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Bunéény cyklus a mitoza
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Schopnost reprodukce (rozmnoZzovéni) je jednou ze zékladnich vlastnosti zivych systémi.
Cilem tohoto procesu neni jen prosté rozmnoZeni ¢i zachovani druhu, ale také udrZeni
kontinuity genetické informace. Je proto pochopitelné, Ze zakladnim procesem,
umoziiujicim pohlavni inepohlavni rozmnozovani, jebunééné d&leni, presnéji déleni
bunééného jadra. Tento zdanlivé jednoduchy proces v sobé skryva slozity molekularni
mechanismus, jehoZ jakdkoli porucha ma zpravidla fatdlni nasledky.

Pozorujeme-li buiiku v pribéhu deldi doby, zjistime, Ze jednotliva déleni neprobihaji
nepfetrzité za sebou, ale jsou preruSena pom&mé dlouhymi obdobimi, kdy se uvniti bunky
zdanlivé nic nedgje. Vtéto dob& je bunéiné jadro ohrani¢eno jadernou membranou
a jednotlivé chromozomy v jeho nitru nelze pozorovat. Toto obdobi nazyvame interfize,
&imz jej odlisujeme od doby, kdy probihd jaderné déleni neboli M-faze (zkratka M
je odvozena od slova mitéza, anglicky mitosis). Interfize a M-faze vytvafeji dohromady
bunéény cyklus, tj. soubor procesl, k nimz dochdzi od konce jednoho jadern¢ho déleni
do konce nasledujiciho jaderného déleni.

Béhem interfaze probihaji vbufice klicové dg&je, bez nichz by piisti déleni nemohlo
probéhnout. Tyto procesy na sebe vzajemné navazuji. Podle nich rozdélujeme interfazi do tri
samostatnych fazi:

1) G,-faze za¢ina po ukonceni jaderného déleni. Zkratka ,,G* pochazi z anglického vyrazu
gap neboli mezera. Béhem ni méa buiika moznost opravit prostfednictvim tzv. reparacnich
mechanismi ty asti molekul DNA, které byly predtim poskozeny mutacemi. Reparacni
procesy jsou pro dal§i vyvoj buiiky velmi dilezité, nebot zajiStuji, aby mateiska bunka
vstoupila do daliiho déleni s neposkozenou genetickou informaci a predala ji svym deefinym
burikam.

Soudasti G,-faze je kontrolni bod oznatovany jako hlavni kontrolni bod bunécného cyklu.
UmoZiiuje, aby reparaéni mechanismy mély dostatek ¢asu na odstranéni poruch v DNA. Proto
také G)-faze trva zpravidla nejdéle ze viech fazi bunéEného cyklu. Existenci kontrolniho bodu
podmiiiuji sloZité mechanismy na molekulédrni trovni. Pokud tyto mechanismy selZou, mutace
se neodstrani a naslednym délenim se vytvoii defektni dcefiné buniky. V n€kterych piipadech
takto vznikaji dokonce buiitky nadorové. Ty se vyznaluji rychlym, nekontrolovanym délenim
a vét§inou i vyraznym zkracenim G;-faze.

2) S-faze (té7 synteticka fize) je obdobim, kdy probiha syntéza neboli replikace molekuly
DNA. Béhem tohoto déje se z jedné molekuly DNA vytvéieji dvé nové, které nesou zcela
shodnou genetickou informaci. Nasledkem replikace DNA dochdzi ke zdvojeni chromatidy
a vytvofeni dvouchromatidového chromozomu. Kazda z chromatid pak nese jedno z nové
vytvofenych vldken DNA.

3) Gy-faze je pripravou na jaderné déleni. Dochdzi v ni mimo jiné k syntéze specifickych
proteintl umoZiujicich prib&h mitézy. Také v G, fazi maji reparalni mechanismy moznost
opravit nékteré mutace, proto sezde nachdzi dalsi (oproti G, fazi vSak ziejmé mené
vyznamny) kontrolni bod buné&ného cyklu. G,-fazi konci obdobf interfize a buiika vstupuje
do M-faze.

4) Mitéza neboli M-faze je ze viech fazi bun&tného cyklu ¢asové nejkratsi. Lze ji rozdelit
do &étyf po sobé nasledujicich fazi:

a) Profaze je poatkem mitotického déleni. Jaderna membrina se postupné rozdéluje
na drobné méchyiky, takZe chromozomy opoustéji jadro. V této fazi je pozorujeme jako
tenké, nitkovité utvary, které se postupné zkracuji a ztluStuji. Soucasné vznikaji kolem
zvlastnich télisek, tzv. centriol, nova vlakna budouctho déliciho vieténka. Jsou tvoieny



proteinem oznadovanym jako tubulin anazyvaji se mikrotubuly. Zavérem profaze
se mikrotubuly pfipojuji k centromeram chromozomi.

b) V metafazi lze jiz pozorovat typické délici vireténko, na jehoZ opaénych koncich (pdlech)
jsou centrioly. Uprostted délictho vieténka lezi chromozomy sefazené v centralni neboli
ekvatoridlni rovind. Terminy ,,poly* a,ekvatorialni rovina® vychdzeji z pfirovnani delici
se buitky k zemé&kouli — na severnim a jiznim ,,p6lu* jsou protilehlé vrcholy déliciho vieténka
(centrioly), zatimco v rovnikové oblasti (latinsky vyraz prorovnik je equator) lezi
chromozomy. V metafazi jsou chromozomy maximalné kondenzované, takze je lze velmi
dobfe odligit a spocitat. To ma velky vyznam zejména v klinické cytogenetice.

¢) Vanafizi sevlakna déliciho vieténka postupné zkracuji. Jejich tahem tak dochazi
k rozdéleni kazdého dvouchromatidového chromozomu nadva jednochromatidové
chromozomy, které sepak piesouvaji kopaénym polim bunky. Kazda z budoucich
dcefinych bundk tak ziska jeden z téchto geneticky shodnych jednochromatidovych
chromozomii. Tento proces zajistuje, aby do kazdého z budoucich dcefinych jader ptesla
zcela shodna genetickd informace, jakd byla v plivodni matefské bunce.

d) Telofaze jc zavérem jaderného déleni. Chromozomy na opacnych polech bunky se opét
protahuji (dekondenzuji, resp. despiralizuji) ajsou postupné obklopovany jadernou
membranou. Vznikaji tak dcefind jadra. Délici vieténko se rozpada.

Po jaderném déleni zpravidla nasleduje vlastni déleni buriky neboli cytokineze. Teprve
Uplnym rozdélenim buné&né membrany a cytoplazmy vznikaji nové dcefiné bunky.
U zivotichii probiha tento proces zaSkrcenim matefské buiiky. Po jejim obvodu se vytvori
zvlastni proteinovy prstenec, ktery se postupné zuzuje, aZ builku zcela rozdeéli. V nékterych
piipadech za&ina cytokineze jiz v pribéhu telofaze, jindy nasleduje az po jejim zakonceni.

Z genetického hlediska je mitéza vyznamnym procesem, jenz umoziuje, aby dcefiné bunky
ziskaly identické molekuly DNA. Udrzuje se tak kontinuita genetické informace pii vyvoji
organismu a v pfipadé nepohlavniho rozmmnoZzovdni se timto mechanismem  pienasi
1 7 generace na generaci.

Kazd4 buiika prochazi béhem svého vyvinu v&tsim poctem néslednych bunécnych cyklu.
V urdité fazi svého vyvoje viak po ukonéeni mitézy vstoupi do tzv. Go-faze, v niz mize
setrvat az do konce Zivota. V této fazi jiz neprobiha replikace DNA ani bunéné déleni, jadro
je trvale obaleno membranou a chromozomy nejsou pozorovatelné. Vstup do Gy faze mize
byt podminén diferenciaci buiiky. Znamena to, Ze buiika je jiz zrald a zalina zastavat urcitou
funkci v organismu.

Bun&ény cyklus je regulovan slozitymi mechanismy, jichZ se ucastni velky pocet riznych
proteintl (napf. protoonkogeni, tumor-supresort a dalsich molekul). Mutace genu kodujicich
tyto proteiny mize zpisobit poruchu regulace téchto procesl a nasledny vznik nadorové
buriky (blize viz samostatny text).
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Pohlavni rozmnoZovani a meidéza
, Eduard Kodarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Pro pohlavni (sexudlni) rozmnoZovani je charakteristické oplodnéni neboli fertilizace.
Pod timto pojmem rozumime splynuti dvou pehlavnich bunék neboli gamet, z nichz kazda
pochazi od jiného rodi¢e. U ¢lovéka je sami¢i gametou vajicko (velkd, zpravidla kulovita
buiika) a samé&i gametou spermie (mala buiika opatiena dlouhym bicikem, ktery ji umoziuje
rychly pohyb). Jejich splynutim vznika zygota.

V zygoté dochazi ke kombinaci matetské a otcovské genetické vybavy. Jeji jadro ziska dvé
sady chromozomi, znichz kazdd pochdzi odjiného rodice. Znamenda to, Ze kazdy
chromozom v jadie zygoty je piitomen ve dvou ,vyhotovenich®, tedy v paru. Parové
chromozomy maji stejnou morfologii a obsahuji stejné geny, proto je oznatujeme jako
homologické. Tento zdvojeny podet chromozomi se nazyva diploidni a pouziva se pro né)
zkratka 2n. Stejny pocet chromozom@ maji i dal3i buiiky, které vzniknou mitotickym délenim
zygoty. Proto jsou embryo, plod aposléze icely organismus tvofeny télnimi neboli
somatickymi buiikami o diploidnim po¢tu chromozomul.

Pfi pohlavnim rozmnoZovani ziskava novy jedinec vzdy jeden homologicky chromozom
od otce a druhy od matky. Znamena to, Ze od kazdého genu ziska dvé alely, z nichZ ovsem
kaZda pochazi od jiného rodite. Pokud ma matka a otec rozdilné alely, vznikne u potomka
nova kombinace alel, kterd sc miize projevit odlisnym utvafenim piisluSného znaku. Tento
proces je podkladem geneticky podminéné variability améd evoluéni vyznam. V klinické
genetice lze tak vysvétlit slozity dédicny pienos nékterych chorob, které se neprojevuji
u rodict, ale mohou postihnout potomky.

Z genetického hlediska je dilezity zejména vznik pohlavnich bunék neboli gametogeneze.
ProtoZe somatické buiiky maji diploidni polet chromozomi, je ticba, aby byl pocet
chromozomil v gametach polovi¢ni neboli haploidni — zkracen¢ ,,n®.

Potiebnou redukci poétu chromozomit z diploidniho (2n) na haploidni pocet (m)
zajistuje zvlastni jaderné déleni zvané meiéza. Dochdzi k nému pri gametogenezi, proto je
v pohlavnich buitkach kazdy chromozom reprezentovan pouze jednim homologem.

Kazdému meiotickému déleni piedchazi normalni Gy, S a G, faze bunééného cyklu. Stejné
jako v pripadé mitézy vstupuji idomeiodzy diploidni buiky s dvouchromatidovymi
chromozomy. Meidza se viak sklada ze dvou po sobé& ndsledujicich jadernych d€leni, jejichz
nékteré faze maji ponékud odliSny pribéh.

Prvni meiotické déleni oznatujeme jako heterotypické neboli redukéni. Na jeho pocatku
stoji diploidni buiika s dvouchromatidovymi chromozomy. Z genetického hlediska zaslouzi
pozormost zejména profaze prvniho déleni (téz profaze I), kterd probihd pon¢kud slozitéji
nez u mitdzy.

Béhem prvni profize se homologické chromozomy ksob& piikladaji. Jejich propojent
zprostiedkuje tzv. synaptonemalni komplex, proteinovy aparat, ktery je nékdy prirovnavan
k zipu uodévii. Uplnym spojenim homologickych chromozomi vznikaji tzv. bivalenty.
Nazev bivalent” vychazi ze skuteCnosti, ze utvar jetvofen dvéma chromozomy.
V bivalentech dochézi k vyznamnému procesu nazyvanému crossing-over (Cti ,krosing-
ouvr“). PH tomto d&ji sevzijemnd vyménuji Casti chromatid mezi homologickymi
chromozomy, takze dochdzi i knovym kombinacim alel. V zavéru prvni profaze
se homologické chromozomy od sebe zadinaji oddélovat a synaptonemalni komplex zanika.
Soudasné se rozpada i jaderny obal.



V metafizi prvniho déleni se pary homologickych chromozomt (plivodni bivalenty)
shromazd’uji v ekvatoridlni roviné a pfipojuji na vznikajici délici vieténko podobné jako
pifi mitoze. Rozchod chromozomd béhem anafaze vSak probiha jinak nez v ptipadé
mitotického  dé€leni.  Vlakna dé€lictho vieténka odsebe neoddéluji  chromatidy
dvouchromatidovych chromozomi, ale celé¢ chromozomy z byvalych bivalenti. Do novych
dcerinych jader tak prechazi vzdy jeden homologicky chromozom z piivodniho paru.
Telofaze prvniho meiotického déleni probiha stejné jako u mitdzy. V jejim zavéru vznikaji
dvé nova dcefind jadra, znichz kazdé obsahuje haploidni pocet dvouchromatidovych
chromozom.

Dcefiné bunky pak vstupuji do druhého meiotického déleni oznafovaného téz jako
homeotypické ncbo ekvacni. Jde vpodstaté o mitézu, slouzici k rozdéleni
dvouchromatidovych chromozomt na jednochromatidové.

Po profazi druhého déleni, které probiha stejné jako u mitdzy, se chromozomy opét shromdzdi
v ekvatorialni roviné. Délici vieténko je pak rozdéli na jednochromatidové chromozomy,
které putuji k opacnym polim. V telofazi vzniknou nova dcefind jadra, znichz kazdé
obsahuje haploidni pocet jednochromatidovych chromozomi. Z jedné materské diploidni
buriky vzniknou po dvou meiotickych délenich ¢tyri dcefiné haploidni bunky.

Vzhledem k tomu, Ze v gametach je kazdy chromozom pfitomen jen v jedné kopii, ziskava
zygota od kazdého rodice jeden zhomologickych chromozomi. V jejim jadic
se kombinuje polovina genetické vybavy od matky apolovina genetické vybavy od otce.
Zygota seprisvém dalSim vyvoji déli mitoticky, takze genetickd vybava vznikla
pii oplozeni zistava zachovana ve vSech bunkach organismu.

Vybér jednotlivych homologickych chromozomt do gamet je zcela ndhodny a pfipomina
tazeni Cisel v loterii. MozZnosti kombinaci rodi¢ovskych chromozomi v zygoté jsou tak velmi
siroké. Spolu s chromozomy se vzajemné kombinuji také jednotlivé alely. Proto vykazuje
potomstvo vyraznou variabilitu. DalSim procesem, jenz pfispivda ke vzniku novych
kombinaci alel, je crossing-over.

Poruchy meiézy mohou byt pfi¢inou vzniku chromozomovych aberaci, které pak postihuji
potomstvo. K Castym defektim patii zejména tzv. nondisjunkce, neboli chybny rozchod
chromozomu v prvnim, resp. druhém meiotickém déleni. Nondisjunkce vedou ke vzniku
gamet o abnormalnim poctu chromozomi. NejcastéjSimi aberacemi jsou dizomie (dany
chromozom je pfitomen ve dvou kopiich, aproto gameta ma o jeden chromozom vice)
a nulizomie (dany chromozom chybi a gameta ma o jeden chromozom mén¢).

Oplodnénim gamety s abnormalnim poctem chromozomi normdlni gametou vznikd zygota
a posléze 1jedinec s chromozomovou aberaci. Chybéni jediného chromozomu ¢i pritomnost
nadbytecného chromozomu zplisobi vétSinou zavazné vyvojové poruchy, které mohou vést
ke spontannimu potratu nebo k narozeni téZce postizeného ditéte.

Poruchy struktury chromozomi zplsobuje tzv. nerovnomérny crossing-over — ptipad, kdy
mezi homologickymi chromozomy nedojde k vyméné stejné dlouhych segmenti. Znamena to,
ze po tomto nereciprokém crossing-overu bude urcity usek na jednom chromozomu chybét,
zatimco na druhém bude zdvojeny (duplikovany). Tyto zmény vedou v né€kterych piipadech
ke vzniku tzv. mikrodele¢nich syndromu.




Spermatogencze a oogeneze
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékai'ské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

U clovéka je sami¢i gametou vajicko (velkd, zpravidla kulovitd burika) a saméi gametou
spermie (mald builka opatfena dlouhym bic¢ikem, ktery ji umoziuje rychly pohyb). Samci
1 sami¢i pohlavni buniky wvznikaji stejnym mechanismem, jehoz zdkladem je meioza.
U kazdého pohlavi ma vsak konkrétni pribeh meiotického déleni sva specifika a odlisnosti,
které se netykaji jen morfologie dcefinych bunék, ale také casového pribéhu jednotlivych
tazi.

Spermatogeneze

Pod pojmem spermatogeneze rozumime vznik samcich pohlavnich bunék neboli spermii.
U muzi zacind tento proces v obdobi puberty a pokracuje zpravidla az do konce zZivota.
Vychozi buiikou je diploidni primdrni spermatocyt. Prvym meiotickym délenim vznikaji
dva haploidni sekundarni spermatocyty. Druhym meciotickym délenim se z kazdého z nich
vytvoli dvé nezralé pohlavni buiiky zvané spermatidy. Ty postupné ziskavaji charakteristicky
tvar (aniz by sc dale délily) apreméiuji se na funkéni spermie. Vysledkem meiotického
déleni jednoho primarniho spermatocytu jsou ¢tyfi spermie.

QOogeneze

Vajicko neboli ooeyt vznikd procesem zvanym oogeneze. Na rozdil od spermatogeneze
zac¢ina oogeneze uzeny jiZz pfed jejim narozenim. Diploidni primarni oocyty pfitomné
ve vajecnicich plodu vstupuji do profize prvniho meciotického délent, v jejimz zavéru se vSak
meidza zastavi. V tomto tzv. diktyotennim stadiu sctrvavaji oocyty velmi dlouhou dobu. Po
dosazeni pohlavni dospclosti zac¢ind probihat menstruacni cyklus. Béhem tohoto cyklu
obnovuje zpravidla jeden z primarnich oocytt (nebo nékolik primdrnich oocytil) meiotickou
aktivitu a dokoncuje prvni déleni. V jeho zaveru vznikaji (na rozdil od spermatogeneze) dvé
znac¢né odliSné haploidni bunky. Prvou z nich je sekundarni oocyt, jenz vstupuje do druhého
meiotick¢ho déleni. Druhou deefinou bunkou je nevelké prvni pélové télisko, které zistava
na povrchu oocytu (u ¢lovéka se toto polové télisko jiz nedéli).

V metafizi druhého meiotického déleni je sekundarni oocyt schopen oplozeni. Po vstupu
spermie dokonci jeho jadro meidzu. Vznikd zraly oocyt a druhé poélové télisko, které stejné
jako prvni polové télisko zlstava na povrchu oocytu. Ani jedno z polovych télisek vSak nema
vyznam jako pohlavni bunka. '

Uvniti: oplozeného oocytu dochdzi ke splynuti obou rodicovskych jader a vznika zygota.
Pokud sekundarni oocyt neni oplozen, zanika, aniz by dokoncil druhé meiotické déleni.
Vysledkem meiotického déleni primarniho oocytu je (na rozdil od spermatogeneze) pouze
jedina funk¢ni pohlavni bunika a dvé pélova téliska.

Riziko nondisjunkénich vad

Z klinického hlediska je diilezité, Ze se stoupajicim vékem Zeny se u primarnich oocytu
zvySuje riziko meiotické nondisjunkce (tj. chybného rozchodu chromozomi do dcefinych
bungk). Pfic¢inou je zieym¢ znacna Casova prodleva od zapoceti vyvinu vajicka az k jeho
dozrani. Jak je zndmo, vSechny primdrni oocyty vstupuji jiz pred narozenim divky do prvniho
metotického déleni a v diktyotenni fazi setrvavaji tak dlouho, dokud neprobéhne ovulace.
Do té doby mlze vyvin vajicka ovlivnit mnoho negativnich faktord, takze pravdépodobnost
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chybného rozchodu chromozomi stoupa. To je také divod, proC se dit¢ s Downovym
syndromem (trizomii 21) narodi Castéji starSim matkam. Podobné zavislosti byly pozorovany
i ujinych chromozomovych aneuploidii (napf. u Edwardsova a Patauova syndromu). Toto
riziko stoupd zejména po 35. roce Zivota, proto se viem t¢hotnym Zenam od tohoto véku vyse
navrhuje moznost prenatdlniho chromozomového vySetfeni plodu. Pokud se tykda véku
otce, zd4 se, e ma na vysi rizika nondisjunkénich vad daleko mensi vliv.
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Centralni dogma molekuldrni biologie
) Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Geneticka informace je obsazena v molekule DNA. Kazdy gen je isekem DNA o konkrétni
sekvenci nukleotidi. Podle tohoto ,navodu® se vytvoli prislusna ribonukleova kyselina
neboli RNA, ktera opousti bunééné jadro. RNA ma podobnou polynukleotidovou strukturu
jako DNA, je viak zpravidla jednofetézcova aliSi se zCasti 1 v chemickém slozeni: Misto
deoxyribozy obsahuje monosacharid ribozu (odtud ptivlastek ,,ribonukleovd™) a thymin je
v RNA nahrazen jinou pyrimidinovou bazi — konkrétné uracilem (bliZe viz text o struktuie
RNA).

V cytoplazmé se na molekulu RNA  piipojuji ribozomy, vnichz sepodle informaci
obsazenych v RNA vytvaii molekula ur¢ité bilkoviny. Vidkno RNA tedy slouZi jako predloha
neboli matrice pro syntézu polypeptidového fetézce. Znamena to, Ze kazdy gen obsahuje
informaci ke tvorb& konkrétniho proteinu. Vyjimkou jsou geny kodujici specifické funkéni
molekuly RNA (napf. ribozomovou RNA a transferovou RNA).

Z piedchoziho textu vyplyvd, Ze geneticka informace se prenasi z DNA do RNA a odtud
do molekuly proteinu. Zpétny pienos informace z proteinu do molekuly nukleové kyseliny
neni mozny. Tyto poznatky jsou zakladem postulatu, ktery se nazyva tstfedni (téZ centrilni)
dogma molekuldrni biologie. Tok informace mezi jednotlivym informacnimi
makromolekulami 1ze vyjadrit jednoduchym schématem:

DNA «— DNA — RNA — protein

Prvni Sipka («) znaci syntézu neboli replikaci DNA, pfiniz dochdzi k pfenosu genetické
informace mezi molekulami DNA. Tento proces probiha béhem S-fize bunééného cyklu.
Semikonzervativni prabéh replikace (blize viz samostatny text) zajiStuje, aby se do obou
dcefinych jader dostaly shodné kopie DNA, tedy shodna genetickd informace.

Druhd Sipka (—) znadi syntézu RNA podle predlohy (matrice) DNA. Tento proces se nazyva
pfepis neboli transkripce. U bakterii vznika touto cestou pfimo medidtorova RNA (mRNA),
u cukaryot vznikd primarni transkript (zvany heterogenni nukledrni RNA), z néhoz dalSimi
upravami vznikd funkéni mRNA.

Tieti §ipka (—) znadi tvorbu proteinu podle matrice RNA. Tento proces se nazyva pieklad
neboli translace. Procesem tvorby proteini ncboli proteosyntézou se blize zabyvaji
samostatné texty vénované transkripci a translaci.

Ve vy$e uvedené podob¢ publikoval ustiedni dogma v roce 1958 Francis H. Crick. Ackoliv
pozdé&jii objevy tento postuldt zpresnily a doplnily (viz niZe), jeho zdkladni princip zistava
stale platny.

Za zminku stoji, Ze vyraz ,,dogma‘ (pochizejici od F. H. Cricka) byl v tomto slova smyslu
pouzit ne-li chybné, pak pfinejmensim nepiesné. Crick timto pojmem minil poznatek, ktery
je zjevné dokazatelny. Ve skutecnosti se vSak vyraz ,dogma* (fecky d6yua) pouZiva spiSe
pro teologickou nebo filosofickou tézi, ktera je piesné formulovana a nepfipousti zadné dalsi
namitky (a v podstaté ani nemusi byt védeckymi postupy dokazatelna).

Reverzni transkripce

Objev retrovird vroce 1970 ponékud rozsifil vZzitou predstavu o Ustfednim dogmatu
molekularni biologie. Ukazalo se, Ze po vstupu retroviru do buiiky se podle matrice virové
RNA vytvaFi komplementarni viakno DNA. Tento proces se nazyvé zpétna neboli reverzni
transkripce a je katalyzovan zpétnou neboli reverzni transkriptidzou. Tento enzym patii
do skupiny DNA-polymerdz (lze jej rovnéz oznalit jako RNA-dependentni DNA-
polymerazu). Vznikla dvojfetézcova DNA se vétSinou zaclefiuje do DNA hostitelské bunky
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jako tzv. provirus. Podle provirové DNA se vytvateji vidkna RNA, znichZ néktera slouZzi
k syntéze virovych proteini, jind jako genofory budoucich virovych ¢astic (tzv. viriond).
Buiika zpravidla dlouhodobé preziva, ale stava se trvalym zdrojem infekce. K nejznaméjsim
a nejnebezpecnéj$im retrovirim patii virus HIV zplisobujici obavané onemocnéni AIDS.
Objevem reverzni transkripce bylo zpresnéno a rozéifeno ustiedni dogma molekuldrni
biologie do této podoby:

transkripce
replikace — translace
DNA DNA RNA PROTEIN
— A —>
reverzni
| transkripce

Podle této predstavy probiha prenos genetické informace nejen z DNA do RNA adale
do molekuly proteinu, ale také z RNA do DNA. To zaroven podporuje hypotézu, Ze prvotni
organismy na Zemi mohly jako nosice genctické informace vyuzivat pouze RNA (jde
o vétdinové akceptovanou hypotézu RNA svéta). Teprve pozdgji se (zfejmé prostiednictvim
reverzni transkripce) vytvotila DNA, jejiz vyznam u vetSiny organismi postupné pievazil.
Piesto je genofor nékterych vird tvoren pouze molekulami RNA.

Dalsi upFesnéni centralniho dogmatu

Ani vy$e uvedené schéma centrilniho dogmatu véak neni zcela kompletni. Je tieba
poznamenat, ze RNA viry (s vyjimkou retrovirtl) jsou schopny syntetizovat svoji vlastni
RNA. Jde o proces analogicky replikaci DNA.

Dalsi ipka by mohla existovat mezi DNA a proteinem, nebot’ v laboratornich podminkéach (in
vitro) Ize dokonce pipravit proteiny piimo podle matrice DNA (bez spolutcasti mRNA).
Zavaznym zasahem do prili§ zjednoduseného schématu centralniho dogmatu byl rovnéz objev
editovani RNA. Tento jev byl poprvé prokazan u lidsk¢ho parazita Trypanosoma brucei
a u piibuzného prvoka Crithidia fasciculata, ktery je jako ncikodny komensdl nalézan
v télech much. Editovani RNA je proces, pii némz dochazi k dodatecné tprave primarniho
transkriptu RNA prostiednictvim zvlastnich molekul gRNA (guide RNA). Béhem této editace
dojde k zafazeni novych nukleotidi do molekuly RNA, takZe vznikla funkéni mRNA pak jiz
svoji sekvenci viibec neodpovida pliivodnimu genu. Vétdina odbornikt se shoduje v nazoru,
7¢ jde o evolutné velmi stary proces dokumentujici vyznam RNA pii vzniku a vyvoji zivych
systémd.




Geneticky kod
, Eduard Kocdrek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Pii translaci (viz samostatny text) jsou aminokyseliny zafazovany do polypeptidového fetézce
na zakladé informace obsazené v mRNA. Tato molekula obsahuje kédujici trojice nukleotidd
(tzv. kodony), knim? nasedaji svymi antikodony molekuly tRNA nesouci piislusné
aminokyseliny. Znamena to, Ze kazdy kodon v mRNA koduje zafazeni urCité konkrétni
aminokyseliny do polypeptidového fetézce.

Tento systém piifazeni dané aminokyseliny k ur¢itému tripletu se nazyvé geneticky kéd. Jeho
rozlu$téni se stalo zékladem moderniho biologického poznani.

Geneticky kod lze prirovnat k Morseové abecedd. Na rozdil od morseovky vSak pracuje
s vét§im poctem znakil (namisto Carek atedek ma 4 nukleotidy, které rozliSujeme podle
heterocyklickych bazi) ataké podoba vysledného sdéleni je odliSnd. Kombinaci Ctyf
nukleotidd mizeme vytvofit az 4* = 64 riznych tripletii. Proteosynteticky aparat viak
pracuje pouze s20 aminokyselinami. NiZe uvedend tabulka, kterd udava vycet vSech
moznych tripleth mRNA koédujicich prislu§né aminokyseliny, ukazuje, Ze jednotlivé
aminokyseliny nejsou kédovany pouze jednim, ale vétSinou dvéma az Sesti riznymi triplety.
Vyjimkami jsou methionin a tryptofan, jejichZ zafazeni fidi jediny kodon (AUG, resp. UGG).

Naopak zadny triplet nemiize kédovat vice nez jednu aminokyselinu. Tento stav se nazyva
degenerace genetického kodu.

Pojem ,degenerace* nelze v tomto ptipadé chépat jako upadek. Jde o matematicky termin,
ktery vyjadiuje skuteCnost, z¢ pro kazdou aminokyselinu existuje zpravidla vice nez jeden
specificky kodon. Napf. v teoretické fyzice oznacujeme jako degenerovany takovy kvantové
mechanicky systém, ktery ma pro dané hlavni kvantové ¢islo vice rliznych vinovych funkei.

Ne vsechny triplety vsak slouzi k zatazeni aminokyselin. Trojice nukleotidi UAA, UAG
a UGA maji vyznam jako koncové neboli terminaéni kodony oznacujici zavér translace. Kdyz
ribozom dospéje k tomuto signdlu (nazyvanému téz STOP kodon), polypeptidovy retézec
se odpoji.

Zvlastni vyznam mezi triplety mé také kodon AUG, ktery je bifunkéni. Kromé toho,
7¢ kdekoliv uvnitf fetézce mRNA koduje zafazeni metioninu, slouzi také jako tzv. iniciaéni
kodon. Oznacuje totiz na mRNA misto, odkud ma vribozomu zacit translace. Proto
je ucukaryot aarchebakterii zafazovin napocitek kazdého nové syntetizovaného
iniciacni tRNA, kterd pienasi N-formylmethionin. Tato aminokyselina je zde specificka
pouze pro zaatek polypeptidového retézce.

Dalsi vyznamnou vlastnosti genetického kddu je jeho univerzalita. Znamena to, Ze piifazeni
aminokyselin k jednotlivym tripletim je u v§ech organismi bez ohledu na fylogenetické
zatazeni stejné. Piesto byly vzdcné zjidtény drobné odchylky. Piikladem jsou mitochondrie,
kde kodon UGA zpravidla nema terminaéni vyznam, ale je zde ptekladan jako tryptofan.
Proto od univerzalniho genetického kodu odlisujeme jesté tzv. standardni geneticky kod,
ktery je pouzivan naprostou vét§inou organismil.

Vyrazné shody v genetickém koédu u viech organisml podporuji piedpoklad, Ze geneticky
kod se v pribéhu evoluce vyvinul pouze jednou. Vétsina teorii predpokladd, Ze se vytvoril
ziejmé v obdobi, kdy vznikly prvni Zivé organismy (tj. asi pied tfemi miliardami roki) a kdy
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jesté nedoslo Kk rozriiznéni organismi do jednotlivych Fi§i akment. Proto lze vznik
genetického kodu dokonce ztotoznit se vznikem Zivota.

Teorie vysvétlujici mechanismus vzniku genetického kodu jsou velmi slozité a kazda ma své
priznivce a odplrce. K astéji akceptovanym patii piedstava, Ze proteiny, resp. peptidy
pivodné vznikaly pfimo na vldknech RNA, ato spiSe ndhodné. Podle vlastnosti vzniklych
peptidii viak probihala selekce praorganismi s témito molekulami, pficemz UspéSné varianty
byly evolu¢né konzervovéany. K jejich konzervaci ziejmé piispél vznik enzymil schopnych
rozpoznavat piislu§ny triplet a piifadit knému konkrétni aminokyselinu. Podle jinych
piedstav geneticky kod nevznikl postupnou evoluci, ale pomérné rychlou, snad ndhodnou
kombinaci viech zakladnich komponent translace (jde o hypotézu ,ndhodného zamrznuti*).

Geneticky kod. Tabulka uvadi jednotlivé kodony v mRNA, zkratkami jsou zapsiny
jednotlivé aminokyseliny. Terminacéni kodony jsou oznaceny slovem STOP, iniciacni
kodon zkratkou ,,inic.“.

2. baze
1. baze U C A G 3. baze

Phe Ser Tyr Cys U

U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOP Trp G

Leu Pro His Arg U

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A

Leu Pro Gln Arg G

lle Thr Asn Ser U

A lle Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A

Met., inic. Thr Lys Arg G

Val Ala Asp Gly U

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G
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Struktura DNA
’ Eduard Kocdrek
Ustav biologie a I¢katské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Zakladni molekulou umoZiujici uchovani ipfenos genetické informace je u organismi
s buné¢nou stavbou deoxyribonukleova kyselina (DNA). Nachazi se v bunééném jadie 1
v nekterych dalsich organelach. I kdyZz je (diky objevu némeckého chemika Johanna
Friedricha Mieschera) znama 1z od druhé poloviny 19. stoleti, jeji chemicka struktura
1 klicovy vyznam pro pienos genetické informace byly objeveny daleko pozdéji.

DNA obsahuje cukernou slozku (monosacharid 2-deoxy-pB-D-ribozu), dusikaté baze
a fosfatové skupiny (PO,"). Od 2-deoxy-p-D-ribzy, zkracené deoxyribézy, ziskala DNA
¢ast svého nazvu.

Zéakladem molekuly DNA je polynukleotidovy cukrfosfatovy Fetézec, v némz jsou castice
deoxyribézy navzajem propojeny fosfatovymi skupinami. Pfitom je na kazdou castici
deoxyribdzy ptipojena jedna z dusikatych bazi.

Molekula deoxyribdzy obsahuje 5 atomt uhliku oznacenych ¢isly 1" —5". Od strukturné velmi
podobné ribozy se lisi tim, Ze na uhliku 2 ma misto OH-skupiny navazany pouze vodik. Na
uhlikové atomy v pozici 3" a 5” jsou navazany kovalentni fosfodiesterovou vazbou fosfatové
skupiny. Proto ma kazdy konec polynukleotidového fetézce jiné oznaceni — bud’ 3" nebo 5"
Kromé toho jenauhlik 1~ navdzana kovalentni N-glykosidickou vazbou néktera
z dusikatych bazi.

Baze jsou heterocyklické slouceniny odvozené od purinu nebo pyrimidinu. K purinovym
bdzim fadime adenin (A) a guanin (G). Z pyrimidinovych bézi jsou v DNA obsazeny
cytosin (C) a thymin (T). Spolu s fosfatovou skupinou a dusikatou bazi vytvaii kazda castice
cukru nukleotid, coz je zakladni jednotka polynukleotidového fetézce (obr. 3.1).

Podle konkrétni baze rozliSujeme nukleotidy adeninové, guaninové, cytosinové a thyminové.

Nukleotidy jsou v DNA uspofadany za sebou v urcitém potadi neboli sekvenci. Kazdy gen
lze ztotoznit s uritym tsekem DNA, ktery ma specifickou sekvenci nukleotidii. Sekvenci
polynukleotidového fetézce zapisujeme zkratkami bazi, jimiz jsou pfislusné nukleotidy
tvoieny, napt.:

S5 AACTGCGATGCCCTTAGCTAGG ¥
Cisla 5" a 3" oznaéuji volné konce uhlikii deoxyribézy, ¢imz udévaji orientaci fetézce.
Popis stavby polynukleotidového fetézce vSak jeSté¢ zcela nevysvéthil strukturu DNA.
Strukturu DNA objasnili roku 1954 americky biolog James Dewey Watson (narozen 1928)
a britsky fyzik Francis Harry Compton Crick (1916-2004), ktefi spolecné pracovali
v Cambridgi. Dospéli k zavéru, ze molekula DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi
Fetézci, které jsou navzajem propojeny vodikovymi mastky mezi dusikatymi bazemi. Adenin
se vzdy paruje s thyminem (A-T) a guanin s cytosinem (G-C). Proto jsou uvedené baze
navzajem komplementarni. Dvojietézcovy Utvar neni rovinny, ale je prostorové usporadan
do Sroubovice.
Polynukleotidové tetézce v DNA jsou antiparalelni. Znamena to, Zejeden znich
Dvojtetézcovou molekulu DNA ozna¢ujeme zkratkou dsDNA (z anglického ,double
stranded).
Komplementarita bazi vysvétluje, proc¢ je v kazdé dvojSroubovici dsDNA pocet purinovych
nukleotidi rovny poctu pyrimidinovych nukleotidi. Vime-li, ze seadenin paruje
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s thyminem, je jasné, Ze pomérné zastoupeni adeninu (resp. adeninového nukleotidu) bude
stejné jako zastoupeni thyminu (resp. thyminového nukleotidu). Stejné tak se obsah guaninu
rovna obsahu cytosinu. Sekvenci obou polynukleotidovych fetézci v urcitém tseku dsDNA
lze proto zapsat:

5" ACATGCGATGCCCTTAGCTAGG 37

3" TGTACGCTACGGGAATCGATCC 5°
Cisla 3" a 5" udavaji vzajemnou orientaci antiparalelnich fetézci (viz vy3e).
Nukleotid neni jen zakladni slozkou DNA, ale stal se i délkovou jednotkou. Délku genu nebo
jiné sekvence v DNA zpravidla vyjadiujeme poctem nukleotidovych pari. Tyto jednotky
oznacujeme jako pary bazi (minény pary komplementarnich bazi v nukleotidech), zkratkou
,bp* (z anglického ,.base pairs*). Vétsina genli viak dosahuje délky nékolika tisic az miliond
pard bazi, proto v praxi zpravidla pracujeme s odvozenymi jednotkami kbp (,.kilobaze™) nebo
Mbp (,,megabdze™). Pfevodni vztah je stejny jako u fyzikalnich veliCin:

1 kbp = 10° bp
1 Mbp = 10° kbp = 10° bp

Podobné¢ vyjadiujeme délku usekil v molekule jednofetézcové RNA v bazich (. poctem
nukleotid nesoucich baze). V tomto pipadé pouzivame zkratku ,b* (resp. kb nebo Mb).

Vodikové vazby mezi komplementamimi bizemi zplsobuji, ze dvojfetézcova molekula DNA
je velmi stabilni Gtvar. Rozrueni vodikovych mustki a nasledné uplné oddéleni (disociact)
fetdzeh lze viak vyvolat pisobenim zvySené teploty (kolem 94-96 °C). Stejné ucinky maji
také nékteré specifické enzymy nebo jiné slouceniny (napf. hydroxidy, mocovina, formamid).
Kromé uvedenych latek se k tomuto u¢elu v laboratorich asto pouzivaji tzv. chaetropni soli,
jejichZ 1onty rozrusuji vodikové vazby.
Dé&j, pii némz dochazi k oddéleni polynukleotidovych retézcii, se nazyva denaturace DNA.
Po tplné denaturaci je vroztoku piftomna pouze jednofetézcovda DNA neboli ssDNA
(z anglického ,.single stranded).
Kazdd molekula dsDNA ma urcitou denaturacni teplotu, kterou vyjadiujeme hodnotou Tw
(z anglického meelting temperature — doslova teplota tani). Jde o teplotu, pliniz
je dvojretézcovd molekula DNA denaturovina z 50 %.
Pokud denaturacni podminky pominou (napt. pii ochlazeni nebo zméné chemického slozeni
roztoku), komplementarni fetézce ssDNA se opét spoji a vznikd dsDNA. Dochdzi ktzv.
renaturaci (téZ reasociaci) DNA. Proces denaturace arenaturacc lze tak vyjadiit
jednoduchymi rovnicemi:

Denaturace: dsDNA — 2 ssDNA

Renaturace: 2 ssDNA — dsDNA
Procest denaturace a renaturace se velmi ¢asto vyuziva v molekularné biologické
diagnostice. Na jejich bazi jsou zalozeny napt. hybridizacni metody.

16




Struktura genu a genova expresc
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Geny lze povaZovat za zdkladni jednotky genetické informace. Jsou tvofeny sekvencemi
DNA, podle nichz se syntetizuji molekuly ribonukleovych kyselin, popf. proteini. Podle toho
délime geny do dvou zakladnich skupin:

a) Strukturni geny, které obsahuji informace o primarni struktufe proteind. Patfi k nim
zejmena:

— geny kodujici proteiny se stavebni funkei (). zakladni slozky cytoskeletu a mezibunééné
hmoty; napt. tubulin, kolagen, elastin, aktin, myosin atd.);

— geny kodujici proteiny s biochemickou nebo fyziologickou funkei (zejména enzymy,
bunécné receptory, regulacni proteiny, protilatky a nékteré hormony).

b) Geny pro funkéni RNA, jejichz transkripéni produkty nepodléhaji translaci. Patfi k nim
predeviim geny kodujici transferovou RNA (tRNA) a ribozomovou RNA (rRNA).

Proces tvorby funkéni RNA, resp. proteinu podle dané genové predlohy se nazyva exprese
genu. U mnohobunéénych organismi je genova exprese velmi slozit¢ koordinovana a tzce
souvisi s funkci, kterou dana buiika vykonavd. Proto mezi buikami, resp. tkanémi existuji
vyrazné rozdily v aktivité specifickych gena. Nékteré geny jsou aktivni pouze v wrcitych
typech bunék nebo tkani. V tomto pripadé jde o tzv. tkdnové specifické neboli | luxusni®
geny.

Jiné geny maji klicovy vyznam pro udrzeni zivotnich funkei, aproto jsou exprimovany
ve viech butikdch bez rozdilu. Tyto geny oznacujeme jako provozni, v anglicting
Jrousekeeping genes**.

Struktura genu a regulace genové exprese u eukaryot

Na urovni DNA je gen ohraniCen regula¢nimi oblastmi. Pocatecnim tsekem je promotor,
jehoz sekvence zpravidla neni prepisovana, ale lokalizuje misto zahdjeni transkripce.
Promotory obsahuji specifické sekvence (tzv. boxy), které jsou u eukaryot rozezndvany
specifickymi proteiny souhrnné oznacovanymi jako transkrip¢ni faktory. Pritomnost téchto
proteind v promotorové oblasti umoziuje nasednuti RNA-polymerdzy a zahajeni transkripce.
Transkripéni faktory maji indukéni vyznam ajejich navazani na DNA je nezbytnym
piedpokladem k zahajeni syntézy mRNA. Mnohé z téchto proteinll ovliviiuji miru transkripce
daného genu, takze se uplatiiuji 1 pt1 regulaci genové exprese.

Promotory luxusnich geni obsahuji zpravidla tzv. ,,TATA-box*. Tento usek je tvofen
sekvenci 5'-TATAAAA-3" nebo jejimi variantami. Nachazi se ptiblizné 26 — 34 bp pied
mistem, kde zacina transkripce. Geny kddujici provozni proteiny maji misto toho jeden nebo
vice ,,CG-boxui“, které obsahuji sekvenct 5'-GGGCGG-37, popf. jeji varianty. Jinym
obecnym promotorovym prvkem je ,CAAT-box" (napf. 5-GGCCAATCT-3"), lezici
vét§inou 80 bp pred mistem zahdjeni transkripce. Kromé toho sc v rznych vzdalenostech
od prepisovan¢ho tscku vyskytuji také tzv. enhancerové a silencerové sekvence, nanéz
se vazou dalsi proteinové regulacni faktory, které rovnéz interaguji s promotorem.

Za promotorem lezi vlastni transkripéni jednotka, kterda obsahuje informaci k syntéze
primarniho transkriptu RNA (hnRNA). Lze ji rozclenit na exony aintromy (blize viz
samostatny text o posttranskripénich tpravach hnRNA).

Transkripéni jednotka jec zakonCena termindtorem. Timto pojmem oznaCujeme dalsi
regulacni oblast, po jejiz transkripci se RNA-polymeraza od matricového fetézce DNA
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odpoji. Stejnd jako v ptipadé promotoru seani termindtorovd sekvence neuplatiiuje
pfi syntéze proteinové molekuly, nebot ji zpravidla predchdzi terminacni kodon.

Regulace genové exprese u bakterii

U bakterii byva (na rozdil od eukaryot) ¢asto jediny promotor spolecny pro nékolik za sebou
nasledujicich gend. Ty pak vytvafeji ucelenou transkripcni jednotku, kterou nazyvame
operon. Pfi transkripci se z operonu piepisuje jedind molekula mRNA obsahujici informace
viech gend ateprve vribozomech dochazi k jejimu prekladu do molekul jednotlivych
proteind. Geny tvorici operon maji také spoleény terminator.

Za operonovym promotorem nasleduje je§t¢ dalsi regulatni sekvence zvand operator.
Jde o cilovou oblast, naniz se vaZze regulaini protein zvany represor, jenz za urCitych
podminek znemoziuje transkripci. Represor zpravidla blokuje navizini RNA-polymerazy
k promotoru nebo zabratiuje jejimu piesunu po matricovém vlakn¢ DNA  od promotoru
ke strukturnim genim. Plisobeni represoru je podminéno spoluticasti dalsich molekul, kter¢
se vazou na jeho molekulu, ¢imZz méni jeho aktivitu. Mezi témito slouc¢eninami rozliSujeme:

a) induktory, které svoji vazbou represor inaktivuji, takze po jejich navazéani dojde
k odpojeni represoru od operatorové sekvence a k zahdjeni transkripce;

b) korepresory, jejichZ vazba represor naopak aktivuje, takZe se vdze na operdtor a zastavuje
transkripci.

Funkci induktort, resp. korepresorii zastdvaji rizné organické slouCeniny, které jsou
vychozimi slozkami nebo naopak produkty biochemickych procest v buiice. Patfi k nim napf.
nékteré sacharidy nebo aminokyseliny. Tyto latky maji vétSinou tzky funkéni vztah
ke gentim, které jsou v operonu piitomny. Neziidka jde o produkty, vzniklé plsobenim
enzymi, jejichZz geny jsou soucasti prisluiného operonu.
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Replikace DNA
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a [ékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Procesem, jenz predchazi kazdému jadernému, resp. bunéénému déleni, je syntéza neboli
replikace DNA, jez probihd v S-fazi bunééného cyklu. Pfed jejim zahdjenim (v Gi-fdzi)
dochézi k reparaénim procesum (opravam molekul DNA), které vyrazné snizuji frekvenci
mutaci. Soucasné se v bunice vytvoii velké mnozstvi deoxynukleosidtrifosfatii (dale jen
dNTP), které jsou zakladnimi kameny pro syntézu nového polynukleotidového fetézce. Pro
replikaci DNA jsou nezbytné deoxyadenosintrifosfait (dATP), deoxyguanosintrifostat
(dGTP), deoxycytidintrifosfat (dCTP) a deoxythymidintrifosfat (dTTP).

Nazev ,replikace® pochéazi od slova ,replika™ (tj. otisk, popf. odpovéd’). V uméni rozumime
pod timto pojmem nové vytvofenou variantu od jiz existujictho dila (napt. novou repliku
od diive vzniklé sochy). Predstavy o tom, jak se vytvaii ,replika® DNA byly v minulosti
rizné. Pivodné se predpokladalo, Ze podle sekvence nukleotidi v molekule matefské DNA
vznika zcela nova, dcefind dvojsroubovice, kterd je presnou kopii piivodni molekuly.
Experimenty vyuzivajici radioaktivné znacenych dNTP vSak prokazaly, ze kazd4 dcerina
molekula DNA je tvofena dvéma vlakny rozdilného puvodu. Jedno znich je pivodnim
vlaknem matefské molekuly, zatimco druhy polynukleotidovy fetézec se nové vytvaii
béhem replikace.

Proces replikace za¢ind oddélenim vliken matefské DNA. Oba tyto fetézce slouzi jako
matrice neboli templaty pro tvorbu novych vldken. Znamena to, Ze ke kazdému nukleotidu
materského fetézce se nazdkladé pravidel o parovani bazi pfifazuje komplementarni
nukleotid. Naslednym spojenim téchto nukleotidG vznikda novy fetézec, ktery spolu
s matefskym vldknem vytvaii dvojSroubovici. Do kazdé dcefiné bunky pak pfechazi
dvojSroubovice tvorena jednim pavodnim a jednim novym Fetézcem DNA. Proto fikdme,
7e proces replikace DNA je semikonzervativni. Tim je zajisténo, aby jadra obou budoucich
dcefinych bunék ziskala zcela shodnou genetickou informaci.

Replikace DNA se Gcastni nékolik enzymd, z nichZz nejdiilezitéjsi jsou DNA-polymerazy.
Tyto enzymy katalyzuji vznik novych vlaken DNA. Jako zdroje budoucich nukleotidii slouzi
dNTP, které se pii piipojeni k novému polynukleotidovému fetézci §té€pi podle rovnice:

dNTP —» dNMP + P~P
Zkratka dNMP oznacuje deoxynukleosidmonofosfat, ktery jejakoZto nukleotid zafazen
do nového polynukleotidového fetézce. Chemickou energii potiebnou k jeho pfipojeni ziskava
buitka soucasnym hydrolytickym ods$tépenim pyrofosfatu (P~P).

Je tieba zdlraznit, Ze syntéza DNA probiha jen v jednom sméru. DNA-polymerazy
piipojuji novy nukleotid vzdy jen ke 3"-OH-skupiné deoxyribozy, nikdy viak k OH-skupin€
na 5’-konci. Proto syntéza nového fetézce probiha pouze ve sméru 5'—3" a nikoli opacné.
Vzhledem k tomu, Ze jsou vlakna DNA antiparalelni, je pribéh replikace na kazdém z nich
ponékud odlisny. Na vlakné matefské DNA orientovaném ve sméru 3'—5" probiha syntéza
komplementarniho polynukleotidového fetézce kontinualng, nebot’ nukleotidy nového vldkna
se zafazuji ve sméru 5'—3". Toto vlakno oznacujeme jako vedouci Fetézec.

Na opatném mateiském vldkné (5 —3") jevak syntéza vyrazn¢ pomalejsi, nebot’
komplementarni fetézec se vytvati diskontinualné po drobnych, zpocatku oddélenych dsecich



zvanych Okazakiho fragmenty. Byly pojmenoviny po svém objeviteli, jimz byl japonsky
biolog Reiji Okazaki (1930 — 1975).

Kazdy Okazakiho fragment vznika vesméru 5'—3" vzdy po rozpleteni urcitého tseku
dvojiroubovice. Jednotlivé fragmenty jsou postupné spojovany plisobenim enzymu zvan€ho
DNA-ligaza. Proto replikace DNA probihi semidiskontinualné (na matefském fetézci
3’5" kontinualng, na opac¢ném fetézci diskontinualng).

Zatatek a pribéh replikace je u prokaryotické a eukaryotické buiiky ponékud rozdilny:

a) Na prokaryotickém chromozomu tvofeném kruznicovou DNA existuje zpravidia jediné
misto, tzv. replikaéni poéatek neboli lokus ori (od anglického ,origin™). Odtud postupuje
syntéza DNA v obou smérech po celém obvodu kruznicové molekuly.

b) U eukaryotickych bun&k, které maji daleko rozsahlejsi genetickou vybavu, ktera je navic
segmentovana do vétstho poctu chromozomd, neni replikace z jediného pocateéniho bodu
moZna. Proto je eukaryoticky genom rozdélen na vEtsi pocet souCasné se replikujicich
jednotek, tzv. replikoni, z nichZ kazdy ma sv{ij vlastni replikacni pocatek.

Na bazi replikace DNA je zalozena snad nejznaméjsi a nejvyuzivangjsi molekuldrné
biologickd metoda zvand polymerizova Fetézova reakce neboli PCR (z anglického
wPolymerase Chain Reaction™). Slouzi ke zmnozZeni neboli amplifikaci specifickych usekd
DNA. V soucasnosti ma klicovy vyznam pii diagnostice mnoha geneticky podminénych
chorob, vyuziva se vdak i ve forenzni (soudni) medicin¢ a pii analyze DNA izolované
z archeologického materialu.
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Transkripce
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a l1ékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Proteosyntéza jc zdkladnim procesem, jimz seinformace obsazend v DNA prevadi
do podoby konkrétniho znaku. Sklada se ze dvou zakladnich procesi, jimiz jsou:

1. Transkripce — syntéza RNA podle matrice DNA.

2. Translace — syntéza proteinu podle matrice RNA.

Nezbytnymi prostfedniky jsou pii téchto dé&jich molekuly ribonukleové kyseliny neboli
RNA.

Proces proteosyntézy zacina prepisem neboli transkripei. V této tazi se sckvence nukleotidt
v daném genu piepisuje (transkribuje) do sekvence tzv. medidtorové RNA neboli mRNA,
resp. jejiho prekurzoru. Stejnym zplUsobem se syntetizuji také dalSi molekuly RNA:
tj. ribozomova RNA (rRNA) a transferova RNA (tRNA).

Syntéza RNA probihd v bunééném jadie a katalyzuje ji enzym zvany RNA-polymeraza.
U prokaryot existuje pouze jeden typ RNA-polymerdzy. U eukaryot zname tyto tFfi typy
RNA-polymeriz:

—Typ L, jenz transkribuje geny pro rRNA.

— Typ II, ktery transkribuje vSechny strukturni geny. Znamena to, ze vytvari fetézce RNA
(tzv. primarni transkripty), které jsou po upravach (tzv. sestiithu) vyuzity k syntéze proteinti.

— Typ I, jenz transkribuje geny pro tRNA a nékteré molekuly rRNA

Matrici pro tvorbu RNA je jeden z fetézci DNA. Tento fetézec DNA se nazyva negativni
a oznacujeme jej znaménkem ,—. Druhy (neprepisovany) tetézec odpovida svoji sekvenci
nové syntetizovanému vldknu RNA (pokud pomineme vyménu thyminu za uracil — viz
samostatny text o struktufe RNA). Proto jej oznacujeme jako pozitivni fetézec a oznacujeme
znaménkem 4+,

Iniciace (zahajeni) transkripce

Signalni sekvence DNA pred genem, nakterou sevaze RNA-polymerdza senazyva
promotor. Na promotor (pfedev§im na vysoce konzervovany usek promotoru zvany TATA
box tvoreny vétsinou 25 =30 repeticemi TATATAATA) se navazi transkripéni faktory, coz
jsou proteiny s regulaénim vyznamem. VétSinou se uplatiluji pfi spusténi transkripcee.

Souhra vétsitho poctu transkripénich faktori je piizahdjeni transkripce nezbytnd zejména
u eukaryotickych  bun¢k. S transkripnimi  faktory vytvéaii slozity komplex také
RNA-polymerdza. Tento komplex pak umozZiiuje nasednuti RNA-polymerdzy na spravné
misto v templdtovém vlakné DNA. Tim je pesné vymezen zacatek transkripce.

U eukaryot maji kromé promotord vyznam pro iniciaci transkripce RNA také useky zvané
enhancery. Jde o kratké konzervované sekvence DNA lezici Casto v pomérne¢ velkeé
vzdalenosti od pfepisovaného genu.

Elongace transkripce

Pti  transkripci pfifazuje RNA-polymerdza jednotlivym deoxyribonukleotidim DNA
komplementidrni ribonukleotidy. Ty vznikaji $tépenim ribonukleotidtriofosfatia: konkrétné
adenosintrifosfatu (ATP), guanosintrifosfatu (GTP), cytidintrifosfatu (CTP) a uridintrifostatu
(UTP). Pr1 transkripci se z ribonukleotidtrifosfatu odstépuje pyrofosfit (P~P) auvolnéna
chemickd energie je vyuzita k pfipojeni ptislusného nukleotidu do fetézce RNA.

Zatazené ribonukleotidy se kovalentné spojuji a vytvaii se z nich novy fetézec RNA. Podobné
jako prtisyntéze DNA (viz text vénovany replikaci) se fetézec RNA prodluZuje ve sméru
5'—>3". U eukaryot se v prib¢hu elongace RNA-polymeraza na n€kterych mistech zastavuje
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a transkripce pokraduje az po vazbé regulagniho proteinu. Pfi transkripci dochazi pplsobenim
specifickych proteinti také k pfechodnému rozvolnéni nukleohistonove struktury (tj. oddéleni
DNA od histonovych jednotek).

Terminace (ukondeni) transkripce

Kdyz &astice RNA-polymerazy dospéje az na konec pfepisovancho genu, transkript RNA
se odpoji. U eukaryot neni piesné vymezeny terminator. Pred koncem piepisované sckvence
je polyadenylaéni signal (Gisek, jenz sedo RNA picpisuje jako AAUAAA). Tento
polyadenylacni signdl se uplatiluje pfi posttranskripcnich Gpravach primarniho transkriptu
RNA.

Dalsi osud molekul RNA

U prokaryot byvd vyslednd mRNA polygenni. Znamena to, Ze jedna jeji molekula vznika
piepisem vét§tho poctu gend. Tento transkript se jiz dale neupravuje a vétsinou je ihned
vyuzit jako matrice (tedy mRNA) pro syntézu bilkoviny. Na rozdil od eukaryotické RNA ma
mRNA u prokaryot zpravidla jen velmi kratkou Zivotnost, kterd se odhaduje na nékolik minut.
U eukaryot vznikd transkripei tzv. primarni transkript oznaCovany jako hnRNA, popf. pre-
mRNA. Tato molekula podiéha jesté v jadfe dalim upravam: pripojeni methyguanosinové
Gepicky (na 5° konci), polyadenylace (na 3° konci) a sestiih neboli splicing (odstranéni
introntl) — blize viz samostatny text. Polyadenylace a pfipojeni Cepicky slouzi ke stabilizaci
RNA, ktera pak prechazi zjadra do cytoplazmy, kde je vyuZita k syntéze proteinl (tzv.
translaci).
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Struktura RNA
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Syntéza proteini neboli proteosyntéza je zékladnim procesem, jimZ se informace obsaZena
v DNA pievadi do podoby konkrétniho znaku. Nezbytnymi prostiedniky jsou pfi téchto dejich
molekuly ribonukleové kyseliny neboli RNA (z anglického ribonucleic acid).

Podobné jako DNA je také RNA tvofena polynukleotidovym (cukr-fosfatovym) fetézcem.
RNA vsak namisto deoxyribozy obsahuje monosacharid ribézu, jejiz jednotky jsou stejné
jako v DNA navzajem propojeny pies fosfitové skupiny prostrednictvim fosfodiesterovych
vazeb.

Na ribézovém uhliku v pozici 1° je navézdna dusikatid baze. Od DNA se RNA odlisuje
vyskytem pyrimidinové baze uracilu (zkratka ,,U*) namisto thyminu. Uracil tvofi stejné jako
thymin komplementdrni par s adeninem (A-U). Ostatni baze (adenin, guanin, cytosin) jsou
v obou nukleovych kyselindch stejné.

RNA vytvaii velmi rozmanité Gtvary. Nékteré molekuly jsou jednoFetézcové a linedrni, jiné
maji slozitgj§i stavbu, vniz sezcasti uplatiuji dvojretézcové struktury. Ptikladem
je transferova RNA (viz dale).

RNA (zejména diky OH skupindm v poloze 2' i3') muiZe sama vykonavat i nékteré
enzymatické funkce (napt. §tépeni esterové vazby, katalyza polymerace). Rikame, Ze ma
funkci ribozymu. Tento poznatek vede k pfedpokladu, Ze u prvnich praorganismil byla
nositelkou genetické informace pravé RNA a DNA se vyvinula aZ dodatecné (jde o nejcastéji
akceptovanou hypotézu tzv. RNA-svéta).

Typy RNA v burikach
Podle funkce a struktury rozeznavame tyto typy RNA:

1) Mediatorovou neboli informaéni RNA, ve zkratce mRNA; v angliCtiné téZ messenger
RNA. Tato molekula vznika transkripci nukleotidové sekvence z DNA. Jejim hlavnim tkolem
je pienos genetické informace z jadra do cytoplazmy. Zde slouZi jako piedloha (templat)
pro syntézu proteinti. U eukaryot se transkripci vytvaii nejdiive tzv. primarni transkript Castéji
oznacovany jako hnRNA (heterogenni jaderna RNA). Sestfihem této molekuly
(tj. odstranénim introntt) vznika funkCni mRNA.

2) Transferovou RNA, ve zkratce tRNA. Jeji funkce je pfenos (transfer) aminokyselin
do ribozomu pfi proteosyntéze. Ma pomérné& slozitou sekundarni strukturu (tzv. strukturu
jetelového listu), vniz se kombinuji jednofetézcové a dvojretézcové utvary. Na kazdé
molekule tRNA proto rozlidujeme nékolik kliek aramen, znichZz nejdileZit€jsi
je akceptorové rameno nesouci prislusnou aminokyselinu navazanou ve formé aminoacylu
a antikodonové rameno nesouci specifickou trojici nukleotidd, tvofici tzv. antikodon. Timto
antikodonem se pak paruje s piislu$nym tripletem na mRNA, jemuz fikame kodon. Pérovani
antikodonu s kodonem je vyznamnym molekularnim mechanismem umoziujicim zatazeni

spravné aminokyseliny podle pravidel genetického kodu.
3) Ribozomovou RNA, ve zkratce rRNA. Tvofi stavebni slozku ribozomovych podjednotek.

Vyskytuje se nékolik velikostng odlisnych typi. Prekruzorovd molekula (pre-TRNA)
seu ¢lovéka syntetizuje v jadérku, kde dochdzi k transkripci genfi zkratkych ramének
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akrocentrickych chromozomi. V jadfe dochdzi k jejim dal$i maturaci vedouci ke vzniku
funkéni rRNA. Hotovy eukaryoticky ribozom obsahuje v praméru 63 % rRNA, zbytek tvori
rizné proteiny.

Eukaryoticky ribozom je vétsi nez ribozom u prokaryot. Tvori jej dvé podjednotky:

— velka 60S* podjednotka, obsahujici tii ribosomové ribonukleové kyseliny, konkrétné 288,
5,85 a 5S rRNA a dale 45 % proteing;

— mala podjednotka skladajici se z molekuly 18S rRNA a 33 % proteintl.

4) Malé jaderné RNA (snRNA) se nachazeji v jadrech eukaryotnich bunék. Se specifickymi
proteiny tvori nukleoproteinové Castice oznacované jako malé jaderné ribonukleoproteiny
(small nuclear ribonucleoproteins — ve zkratce snRNP; v odborném zargonu téz ,snurps™).
Ucastni se sestiihu hnRNA a udrzovani telomer.

5) Malé jadérkové RNA (snoRNA), které se Gicastni modifikace a nasledn¢ maturace
molekul rRNA. Geny pro snoRNA se nachdazeji v intronech jinych gent.

*) Poznamka: Zkratkou S oznaCujeme jednotku zvanou Svedberg (je pojmenovana podle
$védského chemika Theodora Svedberga), vniz scudéavaji hodnoty sedimentacniho
koeficientu. VySe sedimentacniho koeficientu odpovida rychlosti sedimentace v gravitatnim
nebo odstiedivém silovém poli a je ve vztahu k velikosti ¢astice (¢im vy$s$i sedimentacni
koeficient, tim vét§i ¢astice). V molekularni biologii a biochemii pouzivame sedimentacni
koeficient pro vyjadieni velikosti nékterych &astic, napt. molekul ribozomové RNA ncbo
samotnych ribozomovych jednotek.
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Posttranskripéni dpravy RNA u cukaryot
, Fduard Kocarek
Ustav biologie a Iékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

U cukaryot se geneticka informace piepisuje z DNA do vlakna RNA, které ma charakter
primarniho transkriptu. Znamena to, Ze jej jeSté neclze povazovat za ,hotovou™ mRNA.
Toto vlakno oznacujeme heterogenni nuklearni RNA neboli hnRNA (v nékterych ucebnicich
téz pre-mRNA). Teprve naslednymi posttranskripénimi dpravami vznika z hnRNA
funkéni mRNA, ktera opousti jadro, vstupuje do cytoplazmy a nasledné do ribozomu.

Exony a introny

Vétsina eukaryotickych gent obsahuje useky zvané introny, které jsou z vlidkna hnRNA
vystrizeny jesté pred translaci. Vyraz ,,intron” (z latinského infro — dovnitt) odrazi skutecnost,
7e k odstranéni téchto sekvenci dochazi jiz uvnit bunééného jadra. Funkeni useky, které
nejsou z hnRNA vyStépeny, aproto se uplatiluji pfisyntéze proteint, nazyvame exony.
V mnoha eukaryotickych genech nachazime vétsi pocet stiidajicich se exont a intronti. Tyto
geny oznaCujeme jako geny sloZené. OdliSujeme je tak od gend jednoduchych, jejichz
transkripci piimo vznika funkéni mRNA, ktera ncobsahuje introny. Jednoduché geny
nachazime predevsim v burikdch prokaryotického typu (4. u bakterii a archei), u eukaryot jsou
vzacne.

Vyzkum lidského genomu pfinesl v poslednich letech mnohé prekvapivé vysledky. Jednim
znich bylo zjisténi, ze soucet délek exonl se v jednotlivych genech pfiliS neliSi. Presto
analyzy genomové DNA ukazaly, ze délky celych genii mohou byt znacné rozdilné. K
nejmensdim patii gen koédujici jeden z polypeptidovych fetézct hemoglobinu, jehoZz délka Cini
pouhych 0,8 kbp.

Naopak nejdelsim dosud identifikovanym lidskym genem je gen pro dystrofin. Jcho
sckvence ,m&fi neuvéiitelnych 2300 kbp (tedy 2,3 Mbp). Mutace tohoto genu vedou
k t&zkym svalovym postizenim ozna¢ovanym jako muskularni dystrofie (odtud nazev genu).
Analyzy mRNA a proteinového produktu vsak ukazaly, Ze exonové sckvence predstavuji
pouze necelé 1% délky dystrofinového genu. Podobnych pfipadi, kdy exony tvori
jen nepatrny zlomek celkové délky genu, je u eukaryotickych organismil znamo daleko vice.
Odstranéni intronu a zformovani funkéni molekuly mRNA je slozity proces. Podili se na ném
zvlastni kratké molekuly jaderné RNA oznacované jako snRNA (z anglického small
muclear ribonucleic acid), které jsou komplementarni k intronovym sekvencim v hnRNA. Po
jejich navazani dochazi k enzymatickému vyStépeni intronu a naslednému spojeni sousednich
exonovych konct. Tento proces se nazyva sestfih hnRNA (anglicky splicing).

Polyadenylace

Pred termindtorem ecukaryotického genu se nachazi zvlastni usek oznaCovany jako
polyadenylaéni signal. Tato sckvence se do hnRNA prepisuje jako AAUAAA. Asi 10 — 30
nukleotidii za timto signilem je od hnRNA po sestithu intronii odStépena termindtorova
sekvence. Na volny 3’-konec RNA pfipojuje enzym poly(A)-polymeriza 30 — 200
adeninovych nukleotidii. Tento proces se nazyva polyadenylace.

Modifikace 5°-konce hnRNA

Také opacény, 5'-konec hnRNA prochazi posttranskripéni modifikaci. Napojuje se na néj tzv.
cepifka“ (anglicky ,cap”) tvofend 7-methylguanosinem. Tento nuklcosid obsahuje
metylovany guanin a k 5'-konci RNA je navazan pfes tf1 fosfatové skupiny. Také béaze
v nasledujicich prvnich dvou nukleotidech hnRNA byvaji v nékterych pripadech metylovany.
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Vyznam polyadenylace a pfipojeni metylguanosinové ¢epicky neni zcela jasny. Predpoklada
se viak, 7e uvedené upravy stabilizuji mRNA pti vstupu do cytoplazmy a chrani jeji molekulu
pied degradaci pisobenim nékterych enzymi.

Alternativni sestfih

Existence intrond vyvolava otazku, pro¢ se tyto zdanlivé bezvyznamné sekvence v DNA
viibec vyskytuji apro¢ jsou dokonce piepisovany do hnRNA. Diive se ptedpokladalo,
e introny jsou evoluénimi poziistatky genomt jinych organismia (bakterii nebo virti), které
kdysi pronikly do nitra pivodni cukaryotické buiiky. Jeden znov¢jsich vykladd vychazi
ze skuteénosti, ze u nékterych gend byl prokdzan tzv. alternativni sestfih. Znamena to,
7e rozsah Gsekd vystépenych z priméarniho transkriptu neni pevné dan. V nékterych ptipadech
jsou vystiizeny vicchny introny, jindy jen nékteré. Z jednoho genu tak vznikd nékolik
molekul mRNA o riizné délce a sekvenci, takze kazda kdduje jiny protein.

Proto transkripéni jednotky, u nichz probiha alternativni sestfih, funguji jako né&kolik gent
soucasné. Tento objev vysvétluje, pro¢ bylo v genomu ¢lovéka a dalSich eukaryotickych
organismii nalezeno daleko méné genli, nez seplivodné piedpokladalo. Existence
alternativniho sestihu zfejmé urychlila evoluci eukaryi, nebot’ mutace v jediné transkripcni
jednotce ovlivnila strukturu nékolika riznych proteinovych produkti.
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Translace
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Proteosyntéza se sklada se dvou zakladnich procest, jimiz jsou:

1. Transkripce — syntéza mediatorové RNA (mRNA) podle matrice DNA (blize viz
samostatny text).

2. Translace neboli p¥eklad — syntcza proteinu podle matrice RNA.

Translace je kone¢nym procesem proteosyntézy, pii némz dochdzi k vlastni tvorbé proteinu.
Potadi (sekvenci) aminokyselin v proteinovém fetézei udava genetickd informace piepsana
z DNA do mRNA.

Iniciace (zahajeni) a elongace translace

Molekula mRNA vznikla transkripci (u eukaryot modifikovana posttranskrip¢nimi Gpravami
~ viz samostatny text) vstupujc z jadra do cytoplazmy, kde se pfipojuje k ribozomim (viz
nize). Kazdy ribozom naseda na 5'-konec fetézce mRNA, jenz odpovida pocatku prislusného
genu v DNA. Od tohoto mista pak probiha syntéza proteinové molekuly podle matrice
mRNA. Tento déj je viastni translaci neboli prekladem genetické informace z nukleovych
kyselin do primarni struktury proteinu.

Jednotlivé aminokyseliny jsou do ribozomu transportovany prostiednictvim transferové
RNA neboli tRNA. Nazev , transferova“ RNA pochazi od slova transfer ¢ili prenos. Vlikna
tRNA jsou pomémné kratka — tvofi je pouze 74 — 95 nukleotidil. Pfesto ma tRNA relativné
slozité utvafeni. Komplementarni nukleotidy jsou misty navzajem propojeny vodikovymi
miistky, takze vldkno vytvaii &tyfi ramena. Tato sekundarni struktura tRNA pripomina
jetelovy trojlistek. Jednotliva ramena a smyc¢ky molekuly se v8ak navzajem prikladaji k sobé
a ve skute¢nosti vytvateji daleko sloZit€jsi prostorovy utvar — tzv. terciarni strukturu.

Pii proteosyntéze se uplatiiuje tzv. akceptorové rameno tRNA, které obsahuje 3’-konec
polynukleotidového fetézce. Na n&j sepfed vstupem do ribozomu navaze prislusna
aminokyselina. Dal$i vyznamnou strukturou je antikodonové rameno s antikodonovou
smy¢kou. Ta obsahuje trojici nukleotidi oznacovanou jako antikodon. Kazdy antikodon
v tRNA je komplementarni k prislusné trojici nukleotidi v mRNA, kterou nazyvame kodon.
Pii proteosyntéze dochazi v ribozomu k prechodnému spojeni mRNA a tRNA na ziklade
parovéni antikodonovych a kodonovych nukleotidil.

Proteosyntézy se ticastni minimalné 20 riiznych molekul tRNA, z nichz kazd4 nese jednu z 20
aminokyselin. Kazdou tRNA oznacujeme zkratkou aminokyseliny, k jejimuz pienosu
je urcena — napt. tRNA™M" prenasi alanin, tRNAY prendsi valin, tRNAM" prenasi leucinu
apod. Zjednodu$eng lze fici, ze zde plati jednoducha zakonitost: kolik aminokyselin = tolik
drubl tRNA.

Pied vstupem do ribozomu se na 3'-konec molekuly tRNA navdze pfisluSnd aminokyselina
ve formé aminoacylu. Tato Céastice vznikd odStépenim skupiny OH z aminokyselinového
karboxylu (COOH). Piipojeni aminokyselin k molekulam tRNA zprostfedkuji aminoacyl-
tRNA-syntetazy. Kazdy ztéchto enzymi je specificky pro urCitou aminokyselinu, proto
zname minimalné 20 riznych typt aminoacyl-tRNA-syntetaz. K navazani aminokyseliny
na tRNA je zapotiebi chemickd energic, kterou ziskavad enzym Stépenim adenosintrifosfatu
(ATP). Molekula tRNA s navazanou aminokyselinou pak pfechdzi do ribozomu.

Ribozom je slozity nukleoproteinovy Gtvar. Sklada se z malé a velké podjednotky, které
se pfi navazani mRNA k men$i podjednotce pied zahdjenim translace spojuji. V nitru
ribozomu pak dochazi ke kontaktu mRNA s tRNA a k naslednému pfipojeni aminokyseliny
do peptidového Fetézce. Proto ma ribozom nékolik vazebnych mist s rozdilnou funkci. Patii
k nim zejména:
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a) aminoacvlové misto (A-misto), donéhoz vstupujc molekula tRNA s navdzanou
aminokyselinou. Antikodon tRNA se pritom paruje s kodonem mRNA.

b) peptidylové miste (P-misto) obsahujici ptedchozi molekulu tRNA, na niZ je navazan jiz
vznikly peptidovy fetézec

¢) peptidyltransferiazové misto, kde dochazi k pfipojeni nové aminokyseliny ke stavajicimu
peptidovému fetézci.

Plavodni tRNA, k niz byl polypeptidovy fetézec navazan a kterd je nyni ,,prazdna®, opousti
ribozom. Po ptipojeni dalsi aminokyseliny mize byt opét vyuzita k syntéze bilkoviny.

Pii translaci se mRNA v ribozomu postupné posouva podobné jako magnetofonova paska.
K jejim kodonim se pfifazuji jednotlivé molekuly tRNA s pfislusnymi aminokyselinami.
Znamend to, 7c sekvence mRNA je ,.étena* po trojicich neboli tripletech nukleotidi.
Kazdy triplet je kodonem, ktery je komplementdrni k antikodonu piislusné tRNA. Proto
jednothivé triplety v mRNA uréuji zarazeni konkrétnich aminokyselin a jejich sekvence udava
poradi aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Tento systém piifazeni dané aminokyseliny
k uréitému tripletu se nazyva geneticky kdéd a je mu vénovan zvlastni text. Jeho rozlusténi
se stalo zdkladem moderniho biologického poznani.

Zvlastni vyznam mezi triplety ma kodon AUG, ktery je bifunkéni. Kromé toho, Ze kdekoliv
uvnitt Fetézce mRNA kdduje zarazeni methioninu, slouzi také jako tzv. iniciacni kodon.
Oznacuje totiz na mRNA misto, odkud ma v ribozomu zacit translace. Proto je u eukaryot
a archebakterii zarazovan na pocatek kazdého nové syntetizovaného polypeptidového fetézce
pravé methionin.

U bakterii se na iniciaéni kodon AUG vaze zvlaStni iniciaéni tRNA, kterd prenasi
modifikovanou aminokyselinu  N-formylmethionin. Tato aminokyselina je u bakterii
specifickd pouze pro zadatek polypeptidového fetézee.

Terminace translace a posttranslacni tpravy ,

Pro zavér translace maji v mRNA klicovy vyznam kodony UAA, UAG a UGA, které
oznaujeme jako kodony terminacni (t¢z STOP kodony). Tyto triplety nekdduji Zadnou
aminokyselinu a jsou ¢teny jako ,tecky®, resp. koncové signaly. KdyZz ribozom dospéje
k nékterému z téchto signald, polypeptidovy fetézec se odpoji.

Vznikly polypeptid, resp. protein pak podléha jesté dalsim, tzv. posttranslatnim apravam.
Ty probihaji ucukaryot pfedev§im v endoplazmatickém retikulu a v Golgiho aparatu.
K nejcastejsim posttranskipénim modifikacim patifi glykosylace proteint a také jejich dalsi
§t&peni na funkéni molekuly. Stépeni proteint mize probihat také extracelularné (piikladem
Je preména pepsinogenu na pepsin v zaludku a trypsinogenu na trypsin ve dvandctniku).
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Mutace a mutageneze
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Jiz roku 1901 dokazal holandsky badatel Hugo de Vries, Ze genetickd informace neni
neménna. Za uréitych podminek mize dojit k jeji zméné neboli mutaci. Z hlediska vzniku
rozliSujeme:

1) spontianni mutace, k nimz dochazi zpravidla ndhodné bez jakéhokoliv vn¢jsiho viivu
(napi. zafazenim chybného nukleotidu pii replikact DNA);

2) indukované mutace, vyvolané piimym ¢i nepfimym vlivem chemickych latek, vird nebo
fyzikdalnich faktorq, které souborné oznacujeme jako mutageny.

Mutageny a mutagenita

Obecné lze za mutagenni povazovat vSechny faktory, které chemicky méni strukturu DNA,
popf. vyvolavaji zlomy nebo jiné prestavby jejich molckul. Schopnost zplsobit poSkozeni
DNA sc nazyvd mutagenita nebo téZ genotoxicita. Podle charakteru délime mutageny do tri
skupin:

1) Fyzikdlni mutageny, k nimz patii zejména rizné UV zifeni a ionizujici zafeni. Pfijetim
energie pii ozafeni dochazi k chemické preméné nukleotidi nebo k rozruseni nékterych vazeb
v DNA. Mutagenni G¢inek ionizujiciho zareni byl prokdzan jiz r. 1927 Hermannem
Josephem Mullerem (1860 — 1967).

2) Chemické mutageny, které chemicky modifikuji slozky DNA (zplsobuji napf. deaminaci
bazi) a v nékterych piipadech se primo vaZou na baze jednotlivych nukleotidd.

3) Biologické mutageny, k nimz patii predev$im viry. Virova DNA se za ur¢itych podminek
mize zaradit do genomu hostitelsk¢ buiiky a prerusit tak néktery z jejich gent.

Mutagenni neboli genotoxické uc¢inky maji mnohé chemické latky, snimiz se sctkavame
vbezném zivoté. K nejb&éznéj$im anejnebezpeénéjsim patfi polycyklické aromatické
uhlovodiky, které vznikaji jako produkt spalovacich procesii (zejména pii spalovani pevnych
paliv nebo pfi koufeni cigaret). Po vstupu do organismu (nejcastéji vdechnutim) dochdzi
k jejich metabolické preméné na reaktivni produkty (zejména epoxidy), které se kovalentné
vdZou nabdze nukleovych kyselin. Mutagenni aéinck byl prokdzdn tak¢é u nékterych
organickych rozpoustédel, 1ékii, barviv nebo pesticidi.

Nékteré mutageny maji navzdory své nebezpecnosti velky vyznam pro védeckeé poznani.
V genetickych laboratorich — a Slechtitelskych pracovistich  se kromé  zaFeni vyuzivaji
k cilenému vyvolini mutaci také slouCeniny s prokdzanym genotoxickym tcinkem. Patri
k nim napf. kyselina dusitd (HNO,), hydrogensifi¢itanovy anion (HSOs), hydroxylamin
(NH>OH) a také skupina organickych sloucenin oznacovanych jako alkylaéni Cinidla. Mezi
alkyla¢ni ¢inidla fadime derivaty uhlovodikia (alkant), jejichz uhlovodikovy fetézec (alkyl)
sepo vstupu do builky vdze nabédze nukicovych kyselin. Tyto GCinky vykazuji napt.
alkylsulfaty, N-nitroso-slouceniny a také yperit (viz vySe). Mutagenni u¢inky maji rovnéz tzv.
vieténkové jedy (napt. kolchicin), které porusuji délici vieténko pfimitotickém dé€leni.
Dusledkem je vznik polyploidnich bunck.

Testovani genotoxicity

Od 60. let 20. stoleti bylo vyvinuto nepieberné mnozstvi metod umoziiujicich studium
mutagenity chemickych litek a dalSich faktord. Tyto testy vyuZivaji rdznych organismi
(napi. bakterii, kvasinek, bunéénych kultur nebo laboratornich zvirat).

K nejcastéjsim metodam patti Amesiv test (¢ti , Ejmstv®), vyvinuty profesorem Brucem
Amesem z USA. Vyuziva nepatogenni kmen bakteric Salmonella typhi murium, jehoZz buinky
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nejsou  schopny syntetizovat aminokyselinu  histidin.  Neschopnost  tvorby  histidinu
je.podminéna mutaci v piislusném genu. Opétnym plsobenim mutagenni latky lze vSak
u nékterych bunék vyvolat tzv. zpétnou (reverzni) mutaci, kterda defektni gen opravi.
Bakterie tak opét ziskaji schopnost syntézy histidinu.

Pri experimentu se suspenze bakterii smisi s testovanou latkou a umisti na agarové médium,
které neobsahuje histidin. Pokud je laitka mutagenni, dojde u nékterych bunék k reverzni
mutaci v histidinovém genu, takze pieziji a vytvori kolonie. Pocet téchto kolonii odpovida
mutagenni aktivité a koncentraci testované latky. Pokud latka neni genotoxicka, k reverzni
mutaci nedochdzi a bakterie v médiu bez histidinu zpravidla umiraji.

Amesiv test umoznuje orientaéni stanoveni potencialnich genotoxickych ucinkil chemickych
latek a jejich smési. Vyuziva se i pii studiu mutagenity slozek Zivotniho prostiedi, jako napf.
pitné vody, pidy nebo aerosolu z oblasti znecisténych primyslovymi zplodinami. ZjiSténi
genotoxicity na bakteriich vSak nelze povaZovat za spolehlivy dikaz mutagenniho ucinku
na lidsky organismus. Pro zodpoveédné posouzeni redlného rizika je vSak tieba otestovat
kazdou latku také jinymi metodami.

Nasledky vzniku mutaci

Fatdlni u¢inky ma casto odstranéni jediného nukleotidu nebo jeho vyména (substituce)
zanukleotid s jinou bazi. Dochazi tak ke zméné genetické informace a hrozi nebezpeci,
ze prislusny protein bude syntetizovan podle Spatného ,,ndvodu®. Mutovany gen Casto vytvari
defektni protein, jehoz aktivita je snizend, popt. mize byt i zcela nefunkéni.

Nékdy se mutace nemusi projevit zménou sloZeni €1 aktivity proteinu, ale v mifc jeho syntézy.
Znamena to, ze proteinovy produkt mutovaného genu je sice funkcni, ale vytvafi se
v abnormalné nizkém nebo abnormalné vysokém mnozstvi.

Pasobenim mutaci vznikaji nové formy (alely) dané¢ho genu, které ovliviluji projev
prislusného znaku. Mnohé mutace jsou Skodlivé, nebot zpisobuji zivazna geneticky
podminéna onemocnéni, tézké vyvojové vady, poruchy metabolismu, sniZeni reprodukénich
schopnosti pacienta, nebo jeho tGplnou sterilitu. Jsou znamy 1 tzv. letdlni mutace, které jsou
pfic¢inou umrti jedince je$té pred narozenim (tj. ve stadiu embrya nebo plodu). Mutace
nékterych genit mohou indukovat vzmik ndadori. Proto lze kazdy prokdzany mutagen
povazovat za suspektni karcinogen.

Ne v8echny mutace v8ak maji negativni dasledky. Nékteré se vibec neprojevi nebo zplsobi
vznik znaku, ktery nema Zadny negativni ani pozitivni vyznam (tzv. neutralni mutace). Jiné
mutace mohou byt dokonce pro své nositele pfinosem, nebot’ zvySuji zivotaschopnost jedince,
popt. jeho odolnost vi¢i neptiznivym vnéjsim vlivim. Tak se nékteré mutace pozitivné
uplatiuji pti evoluci organismi.

Mutaci nemusi byt zasazen pouze jediny gen, ale také vEétSi pocet gend ¢1 dokonce cely
chromozom, popf. vSechny chromozomy v jadre buiky. Tyto tzv. chromozomové aberace
jsou zvIlastnimi formami mutaci.
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Vliv mutace na funkei proteinu
, Eduard Kocdarek
Ustav biologie a 1ékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Za mutaci povazujeme jakoukoli ndhodnou a neusmérnénou zménu DNA, kterd muZe
postihnout genetickou vybavu organismu v rizném rozsahu. Podle toho délime mutace
do dvou zdkladnich skupin:

a) Genové mutace zasahuji vétiinou jediny gen. Vyjimkou nejsou ani tzv. bodové mutace,
které méni pouze jeden nukleotidovy par.

b) Chromozomové mutace, kdy dochdzi ke zm&né poctu nebo struktury chromozomu
(tj. numerické a strukturni aberace). Nékteré ucebnice jedté vymezuji jako zvlastni skupmu
genomové mutace, které byvaji chapany bud jako zména poctu chromozomi, anebo
znasobeni vSech chromozomd.

Metody sckvenovani odhalily na molekuldrni Grovni velké mnozstvi mutaci, z nichz mnohé
maji velmi zavazné klinické projevy. Charakter téchto zmén mize byt riizny. Na urovni DNA
rozeznavame Ctyti zakladni typy mutaci:

a) Delece je ztrata jednoho nebo vice nukleotidovych part v DNA.

b) Inzerce (t¢z adice) je zafazeni nadbyte¢ného nukieotidového paru.

¢) Substituce je nahrazeni ur¢itého nukleotidového paru jinym parem nukleotidi.

d) Amplifikace jezmnozeni wr¢itého nukleotidu nebo zndsobeni skupiny nukleotidu.
Jde v podstaté o zvlastni ptipad inzerce.

Kazda zuvedenych mutaci miize, ale nemusi ovlivnit funkei piisluSného proteinu, ktery
je mutovanym genem kodovan. Zalezi nejen narozsahu mutace (f. na poctu zménénych
nukleotidovych part), ale také na jeji lokalizaci a na tom, jak se mutovana sekvence projevi
v priméarni struktufe proteinu. Z téchto predpokladi vychazi i nasledujici klasifikace mutaci.

Mutace se zménénym smyslem (missense mutations)

Substituce ¢asto vedou k mutacim ménicim smysl kodonu (v anglictin€ ,missense
mutation™). Mutovany kodon v tomto piipadé zafazuje do polypeptidu jinou aminokyselinu
nez tu, kterou kédoval pivodni nemutovany triplet. V nékterych piipadech ma zaména
aminokyseliny v proteinu velmi vyrazny fenotypovy projev, jindy dochdzi pouze k nepatrné
zméné biologické aktivity proteinového produktu. ZileZi na tom, zda je mutaci zasaZeno napr.
katalytické centrum enzymu nebo jen okrajové partic jeho molekuly.

Pripadem, kdy substituce jediného nukleotidu plisobi zisadni zménu struktury proteinu,
je autozomové recesivni choroba zvand srpkovita anémie neboli drepanocytéoza. Toto
onemocnéni postihuje zejména obyvatelstvo v rovnikové Africe, vzdcnéji se vyskytuje i
ve Stiedomoii a v Indii. Cervené krvinky pacientd jsou deformované, maji abnormalni
srpkovity tvar (odtud nazev choroby) zpisobeny piitomnosti defekini formy hemoglobinu,
tzv. hemoglobinu S. Pfi¢inou je substituce jediného nukleotidového paru v genu pro beta-
globinovy fetézec tohoto proteinu. Mutace zpiisobuje, Ze Sesty kodon (ve sméru od zacatku
transkribované seckvence) je do mRNA prepisovan jako GUG namisto plivodniho GAG.
Srovnanim s tabulkou genetického kodu zjistime, Ze se tim méni smysl kodonu, jenZ namisto
ptvodni kyseliny glutamové kdduje valin. Vysledkem je syntéza hemoglobinu S, ktery
je §patné rozpustny a v krvinkach krystalizuje. U postizenych osob dochézi k porucham
prenosu kysliku, krozpadu erytrocyti (tzv. hemolytické anémii) ake vzniku krevnich
srazenin. Ty mohou ucpat cévni fedi§té a zplsobit zavazné, neziidka smrtelné zdravotni
komplikace. PFi¢inou umrti pacientdl byva selhdni srdce, ¢etné infekce nebo porucha funkce
centralni nervové soustavy (zplisobend nedostatkem kysliku a dal$imi doprovodnymi
zménamt).
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Rozdilny vyznam substituci l1ze srovnat s chybami v piepisu slov. Pokud ve slové | tovarna™
zaménime koncové ,.a* za .y (,tovarny*) nebo ,,u” (,,tovarnu®), ziistane smysl sdélent stale
pochopitelny. Jestlize vSak zaménime pocatecni ,t* za .k, vznikne slovo ,kovarna®, jehoz
vyznam je znacn¢ odhisny.

Mutace beze smyslu (nonsense mutations)

Kromé mutaci ménici smysl kodonu zndme jesté jiné piipady substituci. V n€kterych
ptipadech vznikd mutaci terminaéni triplet (napi. z kodonu UAU pro tyrosin se zameénou
koncového nukleotidu vytvori terminaéni triplet UAA). Tyto zmény oznacujeme jako mutace
beze smyslu (v anglictin¢ ,nonsense mutations™). Pokud vznikne terminaéni kodon hned
v po¢ate¢nim tseku kédujici sekvence daného genu, dochazi pfi translaci na tomto miste
mRNA k zastaveni proteosyntézy. Polypeptidovy fetézec je oproti nemutovanému produktu
vyrazné zkracen aneplni svoji biologickou funkci. Mutovany gen lze tak prirovnat
k nesrozumitelnému  slovnimu  fragmentu, resp. k nedokonéenému slovu, jehoz smysl
nechapeme.

Mutace se stejnym smyslem (sanie sense mutations)

Degenerace genetického kodu zptsobuje, Ze v nékterych pripadech vznika substituct triplet,
jenz koduje stejnou aminokyselinu jako pavodni kodon. Tak napf. zménou koncového
nukleotidu se z tripletu GCU vytvori triplet GCC, pficemz oba koduji stejnou aminokyselinu
(alanin). Tyto substituce oznaCujeme jako mutace se stejnym smyslem (v angli¢tin¢ ,same
sense mutations*).

Posunové mutace (frame shift mutations)
Ne viechny mutace maji charakter substituci. Casto dochazi k delecim nebo inzercim, které
zcela méni Cteci ramec nasledujici genové sekvence. Protoze genetickd informace je
pii piekladu Ctena po trojicich nukleotidii, mtze zarazeni nebo ztrdta jediného nukleotidu
zpGsobit vznik novych kodont. Tyto mutace oznacujeme jako posuny Cteciho ramce, t¢z
posunové mutace (,frame shift mutations™). Proto nzerce adelece zpravidla zplsobuyji,
7e mRNA mutovaného genu je pekliadana do zcela odlisné sekvence aminokyselin.
Nejvystiznéji lze disledek posunu ¢teciho ramece ilustrovat na zménich ve vété tvorené
pouze tiipismennymi slovy. Prikladem je véta, ktera v ptivodni ,,nemutované™ verzi zni:

JAN SEL DAL SAM
Pokud mezi pismena LS a B¢ veslove SEL® zafadime nové pismeno ,,A“, vznikne
nasledkem této ,,inzerce™ zcela nesmysiné sd¢leni:

JAN SAE LDA LSA M.

Stejny ucinek vyvola vypusténi (,,delece™) jednoho pismena — napt. ,,E* ve slové LSEL:

JAN SLD ALS AM...
Uvedeny priklad ukazuje, Ze posunové mutace patii k nejnebezpednéjSim, 1kdyz 1 v jejich
pripade zavisi na tom, ve kterém useku genu k nim doslo.
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Reparace poskozené DNA a mutatorové geny
' Eduard Kocdarek
Ustav biologie a I¢ékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

K Zivotné nezbytnym funkcim buriky patii uchovani kontinuity genetické informace. K tomu
slouzi nejen pomérné dokonaly replikaéni aparat, ale také skupina tzv. mutatorovych gend,
které tidi pribeh reparacnich mechanismi. Jejich produkty jsou specifické enzymy, které
opravuji (reparuji) noveé vzniklé mutace v DNA.

Reparacni procesy

Podle charakteru nejcastéjSich poskozeni rozlisujeme dva typy reparaénich mechanismi:
—opravy chyb v parovani bazi (mismatch repair);

— opravy chemicky poSkozenych bazi, resp. bazi s odlisnou chemickou strukturou.
Uvedené procesy se mohou navzajem kombinovat a dopliovat.

Podle samotn¢ho mechanismu reparace rozeznavame tfi zakladni typy reparacnich
procesi:

a) Fotoreaktivace se uplatiiuje pouze v piipadé, kdy pisobenim UV-zareni do§lo ke vzniku
kovalentnich vazeb (crosslinks) mezi sousednimi bazemi v DNA. Nejcastéj§im produktem
jsou thyminové dimery (tj. kovalentné propojené ¢astice thyminu). Svétlem o vinové délce
340-400 nm (kter¢ je slozkou bézného slunecniho svétla) se aktivuje specificky enzym zvany
DNA-fotolyaza, ktery kovalentni vazby v dimercch §tépi a obnovuje tak pavodni strukturu
nukleotidi. Tento proces se vSak ziejmé v lidskych bunkach neuplatiiuje, nebot DNA-
fotolyaza byla zji§téna pouze u prokaryot a niz8ich eukaryot (napf. kvasinek).

b) Excizni reparace vyuziva slozit¢ho komplexu enzymd, které eliminuji poskozeny usek
DNA. Tyto mechanismy slouzi k vyStépeni chybné sparovanych bazi (base mismatches) nebo
chemicky modifikovanych bazi (véetné thyminovych dimerd). Uplatiluji se nejen
pfi poskozeni bunky UV-zarenim (popf. jinym mutagenem) ale také pii odstranéni
spontannich mutaci, k nimz dochazi chybnym zafazenim nukleotidd v pribéhu replikace
DNA. Enzymovy apardt je schopen piislusnou mutaci nejen vyhledat, ale také vyStépit
poskozenou Cdst fetézce anahradit ji nové vytvofenym usckem s puvodni sekvenci
nukleotidi.

¢) Rekombinacni oprava je prozatim nejméné prozkoumanym reparaénim mechanismem.
Jeho podstatou je cilend rekombinacni vyména poskozenych a nepo$kozenych usekil mezi
dvéma molekulami DNA. Tento proces piipominéd crossing-over. Jeho vyslcdkem je jedna
zcela opravend molekula DNA, zatimco ve druhé, nefunkéni molckule jsou kumuloviny
vSechny mutované oblasti.

Nisledky poSkozeni mutatorovych geni

Mutace v genech tidicich reparacni procesy mohou byt pfi¢inami riznych hereditarnich
i sporadickych malignit. I kdyz defekty reparacnich enzyml samy nemaji ptimy vliv
na poruchu regulace buné¢ného délenti, vyrazné zvysuji pravdépodobnost mutaci onkogent
a tumor supresorovych gent. Proto pacienti trpi (Casto opakované) nadorovymi
chorobami, které byvaji pricinou jejich pred¢asného tmrti.

Mutace v riznych genech fidicich excizni reparaci (zejména v genech MSH2 a MLHI
fidicich ,,mismatch repair) byly nalezeny napf. u hereditirniho nepolypézniho karcinomu
tlustého stfeva neboli HNPCC (hereditary non-polyposis colon cancer). Tato malignita
piedstavuje témer 15 % viech pripadi kolorektalnich karcinomii (tj. karcinoma stfeva a rekta)
a jako geneticky podminéna porucha byva téz popisovan jako Lynchiiv syndrom.
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Poruchy opravnych mechanismt vedou ke kumulaci mutaci v celém genomu. Tento jev byva
- popisovan jako replikaéni chyby neboli RER (replication errors) apfislusné nadory
pak jako ,,RER-pozitivni*. Zpravidla se vak nejedna o poruchy funkce samotn¢ DNA-
polymerazy, jak se diive predpokladalo, ale o jiz zminéné geneticky podminéné defekty
reparacnich procest. Replika¢ni chyby se ¢asto objevuji v kratkych opakujicich se sekvencich
genomu, zejména v mikrosatelitech (viz téz 18.4.). Tento zvySeny vyskyt mutaci
v mikrosatelitnich sekvencich se nazyvd mikrosatelitni instabilita a je typicky pro vétSinu
nadora vzniklych na bazi poruchy repara¢nich mechanismu.

U nékterych vzacnéj$i syndromi vyvolanych poruchami reparace DNA nalézame dokonce
chromozomovou instabilitu, tj. zvySeny vyskyt strukturnich chromozomovych aberaci,
zejména zlomu. Tyto aberace zpravidla nebyvaji specifické pro jeden konkrétni chromozom,
ale postihuji celou chromozomovou sestavu pacienta. Proto oznacujeme tuto skupinu
onemocnéni jako syndromy chromozomové instability. Vysoky nartst chromozomovych
aberaci lze pozorovat zejména tehdy, pokud kultivované builky pacienta vystavime plisobeni
mutagenni latky, popf. zafeni.

Prikladem syndromu chromozomové instability je onemocnéni zvané xeroderma
pigmentosum (volné preloZeno ,,pigmentovana suchd kiize™). Pacienti maji mutaci v jednom
z genl fidicich syntézu endonukledz, které vystépuji chybné sparované i1 geneticky
modifikované baze. Proto jsou extrémné citlivi na slunecni svétlo, které obsahuje urcity podil
mutagenniho UV-zafeni. Jejich kize je velmi hrubd, vyrazné pigmentovand a vytvareji
scnani cetné nadory. VEtSina pacientG umird v disledku rozvoje nékteré znadorovych
chorob pred dovrienim 20 let. Xeroderma pigmentosum ma autozomove recesivni prenos,
takzc k jejimu projevu je nutnd mutace obou alel piisluSného genu. O dalSich syndromech
chromozomové instability pojednava zvlastni text.
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Polymorfismy, jejich podstata a vyznam
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a 1ékai'ské genetiky FN Motol 2. LF UK Praha

Proménlivost neboli variabilita je jednim z typickych znaki Zivého organismu. Jeji studium
tvori (spolu s poznanim dédi¢nosti) zékladni napli vsech genetickych oborl. Kazdy znak
je do ur¢ité miry variabilni, coz mize byt podminéno bud’ vlivem faktord vngj§iho prostredi,
ancbo geneticky — tj. pritomnosti prisluinych alel. Jiz Mendelovy pokusy nas presvédcuyi
otom, Zeodkazdého genu mibZe existovat vice alel. Jejich rozdilnost je podminéna
odchylkami v sekvenci DNA.

Pokud je od uritého jevu znamo vice variant, oznacujeme kazdou takovou konkrétni variantu
jako polymorfismus. Znamena to, ze i kazdd alela je polymorfismem daného genu. Vyskyt
polymorfismi je proto projevem variability. V nékterych publikacich jsou dokonce pojmy
variabilita, proménlivost a polymorfismus navzijem sméSovany.

Mutace a polymorfismy v populaci

Kazdy novy polymorfismus vznikd zménou DNA - tedy mutaci. Presto byvaji terminy
polymorfismus a mutace v obecné iklinické genetice odliSovany. Za polymorfni byvaji
povazovany takové varianty (resp. alely), jejichZz popula¢ni frekvence (tj. podil vyskytu
v populaci) je vy$3i nez 1 %. Znamend to, ze jde oalely, které zpravidla nepfedstavuji
pro svého nositele Zadnou piimou nevyhodu, aproto nejsou nijak selektovany. Osoba
vét§inou neni nijak postizena, aproto se miZe reprodukovat bez jakéhokoliv omezeni.
Piipadny negativni uéinek polymorfismd se mize projevit jen v kombinaci s jinymi faktory
(napi. vlivem faktor vnéjsiho prostedi nebo spolutcasti mutovanych alel jinych gend).
Minimalni vliv na svého nositele maji neutralni mutace, resp. mutace se stejnym smyslem
a také mutace v nekddujicich oblastech genomu.

Jednim z typickych polymorfismii u ¢lovéka je X-vazany (gonozomove recesivni) deficit
enzymu glukéza-6-fosfat dehydrogenizy, ktery nijak pfimo neohrozuje svého nositele.
Zpusobuje viak citlivost na semena kotiského bobu a na nékteré léky, zvIaSté na primachin
(pouzivany k lé¢bé maldrie), fenacetin a sulfonamidy. Po poziti téchto l€kd, resp. potravin
obsahujicich bob dochazi u postizenych k akutni hemolytické krizi (tézké anémii).
Od latinského nazvu bobu (Vicia faba) pochézi i termin ,favismus®, ktery se pro tuto poruchu
¢asto pouziva.

Velky pocet polymorfnich variant je typicky také pro hlavni histokompatibilni komplex
(MHC, resp. HLA), jenz obsahuje tii tiidy gend, které maji vyznam pfi imunitni odpovedi.
I tiida obsahuje geny HLA-A (23 alel), HLA-B (47 alel) a HLA-C (8 alel); 2. tfida HLA-DP
(6 alel), HLA-DQ (3 alely) a HLA-DR (14 alel). Protoze jejich produkty jsou ucinnymi
avysoce polymorfnimi antigeny, mohou vyvoldvat zdvazné problémy pfi transplantaci
organti, nebot hrozi nebezpeti, 7e budou odvrzeny imunitnim systémem piijemce a cely
zakrok bude tudiz netspéiny. Pritom pravdépodobnost ndhodného vyskytu odpovidajici
kombinace HLA v lidské populaci je priblizné 1/200 000, proto byvéa nalezeni vhodného
organu k transplantaci velmi obtizné a Casto trva dlouh¢ roky.

U nékterych alel histokompatibilitniho systému byla prokdzana urcitd asociace s nékterymi
(zejména autoimunitnimi) chorobami. Znamena to, Ze osoby stémito alelami maji
ve srovnani s ostatnimi jedinci zvySené riziko (av8ak nikoli jistotu) vzniku pfisluSn€ho
onemocnéni. K nastupu onemocnéni v$ak unich dochdzi aZ po zisahu urcitych (v mnoha
pripadech jesté neobjasnénych) vngjsich faktord. Predpokldda se, Ze nemaly vliv na rozvoj
chorob maji v téchto piipadech infekce nékterymi konkrétnimi druhy bakterii nebo jinymi
patogeny.
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Za mutaci (v uz§im slova smyslu) byva povaZovina varianta, jejiz populacni frekvence
je niz§i nez 1 %. Znamend to, Ze piisluina mutantni alela snizuje zivotaschopnost nebo
fertilitu piislusného jedince, proto je v daleko menSi mife piedavana potomkim.
V extrémnich piipadech jsou nositelé mutaci zcela neplodni nebo umiraji pied dosazenim
dospélosti, takze viechny mutantni alely, které se v populaci vyskytuji, jsou disledkem
novych mutaci (tzv. mutaci de novo).

Nefiplna penetrance monogennich chorob

V soucasnosti se ukazuje, e mnohé zmény DNA, které byly povazovany za neutralni
afazeny k polymorfismiim, mohou mit na své nositele urcity vliv. Ten byl prekvapivé
prokdzan i unékterych mutaci se stejnym smyslem a umutaci v intronovych oblastech.
Ukazuje se, Zetyto zmény mohou napiiklad ovliviiovat miru genové exprese a spolu
s polymorfnimi alelami dalsich gent ovlivnit rozsah a zdvaznost urc¢itého postiZzeni. Proto
zname i u monogennich chorob rtizné lehéi, tézsi, ¢i netypické formy. Extrémnim piipadem
jsou monogenni choroby s netiplnou penetranci. V tomto piipad¢ jde o poruchy, ktere
se projevi pouze u nékterych nosi¢t mutantni alely. Uvedené skutcénosti ukazuji, ze hranice
mezi mutaci a polymorfismem je ve skute¢nosti velmi nejista.

Nelplnd penetrance se projevuje zejména u autozomove dominantnich chorob. Piiklady
takovych onemocnéni jsou hereditirni pankreatitida, roz§tépova deformace ruky
(cktrodaktylie), nebo neurofibromatdza typu 1 (téz neurofibromatédza von Recklinghausen).
Pfi posouzeni pfenosu choroby s nelplnou penetranci se setkame s nepostizenymi jedinci,
kteri viak museli mutantni alelu zd&dit od postizeného piedka, nebot’ ji predali svym rovnéz
postizenym potomkiim.

Mira penetrance sc vyjadfuje zpravidla v procentech. Tak napf. ektrodaktylie ma 70 %
penetranci. Znamena to, Ze 70 % nosi¢i mutantni alely je postiZeno, zatimco zbyvajicich
30 % nosicu je zdravych.
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Molekularni podstata a identifikace polymorfismi DNA
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékaiské genctiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Geneticky podminéné polymorfismy jsou tvofeny variabilnimi sekvencemi DNA v daném
lokusu. Odlignosti mezi nimi mohou mit riznou molekularni podstatu. Rozeznavame:

1) Nukleotidové substituce neboli SNP (single nucleotide polymorphisms) jsou zpravidla
rozdily natrovni jediného paru bazi. V mnoha pfipadech jelze identifikovat pomoci
restrikénich endonukledz, nebot substituce jediného nukleotidu mize v prisluSném useku
vytvofit nebo naopak zrudit restrikéni (3t€pné) misto. V tomto pfipadé hovofime o tzv.
polymorfismu restrikénich fragmentd neboli RFLP  (restriction fragment length
polymorfism). Pokud v piisluiné polymorfni sekvenci lezi cilové misto pro restrikéni
endonukledzu, vytvori se plisobenim tohoto enzymu dva rizné dlouhé fragmenty DNA, kter¢
Ize identifikovat pomoci elektroforézy. Pokud je naopak pfitomna jind polymorfni sekvence,
kterd restrikéni misto neobsahuje, vznikne jediny del3i fragment. V piipad¢, Zze je dany
polymorfni tsek vcvazbé s genem, jehoz mutovand alela zplisobuje ur€ité geneticky
podminéné onemocnénti, lze v piislusné rodiné identifikovat postizené osoby, popf. pfenasece
mutantni alely, aniz bychom znali presnou lokalizaci a charakter pfislusné mutace. Tento
piedpokliad je podstatou tzv. nepfimé DNA diagnostiky. Alternativni Stépna mista poskytuji
cenné znacky neboli markery pro mutované alcly.

Kromé RFLP rozlisujeme je$té tzv. nukleotidové substituce (SNP) v uzsim slova smyslu,
které ncobsahuji cilové sekvence pro restrikéni endonukledzy, ale mizeme je identifikovat
alelové specifickou hybridizaci, popt. pomoci genovych ¢&ipt. Také tyto polymorfismy lze
pouzit pii nepiimé diagnostice geneticky podminénych onemocnéni.

2) Tandemové repetitivni sekvence neboli VNTR (variable number of tandem repeats) jsou
podminény zménou poétu sekvencné shodnych usekd (repetic), které se tandemové (za sebou)
opakuji. Rozdilny pocet repetititivnich sekvenci zptisobuje odlisnosti v délce ur¢itého useku,
ktery tuto polymorfni oblast obsahuje. Pomoci b&znych molekuldrné biologickych vysetieni
identifikujeme zejména minisatelity, tj. Useky tvofenymi variabilnim poctem repetic
dlouhych 15-40 bp.

Od vyse popsanych VNTR v uz§im slova smyslu odlidujeme jeSté tzv. kratké tandemové
repetice neboli STR (short tandem repeats). Jsou tvofeny mikrosatelity, u nichz délka jedné
repetitivni jednotky kolisd mezi 1-4 bp.

DNA fingerprinting

Také tandemové repetice mohou slouzit jako markery pfinepiimé diagnostice geneticky
podminénych onemocnéni v urcitych rodinach. Casto se viak také vyuZivaji ve forenzni
genetice k identifikaci osob, popf. pii paternitnich sporech, nebot’ rozdilny pocet opakovani
vytvari od daného Gseku vEétSinou velky polet ,,alel“ o rizné délce. Kazdy jedinec ma
proto zcela charakteristickou konstituci t&chto polymorfnich usekid a pravdépodobnost, ze by
se stejnd kombinace vyskytla u jiné osoby, je minimdlni. Na tomto poznatku je zaloZena
skupina metod oznafovanych jako DNA fingerprinting. Nizev fingerprinting”
(,,otisk prstu”) odrazi skute¢nost, Ze sckvence bazi v genomu kaZdého jedince je stejné
unikatni jako otisk prstu. Proto se také v ¢estiné pouziva pfekladovy nazev ,.genetické otisky
prstit, i kdyZ uvedené metody nemaji se skute¢nou daktyloskopii nic spole¢ného.

Prvni vy$etfeni metodou DNA fingerprinting byla zaloZena na analyze minisatelitovych
polymorfismit typu VNTR. Po enzymatickém roz$tépeni (plisobenim restrikénich
endonukleaz) byla vySetiovand DNA prenesena Southernovou metodou na membranu.
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Hybridizace s radioaktivné znacenou sondou umoznila detekei useki tvorenych mnoha
VNTR zriznych chromozomi. Po aplikaci sondy bylo mozné na mebran€ pozorovat
tzv. multilokusovy fingerprint, tvofeny velkym poctem rdzné intenzivnich arizné
vzdalenych pruht. Usporadani téchto pruht ptipomina cérovy kéd, jimz jsou oznaCovany
vyrobky. Tento vysledek umoziiuje velmi pfesnou identifikaci osob z jakéhokoliv
biologického materidlu obsahujictho DNA, coZz mad vyznam zejména v kriminalistice.
U paternitnich testi by mél byt kazdy prouzek v ,farovém kodu™ ditéte pritomen bud’
ve fingerprintu matky nebo ve fingerprintu otce. Lze piedpokladat, ze kromé jednovajecnych
dvojcat je multilokusovy fingerprint pro kazdou osobu zcela specificky a pravdépodobnost,
ze by se stejné uspotadani vyskytlo u jiného nepfibuzného jedince, je minimalni.

Uvadi se, ze pravdépodobnost vyskytu stejnych fingerprintii u dvou navzijem nepribuznych
osob je v pfipadé optimalni kombinace detek¢nich systémda 1 : 10", Pritom soucasné lidska
svétova populace dosahuje poétu asi 6 miliard (. 6.10%) jedinet. Lze si proto jen tézko
predstavit, ze bychom mohli kiivé obvinit osobu, ktera by ndhodné méla steyny vysledek
analyzy VNTR jako pachatel trestného ¢inu. Stejné tak byva vysledek fingerprintu
presvédcivym dikazem paternity.

Zvedeni ,,genetickych otiskd™ bylo velkym prokrokem ve forenzni medicin€. Piesto se Casem
objevily rizné praktické problémy s reprodukovatelnosti, srovnatelnosti a interpretaci, coz
postupné vedlo k omezeni vyuZziti této metody. NeteSitelnou komplikaci byl také pozadavek
na ziskani pomérné velkého mnozstvi DNA, coz nebylo zejména v kriminalistice u mnoha
biologickych stop mozné zajistit. Proto bylo tfeba vyvinout nové modifikace, které odstranuyji
nevyhody pivodniho protokolu.

Nové postupy jsou zalozeny na metodé PCR, ktera je mnohem citlivej§i a umoziuje
zpracovani velmi malého mnozstvi vzorku. Zakladnim postupem je vétSinou amplifikace
urcitych polymorfnich minisatelitnich lokust pomoci PCR.

K soucasné syntéze vétsiho poctu polymorfnich usekl lze pouZit metodu multiplex PCR.
Citlivost analyzy nyni zvySuje i moznost vySetfeni mikrosatelitovych VNTR, u nichz jsou
rozdily v délce jednotlivych tsekt daleko mensi nez v pripadé minisateliti. Tyto rozdily lze
prokédzat automatickou fragmentovou analyzou (napt. pomoci kapildrni clektroforézy). Urcita
nevyhoda analyzy mikrosatelitovych VNTR spodiva v jejich vys$i mutabilité. Znamena to,
Ze se zde vice projevuji spontdnni mutace, které mohou (napf. piiur¢eni paternity) zkreslit
vysledek vySetieni, popi. snizit pocet diagnosticky vyuzitelnych usekll. DNA fingerprinting
Ize aplikovat i pii analyze variabilnich tsekd v mtDNA, ktera byva v nékterych pripadech
jedinym materialem vhodnym k vysetieni.
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Dédicnost a proménlivost — zakladni vlastnosti Zivych organismi
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Chceme-li popsat uréitého jedince, viiméame si jeho vzhledu, utvéfeni trupu, hlavy a koncetin,
barvy o &i vlasii, vysky postavy, povahovych ryst, inteligenénich ¢i manualnich schopnosti,
zdravotniho stavu a mnoha dalsich vlastnosti. Tyto vlastnosti, které mizeme zjistit piimym
pozorovanim jedince, se nazyvaji znaky.

Kazdy znak mize mit wr¢itou konkrétni podobu. U lidskych jedincd naptiklad pozorujeme
odlignou barvu o¢i (modra — zelend — $edd — hnéda) nebo riiznou barvu vlast (Cemnd — svetla —
rezava). Za znak, resp. jeho konkrétni formu Ize povazovat i piitomnost ¢i nepfitomnost
ur¢itého onemocnéni, resp. konkrétnich patologickych zmén. Tyto a mnohé daldi znaky lze
hodnotit na zdkladg jejich kvality, tj. pritomnosti ¢i absence urCit€ho projevu. Proto
je oznacujeme jako znaky kvalitativni.

Konkrétnim znakem charakterizujicim daného jedince je viak tak¢ vySka postavy,
popi. hmotnost nebo 1Q, tj. vlastnosti, které méfime a vyjadiujeme v ¢iselnych hodnotach.
V tomto piipadé jde o kvantitativni neboli metrické znaky.

S pokrokem biochemie, imunologie a fyziologie pribyly dalsi parametry, jimiz lze
charakterizovat jedince, popi. jeho zdravotni stav. Ackoli tyto hodnoty zpravidla nemiZeme
studovat pfimym vizudlnim pozorovanim, Ize je rovnéz povazovat za znaky. Tak muiZeme
mezi kvalitativni znaky zafadit napt. krevni skupiny (napf. ABO, MN systém, Rh~faktor atd.)
nebo transplantaéni antigeny. Mezi kvantitativni znaky naopak patii napt. vitalni kapacita
plic, krevni tlak, hladiny hormont, enzymi ¢i protilatek v krevnim séru, hodnota glykémie,
popi. koncentrace jinych biochemicky vyznamnych latek.

Kazdy ¢lovék se v mnoha znacich podoba svym rodi¢tm, popf. dal§im pfibuznym. Nekteré
znaky jsou spoleéné viem piistusnikim lidského drubu (Homo sapiens), jiné jsou uzce
individualni, tj. typické pouze pro danou osobu nebo nevelky pocet jedinel. Z uméleckych dél
a historickych pramenfi vime, Ze se pfislusnici nékterych panovnickych rodii vyznacovali
stejnymi oblicejovymi rysy, méli shodné nebo podobné povahové vlastnosti a schopnosti
a nezfidka také trpéli stejnymi chorobami. Prikladem jsou potomci britské kralovny Viktorie,

v jejimz rodu se nékolikrat vyskytla hemofilie (geneticky podminénd porucha srazlivosti
krve).

Schopnost organismii vytvafet potomky sc stejnymi nebo podobnymi znaky se nazyva
dédicnost neboli heredita a patii k zakladnim vlastnostem vech zivych systémil. Znaky,
které se prenaSeji prostiednictvim dédi¢nych vloh neboli geni zgenerace na generact,
oznacujeme jako dédicné neboli hereditarni. DédiCnost ma vyznam nejen pro pienos
nékterych uzce vyhranénych vlastnosti (Casto specifickych jen pro nékolik pribuznych
jedinctl), ale zajiituje predeviim zachovani jednotlivych biologickych druhii v pribéhu
mnoha generaci.

Geny jsou zdkladnimi jednotkami dédi¢né neboli genetické informace, kterd je zakddovana
v molekulach nukleovych kyselin. U organismid s bunécnou stavbou (¢lovéka ncvyjimaje)
je nejvyznamnéjsim pienaleCem genetické informace deoxyribonukleova kyselina neboli
DNA (z anglického deoxyribonucleic acid) obsazend piedevSim vbunéCném jadre.
Jeji dlouha vlaknitd makromolekula obsahuje piesné informace k syntéze jednotlivych
protein{l, které pak piimo ¢i nepfimo ovliviiuji utvafeni konkrétnich znakd. Znamena to,
7e kazdy gen lze ztotoZnit s urlitym usekem DNA, podle néhoz se vytvari konkrétni
protein. Souhm veskeré DNA v urcité buiice, popf. organismu nazyvame genom.
Zjednodusené lze téz Fici, Ze genom je souborem vsech gent (dédi¢nych vloh) dancho
organismu. Prostiednictvim pohlavnich bunék se geny prenaseji z rodicl na potomky.

39



Zdanlivym protikladem dédi¢nosti je proménlivost ncboli variabilita. Timto pojmem
oznacujeme vzajemnou odli¥nost jedinci jednoho druhu, popi. jejich rozdilnou schopnost
reagovat na podminky vnéjsiho prostfedi. Projevem variability je rozdilné utvafeni
kvalitativnich i kvantitativnich znakd u jedincd stejného druhu. Existence promeénlivosti
je nezbytnou podminkou k poznani dédi¢nosti. U clovéka tak mizeme napf. sledovat,
ve kterych znacich se prislusnici jedné rodiny vzajemng lisi, které konkrétni formy znaka
se vyskytuji jen u nékterych osob a které se naopak prenaseji beze zmény.

Konkrétni utvateni kazdého znaku, resp. jeho variabilita, jsou podminény dvéma slozkami:

a) vnéj$im prostedim (environmentdlng) — u ¢lovéka napf. mnozstvim a sloZenim potravy,
fyzickou aktivitou, socidlnimi podminkami, piitomnosti plivodct infekénich onemocnéni,
koncentraci toxickych latek v Zivotnim prostiedi (tj. ve vzduchu, v piid€, v pitné vodé apod.),
uzivanim urcitych Iéki atd.

b) geneticky — tj. pFitomnosti a kombinaci konkrétnich dédicnych vloh prendSenych
z generace na generaci. Téméf kazdy gen miize vytvaret vétsi mnozstvi konkrétnich, do urcité
miry rozdilnych forem. Podle toho se mohou liit i vn¢jsi znaky organismu, které jsou danym
genem podminény. Extrémnim piipadem genetické variability jsou mutované geny, které
zplisobuji, e se znak vlibec nevytvori, nebo se vyvine vabnormalni ¢i zcela nefunkéni
podob¢.

Pii vyjadieni vétdiny znakl se vzajemné kombinuji obé sloZky, tj. dédi¢nost i prostredi.
Také mnohé lidské nemoci jsou podminény obéma vlivy zéroveil. Znaky, resp. choroby,
pfi jejichz vzniku se spole¢né uplatiuje genetickd 1environmentdlni slozka (tedy vice
faktort), oznacujeme jako multifaktoridlni.

Nauka o dédi¢nosti a proménlivesti Zivych organismi se nazyva genetika, Studuje
a vysvétluje pravidla, jimiz sefidi prenos dédicnych znakil zrodiCovské generace
na potomstvo. Zabyvé se viak nejen mechanismem jejich pienosu, ale také objasiiuje,
pro¢ jsou potomci v mnoha znacich odli$ni odsvych rodicli apro¢ se lisi navziajem.
Nazev genetika pochdzi od latinské¢ho genus (rod). Toto pojmenovani zavedl roku 1906
britsky badatel William Bateson (1861 — 1926).
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Genové interakee a dédiénost kvantitativnich znaku
’ Eduard Kodarek
Ustav biologie a lékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Badatelé diive predpokladali, Ze kazdy znak je podminén jednim genem. Ve skutecnosti jsou
vSak takové situace pomémné vzdcné adaleko castéji  zjiStujeme, Ze znak vznika
spoluptisobenim vétsiho poctu genu. Tyto jevy oznaCujeme jako genové interakce.
O konkrétni podobé znaku pak rozhoduji alely viech zucastnénych gent.

Nazornym prikladem jednoduché genové interakce je vznik barvy kveéta u hrachoru (Lathyrus
odoratus). Bylo zji§téno, ze vznik tohoto znaku je podminén spoluptisobenim dvou geni:

— Dommantni alela genu C fidi tvorbu enzymu, jenz katalyzuje vznik bezbarvého prekurzoru
kvétniho barviva antokyanu. Recesivni alela ¢ tento enzym ncvytvari.

— Dominantni alela druhého genu R fidi tvorbu jiného enzymu, jenz preménuje bezbarvy
prekurzor na syté Cerveny antokyan. Naopak recesivni alela r piislu§ny enzym nevytvari.

Z vyse uvedeného je zfeymé, Ze ke vzniku kvétniho barviva je nutna pritomnost dominantnich
alel obou gent (C 1 R). Pokud je jeden gen zastoupen pouze recesivnimi alelami (cc nebo 1r),
kvéty jsou bilé bez ohledu nato, Ze od druhého genu je pritomna dominantni alela. Tato
genova interakce se nazyvd komplementarita.

V uréitych ptipadech mize byt jeden znak podminén riznymi geny ak jeho vyjadieni
zpravidla staci jedina dominantni alela jednoho ztéchto genll. Tento vztah nazyvame
duplicitni interakce. Geny maji vtomto pfipad¢ stejnou nebo velmi podobnou tfunkei
aneziidka uvazujeme o jejich shodném evoluénim plvodu. Studie genomi riznych
organismi ukdzaly, Zze mnohé geny vznikly béhem vyvoje zdvojenim neboli duplikaci
jediného genu (v nekterych pripadech doslo k této duplikaci dokonce opakovang).

Nékdy se ucinek téchto geni scitd (kumuluje), pak jde o kumulativni duplicitni interakei.
Projev znaku je pak ovlivnén poctem dominantnich alel obou gent.

AZ dosud jsme se vénovali pouze kvalitativnim znakdim, které maji dva nebo vice
alternativnich projevi (napf. barva kvétu, tvar semen, krevni skupiny apod.). Vznik téchto
znakll ovliviiuji tzv. geny velkého aéinku (téZ majorgeny).

Soucasti fenotypu jedince jsou vak také kvantitativni neboli metrické znaky, jejichz projev
lze vyhodnotit pouze méfenim uréitych parametri (naptf. vySky téla, hmotnosti téla,
inteligen¢niho koeficientu atd.). Jsou fizeny velkym poétem genl — tzv. polygeni ncboli
genti malého G¢inku (téz minorgent). Utinek téchto gend se scitd, takze jde o duplicitni
kumulativni interakei. Castéji viak pouzivame obecnéjiiho ndzvu polygenni dédi¢nost.

V pripadé polygenni dédi¢nosti kvantitativnich znakd zpravidla nelze v potomstvu vymezit
jednotlivé fenotypové odlisné skupiny a stanovit presné $tépné poméry, nebot’ mira projevu
znaku plynule stoupd od jedinch s nejniz$i hodnotou k jedincim s maximdlni hodnotou.
Hodnotime-li pomé&rna zastoupeni jedinct s riiznou intenzitou fenotypového projevu, zjistime,
ze jejich  proporce odpovidaji normalnimu rozloZeni <¢etnosti charakterizovanému
Gaussovou kiivkou neboli nmormadlou. Pro toto rozlozeni je typické, Ze nejméné jsou
zastoupeni jedinei s extrémné nizkymi nebo naopak extrémné vysokymi fenotypovymi
hodnotamt, zatimco nejvyssi podil tvori jedinei s hodnotami blizkymi praméru.

K hodnoceni variability metrickych znakQ s normdlnim rozloZenim pouzivame statistické
metody. Znashromdzdénych dat pocitame kromé aritmetického priaméru také
smérodatnou (standardni) odchylku. Tato hodnota charakterizuje rozmezi, v jakém
se zji§tén¢ hodnoty odchyluji od priméru, a udava tak tvar Gaussovy kfivky.

Kombinace urcitych polygenii je pouze jednim z predpokladd k vyjadieni daného znaku.
Jeho konecna podoba je vSak vyrazné formovana také vlivem prostiedi, napf. klimatickymi
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vlivy, mnozstvim potravy, pritomnosti paraziti nebo predatori. U ¢lovéka hraje velkou roli
také vychova, socialni zazemi a vzdélani. Proto jc naprosta vétsina polygennich znakl
podminéna multifaktorialné — tj. kombinaci genetickych vlivi a faktord vné&jsiho prostiedi.
V mnoha piipadech je tieba posoudit, do jaké miry se pii vyjadieni urcitého znaku uplatiuji
genetické vlivy. Tyka se to nejen béznych metrickych znaki ale také mnoha polygenné, resp.
multifaktirialng dédi¢nych chorob. Proto u multifaktorialné podminénych znakl stanovujeme
heritabilitu neboli dédivost. Jde o hodnotu, ktera udava miru dédi¢ného urcéeni znaku.
Casto ji vyjadifujeme jako tzv. koeficient heritability oznacovany h?. Tato hodnota je déna
pomérem geneticky podminéné variability (V) a celkové fenotypické variability (Vp), ktera
odrazi spole¢ny vliv genotypu i faktori vnéjsiho prostiedi:
Vg

Py

h™=

Ve

Hodnoty Vi a Vp urfujeme statistickymi vypocty jako varianci (V) neboli rozptyl mctenych
hodnot (jde o druhou mocninu smérodatné odchylky).

Heritabilita, resp. koeficient heritability se vyjadfuje desetinnym Cislem od nuly do jedné
nebo v procentech (0 — 100 %). Cim je dédivost vyssi, tim vyznamnéjsi je role genotypu
pii vyjadieni dancho znaku. Naopak nizka heritabilita svédéi o rozhodujicim vlivu faktord

prostiedi.

Heritabilitu zkoumaného znaku lze odhadnout na zdklad€ studia jeho vyskytu u dvojéat.
U ¢lovéka a vétsiny savci se dvojata vytvareji dvéma cestami:

— Dvojvajeéna neboli dizygotni dvojéata vznikaji v pripadé, kdyz v téle matky soucasné
dozraji dvé vajitka akazdé jeoplozeno jinou spermii. Z genetického hlediska jsou
dvojvajetna dvojcata pouze dva stejné staii sourozenci, ktefi mohou byt odli§ného pohlavi
a maji v priméru 50 % shodnych alel. Proto se v mnoha znacich LSl

_ Jednovaje&na neboli monozygotni dvojéata jsou daleko vzacnéjsi. Vytvarteji se z jediného
oplozeného vajicka. V tomto piipadé dochdzi po prvnim jaderném déleni zygoty k Gplnému
oddéleni dcefinych bunék (tzv. blastomer). Z kazd¢ blastomery pak vznika novy jedinec.
Z genetického hlediska jsou monozygotni dvojcata zcela identicka, nebot’ maji vSechny alely
shodné. Jejich vzajemné rozdily v nékterych znacich jsou podminény pouze vlivem prostiedi.

Pozorujeme-li shody arozdily vevyskytu urCitého znaku u dostate¢ného poctu part
jednovaje¢nych i dvojvajecnych dvojcat, Ize heritabilitu odhadnout podle vzorce:

Kz —Kpz
H:
100 — Kpy
kde H — heritabilita v procentech, Kmz — konkordance umonozygotnich dvojcat

(tj. percentudlni podil pard jednovajenych dvojcat, kde se sledovany znak objevil u obou
jedinct), Kpz — konkordance u dizygotnich dvojcat (4. percentudlni podil par dvojvajecnych
dvojcat, kde se sledovany znak objevil u obou jedincii).
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Genotyp a fenotyp
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Témér kazdy gen ma vice konkrétnich forem neboli alel. Soubor vsech alel v burikach dancho
jedince oznacujeme jako genotyp. Pojem genotyp nelze sméSovat s genomem, nebot’ genom
je soubor viech molekul DNA piitomnych v dané burice, resp. v daném organismu.

Vnéj§im projevem genotypu je fenotyp. Za fenotyp povazujeme konkrétni soubor znaki,
které lze zpravidla zjistit pfimym pozorovanim jedince (napt. barva kvétl, utvareni semen,
vyska postavy atd.).

Pokusy, které provedl Gregor Mendel (viz samostatny text) ukéazaly, Ze rodice nepfedavaji
svym potomkidm hotovy znak, ale pouze urCitou vlohu (tj. alelu). Teprve kombinace
rodicovskych alel u potomka podminuje konkrétni podobu znaku, pficemz nékteré vlohy
se ve vysledném fenotypu nemusi projevit.

Znamym Mendelovym pokusem bylo kiizeni bé&lokvété a cervenokvété odridy hrachu.
Gen pro barvu kvétd se miize vyskytnout ve dvou rtznych aleldch. Jedna podmiiuje
Cervenou barvu, druha bilou barvu kvétu. Protoze chromozomy se v somatickych buiikiach
vyskytuji v parech, je od kazdého genu pfitomna také dvojice alel. Pokud se soucasné
vyskytnou ob¢ alely pro ¢ervenou barvu, bude mit rostlina ¢ervené kvéty. Stejné tak par alel
pro bilou barvu podmini vznik bilych kvéta. Pokud se viak vyskytnou v genotypu jedince dvé
odligné alely, uplatni se pii vzniku znaku pouze alela pro Cerveny kvét, kterou oznaCujeme
jako pievazujici neboli domimantni (z latinského dominus — pan), zatimco alela pro bily kvet
je ustupujici neboli recesivni (z latinského recedere — ustupovat). Lze téZ rici, Ze Cervend
barva kvétu je dominantni znak, zatimco bila barva kvétu je znakem recesivnim.
Dominantni alely zpravidla oznacujeme velkym pismenem (C), zatimco vyskyt recesivni alely
v genotypu zapisujeme malym pismenem (c). Jedinec tak miiZe mit v genotypu:

a) Obé& dominantni alely (CC) — v tomto piipadé¢ jde o dominantniho homozygota a rostlina
ma cervené kvety.

b) Obé& recesivni alely (cc) — vtomto piipadé jde o recesivniho homozygota a rostlina
ma bilé kvéty.

¢) Jednu dominantni a jednu recesivni alelu (Cc) — v tomto piipad€ jde o heterozygota.
Kvéty rostliny budou &ervené (stejné jako u dominantniho homoZzygota) nebot alela
C je dominantni vici alele c.

Vyuziti v klinické genetice

Terminy dominantni homozygot, recesivni homozygot a heterozygot pouzivame v genetice
zcela obecné. Plati to 1 pro genetiku klinickou, pokud posuzujeme vyskyt mendelovsky
dédieénych chorob v prislusné rodiné. Podle zplsobu dédicného prenosu také délime
monogenni choroby na recesivni a dominantni. Podle toho, zda je pfisluSny gen, jehoZ mutace
chorobu zplisobuje, vazan na autozomu nebo pohlavnim chromozomu, rozliSujeme:

— Choroby autozomové dominantni (napf. achondropldzie, Huntingtonova chorea,
polycystoza ledvin atd.);

— Choroby autozomové recesivni (napf. cystickd fibroza, hyperfenylalaninemie,
alkaptonurie, albinismus atd.);

— Choroby X-vazané dominantni (napf. hypofosfatemicka rachitis);

— Choroby X-vazané recesivni (napf. syndrom fragilniho chromozomu X, daltonismus,
hemofilie, Duchenncova a Beckerova muskularni dystrofie);

— Choroby holandrické (tj. vdzané nachromozom Y) - aZz nanékolik klinicky
nevyznamnych abnormalit (napf. ochlupeni usniho lalacku — tzv. Lhairy ear syndrome™)
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u Clovéka nezndme choroby, které by se timto zplisobem pienasely z generace na generaci
(zavazng¢jsi mutace genl na chromozomu Y totiz zpravidla zpusobuyi sterilitu).

Choroby vazané na pohlavni chromozomy se rovnéz oznacuji jako gonozomové. Fakticky
timto pojmem vSak rozumime pouze choroby viazané na chromozom X. Proto misto X-vazana
recesivni choroba Casto pouzivame vyrazu ,,choroba gonozomové recesivni® a podobné X-
vazané dominantni choroby oznacujeme jako ,,gonozomoveé dominantni. O autozomove
a gonozomov¢ vazanych chorobach blize pojednavaji samostatné texty.

Priklad 1

Zdravym rodi¢im se narodilo dit¢ s cystickou fibrozou (mukovisciddzou). Urcete genotypy
rodicl 1 postizeného ditéte.

Reseni: Cystickd fibroza je autozomové recesivni choroba. Oznaéme si dominantni alelu
pismenem ,,A* a recesivni alelu (zplisobujici cystickou fibrozu) pismenem ,,a*. Postizené dit¢
je v kazdém pripadé recesivnim homozygotem (aa).

Postizené dité muselo ziskat recesivni alelu od kazdého zrodicli. Protoze jsou ale rodice
zdravi, musi mit ve svém genotypu také alelu dominantni. Je tedy ziejmé, Ze rodice jsou
heterozygoti — Aa. V klinické genetice pouzivame pro zdravého heterozygota také termin
,prenased (tento pojem se vSak nepouziva jen u prenaseCstvi mutantnich alel, ale stejnc
oznaCujeme napf. v cytogenctice nepostizené jedince nesouci balancovanou chromozomovou
piestavbu).

Priklad 2

Partnerim postizenym achondroplazii se narodilo zdravé dité. Vysvétlete tuto situaci a urCete
genotypy vsech zminénych ¢lent rodiny.

Reseni: Achondroplazie je autozomové dominantni choroba. Ozna¢me si dominantni alelu
(zpasobujici achondroplizii) pismenem ,B“ arecesivni (,,zdravou) alelu pismenem ,b".
Protoze je dité zdravo, je zfejmé, Ze Zadnou dominantni alelu v genotypu nema — jeho genotyp
je tedy bb (recesivni homozygot). Jeho rodi¢e mu proto museli predat tuto ,,zdravou* alelu.
Protoze jsou ale oba postiZeni, je ziejmé, Ze druhd alela v jejich genotypu bude mutantni
(tj. dominantni alela B). Rodice jsou proto ziejm¢ heterozygoti (tj. Bb).

Poznamka: U prikladu 2 lze na heterozygotni konstituci okamzit€¢ usoudit 1z faktu,
ze se rodice postizeni dozili reprodukéniho véku. Dominantné homozygotni konstituce alel
(BB) je vptipad¢ achondroplazie (a mnoha dalSich autozomové dominantnich chorob)
prenatdlné, resp. perinatalné letalni.
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Mendelovy zakony
, Eduard Kocdarek
Ustav biologie a 1ékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK

Roku 1865 prosiovil Mendel na zasedani Ptirodovédného spolku v Brné prednasku na téma
Pokusy s rostlinnymi ktizenci (Versuche iiber Pflanzenhybriden), v niz formuloval zakladni
pravidla dédicnosti, kterd byla pozdéji zformulovana jako Mendelovy zdkony. O rok pozdéji
vysel text piednasky tiskem. Prace méla na svou dobu neobvyklou koncepci. Mendel jako
jeden z mala tehdejSich prirodovédet vysledky svych pokust nejen podrobné popsal, ale také
matematicky vyhodnotil. Zajimaly jej ptesné pocetni poméry kiizencil s jednotlivymi
vlastnostmi. Diky tomu mohl exaktni Gvahou vyvodit, ze kazdy znak je podminén pirem
vloh (viz téZ zvlastni text).

Mendel si k pokustim vybral velmi vhodny objekt — hrach sety (Pisum sativunt). Tato rostlina
se da velmi dobie péstovat 1 kiizit, vytvail pomémé velky pocet semen a navic od ni zndme
mnoho odrid s ruznymi geneticky podminénymi znaky.

Prvni Mendeliv zakon o uniformité hybrida

Znamym Mendelovym pokusem je kiizeni bélokvété a Cervenokveété odridy hrachu. Vioha,
resp. alela pro Cerveny kvét je dominantni (C), zatimco vloha pro bily kvét je recesivni (c).
Mendel pri svém pokusu zkfizil rostliny, znichz jedna byla dominantnim homozygotem
(Cervené kvéty, genotyp CC) a druha recesivnim homozygotem (bilé kvéty, genotyp cc). Tyto
rostliny piedstavuji rodi¢ovskou neboli parentalni generaci (P). Ukézalo se, Ze jejich veskeré
potomstvo oznacované jako prvni filidlni generace (generace F1) méd pouze Cervené kvéty.
U potomki se tedy projevil pouze jeden zrodiCovskych znakl. Znamend to, Ze vSichni
piisludnici generace F1 jsou heterozygoti (Cc) a protoze Cervend barva kvétl je dominantni
vici barvé bilé, bude jejich fenotyp shodny s fenotypem rodice, ktery je dominantnim
homozygotem. Tento poznatek oznaCujeme jako zdkon o uniformité kriZencii v prvni
generaci.

Druhy Mendeliv zdkon o $tépeni vloh

Pri nasledujicim pokusu Mendel vzdjemné kiizil uniformni hybridy z generace F1. Ukazalo
se, 7e v jejich potomstvu oznacovaném jako druhd filidlni generace (téz generace F2) sice
prevazovaly Cervenokvété rostliny, ale v urcitém podilu byli pfitomni také bélokvéti jedinci.
Podstatu tohoto $tépeni neboli segregace vloh v generaci F2 vysvétluje nasledujict
kombinac¢ni ¢tverec a schéma:

Kor.nvl:inace alel 1 rodic

rodicu z generace

F1 C C

2. rodic € _jc Ce

c Cc cc

Vysledné genotypy generace F2: CC Cc Cc cc
Vysledné fenotypy generace F2:  Cerveny cerveny Cerveny bily
Genotypovy pomeér: 1CC 2Cc lcc
Fenotypovy pomeér: 3 cervenokvété : 1 bélokvéta

Kiizenim heterozygoti z gencrace F1 tedy =ziskdvame dominantni homozygoty (CC),
heterozygoty (Cc) a recesivni homozygoty (cc) v genotypovém pocetnim poméru
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1 CC:2Cc:1cc. Dominantni homozygoti maji stejné¢ jako heterozygoti Cervene kvety,
zatimco bilé kvéty se objevi pouze u recesivnich homozygoti. Proto fenotypovy pocetni
pomér cervenokvétych a bélokvétych rostlin je 3 : 1 (75 % jedinci md dominantni fenotyp
a25% jedincl recesivni fenotyp). Uvedené poznatky jsou naplni Mendelova zakona
o segregaci alel a jejich kombinaci ve druhé generaci kiizenci.

Dédi¢nost barvy kvétd u hrachu je piikladem dédi¢nosti s aplnou dominanci. Pod timto
pojmem rozumime stav, kdy se ve fenotypu heterozygoti projevi pouze dominantni alela.
U nekterych jinych organismi vsak byly popséany piipady, kdy se pii vzniku znaku uplatiiuji
ob¢ alely. Pifkladem je rostlina kejklitka skvrnitda (Mimulus guttatus), jejiz dominantni
homozygoti maji ervené kvéty, zatimco recesivni homozygoti maji kvéty zluté. Kfizenim
dominantniho a recesivniho homozygota vznikne uniformni generace F1, jejiz ptislusnici v8ak
maji kvéty oranzové, tedy jakysi ,,pfechod mezi dominantnim a recesivnim znakem. Tento
piipad oznacujeme jako dédi¢nost sneaplnou dominanci. Provedeme-li kiizeni
heterozygotd z F1 generace, bude vF2 generaci fenotypovy Stépny pomér roven
genotypovému poméru, nebot heterozygoty lze odlisit od homozygotil. Pripad neaplné
dominance ukazuje, Ze vzdjemnou kombinaci riznych alel miize vzniknout nova podoba
znaku, ktera se u rodic nevyskytuje.

Treti Mendelliv zakon o volné kombinovatelnosti alel, dihybridismus

Kromé barvy kvéti lze u hrachu studovat dédi¢nost barvy a tvaru semen. Kazdy z téchto
znakl je podminén jinym genem. Barva semen muze byt bud’ zlutd (dominantni znak
podminény alelou G) nebo zelena (recesivni znak podminény alelou g). Tvar semen mize byt
bud’ zaobleny (dominantni znak podminény alelou R) nebo svrastély (recesivni znak
podminény alelou r). V obou pripadech jde o dédi¢nost s Giplnou dominanci.

Kiizime-li dvojitého dominantniho homozygota (GGRR), jenz vytvaii zlutd zaoblena semena,
s dvojitym recesivnim homozygotem (ggrr), jehoZz semena jsou zelend a svra$téld, ziskame
uniformni generaci F1. Jeji ptisludnici (dvojiti heterozygoti GgRr) maji oba dominantni znaky
(tj. zluta zaoblena semena). Tyto potomky oznatujeme jako dihybridy, nebot’ jde o kiizence
ve dvou sledovanych znacich.

V generaci F2 vzniklé vzajemnym kiiZenim heterozygoti GgRr ziskdme genotypovy $tépny
pomér:

1 GGRR : 2 GGRr: 1 GGrr: 2 GgRR : 4 GgRr: 2 Ggrr: 1 ggRR : 2 ggRe: 1 ggarr.

Z ného vyplyva fenotypovy Stépny pomér:

9 (G-R-) : 3(G-rr) : 3 (ggR-) : 1 (ggrr).

Znamena to, Zze 9/16 jedincl bude vykazovat oba dominantni znaky, 3/16 budou mit Zlutd,
ale svra§téla semena, 3/16 budou mit zelend, ale zaoblend semena a 1/16 potomkd bude
dvojitymi recesivnimi homozygoty se zelenymi svrastélymi semeny.

Vysledky kifizeni dihybridG ukazuji, ze alely segreguji v potomstvu nezivisle na sobé.
Kdybychom sledovali $tépeni pouze jednoho z obou znak, zjistili bychom stejné poméry
jako v piipadé krtizeni rostlin s odlisnou barvou kveétd (tj. genotypovy pomér 1:2:1,
fenotypovy pomér 3:1). Tento poznatek je ndplni Mendelova zidkona o volné (nezavislé)
kombinovatelnosti alel.
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Autozomové dominantni choroby
, Eduard Kocdrek
Ustav biologie a I¢karské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

K nejéastéj§im monogennim chorobdm patfi autozomové dominantni onemocnéni.
Znamena to, 7e se piisluina porucha dédi jako dominantni znak. PostiZené osoby jsou
véts§inou heterozygoti, nebot k projevu choroby sta¢i pfitomnost jediné mutantni alely.
Jedinci s autozomové dominantni chorobou maji v mnoha pfipadech alespoii jednoho
postizeného rodiée, ktery jim mutantni alelu pfedava. Pravdépodobnost, Ze se osobg s touto
chorobou narodi po shatku se zdravym recesivnim homozygotem stejné postizené dit&,
je 50 %. Pokud se postizeny potomek narodi obéma zdravym rodi¢tim, znamena to, Ze jde
o0 nové vzniklou mutaci neboli mutaci de novo, k niz doslo v gametach jednoho z rodic.

Achondroplazie (chondrodystrofie)

K autozomové dominantnim onemocnénim patii achondroplazie zpiisobend mutaci genu
FGFR3. Tento gen fidi syntézu receptoru, jenz vaze tzv. fibroblastovy ristovy faktor
(fibroblast growth factor neboli FGF). Tato interakce umoziuje spravnou koordinaci ristu
a diferenciace chondrocyti (tj. bunék tvoficich chrupavku). V ptipadé mutace genu FGFR3
jerist chrupavkové tkané vyrazné omezen apacienti se rodi s napadné zkracenymi
konc&etinami i dal§imi poruchami vyvoje kosti.

K mutaci v genu FGFR3 dochazi pomérné ¢asto, proto u 80 — 90 % jedincil s achondroplazii
nalézame tuto mutaci de novo. Asi 3 — 5 % pacientl s timto postizenim umird neocekavané
b&hem prvniho roku Zivota. V3ichni pacienti, které potkdvame v genetickych poradnach, jsou
heterozygoti, nebot’ vyskyt mutantnich alel vhomozygotni sestavé je perinatalné letalni
(dominantni homozygoti umiraji tésn& pied narozenim, v dob& porodu, popf. kratce
po porodu). Reprodukce postizenych osob (heterozygotl) je mozna, vyjime¢né nejsou ani
snatky mezi stejné postizenymi partnery.

Huntingtonova choroba

Klinicky  velmi  zdvaznd  je Huntingtonova  (¢ti  ,Hantyngtonova®™) choroba.
Jde o neurodegenerativni poruchu, kterd se rozviji zpravidla az po dosazeni véku 30 — 40 let
(vzacndji i pozd&ji). Zpocatku se projevuje poruchami koordinace pohybil, ncobvyklymi
grimasami a mimovolnymi zaskuby. Proto se tato porucha oznacuje také jako Huntingtonova
chorea. Pod pojmem chorea (odvozenym zfeckého choreia — tanec) rozumime obecné
jakékoliv onemocnéni projevujici se mimovolnymi, nekoordinovanymi pohyby (vcetné tzv.
_tance svatého Vita®). U pacientii s Huntingtonovou chorobou postupné dochdzi k t€zkému
postizeni nervové aktivity, coz vede krozsahlym poruchdm psychiky, svalové cinnosti
a nakonec k Gmrt{ pacienta. Pfic¢inou je defekt genu HD zpisobeny amplifikaci opakovanych
tripletovych dseki (CAG). U normélnich osob je v genu HD ptitomno maximaln¢ 26 téchto
repetic. Zvyseni jejich poctu nad 36 je povazovano za mutaci, kterd postihuje funkel
genového produktu, jimz je protein huntingtin. Huntingtonova chorea tak patfi spolu
se syndromem fragilniho X (k chorobam zplsobenym amplifikaci repetitivnich tripletovych
sekvenci.

Znamou osobnosti postizenou timto onemocnénim byl americky folkovy zpévak Woody
Guthrie (1912 = 1967). Jeho zivot byl silné poznamenan tim, Ze stejnou chorobou trpéla také
matka Nora Guthrie. Po cely Zivot vzpominal na zvlastni zachvaty své matky, kdy podle jeho
vlastnich slov ,jeji obli¢ej zrudl, vycenila zuby, usta se zkfivila; zaCala kiicet hlubokym
hrubym hlasem a kiicela stale hlasitéji a hlasit&ji, dokud to jeji hlasivky vydrzely; ruce se ji
smykaly u boki, potom za zady a nakonec se kroutily vSemoznym zplsobem.” Roku 1927
zalozila matka v domé pozar. Proto byla umisténa v psychiatrickém sanatoriu. Kdyz Woody

47



po Case svoji matku v IéCebné navstivil, pokrocila jeji choroba jiz natolik, Ze svého syna
nepoznavala. Osamoceny Woody si zacal privydélavat, jak se dalo. Hral po ulicich pisnicky,
zebral a prileZitostné se nechaval najmout na riizna pochybnd zaméstnani. Jezdil nakladnimi
vlaky napfi¢ Amerikou a sbiral pfitom cenné zazitky a zkuSenosti, které pozdéji ztvarnil
ve svych pisnich. Ve 40. a 50. letech 20. stoleti se vypracoval na jednoho z nejlepsich
americkych folkovych zpévakd. Ani on vSak neunikl osudu, ktery mu piipravila zdkeina
mutace v genu HD zdédéna od matky. V roce 1951 se zacaly projevovat prvni znamky
choroby. Jeho povaha se vyrazné zménila — stal se divoce Zarlivym a nésilnickym. Jiz v zari
roku 1952 lékafi vyslovili podezieni na Huntingtonovu chorcu. V dal§ich 15 letech se jeho
stav stdle zhorSoval. Podle svédectvi jecho znamych a pratel se unéj nejprve projevovaly
podivné, jakoby tanec¢ni pohyby rukou, pokra¢ovalo chorobné hubnuti vedouci az k uplnému
vyCerpani. Soucasné se zacala prohlubovat vyrazna ztrata telektu vedouci az k uplné
demenci. 3. tijna 1967 Woody zemicl. Brzy po jeho smrti se zjistilo, Ze symptomy
Huntingtonovy choroby se zacinaji projevovat i u dvou Guthrieho dcer z prvniho manzelstvi.
Molekuldrné biologickd analyza umoziuje v soucasnosti bezpecné zjistit mutaci zptsobujici
Huntingtonovu chorobu. Testy jsou zalozeny naizolaci kritického tseku genu HD, jenz
obsahuje repetitivni sekvence. Fragmenty lze ziskat napf. pomoci PCR nebo vystépenim
analyzovaného useku pomoci restrikénich endonukledz. Usek HD  se zimnozenymi
repetitivnimi sekvencemi je vyrazné del$i nez normalni usek, kde k amplifikaci nedoslo.
Proto lze oba fragmenty uspésné rozlisit pomoci gelové clektroforézy.

Molekularni biologic sice zajisti spolehlivé vySetieni, ale nepomiZe vyicsit etické otazky
tykajici se komunikace srodinami, unichz se choroba vyskytla. Huntingtonova chorea
je Jednim z modeld, na jehoz piikladé lze demonstrovat nejen moznosti, ale také omezeni
genetick¢ho poradenstvi a s nim souvisejici DNA diagnostiky. Problematické je zejména
testovani neplnoletych déti, které nemaji moznost posoudit zavaznost situace a nejsou
zplsobil¢ k pravnim tkontim. Proto se podle soucasnych etickych norem mutace u déti
nevySetfuji, pokud se u nich neprojevi klinické symptomy.

Dalsi priklady autozomové dominantnich chorob

Jimymi priklady autozomové dominantnich poruch jsou polydaktylie (vyskyt nadpocetnych
prstd na homi nebo dolni konceting), familiarni hypercholesterolémie (zvy$end hladina
cholesterolu v krevnim séru vedouci ¢asto k infarktim myokardu a dal§im komplikacim) nebo
adultni forma polycystickych ledvin (vyskyt mnohocetnych cyst v ledvinich u pacientl
v dospélém veku).
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Autozomové recesivni choroby
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a I¢kafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Mnohé monogenni choroby se dédi jako recesivni znak. Znamend to, Ze postiZzeny jedinec
je recesivnim homozygotem, protoZe ma v genotypu ob& mutantni alely. Jeho rodice jsou
vétdinou zdravi heterozygoti. Druha, nemutovana alela je totiz dominantni a vytvari funkeni
protein, ktery postacuje pro zachovani normalni (nepatologické) formy daného znaku.
Heterozygotni osoby oznadované téz jako prenaSefi viak maji 25 % pravdépodobnost,
e se jim narodi dité s autozomalné recesivni chorobou (viz zvlastni text o Mendelovych
zédkonech). ProtoZe geny pro uvedené choroby lezi na autozomech, oznafujeme vSechna
onemocnéni s timto typem dédi¢nosti jako autozomové recesivni. Stejn¢ jako u autozomove
dominantnich chorob plati, ze muzi a Zeny jsou postizeni stejnym dilem.

Metabolické poruchy s autozomové recesivnim prenosem

Mnohé autozomové recesivni choroby fadime do skupiny dédi¢nych metabolickych poruch
oznaovanych jako enzymopatic. Jejich piicinou je ztrata funkce urcitého enzymu a nasledné
pieruseni prisluiné metabolické drahy. Vysledkem je zpravidla hromadéni metabolického
meziproduktu, popt. vychozi latky, ktera ve zvySené koncentraci zacina vykazovat toxicke
ucinky. Molekularnim mechanismem enzymopatii je zpravidla mutace obou alel genu, jenz
fidi syntézu ptislusného enzymu.

Nejzndméjsi geneticky podminénou metabolickou poruchou je fenylketonurie nazyvana téz
hyperfenylalaninémie. Jde o poruchu metabolismu aminokyseliny fenylalaninu. Defekt
enzymu zplsobi, Ze se v téle pacienta koncentruje fenylalanin a n¢které jeho metabolické
produkty. Pokud neni choroba u novorozence véas rozpozndna, zpusobi tyto nahromadéné
latky nevratné poskozeni nervovych bunék, takze sc u zpocatku zdravého ditéte brzy rozvine
t87ka mentdlni retardace. V souc¢asnosti se unds viichni novorozenci biochemicky vySettuji
a pokud je unich fenylketonurie prokazana, lze vhodnou dietou (uzivanim specialni stravy
bez fenylalaninu) piedejit dal§imu rozvoji choroby.

Znamou, 1kdyz nepiili§ castou metabolickou poruchou je albinismus, porucha enzymu,
zprostiedkujiciho syntézu pigmentu melaninu. Albinotické osoby maji ndpadné rizovou
pokozku, svétlé vlasy iostatni ochlupeni a Sedomodrou duhovku s cervenym odleskem.
V mnoha pripadech trpi poruchami zraku.

Cysticka fibréza

Kromé enzymopatii patii do skupiny autozomové recesivnich chorob také cysticka fibréza
neboli mukoviscidoza. Jde o jedno z nejzdvazngjSich a nejcastéjsich geneticky podminénych
onemocnéni. U této choroby dochazi k poruse transportu osmoticky aktivnich ionti do bunek.
Nejvice jsou postizeny plice, v jejichz sklipcich se hromadi velké mnoZstvi ‘hlenu. Postizené
déti vyzaduji znacnou pééi a trvaly dohled, nebot” se mohou vznikajicim hlenem udusit. Casto
také dochazi k zavaznym plicnim infekcim. Navzdory zdravotnické péci postizené osoby
umiraji zpravidla do 30 lct. V soucasnosti se diky modernim terapeutickym metodam zlepsuje
kvalita Zivota pacientl a také ponékud prodluzuje jejich doba Zivota.

Cysticka fibréza je zplisobena riiznymi mutacemi v genu CFTR na chromozomu 7. Jeho
proteinovy produkt je souddsti tzv. chloridového kanilu, jenz uzdravych osob reguluje
koncentraci chloridovych a sodnych iontd v buiice. Poruchy tohoto proteinu vedou k vyse
zminénym projeviim. Kromé plic je postiZena také funkce slinivky bifisni (pankreatu), pacienti
muzského pohlavi jsou zpravidla neplodni. Vétsina forem cystické fibrézy se projevuje
zvysenou koncentraci chloridii v potu, coz lze vyuzit k diagnostice choroby (tzv. chloridové
nebo potni testy).
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K nejéastéjsim mutacim genu CFTR patii delece tii nukleotidd oznacovana jako deltaF508.
‘Tato zména zplisobuje ztratu aminokyseliny fenylilaninu v proteinovém produktu, ktery
je pak neaktivni. Nalézdme ji u70 % ceskych pacientdl trpicich cystickou fibrozou. V
ostatnich stiedoevropskych populacich kolisa zachyt této mutace mezi 50 — 75 %.

P¥iklad — vypocet rizika pro potomtvo pienasect

Do genetické poradny sc dostavili zdravi manzelé, ktefi maji dité postizené cystickou
fibrozou. Stanovte obecné riziko pro jejich potomstvo.

Reseni: Oznac¢me si dominantni (,,zdravou**) alelu pismenem ,,A* a recesivii (,,nemocnou’)
alelu malym ,,a*. Dité je recesivni homozygot (aa), proto muselo ziskat od kazdého z rodi¢t
jednu recesivni alelu. Rodi¢e jsou tudiz zdravi heterozygoti neboli prenaseci (Aa).
Pravdépodobnost postizeni odvodime z nasledujiciho kombinacniho Ctverce udavajiciho
mozné kombinace alel u potomku:

Otec
alely A a
AA Aa
A zdravy dominantni | zdravy heterozygot
ho t fenaSed
Matka OZYE0 (P )
Aa aa
a zdravy heterozygot | postiZeny recesivni
(pfenalec) homozygot

Ze &tverce vyplyva, ze z moznych &tyit potomkl bude pouze jeden postizeny — a to recesivni
homozygot. Riziko l1ze proto vyjadrit:

a) zlomkem — tj. ¥4;

b) v procentech — tj. 25 %.

Odvozené riziko je pIné ve shodé s idajem v uvodnim textu k této kapitole.



Kodominance a dédi¢nost krevnich skupin
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a I¢kaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

V nékterych pripadech nemusi byt alely uréitcho genu ve vztahu dominance a recesivity.
Znamena to, 7z¢ se mohou ve fenotypu jedince uplatnit soucasné. Typickym prikladem jsou
alely genu pro systém ABO.

Mezi krevnimi skupinami patii systém ABO (vyslov ,A-Bé-nula®) ke klinicky
nejvyznamnéj$im. Jako aglutinogeny (struktury na povrchu erytrocytl) zde funguji dvé
rozdiln¢ molekuly: jedna z nich podminuje vznik krevni skupiny A, druha podminiuje vznik
krevni skupiny B. Osoby, unichZ dochazi ke tvorbé obou uvedenych aglutinogend, maji
krevni skupinu AB. Vyskytuji sevsak 1jedinct, unichz senevytvaii ani jeden
z aglutinogeni — tyto osoby maji krevni skupinu 0 (nula).

Vznik konkrétni krevni skupiny ABO systému je podminén genem, ktery ma tfi alely.
Rozezndvame dvé dominantni alely — I* a 1" a jednu recesivni alelu— i’. Jejich vztah blize
objasfiuje tabulka:

Genyp | et
" A
I A
I B
15 B
i° 0
I AB

Z tabulky vyplyva, Ze nositel krevni skupiny A méize mit v genotypu dvé alely 1", ale také par
Y. Stejné tak jedinec s krevni skupinou mtize mit genotyp 1°1° nebo 1°1°. Naopak nositel
skupiny 0 je vzdy recesivnim homozygotem (i’i"). Skupinu AB maji osoby s genotypem 1%,
Stav, kdy se pfivyjadieni znaku uplatni rovnym dilem ob¢ alely, oznacujeme jako
kodominanci.

Identifikace krevnich skupin ma vyznam ncjen pii transfuzi ale v nékterych pripadech mize
rozhodnout paternitni spory. Ma-li napt. dité skupinu AB, jejasné, ze ani jeden z rodica
nemuze mit skupinu 0. Naopak pokud ma dit¢ skupinu 0, nemiZze mit ani jeden zrodich
skupinu AB, nebot’ v tomto pfipadé by ditéti musel piedat bud’ dominantni alelu I* nebo
dominantni alelu 1°.

Kromé ABO znamec jes$t€ mnoho dalSich krevnich systémd, jejichZ stanovenim lze vyloudit
nebo naopak neptimo potvrdit otcovstvi vysetfovaného muze. Pati k nim i systém MN, ktery
ma kodommantni alely pro skupinu M a skupinu N. S nulovou®, resp. recesivni alelou se zde
bézn¢ nesctkdvame. Znamena to, Ze jedinec se skupinou N ma v genotypu dvé alely N
a jedinec se skupmou M ma v genotypu dv¢ alely M. Osoby se skupinou MN a maji jednu
alelu pro M a jednu alelu pro N.
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Multifaktorialni dédi¢nost
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Nejcastéjsim typem dédicnosti u lidi je multifaktorialni dédicnost, pfiniz sc na vzniku
daného znaku (napf. uréité vrozené poruchy nebo jiné choroby) podili vice genl spolu
s faktory zevniho prostfedi. Znamend to, ze kombinace alel uréitych genl je pouze jednim
z predpokladi k vyjadieni daného znaku. Jeho projev (a Casto imira jeho projevu) je vSak
vyrazné podminén také vlivem prostiedi, napt. khimatickymi vlivy, mnoZstvim a slozenim
potravy, piitomnosti toxickych latek, parazitd ajinych infekénich cinitell v okolnim
prostfedi, dale zplisobem Zivota, vychovou, socialnim zdzemim, vzdélanim a mnoha dalsimu
faktory.

Heritabilita a jeji vypocet
V mnoha pripadech je tfeba posoudit, do jaké miry sc pri vyjadieni ur¢itého polygenniho,
resp. multifaktoridlniho znaku uplatiiuji genetické vlivy. Proto stanovujeme v tomto piipade
heritabilitu neboli dédivost. Jde o hodnotu, ktera udavd miru dédi¢ného urcéeni znaku.
Casto ji vyjadiujeme jako tzv. koeficient heritability oznacovany h’. Tato hodnota je dana
pomérem geneticky podminéné variability (V) a celkové fenotypické variability (Vp), ktera
odrazi spolecny vliv genotypu 1 faktord vnéjsiho prostredi:

Vg

h = —
Vp

Hodnoty V¢ a Vp urujeme statistickymi vypocty jako varianci (V) neboli rozptyl méfenych
hodnot (jde o druhou mocninu smérodatné odchylky).

Heritabilita, resp. koeficient heritability se vyjadfuje desetinnym ¢islem od nuly do jedné
nebo v procentech (0 — 100 %). Cim je dédivost vysdi, tim vyznamngjsi je role genotypu
pii vyjadreni daného znaku. Naopak nizka heritabilita svéd¢i o rozhodujicim vlivu faktora
prostiedi.

Vypocet heritability na zakladé studia dvojcéat

Heritabilitu zkoumaného znaku lze odhadnout na zakladé studia jeho vyskytu u dvojcat.
U clovéka a vétSiny savel se dvojcata vytvareji dvéma cestami:

— Dvojvajecna ncboli dizygotni dvojcata vznikaji v ptipade, kdyZ v téle matky soucasné
dozraji dvé wvajicka akazdé jeoplozeno jmou spermii. Z genetického hlediska jsou
dvojvajecnd dvojcata pouze dva stejné staff sourozenci, ktefi mohou byt odh$ného pohlavi
a maji v primeéru 50 % shodnych alel. Proto se v mnoha znacich lisi.

— Jednovajecna ncboli monozygotni dvejcata jsou daleko vzacngjsi. Vytvaieji se z jediné¢ho
oplozeného vajicka. V tomto ptipadé dochazi po prvnim jaderném déleni zygoty k uplnému
oddéleni dcerinych bunék (tzv. blastomer). Z kazdé blastomery pak vznikd novy jedinec.
Z genetického hlediska jsou monozygotni dvojcata zcela identickd, nebot’ maji vSechny alely
shodné. Jejich vzajemné rozdily v nékterych znacich jsou podminény pouze vlivem prostredi.
Pozorujeme-li shody arozdily ve vyskytu ur€itého znaku u dostateCného poctu pari
jednovajecnych 1 dvojvajeénych dvojcat, 1ze heritabilitu odhadnout podle vzorce:

Kvz—Kpz
H=
100 — Kpy
kde H - hentabilita v procentech, Kyz — konkordance umonozygotnich dvojcat

(. percentudlni podil pard jednovajeénych dvojcat, kde se sledovany znak objevil u obou
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jedinci), Kpz — konkordance u dizygotnich dvojcat (tj. percentualni podil parii dvojvajecnych
dvojcat, kde se sledovany znak objevil u obou jedinci).

Multifaktorialni choroby u ¢lovéka

V soucasné dobé seukazuje, Ze piinejmensim 80 % lidské populace trpi nékterou
z multifaktoridlnich chorob, resp. poruch. Geneticka predispozice byla prokazana 1 u mnoha
onemocnéni, u nichZ se jesté nedavno jakykoliv podil genetickych faktorli vylucoval.

K typickym multifaktoridlnim vrozenym vyvojovym vadam patii napi. fada vrozenych
srdeénich vad, dale rozstépové vady (tj. rozStép rtu, patra, patefe, nervové trubice atd.),
vrozené vady ledvin a traviciho traktu (napf. pylorostendza), vrozena luxace kycli, epilepsie,
hypospadie a mnoho dal$ich poruch. Mezi multifaktoridlni choroby radime také vétSinu
piipadl cukrovky (diabetes mellitus), astmatu, alergie a kardiovaskuldrnich onemocnéni
(zejména ischemické choroby srde¢ni a hypertenze). Multifaktoridlni etiologii maji 1 mnohé
nidorové choroby, kde piedpokladame dédi¢nou predispozici v kombinaci s karcinogennimi
vlivy vnéjsich faktora.

Genetické poradenstvi je u multifaktorialnich chorob velmi slozité. Pokud se takova choroba
v rodiné vyskytne, lze (na rozdil od monogennich chorob) jen obtizné kalkulovat riziko
postizeni pro dalsi ¢leny rodiny (t). nenarozené potomky nebo dosud nepostizené jedince
v détském ¢ mladistvém  véku). Empirické riziko vétSinou stanovujeme na zdkladé
populaéniho vyskytu dané choroby a piitom prihlizime také k tomu, kolik ¢lenlt rodiny
a v jakém véku je danou chorobou postizeno. Je tieba také uvazit, Ze mnohé multifaktorialni
choroby postihuji castéji jedno pohlavi a ze riziko vzniku téchto onemocnéni se zvySuje
u potomstva z ptibuzenskych siatki.
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Epigenctika, metylace DNA, genomovy imprinting
’ Calounova Gabriela
Ustav biologie a I¢kaiské genctiky FN Motol a 2. LF UK Praha

U eukaryotickych organismil existuji dva zdkladni systémy dédicnosti. Prvni odpovida
za ptenos genetické informace mezi generacemi a fidi se principy mendelovské dédicnostr.
Druhy systém je nazyvan epigeneticka dédi¢nost. Je regulovin riznymi vnitinimi a vnéjSimi
faktory, Gasto doprovdzen specifickou modifikaci DNA (metylace DNA, deacetylace
histonl) a dal§imi zménami chromatinu. Epigenetika hraje zdkladni roli pii regulaci
transkripce. Jednim z vyznamnych epigenetickych markerti a dilezitou modifikaci DNA
je metylace DNA, ktera tuzce souvisi se stavem chromatinu, a proto inegativn¢ reguluje
transkripéni aktivitu genit. Metylace DNA  je dédicna. Zarode¢né bunky podléhaji
programovéani na pohlavné zavisly vyvoj a zrani embrya. Dosud byla metylace DNA jako
hlavni regulator exprese gen(i nalezena jak v prenatdlnim, tak postnatalnim vyvoji Clovéka,
placentalnich savet, u vacnatcli i v endospermu krytosemennych rostlin. Metylace postihuje
prevazné repetitivni sckvence atzv. CpG ostruvky, které se ¢asto vyskytuji na 5" konci
v promotoru daného genu. Metylace bud’ brani vazbe transkripénich faktorti nebo umoziuje
vazbu inhibi¢énich komplexd. Metylace DNA je kontrolovdna enzymy metyltransferazami.
Hilavni procesy zavisejici na DNA metylaci jsou: genomovy imprinting, X-inaktivace
a onkogenetika.

Inaktivace chromozomu X v Zenskych bunikach souvisi sdvéma hlavnimi geny XIST
a TSIX a imprintingovym centrem Xic, kde narozdil od dalSich piipadi  X-inaktivace
zahrnuje rozsdhlou oblast chromozomu.

Vliv imprintingu u nidora. Deregulace imprintovanych protoonkogentt vede Kk jejich
nadmérné expresi. Inaktivace imprintovanych tumor supresorovych gent zase zplsobuje
vy§$i vnimavost k nadorim. Piikladem nadorového onemocnéni je Wilmstav tumor, kde
polymorfismus imprintingu genu WT1 vede v populaci k predispozici k nadoru.

Genomovy imprinting oznacuje specifickou expresi nékterych gend ve vztahu k jejich
rodi¢ovskému pavodu. Na rozdil od mendelovskych pravidel dédicnosti zavisi exprese téchto
gentt na pohlavi rodi¢e. Existuji geny, které sc exprimuji pouze z alely puvodem matefské
a uplatiuje se zde paterndlni imprinting a opakem jsou geny pod vlivem maternalniho
imprintingu, kdy sc gen exprimuje pouze z alely otcovske. Genomovy imprinting je urcen
epigenetickou modifikaci gentl, pfi které dochazi ke zmeéné transkripéni aktivity gent, ale ne
jejich primarni sckvence. Imprintované geny maji tedy monoalelickou expresi, jsou funkéné
haploidni, coz rusi vyhodu diploidic (kryti recesivnich negativnich mutaci). Pro evolucni
vyhodu tohoto jevu svédei opakovany vznik nezdvisle v evoluci. Je popisovano nékolik
evoluénich teorii vzniku imprintingu. Nejcastéji citovanou je Teorie rodicovského konfliktu
(Genetic conflict hypothesis = GCH). Samice musi zajistit své vlastni pieziti, kdezto taktika
samcl je co nejlepdi preziti potomkd. VEtsina imprintovanych gent s paternalni transkripci
podporuje proliteraci a naopak matef'ské aktivni alely rist brzdi. Dalsi teoric uvazuji o vzniku
imprintingu v souvislosti s udrzenim sexudlni reprodukee a prevenci partenogencze. Existence
imprintingu je také piicinou neGspéchi pii klonovani, uvadi se vy§$i riziko chorob u déti po
in vitro fertilizaci, zv1ast pti metod¢ ICSI.

Patologie spojené s poruchou imprintingu

Genomovy imprinting je ¢asové, druhové a tkaiové specificky. Imprintované geny maji roh
v regulaci bunééného déleni. Porucha imprintingu vede k abnormalitim ristu, vyvoje.

Uplné hydatidézni moly vznikaji duplikaci chromozomi spermie pii spojeni s vajickem
bez jadra. Naopak ovaridlni teratomy vznikaji z bunék o chromozomalnim slozeni 46,XX,
které obsahuji pouze chromozomy od matky. Z toho plyne, Ze genom od otce je dulezity
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zejména pro extraembryonalni vyvoj, kdezto genom matky ma piedevsim vliv na vyvoj
plodu.

Porucha imprintingu je spojend s fadou genetickych syndromi, prikladem Jsou syndromy
Prader-Williho a Angelmaniv ¢i Beckwith-Wicdemanntv syndrom. U nékterych onemocnéni
se zatim vliv genomového imprintingu pouze predpoklada (Tab €.1).

Je prokédzana existence fady geni pod vlivem imprintingu (databaze: www.otago.ac.nz/[GC).
Imprintované oblasti v genomu obsahuji klastry reciproce imprintovanych gent, které jsou
regulovany rozdilng metylovanymi oblastmi — tzv. 1C — imprintingovymi centry. Dilezité
modely pro vyzkum imprintingu jsou systém gent H19/IGF2 a syndromy Prader-Williho
a Angelmantv .

Tab. 1: Genetické syndromy

Syndromy s geny podléhajicimi imprintingu Lokalizace na chromozoému
Syndrom Beckwith-Wiedemanniv 11pl5

Wilmstv tumor (ztrata imprintingu IGF2 genu)

Syndrom Prader-Williho 15ql1-ql2

Syndrom Angelmaniiv 15q11-ql2

Syndrom Silver-Russelltiv Tpll-pl3, 7q31-qter
Piechodny novorozenecky diabetes mellitus 6924

Albrightiiv syndrom, McCune-Albrightiv syndrom 20q13
Paraganglioma 11qi3

Rettiv syndrom (MECP2) Xq28

Maternalni a paternalni UPD (uniparentalni disomie) 14 14

syndrom

Syndromy, které pravdépodobné zahrnuji
imprintingove geny

Turnerv syndrom X

Familiami pre-eklampsie 10q22

Maternalni UPD 2 syndrom 2

Maternalni UPD 16 syndrom 16

Komplexni geneticka onemocnéni s vlivy rodicovského

puvodu

Astima, atopie 4935, 11ql3, 16g24, 16pl2

Autismus 7q22-q31, 15q11-ql3

Hirschprungova choroba 10ql1

Syndrom Cornelia de Lange 3q26, 5pl3

Psoridza 6p, 169

Preference jedné strany 2pi2-qll

Diabetes mellitus 1 typu 6p21, 6925-q27, 10pl1-gll, 16

Diabetes mellitus II typu 5p, 12q, 18pll

Alkoholismus 1,2,4,8,9,16

Alzheimerova porucha 10q, 12q

Bipolarmi afektivni porucha 11q, 2p, 2q, 6q, 13q, 14q, 16q,
18q

Schizofrenie 2pl2-qll, 22ql2
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Syndromy Prader-Williho a Angelmanty
’ Calounova Gabriela
Ustav biologie a lékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Syndromy Prader-Williho a Angelmaniv jsou fenotypové zcela odlisna multisystémova
onemocnéni. Incidence obou syndromi je udavana v indoevropské populaci 1/15-20 tis.

Klinické piiznaky Angelmanova syndromu (AS) (MIM105830) jsou vyrazné, ale
nespecifické. Béhem prvnich mésict az let Zivota je diagnoza z klinického obrazu obtizna
a vetSinou je stanovena az mezi 3.-7. rokem véku, kdy se jiz manifestuje vétSina z typickych
symptomu. Mezi klinické charakteristiky patii opozdéni psychomotorického vyvoje (retardace
vyvoje Je pozorovana az mezi 6.-12. mésicem v&ku), porucha vyvoje fecl, porucha koordinace
pohybti, obvykle ataktickd, trhava chize, ataky neadekvéatniho smichu (,happy puppet
phenotype™), mikrocefalie, epileptické zachvaty jsou popisovdny u vice nez 90 % pacienti,
hypopigmentace se objevi asi u 60 % pacientii.

Klinické charakteristiky syndromu Prader-Williho (PWS)(MIM176270) jsou snizené
pohyby plodu, po narozeni poruchy sani, hypotonie, nizké vahové piirtstky, neprospivani.
Ve véku mezi 1.- 6. rokem nadmérné piibyvéani na vaze, centralni obezita, posedlost jidlem.
Charakteristickymi obli¢ejovymi rysy jsou dolichocefalie, uzky obli¢ej, mandlovy tvar o&i,
sveSené koutky ust (,,rybi usta™), dale hypogonadismus, hypopigmentace, mald postava, malé
ruce a nohy, mirnd ¢i stfedni mentalni retardace, problémy v chovéni. Terapie je provadéna
podavinim ristového hormonu.

VeétSina  pripadd PWS a AS  jsou pripady sporadické, které spojujec lokalizace
v chromozomalni oblasti 15q11-q13. Tento Gsek DNA je charakteristicky tim, Ze obsahuje
1geny, Jejichz regulace exprese jepod vlivem genomového imprintingu. Exprese
imprimtovanych genti oblasti 15q11-q13 je fizena z imprintingového centra (IC). Velikost
tohoto centra se odhaduje na 100 kb. Funkéni mechanismus neni zatim znam. Hlavnim
kandidatem pro PWS je gen SNRPN, u kterého byla sledovana jeho monoalelicka exprese
ve fetdInim mozku, v srdci a v dospélém mozku. Za AS genotyp majoritné zodpovida gen
pro ubiquitin ligdzu 3A (UBE3A). Byl pozorovan specificky imprinting UBE3A genu
v mozku oproti bialelické expresi tohoto genu v lymfoblastoidnich bunéénych liniich
a ve fibroblastech.

Etiologickou pricinou zminénych syndromi je ztrita dédiéného materidlu 15q11-q13, bud
paterndlniho (syndrom Prader-Williho) nebo maternalniho (syndrom Angelmaniiv) piivodu.
Absence cxprese je nejcastéji (70-80 %) nasledkem deleci o délce cca 4 Mb. Dele¢ni formy
PWS a AS vznikaji v 99 % de novo. Uniparentilni paternalni disomie (UPD) (hetero-
1isodisomie) patndctého chromozomu seu AS objevuje s cetnosti asi 5%. U PWS
Je frekvence maternalni UPD (hetero- 1isodisomie) vyS$§i a pohybuje se okolo 20-25 %.
Frekvence vyskytu chyb vimprintingovém centru je nizka (1-5 %). Tito pacienti maji
normalni biparentdlni dédi¢nost chromozomu 15, ale maji abnormalni metylaéni vzorec
charakteristicky pro oba syndromy. Vét§ina PWS/AS pacientli s imprintingovym defektem
jsou pripady sporadické bez detekovatelnych mutaci vIC oblasti na Grovni DNA.
U familiarnich  forem je pravdépodobnost narozeni dalstho postizencho ditéte 50 %.
U Angelmanova syndromu je frekvence mutaci v UBE3A genu 5-10 %. U této formy AS
je rekurentni riziko v rodiné probanda 50 %. Pritomnost balancované translokace u rodica
mize byt predispozici k abnormalni segregaci, v tomto piipadé je riziko rekurence 25 %.
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Existuje Siroka $kdla laboratornich diagnostickych moznosti k odhaleni kauzalnich mutaci
‘na urovni cytogenetické, molekuldrné cytogenetické a molekuldrn¢é genetické. Klasicka
cytogeneticka detekce deleci 15q11-q13 pomoci G-pruhovani (metafizické chromozomy)
je malo citliva a vyzaduje nejenom kvalitni prepardt, ale izkuSené oi cytogenetika. VEtsi
rozlifovaci schopnost diva metoda HRT (High Resolution Technique), ktera analyzuje
prometafazické, méné kondenzované chromozomy. Dal$i moznosti analyzy chromozomu
je FISH (Fluorescen¢ni In Situ IHybridizace). Podstatou metody FISH je hybridizace,
navazani DNA sondy nachromozomalni DNA vySetfovaného pacienta. V soucasnosti
mutzeme odhalit nebo upiesnit drobné delece, duplikace, translokace, urcit pivod marker
chromozomi a diagnostikovat bunéné linie, které jsou v tkdni nebo Kkrvi zastoupeny
jen v malém procentu. U PWS a AS Ize detegovat mikrodeleci chromozomu 15q11-q13 u cca
70 % pacientt s khinickymi projevy téchto syndromul.

7 molekularné-genetickych metod se pouzivd analyza STR (Short Tandem Repeat), kterd
vyuziva sledovani polymorfnich mist extra- ¢i intragenovych v oblasti 15qll-ql3.
Pii diagnostice PWS a AS vychdzime z polymortnich lokusi, které se vyskytuji v populaci
s vysokou heterozygozitou. Rodina je plné (100 %) informativni v piipad¢, Zze mizeme
rozlisit u kazdé alely otcovsky a matetsky plivod.

Metoda metylaéni analyzy studuje bicistronickou oblast SNRPN-SNURF, kde byl jasné
prokazan diferencialni imprinting s paterndlni transkripei. Metylaéni analyza eliminuje
zavislost na informativité v roding¢ (k vySetfeni stali DNA probanda). Metoda je zalozena
na modifikaci genomické DNA pouZitim hydrogensifi¢itanu sodného, kdy dochazi nejprve
k denaturaci dvouvldknové DNA s naslednou modifikaci cytozinu za uracil, kdy metylovany
cytozin ziistava nezménén. Nasleduje PCR konvertované DNA pomoci specificky navrzenych
primert (maternalni primer naseda na nekonvertovanou (metylovanou) oblast a naopak
paternalni na oblast konvertovanou). Metoda je schopna odhalit piipady delece, UPD (hetero-
¢i isodisomii) a imprintingové defekty. K upfesnéni metylaéni analyzou odhalené absence
je potiebné paralelni pouziti FISH a STR analyzy.

Zcela nova metoda MS-MLPA (Methylation Sensitive-Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) je také zalozena na PCR. Vyuziva specifickych primerti, kdy jsme schopni
v jedné reakci amplifikovat az 43 lokust. Princip metody viz www.mlpa.com. K analyze
vyuzivame kit pro diagnostiku syndromt Prader-Williho a Angelmanova od firmy MRC-
Holland, ktery obsahuje 18 kontrolnich sond a 25 sond v kritické oblasti 15q11-ql2. Varianta
MS-MLPA vyuzivd Hhal-metyl senzitivni endonukleazu, kterd $tépi nemetylovanou DNA
a odhaluje metylacni vzorec v promotorové oblasti SNRPN a NDN genu. Tato metoda
je citliva, staci velmi malé mnozstvi ¢isté nativni DNA. Podle vysledkil jsme schopni odlisit
dele¢ni formu syndromu od uniparentalni disomie, coZ doposud umoznila pouze kombinace
metod molekularné cytogenetické (FISH) a molekularné genetické (STR). MS-MLPA umozni
odhalit imprintingové defekty, ale 1 ptipady trisomii.

U pacientll s AS je nutné pamatovat na az 5-10 % vyskyt mutaci v UBE3A genu, které nejsou
diskutovanymi metodami odhaleny. V piipad¢ negativniho vysledku je nutné, aby klinik
rozhodl, zda fenotyp probanda odpovidd zcela vSem danym kritériim AS, diive nez
pristoupime k finanéné 1 pracovné naro¢né mutacni analyze UBE3A genu.

Problematika syndromi PWS a AS se tyka zejména neurologt, détskych neurologi, pediatr,
internistt, endokrinologd a genetikli.  Znalost klinické symptomatologie PWS a AS
a povédomost o moznostech molekularné genetickych vySetfovacich metod je zdkladem
Uspésné diagnostiky.
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Mitochondridlni DNA a mimojaderna dédicnost
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Molekula mtDNA, vztah jaderného a mimojaderného genomu

Jadro v eukaryotické bufice neni jedinym nositelem geneticke informace. Nevelké molekuly
DNA jsou obsazeny také v semiautonomnich buné&cnych organelach, tj. v mitochondriich
a v piipadé rostlinnych bunék také v plastidech. Tyto molekuly DNA vytvaieji tzv.
mimojaderny genom. Protoze obsahuji ur¢it¢ specifické geny, které v jaderné DNA chybi,
uplatiiuji se pii utvareni nékterych dédi¢nych znaki. Pro jejich prenos je charakteristicka tzv.
mimojaderna dédi€nost, ktera sc nefidi Mendelovymi pravidly.

Mitochondrie se narozdil od ostatnich organel vbuiice nové nevytvareji, ale mnozi
se délenim. Maji vlastni kruZnicovou molekulu DNA (mtDNA), ktera sc velmi podobd
molekule DNA, jakou zndme u bakterii. Mitochondrie mayji také vlastni proteosynteticky
aparat. Jeho soucasti jsou ribozomy, které svym utvafenim pripominaji ribozomy u bakterii.
Je zajimavé, Ze se pflproteosyntéze v mitochondriich  projevuji  uréit¢  odchylky
od standardniho genetického kodu, takze nékteré kodony zde maji jiny vyznam.

V pitru  mitochondrii  probihaji  biochemické procesy vyznamné pro funkei  buriky
i pro existenci celého organismu. K nim patii zejména produkce chemické energie ve formé
ATP, oxidace substrati v citratovém cyklu a fB-oxidace mastnych kyselin. Proto
se mutace gent v mtDNA uplatiuji pii vzniku mnoha zavaznych chorob. Na rozdil od t€chto
mutaci viak zname izmény mtDNA, které nemaji zadny fenotypovy projev, a proto
se bez jakychkoliv omezeni piendseji z generace na generaci. Tyto polymorfismy maji
vyznam pii srovnavacich antropologickych studiich a pii identifikaci osob.

Molckulu mtDNA tvoii témér vyhradn¢ jedinecné (neopakovan€) sekvence. Repetitivni
(opakované) sekvence jsou pritomny jen ve velmi malém podilu. Tim se mtDNA vyrazné h§i
od jaderné¢ DNA, ktera obsahuje az 30 % tusckd tvorenych repetitivnimi sckvencemi. Dalsi
rozdily spocivaji v délce molekuly a v poctu geni. Molekula mtDNA obsahuje pouze 16 568
par bazi, coz je zhruba 10 000 krat mén¢ nez pocet nukleotidovych part tvoricich jaderny
genom.

Také pocet genit v mtDNA je ve srovnani s jadernou DNA zanedbatelny. Lidska mtDNA
obsahuje pouhych 37 genil, zatimeo jaderny genom jich obsahuje asi 30 tisic. Proto je tvorba
nékterych enzymil nezbytnych pro déje uvniti mitochondrii fizena geny v bunééném jadre.
Tyto proteiny se syntetizuji v endoplazmatickém retikulu a zvlastnimi mechanismy jsou
transportovany do nitra mitochondrii. Také exprese nékterych gent lokalizovanych v mtDNA
je regulovana jadernymi geny, takZe vzdjemny vztah jaderného a mimojaderného genomu
je velmi uzky.

Mitochondrialni dédicnost

Saméi  pohlavni  bunika uvyssich  zivoCichi  (véetné ¢lovéka) zpravidla predava
do oplodiované sami¢i gamety pouze své haploidni jadro, nikoli vsak mitochondrie. Novy
jedinec proto ziskdvd veSkerou mimojadernou genovou vybavu pouze od materské
gamety. Znaky fizené mitochondridlnimi geny se proto z mateiskych jedincl pienaSeji
na veskeré potomstvo. Tento zplsob dédi¢nosti oznaCujeme pojmem matroklinita
(od latinského mater — matka a clinare — obritit), popt. maternalni nebo matrilinedrni
dédicnost. V klinické genetice se té7 pouziva pojem mitochondridlni dédi¢nost.

Molekula mtDNA je nachylngj$i ke vzniku mutaci nez jadernd DNA. Udava  se,
e ve srovnani s jadernou DNA mutuje desetkrat Castéji. Je totiz lokalizovana v blizkosti
vnitini mitochondrialni membrany, kde vznikaji reaktivni kyslikové radikdly, kter¢ maji
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mutagenni G¢inky. Na rozdil od jaderné DNA také neni chranéna histony a nema dostatecné
mechanismy, které by mohly mutace opravit (reparovat).

V soucasné dobé bylo popsiano vice nez 30 chorob podminénych mutacemi mitochondridlnich
genil. Jednou nejznaméjsich je Leberova hereditirni neuropatie optického nervu. Pacienti
s touto chorobou se narodi zcela nepostizeni, avSak mezi 12. — 30. rokem zacinaji ztracet zrak.
PFicinou je postupna atrofie optického nervu, ktera nakonec vede k uplné slepote.

K chorobdam podminénym mutacemi mtDNA patii také nckteré tézké poruchy nervove,
srde¢ni nebo pohybové aktivity (epilepsie, encefalomyopatie atd.). Predpoklada se, ze mutace
mitochondridlnich gend se mohou z&asti uplatnit 1 pii vzniku nékterych forem Alzheimerovy
nebo Parkinsonovy choroby.

Heteroplazmie a homoplazmie

Stanoveni rizika prenosu mitochondrialné podminénych chorob z matky na potomky nebyva
jednoduché, nebot’ maze byt komplikovino tzv. heteroplazmii. Pod timto pojmem rozumime
piitomnost dvou nebo vice geneticky odlidnych forem mitochondrii v jedn¢ buiice. Znamena
to, Ze mutacc pro urc¢itou chorobu mbze byt piitomna pouze v mtDNA nckterych
mitochondrii, zatimco jiné mitochondrie obsahuji nemutovanou alelu. Pro postizeni nového
jedince je pak rozhodujici ndhodna distribuce mitochondrii do vajicka pfi oogenezi. Pokud
do oocytu piejdou pouze mitochondrie bez mutované alely, dité se narodi zdravé. V opa¢ném
pfipadé lze predpokladat narozeni postizeného potomka. Vyse postizeni ovSem zdvisi
na podilu mitochondrii s mutaci a na jejich dal$i distribuci pii bunééném déleni. Neziidka
se tak stivda, Ze nepostizenda matka, jejiz builky obsahuji mutované mitochodrie jen v nizké
frekvenci, ma téZce postizené potomky. Opakem heteroplazmic je homoplazmie, tj. situace,
kdy jsou viechny moleckuly mtDNA v buiice, resp. v celém téle jedince geneticky identicke.

Vyznam studia mtDNA v antropologii a v kriminalistice

Pti svych vyzkumech vklidaji antropologové a kriminalisté nadéji do mtDNA, kterd
je ve srovnani s jadernou DNA stabilngj3i a v buice byva piitomna v dalecko veétSim poctu
identickych kopii (danych pomémé velkym poctem mitochondrii). Tim sc zvySuje
pravdépodobnost, Ze v materialu najdeme tseky vhodné k analyze.

Molekulamé biologickou analyzou lze vSak identifikovat mutace, popf. polymorfismy
mtDNA a zjisténych poznatkd vyuzit ke studiu evoluce zkoumaného organismu. Tak studie
mtDNA ukazaly, Ze vyvojova linie dnesniho Clovéka (diive oznacovaného Homo sapiens
sapiens) se od ostatnich prislusniki rodu Homo oddélila asi pfed 150 — 200 tisici roky.
U jejiho zrodu stala nevelkd skupina zen, mozna dokonce jedina Zzena. Tato tzv.
,mitochondrialni Eva“, odniz jsmec ziskali nasi mimojadernou genovou vybavu, zila
pravdépodobné na tzemi afrického kontinentu.

Také v kriminalistice provadime sekvenéni analyzu kratkych hypervaribilnich asekt mtDNA
izolované z lidskych pozistatk(, eventudlné biologickych stop. To lze vyuzit pri identifikaci
osob a z¢asti 1 k objasnéni jejich pribuzenskych vztahi.
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Chromozomové urceni pohlavi
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a I¢kaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Karyotyp somatické buitky ¢lovéka obsahuje celkem 46 chromozomi, z nichz 22 part tvori
autozomy a jeden par pohlavni chromozomy neboli gonozomy. Chromozom X ayY jsou
vyrazné morfologicky i geneticky odligné: chromozom X je vyrazné vétsi  a obsahuje
nepomérné vice gend nez chromozom Y. Pro odliSné utvateni jsou pohlavni chromozomy
také oznaovany jako heterochromozomy. Jejich kombinace rozhoduje o tom, jaké pohlavi
se u jedince vyvine.

Savéi typ pohlavni determinace (Drosophila)

Chromozomové urceni pohlavi ¢lovéka je savéiho typu, jenz byva rovnéz oznacovan jako
typ Drosophila (nebot stejné uréeni pohlavi md i octomilka - Drosophila melanogaster).
Znamena to, 7c Zeny jsou homogametnim pohlavim (v jejich karyotypu nachazime dva
pohlavni chromozomy X), zatimco muZské pohlavi je heterogametni (karyotyp muze
obsahuje dva odlisné gonozomy — X aY). O vyznamu obou gonozomu blize pojednavaji
samostatné texty.

Kombinace gonozomu p¥i oplodnéni

Sledujeme-li rozchod gonozomil pii meiotickém déleni u muze, zjistime, Ze pocetni pomér
spermii s gonozomem X a spermii s gonozomem Y je v zdvéru spermatogeneze prresné
1:1 (z jednoho primamiho spermatocytu vzniknou dvé spermie s chromozomem Y adve
spermic s chromozomem X). Proto je pravdépodobnost narozeni chlapce i divky zcela
shodna (50 %). Ovéfit si to mizeme i nasledujicim kombinacnim Ctvercem:

Otec
Gonozm’ny X v
v gametdch
I e
tke
Matka N XX XY
dcera syn

Srovname-li dlouhodobé statistiky vychazejici z velkého poctu dat, dojdeme k piekvapivému
zjiténi, 7e poletni pomér pohlavi novorozenci je zhruba 1,05: 1 ve prospéch muzského
pohlavi. Diivod tohoto nevelkého rozdilu spociva zicjmé v odlisné hmotnosti gonozomu.
Spermie nesouci vEétsi a tedy t&z8i chromozom X je pon¢kud méné pohybliva nez spermie
s nevelkym chromozomem Y. Ve vys§sich vékovych skupindch se vSak pomér pohlavi
vyrovnava, ncbot’ muzi maji ve srovndni s Zenami vyS$i mortalitu.

Ptadi typ pohlavni determinace (Abraxas)

U mnoha zastupcti hmyzu (mimo jiz zminéné octomilky a dalSich dvoukiidlych), ale take
u vétiny plazi a ptakil se viak setkaviame se zcela opatnym typem pohlavni determinace.
Samice jsou heterogametni (maji gonozomy XY neboli ZW) a samci naopak homogametni
(maji gonozomy XX neboli ZZ). Podle motyla pidalky angrestove (Abraxas grossulariata)
se tento zpisob urteni nazyva typ Abraxas nebo t€z ptadi typ.
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Pohlavni determinace typu Protenor

U nekterych zivocichti zndme je$té jiné zpisoby chromozomového urceni pohlavi. Napi.
samcckiim ur¢itych druhd plostic a kobylek chromozom Y zcela chybi, takze jejich pohlavi
je uréeno pouze jednim gonozomem X. Samicky téchto zastupci hmyzu vSak maji dva
chromozomy X stejné jako octomilka (Drosophila). Tento zpisob urceni pohlavi
je charakteristicky pro typ Protenor. Pojmenovani pochdzi od plostice Protenor belfragii.

Pohlavni determinace u rostlin

Pohlavni chromozomy byly zji§tény u nékterych druhti dvoudomych rostlin, napf. u chmele
otacivého (Humulus lupulus), koptivy dvoudomé (Urtica dioica), Stoviku kyselého (Rumex
acetosa), konopi setého (Cannabis sativa) anékolika dalSich. Az na vyjimky je v téchto
piipadech sami¢i pohlavi homogametni a sam¢i heterogametni.

U jinych dvoudomych rostlin (napf. ubaZanky rofni - Mercurialis  annua) vsak
heterochromozomy neexistuji a pohlavi jeureno pouze kombinaci alel nékterych
specifickych gent.
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Chromozom X
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Lidsky gonozom X jestiedné velky submetacentricky chromozom, ktery fadime
do morfologické skupiny C. Obsahuje 165 MB DNA. Jesté pred zapocetim projektu lidskeho
genomu  (IIGP) patiil chromozom X knejlépe zmapovanym lidskym chromozomim.
Jiz vroce 2001 naném bylo identifikovano téméF 200 gend s plné objasnénou funkei.
V soucasnosti zname na tomto gonozomu 1098 gend. Nachdzeji se zde geny ovlivigjici
tvorbu pohlavnich znakil a predevsim geny fidici mnohé fyziologicky vyznamné¢ procesy
(napt. metabolické déje, funkei svall, nervovou Cinnost, zrakové schopnosti, srazeni krve
a dalsi).

X-vazana recesivni dédicnost

Choroby, podminéné mutacemi genii na chromozomu X, sc vyznaluji pohlavné vizanou
dédicnosti. Jeji nejcastdjii formou je X-vAzana recesivni dédicnost zvand t€Z gonozomove
recesivni dédi¢nost. Toto oznaceni vyplyva ze skutenosti, ze recesivni alela seu zen
v&tsinou neprojevi, nebot’ je kompenzovana dominantni alelou na druhém chromozomu X.
Proto byvaji zeny zdravymi pienaseckami prislusné alely. PostiZeni jsou témér vyhradné
muzi, ncbot’ chromozom Y neobsahuje (az na nékolik gent v oblastech PAR) odpovidajici
genové lokusy. Proto defektni alela na chromozomu X neni v konstituer XY kompenzovana.
Tento fakt vyrazné odlisuje gonozomové recesivii choroby od autozomove dominantnich
a autozomové recesivnich znakil, které se rovnym dilem projevuji u obou pohlavi.

K velmi Castym recesivnim poruchdm vézanym na chromozom X patfi daltonismus.
Jde o nejcastéisi formu barvosleposti, kdy postizend osoba neni schopna rozlisit Cervenou
a zelenou barvu (ob¢ zpravidla vnimd jako Sedou).

Méné frekventovanym gonozomalné recesivnim onemocnénim  je hemofilie. Ve vétsine
piipadi jde o tzv. hemofilii A, kterd je zpisobena mutaci genu F8, jenz lezi na dlouhych
raménkach chromozomu X (konkrétné Xq28). Tento gen fidi syntézu faktoru VIIL
Pritomnost tohoto specifického proteinu  je nezbytnda pro vytvofeni  krevni  srazeniny
a k zastavé krvacent.

U hemofilikt se faktor VIII nasledkem mutace bud’ viibec nevytvari, ncbo je produkovan jen
v defektni formé, ktera md snizenou aktivitu. Postizeni proto dlouho krvdceji iz velmi
nepatrnych ran, mivaji pod kizi cetné krevni podlitiny a trpi bolestivymi vyrony krve
do kloubt. Casto umiraji na nezadrziteIné vnitini krvaceni. Tézka neléend forma hemofilic
vede k zavaznému postizeni pohybového apardtu a k trvalé invalidite.

Kromé hemofilic A je znidma je§té vzacngjsi hemofilie B, kterd je zptsobena mutaci genu F9,
jenz obsahuje informaci pro syntézu faktoru IX (tzv. Christmas factor), jenz se rovn¢z ucastni
srazeni krve. Také tento gen je lokalizovan na chromozomu X (Xq27.1-q27.2) a projevy
onemocnéni jsou podobné jako u hemofilie A.

Dalgimi chorobami recesivné vazanymi na chromozom X jsou Duchenneova a Beckerova
muskularni dystrofie. Obé jsou zplsobeny mutacemi dystrofinového genu (DMD) leziciho
v pruhu Xp21.2. Rozsah a lokalizace mutaci rozhoduje o tom, zda se vyvine t€z8i forma —
Duchenneova dystrofie, ktera md letdlni prabéh (progresivni myopatic vedouci kuplne
degeneraci svalti a imrti pacienta), nebo leh¢i forma — Beckerova dystrofie, jejiz projevy lze
do ur¢ité miry upravit vhodnou rehabilitaci.

Kromé uvedenych poruch zndme jest¢ mnoho dalsich gonozomalné recesivnich onemocnéni.
Z nich pripomenme X-vdzanou ichtyézu. Jde o poruchu vyvinu kiZze, kterd se rozviji jiz
v détstvi. K typickym projeviim patif hyperkeratoza, pii¢emz granuldrni vrstva kuze (stratum
granulosum) je vyrazné zesilena. U pacientl se mohou objevit 1 dal$i zmeény, jako napf. bilé
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skviny mna o¢ni rohovce, nesestouplda varlata 1mentalni retardace. U 90 % postizenych
zjistujeme molekularné cytogeneticky mikrodeleci genu STS (Xp22.3) fidiciho syntézu
steroidni sulfatazy.

X-vazanym recesiviim onemocnénim je také Kallmantiv syndrom, k jehoz nejtypictéjsim
projevim  patii  hypogonadismus  spojeny s casteCnou nebo  dplnou  sterilitou.
Gen pro Kalmantliv syndrom je lokalizovan v tésné blizkosti genu pro X-vazanou ichtyozu,
proto vzacné dochazi k soucasné deleci obou lokusti a ke kombinaci uvedenych postiZeni.

K nejznaméjSim a nejfrekventovangj$im X-vazanym chorobam patii syndrom fragilniho
chromozomu X, o némz pojedndva samostatny text.

X-vazana dominantni dédicnost

U nékterych vzacnéjsich chorob pozorujeme X-vazany dominantni ncboli gonozomové
dominantni prenos. Prislu$nd alela se v tomto pripad¢ projevi 1 u Zen, nebot’ staci, aby byla
pfitomna jen na jednom z chromozoml X. Postizeni muzi pak pfeddvaji alelu vSem svym
dceram, které jsou rovnéz postizeny.

Prikladem  gonozomadlné dominantni choroby je vitamin  D-rezistentni neboli
hypofosfatemicka rachitis. Jde o zvlastni formu kiivice, ktera je zplisobena mutaci genu,
jenz fidi syntézu receptoru pro vitamin D.

Dalsi vyznamnéj$i poruchou s gonozomové dominantnim prenosem je Rettiiv syndrom.
Je zpusoben mutaci genu MECP2 nachromozomu X (Xq28). Hlavnim azvlasté t&zce
postihujicim priznakem tohoto té¢Zkého onemocnéni je apraxie (téz dyspraxie), tj. neschopnost
ovladat télo a provadét tak motorické pohyby. K dal$im zavaznym projevim patfi autistické
rysy acelkové opozdéni vyvoje. Toto onemocnéni pozorujeme zpravidla jen u divek,
u chlapci je prenatalné ncbo perinatalné letalni.
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Zesikmeni inaktivace chromozomu X u Zen
, Jakub Minks, Martin Hrebicek, Lenka Dvorakova
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Inaktivace chromozomu X (X inaktivace) je mechanismus, jakym Zeny (i samice ostatnich
placentalnich savcil) vyrovnavaji dvojndsobnou davku gendi kddovanych na gonosomech.
Chromosom Y totiz nese kromé genti zodpovédnych za ,muzstvi® pomémé zanedbatelny
po&et genti v porovnani s chromosomem X; piiblizné 50 vs. 1000 gen.

K X inaktivaci dochazi v asném embryonalnim stadiu, piipoctu fadoveé desitek bunék,
je fizena X-inaktivaénim centrem (XIC), které se nachdzi v oblasti Xpl3 asestiva
se z nékolika gend kodujicich netranslatovane sestithdvané mRNA transkripty a z jejich
regulatord. V dasledku X inaktivace je v kazd¢ zenské somatické buiice transkripéné aktivni
pravé jeden chromosom X. Druhy gonosom je pomoci epigenetickych modifikaci na trovni
DNA (ktera je specificky metylovana) a histont (kter¢ jsou jednak kovalentné modifikovany
a jednak nahrazeny spccidlnimi histony macroH2A) inaktivovan a tvofi superkompaktni
heterochromatin, ktery zname také jako Barrovo télisko.

Priibéh zejména ¢asnych stadif inaktivace je dodnes ponckud zahalen tajemstvim a ukazuje se,
e populamni mysi model je v pfipadé X inaktivace v mnohém od ¢lovéka odlidny. Rozdily
se tykaji jednak struktury samotného XIC, Casovani jednotlivych udalosti v prab&hu
inaktivace a v neposledni fad& zpisobu inaktivace. Zatimco u zen je inaktivace chromozomu
X v extraembryondlnich tkdnich (napt. placenté) ndhodna a jsou tedy zastoupeny jak buiiky
s aktivnim X po otci (Xp), tak po matce (Xm), u mysi je inaktivace imprintovana a ve viech
extraembryonalnich  tkdnich  je inaktivovan ~ Xp!  Proto by hypotetické prenatalni
enzymologické vySetfeni bfezi mySi mohlo vést k nespravnym  zavérim. JelikoZ
u primitivnéjsich savet (klokan, ptakopysk) je maktivace imprintovana (opét je inaktivovan
vzdy Xp) i v somatickych tkanich, lze se domnivat ze evoluéné progresivngjsi se ukazala byt
inaktivace ndhodna. Jisté, ndhodna inaktivace totiz umoziuje Zenam — pfenaseckam, které by
nesly na Xm mutaci, aby se tato mutace alespoil v Sasti bunék, které maji inaktivovan Xm
neprojevila. Naproti tomu samice klokana, ktera by zdedila Xm s mutaci, by byla chorobou
stizena stejné jako hemizygotni samec, nebot” vSechny ,zdravé® chromosomy Xp by byly
inaktivovany.

V pribéhu inaktivace u ¢lovéka se tedy kazda z embryonalnich bun¢k nahodné inaktivuje
bud’ Xp, nebo Xm a viechny deefinné buiiky maji inaktivovan steyny chromosom X, jako
buiika matefska. JelikoZ je tento proces ndhodny a nezdvisly na ostatnich bunkach, ma
védina Zen v populaci zhruba polovinu bunék s neaktivnim Xp a polovinu s neaktivnim Xm.
Existuji viak i zeny, které maji ve vétSing bunck aktivni bud’ Xp, nebo Xm a X vazané geny
se unich exprimuji témé monoalelicky. Miru odchylky od primérmého zastoupeni (tedy
v 50 % bunék aktivni Xp a v 50 % bunek aktivni Xm) poté oznacujeme jako ,,zeSikmenti
maktivace*.

U heterozygotek pro gonosomalné vazand onemocnéni sc miZe tize choroby projevit
v zavislosti na tom, zda je preferenéné aktivni mutovana, ¢i zdravé varianta genu, i zda jsou
butiky nesouci mutaci a buiiky bez mutace zastoupeny zhruba stejné. Nastane-li nepfizniva
kombinace, kdy ma Zena preferenéné aktivni ten X chromosom, ktery nesc mutovany gen,
miZe se onemocnéni projevit se stejnou intenzitou jako u hemizygotnich muza. Skutecné,
vliv zesikmeni inaktivace na priabéh mnoha gonosomélnich onemocnéni u heterozygotek byl
opakovang¢ prokédzan.
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Cilem naSi price je uvést metody pro vySetieni Ze§ikmqni X inaktivace jako pomucku
pii komplexnim genetickém vysetieni heterozygotek na Ustavu dédi¢nych metabolickych
poruch.

Od roku 1994 je nejpouzivané)si technikou pii vySetfeni X-inaktivace metoda HUMARA.
Vychazi z toho, ze DNA neaktivniho X chromozomu je v CpG dinukleotidech metylovana,
zatimco DNA aktivniho X metylovana neni. Pomoci chemické modifikace gDNA lze
sclektivng konvertovat nemethylované cytosiny na thyminy. Ziskdame tak dvé populace DNA
z nichZ jedna odpovidd pivodné aktivnim X chromosomiim a druhé piivodné neaktivnim X.
Abychom mohli ur¢it miru zeSikmeni, tedy zda je preferenéné aktivni Xp ¢ Xm, musime byt
schopni rozlidit navic, zda DNA pochazi od otce ¢i od matky. K tomu vyuzivame ¢&astého
polymorfismu v poctu opakovani (CAG)n  trinukleotidu v promotoru genu pro lidsky
androgenni receptor (proto HUMARA). Tento tsek amplifikujeme pomoci fluorescenéné
znaCenych primert pro aktivni a neaktivni X apo elektroforetické separaci jsme schopni
rozlisit Ctyfi hlavni piky — aktivni Xp a Xm aneaktivni Xp a Xm. Z jejich poméru lze
usuzovat na miru zeSikmeni inaktivace.

Abychom ovefili parametry metody a zdroveil metodu zavedli, provedli jsme studii na 100
nahodn¢ vybranych zdravych Zenach, znichz 67 bylo pro metodu informativnich (poget
opakovani (CAG)n trinukelotidu se lisil tak, Ze jsme byli schopni piky kvantitativng odligit).
gDNA byla izolovana z leukocyti periferni krve. Ovefili jsme piesnost a spravnost metody
a zjistili, ze as1 7,5 % zen ma zeSikmeni 2 80 : 20, coZ odpovida vysledkim jinych skupin.
Overilt jsme déle, nakolik vysledky vySetfeni zjisténé v krvi koresponduji se zesikmenim
v ostatnich somatickych tkanich, které mohou mit na progresi choroby zasadnéjsi vliv, ale
kter¢ jsou z etickych i praktickych divodd k vySetfeni typicky nedostupné. Izolovali jsme
gDNA zcelkem 21 tkani u 5 Zen. Ziskana data naznacuji, ze ackoliv se hodnoty zesikmeni
v jednotlivych tkanich mohou lisit az 0 30 %, zakladni trend (zeSikmeni ve prospéch Xp, Xm
¢1 zhruba 50 : 50) zGstava zachovan.

Zjistovali jsme déle, nakolik zesikmeni X inaktivace skute¢né odpovida preferenéni expresi
alely z Xp ¢ Xm. Jinymi slovy, je-li v urcité tkani 40 % bunék s aktivnim chromosomem X
po mamince, zato také znamena, ze40% uwcit¢ho proteinu je tvofeno z transkriptd
pochazejicich z Xm. Pro rozliSeni otcovské a mateiské alely slouzily ¢asté jednonukleotidové
polymorfismy (SNP) lezici v kodujicich oblastech gend na chromozomu X. Kvantifikaci
zastoupeni alel v mRNA pro 10 riznych genl na chromozomu X u 64 Zen a porovnanim
»zeSikmeni exprese™ téchto gent se zeSikmenim inaktivace jsme zjistili, Ze priblizné pro 95 %
hodnot sc¢ vysledky nelisi o vice nez 20 %.

Stanoveni zeSikmeni inaktivace v leukocytech metodou HUMARA poskytuje uZitecné
voditko priodhadu pribchu choroby uZen heterozygotnich pro nékterd gonosomalni
onemocnéni. Je vSak tfeba mit na paméti moznou odchylku miry zesikmeni v jednotlivych
organech. Stejn¢ tak mira exprese jednotlivych genti z Xp a Xm nemusi plné kopirovat miru
zeSikmeni 1naktivace.
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Syndrom fragilniho chromozomu X
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Syndrom fragilntho chromozomu X patii k nejcastéj§im hereditarnim formam mentalni
retardace u muzd. Jeho popula¢ni frekvence se odhaduje na 1/2000 — 5000 muzi. Predpoklada
se, ze touto poruchou je postizeno az 5 % muzii s mentalni retardaci. Drive byl syndrom
diagnostikovan pouze cytogeneticky. Postizeni maji totiz na dlouhych raménkach
chromozomu X (Xq27.3) zretelné fragilni misto oznacované jako FRAXA.

Fragilni misto FRAXA je folat-senzitivni. Znamena to, Ze pro jeho diagnostiku je tieba
lymfocyty pro chromozomovou analyzu kultivovat v médiu se sniZzenym obsahem kyseliny
listové (folatu) nebo s piidavkem latck, které jsou v metabolickych drahdch jejimi antagonisty
(napf. metotrexatu nebo fluorodeoxyuridinu). Pfesto ma cytogenetické vySetfeni omezenou
vypovédni hodnotu. I po dodrzeni specifického kultivaéniho postupu lze fragilni misto nalézt
pouze ve 4 — 60 % bun&k postizenych muzi. U Zen, které jsou pienaSeckami (tj. maji pouze
jeden fragilni X), nelze fragilni misto prokazat vibec, nebo jen v nékolika jednotkdach procent
mitoz.

Vzhledem k omezené spolehlivosti cytogenetické analyzy se v soucasnosti k vySetfeni
syndromu fragilntho X vyuZivaji pouze molekuldrné biologické metody. Ty jsou zpravidla
zaloZeny na identifikaci kauzdlni mutace, kterou je amplifikace repetitivnich tripletovych
sekvenci v genu FMRI1. Tento gen lezi vregionu FRAXA ajeho 5'-nekodujici konec
obsahuje repetice tripletu CCG. Pokud je pocet t&chto tripletd niz8i nez 50, jde o normalni
alelu. Zvyseni na 50-200 kopii svéd¢i o premutaci, kterd vSak zpravidla nemd fenotypovy
projev. Daldi expanze repetitivnich tripletd (nad 200 — 230) vede k plné mutaci, jez
zplsobuje typické projevy syndromu. Fragilni misto tedy neni (na rozdil od vEtSiny ostatnich
strukturnich aberaci) pifmym dasledkem chromozomovych prestaveb, ale projevem
dynamické mutace prislusného genu.

Pacienti se syndromem fragilniho X trpi mentalni retardaci rizného stupné. Z dalSich
fenotypovych znak je ndpadné protahly oblicej, velké usni boltce a vyrazné zvétSena testes
(tzv. makroorchismus). Vé&tSina postizenych je hyperaktivni a md rGzné poruchy chovani.
U novorozencil pozorujeme hypotonii. Projevy syndromu viak vykazuji znacnou varabilitu,
ktera souvisi zejména s poctem repetic (¢im vyssi amplifikace, tim zdvazng)si postizeni).
Protozc plnd mutace je mitoticky nestabilni, dochazi pii déleni bunék v embryu, resp. plodu
ke vzniku mozaiky obsahujici buiiky s vyraznou amplifikaci spolu s bunikami s normalnim
podtem repetic. Pocetni pomér téchto bunék vyrazné koreluje s fenotypem pacienta.

Daldim faktorem, jenz mUze ovlivnit rozsah postizeni, je metylace genu FMRI. Bylo
prokizano, ze zejména jeho hypermetylace ve vSech burikdch pacienta vyvoldva zavaZnéjsi
postizeni nez v piipadech, kdy je gen FMRI1 metylovan pouze v nékterych buiikach, coz
je ptipad tzv. metyla¢niho mozaicismu.

Dédi¢nost syndromu fragilniho X je gonozomalné recesivni. Znamend to, Ze postiZeni
byvaji téméf vyhradné muzi. Zeny jsou zpravidla zdravymi nebo méné postizenymi
pienaseckami, protoze v jejich genotypu je defektni alela genu FMRI kompenzovina
normalni nemutovanou alelou na druhém chromozomu X.

Presto lze i u mnoha prenasecek prokazat urcité abnormalni projevy: zejména zvétSena
ovaria a v mnoha piipadech téz urdity mentalni deficit (poruchy uceni apod.). Rozsah
postizeni u Zen je rovnéz ovlivnén mnoha faktory. K nejvyznamnéjS$im patii mira amplifikace
a metylace repetic FMRI1; narozdil od muzi se vSak vyrazné uplatiuje take inaktivace
chromozomu X.

Czepulkowski B.: Analyzing Chromosomes. Bios, Oxford, (2001)
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Chromozom Y a pseudoautozomové regiony
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Na rozdil od chromozomu X je chromozom Y nepomémné mensi a svym tvarem (napadné
zkracenymi raménky p) pfipominda chromozomy akrocentrické. Ve skuteCnosti jde spiSe
o maly submetacentricky chromozom. Obsahuje pfiblizné 60 Mb DNA.

Gonozom Y obsahuje ve srovndni s ostatnimi chromozomy daleko méné funkénich gent.
Jeho prevdznou Cast tvoll useky tzv. nekédujici DNA, kterd obsahuje repetitivni sekvence
bez  jakychkoliv  genli.  Velkou ¢ast  jeho  dlouhych  ramének  predstavuje
tzv. heterochromatinovy blok tvofeny témito satelitnimi  sekvencemi.  Rozsah
heterochromatinového bloku je velmi variabilni  a pro kazdého muze do ur¢ité miry
specificky. Toho bylo dfive vyuzivano 1 pfi testech paternity.

Na chromozomu Y zname vsou¢asnosti 78 gend. Cast z nich  se nachézi
v pseudoautozomovych regionech (PAR), které jsou na obou gonozomech shodné (viz nize).
Pohlavni diferenciaci proto ovliviluje pomérn€ nepocetnd skupina gent. Z nich ma klicovy
vyznam gen SRY (z anglického Sex determining Region on Y). Je lokalizovan v pruhu
Ypll.3. Jeho proteinovy produkt zplsobi béhem vyvoje plodu pifeménu nezralych
(ambivalentnich) gonad na varlata, kterd zacnou produkovat testosteron. Tento hormon
ovhivni dal8i utvafeni muzskych pohlavnich znakdl. Pokud neni SRY pfitomen (nebo
je mutovan), vytvori se z nezralych gonad vajecniky.

Dalsi geny ovliviiujici spermatogenezi jsou lokalizovany na dlouhych raménkach v pruhu
Yqll. Z nich maji vyznam zejména geny AZF1 (Azoospermia Factor 1), DAZ (Deleted in
Azoospermia) a USPIY (specifickd protedza ubikvitinu). Mutace, resp. uplnd delece vétsiny
z nich vede k t¢Zkym porucham reprodukce, popt. k Gplné sterilité zpisobené azoospermii.

Holandricka dédi¢nost

Vedle X-vazané dédicnosti lze teoreticky predpokladat také dédicnost vazanou
na chromozom Y neboli holandrickou dédiénost. Vzhledem k tomu, Ze u ¢lovéka maji
nepocetne geny lezici mimo PAR témér vyhradné vyznam pro spermatogenezi a jejich mutace
vede k ztrat¢ reprodukéni schopnosti, jsou Y-vazané znaky, které by se piendsely z otce
na syny, velmt vzicné. Holandricka dédicnost se predpoklada napt. u histokompatibilitniho
membranového antigenu H-Y. Krom¢ toho pozorujeme holandrickou dédi¢nost u klinicky
bezvyznamného ochlupeni usniho lalicku (nékdy téz nazyvaného ,hairy ear syndrome*).

Pseudoautozomova dédicnost

Ackoli jsou gonozomy X a 'Y odlisné, leZi na obou koncich jejich p- a g-ramének geneticky
shodné pseudoautozomalni oblasti, tzv. PAR (z anglického pseudoautosomal regions).
V téchto tsecich se chromozomy X a'Y spolu paruji béhem profize prvniho meiotického
déleni. Mlze zde dojit 1 ke crossing-overu.

Velky pseudoautozomovy region (PARI1) md velikost piiblizné 2,7 Mb a vyskytuje
se na kratkych raménkdch chromozomt X a'Y. Obsahuje 24 gent. Pri meiotickém déleni
umuze je mistem obligdtniho crossing-overu, ktery je potiebny pro sprivnou meiotickou
segregacl.

Maly pseudoautozomovy region (PAR2) lezi na dlouhych raménkach chromozomt X a Y.
Je velmi kratky (330 kb). Zatim bylo v této oblasti identifikovdno jen 5 geni a nékolik
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pseudogenti. Crossing-over mezi chromozomem X a Y v tomto misté neni piili§ Casty a neni
ani dillezity pro spravny pribéh meiozy u muze.

Pro alely genl lokalizovanych v pseudoautozomdlnich oblastech chromozomi X a Y
je typickd tzv. pseudoautozomalni dédi¢nost. Pfenos téchto znakd je podobny jako
u autozomalné dominantnich, resp. autozomalng reccsivnich forem dédi¢nosti, zalezi vSak
patom, zda je mutantni alela lokalizovana nachromozomu X nebo chromozomu Y.
Piikladem takto dédi¢ného onemocnéni je dyschondrostedza, skeletdlni dysplazie
charakterizovand malou postavou a deformitou predlokti. Predpokladd se, Ze je zplisobena
mutaci genu SHOX v oblasti PAR. Mutantni alela je dominantni, proto se choroba muZze
pfenést nejen z otce na syny, ale také z matek na deery. U nékterych forem dyschondrostedzy
prokazujeme mikrodelece nebo jiné strukturni piestavby v oblasti PAR na Xp22. Mnoh¢
z téchto aberaci lze prokéazat molekuldrnd cytogeneticky, vzacnéji 1 zakladnim vySetfenim
chromozomii.

XX-muzi a XY-Zeny

Pii meioze dochazi k parovani pohlavnich chromozomi v oblastech PAR, z nichz vyznam¢jsi
je PARI nakratkych raménkéach. Pfi crossing overu vtomto segmentu miZe n¢kdy dojit
k nereciproké vyméné chromozomového materialu, takze na chromozom X muze byt spolu
s ¢asti & celym PAR také translokovan region SRY. Vysledkem této piestavby je vznik
deletovaného chromozomu Y a chromozomu X s translokovanym segmentem obsahujicim
region SRY.

Pokud je deletovany chromozom Y kombinovan pfi oplozeni s normalnim chromozomem X,
vznika sterilni jedinec Zenského pohlavi, avsak zpravidla se zachovanymi sekundarnimi
pohlavnimi znaky. Jde o tzv. XY-Zenu.

Pokud se naopak kombinuje normalni chromozom X s derivovanym chromozomem X
obsahujicim SRY, vznika vétSinou sterilni muz, aviak bez napadného fenotypu. Jde o tzv.
XX-muze.
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Syndromy chromozomové instability (syndromy lomivosti chromozomii)
' , Eduard Kocarek
Ustav biologic a I¢karské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Jde o zvlastni skupinou geneticky podminénych onemocnéni, k jejichz typickym projeviim
patii razné chromozomové aberace. Tyto zmény zpravidla nepostihuji specifické
chromozomy, jak je tomu u vyse popsanych syndromt, ale mohou se projevit u kteréhokoli
chromozomu v karyotypu (vyjimkou je ataxia telangiectasia, uniZ nachdzime zvySenou
frekvenci vzajemnych translokaci chromozomt 7 a 14). NejcastéjSim projevem instability
je zvySena hladina chromozomovych zlomi, popt. slozitgj$ich strukturnich prestaveb
(tj. zvySeny podil bunék, unichz byly zjistény aberace). Neékteré zuvedenych poruch
(napt. Bloomiv syndrom) se projevuji zvysenou frekvenci vymén sesterskych chromatid.

Vymény sesterskych chromatid a jejich diagnostika

Vymeény sesterskych chromatid neboli SCE (z anglického ,,Sister Chromatide Exchanges®)
jsou mtrachromozomové piestavby, pi1 nichz dochazi ke vzajemné vyméné chromozomovych
segmentll mezi dvéma chromatidami stejného chromozomu. V naprosté vétSing piipadd
nemaji tyto procesy zadné nasledky pro pacienta, jejich zvysena frekvence vSak indikuje
poruchu replika¢nich mechanismit. Zvy$eni hladiny SCE nastava také nasledkem ptisobenti
mutagennich latek, proto studium vymén sesterskych chromatid neni pouze vySetfovaci
mctodou, ale patii také k zakladnim testiim genotoxicity.

Vymény sesterskych chromatid Ize pozorovat s vyuzitim specifické kultivacni metody.
Krev pacienta kultivujeme v pfitomnosti bromodeoxyuridinu (BrdU), ktery se pfi syntéze
DNA inkorporuje do polynukleotidového fetézce misto thymidinu. Pfitomnost BrdU méni
chromatinovou strukturu a tim 1 barvitelnost chromatid nékterymi barvivy (napt. Giemsou
nebo nékterymi fluorescenénimi barvivy, popt. jejich vzajemnou kombinaci). Po aplikaci
BrdU jsou v mutézach druhé generace bunék sesterské chromatidy vSech chromozom odli§né
barvitelné, takze lze pozorovat jejich pfipadné vzajemné vymény.

Etiologie a prehled syndromii chromozomové instability

Pricinou syndromi chromozomové instability je defekt nékterého z gent, jenz tidi replikaci,
popi. reparact DNA. Postizeny mohou byt napf. geny pro ligazu [ a II, helikazu I a II, popr.
topoizomerazu [. Tyto poruchy pilisobi ve svych disledcich etné zdravotni komplikace.
Pacienti v mnoha pfipadech trpi poruchami ristu a vyvoje. Casté byvaji defekty funkce
imunitniho systému a kostni dfené. Klinicky nejzavaznéjSim rizikem je predisposice
ke vzniku nadorovych onemocnéni.
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Tabulka: P¥iklady nejb&znéjsich syndromii chromozomové instability

| Syndrom

Cytogeneticky nalez,

Riziko niadorového

(1:2 000 000)

. . Hypersenzitivita; . «
(populacni |. . chromozomové onemocnéni
. imunodeficience . v .o
frekvence) abnormality (vy$e rizika; typy malignit)
Rentgenoterapie, Casté translokace 1:8; akutni lymfocytické
Ataxia ionizaénigéfepi, Chr()’l:nOZ’O{nfl 7 a 14, le‘uk.émie, dale se mohp}l ’
relangicetasia UAV; snizend zvyseni frekyence O projevit lyqumy, epltc’halm
(1:3‘6 000 — hladma IgA, 1gG, chromoozommiych gapil karcinomy, gliomy a nadory
100 000) IgE a zlomu, popf. dalSich prsu
chromozomovych
prestaveb
Nijmegen Radioterapi;, Vysokou hladi’nu akutl}i lymfocytické
breakabﬁe c.hcn?otcr.aplc’e . chromozomovych leukemle,,lymfomy,
sy droTn 1'ad10mn}1et1ckyml ab’eram 1ze poozorova't mozkové tumozy, .
(170 000 — Ieky . n‘asl.crdlfem },)llsolbem ] gonadqblastomy; dc.t1 maji
150 000) ionizujiciho zateni, popr. zpravidla dobrou vitalitu
mutagenu
UV, cytostatika: 12-15krat vySsi 1:5-8; leukémie, lymfomy,
Bloomtv | snizend hladina (frekvence SCE, vyskytuji adenokarcinomy atd.
syndrom | IgA, IgM, popr. se 1 jiné prestavby
(1:1 000 000) téz gG chromozomt, gapy
a zlomy
UV, Zvysena frekvence gapl Aplasticka anémie:
chemoterapeutika| and zlomd, 30 % znich | pancytopenie, leukémie
pouZivana byva mezi (zejména akutni myeloidni
pro imunosupresi,|  nchomologickymi leukémie), karcinom
Fanconiho | diepoxybutan | chromozomy, vyskytuji | dlazdicovych bunék atd.
anémic a dal8i ¢inidla se 1 klony bunék
(1:200 000 —|  zphsobujici  |s ur¢itymi translokacemi
400 000) | propojeni vlaken
DNA (tzv.
,DNA-
crosslinking
agents™)
UV-zateni Zvysend frekvence gapi| 1000-krat zvySené riziko
Xeroderma a zlomil, po expozici UV| koznich poruch, maligniho
pigmentosum zafeni nastava rovnéz |melanomu, keratoakanthomu

zvy$eni frekvence SCE

a dalsich
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Mikrodele¢ni syndromy
, Eduard Kocdrek
Ustav biologie a I¢karské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Pro malé, zakladni cytogenetickon analyzou zpravidla neidentifikovatelné prestavby
chromozomi se dnes casto pouziva termin ,,submikroskopické aberace™ nebo ,kryptické
aberace”. Do této skupiny zahrnujeme zejména mikrodelece, mikroamplifikace a translokace
malych chromozomovych segmentil. Lze je zpravidla zjistit pouze molekularné biologickymi,
popt. molekularné cytogenetickymi metodami (napi. pomoci FISH). Mikroskopicky jsou
(pf1 pouZziti konvencnich pruhovacich metod) pozorovatelné jen vyjimeéné a ve velmi
omezeném poctu piipadu.

Tyto aberace vznikaji nejcastéji nasledkem nereciprokého crossing-overu pfiprvnim
meiotickém déleni (. v bivalentu pii vyméné chromozomovych segmenti nestejné délky).
Vysledkem neronomérné vymeény genetického materidlu mohou byt delece, resp. duplikace
prislusnych chromozomovych useka.

Nejcasté)si a klinicky nejzadvaznéjsi jsou tzv. mikrodeleéni syndromy zplsobené (jak ndzev
napovidd) intersticidlnimi mikrodelecemi riiznych chromozomt. Pfi fenotypovém vyjadicni
té&chto chromozomovych zmén sc uplatiuji mikrodelece (haploinsuficience) vétsiho poctu
gend, lezicich v chybégjicim segmentu. Proto mikrodele¢ni syndromy fadime mezi ,,syndromy
sousedicich, resp. na sebe navazujicich genl™ — v anglictiné contiguous gene syndromes.
Tyto geny mohou mit znaéné odlisné funkce, takze se vytvaii spektrum symptomt v rznych
lokalizacich.

Naprosta vétSina mikrodele¢nich syndromi ma autozomalné dominantni dédic¢nost
s variabilni expresivitou, prevaznou ¢dst pripadi vSak pfedstavuji pacienti s delecemi de novo.
Situace, kdy se delece vyskytla ve vice generacich, jsou ov§em velmi vzacné.

Pro mnoh¢é mikrodelecni syndromy je typickd rozsdhld variabilita, resp. velmi rozdilna
expresivita fenotypovych projevi.

Rozsah delece u mikrodele¢nich syndromu

Podobné jako v pripadé syndromu cri du chat, popi. Wolf-Hirschhornova syndromu byly také
u pacientll s mikrodele¢nimi syndromy zjistény delece rizného rozsahu, aviak (na rozdil
od predchozich dvou syndromil) jen ztidka mikroskopicky pozorovatelné. Z tohoto hlediska
Izc mezi mikrodelecni syndromy fadit rovnéz nekteré pfipady syndromi cri du chat, resp.
Wolf-Hirschhornova (viz dale). Srovnanim rozsahu deleci byl u vétsiny syndromii vymezen
tzv. minimalni Kkriticky region, t). nejmensi UuUsek, jchoz delece postacuje
k charakteristickému fenotypovému vyjadreni daného syndromu.

Varialibilita v rozsahu deletovaného segmentu ziejmé z¢asti vysvétluje velmi rozdilnou
expresivitu vétSiny mikrodele¢nich syndromi. Ta byla popsdna zejména u mikrodelece
chromozomu 22qll, jejiz fenotypové projevy kolisaji od nevyraznych rozs$tépi patra
(neprovazenych zadnym vyznamnéjSim postizenim) az k rozsdhlym kombinacim tézkych
srdecnich a imunitnich poruch. Zda se vSak, zerozsah delece neni jedinych a &asto ani
rozhodujicim faktorem urcujicim miru, popf. formu postizeni.

Dalsi faktory ovlivitujici fenotypové projevy mikrodeleénich syndromi

U nékterych pacienti se suspektnim mikrodeleénim syndromem v$ak nelze molekularné
cytogenetickym vySetfenim kryptickou aberaci prokdzat. Ukazalo setak, Ze v urgitych
pfipadech muize byt velmi podobny fenotyp vyvolin pouze bodovymi mutacemi nékterych
gent kritického regionu, popi. epigeneticky vlivem vnéjsich faktort s teratogennim ucinkem.
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Fenokopie velmi pripominajici néktere mikrodeleéni syndromy mohou byt vyvolany napf.
‘abusem alkoholu béhem t&hotenstvi, konzumaci nékterych Iéki s teratogennim Gdinkem apod.
U nékterych mikrodele¢nich syndroml se vyrazné uplatiiyje také genomovy imprinting,
popt. uniparentéalni dizomie. Prikladem jsou syndromy Prader-Williho a Angelmaniv.
Velky vyznam miize mit spolupisobeni alel jinych genii lokalizovanych mimo deletovanou
oblast. Tyto modifikujici alely mohou byt pfitomny 1 na zcela jiném chromozomu.

Priklady mikrodele¢nich syndromit

K nejcastéj$im mikrodelecnim syndromiim fadime syndrom DiGeorgeliv vietné pfibuznych
syndromt (mikrodelece chromozomu 22q11 — viz samostatny text), dale syndrom Prader-
Williho (mikrodelece chromozomu  15¢12), syndrom  Angelmaniv (mikrodelece
chromozomu 15q12), syndrom Williams-Beurentiv (mikrodelece chromozomu 7q11.23),
Miller-Diekertv lisencefalicky syndrom (mikrodelece chromozomu 17p13.3) a syndrom
Smith-Magenistv (mikrodelece chromozomu 17p11.2).

Mikrodele¢ni formy zname také usyndrom@ cri du chat (intersticialni, resp. terminalni
delece kratkych ramének chromozomu 5) a Wolf-Hirschhornova (intersticidlni, resp.
terminalni delece kratkych ramének chromozomu 5). Existuji také syndromy, u nichZ jsou
mikrodeleéni formy pomémné vzacné. Prikladem je syndrom Rubinstein-Taybiho, u n¢hoz
molekularné cytogeneticky nachazime mikrodeleci chromozomu 16p13.3 jen asi v 10 %
piipadd, u ostatnich pacienti se vyskytuji spi§e mutace mensiho rozsahu.

Neékteré mikrodelece postihujici tumor-supresorové geny mohou byt pii¢inou vzniku vzniku
nadorovych onemocnéni. Tak napriklad mikrodelece tumor-supresorového genu RBI
(na chromozomu 13q14) se miize vyskytovat u retinoblastomu. Mikrodeleci  11pl3
nachazime usyndromu WAGR (Wilmsiiv tumor, aniridie, genitourinarni abnormality,
mentalni retardace).
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Mikrodelece chromozomu 22q11 (asociace CATCH22)
’ Eduard Kocdrek
Ustav biologie a I¢karské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Intersticialni mikrodelece dlouhého raménka chromozomu 22 (pruh 22qll) je podle
nékterych autord druhou nejcastéjsi chromozomovou aberaci nalézanou u ¢lovéka (po volné
trizomii chromozomu 21). Soucasné studie udavaji zpravidla incidenci 1:4000 novorozenct,
coZ je vyskyt srovnatelny s nejbéznéjSimi aneuploidiemi gonozomu.

Mikrodelece chromozomu 22qll méa znacné variabilni fenotypové projevy, které byvaji
dokonce popisovany jako rfizné syndromy. K nejbéznéji uvadénym patii syndrom DiGeorge,
velokardiofacidlni syndrom, resp. Shprintzentiv syndrom.

V soucasnosti jsou fenotypové znaky shrovany do asociace CATCH22. Tento akronym
vznikl z poc¢ate¢nich pismen anglickych slov popisujicich jednotlivé fenotypové projevy:

— Cleft palate — rozstép patra;

— Abnormal face — abnormalni tvar (tj. facialni stigmatizace — malformované usi, velky,
napadné vy&nivajici nos, mald mandibula);

—~ Thymic hypoplasia — hypoplazie thymu (v nékterych piipadech snad 1uplna geneze),
vedouci k imunodeficienct;

— Cardiac defects — srde¢ni vady (vrozené defekty vyvoje srdce a velkych cév, napt. defekty
sitového 1 komorového septa, Fallotova tetralogie, truncus arteriosus atd.);

— Hypoparathyreoidism - hypoparathyreoidismus (porucha vyvoje pfiStitnych télisek
vedouci k neonatalni hypokalcémii);

— 22 oznacuje lokalizaci na chromozomu 22.

Akronym CATCH22 ne ndhodou piipomina svétoznamy roman Josepha Hellera: ,,Hlava 22%
(anglicky titul zni vskutku Catch22). Z etickych divodi se vSak nezdd unosné, aby byl
syndrom spojeny s klinicky zdvaznymi projevy ¢asto ohrozujicimi Zivot pacienta pojmenovan
stejné jako literarni dilo. Mnozi odbornici téZ namitaji, Ze tento nazev muze na rodice déti
postizenych timto syndromem pusobit velmi depresivné. Proto se v soucasnosti stale Castéji
uplatiiuje nové pojmenovani: ,,syndrom mikrodelece chromozomu 22q11*.

Uvedend mikrodelece se v soucasnosti nejcastéji vySetfuje metodou FISH. Molekularné
cytogeneticky je prokazatelnd u 90 % pacientlt s charakteristickymi projevy syndromu.
Ve zbyvajicich pripadech zjiStujeme delece mens$iho rozsahu, nez je rozliSovaci schopnost
sond pro FISH, popf. téZ bodové mutace nékterych gent.

Pomérné bézny je familiarni vyskyt mikrodelece 22q11. Sirokymi populaénimi studiemi byl
prokazan témer u 10 % rodin, v nichz se narodilo asponi jedno dité postizené touto aberaci.
Znamena to, Ze témérf u 10 % postizenych déti byla stejna mikrodelece prokazana u jednoho
z rodict. Je zajimavé, Ze dokonce mezi rodi¢i a détmi, popf. mezi postizenymi sourozenci
jsou vyrazné rozdily v expresivité fenotypovych znakil.

Pomérné Casto se naprf. stava, Ze matka s nepfili§ vyraznymi symptomy porodi dité¢ s velmi
zavaznou srde¢ni vadou, ktera vyZaduje okamzitou chirurgickou intervenci. V tomto nemiize
byt odliSna expresivita pfipadé podminéna rozdilnym rozsahem deletované oblasti (zmény
rozsahu delece béhem gametogeneze, popf. jinych procest nebyly prokazany), takze jediné
vysvétleni spociva ve spoluplsobeni dalSich gent lezicich mimo kriticky region a v rozdilném
vlivu vngjsich faktord. Velmi prekvapujici je obCas uvadény diskordantni fenotyp
u jednovajecnych dvojcat postiZzenych stejnou mikrodeleci.
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Rodi¢, ktery je postizen mikrodeleci chromozomu 22ql1, mize s 50 % pravdépodobnosti

pienést tuto aberaci na své potomky. Pienos syndromu je tedy autozomalné dominantni.

Prognéza pacientli s mikrodeleci chromozomu 22ql1 velmi zavisi na rozsahu postizeni.
V neonatalnim obdobi vyZaduji nékteii pacienti okamzitou operaci vrozené srde¢ni vady.
U novorozenct (byt' jen s podezienim na uvedenou afekei) je tieba pravidelne kontrolovat
hladinu ionizovaného vépniku (pokud nebyla zavedena parenterdlni vyziva). U deti
s prokdzanou mikrodeleci zajidtujeme imunologické vy§etfeni, ncbot mohou trpét
imunodeficienci. Pokud je defekt imunity prokdzan, je tfeba zajistit, aby pacienti pokud
mozno nepfisli do styku s infekcemi (které mohou mit v n¢kterych piipadech fatalni pribéh),
a také, aby nebyli preventivng o¢kovani (vakciny vytvorené z oslabenych kment patogennich
organismil mohou zpiisobit tézké infekee). U postizenych déti se Cast&ji vyskytuji vady reci
,nosovy hlas* zplsobeny rozitépem patra) a poruchy uceni. Proto je nezbytna pomoc
logopeda a psychologa.

Neéktefi pacienti jsou mentalné retardovani, mohou se objevit i pfiznaky schizofrenie, popf.
maniodepresivnich stavii. Tyto psychické poruchy souviseji s deleci genu pro katechol-O-
metyltransferazu (COMT), jenz lezi v delctované oblasti. Z tohoto divodu doporucujeme
postizenym rodinam konzultaci s psychiatrem. Uvedené skute¢nosti jasné dokladaji vyznam
casného genetického vySetieni mikrodelece chromozomu 22ql1. Jeho vysledek vyrazné
upfesni prognézu pacienta a upozorni na mozné zdvaziné zdravotni komplikace v pribéhu
dalsiho Zivota.
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Subtelomerické aberace chromozomu
, Eduard Koddarek
Ustav biologie a 1ékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Soucasné studie ukazuji, ze nemalé procento pfipadii mentalni retardace mize byt asociovano
se submikroskopickymi  prestavbami chromozomi, =zejména v subtelomerickych
oblastech.

Jako mentalni retardaci hodnotime stav, kdy je IQ vySetiené osoby nizsi nez 70. Podle toho
pak také klasifikujeme stupné mentalni retardace (dale jen MR):

a) lehka MR —IQ 50 - 70 (omezena vzdélatelnost, doporucuje se navstévovat zvlastni Skolu);
b) stiedné tézka MR (imbecilita) — 1Q 35 - 50 (vzdélatelnost je velmi omezena, jedinci
nejsou schopni slozit€jsi komunikace a sebeobsluhy);

¢) tézka MR (idiotie) — 1Q 25-35;

d) hluboka MR — IQ 20-25 (osoby neschopné Zit mimo kontrolované prostfedi, vyzadu)i
stalou asistenct).

Podle souc¢asnych tdaji lze pFi¢inu mentélni retardace objasnit pouze u 50 — 60 % pacienti
s touto poruchou.

U nékterych piipad( s neobjasnénou pii¢inou mentalni retardace (tzv. idiopatickou MR) byly
zjistény Kryptické aberace v subtelomerickych oblastech urditych chromozomi. Dosud
publikované prace casto uvadgji mikrodelece, popt. jiné kryptické aberace v oblasti
subtelomer chromozomt 1, 2, 5, 6, 8, 9, 12, 16, 18p, 22q. Jsou vSak znamy iméné Casté
pfipady subtelomerickych deleci na jinych chromozomech. Také syndrom Wolf-Hirschorniv
miZe byt zpisoben pouhou kryptickou mikrodeleci v subtelomerické oblasti chromozomu 4p.
Jak naznacuje predchozi text, nejéastéjSimi aberacemi v subtelomerickych oblastech jsou
delece. Vzacné vsak nejsou ani translokace, popf. duplikace. Téméf u 50 % pacientd
se subtelomerickymi delecemi nalézdme stejnou aberaci (ovSem balancovanou) také
u jednoho z rodici.

Zminé&né aberace lze podobné jako mikrodelecni syndromy analyzovat metodou FISH pomoci
lokus specifickych subtelomerickych sond. Ur¢itym problémem je vSak pomémn¢ nizky zachyt
pacientll s témito néalezy — zminéné aberace lze prokazat zhruba u5 - 10 % pacientd
s neobjasnénou t&zkou nebo sttedni mentalni retardaci a u 0,5 % pacientd s lehkou mentalni
retardaci.

Struktura subtelomerické oblasti

Struktura subtelomerické oblasti je u vétSiny chromozomu velmi podobnd. Za telomerou (jejiz
repetitivni sekvence jsou u viech chromozomi stejné) nasleduji genove lokusy, které se vSak
stiidaji s regiony TAR (repetitivnich sekvenci asociovanych s telomerickymi oblastmi
chromozomtl). VétSina komerén¢ dodavanych sond proFISH vSak hybrnidizuje
se subtelomerickymi lokusy, které lezi az za oblastmi TAR bliZe k centromete. Pro relevantni
vySetieni bylo tieba zavést do praxe takové sondy, které by hybridizovaly s geny v oblastech
TAR. Analyzu subtelomerickych deleci také znaéné komplikuje fakt, Ze jde Casto o aberace
velmi malého rozsahu.

Ur¢itym  feSenim  je aplikace  dalSich molekularné¢  cytogenetickych  a molekularné
biologickych metod, které umozni citlivéjsi analyzu a tim 1 vy$8i zachyt. Tak napf. kombinaci
metod FISH a CGH byly subtelomerické abnormality nalezeny u 9,6 % pacientii s mentalni
retardaci doprovazenou dysmorfickymi rysy. Shlibné jsou také genové Cipy, umoziujici
pomérné rychlou a spolehlivou detekei aberaci ve velkém poctu lokusil.
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Kritéria vybéru pacienti pro vySeti‘eni subtelomerickych aberaci

Navzdory pokroku v pozndni subtelomerickych aberaci zlstane asi dlouhou dobu tkolem
kliniki  vybér pacienti pro molekuldrn& cytogenetické (popf. molekuldrné biologicke)
vy$etreni subtelomerickych prestaveb. Diilezité je proto stanoveni spolehlivych kritérii, aby
byl zachyt co nejefektivné)si.

Podle soudasnych doporuéeni by méli pacienti vybrani pro vySetieni subtelomerickych
aberaci spliiovat nasledujici kritéria:

a) Stiedni aZz téZka mentilni retardace, resp. problémové chovini nezndmé etiologie,
opakovany vyskyt mentalni retardace v roding;

b) Prenatalné zapocata ristova retardace, popt. hypotonie nebo nizkd porodni hmotnost;

¢) Postnatalni ristové abnormality (véetné vyrazného opozdéni nebo naopak urychleni
rastu) - ¢asto mala postava;

d) Dvé nebo vice obli¢ejovych dysmorfii (nosni abnormality, dysmorfické u3ni boltce, o¢ni
anomalie, mongoloidni ¢i antimongoloidni sklon o¢nich Stérbin).

V odbornych pracich jsou tato kritéria Casto shrnovana do zkratky MR/DD/NDF,
COZ zZnamena:

a) Mental Retardation (mentéini retardace),

b) Developmental Delay (opozdéni vyvoje);

¢) Nonspecific Dysmorphic Features (nespecifické dysmorfie).

Pied vlastni indikaci genetického vySetfeni je viak tieba dikladn¢ zvazit, zda je MR
u pacienta vskutku zptisobena genetickymi vlivy a pokud ano, zda se nejednd o jiny syndrom
(napf. syndrom fraX, né&které metabolické choroby, Angelmaniv syndrom, popf. jiné
mikrodele¢ni syndromy apod.). Proto je tfeba:

a) dikladné vySetfit pacienta s MR (popf. dalS$imi symptomy) a zjistit podrobnou
anamnézu;

b) vylou¢it negenetické pFiciny, tj. poruchy nitrodélozniho vyvoje (napf. vlivem infekee,
alkoholu & abrupce placenty), perinatilni poruchy (napi. asfyxie piiporodu, poranéni
pti klestovém porodu) a postnatalni poruchy (napi. infckee a urazy CNS);

¢) vylou¢it degenerativni onemocnéni postihujici CNS.

78

-



Genova terapie
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Geneticky podminéna onemocnéni lze v soucasnosti 1é¢it jen symptomaticky. Znamena to,
7e neodstrafiujeme podstatu choroby, ale pouze upravujeme nékteré jeji piiznaky (symptomy).
Napt. dietou lze vyrazné zlepsit prognoézu pacientdl s fenylketonurii, inhalacemi usnadnit
dychani détem s cystickou fibrozou avhodnou rehabilitaci zkvalitnit Zzivot pacientim
s muskularni dystrofii. Také pacienti s hemofilii jsou v sou¢asnosti usp&sné léceni aplikaci
krevnich derivatd obsahujicich funkéni koagulaéni faktory VIII, resp. IX. Uvedené
terapeutické postupy jsou sice v mnoha pripadech velmi i¢inné, avSak neodstrafiuji samotnou
pii¢inu choroby — tj. mutaci pfislusného genu.

Zikladni metody genové terapie

Rozvoj genového inZenyrstvi a poznatky, k nimz dospél projekt lidského genomu vSak davaji
nadéji, ze brzy bude mozné primo zasahovat i do genomu pacientl a nahradit jejich mutantni
alely normalnimi funkénimi geny. Tento princip je zakladem genové terapie. Predpoklada se,
7e nejvhodngjdimi vektory jsou pravé viry, jejichz apardt umozni vstup nukleové kyseliny
se zabudovanym funkénim genem do buriky pacienta. Pro tyto ucely se hodi zejména
adenoviry nebo nékteré retroviry, jejichz DNA se zacleniuje do genomu hostitele a spolu
s nim se dale replikuje. Tak vznikne v téle pacienta permanentni linie zdravych funkcnich
bunek.

Kromé aplikaci virovych vektorG byly navrzeny ibezvektorové postupy, pfinichz
,zabalime* zdravi gen do liposomii anebo jej piimo aplikujeme do bunék (napf. pomoci
mikroinjekce). Dal$i moznosti genové terapie nabizeji kromé virovych vektori také lidské
umélé chromozomy (HAC = Human arteficial chromosomes).

Aplikaci ,,zdravych* gent lze provést dvéma zakladnimi zptsoby:

a) In vivo, tj. mechanickym vpravenim viru s genem nebo samotného genu piimo do cilovych
bunék v prislusném organu.

b) In vitro neboli ex vivo, kdy z téla pacienta nejprve odebirime vhodné buriky, které pak
infikujeme modifikovanym virem, v jehoz genoforu je zaClenén pfislusny gen. MozZné
je rovnéz bezvektorové zavedeni genu. Takto upravené buiky se vraceji zpét do organismu.

K ovéfeni uéinnosti riznych postupd jiz probéhlo mnoho pokusii s laboratornimi zvifaty.
U ¢lovéka byla genova terapie zatim tspé$né praktikovana jen v nékolika pripadech tézké
kombinované imunodeficience (SCID -~ severe combined immunodeficiency). Jde
o geneticky podminény defekt enzymu adenosindeamindzy, jehoz nejzavazn€j$im projevem
je vrozena porucha imunity.

Predpoklada se, Ze v blizké budoucnosti bude s pomoci genové terapie mozné l€Cit napf.
cystickou fibrézu, Gaucherovu chorobu (geneticky podminény defekt enzymu B-glukosidazy)
a snad i nékteré hereditarni formy nadorovych onemocnéni.

Dali mozZnosti genové terapie

Kromé primé substituce poskozenych genli se v soutasnosti zacind uplatiovat 1 dalSi smér
genové terapie, ktery vychazi z moZznosti ovlivnéni syntézy RNA. Vtomto piipade
se neuvazuje o nahrazeni defektniho genu, ale o dodate¢nou ,opravu® defektni RNA
vznikajici jeho transkripci. Terapeuticky by snad bylo mozné ovlivnit zejména tzv. ribozymy,
coz jsou molekuly RNA s autokatalytickou aktivitou, které se v lidskych buiikdch uplatiuji
piedev§im pfi sestihu intront.

Dalsi moznosti genové terapie je specifické zastaveni syntézy RNA u defektnich genl nebo
naopak indukce syntézy RNA u gent s nizkou aktivitou. Tyto postupy by mély ziejmé velky
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vyznam pfi terapii nadoru, u nichz dochazi k nekontrolovanému d¢leni bunck nasledkem
poruchy regulace genové exprese. Vhodnym zasahem by bylo mozné prerusit syntézu RNA
u gentl, jejichz produkty stimuluji bunééné déleni, a naopak ji indukovat u gend, jejichZ
produkty bunéény cyklus zastavuji. Uvazuje se také o genové terapii AIDS na zakladé cilen¢
inhibice replikace viru HIV.

V piipadé genové 1é¢by nidorovych onemocnéni sc také provadély pokusy se zavedenim
genu produkujiciho protein, ktery by selektivné usmrtil pouze nadorové bunky. Nezbytnou
podminkou by samoziejmé bylo, aby toxicky protein vskutku zasahl pouze rakovinné bunky
a aby zdravé bunky zstaly nepoSkozené. To predpoklada bud’ velmi selektivni transport
,.zabijecského* genu do nadorovych bun¢k anebo zajisténi jeho exprese pouze v rakovinnych
buiikach. Toho Ize dosdhnout napiiklad tim, Ze bychom tento gen umistili pod kontrolu
promotoru, ktery je aktivni vyhradné v nddorovych bunkach.

Jiny zpusob likvidace nadorovych bunék na bdzi genové terapie piedpokladd vneseni genu
kdédujiciho silny antigen, ktery by byl snadno a rychle rozpoznavan imunitnim systémem
pacienta. Znamena to, ze naddorové builky produkujici tento antigen by byly automaticky
zniCeny inmunokompetentnimi buitkami.

Ackoliv soucasné poznatky molekularni biologie vedly k navrhu mnoha lé¢ebnych postupi
zalozenych na genové terapii, jejich skute¢né vyuZiti v praxi je zatim minimalni. Ukazalo se,
7e aplikace genové terapic ssebou miZze nést zdvazna rizika iSpatné prekonatelné
technické problémy. Témto otazkam je vénovan samostatny text.
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Problémy a omezeni genové terapie
' Eduard Kocdarek
Ustav biologie a l1ékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Sirdimu uplatnéni genové terapic v medicing zatim brani ctyfi zékladni problémy:

a) Mozné patogenni ucinky virového vektoru lze v soucasnosti omezit piipravou geneticky
modifikovanych adenovirtt ochuzenych o geny, zodpovédné za jejich patogenitu. Znaénym
rizikem vSak zlistiva moznost poskozeni hostitelského genomu zaclenénim virové DNA.

b) Polygenni charakter mnoha geneticky podminénych chorob, tj. piipady, kdy ke vzniku
choroby dochazi na zakladé kombinace mutantnich alel nékolika genfl. K 1é¢bé t&chto poruch
by bylo nutné podat pacientovi nekolik rGznych funkénich genl, coz by znacné
zkomplikovalo Jé¢ebny postup. Navic u nékterych chorob dosud ani nezndme vSechny geny,
které jsou za jejich vznik zodpovédné.

¢) Technické obtiZe pri zavedeni genu do bunék se projevuji zejména v pripadech, kdy lze
postizené buiky z organismu jen tézko ziskat, ancbo do nich nelze gen z riznych diavoda
vpravit. Tento problém se vyskytl napt. pfi pokusech s terapii cystické fibrozy, kdy vétsina
plicnich bun¢k pacientll virovy vektor se ,,zdravym* genem nepiijala. Ukazalo se, Ze na rozdil
od jinych tkdni maji plicni buiiky nasvém povrchu jen velmi mdlo receptort
zprostredkujicich kontakt s virovymi partikulemi, proto se virus na né nemohl navazat.

d) Omezena Zivotaschopnost cilovych bunék — funkini gen prozatim nelze zallenit
do vSech bunék pacienta, ale pouze do nékterych bunék postizeného orginu. Tyto buiiky
zpravidla po urcité dob¢ odumiraji, takze slozity a ndkladny postup je tfeba mnohokrat
opakovat.

Genova terapie lidskych embryi

Jako zdanlivé idedlni feSeni se jevi genova terapie lidského embrya. Tento postup by mohl
pomoct rodinam s vyskytem geneticky podminénych chorob, u nichZ jiz piedem odekdvame
vysokou pravdépodobnost postizeni potomki. Genova terapie by v téchto pripadech
nasledovala ihned po vzniku embrya pfi mimotélnim oplodnéni. Jedinym mikroinjekénim
podanim nemutovaného genu by bylo mozné vylécit viechny buiiky embrya, které by tento
»zdravy® gen replikovaly a predaly dal$im bunéénym generacim. Lze proto predpokladat,
ze by se novy jedinec narodil s funkénim genem.

Problémem vSak zistava zaclenéni cizi DNA do genomu embrya, coZz by mohlo zpisobit
nevratné poSkozeni plodu nebo dokonce narozeni jedince se zavaznymi vrozenymi vadami
(viz vySe — bod ,,a*"). Proto je tfeba posuzovat snahy o genovou terapii lidskych embryi velmi
opatrné. :

Vtomto sméru jiz byly opakovan¢ vysloveny vazné obavy z genetickych modifikaci
lidskych embryi. Objevuji se totiz spekulace, ze béhem nékolika malo let bude pri asistované
reproduker mozné  vkladat podle prani rodi¢d do genomu budouciho jedince ,,geny
inteligence®, ,,geny uméleckych vloh*, , geny pro vysokou postavu* nebo jiné priznivé viohy.
To vyvolava mordlni a etické otazky, do jaké miry ma ¢lovék pravo ovlinit svoji genetickou
vybavu a k ¢emu by tato ,.hra na Stvoritele” nakonec vedla. Jak by asi vypadala spole¢nost
tvofena zdanlive idedlnimi a zcela dokonalymi jedinci vzniklymi na zdkladé genetickych
modifikaci?

Ackoliv vyvoj technik asistované reprodukce arekombinantni DNA  postoupil znaéné
kupfedu, lze tyto piedstavy prozatim odkézat dofiSe fantazie. Naprostd vétSina vyse
zminénych znaki (inteligence, umélecké vlohy, vyska postavy atd.) je totiz podminéna
multifaktoridln¢ azména genomu v takovém rozsahu neni v soudasnosti technicky
rcalizovatelna.
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Genetické mapovani a genova vazba
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Jiz Thomas Hunt Morgan prokizal svymi pokusy sdrozofilou, Ze geny jsou
na chromozomech umistény linearné za sebou a jejich umisténi je neménné. Usek
chromozomu, resp. DNA, na ném? je piisluiny gen nebo jiny usek genomu lokalizovan,
oznacujeme jako lokus.

Ackoliv zasadni poznatky v oboru mapovéni genomu organismi pfinesly teprve nedavne
vyzkumy, nékteré geny se podatilo lokalizovat jiz v prvni poloving 20. stoleti. Prispélo
k tomu zejména tzv. genetické mapovani, které vychazi z poznatkil o genové vazbe. Jde
o nejstardi metodu umoziujici stanoveni priblizné vzdalenosti dvou, popf. vice gend.

Genova vazba

Pod pojmem genova vazba rozumime stav, kdy dva, popf. vice genl lezi na stejném
chromozomu. Rikame, Ze vytvéieji spoleénou vazebnou skupinu. V ptipadg, Ze jsou geny
na stejném chromozomu, pievladaji v potomstvu rodi¢ovské kombinace jejich alel. Nové,
rekombinované sestavy alel mohou vzniknout pouze v pfipadé, kdyz mezi nimi dojde
pii meiotickém déleni ke crossing-overu. Proto bude jejich zastoupeni daleko nizsi, v ptipadé
velmi tésné blizkosti gentt dokonce nulové. Soucasn& vsak plati pfedpoklad, ze zastoupeni
rekombinantnich sestav stoupa se vzdalenosti genovych lokust. Lze proto Fici, ze frekvence
rekombinanti odpovida vzdalenosti pfislusnych geni.

Morganovo Cislo
U organismi, které lze v laboratofi libovoln¢ kiizit a které poskytuji dostatetné mnozstvi
potomstva, Ize tzv. mapovou neboli genetickou vzdalenost genl stanovit na zakladé tzv.
zpétného  k¥izeni (backcross, zkratka B) dvojnasobného heterozygota (AaBb)
s dvojnasobnym recesivnim homozygotem (aabb). Sledujeme-li segregaci alel dvou gent
(A a B), vychazime z nasledujiciho pfedpokladu:
Rodicovska generace P:  AABB x aabb
Prvni filidlni generace F1: AaBb (uniformni)
Zpétné krizeni B: AaBb x aabb

(kiizime potomka z generace F1 s recesivnim rodiCem aabb)
Pii volné kombinovatelnosti alel (tak, jak to piedpoklada Mendeliv zdkon — viz samostatny
text) by mélo mit potomstvo vzes§lé ze zpétného kfizeni nasledujici slozeni:

genotypy: AaBb Aabb aaBb aabb
genotypovy pomér: 1 : 1 : 1 : 1
fenotypy: ~AB Ab aB ab
fenotypovy pomér: 1 : 1 : 1 : 1

Vyse uvedeny vysledek kiizeni vSak plati pouze pro volnou kombinovatelnost alel, tedy
pro piipad, Ze geny A a B lezi narodilnych chromozomech. Pokud tomu tak neni, budou
v potomstvu po zpétném kfizeni prevazovat urité sestavy alel, zatimco rekombinanti budou
v mensiné ajejich podil bude odpovidat vzdalenosti genovych lokusd. Proto miZeme
na zakladé pocetniho poméru potomkd vzniklych timto kiiZzenim vyjadrit tzv. mapovou
vzdalenost (a tim neptimo i silu vazby) dvou geni podle jednoduchého vztahu:
=[R/(N+R)].100

Hodnota R udava pocet rekombinantnich potomkd, zatimco symbolem N znaime pocet
potomki s piivodni rodiCovskou sestavou alel. Vyslednd hodnota p (uddvajici procento
potomkii s rekombinovanou sestavou alel) jetzv. Morganovo ¢islo, které vyjadruje
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vzdilenost gent (resp. nepfimo silu vazby) v mapovych jednotkich (m.u.) nebol
centimorganech (cM).

Morganovo ¢islo udavéa pravdépodobnost rekombinace mezi dvéma genovymi lokusy. Mize
nabyvat hodnot od 0 do 50. Nulova hodnota znamena, Ze geny jsou v tésném sousedstvi, proto
je crossing-over mezi nimi nemozny. Naopak hodnoty blizké 50 prozrazuji bud” volnou
kombinovatelnost (tj. pfitomnost genti na dvou riznych chromozomech), nebo znacnou
vzdalenost genovych lokust.

Vypocet vzdalenosti dvou geni A aB avyznam Morganova Cisla ilustruje nasledujici
priklad:

Krizenim dvojnasobného heterozygota (AaBb) s dvojnasobnym recesivnim homozygotem
(aabb) bylo ziskano potomstvo o nasledujicim slozeni:

— 80 jedincti mé¢lo oba dominantni znaky (,,AB*);

— 20 jedinct mélo dominantni znak ,,A* a recesivni znak ,,b*;

— 20 jedincti mélo recesivni znak ,,a* a dominantni znak ,,B*;

— 80 jedincl m¢lo oba recesivni znaky (,,ab®).

Vypoctéte mapovou vzdalenost genit A a B.

Postup vypoctu:

a) K jednotlivym fenotyptim potomkt doplnime genotypy vyplyvajici z genotypil rodici:

fenotyp AB Ab aB ab
genotyp AaBb Aabb aaBb aabb
pocet jedincu 80 20 20 80
celkem 200 jedincti

b) Pokud by geny nebyly ve vazbg, byl by pomér potomkli l AB:1Ab:1aB:1ab (v pripadé 200
jedinc 50:50:50:50). Vyrazna picvaha jedincd s fenotypy AB aab ukazuje, Ze geny lezi
na stejném chromozomu. Jedinci s fenotypy AB aab maji plivodni rodiCovskou sestavu,
zatimco jedinci s fenotypy aB, resp. Ab jsou rekombinanti.

¢) Udaje dosadime do vzorce a vypoéteme Morganovo &islo:

p =[(20 +20) / (80 + 80 +20 + 20)] . 100 = [40/200] . 100 = 20

Vzdalenost genid A a B je 20 ¢M neboli 20 mapovych jednotek.

Takto vypoétenou genetickou vzdalenost vSak nelze jednoduSe prevést na vzdalenost
fyzikalni (tj. na presny pocet nukleotidovych parg, které lezi mezi obéma geny).

Vyznam poznatkii o genové vazbé v klinické genetice ,

Poznatky o genové vazbé maji velky vyznam i v klinické genetice. Ukazalo se napfiklad, Ze
v nékterych rodinach seu postizenych jedinct souCasné vyskytuji dvé rliznd geneticky
podminéna onemocnéni. Tuto neobvyklou asociaci bylo mozné vysvétlit jen tak, Ze mutantni
alely piisluSnych gent lezi s nejvetsi pravdépodobnosti na stejném chromozomu.

Genova vazba ma vyznam 1 pit molekularn¢ biologické diagnostice. V piipadé, kdyZ nezname
kauzalni mutaci, ktera prislusné onemocnéni zptsobuje, miZeme pritomnost mutantni alely
sledovat na zakladé identifikace znamého polymortniho tseku, ktery je ve vazbé s ptisluSnym
mutovanym genem. To je princip tzv. nepfimé DNA diagnostiky.
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Geneticka podstata onkogeneze
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

K obavanym onemocnénim patii nidorové choroby nepiesné oznaované soubornym
nazvem ,rakovina". V odborné literature se pro niddor obcas pouziva vyraz tumor®.
Spoleénym znakem v$ech nddorovych chorob je porucha bunééného cykluy, ktera vyusti
v neregulované, abnormailni déleni bunék. Béhem vzniku a vyvoje nadoru ztrdceji
postizen¢ buiiky svoji pivodni morfologii a stile intenzivngji se déli. Jejich rozmnozeni
a rozsifeni po téle mimo primarni nador vede k poruchim ginnosti ostatnich organt, coz maze
byt pii¢inou smrti pacienta.

Statistiky ukazuji, ze zhoubn¢ novotvary patii v soucasném  civilizovaném svete
k nejéast&j§im pricindm umrti. Odhaduje se, ze kazdy den zemfe na rakovinu 76 lidi. Nelze
se proto divit, ze sc Iékafi 1 ostatni odbornici snazi nejen vypatrat jeji priciny, ale predevsim
vyvinout G¢innéj$i diagnosticke i terapeutické postupy. Vyzkum na tomto poli je viak velmi
slozity, nebot nadorovd onemocnéni jsou velmi riznorodou skupinou. Je tieba odliSit
nadory podle lokalizace v jednotlivych organech a tkdnich, podle obdobi, kdy se vytvareji
(nadory détského véku, resp. nadory u dospélych), podle pribéhu a zavaznosti onemocnéni
a podle mnoha dalsich hledisek. Navzdory znaéné heterogenité nadoru jsou cennym
pomocnikem onkologd moderni molekularné biologické poznatky. UmoZiuji nejen poznat
podstatu téchto chorob, ale pfispivaji také k jejich diagnostice a stanoveni u¢inného zpusobu
1€cby.

Onkogeneze

Proces vzniku nadoru se nazyva onkogeneze, tumorigeneze, popr. karcinogeneze. Posledn¢
jmenovany vyraz je odvozen od feckych slov karkinos (rak) a gennad (rodim se, vznikim).
Dalsi obcas pouzivané synonymum kancerogeneze pochazi z latinského ckvivalentu cancer
(rak).

Karcinogeneze probihda na genetickém podkladé. Jejimi pficinami jsou ve veétSing ptipadi
mutace urditych gent. Ke vzniku nadoru mize dojit také na zaklade virové infckee, kdy
se méni exprese uréitych gend a v nékterych pripadech muze dojit i k piimému ovlivnéni
genomu hostitelské buiiky (napf. zallenénim virové partikule).

Vztah mezi vznikem mutace (tj. mutagenczi) a onkogenezi je velmi uzky. Mutace v genech
ovliviiujicich bun&eny cyklus, popr. reparaci DNA mohou zplisobit, ze se buiika zacne
nekontrolované dglit a postupné se zméni (transformuje) na buiiku nadorovou. Ke vzniku
nadoru je zpravidla potfeba vice mutaci v riznych genech, v nékterych pfipadech
predpokladame i spolutcast negenctickych (epigenetickych) faktord.

Transformované buiiky sc zpravidla velmi rychle rozmnozuji. Pii jejich  prekotném
a neomezeném déleni dochézi k daldim genovym i chromozomovych mutacim. Tak vznikaji
buitky s vyrazné zménénym genotypem, popr. karyotypem, které vytvafeji nador. Béhem
dalgiho vyvoje se buiiky dale déli a nddor nabyva na objemu. Pokud jde o zhoubny neboli
maligni nador, buiiky se z ngj uvoliuji a prostiednictvim krevniho feciSté se Siii po celém
organismu. V riznych orgdnech pak vytvaieji druhotng loziska neboli metastazy.
Od maligniho nadoru odhi$ujeme nador nezhoubny neboli benigni, ktery zpravidla zistava
lokalizovan v tkani, kde vznikl, a neiif se dale po téle. Mira genetickych zmén je u vétSiny
novotvard v pfimém vztahu k prognoze onemocnéni (tj. ¢im vice mutaci, tim hor${ prognoza).

Klasifikace mutaci vedoucich ke vzniku a k progresi nadoru

Vznik nadorové buiiky i vyvoj nadoru je slozity proces, v némz maji mutace jednotlivych
genl rozdilny vyznam aobjevuji se Vv riznych fazich malignizacniho procesu.
Proto je klasifikujeme podle riznych kritérii.
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Podle piivodu rozlisujeme:

a) Vrozené mutace (,germ-line mutations*) — tj. mutace ziskané od rodi¢d. Projevuji
se zejména u dédi¢nych neboli hereditarnich malignit. Ziskanim této mutace je jedinec
predisponovan ke vzniku nadoru. Znamena to, ze ma zvySené riziko nadorového onemocnéni.
V souvislosti s tim byly popsany celé rodiny sc zvySenym vyskytem nékterych malignit.
Typickym znakem dédi¢nych nadorovych onemocnéni je nejen vyskyt v rodiné (tj. familiarni
vyskyt), ale Casto téz pomérné nizky vék ndstupu choroby (v détstvi, v puberté, nebo
na po¢atku reprodukéniho veéku). Nékteré vzacnd)si hereditarni malignity, popt. syndromy
asociované se zvySenym rizikem nadori, se dokonce dédi podle Mendelovych zdkont jako
autozomov¢ dominantni (vzacnéji autozomove recesivni) znaky.

b) Ziskané mutace — tj. mutace na urovni somatické bunky. V tomto pripadé jedinec mutact
nedédi, ale ke vzniku mutované alely dojde pouze v jedné somatické burice v jeho téle. Tato
somaticka buiika pak (zpravidla po dal$ich genetickych zménach) vytvaii nador.

Oba typy mutaci spolu mohou vzijemné souviset. U jedincd s vrozenymi mutacemi jsou
ke vzniku nadoru vétsinou tfeba dal$i mutace, které ziskd béhem dalSiho Zivota (viz dale).

Podle etiologického vyznamu klasifikujeme mutace do dvou skupin:

a) Primarni (tj. kauzalni) mutace hraji pii vzniku nadorové builky rozhodujici roli. Mize jit
o vrozené mutace, ale také o ziskané zmény, které jsou nezbytné pro vznik nekontrolované
se delici transformované bunky. K zavrSeni procesu karcinogeneze je vétSinou potieba vEtsi
polet mutaci. Pripady, kdy jedina mutace zpusobi pfeménu normalni bunky na bunku
nadorovou, jsou velmi vzacné, ne-li zcela nemozné.

b) Sekundarni mutace vznikaji az behem progrese nadoru. Primarmni mutace Casto zpiisobi
poruchu regulace bunééného cyklu aomezeni funkce repara¢nich mechanismii (nikoli
nahodou dochdzi u nadorovych bunck casto k vyraznému zkrdceni faze G1). Tim se vytvori
priznivé podminky pro vznik mutaci v dalSich genech, coZ nasledné vede k rychlé eskalaci
novych genetickych poruch. Nekontrolovanym, zpravidla pomérmeé rychlym délenim bunék
dochazi také k porucham rozchodu chromozomt. Vzacnosti nejsou ani slozit¢ chromozomové
prestavby. Proto maji nadorové buriky v pokrocilé fazi vyvoje vétsi pocet mutaci neZ primami
nadorové bunky. Akumulace genovych mutaci, resp. chromozomovych zmén zpravidla
zvy§uje mvazivitu nadoru a ptedstavuje horsi prognozu pro pacienta.

Velky pocet rtiznych mutaci provazejicich proces karcinogeneze vyrazné znesnadiluje
molekularné biologickou diagnostiku malignit. Komplexni vySetteni vSech genetickych zmén
byva proto velmi obtizné. Slozitost problematiky dokldada také velky pocet genu, které
mohou byt uonkologickych onemocnéni mutovany. Piehled téchto gend je naplni
samostatného textu.
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Onkogeneticky vyznamné geny
' Eduard Kocarek
Ustav biologie a lékatské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Vznik nadoru (onkogeneze, resp. karcinogeneze — viz samostatny text) je zpravidla vyvolan
i provézen vetsim podtem zmén na genctické urovni. V soucasnosti zndme velké mnoZstvi
genli, jejichz mutace mbZe vést ke vzniku nadorové buinky. Podle konkrétni funkce
rozdélujeme tyto geny do ¢tyr skupin:

a) Protoonkogeny

b) Tumor supresorové geny neboli nidorové supresory

¢) Geny Fidici repara¢ni mechanismy

d) Geny regulujici apoptozu

Kromé¢ téchto skupin se pfipatogenezi nador@ mohou projevit také defekty genit
ovlivitujicich replikaci DNA (napf. geni pro DNA-polymerdzu, ligizu, helikazu
a topoizomerazu). Svij vyznam mohou mit také polymorfismy geni Fidicich metabolickou
pieménu nékterych prokarcinogennich litek na aktivni vysoce karcinogenni produkty.
Prikladem je gen pro cytochrom P450 monooxygendazu.

Protoonkogeny a onkogeny

Zakladni ulohou protoonkogend je stimulace bunétného déleni. V normdlnich buiikach
je jejich transkripéni aktivita kontrolovana sloZitymi buné¢nymi mechanismy. Podle ulohy
pii bunééné signalizaci rozliujeme 4 zakladni typy protoonkogeni:

a) Geny pro ristové faktory, tj. proteiny produkované urCitymi bunikami zpravidla
do mimobuné&eného prostiedi. Jejich vazbou na bunétné receptory se spousti kaskadova
reakce vedouci ke stimulaci bunécné proliferace.

b) Geny pro receptory ristovych faktord, tj. proteiny zakotvené v bunc¢né membrané.
Vazbou riistového faktoru na receptor se signal pfenasi do nitra buiiky.

¢) Geny pro pirenasede signilu, tj. proteiny, které jsou funkéné piimo nebo neprimo svazany
s receptory rustovych faktorG. Prijimaji signal zreceptoru, vzajemné si jej predavaji
a v zavéru tohoto pienosu aktivuji prisludné transkripcni faktory.

d) Geny pro transkrip&ni faktory, tj. proteiny, které jsou aktivovény pfenaSeci signalu. Po
aktivaci spoustéji transkripci genl stimulujicich mitotickou aktivitu buiiky.

Mutaci maze dojit k preméné neboli aktivaci protoonkogenu na onkogen, jenZ vytvari vetsi
mnozstvi genového produktu, ¢imZ nekontrolovang stimuluje bunécné déleni. K aktivaci
dochézi napi. zmnoZenim (amplifikaci) protoonkogenu ncbo mutaci v jeho regulacni
oblasti (promotoru).

Protoonkogen miize byt aktivovan také pii translokaci dvou chromozomi. Prikladem
je reciprokd translokace koncovych usekld dlouhych ramének chromozomit 9 a22. Tato
ziskand chromozomova aberace je zdanlivé nepatrnd zména, kterd navic neni provazena
ztratou nebo zmnozenim genetického materialu. Na chromozomu 9 je vSak pritomen
protonkogen ABL, ktery je pfi translokaci spojen s genem BCR na chromozomu 22. Vytvari
se fizni gen BCR-ABL, ktery je (vzhledem ksilnému promotoru na BCR) velmi casto
transkribovan a stimuluje buiiku k proliferaci. Tak mize z normalni buiiky vzniknout buiika
nadorova. Translokaci chromozoma 9 a 22 nachdzime piedev$im u leukémii (j. nadorovych
onemocnéni krevnich bunék).

Tumor supresorové geny

Na rozdil od protoonkogenti maji tumor supresorové geny (t€z nadorové supresory)
inhibi¢ni vyznam. Pozitivné ovliviluji zejména existenci kontrolnich bodii bunétného cyklu
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a setrvani buiiky ve fazich G1, resp. G2. Znamena to, Ze plsobenim tumor supresorovych
genii je bunéény cyklus ,,zastaven® a specifické kontrolni mechanismy tak ziskavaji Cas, aby
mohly ,prezkoumat* genetickou vybavu buiiky. Podle toho pak miZe dojit opravé (reparaci)
mutaci v DNA nebo k indukei tzv. programované bunééné smrti Cili apoptozy (viz nize).

Mutaci tumor supresorovych genti dochazi k zdvaznym porucham regulace buné¢ného cyklu.
Nasledkem je zpravidla porucha ¢ uplna eliminace kontrolnich bodg, selhani reparacnich
mechanism@ a ztrata schopnosti navodit apoptdzu. Na rozdil od onkogeni, kdy k projevu
Gasto sta¢i mutace alely najednom homologickém chromozomu, semutace tumor
supresorovych genll projevuji vétSinou az po mutaci alel naobou homologickych
chromozomech. Znamena to, 7e obé kopie tumor supresorového genu musi byt mutaci
vyrazeny z funkce.

Nemalé procento malignit, u nichz byly mutace tumor supresorovych genu prokazany, mélo
hereditarni charakter. Ukazalo se, Ze postizeni jedinci jiz zd&dili jednu mutovanou alelu
od svych rodi¢. K mutaci alely na druhém homologickem chromozomu doslo az za jejich
rivota. Proces, kdy dochazi k mutaci a naslednému vyfazeni druhé alely, se nazyva ztrata
heterozygozity neboli LOH (loss of heterozygosity). Vysledkem je vznik dvou neaktivnich
mutantnich alel v homozygotni* konstituci (odtud vyraz ,ztrita heterozygozity*®).
Molekuldrné. biologické testovani LOH v pfisludnych tumor supresorovych genech ma velky
vyznam pro diagnézu i prognozu vysetfovaného nadoru.

Jednim z prvné objevenych tumor supresorovych genil je gen RB1 na chromozomu 13.
Pavodné se predpokladalo, Ze jeho mutace je spjata pouze s retinoblastomem (nadorem
sitnice). Pozdéji byly jeho mutace prokazany také u karcinomii moc¢ového méchyie
a respira¢niho traktu 1 u dalsich nadort.

Patrné nejznaméj§im tumor supresorovym genem je TPS3 (téz p53) na chromozomu 17.
Jeho mutace se objevuji u §iroké $kaly malignit mnoha organil. Vzacnosti nejsou ani piipady,
kdy seupostizenych osob rozviji vice nddorl v riznych lokalizacich. Tato asociace
nadorovych onemocnéni s mutaci TP53 se nazyvé Li-Fraumeni syndrom.

Geny Fidici reparacni mechanismy

Tyto tzv. mutitorové geny maji v normdlnich buikach vyznam pii uchovani kontinuity
genetické informace. Jejich produkty jsou specificke enzymy, které opravuji (reparuji) nove
vzniklé mutace v DNA. O této tématice pojednava samostatny text.

Geny Fidici apoptozu

Proces programované bunééné smrti ma za b&Znych podminek vyznam pi1 vyvinu urcitych
organovych struktur plodu, kdy ¢ast bunék v zdvére¢né fazi zanika. K apoptéze vSak burika
pristupuje také v pripadé, kdyz je jeji genom postizen v takovém rozsahu, Ze reparace vSech
mutaci neni mozZna. K vyznamnym gendim zastavujicim apoptézu patfi gen bel2. Pokud
jejeho exprese zvySena, Zivot buiiky se vyrazné prodluzuje. Tato zdanlivd vyhoda vSak
v sob& nese zavarné riziko: S delsi dobou Zivota buiiky stoupa také pravdépodobnost jiné
mutace, ¢imz roste riziko vzniku nadoru.
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Populace z genetického hlediska
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a I¢kai'ské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Pod pojmem populace rozumime soubor geneticky vzajemné pribuznych jedinci téhoz
druhu. Genetickd pribuznost je dina nejen tim, Ze piislu$nici dané populace jsou schopni
se navzajem kiizit, ale také skuteCnosti, ze maji spole¢ného (historicky nepfili§ vzdaleného)
piedka. S uréitou nadsdzkou lze populact prirovnat k velké a rozvétvené roding, kde jsou si
véichni blizce &i vzdalené piibuzni. Pfesto byvaji jedinci tvorici populaci po genotypove
i fenotypové strance znacné odlisni. VSichni se vsak podileji na spole¢ném populacnim
genofondu. Pod pojmem genofond (teZ genovy fond) rozumime soubor alel viech gentl,
které jsou pritomny v gametach a mohou se proto uplamit v dal3ich generacich.

Na genofondu maji podil vSichni piisluSnict populace schopni rozmnoZovani bez ohledu
na svoji genetickou vybavu. Proto je kazda populace genotypové strukturovina, nebot
obsahuje jedince srlznymi genotypy (dominantni homozygoty, heterozygoty, recesivni
homozygoty). Zastoupeni genotypl Uzce souvisi se zpisobem rozmnoZovani, ktery je
pro piislusniky dané populace typicky. 7 tohoto hlediska rozlidujeme dva zdkladni typy
populaci:

1) Autogamické populace. Organismy tvofic autogamické populace se mnozi
samooplozenim ncboli autogamii. Znamend to, Ze kazdy jedinec je hermafroditicky
a vytvaii ve svém téle samci isamici pohlavni bunky, kter¢ jsou schopny vzajemného
oplozeni. Tyto organismy proto nepoticbuyji ke svému rozmnozovani zadného partnera.
Typickymi ptiklady jsou samospraSné rostliny a nékteii bezobratli Zivocichové.

Pro pochopeni zakonitosti, jimiz scfidi genotypova skladba populace, je ticba zndt nejen
aktualni stav, ale také odhadnout, jak se budou meénit frekvence jednotlivych genotypt
v nasledujicich generacich. Budeme se zabyvat genem, ktery tvoii pouze dvé alely —
dominantni (A) a recesivni (a). Autogamni jedinci, ktefi jsou v daném paru alel homozygotni
(AA, resp. aa), mohou vytvaret pouze homozygotni potomky. Genotypové riiznorodé
potomstvo  produkuji pouze heterozygoti.  Z druhého Mendelova  zdkona  vime,
7e samooplozenim heterozygota (Aa x Aa) vznikne potomstvo 0 genotypovém Stépném
poméru 1AA : 2Aa : laa. Heterozygoti tvoli 1 v tomto pripadé pouze polovinu potomki. Proto
z generace na generaci vyrazn¢ klesd podil heterozygotii, zatimco zastoupeni dominantnich
a recesivnich homozygotil stoupa.

Situace, kdy se organismus rozmnozuje vyhradné samooplozenim, neni v prirod¢ piilis Casta.
Piesto ma poznani genetickych procesu v autogamické populaci velky vyznam zejména
pro genetiku ¢lovéka a hospoddiskych zvifat. Clovék ani hospodafska zvifata se sice
nerozmnozuji samooplozenim, aviak k podobnym zménam frekvence genotyptt dochazi
pfi pFibuzenskych shatcich nebo  pii piibuzenské plemenitbé uzvifat. V genetice
se parovani pifbuznych jedinci obecné oznalujc anglickym terminem inbreeding.
V izolovanych populacich, jejichz piisludnici jsou navzajem v riizném stupni pfibuznosti,
yyrazné stoupd podil homozygotl, takze se vyrazné zvySuje riziko vyskytu geneticky
podminénych poruch (zejména autozomaln¢ recesivnich a multifaktorialnich). Tento jev
se nazyva inbredni deprese.

Pikladem je nerovnomémé rozsifeni alkaptonurie, choroby s autozomalné¢ recesivnim
pienosem. Jeji priméma frekvence vyskytu v lidske populaci je 1/500 000 (postihuje jednoho
z 500 000 jedinch). Cetnost alkaptonuric v nékterych horskych oblastech Slovenska vSak
dosahuje az 1/19 000. Predpoklada se, Ze na zvy$eném vyskytu choroby se urCitou mérou
podileji také pribuzenské shatky podminéné Castecnou geografickou izolaci horskych obci.

K podobnému zvyseni frekvence homozygoti dochazelo i pfitzce vybérovych snatcich

38



v panovnickych rodinach. Omezenim vybéru partnerQ na piislu§niky nepocetné, spolecensky
privilegované vrstvy, doslo k vyraznému nartstu piibuzenskych snatkd. Tim lze vysvéthit
zvySeny vyskyt vrozenych vad a geneticky podminénych chorob v nékterych kralovskych
a Slechtickych rodinach.

2) Alogamické populace. Organismy s oddélenym pohlavim (gonochoristé) a hermafroditi
neschopni samooplozeni vytvéareji alogamické populace. Genotyp kazdého potomka je proto
uréen kombinaci alel ziskanych od dvou rtznych rodi¢i. Modelovym pripadem alogamické
populace je populace panmikticka (t¢z mendclovskd), kde dochazi ke zcela ndhodnému
kiizeni kazdého jedince s kterymkoliv jinym. Pravdépodobnost zktizeni jakychkoliv dvou
jedinct je proto ve vSech pripadech stejna.

Lidskou populaci lze oznatit za alogamickou, avSak rozhodné ne za panmiktickou.
Nahodnému vybéru jedinci brani &etné bariéry, podminéné zejména spoleCenskym
postavenim, kulturnimi, narodnostnimi, nabozenskymi a etnickymi rozdily. O nenahodném
vybéru partnerid neboli vybérovych manzelstvich nas presvédci 1seznamovaci inzertni
rubriky v novindch. V nich se docteme, ze t¢lesna vyska a stupen dosazeného vzdélani patfi
v mnoha piipadech k zakladnim kritériim pii vybéru partnera. Je znamo, ze divky se jen velmi
vzacnd vdavaji za muze, ktefi nedosahuji jejich telesné vysky. Castéjsi jsou také shatky
partnerd se stejnym nebo podobnym stupném vzdélani, popf. osob Zzijicich ve stepném mesté
nebo regionu. Extrémnimi pfipady jsou uzce vyhranéné nabozenské ¢i etnick¢é komunity,
v nichz je svazek s osobou zijici mimo tyto skupiny prakticky vyloucen.

V panmiktické populaci piedpokladame nahodné parovani jedinci, tedy spojeni jakychkoliv
dvou genotypit. Pokud je populace na pocatku sledovani tvofena samymi heterozygoty, lze
snadno odvodit, Ze po jejich vzajemném kiizeni klesne v potomstvu zastoupeni heterozygoti
na 50 %, zatimco zbylych 50 % budou tvorit rovnymi dily dominantni a recesivni
homozygoti. V dalsich generacich vsak jiz k poklesu nedojde, nebot’ novi heterozygoti budou
vznikat nejen  vzdajemnym kiizenim heterozygotl, ale také kfizenim homozygotl
s heterozygoty, popt. kiizenim dominantnich a recesivnich homozygotl. Tak ziistava pomér
jednotlivych genotypu v dalSich generacich nezménén.
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Hardyho-Weinbergiv zakon
, Eduard Kocarek
Ustav biologic a 1ékarské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Britsky matematik Godfrey Harold Hardy (1877-1947) publikoval vysledky svych uvah
o genetické rovnovaze jiz roku 1908 formou kratkého ¢lanku v Casopisu Science. Jeho studie
prinesla nejen prvni formulaci zdkona o genetické rovnovéze, ale byla také jednou z prvnich
aplikaci exaktni matematiky pii modelovani biologickych procest. Je zajimavé, ze Hardy
nepiipisoval svému objevu zadny vyznam adal se vénoval pouze ,Ciste” matematice.
Ve zhruba stejné dobé dospel ke shodnym zavérim také némecky lékat Wilhelm Weinberg.

V panmiktické populact se podil jednotlivych genotypll  neméni. Rikame, 7ze populace
je v genetické rovnovaze. Tento jev popisuje Hardyho-Weinbergiv zikon. Jeho
matematické vyjadieni vychazi z predpokladu, Zze konstantni je nejen podil jednotlivych

genotypl, ale také frekvence ptislusnych alel. To lze vyjadfit jednoduchou rovnici:
ptqg=1
kde p je frekvence dominantni alely (A) a q frekvence recesivni alely (a).
Tento zapis plati pro ptipad, kdyz pomémé zastoupeni vyjadiime desetinnym ¢islem nebo
slomkem. Pokud bychom vyjadiili frekvenci alel v procentech, miZeme uvedeny vztah
zapsat:
p+q=100 %.
7 frekvence alel miizeme snadno odvodit zastoupeni jednotlivych genotypi:
1) Pravdépodobnost setkdni dvou gamet nesouci dominantni alelu jep . p = p”. Proto hodnota
p’ udiva frekvenci dominantnich homozygotia (AA). Stejné tak hodnota q* udava
frekvenci recesivnich homozygotu (aa).
2) Pravdépodobnost setkani gamet, znichz jedna nese dominantni a druha recesivni alelu,
je dana vztahem (p . q) +(q - p) = 2pq. Tato hodnota séroven udava frekvenci heterozygoti
v dané populaci.
Protoze zastoupeni dominantni a recesivni alely je rovno jedné, musi byt roven jedné 1 soucet
frekvenci viech genotypil:
pl+2pqtq’=1
Uvedeny vztah vyjadiuje genotypovou strukturu populace a je matematickym vyjadfenim
Hardyho-Weinbergova zakona. Jeho odvozeni Ize ovéfit i umocnénim souctu p+q:
(p+a)=p +2pq+q’
Uvedeny zakon vyjadiuje genetickou rovnovahu v panmiktické populaci, vyplyvajici
» konstantniho zastoupeni dominantni a recesivni alely.
Ackoliv lidskd populace neni panmiktickd, je dostateCné potetnd, abychom Hardyho-
Weinbergliv zdkon mohli vyuzit k odhadu frekvence jednotlivych genotypd. Tyka seto
i geneticky podminénych onemocnéni. Vyuziti vyse uvedenych vztahtt dokumentuji nejlépe
nasledujici dva piiklady.

Priklad 1:
V panmiktické populaci bylo zjisténo 9 % recesivnich homozygoti (aa). Vypoctéte podil
(tj. frekvenci) dominantnich homozygotl (AA) a heterozygoti (Aa).
Re3eni prikladu 1:
a) Frekvence 9 % neboli 0,09 (vyjadieno desetinnym ¢islem) odpovida hodnoté q’.
Pokud g = 0,09, pak frekvence recesivni alely je

q = 0,09 =0,3.
b) Pro pomérné zastoupeni alel v populaci plati, zep + q = 1. Frekvenci dominantni alely lze
proto vyjadiit jakop=1-4. V nasem piipadé vypoéteme hodnotu p:
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p=1-03=0,7
Zastoupeni homozygoti ¢ini:
p’=0,7"=0,49.
¢) Frekvenci heterozygot udava hodnota 2pq:
2pq=2.0,3.0,7=0,42.
d) Vypo&tem jsme zjistili, Ze pomérné zastoupeni genotypil v populaci je 49 % dominantnich
homozygot, 42 % heterozygoti a 9 % recesivnich homozygotu.

Ptiklad 2:
Cysticka fibroza, onemocnéni s autozomalng recesivnim prenosem, postihuje zhruba jednoho
72500 jedinci (znamena to, Ze frekvence vyskytu této choroby v populaci je 1/2500).
Vypoététe podil heterozygotii (tj. zdravych pienaSeci recesivni alely).
Reseni prikladu 2:
a)2 ProtoZe postiZzeni jsou recesivni homozygoti, odpovida frekvence vyskytu choroby hodnoté
q.

Proto q = V1/2500 = 1/50.
b) Frekvence dominantni (nemutované) alely jep =1 —q =1 - 1/50 = 49/50. Hodnota 49/50
je velmi blizka jedné (podil zlomku ¢ini 0,98), proto ji lze zaokrouhlit: 49/50 = 1.
¢) Frekvence pienaseci (heterozygotl) je 2pq =2 . 1 . 1/50 = 2/50 = 1/25. Vysledek ukazuje,
e kazdy pétadvacaty ¢loveék v nasi populaci je pienadecem alely pro cystickou fibrozu.
Poznamka: Cisla v piikladu 2 jsou prizplisobena tak, aby s nimi bylo mozné dobfe pocitat.
Ve skute¢nosti  je podil jedinci postizenych cystickou fibrézou ve stredoevropskych
populacich ponékud niZsi.
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Zmény genetické struktury populace
, Eduard Kocarek
Ustav biologie a 1ékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

A&koli Hardyho-Weinbergiiv zdkon piedpoklada rovnovazné a v zasadeé neménné zastoupeni
jednotlivych alel, resp. genotypd, v realnych podminkdch se geneticka struktura populace
méni pasobenim riznych faktord. K nejvyznamngjsim procesim, kter¢ vedou ke zmé&nam
frekvenci jednotlivych alel, patfi:

1) Mutace, které lze povazovat zandhodnou aneusmérnénou zménu genotypu. Jejich
prostfednictvim se méni dominantni alela narecesivni nebo naopak. Tak se mize vlivem
nahodné mutace (popt. vétsiho poctu mutaci) zvysit v populaci frekvence jedné z alel.

V nékterych piipadech vznikd mutaci nova alela, kterd je vici stavajici dominantni alele
kodominantni. Prikladem muze byt krevni skupina B, jejiz alela (1°) vznikla zfejmé pozd&ji
nez alely 1" a i’. Doklada to naprosta absence skupiny B u prislusnik nékterych kmeni
severoamerickych a kanadskych Indidnd. Predpoklada se, Ze predkové téchto Indiant
piicestovali Behringovou uzinou naamericky kontinent drive, nez se u pavodni asijské
populace vytvofila mutaci alela I®. Uvedeny piiklad ukazuje, ze mutace mohou zvySovat
genetickou variabilitu populaci.

2) Selekce neboli vybér je dilezitym faktorem, na jehoZ evolu¢ni vyznam upozornili 17
Charles Darwin a Alfred Wallace. Nekteré alely vzniklé mutacemi jsou plsobenim selekénich
procesi diive ¢i pozdgji z populace eliminovény. Tyto zmény se tykaji zejména mutaci
snizujicich schopnost jedince prizptsobit se ménicim podminkam prostiedi nebo omezujicich
jeho plodnost. Zastoupeni mutantni alely sc v téchto piipadech snizuje, zatimco podil
nemutované alely vzrista.

Mutaci viak mohou vzniknout také alely, které svého nositele zvyhodni. Selekéni
mechanismy v tomto pifpadé mutovanou alclu preferuji. Proto se béhem nékolika generaci
frekvence mutované alely v populaci vyrazng zvysi. Selekee tak umoZzituje vybér genotypt,
které jsou pro preziti populace nejvyhodnéjsi.

Selekei nepodléhaji pouze tzv. neutralni mutace, kter¢ pro své nositele nemaji kladny ani
zaporny vyznam. Pifkladem mohou byt mutace, které sice méni zastoupeni jedné nebo
nékolika malo aminokyselin v uréitém enzymu, aviak cnzymovd aktivita ziistava stejna jako
u nemutované formy.

3) Migrace (premistovani, popf. stéhovani) jedinclh je dalSim vyznamnym faktorem
ovlivitujicim zmény frekvence jednotlivych alel. Populace neni uzavieny systém a obcas
se stava, ze ji néktefi piislu$nici opusti (emigruji) nebo ji naopak rozmnoZi jedinci z jinych
populaci. Zastoupeni alely se tak mize ménit v zavislosti na mife emigrace jejich nosi¢l nebo
na rozsahu imigrace jedinct z jiné populace.

4) Nahodny posun genetické rovnovahy ncboli geneticky drift se uplatiuje v nepfili§
pocetnych populacich (tvorenych jen nékolika desitkami az stovkami jedinct). Pi1 nevelkém
poctu rodi¢i vznikda pomémé malo potomki, ¢imz sc zvySuje pravdépodobnost, Zc nékteré
alely nebudou piediny do dalsi generace. Tak se stava, Ze jedna z alel prevladne a druha po
nékolika generacich vymizi.

Geneticky drift lze pfirovnat k opakovanému hodu minci. Sledujeme-li pocty vrhi, kdy padne
rubova a licova strana mince, zjistime, Ze po tisici hodech se bude pocetni pomér ,,rubovych®
a ,icovych® vrhii blizit podilu 1 : 1 (tedy zhruba 500 : 500). Pravdépodobnost, ze by 1000krat
za sebou padla vzdy jen rubova (nebo jen licovd) strana mince, je velmi nizkd. Hodime-li vak
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minci pouze 10krat, jetato pravdépodobnost daleko vySsi. Tak miZe v nepoCetnych
populacich jedna z alel vymizet, aniz by byla eliminovina selekci. Proto Hardy-Weinbergliv
zakon plati pouze pro velké populace, kde je vliv genetického driftu zanedbatelny.

Rychlost zmén podili jednotlivych alel vlivem mutace, selekce nebo migrace muzeme
vyjadiit pomoci zvlastnich koeficienti (mutaéniho koeficientu, selekéniho koeficientu
a koeficientu emigrace, resp. imigrace). Tyto hodnoty nam umozni odhadnout podil
jednotlivych genotyp, resp. alel i po mnoha gencracich (v pfipadé, ze frekvence pfislusnych
zmén zistava stale konstatntni). Naproti tomu geneticky drift nelze kvantitativné vyjadrit,
nebot’ jde o proces ryze stochasticky.
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Genomika a pribuzné discipliny
, Eduard Kocdrek
Ustav biologie a Iékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Senza¢ni objevy na prelomu 20. a 21. stoleti vyvolavaji dojem, Ze molekularni biologie jiz
rekla lidstvu vie, co mélo byt sdéleno, anyni stadi jen aplikovat nashromazdéné poznatky
v praxi. Ve skutecnosti viak dosavadni vysledky projektu lidského genomu (HGP) pfindseji
daleko vice otazek nez odpovédi (viz téZ samostatny text). Je tfeba si uvédomit, Ze dosud
zname pouze z vét§i ¢asti sekvenci lidského genomu, nikols skute¢ny vyznam vech gend.
Ackoli po¢itadova analyza odhalila v genomu pravdépodobné kodujici oblasti (onéch 20 — 30
tisic genti — viz samostatny text o lidském genomu), nejsme dosud schopni objasnit funkci
jejich proteinovych produktd. Hledani odpovédi natyto otazky nebude v zadném piipadé
snadné.

Nase poznani prenosu dédi¢nych znaki komplikuje také skutecnost, ze funkce jednotlivych
geni se navzajem dopliuji a ovliviiuji. Tak napt. biochemické premény vedouci ke vzniku
jediné molekuly jsou ovliviiovany sérii genfi produkujicich prislusné enzymy. Existuji také
geny, kter¢ koduji regulagni proteiny, jimiz ovliviuji funkei jinych genu. Tato zjiSténi znacné
zkomplikovala pohled na geneticky podminéné choroby. Ukazuje se, Ze Cisté monogennich
chorob je velmi malo. Ve vétsiné pfipadi jsou projevy onemocnéni vysledkem sloZitych
interakei alel mnoha genti v kombinaci s faktory vnéjsiho prostredi. Proto je vétSina geneticky
podminénych chorob fazena mezi choroby multifaktoridlni (blize viz samostatny text).

Genomika a jeji vyznam

Molekularné biologické poznani na tomto poli vedlo ke vzniku moderniho védniho oboru
zvaného genomika, jenz postupné nahrazuje genetiku v pavodnim pojeti. Jeho naplni
je studium struktury a funkce celych genomd. Umoziiuje komplexni pohled na genom jako
na slozitou soustavu genti a dokumentuje jejich funkéni provazanost. Tim prispivd nejen
k ucelenému vysvétleni podstaty mnoha geneticky podminénych chorob, ale také napi.
k objasnéni evoluénich vztahl mezi riznymi organismy (to je naplit tzv. srovndvaci nebo
komparativni genomiky).

Velky vyznam bude mit v blizké budoucnosti také farmakogenomika, jejimz ukolem bude
vyvoj individualné G&innych Ié¢iv, kterd budou ,Sita na miru® konkrétnim pacientiim.
Znamend to, ze budou respcktovat konkrétni polymorfni formy jejich enzymu a dalSich
proteini angazovanych v metabolismu 1é¢iv a v detoxifikacnich procesech. V budoucnosti by
se proto jiz nemélo stat, aby se u pacicnta po aplikaci l¢ku projevily nezadouci ucinky jenom
proto, Ze piislusny jedinec danou latku (vzhledem ke svému enzymovému vybaveni) Spatn€
snasi.

Transkriptomika a proteomika

V soudasné dob& umoziuji molekularné biologické metody, zejména expresni genové Cipy
komplexni vysetieni tzv. transkriptomu, tj. souboru vSech molekul RNA, vytvorenych
transkripcei v daném obdobi vyvoje buiiky. Do této skupiny fadime nejen molekuly RNA,
které slouzi jako predloha pro syntézu proteind, ale také molekuly RNA, které¢ nejsou
prekladany (zejména rRNA a tRNA). Analyza transkriptomu podava piehled o zménach
genové exprese souvisejici s diferenciaci bunék, s vyvinem organismu nebo s patologickymi
procesy v buiice. V mnoha piipadech také objasiiuje vzajemné funkéni vztahy jednotlivych
gen. Podrobné studium transkriptomu = se stalo ndplni nové discipliny zvané
transkriptomika.
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Krom¢ transkriptomiky se v sou¢asnosti uplatiiuje také proteomika, disciplina, ktera zabyva
studiem proteomu. Pod pojmem proteom rozumime soubor vSech proteinovych molckul
vzniklych transkripci RNA v dané fazi vyvoje piislusné buiiky. Proteomika je ditllezitym
spojovacim ¢ldnkem mezi biochemii a genomikou, resp. molekularni biologii. Neéktefi
odbornici vy¢lefiuji z proteomu jesté tzv. metabolom, tj. soubor viech proteinovych molekul
(zejména enzymit), které Fidi metabolické procesy v dané burice.

Vztah mezi genomem, transkriptomem  aproteomem neni  jednoznalny.
U mnohobuné&énych organismil jc genom v&tsiny bunék stejny. Vyjimku tvoii napf. lidske
erytrocyty, které bunééné jadro nemaji, nebo urcité buiiky imunitniho systému, kde dochazi
ke specifickym piestavbam nékterych gend, které umoziluji tvorbu specifickych protilatek
a jinych molekul.

Naproti tomu transkriptom, proteom, popi. metabolom se mohou 1 v jediném organismu
vyrazné li§it v zavislosti na morfologii a funkci konkrétni tkané. Navic proteom
(metabolom) a transkriptom reprezentuji pouhou &ast ,.genetické paméti buiiky, zatimco
genom obsahuje také nckodujici tseky, které se pfisyntéze RNA, resp. proteini ntjak
neuplatiuyi.
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Projekt lidského genomu a soucasné perspektivy genomiky
’ Eduard Kocarek
Ustav biologie a Iékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

V souvislosti s pokrokem a postupnou automatizaci molekularné genetickych metod byl
v letech 1985 — 1986 poprvé zformulovan zamér prostudovat sekvenci celého lidského
genomu. Roku 1990 byl ve Spojenych statech odstartovan jeden z nejrozsahlejSich védeckych
projektd v historii. V anglic¢ting ziskal oznaceni ,,Human Genome Project™ (HGP). Hlavnim
{ikolem projektu bylo nejen zmapovani lidského genomu a objasnéni funkce viech jeho gent,
ale také studium genomi nékterych dal$ich modelovych organismi. Z nich jmenujme bakterii
Escherichia coli, rostlinu huseni¢ek (Arabidopsis thaliana), kvasinku Saccharomyces
cerevisiae, octomilku (Drosophila melanogaster), hlistici Caenorhabditis elegans a myS (Mus
musculus). Jmenované organismy scjiz po Iéta vyuzivaji jako experimentalni objekty
v biologickych laboratofich.

Cilem HGP bylo predevsim:

— identifikovat viechny geny v lidské DNA na molckuldami trovni;

— uréit potadi asi 3,2 miliard nukleotid, které tvofi lidskou DNA;

— ulozit ziskané informace do databazi;

— vyvinout rychlejsi a vykonnéjsi metody sekvenovani,

— vyvinout nastroje pro analyzu ziskanych dat o lidském genomu;

— zabyvat se etickymi, pravnimi a socialnimi otazkami (ELSI, ethical, legal, and social
issues), které souviseji s projektem lidsk¢ho genomu.

Do studia lidského genomu se zapojilo mnoho laboratofi ve Spojenych statech i v zahranici.
Projekt byl koordinovan americkym Uiadem pro energii (DOE, U.S. Department of Energy)
a Narodnimi dstavy zdravi (the National Instituies of Health). ZastteSujici organizaci celého
projektu se stal americky Narodni institut pro vyzkum lidského genomu fizeny Francisem
Collinsem (narozen 1950).

Soucasné zacala pracovat na stejném vyzkumném Gkolu soukromd americkd firma Celera
Genomics (v Rockville v Marylandu) pod vedenim Johna Craiga Ventera (narozen 1940).
Projekt HGP byl pivodné planovan na 15 let, ale technologicky pokrok a vzdjemna
konkurence obou fesitelskych skupin vedla k vyraznému urychleni praci. Proto jiz 26. Cervna
roku 2000 oznamili piedstavitelé mezinarodniho konsorcia a zastupci firmy Celera dokoncenti
predbézné verze sekvence lidského genomu. Tento den byva oznaCovan jako ,.den G*.

V tnoru roku 2001 byly v prestiznich odbornych ¢asopisech Nature a Science publikovany
¢lanky obou tymfl s prvnimi ukdzkami vysledkd. Tyto uddlosti byvaji oznacovany
za nejvyznamnéjdi milniky vyvoje biologického pozndni od objevu dvouSroubovicove
struktury DNA v roce 1953.

Ackoliv byl vysledek piedbézného precteni lidského genomu Siroce medialozovan
a interpretovan jako zavér projektu ¢i dokonce jakési zavrSeni biologického poznani,
skuteénost je ponékud jind. Ke dni ,,G* bylo pieéteno 90 % sekvenci bohatych na geny
a pouze 70 % sekvenci chudych na geny. Neni proto divu, Ze v udajn¢ precteném genomu
existovaly statisice ,,mezer”. Dodatecné bylo zjisténo, Ze pozice mnoha nukleotidii byla
chybné uréena a v nékterych pripadech doslo dokonce k prohozeni celych useki.

Prace na piecteni genomu viak velmi rychle pokracovaly inadile. Proto bylo moZno jiz
o necelé tii roky pozdgji — v dubnu 2003 prezentovat vyrazné zpfesnénou verzi lidského
genomu. K tomuto datu byly sekvence bohaté na geny precteny z 99 % a sekvence chude
na geny z 80 %. Bylo doplnéno mnoho dlouhych tseki tvorenych repetitivnimi sekvencem.
Vyrazné se zvysila presnost ,,Cteni® jednotlivych nukleotid. Pritom mnoho sekvenci drive
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povazovanych za geny bylo identifikovano jako pseudogeny (tj. sekvence pripominajici
geny, avSak nevytvarejici zadny proteinovy produkt ani transkript RNA).

Soucasny stav pozndni lidského genomu

Za genom povazujeme soubor vSech molekul DNA obsazenych v bunce, resp. v organismu.
Pritom rozliSujeme:

1. Jaderny genom (tj. soubor vSech molekul jaderné DNA).

2. Mimojaderny genom (u Clovéka a ostatnich Zivocichd soubor molekul DNA pritomnych
v mitochondriich).

Toto pojeti genomu se vyrazné li$i od star$i definice, podle niz byl genom pouhym ,,souborem
gent™ a nekdy byl dokonce velmi nestastné ztotoziiovan s genotypem.

Lidsky genom jec tvofen 3,2 miliardami nukleotidovych part a obsahuje celkem 20 — 30
tisic geni (pred zapocetim HGP se predpokladalo, Ze pocet genti se pohybuje okolo 100 000).
Prekvapivy je nejen pocet gent, ale také podil jejich sekvenci v genomu, ktery nepiesahuje
1,5 %. Proto scna$ genom casto metaforicky popisuje jako ,.rozsahld poust’ s odzami
genu”. Zbyvajicich 98,5 % tvori nekodujici sekvence, znichZz téméf polovina piipada
na sekvence repetitivni.  V rozdilném rozsahu asekvenci nekddujicich usekl se také
nejvyraznéji projevuje individudlni variabilita lidskych jedincl. Za zminku také stoji, Ze
v lidském genomu bylo nalezeno az 5 % sekvenci virového plivodu.

Ant uvedend data vSak nesveéd¢i o tom, ze by byl lidsky genom zcela ,,pfecten”. Problémy
plisobi zejména asi 20 % zbyvajicich repetitivnich sekvenci, jejichz osekvenovani neni
jednoduché. Dulezité bude také odhalit nejen proteinové produkty vSech nalezenych gend, ale
zjistit, pit1 kterych procescch se uplatiuyi a jak interaguji s produkty ostatnich genu. To
je ukolem nové vzniklé védni discipliny oznacované jako genomika. Jak je vidét, prace
na rozlusténi genomu je v soucasnosti vice nez dost. Proto se dokonceni projektu
nepfedpokladd ani v roce 2010.

Vyznam precteni lidského genomu

Projekt lidského genomu prinesl jiz nyni pfinejmens$im dvakrat vice poznatkd nez sc pivodné
oCekavalo. Vyuziti téchto dat md prirozené nejvétsi vyznam pro medicinu. Na zdkladé
poznatkit z HGP se rozviji azkvalitiuje diagnostika monogennich onemocnéni, ale
zlepSuje seivcéasnd diagnostika genetickych predpokladd Kk uréitym onemocnénim
multifaktorialnim.

Uspéchy HGP vsak miizeme sledovat nejen na poli diagnostiky, ale také v oblasti 1écby.
Predpoklada se, ze vysledki bude mozné vyuzit k rozvoji novych metod genové terapie.
Soucasné vSak rozvoj komplexni poznani genomu umozni vyvej raciondlnich 1é¢iv, ktera
budou puasobit pouze na postizené orgdny a nebudou vyvoldvat nezadouci reakce organismu.
Vyrazem tohoto pokroku jetaké vznik nové specializované discipliny zvané
farmakogenomika. Jejimz tkolem bude vyvoj individualné acinnych Iéciv, ktera budou
,Sita na miru” konkrétnim pacientim (s ohledem na konkrétni polymorfni formy jejich
enzymu a dalSich proteint angazovanych v metabolismu 1é¢1v).
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