molekuly

Je rozdil, pokud se enzymovy defekt tyka situace, kdy je substratem mald molekula napf.
fenylalanin roznaseni diflzi nebo transportem do vsech télnich tekutin nebo defektem v ném? je
substratem makromolekula, jako mukopolysacharid, ktery zlistava zadrZen ve své organele nebo
bunce.



Patologie makromolekuldrnich chorob je omezena na tkané, v nichz se substrat akumuluje,
zatimco sidlo choroby u poruch malych molekul je nepredvidatelné, protoZze nemetabolizovany
substrat nebo jeho derivaty se volné pohybuji po celém organismu a mohou poskozovat bunky, které
normalné k postizenému enzymu nemaji Zadny vztah.

Ztrata mnohocetnych enzymovych aktivit

Jeden pacient mize mit ztratu funkce vice nez jednoho enzymu v téchto pripadech: enzymy
pouzivaji stejny kofaktor, enzymy sdili spole¢nou podjednotku nebo aktivaéni, modifikujici nebo
stabilizujici protein, enzymy mohou byt modifikovany béZznym modifikujicim enzymem a v jeho
nepfitomnosti mohou byt inaktivni nebo muZe byt porusen jejich vstup do organel, skupina enzym
chybi nebo je neucinng, je-li abnormalni organela, v niz se normalné nachazeji.

Patologie a klinické projevy, které jsou vysledkem enzymového defektu, jsou casto shodné
pro nemoci zplisobené defektem rliznych enzym{, které se uplatriuji ve stejné oblasti metabolismu,
rtzné nemoci vznikajici v ddsledku parcidlniho nebo kompletniho defektu enzymu. Existuji tzv.
Castecné defekty projevujici se klinickymi abnormalitami pozorovanymi u Uplného deficitu.

Poruchy metabolismu aminokyselin

Hyperfenylalaninémie pfindasi vzestup hladiny fenylalaninu v krvi, pf. je fenylketonurie (PKU).
Jedna se o ztratové mutace (mutace vedouci ke ztraté funkce proteinu) v genu pro
fenylalaninhydroxylazu (PAH) nebo v genech potiebnych pro syntézu nebo reutilizaci jejiho kofaktoru
— tetrahydrobiopterinu (BH4), v tomto pfipadé se jedna o sekundarni poruchu.

Fenylketonurie (PKU)

Fenylketonurie (PKU; OMIM: 261600) patfi mezi dédicné metabolické poruchy - dédi¢né
enzymopatie s autozomalné recesivni dédi¢nosti. Jeji vyskyt je 1/2900 Zivé narozenych déti.
Onemocnéni objevil Frohling v roce 1934 — jednalo se o prvni prikaz genetického defektu jako pficiny
mentalni retardace.

PFi¢inou onemocnéni je mutace genu pro fenylalaninhydroxylazu (PAH; 12q24.1; OMIM:
612349) — tento enzym u zdravych jedincl hydroxyluje fenylalanin na tyrosin, u lidi s PKU vSak
fenylalaninhydroxylaza zcela chybi nebo ma jen velmi nizkou aktivitu, fenylalanin se u nich
nehydroxyluje na tyrosin, ale hromadi se v télnich tekutinach a poskozuje myelinizaci vyvijejicich se
nervovych vldken, zaroven se uplatni metabolicka cesta, ktera je bézné nevyznamna a ¢ast
fenylalaninu je fenylalaninamino-transferasou pfeménéna na fenylpyruvat, tvofi se také zvysena
mnozstvi kys. pyrohroznové (vylu¢ovana moci), ktera ve zvySeném mnozstvi poskozuje tkané a
mozek. Je tedy poskozen vyvijejici se CNS v raném détstvi a nasledné i funkce dospélého mozku.
Fenylpyruvat, fenyllaktat a fenylacetat jsou ve zvySené mire vyluCovany moci (= odtud nazev nemoci
fenylketonurie) a dodavaji ji zapach po mysiné.

PKU se projevi az po narozeni, protoze v téhotenstvi je prebytek fenylalaninu a dalSich
metabolitl plodu odstranovan z téla plodu placentou. Jakmile za¢ne novorozenec pit materské
mléko, hladina fenylalaninu v jeho krvi za¢ne stoupat a poskozuje vyvoj mozku, béhem kojeneckého a
batoleciho véku se postupné rozviji mentalni retardace, ktera dale progreduje ve slabomyslnost



(imbecilita a idiocie). Neuropatologicky mechanismus poskozeni mozku neni dosud znam. Lécbu
predstavuje Uprava stravy.

Variantni PKU a nefenylketonurickd hyperfenylalaninémie

PFi béZné PKU chybi aktivita PAH (pod 1% normalnich hodnot). Vyskytuji se také méné
zavazné fenotypy — non-PKU hyperfenylalaninémie a variantni PKU. V tomto pfipadé ma mutovana
PHA rezidualni aktivitu, u non-PKU hyperfenylalaninémie je definovana plazmatickou koncentraci
fenylalaninu pod 1 mM pfi normalni dieté pacienta (10x zvySena hodnota proti normalu), je to méné
Skodlivé pro mozek a muize byt i benigni, je-li zvyseni malé < 0.4 mM. Variantni PKU — pacienti toleruji
hyperfenylalanin na pfechodu mezi PKU a non-PKU, potiebuji uréité omezeni fenylalaninu v dieté.
Jedna se o klinickou fenotypovou heterogenitu.

Kritickym obdobim je téhotenstvi fenylketonuri¢ek: aby se narodilo zdravé dité, je nutné
drzet pfisnou dietu jiz pfed pocetim a béhem téhotenstvi, tfi mésice pred pocetim a béhem
téhotenstvi musi byt fenylalaninémie (hladina fenylalaninu v krvi) matky v mezich normy. Fenylalanin
z krve matky by totiZ prechdazel do krve plodu a jeho vysoka hladina by poskodila vyvoj plodu.
Dasledkem takzvané materské fenylketonurie jsou mentalni retardace, mikrocefalie, srde¢ni vady a
plod je postiZzen bez ohledu na svij genotyp (tzv. fenokopie). Stejné tak je nutné, aby dietu drzely
pacientky s HPA, jelikozZ i u téch by mohla hladina fenylalaninu plod posSkozovat.

Molekularni defekt PAH je provazen vysokou alelovou heterogenitou, vyskytuje se vice nez
400 rdznych alel, vétsinou se jednd o vzacné mutace. Sest mutaci predstavuje 2/3 viech zndmych
mutaci v evropské populaci. Sest jinych mutaci odpovida za 80% mutaci PAH v asijské populaci.
Klinicka heterogenita je dana vyskytem sloZzenych heterozygot( (tzn. vyskytuji se u nich dvé rlizné
kauzalni mutace). Znalost genotypu PAH ale nedokaze jisté predpovédét podrobnosti fenotypu — tzn.
ani monogenni znaky typu PKU nejsou jednoduché.

1-3% PKU déti je PAH normalni, ale geneticky defekt se tyka tvorby nebo recyklace
tetrahydrobiopterinu (BH4). BH4 pacienti nereaguji na dietu s nizkym obsahem fenylalaninu, presto
se u nich vyvinuly vdZné neurologické problémy v raném détstvi. BH4 je kofaktorem pro dva enzymy
tyrozinhydroxylazu a tryptofanhyddroxyldzu, ty jsou kritické pro syntézu monoaminovych
neurotransmitert — dopa, norepinefrin, epinefrin a serotonin. Narusena je biosyntéza BH4 nebo
regenerace BH4. Lécba se lisi v obou pfipadech, normalizuji se neurotransmitery v mozku podavanim
L-dopy.

Poruchy metabolismu purint

Lesh-Nyhaniv syndrom se projevuje jako porucha pohybu, spasticita (zvy$ené svalové
napéti), variabilni mentalni retardace, sebeposkozovani. Nadprodukce kys. mocové zplsobuje dnu a
mocové kameny. PFic¢inou je mutace v genu pro Hprt, ktery kéduje X-vdzeny enzym hypoxantin-
guanin-fosforibosyltransferazu.

Pacienti bez aktivity Hprt — maji Lesh-Nyhan(v syndrom, pokud je aktivita enzymu sniZzena na
1- 30 % normalu, je manifestovan ¢astecny fenotyp (hyperurikémie a dna) bez dramatickych
neurologickych nalezl, jedna se o méné nez 2% dospélych pacientd muzli postizenych dnou.
Neurologické abnormality mohou byt vysledkem zmén hladiny purint v mozku zplsobenych nemoci
v souladu s teorii, Ze nékteré neurotransmitery jsou puriny.



Lysozomové stiadavé choroby

Lysozomy jsou membranové organely obsahujici fadu hydrolytickych enzym, ty se ucastni
degradace riznych biologickych makromolekul. Genetické poruchy hydrolaz vedou k akumulaci jejich
substratd uvniti lysozomu, to vede k poruse bunécénych funkci popf. k vyvolani apoptdzy.

Principielné dochazi k postupnému stradani substratu (nezadrzitelna progrese priznaku
onemocnéni), to vede ke klinické manifestaci - zvyseni hmoty postiZzenych tkani a organ(. Pokud je
postizen mozek, dochazi k neurodegeneraci. Celkem existuje vice nez 48 rliznych deficit(
lysozomalnich hydrolaz nebo poruch lysozomalniho membranového transportu, které maji vétsinou
autozomalné recesivni typ dédi¢nosti.

Tay-Sachsova choroba

Jedna se skupinu heterogennich lysozomalnich stfadavych chorob, GM2-gangliosidéz, kdy
neni degradovan sfingolipid GM2-gangliosid, jehoz hlavni syntéza probiha v mozku, biochemickou
poruchou je vyrazny deficit hexosaminidazy (hexA), nemoc se projevi témér vyhradné postizenim
mozku.

Katalyticky aktivni hexA je produktem systému tii gen( (alfa a beta podjednotky enzymu —
HEXA a HEXB a aktivatorovym proteinem). Mutace v genu HEXA postihuji alfa podjednotku, rusi
aktivitu hexA a zpUsobuji Tay-Sachsovu chorobu, defekty v genu HEXB nebo v genu pro aktivatorovy
protein poskozuji hexA, hexB a zplsobuji Sandhoffovu chorobu.

Tay-Sachsova choroba ma tragicky priibéh, postizené déti jsou normalni do 3-6 mésicu, pak
dochazi k progresivni neurologické deterioraci a smrti ve 2-4 letech. V lokusu pro hexA byly
identifikovany cetné alely zpUsobujici mimoradnou klinickou heterogenitu deficience hexA. Existuji
varianty s pozdéjsim nastupem onemocnéni, kdy je pfitomno malé mnozstvi funkéniho enzymu.
Chronicka forma muZe nastoupit aZ v dospélosti, v tomto pfipadé zlstava zrak a inteligence normaini.

Mukopolysacharidéza (MPS)

Mukopolysacharidy (neboli glykosaminoglykany, zkratka GAG) jsou polysacharidové retézce
syntetizované burikami pojivové tkdné jako normalni sou¢ast mnoha tkani. Jedna se o dlouha
opakovani disacharidovych podjednotek, jejich degradace probiha v lysozomech za pfitomnosti
mnoha enzymd.

Mukopolysacharidézy jsou heterogenni skupinou stfadavych onemocnéni, kdy se v
lysozomech akumuluji mukopolysacharidy, coz je zplsobeno deficienci jednoho z enzym
nezbytného pro jejich degradaci. MUzZe se akumulovat jeden nebo vice GAGQ, kdy je defektni enzym
dullezity pro jejich katabolismus, GAGy se objevuji v moci — zde mohou byt prokazany screeningovym
testem.

V roce 1917 byl rozpoznan syndrom Hunter(Qv — X vazany — autozomalné recesivni syndrom a
v roce 1919 téZsi autozomalné recesivni syndrom Hurlerové. Fenotyp je reprezentovan hrubymi
obli¢ejovymi rysy, postizené déti jsou mentalné retardované s malou postavou a abnormalitami

skeletu atd.



Syndrom Hurlerové je oznacovan jako mukopolysacharidéza I. (MPS |, synonymum:
dysostosis multiplex). Jedna se o defekt: deficit a-L-iduronidazy (defekt v genu kédujicim enzymovy
protein), kdy dochdazi k hromadéni dermatansulfatu (DS). Klinické projevy se manifestuji jako zvétseni
lebky, silné vlasy, vyraz chrlice (nizké celo, Siroky nos, zvétsené rty), slepota, hluchota, mentalni
retardace, kratky krk, deformity hrudniku, hepatosplenomegalie atd., pficemz spektrum zavaznosti
klinického projevu je velmi Siroké, od tézké (m. Hurler) az po mirnou formu (m. Scheie) se
zachovanim intelektu. Vlastni klinické symptomy Hurlerovy nemoci se rozvijeji po rtizné dlouhém
asymptomatickém obdobi, vétSinou zacinaji mezi 6.- 19. mésicem véku. Postupné se objevuje
kraniofacialni dysmorfie (hrubé rysy obliceje, gargoylismus), zpomaleni, zastava a regrese
psychomotorického vyvoje, hepatosplenomegalie, kardiomyopatie ¢asto s postizenim chlopni, kostni
a kloubni zmény s poruchou ristu, zakal rohovek, porucha sluchu. Casté jsou pupeéni a tfiselné kyly a
opakované respiracni infekty. Onemocnéni je infaustni, pacienti umiraji vétSinou pfed 10. rokem
Zivota na kardiorespiracni selhani

Scheiova nemoc je klinicky mirnéjsi formou MPS I. Onemocnéni zacind kolem 5 let a rist a
inteligence jsou normalni. Napadna je tuhost kloub, zdkal rohovky, postizeni srdec¢nich chlopni a
komprese nervd.

Klinicky fenotyp Hurler -Scheie zacina kolem 3. roku, rist je opozdén, ale inteligence
normalni. Typicky je zakal rohovky a hluchota. Je zde intermediarni fenotyp mezi Hurlerové a
Scheieho syndromem.

Lécba je u nékterych pripadd mozna pred vyraznym rozvinutim klinickych priznakd
transplantaci kostni dfené (v pfipadé nalezeni vhodného darce) a u leh¢ich forem se testuje i dodani
chybéjiciho enzymu; nelééené onemocnéni konci smrti ditéte do 10 let (nejcastéji na srdec¢ni selhani).

Diagndza MPS | je potvrzena stanovenim deficitu aktivity a-L-iduronidazy v leukocytech
izolovanych z periferni krve, nebo v kultivovanych koznich fibroblastech. Doplriujicim vySetfenim u
ptipadl s potvrzenou diagndzou je analyza DNA. Dochdzi k akumulaci glykosaminoglykan( v
lysozomech a v modi je zvySené vylucovani DS ve dvou frakcich a proménlivé mnoZstvi HS (heparan
sulfatu). Celkové mnozstvi GAG vylucovanych moci se sniZuje s vékem pacienta.

Syndrom Hunteriyv je mukopolysacharidéza Il. typu. Jednd se o gonozomalné recesivni
onemocnéni a druhy nejéastéjsi typ MPS. PFicinou je deficit L-iduronosulfatsulfatasy a hromadéni
heparansulfatu (HS). Klinické projevy jsou podobné jako u MPS | - u pacientl vsak neni zakal rohovky
a degenerace retiny je mirnéjsi. Spektrum zavaznosti klinického projevu je velmi Siroké, od tézké az
po mirnou formu se zachovanim intelektu. U mirné formy zacinaji prvni projevy v mladsim skolnim
véku (postiZzeni se mohou dozit i 50 let). Mezi hlavni klinické projevy patfi zpomaleny rast, flekéni
drzeni prstl rukou (vadi pfi psani), retinitis pigmentosa, nedoslychavost a normalni intelekt. U tézsi
formy prvni projevy zacinaji kolem 1. - 3. roku, je zde rychlejsi progrese onemocnéni (postizeni
umiraji do 15. roku Zivota - asto na srdecni selhani). Mezi hlavni projevy patii makrocefalie,
prominujici ¢elo, Siroky nos, malformované zuby, makroglosie, kratky krk, hepatosplenomegalie,
poruchy sluchu, demence, kardiomegalie, ziUZeni korondarnich cév, hypertrofické dasné. Lécba zatim
neni dostupna.

Dochazi k akumulaci glykosaminoglykan( v lysozomech a v moci je zvysené vyluovani DS ve
dvou frakcich a proménlivé mnozstvi HS. Diagndza MPS Il je potvrzena stanovenim deficitu aktivity



iduronat-2-sulfatazy v leukocytech izolovanych z periferni krve, nebo kultivovanych kozZnich
fibroblastech. Doplriujicim vysetfenim u pripadl s potvrzenou diagndzou je analyza DNA, pro
potvrzeni heterozygotniho stavu je vSak nezbytna. Celkové mnozZstvi GAG vylu¢ovanych moci se
snizuje s vékem pacienta.

Prenatalni diagnostika v rodinach s enzymaticky prokazanou diagnézou je mozna analyzou
choriovych klkd, plodové vody a amniocyt(; dopliujicimi vySetfenimi jsou analyza ultrastruktury
choriovych klkd a dvojrozmérna elektroforéza GAG izolovanych z plodové vody.

Test komplementace

Test komplementace se pouziva pro zjisténi, zda je onemocnéni se stejnymi projevy, ale u
rGznych jedincl zpUsobené poruchou stejného proteinu nebo jiného proteinu. Pokud v
komplementacnim testu dojde k vzdjemné opravé, genetické defekty se komplementuji, postizené
geny tedy musi byt rizné a dochazi k intergenové komplementaci. Komplementacni test nevyZaduje
znalost genu nebo proteinu, je schopny zkoumat u bunék korekci mutantniho fenotypu béhem
kokultivace bunék. U heterokaryot mohou komplementacni testy poskytnout pozitivni vysledek i v
pfipadé postiZzeni stejného genu, jedna se o intragenovou komplementaci a pacienti maji riizné
alelické mutace.

Xenoderma pigmentosum

Jedna se o skupinu onemocnéni, ktera jsou heterogenné podminéna a dédi se autosomalné
recesivné. PostiZzeni maji porusenou schopnost opravovat mutace, konkrétné maji vadny gen
zodpovédny za nucleotide excision repair (NER). Frekvence vyskytu v Evropé je 1:2 000 000. Pacieti
maji 2 000x zvysenou frekvenci rakoviny kize indukované slunecnim zafenim. Mutace se nachazi v
jednom z 8 gend, 7 z nich kéduje reparacni proteiny potiebné pro excizni opravu DNA.

Celkem se vyskytuje se 7 typl XP (znacenych pismeny A-G), jejichZ pFi¢inou jsou mutace genu
zodpovédnych za NER. Nej¢astéjsi jsou A a C (dohromady asi polovina viech XP), méné ¢asté jsou D a
F a zbylé tfi typy jsou vzacné. Jesté se vyskytuje variantni XP, ktera je zplsobena vadnou DNA
polymerazou €.

Defekty receptorovych proteint

Familiarni hypercholesterolémie (FH) je v sou¢asné dobé povaZovana predevsim (ale ne
vyluéné) za receptorovou nemoc. Je to autosomalné dominantné pfenasené monogenni
onemocnéni, jehoz zakladem je bud’ defekt LDL-receptoru, nebo defekt apolipoproteinu B-100 (FDB),
pfipadné odchylka v enzymu nazyvaném proprotein konvertaza subtilisin-kexin-9 (PCSK-9). Je
charakterizovdna zvySenim plazmatického cholesterolu prenaseného LDL, hlavnim plazmatickym
transportnim proteinem cholesterolu. Vyhledavani nemocnych s familiarni hypercholesterolémii je
zcela zasadni a zahajeni Ucinné terapie ve specializovaném centru mize dramaticky zlepsit jejich
progndzu.

Familidarni hypercholesterolémie neni tak vzacnym onemocnéni, jak se dfive predpokladalo.
Homozygoti se v populaci vyskytuji v cetnosti 1 : 1 000 000, ale vyskyt heterozygotl je odhadovan na
1:250az1:500. Homozygoti jsou postizeni vice, mohou mit klinicky vyznamnou ischemickou
chorobu srdecni v détstvi a jen néktefi preziji tfeti dekddu Zivota. Heterozygoti maji hladinu



plazmatického cholesterolu asi dvojnasobnou oproti kontroldam. Koncentrace celkového cholesterolu
se pohybuji kolem 7-10 mmol/I u heterozygotl a kolem 15—-30 mmol/l u homozygot(.

V genu pro LDL receptor bylo identifikovano vice nez 400 rliznych mutaci, rozloZzenych po celé
sekvenci genu. Tridy mutaci v LDL receptoru mizZeme rozdélit do péti skupin: mutace 1. tfidy —
nulové alely, receptor se netvori, mutace 2. jsou oznacovany jako s poruchou transportu a LDL
receptory se akumuluji v misté vzniku — v endoplazmatickém retikulu, mutace 3. tfidy produkuji
receptory dosahujici bunééného povrchu, ale bez schopnosti vazby LDL, mutace 4. tfidy narusuji
lokalizaci receptorudo povlecené jamky a vazany LDL neni internalizovan, mutace 5. tfidy jsou alely s
defektni recyklaci, mutace brani uvolnéni ligandu a vede k degradaci receptoru.

Asi 1z 20 osob v populaci se zvySenym cholesterolem a hyperlipoproteinemii typu 2 ma
familiarni hypercholesterolémii, vétSinou se jedna o necharakterizovanou hypercholesterolémii
multifaktorialniho pdvodu. Zakladem lécby je terapie statiny nebo kombinaéni 1é¢ba vysokou davkou
statinu s ezetimibem, nékdy i s pryskyfici.

Poruchy transportu

Cysticka fibréza (CF) neboli mukoviscidéza (OMIM: 219700) je multisystémové geneticky
podminéné onemocnéni, které se v klasické formé projevuje chronickym onemocnénim dychacich
cest, insuficienci zevni sekrece pankreatu, vysokou koncentraci elektrolyt( v potu a obstruktivni
azoospermii. Zeny maji snizenou plodnost, vice ne7 95% muz( s CF je infertilnich, protoZe postradaji
vas deferens. Tento fenotyp je znam jako kongenitalni bilateralni absence vas deferens (CBAVD).
Jednd se o0 autozomalné recesivni onemocnéni.

Cysticka fibréza je nejéastéjsi Zivot ohroZujici dédiéné onemocnéni bilé rasy. Vyskyt v CR je
odhadovan na 1:2500 s frekvenci prenasecd 1 na 25, rocné se tedy narodi 35-45 déti s CF (vSechny
ptipady ale nejsou diagnostikovany). Defektni gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator; OMIM: 602421) se nachazi na dlouhém raménku 7. chromosomu (7g31.2) a je velky 250
kb DNA, obsahuje 27 exon( a kdduje protein o velikosti 170 kDa. Tento gen kéduje chloridovy kanal.
Je zndmo asi 1000 mutaci tohoto genu (u 68 % je mutace AF508).

Pricinou onemocnéni je porucha transportu iontl apikalni membranou bunék (chloridovy
kanal regulovany pomoci cAMP). Nasledkem mutace CFTR je v potu velka koncentrace chlorid( a
sodiku. V dychacich cestach, GIT a reprodukénim systému vede zvySena koncentrace chloridovych
aniontd k excesivni reabsorpci sodiku. Sodik je pasivné nasledovan vodou a tim dochazi k dehydrataci
hlenu a tedy ke zvySeni jeho viskozity. Zahusténim hlenu Ize zjednodusené vysvétlit vétSinu klinickych
projevl CF. Pericilidrni tekutina ma byt normalné hypotonicka, u CF je izotonickd, coZ porusuje
schopnost baktericidie a pisobeni antimikrobialnich peptidl (defenzin(). Timto se vysvétluje inicidlni
bakterialni kolonizace. Infekce stimuluje buriky k dalsi tvorbé hlenu, a tim zhorsuje obstrukci.

Plvodci infekce dychacich cest jsou nejCastéji S. aureus, Hemofilus, Pseudomonas event.
Burkholderia (velmi rezistentni k ATB). Pseudomonas se bézné vyskytuje v zevnim prostfedi, pacienty
osidluje hlavné jeji mukdzni forma. Prevalence pseudomonddovych infekci stoupaji s vékem, ¢asto se
prenaseji z jednoho CF pacienta na druhého, a proto se doporucuje striktni separace nemocnych s CF.
Pro zdravé jedince neni pseudomondada nebezpecna. Nékteré kmeny Burkholderia cepacia vyvolavaji
tzv. cepacia syndrom (septicky s disperzni pneumanii), vede rychle k umrti na abscedujici pneumonii



a sepsi. Vzacné nejsou ani mykotické komplikace (Aspergillus). Tyto infekce vyvolavaji zavaziné
chronické zmény — trvalé poskozuji kapilary i stény dychacich cest. Chronickou bronchitidu komplikuji
bronchiektazie, atelektdazy a emfyzém ci chronicka pansinusitida, ¢asto provazena nosni polypdzou.
Lécba CF se zaméfuje zejména na kontrolu plicnich infekci a zlepSeni vyZivy.

Poruchy strukturnich proteini
Duchenneova a Beckerova muskularni dystrofie

Duchenneova muskularni dystrofie (DMD) je vrozené dédi¢né onemocnéni charakterizované
ztratou aktivni svalové hmoty. Jednd se o X-vazanou recesivni chorobu. Prvni symptomy se objevuji v
nékolika prvnich letech Zivota postiZzenych chlapcd, prvni az dva roky Zivota jsou chlapci normalni.
starost tvorbu specifické strukturalni bilkoviny sarkolemy, ktera se nazyva dystrofin. Svalové dystrofie
s jeji abnormalitou se nazyvaji dystrofinopatie.

Gen pro dystrofin je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu X, byl zmapovan v 80.
letech, cely pribéh mapovani byl jednodussi nez napt. u cystické fibrézy pravé proto, Ze bylo znamo,
Ze se jednd o0 onemocnéni vazané na pohlavi. Velikost dystrofinnového genu je 2300 kb a tvofi 1.5 %
X-chromozdmu, gen je tvoren asi 87 exony a obsahuje7 tkanoveé specifickych promotor( vedouci k
produkci tkanové specifickych a vyvojové regulovanych proteinovych isoforem. Mutacni intenzita
tohoto genu je vyssi o jeden rad (10-4)oproti ostatnim gentim, kazdy muz produkuje jednu spermii
(normalni produkce spermii je 8x107 denné) s novou DMD mutaci genu kazdych 10-11 sekund, u %
pacientl vznikd mutace de novo a u % postiZzenych se jedna o matky prenasecky.

U Duchenneovy muskularni dystrofie dochazi k Uplnému ukonceni tvorby dystrofinu. V
rodinach, kde je zndm vyskyt DMD je moZna prenatalni diagnostika, tim padem, pokud je dodrZena
prevence, nemusi se dalsi postizeny chlapec v rodiné viibec narodit.

Mirnéjsi formu nemoci prestavuje tzv. Beckerova muskuldrni dystrofie (1:18 000), kdy je
dystrofin tvoren sice v malém mnozstvi a poskozeny, ndstup nemoci je pozdéjsi a celkova progrese
pomalejsi (jde o jiny typ mutace v dystrofinovém genu).

NUSSBAUM, MCLNNES AND WILLARD: Klinickd genetika Thompson and Thompson. 6. vydani © 2001
by W.B. Sounders Company, Philadelphia, Pensylvania, Translation ©Petr Goetz a kol., 2004,
©Triton, 2004.1SBN 80-7254-475-6/Kapitola 9/Kapitola 12

Otazky:

Co je pri¢inou metabolickych onemocnéni?

Existuje lé¢ba pro Syndrom Hurlerové , pokud ano, jaka?
Co to Duchenneova muskularni dystrofie?

Popiste pficinu Tay-Sachsovy choroby?

Uvedte priklad poruchy metabolismu purinli?



10. PREDNASKA
Rakovina: genetické onemocnéni

Nador je vysledkem genetickych poruch, které mohou byt vyvolany a zhorSovany faktory
prostiedi (strava, nadmérné slunéni, chemické znecisténi Zivotniho prostredi). Nadory vznikaji, kdyz
dojde k mutacim kritickych gen( — to vede k nekontrolovatelné proliferaci bunék. Disledkem je
porucha systému kontroly bunééného déleni. Buriky bez regulace se nepretrzité déli a rosou jedna
pres druhou. Pokud se uvolfiuji a napadaji dalsi tkdné, jednd se o maligni typ nddoru, pokud
nenapadaji okolni tkdné, jedna se o benigni typ nddoru. Maligni nddory se v téle Sifi a tvori
sekundarni nddory v rdmci procesu metastazovani.

Nejrozsitenéjsi typy nadorl jsou odvozeny z populaci bunék, které se aktivné déli — pr.
epitelidIni bunky stfeva, plic a prostaty. Vzacnéjsi formy nador( vznikaji z populaci bunék, které se
typicky nedéli — diferencované svalové bunky, nervové buriky. Nddorové bunky Ize po odebrani z
nadoru kultivovat in vitro neomezené dlouho.

Nadorové buriky mohou byt také odvozené z kultur normalnich bunék pomoci karcinogent
(zareni, chemické mutageny, viry). Typicky neregulovany rist vypada tak, Ze buriky rostou jedna pres
druhou a tvofi vicevrstvou buné¢nou masu, nereaguji na chemické signaly, které inhibuji bunécéné
déleni a nemohou tvofit stabilni spojeni se svymi sousednimi burikami. Maji poruchy cytoskeletu,
syntetizuji nenormalni proteiny, maji abnormalni pocet chromozém? (aneuploidie).

Hela buriky (Hela Cells) predstavuji bunécnou linii lidskych epitelovych bunék. Byly odebrany
v roce 1951 z maligniho karcinomu déloZzniho ¢ipku Henrietty Lacksové. Ukazalo se, Ze se chovaji jako
tzv. nesmrtelna bunécna linie, tedy jsou velmi invazivni, stale se déli a to jiz nepretrzité od roku 1951.
Pro své vlastnosti nasly HelLa bunky komerc¢ni vyuZiti a prezivaji Henriettu Lacksovou jiz vice nez
Sedesat let. Pozdéji védci zjistili, Ze jddro HelLa bunék obsahuje aneuploidni sadu chromozomd.
Zatimco normalni lidska somaticka burka obsahuje 46 chromozom{, Hela burky jich maji 55 (tfikrat
maji chromozomy 6, 8, 17 a Ctyrikrat chromozom 12). Jejich neustalé mnoZeni umoznuje ale hlavné
aktivita enzymu telomerdazy.

Rakovina a bunécény cyklus

Podle soucasné predstavy o fizeni bunééného cyklu je prechod mezi jednotlivymi fazemi
cyklu (G1, S, G2 a M) regulovan v tzv. kontrolnich bodech. Kontrolni body jsou mechanizmy, které
zastavuji dalsi postup bunécnym cyklem, dokud neni dokoncen kriticky krok (syntéza DNA, oprava
poskozené DNA). Vyznamné proteiny pro regulaci bunécného cyklu jsou cykliny a cyklin-
dependentni kinazy (CDK). Komplex cyklin/CDK zpUsobi, Ze bunéény cyklus postoupi do dalsi faze.
CDK jsou katalyticky aktivni slozky mechanizmu bunécného cyklu, reguluji aktivitu dalSich proteint
prenosem fosfatové skupiny, fosforylacni aktivita je zavisla na pfitomnosti cyklin(. Pokud nejsou
pritomny cykliny, netvofi se komplexy cyklin/CDK a CDK je neaktivni.

Jeden z nejvyznamnéjsich kontrolnich bodd bunécného cyklu se nazyva START nebo také
kontrolni bod restrikce. Tento bod je na konci G1 faze, kdy burika pfijima externi i interni signaly k
urceni, zda je spravny €as postoupit do S-faze bunécného cyklu. V pripadé pritomnosti poSkozené
DNA se v tomto bodé bunécny cyklus zastavi a dojde k jejim opravam. Normalni buriky jsou
naprogramovany k tomu, aby se pozastavily v kontrolnim bodé START a zkontrolovaly, zda je oprava



DNA zajisténa. Burika pfrijima externi i interni signaly k tomu, jestli se bude délit nebo ne. Kontrolni
bod je regulovan cykliny typu D ve spojeni CDK4. Pisobenim komplexu cyklin D/CDK4 se burika
dostava za kontrolni bod START a dochazi k replikaci. Inhibi¢ni proteiny vnimajici problémy v pozdni
G1 fazi jako je nedostatek Zivin nebo poskozeni DNA, mohou zabrzdit komplex cyklin/CDK a brani
burice ke vstupu do S-faze. Pokud je vse v poradku, komplex cyklin D/CDK4 pohani buriku ke konci G1
faze a do S faze (iniciace replikace DNA). Nadorové bunky jsou deregulované v dlisledku mutaci v
genech pro cykliny nebo CDK, nebo v dalSich proteinech regulujicich vznik téchto komplex(. Bunky s
nefunkénim bodem START jsou nachylné k nddorovému bujeni, vstupuji do S-faze s poskozenou DNA.
Béhem nékolika bunécénych cykll se tyto mutace mohou akumulovat a zpUsobit deregulaci
bunécného cyklu. Klon bunék s nefunkénim START se mUzZe stat velmi agresivnim.

Apoptdza je programovana bunécna smrt, kterd je soucasti normalniho programu vyvoje.
Apoptdza (z fec. apoptosis — padani) je mechanismus slouzici k eliminaci nepotiebnych i
poskozenych bunék bunék (napf. béhem embryonalni vyvoje pfi tvorbé prsti). Jedna se o zanik
jednotlivé buriky zplGsobeny aktivaci cysteinovych proteaz kaspaz a nasledné pak jadernych
endonukledz — dochazi k poskozeni jaderné DNA a k zastavé vSech biosyntetickych pochod v burice.
Velky vyznam hraje v ontogenezi, kdy napomaha k formovani organi. Apoptdza byla objevena pfi
studiu C. elegans a je velice vyznamna v prevenci vyskytu nador(. Pokud je burika s abnormalni
schopnosti usmrcena, nemuze se déle délit a tvofit nador. BEhem apoptdzy nedochazi na rozdil od
nekrézy k nafouknuti, prasknuti a vyliti obsahu buriky, které by zplsobilo zanét, ale naopak k jeji
kondenzaci, fragmentaci DNA a rozpadu na malé ¢asti, jeZ mohou byt snadno fagocytovany.

Pro apoptdzu je klicova rodina proteolytickych enzymd, nazyvanych kaspazy. Jedna se o
proteolytické enzymy odstranujici malé ¢asti proteint Stépeni peptidovych vazeb, ¢imz inaktivuji
cilové proteiny (napf. laminy na vnitfni strané jaderné membrany a nékteré slozky cytoskeletu).
Dochazi k proteolytickému Stépeni, buriky ztrati svou integritu, chromatin se rozpada, na povrchu se
tvori méchyrky s cytoplazmou a buriky se zmensuji. Burika je pak pohlcena fagocyty, coz jsou
,popelarské” buriky imunitniho systému. V pfipadé poSkozeni nebo inaktivaci apoptického systému
prezivd i mutovand burika, kterd se mnozi a ma potencial vytvofit nadorovy klon.

Apoptdza mUiZze byt spontanni (fyziologicka), vyznamna pro redukci bunéénych populaci v
embryogenezi, zanik bunék postnatalné se obménujicich (krevni elementy, enterocyty,
keratinocyty...), likvidace bunék v hyperplastické populaci, navrat k normé po hormonalni stimulaci
nebo redukce bunék pfi snizené hormonalni stimulaci (napf. zmenseni mlécné zlazy po ukonceni
laktace). Nebo existuje apoptéza indukovana patologickym podnétem, uplatni se pfi likvidaci bunék
infikovanych virem TC a NK lymfocyty, numericka atrofie bunék po ucpani vyvod( Zlaz, chemoterapie
nadord.

Nekréza (z fecky Nekpdg = mrtvy) je intravitalni (v Zivém organizmu) smrt bunék a tkani.
Jedna se o souhrn zmén pozorovatelnych histologicky az v ur¢itém ¢asovém odstupu po biologické
smrti buriky. Nekrdza postihuje skupiny na sebe navzajem naléhajicich bunék a vznika jako ndasledek
nevratného poskozeni bunék. Typické znaky nekrdzy jsou bunécny edém (burika se nafoukne),
vakuolizace, pokles bazofilie a vzestup acidofilie plazmy, struktury v ni se ztraceji, karyolyza
(rozpusténi bunécného jadra), pokles bazofilie, pykndza, karyorexe, v okoli nekrézy vznika reparativni
zanét.



Genetickd podstata rakoviny

Dlkazy o tom, Ze zakladni priciny rakoviny byvaji genetické, jsou nasledujici: nadorovy stav je
klondalné dédicny, nékteré typy virll mohou u pokusnych zvitat indukovat tvorbu nadort a nadory
mohou vyvolavat i latky, které zplsobuji mutace. DalSim dikazem je i to, Ze nékteré typy rakoviny
maji tendenci se vyskytovat v urcitych rodinach. Napf. retinoblastom (nador oka) nebo nador stfeva
se dédi jednoduse jako autozomalné dominantni onemocnéni, i kdyZ s neldplnou penetranci a
variabilni expresivitou. ProtoZe dispozice k témto specifickym typim nador( je dédi¢ng, je mozné, ze
podstatou vsech nadord by mohly byt genetické defekty — bud zdédéné mutace, nebo somatické
mutace ziskané béhem Zivota ¢lovéka. Déle se vi, Ze leukémie a lymfomy (jednd se o rakovinu bilych
krvinek), jsou vzdy spojeny s vyskytem specifickych chromozomalnich aberaci.

K preméné normalni buriky v nadorovou je nutny ne jeden, ale spiSe nékolik genetickych
defektd. Védci zkoumajici rakovinu identifikovali dvé velké skupiny mutovanych gen( souvisejicich s
rakovinou, tzv. onkogeny, které aktivné podporuji bunécny cyklus a tumor-supresorové geny naopak
selhavaji v potlaceni bunééného cyklu.

Onkogeny

Mnoho druhi rakoviny je spojeno se zvysenou expresi nékterych genl nebo s abnormalni
aktivitou jejich mutovanych produkt(. Onkogeny zahrnuji rlizné skupiny gen( dlleZité pro regulaci
biochemickych déjd uvnitf bunék a déjd souvisejicich s bunéénym délenim. Poprvé byly objeveny v
genomech vird RNA, ty mohou indukovat nadory svych hostiteld. Pozdéji byly objevovany protéjsky
téchto virovych onkogen( u rGznych organizm( véetné ¢lovéka. Onkogeny maji dominantni efekt.

Retroviry

V roce 1910 byl objeven Peytonem Rousem prvni virus indukujici nadory — virus Rausova
sarkomu. Jednd se o RNA virus nesouci 4 geny: gag (kapsidovy protein), pol (reverzni transkriptaza),
env (protein virové obalky), v-src (proteinkindaza, kterd se pripojuje k plazmatické membrané
infikovanych bunék). Pouze gen v-src je zodpovédny za tvorbu nddor(. Pokud je z viru odstranén, je
virus stale infekéni, ale neni schopen vyvolat nddor. Jedna se tedy o onkogen.

Existuje asi 20 rGznych virovych onkogen( — znaci se v-onc — jsou ptibuzné genlim kddujicim
rastové faktory. Onkogen viru opiciho sarkomu v-sis koduje variantu rlstového faktoru odvozeného z
krevnich desticek (PDGFR plateled-derived growth factor). PDGFR se normalné tvofi v krevnich
desti¢kach a podporuje hojeni poranéni stimulaci ristu bunék v misté zranéni. Geny v-sis indukuji
nadory u opic. Virové onkogeny kéduji proteiny, které se podobaji ristovym faktorim a
hormonalnim receptorim, koduji tyrozin-kinazy, transkripcni faktory apod.

Protoonkogeny

Protoonkogeny nebo normalni bunécné onkogeny jsou bunééné homology virovych
onkogen(. Oznacuji se c-onc (v-scr je c-scr) a maji dllezité regulacni funkce. Jejich identifikace byl
umoznéna na zakladé izolace bunéénych homologt virovych onkogend.



Bunécény homolog v-src byl ziskan screeningem knihovny genomové DNA neidentifikovanych
kurecich bunék. Gen v-src byl pouzit jako hybridiza¢ni sonda. Kureci buriky obsahuji gen c-src, ktery
se podoba v-src, je tedy evolucné pfibuzny, ale lisi se pfitomnosti 11 intron(. V samotném v-src neni
Zadny intron. Gen v-src se mozna vyvinul z normalniho genu pfi¢emz ztratil své introny, v-src a c-src
se lisi v 18 nukleotidech.

Transfekéni test

Dukaz spojeni nadord a mutantnich gent c-onc byl ziskan pfi studiu rakoviny mocového
méchyfe (R. Weinberg). Princip transfekéniho testu: DNA je extrahovana z nadoru a nasledné
fragmentovana na malé casti, kazdy fragment je prfipojen k segmentu bakterialni DNA, ktery sloufil
jako molekuldrni znacka (marker). Oznacené DNA fragmenty byly zavedeny do bunék rostoucich v
kulture, aby urcily, zda néktery z fragment( je schopny transformovat buriky na nadorové. Nadorova
transformace je viditelna jako schopnost bunék tvofrit malé shluky (loZiska) béhem kultivace. Z téchto
bunék extrahovali DNA a zjistovali, zda obsahuje molekularni znacku napojenou na plvodni
fragment. Pokud ano, opakované testovali schopnost fragmentu indukovat nadorovy rust. Tak byl
identifikovan fragment DNA z plvodniho nddoru mocového méchyre, ktery buriky transformoval.
Jednalo se o alelu c-H-ras (homolog onkogenu Harveyova kmene viru krysiho sarkomu). Fragment byl
osekvenovan a byla nalezena substitu¢ni mutace ve 12 kodonu (zdména valinu za glycin), ktera
zpUsobuje poskozeni hydrolyzy substratu GTP, protein je neustale aktivni a stimuluje buriky k
nekontrolovatelnému rdstu.

Mutované varianty c-ras jsou typické pro mnoho lidskych nadoru (stfevo, prsa, prostata,
mocovy méchyt, neuroblastomy). VZdy je mutace pritomna v pozici 12, 59 a 61. Jsou to dominantni
aktivatory nekontrolovatelného bunééného rlistu a mutovana je pouze jedna alela.

Chromozémové prestavby a rakovina

Filadelfsky chromozdém vznika reciprokou translokaci mezi chromozomy 9 a 22, pfi nizZ je
protoonkogen ABL z koncové ¢asti dlouhého raménka chromozomu 9 fuzovan s genem BCR. Gen BCR
se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 22, a jelikoZ ma velice silny promotor, dochazi touto
fazi k vzniku aktivniho onkogenu. Protein, ktery je vysledkem prepisu tohoto fuzniho genu BCR-ABL je
diky pfitomnosti silného promotoru exprimovan ve velké mite, a buriky jsou tak stimulovany k
nekontrolovatelné proliferaci. Filadelfsky chromozom nachazime velmi ¢asto u onkologickych
pacientl s chronickou myeloidni leukémii.

Burkitttv lymfom je lymfom (typ nadorového onemocnéni) postihujici pfedevsim B-
lymfocyty. Pricinou je reciproka translokace zahrnujici vidy chromozém 8 a jeden ze tfi chromozémi
2,14 a 22, které nesou geny kédujici imunoglobuliny. Nejc¢astéji se vyskytuje translokace 8 a 14
chromozému — t(8;14), kdy se spoji onkogen c-myc (pivodné chromozém 8) kédujici transkripcni
faktor s geny pro tézky imunoglobulinovy fétézec (IGH) na chromozdmu 14, vznika fuze IGH/c-myc a
méni buriky na nadorové. Je pojmenovan po objeviteli tohoto lymfomu, chirurgovi D. P. Burkittovi.

Nadorové supresorové geny

U mnoha nadorU jsou inaktivovany geny, jejichZ produkty hraji vyznamnou roli v regulaci
bunécného cyklu. Normalni alely gen( jako jsou c-ras a c-myc, koduji proteiny, které reguluji bunécny
cyklus. Kdy? je exprese téchto genl zvysena, nebo kdyz tyto geny kéduji proteiny plsobici jako



dominantni aktivatory, je burika disponovana k tomu, aby se stala nddorovou. PIny vyvoj nadorového
stavu ale obvykle vyZaduje dalsi mutace a ty typicky ovliviiuji geny, které normalné potlacuji bunécény
rast. Tyto mutace proto vymezuji druhou skupinu gentd spojenych s nadory, tzv. antionkogent nebo
jinym nazvem nadorovych supresorovych gend.

Tumor supresorové geny (zvané taky antionkogeny nebo recesivni onkogeny) maji zasadni
Ulohu v malignim procesu. Jejich produkty reguluji bunécné déleni. K poruse kontroly bunécného
cyklu vede chybéni obou alel urcitého supresorového genu (napf. deleci), zména struktury téchto
genl (napf. bodovou mutaci) nebo inaktivace jimi kdédovaného proteinu. To vSechno mize mit za
nasledek maligni zvrat buriky. Mutace v tumor supresorovych genech maji recesivni charakter. Na
rozdil od onkogen( proteiny kédované antionkogeny maji antiproliferacni ucinek, podporuji
diferenciaci a apoptoézu.

V kazdé somatické burice je asi 40 tumor-supresorovych genl. Aby se staly tumorigennimi,
musi byt mutovany obé jejich alely — proto nazev recesivni onkogeny. S tim souvisi tzv. dvouzasahova
teorie (poprvé formuloval Knudson, kdyZ vysvétloval vznik vzacného hereditarniho retinoblastomu).
Na rozdil od mnohem castéjsiho sporadického retinoblastomu, kde se jednd o ndhodné mutace jedné
a posléze druhé alely v burice sitnice, je u hereditarni formy jedna mutovana alela zdédéna, pfislusny
jedinec je heterozygot, u néhoz se zdédénda nadorova predispozice zatim neprojevuje. Dojde-li vak k
mutaci/eliminaci druhé alely, iniciuje se rozvoj naddorového klonu bunék sitnice. Tomuto procesu se
fika ztrata heterozygozity (LOH — loss of heterozygozity).

Knudsonova hypotéza dvou zasahi

Klasicka teorie vzniku hereditarniho nddorového onemocnéni vyslovena Knudsonem tedy
pracuje s tzv. dvéma zasahy. Tumor-supresorovy gen je totiz zcela vytazen z funkce az mutaci obou
jeho alel. V pfipadé sporadického vyskytu nddorového onemocnéni je potfeba, aby byla burika
postizena dvéma zasahy po sobé, které postupné vyradi obé alely pfislusSného genu. Naopak, pokud
Clovék jiz mutaci jedné alely prislusného genu zdédil (prvni zasah) - staci pak v kazdé télesné burice
jakykoliv dalsi zasah ke kompletnimu vyrazeni funkce prislusného genu (druhy zésah).

Ackoliv Knudsonova teorie dvojiho zdsahu byla vSeobecné pftijatd jako mechanismus
plsobeni pro vSechny tumor supresorové geny, Uplné na vsechny dédi¢né formy rakoviny nesedi.
Proto se v roce 1997 pristoupilo k dalsSimu rozdéleni téchto genl na dvé skupiny: , gatekeeper” a
,caretaker.” Autory tohoto rozdéleni jsou Kenneth W. Kinzler a Bert Vogelstein.

Gatekeepers — ,vratny” — je oznaceni tradi¢niho tumor supresorového genu, ktery pfimo
reguluje rast nadoru. Pokud jsou obé alely tohoto genu inaktivni, dojde k nefizenému mnozeni bunék
(vznikne napfiklad nezhoubny adenom tlustého streva).

Caretakers — ,,strazce” — je naopak gen, ktery nefidi pfimo bunécny cyklus, ale funguje jako
,opravar” poskozené DNA. Inaktivace obou alel vede k neschopnosti buriky opravovat genetické
poskozeni, coz zplsobuje vyrazné zvysené riziko zhoubné mutace.

Celkem existuje asi 20 dédi¢nych nadorovych syndrom(l a témér u vsech je pfi¢inou mutace v
nadorovém supresorovém genu, nikoli v onkogenu.



Nadorovy supresorovy protein pRB

Protein retinoblastoma (pRB) je klicovy pro regulaci bunééného cyklu. Gen RB, lokalizovani na
chromozému 13g14.2, ktery normalné zabranuje vzniku retinoblastomu, byva spojovani s jinymi
typy nador(. RB gen patfi mezi nejznaméjsi tumor supresorové geny.

Retinoblastom je zhoubny nador sitnice. Dvé tfetiny retinoblastomi se diagnostikuji v
prvnich 3 letech Zivota, maximum vyskytu je v prvnim a druhém roce véku. Po Sestém roce Zivota se
vyskytuje jen velmi vyjimecéné. Témér ve tretiné pfipadl je oboustranné. Incidence je 1 na 20 000
nové narozenych déti. Pokud je retinoblastom v dobé diagndzy pouze uvnitf oka, je Uspésnost |éCby
90-100 %, pokud jiz retinoblastom zasahuje mimo oblast oka, znamena to 10% preziti.

Produkt genu RB = pRB ma velikost105 kDa. Protein pRB se na pocatku G1 faze vaze na
transkripni faktory E2F. Dokud jsou transkripéni faktory E2F navazany na pRB, nemohou se vazat na
specifické sekvence zesilovacl cilovych genll a bunécény cyklus je zastaven, pRB je fosforylovan cyklin-
dependentnimi kindzami (CDK) a mudZe uvoliovat transkripéni faktory E2F, ty aktivuji cilové geny a
indukuji postup buriky do S-faze. K opétovné aktivaci RB dochazi (defosforylaci urcitymi fosfatazami)
az béhem nasledujici mitézy. Geny z rodiny RB (do niZ mimo RB patti jesté geny p107 a p130) hraji
roli v Sirokém spektru bunéénych déjd, ale nejlépe jsou znamy jako regulatory bunééného cyklu
savcu.

TP53 - transkripcni faktor

Gen TP53 (OMIM: 191170) patfi mezi dilezité tumor supresorové geny. Ovliviiuje genovou
expresi na Urovni transkripce a v burfice ma funkci senzoru poskozeni DNA. Nadorovému
supresorovému proteinu P53 se prezdiva "strazce genomu", pravé pro jeho klicovou roli v rekci na
poskozeni genomu. Vrozené mutace TP53 jsou spojené s Li-Fraumeniho syndromem, vzacnym
autozomalné dominantnim onemocnénim, v rdmci kterého se mlze vyvinout néktery z typického
spektra nador(l. Tento syndrom se projevi pti mutaci obou gen(i TP53. Somatické mutace inaktivujici
obé kopie genu TP53 jsou také spojovany s nejriznéjsimi nadory.

Protein P53 je jaderny protein o velikosti 53 kDa, patfi mezi transkrip¢ni faktory a v burice ma
funkci senzoru poskozeni DNA. P¥i fyziologickém stavu je protein P53 inaktivni a v cytoplazmé je
navazan na prenase¢ MD2. Pfi poskozeni DNA dojde k navozeni signaliza¢ni kaskady, jejimz
vysledkem je fosforylace pfenasece MD2 a uvolnéni proteinu P53, ¢imZ se P53 aktivuje. V jadre
plsobi na gen p21, jehoz produkt plsobi jako inhibitor cyklin dependentnich kinaz. Tim dojde k
zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi, coz zajisti bunce ¢as na reparaci (opravy). Pokud probéhne
Uspésna oprava DNA, burika mlze pokracovat v bunééném cyklu. Pokud je reparace neuspésna,
potom burika navodi apoptdzu, neboli fizenou programovanou smrt.

Recesivni onkogen pAPC

Protein pAPC (310 kDa) byl objeven pfi studiu adenomatdzni polyposis coli, dédi¢ného
onemocnéni, které vede k vyvoji kolorektalniho nadoru. Jedna se o brzdu bunécéné proliferace, ackoli
mezi jeho zdkladni funkce patti obnovovani bunék vystelky tedy epitelu tlustého stfeva, pAPC Fidi
proliferaci a diferenciaci bunék v epitelu streva.



Pokud je funkce pAPC ztracena, buriky tvofrici vychlipeniny ve stfevnim epitelu zlstanou v
nediferenciovaném stavu, pokracuji v déleni (vznika mnoho kopii), vysledné zvyseni bunék vede ke
vzniku mnoha malych benignich nadord stfevniho epitelu zvanych adenomy nebo polypy.

Predispozice pro adenomy a polypy se dédi jako vzacné autozomalné dominantni
onemocnéni nazyvané dédicna adematdzni polypdza (FAP), s vyskytem 1:7000. U pacientl s FAP se
vyvijeji mnohocetné adenomy kolem 20. roku Zivota, jsou benigni, ale existuje vysoka
pravdépodobnost, Ze se néktery z nich preméni na maligni nador (u nositele mutace FAP se plné
maligni nador vyvine primérné ve 42 letech, dle statistiky USA).

Mnohocetné adenomy se vyvijeji také ve stfevé jedincl heterozygotnich pro mutaci APC.
Druha mutace vznikd béhem Zivota, kdy dochazi k tvorbé nefunkéniho pAPC a bunécéné déleni
probihd bez omezeni. Pokud neni v genomu pfitomna mutace v APC genu, mnohocetné adenomy se
tvori vzacné.

Bunécna proliferace indukovana ve stfevnim epitelu je nezbytn3, tato tkan ztraci kazdy den
obrovské mnozstvi bunék (1011 u ¢lovéka), které musi nahradit. Nové vzniklé bunky normalné ztrati
svou schopnost se délit a postupuji do zralé ¢asti epitelu (nedostavaji extracelularni signaly k déleni).
Protein pAPC tvofi komplex s B-kateninem, ten je odbouravan a nemuize se vazat na transkrip¢ni
faktory. Ve zralych burikach udrzuje pAPC nizkou hladinu R-kateninu. V pfipadé mutace pAPC buriky
nemohou kontrolovat hladinu B-kateninu a z(stavaji neustale ve stavu bunécného déleni,
nediferencuji se ve zralé buriky a vznikaji nadory.

phMSH2

Protein phMSH2, kédovany genem hMSH?2, je lidsky homolog bakteridlniho a kvasinkového
proteinu MutsS, ktery se Ucastni oprav DNA. Jeho ucast na vyvoiji lidskych nadort byla odhalena pfi
studiu dédicnych nepolypdznich kolorektalnich nadort (HNPCC) onemocnéni s autozomalné
dominantni dédicnosti a ¢etnosti v populaci 1:500. Pro HNPCC je typicky vyskyt malého poctu
adenomu (rozdil od FAP). Ztrata funkce hMSH2 byla stanovena jako pfi¢ina obecné genové
nestability pozorované u nador( HNPCC. Gen hMSH2 je v nadorech pacienti s HNPCC inaktivni.

MLH1 gen

Gen MLH1 je dileZity pro reparaci DNA a jeho mutace jsou pfi¢inou tzv. Lynchova syndromu
2 asi v 50% pripad(. Lynchlv syndrom 2 patfi mezi molekularni varianty hereditatniho
nepolypézniho kolorektalniho karcinomu, HNPCC. Onemocnéni ma autozomalné dominantni
dédicnost s vysokou penetraci, pfi kterém dochdzi k casnému rozvoji kolorektalniho karcinomu,
endometridlniho karcinomu a dalSich malignit. Na podkladé Lynchova syndromu vznika zhruba 1-3 %
kolorektalnich karcinom(, 2 % endometrialnich karcinom. Incidence Lynchova syndromu je
pomérné vysokd, odhady se pohybuji v rozmezi 1:2000 az 1:550.

Nadorové supresorové geny BRCA1, BRCA2

Syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovaria je nejcastéji spojovan s mutacemi gent
BRCA1 a BRCA2. Jedna se o dédicné formy nadord, které se vyznacuji rychlym rdstem a mladym
vékem pacientek, projevi se zhruba o 7 — 10 let dfive neZ je medidn vyskytu nadorového onemocnéni
v dané populaci.



Geny BRCA1 a BRCA2 kéduji sekvencné nepribuzné proteiny, které jsou soucasti
multiproteinovych komplext vyznamnych predevsim pro udrZeni stability genomu. Gen BRCA1 byl
lokalizovan v roce 1990 na chromozomu 17g12-21. Jeho sekvence, sloZzend z exon(ll 2-24, kéduje 7,8
Kb dlouhy transkript a poprvé byla identifikovana v roce 1995. Vysledny protein o velikosti 1863
aminokyselin a 220 kDa s E3 ubigiuitin ligdzovou aktivitou a fosfopeptidovou vazebnou aktivitou je
exprimovan ve vsech bunkach lidského téla se zvySenou hladinou exprese pozorované zejména v
ovariich, varlatech a brzliku. Gen BRCA2 byl lokalizovan v roce 1994 na chromozomu 13q12-13, jeho
kodujici sekvence sloZena z exonl 2-27 byla identifikovana v roce 1995. BRCA2 kdduje polypeptid o
velikosti 384 kDa.

Odhaduje se, Ze 5—10 % nadorl prsu nebo vajec¢nikl je dédicného ptvodu. Asiv 80 %
pfipadl je pricina v zarode¢né mutaci genu BRCA1 nebo BRCAZ2. Jejich dédi¢nost je autozomalné
dominantni, to znamen3, Ze je zde 50% riziko pfenosu mutace z rodi¢li na déti. U nosi¢ek mutace v
genech BRCA1 a BRCA2 vznika celozivotni riziko karcinomu prsu a ovarii od 40 do 85 % (pro BRCA1 aZ
60 %, pro BRCA2 10-20 %). Do 40 let véku onemocni 19 % nosi¢ek mutace genu BRCA1 a 12 % nosicek
genu BRCA2. Do véku 80 let se objevi nador prsu az u 87 % Zen a nador vajecnikl az u 40-60 % Zen s
mutaci BRCA1. U muzl je celoZivotni riziko karcinomu prsu s mutaci v BRCA2 genu 6 %, to znamena
100x vyssi nez u normalni zdravé populace, zvysSuje se i celoZivotni riziko rakoviny prostaty na 14-26
%. U nosicl téchto mutaci mize byt zvySené riziko i pro jiné malignity, patfi mezi né nadory
vejcovodu, délohy, déloZniho cipku, kolorekta, Zaludku, slinivky, Zlu¢niku a Zlu¢ovych cest a maligni
melanomy.

CDKN2A a CDK4

Oba geny souvisi s onemocnénim FAMMM - Familial Atypical Multiple Mole Melanoma
Syndrome — syndrom familidrniho melanomu. Je znamo, Ze 5-10% ze vSech diagnostikovanych
pfipadl melanom{ je dédicného charakteru.

Gen CDKN2A kéduje proteiny p16 a pl4 s tumor supresorovou aktivitou, které vznikaji
alternativnim splicingem. Nejcastéjsi pricinou FAMMM jsou mutace v genu CDKN2A (cyklin-
dependent kinase inhibitor 2A) lokalizovaného v oblasti chromozomu 9p21. Dalsi kandidatni gen pro
toto onemocnéni je CDK4 (cyklin-dependent kinase 4). Zarodecna mutace v téchto genech je
nachazena u 20-40% jedinci s FAMMM.

Mutace v genu CDKN2A zplisobuji v evropské populaci cca 60% celoZivotni riziko onemocnéni
melanomem a prlimérné 53x zvysené (30 — 70krat) riziko oproti ostatni populaci. Kromé rizika
melanomU maZe byt u prenasecll mutace zvySené riziko nador(i pankreatu o 11 — 17%. V nékterych
studiich se uvadi také vyssi riziko nadorl prsu u nosicek mutace genu CDKN2A.

Gen CDK4 kéduje serin-threoninovou kinazu a je lokalizovan na chromozému 12g14, protein
je katalytickou podjednotkou protein-kindzového komplexu diilezZitého pro pokracovani G1 faze.
Mutace u FAMMM jsou nachazeny v CDK4 spiSe vzacné.

Ceska republika dlouhodobé obsazuje 1. misto v Evropé v ¢etnosti vyskytu rakoviny tlustého
stfeva. Nejcastéjsim zhoubnym onemocnénim u muzl je karcinom plic; vyrazné vsak pfibylo i
karcinomu tlustého stieva, konecniku a prostaty. Snizuje se naopak vyskyt karcinomu Zaludku.
Nejcastéjsim zhoubnym onemocnénim u Zen je pak karcinom prsu; zarazejici je vyrazny narUst



novych pripadl karcinomu plic, povzbuzujici je naopak pokles vyskytu karcinomu Zaludku a
nezvysujici se nalezy karcinomu délozniho Cipku (ddvodem jsou predevsim zdokonalené preventivni
prohlidky). Kazdoro&né onemocni v Ceské republice rakovinou vice nez 77 000 lidi (data za rok 2010).

Lékarska charakterizace nador( je provadéna na zakladé tfi riznych hledisek a nazyvame je
typing, grading a staging.

Typing vychazi z hlediska biologického chovani nddoru a rozdéluje je na maligni — zhoubné a
benigni — nezhoubné. Typing z hlediska histologie prozrazuje, z jaké tkané se nador plvodné vyvinul,
rozezndvdme mezenchymové nadory, epitelové nddory, neuroektodermové nadory, germinaini
nadory atd.

Grading je mikroskopické urceni stupné diferencovanosti (vyzralosti) nadoru. Oznacuje se
pismenem G. Jedna se o duleZity prognosticky a prediktivni Udaj. Obvykle plati, Ze ¢im je nddor méné
diferencovany, tim je agresivnéjsi, ale zaroven citlivéjsi k [éCbé.

Staging znamena urceni rozsahu nadoru. Ke stagingu se pouziva celd fada systémd, pricemz
nejfrekventovanéjsi je systém TNM (T — tumor, N- nodus, M- metastazy). Ve finale tvoti nadory 5
rGznych stadii s rozdilnou prognézou.
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Otazky:

Vysvétlete Knudsonovu teorii dvou zasaht?

Popiste funkci proteinu p537?

Co to je protoonkogen?

Jaky je rozdil mezi onkogeny a tumor-supresorovymi geny?

11. PREDNASKA
Geneticka diagnostika

Genetickou diagnostiku mizeme rozdélit na preimplantacni, prenatalni, postnataini a
nadorovou.

Preimplantacni geneticka diagnostika

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD — Preimplanatation Genetic Diagnosis) je
relativné nova, vysoce specializovana metoda uréena k identifikaci chromosomalnich aberaci Ci
monogenné dédic¢nych chorob a to jesté pred implantaci embrya do délohy budouci matky. Tuto
metodu je tedy mozné pouZit pouze v souvislosti s programem in vitro fertilizace (IVF) v rdmci
asistované reprodukce.

Indikaci k této metodeé je velmi vysoké riziko vrozené chromosomalni aberace ¢i zavazné
monogenné dédi¢né choroby pro potomka pfislusného paru. Dale jde o pary, zatizené dlouhodobé



neuspésnou lécbou neplodnosti (véetné nedspésnych IVF cykld), opakovanymi potraty apod.
Soucasnym trendem je spektrum indikaci rozSifovat.

Provedeni metody vyZaduje zakladni protokol IVF. Material k ptislusSnému vysetieni se
ziskava biopsii: polového téliska (typicky v zemich, kde neni legislativné povolen zasah do embryi),
blastomery (nejcastéji) blastocysty. Nasleduje molekularné-genetické ¢i cytogenetické (pripadné
molekularné cytogenetické) vysetieni ziskaného materialu.

Principem metody je implantovat pouze ,zdrava“ embrya — coz jsou ta, u kterych nebyla v
ramci PGD prokazana sledovana abnormalita (vylou¢eni mutace sledovaného genu samoziejmé
nevylucuje moznost mutace jiného — nevySetfovaného genu).

Nevyhodou této metody je limitované mnoZstvi materialu k vySetfeni (asto jen 1 burikal).
Velkym problémem tudiz mize byt chromosomalni mozaika u konkrétniho embrya. Tato metoda je
vzhledem k zasahu do lidského embrya pomérné kontroverzni a ne ve vSech statech je jeji aplikace
legdlni.

Preimplantacni geneticka diagnostika a etika

Trendy v PGD jsou nasledujici: vyuziti PGD v pfipadé vyssiho véku matky, které vyuzivaji pro
poceti nabidky asistované reprodukce a IVF. U téchto Zen dosahuje podil aneuploidnich embryi az
60% s rizikem samovolného potratu az 40%. Takze PGD je cesta pro snizeni emocionalnich i
finanénich naklad(. Toto testovani je nazyvano PGS — preimplantacni geneticky skrining (na rozdil od
PGD — preimplantacni geneticka diagnostika, ktera se zaméruje na vySetfovani konkrétnich geneticky
podminénych onemocnéni). Techniky PGD a PGS se spolecné nazyvaji preimplantacni genetické
testovani. Dnes nabizi PGS vysetieni vSech 24 chromozdmu (22 part autozém a pohlavnich
chromozom) soucasné. 60% embryondlnich transfer(i s PGD probiha u Zen nad 38 let.

Nejcastéjsi divody k PGD jsou vék matky, opakované neulspésné implantace, opakované
samovolné potraty, tézka muzska infertilita nebo subfertilita. Velice vhodné vyuZiti PGD je v pfipadé
vyskytu monogennich onemocnéni (myotonicka dystrofie 1), neurofibromatdza, cysticka fibroza,
thalasemie, hemofilie, Duchenneova a Beckerova muskularni dystrofie, Syndrom fragilniho X.

Chromozomalni pfestavby se normalné vyskytuji u 0.9% nové narozenych déti a souvisi s 50 -
60% spontannich potratd v I. Trimestru. Techniky PGD jsou vhodné zejména pro pfenasece
balancovanych a Robertsonskych translokaci.

PGD se také vyuziva v pripadé HLA typizace, konktrétné pro jedince s malignitami typu
leukémie a lymfom{, beta-thalasémie, srpkovité anemie apod., pfipadé planované alogenni
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.

PFistupy pro vysetreni embrya pred 6 dnem poceti:

1. VysSetfeno je poldrni télisko a genetickd analyza se tyka prvniho nebo druhého polarniho
téliska.Geneticky normalni oocyt je pouzit pro IVF, jedna se o tzv. prekoncepcni diagnostikau, kdy
neni snizen pocet bunék v embryu. Je zndmo, Ze 95% aneuploidii vznikd v materndlni meidze.

2. Biopsie blastomery probiha ve tfetim dnu, kdy ma embryo 6-8 bunék, po naruseni zény
pelucidy je vyjmuta 1-2 bunky pro genetickou analyzu.



3. Biopsie trofoektodermu probiha v 5.-6. dnu Zivota. Je jiz vyvinuta 120 bunécéna blastocysta
a pro analyzu je pouzito vice bunék, coz znamena presnéjsi vysledek. Kultivace probiha 2-3 dny a
neprogredujici nebo aneuploidni embrya jsou pfirozené deselektovany.

Rlzné techniky PGD

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a metody na principu PCR jsou vhodné pro cilené
vySetfeni nejcastéjsich abnormalit tzn. chromozému 13, 18, 21, 16, 22, X a Y a monogennich
onemocnéni. Dnes mame k dispozici nové technologie jako komparativni genomova hybridizace
(CGH), microarray CGH, SNP array, metody masivniho sekvenovani (NGS), které umi vysetfit cely
genom (22 parl autozomu i pohlavni chromozémy) v ramci jednoho experimentu v pomérné
kratkém case.

Velice duleZitou roli u PGD hraje ¢as a presnost vysetfeni. Vysetifeni polarniho téliska
znamena vice ¢asu pro laboratof a méné invazivni pristup pro embryo. M(iZe byt ale ovlivnén
reprodukéni potencial embrya. 33% a vice embryonalnich aneuploidii je zplsobeno chybami v meidze
I, jedna se o nondisjunkce z 10% a PSSC (premature separation of sister chromatids) z 90%, tzn. 90%
embryi je euploidnich.

Biopsie embrya je naopak vice invazivni pro embryo, ale zachyti meiotické abnormality
maternalni i paternalni a také mitotické chyby a nékdy i mozaicismus. Provadi se ve 3 a 5 dnech stafi
embrya. Uspéch implantace je snizen z 50 na 30%.

Nejvétsi limitaci PGD je mozaicismus embrya. 29% vSech embryi jsou genetické mozaiky a
mnoho z nich nebude implantovano Uspésné. Implantace embryi vySetfenych ve stadiu blastocyty je
bezpelnéjsi.

Biopsie polarniho téliska — zachyti 40% genetickych chyb a nejistota vysledku je 45%, biopsie
blastomery signifikantné snizi reprodukéni potencidl embrya o cca 40%, nejvyhodnéjsi je tedy biopsie
trofoektodermu.

Prenatalni diagnostika

Pocatky prenatalni diagnostiky se datuji do roku 1966, kdy Steele a Breg ukazali, Ze
chromozomalni konstituce plodu Ize urcit analyzou kultivovanych bunék z plodové vody. Prenatalni
diagnostika obnasi genetické poradenstvi zaloZzené na znalosti rodinné anamnézy a kombinuje
ultrazvukova a biochemicka vysetreni s genetickymi testy v obdobi téhotenstvi.

Prenatalni diagnostika nam umoZziuje diagnostikovat fadu chorob a patologii u dosud
nenarozeného lidského jedince. Hlavnim Ukolem prenatdlni diagnostiky je tak pravé (co mozna
nejcasné;jsi) diagnostika téchto patologickych stavd. Na zakladé zjisténé diagndzy mlizeme:
informovat matku (rodice) o diagndze plodu, jeji progndze (jak v téhotenstvi, tak v postnatalnim
obdobi) a dalsim moZzném postupu, pfijmout specificka opatreni pro dalsi priibéh téhotenstvi, pro
vedeni porodu (porod cisafskym fezem) ¢i pro naslednou péci (porod ve specidlnim centru s
navaznosti na akutni chirurgickou ¢i jinou lé¢bu), zahajit prenataini terapii plodu, v pfipadé nepfiznivé
diagndzy je v Ceské republice moZné v souladu se sou¢asnou pravni normou (Zdkon 66/1986 Sb. — O
umélém preruseni téhotenstvi) téhotenstvi uméle ukoncit z genetickych divod, a to az do 24. tydne
gravidity, ovSem v pfipadé extrémné nepfiznivé diagndzy (se Zivotem neslucitelné onemocnéni —



napr. anencefalie) umoznuje stejny zakon uméle ukoncit téhotenstvi kdykoliv (i po 24. tydnu
gravidity). Systematické vyuziti screeningu geneticky rizikovych téhotenstvi a prenatalni vysetieni
jejich plodi umoznuje snizit pocet postizenych novorozencu. Organizace prenatalni diagnostiky
vyzaduje soucinnost porodnika, laboratorniho odbornika a genetika.

Hlavni indikace k prenatdlni diagnostice je pokrocily vék matky, predchozi téhotenstvi s
plodem s de novo vzniklou chromozomdlni vadou, pfitomnost strukturalni chromozomalni vady u
jednoho z rodic(, rodinnd anamnéza dédicného onemocnéni, které Ize diagnostikovat nebo vyloucit
biochemickym nebo DNA vysetfenim, rodinnd anamnéza X-vdzaného onemocnéni, pro které
neexistuje specifické prenatdlni vysetieni (pak se sleduje pohlavi plodu), riziko defektu neuralni
trubice, indikativni screening materndlniho séra a ultrazvuk.

Neinvazivni vySetfeni
Vysetieni fetalni DNA z krve matky

V tomto pfipadé je biologicky material ziskan z periferni krve téhotné Zeny. Mimobunécna
DNA plodu se v krvi matky vyskytuje od 4. gestacniho tydne, jedna se o velmi malé fragmenty DNA,
které predstavuji zhruba 5-20 % z matefské mimobunécné DNA a mizi 24 hodin po porodu. Fetalni
buriky se v krvi matky nachdzi od 7. gestacniho tydne a pfetrvavaji i vice jak 25 let, zastoupeni v
pomeéru k burikdm matky je 0.001%.

Biochemicky screening

Neinvazivni metody prenatdlni diagnostiky se dobfe hodi pro celoplosny screening a pouzivaji
se k vySetieni u vSech téhotnych. Jedna se o vySetieni biochemickych marker( z perifeni krve matky.
Odbér krve se provadi po 16. ukonéeném gestacnim tydnu. Jde o tzv. triple test — v materském séru
se vysetiuji hladiny alfa-fetoproteinu (AFP), choriového gonadotropinu (hCG) a nekonjugovaného
estriolu (UE3).

Zvysené hodnoty AFP jsou markerem vrozenych vad plodu nekrytych kzi — napf. rozstép
patefe, snizené hodnoty AFP a zvySené hodnoty hCG jsou charakteristické pro plody s Downovym
syndromem. uE3 odrazi celkové riziko téhotenstvi. Pro presnéjsi hodnoceni jsou odchylky hladiny
vyjadfovany v ndsobcich medianlt (MoM) a pro jejich vyhodnoceni byly zpracovany pocitacové
programy hodnotici nejen délku téhotenstvi, ale i vék téhotné, jeji hmotnost a vychazeji z medianu
konkrétni laboratofre.

Invazivni vySetieni je doporucovano, je-li screening pozitivni, tj. pfi rizicich vyssich nez 1:350.
Negativni vysledek screeningu znamena, Ze riziko vyhledavanych vad je nizsi nez riziko, které je
dlvodem k invazivnimu vySetreni. Ve Il. trimestru se vySettuji Rh protilatky, krevni obraz, oGTT.

Ultrazvukovy screening

Ultrazvukové vysetfeni v 6., 13., 20. a 32. tydnu gravidity patfi do ramce standardni péce o
téhotné. Pfi zjiSténi odchylek ma byt téhotna odeslana ke konziliarnimu ultrazvukovému vysetieni a
eventualné i ke genetické konzultaci. Mezi nepfimé znamky svédcici o postiZeni plodu patfi retardace
vyvoje, malo nebo mnoho plodové vody. Disproporce vyvoje jednotlivych ¢asti plodu a jsou
indikacemi chromozomalniho vysetteni.



Cilené ultrazvukové vysetreni je dosud nejucinnéjsi metodou prenatalni diagnostiky.
UmozZnuje diagnostikovat u plodu napf. poruchy vyvoje hlavy (anencefalii), rozStépy patete, srdecni
vady, vady ledvin (ageneze, polycystdza), atrézie mocovych cest, Turnerlv syndrom, s mensi jistotou
Ize zachytit napt. rozstépy rtu, neprichodnost GIT, mensi redukéni deformity konéetin.

Ve 13.-14. tydnu gravidity se provadi UZ méreni nuchalni fasy — nuchadlni translucence.
Pomoci UZ se hodnoti tloustka anechogenni zony v nuchalni oblasti plodu mezi kiiZi a pojivem, které
pokryva kréni pater. Pri ztlusténi > 3 mm je zvySené riziko chromozomalni aberace, je tedy indikovana
prenatalni diagnostika karyotypu plodu (amniocentéza).

V 18.-20. tydnu se provadi zméreni velikosti plodu (biparietalni primér, obvod hlavicky,
délka femuru), nuchalni translucence a detekce vrozenych somatickych vad, aby bylo mozno provést
potrat do 24. tydne (kultivace u amniocentézy trva 3 tydny).

Ve 30. tydnu se provadi zméreni velikosti a polohy plodu, vylouci se placenta praevia.
Genetickd vysetfeni v téhotenstvi - invazivni

Mezi invazivni vySetfeni v téhotenstvi patfi odbér choriovych klkl (CVS), odbér plodové
vody, odbér fetdlni krve — kordocentéza, cilend punkce pod UZ-kontrolou a fetoskopie.

Odbér choroivocyh klkti (CVS, Chorionic villus sampling) se provadi dfive nez amniocentéza, a
to zhruba mezi 10. a 13. gestacnim tydnem. Odbér choriové tkané se provadi specialni jehlou pod
ultrazvukovou kontrolu, nejéastéji transabdominalng, méné ¢asto pak transcervikalné (ne v CR).
Vyhodou odbéru choriovych klk( (CVS) oproti amniocentéze je moZnost ¢asnéjsi diagnostiky
(napfiklad v ndvaznosti na prvotrimestralni screening vyvojovych vad). Kultivace bunék choria (pro
cytogenetické vysetreni) je rovnéz rychlejsi (bunky trofoblastu maji vysokou mitotickou aktivitu a
karyotyp lze vysetfit po pfidani kolcemidu po 1-2 hodinach) nez kultivace amniocytl ziskanych
amniocentézou. Riziko vykonu je stejné jako v pfipadé amniocentézy (riziko ztraty téhotenstvi je 0,5—
1 %). Urcitou nevyhodou CVS je riziko placentarniho mozaicismu, ktery mlze byt zdrojem
diagnostickych nejistot. Zjisténé chromozomalni odchylky proto musi byt jesté potvrzeny vySetfenim
plodové vody, nebot nélez v burikach trofoblastu nemusi jesté znamenat stejné postizeni tkani plodu.

Amniocentéza (AMC) predstavuje odbér vzorku plodové vody jehlou pfes sténu bfisni pod
kontrolou ultrazvukem. Obvykle se provadi mezi 16. a 18. tydnem gravidity a umoziuje vySetfeni
kultivovanych bunék i nekultivovanych bunék plodové vody a biochemické vysetreni plodové vody. Z
bunék plodové vody Ize vysetfit karyotyp plodu po 10-20 dni trvajici kultivaci, biochemické vysetfeni
plodové vody je zaméreno predevsim na hodnoceni hladiny AFP. Riziko potratu po vykonu je mensi
nez 1 %.

Kordocentéza (CC) neboli punkce pupecniku je dalsi invazivni metodou. Vysetfeni lze
provadét az relativné pozdéji — obecné od 18. gestacniho tydne. Punkce pupecniku a odbér fetdlni
krve z pupecnikové vény se provadi specialni jehlou pod ultrazvukovou kontrolu. Ziskané krevni
elementy (lymfocyty plodu) Ize opét uzit k vySetfeni karyotypu plodu ¢i pro molekularné genetické
vysetieni. Karyotypizace lymfocytl plodu je velmi rychla, vysledky jsou k dispozici béhem 48—72
hodin. Kordocentézu lze tak s Uspéchem pouZit pro opakované — rychlé vysetieni karyotypu, pokud
predchozi odbér s kultivaci (amniocentéza, CVS) selhal nebo pfinesl nejednoznacéné vysledky. Krev
plodu je cennym diagnostickym materidlem, ktery Ize mimo jiné pouzit ke stanoveni krevni skupiny



plodu, k diagnostice aloimunizace plodu, infekce plodu ¢i k diagnostice nékterych dédi¢nych chorob a
poruch (napf. hemoglobinopatie). Dale umozZiuje samoziejmé i vySetfeni imunologické (prikaz
protilatek) a biochemické (ionty). Riziko vykonu je ve zkusenych rukach srovnatelné s rizikem
amniocentézy (pod 1 % fetalnich ztrat). Punkce pupecniku se uziva jako pfistupu v rdmci
intraumbilikalni transfuze, coz je terapeuticky vykon (prenatdlni terapie) provadény napfiklad v
pfipadé aloimunizace plodu vyvolané ¢asto inkompatibilitou v Rh systému.

Vysetireni pomoci fetoskopie spociva v zavedeni optického systému (fetoskopu) do amniové
dutiny z malého fezu v bfisni sténé. Umoznuje vizualizaci plodu a odbér vzorku tkané (kize, svaly,
jatra) pro dalsi vySetteni (podezieni na dédi¢né choroby ¢i vady, pokud neni moznd DNA diagnostika).
Provadi se nejcastéji v 18.—20. tydnu, riziko vykonu 3—10 %. Pravé z dlivodu vysokého rizika se dnes
jiz jako Cisté diagnostickd metoda prakticky nepouziva.

Nutrigenetika

Nutrigenetika, nebo nutri¢ni genetika je novy védecky obor, ktery zkouma zavislost ucinku
jednotlivych sloZek nebo druh( diety na variantach (polymorfismech) gent jedince. Jedna se tedy o
slouceni véd o vyzivé a genetiky. Klasickym pfikladem nutrigenetické interakce je fenylketonurie, kdy
nositelé mutovaného genu PAH nemohou pfeménovat fenylalanin na tyrosin. Pfi minimalizaci
privodu fenylalaninu stravou (tedy dietnim zasahem) lze jinak zavaznym ptiznakim fenylketonurie
prakticky zcela predejit. Kone¢nym cilem nutrigenetiky je optimalizace vybéru kvality i kvantity
stravy, pfizpGsobené individualné kazdému pacientovi. Nutri¢ni intervence zaloZena na znalosti jak
konkrétniho nutri¢niho stavu a potreb, tak genotypu (individualizovana vyziva) mlze byt uzita k
prevenci, zmirnéni nebo Ié¢eni chronickych nemoci. Mezi nej¢astéjsi potravinové intolerance patfi
céliakie, fenylketonurie, intolerance laktdzy nebo perzistujici tolerance laktdzy, intolerance fruktézy.

Farmakogenomika

Farmakogenetika/farmakogenomika byva definovana jako obor studujici dédi¢né faktory ve
vztahu k inter- a intra-individualni variabilité Iékové odpovédi. Jedna se o podobor spadajici do
oblasti personalizované mediciny. Farmakogenomika studuje plsobeni I1ékl na organismus na
zakladé genetické vybavy ¢lovéka, zejm. pritomnosti genovych polymorfisma u genl dulezitych pro
ucinek 1éku ¢i jeho metabolismus. Na jejim zakladé se podavaji napf. jen léky, které jsou u konkrétni
nemoci u daného pacienta ucinné. Uplatfiuje se v praxi napfr. pti pouZiti nékterych cytostatik pro
|é¢bu nékterych nadoru. K vySetieni se vyuziva komercnich Cip (microarray), od r. 2005 je vySetreni
k dispozici i v CR: Microarray identifikuje polymorfismy cytochromu CYP450, které jsou zasadni pro
metabolismus mnoha léka.

Genetika imunitniho systému

Imunogenetika je pomérné mlady védni obor, vznikly prinikem imunologie a genetiky.
Zabyva se studiem genetické podminénosti sloZzek imunitniho systému a genetickou regulaci
imunitnich reakeci.

Dédi¢nost HLA systému se fidi Mendelovskym typem dédi¢nosti. MHC nebo HLA alely jsou
lokalizovdny na chromozému 6 (6p21.3) a jsou velice tésné vazany, takZe celd oblast se prendsi vcelku
jako haplotyp. Jedinec ma 2 haplotypy — od otce a od matky. Pravdépodobnost, Ze 2 déti budou mit
stejné haplotypy, je %. Geny HLA I. tfidy a Il. tfidy jsou kodominantni a zname 5 HLA komplexd: HLA —



A, HLA - B, HLA - C, HLA - D, HLA — DR (D-region related — ve vztahu k oblasti D). Kazdy z nich ma
mnozstvi alel (dnes zndmo nejméné 20 alel pro HLA — A, 40 alel pro HLA — B, 8 a vice pro zbylé tfi).
Sada HLA gen(i na jednom chromosomu tvofti haplotyp, jedinec ma tedy dva haplotypy (od kazdého z
rodicll) a v kazdém haplotypu 5 determinantd.

U pacientd s nékterymi onemocnénimi se vyskytuji nékteré alely lokus(i HLA ¢astéji nez ve
skupinach zdravych pacientd. Je zfejmd asociace téchto chorob s urcitymi alelami HLA. Rada téchto
onemocnéni postihuje klouby, Zlazy s vnitini sekreci a kzi. VySetfeni HLA je nutné zejména v pripadé
transplantaénich programu. Genotypizace je provadéna na dvou Urovnich — LR — low resolution (nizké
rozliseni) a HR high resolution (vysoké rozliseni).

K nejsilnéjsim asociacim s HLA systémem patfi onemocneni M. Bechtérev (ankylozujici
spondylitis), které se vyskytuje spolu s alelou HLA-B27, postihuje a postupné znehybriuje klouby
patere a koncetin, zejména kycelni kloub. DalSim onemocnénim jsou spondyloartropatie — chronicka
systémova zanétlivd revmatickd onemocnéni, kdy je postizeno pohybové Ustroji, pater a klouby.
Uvenidida je zanétlivé onemocnéni oci. Ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba znamenad postizeni
traviciho traktu. Lupénka postihuje kizi. Reiterliv syndrom predstavuje revmatické onemocnéni
mladych muzi. Mezi dal$i onemocnéni asociované s HLA patfi: reaktivni artritida, juvenilni
revmatoidni artritida, revmatoidni artritida, neurologické onemocnéni — narkolepsie a potravinova
intolerance lepku - celiakie.

Doporucena literatura: NUSSBAUM, MCLNNES AND WILLARD: Klinickd genetika Thompson and
Thompson. 6. vydani © 2001 by W.B. Sounders Company, Philadelphia, Pensylvania, Translation
©Petr Goetz a kol., 2004, ©Triton, 2004.ISBN 80-7254-475-6/Kapitola 18

Otdazky:

Co znamena zkratka PGD?

Které bunky se vysSetfuji v rdmci PGD?

Popiste uskali PGD?

Proc se déla prenatdlni diagnostika?

Vyjmenujte invazivni metody prenatdlniho screeningu?

12. PREDNASKA
Genomika

Genomika je podobor genetiky zabyvajici se mapovanim, sekvenovanim a funkéni a
srovnavaci analyzou genomu. Poprvé tento vyraz pouzil Thomas Roderick v roce 1986. Postupné se
genomika déli na strukturni genomiku (studuje strukturu genomu), funkéni genomiku (studuje funkci
genomu), komparativni genomiku neboli srovnavaci genomiku — (studuje evoluci genomu). Funkéni
genomika zahrnuje analyzu transkriptomu (kompletni sada molekul RNA pfepisovanych urcitym
genomem) a analyzu proteomu (kompletni sada proteind kédovanych urcitym genomem. Nové
vznika obor proteomika — cilem je urcéeni struktury a funkce vSech proteind urcitého organismu.
Strukturni genomika pracuje jiz s pokrocilymi informacemi, funkéni genomika je teprve na zacatku,
ale exponencialné se rozviji.

Korelované genetické, cytologické a fyzické mapy chromozéom{



Geneticka mapa pouziva jednotku cM (centimorgan). Genetické mapy jsou sestaveny na
zakladé cetnosti rekombinace, kdy 1 centimorgan je roven vzdalenosti odpovidajici primérné
cetnosti 1% rekombinace. Genetické mapy s malymi vzdalenostmi a tedy o vysoké hustoté se
sestavuji s vyuzitim molekularnich markerd, jako jsou rozdilné délky restrikénich fragment(
(polymorfismus délky restrikénich fragmentd, restriction fragment length polymorphisms, RFLP).

Cytologické mapy jsou zaloZeny na rozdilném pruhovani jednotlivych chromozoma
pozorovatelnych pod mikroskopem po jejich obarveni.

Fyzické mapy, jako napf. restrikéni mapy, jsou zaloZzeny na molekulovych vzdalenostech —
parech bazi (bp — base pairs), kilobazich (kb = 1000 bp) a megabazich (Mb, 1 milién bp) oddélujicich
rGzné oblasti obfich molekul DNA pfitomnych v chromozdmech. Fyzické mapy casto vyjadruji
umisténi prekryvajicich se klonl neboli kontigl a jedinecnych nukleotidovych sekvenci nazyvanych
STS (sequence-tagged sites — mista se sekvencni adresou). Paralelné existuji kratké sekvence ziskané
prepisem mRNA do cDNA nazyvané EST (expressed sequence tags — mista s expresni adresou).
Markery, které byly zmapovany jak geneticky, tak fyzicky se nazyvaji kotevni markery, protoze ukotvi
fyzickou mapu do genetické mapy a naopak. STS i EST miZeme vyuzit jako hybridizacnich sond a
propojit tak fyzické mapy do RFLP map a cytologickych map.

Mezi fyzickymi vzdalenostmi a vzdalenostmi na genetickych mapach neni pfima korelace,
protoze ¢etnosti rekombinace nejsou vzdy umérné molekulové vzdalenosti. V euchromatinovych
oblastech chromozému je v3ak oboji ¢asto v rozumné korelaci. U lidi je 1cM ekvivalentni v priméru
asi 1 Mb DNA.

Genetické mapy chromozém( jsou tedy zaloZeny na cetnosti rekombinace mezi markery.
Cytogenetické mapy jsou zaloZeny na lokalizaci marker( uvnitf nebo v blizkosti cytologicky
definovanych znakl chromozéoml, vyditelnych pod mikroskopem. Fyzické mapy chromozém jsou
zalozeny na vzdalenostech oddélujicich markery a jsou definovany v pdrech bazi, kilobazi nebo
megabazi. Pro mnoho chromozémd, véetné vsech chromozéml lidskych, byly sestaveny mapy o
vysoké hustoté (denzité), integrujici genetické, cytologické a fyzické chromozémové mapy.

Pozi¢ni klonovani genl

Podrobné genetické, cytogenetické a fyzické mapy chromozédm{ umoziuji izolovat geny
postupnym ,,prochazenim” nebo , preskakovanim” po chromozdmech. Pozi€ni klonovani se vyuziva k
identifikaci jakéhokoli genu, je-li k dispozici mapa chromozémové oblasti, ve které gen lezi. Postup pfi
pozi¢nim klonovani je nasledujici: 1. analyza rodokmenu, 2. genetické mapovani — uréeni polohy na
chromozému, 3. fyzické mapovani — klony s velkymi inzerty ve vektorech YAC a BAC, 4. mapovani
trankriptu — nalezeni kandidatnich gen(, 5. sekvenovani genu — standardni alela studovaného genu a
mutovana alela studovaného genu. Timto zplsobem byly objeveny geny pro cystickou fibrézu nebo
Huntingtonovu chorobu.

Projekt lidského genomu

Zacatek projektu lidského genomu je datovan do roku1990. Jeho cilem bylo zmapovat
vSechny lidské chromozémy, sestavit podrobnou fyzickou mapu celého lidského genomu, urcit
nukleotidovou sekvenci vsech 24 lidskych chromozému do roku 2005. Vznikd HUGO — organizace pro
vyzkum lidského genomu (Human Genome Organization).



Postupné klesa odhad poctu lidskych gen(i na 22 287 gen( kddujicich proteiny. Prvni
osekvenované genomy jsou genomy D. Watsona a J.C. Ventera. Nedavno bylo zmapovano 8 dalSich
lidskych genom( rizného plvodu (africky, asijsky, evropsky). Mezi genomy existuje velka geneticka
variabilita. 1.1% genomu kéduje sekvence aminokyselin, zbytek je velkou nezndmou. Vznika
konsorcium ENCODe (Encyclopedia of DNA elements) s cilem identifikovat vSechny negenové funkéni
elementy v lidském genomu.

Asi 60% predikovanych proteind vykazuje podobnosti s proteiny jinych druh( s
osekvenovanymi genomy. Vice nez 40% predikovanych lidskych proteinl nese podobnosti s proteiny
drozofily a C. elegans. Obratlovci maji specifickych pouze 94 z 1278 rodin protein( vykonavajicich
vyznamné zakladni bunécné funkce.

Genova banka

V roce 1979 Walter Goad, fyzik, pfisel s myslenkou databaze, ktera by obsahovala vSechny
dostupné sekvence DNA. Béhem let1982-1992 vkladali Goad a kolegové sekvence do této databaze.
Dnes se tato databaze jmenuje GeneBank a provozuje ji NCBI (Ndrodni centrum pro biotechnologické
informace — the National Center for Biotechnology Information), to je soucasti Narodni lékarské
knihovny (the National Library of Medicine — NLM) pfi ndrodnich Ustavech pro zdravi (the national
Institutes of Health — NIH) v Bethesdé ve staté Maryland. Koncem roku 1982 obsahovala genova
banka 680 338 nukleotidovych par(, v roce 2008: 90 miliard pard nukleotid.

Podobné databaze existuji v Evropé a Japonsku (Datova knihovna Evropské laboratore
molekuldrni biologie (the European Molecular Biology Laboratory — EMBL — Data Library) byla
ustanovona v Némecku v roce 1980 a DNA Databanka Japonska (the DNA DataBank of Japan — DDJB)
byla zaloZena v roce 1984. GeneBank, EMBL a DDJB se nasledné spojily a vytvofily mezinarodni
spolupraci pro databaze nukleotidovych sekvenci, kterd umoznuje prohledavat vsechny tti databaze
najednou (International Nucleotide Sequence Database Collaboration).

Systém vyhledavani ENTREZ pfistupny v roce 1992 NCBI se stal velice uzitecnym nastrojem a
od roku 1994 je ENTREZ zpfistupnén zdarma na internetu (URL: http://www.ncbi,
nlm.nih.gov/entrez). Stranka obsahuje databaze sekvenci DNA a proteinl a obrovskou bibliografickou
databazi nazvanou PubMed, kterd pokryva vétsSinu medicinskych a védeckych casopisu.

HAPMAP projekt

Lidsky projekt HAPMAP sleduje malé zmény v lidském genomu, tzn. jednobdzové nebo
nékolikabazové inzerce nebo delece. Nej¢astéjsi zménou v lidském genomu jsou substituce
nukleotidovych pard, kdy vznikaji takzvané polymorfismy — jednonukleotidové polymorfismy — SNP
(single-nucleotide polymorphisms). Mohou byt detekovany napf. pomoci genovych cipu.

sve

Vétsina SNP se nachazi v nekédujicich oblastech genl a neni pfi¢inou mutantnich fenotypa.
Priimérné se nachdzi 1 SNP na 1200 bp. Individuadini SNP mohou byt pfitomny v jedné populaci,
zatimco v jiné populaci zcela chybi. Jejich Cetnosti se lisi.

Vétsina SNP znamych u lidskych populaci vznikla u jednoho jedince jedinou mutaci, ktera se
rozsifila v celé populaci. Kazdy SNP je asociovany s dal$imi SNP pfitomnymi na plvodnim
chromozému v dobé, kdy doslo k mutaci. Tésné vazané SNP maji tendenci prechazet na potomstvo



ve skupiné tedy jako jeden celek (mala pravdépodobnost rekombinace je pro né typicka). SNP na
urcitém chromozému nebo na segmentu urcitého chromozému, které se dédi spolecné, tvori
genetickou jednotku zvanou haplotyp.

Haplotypy mohou byt asociovany s konkrétnimi onemocnénimi, pak mohou slouzit k
predpovédi rizika pro vznik daného onemocnéni, popf. k identifikaci genu zodpovédného za
onemocnéni.

Mimojaderna DNA

Mitochondrie jsou semiautonomni organely eukaryotnich bunék. Pvod mitochondrii se
odvozuje od symbidzy Archebakterii (Prokaryota) s eukaryotnimi burikami. BEhem evoluce
Archebakterie ztratily schopnost samostatné existovat a naopak pro existenci eukaryotni bunky se
jejich pritomnost stala nezbytnou. Jednim z argumentd této tzv. endosymbiotické teorie je analogie v
uchovavani genetické informace v mitochondriich (a chloroplastech) na jedné strané a v
prokaryotech na strané druhé.

Mitochondridlni DNA se oznacuje jako mtDNA a jeji velikost se pohybuje od 6 kb az 2500 Kb.
Kazda mitochondrie obsahuje nékolik kopii DNA, kazda burika ma mnoho mitochondrii. Oocyt
obratlovcl obsahuje 108 kopii mtDNA, somatické buriky obsahuji méné kopii (méné nez 1000).
MtDNA je vétsSinou cirkularni molekula, u fasy Chlamydomona reinhardtii a nalevnika Paramecium
aurelia je mtDNA linedrni. U rostlin je mtDNA je vétsi a variabilnéjsi, obsahuje introny, mtDNA
ZivoCichl nikdy neobsahuje introny.

Mitochondrialni genové produkty jsou funkéni uvnitf mitochondrii, ale do mitochondrii jsou
importovany také produkty jadernych gena (pf. ribozomy). Dalsi polypeptidy potfebné pro aerobni
metabolické pochody jsou syntetizovany v cytosolu.

Mitochondrialni genom je nositelem mimojaderné dédicnosti. Znaky kddované mtDNA jsou dédény
vyhradné od matky, jedna se o tzv. matroklinni dédicnost.

Genom chloroplastti je oznacovan jako cpDNA. Plastidy jsou rostlinné organely (zahrnujici
chromoplasty, amyloplasty, elaioplasty), které se vyvijeji z protoplast(. Protoplasty obsahuiji stejnou
molekulu DNA. Velikost cpDNA se pohybuje od 120 -160 kb u vyssich rostlin, u fas je to az 2000 kb.
Pocet molekul cpDNA v bunce je velmi variabilni.

Chloroplastova DNA kéduje geny pro rRNA, tRNA, ribozomové proteiny, polypeptidové
komponenty fotosystém{, katalyticky aktivni podjednotku enzymu ribuldza-1.5-bisfosfatkarboxylazy
a 4 podjednotky RNA-polymerazy specifické pro chloroplasty.Vyvoj funkéniho chloroplastu zavisi na
expresi jadernych i chloroplastovych gen(.
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Otdazky:
Co studuje funkéni genomika?
Jaké genetické mapy znate?



Co to je jeden centimorgan a jak se pouziva?
Popiste vlastnosti mitochondridlni DNA?

13. PREDNASKA
Genetika populaci

Teorie genetiky populaci je teorie alelovych Cetnosti. Kazdy gen v genomu existuje v rGznych
alelovych variantach (heterozygoti, homozygoti). V populaci miZeme vypocitat ¢etnosti rliznych typu
homozygotl a heterozygotli v daném genu a z téchto Cetnosti ur¢ime Cetnost alel genu. Tyto vypocty
tvori zaklad genetiky populaci.

Stanoveni alelovych ¢etnosti

Pomoci stanoveni alelovych ¢etnosti mizeme napf. vypocitat ¢etnost krevnich skupin M-N s
kodominantni dédi¢nosti ve vzorku 6129 jedinc(, kdy zndme presné pocty jedincd s konkrétnim
genotypem a tedy i jejich krevni skupinu (fenotyp) krevni skupin M je zastoupena genotypem LMLM
a 1787 jedinci, krevni skupina MN pak genotypem LMLN a 3039 jedinci a krevni skupina N genotypem
LNLN a 1303 jedinci. Celkovy pocet alel ve vzorku je 2 x 6129 = 12258. Cetnost alely M se vypo¢&ita
jako (2x1787) + 3039/12258 = 0.5395, Cetnost alely N je (2x1303)+3039/12258 = 0.4605. Pokud
oznacime Cetnost alely M jako p a cetnost alely N jako g, kdy p = 0.5395 a q = 0.4605, pak plati, Ze p +
q=1.

Jestlize se studovany gen nachazi na chromozému X, staci pouze spocitat rlizné alely u
samciho pohlavi. Napfiklad ve vzorku 200 muzl ma 24 X-vazanou barvoslepost a vSichni ostatni
normalni barevné vidéni. Pfredpokladame-li, Ze kazdy barvoslepy muz je hemizygotni pro tutéz
mutantni alelu, pak ¢etnost této alely je 24/200 = 0.12 a ¢etnost standardni alely je 1 —0.12 = 0.88.

Toto nemlzeme pouzit u dominantni dédi¢nosti, kdy nerozpozname heterozygoty od
dominantnich homozygotd. Stanoveni alelovych ¢etnosti je mozné pouzit pro hemizygotni geny pro
vypocet Cetnosti urcité alely u muzd.

Cetnosti nékterych alel jsou velice nizké (0.01 a niz$i), pro jejich stanoveni pottebujeme velky
vzorek populace. Pokud ma druha nejc¢etnéjsi alela genu cetnost vyssi nez 0.01 hovotime o
genetickém polymorfismu.

Hardy-Weinbergliv zakon

Britsky matematik G.H. Hardy a némecky Iékai W. Weinberg nezdvisle na sobé studovali
otazky kolem vypoctu alelovych cetnosti a jejich prediktivni hodnoty, v roce 1908 kazdy z nich
publikoval praci popisujici matematicky vztah mezi alelovymi a genotypovymi ¢etnostmi. Tento se
nazyva Hardyho-Weinberglv zakon (princip) a umoznuje z alelovych ¢etnosti v populaci predpovédét
jeji genotypové Cetnosti.

Predpokladejme, Ze v populaci je urcity gen, ktery segreguje dvé alely A a a. Cetnost alely A je
p, ¢etnost alely a je . V populaci, kde plati ndhodné oplozeni, se v nasledujici generaci budou tvofit
diploidni genotypy ndhodnym spojovanim haploidnich vaji¢ek a haploidnich spermii, bude
pravdépodobnost, Ze vajicko nese alelu p a pravdépodobnost, Ze nese alelu a je g. Pravdépodobnost



vzniku homozygota AA v populacije p x p = p* a pravdépodobnost, Ze vznikne homozygot aa je q x g
= g°. Heterozygot Aa mUze vzniknout dvéma zpdsoby: spermie A se spoji s vajitkem a, nebo spermie
a se spoji s vajickem A. Obé tyto moznosti se vyskytuji se stejnou pravdépodobnosti p x g, a proto
bude pravdépodobnost vzniku heterozygota 2pq. Je-li tedy v populaci nahodné oplozeni, ocekavané
etnosti t¥ genotypl v populaci jsou nasledujici: p? + 2pq + g% Vidime, Ze se jedna o binomicky vyraz:
(p+q)* a(p+q)=p>+2pq+q’. Ofekadvané Eetnosti se nazyvaji Hardyho-Weinbergovy genotypové
cetnosti. Podminkou je ndhodné oplozeni, pak miZeme mluvit o stavu Hardyho-Weinbergovy
rovnovahy. Podil jednotlivych alel se v panmiktické populaci neméni.

Vyjimky z Hardyho-Weinbergova principu jsou nasleduijici:

1. nendahodné oplozeni (pfibuzenské oplozeni) nebo vybérové (asortativni) oplozeni, redukuje se
Cetnost heterozygot( a zvysuje se ¢etnost homozygot(, v pripadé pribuzenského oplozeni mizeme
tento vliv kvantifikovat koeficientem imbridingu (F).

2. nestejné preZivani, zygoty vzniklé nahodnym oplozenim maiji rlizny stupen prezivani,
neocekavame pak, Ze jedinci vzniknuvsi z téchto zygot, budou odpovidat Hardyho-Weinbergové
principu.

3. rozdéleni populace, populace tvofici jednu skupinu se nazyva panmikticka. Panmixie znamena, Ze
se kterykoli ¢len populace muze sparit kterymkoli jinym ¢lenem populace, v populaci nejsou zadné
geografické nebo ekologické bariéry pareni. Alelové ¢etnosti v celé populaci nejsou stejné.

4. migrace, jedinci pfemistujici se z jednoho aredlu do jiného nesou své geny s sebou, dochazi k
vnaseni genl do plvodni populace.

P¥irodni vybér - selekce

PFirodni vybér (selekce) jako hlavni sila a pricina evolu¢nich zmén byl poprvé popsan
Charlesem Darwinem. Alelové cetnosti v populacich se v disledku selekce systematicky méni pfi
rozdilném prezivani a reprodukci genotypl. Pfirodni vybér tedy ovliviiuje schopnost preziti a
reprodukce, které spolecné oznacujeme jako zdatnost (fitness).

Fitness je parametr oznacovany pismenem w. KdyZz w = 0, ¢len populace nepreZije nebo se
nereprodukuje; w = 1 pokud prezije a zplodi jednoho potomka, w = 2, pokud pfezije a zplodi dva
potomky atd. Priimér téchto hodnot je primérna zdatnost populace. Rozdily ve zdatnosti mezi
jedinci mohou vést ke zménam struktury populace, pro riznou zdatnost zavadime pojem relativni
zdatnosti nebo adaptivni hodnota. Intenzita ptirodniho vybéru je dana selekénim koeficientem, co? je
koeficient vybéru. Vztahy mezi zdatnosti tii genotypl hmyzu ve dvou rlznych prostfedich jsou
nasledujici: genotyp AA ma tmavy fenotyp a relativni zdatnosti v hustém lese 1, relativni zdatnost v
otevrené krajiné je pak 1 —s2, genotyp Aa ma tmavy fenotyp, relativni zdatnost v hustém lese je 1 a
relativni zdatnost v oteviené krajiné je 1 —s2, genotyp aa ma svétly fenotyp, relativni zdatnost v
hustém lese je 1 —s1 a relativni zdatnost v oteviené krajiné je 1. V hustém lese je tedy aa slabSim
souperem vici AA a Aa. O kolik je slabsi, zaleZi na hodnoté selekéniho koeficientu s1. Jestlize se s1
rovna 1, pak genotyp aa je letdlni (jeho relativni zdatnost je 0) a da se ocekavat, Ze prirodni vybér
bude sniZovat ¢etnost alely a v populaci. Pokud je hodnota alely s1 velmi mala, napf. 0.01, pak bude
pfirodni vybér také snizovat cetnost alely a, ale velmi pomalu.



Usmérnujici vybér preferuje extrémni hodnoty znaku na jednom konci rozdéleni téchto
hodnot. Divergentni vybér preferuje extrémni hodnoty znaku na Ukor stfednich hodnot (je to vlastné
usmérnujici vybér).

Stabilizujici vybér — udrzuje rozdéleni kvantitativniho znaku tim, Ze preferuje stredni
hodnoty, stfedni hodnoty jsou spojené s vysokou zdatnosti a extrémni hodnoty jsou spojené s nizkou
zdatnosti (pf. porodni hmotnost u kojenct).

Nahodny geneticky posun (drift)

Cetnosti alel se v populaci nepfedvidatelné méni v dlisledku nahodnosti b&hem reprodukce.
Nachylnost populace k ndahodnému genetickému posunu zavisi na jeji velikosti, ve velkych populaci je
vliv driftu minimalni, v malych populacich je zdsadni evoluéni silou.

Vlivem driftu se méni cetnost heterozygotl tzv. heterozygotnost. U diploidnich organizm je
rychlost ztraty genetické variability nahodnym genetickym posunem dand vyrazem 1/(2N), kde N je
velikost populace. Malé populace jsou k driftu citlivéjsi nez velké. Drift vede k fixaci jedné alely
daného lokusu a ztraté vsech ostatnich alel; pravdépodobnost, Ze alela bude nakonec fixovana, se
rovna jeji aktudlni ¢etnosti v populaci.

Populace v genetické rovnovaze

Evolucni sily — mutace, vybér a drift mohou pUsobit proti sobé a ustavit dynamickou
rovnovahu, ve které se Cetnosti alel neméni. Zvyhodnéni heterozygotl umoznuje balancujici vybér,
prikladem je srpkovita anemie. Rovnovaha mezi mutacemi a vybérem je dynamicka rovnovaha v
pfipadé eliminace Skodlivych alel vznikajicich rekurentni mutaci pomoci pfirodniho vybéru. Pfirodni
vybér pUsobi proti skodlivym aleldm v homozygotnim i heterozygotnim stavu, nazyva se také
purifikujici vybér. Rovnovaha mezi mutacemi a driftem: geneticky drift eliminuje variabilitu a mutace
doplfuji variabilitu. Heterozygotnost = H, homozygotnost = 1-H.

Evoluéni genetika

Evolucni genetika je samostatny védni obor. Charles Darwin kdysi vyslovil teorii, Ze druhy se
vyvijeji pfirodnim vybérem. Geneticka variabilita pfirodnich populaci mdze byt studovana na
genotypové, chromozdémové ¢i molekularni Grovni.

Fylogenetické stromy zaloZené na srovnavani sekvenci DNA a protein( ukazuji evoluéni
vztahy mezi organismy. Rychlost molekularni evoluce mize byt zjisténa vypoctem primérného poctu
aminokyselinovych nebo nukleotidovych zmén, které se odehraly v urcitém misté molekuly od doby,
kdy se dvé linie zacaly oddélovat od spole¢ného predka.

V evolucni genetice je druh definovan jako skupina populaci, které sdileji spole¢ny genovy
fond. Klicovym procesem speciace je vyvoj reprodukéni izolace mezi populacemi.

Speciace se mUZe odehravat v pfipadé, kdy jsou populace geograficky oddélené (alopatrické),
nebo spolu Ziji na stejném Gzemi (sympatrické).

NeZivotaschopnost nebo sterilita mezidruhovych hybridd mlze byt zplsobena
inkompatibilitou mezi geny, které se zménily v prlibéhu evoluce druh.
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Otazky:

Co je to geneticky drift?

Jak se stanovi alelové cetnosti v populaci?

Co fika Hardyho-Weinberglv zdkon?

Vyjmenujte vyjimky z Hardyho-Weinbergova principu?
Jak je definovan v evolucni genetice druh?



