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1. ZAKLADNi ZAKONY GENETIKY

MONOHYBRIDISMUS
V hybridizaénim pokusu Mendel sledoval jeden par vybranych znakd, napfiklad zabarveni semen. P¥i hybridizac¢nich
pokusech vzdy zacinal kfizeni rostlin od tzv. cistych linii pro sledovany znak. Parentalni linie (rodi¢ovské) byli tedy

homozygotni pro zvolenou variantu znaku (napf. pro Zluta a nebo zelena semena; Cervené versus bilé kvéty atp.). Kfizenim
jedincl parentalni generace ziskal hybridy (kfiZzence) prvni filidlni generace (F1) a jejich samosprasenim potomstvo druhé
filidlni generace (F2).

Ve vsech pokusech se vSechny rostliny v F1 generaci vzdy podobaly pouze jednomu z rodicd, F1 generace byla vidy
uniformni. Uniformita F1 generace byva nazyvana 1. zakonem dédi¢nosti Mendelova typu. V nasem konkrétnim pfipadé
mély véechny rostliny F1 generace Zluta semena. Ty znaky, které se u F1 hybridd manifestovaly ve fenotypu, nazval Mendel
dominantni a ty, které se v F1 generaci nemanifestovaly, recesivni.

Po samospraseni rostlin F1 generace se v F2 generaci vyskytly jak rostliny s dominantnim fenotypem (Zluta semena), tak
s recesivnim (zelend semena). Dominantni a recesivni znaky byly vidy v poméru 3 : 1. Pfechodné formy mezi znaky nebyly
pozorovany. Alely sledovaného genu oznac¢ime A (dominantni) a a (recesivni).

Samosprasenim jednotlivych rostlin F2 generace vznikla F3 generace. Rostliny s recesivnim fenotypem v F2 generaci mély
v F3 generaci pouze potomstvo s timto fenotypem (v nasem pripadé zelena semena). Potomstvo rostlin s dominantnim
fenotypem (Zlutad semena), mélo v F3 generaci prevazné dominantni, ale i recesivni fenotyp.

Mendel z téchto pokust odvodil, Ze fenotypovy pomér 3 : 1 v F2 generaci je podminén genotypovym pomérem 1 (AA) : 2
(Aa) : 1 (aa). Z téchto parovych ,faktor(” pouze jeden je predavan potomkovi, ktery z nich, je nahodny jev. Tento zavér je
oznadovan jako 2. Mendellv zédkon, zdkon ndhodné segregace geni do gamet.

Pohlavni buriky (gamety) maji, na rozdil od somatickych bunék (télnich), pouze jednu alelu (formu genu) pro kazdy znak.
Gamety rodice homozygotni linie se Zlutymi semeny nesou alelu A, gamety homozygotni linie se zelenymi semeny alelu a.
Genotyp parentdlni generace je AA a aa. V F1 generaci je fenotyp podminén genotypem Aa. Kazdy jedinec F1 generace tvori
dva typy gamet A a a s 50 % pravdépodobnosti.

Hybridizacni pokus provedeny na zahradnim hrachu (sledovany znak — zabarveni semen)
Fenotypy, genotypy a gamety v parentdlni generaci

Parenteralni generace (P)
Fenotyp Zluta zelend
Genotyp AA aa
Gamety A a

KFizenim parentalni generace AA x aa vznika generace F1 s uniformnim zbarvenim semen. Semena jsou Zluta jako u rodice
s dominantnim genotypem. Genotyp jedincl F1 generace je heterozygotni Aa.

Fenotyp, genotyp a gamety v prvni filidIni generaci

Prvni filidIni generace (F1)
Fenotyp Zluta
Genotyp Aa
Gamety A (50%) a (50%)

Vzajemnym kfizenim jedincd F1 generace — intercross (heterozygotni genotyp Aa) vznika F2 generace s fenotypovymi
Stépnymi poméry 3 (semena Zluta) : 1 (zelend). Genotypové stépné poméry jsou 1 (AA) : 2 (Aa) : 1 (aa).



Vysledek ktizeni jedincl F1 generace, vznik F2 generace

Gamety Samici A a
A AA Aa
Samci 2 Aa o

- genotypy F2 generace

Fenotyp, genotyp a gamety ve druhé filidIni generaci

Druha filialni generace (F2)
Fenotyp Zluta Zluta zelend
Genotyp AA Aa aa
Gamety A A / a a

Kdyz Mendel proved| zpétné testovaci kfizeni (Bc) hybridnich rostlin F1 generace (Aa) s recesivnimi homozygoty parentalni
generace (aa), vyskytly se u nich oba znaky v nasledujici generaci v poméru 1 : 1.

U hybridnich rostlin vznikaji dva typy gamet. 50 % gamet nese dominantni alelu (A), 50 % recesivni alelu (a). Recesivni
homozygot tvofi jediny typ gamet s recesivni alelou. Polovina potomstva jsou heterozygoti (Aa) s fenotypem odpovidajicim
dominantni alele (Zluta semena) a polovina recesivni homozygoti (aa) se zelenymi semeny. Tataz zadkonitost platila pro
vsech sedm znakd, které Mendel jedotlivé sledoval.

Zpétné testovaci kfizeni
Gamety F1 A a

a Aa aa

Parenteralni
a Aa aa

- genotypy Bc generace

ALELICKE INTERAKCE
Alelické interakce popisuji relativni vzdjemny vztah dvou alel pomoci pojmG dominance a recesivita.

O uplné dominanci hovofime v téch pripadech, kdy fenotyp heterozygota (Aa) je stejny jako fenotyp dominantniho
homozygota (AA), konvencné je k oznacovani dominantni alely pouzivano velko pismeno, recesivni alela je oznacovéna
malym pismenem). Fenotypovy $tépny pomér v F2 je v tomto pfipadé 3/4 dominantnich jedincu (tedy jedinca

s dominantnim fenotypem, tj. homozygot( AA a heterozygotl Aa) a 1/4 recesivnich jedincl (tedy recesivnich homozygott
aa), coz byva obvykle vyjadreno jako stépny pomér 3 : 1.

Z uvedeného vyplyva, Ze pojem dominance a recesivita se pouziva ve dvou rGznych smyslech a to jednak k oznaceni vztahu
dvou alel, ale téZ pro oznaceni fenotyp(, pak hovofime o dominantnim nebo recesivnim znaku.

Jako netiplnou dominanci oznac¢ujeme situaci, kdy fenotyp heterozygota je mezi fenotypy obou rodi¢.

Kodominance oznacuje situaci, kdy ve fenotypu heterozygota se objevuji vedle sebe znaky obou rodi¢t z P generace (napf.
krevni skupiny A a B).Ve vSech téchto pripadech je fenotypovy Stépny pomér F2 generace stejny jako pomér genotypovy,
tedy 1:2: 1. Zfenogenetického hlediska se jevi pojmy dominance a recesivita jako zna¢né zavislé na moznostech
pozorovani fenotypl, mnohdy se pfi detailnéjsim pozorovani méni Uplna dominance na nelplnou a pfi jesté detailnéjsim
pohledu na kodominanci.

2. DIHYBRIDISMUS

Pti dihybridismu Mendel sledoval u hrachu dva znaky soucasné. Napriklad rostliny s kulatymi a Zlutymi semeny a se semeny
svrastélymi a zelenymi. F1 generace byla uniformni. V tomto pripadé byla semena kulatd a zZluta.

V F2 generaci vznikly étyfi fenotypové kombinance v poméru 9:3:3:1 (respektive 9/16; 3/16; 3/16; 1/16).



Parentalni generace, dihybridismus

Parenteralni generace (P)
Fenotyp Zluta, kulata Zelend, svrastéla
Genotyp AABB aabb
Gamety AB ab
Schéma kfizeni pti sledovani dvou znakl v F1 generaci
Prvni filidIni generace (F1)
Fenotyp Zlutd, kulata
Genotyp AaBb
Gamety AB (25%) Ab (25%) aB (25%) ab (25%)
Schéma kfizeni pfi sledovani dvou znaki v F2 generaci
Druha filialni generace
Gamety Samici AB Ab aB ab
AB AABB AABb AaBB AaBb
Ab AABb AAbb AaBb Aabb
Samci
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb
Fenotyp semen — $tépné poméry:
9 (Zluta a kulatd) : 3 (Zluta a svrastéld) : 3 (zelena a kulatd) : 1 (zelena a svrastéla)
Genotyp A.B. : A.bb : aaB. : aabb
(tecka — druha alela maze byt bud dominantni nebo recesivni)
Dihybridismus — testovaci krizeni
Zpétné testovaci kfizeni (Bc)
Gamety F1 AB Ab aB ab
ab
Pa(razr:c:)lni :: AaBb Aabb aaBb aabb
ab

Potomci zpétného kiizeni jedinc( F1 generace s dvojndsobnymi recesivnimi homozygoty parenteralni generace tvofi Ctyfi
fenotypové tridy vpomérul1:1:1:1.

Fenotypy: rostliny s obéma dominantnimi znaky (semena Zluta a kulatd), s jednim znakem dominantnim a druhym
recesivnim (semena Zluta a svrastéld) a reciproce (semena zelena a kulatd) a s obéma znaky recesivnimi (semena zelena a
svrastéla).

Genotypy: AaBb, Aabb, aaBb, aabb

Sledovani dvou znak( soucasné (dihybridismus) ukdazalo, Ze odliSné genové pary segreguji do gamet na sobé nezavisle.
Tento fakt je nazyvan 3. Mendelovym zakonem.

Zakonitost volné kombinovatelnosti genti v gametach plati v pfipadé, Ze sledované geny jsou lokalizovany na rtiznych
parech chromosomt. Volna kombinovatelnost genl nastava i v pripadé jejich lokalizace na stejném chromosomu pfi
mapové vzdalenosti 50 cM.



Stépné poméry vyplyvajici z Mendelovych zakon( jsou odrazem pravdépodobnosti s jakou jednotlivé typy potomkd mohou
vznikat (maji pravdépodobonostni povahul).

V realnych hybridizac¢nich experimentech mohou byt empiricky ziskané stépné poméry ovlivnény ndhodnymi statistickymi

odchylkami. Proto je vidy nezbytné shodu empirickych stépnych poméra s uréitym predpokladem zptsobu dédi¢nosti
ovérovat pomoci statistickych pravdépodobnostnich testl (neparametricky Chi-kvadrat-test).

3. ADITIVNi MODEL POLYGENNi DEDICNOSTI

ZAKLADNI POIMY

Major geny — alela major-genu ma velky ucinek na fenotyp. Major-geny determinuji kvalitativni znaky — tedy znaky
podminéné jednim nebo nekolika malo geny (napft. struktura hemoglobinu). Vliv prostiedi na vysledny fenotyp neni
vyznamny. Major-geny se zejména uplatiuji pfi monogenni Mendelovské dédicnosti.

Nékteré major-geny se mohou podilet pfi polygenni determinaci znaku, kdy vysledny fenotypovy projev zavisi na nékolika
major-genech (1,2 a vice) a modifikaci tzv. genetickym pozadim (geny malého Gcinku).

Minor-geny — alela minor-genu kdduje jen ¢ast genetické variability celkového znaku. Alely jednotlivych minor-gent, které
se podileji na genetické determinaci jednoho znaku jsou bud' v aktivni (zvySuji hodnotu) nebo neaktivni formé (hodnotu
znaku neovliviiuje). Lokusy minor-genli se mohou nachéazet na tomtéz paru chromosoma nebo na odlisnych parech
chromosomd. V zjednoduseném pojeti je celkovy Ucinek aktivich alel aditivni (soucet).

Kvantitativni (méfitelné) znaky vykazuji proménlivost kontinualni, plynulou. Se stoupajicim po¢tem parQ minor-genu se
zvysuje pocet tiid a klesa pravdépodobnost vyskytu krajnich tfid. ZvySovani poctu genl ovladajicich sledovany znak
k fenotypovému rozloZeni, které charakterizuje Gaussova kfivka.

POLYGENNi DEDIENOST
Zvlastnim pripadem nealelnich interakci je polygenni dédi¢nost. Na rozdil od predchoziho se ve zjednoduseném modelu
uvazuje velky pocet gen(, které podminuji urcity fenotypovy znak.

Kazdy z nich sdm o sobé ma maly tGcinek na fenotyp a proto hovofime o tzv. minor genech.

Fenotypové znaky polygenné determinované byvaji obvykle méfitelné (kvantitativni, napf. vyska) a proto se pro polygenni
dédi¢nost nékdy pouziva jako synonymum nazev kvantitativni genetika. V patogenezi vétsiny béZznych chorob (hypertenze,
obezita, onkologickd, neurologicka a psychiatricka onemocnéni) se ale oproti zjednodusenému polygennimu modelu
predpoklada tzv. multifaktorialni dédic¢nost, kterd je zaloZena na interakci gent velkého ucinku (major geny) s polygennim
systémem (tzv. genetické pozadi), kterd je navic modulovéna riizné intenzivnim pusobenim faktor( vnejsiho prostredi.

ZJEDNODUSENY MODEL POLYGENN{ DEDICNOSTI
Zjednodusené modely predpokladaji alelni interakci typu semidominance (kdy hodnota fenotypu heterozygota odpovida

priméru hodnot fenotypu parentalni generace) a nealelni interakci ozna¢ovanou jako aditivita (kumulativnost), coz
znamen3, Ze Ucinky jednotlivych alel se scitaji.

Konvencné byva zvykem oznacovat alely zvysujici hodnotu fenotypového znaku jako alely aktivni, které obvykle
znazornujeme pomoci velkych pismen. Obvykle geny jednoho polygenniho systému zndzorfujeme pismenem ze zacatku
abecedy a jednotlivé geny odliSujeme ciselnym sufixem.

Z fenogenetického hlediska neni vétsinou mozné na zakladé pozorované fenotypové hodnoty jednoznacné usuzovat na
genotyp, mGzZeme do urcité miry odhadovat pocet aktivnich alel (napf. jedinci genotypu A;A,a,a,, A1a:A5a, a a;a:A,A; Maji
stejnou fenotypovou hodnotu, ktera je vidy dana pritomnosti dvou aktivnich alel).

Hodnota polygenné determinovanych fenotypovych znak( byva obvykle do urcité miry ovliviiovana faktory vnéjsiho
prostiedi, tedy faktory negenetickymi.



Metodicky se v kvantitativni genetice pouZiva fada specializovanych postup( genetické statistiky. U kvantitativnich znak
nas Casto zajima, jaké jsou relativni podily dédi¢né slozky a faktort prostfedi po rozptylu (varianci) fenotypovych hodnot
znaku. Relativni podil genetickych faktord na celkové varianci znaku pak oznacujeme jako heritabilitu (dédivost).

V hypotetickém pripadé, je parenteréini generace predstavovana Cistou liii velkou (prdmérna vyska 200 cm) a malou
(prdmeérna vyska 100 cm). Primeérna velikost F1 generace je blizko prdméru obou rodicovskych linii (150 cm), nelisi se pfilis
ani variacni sifi, ktera je nejcastéji charakterizovana pomoci statistické veli¢iny oznacované jako rozptyl (variance). U F2
generace nachazime prdmeérnou velikost obdobnou, jako u F1. Generace F1 a F2 se oviem znacné lisi varianci, jejiz
geneticka slozka je zplisobena segregaci a naslednym ustavenim jedinecné kombinace (aktivnich a neaktivnich) parentélnich
alel v genomu jedinct F2 generace.

Rozptyl Ize vypocitat podle vzorce: V=(N- 1)'12 (- X)2 - kde N je pocet pozorovani, Z je znaménko pro soucet
veli¢in za nim stojicich, x; je hodnota pozorovani i-tého jedince a X je aritmeticky primér viech pozorovani. Jedna se tedy o
primér souctu ctvercl odchylek jednotlivych pozorovéni od aritmetického praméru.

V kvantitativni genetice je rozptyl fenotypovych hodnot dan: Vp = Vg + Vg + Vg
e  kde Vp je fenotypovy rozptyl (P z angl. phenotype), Vg je rozptyl fenotypu vyvolany genetickymi faktory, tedy
rozdily v genotypu jedincl dané skupiny/populace
e V¢ jerozptyl fenotypu vyvolany faktory vnéjsiho prostredi (E z angl. environment) - sem zahrnujeme kromé
zfejmych parametrd (teplota prostredi, kaloricky pfijem, expozice sluneénimu zafeni, socidlné-ekonomické
postaveni) prakticky vSsechny nedédicné vlivy
e Vg je rozptyl fenotypu zavisly na interakci genotypu a prostredi

V nékterych pripadech je efekt konkrétniho genotypu na vysledny fenotyp zasadné odlisny v zavislosti na prostredi, ve
kterém se jeho nositel nachazi. Tyto interakce nelze pIné postihnout kategoriemi Vg a Vg, proto vysledna rovnice musi
zahrnovat tfeti komponentu Vg, ktera tento Casty jev zohledriuje.

Variance fenotypu zplsobena genetickymi faktory (V) zahrnuje nékolik rGznych typ( plsobeni dédi¢nych sloZek na rozptyl
hodnot pozorovaného znaku: Vg=Va+Vp+V,

Jednim z nich je vySe zminény aditivni G¢inek gend (V,), kdy vysledny efekt odpovida souctu plisobeni jednotlivych
aktivnich alel. U nékterych genud se ovSem uplatriuje princip dominance a recesivity, takze ucinek dané alely zavisi také na
typu alely na homolognim chromosomu. Tato sloZka rozptylu fenotypu vyvolana pisobenim dominance (V) neni aditivni.
To plati i pro posledni uvazovanou slozku, slozku genetickych nealelnich interakci (epistaze) - V,.

Pokud slou¢ime vyse uvedené, dostaneme sumarni vyjadieni faktor( prispivajicich k varianci fenotypu v polygennim
systému: Vp=Vg+ Vg + Vg

Vp=Va+Vp+V, +Vp+ Vg

4. INTERAKCE NEALELNICH GENU

Za predpokladu, Ze jeden fenotypovy znak je podminén vice geny, dochazi k odchylkdm ve stépnych pomérech. Klasickym
modelovym pfikladem mze byt kfizeni hrachoru bélokvétého s hrachorem s purpurovymi kvéty.

Vsechny rostliny F; generace maji kvéty purpurové, ale v F, generaci misto ocekdvaného stépného poméru 3:1 dostavame
Stépny pomér 9:7. Vysvétleni tohoto vysledku je mozné za predpokladu, Ze barva kvétu u hrachoru neni determinovéana
jednim genem jako u hrachu, ale dvéma geny, kdy pro vznik purpurové barvy je tfeba alespon jedna dominantni alela u
kazdého z obou zucastnénych gend.

P generace je tedy AABB x aabb. F; je uniformni (dvojnasobni heterozygoti AaBb) a v F, nachdzime purpurovou barvu u
jedincl s genotypem A-B-, kdy znak — predstavuje jak dominantni, tak recesivni alelu daného genu.

Bilou barvu nachazime tedy u jedinc(, ktefi jsou recesivné homozygotni pro prvni nebo pro druhy gen, pfipadné pro oba
geny.



Fenogenetika zavedla pro popis interakci téchto nealelnich genll pojem epistaze, ktery popisuje nadfazenost urcitého
genotypu jednoho genu nad genotypem druhého genu. Pojem epistaze je do urcité miry analogicky pojmu dominance
v pfipadé interakci alelnich. Pojmu recesivita odpovidd méné Casto pouZivany pojem hypostaze.

Snyder dislednym pouZzivanim pojmu epistaze popisuje vSsechny mozné nealelni interakce. Pfiklad s barvou kvétu hrachoru
je podle Snydera ptikladem dvojnasobné recesivni epistaze, kdy recesivni homozygot prvého genu je nadfazen jakémukoliv
genotypu druhého genu a recesivni homozygot druhého genu je nadirazen jakémukoliv genotypu prvého genu v tom
smyslu, Ze je potlacena tvorba anthokyanu v kvétu.

Klasicka fenogenetika popisovala radu nealelnich interakci, kdy na rozdil od Snydera byly pouzivany pro jednotlivé pfipady
rizné specialni nazvy, navic pouZivané jednotlivymi autory nejednotné. Priklad s hrachorem byva ¢asto uvadén jako pripad

komplementace, kdy pro vznik anthokyanu se musi doplriovat (komplementovat) G¢inky dominantnich alel obou gend.

Vétsina ucebnic obecné genetiky uvadi mensi nebo vétsi vycet priklad( nealelnich interakci, obvykle se predpoklada
interakce dvou gent, kazdy se dvéma alelami s Giplnou dominanci.

Pfehled forem interakce nealelnich genl s odpovidajicim fenotypovym stépnym pomérem v F, generaci:

A-B- A-bb aaB- aabb
Bez epistaze 9 3 3 1
Dominantni epistaze 12 3 1
Recesivni epistaze 9 3 a4
Komplementace 9 7
Duplicita bez kumulativniho efektu 15 1
Duplicita s kumulativnim efektem 9 6 1
Inhibice 13 3 |

Dominantni epistaze (12:3:1) nastava, kdyZ dominantni genotyp jednoho lokusu se realizuje ve vysledném fenotypu bez
ohledu na genotyp v lokusu druhém. Pouze v pfipadé, Ze obé alely prvého lokusu jsou recesivni (aa-), mohou se fenotypicky
uplatnit i alely druhého lokusu.

Recesivni epistaze (9:3:4) se uplatriuje tehdy, kdyZ recesivni genotyp jednoho lokusu se realizuje ve vysledném fenotypu
bez ohledu na genotyp v lokusu druhém. Pouze v pfipadé, Ze alespon jedna alela prvého lokusu je dominantni (A=), mohou
se fenotypicky uplatnit i alely druhého lokusu.

Komplementace/duplicitni recesivni epistaze (9:7) je popisovana v pfipadé, Ze recesivni homozygocie v kazdém z lokusU
vede ke stejnému fenotypu, takze jedinci s genotypy aaB-, A-bb a aabb. Pokud jsou soucasné pfitomny dominantni alely
obou lokusd, jejich U¢inky se komplementuji a vysledkem je odliSny fenotyp.

Duplicita s kumulativnim efektem (9:6:1) nastava tehdy, jestlize kazdy z dominantnich genotyp( (at uz ve formé
dominantniho homozygota nebo heterozygota) zodpovida za produkci téhoz znaku (napf. tvorbu uréitého mnozstvi
pigmentu). Potom si lze predstavit, Ze jedinci s genotypem aabb neprodukuji Zadny pigment, jedinci s genotypem A-bb a
aaB- produkuji jednotkové mnoZstvi pigmentu a u jedincl s genotypem A-B- se G¢inek dominantnich alel kumuluje a
dochazi k tvorbé nejvétsiho mnozstvi pigmentu (dvou jednotek).

Duplicita bez kumulativniho efektu (15:1) je stav, kdy kazdy z dominantnich genotyp( vede k manifestaci téhoz znaku, aniz
by se oviem jejich ucinek néjak kumuloval — fenotypicky se budou odliSovat pouze dvojité recesivni homozygoti, kteri
nenesou ani jednu ze ¢ty moznych dominantnich alel.

Inhibice/Dominantné-recesivni interakce (13:3) nastava, kdyZ dominantni genotyp v jednom lokusu a recesivni fenotyp
v druhém maji stejny vysledny fenotyp. V F, ziskdme tedy pouze dvé fenotypové tridy, napf. zastoupené na jedné strané
genotypy A-B-, A-bb a aabb, na strané druhé aaB-.



5. GENOVA VAZBA

Geny umisténé v témze lokusu jsou spolu vazany - tzv. vazba gent. Na kazdém paru homolognich chromosom existuje
stabilni sada gend. Geny maji na chromosomu presné umisténi (své lokusy). Soubor lokust jednoho chromosomového
paru tvori vazebnou skupinu.

Pro geny lokalizované na shodném chromosomu plati, Ze do urcité vzdalenosti jejich lokust béhem meidzy nesegreguji do
gamet podle pravidel mendelovské dédi¢nosti o ndhodné segregaci chromosomdi/genti.

V F2 generaci nebo pfi zpétném kfizeni pak nachazime odlisné fenotypové i genotypové stépné poméry, nez jaké byly
popsany Mendelem. Vazbu mezi dvéma geny je mozné sledovat a definovat na pokusnych zvifatech (nebo rostlinach)
v hybridiza¢nim pokusu (v F2 generaci) nebo pfi zpétném (testovacim kfizeni — backcross — Bc.).

Testovaci kfizeni dvojnasobného heterozygota (AaBb) s dvojnasobnym recesivnim homozygotem (aabb) umoznuje pfi
dostatecném poctu potomk( relativné snadno zhodnotit, zda jsou sledované geny ve vazbé, nebo zda se rozchazeji do
gamet podle pravidla o volné kombinovatelnosti gend.

Hodnoceni frekvence fenotypd F2 generace (potomk( kfiZzeni heterozygot( F1 generace — intercross) vyzaduje vétsi soubor
pokusnych jedincl ve srovnani s hodnocenim pomoci zpétného kfizeni.

U lidi vazbu mezi geny hodnotime matematickymi (statistickymi) metodami. Hodnoti se rodokmeny rodin, které odpovidaji
backcrossu nebo intercrossu hybridizacnich pokust. ProtoZe rodiny jsou vétSinou malé, slucuji se data z vice rodin pro
nalezeni informativnich vysledka.

Pro stanoveni vazby se vyuZivaji rlizné genetické polymorfismy jako jsou napt. polymorfismy u genl krevné skupinového
systému ABO, Rh nebo gend HLA lokusu. Pro vazebnou analyzu jsou také vyuzivany polymorfismy v délce tandemovych
repetic nebo jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které se napt. projevi jako polymorfismus délky restrikénich
fragment (RFLP).

Pro vysvétleni principu genetické vazby se zabyvame dvéma geny, které vykazuji polymorfismus. V nasem pfipadé oba geny
maji dvé odlisné alely — jedna z alel obou gen je recesivni a druha dominantni.

Pti lokalizaci gent dvojnasobného heterozygota na shodném chromosomu alely téchto dvou gen mohou na homolognich
chromosomech zaujimat dvé odlisné pozice. Na jednom chromosomu mohou byt lokalizované dominantni alely obou gend
(A a B) a na homolognim chromosomu recesivni alely (a a b). Toto usporadani alel se zapisuje vyrazem AB/ab. Nazyva se
vazebnou fazi cis. Druhda moznost se oznacuje jako vazebna faze trans. Usporadani alel na homolognich chromosomech se
zapisuje Ab/aB. Znamena pfitomnost dominantni alely jednoho lokusu a recesivni alely druhého lokusu na témze
chromosomu.

Pokud jsou geny jedné vazebné skupiny lokalizované na chromosomu do urcité vzdalenosti, dédi se usporadani jejich alel
Castéji spole¢né neZ odpovida ndahodné segregaci genli do gamet. Pfi vazbé gent neplati Mendelliv zikon o nahodné
segregaci genli do gamet.

Pokud by nedochazelo v profazi prvniho meiotického déleni ke crossing-overu a vyméné genetického materidlu mezi
homolognimi chromosomy, dédilo by se uspofadani alel gend jedné vazebné skupiny vZdy spolecné.

REKOMBINACE A VAZBA GENU
Crossing-over (prekfizeni) nastava v profazi I. meiotického déleni jak mezi sesterskymi, tak mezi nesesterskymi

chromatidami homolognich chromosomu. Vede k vzajemné vyméné genetického materidlu — k rekombinacim.

Pro vznik nové genetické kombinace ma vyznam pouze rekombinace mezi nesesterskymi chromatidami. Vysledek je jiné
postaveni alel, nez jaké bylo na homolognich chromosomech rodicd. Rekombinace jsou jednou z pficin, Ze dalsi generace
muze mit jinou kombinaci znakl neZ byla u rodi¢h. Pravdépodobnost vzniku crossing-overu mezi dvéma lokusy zavisi na



jejich vzdalenosti. Jestlize jsou dva geny na chromosomu umisténé dostatecné daleko od sebe, dochazi mezi nimi ke
crossing overu s 50 % pravdépodobnosti.

Alely téchto gend, i kdyZ se geny nachazeji na stejném chromosomu, segreguji do gamet nezavisle, to znamena
s pravdépodobnosti 25 % pro kazdou kombinaci alel obdobné jako pfi lokalizaci dvou gentl na rGznych parech chromosomd;
dochazi k volné kombinovatelnosti mezi dvéma geny.

Mezi lokusy, které jsou blizko sebe, dochazi ke crossing overu s frekvenci odpovidajici jejich vzdalenosti. Vazbu mezi takto
vzdalenymi lokusy nazyvame vazbou neuplnou. Existuji i lokusy, mezi kterymi ke crossing-overu nedochazi, vazba je tplna a
potomci dédi vidy stejné usporadani alel jako maji jeho rodice.

Zakladni poznatky o vazbé gend zobecnil T. H. Morgan — Morganovy zakony
1. Geny jsou vidy uloZeny na chromosomu linearné za sebou.
2. Geny jednoho chromosomu tvofi vazebnou skupinu. Pocet vazebnych skupin organismu je shodny s poctem par(
homolognich chromosom pfislusného organismu.
3. Mezi geny homologického paru chromosomu muze prostfednictvim crossing-overu probihat genova vyména.
Frekvence crossing-overu je pfimo Umérna vzdalenosti gen(.

Tyto zakony tvofi tzv. chromosomovou teorii dédic¢nosti.

Sila vazby vyjadfuje pravdépodobnost, Ze mezi dvéma geny téhoz chromosomu probéhne crossing-over.
Vyjadfujeme ji pomoci rekombinac¢niho zlomku 6 (theta) — Morganovo ¢islo — p:
p = pocet rekombinovanych jedinch / pocet viech jedinc

Mérna jednotka je ¢M (centiMorgan) - tzv. mapova jednotka = 1 % (1/100) rekombinaci v chromosomové oblasti vymezené
2 danymi geny.

Je-li vzdalenost mezi geny dostatecné velkd, dochazi vidy ke crossing-overu mezi sledovanymi geny — vysledkem je stejny
podil gamet bez rekombinace a s rekombinaci 8 = 0,5. Minimum rekombinacniho zlomku je 0 - Zddny rekombinant pfi vazbé
Uplné . Maximum je 50% - sledované geny na rliznych chromosomech nebo i na stejném chromosomu, ale velmi daleko od
sebe.

6. GENOTYP A JEHO VARIABILITA, MUTACE A REKOMBINACE

GENOTYP
Je konkrétni kombinace dédi¢nych vloh, soubor vSech gen( jedince. Dal by se téZ definovat jako geneticka konstituce
jedince, nebo vice specifictéji: konkrétni sestava alel na konkrétnim lokusu ¢i vice lokusech.

e  Predstavuje genetickou konstituci organismu reprezentovanou souborem alel specificky uspofadanych v genomu
(jsou to tedy vSsechny molekuly DNA nebo RNA (u RNA vird) Zivé soustavy, které se vyznacuji replikaci a dédi se na
potomstvo).

. Urcéuje rozsah a miru fenotypickych (soubor vsech znak(l) mozZnosti jedince.

Genotypy jedincd téhoZ druhu se z hlediska genomickych sekvenci v genovych i mimogenovych oblastech lisi. Jednim z
prikladd vysoké variability genotypt mezi jedinci lidské populace je napf. HLA lokus.

MUTACE

Mutacemi se nazyvaji ndhodné dédi¢né zmény genotypu (genetické informace). Mutace vzniklé diky chybé pfi replikaci
DNA se nazyvaji mutace spontanni a dochazi k nim bez zasahu z vnéjsiho prostredi. DNA polymeraza je nejen velmi presna,
ale ma navic i samoopravnou funkci, pravdépodobnost chyby se pohybuje v fadech asi 107,

Cetnost mutaci je tedy velice nizkd, navic buriky jsou do jisté miry schopné tyto chyby diky reparaénim enzymdm likvidovat.
Vétsina mutaci je tedy tzv. indukovanych, tj. vyvolanych vnéjsimi mutagennimi faktory (mutageny) — témi mze byt napf.
zafeni (UV, RTG), chemické latky (areny, tézké kovy, peroxidy....) atd.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Hlavn%C3%AD_histokompatibilitn%C3%AD_komplex

Mutace mohou nastavat v rizném rozsahu:

MUTACE GENOVE (bodové)

Probihaji na irovni molekuly DNA, pri¢emz postihuji 1 gen. Vysledkem je pak poskozena nukleotidové sekvence, diky
¢emuz se méni triplety (kodony) a dochazi k chybé v proteosyntéze (syntetizuji se Uplné jiné aminokyseliny). Pokud je
poskozen gen regulujici mnoZeni a diferenciaci buriky, mdzZe to vést aZ k nekontrolovatelnému bujeni (nddorova
onemocnéni).

Mize dojit ke:
e zméné poctu bazi:
1. adici (zafazeni nadbyte¢ného paru nukleotidd)
2. deleci (ztrata paru nukleotid()
e zméné poradi nékolika nukleotidovych pért (intragenovy crossing-over)
. zarazeni jiného nukleotidu — konverze (zaména)
. zméné typu bazi — transverse
e  transice
e  poskozeni chemické struktury nékteré ¢asti molekuly nukleotidu

MUTACE CHROMOSOMOVE (chromosomalni aberace)
Dochazi pfi nich ke zméné poctu nebo struktury chromosomu — nap¥. pfi crossing overu: chromosomové tlomky se $patné
spojuji; muZe ale dojit i ke ztraté celého bloku. Tyto mutace porusuji pribéh meidzy a zplsobuji nefunkénost gamet.

Druhy:
1. delece (ztrata ¢asti chromozomu)

2. inverze (prevraceni ¢asti chromozomu)
3. duplikace (zdvojeni ¢asti chromozomu)
4. translokace (pfipojeni ¢asti chromozomu na chromozom Spatny)
5. fragmentace (rozpad chromozomu na fragmenty)
MUTACE GENOMOVE

Dochazi ke zméné samotného genomu. Vétsinou jde bud o zndsobeni celé chromosomové sady (euploidie = polyploidie =
jedinec je 3n nebo i vice...), nebo ke zméné poctu jednotlivych chromosom ze sady (aneuploidie).

Podle typu postizenych bunék rozeznavame mutace:
1. somatické — nepiendsi se mezi potomky
2. gametické

Podle mechanismu vzniku rozezndvame mutace:
1. spontanni
2. indukované

REKOMBINACE

Predpokladem evoluce je variabilita. Genetickou variabilitu zvySuje mutace, rekombinace a genovy tok. Rekombinace je
preskupeni DNA materidlu mezi jiz existujicimi alelami (formami gent) za vzniku alel novych. Timto procesem vznikaji novi
jedinci s kombinacemi alel odliSnymi od kombinaci jejich rodicl. Déje se tak v disledku volné kombinovatelnosti nebo
crossing-overu.

7. GENOTYP A PROSTREDI

Gen je Usek polynukleotidového retézce, ktery kdduje primarni strukturu peptidu jako translacniho produktu nebo se
prepisuje do primarni struktury molekul RNA, jez nepodléhaji translaci.

Alela je konkrétni forma genu, urcena konkrétni sekvenci nukleotidd a odpovédna za konkrétni formu (kvalitu ¢i miru) jim
kédovaného znaku; rlizné geny existuji v genofondech populaci v rliznych a nékdy ve znacnych poctech alel; informace
nesend vétsinou genl se projevuje ve vice nez jednom znaku organismu - pleiotropni genovy efekt.



Genotyp je soubor viech alel organismu; genotyp souhrné urcuje rozsah ¢i miru fenotypovych moznosti organismu.
Konkrétni fenotyp pak (na zakladé zdédéného genotypu) dotvafi prostiedi, ve kterém jedinec Zije.

VZTAH GENOTYPU A PROSTREDI
Faktory vnéjsiho prostiedi mohou nékteré Casti genetického programu organismu (prostfednictvim jeho regulacnich
systému) bud regulovat, nebo reprimovat; mohou jej vSak také modifikovat — ovlivnit vyslednou formu znaku.

Urcité patologické formy nékterych znakl organismu pak vznikaji pfedevsim na zakladé plsobeni vnéjsich faktord, genotyp
je ovliviiuje jen malou mérou.

Obecné plati: genotyp + prostiedi = fenotyp

Mira, kterou je dany znak ve své formé uréen dédi¢né, se kvantitativné vyjadfuje jako jeho dédivost (heritabilita).
Nejvétsi vliv maji faktory prostfedi obecné na manifestaci znakd polygennich, tj. kvantitativnich — ty jsou velmi plastické a
jejich variabilita u rGznych jedinct ma tedy dva zdroje: vnéjsi (faktory prostiedi) a vnitfni (konstituci prislusného

polygenniho systému v genotypu).

Znaky monogenné determinované, tj. znaky kvalitativni, jsou prostfedim mnohem méné ovlivnitelné.

8., 10. DEDICNOST MULTIFAKTORIALNICH ZNAKU A CHOROB, MULTIFAKTORIALNE
PODMINENE ZNAKY U CLOVEKA

Multifaktorialni dédi¢nost
e Na vzniku chorob se podili vice faktorl (genetickych i negenetickych).
o  Ucast genetické slozky je u rGznych znak( rzné délezita.
e O vzniku také rozhoduje i styl Zivota.
e  ZaloZena na interakci gend velkého ucinku - major geny, s polygennim systémem + riizné intenzivni plisobeni
faktoru prostredi.
e  Kardiovaskularni choroby.

Polygenni dédi¢nost
e Na finalni podobé znaku se podili vice genl, mezi kterymi mohou byt rizné slozité interakce — jen minimalné
ovliviiovdny zevnim prostfedim.
e  KaZdy z genlil ma sdm o sobé maly ucinek na fenotyp = minor geny.
e  Fenotypové znaky byvaji méfitelné - kvantitativni genetika.
e  Barvaodi.

Multifaktorialné dédicné znaky nemaji typicky rodokmen, rizika postizeni pro ptibuzné jsou pfimo zavisla na:
o frekvenci choroby v dané populaci;
o koeficientu pfibuznosti k postizenému;
. poctu postizenych pribuznych;
. stupni zavaZznosti postizeni;
. pohlavi, v pfipadé kdy jsou populacni ¢etnosti postizeni muzl a Zen rlizné;
. faktorech prostredi.

Edwardslv vzorec vyjadfuje odhad rizika postizeni u pfibuznych postizeného jedince — riziko postizeni r = V relativni
Cetnost choroby v populaci. Vzorec plati pro pfibuzné prvého stupné (rodi¢e/déti; sourozenci). Za predpokladu, Ze je
postizeno vice pfibuznych prvého stupné osoby, pro kterou je pocitana progndza, nasobi se vysledek jejich poctem.

Napriklad: otec a syn trpi shodnou VVV, stejnou vyvojovou vadou trpéla také otcova matka. Jaké je riziko, Ze dalsi dité se
narodi s touté? VVV? Cetnost vyskytu této vady je v populaci 0,09 %.
r=v0,0009x2=0,06=6%



MULTIFAKTORIALNE PODMINENE VADY A CHOROBY CLOVEKA
K nejcastéjsim porucham zdravi patfi multifaktorialné dédicné choroby (polygenné dédéné znaky), ovlivnéné zevnimi vlivy.

Zivotni styl prokazatelné ovliviiuje vznik kardiovaskularnich chorob (aterosklerdzy, infarktu myokardu, mozkové mrtvice,
hypertenze) a nékterych typl nadorovych onemocnéni. Vznik téchto chorob Uzce souvisi s vlivy Zivotniho prostredi.
Kardiovaskularni choroby a nadorova onemocnéni Ize povaZovat za nemoci hromadného vyskytu.

V nasi republice jsou kardiovaskuldrni nemoci pri¢inou vice nez 50 % umrti, objevuji se ve stale nizsim véku. Mezi
kardiovaskularni onemocnéni patii aterosklerdza (s projevy jako jsou infarkt myokardu, angina pectoris, srde¢ni arytmie,
mozkové prihody, postizeni cév dolnich koncetin) a dale napriklad hypertenze. Rizikové faktory téchto onemocnéni jsou
vyZiva (napf. cholesterol, NaCl), obezita, kuractvi, nizka télesna aktivita, stres, faktory genetické, dale vék a pohlavi.
Onemocnéni zhoubnymi nadory zavisi vysokou mérou na prostredi. Potvrzuji to geografické rozdily ve vyskytu jak
frekvence, tak typu nadoru. Vliv prostfedi potvrzuji studie na migrantech a studie, které sleduji vyskyt nadorovych
onemocnéni v zavislosti na ¢asovych etapach.

Dalsim pfikladem choroby souvisejici se stfrednim vékem je cukrovka Il. typu — non-insulin dependentni diabetes mellitus
(DM), ktery postihuje nejcastéji osoby s nadvahou a osoby obézni. Je spojen s fadou dalSich metabolickych odchylek. DM II.
typu znamend postupnou ztratu schopnosti bunék reagovat na inzulin zpGsobenou snizenim poctu bunéénych receptort
pro inzulin. Tak i pfi vysokych hladinach cirkulujiciho inzulinu vznika jeho relativni nedostatek.

Klinickd manifestace zavisi na véku. Je ovlivnéna jak genetickou dispozici, tak prostfedim. Genetickou dispozici klienta
muzeme hodnotit na zakladé genealogickych udaju a vysledku laboratornich vysetfeni. Vyse uvedena rizika zavisi zejména
na frekvenci znaku v populaci, po¢tu a zdvaZnosti postiZzeni pribuznych. Pfi postizeni pribuznych prvniho stupné mizeme
pouzit pro hodnoceni rizika klienta Edwardstv vzorec.

Hodnoceni dopliiuje zatéZovy test (OGTT — oralni glukdzovy tolerancni test), pfi kterém po podani vétsiho mnozstvi glukozy
sledujeme hladinu glukdzy v krvi a rychlost jejiho ndvratu k normé. U osob s dispozici pro DM II. typu jsou zjisténé hodnoty
glykémie vyssi (prediabetes). K faktordm prostredi, které prokazatelné ovliviiuji vznik DM 1. typu patfi nedostatek pohybu,
nadmérny pfijem potravy a jeji neadekvatni sloZzeni. Kombinace téchto faktorud vede k obezité, ktera negativné ovliviiuje
riziko onemocnéni diabetem. Vyskyt ma vzestupny trend; na pocatku 20. stoleti byl relativné vzécny, roku 1965 byl vyskyt
0,9 %, dnes je 5 %; u Zen je vys$si — 5,5 %.

Popsané rizikové chovani je pti¢inou vzniku i dalsich chorob (napf. chorob krevniho obéhu). Je typické pro zplsob Zivota
odpovidajici vy$si ekonomické Urovni spolecnosti. Vysoka frekvence téchto tzv. civilizacnich chorob je proto zejména

v rozvinutych zemich. Napf. vyskyt diabetu Il. typu, postihujici u nas vice nez 5 % populace, nemohl byt v tak kratkém
obdobi (4 generace) vyvoldan zménou genofondu populace. Zménil se Zivotni styl vétsiny populace a v mensi mife se podili i
zhorsend kvalita Zivotniho prosttedi.

Pro porovnani pticin vzniku dvou typl diabetu uvddime i strué¢nou charakteristiku cukrovky I. typu (inzulin dependentni
diabetes mellitus). DM I. typu je charakterizovén absolutnim nedostatkem inzulinu v dlisledku destrukce B bunék
pankreatu autoimunitnim zanétem. Spoustécim mechanismem autoimunitni reakce byvaji virové infekce spolu s asociaci
s molekulami HLA-DR4 a DR3. S Ubytkem B bunék postupné klesa sekrece inzulinu.

Dosédhne-li destrukce 80 % vSech bunék, mize dojit k manifestaci choroby, ta je vyvoldna napfiklad vyssi fyzickou nebo
psychickou zatézi, tézsim infekénim onemocnénim atp. DM . typu postihuje déti a mladistvé, ale stejné ¢asto se mlze
manifestovat aZ po 40. roce véku. Ustarsich jedincl probihd onemocnéni méné intenzivné.

Skupinu onemocnéni podminénych multifaktorialné lze zjednodusené rozdélit:

1. Vzacné vady a choroby (populacni ¢etnost < 1 %)
Radime se napF. vrozené vyvojové vady (VVV) jako jsou rozitépy v obliceji (ret, patro), srdeéni VVV, rozitépy nervové
trubice, nespravny vyvin kycelnich kloub(, zdZeni jicnu atd.

2. Vady a choroby se stiedni ¢etnosti (< 5 %)
V této skupiné je znacna Cast tézkych dusevnich onemocnéni, jako je schizofrenie (rozstép osobnosti), bipolarni psychdza
(maniodepresivita) a slabomyslnost (oligofrenie).

3. Posledni skupinu predstavuji onemocnéni s vysokou populacni frekvenci



Radime sem vysoky krevni tlak (hypertenze), diabetes mellitus typ Il, viedova choroba zazivaciho traktu, poruchy
imunity — alergie (napf. astma, atopie), obezita atd.

Pfi genetické konzultaci se mohou pro stanoveni rizika opakovani v rodinach s vyskytem multifaktorialné podminéné vady
(choroby) pouzivat bud' teoreticky vypoctené pravdépodobnosti postizeni (napf. pomoci Edwardsova vzorce) nebo tzv.
tabulky empirickych rizik, kde je uvedena pravdépodobnost postizeni prislusSnou multifaktoridlni chorobou.

Empiricka rizika jsou stanovena na zakladé zpracovani vétsiho mnozstvi rodokmen( s danou vadou (chorobou). Obecné plati
pravidlo, Ze s vy$§im poctem postizenych blizkych pfibuznych stoupa riziko postizeni. Naopak, jsou-li postizeni vzdaleni
ptibuzni, je riziko postizeni nizké. Jestlize vada (choroba) postihuje obé pohlavi v rlizné mife, pak postiZzeni osoby vzacnéji
postizeného pohlavi zvysuje riziko pro pribuzné. Napriklad nedostatecné vyvinuté kycelni klouby se vyskytuji 5x ¢asté&ji u
dévcatek. Narodi-li se takto postizeny chlapec, je pfedpoklad vyssiho rizika postizené v této rodiné.

Podobné, je-li stupen postizeni kvantitativné hodnotitelny (napfiklad mira nadvahy), je zvysené riziko v rodindach, kde
postizeny ma zavaznéjsi pribéh onemocnéni. Pfibuzenské siatky zvysuji riziko pro déti z nich narozené.

PREVENCE POLYGENNiCH CHOROB

Nespornou vyhodou polygenné podminénych vad a chorob je skuteénost, Ze na jejich manifestaci se kromé faktor(
genetickych podileji i faktory prostfedi. Napf. u chorob s prahovym efektem mohou nepfiznivé faktory prostredi posunovat
hodnotu prahu (dochazi k manifestaci znaku pfi nizSich hodnotach dispozice), naopak zlepseni vnéjsiho prostredi k nizsi
pravdépodobnosti postizeni.

Na rozdil od faktorG genetickych umime s faktory prostiedi ve znacné mife manipulovat. V rizikovych rodinach se zavadi
rodinny ochranny reZim. Napf. v rodinach, ve kterych se vyskytuje vysoky krevni tlak s vyssi frekvenci nez je populacni
vyskyt, se doporucuje od mladi omezit soleni, vyvarovat se strestim, dbar na pohybovou aktivitu. V pfipadé VVV, které
vznikaji béhem vyvoje plodu a se kterymi se jedinec rodi, se snazime o co nejfyziologi¢téjsi pribéh téhotenstvi.

V rizikovych rodinach (napf. vznik rozstépové vady nervové trubice plodu) se provadi cileny prenatalni screening, jako je
ultrazvuk, vySetieni hladiny alfa-fetoproteinu v krvi téhotné Zeny, pfipadné fetoskopie. Téhotnym Zenam je jako
prekoncepcni a prenatalni prevence doporucené uzZivani kyseliny listové, ktera ma priznivy vliv na vyvoj plodu. Prenatdini
vysetieni biochemické a opakované sonografické je béhem téhotenstvi provadéno v nasi republice ploSné. Pti odchylkach
od normy je doporucena genetickd konzultace.

MULTIFAKTORIALNI DETERMINACE ZNAKU
Parentdini generace(P) predstavuje kfizeni pfislusnik(i dvou odlisnych Cistych linii, které se pro dany kvantitativni znak lisi

v n genech. Jednotlivé geny znac¢ime shodnym pismenem a odliSnym Ciselnym indexem.

Primér fenotypové hodnoty prvé Cisté linie (a;a;a,a5...a,3,) je X, = 100, u druhé rodiovské Cisté linie (A;A1AA,...AA,) je
primér x, = 200

F1 generace je uniformni (A;3,A,a,...Aa,) velikost je primérem obou rodi¢ovskych linii, xg; = 150.
F2 generace ma stejnou primérnou velikost jako F1, ale variacni Sife této generace je vétsi, coz je zplisobeno genotypovou
variabilitou (Stépenim).

Fenotypové nejsou stejni ani jedinci, ktefi maji identickou genetickou vybavu (pfislusnici P a F1 generaci). Proménlivost

(variabilita) pozorovand v P a F1 generaci je vyvolana vlivy vnéjsiho prostredi (vlivy negenetickymi). Vliv vnéjsiho prostredi
se uplatriuje spolu s genetickou variabilitou i pfi variabilité fenotypl v F2 generaci.

9. DEDIVOST A VYZNAM JEJIHO HODNOCENI V LEKARSTVi

DEDIVOST

variance fenotypu zpUsobeny genetickymi faktory (V) a celkového rozptylu hodnot fenotypu (V).



Tento vyraz oznacujeme jako heritabilitu v Sirokém smyslu (broad-sense heritability) a oznacujeme ji H%:
2
H =Vg/ Vp

H? maze teoreticky nabyvat hodnot od 0 do 1, pokud je napf. H?=0, je variance fenotypu pIné zavisla na faktorech
prostredi, pfi H =1 naopak faktory prostfedi nemaji Zadny vliv a veskery pozorovany rozptyl zavisi na faktorech

termin heritabilita v Uzkém smyslu (narrow-sense heritability), oznacuje se jako h?a plati pro ni vztah: h’= Va/ Ve

Rodige — déti r = h’

Rodi¢ — dité r = % h’

Sourozenci — vlastni (pro jakékoli dité daného rodice) r > % h?
Nevlastni sourozenci r = % h’

Heritabilitu Ize odhadnout pomoci celé fady postupd, hlavni z nich jsou:

1. Eliminace komponent variance (experimentalni genetika)

Metody experimentdlni genetiky zasadnim zplsobem napomahaji analyze polygennich a multifaktoridlnich znakd, protoze
umoZznuji minimalizovat nebo dokonce zcela odstranit nékteré z komponent, které zodpovidaji za rozptyl fenotypu v béziné
lidské populaci. Napf. u savcich (pfevazné laboratorni potkan (Rattus norvegicus) a mys (Mus musculus)) modell lidskych
onemocnéni se ¢asto vyuZzivaji tzv. inbredni kmeny, tedy takové, kde opakovanym pfibuzenskym krizenim (inbreeding) doslo
k fixaci prakticky vsech alel v homozygotnim stavu (Cista linie).

Jedinci téhoZ pohlavi jsou potom geneticky identicti, podobné jako monozygoticka dvojcata. V tom pfipadé je ale V=0, a
veskerda pozorovanad variance ve fenotypu pada na vrub faktorim prostfedi, tedy V, = V¢. Dalsi vyhodou experimentalni
genetiky je mozZnost znacné standardizace podminek okolniho prostfedi (teplota a vihkost vzduchu, svételny rezim,
standardni dieta), kterd vede k miimalizaci Vg. Pokud pro modelované onemocnéni (znak) vytvofime napf. segregujici
populaci F2 (intercross) ze dvou inbrednich kmend, chovanych ve stejnych podminkach, mizeme usuzovat na miru
genetické komponenty variance nasledovné:

Ve (r2) = Ve (r2) = Ve(pr1)
Odecitdame tedy vliv prostfedi, které je identické pro vSechny generace.

2. Regresni analyza v rodinach

Dalsi mozZnosti, jak odhadnout heritabilitu znaku, je porovnat hodnoty fenotypu rodic¢d a déti. Jestlize predpokladame, Ze
dédicné faktory zodpovidaji za ¢ast rozptylu fenotypu, méli by potomci byt fenotypicky blize svym rodi¢im, nez
nepribuznym rodi¢dm. Fenotypové hodnoty jsou vyneseny do grafu (priimérna hodnota fenotypu rodi¢d na osu x, hodnota
primérného fenotypu potomkl na osu y, kazda rodina tedy predstavuje jeden bod) a pomoci linearni regrese je usuzovano
na miru heritability, kterou urcuje korela¢ni koeficient).

3. Stanoveni heritability pomoci koeficientu pfibuznosti

Tato metoda je zaloZena na premise, Ze ¢im vyssi koeficient pribuznosti maji dva lidé, tim vice shodnych alel budou sdilet.
Jestlize genetické faktory maji vyznamny vliv na varianci sledovaného fenotypu, méli by si tito lidé byt fenotypicky bliz nez
napt. zcela nepfibuzni jedinci. Dobfe tuto situaci ilustruje rozdil mezi monozygotnimi a dizygotnimi dvojcaty.

VYZNAM HODNOCENI HERITABILITY V LEKARSTVi
e zjisténi genetického podilu dané choroby a mozZnosti jejiho ovlivnéni

. vyznam pro predilekci fenotypu selekéni odpovédi

11. GENEALOGICKA METODA

GENEALOGIE

Clovék neni z hlediska genetiky organismem ni¢im vyjime&nym. Proto vzhledem k velkému mnoZstvi poznatkd, které o sobé
v pribéhu ¢asu nashromazdil (napf. z oblasti antropologie, biologie, sociologie, psychologie atd.) poskytuje mnohostranny
zdroj informaci pro zkoumani dédi¢nosti.



Sledovani dédic¢nych zakonitosti u clovéka vsak pro genetika predstavuje téz radu objektivnich obtizi:
1. Zetickych diivodu nelze aplikovat zakladni metodu experimentalni genetiky — hybridiza¢ni pokus.
2. Lidé jsou relativné dlouhovéci, vék pozorovaného jedince je priblizné stejné dlouhy jako vék pozorovatele. Z toho
ddvodu je obvykle mozné pfimo sledovat u rodin pouze t¥i generace.
3. Pocet potomkd v jedné rodiné je z genetického hlediska nizky.

Z téchto dlivodu se v genetice ¢lovéka pouziva jako zakladni metoda genealogie — nauka o rodokmenech. Genealogie miize
slouzit jak k pochopeni genetickych zakonitosti pfenosu urcitého znaku, tak i pro praktické aplikace zvlasté v oblasti
poradenské ¢innosti v klinické genetice. Vyzkumna metoda spociva v principu ve vybéru a sledovani z genetického pohledu
vhodnych rodin.

Osoba, kterd vedla k vybéru urcité rodiny je ozna¢ovana jako proband. Probandem muze byt jak postizeny jedinec, tak
zdravy jedinec z rodiny s moznou dédi¢nou zatézi (dédénou chorobou). Rodinnd anamnéza je konzultovdna v genetické
poradné klinickym genetikem. Udaje jsou zaznamenavany grafickou formou genealogického schématu a dopinény tzv.
legendou.

GENEALOGICKE SCHEMA
Pro sestavovani genealogickych schémat (rodokmeny) se pouzivaji standardni znacky. V genealogickém schématu je mozné

graficky zachytit jeden, nejvyse nékolik malo znak(, aby nebyla porusena nazornost této metody. Dalsi zjisténé udaje je
tfeba zaznamenat do legendy, kterd je soucasti rodokmenové studie.

Metoda poZaduje, aby ziskané Udaje byly co nejhlubsi (az k nejvzdalenéjsim predkim) a co nejsirsi (zahrnujici i vzdalené
pribuzné). Z praktického hlediska témto dvéma pozadavkim ne zcela odpovida poZadavek na objektivnost udaj.

Objektivita je nejlepsi v pripadé vySetieni vsech ¢lenl rodiny jednim odbornikem, o néco horsi je pfi vysetfeni riznymi
odborniky a nejméné spolehlivé jsou anamnestické laické Udaje. Ziskany genealogicky material je pak podroben logické
analyze.

V pfipadé, Ze se sledovany znak v populaci vyskytuje vzacné (napf. vétsina jednoduse dédi¢nych chorob), mivaji
genealogicka schémata podobu typického rodokmenu.

GENEALOGICKA ANALYZA
Pro zkoumani typu genetické determinance (monogenni versus polygenni dédi¢nost) byla vyvinuta fada statistickych

metod, které umozriuji zjistovani $tépnych pomérd, penetrance sledovaného genu a odhady heritability.

DaleZitou Glohu ma zpusob vybéru rodin do souboru. Jako optimalni se jevi namatkovy vybér ze souboru vsech rodin dané
populace. Tato metoda je vSak mozna pouze u vysoce polymorfnich znakd.

U monogenné dédénych vzacnych znakt jsme obvykle odkazani na vybér rodin, kdy:
1. v pfFipadé dominantnich znakli miiZeme vybirat prostfednictvim postizeného ditéte (nejCastéji heterozygot).
2. V pripadé autosomalné recesivné dédenych znakd je vétsina rodica klinicky zdrava (heterozygoti), takze
vybirdme pouze ty rodiny, kde se narodilo alespori jedno postizené dité (recesivni homozygot). V takovém
pripadé vybéru unikaji vsechny rodiny, kde se (ndhodou) postizené dité nenarodilo; vybér je tedy neupliny.

K této skutecnosti je tieba pfi CiselIném zpracovavani materialu prihlédnout.

Soucasné znalosti o genetické podstaté mnoha znakd spolu s modernim statistickym zpracovanim genealogického materidlu
umoznuje rozhodovat o typu jejich genetické determinance.

12. AUTOSOMALNE DOMINANTNIi DEDIENOST V POKUSU A V RODOKMENU, PRIKLADY
ZNAKU U CLOVEKA

PostiZzeni jsou stejné ¢asto muZzi i Zeny. Onecmocnéni se vétsinou (pfi Gplné penetranci genu) vyskytuje v kazdé generaci
(vertikalni typ vyskytu). Riziko pro dalsi dité v rodiné je 50 % za predpokladu, Ze postiZeny je heterozygot (Aa). Riziko



postizeni déti postizeného jedince (pfi sfatku se zdravym partnerem) je 50 %; pro zdravého jedince je riziko postizeni déti
nulové.

V pripadé neuplné dominance maji heterozygoti (Aa) méné zdvazné fenotypové projevy nez dominantni homozygoti (AA), u
kterych se prislusna choroba projevi velmi tézkou formou. Typické AD choroby jsou achondroplasie, polydaktylie,
brachydaktylie, otosklerosa, polycystické ledviny, hereditarni typ polypdzy tlustého streva, familiarni hypercholesterolemie,
Huntingtonova chorea, Marfanlv syndrom, osteogenesis imperfecta, neurofibromatdza, Apertdv syndrom.

ACHONDROPLASIE

Jedna se o poruchu vyvoje dlouhych kosti (trpaslictvi). Vyznacuje se kratkymi koncetinami, normalni velikosti hrudniku a
hlavy. BEhem embryonalniho vyvoje a détstvi rostou kosti koncetin pomaleji. Pricinou je bodova mutace v genu FGFR 3
(fibroblast growth factor receptor) na 4. chromosomu. Vzrlst v dospélosti je primérné 125 cm.

POLYDAKTYLIE
Vyznacuje se nadpocéetnymi prsty na ruce ¢i noze. Je velmi ¢astd pfi trisomii chromosomu 13 — Patautiv syndrom. PFi¢inou
polydaktylie jsou mutace v riznych genech podilejicich se na vyvoji konéetin.

BRACHYDAKTYLIE

Vyznacuje se abnormalné zkracenymi ¢lanky prstl. Zplsobuje ji mutace v genu BMPR (bone morphogenetic proteine
receptor), ktery kdduje receptor pro kostni morfogeneticky protein a vede k poruse kontroly formace chrupavky, ktera se
pozdéji stava kosti.

OTOSKLEROSA

Jde o chorobny proces postihujici oblast vnitfniho ucha a je relativné ¢astym divodem poruch sluchu a dalsich obtizi.
Podstatou otosklerdzy je zména a novotvorba kostni tkdné tfrminku a kosténého labyrintu vnitiniho ucha. PostiZeno je i
misto, kde naléha tfminek na labyrint a tfminek k nému c¢astecné priroste, disledkem je zhorsena pohyblivost tfminku a
naruseni prevodu zvukovych vibraci do hlemyzdé. Casté&ji jsou postizeny zeny nez muzi, median vyskytu je 35 let. Incidence
(diagnostikovana, histologicky verifikovana) je asi 1 %.

POLYCYSTICKA CHOROBA LEDVIN

Polycystické ledviny jsou nej¢astéjsi vrozenou renalni chorobou. Incidence je 1 : 1 000. Nejcastéji je zplsobena mutaci genu
PDK1 na 16. chromosomu (90 %). Geneticka porucha se projevuje vznikem cyst v ledvinné tkani, rist téchto cyst je na ukor

ledvinné tkané, ktera je utlaCovana a ni¢ena. Selhdvani ledvin postupuje velmi pozvolna a k Uplnému selhani ledvin dochazi

az v 50-70 letech. Existence cyst vede k dalSim nepfijemnym komplikacim — cysty mohou zakrvacet, mize se do nich dostat

infekce (zanéty ledvin). Existuje i jako recesivni forma (velmi tézka, v ledvindch vznika spousta malych cystic¢ek, coz vede

k selhavani ledvin jiz v détském véku).

FAMILIARN{ HYPERCHOLESTEROLEMIE

Familiarni hypercholesterolémie je vrozenou dédi¢nou chorobou, ktera se projevuje vysokou hladinou cholesterolu.
Vyskytuje se asi 1:500. Podstatou choroby je naruseny transport cholesterolu z bunék do jater, kde je dale zpracovavan a
vyluc¢ovan Zluci z téla.

Nejcastéjsim typem je porucha jaterniho receptoru pro LDL ¢astice, které prenaseji cholesterol do jater.

Pacienti s familidrni hypercholesterolémii
e  redukce poctu receptor( LDL (dGsledek mutace genu pro LDL receptor)
e  zvySeni hladiny cholesterolu v plazmé
e  aterosklerosa
. infarkt myokardu

HETEROZYGOTI — 1:500 — hladina cholesterolu 2x vyssi nez norma - IM pred 50. rokem.
HOMOZYGOTI - hladina cholesterolu 3-4x vy3$si nez norma -> IM pred 20. rokem.

Zvysena hladina cholesterolu — kolem oci se objevuje Sedivy prstynek (ukladajici se cholesterol), v tézsim stadiu vznikaji
xantomata — ulozeniny cholesterolu v misté uponu Slach.



HUNTINGTONOVA CHOREA

Porucha byla poprvé popsana v roce 1872 americkym |ékafem Georgem Huntingtonem. Jedna se o neurodegenerativni
autosomalné dominantni onemocnéni patfici mezi polyglutaminové poruchy. Ma incidenci 4—10 na 100 000. Manifestuje se
nejcastéji ve stfednim véku. Mezi priznaky dominuje porucha motoriky, zmény osobnosti, progredujici demence a nakonec
smrt.

HD byla pivodné povaZzovana za jasny autosomalné dominantni dédény znak, aviak v jejich projevech byly patrny
zvlastnosti, které nebylo mozné vysvétlit:
e  Vék v dobé nastupu onemocnéni je variabilni. Vétsina nositel(i HD alely onemocni okolo 40. roku véku, ale
pfiznaky se mohou objevit i ve 2 ¢i v 80 letech.
. Nastupuje-li onemocnéni ¢asné (v détstvi nebo v adolescenci), je alela dédéna od otce.
. Béhem prenosu v rodokmenu se nemoc vyviji ve stdle mladsim a mladsim véku. Tento jev se nazyva anticipace.

Za vznik nemoci je odpovédna mutace v genu, ktery byl objeven v roce 1993. Je ji zmnoZené opakovani tripletdl CAG, coz je
kodon pro glutamin. Gen kdéduje protein huntingtin. Jeho funkce neni zndma, experimentalni vyfazeni genu vsak vede ke
smrti v embryonalnim obdobi.

Normalni jedinci nesou ve svém genu 9-35 repetic CAG, postiZeni jedinci jich maji vice nez 40 - ¢im je pocet repetic vétsi,
tim je nastup onemocnéni ¢asnéjsi. HD je charakterizovana selektivni ztratou neuron( v bazalnich gangliich, kterd se podileji
na koordinaci pohybd.

MARFANUV SYNDROM

Jedna se o genetickou poruchu pojivové tkané. Syndrom zahrnuje Sirokou skupinu ptiznakd, mezi nézZ patfi: vysokd postava,
dlouhé tenké koncetiny, dlouhé tenké prsty (arachnodaktylie), dislokace o¢ni ¢ocky (ectopia lentis) a anomadlie srdce a cév
(prolaps mitralni chlopné, aneuryzma aorty, dilatace plicnice, disekce aorty).

Cetnost je pfiblizné 1 : 10 000. Syndromem trpél napfiklad houslista Niccold Paganini. Dédi¢na porucha mezenchymu
(fibrilinu 1 — Gzce spojeny s elastinem). Charakteristické jsou poruchy metabolismu mukopolysacharidd.

OSTEOGENESIS IMPERFECTA
Osteogenesis imperfecta je dédicné onemocnéni pojivové tkané, jehoz zdkladnim projevem je kiehkost kosti (kterd se
projevuje zlomeninami dlouhych kosti), dale kostni deformity, modré skléry, ztrata sluchu, lomivost zubd, (pfipadné
generalizovanad ligamentosni laxicita, hernie, snadné zhmozZzdéni, excesivni poceni).
Vétsina jedinch ma defekt kolagenu typu I. Onemocnéni ma 2 formy: €asnou, letalni (Vrolik, 1849) a pozdni, neletdIni
(Lobstein, 1835).

e  Porucha periostalni, nékdy i endostaini osifikace.

e  SniZena funkce osteoblastl - kostni matrix neni normalné budovana, pevnost kosti je snizena (tenka kompakta

rourovitych kosti, nedostate¢né formovana spongidza).
e  Rovnéz poruchy ¢innosti fibroblastd a nedokonala tvorba kolagenu.
. Predpoklada se, ze ¢asna forma je AR, pozdni forma AD dédicna.

Casna forma
e Intrauterinné mnohocetné zlomeniny.
o U tézkych forem Casté mrtvé narozené plody.
e U Zivych plodl cerstvé zlomeniny vznikajici minimalnim ndsilim + staré zlomeniny hojici se Spatné a
s deformitami.
e Jedinci vétSinou nepreziji 2. rok Zivota.

Pozdni forma
e  Manifestuje se v détstvi, vyjimecné u mladistvych.
e Mnohodetné zlomeniny i pfi malych traumatech (vedou ke zkraceni a deformacim koncetin).
e Typicky je Ubytek az vymizeni zlomenin v puberté (x mdZe se znovu objevit u Zen v menopauze).
e U tézsich forem i spontanni fraktury a angulace skeletu (i diky tahu silnych svalovych skupin).
e Typickym pfiznakem modré skléry (u nékterych forem mohou chybét, zplsobeny ztenéenim vazivové vrstvy).



e Tézsiformy charakterizovany mnohocetnymi osovymi deformitami koncetin (varézni deformita femuru,
anteromedialni deformita tibie, humerus valgozni, predlokti vardzni), casto spojenymi se skoliézou a deformitami
panve.

NEUROFIBROMATOZA
Vychazi z bunék odvozenych z neuralni listy. Projevuje se abnormalnim ristem podpurnych bunék. CNS a PNS (Schwannovy

bb. aj.) maji vyraznou predispozici ke vzniku benignich i malignich nadora.

l. typ neurofibromatdzy

Morbus von Recklinghausen ¢i periferni typ neurofibromatdzy. Je podminéna mutaci NF1 genu na 17. chromosomu
(17911.2), jde o tumor-supresorovy gen, jehoZ produkt (neurofibromin) je soucasti intraceluldrni signalni kaskady spojené s
RAS-kinasou.

Il. typ neurofibromatdzy

MISME syndrom ¢i centrdlni typ neurofibromatdzy. Je podminéna mutaci NF2 genu na 22. chromosomu (22q12.2), jde
rovnéz o tumor-supresorovy gen, jehoz produkt (neurofibromin 2, téZ nazyvany merlin ¢i schwannomin) ovliviiuje
mezibunééné kontakty. Centralni neurofibromatdza je obecné vzacnéjsi nez periferni typ, celkové je ovsem spojena s vyssi
morbiditou i mortalitou postizenych jedincd. Okolo poloviny ptipad NF-2 je zplsobeno novou mutaci.

APERTUV SYNDROM

Jedna se o vzacné onemocnéni postihujici primarné lebku pfed¢asnym uzavienim $v{ a ruce a nohy syndaktylii.

Je zpGsoben mutaci v genu pro receptor fibroblastového rlistového faktoru typu 2 (FGFR2, 10926). Je fazen

mezi akrocefalosyndaktylie. V klinickém obrazu je pfitomné prodlouzeni lebky, syndaktylie, mnohocetné tarzalni koalice,
deformity stfedousi a mozkova atrofie.

ODCHYLKY

e Sporadické pripady — mutace de novo (nova mutace) — ¢asté napfiklad u achondroplasie
- signifikantné redukovana schopnost reprodukce, vice nez 80%.

e Neuplna penetrance (alela se fenotypové projevi u mensiho poctu nositel(i nez bychom ocekavali). U osob, které
nesou mutantni alelu se neprojevi - pfilezitost preskoceni generace(kalkulace ve velkém souboru prokaze zménu
Stépného poméru).

e  Variabilni expresivita (variabilni stupen manifestace znaku) — gen se manifestuje u vSech heterozygot(, ale
stupen manifestace je rdzny (Casto se tykd genl s pleiotropnim Gcinkem).

Pri¢inou je dlsledek vlivu prostfedi nebo Gcinek dalsich genl

. Onemocnéni s pozdnim nastupem — polycysticka choroba ledvin, Huntingtonova chorea.

e Mozaicismus zarode¢nych bunék — mutace v pribéhu embryonaliniho obdobi - postihuje prekurzory gamet.

. Nonpaternita — otec neni biologickym otcem ditéte.

EFEKT HOMOZYGOZITY
Postizeni homozygotU je mnohem téZzsi, Casto letdlni. MUzZe se tykat familiarni hypercholesterolémie, brachydaktylie.

U heterozygotl se vyskytuji malformované prsty (kratké prsty, redukce poctu falangtl), mala postava.
Homozygotlm chybi prsty na rukou, nohou, maji mnohotné malformace skeletu. Umiraji v 1. roce, efekt homozygozity.

13. AUTOSOMALNE RECESIVNi DEDICNOST V POKUSU A V RODOKMENU,
PRIKLADY ZNAKU U CLOVEKA

PostiZeni jsou stejné ¢asto muZi i Zeny. Rodice jsou obvykle zdravi a byva postiZen jejich potomek (eventualné sourozenec
nékterého z rodich). Jedna se tedy o horizontalni typ rodokmenu. U vzacnych AR chorob ¢asto u rodi¢li postizeného
probanda jde o pfibuzensky snatek.

Rriziko pro sourozence postizeného jedince je 25 %. Riziko pro déti postizeného zavisi na Cetnosti choroby v populaci. U
vzacnych chorob je nizké.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Akrocefalosyndaktylie

Mezi typické AR choroby patfi vétSina metabolickych odchylek (napf. fenylketonurie) a dals$i monogenné dédéné choroby
jako je napf. cysticka fibréza nebo srpkovita anémie. DalSimi jsou Wilsonova choroba, galaktosémie, kongenitalni adrenalni
hyperplazie, syndrom Hurlerové, thalasémie, Friedreichova ataxie.

FENYLKETONURIE

Projevuje se zvySenim hladiny fenylalaninu v krvi, ktery poskozuje CNS a vede k porucham psychomotorického vyvoje
ditéte. Onemocnéni je vyvolano nedostatkem enzymu fenylalaninhydroxylasy, ktery katalyzuje preménu fenylalaninu na
tyrozin. Vysetfeni vSech novorozencl 5. den po narozeni dovoluje véasnou terapii v pripadé postiZzeni ditéte. Pokud je
hladina fenylalaninu u postizeného ditéte fizena dietou (minimalni obsah fenylalaninu, zvysené mnoZstvi tyrosinu), je jeho
vyvoj normalni. U nelécenych pfipad vede onemocnéni k tézkym mentélnim defektiim, oligofrenii.

Vyskyt je 1:10 000 narozenych déti. Zeny recesivni homozygotky, u kterych je diky dieté zamezen rozvoj fenylketonurie,
musi opét dodrZovat dietu s minimalnim obsahem fenylalaninu jiz pred a béhem téhotenstvi. Pokud Zena nedodrzuje dietu,
vyvola u plodu poskozeni CNS a psychomotorickou retardaci (zvySena hladina fenylalaninu v krvi matky pUsobi negativné na
vyvijejici se CNS plodu).

CYSTICKA FIBROZA

Je jedno z nejcastéjsich autosomalné recesivnich onemocnéni ¢lovéka, které postihuje zejména Cinnost Zlaz s vnéjsi sekreci.
Vyskyt cystické fibrozy je 1:2 500 narozenych déti. Onemocnéni postihuje zejména plice a pankreas. V plicich se vyskytuje
mnozstvi vazkého hlenu, které omezuje prichodnost pridusek a pridusinek. V dusledku sekundarnich infekci dochazi

k poskozeni plic, které je nejcastéji pfi¢inou smrti. U 85 % pacient(l dochazi také k ucpani kanalkd slinivky bfisni sekretem.
Nepostradatelné travici enzymy nemohou byt proto dopraveny do strev.

Dalsim postizenym organem jsou asi u 5 % pacient( jatra. Ucpdvani drobnych Zlu¢ovod( znesnadriuje traveni a narusuje
funkci jater. Cysticka fibrdza je jednou z pficin neplodnosti muzl. Primérna doba preZiti jedincl postizenych cystickou
fibrézou je 25 let.

Onemocnéni je vyvoldano mutaci v genu CTFR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Produkt genu CFTR je
protein, ktery reguluje prechod chloridovych iontl kanalky bunécné membrany. Mutovany gen kdduje zménény protein a
membranové kanalky jsou nefunkéni. Zménéna funkce bunétné membrany narusuje vymeénu iont( a vede k patologickému
poskozeni bunék.

SRPKOVITA ANEMIE

Je to porucha struktury hemoglobinu, ktera je pricinou hemolytické anémie a neprospivani postizeného. Slezina je zvétsena,
v obdobi ,krize” dochazi v koncetinach, sleziné a plicich k ucpavani kapildr erytrocyty. Pficinou onemocnéni je bodova
mutace (zdména adeninu za thymin) v genu pro beta-globinovy fetézec, ktera vede k zaméné kyseliny glutamové za valin.

Fenotypovym projevem je zména tvaru erytrocytd na srpkovity tvar. Mutace beta fetézce hemoglobinu méni jeho
isoelektricky bod, hemoglobin agreguje pfi snizeni parcialniho tlaku O, (ve velkych vyskach) do tyckovitého polymeru a
nasledkem toho dochazi ke zvyseni fragility erytrocytu. Erytrocyty hife prochazeji kapilarami, mohou je ucpat a vyvolat
lokalni infarkt.

GALAKTOSEMIE

Pricinou galaktosemie je deficience enzymu pro traveni galaktézy (mlécny cukr, zejména galaktosa-1-
fosfaturidyltransferasa). Galaktdza se hromadi v organismu a alternativni cestou je metabolizovana na galaktitol, ktery je
toxicky pro jatra, mozek (vznik mentraini retardace), ledviny a o¢ni Cocky (mUze vést az k slepoté). Nelécené onemocnéni
vede aZ ke smrti jedince. Vyskyt je pfiblizné 1:60 000 novorozencU. Terapii je bezmlécna dieta.

WILSONOVA CHOROBA

Je charakterizovana abnormalnim stfddanim médi v jatrech, které zplsobuje poskozeni jaternich bunék, poruchy funkce
CNS a hemolytickou anémii. Vyskyt je 1:25 000—-30 000 homozygot( a asi 1:90 heterozygotl v populaci. Onemocnéni je
podminéno mutaci genu ATP7B na 13. chromosomu (13g14.3—q21.1), ktery kéduje méd' transportujici ATPazu.

Defekt tohoto proteinu ma za nasledek poruchu exkrece médi do Zluce a inkorporaci médi do apoceruloplasminu
v hepatocytech. Nasledkem poruchy exkrece médi do Zluci se tento kov hromadi v jatrech, mozku a dalsich organech a vede



nadbytku volnych radikal( zpGsobujich poskozeni téchto organ(. Casto se vyskytuje Kayserv-Fleischeriiv prstenec na
okraji rohovky.

KONGENITALNi ADRENALNI HYPERPLAZIE (CAH)

Jedna se o skupinu autosomalné recesivné dédi¢nych poruch syntézy steroidnich hormond, jejichZ pti¢inou je chybéni
nékterého z péti nezbytnych enzym. Nejcastéjsi je deficit 21-hydroxylazy (gen CYP21). Nerozpoznani a neléceni zdvaznych
forem CAH vede k syndromu ztraty soli (salt wasting), hyponatremii, hyperkalemii, dehydrataci a hypotenzi. Enzymy, které
se podili na tvorbé steroidnich hormon( kiry nadledvin: SCC/20,22-desmolaza, 17-alfa-hydroxylaza/17,20-desmolaza, 21-
alfa-hydroxylaza, 11-beta-hydroxylaza, aldosteron syntetaza.

SYNDROM HURLEROVE

Jako syndrom Hurlerové se oznacuje soubor priznakl mukopolysacharidézy oznacované IH s autozomalné recesivni
dédicnosti (lokus 4p16.3) spocivajici v deficitu a-l-iduronidazy. Jedna se o |. nej¢astéjsi typ mukopolysachariddzy. V tkanich
se akumuluje dermatansulfat a heparansulfat, ¢astecné je vylucovan modi.

Onemocnéni se manifestuje kolem 1. roku Zivota mentalni retardaci, dolichocefalii, typickou facies pfipominajici chrlice
(gargoylismus), hepatosplenomegalii, kyfézou a zakalem rohovky. Typicky je sklon k herniim. Na rtg je patrna dysostosis
multiplex, zahy dochazi k ztuhnuti a ke kontrakci kloubl. Déti umiraji kolem 10. roku Zivota.

THALASEMIE

Thalasémie jsou nej¢astéjsi monogenné dédicna onemocnéni (AR). Jde o heterogenni skupinu chorob s poruchou syntézy a-
globinového fetézce (a-thalasemie) nebo B-globinového retézce (B-thalasemie). Druhy retézec se syntetizuje v normalnim
mnozZstvi a protoZe je v relativnim nadbytku, precipituje v erytrocytech a zpUsobuje jejich predc¢asnou destrukci a
prohlubuje hypochromni anemii. Heterozygoti thalasemie jsou odolné;jsi vic¢i malarii.

FRIEDREICHOVA ATAXIE

Fridreichova ataxie je onemocnéni michy a mozecku zpUsobujici téZké poruchy koordinace pohybd (ataxii), poruchy
citlivosti, reflexd aj. Onemocnéni za¢ind v détstvi (obv. pfed 10. rokem), je pomalu progresivni, vice jsou postizeny dolni
koncetiny, byvaji téZ poruchy feci, nystagmus, kyfoskolidza a jiné abnormality.

Inteligence je normalni. Casty je rovné? vyskyt kardiomyopatie, kterd maze byt pfi¢inou smrti. Mutovén je mitochondrialni
protein frataxin (lokus 9g13), pfitomna je trinukleotidova expanze (GAA). Je narusena funkce mitochondrii (zejm.
mitochondridlni transport Zeleza), je vyssi citlivost k poskozeni aktivnimi formami kysliku aj. Vyskyt se udava cca 1:50 000.
Téz se oznacuje jako hereditarni spinocerebelarni ataxie.

ODCHYLKY

e  Genetickd heterogenita — rizné mutace v riznych genech mohou zpUsobit stejny nebo podobny fenotyp (nutné
odlisit od polygenni dédi¢nosti).

e Albinismus (podminén rlznymi geny; potomek dvou recesivnich homozygotl mlze byt v nékterych pfipadech
pigmentovany).

e Hluchonémost (podminéna 10 rlznymi geny, neplést ovsem s polygenni dédi¢nosti; potomek dvou hluchonémych
muZe rovnéz normalné slyset). Genotyp rodi¢t — kazdy z rodi¢d ma recesivni heterogenitu v jiném genu (postizen
jiny gen). Interakce nealelnich genll — KOMPLEMENTACE.

e  Pseudodominance — recesivni alela se projevi v jedné davce.

14. DEDICNOST POHLAVNE VAZANA V POKUSU A RODOKMENU, PRIKLADY ZNAKU U
CLOVEKA

GONOSOMALNE DOMINANTNi ONEMOCNENI - GD
V populaci jsou Zeny dvakrat ¢astéji postizeny nez muzi (dva X chromosomy). Heterozygotni Zena ma s 50% rizikem
postizené syny i dcery. Jedna se o vertikalni typ dédi¢nosti - postizeny ma alespon jednoho rodice postizeného. Postizeny

muZ ma postizené vSechny dcery, synové jsou zdravi (od otce dostavaji Y chromosom). Typickou chorobou je D-vitamin
rezistentni rachitis. Je to porucha metabolismu vépniku vedouci ke kfivici, kterou Ize 1éCit pouze neobvykle vysokymi
davkami vitaminu D. Mezi gonosomalné dominantni onemocnéni se fadi také incontinentia pigmenti.



VITAMIN D REZISTENTNi RACHITIS S HYPOFOSFATEMIi

Vlyznaduje se nizkou hladinou fosfatd v krvi, vysokou v mo¢i, malou postavou a deformitami kosti. Casté&jsi, ale mirn&jsi je
postizeni Zen. Je charakterizovano hypofosfatemii, deformitami nohou (kalcifikace az osifikace Uponu slach, kloubnich
pouzder), zpomalenim rlistu, obrazem rachitidy, poruchami dentinu aj. Je zna¢na variabilita v klinickém obrazu -
laboratorné byva normokalcemie, zvysena fosfaturie, koncentrace kalcitriolu nebyvaji kompenzacné zvyseny. LéCi se
kalcitriolem a fosfaty.

INCONTINENTIA PIGMENTI
Jinak také nazyvana Blochlv-Sulzberglv syndrom. Choroba je zpUsobend mutaci v genu NEMO v oblasti Xq28. Vyskytuji se
skoFicové $pinavé symetrické koZni skvrny na bocich, alopecie, dystrofie nehtd, defekty zubd, zakal rohovky, mikrocefalie.

Letalni efekt
Samci zygoty mohou byt tak postizené, Zze hynou pred narozenim a preZivaji jen samici zygoty, v rodokmenech mohou byt
postizené jen Zeny.

GONOSOMALNE RECESIVNi ONEMOCNENI{ — GR
U vzacnych chorob jsou v populaci prakticky postizeni pouze muzi. Zeny (heterozygotni) jsou prenasecky choroby. Typicky

GR rodokmen jevi charakteristické , preskakovani“ jedné generace, tzn. Ze postizeny muz ma vsechny dcery prenasecky
(tedy zdravé heterozygotky) a vSechny syny zdravé (od otce ziskaji Y chromosom). Synové heterozygotni Zeny maji 50%
riziko postiZeni. Typické GR choroby jsou hemofilie A, hemofilie B (dédi¢na krvacivost vyvolana poruchou tvorby faktora pro
srazeni krve), daltonismus (poruchy rozeznavani barev), svalova dystrofie Duchennova typu (tézka porucha funkce svald),
deficience enzymu glukézo-6-fosfatdehydrogenasy.

HEMOFILIE

Onemocnéni s gonosomalné recesivni dédi¢nosti projevujici se poruchou srazlivosti krve, podstatou choroby je bud zZadna
nebo nedostatecnd tvorba koagulacnich faktora VI, IX nebo XI. Geny pro srazlivé faktory VIl a IX jsou vazény na pohlavnim
chromosomu X. Porucha se vyskytuje majoritné u muzského pohlavi, muzi (karyotyp 46,XY) jsou hemizygoti. Zeny (karyotyp
46,XX) heterozygotky jsou nosickami, nemoc se u nich projevuje jen zfidka (vliv lyonizace). Plati, Ze postizeny muzZ bude mit
pti poceti se zdravou Zenou vsechny syny zdravé, zatimco vSechny jeho dcery budou prenasecky, v pfipadé déti prenasecky
a zdravého muze je polovina jejich synd postiZzena chorobou, polovina dcer bude prenaseckami.

Hemofilie A

Mutace genu F8C (lokalizace Xq28) je pficinou hemofilie A. Mutace vede k nedostatku nebo snizené aktivité koagulacniho
faktoru VIII. Snizena srazlivost krve je provazena spontannim krvacenim do tkani a kloubd, zvySenym krvacenim po poranéni
nebo po chirurgickém zakroku. Vyskyt je 1:10 000 narozenych chlapct. Jejich matky jsou prenasecky.

Hemofilie B

Klinicky nerozlisitelnd od hemofilie A. Je podminéna mutaci genu F9 (lokalizace Xq27, 1-927,2), ktera vede ke snizeni aktivity
koagulaéniho faktoru IX. Vyskyt je 1:70 000 chlapct. V obou ptipadech je mozZno regulovat onemocnéni intravendznim
podanim deficitniho faktoru.

BARVOSLEPOST (daltonismus)

Daltonismus je geneticky podminéna vada, kdy je oslabena schopnost rozlisit ¢ervenou a zelenou barvu. Heterogennimi
genetickymi pri¢inami jsou napt. mutace genu RCP (red-cone pigment) pro vnimani ¢ervené barvy. V nasi populaci je
priblizné 8 % muz( barvoslepych, 1 Zena ze 150 je barvoslepa.

DEFICIENCE ENZYMU GLUKOZO0-6-FOSFATDEHYDROGENASY (G6PD)

Enzym G6PD je dlleZity pro bunéény metabolismus. Nepfitomnost enzymu G6PD v ¢ervenych krvinkach vede za urditych
okolnosti k hemolyze ¢ervenych krvinek a mlze byt pricinou anémie. Hemolyza se objevuje po poZiti 1€kl (napf. primaquin
— antimalarikum, sulfonamidy), potravin (napf. bobt) nebo po infekci. Touto chorobou byvaji postizeni muzi. Heterozygotni
Zeny jsou zdravé, i kdyz maji redukované mnozstvi enzymu v Cervenych krvinkach. Choroba se vyskytuje endemicky (pouze
na urcitém Uzemi), napt. v oblasti Stredozemiho mote a v populaci cernosského obyvatelstva. Endemicky vyskyt je
vysvétlovan selekénim zvyhodnénim c¢ervenych krvinek s bodovou mutaci v genu G6PD pfi onemocnéni malarii. Frekvence
vyskytu je variabilni na rGznych Gzemich.



DUCHENNOVA MUSKULARNI DYSTROFIE

Duchennova muskularni dystrofie je dédicné onemocnéni, které primarné postihuje svaly (muskularni dystrofie). Je
podminéno mutaci (¢aste¢nou deleci) v genu kédujicim protein dystrofin, ktery ovliviiuje reakce vSech typ0 svald. Nastup
onemocnéni je v détstvi. Prvnim ptiznakem je kolébani se pfi chlizi, obtize pfi chzi do schodd, progresivni slabost. Okolo
10ti let se postiZeni jedinci stavaji nepohyblivi. Svalova slabost postupné pokracuje, umrti nastava okolo 20. roku selhanim
srdecni ¢innosti a dychani.

Ackoliv chlapci umiraji, recesivni alela je v populaci udrZzovana v genomu zdravych heterozygotnich Zen. U jedné tietiny
postizenych chlapcl vznikla mutace v genu pro dystrofii de novo. PostiZeni je tedy disledkem nové mutace. Gen kddujici
dystrofin je velky a vyznacuje se vyssi frekvenci spontannich mutaci. Vyskyt Duchennovy muskularni dystrofie je 1:3 000
narozenych chlapcu.

ODCHYLKY
e Neuplné X vdzana dédi¢nost (pseudoautosomalni oblast).
e  Lyonizace - zmény na chromozomech X, z nichz jeden je inaktivni - geny se neprojevi ve fenotypu. Inaktivace v
pribéhu embryonalniho vyvoje - je ndhodné, ktery z X chromozom bude inaktivni. Vysledny fenotyp
heterozygotky tedy do jisté miry zavisi na tom, jak lyonizace probéhla (Castecny projev choroby u prenasecek).

Y VAZANA DEDICNOST

Holandricka dédi¢nost — prenos z otce na syny. Y chromosom obsahuje geny pro diferenciaci muzského pohlavi a
spermatogenezi. Je akrocentricky, centromera je blizko konci, je to nejmensi chromozom v lidském karyotypu. Kratka
raménka obsahuji oblast SRY (sex determinate region of Y), kterd je odpovédna za spermatogenezi, je v blizkosti
pseudoautosomalni oblasti.

15. DVOJCATA A DVOJCECIi METODA V GENETICE

DVOICATA
Dvojcata jsou dva jedinci, ktefi vznikli zmnozenym téhotenstvim u ¢lovéka nebo savcd rodicich obvykle jen 1 mladé.

Dvojéata mGzeme rozlisit na:

a) Dizygotni — DZ (dvouvajec¢na, fraternalni), ktera vznikaji oplozenim dvou vaji¢ek (kazdého jednou spermii). Takto
vznikli jedinci jsou z genetického hlediska ve stejném pribuzenském poméru jako normalni sourozenci (koeficient
pribuznosti r=0,5).

b) Monozygotni — MZ (jednovajecna, identickd) vznikaji rozdélenim jedné zygoty v Casnych fazich ontogeneze.

Z genetického hlediska maji takovi jedinci stejnou genetickou vybavu (koeficient pfibuznosti r=1). Jejich
epigeneticka vybava (napr. metylace DNA) neni zcela identickd a tento rozdil se v pribéhu Zivota déle zvétsuje.

DVOJCECi METODA
Byva téZ nazyvdna geminologickda metoda. Zvlastni genealogickou metodou, kterd je do znacné miry specificka pro genetiku

Clovéka, je zkoumani dvojcat. Pomdaha zkoumat genetickou slozku znaku a podil vnéjsiho prostredi na jeho realizaci.
Uplatriuje se jak pti sledovani monogenné dédénych znakd, tak pfi zkoumani znakl polygenné dédénych.

Dvojéeci metoda se opird o zjistovani konkordance (shodnosti) a diskonkordance (rozdilnosti) mezi ¢leny dvojéeciho paru a
o zastoupeni konkordantnich a diskonkordantnich par( pro zkoumany znak v populaci. Je-li napt¥. v souboru MZ
mnohondsobné vyssi podil konkordantnich parl nez v souboru DZ, Ize usuzovat na monogenni determinanci sledovaného
znaku.

Variabilita ve fenotypovém projevu urcitého znaku v souboru MZ ukazuje na modifikaci napf. vlivy vnéjsiho prostiedi. Tzn.
pokud je dany znak uréen pouze vlivem prostiedi — budou shodna dvojcata dvouvajecnd i jednovajecna.

Pokud je dany znak podminén pouze genotypové, bez ohledu na prostiedi — shodna budou pouze jednovaje¢na dvojcata,
zatimco dvouvajecna se budou v urcitém poméru stépit.
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16. GENETICKE METODY VAZEBNE ANALYZY

VAZEBNA ANALYZA POMOCi MARKERU

Vyuziti vazby geni — nepfima diagnostika
Jestlize zname lokalizaci jednoho nebo vice genl na chromosomu, kdy jejich produkty maji snadno identifikovatelny
fenotyp, mizeme takové geny vyuzit pro stanoveni lokalizace dasich gen, které patfi do jedné vazebné skupiny.

Gen, ktery pomaha ziskat informaci o poloze a vzdalenosti jiného genu se nazyva marker gen nebo jen marker (znameni,
znacka). Marker geny jsou napf. vyuzivany pro posouzeni vazebnych skupin na jednotlivych chromosomech (mapovani)
nebo pro stanoveni prenosu mutace v rodokmenové studii.

Vazebnou analyzu vyuZivame v pfipadech, kdy je pfima diagnostika mutovaného genu obtizna (napf. pokud se v populaci
vyskytuje velké mnozstvi alel s riznymi mutacemi). Pro posouzeni pfenosu mutované alely do dalsi generace se vyuziva
pfitomnosti marker genu, ktery je na chromosomu lokalizovan co nejblize ke genu, jehoZ mutovana alela podminuje
dédicné onemocnéni.

Jako marker gen je vybran polymorfni a dobfe prokazatelny gen — napr. kddujici krevné skupinové nebo transplantacni
antigeny. Polymorfnim genem je minén gen, ktery se v populaci vyskytuje v odliSnych formach (dvé nebo i vice moznych
alel). €im je mapova vzdalenost mezi marker genem a sledovanym genem mensi, tim je uréeni genotypu presnéjsi. PFenost
stanoveni genotypu je ovlivnéna vznikem rekombinant.

Jako ptiklad vazebné analyzy uvadime 2 geny HLA komplexu, které jsou ve vazbé s genem kddujicim enzym 21-hydroxylasu
(21-OH).

RODOKMENOVA STUDIE
HLA komplex (Human Leucocyte Antigens) je soubor genl, které jsou lokalizované na kratkém raménku chromosomu 6

(6p2). Mapova vzdalenost mezi jednotlivymi geny HLA komplexu je 2-3 cM (2-3 x 10° bp). JelikoZ je mezi geny HLA komplexu
velmi tésna vazba, kombinace alel jednotlivych lokust se dédi témér vidy pospolu jako haplotyp.

Haplotyp je usporadani alel jednotlivych gend HLA komplexu na jednom (a druhém) parovém chromosomu. Haplotypy na
parovych chromosomech Ize stanovit z rodokmenové studie. Oblast nazyvana HLA komplex se sklada ze tfi podoblasti.

V useku nejblize k centromefre je skupina D gen(, kddujicich molekuly Il. tfidy (membranové antigeny charakteristické pro B
lymfocyty). Potom nasleduje blok gent kédujicich molekuly lil. tFidy, které nekéduji HLA antigeny. V tomto Useku jsou
lokalizované riizné typy gent; mimo jiné gen kddujici enzym 21-hydroxylasu. Za nimi nasleduje Usek kodujici molekuly 1.
tfidy. Produkty gen I. tfidy jsou tzv. transplantacni antigeny, které jsou pfitomny na plazmatické membrané vsech bunék
s vyjimkou erytrocytd.

Vyznacuji se vysokym stupném polymorfismu (mnohotna alelie), to znamena, Ze v ramci populace v kazdém lokusu HLA
komplexu existuji desitky variant alel. Vztah alel jednoho lokusu je kodominantni.

Enzym 21-hydroxylasa je produkovan nadledvinkami. Podili se na biosyntéze kortisolu (adrenalni steroidni hormon).
Mutace v genu kddujicim enzym 21-hydroxylasu maji recesivni charakter. Dusledkem je porucha biosyntézy kortisolu u
recesivnich homozygotl. Porucha syntézy kortisolu vede ke zvyseni hladiny adrenokortikotropniho hormonu (ACTH).



Klinické dopady jsou (i) u dévcat virilizace — externi genitalie muzské (po akumulaci ACTH), (ii) u chlapct silné ochlupeni
brady a hrudi, nadory varlat. Gen kédujici enzym 21-hydroxylasu je ve vazbé s geny kodujicimi antigeny I. tfidy. Tyto
membranové antigeny je mozné stanovit imunologickymi metodami a tak v rdmci nepfimé diagnostiky (vazebna analyza) je
mozné odhalit v rodiné prfenos mutace a s vysokou pravdépodobnosti stanovit genotyp jedince.

HAPLOTYP

Termin haplotyp se tyka skupiny gen(l s tésnou vazbou. Tyto sousedici geny jsou dédény s vysokou pravdépodobnosti
pospolu ve formé klastru. Shodny haplotyp se mizZe vyskytovat i po nékolik generaci. Klasicky priklad je klastr alel (haplotyp)
HLA komplexu. Haplotypy na parovych chromosomech Ize odvodit od fenotyp(l a na zakladé segregace chromosomu do
gamet odvodit z rodokmenové studie. Na jednom chromosomu mZe existovat nékolik riznych haplotypd.

Mezi jednotlivymi haplotypy dochazi k rekombinacim v zavislosti na jejich mapové vzdalenosti.

VAZEBNA ANALYZA POMOCi POLYMORFISMU DELKY RESTRIKENICH FRAGMENTU
Diagnostika zaloZend na polymorfismu délky restrikénich fragmenta (RFLP) vyuZivéd pro detekci mutované a nemutované

alely sledovaného genu vazbu genu s restikénimi misty ohranicujicimi fragment DNA, na kterém je tento gen lokalizovan. Na
vlaknech DNA se v rlizné vzdalenosti vyskytuji kratka shodna poradi nékolika bazi, ktera predstavuji sled nukleotidd, ve
kterém je DNA sStépena specifickym restrikénim enzymem (restriktasou). Restriktasy jsou enzymy, které se ptirozené
vyskytuji v bakteriich. V bakterii jsou schopné stépit cizorodou dvojvlaknovou DNA, napt. DNA viru, ktery bakterii infikuje.

V |ékarské genetice se restriktasy vyuZivaji napriklad pro praci s DNA vySetfovanych osob.

Markerem pro identifikaci fragment DNA, které nesou sledovany gen, je sonda (proba). Sonda je kratky jednovlaknovy
nebo dvojvldknovy Usek DNA nebo RNA oznaceny napfiklad zabudovanymi radioaktivné znacenymi nukleotidy. Intragenova
sonda ma komplementarni sekvenci bazi k sekvenci bazi ve sledovaném genu. Extragenova sonda hybridizuje

s komplementarni sekvenci bazi na fragmentu DNA pobliz sledovaného genu.

Presnost diagnostiky pak zavisi na mapové vzdalenosti mezi genem a restrikénim mistem, miZe dochazet ke crossing-overu
a vzniku rekombinaci. Fragmenty DNA, které vznikaji po Stépeni toutéz restriktasou (napr. restriktasou EcoRI — zkratka je
odvozena od bakterie, ze které byla restriktasa izolovana) mohou mit variabilni délku. Délka fragmentu zavisi na vzdélenosti
restrikénich mist v molekule DNA. Variabilita ve vzdalenosti restrikénich mist v molekuldch DNA u rznych jedincl populace
vznikla v priibéhu evoluce rliznym typem mutaci, napfiklad bodovou mutaci nebo tandemovymi duplikacemi. Vysledkem je
polymorfismus délky restrikénich fragmentt (RFLP).

RFLP tedy znameng, Ze se v ramci populace po $tépeni DNA shodnou restriktasou mohou vyskytovat u ¢lent populace
fragmenty rGzné délky. Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentu je fyziologicky jev. Délka fragment( je udavana
v kilobasich (kb), napf. 6,2 kb DNA, 1,8 kb DNA atp. Velikost fragmentu se stanovuje elektroforézou.

Délka restrikénich fragmentt je dédéna podle pravidel Mendelovské genetiky. Sledovany gen mUze byt na fragmentu
identifikovany specifickou sondou. Jedinec mUze byt bud  heterozygot nebo homozygot v délce restrikénich fragmenta.
Ktera alela sledovaného genu bude ve vazbé s fragmentem urcité délky je nahodny jev.

Geneticka analyza metodou RFLP je metoda nepfima. Vyzaduje rodokmenovou studii, ve které je postizeny jedinec, a
vysetfeni DNA od vice ¢lent rodiny. Mezi genem (alelou) a restrikénim mistem muze dojit ke crossing-overu, jehoz
dasledkem je vznik rekombinace. Pfesnost diagnostiky zavisi na vzdalenosti mezi genem a restrikénim mistem, to znamena
Ze zavisi na frekvenci rekombinaci.

17. GENETICKE METODY ASOCIACNi ANALYZY

Genetické asociacni studie zkoumaji vztah genetickych marker( (jednoho ¢i vice) ke vzniku a pribéhu onemocnéni véetné
nemoci zplsobenych vnéjsimi patogeny. V genetice slouZi asociacni studie predevsim k odhalovani genetické predispozice
k multifaktorialnim onemocnénim, tedy gend (genotypd sloZzenych z riznych alel danych gen), které zvysuji nebo snizuji
riziko onemocnéni.

Takové genotypy pozname relativné snadno — vyskytuji se vyznamné ¢astéji nebo naopak vyznamné méné casto ve skupiné
nemocnych (pfipad() v porovnani se skupinou zdravych (ve smyslu netrpicich danou nemoci) kontrol.



Existuji dvé hlavni provedeni asociacni studie a to studie typu pfipad-kontrola a asociaéni studie SNPs.

STUDIE PRIPADU A KONTROL (CASE-CONTROL, RETROSPEKTIVNI)
V klasické varianté sledujeme ve skupinach pripad( a kontrol vyskyt riznych genotyp(i pfedem vybraného kandidatniho

genu. Pokud predem vybrany kandidatni gen nezndme nebo si ho ani neumime predstavit, miZzeme provést
celogenomovou asociacni studii. V tomto pfipadé stanovime genotyp pro velké mnozstvi polymorfnich lokust na vSech
chromosomech zéroveri u obou skupin lidi (nej¢astéji pomoci DNA mikro€ipt), které umi stanovit az ptiblizné 1,8 miliénu
genotypl u kazdého jedince.

pricemz hledame odpovéd na otazku, zda sledovand nemoc byla vyvoldna suspektnim faktorem. Napf. vztah koufeni a
karcinomu plic — zde vybirdme z jednoznacné definované populace (napt. pacienti jednoho zdravotnického zarizeni —
primarné osoby nemocné s ca plic — sledovany soubor) a osoby bez karcinomu plic (kontrolni soubor).

Vyhody
e relativné rychlé, levné, moznost rychlého opakovani
e vhodné pro studium vzacnych onemocnéni
e vhodné pro chronickd onemocnéni a pro nemoci s dlouhou latenci
e moznost sledovani i vice rizikovych faktord u jedné nemoci

Nevyhody
e  nutnost spoléhat se na lidskou pamét — tj. problematické retrospektivni hodnoceni expozice suspektnimu faktoru
e vysoké riziko selekéniho bias (systematické chyby vybéru) — nutnd je jednoznacna definice zdrojové populace, jak
sledovaného tak kontrolniho souboru

STUDIE KOHORTOVE

Je zde porovnavana incidence nemoci (nasledek). Postupujeme zde od pfriCiny k nasledku, pfi¢emz hleddame odpovéd na
otéazku, zda expozice suspektnimu faktoru (pfi¢ina) vyvolavd nemoc. Napf. Zjistovani vztahu koufeni a karcinomu plic, kde
studovany soubor tvofi kutaci (exponovana skupina) a kontrolni soubor tvofi nekufaci (neexponovana skupina).

Vyhody
e presnost, spolehlivost
e  objektivita — mohou posoudit i vice¢etné nasledky jediné expozice

Nevyhody
e financ¢ni a ¢asova naroc¢nost

e nejsou vhodné pro studium vzdcnych onemocnéni

STUDIE SNPs (single nucleotide polymorfismus)

Projekt lidského genomu mél za cil popsat celou strukturu DNA. Jednim z velkych pfinost tohoto projektu bylo odhaleni
miliond variant DNA Usekd, z nichZ vétsina byla tvofena SNPs. Spojenim nékolika farmaceutickych firem, technologickych
firem a akademickych stfedisek vzniklo mezinarodni SNP consortium, které se zamérilo na sestavovani podrobnych SNP
mabp lidského genomu a své vysledky publikuje na verejnych mistech.

Diky tomuto kroku mohou byt jednotlivé SNP vyuzity nezavislymi laboratoremi k dalSimu vyzkumu a nemusi se fesit otazky
patentd. Stanoveni tisice vzorkd DNA rliznych pacientl pouzitych v typickych studiich za pouZiti rychlych sekvenovacich

Poté se genotypy (SNPs) jednotlivych pacientd porovnavaji s jejich fenotypem (klinické projevy) pomoci naro¢nych
statistickych softward.

Asociacni studie zamérené na vyzkum SNPs se déli na dva typy:
1. ptimé testovani funkénich projevd SNP k dané chorobé
2.  pouzivani SNP jako markeru pro nerovnovéhu (LD - linkage disequilibrium)



LD je obecné definovano mérenim asociace mezi dvémi genetickymi markery, diky cemuz pak mohou slouzit k identifikaci
oblasti souvisejicich s nemoci.

Princip této metody je stejny jako pfi ur¢ovéni genl zodpovédnych za nemoc v rodiné hledanim spojovaci linie nemoci u
predkd (linkage analysis). BohuZel je pfi rodinnych studiich k dispozici pfilis méalo generaci (respektive jejich genom) a tak se
projevy onemocnéni hledaji v rodokmenech. V lidském genomu je pfiblizné 300 vysoce specifickych opakujicich se
marker(, které pfimo oznacuji gen odpovédny za monogenni onemocnéni. Naopak LD v populaci oznaduji mista, kde pod
tihou rekombinace doslo k vyfazeni genetickych markerd.

LD navic podavaji informaci o vyskytu novych mutaci ¢i genetického driftu. Otazka mnozZstvi markerd, které jsou zapotrebi k
popisu LD na genomu k identifikaci genli asociovanych s danym onemocnénim je velmi nejasna. Pokud bychom méli
dostatecné podrobny popis struktury lidského genomu (pomoci sekvenovani), mohli bychom snizit pocet markert
potrebnych k oznaceni LD na genomu a soustredili bychom se jen na mista bohata na geny.

Uplna znalost stupné a vzorce kolisani rekombinaci v genomu by ndm umoznila rozmisténi markerd v rozumné formé a

pravdépodobné o sniZzeni po¢tu marker( potfebnych k uréeni LD. Jednoduchym porovnanim rdznych tsek( DNA s télesnym
stavem odhalime velké mnoZstvi variant vztaht genetické predispozice a jejiho odrazu v télesné schrance.

18. METODY GENETICKE ANALYZY V EXPERIMENTU A GENETICE CLOVEKA

Geneticka analyza se zabyva popisem metod a vysledkl v genetice a molekularni biologii. MUzZe byt vyuZivana naptiklad k
diagndze riznych dédiénych onemocnéni, nddorovych onemocnéni spojenych s genetickou predispozici nebo zmén v poctu
kopii genti a mutaci DNA.

Mezi metody genetické analyzy patfi PCR, RT PCR, DNA sekvenovani nebo DNA microarray. Spadaji sem také cytogeneticka
vysetieni jako tvorba karyotypu nebo fluorescencni metody. Praveé tvorba karyotypu prevaZzuje v genetické analyze u lidi.
Divodem jsou zejména etické otazky a nemoznost testovani na lidech, ve vyzkumech se proto pouzivaji zejména
laboratorni zvifata. Jejich vyhodou je moZnost uréeni zkoumané skupiny, jedna se ¢asto o specialné chované laboratorni
potkany, ktefi jsou z pohledu genetiky ,totozni“ a vysledky jsou proto srovnatelné mezi jednotlivymi laboratoremi.

METODY GENETICKE ANALYZY V LIDSKE GENETICE
Hlavnim prostfedkem je stanoveni rodokmenu. Informace ziskava lékar podrobnym pohovorem s rodinnymi ptislusniky.

Osoba, kterd je zkoumana v dané rodiné se nazyvé proband. Pomoci rdznych genealogickych znacek se zapisuji vztahy v
rodiné a pfipadny vyskyt onemocnéni. Vysledkem procesu je genealogické schéma.

Urcuje se také forma dédi¢nosti — zda se jedna o onemocnéni dominantni nebo recesivni a prendsené autosomalné nebo
gonosomalné — AR, AD, GD, GR. Vysledkem muZe byt urceni rizika pro potomky nebo dalsi ¢leny rodiny. Nevyhodou této
metody je skute¢nost, 7e spoléha na lidsky faktor a na pamét pacient(. Casto se mizeme setkat s nejasnostmi,
nediagnostikovanymi onemocnénimi nebo smrti pfibuznych z neuréenych divoddu. Jedna se tedy o metodu subjektivni,
pokud nelze jednotlivé ¢leny rodiny vysetfit a vysledky zhodnotit.

METODY GENETICKE ANALYZY V EXPERIMENTU
Pro vyzkumy lidskych onemocnéni nebo jinych teorii, kde by bylo neetické provadét zkoumani na lidech, jsou uzivany

modelové organismy. Zavéry ze zkoumani téchto organism jsou poté pouzivany i pro jiné druhy. Tento zpUsob analyzy je
umoznény spoleénymi vyvojovymi nebo metabolickymi cestami, kterymi prosly vSsechny organismy béhem procesu evoluce.
Existuje proto mezi nimi urcita korelace (vztah). Vlastnosti modelového organismu by mél byt kratky Zivotni cyklus a
nespecifické naroky na rdst. Musi zdroven existovat techniky, které jsou schopné genetické manipulace.

Jednim z prvnich modell uzivanych v molekularni biologii byla bakterie E. coli. Mezi dalsi patfi viry (bakteriofagy).

Z eukaryot jde o houby (Saccharomyces), rostliny (lotus, tabak, ryze) nebo zvitata (dfive se ¢asto uzivaly ovocné musky —
Drosophila melanogaster — nebo rizni ¢ervi). Z obratlovc( jsou modelovymi organismy morcata, mysi, potkani a dalsi.
Vyhodou modelovych organism je schopnost produkce velkého mnozstvi potomkd (u potkand 5-15 potomkd ve vrhu, 3—
5x ro¢né) a kratka doba Zivota.


http://www.med.muni.cz/il18/cz/o_slovnik.html#Linkage analýza
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Laboratorni potkani (Rattus norvegicus) jsou chovani ve specidlnich zafizenich, kde se postupnym kfizenim ptibuznych
jednotlivcd docili generace potomkd se stejnym genomem.

Pokusy na nich jsou pak tedy porovnatelné, jak jiz bylo zminéno vyse. Pokud bychom chtéli hledat podobny ekvivalent u lidi,

jednalo by se o jednovajecna dvojcata. Ackoliv podobné "lidské testy" v dobé druhé svétové valky probihaly, dnes jsou
eticky naprosto nepfijatelné.

19. GENETICKE MAPOVANI U CLOVEKA

Nejstarsi metody genetického mapovani vychazi z genové vazby. V prfipadé, Ze lokusy genl leZi na stejném chromosomu,
prevladaji v potomstvu rodi¢ovské sestavy alel. V daleko mensi mife je zastoupeni novych sestav alel vzniklych crossing-
overem pfi meiotickém déleni.

Frekvence odpovida vzdalenosti prislusnych gena,¢im je zastoupeni rekombinantnich sestav vyssi, tim jsou geny vzdalenéjsi.

mapova vzdalenost R

R - pocet rekombinantnich potomk{

N — pocet potomkU s ptvodni rodicovskou sestavou alel

p — Morganovo &islo — vzdalenost geni v mapovych jednotkach neboli cM (v lidském genomu odpovidd 1cM zhruba 1
milion pard bazi)

Clovék mé cca 35 000 — 40 000 gendi.

Mame dva odlisné zplsoby mapovani:
e Fyzikalni — nizka rozliSovaci schopnost, cytogenetické pruhovani metafaznich chromosomd, urceni polohy a
vzdalenosti jednotlivych gend.
e  Genetické —vazebna analyza.

MAPOVANI GENOMU

Oznaceni pro tvorbu genovych map, které lokalizuji jednotlivé DNA fragmenty na jejich chromosomy.

K vytvoreni dochdazelo postupné s rozvojem sekvenovani DNA. K ziskavani jednotlivych fragmentd DNA jsou Siroce
pouzivany resktrikéni endonukleazy. Lidsky genom obsahuje kolem 3 miliard paru bazi, které vytvari odhadem na 25 000
genl.

Na pocatku 90. let vznikl projekt zabyvajici se zdokumentovanim celého lidského genomu — HUGO (Humane Genome
Mapping Organization). PIna identifikace lidského genomu byla ozndmena v roce 2003.

Mapovani chromosomu pomoci somatickych bunéénych hybridi

Sav¢i buriky rtzného druhového plivodu mohou pfi spolecné kultivaci in vitro ndhodné fuzovat a vytvorit heterokaryon
(dvoujaderna burika). Pti mitéze dochazi k fuzi jader, vznika synkaryon s obéma druhoveé typickymi sadami chromozomd;
potomstvo je nazyvano somatickymi hybridy. Frekvenci bunécnych fuzi zvysSuje polyetylenglykol a elektrické vyboje o
vysokém napéti .

Uspésni zejména hybridi mysi a lidskych bunék (my3 20 akrocentrickych chromozomd, vyrazné se li$i od lidskych) =
vybirany mysi linie s deficitem urcitého enzymu, jehoz funkci u potomstva zcela prebira odpovidajici lidsky gen - tyto
hybridy maji tendenci k eliminaci lidskych chromozom.

Vznika nékolik variant chromozomd, lidsky chromozom nebo jeho ¢ast vysledovatelny pomoci metod pruhovani - mozno
sledovat lidské produkty. Podafilo se lokalizovat genovy komplex HLA systému clovéka dle jeho antigennich produktd a
translokace do distalni ¢asti p-raménka chromozomu 6.



Mapovani pomoci hybridizace DNA
Dvouvlaknovou DNA lze reverzibilné denaturovat teplem - rozruseni vodikovych mistkd mezi bazemi a oddéleni obou
fetézcl. V modifikaci DNA-RNA pouZito viakno mRNA, oznacené radioaktivnim izotopem. Baze oznacena izotopem se

hybridizuje s ¢asti DNA, kde je odpovédny strukturni gen .
V modifikaci DNA-cDNA: pouzita cDNA sonda, syntezovana in vitro dle vzoru mRNA pomoci reverzni transkriptazy. Nové
syntezované vlakno je kopii daného genu. Pro diagnostické vyuZiti je tfeba ziskanou cDNA (copy) namnoZit a znovu oznadit

izotopem. NamnozZeni pomoci inkorporace cDNA do vhodného plazmidu, ktery je v bakteriich klonovan.

Plazmidy s cDNA pak pouZzity jako sondy pro hybridizace DNA-cDNA na chromozomech nebo restrikénich fragmentech DNA
oddélenych do plochy elektroforézou. Metody jsou uzivany k lokalizaci gend.

20. GENETICKE MAPY A JEJICH VYZNAM

Fyzikalni mapa (fyzicka) - absolutni hodnoty pozice genovych lokus( v bp (pary bazi).

Geneticka mapa - relativni pozice genového lokusu podle frekvence rekombinaci
e vyuZiva vazby
e v cM (centiMorgany)
e 1cM = 1% pravdépodobnost, Ze dojde k rekombinaci

Potize s prevodem genetické mapy na fyzikalni:
1. mezi bp acM neni linearni vztah
cetnost rekombinaci i variabilita této ¢etnosti je vétsi u Zen
- k rekombinacim tu dochazi velmi zfidka

centromery jsou "rekombinacni pousté
smérem k telomerdm cetnost rekombinaci stoupa

vk W

horkda mista pro rekombinaci jsou pseudoautozomalni oblasti na obou koncich Y a X chromosom(
Na internetu jsou k dispozici 3 celogenomové genetické mapy.

Tribodovy pokus:
Mdéme lokus A, B a C. Zname pozici lokust A a C. Chceme zjistit B. Pokud se B nachazi mezi A a C, pak k rekombinaci mezi A a
B dochdzi s pravdépodobnosti x, k rekombinaci mezi B a C s pravdépodobnostiy.

Pravdépodobnost dvojité rekombinace (tj. mezi A a B i mezi B a C) je podstatné nizsi a je rovna soucinu pravdépodobnosti x

ay.
Spravné poradi lokusd A, B a C tedy stanovime pomoci dvojitych rekombinant(, kterych musi byt nejméné.

Genetické mapy nds informuji o pravdépodobnosti rekombinace - diky tomu mizeme presnéji odhadnout vysledky analyz,
které vyuzivaji vazbu:

e nepfimda DNA diagnostika

e vazebna nerovnovaha

o selekéni vymeteni, selekce na pozadi = geneticky drift

Selekéni vymeteni = pokud vznikne néjaky ndhodny znak, ktery je preferovan, pak okoli lokusu jeho genu se prenasi ve
vazbé s nim, dokud nedojde k rekombinaci. Okoli tohoto lokusu je tedy také nepfimo preferovéno.

Selekce na pozadi = pokud proti urcité alele lokusu probiha selekce, pak postihuje i okoli tohoto lokusu, protoze to je s nim
ve vazbé.



21. STRUKTURA A FUNKCE EUKARYOTNI BUNKY

BUNKA

Zakladni stavebni jednotkou kazdého Zivého organismu je burika. Tuto skutecnost formuloval jako prvni vyznamny cesky
fyziolog Jan Evangelista Purkyné (1787 — 1869). Burika pfedstavuje nejmensi jednotku Zivého organismu schopnou
nezavislé existence. BEhem vyvoje se z jedné burky (oplodnéného vaji¢ka) vyvine vice nez 22 rGznych typl bunék. Kazda
burika je obalena plazmatickou membranou, ktera oddéluje vlastni obsah buriky od extracelularniho prostfedi. BEhem
vyvoje se v burikach vytvorily funkéni struktury, tzv. bunééné organely, které jsou uloZeny v cytosolu (intracelularni
tekutiné). Organely vykonavaji specifické funkce v burice, podobné jako organy vykondvaji funkce v lidském téle.

BUNECNE JADRO
Bunécné jadro (nucleus) obsahuji vsechny bunky schopné reprodukce. Jadrem rozumime tu oblast bunky, kde je
deponovéna prevazna Cast jeji genetické informace. Z uvedenych informaci vyplyvaji tfi zakladni dlohy jadra:
1. regulace diferenciace a maturace buriky
2. replikace a prenos genetické informace do nové bunky
3. syntéza informacéni RNA (mRNA), transferové RNA (tRNA) a ribosomalni RNA (rRNA) a jejich transport do
cytoplazmy.

Jaderny obal

Jaderny obal tvofi dva listy jaderné membrany. Prostor mezi nimi nazyvame perinuklearni prostor neboli perinuklearni
cisterna. Zevni jadernd membrana prechazi na mnoha mistech v membréanu granularniho endoplazmatického retikula.
Vnitfni jadernou membranu a perinukledrni cisternu prostupuje nékolik tisic jadernych pora prekrytych velmi tenkou
membranou.

Chromatin, chromosomy

Chromatinem rozumime substanci viditelnou ve svételném mikroskopu jako nepravidelné nahromadéni bazofilniho
materidlu béhem interfaze bunécného cyklu. Zakladni slozku chromatinu tvofi komplex deoxyribonukleova kyselina (DNA) —
protein. BEhem mitdzy dochazi k usporadani chromatinu do specifickych jadernych struktur, chromosom. Ty nesou
genetickou informaci a béhem interfaze maji dvé zékladni funkce.

Ridi metabolismus i diferenciaci buriky a replikaci svého materialu se pfipravuji na pisti mitozu.

Jadérko

Jaderna organela neohrani¢end membranou a viditelna béhem interfaze bunécného cyklu se nazyva jadérko (nucleolus). Je
lokalizovano bud volné v karyoplazmé, a nebo naseda na vnitini jadernou membranu. Jadérko predstavuje ¢ast chromatinu
syntetizujiciho ribosomdlni RNA, na niz se navazuji ribosomalini proteiny. Fibrilarni RNA se kondenzuje do tvaru granuldrnich
podjednotek — ribosom. Ty jsou posléze transportovany prostiednictvim jadernych péri do cytoplazmy, kde vznikajici
»zralé” ribosomy hraji zasadni roli pfi syntéze proteina.

Ribosomy

Ribosomy jsou denzni granuldrni organely tvorené rRNA a proteiny zi¢astnénymi na proteosyntéze. Tvoti sloZity komplex,
skladajici se z malé a velké podjednotky, jenz se posunuje po retézci mRNA a pritom podle informace zapsané v této
molekule syntetizuje peptidovy fetézec. Po jednom vlakné mRNA se soucasné pohybuje nékolik ribosom. Tyto skupiny
ribosomu se oznacuji jako polyribosomy (polysomy).

Ribosomy se v burice vyskytuji jako volné v cytoplazmé, nebo vazané na membranu granuldrniho endoplazmatického
retikula i na zevni jadernou membranu.

ENDOPLAZMATICKE RETIKULUM

Organelu tvorenou nepravidelnym systémem mebran uspofadanych do anastomozujicich cisteren, lamel a sakult nazyvame
endoplazmatické retikulum. Celkova plocha povrchu membran této organely mdze byt 30x-40x vétsi neZ plocha celého
povrchu buriky. Vnitfni prostor cisteren vyplriuje endoplazmatickd matrix.

Podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti ribosomd vazanych na cytoplazmaticky povrch rozliSujeme granuldrni a agranularni
endoplazmatické retikulum. Vnitini prostor endoplazmatického retikula komunikuje s perinuklearni cisternou.



Granularni endoplazmatické retikulum

Granularni endoplazmatické retikulum ma na svém povrchu obraceném do cytoplazmy vazany cetné ribosomy a
polyribosomy, jez jsou zapojeny do proteosyntézy. Vzniklé proteiny jsou inkorporovany do plazmatickych membran nebo
jinych organel buriky, nebo jsou cestou Golgiho aparatu secernovany ven z buriky. Nové tvorené fetézce polypeptidi
penetruji pfes membranu do nitra cisteren, tedy do endoplazmatické matrix. Témér tak rychle, jak rychle proteiny pronikaji
do matrix, méni jejich molekuly enzymy vdzané na sténu cisteren. Pfedevsim jsou zde témér vsechny molekuly
glykosylovany na glykoproteiny. Ty pak ndsledné distribuuji transportni vezikuly z granularniho endoplazmatického retikula
do Golgiho aparatu.

Agranularni endoplazmatické retikulum

Na povrch agranuldrniho endoplazmatického retikula se nevazou ribosomy. Toto endoplazmatické retikulum nejen
syntetizuje lipidy, predevsim fosfolipidy, triglyceridy a cholesterol, ale zajistuje celou fadu dalsich funkci. Jsou v ném
lokalizovany enzymy, které kontroluji glykogenolyzu, a v jatrech také detoxikacni enzymy, které se vyznamné zapojuji do
procesu detoxikace nékterych endogennich a exogennich latek. Dalsi vyznamnou funkci agranularniho endoplazmatického
retikula predstavuje akumulace Ca” iontd.

GOLGIHO APARAT

Golgiho aparat spojuje velmi Uzky vztah s endoplazmatickym retikulem. Tvori ho lamely nebo cisterny orientované
konvexitou smérem k jadru. Od endoplazmatického retikula se stale odstépuji malé transportni vezikuly, které posléze
splyvaji s ,,formujicim povrchem* Golgiho aparatu. Transportované latky jsou v Golgiho aparatu zabudovany do lyzosomd,
sekrecnich vezikul ¢i dalSich cytoplazmatickych organel anebo dochazi k jejich uvolfiovani na konkavnim ,,maturacnim
povrchu” Golgiho aparatu.

Funkce Golgiho aparatu pfimo kontroluje bunécné jadro, které s nim mj. komunikuje cestou transportnich vezikul
odstépovanych z jaderné perinuklearni cisterny. V Golgiho aparatu se syntetizuji polysacharidy a pokracuje zde i syntéza
glykoproteint.

Predevsim v Golgiho aparatu dochazi k hromadéni produkt endoplazmatického retikula a k jejich ukladani do vysoce
koncentrovanych sekrecnich vezikul. Tyto vezikuly posléze ziskaji obal z nové vytvorenych membréan a nakonec se z Golgiho
aparatu uvolni.

LYSOZOMY A PEROXISOMY

Lysozomy vznikaji v Golgiho aparatu a predstavuji intracelularni ,travici aparat”. Jedna se o malé sférické organely,
obklopené jednoduchou membranou, v nichZ bylo dosud popsdno vice nez Ctyficet kyselych hydroldz, jez jsou schopny
Stépit prakticky vSechny makromolekuly. Potfebnou aktivitu kyselych hydroldz zajistuje vnitfni kyselé prostfedi lysozomu o
pH 5-6. Toto nizké pH udriuje protonova pumpa (H'-ATPé4za) v membrané lysozomd.

Peroxisomy se tvofi nejcastéji v endoplazmatickém retikulu a maji formu sférickych bunécnych organel obklopenych
jednoduchou membranou. Obsahuji peroxidazu, kataldzu, dehydrogenazu D-aminokyselin a urikazu. Jejich hlavni funkce je
degradace nékterych organickych molekul, jako aminokyselin, mastnych kyselin a toxickych cizorodych materialt. Pfi téchto
degradacnich procesech mze vznikat toxicky peroxid vodiku H,0,. Enzymy obsaZzené v peroxisomech redukuji H,0, na
vodu a kyslik (za to je zodpovédna kataldza), ale rovnéz oxiduji fadu latek véetné téch, jez by mohly byt burice nebezpecné.

MITOCHONDRIE

Mitochondrie predstavuji membranou ohrani¢ené semiautonomni organely obsahujici enzymatické systémy, jez produkuji
zakladni energii bunky ve formé makroergnich fosfatovych vazeb. Nachazeji se prakticky ve vSech burikach a ve vSech
Castech buriky. V jedné burice se jejich pocet pohybuje podle aktualné potfebného mnozstvi energie od nékolika set az po
mnoho tisic.

Zakladni strukturu mitochondrii tvori dvé lipoproteinové membrany, pficemz vnitini z nich je zfasena v kristy. Vnitfni
prostor mitochondrie vypliiuje gelovitd mitochondrialni matrix obsahujici fadu enzym, mitochondrialni DNA,
mitochondridlni granula, ribosomy, kapénky lipidd a glykogenova granula.

Mitochondrialni DNA se podoba DNA bakteridlni. Geneticka informace v ni ulozena se odliSuje od informace jaderné DNA a
nedokaze zajistit autonomni funkci mitochondrie, ani jeji déleni.



Hlavni uloha mitochondrii spociva v ziskavani a uvolfiovani energie pro ¢innost burky. Tuto funkci mitochondrie
uskutecénuje spfazenym systémem biologickych oxidaci, coZ jsou tfi na sebe navazujici pochody: Krebs(v cyklus, oxidace
vodiku v dychacim fetézci a oxidativni fosforylace. V Krebsové cyklu se z organickych latek uvolriuje vodik oxidovany dale

v dychacim Fetézci na vodu. PFi této reakci dochazi k akumulaci energie ziskané z pfenosu elektront do makroergnich
fosfatovych vazeb. Tento proces se oznacuje jako oxidativni fosforylace. Pfi ném nastava pfeména adenosindifosfatu (ADP)
na energii bohaty adenosintrifosfat (ATP). Ten je transportovan translokaci extramitochondrialné a difunduje burikou do
potrebnych oblasti.

CYTOSKELET

Cytoskelet tvofi sit mikrofilament, mikrotubuld, intermediarnich filament a mikrotrabekul prochazejici celou burikou a
zodpovidajici za dynamickou organizaci cytoplazmy, mechanickou oporu organel, vytvareni spoju se sousednimi burikami i
transport substanci télem buriky.

Fibrozni proteiny, které jsou chemickou podstatou cytoskeletu, tak vytvareji velmi dynamicky systém, jehoz nékteré Casti
jsou neustale syntetizovany a soucasné jiné ¢asti stale zanikaji, mohou se vzajemné spojovat a opét oddélovat: cytoskelet
spojuje organely a plazmatickou membranu, fixuje tvar bunky i pozici organel a vytvari podklad pro zmény tvaru burky a

pripadné i jeji aktivni pohyb.

BUNECNE MEMBRANY
Plazmaticka membrana

Plazmatickou membranou rozumame strukturu zajistujici integritu buriky jako zakladni jednotky tkané ohrani¢enim téla
této buriky véetné jejich vybézkl. Do znacné miry buriku chrani pred zevnimi vlivy a podili se i na zachovani jejiho tvaru.
Membrana je tekuta a nema proto rigidni charakter. Z funkéniho i morfologického hlediska predstavuje jednu

z nejdulezitéjsich bunécnych organel. Hraje velmi vyznamnou roli pti udrzovani intracelularniho prosttedi i pfi regulaci
sloZeni extraceluldrni tekutiny.

Zakladni matrix plazmatické membrany tvofi lipidy — predevsim fosfolipidy (fosfatidylcholin), glykolipidy a cholesterol.

V bunécéné dvouvrstvé jsou hydrofilni ¢asti molekul lipidd (,,polarni hlavicky”) orientovany vné. Na hlavicky se dale vazi
glykolipidy a oligosacharidy. Hydrofobni ¢asti molekul lipidd vytvari dva hydrokarbonové fetézce a orientuji se dovnitf. Tato
vnitfni ¢ast lipidové dvouvrstvy byva oznacovdna jako tzv. ,olejova faze“. Cholesterol mj. reguluje (redukuje) fluiditu
membrany.

Proteiny netvofi pouze povrch plazmatické membrany, ale jsou do lipidové vrstvy téZ zanoreny. Hydrofilni konce protein(
maji orientaci shodnou se stejnou ¢asti molekuly lipid(, tedy vné na povrch membrany. Zastoupeni protein(

v plazmatickych membranach se vyrazné lisi podle typu tkané i buriky a Cini pfiblizné 25 — 75% hmotnosti membrany.
Proteiny pfedstavuji strukturalni zaklad iontovych kanald a akvaporin( a zajistuji facilitovanou difuzi i aktivni transport latek
pfes membranu. Proteiny obsazené v plazmatické membrané tvofi rovnéz jednu ze zakladnich sloZek receptorovych
systému.

Dynamické zmény probihajici v membrané dokumentuje tzv. ,,model tekuté mozaiky“.

V ném vytvari membranu tekuta faze lipidd s mozaikovité zabudovanymi globularnimi proteiny. Tyto proteiny, jejichZ ¢ast je
lokalizovana na povrchu tekuté lipidové matrix (periferni proteiny) a cast membranou prostupuje (integralni proteiny), jsou
¢asto v ramci membrény vysoce mobilni. To v3ak plati jen pro €ast z nich. Radu proteind fixuje na misté cytoskelet nebo
tight junctions, coz mj. dava podklad funkéni polarizaci membrany.

Kromé zékladni lipidoproteinové struktury membrany byva k tzv. $irS$i membrané pocitén jesté ,plast membrany
(glykokalyx)“. Ten pfedstavuje komplikovana sit molekul oligosacharidd, glykolipid( a glykoproteind, kterou kovalentni
vazby spojuji se zakladni strukturou plazmatické membrany.

FUNKCE EUKARYOTNI BUNKY
Hlavnimi funkcemi eukaryotni bunky jsou pfijem, vedeni a vydej latek, metabolismus, drazdivost a pohyb, rlst a

rozmnoZzovani a regulace (fizeni) bunéénych pochodu.



22. BUNECNY CYKLUS, JEHO REGULACE A PORUCHY

BUNECNY CYKLUS

Bunécny cyklus je sled déjh, kterymi vétsina bunék opakované prochazi od mitdzy k mitdze. Kromé vlastniho mitotického
déleni, setrvava burika ve zdanlivé necinnosti — v opticky klidové fazi, tzv. interfazi. V tomto obdobi je v burice
rozpoznatelné jadro s jednim nebo vice jadérky. Obsahem jadra je jemné zrnity material — chromatin, ktery predstavuje
zejména despiralizovanou DNA chromosomu. Délka trvani bunééného cyklu mize byt velmi variabilni. Zavisi na konkrétnim
typu bunék, na aktualni potfebé organismu a na regulacnich vlivech. Priimérna doba trvani bunécného cyklu u pravidelné se
délicich bunék je asi 20-24 hodin, pficemz vlastni mitdza trva pouze 1-2 hodiny.

Interfazi mGzeme rozdélit do nékolika ¢asti — faze G,, S a G,, Po vzniku nové buriky mitotickym délenim vstupuje tato burika
do G;-faze. Chromosomy jsou zde tvoreny jednou chromatidou. Burika v G;-fazi roste a syntetizuje proteiny a RNA molekuly
potiebné pro dalsi pribéh cyklu. V této fazi burika setrvava rlizné dlouhou dobu, obvykle je to nékolik hodin, nékdy ale i
nékolik dnl az mésicd.

Zvlastnim pripadem jsou buriky, které se dale nedéli a zUstavaji v tzv. Gy-fazi. V tomto stavu burky setrvavaji bud’
prechodné (pi. hepatocyty nebo lymfocyty) nebo trvale (pf. neurony nebo svalové burky). PIné diferencované buriky
zastavené docasné v G,-fazi se mohou vratit do G;-faze, pokud to vyZaduje aktualni stav organismu (napr. poskozeni jater
s nutnosti reparace). Jejich regulaéni systém se opét aktivuje a bunéény cyklus mdze pokracovat. Neurony nebo svalové
bunky naopak maji regulacni systém bunécného cyklu (cykliny a Cdk) vyfazen trvale a neni pro né ,cesty zpatky“.

V S-fazi (synteticka faze) probiha replikace DNA. Kazdy chromosom se poté skldda ze dvou identickych sesterskych
chromatid. Syntéza DNA zacina v nékterych usecich genomu opoZdéné, u ¢lovéka je typicka pozdni replikace
inaktivovaného chromosomu X. G,-faze je obdobi dalsiho rlstu buriky a pokracovani syntézy RNA a proteind. G,-faze je
pomérné kratka a konci vstupem do vlastni mitozy.

Prechod z jedné faze bunécného cyklu do faze nasledujici je fizen systémem kontrolnich bodU s jejich sloZitou
mnohastupfiovou regulaci. Dalsi kontrolni body zajistuji kontrolu nad tvorbou a spravnou funkci déliciho vieténka.

V pribéhu bunééného cyklu dochazi pravidelné ke stfidani stavd, kdy jsou chromosomy tvoreny jednou nebo dvéma
chromatidami. Tim je zajisténo zachovani diploidniho poétu chromosoma v dcefinych bunkach a zaroven jejich identické
genetické vybavy.

Prehled poc¢tu chromosomu a chromatid v jednotlivych obdobich bunécného cyklu :

Faze bunécného cyklu Poéet chromosomu Pocet chromatid
G,-faze 2n 2n
S-faze 2n 2n > 4n
G,-faze 2n 4n
profaze 2n 4n
telofaze (dcefinné jadro 2n 2n

RIDICi SYSTEM BUNECNEHO CYKLU
Bunééna proliferace zavisi na plisobeni riiznych vnéjsich i vnitinich initeld. Ridici systém bunééného cyklu zajistuje a
koordinuje cyklicky se opakujici biochemické reakce, které vedou k replikaci DNA, duplikaci chromatid a jejich nasledné

segregaci do dcefinnych bunék. Koordinuje vyvazenost stimulace a inhibice proliferace. Podstatou regulace je vzajemna
interakce specifickych proteind.

Ve standardné probihajicim bunécném cyklu je regulace bunécné proliferace zajisténa predevsim zastavenim cyklu ve
specifickém Useku G faze, pfipadné G, fazi, v tzv. kontrolnich bodech.

3 kontrolni body
e G1/S-blokdda buné&tného cyklu, jsou-li bunéény rist nebo okolni podminky nepfiznivé pro dalsi déleni;
e G2/ M -zastaveni bunééného cyklu, neni-li dokonc¢ena replikace DNA event. je-li DNA poskozena;
e M/ G1- naprechodu metafaze/anafaze, zastaveni, nejsou-li chromozomy Fadné pfipevnény k mitotickému
vireténku.



Teprve po prekondni kontrolnich bodu se bunéény cyklus presouva do dalsi faze. Na zastaveni cyklu v kontrolnich bodech
v G;, G, a M se podileji endogenni bunécné faktory. Je to jednak disledek zpétné vazby mezi pochody na molekularni
urovni, které brani fidicimu systému v navozeni nasledujicich reakci dosud pfedchozi reakce nebyly ukonéeny. Pfikladem
muze byt zastaveni cyklu v G, fazi pokud nebyla ukoncena replikace DNA. Nebo jde o odezvu na poruseni bunéénych
struktur jako je poskozeni DNA, nespravné vytvoreni mitotického vieténka a nebo $patné napojeni chromosomu

k vieténkim.

Délka bunécného cyklu predevsim ovliviiuje zastaveni bunécného cyklu v kontrolnim bodé G; Na pozastaveni cyklu v tomto
kontrolnim bodé se podileji rizné faktory podminéné signaly, které prichazeji zejména z vnéjsiho prostredi buriky. Pro
prekonani kontrolniho bodu G; je nezbytna pfitomnost ristovych faktort (tzv. mitogent). Pokud viak bunéény cyklus
vstoupi do S faze, mizZe byt dokoncen i bez nich.

1. PROTEINY RIDICIHO SYSTEMU A JEJICH GENETICKA INFORMACE

Cykliny a na cyklinech zavislé proteinkinasy (Cyclin-Dependent Protein Kinases; Cdk-proteinkinasy) jsou proteiny, které
jsou soucasti fidiciho systému bunééného cyklu. Jde o enzymy, které katalyzuji fosforylaci jinych proteint. Vyskytuji se bud’
v inaktivni formé a nebo ve formé aktivni, kterd je zavisla na vazbé s dalsimi molekulami, které Cdk proteiny fosforyluji. U
vyssich Zivocichl je dosud znamo 8 cyklind, které jsou znaceny A,B,C,D,E,F,G a H. Pro jednotlivé faze buné&éného cyklu je
charakteristicka pritomnost urcitych typQ cyklind.

V burikach obratlovci je znamo 7 typl Cdk-proteinkinas. Jednotlivé Cdk proteiny vykazuji ponékud odlisné funkce

v zavislosti na fazich bunééného cyklu. Cdk proteinkinasy fosforyluji seriny a threoniny cilovych proteind, ale jediné pokud
Cdk-kinasy tvofi komplex s cykliny. Cyklické navazéni a odpojeni jednotlivych typl cyklinGi od Cdk molekul a jejich nasledna
degradace je hlavni reakce, kterd umozriuje navozeni postupnych pochod@ bunééného cyklu. Uéinnost Cdk-proteinkinas
tedy zavisi na jejich spojeni s cykliny. Bez této vazby jsou Cdk molekuly inaktivni. Dale je plsobeni molekul Cdk
podporovano vazbou s PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) a inhibovano pisobenim inhibitor(i proteinkinas.

2. FAKTORY INHIBUJICI PROLIFERACI BUNEK

PFima inhibice proteinkinas je vyvolana napftiklad produkty tumor-supresorovych genl, tj. proteiny p15, p16, p21, p27.
Zvy$ena hladina inhibitort Cdk proteinkinas je tak jednim z regulaénich mechanism, ktery vede k zastaveni bunééného
cyklu ve fazi G, Napfiklad rastovym faktorem TGF-beta je regulovana transkripce tumor-supresorového genu INK4
(Inhibitor Protein Kinase4).

Transkripce genu INK4 ma dvé mozné varianty a tak vznikaji dva transkripty; jeden pro syntézu proteinu p15 (transkript
INK4B) a druhy pro p16 (transkript INK4A). Oba proteiny jsou inhibitory Cdks, které se podileji na pribéhu G, faze; p15
inhibuje Cdk4, zatimco p16 inhibuje Cdk2, Cdk4 a Cdk6.

Rlstovym faktorem TGF-beta je regulovana téz syntéza proteinu p27. Je to produkt genu KIP (Kinase Interacted Protein),
ktery je asociovan jednak s inhibi¢nim G¢inkem na bunécnou proliferaci, ale téz s vlivem na termindlni diferenciaci
nékterych tkani. Kontaktni inhibice vyvoland vzajemnym dotykem bunék vede ke zvy3eni hladiny proteinu p27, ktery se
nasledné podili na zastavé bunécného cyklu. Inhibi¢ni Uc¢inek p27 je univerzalnéjsi nez Ucinek proteinl p15, p16 a p21.
Protein p27 se vaze na vSechny komplexy cyklinG a s cyklin-dependentnimi kinasami, a proto ovliviiuje priibéh vsech fazi
bunécného cyklu.

Inhibi¢ni ucinek proteinu p21 na cyklin-dependentni kinasy je zavisly na aktivité genu TP53, ktery reaguje na starnuti bunék
nebo na poskozeni DNA zvysenim transkripéni aktivity. Jeho produkt protein p53 je, kromé jinych ucinka, transkripénim
faktorem genu CIP/WAF1 (Cyklin-dependenet Inhibitor Protein kinase/Wild-type p53 dependent growth Arrest Factor),
ktery kéduje protein p21

- tato bilkovina potladuje aktivitu komplext cyklin a Cdk.

Tumor-supresorové geny koduji proteiny, které se mohou uplatnit pfi inhibici proliferace a rdstu bunék za normalnich
fyziologickych podminek. Jejich ztratové mutace souviseji se vznikem rdznych typd nadorl. Nejlépe je prozkouman vztah
pribéhu bunécného cyklu a gend Rb1 a TP53. Gen Rb1 se nachazi na dlouhém raménku chromosomu 13 (13q14). Je aktivni
témér ve viech somatickych burikach. Jeho produkt — Rb protein (pRb), je jaderny fosfoprotein (fosforyluje rizné
proteinkinasy), ktery ma zasadni Glohu pfi regulaci bunééného déleni, béhem diferenciace a pti indukci apoptozy.



M3 schopnost vazat se k nes¢etnému mnozstvi proteind, které se podileji na bunécné diferenciaci a proliferaci a regulovat
jejich ¢innost. Jeho vliv na pribéh transkripce cilovych gend je jak positivni, tak negativni.

Positivni regulacni Ucinek se uplatiuje zejména pfi bunécné diferenciaci, negativni regulace se vaze k bunécnému cyklu.
Inhibi¢ni usmérnovani prechodu z G; do S faze Rb proteinem je detailné prostudovano. Aktivitu pRb urcuje jeho fosforylace.
Rb protein je aktivni pokud je nefosforylovany nebo malo fosforylovany. Hlavnim cilem aktivniho pRb jsou multifunkéni
transkrip¢ni faktory rodiny E2F. Rodina transkripénich faktord E2F (E2F1 — E2F6) ma rozhodujici tlohu v kontrole bunééného
cyklu. Tyto transkripc¢ni faktory fidi aktivitu gend podilejicich se na progresi bunééného cyklu, syntéze DNA a apoptdze.

Komplex pRB-E2F potlacuje transkripci gen(, jejichZ produkty jsou nezbytné pro postup pres G,/S kontrolni bod, jako je
napfiklad cyklin D a E. Tim je prdbéh bunécného cyklu pozastaven. Naopak neaktivni fosforylovana forma Rb proteinu vede
k uvolnéni pRb z vazby s proteiny, které se positivné podileji na prechodu z G, do S faze (napr. faktory E2F). Fosforylace
serin( a threonint proteinu Rb (a tim jeho inaktivace) je vyvolana cyklin-dependentnimi proteinkinasami.

Cdk fosforyluji pRb az po vzniku komplexu Cdk-cyklin. Interakce Cdk s cyklinem je indukovana vazbou molekul ristovych
faktord k receptoriim. Komplex cyklin D-Cdk 4/6 se podili na prvni fazi uvolnéni bunééného cyklu z kontrolniho bodu G;
Nasleduje syntéza cyklinu E, ktery pak v komplexu s Cdk 2 posunuje bunécny cyklus z kontrolniho bodu G; do S faze. Rb
protein je v burikach pfitomen neustale.

V prabéhu bunééného cyklu se pouze sttida fosforylace a defosforylace Rb proteinu. Ve fosforylované neaktivni formeé
zUstava v priibéhu S, G, a M faze.

Gen TP53 je lokalizovén na kratkych raménkéach chromosomu 17 (17p13). Jeho hlavni funkci je podil na pozastaveni
bunécného cyklu v kontrolnim bodé G, a pfi indukci apoptdzy. Exprese genu TP53 je regulovana poskozenim DNA a rlznymi
typy stresu (hypoxie, nedostatek ristovych faktorl atp.).

Vede ke zvySeni exprese genu a zvyseni stability proteinu p53 (prodlouZeni polocasu degradace).

Pozastavenim bunééného cyklu v G; fazi umoznuje reparaénim mechanismim provést opravu poskozené DNA. Také se
podili na pozastaveni bunécného cyklu v G, fazi, kdy dochazi obdobné jako v kontrolnim bodu G; k akumulaci p53. Reakce
bunék na aktivaci p53, ktera vede k pozastaveni bunécného cyklu je zavisla na hladiné p53, na bunééném typu a na dalsich
regulacnich proteinech, zejména na proteinu Rb. Produkt genu TP53 je jaderny fosfoprotein p53, ktery plsobi jako
transkripcni faktor pro nékolik cilovych gend.

Uvadime tfi geny, které maji zasadni vyznam pro regulaci bunécného cyklu, reparaci poskozeni genetického materialu a
navozeni apoptdzy. Jsou to geny CIP1/WAF1, GADD 45 (Growth Arrest and DNA Damage) a BAX (¢len rodiny gent Bcl2).
Exprese genu CIP1/WAF1 je vazana zejména na hladinu p53, ale je regulovana i mechanismy, které nezavisi na aktivité genu
TP53. Jeho produkt protein 21 (p21) se vaze k cyklin-dependentnim proteinkinasam a inhibuje jejich aktivitu jako v G, tak

v G, kontrolnim bodé. Protein p21 mUze také tlumit replikaci zpomalenim postupu replikacni vidlice.

Inhibuje katalytickou aktivitu PCNA-dependentni-DNA-polymerasy-delta.

Produkt genu GADD 45, protein Gadd 45, podnécuje reparaci excizi (vystépenim) a to bud’ pfimo a nebo v kooperaci
s PCNA. Gen BAX (proapoptoticky ¢len rodiny Bcl-2) ma vyznamnou ulohu pfi navozeni apoptdzy.

Dalsim z klicovych gen0 v regulaci pribéhu kontrolniho bodu G; bunécného cyklu je gen AT (odvozeno od genetické
poruchy ataxica teleangiectasia). Produktem genu AT je proteinkinasa (ATM) ktera se podili na prdbéhu bunécné
signalizace iniciaci fosforyla¢ni kaskady. Mutovany gen AT produkuje velké mnozstvi ATM —proteinkinasy, cozZ vede

k absenci kontrolniho bodu G, a nasledkem toho k zamezeni moznosti reparace poskozeni DNA, jejimz disledkem je
prenos zlomd do dcefinnych bunék.

Tumor-supresorové geny, které se podileji na pribéhu reparaci poskozeného genomu jsou geny BRCA1 (breast cancer 1) a
BRCA2 (breast cancer 2), které pokud jsou mutovany, jsou asociovany s hereditarnim vyskytem (dédénou predispozici)
nadoru prsu nebo prsu a ovarii. Produkty obou genti BRCA tvofi komplexy s produkty dalSich gend a podileji se tak na
regulaci pribéhu bunééného cyklu a pti opravach dvouvlaknovych zlom( DNA. Gen BRCA1 reguluje bunécny cyklus,
inhibuje rdst bunék mlécnych Zlaz, uplatiuje se pfi reparaci poskozené DNA. Jim kdédovany protein interaguje s produktem
genu RAD51 (Rad — radioactivity), ktery se podili na opravé zlomt DNA (zlomy indukované zafenim nebo vznikajici pfi
crossing-overu mezi chromatidami pfi meidze). Gen BRCA2 ma obdobnou funkci jako gen BRCA1, i kdyZ oba geny jsou svou



strukturou odlisSné. Interaguje také s genem RAD51. Protein BRCA2 transportuje protein RAD51 do mista poskozeni DNA.
Gen RAD51 kdduje protein nezbytny pro opravu poskozené DNA

3. FAKTORY PODPORUJICI BUNECNOU PROLIFERACI

Rustové faktory a regulace bunééného cyklu

Specifické kombinace ristovych faktor(, pokud jsou pfitomny v dostatecném mnozstvi, stimuluji ve vétsiné pripad( buriky
k proliferaci; vyjimec€né ji primarné inhibuji (viz TGF-beta). Dalezitou funkci rlstovych faktord je, kromé stimulace bunééné
proliferace, regulace proteosyntézy a bunécného ristu. Tentyz rlstovy faktor ma vétsinou schopnost regulovat proliferaci a
bunéény rlst, neplati to ale absolutné. Variabilita funkce rlstovych faktor( je Zzfejma i z faktu, Ze nékteré fidi diferenciaci
bunék v pribéhu embryogeneze, jiné se v tomto obdobi neuplatriuji. Ristové faktory mohou tedy pusobit jak specificky, tak
pleiotropné.

PDGF jsou destickové rlstové faktory (Platelet-Derived Growth Factor). Existuje nékolik isoforem ristovych faktord PDGF,
jejichz geny (protoonkogeny) jsou lokalizovany na rGznych chromosomech (napf. gen PDGFA — chromosom 7p22, PDGFB —
chromosom 22q13, PDGFC — chromosom 4q32). Jejich produkty mohou, ale nemusi navzdjem kooperovat. PDGF jsou
prevaziné uvolnovany z krevnich desticek, ale i z jinych hematopoetickych a epitelidalnich bunék. Stimuluji bunécnou
proliferaci rady cilovych bunék jako jsou fibroblasty, buriky hladké svaloviny, neuroglidini buriky. Zastavaji vyznamnou tGlohu
v pribéhu embryonalniho vyvoje a pti hojeni ran.

VEGF jsou cévni endotelidIni ristové faktory (Vascular Endotheliar Growth Factor). Lokalizace protoonkogenu, ktery kéduje
VEGF je na chromosomu 6p21. V disledku odlisného sestfihu transkriptu genu existuje nékolik isoforem VEGF (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E).

Jednotlivé isoformy VEGF podporuji angiogenezu, vaskulogenezu a rlist endotelidlnich bunék, také podnécuje
permeabilizaci cévnich stén. Aktivita genu VEGF je regulovéna jinymi rlstovymi faktory (napf. FGF-2 — Fibroblast Growth
Factor), cytokiny (napf. interleukiny — IL-8), na zinku a kalciu zavislymi endopeptidasami pfitomnymi v matrix,
gonadotropiny, NO, hypoxii a hypoglykemii.

Ptikladem specificky plsobiciho ristového faktoru je EPO (erythropoetin), ktery ma vliv pouze na proliferaci prekursord
erytrocyt(. Jeho zdrojem jsou hepatocyty a ledviny.

EGF (Epidermal Growth Factor) stimuluje k proliferaci jak epidermalni, tak dalsi neepitelidlni buriky.

Clenové rodiny FGF (Fibroblast Growth Factor) podnécuji k proliferaci fibroblasty, chondrocyty a stimuluji angiogenezu.
Napfiklad FGF-2 v kombinaci s VEGF plsobi synergicky na zvyseni proliferace a migrace endotelialnich bunék. Clenové
rodiny NGF (Neural Growth Factor) podporuji pfeziti a rist neuront. GGF (Glial Growth Factor) stimuluje Schwanovy buriky
a astrocyty.

Rodina transformujicich rdstovych faktor( zahrnuje rlistové faktory TFG-alfa a TGF-beta, které nejsou strukturné pfibuzné.
PUsobi na regulaci bunécné proliferace nepfimo. Jejich produkty jsou transkripcni faktory, které usmérnuji aktivitu jinych
gend. TGF-alfa stimuluje mitozu, podporuje hojeni ran, stimuluje zanétlivé reakce. TGF-beta inhibuje mitézu a ma
protizanétlivy ucinek. Inhibice bunécné proliferace je spojena s aktivaci inhibitord Cdk-kinas, které reguluji prabéh G; faze
jako je tumor-supresorovy gen Rb.

Faktory nekrotizujici nddory (tumor-nekrozitujici faktory) TNF jsou dalsim pfikladem faktord, které
se podileji na regulaci proliferace. TNF-alfa (kachektin) a TNF-beta (lymfotoxin) mohou pUsobit
cytotoxicky a podilet se na indukci apoptdzy.

Interleukiny (IL-1 aZ IL-23) se sestavaji z heterogenni skupiny faktord, které reguluji rozli¢né stranky
vyvoje a aktivace leukocytd. Naptiklad IL-2 je ristovy faktor T,B a NK bunék, IL-3 stimuluje proliferaci

a preziti riznych typl prekursort krevnich bunék apod.

Nedostatek rlstovych faktorl inhibuje bunéénou proliferaci.



23. BUNECNA SIGNALIZACE

Koordinace pochodd, ktera zajistuje existenci mnohobunééného organismu jako celku, je zprostfedkovana mezibunécnou
signalizaci.

Jednoducha mezibunécéna signalizace existuje i v Fisi jednobunécénych organisma. Prikladem mdze byt proces konjugace u
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Haploidni buriky kvasinek uvoliiuji bilkovinny faktor, ktery indukuje ukonéeni
proliferace sousednich bunék opaéného sexualniho typu. Vyvola v nich déje vedouci ke konjugaci a naslednou meiézu.

U mnohobunéénych organismu je bunécna signalizace sloZity proces. Buriky jsou vystaveny pusobeni velkého mnozstvi
raznych signalnich molekul v mnoha rozdilnych kombinacich. Buriky jsou geneticky naprogramovany tak, Ze mohou na
signalni latky reagovat selektivné podle vyvojového stadia organismu a v zavislosti na typu bunék. Mezi signalni molekuly
nezbytné pro preziti bunék patfi zejména rstové faktory. V jejich nepfitomnosti, nékdy jiZ pfi jejich nedostatku, je v burice
aktivovan sebevrazedny program — programovana bunécna smrt.

Prenos signalu od signdlni molekuly do jadra je zprostfedkovan mnohastupriovym signalizac¢nim systémem, kdy je informace
predavana pomoci dalSich specifickych molekul, az ke konec¢né realizaci informace na trovni DNA. Signaliza¢ni systém tvofi
proteiny povrchovych a nebo vnitrobunéénych receptord, proteinkinasy, proteinfosfatasy, G proteiny a dalsi molekuly.

Signalni molekuly jsou vétsinou secernovany signalizujicimi burikami a to bud’ exocyt6zou nebo difazi plasmatickou
membranou. K cilovym bunkam jsou bud’ prepravovany nebo zUstdvaji vazany k extracelularni matrix ¢i k povrchu
secernujici buriky. Pokud zlstavaji vazané, pak plsobi pouze ve svém bezprostfednim okoli.

Cilova burika je schopna reagovat na signalni molekuly pouze prostrednictvim receptorl. Vazba signdini molekuly
s receptorem je vysoce specificka. Receptory jsou lokalizovany na bunécné membrané nebo nitrobunécné. Signalni
molekuly, téZ nazyvané ligandy, se spojuji s receptory a vytvareji ligand-receptorové komplexy.

Nékteré signalni molekuly mohou mit u rdznych cilovych bunék identické receptory, ale po vazbé s nimi vyvolat odliSné
odpovédi. V jiném pfipadé se mohou stejné signalni molekuly v rGznych typech bunék vazat k rdznym receptordm.

Napfiklad acetylcholin, prenasec nervového vzruchu, se v burikach srdec¢ni svaloviny a sekrecnich burikach vaze se stejnym
typem receptoru. V bunkach srdec¢ni svaloviny navazani acetylcholinu k receptoru vyvolava pokles frekvence a intenzity
kontrakci svalové tkané, ale v sekrecnich burikach vazba acetylcholinu, se stejnym typem receptoru jako u srde¢ni svaloviny,
podnécuje vylu€ovani jejich produktu (naptiklad hormonu). Na membrané bunék kosterni svaloviny se acetylcholin vaze na
odlisné receptory nez u bunék srdecni svaloviny. Na rozdil od relaxace bunék srdecni svaloviny, v kosterni svaloviné
acetylcholin vyvolava kontrakce svalovych bunék

1. TYPY SIGNALNICH SUBSTANCI
1.1 Lipofilni signalni substance

Jsou témér nerozpustné ve vodé (jsou hydrofébni). Mezi lipofilni signalni molekuly patfi napfiklad steroidni hormony
(gestageny, kortikoidy, androgeny, estrogeny, prostaglandiny), thyroidni hormony (thyroxin), vitamin D, retinoidy (derivaty
vitaminu A — retinolu) a dalsi.

Mezi tyto latky Ize zaradit i nékteré mensi molekuly, které snadno prochazeji plasmatickou membranou do bunécného
nitra. Jsou to naptiklad molekuly oxidu dusiku (NO) a oxidu uhliku (CO). Nékteré lipofilni signdlni substance, napfiklad
hormony, jsou po své syntéze uvoliovany (secernovany) do krevniho fecisté. V krvi jsou vazany pevnou reversibilni vazbou
na bilkovinné nosice. V této formeé jsou preneseny z mista vzniku k cilovym burikdm, kde jsou z vazby uvolnény. Do cilové
buriky vstupuji plasmatickou membranou prostou difuzi. V burice se opét reversibilné vazi na proteiny nitrobunécnych
receptord.

1.2 Lipofébni signalni substance

Jsou prevazné substance, které jsou rozpustné ve vodé. Nékteré lokalni medidtory lipofébni povahy jsou rozpustné v tucich.
Vazi se na receptory uloZené v plasmatické membrané. Mezi lipofobni latky patti napfiklad hormony insulin a glukagon,
ristové hormony, derivaty arachidonové kyseliny, ktera je uvolfiovana z fosfolipidi membran ucinkem fosfolipas.



Fosfolipasy jsou tfidou enzymd, které katalyzuji hydrolyzu fosfoglycerid( nebo glycerofosfatid( (fosfolipid(). Dale sem pat¥i
aminokyseliny, nukleotidy a nebo katecholaminy. Hlavnim zdrojem katecholamin( (dopamin, adrenalin, noradrenalin) jsou
buriky dfené nadledvin, které je uvolnuji do krevniho fecisté. VSechny tfi uvedené katecholaminy jsou prenaseci nervovych
vzruchd na synapsich.

Na prevodu signalu vyvolaného lipofébnimi signdlnimi substancemi do nitra buriky se podileji tfi typy membranovych
receptorl. Jsou to iontové kanaly, receptory, které aktivuji G proteiny a receptory s enzymovou aktivitou.

2. TYPY SIGNALIZACI
Pfenos signalu mezi burikami zavisi na lokalizaci, rychlosti a selektivité, se kterou jsou signalni molekuly dopravovany z mista
sekrece k cilovym burikam.

2.1 Lokalni mediatory

Jsou signalni molekuly, které plisobi v bezprostfedni blizkosti vzniku. Ucastni se jak parakrinni, tak autokrinni signalizace. P¥i
parakrinni signalizaci dochazi k rychlému zachyceni signalnich molekul okolnimi cilovymi burikami. Pokud signalni substance
nevytvori okamzité komplex s receptorem, jsou destruovany extracelularnimi enzymy nebo imobilizovany v extracelularni
matrix. Obdobné ¢asové omezeni Gcinnosti plati i pro autokrinni signalizaci. Autokrinni signalizace je vazba signalnich
molekul s receptory bunék, které samy tuto signalni substanci produkuji nebo s receptory bunék téhoz typu. Autokrinni i
parakrinni typ signalizace se vyznamné uplatriuje béhem casného vyvojového stadia pfi bunécné diferenciaci.

Pfiklady signdlnich molekul pisobicich jako lokdlni medidtory

Rustové faktory jsou vétSinou glykosylované proteiny. Glykosylace je prenos karbohydratu nebo glykosylové skupiny na
peptid nebo protein. Ristové faktory jsou produkovény riznymi typy bunék: napf. butikami mesenchymalniho pavodu,
makrofagy, granulocyty a lymfocyty. Plsobit mohou teprve v komplexu se specifickym membranovym receptorem

s enzymovou aktivitou a to prevazné tyrosinkinasovou. Jejich Ucinek je rlznorody.

Jako rastové faktory mohou pusobit i steroidni hormony, které se na rozdil od glykosylovanych protein( vazi
k nitrobunéénym receptordm. Ristové faktory predevsim stimuluji buriky k proliferaci. Proliferace nebyva podnicena pouze
jedinym rlstovym faktorem, je to vysledek ucinku specifické kombinace nékolika odlisnych riistovych faktora.

Nékteré ristové faktory, napf. TGF-B (transformujici rlstovy faktor beta), bunéénou proliferaci inhibuiji, ¢asto v zavislosti na
jejich mnoZstvi. RGstové faktory reguluji proteosyntézu a bunéény rdst. Ridi diferenciaci bunék v priibéhu embryogeneze i
postnatalné. Podileji se na jejich vyzravani, migraci a funkci v zavislosti na vlivech okolniho prostredi. Plisobi jak specificky,
tak pleiotropné.

Ne vSechny ristové faktory maji funkci lokalnich mediator(, nékteré jsou vylucovény signalizujicimi burikami do krevniho
obéhu a pUsobi na vzdalené tkané.

Eicosanoidy (pUvodni nazev prostaglandiny) jsou pfevazné derivaty nenasycené mastné kyseliny arachidonové. Vznikaji
Stépenim fosfolipidt bunéénych membran fosfolipasami. Jsou nepfetrzité syntetizovany v plazmatické membrané bunék
vsech tkani savcl a uvolriovény do extracelularniho prostredi. Eicosanoidy ovliviuji kontrakci hladké svaloviny, agregaci

jejich syntézu inhibuiji.

NO a CO (zde minéno endogenni) jsou malé hydrofébni molekuly, které snadno prostupuji bunéénou membranou cilovych
bunék a vaZi se v ni na specifické nitrobunééné receptory. Uginkuji prostfednictvim stimulace guanylatcyklasy. Jejich Gcinek
je velmi rychly. NO vznika deaminaci argininu NO-syntasou. Ve vétsiné cilovych bunék (jsou to napt. endotelidlni buriky)
reaguje s guanylatcyklasou, kterou stimuluje k produkci cyklického 3‘,5‘ — guanosinmonofosfatu (cGmP). Obdobné tcinkuje
i CO.

Typickym pfikladem je u¢inek NO na endoteliadlni buriky cévnich stén, ktery je odezvou na plsobeni acetylcholinu na
sousedici bunky cévni hladké svaloviny. Acetylcholin pfenasi nervovy vzruch a odezvou je relaxace endotelidlnich bunék
cévnich stén, kterou vyvola NO. Na stejném principu je zaloZen rychly ucinek nitroglycerinu u pacientd s anginou pectoris.
Nitroglycerin je v organismu rychle rozloZzen a uvolnény NO roztahuje krevni cévy v srdci a tak zvysuje pratok krve k srde¢ni
svaloviné.



NO se také podili pfi nespecifické obrané organismu proti mikrobialni infekci. Je lokalné produkovan makrofagy a neutrofily,
které byly aktivované mikrobialni infekci.

Histamin je pfevainé secernovan zirnymi burikami pojivové tkané. Pfi poskozeni tkané nebo lokalni infekci je rychle
uvolnovan exocytdzou. Rozsifuje mistni krevni cévy, které se stanou prostupné pro sérové proteiny (protilatky, slozky
komplementu) a bilé krviny.

Kyselina retinova vznika z vitaminu Al. Jako lokalni mediator ma zejména vyznam béhem ontogeneze obratlovcd

2.2 P¥ima mezibunécna komunikace — gap junction

Prima mezibunécna komunikace je zprostfedkovana spojenim plazmatické membrany sousedicich bunék a vytvorenim
Uzkych kandlkd. Tim je umoZnéna vyména malych intraceluldrnich molekul jako jsou ca™a cyklicky 34,5 -
adenosinmonofosfat (cCAMP). Tento zplsob bunécné signalizace ma zejména velky vyznam v priibéhu embryonalniho
vyvoje ZivoCichd.

2.3 Synaptické signalizace

Typickym pfikladem je prenos signalnich molekul zvanych neurotransmitery (prenaseci vzruchu na synapsich) mezi
presynaptickym zakonéenim axonu a postsynaptickou cilovou burikou. Prostor, ve kterém k synapsi dochazi, se nazyva
prostor chemické synapse. Nachazi se zde konec axonu v tésném kontaktu s receptory cilové bunky. Tésny kontakt axonu a
cilové buriky umozriuje velice rychly pfenos neurotransmiteru (v milisekunddch i rychleji). Neurotransmitery pdsobi jako
lokalIni mediatory s parakrinnim typem signalizace. Rlzné neurony uvolriuji vidy tytéZ neurotransmitery, ale cilové burky
reaguji specifickym zptsobem v zavislosti na typu bunék. Neurotransmiter( je vyluc¢ovano velké mnozZstvi, ale receptory
cilovych bunék k nim maji nizkou afinitu. To umoziiuje pfi ukonéeni odpovédi rychlou disociaci neurotransmiteru

z receptoru.

2.4 Endokrinni signalizace

Buriky endokrinnich Zlaz uvolriuji vétSinou hormony do krevniho fedisté. Krvi jsou pfendseny ve vazbé na bilkoviny. Plsobi i
na velké vzdalenosti od mista sekrece. Pfenos je pomaly, koncentrace hormon( je pfenosem snizena. Jelikoz hormony
mohou pUsobit i ve velmi nizkych koncentracich, snizeni koncentrace pfenosem na vétsi vzdalenost neni pro jejich plsobeni
prekazkou.

3. RECEPTORY

Receptory jsou proteiny, které jsou schopny specificky vazat signdlni molekuly (ligandy). Jsou uloZeny bud'v plasmatickych
membranach (membranové receptory), v cytosolu a nebo v nékterych pfipadech i v jadfe (nitrobunécné receptory).
Membranové receptory Ize rozdélit na tti zakladni typy: iontové kanaly, receptory spojené s aktivaci G protein( a
receptory s enzymatickou aktivitou.

3.1 lontové kanaly

lontové kandly se nachazeji v plasmatickych membranach elektricky vzrusivych postsynaptickych bunék. Zajistuji rychlou
synaptickou signalizaci. Signdlni latky, které se vazou k témto receptorlim jsou pfevazné neurotransmitery. Tyto signaini
molekuly pfechodné oteviraji nebo uzaviraji iontové kanaly a tim méni drazdivost bunécnych membran.

Zakladem pro podrazdéni nervové buriky a i pro vedeni nervového vzruchu je fenomén, Ze hladina sodiku a drasliku neni
uvnitt a vné buriky rovnomérné rozdélena. Na vnitii strané bunééné membrany se udrzuje vyssi hladina drasliku a nizsi
hladina sodiku, na vnéjsi strané bunééné membrany je to naopak. Pfi podrazdéni dochazi k nahlé propustnosti bunécné
membrany nervové buriky a sodné ionty proudi dovniti buriky. Dochazi tak ke vzniku akéniho potencialu.

Mezi receptory, jejichZ stimulace je spojena s aktivaci iontovych kanald, patfi napfiklad nikotinové acetylcholinové
receptory v postsynaptické membrané kosterniho svalu a v nervovych burikach. Jako neurotransmiter zde pUsobi
acetylcholin.

3.2 Receptory spojené s aktivaci G protein
Vsechny receptory spojené s aktivaci G proteinti jsou evolu¢né pribuzné a maji obdobnou strukturu.
Jsou tvoreny jedinym polypeptidickym fetézcem, ktery se sklada ze tfi ¢asti:

1. z &asti uloZené vné plasmatické membrany



2.z casti prostupujici plasmatickou membranou

3.z casti uloZené uvnitf burky
K vnéjsi ¢asti se vaze signalni molekula, ktera méni konformaci receptoru a aktivuje ho. K vnitfni ¢asti se po aktivaci
receptoru vazi G proteiny.

G proteiny (GTP-vazajici regulaéni proteiny) prevadéji signal od receptoru k signalnim molekuldm v burice. Jsou tvoreny
tfemi podjednotkami — alfa, beta a gama (trimerické GTPasy). V zavislosti na sekvenci aminokyselin predevsim

v podjednotce alfa existuje nékolik typd G protein(. Odlisné typy G proteinll aktivuji odlisné enzymy, které podnécuji vznik
nitrobunéénych medidtorl (sekundarnich posl(i). Napfiklad Gs protein aktivuje adenylatcyklasu, G, protein fosfolipasu C-
beta. Adenylatcyklasa bezprostiedné odpovida za produkci cAMP; fosfolipasa C-beta nejprve indukuje produkci
rozpustného inositol-1,4,5-trifosfatu a ten zprostfedkuje uvolnéni iontd ca*z endoplasmatického retikula.

Mezi G proteiny patfi napt. produkty protoonkogeni rodiny genli ras. Ras proteiny se Ucastni pfedevsim prenosu signald,
které reguluji bunécnou proliferaci a diferenciaci. Signal predavaji proteinkinasam, které se nachazeji v cytosolu.

Proteinkinasy jsou enzymy, které prenaseji na protein fosfat z ATP nebo GTP. Jde o post-translacni Gpravy bilkovin, které
souvisi s jejich funkci. Timto procesem bud dochazi k maturaci proteinu (protein dospéje ke své funkci) nebo dojde k jeho
inaktivaci.

Ligand-receptorovy komplex méni konformaci cytoplasmatické oblasti receptoru. To umozni vazbu receptoru s alfa
podjednotkou G proteinu, na kterou je vazan GDP. Po pfipojeni Gg proteinu k receptoru dojde k disociaci GDP a jeho
nahrazeni GTP. Po vazbé alfa podjednotky s GTP se alfa podjednotka oddéli od podjednotek beta gama (diméru beta gama)
a od receptoru. Oddélena podjednotka alfa (monomér) s navazanym GTP se vazZe s adenylatcyklasou, ktera je uloZena na
vnitfni strané cytoplasmatické membrany. Po hydrolyze GTP se alfa podjednotka Gs proteinu oddéli od adenylatcyklasy. Alfa
podjednotka se vraci k pdvodni konformaci, spoji se s podjednotkami beta a gama — vytvofi se inaktivni Gg protein

s trimérnim usporadanim alfa, beta, gama. Adenylatcyklasa se timto procesem aktivuje.

3.2.1 Aktivace adenyldtcyklasy alfa-podjednotkou Gs proteinu

Vede k syntéze cyklického 3,5 — AMP (cAMP) z ATP. cAMP ucinkuje jako intraceluldrni signalni molekula. MnoZstvi
syntetizovaného cAMP zavisi na konkrétnim typu ligand-receptorového komplexu. Tatdz signaini molekula mdze zvysit nebo
snizit jeho koncentraci v zavislosti na typu receptoru, na ktery se vaze. cAMP je rychle a plynule destruovan jednou z cAMP-
fosfodiesteras na adenosin-5'-monofosfat a tim je jeho ucinnost ukoncena. Fosfodiesterasy Stépi fosfodiesterovou vazbu,
coz je napfiklad 3‘,-5 fosfodiesterova vazba nukleovych kyselin.

cAMP aktivuje zejména proteinkinasu A. Proteinkinasa A se sklada z komplexu dvou katalytickych a dvou regulaénich
podjednotek. Kazda regulacni podjednotka ma dvé vazebna mista pro cAMP. Navazani vice nez dvou molekul cAMP
k regulac¢nim podjednotkam vede ke zméné jejich konformace a disledkem je uvolnéni z komplexu. Katalytické
podjednotky se takto staly aktivnimi a fosforyluji seriny a threoniny regulacnich protein(.

Na aktivaci proteinkinasy A je napfiklad zavisly metabolismus glykogenu v burikach kosterni svaloviny. Syntéza a degradace
glykogenu je ve svalovych burikdch regulovdna adrenalinem. Po vazbé adrenalinu k membranovym beta-adrenergnim
receptortim dojde v cytosolu ke zvySeni hladiny cAMP. cAMP aktivuje proteinkinasu A, ktera fosforyluje enzym
fosforylkinasu a ta fosforyluje glykogenfosforylasu. Fosforylovana glykogenfosforylasa uvolnuje z glykogenu molekuly
glukézy. Proteinkinasa A téz fosforyluje dalsi enzym, glykogensyntasu, kterd uskutecriuje posledni krok pfi syntéze
glykogenu z glukdzy.

Fosforylace glykogensyntasy inhibuje jeji enzymatickou aktivitu a tim je syntéza glykogenu zastavena. Zvyseni hladiny cAMP
tak stimuluje jak Stépeni glykogenu, tak potlacuje jeho syntézu.

Kone¢nym vysledkem je zisk maximalniho mnozstvi glukézy.

3.2.2 Aktivace fosfolipasy C-beta C, proteinem

Existuje nékolik odlisnych fosfolipas C: napfiklad fosfolipasa C-beta, -gama a —delta. G proteiny aktivuji fosfolipasy C-beta.



Tato signalni draha se nazyva inositol-fosfolipidni signalizace a vysledkem je zvySeni ca*v cytosolu s naslednou aktivaci
proteinkinasy C-beta. Pfenos signalu od receptoru k fosfolipase C-beta probiha obdobné jako pfi aktivaci adenylatcyklasy.
Aktivovana fosfolipasa C-beta Stépi na vnitini strané cytoplasmatické membrany fosfatidylinositol-4,5-bifosfat (PIP2).
Hydrolyzou PIP2 vznikaji dva produkty: inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol.

Inositol-1,4,5-trifosfat rychle opousti plasmatickou membranu a difunduje cytosolem k endoplasmatickému retikulu. Zde
se vaze k Ca” kanalim. To umozni jejich otevieni a uvolnéni ca”z endoplasmatického retikula do cytosolu. Ve svalovych
burikach, a i v dalSich typech bunék, existuje kromé Ca® kanald v endoplasmatickém retikulu, analogicky typ Ca”" kanald

v sarkoplasmatickém retikulu. IP3 je rychle defosforylovan specifickymi fosfatasami a tim je inaktivovan.

ca® je intracelularni mediator, ktery je vyuZivan v Siroké skale bunécnych aktivit. ca® vstupuje do cytosolu dvéma
Ca®do cytosolu je vstup ca” kanaly, jejichZ funkce je fizena napétim . lonty ca** vstupuji do nervovych zakonceni
v synapsich po depolarizaci plasmatické membrany vyvolané zménou akéniho potencialu.

Koncentrace Ca’" iontii v cytosolu je velice nizka, zatimco v extracelularni tekutiné a endoplazmatickém retikulu je
vysoka. Tento rozdil vyvolava napéti, které vede k rychlému vstupu ca* do cytosolu jakmile se ca® kanaly v plasmatickych
a nebo endoplasmatickych membranach prechodné oteviou. Pro zachovani signalizacniho mechanismu je nutné udrzet
hladinu Ca** iontd v cytosolu v nizké koncentraci. Nizkou hladinu ca* pomaha v burce udrzovat celd fada molekul; zasadni
Ulohu ma bunécny protein kalmodulin.

Kalmodulin predstavuje asi 1 % celkové hmoty buriky. Ma konstantni afinitu k Ca®*. Koncentrace Ca* iont0i v cytoplazmé
nepresahuje pripustnou hranici ani v pfipadé vstupu ca®* iontd do bunky po aktivaci receptoru. Obvykla hladina je 10" Ma
po aktivaci vétSinou nepresahne 6 x 10° M.

Kalmodulin ucinkuje jako viceucelovy intracelularni receptor Ca®iontd a zprostiedkuje velkou ¢ast pochodd, které ca®
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ionty fidi. Ca”"/ kalmodulinovy komplex se vétsinou nepfimo Ucastni fosforylace serinl a threonin( cilovych proteind.
Komplex se vaze s proteinkinasami (Ca2+/ kalmodulin-dependentnimi proteinkinasami/CaM — kinasami), a ty uskute¢riuji
vlastni fosforylaci serin( a threonin(. Je to napfiklad myosinkinasa, ktera aktivuje kontrakci hladké svaloviny nebo
fosforylasa, kterd je zapojena do stépeni glykogenu.

1,2-diacylglycerol je druhy Stépny produkt hydrolyzy fosfatidylinositol-4,5-bifosfatu (PIP2), ktery vznikd po hydrolyze PIP2
spolu s inositol-1,4,5-trifosfatem (IP3). 1,2-diacylglycerol ma dva mozné signaliza¢ni ucinky.

Stépenim (deacylaci) diacylglycerolu se miZe uvolfiovat kyselina arachidonova.Kyselina arachidonova bud sama Gginkuje
jako pfenasec signalu a nebo se muZe Ucastnit pfi syntéze eicosanoidll a ty se pak podileji na prenosu signalu.

Druhy ucinek 1,2-diacylglycerolu souvisi s aktivaci serin/threoninové proteinkinasy C. 1,2-diacylglycerol po svém vzniku
zUstane v membrané a spolu s ca™a negativné nabitym membranovym fosfolipidnim fosfatidylserinem aktivuje
serin/threoninovou proteinkinasu C. Aktivita proteinkinasy C je zavisla na koncentraci Ca”iontd. Zvysena hladina ca®
iontd v cytosolu, podminénd plsobenim IP3, vyvold premisténi ve vodé rozpustné proteinkinasy C z cytosolu do
cytoplasmatické ¢asti plasmatické membrany. Stimulovana proteinkinasa C fosforyluje seriny a threoniny cilovych protein(.
Napriklad v nervovych burikdch mozku se Ucastni fosforylace proteinl iontovych kanall. V jinych cilovych burikach se podili
na transkripci nékterych gent regulujicich bunécnou proliferaci. Proteinkinasa C stimuluje transkripci téchto gent kaskadou
fosforylaci, které vedou az k fosforylaci MAP-kinasy.

3.3 Membranové receptory s enzymatickou aktivitou

Jsou to transmembranové proteiny s vazebnou oblasti pro ligandy lezici na zevni strané plasmatické membrany. Vazba
s ligandem méni konformaci receptoru a aktivuje ho. Na vnitfni strané membrany dochazi k prenosu signalu aktivaci
intracelularnich proteinkinas. Tyto membranové receptory je mozno rozdélit do skupin podle typu enzymu.

3.3.1 Receptory s tyrosinkinasovou aktivitou

Jsou prevaziné receptory vétsiny rdstovych a diferenciacnich faktor( jako je naptiklad EGF (epidermalni ristovy faktor),
PDGF (od desticek odvozeny rlstovy faktor), IGF-1 (insulinu podobny rlistovy faktor) a receptor pro insulin. Po vazbé
ligandu k receptoru dochazi k jeho aktivaci a k prenosu fosfatové skupiny z ATP na specifické tyrosiny. Fosforylovany jsou



bud' tyrosiny samotnych receptorovych proteind (autofosforylace) nebo tyrosiny specifickych bunéénych protein(
(nitrobunécénych proteinkinas). Tim je zahajena kaskada nitrobunécného prenosu signalu.

Ras proteiny patfi mezi vyznamné intraceluldrni signalni proteiny, které se prvoradé podileji na pfenosu signalu od
receptoru s tyrosinkinasovou aktivitou do nitra buriky, kde se uvadéji v ¢innost serin/threoninovou fosforylacni kaskadu.
Ras proteiny jsou ukotveny v cytoplazmatické ¢asti plasmatické membrdny. Patii do rodiny monomerickych GTPas (na
rozdil od G proteint — trimerické GTPasy). Aktivace a funkce monomerickych a trimerickych GTPas je viak obdobna.
Nachazeji se v neustalém prechodu mezi aktivnim stavem, kdy je na né vazan GTP, a inaktivnim stavem, kdy je vazan GDP.
Ras proteiny jsou fosforylovany (aktivovany) receptorovymi tyrosinkinasami, inaktivovany fosfatasami a hydrolyzou GTP,
kterou samy uskutecnuiji.

Fosforylace tyrosin(i Ras proteind, kterou vykonavaji receptorové tyrosinkinasy na cytoplasmatické strané plasmatické
membrany, je zahy ukoncena defosforylaci specifickymi tyrosinfosfatasami. Aktivované proteiny Ras se také samy inaktivuji
hydrolyzou navazaného GTP na GDP. Stimulace bunék k proliferaci a diferenciaci vSak vyZaduje dlouhodobou signalizaci.
Dalsi pfenos signalu je zajistén fosforylaci serinti a threoninii MAP-proteinkinas (mitogen-activated protein kinases).
Fosforylace serinli a threonind ma delsi trvani nez fosforylace tyrosina proteini Ras.

Aktivni komplex Ras/GTP se véaze k Raf-kinase (MAP-kinasa 1) a aktivuje ji fosforylaci serin( a threonind.

Do regulace aktivity Raf-kinasy jsou také zapojeny dalsi proteinkinasy:
1. aktivaci Raf-proteinkinasy zvysuje Src-proteinkinasa fosforylaci thyrosind;
2. proteinkinasa C fosforylaci serind;
3. fosforylace serind proteinkinasou A ma inhibi¢ni Ucinek

Aktivni Raf-kinasa aktivuje fosforylaci MAP-kinasu 2 a ta aktivuje MAP-kinasu 3, ktera vstupuje do jadra. Zde dochazi
k aktivaci regulaéniho proteinu, ktery stimuluje aktivitu genl podilejicich se zejména na regulaci bunéc¢né proliferace.

Aktivované Ras proteiny fosforyluji a tim aktivuji kaskadu t¥i typt MAP-kinas. Navazanim prvni MAP-kinasy (oznacované
Raf) k aktivovanémuu Ras proteinu dojde k jeji fosforylaci a tim aktivaci. Ta pak katalyzuje serin/threoninovou fosforylaci
dal$i MAP-kinasy a tento enzym aktivuje dalsi (tfeti) MAP-kinasu Aktivace posledni MAP-kinasy v kaskadé fosforylaci MAP-
kinas vyzaduje fosforylaci jak threoninu, tak tyrosinu. Takto aktivovana tfeti MAP-kinasa po vstupu do jadra fosforyluje
nejprve regulacni protein, ktery je vazan ke kratké sekvenci DNA v regulacni oblasti genl ¢asné odpovédi — genu myc, jun a
fos. Tim dochazi k jejich transkripci.

Produkty gend pozdni odpovédi se Ucastni regulace bunééné proliferace. Patii mezi né naptiklad hlavni slozky Fidiciho
systému bunécného cyklu — cykliny a cyklin-dependentni proteinkinasy.

3.3.2 Receptory s pripojenou tyrosinkinasovou aktivitou
Lisi se od receptor( s tyrosinkinasovou aktivitou tim, Ze tyrosinkinasa je v tomto pfipadé kédovéna dal$im samostatnym

genem (napt. protoonkogenem src) a je nekovalentné pripojena k cytoplasmatické ¢asti receptorového polypeptidického
fetézce. Tyto receptory tvofi velkou heterogenni skupinu. Jsou to napfiklad receptory pro vétsinu cytokind, které reguluji
proliferaci a diferenciaci bunék hemopoetického systému; antigen-specifické receptory na T a B lymfocytech; receptory
hormon (napf. rastovy hormon, prolaktin) a dalsi.

Antigen je prezentovan molekulami MHC a rozeznan receptory T lymfocytl (TCR); TCR je aktivovan a predava signal
prostfednictvim signalnich molekul do jadra. Nasledné dochazi k expresi cytokint.

Sekretovany cytokin se vaZe a aktivuje membranovy receptor B lymfocytu s pfipojenou tyrosinkinasovou aktivitou.
Tyrosinkinasa je kddovana protoonkogenem src.

3.3.3 Receptory s tyrosinfosfatasovou aktivitou

Specifickd aktivita téchto enzym zajistuje, Ze fosforylace tyrosin( trva velmi kratkou dobu, a Ze v klidovych burikéach je
tyrosinli fosforylovano jen malé mnoistvi. Prikladem receptoru s tyrosinfosfatasovou aktivitou je membranovy
glykoprotein CD45, ktery se nachdzi na povrchu bilych krvinek. Uastni se aktivace T a B lymfocytd po setkdni s cizimi
antigeny.



3.3.4 Receptory s guanylatcyklasovou aktivitou

Jde naptiklad o receptor vazajici atrialni natriuretické peptidy (ANPs), cozZ je skupina peptidovych hormon(. Nachazeji se
v burikdch ledvin a v burikdch hladké svaloviny krevnich cév. Atrialni natriuretické peptidy jsou secernovany svalovymi
burikami srdeéni piedsiné pfi vzestupu krevniho tlaku. Stimuluji ledviny k exkreci Na* a vody a navozuji relaxaci svalovych
bunék ve sténach krevnich cév. Oba tyto ucinky vedou ke snizeni krevniho tlaku.

Receptory maji extracelularni oblast pro vazbu ANPs a intracelularni guanylatcyklasovou katalytickou doménu. Vazba
ligandu s receptorem aktivuje cyklasu k produkci cyklického 3°,5-GMP (cGMP). cGMP se vaze k cGMP-dependentni
proteinkinase a tim ji aktivuje k fosforylaci serin(i a threonint specifickych proteind, které se podileji na dalsim prenosu
signalu a realizaci konecného projevu.

4. REGULACE ODPOVEDI BUNEK NA VAZBU LIGANDU
Pfenos signalu je presné regulovan na rdznych trovnich tak, aby vsechny bunééné pochody byly koordinovany.

Regulace se uskuteénuje na zdkladé zpétné vazby. Regulace mUze byt naptiklad realizovana zménou mnozstvi funkénich
membranovych receptord. Jejich pocet mlze byt zvysen nebo snizen podle potfeby buriky.

Schopnost receptord reagovat na zmény hladiny ligandu je zajisténa nékolika zpUsoby. Mnozstvi funkénich receptord maze
byt redukovano endocytézou ligand-receptorového komplexu a jeho naslednou degradaci v lysosomech nebo uskladnénim
receptorll v intracelularnich vaccich. V jiném pfipadé mohou receptory zUstat na bunééném povrchu, ale mohou byt
zménény tak, Ze nejsou schopny navazat ligand a nebo vazou ligandy, ale ligand-receptorovy komplex vytvofi konformaci,
kterd neni schopna vyvolat prislusnou signalni drdhu. Aktivita receptoru mize byt ovlivnéna zménami jeho fosforylace.

PFenos signalu nemusi byt regulovén pouze na dGrovni receptoru. Mdze byt regulovan na Urovni prevodnich systémi
v burice.

24. MITOZA, JEJi REGULACE A PORUCHY

Mitdza je proces déleni somatickych bunék mnohobunéénych organismi. Béhem tohoto déleni vznikaji z jedné buriky
matefské dvé bunky dcetiné s identickou genetickou vybavou. Cely proces segregace chromosomui do dcefinnych bunék je
zajistovan komplexnim cytoskeletalnim zafizenim — mitotickym délicim vieténkem. Prvni mitoticka déleni ve vyvoji jedince
predstavuji rozdéleni zygoty (tzv. ryhovani) a dalsi déleni zajistujici rist, diferenciaci a obnovu organt a tkéni.

Mitdza je soucdsti bunééného cyklu. Cely proces bunécného déleni, téz M-faze bunécného cyklu, sestava z rozdéleni jadra
(mitdza) a rozdéleni cytoplazmy (cytokineze). Nezbytnou podminkou pro spravny pribéh mitdzy je pfedchozi replikace
DNA v S-fazi bunééného cyklu, kdy dochazi ke zdvojeni veSkeré chromosomadlni DNA. Béhem vlastni mitdzy se pak tato DNA
ve formé spiralizovanych chromosom( rovnomérné rozdéli do dcefinnych jader.Obdobné musi v S-fazi probéhnout proces
duplikace centrosomu. Mitotické déleni je kontinualni proces, ktery mGzeme schematicky rozclenit do péti stadii: profaze,
prometafaze, metafaze, anafaze a telofaze.

1. PROFAZE

Chromosomy se zkracuji, kondenzuji a stavaji se postupné viditelnymi v optickém mikroskopu. Jaderny obal je zachovdén,
jadérka se rozpadaji aZ Uplné vymizi. Zacina tvorba déliciho vieténka, dosud mimo jadro. Centrosomy neboli mikrotubularni
organizacni centra se pohybuji smérem k pdldm buriky. Zdkladem centrosomd je v Zivocisnych bunkach dvojice centriolt
orientovanych kolmo na sebe obklopena centrosomovou matrix (neboli pericentriolarnim materialem).

Centrioly jsou kratké utvary vélcovitého tvaru, kaZzdy tvoreny deviti trojicemi mikrotubull. Z centrosom radialné vyrastaji
mikrotubuly déliciho aparatu, kazdy ze svého nukleacniho ,oc¢ka”. Kazdy centrosom ma svou sadu mikrotubull a jejich
interakci se vytvari délici vieténko. Mikrotubuly jsou tvoteny heterodimernimi podjednotkami a- a B- tubulinu. Vyznamnou
charakteristikou mikrotubull je jejich polarita, uréend orientaci tubulinovych heterodimerd. Kazdé vlakno ma tedy plus
konec ( ve sméru B-podjednotky) a minus konec ( ve sméru a- podjednotky). Svym minus koncem jsou mikrotubuly
ukotveny k centrosomu a na plus konci se zkracuji nebo dorUstaji odbourdvanim nebo pfipojovanim tubulinovych
podjednotek. Potrebna energie je ziskavana hydrolyzou navazanych molekul GTP.



2. PROMETAFAZE

Jinymi autory byva toto obdobi oznacovano téz jako pozdni profaze nebo ¢asna metafaze. Prometafaze je charakterizovana
rozpadanim jaderného obalu a rozptylenim chromosom? v celé burice. Pokracuje kondenzace chromosomd. Tato faze je
vhodna pro chromosomalni vysetieni s vysokou rozliSovaci schopnosti (metoda HRT — high resolution technique).
Centrosomy dosahuji obou pdld a spolu se systémem mikrotubul( tvoti délici vieténko. Rozpad jaderného obalu umozni
kontakt mikrotubulG a chromosom. Mikrotubuly aktivné vyhledavaji a zachycuji chromosomy v cytoplazmé.

Chromosomy se prostiednictvim kinetochort pfipojuji k mikrotubuldim déliciho aparatu. Kinetochory jsou Gtvary

s komplexni trilaminarni proteinovou strukturou, jako celek se utvareji v pozdni profazi. Jsou lokalizovany parové v oblasti
centromery kazdého chromosomu. Ze snimku pofizenych elektronovym mikroskopem je patrna sloZita struktura
kinetochoru, i kdyZ o pfesném usporadani a detailni funkci je dosud zndmo pomérné malo. Kinetochor je tvoren zejména
vnitini a vnéjsi elektrondenzni vrstvou, mezi kterymi je tenka elektrontransparentni interzéna. Vnitfni vrstva slouZi

k propojeni s centromerickym heterochromatinem a ma zretelné chromatinové usporadani. Pfetrvava po celou dobu
bunécného cyklu v podobé vnitfni kinetochorové desticky. Vnéjsi vrstva je velmi dynamicka struktura tvofena mnoha
proteiny a pfitomna pouze v mitdze. Zajistuje kontakt a napojeni mikrotubuld vieténka.

Spravné pripojeni chromosomu k vieténku musi byt bipolarni — tzn. k mikrotubuldm z obou pdlt soucasné.

3. METAFAZE

Chromosomy jsou maximalné kondenzované. V této fazi jsou dostupné pro rutinni vySetreni karyotypu. Aktivni ¢innosti
déliciho aparatu se chromosomy postupné sefazuji v ekvatorialni roviné kolmé na osu vieténka. Mikrotubuly déliciho
vieténka se zkracuji (depolymerizuji) nebo prodluZuji (polymerizuji) dle aktualni potreby.

V rdmci vieténka mlzeme rozlisit tfi typy mikrotubuld:

1. Polarni (nebo také prekryvné, interzondlni..), které sméfuji od opacnych pdld do stfedu buriky, kde se navzajem
Castecné prekryvaji. Odpovidaji za symetricky a bipolarni tvar déliciho vieténka.

2. Kinetochorové, které se upinaji na kinetochory jednotlivych chromosomu a interaguji zde s proteiny zevni vrstvy
kinetochor(. Zkracovanim nebo prodluzovanim téchto vldken prevazné na jejich plus konci se chromosomy
presouvaji do stfedu buriky — do ekvatorialni roviny.

3. Astralni, které sméruji od pdli do vsech stran. Podileji se na oddalovani péla v prabéhu anafaze a slouzi
k orientaci a udrZeni spravné pozice centrosomu a celého vieténka v burice.

Metafaze trva tak dlouho, dokud vsechny chromosomy nejsou sefazeny v ekvatoridlni roviné. Kinetochory dosud
nepfipojené k mikrotubuliim vieténka vysilaji inhibiéni signal, ktery oddaluje nastup anafize. Dohled nad timto déjem ma
metafazni (¢i mitoticky) kontrolni bod sledujici pfipojeni chromosom k vieténku. Urcité chemické latky mohou tento
kontrolni bod aktivovat a zastavit metafazi na nékolik hodin az dni. Prikladem je kolchicin, ktery se vaze na volné tubulinové
podjednotky a zplsobuje depolymerizaci mikrotubull. Tim znemozZnuje napojeni kinetochor( a brani nastupu anafaze.

4. ANAFAZE

Zacina nahle oddélenim sesterskych chromatid jednotlivych chromosom po celé jejich délce. Takto oddélené chromatidy
se stavaji samostatnymi chromosomy. V anafazi lze rozlisit dva nezévislé procesy — anafazi A a B. Prvnim z nich (anafaze A)
je pohyb chromosomu k protilehlym p6liim vieténka. Tento pohyb je zajistén zkracovanim kinetochorovych vldken
prevazné na plus konci a zarover aktivnim pohybem kinetochor( podél mikrotubult. Druhym procesem (anafaze B) je
samotné oddalovani pold vieténka od sebe a tim i celkové prodluzovani bunky. K déjim anafadze B dochdzi s urcitym
zpozdénim po oddéleni sesterskych chromatid a jejich oddaleni. Na oddalovani péll se podili prodluzovani polarnich vidken
a jejich vzajemny antiparalelni pohyb. V ekvatoridlni zéné, kde se tato vlakna prekryvaji, dochazi k jejich posunovani podél
sebe navzajem a zaroven k dalsi polymerizaci jejich plus koncd.

Druhou aktivni slozkou pohybu pdld od sebe je zkracovani astralnich vliaken a tazeni poll k okraji buriky. Proces oddélovani
poélh vieténka se zastavuje, kdyz vieténko dosahne dvojnasobku své délky v metafazi. Celd anafaze je velmi rychlg, trva jen
nékolik minut. Pohybové déje v pribéhu anafaze jsou zplsobeny ¢innosti tzv. mikrotubularnich motora.

5. TELOFAZE

Pokracuje proces oddalovéni p6ld a prodluzovani déliciho vieténka. Kolem chromosomu shromazdénych a obou pdlech
bunky se vytvafi jaderny obal, chromosomy se postupné dekondenzuji a opét prestavaji byt pozorovatelné. Znovu se vytvari
i jadérko.



6. CYTOKINEZE

Dokonceni M-faze probiha rozdélenim cytoplazmy v procesu cytokineze, bezprostifedné navazujicim na mitdzu. Tento déj je
odlisny v rostlinnych a v Zivocisnych bunkach. Rostlinné buriky se déli tvorbou pfepézky ze stredu k obvodu buriky, naopak
Zivocisné bunky se déli zaskrcenim od obvodu ke stredu.

Na obvodu Zivocisné bunky se vytvari kontraktilni prstenec z aktinovych a myosinovych mikrofilament. Aktivni kontrakci
tohoto prstence vznika délici ryha, ktera se prohlubuje, az buriku postupné preskrti na dvé buriky dcefinné.

REGULACE

G2/M kontrolni bod — bunéény cyklus blokovan, je-li:
e nepfiznivy bunécny rist
. nepfiznivé okolni podminky
. poskozena DNA

Metafdze/anafaze kontrolni bod:

e v pfipadé Spatného ¢i neldplného napojeni déliciho vieténka (mikrotubul() na kinetochory jsou produkovany latky
pf. kolchicin -> brani nastupu anafaze

25. MEIOZA, JEJi REGULACE A PORUCHY

Meidza je specializovany dvoustupnovy typ jaderného déleni, kterym vznikaji pohlavni buriky (gamety). Proces vyvoje
pohlavnich bunék — gametogenezi je mozné oznacit jako zrani, proto se meidza nékdy také nazyva zraci déleni. Meidza je
obdobné jako mitéza podminéna replikaci DNA v S-fazi bunééného cyklu. Buriky vstupujici do meidzy maji tedy diploidni
pocet dvouchromatidovych chromosomu.

PFi meiotickém déleni probihaji dvé odlisnd jaderna déleni po sobé. Prvni meiotické déleni oznacujeme také jako redukéni
nebo heterotypické. V pribéhu meidzy | dochazi ke snizeni (redukci) diploidniho poc¢tu chromosom( na haploidni. Druhé
meiotické déleni, oznacované jako ekvaéni nebo homeotypické, probiha obdobné jako mitdza. Vysledkem jsou €tyfti buriky
s haploidnim poctem chromosomd. Splynutim dvou haploidnich gamet pfi oplozeni vznika zygota, ktera ma opét diploidni
chromosomalni vybavu. Procesem fertilizace je tedy cyklus stfidani diploidni a haploidni faze uzavren.

MEIOZA |
V pribéhu prvniho meiotického déleni probihaji specifické procesy, které vyznamné odlisuji meidzu od mitdzy a maji
charakteristické genetické dusledky. Podobné jako v mitdze rozliSujeme i zde profazi, metafazi, anafazi a telofazi.

1. PROFAZE |

Profaze prvniho meiotického déleni pfedstavuje nejdelsi obdobi celé meidzy. Chromosomy na zacatku profaze I. zraciho
déleni jsou tvoreny dvéma sesterskymi chromatidami. Zdvojeni chromatid nastava klasicky v predchazejici S-fazi replikaci
molekul DNA jednotlivych chromosom. Profazi | schematicky ¢lenime do péti fazi: leptoten, zygotén, pachytén, diplotén,
diakineze.

LEPTOTEN
Chromosomy se zacinaji kondenzovat a stavaji se viditelnymi jako velmi tenkd a dlouha viakna.
Sesterské chromatidy jsou k sobé tésné priloZzené, opticky zatim splyvaji v jedno vlakno.

ZYGOTEN

Homologni chromosomy se vzajemné vyhledaji dosud neznamym mechanismem, zacinaji se parovat a postupné k sobé
priléhaji po celé délce. Tésné spojeni homolognich chromosomd se nazyva synapse. Odpovidajici Gseky DNA se k sobé
prikladaji obvykle linedrné a vytvari se ak struktura zvand bivalent. Vyjimkou jsou u ¢lovéka chromosomy X a Y, které
nepredstavuji klasicky homologni par.

Presto mezi nimi dochazi k synapsi. V ¢asné fazi se paruji homologni segmenty v tzv. pseudoautosomalnich oblastech
vyskytujicich se na obou koncich chromosoma X a Y. V pozdéjsi fazi se paruji i urcité prilehlé oblasti, vétsina délky
chromosom X a Y vsak zlistava nesparovana. Proces tvorby synapse je komplikovanéjsi také napriklad v ptipadé
chromosomalnich strukturalnich prestaveb, kdy jsou pfi parovani homolognich oblasti vytvareny struktury odlisnych tvar(.



V pfitomnosti inverze zplGsobuje synapse vznik inverzni smycky, u reciproké translokace vznika tetravalent, u Robertsonovy
translokace trivalent atd.

PACHYTEN

Proces parovani homologt je vtomto obdobi dokonéen. Chromosomy jsou tésné spojeny pomoci specialni proteinové
struktury — synaptonemalniho komplexu. V tomto stavu pretrvavaji i nékolik dni. Synaptonemalni komplex je tvofen dvéma
lateralnimi elementy a centralnim ,,Zebrickovitym” elementem uprostied. Kazdy lateradini element predstavuje proteinovou
osu jednoho homologniho chromosomu, je podélné priloZzen k obéma sesterskym chromatidam. Z laterainiho elementu
radialné vybihaji smycky chromatinovych vlaken. Centralni element je propojen s laterdlnimi elementy transversalnimi
filamenty.

Zakladni funkci synaptonemalniho komplexu je zajisténi presného parovani odpovidajicich Gsekd DNA, ¢imz se podili na
bezchybné rekombinaci. Spiralizace chromosom pokracduje, nyni maji vzhled hrubsich vlidken s nerovnomérné barvitelnymi
oblastmi. Zac¢ina byt pozorovatelné dvouchromatidové slozeni jednotlivych chromosom(. V pachyténnim stadiu probiha
proces rekombinace DNA mezi nesesterskymi chromatidami homolognich chromosomd, tzv. crossing-over (prekfizeni a
vyména chromosomalnich segment(). Vlastni vyména Gsekl DNA mUzZe nastat i mezi chromatidami sesterskymi, avsak

v takovém pfipadé se nejedna o rekombinaci v pravém slova smyslu, nebot vyménéné Useky nesou identickou genetickou
vybavu.

Pravdépodobné misto, kde probiha proces crossing overu, odpovida mistu vyskytu tzv. rekombinacniho uzliku (nodulu).
Rekombinacni uzliky nasedaji na centrélni element synaptonemalniho komplexu a pravdépodobné obsahuji fadu enzyma
pro zajisténi spravné rekombinace.

DIPLOTEN

V diploténu se homologni chromosomy zacinaji oddélovat, synaptonemalni komplex se odbourava (proces desynapse).

V mistech, kde doslo ke crossing-overu, zGstavaji chromosomy navzajem spojené. Tato mista se nazyvaji chiasmata (1 misto
= chiasma). RozloZeni chiasmat neni pravidelné, ackoli se mohou vyskytovat témér kdekoli na chromosomu. Existuji mista,
kde dochazi ke crossing overu ¢astéji (rekombinacni ,hotspots”), a naopak mista s mélo pravdépodobnym vyskytem (napf.
pericentromericka oblast).

Zaroven je mozno pozorovat jev interference chiasmat, tzn. snizeni pravdépodobnosti vzniku chiasma v blizkosti vyskytu
jiného (mechanismus tohoto jevu je zatim nejasny). U ¢lovéka obvykle nachazime 1-3 chiasmata na kazdém homolognim
paru v zavislosti na velikosti chromosomu, celkové pfiblizné 40-50 chiasmat v jedné burice. Pro zajisténi spravné segregace
v dal$im pribéhu prvniho meiotického déleni se i na téch nejmensich chromosomech vyskytuje alespori jedno chiasma.

V kazdém bivalentu jsou jiz zfetelné rozpoznatelné ¢tyfi chromatidy, celou strukturu homologniho paru chromosomu
mudZeme oznacit vyrazem tetrada.

DIAKINEZE
Chromosomy se maximalné kondenzuji a zkracuji. Bivalenty s chiasmaty maji tvar kfizkd, krouzkd a dalsich figur.

2. METAFAZE |

Na zacatku metafaze | mizi jaderny obal a tvofi se délici vieténko. Pary homolognich chromosoma jsou pomoci kinetochord
pripojeny k mikrotubuldim déliciho apardtu a rfadi se v ekvatoridlni roviné buriky. Chiasmata udrzuji homologni chromosomy
pohromadé aZ do zacatku anafaze I. Nejdfive jsou chiasmata lokalizovana v misté, kde probéhl crossing-over, pozdéji vsak
dochazi k jejich posunu smérem ke konctim chromatid (tzv. terminalizace chiasmat).

3. ANAFAZE |

Po rozpojeni chiasmat se homologni chromosomy rozchazeji k opaénym poltim vieténka, kazdy tvoreny dvéma sesterskymi
chromatidami. Tento moment je klicovy pro celou meidzu, nebot ptvodni diploidni pocet chromosomu se redukuje na
polovinu — haploidni pocet. Rozchod chromosom{ maternalniho a paternalniho plvodu k péliim probiha zcela nahodné a
nezavisle, jak odpovida Mendelovu zakonu o nezavislé kombinovatelnosti vioh. Vznika tak velky pocet riznych kombinaci (u
lovéka 2%). P¥i Gasti crossing overu je vysledny pocet kombinaci jeSté mnohem vétsi.



4. TELOFAZE

Haploidni sady chromosom{ se shlukuji na pdlech buriky, vznikaji dvé dcefinnd jadra a po rozdéleni cytoplazmy i dvé
dcefinné buriky. Tato faze je kratka a jeji konkrétni prlibéh variabilni. Nasleduje interkineze (urcitd analogie s mitotickou
interfazi, nedochazi vsak k replikaci DNA). Chromosomy se docasné despiralizuji. Interkineze je velmi kratkd, u nékterych
druh Uplné chybi a burika poté vstupuje do IlI. zraciho déleni.

MEIOZA II

Druhé meiotické déleni je proces velmi podobny déleni mitotickému, pouze celkovy pocet chromosomd je haploidni.

V metafazi Il se chromosomy tvorené dvéma sesterskymi chromatidami srovnavaji v ekvatorialni roviné. Osa déliciho
vieténka je kolma k ose vieténka v meidze I. V anafazi Il se k opaénym pdliim rozchazeji sesterské chromatidy jednotlivych
chromosomu. Kone¢nym produktem jsou obecné Ctyri buriky s haploidnim poétem chromosoml, predstavovanych kazdy
jednou chromatidou.

Pocet chromosom(l a chromatid (molekul DNA) v prlibéhu meidzy

Faze meidzy Pocet chromosomu Pocet chromatid

profaze | 2n 4n
telofaze | n 2n
profaze Il n 2n
telofaze Il n n
gamety n n

VYZNAM A DUSLEDKY MEIOZY
Schopnost reprodukce je jednou ze zakladnich charakteristik vSech forem Zivota. Jednobunécné organismy se mohou

reprodukovat jednoduchym mitotickym délenim, nékteré rostliny se mohou mnozit vegetativné ( vyhonky, fizky atd.) a
naptiklad nezmar (jako zastupce Zivocisné fise) je schopen vytvaret své potomky pucenim. Jedna se o nepohlavni
rozmnozovani. Nepohlavni rozmnoZovani je pfimé, jednodussi a geneticky konzervativni. Potomci jsou geneticky identicti
mezi sebou a rodici. Pohlavni rozmnoZovani (sexudlni reprodukce) je evoluc¢né mladsi. Charakterizuje ho stfidani diploidnich
a haploidnich jadernych fazi. Pro priibéh pohlavniho rozmnoZovani je nezbytna tvorba vysoce specializovanych haploidnich
bunék — gamet, které vznikaji meiotickym délenim.

V procesu fertilizace pak dvé haploidni gamety splyvaji a tim se obnovuje diploidni pocet chromosom v zygoté a nasledné i
v celém organismu jedince. Meiotické déleni s redukci po¢tu chromosomu je mechanismem zvysujicim genetickou
variabilitu. Vyvinulo se jako fylogeneticky vyhodny jev doprovazejici pohlavni rozmnozovani. Vznik stale novych a novych
kombinaci alel pfindsi nutné svym nositeldm odliSné vlastnosti a charakteristiky ve smyslu pozitivnim i negativnim.
Jedinciim s vyhodnou genetickou vybavou umoziuje lepsi adaptaci pfi zménach zevniho prostredi. Z téchto divodu se
vétsina druh rostlin i Zivocichl adaptovala na mechanismy pohlavniho rozmnoZovani. Proces meidzy je tedy zakladni
pricinou obrovské variability mezi jedinci téhoz druhu.

Kazda z gamet vznikla meiotickym délenim je geneticky odlisnd jedna od druhé a kazdy jedinec (kromé monozygotnich
dvojcat) je geneticky odlisny od ostatnich. Na této variabilité se podili nezavisla segregace paternalnich a materndalnich
chromosomu béhem meidzy | a zaroven rekombinace Usek DNA homolognich chromosom( mechanismem crossing-overu.
Zavérecnym krokem na cesté ke vzniku nového jedine¢ného organismu je proces fertilizace — ndhodné spojeni samci a
samici pohlavni buriky.

Spravny proces segregace homolognich chromosom v pribéhu meidzy | a nasledné segregace sesterskych chromatid

v meidze Il se nazyva disjunkce. Pokud v nékterém z téchto krok( nastane chyba, spravny rozchod chromosom? je narusen
a vytvareji se gamety s chybnou genetickou vybavou. Porucha spravné segregace se oznacuje jako nondisjunkce. Ke
spravnému rozchodu homolognich chromosom v meidze pfispiva i proces crossing-overu a tvorba chiasmat. Chiasmata
udrzuji homologni chromosomy u sebe aZ do jejich rozchodu pred zacatkem anafaze I. Pfi selhani tvorby chiasmat muze
dochazet k pred¢asnému oddéleni chromosom a k jejich nepravidelné segregaci do dcefinnych bunék. Nondisjunkce u
Clovéka mlze vést ke vzniku aneuploidii, napf. Downova syndromu.



26. CROSSING OVER, JEHO MECHANISMUS A VYZNAM

Crossing over je proces, béhem kterého si dva homologni chromosomy sparované v profazi | meiézy vyméni ¢ast své DNA
(pachyten). Vysledkem spravné provedeného crossing-overu je vyména ¢asti alel mezi chromosomy. Disledkem je znaéné
zvyseni variability potomstva.

MECHANISMUS

V profézi | se k sobé homologni chromosomy (chromosomy obsahujici tytéZ geny) pfiblizi, az se diky synaptonemalnimu
komplexu spoji v oblasti centromer v jeden Gtvar, tzv. bivalent. U bivalentd dochazi k ptekfizeni, zliomim, rozpojenim a
znovuspojeni chromatid, vysledkem ¢ehoz muze byt vyména Usekd chromatid mezi sesterskymi i nesesterskymi
chromatidami. Po rozpadu synaptonemalniho komplexu od sebe chromosomy poodstoupi.

Sesterské chromatidy jsou navzdjem spojeny v centromerach (tvofi jeden chromosom), nesesterské, jez se prekfizily, jsou
spojeny v ,,chiazmatech” (0 aZ 2 na jeden crossing over), kterd zaniknou. Poté se dokonci redukéni déleni. Vysledkem
spravné provedeného crossing-overu je vyména odpovidajicich isekd chromatid a tudiz prohozeni alel na téchto usecich
lokalizovanych gend mezi chromatidami homolognich chromosomd: tj. naruseni vazby genl a vznik nové kombinace alel na
jednom chromosomu, coZ zvysuje variabilitu potomstva.

V pfipadé nespravné provedeného crossing overu (vymeéni se odlisné tseky chromatid), vznikd mutace, jejiz nebezpeénost
se lisi pfipad od pripadu. Zpravidla jde o mutaci chromosomovou, pokud vsak diky crossing-overu jeden z chromosomt
ztrati centromeru, maze cely defekt ve vysledku vyustit az v genomovou mutaci v dcefinych burikach.

Vlastni vyména Usekt DNA mUzZe nastat i mezi chromatidami sesterskymi, aviak v takovém pripadé se nejedna o
rekombinaci v pravém slova smyslu, nebot vyménéné Useky nesou identickou genetickou vybavu. Pravdépodobné misto,
kde probiha proces crossing overu, odpovida mistu vyskytu tzv. rekombinacniho uzliku (nodulus). Rekombinacni uzliky
nasedaji na centralni element synaptonemalniho komplexu a pravdépodobné obsahuji fadu enzym pro zajisténi spravné
rekombinace.

VYZNAM

Crossing over je vedle mutaci a nahodilého rozchodu chromosom do gamet, jednim z hlavnich zdroj genetické variability.
Nevytvafi sice nové alely, ale umoziuje vytvareni novych kombinaci jiz existujicich alel gen(i lokalizovanych na stejném
chromosomu.

VICENASOBNY CROSSING OVER

RozliSujeme jednoduchy crossing-over (vznika na zakladé jednoho prekfizeni a chromatidy si pfi ném prohodi konce) a
vicenasobny crossing-over, ke kterému dochazi pfi nékolikandsobném prekrizeni a prohozeny jsou (i) useky ,uvniti“
chromatid (bézné se uvazuje dvojity crossing-over, nékdy se bere v Gvahu i trojity crossing-over).

Dvojité (a pfipadné dalsi vicenasobné) crossing-overy narusuji vypocty uréujici silu vazby a vzdalenost genti na chromosomu
(veli¢iny zaloZené na pravdépodobnosti prekfizeni a nasledného crossing-overu mezi nimi), proto se k jejich odfiltrovani
pouziva tfibodovy test.

VYSKYT

Crossing-over probiha u ¢lovéka béhem jednoho meiotického déleni asi 30—40krat, tedy obvykle jednou ¢i dvakrat na jeden
chromosom. Crossing-over neprobiha vzdy a vsude, u ¢lovéka napriklad nemdze (jiz z logiky véci) probihat mezi
nehomolognimi ¢astmi pohlavnich chromosom, u nékterych dalsi druh( (¢i u nékterych pohlavi nékterych druhl) mize byt
moZnost crossing-overu zcela zablokovana u vsech chromosoma.

27. GAMETOGENEZE

Tvorba samcich i samicich pohlavnich bunék probiha podle stejného mechanismu, jehoZ nezastupitelnou soucasti je i
meidza. Z primordialnich zarode¢nych bunék se sérii mitotickych déleni vytvareji spermatogonie a oogonie. DalSim
vyvojovym stupném je primarni spermatocyt (resp. oocyt), ktery nasledné podstupuje meiotické déleni. Konkrétni pribéh
spermatogeneze a oogeneze vykazuje cetné odlisSnosti.



Gametogeneze probiha ve dvou fazich:
e faze rdstu (proliferace) — prvotni zdrode¢né buriky — gametogonie — majici diploidni sadu chromosom{ se mnozi
mitdzou;

e  faze zrani — v gonadach se z gametogonii meidzou vyvijeji gamety

DalSim vyvojovym stupném je primarni spermatocyt (resp. oocyt), ktery nasledné podstupuje meiotické déleni. Konkrétni
pribéh spermatogeneze a oogeneze vykazuje ¢etné odlisnosti.

SPERMATOGENEZE

Proces tvorby spermii zacina v obdobi puberty. Vyvijeji se v semenotvornych kanalcich varlete.

Zarodecné bunky — spermatogonie — opakované rostou, obohacuji se Zivinami a mitoticky se déli na spermatocyty I. fadu
(46,XY).

Prvnim meiotickym délenim vznikaji dva haploidni sekundarni spermatocyty (23,X nebo 23,Y) a vysledkem druhého
meiotického déleni jsou celkové Ctyfi spermatidy. Spermatidy setrvavaji v zahybech Sertolliho bunék, které je zasobuji pro
jejich vyvoj dalezitymi latkami a energii.

Spermatidy jsou nezralé formy muzskych pohlavnich bunék. Z nich se bez dalsiho déleni vyvijeji zralé spermie.

Cely proces je pomérné rychly, trva 60-65 dni. Spermatogeneze je kontinudlni déj probihajici obvykle od puberty az do
smrti. Za cely Zivot muz vyprodukuje primérné 10% spermii.

Kone¢nym dozravanim muzskych pohlavnich bunék ozna¢ovanym jako spermiohistogeneze ziskavaji spermatidy tvar i
funkci, které jsou nezbytné pro proniknuti k vajicku a jeho oplodnéni:
e  Zjadra se formuje hlavicka spermie;
e  centriol vytvaFi bicik, ktery se postupné prodluzuje, energii k pohybu biciku zajistuji mitochondrie v kréku spermie
oxidativni fosforylaci;
e 7z Golgiho komplexu se vytvari akrosomalni vacek, jehoz enzymy jsou nezbytné k proniknuti spermie do vajicka;
e  chromosomy jadra se velmi pevné kondenzuji, DNA je fixovdna do krystaloidni formy bazickymi proteiny —
protaminy (nahrazuji histony).

OOGENEZE

Cely proces vzniku vajicek zacina jiz pfed narozenim, v prvnich mésicich prenatalniho vyvoje Zeny.

Priblizné v tfetim mésici se vytvareji primarni oocyty (46,XX), které postupné vstupuji do profaze prvniho zraciho déleni.
V této fazi se meidza zastavi na velmi dlouhou dobu, nejméné do ndstupu puberty, pfesnéji viak do momentu dozravani
konkrétniho oocytu pred jeho ovulaci. Pro nékteré oocyty to tak predstavuje obdobi dlouhé i nékolik desitek let. Tento
zvlastni stav zablokovani meidzy u Zen se nazyva dyktyoténni stadium.

Od nastupu pohlavni zralosti meiotické déleni pokracuje, zpravidla vSak dozrava vzdy jeden oocyt v jednom menstruac¢nim
cyklu. Meidza | je dokoncena a vznikaji dvé znacné odlisné haploidni bunky.

Jednou z nich je sekundarni oocyt (vajicko; 23,X), ktery obsahuje vétsinu cytoplazmy, a druhou burikou je prvni pélové
télisko. Ihned nastupuje druhé meiotické déleni, které v obdobi ovulace dospéje do metafaze Il. Meiotické déleni je
dokonceno pouze v pfipadé oplozeni. Po priniku spermie tak vznika zraly oocyt a oddéluje se druhé pdlové télisko.

V nékterych pripadech probéhne meidza Il i v prvnim pdlovém télisku. Neoplozené vajicko zanika.

Vysledkem meiotického déleni pfi oogenezi je na rozdil od spermatogeneze pouze jedna pohlavni burika — vaji¢ko a 2-3
pélova téliska, ktera nasledné podléhaji degradaci.

Pélova téliska mohou byt vysetiena rdznymi metodami v ramci preimplantacni diagnostiky. Toto vysetieni pfinasi nepfimou
informaci o genetické vybaveé vajicka. PSlova téliska obsahuji ,doplnék” k chromosomalnimu materidlu, ktery byl predan
sekundarnimu nebo zralému oocytu béhem meidzy | nebo Il. Zjistime-li tedy pfi vySetfeni pdlového téliska napr.
nepfitomnost chromozomu 21, je to signalem pfitomnosti dvou kopii chromosomu 21 ve vajicku.



28. MIMOJADERNA DEDICNOST

Pfevdzna ¢ast DNA (genetické informace) je v eukaryotnich burikdch ulozena v jadfe. Soubor gend, jejichz DNA se nachazi
v cytoplazmé, se nazyva plasmom. Mala ¢ast (asi 2%) je vSak lokalizovdna mimo jadro, v nékterych organeldch —
chloroplasty, mitochondrie.

Mohou vznikat nezavisle na reprodukénim cyklu buriky, ale nemohou vznikat de novo. Zadkony dédi¢nosti podminéné
plazmidy nesouhlasi s mendelovskymi pravidly (tzv. nemendelovska dédicnost).

Projevy mimojaderné dédi¢nosti:
e  Vysledky reciprokého kfizeni nejsou identické.
e  Mimojaderné vlohy nelze studovat v souvislosti s jadernou dédi¢nosti.
e  Potomstvo jedincd, hybridnich pro mimojaderné geny se $tépi v pomérech, které nelze interpretovat v souladu
s poznatky o $tépeni, kombinovatelnosti a interakci gend, lokalizovanych na jadernych chromosomech.

Prikaz mimojaderné dédi¢nosti:

V nékterych pripadech neni fenotyp prokazatelné fizen geny jadra. Experimentalni zdména jadra v burikdch jasné prokaze
podil jaderné a mimojaderné dédicnosti. Prenos znaku bez prenosu jadra svéd¢i pro mimojadernou dédicnost.
Mimojaderné fizené znaky Castéji jevi autosomalni stépeni.

DEDIENOST VAZANA NA PLASTIDY
Plastidy jsou organely typické pro rostlinné buriky, od cytoplazmy ohrani¢ené semipermeabilni membranou. Vznikaji
autoreprodukci, délenim nebo z proplastidti.

Délime je podle funkce a obsahu barviva — leukoplasty (bez barviva), chromoplasty (s barvivem), chloroplasty (chlorofyl).
Prvni pozorovani cytoplazmatické dédi¢nosti vazané na plastidy byly na nocence, jejiz listy byly panasované — mély bilé
skvrny tvorené burikami bez chloroplastu, pouze leukoplasty - ze semen kvét( zelenych vétvi vznika jen zelené potomstvo,
ze semen na bilych vétvich pouze bilé potomstvo - bilé rostlinky zahy po vykli¢eni hynou.

DEDICNOST VAZANA NA MITOCHONDRIE
Mitochondridlni dédi¢nost, je kddovana na mtDNA. Ta je velmi podobnd prokaryotni DNA (cirkularni chromosom, bez

intron(...). Nachazi se v matrix mitochondrie, nema opravné systémy. Mitochondrialni choroby jsou chronicka onemocnéni
Casto s pozdnim nastupem.

MATROKLINNi DEDIENOST

Mitochondrialni DNA je dédéna vyhradné od matky, nebot pfi oplozeni vajitka jsou otcovské mitochondrie ze spermie
zniceny (jsou poskozeny velkym vykonem, ktery spermie potfebuje pfi pohybu). Ve vyjimecnych pripadech se mohou
v cytoplasmé jedince nachdazet mitochondrie jak materské, tak otcovské (nebyly zniceny v zygoté). Takovy jedinec je
oznacovan jako cybrid (cytoplasmaticky hybrid, chiméra).

Geny, které jsou obsazeny v molekule mtDNA, kdduji proteiny respiracniho fetézce, jednotky ATPazového komplexu,
podjednotky NADH-dehydrogenazového komplexu, dva geny pro ribosomalni RNA-azu a 22 genu pro molekuly transportni
RNA. Chondrinogeny, neboli geny vazané na mitochondrie se dédi tzv. cytoplazmatickou dédi¢nosti.

DEDICNA MITOCHONDRIALNi ONEMOCNENI

Molekuldrné genetickou podstatou mitochondridlnich patologii mohou byt bud’ delece oblasti dlouhé 5 kb mezi geny pro
ND5 (NADH-dehydrogendzova subjednotka 5) ATPaza 8 (ATP-azova podjednotka 8) a nebo bodové mutace (vétsinou ménici
smysl ¢teni kodonu — missense nebo substituce). Pfiklady deleci mohou byt napf. Kearns-Sayre syndrom s charakteristickou
progresivni externi oftalmoplegii, degeneraci sitnice a srdecnimi a cerebeldrnimi obtizemi.

Mezi mitochondrialni patologie zplsobené bodovymi mutacemi patii nap¥. LHON (Leberova hereditarni opticka
neuropatie). Onemocnéni je charakteristické slepotou muzd mladsich 25 let; penetrance choroby je 3-4 krat vy$si u muzi
nez u zen.



Dal3imi bodovymi mutacemi, které zapficifiuji mitochondrialni poruchy, jsou syndrom MELAS (Mitochondria Myopathy,
Encephalopathy, Lactic Acidosis, Stroke-like episodes), jehoZ prvni pfiznaky nastupuji mezi 5. — 15. rokem Zivota jedince.
Genetickou podstatou je 1-nukleotidova substituce v genu pro tRNA leucinu (pozice 3243).

Dale syndrom MERF (Myoclonic Epilepsy with Ragged red Fibers), ktery se manifestuje u postizenych osob mezi 5-12.
rokem Zivota jedince.

29. NEMENDELOVSKA DEDICNOST

Nékterd onemocnéni a znaky, za které zodpovidaji variace jednotlivych gend, nesleduji do zna¢né miry pravidla prenosu do
dalsich generaci, ktera plati pro dédi¢nost , klasickych” monogennich onemocnéni, at uz autosomalné ¢i gonosomalné
determinovanych. Proto se tato rliznoroda skupina nékdy vydéluje pojmem tzv. nemendelovské dédiénosti (non-
Mendelian inheritance). Radime sem predevéim mitochondrialni dédi¢nost, nestabilitu repetitivnich sekvenci a genomicky
imprinting. Do odchylek od Mendelovych pravidel mizZeme také zafadit interakci nealelnich genti a dédi¢nost pohlavné
vazanou. Zcela zvlastni kapitolou je epigenetika. Naopak se do této skupiny obvykle nepoditaji jevy, které , komplikuji“
monogenni dédi¢nost, napt. penetrance, expresivita znaku atd.

MITOCHONDRIE A MITOCHONDRIALNi DEDIENOST

MITOCHONDRIALNi DNA

Ackoliv je podstatna ¢ast lidského genomu uloZena v jaderné DNA, 37 strukturnich gen( je kddovéno v cirkuldrnim
mitochondridlnim genomu, ktery je tvofen 16 569 pary bazi DNA (oznacovano jako mtDNA). Tretina téchto genl kdduje
podjednotky komplexd respiracéniho fetézce zodpovédného za produkci ATP v ramci tzv. oxidacné-fosforylacniho (OXPHOS)
systému (13 polypeptidd, zbylych 74 je kédovano jadernym genomem), zbylé pak zodpovidaji za tvorbu specifickych
molekul RNA potfebnych pro syntézu proteinli (22 transferovych RNA a dvé ribosomalni RNA). V cytoplazmé je pfitomno
nékolik set az tisic kopii mtDNA, kdyZ v kazdé mitochondrii je pfitomna fada molekul mtDNA.

O homoplazmii mluvime, kdy? je pfitomna jen jedna homogenni populace mtDNA (odpovida stavu u drtivé vétsiny
,normalnich” jedinct). Frekvence mutaci je u mitochondrii 10-20x vyssi nez u jaderné DNA, coZ vede k heteroplazmii, tedy
stavu, kdy je pfitomna smiSena populace s vice variantami mtDNA.

Mnohé vlastnosti mitochondridlni DNA podporuji teorii o plvodu mitochondrii coby endosymbiotickych bakterii proto-
eukaryotickych bunék pred cca 1,5 miliardami let. Mezi nejmarkantnéjsi z nich urcité patfi cirkularni organizace genomu,
absence histon(, absence intronti ¢i diskrétni pocatky replikace. Navic se mitochondrie obratlovc( i dalSich organismu
vyznacuji odchylkami od univerzalniho genetického kédu — koddn UGA neni terminacni, ale kéduje aminokyselinu tryptofan,
naopak kodény AGA a AGG nekdduji arginin, ale ukoncuji translaci a nakonec kodén AUA misto ileucinu kéduje metionin.
Biologicky jsou asi nejblizsimi pribuznymi Rickettsie (mj. plivodci skvrnitého tyfu), coZ jsou obligatni intracelularni parazité.
Predpoklada se, Ze Rickettsie a mitochondrie maji spole¢ného predka, ktery prodélal pfechod od autonomni existence

k endosymbidze.

Mitochondridlni DNA skuteéné obsahuje jen jednu vyznamnou "nekddujici” sekvenci, takzvanou D-smy¢ku (z angl. D-loop),
coz je kratky usek mtDNA, ve kterém je tézky retézec vytésnovan fragmentem DNA (500-700 nukleotid(l),
komplementarnim k retézci lehkému (a v tomto Useku ma tedy mitochondrie tfifetézcovou DNA). Zde je pocatek replikace
tzv. tézkého fetézce (oznacovaného jako H z angl. heavy), zminovany fragment funguje jako primer pro zacatek replikace.
Pocatek replikace lehkého fetézce (L z angl. light) je umistén mimo D-klicku, asi ve 2/3 mtDNA. Transkripty obou Fetézcl
musi byt rozstépeny, aby se mohly uvolnit funkéni RNA (rRNA, tRNA a mRNA).

MITOCHONDRIALNI DEDIENOST

Z hlediska genetiky je zasadni fakt, Ze mtDNA je predavana dalsi generaci vyhradné matkou (matroklinni dédi¢nost), kdyz po
oplodnéni jsou zachovany pouze mitochondrie lidského vajicka. To patrné neni pouhym disledkem nepoméru poctu
mitochondrii lidského oocytu (cca 100 000) a spermie (50-70), ale predpoklada se aktivni proces, ktery po oplozeni
zlikviduje mitochondrie paterndlniho ptvodu. Tomu odpovida i typicky materndlni prfenos chorob zplsobenych mutacemi
mtDNA v rodokmenu.




Pokud je heteroplazmicka mutace zdédéna nebo k ni dojde v ¢asnych fazich embryogeneze, normalni i mutovana varianta
jsou ndhodné predavany pfi bunééném déleni dcefinnym burikam (mitoticka i meiotickd segregace). Distribuce a zastoupeni
mutované mtDNA v jednotlivych organech jsou proto patrné zavislé na Case a vzniku mutace a rovnéz na typu postizené
bunky.

ONEMOCNENI S MITOCHONDRIALNi DEDICNOSTi

Je tfeba si uvédomit, Ze zdaleka ne veskera onemocnéni zplsobena dysfunkci mitochondrii maji mitochondridlni typ
dédicnosti. Pokud je defektni protein, jehoz nékteré podjednotky kdduji geny jaderného genomu a jiné zase pfimo mtDNA,
muZe byt dédi¢nost zcela mendelisticka. Srsen a Srsriova uvadéji ve své monografii Ctyfi zakladni charakteristiky dédi¢nych
onemocnéni, u kterych je tfeba diferencialné diagnosticky uvazovat o mitochondrialni dédi¢nosti:

Maternalni typ dédi¢nosti (viz vyse).

Diky mitotické a meiotické segregaci nachazime rdizny stupen postizeni v riznych tkanich a variabilni projevy u
potomkd v jedné materské linii, coZ souvisi s existenci tzv. prahového efektu, coZ je pozorovani, Ze pro
manifestaci dysfunkce je nutné, aby byl prekrocen urcity pomér mitochondrii s mutantni a normalni mtDNA (ve
vétsiné pripadd 60-90%).

3. Projevy poruchy OXPHOS systému. Dédi¢nd mitochondridlni onemocnéni vétsinou postihuji tkané s vysokymi
naroky na prisun energie, jako jsou neuromuskularni ¢i centralni nervovy systém. Mezi béZné pozorované
symptomy chorob s mitochondrialni dédi¢nosti patfi encefalopatie, ataxie, spasticita, (kardio)myopatie, hluchota
nebo diabetes mellitus.

4. Rozdil oproti gonozomalné dominantni dédic¢nosti vazané na chromosom X je v absenci pfenosu mitochondrialné
vazaného onemocnéni na potomstvo a signifikantni pfevahu postizenych Zen u X-vazané dominantni dédicnosti.

NESTABILITA REPETITIVNICH SEKVENCI
Nestabilita repetitivnich sekvenci (angl. repeat instability) je relativné nedavno objeveny typ mutace, kterému je pricitana

zodpovédnost za vice nez 40 predevsim neurodegenerativnich a neuromuskularnich onemocnéni.

Tyto mutace jsou nékdy oznacovany jako dynamické, jelikoz se jejich charakter (pocet repetic) méni z generace na generaci
a také v zavislosti na typu tkané. Naproti tomu "statické" mutace se dédi prakticky v nezménéné podobé. Nejcasté;jsi
formou nestability repetitivnich sekvenci jsou repetice trinukleotidd, popsana jsou i onemocnéni asociovana s opakovanim
tetranukleotidt (dystrophia myotonica 2), pentanukleotidti (spinocerebeldrni ataxie 10), ale i minisatelitnich a
megasatelitnich sekvenci. U vétsiny chorob této skupiny plati, Ze ¢im vétsi pocet repetic, tim zavainéjsi je jejich pribéh a
Casnéjsi vék manifestace.

Dalsim charakteristickym rysem nestability repetitivnich sekvenci je tzv. geneticka (generacni) anticipace, tj. moZnost
zvysSovani pocCtu repetic pfi prenosu na dalsi generaci, zpravidla je tento efekt specificky u jednotlivych chorob pro potomky

rodicd urcitého pohlavi. Timto mechanismem muzZe dojit k tomu, Ze u déti zdravych osob s "podprahové" zvysenym poctem
repetic (nositell tzv. premutace) dojde v disledku zmnoZeni repetic k manifestaci choroby. Prvnim popsanym
onemocnénim této skupiny je syndrom fragilniho (chromosomu) X, ktery je obecné druhou nejcastéjsi pfi¢inou vrozené

retardace mentélniho vyvoje (hned za Downovym syndromem).

Fenotyp tohoto onemocnéni je velmi variabilni, kromé mentéiniho deficitu rzného stupné mohou postizeni jedinci
vykazovat tyto znaky: poruchy chovani pfipominajici autismus, vysoky hlas, prolaps mitralni chlopné, makrocefalii,
charakteristicky protaZzeny obli¢ej s prominujici dolni Celisti, velké usni boltce, u postizenych muzi makroorchidismus
(zvétseni varlat).

Ac byl tento syndrom poprvé popsan v roce 1943 (Martin et Bell), své jméno ziskal diky pozorovani Herberta Lubse, ktery v
roce 1969 pozoroval sekundarni konstrikce dlouhého raménka chromosomu X u nékolika mentalné retardovanych muzd,
tzv. fragilni misto (Xq27.3). Molekularni podstatou vétsiny pfipad syndromu fragilniho chromozomu X je expanze
trinukleotidu CGG v 5'-UTR genu FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1), ktera vede k Utlumu transkripce a naslednému
chybéni produktu FMR1 genu, proteinu FMRP. O tzv. plné mutaci (full mutation) mluvime, pokud pocet repetic prevysi 200,
normalni pocet repetic je 6-50. Jako premutace se oznacuje pocet opakovani mezi 60-200, nedavno se oviem zjistilo, Ze
tato varianta je zodpovédna za jiny syndrom, nazvany fragile X tremor/ataxia syndrome (FXTAS).



Nepfitomnost proteinu FMRP souvisi s celou fadou patofyziologickych pochodi pfedevsim v nervovém systému, jako
priklad alespor uvedme pritomnost ¢etnych dlouhych "nezralych" dendrit( a defektni pfenos signalu na postsynaptické
urovni u metabotropnich glutamatovych receptord.

Friedreichova ataxie (FA) je nej¢astéjsi dédi¢na forma ataxie. Vétsina pacientd ma homozygotni expanzi (GAA), v prvnim
intronu genu pro frataxin, v disledku ¢eho? dochazi ke snizeni mnoZstvi odpovidajici mRNA a proteinu. Cim vice
trinukleotidovych repetic je v genu pritomno, tim méné mRNA a proteinu je produkovano. Snizeni koncentraci frataxinu je
provazeno akumulaci Zeleza v mitochondriich, coz vede ke zvySené citlivosti na oxidac¢ni stres a sniZzeni oxidativni
fosforylace.

GENOMICKY IMPRINTING
Genomicky imprinting je proces, kdy je aktivita ur¢itého genu regulovana v zavislosti na tom, od kterého rodice byl gen

zdédén. Ve vétsiné pripadd to znamena, Ze pouze maternalni nebo paternalni alela je exprimovana (je aktivni), kdezto
druha je utlumena. Mnoho nasich souc¢asnych znalosti o imprintingu pochazi ze studii na mysich.

U téch, které sice mély kompletni sadu chromosomdl, ale jeden par chromosom( pochézel od jediného rodice (uniparentélni
disomie), byly ¢asto popisovany abnormality vyvoje a vyskyt riznych onemocnéni. Zajimavé bylo, Ze to platilo jen pro
nékteré chromosomy, v fadé pfipadd se uniparentalni disomie obesla bez zjevnych nasledkl pro svého nositele. V
soucasnosti je u ¢lovéka znamo zhruba osmdesat imprintovanych gend a jejich pocet roste. Vétsinou se v genomu
nenachazeji tyto geny izolované, ale naopak se shlukuji a je tak mozné identifikovat celé chromosomalni oblasti s
imprintovanymi geny. Zde nachazime zasadni strukturu pro samotnou realizaci imprintingu, tzv. oblast fidici imprinting
(imprinting control region - ICR). ICR jsou pfistupné epigenetickym modifikacim a obvykle jedna z rodicovskych ICR je
metylovana.

Onemocnéni, kterd vznikaji na zakladé poruchy imprintingu, maji fadu pficin na molekuldrni drovni, napf. (mikro)delece,
bodové mutace ¢i uniparentalni disomie. Mezi choroby s prokazanou ulohou poruch imprintingu patfi syndromy Prader-
Willi, Angelman, Beckwith-Wiedemann, Silver-Russell, transientni novorozenecky diabetes mellitus a dalsi.

INTERAKCE NEALELNICH GENU
viz otazka ¢. 4

DEDICNOST POHLAVNE VAZANA
Dalsim pripadem odchylek od Mendelovych pravidel je situace, kdy sledovany gen neni lokalizovan na autosomu. V pfipadé
lokalizace tohoto genu na nehomologni ¢asti chromosomu X hovofime o dédi¢nosti pohlavné vazané nebo o gonosomalni

dédicosti (GD pro dominantni a GR pro recesivni typ). MuZzi (heterogametické pohlavi) jsou pro tyto geny hemizygoti.
V pfipadé recesivnich gend se u nich potom projevuje pseudodominance. Pseudodominanci rozumime fenotypovy projev
jedné recesivni alely a je vyvolana tim, Ze alela nemd na druhém heterochromosomu odpovidajici lokus.

Po formalni strance je vhodné resit tlohy z oblasti dédi¢nosti vazané na pohlavi pomoci symboll pro heterochromosomy
(nejcastéji velké X a Y) u kterych jsou zkoumané alely uvadéné jako horni indexy.

Prikladem dédi¢nosti vazané na heterochromosom X jsou hemofilie, barvoslepost ¢i muskularni dystrofie. V pripadé
lokalizace zkoumané alely na nehomologni ¢asti chromosomu Y je situace jednoduchad, znak se vyskytuje pouze u jedinct
muzského pohlavi a vSichni synové maji tento znak shodny s otcem — tzv. holandricka dédi¢nost (dédicnost ,po meci“).

Z hlediska lékarské genetiky neni holandricka dédi¢nost pfilis vyznamna, nicméné polymorfismy pfitomné na chromosomu Y

jsou ucinnym nastrojem genetické epidemiologie a forenzni genetiky. V pripadé lokalizace genu na homologni ¢asti
heterochromosomu hovofime o netplné pohlavné vazané dédicnosti.

30. STRUKTURA A TYPY EUKARYOTNICH CHROMOSOMU

STRUKTURA CHROMOSOMU
Chromosomy eukaryotickych organism jsou soustfedény do jadra bunék. Obsahuji tfi zakladni biopolymery: DNA, bazické
bilkoviny (histony) a bilkoviny kyselého charakteru. Lidské chromosomy obsahuji pfiblizné 20 500 genl, DNA




v chromosomech obsaZena tvori 2 x 23 molekul obsahujicich celkem 3 miliardy par( bazi v haploidni sadé, coz odpovida
celkové délce cca 2 m.

Kazdy chromosom je tvoren jednou linearni molekulou DNA v komplexu s histony — jednou chromatidou. Po replikaci DNA,
kterd probiha v S-fazi bunécného cyklu, je kazdy chromosom dvouchromatidovy — tvoreny dvéma molekulami DNA. Tento
stav trvd az do rozchodu sesterskych chromatid v anafazi. Histony jsou bilkoviny, ve kterych je vice bazickych aminokyselin
— lysinu a argininu. Jako polykationty se vazi relativné pevné na DNA, ktera se chova jako polyanion. Existuje pét typl
histonG: H1, H2A, H2B, H3 a H4. Sekvence aminokyselin histonl a pomér histon a DNA jsou u rGznych druhi velice
podobné. Napf. H4 savcl a hrachu se lisi pouze 2 aminokyselinami. Histony tak patfi k evolu¢né nejkonzervativnéjsim
bilkovindm.

Kyselé proteiny (nehistonové) jsou heterogenni skupina velkého poctu rdznych bilkovin. MnoZstvi i sloZeni je rlizné u
raznych druht i v riznych typech tkdné organismu. Ovliviiuji prostorové uspofadani DNA v jadre a aktivitu gend.

DNA v chromosomech ma nékolik stupfi(i spiralizace. Vzhledem k velké délce fetézcti DNA a v malém prostoru bunééného
jadra musi byt dlouha linedrni molekula zkracena asi desettisickrat. Vysledkem jsou metafazni chromosomy o délce desitek
pum. Primarni spirala (dvousroubovice DNA) ma primér 2 nm. Zakladni strukturni jednotkou spiralizace DNA

v chromosomech jsou nukleosomy. V elektronovém mikroskopu se jevi jako , koralky” na vlaknu DNA.

Jadrem kazdého nukleosomu je oktamerni komplex histont (H2A, H2B, H3, a H4, kazdy dvakrat). Kolem tohoto jadra je
otoceno 1,75 zavitu DNA (146 pard bazi). Nukleosomy maji primér 11 nm. Sousedici nukleosomy jsou navzajem spojeny
linedrnim vldaknem DNA prekrytym histonem H1. Délka linearni ¢asti DNA mezi nukleosomy (spojovaci, internukleosomalni
DNA) je druhové specifickd (8-114 bp, u ¢lovéka 60 bp). Na cely nukleosom tedy pripada 200 parG bazi DNA.

Nukleosomové vlakno je déle svinuto do tzv. solenoidd, které vytvareji chromatinové vlakno o priméru 30 nm.
Chromatinové vlakno vytvati prostorové smycky ve spojeni s nehistonovymi proteiny (primér smycek je 300 nm). V této
strukture jsou vazany proteiny, enzymy a chromosomalni RNA ve sloZitém komplexu chromatinu. Tato dynamicka struktura
umoziuje kontrakci a kondenzaci, ale pfitom je stabilni.

V pribéhu profaze dalsi spiralizaci vznikaji metafazické chromosomy (pridmér 1400 nm), dobte patrné v optickém
mikroskopu. Chromatinova DNA predstavuje nejvétsi podil DNA v burice. Nese tedy vétsinu genetické informace.
Konformace chromatinu se vyrazné méni s aktivitou buriky v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Proto je usporadani
chromatinu v jaddie odrazem bunécéné aktivity. V obdobi metabolické aktivace (replikace, transkripce) se DNA despiralizuje a
jadro buriky je tedy svétlejsi. Naopak buriky s jadry kondenzovanymi a tmavymi jsou povaZovany za méné aktivni.

MORFOLOGIE CHROMOSOMU
Cytogenetické vysetreni je zaméfeno na chromosomy v metafazi, kdy jsou maximalné spiralizované, a proto dobre

hodnotitelné v optickém mikroskopu. Na kazdém chromosomu rozliSujeme centromeru a ramena s telomerami.

CENTROMERA (primarni konstrikce)

Je oblast spojujici obé sesterské chromatidy metafazniho chromosomu. V optickém mikroskopu je patrna jako ,zaskrceni” a
déli chromosom na kratka a dlouha ramena. K centromefre pfiléha specializovana struktura, tzv. kinetochor, ktery je
mistem Gponu vldkna déliciho aparatu. Chromosomy bez centromery (acentrické fragmenty) zGstavaji na konci bunécného
déleni v cytoplazmé, nejsou pravidelné dédény a postupné se ztraceji. Pfi pripravé umélych chromosom (napf. YAC — yeast
artificial chromosome) musi do nich byt oblast centromery pfenesena pro zajisténi jejich stability.

Centromerické oblasti jednotlivych chromosomu jsou tvoreny konstitutivnim heterochromatinem. Repetitivni sekvence
tohoto heterochromatinu jsou druhové specifické, centromery lidskych chromosom obsahuji alfa — satelitni DNA

s repetitivnimi sekvencemi 171 bp. Na nékterych chromosomech (akrocentrickych) Ize nalézt kromé primarni konstrikce
také konstrikci sekundarni, ktera je mistem tzv. organizatoru jadérka (NOR — nucleolus organizing region). Funkci
organizatoru jadérka je formovani a udrzovani jadérka v interfaznim jadru. Obsahuje vysoky pocet kopii genl pro rRNA.
Sekundarni konstrikce rozdéluje kratka ramena akrocentrickych chromosomu na dvé ¢asti, z nichz distalni se oznacuje jako
satelit.



TELOMERY

Jsou terminalni ¢asti chromosomovych ramen. Maji komplexni specifickou strukturu, kterd ma vliv na stabilitu
chromosomu, zabrariuje vzdjemnému propojeni chromosomu v jadre buriky a chrani vidakno DNA pred destrukci
exonukleasami. Telomera ma specifickou funkci pti dokonéeni replikace DNA na koncich chromosomd. Po replikaci DNA
DNA-polymerasou jeden fetézec presahuje, zbyvajici Usek je ,doreplikovan” specifickym enzymem — telomerasou.

Telomera je tvofena tandemovym opakovanim sekvenci nukleotid( (u ¢lovéka zpravidla TTAGGG). Tyto repetitivni Gseky
jsou velmi konzervativni, jejich pocet je druhové specificky a vyznamné se lisi i v jednotlivych burikach a u jednotlivych
chromosomd. Jedna z hypotéz o vyznamu poctu repetic v telomerach jim priklada podobny vyznam jako polyA konci

v mRNA. Predpoklada, Ze pti kazdé replikaci se telomery zkracuji a jsou tak jednim z limitujicich faktord po¢tu bunéénych
déleni. Tento omezeny pocet déleni je v kazdé burice ,naprogramovan”.

V zarodecnych burkach dochazi k opakovanému prodluzovani telomer, telomerasa je v nich vysoce aktivni. V normalnich
somatickych burikach je témér neaktivni, a proto se zde telomery postupné zkracuji. Normalni burika je schopna rozpoznat,
kdy je telomera jiz p¥ilis kratkd, a navodit apoptdzu (bunécnou smrt). Nékteré typy nadord vsak tento regulaéni
mechanizmus ztraceji, aktivita telomerasy je v nich vysoka a jejich buriky se chovaji jako nesmrtelné (neomezeny pocet
déleni).

EUCHROMATIN A HETEROCHROMATIN
Na chromosomech jsou rozlisitelné dvé strukturdini formy chromatinu. Slabéji barvitelné, méné kompaktni a transkripéné

velmi aktivni Useky jsou oznacovany jako euchromatin. V interfaznim jadre je pfitomen v despiralizované podobé, a proto
je jeho organizovana struktura pozorovatelna pouze v elektronovém mikroskopu.

Euchromatin je tvofen predevsim unikatnimi sekvencemi DNA, je zde lokalizovana vétsina gen(. Intenzivné se barvici,
kondenzované a geneticky inaktivni oblasti chromosomu tvori heterochromatin. | v interfazi je vice ¢i méné spiralizovén a
ve svételném mikroskopu ma podobu hrudek. DNA heterochromatinu se replikuje pozdéji nez DNA euchromatinovych
usekl. Heterochromatin je sloZzen z pfevazné vysoce repetitivnich sekvenci, které neobsahuji geny. Uplatni se v organizaci
chromosomalni struktury, pfi parovani homolognich chromosomd, pfi crossing-overu, v ochrané dllezitych strukturnich
gen, ale funkci fady Usek( dosud nezname.

V ramci heterochromatinu rozliSujeme dva specifické typy: konstitutivni a fakultativni.

e  Konstitutivni heterochromatin je lokalizovan v okoli centromery (centromericky heterochromatin) a druhové
specificky na urcitych chromosomech. U ¢lovéka je pfitomen na chromosomech 1,9,16 a Y. Jejich velikost je
variabilni, pfikladem jsou ukazky rozmanitosti chromosomu Y. V souvislosti s rdznou délkou heterochromatinu
nebyl popsan Zadny fenotypovy efekt.

e  Fakultativni heterochromatin vznika spiralizaci druhého (a kazdého dalsiho) X chromosomu. Vétsina gen( tohoto
X chromosomu je tak inaktivovana. Kondenzovany X chromosom je patrny v interfaznim jadre jako plankonvexni
télisko pfi jaderné membrané oznacované jako sex chromatin, X chromatin nebo Barrovo télisko.

Hodnoceni X chromatinu (Barrovych télisek) umozZriuje orientaéni vySetfeni heterochromosoma v interfaznich jadrech.
Vysetfuji se buriky stér bukalni sliznice nebo vlasovych folikulG. MuZi maji X chromatin negativni, Zeny pozitivni v 10-40%
vysetrenych jader. Hodnoceni X chromatinu se uziva jako tzv. sex test pfi vrcholovych sportovnich soutézich zen.

INAKTIVACE X CHROMOSOMU
X inaktivace nastava cca 14. den embryonalniho vyvoje a postihuje obecné druhy a kazdy dalsi x chromosom, ¢imz je

kompenzovana nerovnovdaha v genetické vybavé muz( a Zen. Této inaktivaci ovsem unika napf. pseudoautosomalni oblast
lokalizovand v distalnich ¢astech obou ramen chromosomu X.

Pseudoautosomalni oblast na chromosomu X (PAR1, PAR2) je komplementarni k odpovidajici pseudoautosomalni oblasti na
chromosomu Y. Geny zde lezici jsou exprimovany ve dvou kopiich bez ohledu na pohlavi stejné jako geny na autosomech.
Spiralizace bud’ paterndlniho nebo maternalniho X chromosomu v jednotlivych burikach zarodku je nahodny, avsak
nevratny proces. V linii dcefinnych bunék je spiralizovan vidy stejny chromosom X. Zena je z hlediska vétsiny gend
lokalizovanych na X chromosomu mozaikou bunécnych linii s inaktivovanym X chromosomem bud’ od otce nebo od matky.



Vyjimkou z pravidla o ndhodné inaktivaci jsou pfipady morfologicky zménénych X chromosomti, kdy je aberovany
chromosom inaktivovan prednostné. Fenotypové projevy X inaktivace popsala Mary Lyonova, a proto se tento jev nazyva
téz lyonizace. Spiralizovany chromatin X chromosomu se replikuje opozdéné.

31. METODY CHROMOSOMALNIHO VYSETRENI

1. PRIPRAVA CYTOGENETICKEHO PREPARATU, KULTIVACE BUNEK
Nedélici se burika se nachdzi ve stadiu interfaze, ktera je obdobim vysoké syntetické aktivity a replikace chromosom.

Chromosomy jsou v jadre despiralizovany v podobé velmi tenkych a dlouhych vilaken, na kterych jsou patrné pouze useky
heterochromatinu — chromomery. Chromosomalni vysetieni je mozné jen v nékterych stadiich bunécného déleni, kdy jsou
chromosomy spiralizované a po vhodném zpracovani pozorovatelné v optickém mikroskopu.

Pro ziskani kvalitnich preparatd chromosomu je proto nutné najit tkan s dostate¢né vysokou proliferacni intenzitou (vyssi
mitoticky index, tj. Ciselny pomér poctu bunék v mitdze k poctu vsech bunék ve vzorku, vyjadfovany v procentech).

V tkdnich s pfirozené vysokou mitotickou aktivitou (kostni dren, choriové klky, nékteré nadory) je mozné i pfimé zpracovani
bunék pro cytogenetické vysetreni. Ve vétsiné tkani je ale nezbytna kultivace bunék.

Kultivace muZe byt kratkodoba (nékolik dni, napf. periferni krev — 72 hodin) nebo i dlouhodoba (nékolik tydn(). Buriky se
kultivuji v lahvi¢kach nebo zkumavkéch s kultivaénim médiem s pridavkem séra s rGstovymi faktory. Kultury vyZaduji
konstantni teplotu 37 °C, konstantni pH, dlouhodobé kultury i 5% CO, v atmosfére termostatu. Pro postnatdlni vysetfeni
obvykle kultivujeme lymfocyty periferni krve stimulované néjakym mitogenem, obvykle fytohemaglutininem, ktery
stimuluje blastickou transformaci T lymfocyt(.

Prenatalni vysSetreni se nejCastéji provadi z kultivovanych bunék vzorku plodové vody odebrané amniocentézou v druhém
trimestru gravidity (16.-20. tyden), dale je mozné vysetfit vzorek fetalni krve — kordocentéza (po 20. tydnu gravidity) nebo
choriovych klkt (v prvnim trimestru, okolo 12. tydne gravidity). Buriky tkani ziskané biopsii (fibroblasty, buriky nadord,
apod.) musi byt pred kultivaci mechanicky, pfipadné i enzymaticky rozvolnény. Jejich mitoticka aktivita je ndsledné vyvolana
rastovymi faktory teleciho (nejlépe fetalniho) séra a obvykle byva pomalejsi.

Vysetfeni chromosomu v meidze je obtiZznéjsi a standardné se neprovadi. Haploidni sadu spermii mdZeme analyzovat po

oplodnéni kreccich oocytd lidskymi spermiemi. Chromosomalni vysetieni vajicek, polovych télisek i bunék embryi je
provadéno v souvislosti s technikami asistované reprodukce.

Vlastni zpracovani bunécni kultury zahajujeme pridanim mitotického jedu — alkaloidu kolchicinu (vytazek z ocinu) nebo
jeho syntetickych derivatd (Colcemid) obvykle nékolik minut aZz hodinu pfed zpracovénim. Kolchicin a jemu podobné
slouceniny rozrusuji aparat vlaken déliciho vieténka, kterd se pripojuji k centromeram jednotlivych chromosomu.

Timto mechanismem je zabranéno sefazeni chromosom( do ekvatorialni roviny a oddéleni sesterskych chromatid. Buriky
tak nemohou prejit do stadia anafaze, ve kterém jednotlivé chromatidy putuji k opacnym pdlim do budoucich dcefinnych
bunék, a déleni se zastavuje v metafazi (tzv. c-metafazi, kdy chromosomy jsou rozloZzeny po celé burice; c-colchicin).

Dalsiho zlepseni rozloZeni chromosom( dosahujeme béhem vlastniho zpracovani pdsobenim hypotonického roztoku
(0,075M roztok KCl), pfi kterém v dsledku osmotickych jevl dochazi k rozvolnéni bunééného obsahu a individualizaci
jednotlivych chromosom.

Nasleduje fixace smési kyseliny octové a metanolu (v poméru 1:3) pro zachovani vnitini struktury chromosom, nakapani
ziskané suspenze na podlozni skla a barveni preparat(.

2. CYTOGENETICKE BARVICi TECHNIKY
Z mnoha moZnosti se v praxi uplatiiuje jen nékolik postupt barveni. Prvni skupinu predstavuje klasické (konvencni) barveni,

tj. barveni jednim — obvykle Giemsovym — barvivem. Vysledkem jsou homogenné zbarvené chromosomy vhodné pro
hodnoceni jejich poctu, hrubsich strukturnich odchylek a ziskanych chromosomalnich aberaci — chromosomalnich a
chromatidovych zlom.



Pro identifikaci jednotlivych chromosomu v karyotypu a hodnoceni jejich struktury a prestaveb jsou vyuzivany diferencialni
techniky barveni — pruhovani (bandig). Timto zplsobem barveni dosdhneme stfidani svétlych a tmavych prouzkd po celé
délce chromosomd. Pruhy jsou rozsahlé struktury o rozsahu 5-10 Mb, odpovidajici na irovni DNA stovkam gen(.
Molekularni podstata pruhovani odrazi funkéni organizaci genomu, zastoupeni jednotlivych bazi a pridruzenych
proteinovych molekul ve vnitfni struktufe chromosomu. Strukturni prouzky je mozné vyvolat pouze u vyssich obratlovci
(plazt, ptakd, savci), u jinych druh(l zatim tento typ prouzkovani nelze vyuzit.

e Qpruhovani (quinacrine) — barveni fluorescencnim barvivem chinakrinem bez pfedchoziho chemického
pusobeni. Je to nejstarsi metoda, uZzivana dnes jen vyjimecné. Preparaty je nutno pozorovat pod fluorescenénim
mikroskopem a hned fotograficky dokumentovat, nebot barveni je nestélé. RozloZeni jasné zaticich Q prouzk
odpovida tmavym G pruhdm.

e G pruhovani (Giemsa) — barveni Giemsovym barvivem po ovlivnéni chromosom denaturaé¢nim cinidlem, obvykle
trypsinem. Tmavé G pruhy odpovidaji oblastem relativné genové chudym, s prevazujicim zastoupenim AT-bazi a
pozdné se replikujicim. Naopak G-negativni svétlé pruhy predstavuji oblasti bohaté na GC pary s ¢asnou replikaci a
vyssi genovou hustotou. G pruhovani predstavuje zakladni metodu chromosomalniho vysetreni ¢lovéka.

e R pruhovani (reverse) — vznika po denaturaci a nasledné renaturaci DNA pfi alklalickém plsobeni za vysoké
teploty. Giemsovym barvivem se poté tmaveé barvi Useky, které jsou pti G pruhovani svétlé. UZiva se Casto pro
zvyraznéni telomer.

e Treti skupinu tvofi barveni specifickych oblasti chromosom{ — selektivni techniky barveni. C pruhovani — barveni
Giemsou po denaturaci v alkalickém prostredi. Zvyraziiuje oblasti konstitutiv. heterochromatinu — centromery a
heterochromatinové tseky chromosom( 1,9,16 a Y.

e Ag-NOR barveni — dusi¢nanem stfibrnym, zndzorfiuje oblasti organizatort jadérka na akrocentrickych
chromosomech. Barvi se vSak pouze ty organizatory, které se v pfedchozi interfazi aktivné ucastnily formace
jadérka.

e Vymény sesterskych chromatid (SCE — sister chromatid exchange) — metoda umoznujici odlisit DNA
syntetizovanou pred prvnim, druhym a dalSimi cykly bunécného déleni. Spociva v inkorporaci bromdeoxyuridinu
(BrdU), analogu thymidinu, béhem S-faze do nové syntetizované molekuly DNA, tedy do sesterské chromatidy
béhem replikace. Preparat se nasledné barvi Giemsou a vysledkem je bledé zbarvena chromatida s BrdU
(inkorporace BrdU inhibuje barvitelnost) a tmavé zbarvena chromatida plvodni. Metoda se pouZiva pro testovani
mutagennich uéinkd chemickych latek a pro diagnostiku syndromi se zvysenou lomivosti chromosomu (pf.
Bloom{v syndrom).

Kvalita cytogenetického vysetteni zavisi na stupni spiralizace pozorovanych chromosom( a tedy jejich délce a poctu
hodnotitelnych pruh, tj. rozliSovaci schopnosti vySetieni. V c-metafazi rozlisSime 400-450 pruhi v haploidni sadé pro
orientacéni vySetfeni, pfesnéjsi analyza je mozna pfi kvalité cca 550 pruhd. V nékterych specialnich pfipadech je nutné
hodnotit delsi prometafazni chromosomy (cca 850 pruha). Vétsi pocet bunék v prometafazi ziskame synchronizaci
bunécného déleni a kratsim pusobenim kolchicinu. Synchronizaci mizeme navodit plsobenim urditych latek (napf.
methotrexatu, ethidiumbromidu,...) nebo zménou teploty. Tento zpUsob pfipravy preparatl se oznacuje jako HRT -
technika s vysokou rozliSovaci schopnosti (high resolution technique). Je vhodnd pro zjistovani jemnych strukturalnich
prestaveb, zejména mikrodeleci.

32. MOLEKULARNI CYTOGENETIKA

Od roku 1986, kdy byla objevena metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH), doslo k prudkému rozvoji novych metodik
na poli molekularni cytogenetiky. Zakladni princip vSech téchto metod je vidy spolecny — denaturace DNA a naslednd
hybridizace (komplementarni parovani bazi). PfestoZe tyto postupy vyrazné prispivaji ke zpfesnéni diagnostiky a pomahaji
vyresit mnohé nejasnosti pfi studiu chromosomd, klasicka cytogenetika s vySetfenim celého karyotypu stéle zUstava
zakladni a nenahraditelnou metodou.

Molekularni cytogenetika je chapana jako dopliujici a upfesnujici zplisob diagnostiky pfedevsim v onkogenetice solidnich
nador, kde klasické cytogenetické postupy Casto selhavaji diky nizké mitotické aktivité nddorovych bunék, spatné
morfologii chromosom a pfitomnym chromosomalnim pfestavbam komplexniho charakteru. Molekularné cytogenetické
metody jsou zejména: FISH (1986), CGH (1992), M-FISH a SKY (1996) a microarray — CGH (1997).



1. FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE
Metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je logickym spojenim postupl klasické cytogenetiky a technologie

molekularni genetiky. Je zaloZena na schopnosti jednovldknové (denaturované) DNA, tzv. sondy, vazat se k cilové sekvenci
na principu komplementarity.

FISH diagnostiku Ize pouZit pro vysetfeni chromosom(l v mitdze, ale i pro jadra nedélicich se bunék — interfazni FISH (iFISH).
DNA sonda je pfedem oznacena nékterym fluorochromem (pf. Texas Red, FITC, atd.). V soucCasnosti se pouziva témér
vyhradné pfimé znaceni, diky kterému mizZeme ihned zobrazit cilovou oblast pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Pro FISH
vySetfeni je mozné pouzit nékolik typl sond — centromerické, lokus — specifické, malovaci. Konkrétni sondu volime podle
indikace vysetreni.

CENTROMERICKE SONDY

Jsou tvoreny a-satelitnimi sekvencemi repetitivni DNA pritomné v oblasti centromery. Pouzivaji se pro rychlou detekci
numerickych aberaci, zejména v nedélicich se burikach. Vyhodné je jejich vyuZiti v prenataini diagnostice pro uréeni
nejéastéjsich syndromud podminénych aneuploidiemi (chr. 13,18,21,X a Y) z bunék plodové vody nebo choriovych klkd bez
nutnosti predchozi kultivace. Vysledek lIze takto ziskat velmi rychle, ale vypovida pouze o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
hledanych chromosom, nehodnoti cely karyotyp.

LOKUS-SPECIFICKE SONDY

Vazi se specificky na vybrané misto (lokus) na chromosomu a Ize s jejich pomoci urcit nékteré strukturalni odchylky.
Prikladem jsou mikrodele¢ni syndromy nebo specifické translokace u nékterych malignit. Zvlastni podskupinu tvori
telomerické sondy, které se vazi nespecificky k telomerdm vsech chromosoml, a sondy subtelomerické, které analyzuji
specificky subtelomerickou oblast jednotlivych chromosomU a mohou tak odhalit kryptické zmény (subtelomerické delece)
u nékterych déti s nevysvétlitelnou mentalni retardaci. Subtelomerické sondy byvaji ¢asto téz nepresné oznacovany jako
sondy telomerické, zejména pfi komercni distribuci. Funkéni rozdil vyplyva z cilové oblasti, kde se konkrétni sonda vaze.

CELOCHROMOSOMOVE SONDY (MALOVACI)

Jsou pFipraveny jako smés fragmentd DNA konkrétniho chromosomu. Po jejich aplikaci dojde k ,,obarveni” celého
chromosomu. PouZivaji se pro urceni nékterych strukturalnich aberaci, jako jsou translokace, inserce nebo komplexni
prestavby (hlavné v burikdch nador(), a dale pro stanoveni plivodu nadpocetnych marker nebo ring chromosomd. Tyto
sondy vyZaduji chromosomy v metafazi, pro interfazni jadra je nelze pouzit.

2. KOMPARATIVNi GENOMOVA HYBRIDIZACE
Komparativni (srovnavaci) genomova hybridizace (CGH) slouZi k detekci odchylek v mnoZstvi genetického materialu —

poctu kopii jednotlivych Usek( DNA — mezi riznymi genomy. Metoda byla objevena a popséana Kallioniemim v r. 1992 pro
vysetfovani genomu bunék solidnich nador(. V soucasnosti se jeji pouZziti rozsifilo i do jinych oblasti, ale pro
onkocytogenetiku ma stale nezastupitelny vyznam.

Princip CGH predstavuje soucasna hybridizace dvou rozdilné znacenych DNA (napt. nadorova — zelené, kontrolni — ¢ervené)
k metafazickym chromosomim zdravého dérce v poméru 1:1. Nasleduje zméreni intenzity fluorescence obou fluorochrom?
podél vSech chromosomu. Oblasti zmnoZeni nebo ztraty DNA sekvenci jako jsou delece, duplikace nebo amplifikace jsou
pak viditelné na zédkladé zmény zbarveni daného chromosomu. Zména barvy je zplsobena zménou poméru intenzity signalu
obou fluorochromd.

V oblasti zmnozeni genetického materidlu bude prevazovat DNA nadoru a vysledna barva tohoto Useku bude zelena.
V misté delece bude prevaZzovat signal kontrolni DNA a vysledna barva pfislusné oblasti bude ¢ervena. MozZnosti vyuziti této
metody jsou rozmanité.

UmoZniuje detekci malych deleci, deleci maskovanych translokacemi, u nador( pak deleci tumor-supresorovych gent a
amplifikaci protoonkogent. MdZeme ji také pouzit pti nedspéchu klasické cytogenetiky a v prenatéini diagnostice
nebalancovanych prestaveb (izolace DNA ve vzorku choriovych klkd, plodové vody nebo fetalni krve).

Jako kazda metoda i tato ma své vyhody a nevyhody. Velkou prednosti je moznost aplikace na nekultivované buriky a tkané,
nevyzaduje pritomnost délicich se bunék. Provadi se z izolované DNA a pro tuto izolaci je dostacujici i malé mnozZstvi bunék.
Nespornym kladem je vysetieni celého genomu najednou pfi jedné hybridizaci. Limitujici je moZnost detekovat pouze



nebalancované zmény (delece a amplifikace) a zarovern zmény o velikosti 2-10 Mb a vétsi, coz odpovida jednotlivym
podpruhiim v karyotypu. Drobnéjsi zmény jsou nezachytitelné. Dalsi nevyhodou je nemoznost prokazat odchylku
v bunééném klonu mensim nez 50%, tzn. nelze takto vySetfovat mozaicizmus.

3. MNOHOBAREVNA FISH
Zakladem této metody je pouZziti malovacich sond na Uplnou sadu chromosomu v metafazi. Pomoci kombinatorialniho

znadeni jednotlivych chromosomd Ize najednou vysetfit cely genom a odhalit tak vétSinu strukturnich prestaveb,
balancovanych i nebalancovanych. Od r. 1996 vyjadiuje pojem M-FISH (multicolor FISH) zplisob oznaceni celého karyotypu
pomoci kombinovani 5 fluorochroma.

Timto kombinatorialnim znaéenim mazeme ziskat 31 rdiznych kombinaci (2" — 1), co? je vic ne? dostatek pro barevné
odliseni 22 pard autosomU a pohlavnich chromosomd. Fluorescencni signdly jednotlivych chromosom jsou snimany pres
specialni filtry a vysledna analyza vyZaduje pocitacové zpracovani. PocitaCovy program nakonec priradi jednotlivym
chromosomovym parQim tzv. pseudobarvy, které neodpovidaji skutecné barvé signdl(, ale jsou lépe rozlisitelné pro lidské
oko.

Jinou vaiantou ziskani ,,barevnych” chromosom je metoda spektralniho karyotypovani (SKY), ktera pouziva pro detekci
signald interferometr. Nejnovéjsim ,hitem” pouziti multicolor FISH je metoda mnohobarevného pruhovani mBAND.
Vyuziva opét principu kombinatorialniho znaceni jednotlivych ¢asti chromosomu ziskanych mikromanipulacni technikou.
Vysledkem je pseudopruhovany chromosom, na némz je mozné relativné presné urcit konkrétni strukturni prestavby i

s misty zlomQ.

33. KARYOTYP CLOVEKA, METODY JEHO VYSETRENI

Serazeny soubor chromosom buriky se nazyva karyotyp a je druhové specificky. Karyotyp ¢lovéka se sklada z 22 pard
autosomu a jednoho paru heterochromosomi, XX u Zeny a XY u muze. Chromosomy fadime a oznacujeme podle jejich
délky, polohy centromery a specifického pruhovani.

Nejdelsi je chromosom 1 a nejkratsi 22. Podle uloZeni centromery délime chromosomy ¢lovéka na metacentrické
(mediocentrické), submetacentrické a akrocentrické. Telocentrické chromosomy se vyskytuji jen v karyotypu jinych druhd.
Centromera déli chromosom na kratka a dlouha ramena.

V karyotypu ¢lovéka rozliSujeme 7 skupin chromosom A-G.

e  Skupina A jsou nejdelsi chromosomy - chromosomy 1 a 3 jsou metacentrické a chromosom 2 je submetacentricky.

e  Skupina B (4-5) jsou dlouhé submetacentrické chromosomy.

e  Skupina C (6-12) obsahuje stfedni submetacentrické chromosomy a svou velikosti a tvarem sem radime i
heterochromosom X.

e  Skupinu D (13-15) tvofi velké akrocentrické chromosomy.

e Do skupiny E (16-18) fadime malé submetacentrické a skupina F (19-20) jsou malé metacentrické chromosomy.

e  Posledni skupina G (21,22) je tvofena malymi akrocentrickymi chromosomy, tvarem a velikosti nalezi i
chromosom Y.

Pruhovani jednotlivych chromosom je pro kazdy par typické, a proto hodnoceni pruh( patfi ke standardnimu
chromosomalnimu vysetreni.

K usnadnéni popisu cytogenetickych ndlez(i byl vypracovan standardizovany systém nomenklatury, ktery umoznuje
prehledné vyjadrit nalezené odchylky od normy.

Prvni konference o standardizaci chromosom v karyotypu ¢lovéka se uskutecnila v Denveru v roce 1960. V roce 1971 byla
uznana Pafizskd nomenklatura pro fazeni lidskych chromosom, pozdéji doplnéna mezinarodnim systémem pro lidskou
cytogenetickou nomenklaturu.

Posledni setkani mezindrodni komise probéhlo v roce 2004 a byla zde ustanovena v soucasnosti platna verze (ISCN 2005 —
International System for Human Cytogenetic Nomenclature). Nomenklatura definuje normalni sadu chromosomd a jeji



odchylky. Je standardizovan vzor prouzkd na kazdém chromosomu a jsou zavedeny symboly pro numerické a strukturalni
aberace. V nové verzi jsou i pravidla pro zapis zmén zjisténych metodami molekularni cytogenetiky (FISH, CGH atd.).
V zdznamech nalezd vidy uvadime pocet chromosomdi, heterochromosomalni vybavu a pfipadné zjisténé odchylky.

Mezinarodni cytogeneticka nomenklatura ISCN — 2005 (symboly a zkratky)

Priklad (popis)

Zkratka Vyznam
p kratké rameno chromosomu
q dlouhé rameno chromosomu
mat materndlni (matefského plivodu)
pat paternalni (otcovského plvodu)
+(-) nadpocetny (chybéjici) ch. 47 XX, +21
/ mozaika 45,X/46,XX
del delece 46,XY,del(5)(p?); 46,X,del(X)(q?)
. B 3 46,XY,der(4)t(4;12)mat — abnormalni chromosom 4 —
der derivovany (odvozeny) ch. ., . )
odvozeny od reciproké translokace u matky
Zkratka Vyznam Priklad (popis)
t reciproka translokace 46,XY,t(2;8)(p?;9?)
45,XX,rob(14;21) — nositelka balancované translokace
rob, der Robertsonova translokace 46,XY,der(21;21),+21 — nositel nebalancované translokace,
Down(v syndrom
inv inverse 46,XY,inv(9)(p12q13)
mar marker chromosom 47,XY,+mar
r ring chromosom 46,XY,r(18)
i isochromosom 46,XY,i(22)
Zapis normalniho karyotypu muze je 46,XY a Zeny 46,XX.
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34. ODCHYLKY V POCTU CHROMOSOMU, PRICINY A KLINICKE PROJEVY U CLOVEKA

NUMERICKE CHROMOSOMALNi ABERACE

Chromosomalni abnormality mdzZzeme rozdélit do dvou zékladnich skupin — numerické a strukturni.
V obou skupinach pfislusné zmény postihuji bud’ autosomy nebo pohlavni chromosomy. Treti samostatnou skupinu
predstavuji nalezy odliSné chromosomalni vybavy ve dvou nebo vice bunéénych liniich — tzv. mixoploidie (mozaicizmus,

chimérizmus).




Zakladni rozdéleni chromosomalnich aberaci

monosomie

aneuploidie - -
trisomie

Numerické —
triploidie

olyploidie
pove tetraploidie

translokace

balancované inverze

inserce

Strukturalni delece

duplikace

nebalancované -
isochromosom

ring chromosom

Mozaicizmus, chimérizmus

Numerické aberace vznikaji béhem meidzy nebo mitdzy nerovhomérnym rozdélenim chromatid nebo chromosomii do
dcefinych bunék. Tento typ zmén oznacujeme jako genomové mutace. RozliSujeme zmény v poctu jednotlivych
chromosom v sadé — aneuploidie, nebo zmény poc¢tu celych haploidnich sad chromosom( — polyploidie. (Normalni
chromosomalni vybavu bunék nazyvame euploidni, resp. diploidni.)

ANEUPLOIDIE

Ztrata jednoho chromosomu v genomu buriky zplsobuje monosomii, pfebyvéni jednoho ¢i vice chromosom trisomii, ev.
tetrasomii. Nejcastéjsi pricinou vzniku aneuploidii u ¢lovéka je nondisjunkce, tj. porucha oddéleni homolognich
chromosomd v |. zracim déleni nebo sesterskych chromatid v Il. zracim déleni. Nondisjunkce v meidze | vede ke vzniku
disomickych gamet obsahujicich cely par homolognich chromosom, oproti tomu chyba v meidze Il zplsobuje tvorbu gamet
nesoucich dvé stejné kopie jednoho chromosomu. Jako doplnék pti nondisjunkci v obou fazich zraciho déleni vznikaji i
gamety nullisomické, které neobsahuji Zadnou kopii chromosomu pfislusného paru. Monosomie mohou byt zptisobeny
také ztratou chromosomu pfi pohybu k pdlu buriky béhem anafaze. Podle vysledkd studii s vyuZitim DNA marker( 2/3
aneuploidii u plodd nebo novorozencl maji maternalni pavod, z toho opét 2/3 vznikaji chybou v I. meiotickém déleni.

K nondisjunkci muiZze dojit i v mitdze béhem casného vyvoje zdrodku. Dlsledkem takové chyby je zastoupeni dvou nebo vice
bunécnych linii s rGznym poctem chromosoml, tzv. mozaicizmus. Riziko postizeni plodu trisomii stoupa s vékem matky.

Podobna souvislost byla zaznamendna i u trisomie 18. a 13. chromosomu. Vztah mezi vznikem aneuploidii a vékem otce
prokazan nebyl. Pfi¢ina tohoto rozdilu je pravdépodobné v odlisném ¢asovém pribéhu gametogeneze u muze a u Zeny.
Profaze I. zraciho déleni vajicek zacina jiz v 12. tydnu fetdlniho vyvoje dévcatek. V pribéhu desitek let existence oocytu se
mohou uplatnit riizné mutagenni vlivy (zafeni, chemické latky, viry) i vliv hormonalnich poruch regulace oogeneze. Proti
tomu zrani spermii trva jen 72 dnf. Pfic¢ina vzniku nondisjunkce je dosud neznama.

Opakovani vyskytu trisomie v nékterych rodinach, at uz se jedna o homotrisomii (opakovani trisomie téhoz chromosomu)
nebo heterotrisomii, vSak podporuje domnénky, Ze se zde uplatiiuji i dalsi vlivy, pravdépodobné opét maternalni.
Gonadalni mozaicizmus muze vysvétlit jen nékteré ojedinélé pripady homotrisomie, ostatni jsou predmétem intenzivniho
studia. Podle novéjsich vyzkumu se ukazuje, Ze chromosomy, u kterych nedoslo v profazi I. meiotického déleni

k rekombinaci, jsou nachylnéjsi k spontanni nondisjunkci. Chiasmata vznikajici v souvislosti s rekombinaci (crossing-overem)
udrzuji homologni chromosomy u sebe az do jejich rozchodu v diakinezi. Pfi selhani tvorby chiasmat miZe dochazet

k pred¢asnému oddéleni chromosomu a k jejich nepravidelné segregaci do dcefinnych bunék.

Béhem oogeneze probiha proces rekombinace v prenatalnim obdobi, zatimco k nondisjunkci dochazi kdykoli v dobé
priblizné od 15 do 50 let (obdobi pIné ovaridlni aktivity). Tato zjisténi sméruji k pfedpokladu, Ze nondisjunkce muze byt
vyvolana hned dvéma faktory. Prvnim je chybéni rekombinace mezi homolognimi chromosomy ve fetdlnich ovariich a
druhym pravdépodobna porucha tvorby a funkce déliciho vieténka béhem dozravani folikull. Dal$i moZnou alternativou je
hypotéza opozdéného oplozeni (delayed fertilization).

U nékterych zvifat (obojzivelnici, mysi, potkani, kralici,...) bylo prokazano, ze prodlouZeni doby mezi ovulaci a oplozenim
vajicka vede k Castéjsimu vyskytu aneuploidii a polyploidii. Néktefi védci povazuji fertilizaci po vice nez 48 hodinach po
ovulaci za pficinu aneuploidii i u ¢lovéka. Souvislost s vékem matky Ize pozorovat i v tomto pfipadé. Sexualni aktivita Zen ma



s rostoucim vékem v prdméru klesajici tendenci, a proto je pravdépodobnost opozdéného oplozeni u starSich Zen mnohem
vyssi.

Tato teorie ma vSak dosud celou Ffadu odpUrch. Néktefi z nich pfedpokladaji spise vliv starnuti spermii pti nizsi frekvenci
pohlavnich styka. Jejich hypotézu podporuji i vysledky studii u zvifecich modell a nalezy paternalniho pivodu Downova
syndromu (asi ve 20% pfipadd).

SYNDROMY PODMINENE ANEUPLOIDIi AUTOSOMU
viz otazka ¢. 38
SYNDROMY PODMINENE ANEUPLOIDIi GONOSOMU
viz otazka ¢. 39

POLYPLOIDIE

1. Triploidie
Triploidni chromosomalni vybava je u ¢lovéka nalézana pomérné ¢asto v burikach vykultivovanych z ¢asné potracenych
plodd. Je popsano i nékolik zivé narozenych déti s nizkou porodni hmotnosti a mnohoéetnymi vyvojovymi vadami. Ve viech
pripadech doslo k umrti brzy po narozeni. Jedinci s triploidni bunécnou linii v mozaice preZivaji déle, ve fenotypu prevazuje
mentdlni retardace a nespecifické vyvojové vady. Triploidie mlzZe vzniknout poruchou I. i ll. zraciho déleni vajicka (pt.
zachovani polarniho téliska) nebo spermie (produkce diploidnich gamet). Dalsi a nejcastéjsi moznosti je oplozeni vajicka
dvéma spermiemi, tzv. dispermie.

Fenotypovy projev zavisi na plvodu nadpocetné sady chromosomu. Pokud vyvijejici se zarodek obsahuje navic materskou
sadu chromosomU, placenta byva obvykle mal3, rlst a vyvoj plodu postizen a téhotenstvi konci casnym spontannim
potratem. Je-li ale nadpocetna sada chromosom paternalniho plvodu, dochazi naopak k nadmérnému rustu trofoblastu a
charakteristickym zménam placenty s tvorbou cyst (parcidlni hydatiformni mola). Na pocéatku gravidity nékdy dochazi ke
zvrhnuti vyvoje placenty a ke vzniku abnormalniho hroznovitého Utvaru zvaného hydatiformni mola (mola hydatidosa,
zasnét hroznova).

RozliSujeme molu parcialni a kompletni.

e  Parcialni mola - vznikd cystickou preménou trofoblastu na ¢asti obvodu plodového vejce. Plod je rostouci
placentou utlacovan a zaostdva ve vyvoji. Cytogenetickym vySetfenim nachazime triploidii 69,XXX nebo 69,XXY a
nadpocetnd sada je plvodem od otce.

e  Kompletni mola - proti tomu vznikd pfeménou celé placenty, plod neni viibec pfitomen a v burikdch prokazeme
karyotyp 46,XX. Obé sady chromosom jsou zcela identické a opét paternalniho plvodu. Kompletni mola se
vysvétluje oplozenim bezjaderného vajicka haploidni spermii (23,X) a naslednym zdvojenim sady chromosomul. Asi
v 5-15 % pripadd mazZe dojit k malignimu bujeni na zakladé moly a ke vzniku choriokarcinomu.

2. Tetraploidie
Karyotyp je obvykle 92,XXXX nebo 92,XXYY a pfi¢inou je tedy porucha v prvnim mitotickém déleni normalni zygoty. Tento
stav je Casné letalni. Bylo popsano i nékolik nalezd hydatiformni moly s tetraploidni vybavou 92,XXXY. V téchto vzacnych
kazuistikach se jednalo o kombinaci haploidiho vajicka a tfi sad paterndlnich chromosom. Tetraplodii je mozné
experimentdalné navodit plsobenim kolchicinu, ktery narusuje tvorbu déliciho vieténka a zabranuje tak rozchodu
replikovanych chromosom( v mitdze.

35. STRUKTURNI PRESTAVBY CHROMOSOMU, PRICINY A KLINICKE PROJEVY U CLOVEKA

STRUKTURALNi CHROMOSOMALNi ABERACE
Zakladni podminkou vzniku strukturalnich aberaci je preruseni kontinuity chromosomu. Tato kontinuita mGze byt prerusena

spontanné nebo pusobenim indukujicich mutagennich vliva (ionizujici zareni, chemické latky). Vznikaji tak chromosomové
nebo chromatidové zlomy.

,ObnaZené” konce DNA maji tendenci k opétovnému napojeni na plvodni nebo jiny volny konec na zakladé
komplementarity termindlnich bazi. Dochazi tak ke vzniku rliznych abnormalnich struktur, pfi vétsim poctu zlomd
nachdazime komplexni strukturalni prestavby. Zménény chromosom je predavan pravidelné do dcefinnych bunék, pokud



obsahuje centromeru a telomery, takovou aberaci oznacujeme jako stabilni. Pokud dojde ke ztraté centromery (acentricky
fragment) nebo telomer (napf. ring chromosom), segregace do dcefinnych bunék je nepravidelna a vede k eliminaci nebo
dalsim zméndm téchto struktur, v takovych pfipadech mluvime o nestabilnich prestavbach.

Strukturalni chromosomalni aberace mohou byt vrozené nebo ziskané. Fenotypovy efekt vrozenych strukturalnich
prestaveb se lisi u jednotlivych typl. Obecné rozliSujeme zmény balancované a nebalancované. U balancované prestavby
je v bunkach normalni mnozstvi genetického materialu, nedoslo ke ztraté ani k prebyvani ¢asti chromosomalini vybavy.
Nositelé balancované aberace obvykle nemaji Zzddné fenotypové projevy kromé vzacnych situaci, kdy se chromosomalnim
zlomem poskodi néjaky vyznamny funkéni gen. Zavazné je vsak riziko pro jejich potomstvo, nebot mdze dochazet k tvorbé
gamet s nebalancovanou chromosomalni vybavou. Nebalancovana strukturalni prestavba znamena zménu genomu ve
smyslu chybéni nebo naopak prebyvani urcité casti genetického materialu. Tento stav s sebou pfinasi vétsinou zavazné
klinické dusledky.

1. DELECE

Jako deleci oznacujeme ztratu ¢asti chromosomu. Zplsobuje monosomii pfislusného Useku, jedna se tedy o
nebalancovanou prestavbu. Terminalni delece vznikd jednim zlomem chromosomu a ztratou acentrické koncové Casti.
Intersticidlni delece je ztrata ¢asti chromosomu mezi dvéma zlomy. Jiny mechanizmus predstavuje inekvalni crossing-over,
kdy na jednom chromosomu vznika delece a na druhém duplikace. Delece velkého Useku chromosomu je obvykle
neslucitelna se Zivotem. Obecné plati pravidlo, Ze ztrata vice nez 2-3 % genomu haploidni sady je letalni, progndza vsak také
zavisi na konkrétnim genetickém obsahu deletovaného useku. Podle rozsahu rozliSujeme delece na dvou urovnich.

Prvni skupina zahrnuje delece viditelné v mikroskopu na chromosomech pfi standardnim cytogenetickém vysetreni a
druhou skupinu predstavuji tzv. mikrodelece. Mikrodelece je ztrata submikroskopického useku pozorovatelna na
prometafazickych chromosomech ziskanych metodou HRT (high resolution technique). Zvlastni chromosomalni prestavby
spojené s deleci jsou ring chromosom, isochromosom a dicentricky chromosom. Obé jmenované struktury (ring a
dicentricky chromosom) patii mezi nestabilni, nachazime je castéji v nadorovych burikach. Dicentricky chromosom vznika
soucasnym zlomem obou chromatid dvou chromosomd, jejich spojenim a ztratou acentrickych fragmentd. Vznikly
chromosom ma dvé centromery. Pfi dalSim déleni dochazi vétsinou k jeho preruseni a vzniku dalSich strukturdlnich
prestaveb.

1.1 DELECNi SYNDROMY
Cri du chat syndrom
Karyotyp: 46,XX,del(5)(p?) nebo 46,XY,del(5)(p?)

Termindlni delece rdzného rozsahu na kratkém rameni chromosomu 5 zpUsobuje klinicky obraz syndromu kociciho kriku
neboli cri du chat. Postizené déti se rodi s nizkou porodni hmotnosti, neprospivaji. Ve fenotypu je vyrazna psychomotoricka
retardace, mikrocefalie, facidlni dysmorfie (mésicovity obli¢ej, mald brada, hypertelorizmus, epikanty) a charakteristicky
plac, ktery pfipomina mioukani kocky. Toto ,,mfoukani” je zplisobeno hypoplazii laryngu v ¢asném véku ditéte a s vékem se
postupné upravuje. Syndrom se vyskytuje s ¢etnosti 1:20 000. Délka Zivota je vétSinou nezkracena.

Typické projevy jsou spojeny s chybénim distalni ¢asti kratkého ramene, delece mUze byt tedy mala az submikroskopicka
nebo naopak rozsahl3, kdy chybi témér celé kratké rameno 5p. V presném zapisu karyotypu pak nahrazujeme otaznik
konkrétnim oznacenim mista zlomu.

Turnertv syndrom — dele¢ni forma
Karyotyp: 46,X,del(X)(p?) nebo 46,X,del(X)(q?)

chromosomu X, pripadné Y. Mezi tyto zmény patfi delece rizného rozsahu, dale isochromosom, ring chromosom,
dicentricky nebo isodicentricky chromosom. VSechny uvedené zmény vedou k chybéni nékterych Gsekll chromosomu X
nebo méné casto chromosomu Y a vyskytuji se v mozaice nebo vzacnéji v Cisté linii. Vysledny fenotyp je velmi variabilni a
vyznamny vliv maji geny leZici v pseudoautosomalnich oblastech chromosoma X a Y, které nepodléhaji inaktivaci (oblasti
PAR1 a PAR2). Delece na kratkém rameni Xp: klinicky byvaji pfitomny znaky Turnerova syndromu, zejména mala postava a
skeletdalni odchylky. Tyto zmény souviseji s chybénim distdlni ¢asti Xp, kde je lokalizovan gen SHOX (Short stature
HomeoboX-containing gene), nepodléhajici inaktivaci. Tento gen ma klicovou Ulohu ve vyvoji skeletu. Pfitomnost poruchy



vyvoje sekundarnich pohlavnich znakd a sterility je variabilni v zavislosti na rozsahu chybéjici ¢asti Xp. Delece na dlouhém
rameni Xq: tyto pfipady jsou pomérné vzacné, ze znakd Turnerova syndromu je zde predevsim ovarialni dysgeneze
s primarni amenoreou a sterilitou. Rlstova porucha nemusi byt pfitomna.

1.2 MIKRODELECNI SYNDROMY

Skupinu mikrodeleénich syndrom tvofi syndromy zplisobené postizenim vice gen( lokalizovanych tésné vedle sebe na
jednom chromosomu, téZ oznacované jako syndromy gend naléhajicich na sebe (contiguous genes syndromes). Kazdy
z téchto gend ovliviiuje fenotyp nezavisle na ostatnich a vysledna klinickd manifestace vétSinou odpovida rozsahu
poskozeni DNA. Zpravidla se jedna o mikrodelece, vzacné o mikroduplikace, které neni mozné rozpoznat metodami
konvencni cytogenetiky. Tyto zmény vznikaji prostou deleci nebo ztratou kratkého segmentu chromosomu v ramci
reciproké translokace nebo inverze v prislusné kritické oblasti.

Detekci téchto drobnych 1ézi umozZiiuje vySetfeni prometafazickych chromosom ziskanych technikou s vysokou rozliSovaci
schopnosti (HRT). Nejmensi zmény struktury chromosomd jsou viditelné v mikroskopu odpovidaji délce 4 Mb. Mensi delece
jsou diagnostikovatelné metodou FISH (fluorescencni in situ hybridizace) s pouzitim lokus-specifickych sond nebo metodami
molekuldarni DNA analyzy. Klinicky nejsou tyto syndromy ptesné definované a vyhranéné. Rizné kombinace a pocet
postizenych gent v dané oblasti podminuji variabilni fenotypové projevy, pravidelné byva pfitomna mentaini retardace.
Stejny klinicky obraz mGze byt v nékterych pfipadech zplsoben také bodovymi mutacemi prislusnych gent bez prikazu
delece (pf. syndrom Rubinstein-Taybiho az v 90 %) nebo mechanismem genomového imprintingu v souvislosti

s uniparentalni disomii (Prader-Williho, resp. Angelmandv syndrom). Vyskyt mikrodele¢nich syndromu je vétsinou
sporadicky.

Prader-Williho syndrom a Angelmandiv syndrom

Kriticka oblast spojena s Prader-Williho a Angelmanovym syndromem je lokalizovana na dlouhém rameni chromosomu 15
(15911-13). V této oblasti se asi v 70% pfipadl vyskytuje intersticidlni delece rdzného rozsahu. Pokud delece postihuje
chromosom 15 pochdzejici od otce, vyviji se klinicky obraz Prader-Williho syndromu. Naopak delece maternalniho plvodu
vede k postizeni Angelmanovym syndromem. Vliv pdvodu delece na vyvoj konkrétniho syndromu vysvétluje existence
genového imprintingu v kritické oblasti 15q.

Zjednodusené si Ize predstavit, Ze v dané oblasti lezi dva genové Useky. Prvni z nich (,,PWCR” — Prader-Willi critical region) je
aktivni pouze na paternalnim chromosomu 15 a analogicky Usek na chromosomu materndlnim je vlivem imprintingu
umlcen. Druhy Usek je naopak aktivni pouze na chromosomu 15 pochazejici od matky (,,ACR” — Angelman critical region) a
neaktivni na chromosomu otcovském. Za normalni situace jsou pfitomny chromosomy 15 od matky i od otce, jejich nositel
ma po jedné aktivni kopii obou kritickych genovych Usekl a jeho fenotyp neni postizen. V pfipadé delece vsak aktivni kopie
jednoho nebo druhého Useku chybi a podle plvodu deletovaného chromosomu vznika konkrétni syndrom. Oba syndromy
vSak mohou byt zpUsobeny i jinym mechanizmem bez prokazatelné delece.

Nejéastéji byva popisovana uniparentalni disomie, tzn. plivod obou chromosomu 15 (nebo alespori jejich kritickych oblasti)
pouze od jednoho z rodi¢l. Pokud oba chromosomy 15 pochazeji od otce (paternalni uniparentalni disomie), vyviji se
Angelman(v syndrom, nebot zcela chybi aktivni kriticky Usek maternalniho plvodu (ACR) a oba analogické tseky paternalni
jsou inaktivni plisobenim imprintingu. Maternalni uniparentdini disomie vede pak k obrazu Prader-Williho syndromu,
protoze nositeli chybi aktivni paternalni kriticky usek (PCWR).

Angelman(v syndrom muzZe byt dale zplsoben mutaci v genu UBE3A leZicim v ,,ACR” Useku a asi u 10 % postizenych je
pri¢ina nezjisténa. Ve vzacnych pripadech obou syndrom{ mdze nastat porucha vlastniho procesu imprintingu (mutace
imprintingového centra, IC) a aktivace/inaktivace kritickych oblasti je pak chybna. Klinicky fadime Prader-Williho a
Angelman(v syndrom mezi tzv. behavioralni syndromy (s typickym chovanim). Fenotyp obou jednotek je zna¢né odlisny.

Prader-Williho syndrom

Vyskytuje se asi u 1:10 000 — 15 000 déti. U novorozencl je napadna tézka hypotonie, kojenci mivaji problémy s kojenim a
polykanim, neprospivaji. Zhruba od dvou let se fenotyp ditéte méni, dostavuje se patologické prejidani az Zravost, které
vedou k extrémni obezité. MentaIni retardace byva obvykle jen mirna, napadné jsou zmény nalad, poruchy chovani ve
smyslu agresivity, nesnasenlivost pfi zméné rutinnich situaci a poruchy spanku. Progndza pfimo zavisi na vyskytu komplikaci
obezity (diabetes, kardiovaskularni komplikace, poruchy metabolismu), |ze tedy ovlivnit omezenim pfijmu potravy a
Upravou pohybového rezimu.



Angelmaniv syndrom

PostiZzeni ma Cetnost cca 1:12 000. V klinickém obraze je tézka psychomotoricka retardace, déti se obvykle ani nenauci
mluvit. Asi u tfetiny byva patologické EEG a epileptické zachvaty. Typicka je toporna chiize, stereotypni ataktické pohyby
koncetin a nemotivované zachvaty smichu. Déti s Angelmanovym syndromem miluji vodu, plastové predmeéty, zvukové
hracky a baldny. Jejich fascinace vodou jim muzZe byt i Zivotné nebezpecnd, proto vyzaduji staly dozor. Pro zvlastni chlzi a
vesely vyraz byl dfive tento syndrom oznaéovan jako ,3tastna loutka — happy puppet”.

Wolf-Hirschhornliv syndrom

Delece kratkého ramene chromosomu 4 muze byt rizného rozsahu, avsak vétSinou chybi pouze mala subtelomericka oblast
(4p16.3), proto syndrom obvykle fadime mezi mikrodelece. Vyskytuje se pomérné vzacné 1:25 000 — 30 000 novorozencd,
asi tfetina postizenych umira do jednoho roku. V klinickém obraze je pfitomna tézka psychomotoricka retardace,
neprospivani, typicka facialni dysmorfie (hypertelorizmus, Siroky nos, ,,rybi“ Gsta), ¢asté jsou vrozené vady srdce, CNS a
dalsich organ).

2. RING CHROMOSOM
Ring chromosom (prstencity chromosom) vznika sou¢asnym zlomem obou ramen chromosomu a jejich spojenim.
Termindlni acentrické fragmenty jsou ztraceny. Ring chromosom byl popsan u vsech chromosomu ¢lovéka. Pfi plvodu

z nékterého autosomu je fenotypovy efekt velmi zavazny a zavisi na velikosti deletovaného useku. Vzidy je pritomna tézka
psychomotoricka retardace.

Ring chromosom podléha pfi mitotickém déleni ¢asto dalSim strukturdlnim zménam (v anafazi dochazi k propleteni
prstencll sesterskych chromatid a k jejich zlomu). Diky své nestabilité byva ring chromosom detekovan zpravidla jen v ¢asti
bunék jedince, v mozaice. Jednim z nejcastéjsich nalez( této aberace je ring chromosom X, obvykle pfitomny v mozaikové
formé. Dalsi linii maze byt napf. 46,XX, dale 45,X nebo také 46,XY.

3. INVERZE

Inverze je balancovana strukturalni prestavba podminéna dvéma zlomy na jednom chromosomu a znovunapojeni ¢asti mezi
nimi v obracené poloze. Podle umisténi na chromosomu rozliSujeme dva typy. Pokud invertovany Usek obsahuje
centromeru, mluvime o pericentrické inverzi. Jsou-li obé mista zlomu na stejném rameni, oznacujeme inverzi jako
paracentrickou. V karyotypu rozeznavame inverzi podle zmény spravného poradi pruht, pericentricka inverze navic méni
vzajemny pomér délky ramen chromosomu. Pro svého nositele nepfindsi inverze obvykle zadny fenotypovy projev kromé
vzacnych pfipad(, kdy je v misté zlomu postiZzen vyznamny gen.

Obecné viak ma zavazné disledky pro potomstvo a pro fertilitu nositele, nebot pfi gametogenezi mize dojit ke vzniku
nebalancovanych gamet. BEhem meidzy | dochazi pfi synapsi mezi homolognimi chromosomy v Useku inverze k tvorbé
inverzni smycky. Naslednym crossing-overem v oblasti smycky vznikaji rekombinované chromosomy s nebalancovanou
vybavou. Pfi pericentrické inverzi se tvofi dva komplementdrni rekombinované chromosomy, s parcidlni deleci jednoho
useku distalné od mista inverze a parcialni duplikaci druhého koncového segmentu a naopak.

Riziko narozeni postizeného ditéte nositeli pericentrické inverze se uvadi asi 1-10 % v zavislosti na relativni velikosti inverze
a na anamnéze. Obecné plati, Ze ¢im vétsi je invertovany Usek, tim je vyssi riziko narozeni ditéte s nebalancovanou
chromosomalni vybavou. Pokud je inverze malého rozsahu, ziskaji rekombinované chromosomy nasledkem crossing-overu
relativné dlouhé deletované, resp. duplikované segmenty. Embryo s takto vyrazné nebalancovanou vybavou bude s velkou
pravdépodobnosti Casné potraceno a v anamnéze téchto nositell nalezneme opakované spontanni aborty.

Pti inverzi vétsi ¢asti chromosomu budou deletované a duplikované Useky relativné kratké a pravdépodobnobnost narozeni
plodu s téZzkymi vyvojovymi vadami vyssi. U paracentrické inverze nasledkem inekvalniho crossing-overu vznikaji acentrické
a dicentrické rekombinantni chromosomy s letdlnim ucinkem pro embryo. Nositelé paracentrické inverze maji snizenou
plodnost, aviak riziko narozeni postizeného ditéte je u nich extrémné nizké. Castym nalezem pfi cytogenetickém vysetfeni
periferni krve je pericentrickd inverze heterochromatinové oblasti chromosomu 9. Je povazovana za variantu nebo
polymorfismus bez fenotypovych nasledkl pro svého nositele. Na rozdil od ostatnich inverzi neni tato spojena se zvysenym
rizikem spontannich potratll ani postizeni potomstva.



4. TRANSLOKACE

Translokace je balancovana strukturalni prestavba, pfi niz dochazi k premisténi genetického materialu z jednoho
chromosomu na druhy. RozliSujeme translokace reciproké a Robertsonovy. Reciproka translokace je podminéna zlomem
dvou nehomolognich chromosom a vzajemnou vyménou oddélenych ¢asti za vzniku dvou novych derivovanych
chromosomU. Robertsonova translokace je zvlastni typ translokace, ktera vznikd pouze mezi akrocentrickymi chromosomy
jejich tzv. centrickou fuzi.

RECIPROKA TRANSLOKACE

Vznikd sou¢asnym zlomem dvou nehomolognich chromosom a vzajemnou vyménou fragmentd. Méné casto vznikaji
komplexni pfestavby za Ucasti vice chromosomd, typické jsou zejména pro nadorovy karyotyp. Celkovy pocet chromosomu
zUstava 46. Reciproké translokace jsou pomérné Casté, vyskyt v populaci je asi 1:500. Nejcastéji jsou diagnostikovany u part
s opakovanymi spontannimi potraty v anamnéze nebo po narozeni ditéte s vrozenymi vyvojovymi vadami (v dlsledku
nebalancované chromosomalni vybavy). Po zjisténi nosi¢stvi balancovanné translokace je mozné v rdmci genetického
poradenstvi stanovit riziko narozeni postizeného ditéte. Toto riziko se primérné pohybuje v rozmezi 1-10%. Balancovana
translokace zpravidla neovliviiuje fenotyp, vyjimkou je tzv. efekt pozice. Pfi premisténi urcitého genu na misto, kde podléha
regula¢nimu vlivu jiného genu, se mdze vyznamné zménit jeho exprese a funkce.

Prikladem je translokace t(9;22) u chronické myeloidni leukémie — Filadelfsky chromosom, t(8;14) u Burkittova lymfomu a
fada dalsich. Zavaznost balancované translokace spociva v chovani postizenych chromosomu v meidze. V profazi I. zraciho
déleni se vytvareji v prlibéhu synapse slozité figury, oznacované jako tetravalenty. Tetravalent vznika parovanim
homolognich Usek( za¢astnénych chromosomd. Pravidelna segregace do dcefinnych bunék je narusena a probiha odlisSnym
zplsobem. Obvykle se jednd o segregaci typu 2:2, pfi které se do kazdé gamety rozchazeji vidy dva ziéastnéné
chromosomy.

RozliSujeme tii mozné zplsoby této segregace: stfidavou, sousedni-1 a sousedni-2.

e  Pristfidavé (alternate) segregaci vznikaji gamety s normalni nebo balancovanou haploidni sadou. Embryo pocaté
takto vytvorenou gametou bude obsahovat normaini chromosomy nebo opét balancovanou translokaci jako
jeden z rodica.

e  Sousedni-1 (adjacent-1) segregace znamena rozchod chromosomu s homolognimi centromerami a pfi vzacné
sousedni-2 (adjacent-2) segregaci se oddéluji chromosomy s nehomolognimi centromerami (chromosomy
s homolognimi centromerami putuji spolu k jednomu pélu).

Gamety vznikajici sousedni segregaci jsou vZdy nebalancované, nesou delece nebo duplikace. Embrya pochazejici

z nebalancovanych gamet maji pak kombinaci parcidlni monosomie a trisomie Usek( distalnich od mista zlomu.
Pravdépodobnost vytvoreni gamet s normalni, balancovanou a nebalancovanou chromosomalni vybavou se lisi v zavislosti
na velikosti translokovanych segment(. Dal$i moZnosti je segregace tfi chromosom( do jedné gamety a jednoho
chromosomu do druhé (typ segregace 3:1). Vétsina kombinaci vytvorenych timto mechanismem je neslucitelna se Zivotem,
mala cast vede k tézkému mnohocetnému postiZzeni (nékteré tzv. terciarni trisomie).

ROBERTSONOVA TRANSLOKACE

Robertsonova translokace vznika zlomem dvou akrocentrickych chromosomu (13,14,15,21 a 22) v oblasti centromery a
naslednym spojenim dlouhych ramen. Pfestavba se téZ oznacuje jako centricka fuze. Kratka ramena obou chromosom jsou
ztracena. Ztrata materialu kratkych ramen akrocentrickych chromosoma nezpusobuje klinické projevy, nebot obsahuji geny
pro ribosomalni RNA, které se vyskytuji v mnohonasobnych kopiich a na ostatnich akrocentrech. Celkovy pocet
chromosomd je sniZen na 45, ale prestavba je funkéné balancovana a fenotyp nositele neovlivnén.

Vyznamna je opét nepravidelna segregace chromosom( do gamet. Témér ve vsech pripadech Robertsonovy translokace se
tvori Sest typl gamet tfemi moznymi zpUsoby segregace (podobné jako u reciproké translokace). Vétsina gamet ma
nebalancovanou chromosomalni vybavu, jsou disomické a nullisomické, mensi ¢ast obsahuje normalni nebo balancovany
haploidni komplement. Osud téhotenstvi rodicd s Robertsonovou translokaci je zavisly na druhu postizenych chromosomd,
obecné je vyssi vyskyt spontannich potratd.

Nebalancované gamety zplsobuji ¢asné letdlni monosomie 13,14,15,21 a 22 a trisomie 14,15 a 22. Disomické gamety
s chromosomy 13 a 21 podminiuji vznik trisomie 13 (Patautlv syndrom) a trisomie 21 (Down(v syndrom), slucitelné se



Zivotem. Jina situace nastdva u nositele translokace 21;21, kdy vznikaji pouze dva typy gamet, disomické nebo nullisomické.
V tomto pripadé je riziko narozeni ditéte s Downovym syndromem 100 %, bez ohledu na pohlavi nositele.

Downlv syndrom — translokaéni forma

U 4-5 % jedinct s Downovym syndromem nachazime translokacni formu trisomie 21, kdy tfeti kopie 21. chromosomu je
translokovana na néktery jiny akrocentricky chromosom. Tato forma byva ¢asto familiarni, jeden z rodicl je nositel
balancované Robertsonovy translokace. Riziko opakovani narozeni ditéte s Downovym syndromem zavisi na typu
translokace a na pohlavi nositele translokace.

Teoretické riziko pti translokaci chromosomu 21 s chromosomem 13,14, 15 nebo 22 je 1/3, avsak v praxi je riziko obecné
nizsi. Pokud je nositelem translokace otec, uvadi se riziko 5-7%, pfi translokaci u matky je riziko vyssi — pfiblizné 10-15 %. U
translokace 21;21 je pravdépodobnost narozeni ditéte s Downovym syndromem 100%.

5. ISOCHROMOSOM

Isochromosom je mediocentricky chromosom tvoreny dvéma kratkymi nebo dvéma dlouhymi rameny téhoz chromosomu.
Vznika pravdépodobné pri¢nym rozdélenim v misté centromery béhem Il. meiotického déleni. Rozdéleni sesterskych
chromatid probéhné chybné (pri¢né, horizontalné) a vysledny chromosom obsahuje dvé kopie kratkych nebo dvé kopie
dlouhych ramen. V karyotypu zpUsobuje parcialni monosomii jednoho ramene a parcidlni trisomii druhého ramene daného
chromosomu. Je popisovan u Ffady syndrom(. Nejc¢astéjsi je isochromosom dlouhych ramen chromosomu X s fenotypovymi
znaky Turnerova syndromu, predstavuje asi 15 % z celkového vyskytu.

Isochromosom Xp je vzacnéjsi, podmiriuje gonadalni dysgenezi. Casto se isochromosomy vyskytuji v karyotypech
nadorovych bunék.

6. INSERCE

Inserce znamena vloZzeni chromosomového segmentu na kterékoli misto jiného nebo téhoZ chromosomu. Tato prestavba
vyZaduje nejméné tfi zlomy a postihuje jeden nebo dva chromosomy.

Insertovany Gsek muiZe byt na novém misté v normalni nebo obracené poloze (pfim3, resp. invertovana inserce). Inserce je
balancovana prestavba bez ovlivnéni fenotypu. Pfi postizeni dvou rliznych chromosom( pfedstavuje pro svého nositele 50
% riziko tvorby nebalancovanych gamet, nesoucich bud’ deletovany nebo insertovany chromosom.

7. DUPLIKACE

Chromosomové duplikace oznacuji zdvojeni urcitého Useku chromosomu. Vznikaji inekvalnim crossing-overem za
soucasného vzniku delece na parovém chromosomu. Jinym mechanismem je segregace chromosomu derivovanych nebo
rekombinovanych v disledku strukturdini prestavby (translokace, inverze). Duplikace se vyskytuje jako tandemova, kdy jsou
zdvojené useky umistény vedle sebe, nebo insercni, pfi niz je nadpocetny Usek lokalizovan na kterémkoli misté genomu. Pro
svého nositele maji duplikace méné zavazné klinické projevy nez delece. Obecné byva letdlni delece o rozsahu 3 %
haploidniho genomu, zatimco duplikace az 5 %, ale zalezi na konkrétnim postizeném chromosomu. Fenotypovy obraz
odpovida z&asti priznakdm trisomie daného chromosomu, mluvime také o parcialni trisomii.

8. MARKER CHROMOSOM
Jako marker chromosomy se z cytogenetického hlediska oznacuji malé nadpocetné chromosomy v karyotypu. Jsou tvoreny

uréitym chromosomovym segmentem, jehoZ plvod vétSinou nelze konvencnimi cytogenetickymi metodami blize
specifikovat. Stanoveni rizika postiZzeni plodu pfi ndlezu marker chromosomu v plodové vodé je ovlivnéno vice faktory.
Pokud stejny marker chromosom nese i jeden z rodicu, pravdépodobné se neprojevi ani ve fenotypu plodu. V pripadé
nédlezu de novo se obecné uvadi riziko postiZeni az 15 %. Vyznam ma také morfologie marker chromosomu. Riziko je nizsi,
pokud obsahuje satelity a je tvorfen prevazné heterochromatinovym materidlem. Naopak vyssi riziko predstavuje marker
chromosom, ktery neobsahuje satelity a je tvofen euchromatinem. Potom klinicky obraz odpovida parcialni trisomii této
oblasti.

Relativné Casty je vyskyt marker chromosomu v mozaice. Zavedeni FISH metod umoziuje presné;jsi uréeni plivodu marker
chromosomu a tim i lepsi prognosticky odhad. NejcastéjsSim nalezem byva marker chromosom pochazejici z ¢asti materialu
15 chromosomu. Pojem ,marker”, pfipadné i ,marker chromosom” je také uzivan v jiném vyznamu (pozor na zaménul!) a to
pro oznaceni urcitého jevu nebo nalezu, ktery je asociovan s urcitou chorobou, diagndzou apod. Klasickym prikladem mdze
byt tzv. Filadelfsky chromosom — ,,marker” chronické myeloidni leukémie.



9. FRAGILNI MISTA

Pfi cytogenetickém vysSetreni nachazime na nékterych chromosomech oblasti, ve kterych neni chromatin pIné spiralizovan a
obé chromatidy jsou jakoby pferuseny. Tyto nebarvici se ,mezery” (gapy) se nazyvaji fragilni mista (fragile site). V téchto
bodech jsou jednotlivé chromatidy nachylné;jsi ke zlomim. Podle nékterych hypotéz maji fragilni mista na autosomech
ptrimou souvislost se zZlomy chromosomu pti specifickych strukturdlnich prestavbach v burikach malignich nadord, tzv.
hotspots. Pfitomnost fragilnich mist je cytogeneticky prokazatelnd po kultivaci bunék v médiu se snizenym obsahem
kyseliny listové nebo thymidinu. V soucasné dobé se pro detekci ¢astéji pouzivaji techniky molekularni diagnostiky. Fragilni
mista se vyskytuji pomérné vzacné, zvlastni postaveni ma fragilni misto na dlouhém rameni chromosomu X.

SYNDROM FRAGILNIHO X (FRA X syndrom)

Syndrom fragilniho X predstavuje nej¢astéjsi vrozenou pfi¢inu mentalni retardace u chlapct s vyskytem asi 1:4 000.
Dédi¢nost je gonosomalné recesivni, postiZeni jsou vétsinou chlapci. Zeny byvaji pfenase¢kami, ale mohou byt i postizené,
obvykle vSak méné zavaznou formou. Klinicky nachazime typicky napadné protahly oblicej, velké usni boltce a zvétsena
testes. Diagnostika byla dfive cytogeneticka, po specialni kultivaci s deficitem kyseliny listové v médiu se zjistovala
pritomnost fragilniho mista na distalnim konci dlouhého ramene chromosomu X — fra(X)(g27.3).

Vysetieni bylo znaéné nespolehlivé, nebot fragilni misto byvalo zachyceno jen ve velmi malém poétu mitdz. V soudasnosti je

v genu FMR1 leZicim v dané oblasti).

37. PRICINY VZNIKU CHROMOSOMALNICH ABERACI

NUMERICKE CHROMOSOMALNi ABERACE

ANEUPLOIDIE - nejcastéjsi pricinou vzniku aneuploidii u ¢lovéka je nondisjunkce, tj. porucha oddéleni homolognich
chromosomd v |. zracim déleni nebo sesterskych chromatid v Il. zracim déleni. Nondisjunkce v meidze | vede ke vzniku
disomickych gamet obsahujicich cely par homolognich chromosom, oproti tomu chyba v meidze Il zplsobuje tvorbu gamet
nesoucich dvé stejné kopie jednoho chromosomu. Jako doplnék pfi nondisjunkci v obou fazich zraciho déleni vznikaji i
gamety nullisomické, které neobsahuji Zadnou kopii chromosomu pfislusného paru. Monosomie mohou byt zpdsobeny také
ztratou chromosomu pfi pohybu k pdlu buriky béhem anafaze. Podle vysledk( studii s vyuzitim DNA markerd 2/3
aneuploidii u plodd nebo novorozencl maji maternalni pdvod, z toho opét 2/3 vznikaji chybou v I. meiotickém déleni.

K nondisjunkci muiZe dojit i v mitéze béhem ¢asného vyvoje zarodku. Disledkem takové chyby je zastoupeni dvou nebo vice
bunécnych linii s riznym po¢tem chromosoml, tzv. mozaicismus. Riziko postiZzeni plodu trisomii stoupa s vékem matky
(Downdv syndrom). Podobna zavislost byla zaznamenana i u trisomie 18. a 13. chromosomu. Vztah mezi vznikem
aneuploidii a vékem otce prokazan nebyl. Pri¢ina tohoto rozdilu je pravdépodobné v odlisném ¢asovém pribéhu
gametogeneze u muZe a u Zeny. Pfi¢ina vzniku nondisjunkce je dosud neznama.

Opakovani vyskytu trisomie v nékterych rodinach, at uz se jedna o homotrisomii (opakovani trisomie téhoz chromosomul)
nebo heterotrisomii, vSak podporuje domnénky, Ze se zde uplatiiuji i dalsi vlivy, pravdépodobné opet maternalni. Gonadalni
mozaicizmus mUZe vysvétlit jen nékteré ojedinélé pripady homotrisomie, ostatni jsou predmétem intenzivniho studia. Podle
novéjsich vyzkuma se ukazuje, Ze chromosomy, u kterych nedoslo v profazi I. meiotického déleni k rekombinaci, jsou
nachylné;jsi k spontanni nondisjunkci.

Chiasmata vznikajici v souvislosti s rekombinaci (crossing-overem) udrzuji homologni chromosomy u sebe az do jejich
rozchodu v diakinezi. Pfi selhani tvorby chiasmat mize dochazet k pred¢asnému oddéleni chromosom a k jejich
nepravidelné segregaci do dcefinnych bunék. BEhem oogeneze probiha proces rekombinace v prenatalnim obdobi, zatimco
k nondisjunkci dochazi kdykoli v dobé pfiblizné od 15 do 50 let (obdobi pIné ovarialni aktivity). Tato zjisténi sméruji

k predpokladu, Ze nondisjunkce mdze byt vyvolana hned dvéma faktory.

Prvnim je chybéni rekombinace mezi homolognimi chromosomy ve fetalnich ovariich a druhym pravdépodobna porucha
tvorby a funkce déliciho vieténka béhem dozravani folikuld. Dalsi moZnou alternativou je hypotéza opozdéného oplozeni
(delayed fertilization). U nékterych zvifat (obojzivelnici, mysi, potkani, kralici,...) bylo prokazano, Zze prodlouzeni doby mezi



ovulaci a oplozenim vajicka vede k ¢astéjsimu vyskytu aneuploidii a polyploidii. Néktefi védci povazuiji fertilizaci po vice nez
48 hodinach po ovulaci za pricinu aneuploidii i u ¢lovéka. Souvislost s vékem matky Ize pozorovat i v tomto pripadé.

Sexudlni aktivita Zen ma s rostoucim vékem v priiméru klesajici tendenci, a proto je pravdépodobnost opozdéného oplozeni
u starSich Zen mnohem vyssi. Tato teorie ma vsak dosud celou fadu odptrcu.

Néktefi z nich predpokladaji spise vliv starnuti spermii pfi nizsi frekvenci pohlavnich styka. Jejich hypotézu podporuiji i
vysledky studii u zvifecich modeld a nélezy paternalniho plvodu Downova syndromu (asi ve 20% ptipadu). U nékterych
druht (pf. Drosophila) byla prokazana geneticka kontrola nondisjunkce. Tento fakt by mohl vysvétlit opakovany vyskyt
nondisjunkci v nékterych rodinach.

POLYPLOIDIE - selhani redukéniho déleni nebo endoreduplikace vedou ke zmnoZeni sad chromosom(. TRIPLOIDIE - mUze
vzniknout poruchou I. a Il. zraciho déleni vajicka (pf. zachovani polarniho téliska) nebo spermie (produkce diploidnich
gamet).

Dalsi a nejcastéjsi moznosti je oplozeni vajicka dvéma spermiemi, tzv. dispermie. TETRAPLOIDIE - pticinou je porucha

v prvnim mitotickém déleni normalini zygoty. Tento stav je Casto letalni.

STRUKTURNi CHROMOSOMALNi ABERACE
Zakladni podminkou vzniku strukturalnich aberaci je pferuseni kontinuity chromosomu. Tato kontinuita mlze byt pferusena

spontanné nebo pusobenim indukujicich mutagennich vliva (ionizujici zafeni, chemické latky). Vznikaji tak chromosomové
nebo chromatidové zlomy. ,Obnazené” konce DNA maji tendenci k opétovnému napojeni na plivodni nebo jiny volny
konec na zakladé komplementarity terminalnich bazi. Dochazi tak ke vzniku riznych abnormalnich struktur, pfi vétsim
poctu zlom{ nachazime komplexni strukturalni pfestavby.

Zménény chromosom je predavan pravidelné do dcefinnych bunék, pokud obsahuje centromeru a telomery. Takovou
aberaci oznacujeme jako stabilni. Pokud dojde ke ztraté centromery (acentricky fragment) nebo telomer (napf. ring
chromosom), segregace do dcefinnych bunék je nepravidelna a vede k eliminaci nebo dalS$im zménam téchto struktur.

V takovych pfipadech mluvime o nestabilnich prestavbach.Strukturalni chromosomalni aberace mohou byt vrozené nebo
ziskané. Fenotypovy efekt vrozenych strukturalnich prestaveb se lisi u jednotlivych typ(.

Obecné rozliSujeme zmény balancované a nebalancované. U balancované prestavby je v burikdch normalini mnozstvi
genetického materidlu, nedoslo ke ztraté ani k prebyvani ¢asti chromosomalni vybavy. Nositelé balancované aberace
obvykle nemaji Zaddné fenotypové projevy kromé vzacnych situaci, kdy se

chromosomalnim zlomem poskodi néjaky vyznamny funkéni gen. Zavazné je vsak riziko pro jejich potomstvo, nebot muze
dochazet k tvorbé gamet s nebalancovanou chromosomalni vybavou. Nebalancovana strukturdlni pfestavba znamena
zménu genomu ve smyslu chybéni nebo naopak prebyvani urcité ¢asti genetického materidlu. Tento stav s sebou prinasi
vétsinou zdvazné klinické dusledky.

Ziskané chromosomalni aberace(ZCHA) stanovujeme pfi testovani mutagennich a genotoxickych G¢inkd chemickych latek a
Zivotniho prostredi na ¢lovéka. Pro hodnoceni po¢tu chromosomovych zlomi a prestaveb vyuZzivame metody klasické
cytogenetické analyzy. ZCHA hodnotime v preparatech z kratkodobé (48 hodin) kultivovanych lymfocytl periferni krve a
zjistujeme pocetni a strukturalni odchylky u 100-200 mitdz.

Frekvence ZCHA odrazi expozici skodlivym latkdm v poslednich mésicich pred vysetfenim. Pfi snizeni nebo vyrazeni
mutagenniho vlivu z prostfedi dochazi postupné ke sniZzovani poctu prestaveb a zlomu. Uplatiuji se zde reparacni
mechanismy (individuéIné variabilni) a selekce postizenych bunék.

V praxi testujeme expozici rdznym Skodlivindm na vybranych pracovistich, ve zdravotnictvi zejména vliv chemickych latek,
jedl a cytostatik v laboratofich a na klinickych oddélenich. V téchto pfipadech hodnotime tzv. skupinové riziko pro
zaméstnance jednoho pracovisté jako priimérnou hodnotu vyskytu ZCHA v dané skupiné. Za normaini hodnoty povazujeme
nalez aberantnich mitdz do 2%. Vyssi hodnoty jsou diivodem pro zptisnéni bezpecnostnich opatieni na pracovisti. Zaroven
stanovujeme i riziko individudlni pro jednotlivce. Hrani¢ni hodnoty (2-5 %) jsou divodem k opakovani vysetteni s urcitym
¢asovym odstupem. Nélez vyssi nez 5% svédci bud o vysoké mutagenni expozici v pracovnim prostiedi nebo o individualni
zvysené citlivosti jedince.



Cytogenetickou analyzu lze pouzit také jako metodu biodozimetrie u jedincll vystavenych zafeni, u nichz byla zjisténa
linedrné logaritmicka zavislost poctu aberaci v burice na davce.

Samostatnou skupinu predstavuji syndromy s lomivosti chromosom (syndromy chromosomalni instability). Patfi sem
Fanconiho anémie, Bloomuv syndrom, xeroderma pigmentosum a ataxia teleangiektasia. Tato onemocnéni jsou AR
dédicna, s castym vyskytem nadord. Pro viechny pacienty se syndromy chromosomalini instability jsou typické nalezy
vyssiho poctu chromosomovych zlom( a prestaveb.

38. SYNDROMY PODMINENE ANEUPLOIDIi AUTOSOMU U CLOVEKA

DOWNUV SYNDROM
Karyotyp: 47,XX,+21 nebo 47,XY,+21

Klinicky byl syndrom poprvé popsan Dr. Langdonem Downem jiZ v roce 1866, chromosomalni podstata vSak byla objasnéna
Lejeunem az v roce 1959. Downuv syndrom se vyskytuje u 1:600 — 1:800 narozenych déti a vyrazné zavisi na véku matky

v dobé porodu. V souéasnosti je v CR prenatalné detekovano 65-70% ptipad (tidaje dle UZIS — prim. MUDr. V. Gregor),

s rozvojem skriningovych metod a jejich celorepublikovym rozsifrenim Uspésnost zachytu jesté stoupa.

Zaroven se také zvysuje pocet prenatdlné diagnostikovanych, avsak neukonéenych téhotenstvi s Downovym syndromem
(svobodné rozhodnuti matky, vicecetné gravidity po IVF).

U novorozencd v klinickém obraze dominuje vyrazna svalova hypotonie. Mezi dalsi fenotypové znaky vyjadiené v rizné
mite patii brachycefalie, charakteristické oblicejové rysy — Siroky, plochy oblicej, Sikmé ocni stérbiny, epikanty (koZni fasy
pfemostujici vnitini koutek oka), Siroky kofen nosu, velky jazyk, anomalie zub{. Asi u 50% jedincU se vyskytuji palmarni
(,,opici”,Ctyfprsté) ryhy na dlanich, které Ize u normalni populace nalézt cca v 2-3%. Prsty na rukou jsou kratké, Siroké,
mali¢ky rohlickovité (klinodaktylie) s kratkym stfednim ¢lankem. Castad je irokd mezera mezi prvnim a druhym prstem na
nohou. Postava je mensi, okolo 150 cm.

Ve vSech pfipadech je pfitomna psychomotoricka retardace rlizného stupné, IQ byvé v rozpéti 25-75, primérné 40-45.
Spolecensky jsou pomérné dobre adaptabilni. Diky zlepSujici se zdravotni péci se v soucasnosti priimérné doZzivaji 50-60 let.
Kratsi délka Zivota byla v minulosti zplsobena komplikacemi v dsledku poruch imunity (tézké infekce, nadorova
onemocnéni), vrozenych srdec¢nich vad i vrozenych vyvojovych vad dalSich orgédnt (dnes ¢asto operovatelnych). U vétsiny
dospélych se v pozdéjsim véku vyvine Alzheimerova choroba zplisobena efektem treti davky genu na chromosomu 21 (gen
pro amyloidni prekurzorovy protein BAPP).

Plodnost jedincd s trisomii 21 je vyrazné snizena, zejména u muzd, ktefi byli dokonce dlouho povaZzovani za zcela sterilni. U
Zen jsou pripady gravidity ¢astéjsi, avSak ojedinélé pfipady otcovstvi byly také popsany. Riziko postizeni potomkd rodict

s Downovym syndromem je obtizné stanovit vzhledem k malému poctu pripadd, jsou ale popsany déti postizené i normalni.
U velké vétsiny postizenych s Downovym syndromem je pfitomna prosta trisomie chromosomu 21 (cca 95%).

Ve 4-5 % se jedna o translokacni formu trisomie 21 a asi v 1% je zjiStén mozaicizmus trisomické a normalni linie.

EDWARDSUV SYNDROM
Karyotyp: 47,XX,+18 nebo 47,XY,+18

Vyskyt Edwardsova syndromu je pfiblizné 1:5 000 Zivé narozenych a pfimo souvisi s vékem matky.

Vétsina takto pocatych plodd je spontanné potracena. V klinickém obraze je vidy pfitomna tézka psychomotoricka
retardace a neprospivéni. Casto nachazime vrozené vyvojové vady srdce a ledvin.

Stigmatizace téchto déti je pomérné vyrazna — mikrocefalie, prominujici zahlavi, ustupujici brada, nizko nasedajici
malformované boltce. Charakteristické je drzeni prstd v sevienych péstich s kiizenim druhého prstu pres treti a patého pres
Ctvrty. Nehty byvaji hypoplastické. Progndza jedinci s trisomii 18 je Spatna, vzacné se dozivaji vice nez nékolika meésicud az



PATAUUV SYNDROM
Karyotyp: 47,XX,+13 nebo 47,XY,+13

Trisomie 13 se vyskytuje vzacnéji nez predchozi dva syndromy (cca 1:10 000 novorozenctll) a ma z nich nejhorsi prognézu.
Vétsina postizenych umird do jednoho mésice po narozeni. Ve fenotypu je vidy tézka mentalni a riistova retardace.
Syndrom je spojen se zavaznymi malformacemi CNS, holoprosencefalii a malformacemi odi, které v nékterych pripadech
mohou splynout v jedno nebo i zcela chybét. Vyrazna je kraniofacialni dysmorfie s tézkymi rozstépy rtu a patra, usni boltce
jsou malformované a nizko posazené. Casto jsou piitomny vrozené vady srdce a urogenitalu a postaxialni polydaktylie na
hornich i dolnich koncetinach.

39. SYNDROMY PODMINENE ANEUPLOIDIi GONOSOMU U CLOVEKA

TURNERUV SYNDROM
Karyotyp: 45,X

Turnerdv syndrom byl poprvé popsan v roce 1938, monosomie X jako pfi¢ina jeho klinického obrazu byla stanovena az

v roce 1959. Incidence Turnerova syndromu je asi 1:2 000 — 2 500 zZivé narozenych divek. Chromosomalni vybava 45,X je
nalézana u znacného poctu zarodkd (1-2%), avsak naprosta vétsina (99%) takovychto téhotenstvi zanika. Monosomie X
predstavuje témér 20% vsech nalezl u spontannich abortd. Plvod odchylky je vétsinou paternalni na rozdil od ostatnich
aneuploidii, chybi tedy pohlavni chromosom od otce. Toto postizeni byva ¢asto diagnostikovano ultrazvukem jiz prenatalné.
U plodu jsou patrné rozsahlé lymfedémy, zejména v oblasti krku (tzv. hygroma colli), coZ je generalizovany hydrops. Po
vstiebani tekutiny zGstava u nékterych dévcatek kozni Fasa po stranach krku — pterygium colli, které Ize chirurgicky
odstranit.

U novorozenct téz nachazime pozlstatek prosaknuti mékkych tkani v podobé edémd na nartech.

Ve fenotypu je napadny predevsim maly vzrist (135-150 cm) a ovarialni dysgeneze. Diagndza je v dnesni dobé obvykle
stanovena v Casném détstvi, dfive vSak nebylo vzacnosti odhalit Turnerlv syndrom aZ v puberté pfi absenci menstruace a
sekundarnich pohlavnich znakl. Ovaria nejsou vyvinuta, na jejich misté nachazime jen vazivové pruhy. Ostatni znaky jsou
vyjadieny variabilné, patfi sem Siroky Stitovity hrudnik se vzdalenymi prsnimi bradavkami, nizka vlasova hranice na krku,
gotické patro, skeletalni odchylky (cubiti valgi, relativné zkracené kosti predlokti a bérct), koarktace aorty atd. IQ je
primérné, jsou pozorovéany odchylky v uritych oblastech ¢innosti. Pfedpoklada se zde vlivimprintingu, nebot
neurokognitivni funkce (napf. potize s matematikou) a socialni pfizplsobivost byvaji vyraznéji narusené, pokud je pfitomen
X chromosom pochazejici od matky.

Poslednich 20 let pfineslo velky pokrok v oblasti Ié¢by dvou hlavnich projevl Turnerova syndromu — malého vzristu a
sterility. Pomoci |éCby rlstovym hormonem od 3-5 let Ize docilit vysky az 160 cm.

Lécba vSak musi byt zahajena dostatecné brzy, pfed uzavienim epifyzarnich stérbin. V dalsi fazi pak substituce estrogeny a
gestageny navodi nastup puberty. Cilem terapie pohlavnimi hormony je navozeni pravidelného menstruacniho cyklu,
spravny vyvoj a rust délohy, vyvin sekundarnich pohlavnich znakl a prevence osteopordézy. Substituce pokracuje od
puberty az do menopauzy. Takto substituovana Zena se méze dokonce stat matkou diky metodam asistované reprodukce.
U nds se Zené s Turnerovym syndromem narodilo prvni dité z darovaného vajicka v roce 1997.

Turnerdv syndrom, neboli monosomie X je jedind monosomie slucitelna u ¢lovéka se Zivotem. Toto tvrzeni je vseobecné
uznavané a platné, avsak podle nékterych badateli nepresné. Existuje totiz hypotéza, ktera predpoklada u vsech Zijicich
divek s Turnerovym syndromem pritomnost dalsi bunécné linie obsahujici dva pohlavni chromosomy, bud’ X nebo Y. Druhy
pohlavni chromosom pak mdze byt normalni nebo strukturné zménény. Tyto mozaikové linie mohou byt i velmi malé, proto
jsou nékdy obtizné zachytitelné béznym cytogenetickym vySetfenim. Z prognostického hlediska je dllezité patrat predevsim
po pfitomnosti chromosomu Y nebo jeho sekvenci, nebot pro svou nositelku pfedstavuje zvy$ené riziko rozvoje
gonadoblastomu (cca 15-20%). PFi nalezu Y sekvenci je indikovano preventivni odstranéni dysgenetickych gonad.



SYNDROM XXX (superfemale)
Karyotyp: 47, XXX (vzacné i 48, XXXX)

Diagndza syndromu XXX je z velké Casti ndhodnad, nejCastéji v souvislosti s vySetfovanim pficin poruch menstruacniho cyklu
nebo spontdnnich abortl. Vyskytuje se pomérné ¢asto (asi 1: 1 000), i kdyZz odhady mohou byt i podhodnocené vzhledem
k absenci typického nebo ndpadného fenotypu. Méné Casto je popisovana mirnd mentalni porucha (pf. porucha uceni) a
porucha socialni adaptace. Zeny se syndromem XXX mohou mit ¢astéji spontanni aborty, aviak riziko postizeni jejich
potomstva chromosomalni aberaci neni zvySené. Ve vétsim procentu u nich nastava predcasné ovarialni selhani.

KLINEFELTERUV SYNDROM
Karyotyp: 47,XXY (vzacné i 48,XXXY, pfip. 49, XXXXY)

Klinefelteriv syndrom (nadpocetny X chromosom, muzsky fenotyp) ma incidenci 1:1 000 narozenych chlapct. Az do
puberty nebyva fenotyp nijak napadny, od puberty se vsak zvyraznuje vysoka hubena postava, dlouhé koncetiny,
hypogonadismus (mald tuha varlata) se sniZzenou hladinou testosteronu.

Hlavnim a klinicky nejvyznamné;jsim projevem je azoospermie (zarodec¢né buriky se viibec nevyvijeji, jedna se tedy presnéji
o aspermii). Proto jsou jedinci s timto syndromem nejcastéji diagnostikovani pri vySetreni sterility. Klinicky obraz
Klinefelterova syndromu je velmi variabilni, nékteré znaky nejsou ¢asto vyjadfeny a fada nositeld chromosomalni vybavy
XXY nemusi byt diagnostikovana po cely Zivot. Ve fenotypu je ¢asto popisovan tzv. eunuchoidni vzhled, coz zahrnuje
gynekomastii, Zenské rozloZeni tuku, fidké a ohrani¢ené ochlupeni, snizeny az zadny rist voust. IQ je normalni nebo lehce
snizené oproti kontrolni skupiné, nékdy jsou popisovény poruchy uceni a snizend socialni pfizptsobivost.

mentalni retardaci. Zfidka je nalezen karyotyp 46,XX u muze s vySe popsanymi projevy. Situace je zpUsobena obvykle
submikroskopickou translokaci ¢asti kratkych ramen chromosomu Y na kratkd ramena chromosomu X, pfipadné na
kterykoli jiny chromosom. Na kratkych ramenech Y chromosomu je lokalizovan gen SRY (Sex-determining Region on the Y)
zodpovédny za vyvoj jedince muzskym smérem. Tato prestavba je vétsinou klasickym cytogenetickym vysetienim
nezachytitelnd, k priikazu slouzi metody molekularné cytogenetické (FISH) nebo DNA analyza.

SYNDROM YY (supermale)
Karyotyp: 47, XYY

Syndrom YY je také diagnostikovan zfidka a vétsinou ndhodné, frekvence vyskytu se odhaduje na 1: 1 000 muzi. Fenotyp
neni pfili§ vyrazny, nositelé byvaji vys$si postavy, v pribéhu dospivani mohou trpét téZkou akné. Plodnost je zachovéna. 1Q je
normalni, jsou vSak popisovany Castéjsi poruchy chovani a vzdélavani (problémy jsou predevsim s mluvenym projevem a
¢tenim). V nékterych zdrojich se v souvislosti s timto syndromem stale uvadi zvySend agresivita a psychopatologické
chovdni. Je to zakorenény pozUstatek nékolika studii z 60. a 70. let provedenych ve véznicich a Ustavech pro choromysiné,
kde byl tehdy nalezen vétsi pocet muzd s dvéma Y chromosomy.

Pozdéji se plosnym vyzkumem zjistilo, Ze Cetnost syndromu YY ve véznicich neni o nic vétsi neZ v ostatni populaci a tyto
hypotézy tak byly vyvraceny.

40. INDIKACE CHROMOSOMALNIHO VYSETRENI V KLINICKE GENETICE

Vysetreni karyotypu je jednou ze zakladnich metod klinické genetiky. Hlavnim cilem tohoto vysetfeni je u pacienta vyloucit
numerické ¢i strukturni chromosomalni aberace. Podle potieby se miZe jednat o vySetieni karyotypu pomoci standardnich
pruhovacich metod nebo o nékterou z metod molekularni cytogenetiky (FISH apod.). Vysetieni indikuje klinicky genetik a
to z mnoha rGznych dlivodu a v rdmci rtiznych diagnostickych programd.

Vysetreni karyotypu muize byt indikovano v ramci:
1. Prenatalni diagnostiky: vysettuje se karyotyp jesté nenarozeného plodu.

Material k cytogenetickému vysetfeni je zapottebi ziskat nékterou invazivni metodou prenatalni diagnostiky (amniocentéza,
CVS, kordocentéza).



Hlavnimi indikacemi jsou:

Vysledky upozoriujici na zvysené riziko vrozené chromosomalni aberace (VCA) - pozitivni screeningové
(biochemické ¢i ultrazvukové) vysetieni |. nebo Il. trimestru, pfipadné pozitivni vysledek integrovaného
screeningu (I. + Il. trimestr hodnoceny dohromady).

Téhotenstvi u Zeny starsi 35 let (neni jiz absolutni indikaci, téhotné starsi 35 let maji vSak na provedeni invazivni
prenatalni diagnostiky pravo i bez pfitomnosti jinych rizikovych faktora).

Téhotenstvi s a priori vy$sim rizikem vrozené chromosomalni aberace (chromosomalni aberace ¢i vyvojové vady v
rodinné anamnéze; jeden z rodicd je nositelem balancované chromosomalni aberace; jeden z rodicl je po
onkologické 1écbé — cytostatika, ozarovani apod.).

Urcité pripady rizikového téhotenstvi — napriklad téhotenstvi po asistované reprodukci véetné pripadd po
provedené preimplantacni genetické diagnostice.

Téhotenstvi, jejichz prlbéh mohl byt narusen zavaznymi faktory zevniho prostredi s klastogennim tGc¢inkem
(napriklad stavy po expozici ioniza¢nimu zareni).

Dnes jiz spiSe historickou indikaci je karyotypizace plodu za ucelem zjisténi pohlavi plodu v pfipadé rodinného
vyskytu zavazné geneticky podminéné choroby vazané na pohlavi (v souc¢asné dobé je ve vétsiné ptipadd mozna
DNA diagnostika).

2. Postnatalni diagnostiky: vySetfuje se karyotyp narozeného jedince (at jiz ditéte ¢i dospélého).

Materialem k vysetreni je nejcastéji periferni krev (leukocyty) nebo (vzacné) kozni fibroblasty.

Hlavni indikace zahrnuji:

Vysetfeni novorozence i ditéte pti podezieni na chromosomalni aberaci (fenotyp odpovidajici nékterému z
typickych syndrom(, mnohocetné vrozené vyvojové vady, psychomotoricka ¢i mentalni retardace apod.).
Vysetreni karyotypu rodicl, pokud prenatélni diagnostika plodu ¢i postnatalni diagnostika ditéte poukazala na
vrozenou chromozomalni aberaci, déle v pfipadé opakovanych spontannich potratli nebo pfi vyskytu ¢astych
potratl ¢i chromosomalnich aberaci v rodinné anamnéze.

Osoby s poruchami sexualniho vyvoje (primdrni amenorea apod.), osoby (déti) klinicky neurcitelného nebo
obojetného pohlavi.

Komplexni vysetfeni neplodnosti u neplodného paru; poruchy spermatogeneze u muza.

Vysetieni karyotypu u darkyni oocyt(l a darcl spermatu.

Vysetreni karyotypu bunék solidnich nadort nebo krevnich elementl u hematoonkologickych onemocnéni,
cytogenetické vysetfeni v onkologii ma diagnosticky a prognosticky vyznam (a mdZe rozhodovat i o vhodné
terapii).

Vysetreni ziskanych chromosomalnich aberaci (ZCA) u osob vystavenych pulsobeni klastogeni v (naptiklad
pracovnim) prostiedi (chemikalie, ionizacni zareni).

3. Preimplantacni diagnostiky

Preimplantacni genetickd diagnostika (provadéna v rdmci programu In Vitro Fertilizace) se vzacné pouziva v pripadé

vysokého rizika vrozenych chromosomadlnich aberaci (zejména u osob s balancovanou chromosomalini aberaci, u kterych

realné hrozi vznik nebalancované aberace u potomka). Materidlem k vysetieni jsou nejcastéji blastomery vyvijejiciho se

embrya.

41. DNA — STAVBA A FUNKCE

DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELINA (DNA)

Molekuly DNA se u eukaryot nachazeji v chromosomech jadra a mitochondrii (a chloroplastl u rostlin). DNA je polymer

skladajici se ze zakladnich jednotek zvanych nukleotidy.

Kazdy nukleotid se sklada ze tfi ¢asti:

cukernd slozka 2‘ — deoxyribosa (pentosa)
purinova nebo pyrimidinova base
zbytek kyseliny fosforecné.



Nukleotidy obsahuji jednu ze ¢tyf basi odvozenych od pyrimidinu: thymin, cytosin (T,C) nebo purinu: adenin, guanin (A,G).
Komplex cukerné slozky a base se nazyva nukleosid.

Nukleotidy jsou spojovany v polynukleotidovy retézec 3‘-5‘ fosfodiesterickou vazbou, coZ znamen3, Zze 5° uhlik deoxyribosy
je spojen se zbytkem kyseliny trihydrogenfosforecné, ktera je ve vazbé s 3‘ uhlikem pentosy nasledujiciho nukleotidu.

Polynukleotidovy retézec DNA ma na jednom konci volny 5 trifosfat, oznacovany jako 5‘ konec DNA, na druhém konci je
volna 3 hydroxylova skupina, tzv. 3‘ konec DNA. V zapisech se obvykle uvadi konec 5 nalevo, konec 3 napravo. Linearn{
poradi (sekvence) basi v DNA (primarni struktura) kéduje genetickou informaci. Tato sekvence se zapisuje ve sméru 53",

PFi zapisu sekvence sousednich basi, napf. v pfipadé CpG ostriivka, se vklada mezi oznadeni basi pismeno p (fosfodiesterova
vazba), aby bylo zifejmé, Ze se jedna o sekvenci basi na stejném vlakné. Zapis CpG tedy znamen3, Ze cytidin je vazan se
sousednim guanosinem na stejném vlakné DNA, nikoliv vodikovymi mustky s guaninem na komplementéarnim retézci DNA.

Molekula DNA muze byt riizné dlouha. Maximalni poc¢et moznych riznych sekvenci purint a pyrimidind v polynukleotidu je
4" kde n je pocet nukleotiddl. Napriklad DNA obsahujici 6 basi, mGZe byt uspofadana do 4°= 4096 rdznych sekvenci.

Molekula DNA ma charakteristickou tfirozmérnou strukturu zndmou jako dvojita Sroubovice (double helix). Sklada se ze
dvou polynukleotidovych Fetézcli, které jsou navzajem vazany vodikovymi mustky mezi purinovymi a pyrimidinovymi
basemi (dsDNA — double stranded DNA). Pater fetézce DNA tvofi komplex pentosa — fosfat a do centra helixu sméruji
purinové nebo pyrimidinové base.

Mezi obéma fetézci DNA dochazi ke komplementarnimu parovani purind s pyrimidiny a tim ke stabilizaci interakce retézc(.
Vaze se vidy adenin s thyminem dvéma vodikovymi mdstky a guanin s cytosinem vytvafi tfi vodikové mustky. Mezi
sousednimi bazemi navic pdsobi van der Waalsovy sily (stabilizace).

Retézce ve dvojité Sroubovici jsou antiparalelni (smér 5‘>3 jednoho Fetézce je opacny k druhému Fetézci), jen v tomto
usporadani vytvareji stabilni helix. Na Sroubovici DNA Ize rozeznat velky a maly Zlabek, které jsou dllezité pro interakci
s proteiny regulujicimi replikaci DNA a expresi genetické informace.

DNA se vyskytuje v rliznych formach v zavislosti na rliznych podminkach. Nejcastéji se vyskytuje B forma, pravotociva
Soubovice (tocité schody, po kterych pfi sestupu zahybdme vpravo). Jinou pravotocivou formou je forma A, ktera ma
kompaktnéjsi strukturu. Jsou zndmy i levotocivé formy (C,D,E,Z), avsak biologicky vyznam riznych forem DNA znam neni.
FUNKCE
e DNAje pro Zivot nezbytnou latkou, kterd ve své strukture kdéduje a burikdm zadava jejich program a tim
predurcuje vyvoj a vlastnosti celého organismu.
e Je hlavni slozkou tzv. chromatinu, smési nukleovych kyselin a proteind.
e U eukaryotickych organismu (jako napf. rostliny a Zivo¢ichové) je DNA uloZena zejména uvnitf bunééného jadra,
zatimco u prokaryot (napt. bakterie) se DNA nachazi volné v cytoplazmé.
e DNA nese genetickou informaci vSech organisma s vyjimkou nékterych nebunécnych, u nichZ hraje tuto ulohu
RNA (napf. RNA viry).
e DNA je zdsadnim nastrojem pro diagnostiku nemoci, testy otcovstvi, vySetfovani zlo€in(, pfipravu plodin s novymi
vlastnostmi ¢i tfeba hledani pribuzenskych vztah( mezi organismy.
eV DNA je zapsana sekvence viech bilkovin a pfenesené je genetickou informaci podminéna existence vech
biomolekul a bunécnych struktur.
e  Bakterie a archea (souhrné ,prokaryota“) maji DNA obvykle uloZzenu volné v cytoplazmé, obvykle vznika pouze
jista jaderna oblast, tzv. nukleoid.
e Mimo to fada bakterii vlastni i malé kruhové molekuly DNA, tzv. plazmidy, které umoziuji mimo jiné horizontalni
vyménu genetické informace.
e  Dale viak se DNA nachazi v nékterych eukaryotickych organelach, konkrétné v mitochondriich a v plastidech,
pokud je burka vlastni (jev zvany mimojaderna dédi¢nost.



42. RNA - TYPY, STAVBA, FUNKCE

RIBONUKLEOVA KYSELINA (RNA)
Mezi strukturami RNA a DNA existuji nékteré dllezité rozdily. Cukernou slozku RNA tvofi ribosa a pyrimidinové base thymin

je nahrazena uracilem (U), ktery se paruje s purinovou basi adeninem. Kromé toho molekula RNA vétsSinou existuje jako
jednovlaknova struktura, netvofi dvojitou Sroubovici. Je vS8ak mozné, Ze se vyskytne parovéni basi mezi komplementérnimi
Castmi retézce RNA a vytvori se kratké dvouvlaknové oblasti (napt. u tRNA). V nékterych typech RNA se vyskytuji tzv.
minoritni base (napf. pseudouridin, dihydrouridin, inosin..).

V zivych bunkach se vyskytuji tfi zakladni typy RNA — mRNA (messenger, mediatorova), rRNA (ribosomalni) a tRNA
(transferova). Vsechny vznikaji procesem transkripce z DNA.

MEDIATOROVA RNA

Vznika transkripci gen(, které koduji proteiny za Ucasti enzymu RNA — polymerasy Il. Pfenasi dédi¢nou informaci, kterd je
uloZena v genu a kdduje presné poradi AMK v bilkoviné. Funguje jako templat pro syntézu proteinu v procesu translace.
Jejim zpétnym prepisem (reverzni transkripci) do DNA vznika c-DNA (enzym reverzni transkriptaza).

TRANSFEROVA RNA

Malé molekuly (74-95 nukleotid), které prenaseji aminokyseliny k proteosyntetickému aparatu buriky. V plosném pohledu
maji charakteristickou strukturu trojlistku, kterd je zplsobena parovanim basi v komplementarnich oblastech fetézce a
vytvorenim kratkych dvouvldknovych Usekd. Pro tRNA je pfiznacny obsah minoritnich basi. Vznika transkripci polymerasou
Il genl roztrousenych na rdznych mistech genomu.

Na molekule tRNA lIze tak rozlisit:
1. akceptorové rameno se sekvenci nukleotid( CCA na 3‘ konci fetézce, které vaze aminokyseliny;
2. rameno obsahujici dihydrouracil, neobvykly pyrimidinovy nukleotid — D — kli¢ka;
3. antikodonové rameno se sekvenci 3 nukleotid(, které tvori antikodon zodpovédny za vazbu s kodonem v mRNA;
4. variabilni rameno, které se vyskytuje pouze v nékterych RNA (V klicka) (variabilni je velikost klicky a typ zafazené
base);
5. rameno, které obsahuje modifikovany nukleotid pseudouracil — Psi (W) klicka.

RIBOSOMALNi RNA
Spolu s bilkovinami tvofi bunécéné organely ribosomy. Na struktufe a funkci ribosoma se podileji ¢tyfi rozdilné typy rRNA,
které charakterizuje odlisna velikost molekul a ribosomalni proteiny.

Velikost molekul rRNA je uddvana v Svedbergovych (S) jednotkach, které predstavuji velikosti ¢astic stanovené analytickou
gradientovou ultracentrifugaci. Geny pro 18 S rRNA, 5.8 S rRNA a 28 S rRNA vytvareji tandemové repetice (fadové stovky)
na akrocentrickych chromosomech nesoucich nukleoldrni organizatory. 18 S rRNA se spojuje pfiblizné s 30 ribosomalnimi
proteiny a vytvaii mensi, 40 S velkou, ribosomalni podjednotku. Velka podjednotka ribosomu (60 S) je tvofena 5.8 S rRNA,
28 SrRNA a 5 S rRNA. Na stavbé této ribosomalni podjednotky se déle podili pfiblizné 50 ribosomalnich proteint.

5 S rRNA vznika transkripci gend, které jsou rozptylené na riznych mistech genomu. Mistem transkripce ribosomalnich
gend je jadérko (struktura jadérka ma urcité stabilni znaky, obsahuje nékolik tzv. fibrilarnich center, uvnitf kterych je
pritomen fetézec DNA, ze kterého jsou prepisovana vlakna pre-RNA).

Fibrildrni centrum je obklopeno hustou siti vldken, mezi nimiz jsou malé molekuly RNA, které upravuji vznikajici molekuly
rRNA. Nejprve se v jadérku syntetizuje dlouhy prekursor molekul rRNA, prekursor prochazi procesem vyzravani, nasleduje
jeho Stépeni na jednotlivé molekuly rRNA. Tyto molekuly vytvofi shluk, tzv. organizacni centrum pro vytvareni malych a
velkych ribosomalnich podjednotek.

Malé a velké ribosomalni podjednotky vznikaji spojenim pfislusnych rRNA s ribosomalnimi proteiny. Vyzralé malé i velké
podjednotky putuji z jadérka jadrem k jadernym poérdm a témi do cytoplasmy = v cytoplasmé vznikaji funkéni ribosomy.
Ribosomy jsou nezbytnou soucasti pribéhu proteosyntézy.



Na ribosomech v cytoplasmé dochazi i k proteosyntéze ribosomalnich proteint. Geny kddujici ribosomalni proteiny jsou
v jadre prepisovany do molekul mRNA. Molekuly mRNA pro ribosomalni proteiny odtud putuji do cytoplasmy a na
cytoplasmatickych ribosomech dojde k syntéze ribosomalnich protein(. Ty pak putuji do jadra a soustieduji se v jadérku,
kde se stavaji soucasti nové vytvarenych ribosomalnich podjednotek.

Kromé zakladnich typd RNA Ize v eukaryotickych burikach nalézt i dalsi molekuly RNA:
snRNA (small nuclear RNA), coz je heterogenni soubor malych jadernych molekul RNA
snoRNA (small nucleolar RNA) — soubor malych molekul RNA v jadérku

miRNA (microRNA), siRNA (small interfering RNA)

---> vétsina z nich se podili na procesu realizace genetické informace

FUNKCE

e Je zodpovédna za pfenos informace z Urovné nukleovych kyselin do protein( a u nékterych vird je dokonce
samotnou nositelkou genetické informace.

e  Zajisténi prekladu genetického kdédu, tedy pfevod informace z DNA do struktury protein(.

e  Oblast DNA nesouci gen je nejprve prepsana (procesem transkripce) do mediatorové RNA-
ta je nasledné preloZena (procesem translace) do protein( tvorenych retézcem aminokyselin.

e  Zafazeni spravné aminokyseliny pti tvorbé protein( zajistuje vazba transferové RNA na specificky kodon v mRNA
pomoci parovani jejich bazi.

e  Samotny preklad genetického kodu probiha na ribosomu, ktery je sloZzeny z RNA (tzv. rRNA) i proteind, pficemz
RNA v ribosomu tvofi nejen strukturni slozku, ale je zodpovédna i za syntézu peptidové vazby v nové vznikajicim
proteinu.

e  Ribosom je tedy vyznamnym zastupcem skupiny RNA s katalytickou aktivitou, tzv. ribosymd.

e RNA hraje také roli v fadé dalSich bunéénych pochodd, jako je Gprava RNA, jemna kontrola translace pomoci RNA
interference, funguje jako templat pro syntézu telomer, atd.

43. REPLIKACE DNA

Replikace je proces odehravajici se v S fazi bunécného cyklu, kterym burika vytvari kopie DNA pred naslednym rozdélenim.
DNA je kopirovana enzymy, DNA-dependentnimi — DNA polymerasami, které syntetizuji novy rfetézec komplementarni

k plvodnimu fetézci DNA vidy ve sméru 5= 3‘. Replikace je semikonzervativni proces, coZ znamena, Ze kazdda kopie DNA
obsahuje jeden fetézec pivodni a jeden nové syntetizovany.

U eukaryot je DNA syntetizovana za Ucasti péti DNA — polymeras oznacovanych rfeckymi pismeny (a,B,v,8,€). Replikace musi
byt velmi pfesna, nebot i mald chyba maze zplsobit zménu nebo ztratu dilezZité genetické informace. To je zajistovano
schopnosti DNA-polymeras prohleddvat novy fetézec a 3> 5‘ exonukleasovou aktivitou odstrafiovat Spatné zafazené base
a nahrazovat je spravnymi basemi (kontrolni ¢teni — proofreading).

V prabéhu replikace se Sroubovice DNA postupné rozvinuje plsobenim enzym0 topoisomeras ¢imz vznikaji Useky
jednovlaknové DNA pristupné replikaci (oba rfetézce slouZi jako templaty). Rozvinovani zacina v tzv. replikaénim zacatku
(replication origin) a postupuje v obou smérech podél molekuly DNA. Replika¢ni pocatky obvykle obsahuji sekvence bohaté
na pary nukleotid( nesoucich adenin a thymin.

Oblast, ve které se DNA rozvinula a probiha zde syntéza nového vldakna se nazyva replikacni vidlice. V replikacni vidlici
probihaji nasledujici déje: enzymy helikasy dokoncuji rozvinovani DNA a dochazi k separaci obou vlidken DNA. Po oddéleni
vlaken se na né pfipojuji proteiny SSB ( single strand binding), které stabilizuji jednovldknové struktury a zabranuji
opétovnému vytvoreni helixu. Na obou vlaknech zacina syntéza nového retézce DNA ve sméru 5 - 3°.

Vzhledem k tomu, Ze plvodni vldkna jsou antiparalelni, uplatiiuje se na nich mirné odlisny mechanismus replikace. VIdkno,
které je syntetizovano podle vldkna s orientaci 3> 5, je replikovdno kontinualné a oznacovano jako vlakno vedouci
(leading). Druhé vlakno, oznacované jako opozdiujici se vlakno (lagging strand), je syntetizované v opacném sméru a proto
diskontinualné po usecich zvanych Okazakiho fragmenty.



DNA — polymerasy, na rozdil od RNA — polymeras, vyZaduji 3‘ — hydroxylovy konec predchazejiciho nukleotidu k pripojeni
dalsiho nukleotidu a nemohou proto zahdjit syntézu de novo. Proto je proces replikace zahajen enzymem primasou, cozZ je
RNA — polymerasa, kterd na pocatku replikovaného Useku vytvofi kratky tisek RNA (primer). Na jeho 3‘ konec mlize DNA —
polymerasa pripojit prvni nukleotid.

e  DNA - polymerasa a syntetizuje opozdujici se vlakno a DNA — polymerasa 6 vlakno vedouci
e DNA-polymerasa B a g, ale i § se Ucastni opravnych procesti DNA (excise base nebo nukleotidu)
e  DNA - polymerasa y replikuje mitochondridlni DNA (mtDNA) a rovnéz md schopnost opravovat mtDNA

Koneénym krokem je odstranéni primerd ribonukleasou. Vznikla mezera je doplnéna plsobenim DNA-polymerasy a
Okazakiho fragmenty jsou spojeny plsobenim enzymu DNA-ligasy.

Vzhledem k tomu, Ze eukaryotické chromosomy jsou velmi dlouhé, probiha replikace DNA z mnoha zacatkd. Tvorba
replikacni vidlice postupuje obéma sméry a vytvari replikacni bubliny, az se navzajem spoji. DNA replikovana z jednoho
zacatku se nazyva replikon. Typicka savéi burika mGze mit 50 — 100 000 replikon(. Kazdy replikuje Usek dlouhy 40 — 200 kb
(kilobasi, 1kb = 1 000 basi).

Pti replikaci linedrni DNA eukaryotickych chromosom vznika na 5 konci opozdujiciho se vldkna problém. Po odstranéni
koncového primeru neni mozno tuto sekvenci na opozdujicim se vlakné doplnit (neni zde 3‘ — hydroxylovy konec). Proto se
koncovy Usek DNA, telomera, zkracuje po kazdé replikaci.

Telomera je specializovana struktura, ktera obsahuje DNA a proteiny. DNA se v této oblasti sklada z tandemové
usporadanych repetitivnich sekvenci, u ¢lovéka je to sekvence 5 TTAGGG 3‘ (3-20 kb). Kromé toho 3 konec vedouciho
vlakna presahuje svou telomerickou sekvenci 5‘ konec opozdujiciho se vldkna. Zkraceni telomer u diferencovanych bunék
(na urcitou délku) ma za nasledek bud smrt bunky nebo zastavu replikace.

U bunék v embryonalnim obdobi fesi problém koncové replikace komplex zvany telomerasa, ktery kromé proteint a
enzymu (forma reverzni transkriptasy — RNA — dependentni — DNA — polymerasa) obsahuje molekulu RNA. Molekula RNA se
Castecné vaze na repetitivni sekvence vedouciho vldkna a slouzi jako templat pro rozsifeni vedouciho retézce.

Nové rozsiteny vedouci fetézec pak slouzi jako templat pro replikaci 5 konce opozdujiciho se vlakna.

Telomerasa je aktivni predevsim v burikdch v embryonainim obdobi, v postnatdlnim obdobi pak v nékterych burikach
malignich.

44. TRANSKRIPCE A POSTTRANSKRIPCNi UPRAVY RNA U EUKARYOT

TRANSKRIPCE

Transkripce je proces prepisu informace z DNA do molekuly RNA. Obvykle je prepisovano pouze jedno vlakno DNA, nazyva
se pracovni vlakno (antisense strand, templat, nekddujici, negativni, -DNA). Komplementarni vidkno se nazyvd pamétové
(sense strand, koduijici, pozitivni, +DNA). Oba fetézce vSsak mohou slouzit jako templaty, coz znamena Ze rizné geny mohou
byt pfepisovany z rliznych retézcli DNA.

Syntéze RNA predchazi rozvinuti lokdIniho segmentu DNA nutné pro zpfistupnéni pracovniho fetézce (transkrip¢ni bublina).
RNA je syntetizovana enzymy zvanymi DNA-dependentni-RNA polymerasy jako retézec komplementarni k pracovnimu
vlaknu DNA. Sekvence basi RNA je shodnd se sekvenci basi v pamétovém vldknu DNA s tim rozdilem, ze misto thyminu je
zarazovan uracil (komplementarni k adeninu).

Transkripce probiha vidy ve sméru 5 - 3‘ podobné jako replikace DNA. V priibéhu tohoto procesu vznika hybrid RNA —
DNA. Vysledkem piepisu je primarni transkript, ktery je posléze modifikovan do podoby zralych molekul RNA.

Na transkripci se u eukaryot podileji 3 RNA-polymerasy (1,11,111), mirné se odlisuji ve svych funkcich a kazda prepisuje
specifickou sadu gen(.
e  RNA-polymerasa | pracuje v jadérku a transkribuje geny kédujici pre-RNA pro ribosomalni RNA (rRNA) 18S, 28S,
5,8S.
e  Enzym RNA-polymerasa Il piepisuje geny, které koduji proteiny a urcité druhy snRNA.



e  RNA-polymerasa lll katalyzuje transkripci sady kratkych gen(, které koduji tRNA a 5S rRNA.

Zahajeni transkripce genu kddujicich proteiny je umoZnéno vazbou komplexu proteint, mezi néz naleZi transkripc¢ni faktory
(TF) a RNA-polymerasa Il na promotor genu. Transkripéni faktory se vazi na signalni sekvence DNA v promotoru, navadéji
RNA-polymerasu Il do spravné pozice, dochazi k jeji aktivaci a tak je zahdjena transkripce.

Transkripcni faktor se obvykle vaze na oblast obsahujici sekvenc¢ni element DNA zvany TATA box. Jeho nazev vyplyva

z vétsiho poctu T a A v sekvenci dané oblasti (TATAAA). TATA box je signalni sekvence umisténad pfiblizné 25 bp proti
proudu (- 25 bp) od mista zac¢atku transkripce (coZ je obvykle nukleotid A v pozici oznacené jako +1). Jeho funkci je
lokalizovat RNA-polymerasu ve spravné pozici na startu transkripce. Pripojeni RNA-polymerasy k TATA boxu se uskutecnuje
pomoci specifickych transkripénich faktora TFIIA, TFIIB a dalsich.

Pro stimulaci nebo inhibici transkripce mohou geny vyuZivat i jiné iniciacni signalni sekvence s podobnou funkci. Jsou to
napf. CCAAT (nazyvané CAT box — kocici krabicka) box, umistény v pozici - 70 az -80 bp, nebo sekvence bohaté na CG (tzv.
CpG ostravky) lokalizované priblizné 100 bp proti proudu. CG boxy se ¢asto vyskytuji u gen(, které nemaji TATA box (napt.
housekeeping geny — mezi které patii napr. geny kédujici histony, ribosomalni proteiny a dalsi). Transkripce je ukoncena
dosud ne zcela jasnym mechanismem, vlivem terminacniho signalu, ktery je umistén na 3‘ konci za kddujici sekvenci genu.
V terminaci transkripce hraje tlohu sekvence AAUAAA oznacovana jako polyadenylacni signal, ktera podminuje stépeni
RNA v kratké vzdalenosti za timto signalem.

POSTTRANSKRIPCNI UPRAVY
Transkripci genu kédujiciho protein vznika prekursorovd mRNA, tzv. heterogenni jaderna RNA (hnRNA) (primarni

transkript), kterd obsahuje sekvence exond i intron(. Musi proto byt nasledné upravena do zralé formy procesy, které jsou
oznacovany jako posttranskripcni Upravy. Mezi né patti sestfih a modifikace 5‘ a 3‘ konce retézce.

SESTRIH (Splicing)

Sestfih je proces, kterym jsou z pre-mRNA odstranény nekddujici sekvence, introny. Zarover dochazi k spojeni exond, takze
ve zralé mRNA je obsazena kontinualni informace pro syntézu proteinu. Sestfih musi byt velmi presny, mald odchylka

v napojeni exonli mlzZe vést k odliSnému cteni genetické informace a tvorbé odlisSného proteinu, mnohdy nefunkcniho.

Sestrih zavisi na pritomnosti konzervovanych signdlnich sekvenci, uloZzenych na zacatku a konci intronu. Ve vétsiné gend
jsou na prvnich mistech 5‘ konce intronu nukleotidy GT (v mRNA GU) a na poslednich dvou mistech jeho 3‘ konce AG (GT —
AG pravidlo). Tyto sekvence jsou vsak soucasti vétsi oblasti sighadlnich sekvenci na obou koncich intrond. Sestfih je
zprostiedkovan komplexem molekul RNA a proteind, ktery se nazyva spliceosom. Spliceosom se sklada z péti typt snRNA
(small nuclear RNA) oznacovanych U1,2...(jsou bohaté na uridin) a vice nez 50 proteinl. Kazda snRNA se pfipojuje na
specificky protein a tvori malé partikule — nuklearni ribonukleoproteiny (snRNP — small nuclear ribonucleoprotein).
Spliceosom je zodpovédny za vytvoreni konformace mRNA vhodné pro sesttih, katalyzuje vystfizeni intronll a napojeni
(ligaci) exonl. Kromé tohoto zpUsobu existuji i jiné mechanismy sestfihu.

MODIFIKACE 5 KONCE mRNA

Modifikace 5 konce eukaryotickych mRNA spociva ve vytvoreni tzv. ¢epicky (cap), tj. pfidani modifikovaného nukleotidu 7-
methylguanosinu (m7G). Nejprve je pridan GTP (guanosintrifosfat) neobvyklou vazbou 5 = 5‘ na prvni nukleotid mRNA a
poté je pripojena skupina —CH; na guanin. Cepicka chrani mRNA pred degradaci 5 konce plsobenim exonukleas

v cytoplazmé, usnadriuje transport mRNA z jadra do cytoplasmy a zaroveri umoZnuje rozpoznani startovniho mista mRNA
v ribosomu.

MODIFIKACE 3 KONCE mRNA

Vétsina eukaryotickych mRNA je na 3 konci modifikovana pfidanim sekvence asi 250 adenin( (poly A konec).
Polyadenylace vyZzaduje pfitomnost signalnich sekvenci, mezi nézZ patfi zejména 5’AAUAAA 3‘ v blizkosti 3 konce pre-
mRNA. Na tyto sekvence se vazi specifické proteiny a vytvori komplex, ktery Stépi mRNA ve specifickém misté, které je
lokalizovano 15-30 nukleotid( za signalni sekvenci po proudu. Poté enzym poly(A)polymerasa pfipojuje adeniny k 3 konci
molekuly. Modifikace pravdépodobné chrani mRNA pred enzymatickou degradaci kodujici sekvence od 3‘ konce, usnadriuje
transport mRNA a translaci.

Zrald upravena mRNA je exportovana do cytoplasmy, kde slouZi jako templat pro syntézu protein0.



Na rozdil od rRNA a tRNA je mRNA pomérné nestabilni, pfeZiva neporusenad asi 6 hodin, jen nékteré mRNA (napf. kodujici
globin) pfezivaji mnohem déle. Molekula tRNA vznika transkripci gend, které jsou ve skupindch umisténé na riznych
mistech genomu. Geny pro tRNA existuji v mnoha kopiich, coZ odrazi skutecnost, Ze burika potfebuje velké mnoZstvi téchto
molekul (u ¢lovéka jsou tRNA geny seskupené do 46 genovych rodin).

Primarni transkript, pre-tRNA, je u eukaryotnich bunék upraven sestfihem, kdy je odstranén kratky intron a ptfipojena
sekvence CCA na 3 konec fetézce. rRNA molekuly vznikaji transkripci gend, které existuji v mnoha kopiich na kratkych
raméncich akrocentrickych chromosoma v oblastech nukleolarnich organizatord.

Sekvence 28S, 18S a 5,8S jsou uloZeny v ramci jedné transkripcni jednotky, ktera existuje v mnoha kopiich separovanych od
sebe kratkymi neprepisovanymi oblastmi. RNA-polymerasa | transkribuje pouze jednu molekulu pre-RNA. Primarni
transkript podléha stépeni na nékolika mistech a specifickym modifikacim basi za Uc¢asti molekul snoRNA. Tim jsou
vytvoreny zralé molekuly 18S, 5,8S a 28S rRNA. Primarni transkripty jsou u réznych eukaryot riizné dlouhé, coz je dano
pritomnosti nekddujicich sekvenci mezi sekvencemi pro rRNA. Tyto nekddujici sekvence se nazyvaji mezerniky (spacer).

Separatné je transkribovana 55 rRNA enzymem RNA-polymerasa lll, vznika transkript o délce 121 basi, ktery neni déle
upravovan. Geny pro 5S rRNA se nachazeji v rliznych oblastech genomu.

45. TRANSLACE, POSTTRANSLACNI UPRAVY PROTEINU U EUKARYOT

TRANSLACE

Translace je proces syntézy proteinQi, pfi némz je vyuzita informace v mRNA k zajisténi spravného poradi aminokyselin
v proteinu. Zrald mRNA migruje do cytoplazmy a v komplexu s ribosomy a dal$imi slozkami fidi syntézu polypeptidd.
Translantovany jsou pouze centralni ¢asti mMRNA, na 5‘ a 3 konci zUstdavaji Useky, které translaci nepodléhaji (5 UTR a 3°
UTR — untranslated regions).

Klicovou ulohu hraji molekuly tRNA, které dopravuji aminokyseliny na ribosom a zafazuji se na spravna mista mRNA, kterd
rozezndvaji na principu komplementarity mezi antikodonem tRNA a kodonem mRNA. Pfed zahdjenim translace vSak musi
byt nejdfive aminokyseliny aktivovany (prostfednictvim ATP) a poté pomoci enzymU (aminoacyl — tRNA syntetasy) pfipojeny
na 3 OH konec odpovidajici tRNA.

Proces translace se odehrava na ribosomech. Ribosomy se vyskytuji ve velkém mnoZstvi v bunécné cytoplasmé jako volné
organely nebo vazané na endoplazmatické retikulum. Kazdy ribosom se sklada z velké (60S) a malé (40S) podjednotky,
celkova velikost eukaryotniho ribosomu je 80S (Svedbergovy jednotky). Velka podjednotka obsahuje tfi typy rRNA: 28S,
5.8S a 5S a priblizné 50 polypeptidd, mala podjednotka obsahuje 18S rRNA a vice nez 30 proteind.

Translace se sklada ze 3 fazi: iniciace, elongace a terminace.

INICIACE TRANSLACE

Prvnim krokem je vazba malé podjednotky ribosomu na mRNA ve specifickém bodé, ulozeném proti proudu od iniciacniho
tripletu AUG (u eukaryot rozeznava cepicku na 5 konci mRNA). Inicia¢ni tRNA s navazanym methioninem se vaze na triplet
AUG. Triplet AUG je rozpoznan jako iniciacni v pfipadé, Ze je obklopen vhodnou iniciacni sekvenci. Ve probiha za ucasti
iniciacnich faktord, u eukaryot oznacovanych zkratkou elF a ¢islem (elF 1, 2, 3 atd.) a GTP (guanosintrifosfat) jako zdroje
energie.

Jakmile je dokoncena tvorba iniciaéniho komplexu dochazi k pripojeni velké podjednotky ribosomu. Kompletni ribosom
obsahuje 2 mista pro vazbu tRNA molekul. Prvni misto se nazyva peptidylové misto (P), pro vazbu tRNA nesouci methionin
a vazajici se na AUG, druhé misto se nazyvd aminoacylové (A) uloZzené pod druhym kodonem. Molekula mRNA se pohybuje
po malé podjednotce aZ narazi na prvni triplet AUG.

ELONGACE

Elongace zacina, kdyZ tRNA vstoupi do mista A a paruje se svym antikodonem s druhym kodonem mRNA. Obé mista jsou
obsazena, aminokyseliny jsou v tésném kontaktu a mezi nimi dojde k vytvoreni peptidické vazby. Tato reakce je
katalyzovana komplexem enzymu (peptidyltransferasy). Methionin je uvolnén ze své tRNA. Ribosom se pohybuje k dalsimu
kodonu mRNA, dipeptid vazany na druhou tRNA se presouva na misto P a misto A se uvolrniuje pro dalsi tRNA. Tento postup



se opakuje a opét se pfi ném uplatiiuje fada protein(, zvanych elongaéni faktory (u eukaryot eEF 2,3...). Iniciani misto je
volné pro vazbu dalsSiho ribosomu, takZe vznika polysom a mRNA je translatovana nékolika ribosomy najednou.

TERMINACE
Translace probiha, dokud do mista A nevstoupi terminacni triplet. Misto tRNA vstoupi do tohoto mista protein (releasing
factor), ktery zplsobi odpojeni polypeptidu z ribosomalniho komplexu. Odpojuje se mRNA a ribosom se rozpada.

POSTTRANSLACNI UPRAVY
K tomu, aby se noveé syntetizovany polypeptid stal funkéni prochazi fadou Uprav. BéZnou posttranslacni Upravou je

odstranéni prvniho methioninu z N konce polypeptidu. Mezi dalsi patfi napt. kovalentni pfipojeni chemickych skupin a
rozstépeni polypeptidu. Chemické modifikace proteinu zahrnuji napt. metylace, fosforylace, acetylace nebo pfipojeni
vétsich molekularnich struktur na postranni fetézce aminokyselin, jako jsou lipidy nebo oligosacharidy (glykosylace).

Posttransla¢ni Upravy souviseji s funkci, kterou ma protein vykonavat. Glykosylace je typicka pro proteiny, které jsou
sekretovéany z buriky nebo exportovany do lysosom(, Golgiho aparatu nebo plasmatické membrany. Lipidové skupiny jsou
ptipojovany zejména na membranové proteiny a slouzi k zakotveni proteinu. Pfi rozstépeni polypeptidu mize dochazet

k odstranéni vnitfnich peptidd nebo signélnich peptidi na N konci (methionin).

Proteiny, které maji byt sekretovany (napf. hormony) nebo dopraveny do urcité oblasti burnky (napf. do jadra histony, DNA
— polymerasy atd.) musi byt opatfeny urcitou signalni sekvenci. Tato signalni sekvence se nazyva vedouci sekvence (leader).
Po dopraveni proteinu na spravné misto je odstépena specialni peptidasou. Proteiny uréené k sekreci jsou nejdrive
dopraveny do endoplasmatického retikula (ER) pomoci signalni rozpoznavaci partikule (SRP), coz je komplex malych
cytopasmatickych RNA a protein(. Tento komplex se vaze na rostouci polypeptid a ribosom a prostfednictvim SRP
receptoru na povrchu drsného ER se dostava do lumen ER a poté ven z bunky.

Podobné jsou dalsi proteiny nasmérovény do rznych cilovych mist prostfednictvim jinych signélnich sekvenci (napf.
jaderné lokaliza¢ni signdly — transport do jadra, lysosomalini proteiny — transport do Golgiho aparatu a do lysosomu apod.).

46. GENETICKY KOD

Rozlusténi genetického kddu se datuje do r. 1961, kdy bylo pokusy s translaci in vitro zjisténo, Ze vidy trojice nukleotidd
(triplet) kéduje uréitou aminokyselinu. Tyto triplety se nazyvaji kodony. Ctyfi base v DNA a RNA se mohou kombinovat jako
4 =64 kodon, které specifikuji 20 aminokyselin, z nichZ se skladaji proteiny. ProtoZze pocet kodond je vétsi nez pocet
aminokyselin, jsou vSechny aminokyseliny s vyjimkou metioninu a tryptofanu kédovany vice nez jednim tripletem.

Geneticky kod se tedy vyznacuje nadbytecnosti a tato vlastnost se oznacuje jako degenerace genetického kédu. Kodony,
které specifikuji stejnou aminokyselinu se nazyvaji synonymni. Variace mezi synonymnimi kodony se tykaji zejména 3.
pozice v tripletu. Degenerace genetického kddu minimalizuje efekt mutaci. Rozhodujici tlohu maji obvykle prvni dvé base
kodonu. Z 64 kodon kéduje aminokyseliny 61 kodond, zbyvajici 3 kodony - UAG, UGA, UAA, nekdduji Zzadné
aminokyseliny, a proto funguji jako signaly ukoncujici translaci. Nazyvaji se terminacni kodony nebo stop kodony.

Proteosyntéza je zahdajena v misté inicia¢niho kodonu AUG, ktery kéduje aminokyselinu methionin.

Iniciacni kodon je lokalizovan v nékterém z prvnich exond a urcuje ¢teci ramec sekvence RNA. Kazda sekvence RNA mlize
byt ¢tena tfemi soubory kodond, podle toho, kterd base je vybrana jako zacatek kodonu. Soubor kodon, ktery je omezen
iniciacnim kodonem na zacatku a termina¢nim kodonem na konci se nazyva otevieny ¢teci ramec (ORF — Open Reading
Frame).

Geneticky kod je povaZzovan za universalni, tzn. Ze ho stejnym zplsobem vyuZivaji vSechny organismy. Z tohoto pravidla
vsak existuji vyjimky, které se tykaji zejména mitochondrii a nékterych jednobunécnych organismu. Napr. v mitochondriich
triplet UGA, ktery je obvykle termina¢nim kodonem, kdduje tryptofan, AGA a AGG, které obvykle kéduji arginin, jsou
terminacni kodony apod.



Ne vSechna kddova slova pro jednu aminokyselinu jsou vyuzivana v organismu se stejnou frekvenci, naopak, néktera ze
synonym jsou v genetické informaci skoro nevyuzivana (anebo jen pro specialni proteiny), na rozdil od tzv. béZnych kodond.
Pritom Cetnost vyuZivani jednotlivych kodon( je specificka uz pro kazdy jednobunécny organismus, jiny typicky vybér plati
pro obratlovce a jiny zase napf. pro vyssi rostliny. Mluvime o tzv. kodonovém dialektu.

Geneticky kod
“Uuu® = Phe “Ucu® = Ser “UAU® = Tyr “UGU” = Cys
UUC = Phe UCC = Ser UAC =Tyr UGC = Cys
UUA = Leu UCA =Ser UAA = stop UGA = stop
UUG = Leu UCG = Ser UAG = stop UGG =Trp
“cuu®= Leu “ccu® =pro “cAU® = His “cGU* = Arg
cuC=Leu CCC=Pro CAC = His CGC = Arg
CUA = Leu CCA=Pro CAA =GIn CGA = Arg
CUG = Leu CCG =Pro CAG =GlIn CGG = Arg
“AUUT = lle “Acu®=Thr “AAU = Asn 5'AGU3 = Ser
AUC = lle ACC =Thr AAC = Asn AGC = Ser
AUA = lle ACA =Thr AAA = Lys AGA = Arg
AUG = Met (start) ACG =Thr AAG = Lys AGG = Arg
“GuU® =val “GeU = Ala “GAU® = Asp “GGUT =Gly
GUC = Val GCC=Ala GAC = Asp GGC = Gly
GUA =Val GCA=Ala GAA =Glu GGA = Gly
GUG = Val GCG = Ala GAG =Glu GGG = Gly

47. STRUKTURA A FUNKCE GENU

Definice genu prodélala urcity vyvoj a neni jednoduché ji formulovat. Geny Ize definovat jako jednotky genetické informace,
jako useky DNA (RNA u RNA vir(i), ve kterych ¢ast nebo celd sekvence kéduje v konecné fazi exprese specificky protein.
Existuji vsak geny, kde konec¢nym produktem neni bilkovina, ale nekddujici RNA (napf. rRNA, tRNA a dalsi).

Geny se nachazeji na chromosomech, coz bylo prokazano roku 1944, oblast chromosomu, kde se nachazi dany gen se
oznacuje jako lokus. U vyssich organismi véetné ¢lovéka je kddujici informace genu usporadana do série Usekl DNA, které
se nazyvaji exony. Exony jsou separovany Useky nekddujicich sekvenci zvanych introny. Pocet a délka exon( i intronG velmi
kolisa, avsak délka intront je obvykle mnohem vétsi nez délka exond.

Soucasti genu jsou i regulacni oblasti, které tidi zahajeni nebo zastaveni urcitého procesu, napf. exprese genetické
informace. Zde ma zadsadni vyznam tzv. promotor, Gsek DNA, ktery je ulozen smérem k 5‘ konci vldkna DNA od mista
pocatku transkripce (uziva se termin proti proudu z angl. upstream, podobné existuji sekvence uloZené po proudu, z angl.
downstream, smérem k 3‘). Promotor obsahuje specifické, tzv. signdlni sekvence, které jsou rozpoznavany transkripcnimi
faktory (proteiny) a jejich prostfednictvim RNA-polymerasou. V zavislosti na jejich vazbé je nasledné zahdjena (nebo
zastavena) transkripce genu. Tyto signalni sekvence jsou vysoce konzervované, coz znamena, Ze jsou stejné nebo velmi
podobné u rlznych Zivo¢isnych druh(. Souvisi to s jejich vyznamnymi funkcemi, nebot mutace signélnich sekvenci maji pro
buriku vazné disledky a proto jsou z evolucniho hlediska fazeny mezi zakazané mutace (mutaéné evoluéni mechanismy).

Informace v DNA je urcovana poradim jednotlivych nukleotidd. Biologicka informace je zapsdna pomoci bazi — adeninu (A),
cytosinu (C), guaninu (G) a thyminu (T). Geny obsahuji instrukce pro tvorbu protein(. Linedrni sekvence nukleotid( musi
tedy souviset s kédovanim dané aminokyseliny. Velikost gend je riizna, kolisa v rozsahu od méné nez 100 para basi az po
nékolik miliont bp.

Vétsina genl je na chromosomech rozlozena nerovnomérné, nékteré viak existuji ve skupinach (cluster). Tyto geny jsou si
vice ¢i méné podobné a vytvareji tzv. genové rodiny. Genové rodiny vznikly v pribéhu evoluce mechanismem opakovanych
duplikaci plvodniho genu a naslednym rozrznénim mutaci. Kompletni soubor celé genetické informace organismu se
nazyva genom.



FUNKCE GENU
e  Exprese genl je zapocata procesem transkripce, kdy je DNA prepisovana do RNA (misto thyminu obsahuje uracil).
RNA je jednovlaknova a méné stabilni nez DNA. Jednotlivé koddny (trojice nukleotidi) v sobé nesou informaci o
aminokyselinovém usporadani vznikajicich bilkovin.
e  Transkripce a translace je ovliviiovana regulacnimi oblastmi genomu. O oblasti, kde dojde k prepisu genu
rozhoduje promotor. U jednoho genu se midzeme setkat s vétSim mnozstvim promotord. Geny obsahuiji jak
kodujici, tak nekodujici oblasti — exony a introny.

48. DNA SEKVENCE KODUJICi (PROTEINOTVORNE) A NEKODUJICI

v cytoplazmé, kde se nachazi i ribosomy, a tak dochazi rovnou i k jejimu prekladu do mRNA. U eukaryot je viak DNA uloZena
v jadre, odkud nasledné prostupuje (po preloZzeni do RNA) jadernymi pory do cytoplazmy. Pred prekladem této RNA do
aminokyselinové sekvence dochazi k posttranskripénim Upravam — pfidani cepicky a polyadenylaci.

V sedmdesatych letech minulého stoleti vSak doslo ke zjisténi, Ze jaderna a cytoplazmaticka RNA se lisi ve své velikosti,
askoliv obé obsahuji zminénou cepicku a polyadenylované oblasti. Ve skutecnosti se z jaderné RNA do cytoplazmy dostalo
pouhych 5%, zpocatku nebyl divod jasny. VSe vysvétlil objev ponékud zvlastni struktury genl — ty v sobé nesou casti, které
se do bilkovinné sekvence neprekladaji — tzn. neproteinotvorné sekvence — introny. Objeveny byly v roce 1977.

INTRONY — nekddujici sekvence

Jsou soucasti DNA i jaderné RNA, do cytoplazmy a na ribosomy se vsak jiz nedostavaji. Jejich informace neni totiz
prekladana do bilkovin. Tvofi drtivou cast lidského genomu (95 %). Jejich velikost byva rlizna, ¢asto mezi 80 — 10 000
nukleotidy. Pfi vzniku mRNA dochazi k transkripci intron( i exon(. Pfedtim, neZ opusti jadro, jsou viak vSechny introny
vystfiZeny a exony pospojovany — cytoplazmatickd mRNA je tedy vyrazné kratsi. Tato Uprava se nazyva RNA splicing — RNA
sestfih.

Podle ¢eho dochazi k rozpozndni intrond k vystfihnuti? O vSem rozhoduji nukleotidy na obou koncich intrond. O odstranéni
se staraji specialni enzymy — snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles) — malé jaderné ribonukleoproteinové
Castice. Kromé vystfizeni intrond zajistuji i spojeni exonl. Enzymy umozni pfiblizeni obou konct intronu a vznik lasovité
struktury, ktera je nakonec odstranéna.

Vyznam intront

K ¢emu jsou tedy zdanlivé zbytecné ¢asti DNA potrebné? Svoji roli hrali zejména v pocatku evoluce gend, ¢asto urychlovaly
vznik novych bilkovin pomoci rekombinace exonl. Druhou vyhodou je pak moznost tzv. alternativniho sestrihu, kdy mlze
vznikat na zakladé vyvojového stadia buriky hned nékolik riznych typd mRNA. Z jednoho genu tak mlze vznikat nékolik
raznych bilkovin. Vse zavisi na spojeni kddujicich sekvenci — exoni. Je pravdépodobné, Ze existoval spolec¢ny predchldce
prokaryot a eukaryot, ktery introny obsahoval. V rdmci evoluce se vsak jednotlivé skupiny oddélili. Prokaryota se vyznacuji
velkym poctem déleni. Kratfi genom (tvorfeny pouze exony) je pro né tedy vyhodou. Dochazi tak k urychleni procesu tvorby
bilkovin. U eukaryot nedochazi k tak ¢astému déleni, a proto si nekddujici ¢asti genomu zachovala. Vétsi genom ptinasi na
druhé strané vyhodu mozné rekombinace.

REPETITIVNi SEKVENCE

Lidsky genom obsahuje mnoho rizné dlouhych sekvenci DNA, které se vyskytuji v mnoha kopiich tzv. repetitivni sekvence.
Tyto nejsou vétsinou transkribovany a jejich funkce neni ve vétsiné pripadd znama. V genomu jsou usporadany dvéma
zpUsoby.

a) Rozptylené repetitivni sekvence
Tyto sekvence jsou lokalizované na mnoha mistéch genomu, neseskupuji se a jsou zarazovany do skupiny stfedné
repetitivnich sekvenci. Velkou ¢ast rozptylenych repetitivnich sekvenci tvofi mobilni sekvence — transposony, které maji
schopnost pohybovat se po genomu procesem zvanym transpozice (mistné specifickd rekombinace) a zaclenovat se do
jinych oblasti DNA.



Podle zpUsobu transpozice se déli do dvou skupin:

1. Retrotransposony, které mohou byt kopirovany postupnymi kroky: DNA = transkripce - RNA - reverzni transkripce -
dsDNA a kopie je na jiném misté zaclenéna do genomu. Mnoho téchto elementl ma vSechny komponenty potfebné pro
transpozici véetné genu, ktery koduje reverzni transkriptasu.

Do této skupiny spadaji sekvence, které Ize podle délky repetitivni jednotky rozdélit na kratké rozptylené repetice
oznacované jako SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), dlouhé rozptylené sekvence oznacované jako LINE (Long
Interspersed Nuclear Elements) a elementy podobné retrovirtim.

Sekvence LINE (repetitivni jednotka je dlouha 5-7 kb)

Jsou autonomni nebot mohou kédovat produkty nezbytné pro retrotranspozici véetné reversni transkriptasy. V genomu
jsou zastoupeny az v 50 000 i vice kopiich. U ¢lovéka tvofi tfi pfibuzné rodiny LINE1, LINE2 a LINE3. Nejd(leZitéjsi je LINE1,
coz je sekvence dlouhd asi 6.1 kb, ktera koduje dva proteiny: protein vazajici se na RNA a protein, ktery ma
endonukleasovou aktivitu a zarover funguje jako reverzni transkriptasa. Kopie sekvence je integrovana ¢asto do oblasti
DNA bohatych na nukleotidy nesouci adenin a thymin.

Sekvence SINE

Jsou kratsi, obsahuji 100-400 bp. Nekdduji Zadné proteiny a mohou byt mobilizovany sousednimi sekvencemi LINE.
Nejznamnéjsi sekvence SINE jsou Alu sekvence. Jejich primérna délka je 250 bp, existuji v mnoha kopiich (skoro 1 mil.) a
jsou rozptylené na mnoha mistech genomu vcetné intronl nékterych gend.

Tyto repetitivni jednotky obsahuji sekvence, které mohou byt rozstépeny restrikénim enzymem Alu a odtud pochazi jejich
ndzev. Jsou lokalizovany prevaziné v oblastech DNA bohatych na nukleotidy nesouci guanosin a cytosin.

2. Druhou skupinou jsou DNA transpozony. Transpozice se v tomto pripadé odehrava tak, Ze sekvence je vystfizena (nikoliv
kopirovana) a znovu zaclenéna na jiné misto genomu (konzervativni transpozice).

b) Tandemové usporadané repetitivni sekvence
Tyto sekvence nekddujici DNA jsou vysoce repetitivni a ¢asto se vyskytuji v blocich tandemové tésné za sebou usporadanych
repetic. Podle velikosti a délky jednotky opakovani (repetic) se rozdéluji:

a) Satelitni DNA — jednotka, ktera se opakuje, mlze byt rlizné dlouha (nékolik nukleotidl az pfiblizné 200 bp) a tvofi
useky dlouhé 100 — 5 000 kb. Vyskytuje se ¢asto v oblastech heterochromatinu, zejména v sousedstvi centromer.
Satelitni DNA neni transkribovana.

b) Minisatelitni DNA — jednotka, ktera se opakuje ma pfriblizné 14 — 100 bp a tvofri Useky dlouhé az 20 kb. Vyskytuje
se napf. v oblasti telomer, které rovnéz nejsou transkripéné aktivni. Lidské telomery obsahuji hexanukleotidovou
repetici TTAGGG, ktera zaujima 3-20 kb.

c) Mikrosatelitni DNA - mikrosatelity jsou nej¢astéjsi formou repetitivni DNA. Jsou vétsinou tvofeny méné nez 10 bp
(nejCastéji 1-5 bp), které se opakuji v délce az 150 bp. Nalézaji se na riznych mistech
genomu.Z mononukleotidovych repetic se objevuji ¢asto nukleotidy nesouci adenin a thymin (AT), naopak
nukleotidy nesouci guanin a cytosin (GC) jsou vzacné. Nejcastéjsi dinukleotidové repetice jsou CA (TG na
komplementarnim vlakné). Pfedstavuji asi 0,5 % genomu a pocet repetic je vysoce polymorfni. Jejich obecna
struktura je (CA),, kde n je pocet repetic. Odhaduje se, Ze lidsky genom obsahuje 50 000 — 100 000 polymorfnich
blokl (CA),. Vyznam mikrosatelitni DNA neni znam. Kromé mimogenové DNA se mikrosatelity mohou nachazet
v intronech gen( a je znamo nékolik malo pfipad, kdy se nachazeji v kddujici oblasti genu a jsou transkribovany.

EXONY — proteinotvorné sekvece

Tvofi relativné malou ¢ast DNA a jaderné RNA. Jedna se asi jen o 5% plivodni sekvence. Po vystfiZeni intront dochazi ke
spojeni zbylych ¢asti mRNA. Tato jaderna forma se dostava na ribosomy, kde je v procesu translace preloZzena do
jednotlivych bilkovin. Z toho vyplyva také duleZitost téchto sekvenci. Dojde-li k poskozeni v oblasti intron(, obvykle
nedochazi k vyraznym skodam. Jakykoliv zasah do oblasti exon( je vSak naprosto zasadni a ¢asto vede ke vzniku defektni

nebo pozménéné bilkoviny.



49. REGULACE TRANSKRIPCE U EUKARYOT

Jednim z vyznamnych kontrolnich bod( exprese genu je iniciace transkripce. Trankripcni inaktivni DNA je soucasti vysoce
kondenzované chromatinové struktury v chromosomu. Struktura chromosomu musi byt pred transkripci reversibilné
upravena do konformace umoznujici navazani RNA-polymerasy na DNA, které je pro zahajeni trasnkripce nezbytné.

a) zména konformace chromatinu je umoznéna modifikaci histoni a remodelaci chromatinu

Histony jsou soucasti nukleosom. Jejich modifikace spociva v acetylaci nebo deacetylaci. Enzymy acetyltransferasy
katalyzuji pridani acetylovych skupin k amino-skupinam postrannich retézct lysinovych zbytk( histonovych oktamerd.
V disledku toho je zredukovana afinita mezi histony a DNA a oblast promotoru genu se stava pristupnéjsi pro komplex
transkripcnich faktor a RNA-polymerasy.

Deacetylace histon(l vyvolava opacny efekt (plsobeni deacetylas) — zplsobuje potlaéeni transkripce. K aktivaci nebo represi
transkripce prispiva i metylace histont plsobenim enzym( metyltransferas. Metylace argininovych zbytk( histonu ma za
nasledek aktivaci transkripce, metylace zbytkd lysinu transkripce potlacuje. Tyto modifikiace pfispivaji k remodelaci
chromatinu spolu s Gcasti dalSich proteind a do¢asné méni strukturu nukleosomu.

b) regulace transkripce se uskutecriuje pfedevsim interakci specifickych sekvenci promotoru genu a proteint vazajicich se
na DNA — transkripénich faktort (TF). Regulaéni sekvence jsou umisténé v rlizné vzdalenosti od pocatku transkripce, ale na
stejné molekule DNA nebo RNA, tzn., Ze pracuji v pozici cis (odtud nazev cis elementy). Transkripéni faktory jsou
syntetizovany v cytoplasmé, plsobi viak v jadfe a museji proto migrovat do mista urceni.

Zakladni transkripcni faktory se vazi s DNA promotoru v misté sekvence TATA. Tvoii komplex, jehoz tukolem je lokalizovat
RNA-polymerasu do spravné pozice a iniciovat tak transkripci. U¢innost transkripce zavisi na dalsich specifickych
transkripcnich faktorech, které se mohou vazat na dalsi signdlni sekvence v promotoru a mohou interagovat

s transkripénim inicianim komplexem a posilit jeho stabilitu. Mezi specifické transkripéni faktory patfi napt. tkanové
specifické sekvence zvané enhancery (zesilovace), které velmi ucinné stimuluji transkripci. Jsou vétSinou umisténé mimo
promotor genu, ¢asto ve velké vzdalenosti od genu, ale i uvnitf genu v riznych vzdalenostech po proudu od zacatku
transkripce. Silencery jsou sekvence, které transkripci inhibuiji.

1. TRANSKRIPCNi FAKTORY
Transkripcni faktory (TF) tvofi velkou rodinu proteind, které mohou pozitivné nebo negativné ovliviiovat transkripci.

Vétsinou funguji jako homodimery, miné ¢asto vytvareji heterodimery odlisnych transkripénich faktort. Obsahuji nékolik
funkéné dllezitych domén. Mezi zakladni funkéni domény transkripcnich faktord patfi doména pro vazbu s DNA,
dimeriza¢ni doména a aktivacni doména. Aktivacni doména aktivuje vznik transkripéniho komplexu poté, co se TF vaZe na
signalni sekvenci genu. Doména pro vazbu s DNA obsahuje nékolik charakteristickych konzervovanych struktur, tzv. motiv(.
Vsechny pouZivaji a —helixy, které zapadaji do velkého zlabku DNA. TF jsou klasifikovany podle typu domény pro vazbu

s DNA a podle gend, jejichZ expresi ovlivriuji.

Motivy v doméné pro vazbu DNA:

a) Motiv helix-turn-helix (spirdla — otacka - spirala)

Je tvoren dvéma a-helixy, oddélenymi B otackou a vytvari dimery. Jeden z helix( se vaZze na DNA v oblasti velkého Zlabku.
Prikladem protein( s timto motivem jsou transkripcni faktory, které obsahuji homeodomény, které jsou kodovany vysoce
konzervovanymi geny (homeobox geny). Podileji se na regulaci diferenciace a hraji proto vyznamnou tlohu v embryonalnim
VYVOji.

b) Motiv zinkovych prstt

Motiv je tvoren smyckou aminokyselin pfipevnénych na basi dvéma cysteiny a dvéma histidiny, které jsou vazany
aminokyselin interaguje s DNA prostiednictvim velkého Zlabku. Obdobny motiv tvoreny ¢tyfmi cysteiny spojenymi atomem
zinku se uplatni napt. v transkripcnich faktorech regulujicich receptor steroidnich hormon.



c) Motiv leucinového zipu

Leucinové zipy jsou bohaté na zbytky leucinu, kazda sedma aminokyselina je leucin. Na DNA se vazi jako dimery. Dimerizace
nastava interakci mezi hydrofobnimi povrchy dvou leucinovych zipd. PrileZitostné mohou tvofit heterodimery, coz mize
podstatné zvysit variabilitu regulace transkripce.

d) Motiv helix — loop — helix (spirdla — smycka — spirala)

Dimerizacni doména obsahuje 2 a-helixy spojené smyckou. Dimerizace nastava interakci mezi hydrofobnimi
aminokyselinami pfitomnymi na jedné strané karboxylového konce helixu. Mohou tvofit homodimery i heterodimery a
vazat se na DNA. Aktiva¢ni domény nejsou charakterizovany konkrétnimi motivy. Bylo zjisténo, Ze jsou zde pritomné oblasti
bohaté na urcité aminokyseliny, napf. glutamin nebo prolin.

Pomérné vysoké procento genu transkribovanych RNA-polymerasou Il vykazuje tkariové specifickou expresi plsobenim
tkanoveé specifickych transkripénich faktort, enhancer( a silencerd. Enhancer se v dusledku vytvoreni klicky DNA ptiblizi
promotoru a navaze se na néj prostiednictvim specifickych protein(. Tato vazba brani napojeni RNA-polymerasy Il na
promotor. Nasledné se v disledku pusobeni signalnich molekul nebo dalsich specifickych proteind zméni konformace
celého komplexu, promotor je uvolnén pro RNA-polymerasu Il a transkripce je zahajena.

Iniciace transkripce rRNA gen je regulovana vazbou dvou transkripénich faktort na promotorové sekvence, a to na
sekvenci v misté pocatku transkripce a sekvenci vzdalenou 100 nukleotid( proti proudu od startovaci pozice. Transkripce
tRNA je umoZnéna vazbou TF na promotorové sekvence a vazbou dalsich faktord a na konec RNA-polymerasy lIl.

2. REGULACE EXPRESE GENU EXTRACELULARNIMI SIGNALY
Vyvoj i preziti mnohobunéénych organisma zavisi na dokonalé koordinaci vSech jejich bunék. Koordinace je zajisténa
signalnimi molekulami, které se k burikam dostavaji riznymi cestami. Buriky endokrinnich Zlaz secernuji své produkty

(hormony) do krevniho obéhu a mohou tak ovliviiovat i buriky ve vzdalenych ¢astech organismu. Parakrinni buriky secernuji
latky difundujici jen do blizkého okoli (napf. buriky zazivaciho traktu).
Produkty autokrinnich bunék ovliviiuji zpétné ¢innost téze buriky, ktera je syntetizuje.

Pro regulaci zprostiedkovanou signdlnimi molekulami plati nékolik spole¢nych zasad:

e SigndIni molekuly ovliviiuji jen cilové buriky, vybavené specifickymi membranovymi nebo cytoplasmatickymi
receptory, kaskadou pro prenos signalu v cytoplasmé a specifickymi transkripénimi faktory v jadre.
Mutace genu pro kterykoli ze zicastnénych proteinti(receptory, enzymy, transkrip¢ni faktory) maze prerusit
prenos informace a projevit se ve fenotypu jako ztratova mutace.
Nebo naopak miZe mutace zpUsobit trvalou expresi genu, jak je znamo napf. v procesu kancerogeneze.

e  Ruzné cilové buriky mohou reagovat specificky na stejnou signalni molekulu. Reakce buriky zavisi na pfenosu
(,,precteni”) signalu systémem buriky.

e Nékteré signalni molekuly jsou pfitomné v obéhu trvale, jiné jen ndrazové. Mnozstvi signalnich molekul (napf.
hormonu) je zpravidla fizeno zpétnou vazbou.
Signalni molekuly navézané na receptory jsou rychle odbouravény, coz zajistuje pruznost reakce.

Zde se seznamime s mechanismy pifenosu signall pro regulaci funkce geni hormony. Hormony ovliviuji charakteristiky a
funkce cilovych bunék aktivaci transkripce specifickych gent. Jsou to malé molekuly steroidni (estrogeny, glukokortikoidy)
nebo polypeptidové (insulin) povahy.

Hormony lze rozdélit do tfi zakladnich skupin:
a) hydrofobni (ve vodé nerozpustné, rozpustné v tucich), napr. steroidy (napt. testosteron a estradiol), thyroxin
b)  hydrofilni (ve vodé rozpustné) polypeptidové hormony, napf. oxytocin a inzulin
c) aminy, napf. adrenalin

a) Mechanismus pusobeni hydrofobnich hormon

Hormony rozpustné v tucich (steroidy) maji relativné malé hydrofobni molekuly vzniklé metabolizovanim cholesterolu.
Télnimi tekutinami mohou byt transportovany jen ve vazbé na specifické hydrofilni bilkovinné nosic¢e. Buné¢nou
membranou pronikaji snadno po odpojeni od bilkovinného nosice. V burice se vazi na intraceluldrni receptory v cytoplasmé
nebo jadre. Komplex hormon-receptor prochazi péry jaderného obalu, receptory se vSak vétsinou vraceji zpét do
cytoplasmy.



V jadre jsou pfitomné hormonalni jaderné receptory, které vytvareji superrodinu receptor( a funguji jako inducibilni
transkripéni faktory. Po navazani hormonu se receptorovy protein pripojuje ke specifické sekvenci DNA v promotorové
oblasti cilovych genl a aktivuje jejich transkripci. Syntéza proteinu pak bud' pfimo ovlivni aktivitu buriky nebo je protein
secernovan a pusobi na cilové buriky. Nezménéna molekula receptoru bez navazani hormonu expresi genu neovlivni.

V cytosolu je pfitomen inhibi¢ni protein, ktery se v nepfitomnosti hormonu vaze na doménu pro receptor hormonu a vytvari
komplex, ktery nepronika do jadra.

b) Mechanismus ptisobeni hydrofilnich hormonu

Hydrofilni hormony (polypeptidové hormony) mohou byt transportovany télnimi tekutinami bez nosic¢i. Nemohou
samostatné prochazet bunéénou membrdanou, vazi se na specifické receptory na povrchu bunék. Receptor prodéla
konformaéni zménu, aktivuje se a prendsi signal prostiednictvim dalsich molekul v burice. Rada receptori ma vlastni
proteinkinasovou aktivitu nebo aktivuje intracelularni proteinkinasy. Pfenos signalu do jadra bunky je zprostfedkovan
fosforylaéni kaskadou proteint a sekundarnimi nitrobunéénymi molekulami (posli¢ky). Aktivované proteinkinasy fosforyluji
cilové transkripcni faktory, které v jadie umoznuji transkripci cilovych gend.

3. ALTERNATIVNiI TRANSKRIPCE INDIVIDUALNICH GENU
Kromé mechanism, které umoznuji regulaci aktivity gent (aktivace nebo represe) existuji i kontrolni mechanismy, které

umoZznuji vybirat mezi specifickymi alternativnimi transkripty a tim i produkty (isoformy) jednoho genu. Jednou z moznosti
je vyufZiti alternativnich promotorq, které se vyskytuji v nékterych savcich genech. Jejich vyuZiti vede k tvorbé isoforem

s rdznymi vlastnostmi. Alternativni promotory mohou byt lokalizovény v prvnim exonu, ktery je pak vystfizen, ale i ve
vétsich vzdalenostech v genu smérem po proudu. Produkty genové exprese pak mohou mit vlastnosti specifické pro urcité
tkané.

PFi Upravach genové sekvence mRNA se mohou vyskytovat variace, které vedou ke vzniku riznych mRNA a tim i rGznych
forem proteinu (isoformy). Patfi sem alternativni sestfih, kdy jsou vyuZita i jina sestfihovd mista, coz mdlze vést k riznym
kombinacim exon( (intronizace exon(, exonizace intrond) jednoho genu a tim i ke vzniku rliznych isoforem proteinu.
Odhaduje se, Ze asi 50 % lidskych genli ma moznost alternativniho sestfihu. Alternativni sestfih mdze byt tkanové specificky
nebo se mlze vyskytnout v rznych vyvojovych stadiich buriky. Dalsi variaci je alternativni polyadenylace, kdy jsou vyuZity
alternativni polyadenylacni signaly napf. v oblasti 3 UTR. Rovnéz alternativné polyadenylované transkripty mohou byt
tkanoveé specifické.

Jednou ze vzécnych posttranskripcnich Uprav je i tzv. RNA editace, kdy dochazi k inserci, deleci nebo substituci nukleotidl
na urovni RNA. U savcll byla v omezeném poctu gentl pozorovana substituéni editace, zejména deaminace vybranych
cytosinovych (C = U) a adeninovych (A - |, inosin, ktery se chova jako guanin) zbytk{. Vyznam RNA editace neni zcela
jasny, mlzZe predstavovat zplsob regulace genové exprese a dalsi cestu vedouci k diversité proteind. Nékteré
experimentalni studie naznacuji, Ze je nezbytna pro prezivani organismu.

4. REGULACE TRANSKRIPCE MITOCHONDRIALNICH GENU
Sekvence promotoru, rozpoznavané mtRNA-polymerasami jsou bohaté na A a zahrnuji startovni nukleotid (+1). Lidska

mitochondrialni DNA (mtDNA) ma pro vSechny geny jen dva promotory se signalnimi sekvencemi dlouhymi 15 basi. Jeden
promotor zajistuje transkripci jednoho Fetézce, druhy druhého. Retézce jsou transkribovany v celé své délce a primarni
transkript je upravovan na mitochondrialni mRNA, rRNA a tRNA. Transkripci stimuluje transkripéni faktor mtTF1. Ridici
prvek je lokalizovan proto proudu od startovniho nukleotidu a ma opacnou orientaci nez promotor. Regulace genové funkce
odpovida tedy spiSe usporadani regulacnich prvk( u eukaryot. Lze tedy uzavrit, Ze transkripce mtDNA a jeji regulace jsou
kombinaci mechanismu popsanych v prokaryotnich i eukaryotnich burikach.

5. KASKADOVA REGULACE FUNKCE GENU
Dnes uz historickym pfikladem je kaskadova regulace funkce gen, ktera byla studovana u drosofily.




50. TRANSLACE MEMBRANOVYCH A EXKRECNICH PROTEINU (TARGETING)

REGULACE NA UROVNI TRANSLACE
Syntéza protein( je dalezitym kontrolnim bodem genové exprese. Klicovym bodem je vybér inicia¢niho kodonu AUG,

v nékterych genech totiz existuje moznost alternativniho vybéru startovniho kodonu v mRNA. Dusledkem je opét moznost
vzniku rGznych isoforem produktu.

Translace muzZe byt rovnéz regulovdna prostrednictvim specifickych proteind, které se vazi na regulaéni sekvence obsazené
v neprekladanych oblastech (UTR — untranslated regions), ¢asto na 3‘ konci genu. Regula¢ni sekvence v UTR mohou také
regulovat transport v mRNA v podobé ribonukleoproteinovych castic (RNP) do urcitého mista v nékterych typech bunék,
kde potom probéhne translace.

Pomérné nové jsou objevy regulacnich schopnosti malych molekul RNA — tzv. miRNA (microRNA) a siRNA (small interfering
RNA). MiRNA jsou malé (asi 22 nt) jednovlaknové molekuly RNA, které se mohou parovat se sekvenci v oblasti 3 UTR cilové
mRNA a potlacovat iniciaci translace. Molekuly siRNA aktivuji proces RNA interference, jehoz vysledkem je utlumeni aktivity
genu. Objev RNA interference je komplexni proces, pfi némz vznikaji kratké dvouvldknové molekuly RNA. Tyto molekuly se
nazyvaji siRNA a maji schopnost vazat se s korespondujici sekvenci mRNA. Cysledkem je degradace pfislusné mRNA.

V disledku toho neni produkovan pfislusny protein. Tento objev skyta velké nadéje do budoucna s ohledem na moznost
cileného utlumeni exprese genl, jejichz zmény jsou pfi¢inou onemocnéni.

Eukaryotni buriky vyrabéji velké mnozstvi protein(. Aby proteiny mohly plnit svoji funkci, musi byt v burice zaélenény do
odpovidajici struktury. Nékteré proteiny jsou v cytosolu, jiné jsou dopravovany do rdznych bunéénych kompartmentd
(jadro, mitochondrie, peroxisomy atd.) nebo jsou zakotveny v bunééné membrané nebo v membranach organel. Dalsi
proteiny jsou secernovany konstitutivné nebo fakultativné do mezibunééné hmoty (napf. hormony nebo jiné signaini
molekuly).

Regulaci transportu proteinti do mista jejich pldsobeni se fika nasmérovani proteint (targeting).

O zakladnim nasmérovani polypeptidd rozhoduje, zda jsou syntetizovény na volnych ribosomech v cytosolu nebo na
ribosomech drsného endoplasmatického retikula (DER). Polypeptidy syntetizované na volnych ribosomech zGstdvaji
v cytosolu nebo jsou dopraveny do mitochondrii, peroxisomu nebo do jadra.

Polypeptidy syntetizované na DER mohou byt secernovany z buriky, dalsi jsou smérovany do Golgiho aparatu, lysosomu
nebo jsou zabudovany jako integralni proteiny do membran a pfeneseny na definitivni misto uréeni, napf. do plasmatické
membrdany. K tomu, aby se proteiny dostaly na spravné misto urceni musi byt vybaveny specifickymi lokaliza¢nimi signaly,
obvykle predstavovany kratkymi peptidovymi sekvencemi.

Translace polypeptidd urcenych k sekreci je iniciovdna navazanim mRNA na ribosom v cytosolu.

Mechanismus iniciace a elongace translace je stejny jako u polypeptid( uréenych pro cytosol.

Translace polypeptidid pro ,,export” je vSak pozastavena po translaci cca 70 AMK. Na vedouci sekvenci vznikajiciho
polypeptidu se navaze ¢astice rozpozndvajici signal (SRP — signal recognition particle) a cely komplex se navaze na receptor
SRP, ktery je uloZzen na povrchu membrany drsného endoplasmatického retikula.

Vedouci sekvence vstoupi do membrdany DER, transmembranové proteiny DER vytvori kolem polypeptid(
transmembranovy kanal, translace polypeptid( pokracuje a polypeptid se dostava do lumen DER. SRP a jeho receptor se
uvolni z vazby s timto komplexem a soucasné je odstépena vedouci sekvence. Vznikajici polypeptid je ihned v DER
modifikovan (glykosylace a p.) a konformovan. Teprve po dokonceni postranslacni Upravy polypeptidu prochazi kanalem i
jeho C-konec a transmembranovy kanal se rozpada.

Nové syntetizované proteiny jsou pak obklopeny membranou DER, jako vezikuly cestuji k bunécné membrané, fuzuji
s plasmatickou membranou a uvolnuji se exocytézou do okoli bunky.

Integrdlni transmembranové proteiny zUstdvaji v membrané ER, vlivem jiné signalni sekvence jsou transportovany do
Golgiho aparatu a transportnimi vezikulami k bunééné membrané. Transmembranové proteiny maji funkci receptor(,
transmembranovych kanall, povrchovych antigen(l atd. VSechny tyto glykoproteiny jsou syntetizovany na DER a



transponovany do bunécné membrany nebo do membran organel. Jejich zabudovani do membrany umoznuji hydrofobni
aminokyselinové sekvence.

51. REGULACE GENOVE EXPRESE U EUKARYOT

Bunky eukaryot maji mnohem slozitéjsi strukturu nez burnky prokaryot. Systém membran oddéluje jadro od cytoplazmy,
latkova preména probiha ve funkcné specializovanych organelach (mitochondrie, endoplasmatické retikulum apod.). Toto
rozdéleni vyZaduje i jinou regulaci jednotlivych krokl proteosyntézy a tvorby bunéénych struktur. Regulace exprese gent u
eukaryot je proto podstatné komplexnéjsi a mnohotvarnéjsi nez u prokaryot.

Transkripce a translace probihaji na rznych mistech buriky a v ¢asové posloupnosti. Syntéza polypeptidd je diferencovana
v zavislosti na tom, zda budou vyuZivany uvnitt buriky nebo exportovany.

V mnohobuné¢ném organismu je exprese genl regulovana zprostiedkované systémem signalnich molekul, které zajistuji
predavani informaci mezi burikami (a tim i informace o stavu vnéjsiho a vnitfniho prostfedi). Pro pfenos téchto signald jsou
buriky vybaveny specifickymi membranovymi a cytoplasmatickymi receptory. Poznatky o regulaci exprese gend u eukaryot
nejsou zdaleka Uplné. Je to podminéno sloZitosti problému i vétsimi obtizemi pfi experimentalnim ovérovani hypotéz.

Exprese lidskych gent je komplexné regulovana podle potfeb buriky, které zaviseji mimo jiné na typu a vyvojovém stadiu
bunky. Po splynuti vajicka a spermie vznika totipotentni zygota. Totipotence znamen3, Ze takovéto bunky jsou schopné se
délit a produkovat veskeré diferencované buriky organismu. Po nékolika délenich zygoty se totipotentni bunky zacinaji
specializovat.

DNA v kazdé lidské burice obsahuje viechny geny lidského genomu, avsak ve vétsiné bunék je aktivni pouze urcita ¢ast gent
v zavislosti na vyvojovém stadiu (a specifické tkani) postupujici diferenciace.

Buriky exprimuji priblizné 15 % svych genu. Nékteré geny jsou transkribovany ve viech burikach organismu (housekeeping
geny). Jsou to geny, jejichZ produkty (napt. histony, ribosomdlni proteiny apod.) zajistuji Zivotné dulezité déje buriky.

K regulaci exprese genli dochazi na rGznych drovnich:
e naurovni DNA
e  transkripce a posttranskripénich uprav
e  translace a postranslacnich prav
e dullezity vyznam v expresi genl maji epigenetické mechanismy

REGULACE NA UROVNI DNA
Je zajistovana prestavbami DNA, které se uplatriuji zejména p¥i vzniku struktury receptort B i T lymfocytd pro vazbu

antigenu a antigenni specifity imunoglobulin.

REGULACE NA UROVNI TRANSKRIPCE
viz otazka ¢. 49

REGULACE NA UROVNI TRANSLACE
viz otazka ¢. 50

EPIGENETICKE MECHANISMY
viz otazka ¢. 52

52. EPIGENETIKA, GENETICKY IMPRINTING

EPIGENETIKA
Epigenetika je dosud mélo probadana cesta prenosu dédi¢né informace. Nékteré vlastnosti nemusi byt kédovany v
nukleovych kyselindch (DNA, RNA), a presto se prenasi. Pravé epigenetické mechanismy mohou ovlivnit fenotyp aniz by



ménily genotyp. Epigenetické mechnismy se uplatfiuji na celé fadé urovni (pfed transkripci i po transkripci, ale i pred
translaci a po translaci). Jsou dlleZité v morfogenezi a v procesu diferenciace bunék.

Epigenetickymi mechanismy jsou napfiklad acetylace histond ¢i metylace DNA. V genetice ¢lovéka se epigenetika uplatriuje
napfiklad pfi inaktivaci chromozomu X a v ramci genového imprintingu. Genovy imprinting je spojen s celou radou lidskych
patologii.

EPIGENETICKE MECHANISMY
V kontrole genové exprese hraji vyznamnou ulohu epigenetické mechanismy. Termin epigeneticky znamena zmény

v genetické expresi, které nejsou zplsobeny zménami v sekvenci DNA, ale maji dédi¢ny charakter. Mezi nejdilezitéjsi
epigenetické mechanismy patfi metylace DNA.

METYLACE DNA

Je povaZzovana za mechanismus, ktery tlumi transkripci. Je zajistovan enzymy (metyltransferasy), které metyluji cytosinové
zbytky (vznikd 5-metylcytosin) zejména v dinukleotidovych sekvencich CG. Sekvence CG se vyskytuji na rdznych mistech
genomu. Kromé toho vytvéreji CpG ostrlvky, které jsou souédsti promotorovych oblasti mnoha gen(, ale mohou se
vyskytovat i v prvnim exonu nebo v jinych ¢astech kédujici sekvence. Pri regulaci transkripce hraje tlohu predevsim
metylace v oblasti promotoru.

Metylace DNA Uzce souvisi s modifikaci histon( zejména s rozsahem jejich acetylace a tim i konformace chromatinu.
Metylace DNA a deacetylace histonu vyusti v silné kondenzovany stav chromatinu, ktery neumoznuje pripojeni RNA-
polymerasy. V pribéhu replikace DNA je metylovany pouze plvodni fetézec DNA. Metyltransferasy rozpoznévaji
pfednostné hemimetylovanou DNA, metyluji cytosiny na novém Fetézci a tim zajistuji, Ze nové syntetizovany fetézec DNA
bude mit stejné metylované CpG jako fetézec plivodni. Timto zplsobem je metylaéni vzorek kopirovan do dcefinych bunék.

Zda se, Ze uloha metylace v regulaci genové exprese spociva ve specialni biologické funkci, kterd je v mnoha ohledech velmi
vyznamnd. Hraje dllezitou roli v pribéhu diferenciace (tkariové specificka regulace exprese genu) pfi ontogenezi, souvisi
s inaktivaci X chromosomu a s alelné specifickou expresi genu (genomicky imprinting).

INAKTIVACE X CHROMOSOMU

U savcu a ¢lovéka je muzské pohlavi determinovano heterochromosomy XY, Zenské XX. Jeden ze dvou XX chromosom Zeny
je 15. — 16. den po oplozeni spiralizovan (Ize ho v burikdch pozorovat jako X chromatin) a vétSina jeho genl je inaktivovana.
Tim je kompenzovana nerovnovaha v poétu X chromosom@ u muzi a Zen.

Inaktivace X je ndhodna (matefsky nebo otcovsky chromosom), ale v klonu bunék z plivodni buriky je inaktivovén stale
stejny X chromosom. Zensky organismus je proto mozaikou bunék s inaktivovanym matefskym nebo otcovskym
chromosomem X. Bylo prokazano, Ze inaktivace X zahrnuje metylaci CpG ostravku. Proces inaktivace je kontrolovan X —
inaktiva¢nim centrem (Xic), které obsahuje nékolik soucasti. Jednim z nich je gen Xist (X — inactive specific transcript)

v oblasti Xq13, ktery kéduje RNA transkript dlouhy 17 kb.

Transkript nepronikd do cytoplasmy a nedochazi k jeho translaci. Vaze se na X chromosom, ze kterého byl transkribovan a
ovlivriuje jeho strukturu. Jinou soucasti je Xce (X-chromosome controlling element), ktery pravdépodobné kontroluje, ktery
ze dvou X chromosom( bude aktivni, a ktery bude inaktivovan. Poté, co je inaktivovany X pokryt RNA transkriptem dochazi
k jeho pozdni replikaci, k hypoacetylaci histont a hypermetylaci DNA. Nékteré geny zUstavaji na inaktivovaném X
chromosomu aktivni. Je to nékolik gen(, které jsou lokalizovany zejména v pseudoautosomalnich oblastech chromosomu.

GENOMICKY IMPRINTING
Klasicka mendelovska genetika pfedpokladala expresi obou alel autosomalnich homolognich gend zdédénych po otci i po

matce. Presto, Ze to ve vétsiné pripadl plati, byla prokdzana fada vyjimek.

Ukdzalo se, ze v nékterych genovych lokusech je potlacena exprese jedné alely, bud maternalniho nebo paterndlniho
puvodu, coZ v disledku vede k monoalelické expresi (jiny nazev: alelicka exkluze). Jev byl nazvan genomicky imprinting
(vtisknuti) a definovan jako forma aktivace a inaktivace alely, kterd zavisi na rodi¢ovském plvodu chromosomu. Mdze se
tykat vSech tkani, ve kterych je gen exprimovan nebo jen nékterych tkani (tkanova specifita), zatimco v ostatnich jsou
vyjadreny obé alely genu.



Vybér imprintované alely neni nahodny, tzn., Ze v tkanich zaleZi na tom, zda je potlacena (¢i aktivni) alela maternalniho
nebo paternalniho pdvodu. Tento stav se pak pfendsi do dcefinnych bunék, ve kterych je potlacena exprese vidy stejné
alely. Mechanismus genomického imprintingu, tj. rozliSeni maternaini a paternalini alely a jak je rozpoznana a oznacena
alela urcend k imprintingu, neni zcela objasnén. Dosud neni ani jasné, ve kterém stadiu jsou alely imprintovany. Na udrzeni
tohoto stavu se vSak podili aleIné specifickA DNA metylace. Inaktivni alely maji metylované CG dinukleotidy v CpG
ostrlvcich promotord.

Imprinting se u ¢lovéka tyka vice nez 30 gen(. Existuji dvé velké imprintované oblasti, jedna na chromosomu 11 p15.5,

druhd na chromosomu 15q12, v nichZ jsou shluky imprintovanych gend. V ptipadé, Ze je ztracena aktivni alela, dochazi ke
vzniku dele¢nich syndromd, nebot druhd alela je imprintovana a tudiz inaktivni.

53. POLYMORFISMY NUKLEOVYCH KYSELIN

Vyjadfuje variace v nukleotidové sekvenci DNA urcitého lokusu. Lidsky genom obsahuje 3x109 bp a sklada se z nékolika
typl sekvenci DNA.

TYPY SEKVENCi DNA
1. JEDINECNE SEKVENCE
Patfi sem geny, které kdoduji specifické proteiny. U ¢lovéka se jich priblizné nachazi 80—100 000. Tvofi méné nez 5 % lidského

genomu tzn. e zhruba 95% DNA u ¢lovéka nema kédujici charakter. Cést této mimogenové DNA je tvofena jedine¢nymi
sekvencemi nebo nékolika malo kopiemi urcité sekvence DNA, zbytek tvofi repetitivni sekvence.

2. REPETITIVNi SEKVENCE

Lidsky genom obsahuje mnoho riizné dlouhych sekvenci DNA, které se vyskytuji v mnoha kopiich tzv. repetitivni sekvence.
Tyto nejsou vétsinou transkribovany a jejich funkce neni ve vétsiné pripadd znama. V genomu jsou usporadany dvéma
zpUsoby.

c) Rozptylené repetitivni sekvence
Tyto sekvence jsou lokalizované na mnoha mistéch genomu, neseskupuji se a jsou zafazovany do skupiny stfedné
repetitivnich sekvenci. Velkou ¢ast rozptylenych repetitivnich sekvenci tvofi mobilni sekvence — transposony, které maji
schopnost pohybovat se po genomu procesem zvanym transpozice (mistné specifickd rekombinace) a zaclenovat se do
jinych oblasti DNA.

Podle zpUsobu transpozice se déli do dvou skupin:

1. Retrotransposony, které mohou byt kopirovany postupnymi kroky: DNA - transkripce - RNA - reverzni transkripce -
dsDNA a kopie je na jiném misté zaclenéna do genomu. Mnoho téchto elementld ma vsechny komponenty potiebné pro
transpozici véetné genu, ktery kdduje reverzni transkriptasu.

Do této skupiny spadaji sekvence, které Ize podle délky repetitivni jednotky rozdélit na kratké rozptylené repetice
oznacované jako SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), dlouhé rozptylené sekvence oznacované jako LINE (Long
Interspersed Nuclear Elements) a elementy podobné retrovirtim.

Sekvence LINE (repetitivni jednotka je dlouha 5-7 kb)

Jsou autonomni nebot mohou kédovat produkty nezbytné pro retrotranspozici véetné reversni transkriptasy. V genomu
jsou zastoupeny az v 50 000 i vice kopiich. U ¢lovéka tvofi tfi pfibuzné rodiny LINE1, LINE2 a LINE3. NejdlleZitéjsi je LINE1,
coz je sekvence dlouha asi 6.1 kb, ktera kdduje dva proteiny: protein vazajici se na RNA a protein, ktery ma
endonukleasovou aktivitu a zaroven funguje jako reverzni transkriptasa. Kopie sekvence je integrovana ¢asto do oblasti
DNA bohatych na nukleotidy nesouci adenin a thymin.

Sekvence SINE

Jsou kratsi, obsahuji 100-400 bp. Nekdduji Zddné proteiny a mohou byt mobilizovany sousednimi sekvencemi LINE.
Nejznamné;jsi sekvence SINE jsou Alu sekvence. Jejich primérna délka je 250 bp, existuji v mnoha kopiich (skoro 1 mil.) a
jsou rozptylené na mnoha mistech genomu véetné intron( nékterych gend.



Tyto repetitivni jednotky obsahuji sekvence, které mohou byt rozstépeny restrikénim enzymem Alu a odtud pochazi jejich
nazev. Jsou lokalizovany prevazné v oblastech DNA bohatych na nukleotidy nesouci guanosin a cytosin.

2. Druhou skupinou jsou DNA transpozony. Transpozice se v tomto pripadé odehrava tak, Ze sekvence je vystfizena (nikoliv
kopirovana) a znovu zaclenéna na jiné misto genomu (konzervativni transpozice).

d) Tandemové usporadané repetitivni sekvence

Tyto sekvence nekddujici DNA jsou vysoce repetitivni a Casto se vyskytuji v blocich tandemové tésné za sebou usporadanych
repetic. Podle velikosti a délky jednotky opakovani (repetic) se rozdéluji:

d) Satelitni DNA —jednotka, ktera se opakuje, mlze byt rizné dlouha (nékolik nukleotid(i az ptiblizné 200 bp) a tvofi
useky dlouhé 100 — 5 000 kb. Vyskytuje se ¢asto v oblastech heterochromatinu, zejména v sousedstvi centromer.
Satelitni DNA neni transkribovana.

e) Minisatelitni DNA — jednotka, ktera se opakuje ma pfiblizné 14 — 100 bp a tvofi Useky dlouhé az 20 kb. Vyskytuje
se napr. v oblasti telomer, které rovnéz nejsou transkripcné aktivni. Lidské telomery obsahuji hexanukleotidovou
repetici TTAGGG, ktera zaujima 3-20 kb.

f)  Mikrosatelitni DNA - mikrosatelity jsou nejcasté;jsi formou repetitivni DNA. Jsou vétSinou tvoreny méné nez 10 bp
(nejCastéji 1-5 bp), které se opakuji v délce az 150 bp. Nalézaji se na rdznych mistech
genomu.Z mononukleotidovych repetic se objevuji ¢asto nukleotidy nesouci adenin a thymin (AT), naopak
nukleotidy nesouci guanin a cytosin (GC) jsou vzacné. Nejcastéjsi dinukleotidové repetice jsou CA (TG na
komplementarnim vlakné). Predstavuji asi 0,5 % genomu a pocet repetic je vysoce polymorfni. Jejich obecna
struktura je (CA),, kde n je pocet repetic. Odhaduje se, Ze lidsky genom obsahuje 50 000 — 100 000 polymorfnich
blok( (CA),. Vyznam mikrosatelitni DNA neni zndm. Kromé mimogenové DNA se mikrosatelity mohou nachazet
v intronech gen( a je znamo nékolik malo pfipad, kdy se nachazeji v kddujici oblasti genu a jsou transkribovany.

Variabilni pocet tandemovych repetic (VNTR — variable number of tandem repeats)

Délka mikrosatelitovych (i minisatelitovych) repetic je v ramci populace v daném lokusu genomu individualné variabilni,
avsak u jedince stabilni. Tzn., Ze pocet repetic mGze byt v daném misté u rliznych jedincd odlisny. Proto jsou tyto sekvence
znamé jako VNTR. Pravdépodobnym mechanismem vzniku rozdilnych délek mikrosatelitnich sekvenci je sklouzavani DNA-
polymerasy v pribéhu replikace.

Vysoka variabilita umozZriuje jejich vyuZiti jako genetickych markera ke stanoveni genetického profilu jedince ve forensni
genetice, v mediciné k identifikaci nosi¢l genetickych onemocnéni nebo stanoveni paternity. Neméné jsou vyuzivany
v projektu mapovani lidského genomu k identifikaci a lokalizaci geni na chromosomech.
PRICINY POLYMORFISMU DNA
Mutace, které vznikaji v zdrodecnych nebo somatickych burikach organismu.
e  jestlize mutace nenarusuji schopnost reprodukce, jsou preddvany do dalsi generace

O polymorfismu DNA hovofime v pfipadé, Ze se vznikla varianta (alela) vyskytuje v populaci s frekvenci vétsi nez 0,01.
Vétsina lidské DNA se nachdzi v nekddujicich oblastech, a proto neni selektovana. Zfejmé z tohoto dlivodu nejsou rozdily v

téchto sekvencich DNA mezi jedinci vzacné - obvykle se jedna o jednoduché zamény bazi.

Termin polymorfismus je nékdy nespravné pouzivan pro oznaceni sekvencnich zmén, které nezplsobuji onemocnéni, na
rozdil od terminu mutace, které jsou pricinou zmény fenotypu.

Analyza variaci v nukleotidové sekvenci DNA je duleZita, protoZe pfispiva k identifikaci lidskych geni zodpovédnych za
postiZeni a nasledné je Ize vyuzit k DNA diagnostice v postizené rodiné i k identifikaci jedince napf. ve forenzni genetice.

54. METODY ANALYZY NUKLEOVYCH KYSELIN

Soucasné analyzy DNA jsou zaloZeny na dvou zadsadnich pristupech: mnozeni DNA v Zivych organismech nebo in vitro
chemickym procesem a molekularni hybridizace.



1. MNOZEN{ DNA

Mnozeni (amplifikace) DNA zajistuje vytvoreni dostate¢ného mnozstvi DNA k dalsi analyze. Spociva v selektivnim namnozeni
specifickych fragment( DNA z celkové genomové DNA nebo cDNA. cDNA (complementary DNA) vznika reversni transkripci
RNA izolované z cytoplasmy bunék urcité tkané. V cytoplasmé bunék se RNA vyskytuje jiZ jako zrald RNA, tzn. po probéhnuti
posttranskripcnich Gprav. cDNA proto obsahuje pouze kédujici sekvence (exony), nikoliv introny. Amplifikace DNA se
provadi s vyuzitim DNA-polymerasy bud’ uvnitt hostitelskych bunék nebo in vitro.

MNOZEN{ DNA UVNITR HOSTITELSKYCH BUNEK

Mnozeni — klonovani DNA uvniti hostitelskych bunék je historicky prvni technikou, kterda umoznila separovat Usek DNA,
kopirovat ho a ziskat tak mnozstvi, které dovoluje detailni analyzu sekvence a eventualné dalsi manipulaci s ni. Byla
umoznéna objevenim enzym restrikénich endonukleas, které Stépi genomovou dsDNA ve specifickych mistech a vytvareji
tak razné dlouhé fragmenty, které mohou byt dale analyzovany.

Dulezitym vyuZzitim klonovani DNA je mozZnost izolace gent za ucelem jejich blizsi charakterizace. Klonovéni DNA je zaloZeno
na tvorbé rekombinantnich molekul DNA. To znamen3, Ze dochazi ke spojeni rliznych Usekd molekul DNA, ¢asto
pochazejicich z taxonomicky odlisnych druhl. Fragment DNA (napf. fragment lidské DNA, ve kterém je i gen, ktery bude
analyzovan) je vloZen (inzertovan) do jiné molekuly DNA, ktera se nazyva vektor. Rekombinovany vektor je vnesen do
hostitelského organismu (transformace), napr. bakterie, kde se mnohokrat pfi pfirozeném mnoZeni bakterii replikuje a tim
kopiruje.

V pripadé déleni hostitelské buriky jsou namnoZené vektory rozdéleny do dcefinnych bunék a proces kopirovani pokracuje.
NamnozZeny vektor lze izolovat a purifikovat a pouzit k analyze inzertu.

Restrikéni enzymy

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy izolované z bakterii. Maji schopnost stépit dvouvlaknovou DNA ve specifickych
sekvencich, obvykle dlouhych 4-8 basi. Tyto sekvence maji charakter palindromu, coZ znameng, Ze sekvence na obou
vlaknech DNA jsou stejné, jestlize se ¢tou ve sméru 5 = 3. Kazdy restrikéni enzym ma svoji specifickou sekvenci, kterou
rozpoznava a stépi. Napt. enzym EcoRl, izolovany z E.coli, rozpoznava sekvenci GAATTC (¢teno stejné ve sméru 5 - 3‘na
vlakné komplementarnim).

DNA je obvykle Stépena tak, Ze na koncich vznikaji jednovlaknové precnivajici 5‘ a 3 Useky, tzv. kohezni nebo lepivé konce
(sticky ends). Nékteré enzymy Stépi DNA v ose specifické sekvence a vytvareji tzv. tupé konce (blunt ends) bez
jednovlaknovych struktur.

Tyto enzymy nalezly obrovské vyuZiti v analyze DNA a to ze dvou divodu:

a) poskytuji sadu fragmentd DNA definované délky, ktera zavisi na ¢etnosti restrikénich mist v genomu (restrikéni
mista tvofena vétsim poctem nukleotidd budou v genomu vzacnéjsi, v disledku toho, budou vzniklé fragmenty
delsi, jejich pocet nizsi a naopak

b) molekuly DNA, které jsou rozstépeny stejnym restrikénim enzymem mohou byt spojeny za ucasti enzymu DNA-
ligasy na zakladé komplementarity mezi lepivymi konci a vytvaret tak rekombinantni molekuly DNA

Klonovani DNA je umoznéno mnoha systémy, které jsou zaloZeny na pouziti riznych typl vektor(.
Restrikéni endonukleasy

Bakterialni zdroj Restrikéni endonukleasa Cilové misto $tépeni
Bacillus amylolique faciens BamH| z’CGé/TGAgT\EGC :,
Escherichia coli RY 13 EcoRl 5'GLAATTC 3°
3'CTTAAL G5’
Haemophilus aegyptius Haelll 5: GG CC 3:
3CCLGGS
Haemophilus influezae Rd Himdlll 21 ?*?GG;J,:II: :‘
Microcoleus species Mstll 5°CCJ TNA GG 3
3°GG ANT{ CC 5°
Providencia stuartii Pstl 5'CTGCA{ G 3"
3‘GLACGT C5’




S ' smal 5‘CCCV GGG 3*
erratia marcescens ma 3 GGG, Ccces’
' 5TV CG A3
Thermus aquaticus Taql 3'AGCT5"
Vektory

a) plasmidy jsou malé cirkularni molekuly dsDNA nesouci nékolik gend. Vyskytuji se u bakterii a replikuji se nezavisle na
hlavnim chromosomu bakterie. Jsou prvnim typem vektord, ktery byl pouzivan od r. 1970. Klonovani pomoci plasmidu se
sklada z nékolika kroka.

Plasmid je rozstépen restrikénim enzymem, ktery je vybran tak, Ze Stépi DNA pouze v jednom misté.

Cirkularni molekula se méni na linedrni molekulu s lepivymi konci. Cizi DNA (nap¥. lidska) je rozstépena stejnym enzymem.
Cizi DNA a plasmid jsou smichany, spojuji se svymi komplementarnimi lepivymi konci a obnovuje se cirkuldrni struktura
plasmidu. Rekombinantni plasmid je vnesen do hostitelské bakterie (obvykle E.coli) procesem, ktery se nazyva
transformace. Transformované bakterie jsou pfeneseny na agarové plotny, kde rostou v koloniich, odvozenych

z individudlnich bunék (bunécné klony), mezi nimi i bakterie obsahujici rekombinantni plasmid. Individualni kolonie jsou pak
dale kultivovény a po dostate¢ném namnozZeni z nich mlze byt rekombinantni plasmid purifikovan a klonovana DNA
pouZita pro analyzu. V jednotlivych klonech jsou namnozené rekombinantni molekuly DNA identické, a proto se nazyvaji
DNA klony.

Plasmidy maji nékteré vlastnosti, pro které jsou jako vektory vhodné. Jsou to malé molekuly (obvykle kolem 3 kb), které se
snadno z bakterii purifikuji. Casto obsahuji geny kédujici proteiny, které zpGisobuiji rezistenci bakterii na antibiotika, napf.
ampicilin a tetracyklin. Tato vlastnost mUze slouzit jako selekéni marker pro vybér rekombinantnich plasmida. Jestlize
kolonie bakterii péstujeme na pidé s obsahem antibiotik, je moZné izolovat bakterie, které béhem transformace ziskaly
plasmid, protoze jen tyto kolonie jsou rezistentni na antibiotikum a mohou rast.

Jednim z nej¢astéji pouzivanych plasmidd byl pBR322, ktery obsahuje 2 geny zpUsobuijici rezistenci na ampicilin a
tetracyklin. V prdbéhu klonovani je cizi DNA vnesena do mista tetracyklinového genu (nebo genu pro rezistenci na
ampicilin) a inaktivuje jej. Transformované bakterie obsahujici rekombinantni plasmid mohou byt identifikovany tim, Ze jsou
rezistentni na ampicilin, ale ne na tetracyklin. Bakterie rezistentni na obé antibiotika inkorporovaly sice plasmid, ale bez
insertu.

b) Lambda A fag

Lambda fag patfi mezi bakteriofagy, které infikuji bakterie. Ten, ktery infikuje E.coli, obsahuje linearni dsDNA. Jeho pouziti
jako vektoru vyZzaduje Upravu, kterd spociva v odstranéni centralni ¢asti genomu, ktera je podstatnd pro jeho schopnost
infikovat bakterii. Deletovana oblast je nahrazena fragmentem cizi DNA a vznika fag s rekombinantni molekulou DNA.

c) Kosmidy (cosmids)
Tento typ vektoru je kombinaci DNA plasmidu a lambda faga, coz spociva v tom, Ze do plasmidu jsou insertovany cis
sekvence. Vyhodou kosmid(ll je moznost inserce velkych fragmentl (do 44 kb).

d) Umélé kvasinkové chromosomy (YACs — Yeast Artificial Chromosomes)

Tyto uméle zkonstruované vektory vyuZzivaji jako hostitele kvasinky (yeast) a jsou replikovany stejné jako kvasinkovy
chromosom. YAC obsahuje viechny zakladni souc¢asti chromosomu, které jsou nutné k jeho propagaci: tj. pocatek replikace,
centromeru a telomery , zaroven s fragmentem cizi DNA. Vyhodou tohoto typu vektor( je moznost klonovat velmi dlouhé
fragmenty DNA (az 2 Mb). | z toho dlvodu sehral tento typ vektorl dlleZitou ulohu pfi konstrukci map ¢asti lidského
genomu.

e) Bakterialni umélé chromosomy (BACs — Bacterial Artificial Chromosomes) a P1 chromosomy (PACs)
Pribuznymi typy vektor( jsou bakteridlni umélé chromosomy vytvorené z F plasmidu E.coli, do nichZ je mozné vlozZit inzert
az 300 kb dlouhy a chromosom bakteriofaga P1, jehoz genom je relativné velky a Ize do néj vlozit inzert dlouhy az 150 kb.

DNA knihovny
Klonovaci metody umoznily vytvofit tzv. DNA knihovny. DNA knihovna je soubor DNA klond, ve kterych jsou obsazeny
vSechny sekvence DNA daného organismu. Genomové knihovny pochazeji z DNA jadernych bunék, ktera byla rozstépena




na fragmenty restrikénimi enzymy. cDNA knihovny vznikaji za pouziti celkové RNA, ktera je reversni transkripci prevedena
do komplementrarni DNA (cDNA) a ta je pak klonovana stejnou cestou jako pri tvorbé genomové knihovny. Takova
knihovna obsahuje soubory odlisné klont DNA, které reprezentuji aktivni geny v burikach tkani. Proto cDNA knihovna
vyrobena napf. z bunék jater bude obsahovat jiné klony nez cDNA knihovna plvodem napft. z plicni tkané.

Vyhoda cDNA knihoven spociva i v tom, Ze klony neobsahuji introny. Expresni knihovny jsou typem cDNA knihovny, kdy
klonované sekvence jsou v hostitelské burice translatovany. To umoziiuje stanoveni proteinl kddovanych klonovanou
sekvenci (napf. pomoci protilatek)

Vyuziti klonovani DNA
a) Identifikace genli v dobé pred objevem polymerasové retézové reakce (PCR) (1980) — ( pouziti metody vedlo

k identifikaci gen(, které jsou defektni a vedou k dédi¢nym onemocnénim, napt. muskularni dystrofii a cystické
fibrose)

b) Mapovani genomu (vyvoj vektor( byl v devadesatych letech podstatny pro projekt mapovani lidského genomu)

c¢) Rekombinantni proteiny (klonovani DNA je zakladni technika vyuZivana biotechnologiemi k produkci medicinsky
vyznamnych proteind, jako je insulin nebo ristovy hormon a dalsi)

d) Geneticky modifikované organismy (GMO) ( klonovani DNA je dileZitou soucasti technik pouzivanych k prenosu
genl mezi organismy a tim vytvareni tzv. transgennich rostlin a Zivocich()

MNOZENi (AMPLIFIKACE) DNA IN VITRO — POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE (PCR — POLYMERASE CHAIN REACTION)
Polymerasova retézova reakce je Siroce pouzivana technika, ktera umoznuje kopirovat a tim amplifikovat specifické useky
DNA. Vytvoreni dostate¢ného mnozstvi DNA je predpokladem pro detailni analyzu gent nebo jinych sekvenci v daném
Useku nebo pro manipulaci s nimi.

K Uspésné reakci je tfeba zajistit nékolik slozek:

a) Templatova DNA — je obvykle smés mnoha rliznych sekvenci DNA obsaZzenych v genomové DNA, mezi kterymi se
nachazi sekvence, kterd ma byt amplifikovana. K reakci Ize pouZzit i RNA, ale nejdfive musi byt vytvorena
komplementéarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptasy a ta je pak namnozena metodou PCR.

b) Par oligonukleotidovych primeri
Oligonukleotidové primery jsou kratké jednovldknové molekuly DNA (ssDNA — single strand DNA) dlouhé pfiblizné
20 nukleotidd, které vymezuji amplifikovany Gsek. Sekvence primerd jsou vybrany tak, aby byly komplementarni
k usek(m protilehlych vidken DNA a v dlsledku toho se vazaly na opacné Useky sekvence DNA, ktera bude
amplifikovana.

c) DNA-polymerasa — pouZiva se cela fada DNA-polymeras. VSechny jsou termostabilni, tudiz snaseji vysoké teploty
(do 100 °C) aniz jsou inaktivovany. Nejcastéji se pouziva enzym Taq DNA-polymerasa, izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, ktera zije v horkych viidelnich pramenech. Enzym se vaZe na oddélend vldkna DNA a
syntetizuje novy fetézec komplementérni plivodnimu retézci. Poloha primerG urcuje cilovou sekvenci, kterd je
kopirovana.

d) Deoxynukleotidtrifosfaty (ANTPs) — smés Ctyr stavebnich jednotek, které koresponduji se ¢tyfmi basemi a jsou
substratem pro DNA — polymerasu (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) pro useky DNA vznikajici amplifikaci.

Amplifikace cilové sekvence je umoznéna opakovanymi cykly syntézy DNA. KazZdy cyklus se sklada ze tfi krok(: denaturace
DNA, pfipojeni primeri a elongace.

Denaturace DNA
PUsobenim vysoké teploty (vice nez 90 °C) se rusi vodikové vazby, dvousroubovice DNA se destabilizuje a rozvolriuje na
jednovlaknové molekuly, které v reakci slouzi jako templaty.

Pfipojeni primert
Nasleduje pFipojeni primert na komplementarni sekvence 3‘ koncl obou vlaken DNA za sniZeni teploty na optimalni
hodnotu. Pouzita teplota zavisi na sekvenci a poctu basi v primeru a variruje obvykle v rozmezi 50 — 70 °C.

Elongace
DNA-polymerasa zahajuje svou ¢innost na Useku DNA daném pozici primer( a syntetizuje novy fetézec cilové sekvence (za

teploty, ve které je nejvice aktivni, pro Tag-polymerasu je to teplota 72 °C). Cyklus denaturace, pfipojeni primer( a elongace



se mnohokrat opakuje (obvykle 20-40 x), nové syntetizované retézce slouzi jako templaty pro dalsi syntézu DNA. Vysledkem
je exponencialni navySeni mnozstvi specifického Useku DNA, které je vice nez milionkrat vétsi nez na pocatku. Cely proces se
odehrava v pfistroji zvaném termalni cykler, ve kterém je mozné automaticky dosahovat zvolenych teplot velmi rychle a
presné pro jednotlivé kroky cyklu. PCR je v soucasné dobé jednou ze zakladnich technik moderni molekularni genetiky a je
Siroce vyuzivana v mnoha odvétvich biologie a mediciny.

2. HYBRIDIZACE NUKLEOVYCH KYSELIN
Proces vyzaduje nejdfive denaturaci dvousroubovice DNA, kdy jsou ptsobenim vysoké teploty rozruseny vodikové mstky,

coz vede k separaci obou vidken DNA. Ndasledné snizeni teploty ma za nasledek obnoveni plivodniho helixu — renaturace
DNA na zdkladé komplementarity purint a pyrimidinG obou vlaken. Hybridizace md{ze nastat i mezi vlakny rizného pavodu,
pokud jsou komplementarni. Tato vlastnost nukleovych kyselin se vyuZiva v fadé analytickych technik, kdy je ve smési
sekvenci DNA nebo RNA vyhledavana specificka sekvence pomoci komplementarni sekvence nukleové kyseliny (sonda).

SONDY
Sonda (proba) je molekula DNA nebo RNA, kterd mlze byt na zakladé hybridizace vyuzita k detekci komplementarni
sekvence nukleové kyseliny.

Jako sondy mohou byt vyuZity:
e  klonovaci sekvence DNA
e sekvence ziskané PCR amplifikaci
e  syntetické oligonukleotidy
e RNA ziskana transkripci klonované DNA in vitro

Sondy musi byt pouZity v jednovlakové podobé a oznacené tak, aby bylo mozné zviditelnit hybridiza¢ni reakci. Sondy byly
nejcastéji znaceny radioaktivnimi izotopy (P32, s¥, ¢, H3) a hybridizace pak byla detekovana autoradiograficky. Posléze
byly vyvinuty neradioaktivni systémy znaceni sond, spocivajici napf. v inkorporaci modifikovaného nukleotidu, ktery
obsahuje fluorofor, coz je chemicka skupina, kterd po exposici svétlu fluoreskuje a fada dalSich.

a) Southern blotting

Je prvni analytickou technikou zaloZenou na hybridizaci nukleovych kyselin a je pojmenovana podle svého objevitele (Ed
Southern). Prvnim krokem je izolace a purifikace DNA z bunék v podobé velkych fragment( (20 000 bp nebo vice). Nasleduje
Stépeni DNA restrikénim enzymem za vzniku tisicli fragmentd DNA o rlzné velikosti (nékolik basi az nékolik tisic basi).
Dalsim krokem je elektroforéza v agarosovém gelu, kdy se fragmenty rozdéli podle velikosti. Vzhledem k velkému mnoZstvi
fragmentd neni mozné v tomto stadiu na elektroforetickém gelu jednotlivé fragmenty rozlisit (vytvareji tzv. smear —
Smouhu). Gel je ponofen do alkalického roztoku, ktery zptsobuje denaturaci DNA. Denaturované fragmenty DNA jsou pak
preneseny z gelu na membranu (nylon nebo nitroceluldza). Tento pfenos se nazyva blotting (presati).

Membrana s pfenesenymi fragmenty je vystavena teploté 80 °C a fragmenty jsou tak na membrané zafixovény. Pak muaze
nastat vlastni hybridizace — inkubace membrany se znacenou sondou. Po inkubaci je membrdna umisténa na rentgenovy
film (pokud je sonda znacena radioaktivné), ktery je po nékolika hodinach exposice vyvolan. V mistech, kde nastala
hybridizace se objevi tmavé pruhy (bandy), jejichZ velikost mize byt odhadnuta z jejich pozice ve srovnani s fragmenty DNA,
které slouzi jako marker (jejich velikost je znama).

b) Northern blotting
Technika je podobna predes|é, ale analyzovanou nukleovou kyselinou je RNA (zejména mRNA). Metoda umoziiuje zjistit,
které geny jsou aktivni v tkani, ze které byla RNA izolovana.

c) Technologie mikroCipd (DNA chip, DNA array, DNA mikroarray, genome chip)
Se zvysujicim se mnozstvim identifikovanych gentd v ramci projektu analyzy lidského genomu vyvstala potfeba mnohem vice

sofistikovanych metod analyzy. Vyvoj technologie DNA mikroCipt umoznil mnohem rychlejsi a pfesnéjsi analyzu na zakladé
hybridizace, nebot v ramci jednoho experimentu je mozZné vysetfit nékolik tisic mist v genomu najednou. To ma obrovsky
vyznam v analyze genové exprese, pti identifikaci genotypu a v genetickém skrininku.

DNA mikrocip je desticka, obvykle sklenéna, na kterou jsou pfipojeny tisice riznych znamych oligonukleotidovych sekvenci
DNA ve stanoveném poradi. Tyto molekuly slouZi jako sondy k hybridizaci s testovanymi vzorky DNA nebo RNA. Pokud dojde



k hybridizaci, Ize hybridni molekuly detekovat a ziskat informaci o tom, které sekvence DNA (RNA) jsou ve vzorcich
pfitomné. Vlastni Cip je oblast mensi nez 1,5 cm?, ktera obsahuje az milion jamek, ve kterych jsou specifické molekuly DNA
zakotvené. Pouzité molekuly DNA mohou byt rizné velké podle ucelu, kterému maji slouzit, jsou to kratké oligomery, velké
PCR produkty, cDNA molekuly nebo klonované inzerty. Testované vzorky nukleovych kyselin jsou vétSinou znacené
fluorescencné. Vzhledem k vysoké hustoté jamek a navazanych sond je identifikace jamek, kde doslo k hybridizaci
provadéna ¢tecim zafizenim a vyhodnocena pocitacem (fluorescenéni signal je zjistovan fluorescenénim mikroskopem).

VYUZITi TECHNOLOGIE MIKROCIPU
a) Analyza genové exprese
V téchto experimentech slouzi jako sondy produkty PCR amplifikované ze znamych gend nebo cDNA molekuly odvozené ze

znamych mRNA.Z testované tkané je izolovana mRNA a oznacena fluorescencnim markerem.

Po hybridizaci jsou na zakladé fluorescenc¢niho signalu rozpoznany vsechny geny exprimované v dané tkani. Tento pfistup je
vyuZzivan pro srovnani exprese gen( v tkanich nebo burikach v rdznych situacich, nap¥. v normalnich a nadorovych burikach
nebo srovnani v burikdch hormonalné ovlivnénych a neovlivnénych, transfektovanych (vnesen novy gen) a
netransfektovanych a dalsi. Fluorescen¢ni znaéeni umoziiuje i kvantifikaci hladiny exprese rdznych gend. Sondy, které
fluoreskuiji silné predstavuji geny s vysokym pocétem transkriptd, slabsi jsou méné transkribovany.

b) Analyza genotypu
Technologie DNA mikrocipt mdze byt adaptovana na detekci polymorfismu v jednom nukleotidu (SNP — Single Nucleotide

Polymorphism). Tento typ polymorfismu vznikd v disledku mutace, ktera zaméni jeden nukleotid v sekvenci DNA za
nukleotid s jinou basi. Pfedstavuje polymorfismus velmi dllezity pro mapovani gend. Pro jeho detekci jsou vyuZivany kratké
sondy, které obsahuji sekvenci dlouhou asi 25 nukleotidd. Testovany vzorek DNA daného jedince je hybridizovan a urcen
jeho genotyp, tzn. zda je homozygot ¢i heterozygot pro dany polymorfismus. Na jednom Cipu Ize testovat statisice riznych
SNP.

c) Genetické testovani
DNA mikroCipy mohou byt vyuzity ke genetickym testdm, které maji potvrdit diagnosu dédiéného onemocnéni (detekce

mutace) nebo identifikovat nosice mutace. Systém muze detekovat mutace v genech podobné jako SNP a je vyznamny
zejména v pripadech, kdy se v genu mizZe vyskytovat velké mnozstvi riznych mutaci a je proto nutné vysetfovat cely gen.
Existuje rfada dalSich metod k analyze variaci v sekvenci DNA, které jsou zaloZeny na popsanych principech klonovani DNA a
hybridizaci nukleovych kyselin.

SEKVENACE DNA

Za Ucelem sekvenace, tj. urceni poradi (sekvenace) nukleotidl v DNA, byly vyvinuty dvé metody: Sangerova (dideoxy chain
termination method) a Maxam-Gilbertova (metoda chemické degradace).

Nejcastéji se pouzivd metoda prvni, protoze je jednodussi a efektivnéjsi.

SANGEROVA METODA

Zakladem metody je pouziti smési standardnich a modifikovanych nukleotidtrifosfatt (dNTP) pfi ptipravé dseku DNA, ktery
bude sekvenovan. Modifikovany dNTP ma za nasledek ukonéeni syntézy DNA. Vysledkem syntézy DNA je pak série rizné
dlouhych molekul DNA, které se v délce lisi vidy o jeden nukleotid.

Cely proces probiha ve ¢tyfech separatnich enzymovych reakcich. Kazda obsahuje templatovou DNA (Usek, ktery se
sekvenuje) v jednovlaknové podobé, DNA-polymerasu, primer, ¢tyfi deoxynukleotidtrifosfaty a modifikovany nukleotid —
dideoxynukleotidfosfat (ddNTP: ddATP, ddGTP, ddTPP, ddCTP).

Dideoxynukleotidfosfaty se od dNTP lisi v tom, Ze neobsahuji volnou hydroxylovou skupinu na 3‘ uhliku ribosy. Jejich
inkorporace do rostouciho fetézce DNA neumozni tvorbu fosfodiesterové vazby s dalsim nukleotidem a syntéza retézce
DNA je ukoncena. Kazda ze ¢tyr sekvenacnich reakci obsahuje jiny ddNTP. DNA-polymerasa miZe nahodné zafazovat do
rostouciho fetézce dNTP nebo ddNTP. V kazdé ze Ctyr reakci je pak série molekul DNA rGzné délky, které jsou ukonéené
pouzitym ddNTP.

Napriklad v sekvenacni reakci obsahujici ddATP je syntetizovdna série molekul DNA zakoncena nukleotidem s adeninem (A),
ktery koresponduje nukleotidu s thyminem (T) v templatovém retézci. Poté jsou molekuly DNA separovany elektroforeticky
v gelu ve ¢tyfech sousedicich liniich. Jestlize je do sekvenacni reakce pfidan dNTP, oznaceny radioaktivné (fosfor nebo sira)



je vznikla DNA radioaktivni a je mozné ji detekovat na rentgenovém filmu (autoradiografie) v podobé viditelnych pruhi ve
vsech ¢tyrech liniich. Sekvence templatové DNA je pak ve vsech liniich odectena od nejmensich pruhl k nejvétsim.

Cely proces je dnes zautomatizovan a provadi se v pristrojich (sekvenator) propojenych s pocitacem.

Vyuziva se zejména fluorescencni znaceni dideoxyribonukleotidd, kdy je kazdy ddNTP oznaden jinym fluorochromem. Misto
gelové elektroforézy je vétSinou pouZzita kapilarni elektroforéza, tzn. Ze produkty sekvenacni reakce prochazeji kapilarou,
kde se podobné jako v gelu déli podle velikosti. Jejich poradi je registrovano ¢tecim zafizenim a vysledkem jsou 4 barevné
vrcholy (peak), jejichZ poradi odpovida sekvenci nukleotid(l v testovaném tGseku DNA.

Sekvenace DNA je jednou ze zakladnich a Siroce vyuzivanych technik molekularni genetiky. Velké mnoZstvi sekvenci DNA do
dnesni doby zndmych je organizovano do série databazi. Nejznamnéjsi databaze jsou EMBL (Europen Molecular Biology
Laboratory), zaloZzend v Evropé a Genbank, zaloZend v USA. Tyto databaze obsahuji sekvence lidskych genli a gend dalSich
druh, které byly ziskany v ramci svétovych védeckych projektd.

55. REKOMBINANTNI DNA A GENETICKE INZENYRSTVi

REKOMBINANTNi DNA
Vznika pfi poutziti restrikénich endonukledz. Bakterialni enzymy, chranici bakterii pred vniknutim cizorodé DNA — cizi DNA je
restriktdzou rozstépena, vlastni DNA je proti ni chranéna (obvykle methylaci nékterych bazi). Skupina restriktaz, kterd na

DNA najde cilové misto dané poradim bazi.

Délka cilového mista: 4 - 6 pb. Pferusenim fosfodiestrickych vazeb vznikaji kohezivni konce — jednovlaknové Gseky, které na
principu komplementarity mohou hybridizovat s jinym kohezivnhim koncem. Khybridizaci mizZe dochazet i s cizi molekulou
DNA rozstépenou stejnou restriktdzou — napojeni Useku jedné DNA do molekuly jiné DNA — vznik rekombinantni DNA.
Vytvareji se inserci cizorodé DNA do vektoru (= bakteridlni plazmid nebo fag).

se do prostfedi uvolni potomstvo faga, které mize infikovat okoli.

TVORBA PLAZMIDU

Plazmid E. coli (méfi 4361 bp) ma vice restrikénich mist, na kterych se da kruh DNA otevfit specifickymi restrikénimi
endonukleasami —to umoznuje, aby se Usek cizorodé DNA, rozstépené tim stejnym enzymem, vélenil do plazmidu =
rekombinoval, a vytvofil tak rekombinovany plazmid.

Rekombinované plazmidy se znovu vlozi do bakterii, které se pak nechaji namnozit, pod selekénim tlakem, tak je mozné
vytvofit klony bakterii, které nesou specificky restrikéni fragment cizorodé DNA-

TVORBA REKOMBINANTNI DNA

Ptiprava rekombinantni DNA zacina pokusem vloZit mnoZstvi viceméné nahodnych restrikénich fragmentd do plazmidu.
Proto je zvlast rozhodujici rozpoznat konkrétni gen, coz je mozné tehdy, kdy je dostupna prislusnd mRNA. Ta se purifikuje a
pouZije se na pripravu cDNA pomoci reverzni transkriptasy. Vysledkem je radionuklidem znacena molekula cDNA =

tzv. sonda (,,probe”) — za osobitych podminek se hybridizuje s genem, o ktery ndm jde.

GENETICKE INZENYRSTVI

Cilené konstruuje buriky, resp. organismy, o takovych kombinacich genll v genomech, které v pfirodé neexistuji. Oteviraji se
tak nové pristupy pro hlubsi analyzu genomu samostatnych a soucasné zcela nové moznosti v biotechnologickych
procesech.

Genetické inZzenyrstvi pracuje hlavné s bakteriemi a kvasinkami, a to dvéma hlavnimi experimentalnimi pfistupy — genovym
a bunécnym inZenyrstvim.

Genové inZenyrstvi (genové manipulace)

e Je moZné vytvorit zcela nové molekuly DNA.
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o  Konstrukce chimerickych molekul DNA in vitro z fragmentd DNA izolovanych bunék zcela odlisnych
druhq, rodq, ¢eledi a dokonce Fisi.

e Jde o kombinaci jejich genl do souvislych nukleotidovych sekvenci.

Klonovanim DNA muizZeme ziskat vzacné bunécné proteiny ve velkém mnoZstvi; pro tvorbu proteinl byly zkonstruovany tzv.
expresivni vektory. Ty obsahuji vhodné regulacni sekvence a promotor v tésné blizkosti mista, do kterého je vklonovan
insert s kddujici sekvenci.

Promotor spolu s regulacnimi sekvencemi zajistuje produkci velkého mnoZzstvi mRNA, ktera muze byt pfekladana uvnitf
buriky. Klonovanim DNA Ize vybrat jednu konkrétni sekvenci z milionu dalSich a vytvofit nekoneéné mnozstvi jejich kopii.

Fragmenty DNA mohou byt spojeny in vitro pomoci DNA-ligazy a dat tak vznik molekule DNA, ktera se v pfirodé
nevyskytuje.

Prvnim krokem pfi klonovani je inzerce pozZadovaného fragmentu do molekuly DNA, kterd je schopna replikace — napf.
plasmid nebo virovy genom; vytvorena rekombinantni molekula DNA je pak vloZena do rychle se délici hostitelské buriky —
napf. bakterie, a pfi kazdém bunécéném déleni dochazi i k jeji replikaci.

Sada klonovanych fragment, které reprezentuji kompletni genom organismu = genomova knihovna — je ¢asto udrzovana
ve formé bakteridlnich klond, kdy kazdy klon nese jiny klonovany fragment DNA. Klonované geny mohou byt pomoci technik
genového inZenyrstvi trvale zac¢lenény do genomu buriky nebo organismu.

VYZNAM GENOVEHO INZENYRSTVIi

Umoznilo poznani tplnych a pfesnych sekvenci fady eukaryotnich gend, v¢. regulacnich sekvenci.

Vyrazné doplnilo konstrukci fylogenetickych ,stromd“ Zivocisnych a rostlinnych druhl. Genové manipulace zahajily
soucasné novou éru biotechnologii, umozZnily vyrobu nové generace vakcin (proti hepatitidé A i B, proti chfipce, slintavce,
atd.).

Genové ,doplnéné” bakterie, resp. kvasinky, dnes produkuji lidské hormony: inzulin, somatostatin, somatotropin a fadu
mozkovych hormon( (enkefalin(i a endorfinll). Z bakterii s rekombinovanou DNA lze ziskat také mimoradné Cisté

AMK, enzymy, alkaloidy, steroidy, giberilliny a dalsi biologicky aktivni latky v prakticky neomezenych mnozstvich. V mediciné
se perspektivné muiZe uplatnit genova terapie dédi¢nych chorob.

56. GENOVE MUTACE, TYPY A MANIFESTACE

1. MUTACE JAKO ZDROJ GENETICKYCH VARIACI
Sekvence DNA podléha zménam, které jsou vyvolany plsobenim chemickych, fyzikalnich a biologickych Ciniteld nebo

vznikaji jako vzadcné chyby pfi replikaci (endogenni mutace). V dlsledku toho vznikaji alelické variace. Nékteré varianty DNA
se ve fenotypu nemusi projevit, jiné mohou mit vliv na funkci nebo projev znaku v souvislosti s konkrétnim mistem, kde se
varianta DNA nachazi. V nékterych pripadech je obtizné rozhodnout, zda je sekvencni variace patogenni ¢i nikoliv.

Mutace lze klasifikovat na zakladé rtznych kritérii. Jednim z nich je rozsah genetické zmény, ktery sahd od malych mutaci
postihujicich jeden nebo nékolik malo nukleotid( v sekvenci DNA aZ k rozsahlym mutacim véetné mutaci chromosomalnich
(zmény poctu nebo struktury chromosom) a genomovych (polyploidizace).

Podle typu postizenych bunék se rozdéluji na:
1. somatické mutace, které postihuji potomstvo mutované burky a nepfendseji se mezi jedinci
2. zarodecné (gametické), které postihuji buriky zarodecné drahy, mohou se prenaset z rodi¢t na potomky

Jinym kritériem je mechanismus vzniku, podle kterého se rozeznavaji mutace spontanni (samovolné), kdy neni znam
vyvoldvajici faktor a indukované, které jsou navozené zndmymi mutagennimi faktory.

V této kapitole se budeme zabyvat vyznamem mutaci malého rozsahu (mutace bodové, téz genové) v patogenezi chorob,
molekuldrni podstatou mutaci, mutageny a mutagenezi.
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2. ROZDELENi GENOVYCH MUTACI Z HLEDISKA ZMEN V SEKVENCI DNA
a) Substituce je obvykle zaména jednoho nukleotidu za nukleotid nesouci jinou basi. Substituce patfi mezi nejcastéji

se vyskytujici mutace. Déli se na transice (zdména purin — purin, pyrimidin — pyrimidin) a transverse (zaména
purin — pyrimidin a naopak).

b) Delece — ztrata jednoho nebo vice nukleotidd v sekvenci DNA.

c) Inserce —do sekvence DNA je zafazen jeden nebo vice nukleotid(.

3. ROZDELENi GENOVYCH MUTACI Z HLEDISKA UCINKU NA GENOVY PRODUKT
Mutacim mohou podléhat jak kédujici, tak nekddujici sekvence lidského genomu. Vazné nasledky vsak maji prevazné

mutace tykajici se kédujici DNA. Mutace, které se vyskytuji v kddujici DNA se podle svého efektu rozdéluji do dvou skupin:

a) Synonymni (tiché) mutace, které neméni sekvenci genového produktu.
b) Nesynonymni mutace, které méni sekvenci genového produktu (proteinu nebo RNA) se vSemi moznymi disledky.

Substituce lze z tohoto hlediska rozdélit takto:
a) Tiché (silent) mutace (synonymni mutace), zpGsobuiji vznik nového kodonu, ktery vsak nema za nasledek zaménu
aminokyseliny v proteinu (mutace samesense — se stejnym smyslem) a proto se vétSinou neprojevi ve fenotypu.

Mutace se casto vyskytuji na tfeti pozici kodonu (degenerace genetického kédu). Jsou znamé jako polymorfismy DNA, které
prispivaji k variabilité sekvence DNA jedincl daného druhu. V nékterych pfipadech v§ak mohou synonymni mutace ovlivnit
sestfih RNA, napt. v pripadé, Ze aktivuji kryptické sestfihové misto, nebo postihnou nukleotidy signalnich sekvenci (GT, AG)
sestfihovych mist nebo nukleotidy v sekvenci, kterd sousedi s konzervovanymi sestfihovymi signalnimi sekvencemi .

V téchto pripadech mohou ménit fenotyp jedince.

b) Missense mutace (nesynonymni mutace) méni kodon a v dlsledku toho dochazi k zaméné aminokyseliny v proteinu.
Takové mutace vétsinou postihuji prvni dvé base v kodonu. U¢inek missense mutace na organismus zavisi na tom, které
misto v proteinu je zasazené. Zmény v aminokyselinovém sloZeni proteinu mohou byt v fadé pfipadud tolerovany a nemaiji
vliv na jeho funkci. AvSak zmény v ¢astech proteinu, které jsou dulezité z hlediska struktury nebo funkce maji negativni
dopad na svého nositele, nebot produkuji mutantni, nefungujici nebo $patné fungujici protein.

Missense mutace se déli na dvé skupiny: konzervativni a nekonzervativni substituce. Konzervativni substituce znamena
zameénu za chemicky podobnou aminokyselinu. V takovém pripadé muze byt efekt mutace na protein minimalni. Pfi
nekonzervativni substituci se zaménénda aminokyselina svymi vlastnostmi li$i od plvodni a ovliviiuje funkci proteinu.

c) Nonsense mutace (nesynonymni substituce) méni kodon pro urcitou aminokyselinu na terminacni kodon. Zpravidla
zésadnim zpGsobem ovliviiuji fenotyp, nebot zplsobuji pred¢asné ukonceni translace a vznik zkraceného vétsinou
nefunkéniho proteinu.

Posunové (frameshift) mutace vznikaji deleci nebo inserci jednoho nebo nékolika nukleotid(i v sekvenci DNA genu.

V disledku toho se posune ¢teni genetické informace (posun ¢teciho ramce) a na ribosomu se od mista mutace preklada
odlisna sada tripletl. V dusledku toho Casto vznika predcasny stop kodon. Vznikad opét zménény, casto zkraceny protein,
ktery zplsobuje mutantni fenotyp.

Odlisny efekt ma delece nebo inserce trojice nebo nasobk trojice basi. V tom pfipadé dochazi ke ztraté nebo naopak
pridani aminokyselin(y) do proteinu. Svymi fenotypovymi projevy se podobaji projeviim substituce.

Mutace se zavaznymi dUsledky se mohou vyskytnout i v nekédujicich sekvencich genu. Mohou postihnout regulacni oblasti
genu a ovlivnit tak jeho expresi. Mutace lokalizovana do promotoru, postihujici napf. signalni sekvence, mdze snizit afinitu
RNA-polymerasy do mista promotoru a redukovat produkci mRNA.

Podobny efekt mohou mit i mutace gen( pro transkrip¢ni faktory nebo enhancery. Mutace se mohou uplatnit i

v intragenovych nekddujicich sekvencich, zejména, jestlize postihuji hranice exon —intron. Jsou to tzv. sestfihové mutace
(splice site mutations), které postihuji signalni sekvenci GT na 5‘ konci (donor site) nebo signalni sekvenci AG (acceptor site)
na 3‘ konci intronu nebo sekvence lezici v blizkosti téchto signalnich sekvenci a zplsobuji aberantni sesttih.



Duasledkem mizZe byt retence intronu nebo jeho ¢asti (exonizace intronu) nebo vystfiZzeni exonu nebo jeho ¢asti (inronizace
exonu) v mRNA, nebot sestfihovy aparat vyuziva aberantni sestfihové misto nebo kryptické sestfihové misto.

DYNAMICKE MUTACE

U Clovéka byl popsan specificky typ mutaci, oznaovanych jako dynamické. Nékteré kratké repetitivni sekvence, zejména
trinukleotidové sekvence (CAG, CTG, CGG a GAA) uloZené v genu nebo jeho sousedstvi, mohou expandovat do znac¢né délky
a ovlivnit tak expresi genu.

Expanze (amplifikace) se odehrava v pribéhu prenosu alely z rodicl na potomky dosud ne zcela zndmym mechanismem.
Ukazalo se, Ze existuje urcita prahova délka trinukleotidové sekvence, ktera je v pribéhu mitdzy a meidzy stabilni. PFi
prekroceni tohoto prahu se stdvaji repetitivni sekvence vysoce nestabilnimi a v pridbéhu pfenosu z rodi¢e na potomka
expanduji. Tyto zmény v poctu repetic se mohou kumulovat postupné v prabéhu generaci.

Nejprve vznika premutace, z niz se po dalsi expanzi stava plna mutace, kterd mGze byt pricinou onemocnéni. Povaha
mechanismu expanze stale neni zcela jasna. Predpoklada se, Ze soucasti tohoto procesu je sklouzavani DNA-polymerasy

v oblasti Useku repetitivnich sekvenci v pribéhu replikace DNA.

4. MUTACE JAKO PRICINA ONEMOCNEN(

Nové mutace se mohou vyskytnout v somatickych (somatické mutace) i zarodecnych bunkach (germline — zarodecné
mutace) a poskodit svého nositele. Zdrodecna mutace mize byt s uréitou pravdépodobnosti prenasena do dalsi generace.

MiZe zpUsobit dédicné onemocnéni, pokud nema letalni Géinek pred obdobim reprodukce nebo neovlivni schopnost
reprodukce jedince.

Somatické mutace se mohou vyskytnout v kterékoliv somatické burice, ale neprenaseji se na potomky. Somaticka mutace
v jedné burice vétsinou nema zadny dopad na organismus, protoZe za normalnich okolnosti jsou bunky kontinualné
nahrazovany.

Jsou vsak situace, kdy mutace v genech, které napf. reguluji bunécné déleni, mohou vést ke vzniku nddorového bujeni a tim
vazné ohrozit Zivot jedince. Mutovany gen muiZe mit za nasledek ztratu funkce produktu, redukci funkce, abnormalni funkci
proteinu nebo aktivaci ¢i posileni funkce produktu genu (gain of function).

Ztrata funkce (loss of function) v disledku mutace genu znamena, Ze funkce produktu je redukovana nebo vysledny protein
nefunguje vliibec. Ve vétsiné pripad( maji takové mutace za nasledek fenotyp, ktery se jevi jako recesivné dédicny.

V heterozygotnim stavu nemusi byt snizené mnozstvi produktu zasadni a nemusi se projevit ve fenotypu. Pro nékteré geny
to vsak neplati a 50 % snizeni hladiny produktu, haploinsuficience, zplisobuje abnormalni fenotyp.

Je zndmo, Ze nékteré proteiny funguji jako dimery nebo multimery. V takovém ptipadé mize mutantni protein u
heterozygota branit funkci produktu standardni alely. Hovoti se o dominantné negativnim efektu mutace.

Zavazny dopad na genovy produkt ve smyslu ztraty funkce maji frameshift mutace, nonsense mutace a sestfihové mutace.
Missense mutace mdZe a nemusi byt patogenni, zaleZi na tom, kterd Cast proteinu je postizena a k jakym zdménam
aminokyselin doslo.

V jiném ptipadé produkt mutovaného genu funkci ziskdva bud ve smyslu jeho zvySeného mnozstvi nebo ve smyslu ziskani
nové aktivity nebo nového produktu. Casto se to tyka kontrolnich nebo signalnich systémd. Tyto mutace podmiriuji fenotyp,
ktery se jevi jako dominantné dédicny. V fadé pfipadl neni mozné mutace do téchto dvou skupin presné zaradit.

5. MUTACE V MITOCHONDRIALNIM GENOMU
Mitochondrialni genom je sice mnohem mensi nez jaderny, avsak v kazdé somatické burice jsou tisice kopii

mitochondridlnich gen(, zvlasté v téch burikach, které maji vysoké energetické naroky (napf. mozkové a svalové burky).

Molekuly mtDNA jsou u normalniho jedince z 99,9 % identické — homoplasmie. Avsak frekvence mutaci v mt genomu je
dosti vysoka a jestlize se nova mutace rozsifi v populaci mtDNA, jsou vysledkem dva mt genotypy (eventualné vice) a
hovofime o heteroplasmii.



6. MUTACE JAKO PRICINA VZNIKU POLYMORFISMU NUKLEOVYCH KYSELIN
Obecné je polymorfismus definovan jako existence dvou nebo vice variant (alel, sekvencnich variant, proteinti apod.), které

jsou zastoupeny v populaci s frekvenci vyssi nebo rovnou 0.01. Obvykle jsou povazovany za nepatogenni sekvencni varianty.

V posledni dobé se vsak ukazuje, Ze polymorfismy nukleovych kyselin nemusi byt tak neskodné, a Ze se samotné
polymorfismy nebo jejich urcitd kombinace mohou podilet na vzniku onemocnéni. Vétsina lidské DNA se nachazi
v nekddujicich oblastech a proto nepodléha selekci (s rdznymi vyjimkami, regulacni oblasti genu apod.).

Asi proto nejsou rozdily v nekddujicich sekvencich DNA mezi jedinci vzacné (nékteré zdroje uvadéji, Zze kazdych 200-400 bp
je variace). Obvykle se jedna o jednoduché zamény basi.

Analyza variaci v nukleotidové sekvenci DNA je velmi vyznamna, nebot zjisténé varianty mohou slouzit jako genetické
markery a mohou byt vyuZity v mnoha oblastech genetiky; napf. pfi mapovani lidského genomu, identifikaci lidskych gend,
pti DNA diagnostice v postizené rodiné, k identifikaci jedince, ve forensni genetice a dalsi.

Nejvice jsou vyuZivany tyto polymorfismy:
1. Jednonukleotidové polymorfismy (SNP — Single Nucleotide Polymorphism)

Ve vétsiné pripadl dochazi k substituci jednoho nukleotidu, ale mGze dochazet také k inzerci nebo deleci nukleotidu
(inserce/delece — indel polymorfismus). Vétsina SNP se nachazi v nekddujicich oblastech DNA. Polymorfismy v jednom
nukleotidu jsou Casto uZivany jako markery napf. pfi studiu nachylnosti k onemocnénim nebo citlivosti k 1é¢bé urcitymi
farmaky a dalsim.

2. Polymorfismus v délce restrikénich fragmenti

Nékteré SNP polymorfismy maji za nasledek zménu restrikéniho mista (restriction site polymorphism) ve smyslu ztraty
nebo naopak vzniku nového restrikéniho mista.

V disledku toho dochazi ke zméné délky restrikéniho fragmentu, coz lze stanovit Southernovou metodou, kdy sonda
hybridizuje s ptisluSnymi fragmenty DNA. Pak hovofime o polymorfismu v délce restrikénich fragmentd — RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism).

V soucasné dobé se vyuZiva zejména kombinace metod PCR, pomoci niz se amplifikuje Usek obsahujici polymorfni restrikéni
misto, s naslednym pusobenim ptislusného restrikéniho enzymu.
Gelova elektroforéza pak odhali pfipadnou zménu v sekvenci restrik¢niho mista.

3. Polymorfismus v poctu tandemovych repetic (VNTR - Variable Number of Tandem Repeat polymorphism)
Tandemoveé repetitivni sekvence DNA mohou byt zdrojem dele¢niho/inzeréniho polymorfismu.

V disledku toho je pocet kopii repetitivnich jednotek v ramci homolognich chromosom{ ¢asto odlisny. Tento typ
polymorfismu se nazyva VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) — variabilni pocet tandemovych repetitivnich sekvenci
a zahrnuje mikrosatelitové i minisatelitové sekvence.

Rozdilnou délku usekl s minisatelitnimi sekvencemi Ize zjistit vyuZitim kteréhokoli restrikéniho enzymu, ktery stépi DNA na
obou koncich tandemové repetice. ProtoZze oblast VNTR miZe obsahovat az nékolik tisic bp, byva obtizné ji amplifikovat
standardni PCR. Fragmenty DNA ziskané restrikci jsou detekovany metodou Southernovy hybridizace. Vyhodou téchto
polymorfismU je vysoky pocet alel, protoZze délka Gseku s repeticemi byva v riznych homolognich chromosomech vysoce
variabilni.

Priklad detekce tohoto polymorfismu je zndzornén na obrazku 7.28. Jsou zde znazornény molekuly DNA homolognich
chromosomd s rizné dlouhymi Useky repetitivnich sekvenci. Pocet repetitivnich sekvenci je dédicny. K detekci délky
repetitivnich Gsekl je mozné po Stépeni vybranym restrikénim enzymem vyuzit dva typy sond. Sonda 1 hybridizuje

s jedine¢nym Usekem DNA mimo oblast repetic.

Na autoradiogramu se objevi jeden pruh v pfipadé Ze, oblast repetic je na obou DNA stejné dlouhd, nebo dva pruhy jsou-li
oblasti repetic rGzné dlouhé.



Na obr. 7.28 je vysledek vysetreni tfi jedinct, vSichni jsou v tomto lokusu heterozygotni. Sonda 2 hybridizuje pfimo

s tandemovymi repetitivnimi sekvencemi. ProtoZe tyto sekvence se vyskytuji i na jinych mistech genomu, detekuje sonda
mnoho rGzné dlouhych fragmentd vzniklych stépenim restrikénim enzymem (EcoRl).

Odhali mnoho polymorfnich lokus( souc¢asné. Proto je velmi nepravdépodobné, Ze dva rizni jedinci budou vykazovat stejny
komplex pruhd.

o

Tento typ analyzy DNA se nazyva DNA fingerprinting (,otisky prsti“) a vyuZival se k identifikaci jedinc( a stanoveni
pribuznosti zejména ve forensni mediciné a pfi paternitnich sporech. Pouziti multilokusové sondy je ptivodni metoda,
v soucasné dobé se vyuzivaji mikrosatelitové markery (tri nebo tetranukleotidové), které mohou byt typizovany metodou

PCR. PouZiti alespon 15 vysoce polymorfnich marker(, které nejsou ve vazbé postaci k vytvoreni DNA profilu jedincd.

Vyuziti mikrosatelitQ

Mezi vyznamné polymorfismy patfi mikrosatelitni sekvence (jiny nazev STRs — Short Tandem Repeats). Casto pouZivané jsou
zejména dinukleotidové repetice CA (cytosin, adenin). Diference v jejich po¢tu v daném misté DNA riznych chromosoml
jsou vysoce polymorfni. Proto predstavuji vyznamné markery pti vazebnych analyzach za ucelem mapovani genti a DNA
diagnostiky u clovéka.

Zakladni repetitivni jednotka je mnohem kratsi (2-4 bp) nez u minisatelitl a celd oblast téchto repetic dosahuje délky,
kterou Ize amplifikovat PCR. Polymorfismus v délce téchto repetitivnich sekvenci Ize pak zjistit jednoduse jejich separaci
v gelové elektroforéze.

Priklad vyu?ziti dinukleotidovych repetic CA je ukazén na obr. 7.29. Amplifikace Usek(l mikrosatelitli pomoci primerd P1 a P2
u péti rtznych osob dokazuje vysokou variabilitu tohoto markeru. Kazda alela tohoto polymorfismu nese rlizny pocet kopii
repetitivni sekvence CA. Odlisné délky produkt( PCR jsou viditelné v gelové elektroforéze.

Vznik vyse uvedenych typd polymorfismu je mozné vysvétlit riznymi genetickymi mechanismy.
Nepravdépodobnéjsim mechanismem vzniku variability v délce mikrosatelitll je nepfesné parovani komplementarnich
vldken dvousroubovice DNA obsahujicich repetitivni sekvence, vzniklé ,sklouznutim® fetézce DNA.

To se muze vyskytnout v prabéhu replikace DNA a proto se tento mechanismus nazyva replikaéni sklouznuti (slippage)
nebo sklouzavani DNA-polymerasy. Sklouzavani je pravdépodobnéjsi pravé v bloku repetitivnich sekvenci a zplsobuje jak
inzerce tak delece jedné nebo nékolika repetic v nové syntetizovaném retézci.

Inzeréni/deleéni polymorfismus velkych Usek tandemovych repetic vznika nejéastéji jako disledek nerovhomérného
crossing overu nebo nerovnomérné vymeény sesterskych chromatid.

V ramci tandemovych repetic miZe nastat nereciproky prenos sekvence mezi alelnimi a nealelnimi sekvencemi — tzv.
genova konverze.

Spociva v tom, Ze jeden par interagujicich sekvenci zlstavd nezménén (donor), zatimco druhy par je zménén (akceptor) tak,
Ze Cast jeho sekvence je nahrazena sekvenci kopirovanou ze sekvence donora.

7. FREKVENCE MUTACI
Frekvence mutaci je v kodujici i nekddujici sekvenci DNA zhruba stejna. Je odhadnuto, Ze v kodujici ¢asti DNA je pfi

primérné délce genu 1,65 kb frekvence spontannich mutaci 1.65 x 10°-1.65x10%na gen a jedno bunécéné déleni.
Skodlivé disledky mutaci se viak projevuji ve fenotypu pievazné pfi vyskytu mutaci v kédujicich nebo regulaénich
sekvencich DNA (onemocnéni nebo letalita).

V dlsledku prirozené selekce tohoto typu mutaci je jejich populaéni frekvence v kddujicich sekvencich mnohem nizsi nez

v nekddujici DNA. Kédujici a regulacni sekvence DNA proto vykazuji relativné vysoky stupen evoluéni konzervace. Na Urovni
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gend je mira vyskytu mutaci velmi variabilni (10~ — 10" na lokus a bunécné déleni).

Tato variabilita ma nékolik ddvodu:
a) Velikost gent je velmi rozdilnd (napf. gen pro somatostatin obsahuje 1480 bp, zatimco gen pro dystrofin obsahuje
2 000 000 bp).



b) Je zndmo, Ze urcité nukleotidové sekvence jsou nachylnéjsi k mutacim nez jiné. Tato mista se nazyvaji anglickou
terminologii mutation hot spots (mutacni horka mista). Nejzndmnéjsi jsou dinukleotidové sekvence CG, které jsou
v 80 % metylovény (C)
Metylovany cytosin snadno ztraci aminoskupinu a konvertuje na thymin.

DETEKCE FREKVENCE MUTACI

Frekvence mutaci je jednim ze sledovanych Udajt ve formalni genetice. U ¢lovéka jsou mutace obvykle definovany jako
zména genetické informace pfi prenosu z generace na generaci. V oplodnéné zdrodecné burice se miZzeme setkat jak

s mutacemi postihujicimi geny vajicka, tak spermie. Pfima detekce mutaci v rodokmenu nebo hybridiza¢nim pokusu je
mozna v pripadech, kdy se mutace projevi ve fenotypu jedince, jehoz rodice a pfibuzni jsou nepostiZeni (tzv. sporadicky
vyskyt znaku).

Podstata hodnoceni frekvence mutaci (i) je jednoducha:
W = pocet sporadickych postizeni ur¢itou odchylkou fenotypu / 2x pocet viech vysetfenych jedincl

Vlastni realizace metody je sloZitéjsi. Z hodnoceni pfimou metodou jsou vyloCenou recesivni mutace, které jsou nejéetnéjsi.
Nové autosomalné recesivni mutace jsou skryty v genotypu heterozygotl (Aa jedinci nejsou postizeni, ackoliv jsou nositeli
jedné postizené alely genu). Pfimo mohou byt hodnoceny dominantni mutace a dominantni i recesivni mutace gent
vazanych na chromosomu X.

U téchto typl mutaci mohou byt identifikovana sporadicka postizeni jako nové mutace pti dodrzeni uréitych podminek:
a) po vylouceni nonpaternity
b) nejedna-li se o genetickou heterogenitu znaku nebo nevznika-li znak jako fenokopie vlivem prostredi
c) po vylouc¢eni mikroformy znaku u rodi¢d (nedplné expresivity znaku)
d) po vylouceni nelplné penetrance znaku

Touto metodou nelze zjistit mutace, které jsou letélni jiz v pribéhu embryogeneze. Metody nepFimé detekce vychazeji

z poznatkd populaéni genetiky a z hodnoceni selekéné-mutacni rovnovahy v populaci. Umozniuji hodnoceni frekvence i
recesivnich mutaci. V soucasné dobé vlivy civilizace a vyvoj mediciny vyznamné ovlivriuji selekéni mechanismy a prakticky
tak znemoznuji ziskat poznatky touto metodou.

Nejpodrobnéjsi poznatky o mutacich ziskdvame metodami molekuldrni genetiky. Pfima detekce mutaci a sekvencni analyza
umoznuje studium mutaci genli na Grovni DNA a i v oblastech DNA, které se ve fenotypu vétSinou neprojevuji (introny a
dalsi nekddujici useky chromosoma). Metody molekuldrni genetiky poskytly vyznamné informace o molekularni podstaté
mutaci, o korelacich mutaci a fenotypu (zdvaznosti chorob) a o kvalité genofondu populaci. Pfinesly i zcela nové poznatky o
evoluci zZivota, o genovém driftu a genovém toku.

Informace o ¢etnosti mutaci jsou vyznamné jak z hlediska teoretického poznani tak i pro praktickou medicinu. Zjistované
hodnoty mohou byt ovlivnény pouZitou metodikou Setfeni, proto se Gdaje riznych autord zpravidla pIné neshoduijici.
Frekvence novych mutaci genu nevypovida o podilu novych mutaci v etiologii postizeni pacientd s urcitou diagndzou.
Zastoupeni novych mutaci v souboru pacientl zavisi nejen na frekvenci mutaci genu, ale i na intenzité jejich selekce a tim
pravdépodobnosti jejich prenosu do dalSich generaci.

Pokud jsou mutace letalni ¢i semiletalni (v genetickém nebo medicinském slova smyslu), je jimi podminény znak (choroba)
vzacnéjsi, ale podil novych mutaci je vyznamnéjsi. Nékolik prikladd podilu novych mutaci na frekvenci autosomalné

dominantné dédi¢nych chorob a vrozenych vad viz tabulka.

Podil novych mutaci u pacientt

Diagndza Podil novych mutaci
Apertdv syndrom 95 %
Achondroplasie 80 %
Neurofibromatosa 40 %
Huntingtonova choroba 1%

Polycystickd choroba ledvin 1%




RIZIKO OPAKOVANi MUTACI U SOUROZENCU

PFi vzniku gametickych mutaci obvykle predpokladame, Ze mutace vznikla v gameté. Pak ostatni gamety mohou byt
postizeny mutaci s pravdépodobnosti odpovidajici populac¢nimu riziku.

Empirické riziko postizeni sourozencl stejnou mutaci je vsak vyssi. Studie souborl sourozencd uvadéji empirické riziko pro
vétSinu dominantnich mutaci 1 % pro nékteré znaky (osteogenesis imperfecta) i podstatné vyssi. Vysvétleni tohoto jevu
vyplyva ze skutecnosti, Ze v pribéhu ontogeneze ¢lovéka bunky zarodecné linie prodélaji vice nez jedno déleni.

U plodll Zenského pohlavi se zarodecné buriky déli nejméné 20 x mitoticky nezZ vstoupi do meidzy.
U muzl je pocet déleni podstatné vyssi. Pokud mutace postihne nékterou z délicich se bunék zarodecné linie v priibéhu
vyvoje jedince, vznika mozaika a mutaci jsou postizeny bunky celého segmentu ovaria Ci testes.

Proto je pravdépodobnost postizeni sourozenctd osob s de novo vzniklou mutaci genu (napt. pro achondroplasii) vyssi nez by
odpovidalo nahodé. Podobna zavislost plati i pro de novo vzniklou trisomii (napf. chromosomu 21).

VLIV VEKU RODICU NA FREKVENCI MUTACI

Riziko stoupa s vékem Zen, zavislost na véku otcu je spornd. U genovych mutaci je zavislost rizika prokazatelna naopak u
muzQ. Pri¢inou této diferenciace je rozdil v poctu déleni bunék germinalni linie pred vstupem do meidzy 20-22. Oogonie pak
setrvavaji v diktyotennim stadiu az do menstruacniho cyklu, ve kterém je oogonie stimulovana k dalsimu déleni (tj. 10-50
let).

Vzniknou-li v této dobé genové mutace, maji reparacni mechanismy bunky dost ¢asu je opravit.

Naopak, starnutim oocytli mlzZe byt poskozen mechanismus distribuce chromosomu (délici vieténko). U muz(i je pocet
déleni bunék germinalini linie odhadovan na 30 do puberty a 23 kazdy nasledujici rok ( jedno déleni trva 16 dni). U muze ve
véku 28 let je pocet mitotickych déleni germinalnich bunék 335 a ve véku 35 let 496. Na opravy mutaci je méné cCasu.
Empiricky ziskané Gdaje potvrzuji zvySovani rizika genovych mutaci v zavislosti na véku otcl. U otcl po 40. roce véku je
riziko nové mutace u déti aZz 5x vyssi ve srovnani s rizikem otcl ve véku 20-25 let. V praxi to znamena, Ze otcové déti
postizenych novymi dominantnimi mutacemi (napf. achondroplasii) jsou vyznamné starsi nez je vékovy priimér otct

v populaci.

57. MUTAGENY A MUTAGENEZE, TESTOVANi MUTAGENNICH UCINKU

Mutace mohou vznikat spontanné (spontanni mutace) plisobenim exogennich i endogennich faktor(. Za normalnich
podminek tvori nejvétsi ¢ast mutaci mutace endogenni véetné chyb, keré vznikaji v prabéhu replikace, transkripce nebo
opravnych procesu.

Presnost replikace DNA je podminéna specifitou vazby komplementarnich basi A-T (dva vodikové mstky) a C-G (tfi
vodikové mustky). Specificitu zafazeni basi zajistuje i komplex enzym0 DNA-dependentnich DNA-polymeras.

PFi obrovskeé rychlosti replikace vdak mohou byt do vznikajiciho Fetézce zafazeny i chybné base s pravdépodobnosti 107.
Vétsinu z téchto chyb vsak reparacni mechanismy rozpoznaji a opravi.

Dalsi nepresnost pfi replikaci je dana chemickou podstatou vazeb v DNA a strukturou basi. Vodikové atomy se mohou mezi
atomy basi presouvat. Tyto chemické zmény oznacujeme jako tautomerni posuny. A¢ jsou vzacné, podileji se na chybném
zarazovani basi pfi replikaci. DNA-polymerasa mlize udélat i vétsi chyby. Pfi replikaci tandemovych repetic mize dojit k jiz
zminénému sklouznuti replikace. Sklouznuti je vysvétlovano vytvorenim klicky na plvodnim fetézci nebo na novém retézci.
Pti vzniku klicky na matrici neni sekvence v ni obsaZzena prepsana a dlisledkem je zkraceni repetitivniho Useku. Naopak
nadpocetna sekvence ve smycce nového fetézce vede pfi pristi replikaci k expanzi repetice. Jev je popsan u vsech
repetitivnich sekvenci. Je tim ¢astéjsi, ¢im je pocet repetic vétsi a opakované sekvence kratsi; tzn. Ze u repetic dinukleotidd
je pravdépodobnost sklouznuti vétsi nez u repetic trinukleotidl nebo vétsiho poctu repetic.

VLIV MUTAGENU
Mutageny jsou faktory schopné vyvolavat mutace. Rozdéluji se na 3 zakladni skupiny: chemické mutageny, fyzikalni
mutageny a biologické mutageny.



CHEMICKE MUTAGENY

Mutaci v DNA muZe zpUsobit velké mnoZstvi slouéenin. Mutagenni Ucinek byl prokazan i u latek, které se dfive standardné
pridavaly do potravin (akridinova barviva). Mutagenni jsou produkty koureni (cyklické uhlovodiky), slozky spalin a
vyfukovych plyn( (cyklické uhlovodiky, oxidy dusiku), slozky umélych hmot (PCB — polychlorované bifenyly), toxiny (napf.
aflatoxin B1 kontaminujici potraviny). Proto do hodnoceni kazdé nové syntetizované latky povinné patfi i testy na
mutagenicitu pred jejim zavedenim do praxe.

Mezi chemické mutageny patfi napt. tzv. analogy basi, které jsou strukturdlné podobné normalnim basim.

V prabéhu replikace mohou byt nukleotidy s analogem base zarazeny do DNA, kde se paruji s jinou basi.

Patti sem napf. 5-bromuracil (5BU), ktery je analogem thyminu. 5BU se paruje s adeninem, avsak mlzZe jemné zménit svoji
strukturu a vytvofit tautomerni formu, kterd se paruje s guaninem. Po replikaci DNA dojde k zdméné pUvodniho paru TA za
par GC.

Jinou skupinou jsou vmezeftujici se latky, které narusi replikaci tim, Ze se zafadi mezi sousedni base. Pfikladem tohoto typu
latek jsou akridinova barviva nebo ethidiumbromid, ktery se napf. pouziva pfi barveni DNA v gelu.

Molekuly téchto latek se vloZi (interkalace) do dvousroubovice DNA a zpUsobi jemné oddaleni sousednich basi.

Vysledkem je zarazeni jednoho nukleotidu do interkaldrni pozice, coz ma za nasledek vznik posunové mutace v genu.

Mnoho mutaci je zpisobeno chemikaliemi, které modifikuji base. Mezi né patti alkylaéni latky (napf. methylmetansulfonat
a ethyl-nitrosourea), které pridavaji k basim v rGznych pozicich methyl- nebo ethyl- skupinu. Vysledkem je zména parovani
basi. Jinou modifikaci je deaminace adeninu, guaninu a cytosinu v DNA v disledku plsobeni deaminaénich latek. Klasickymi
zastupci této skupiny mutagent je kyselina dusitd a dusitany. Kyselina dusita naptiklad deaminuje cytosin na uracil a tim
dochdzi k zdméné plivodniho paru GC na AT. Deaminace adeninu na analog guaninu — hypoxantin zplsobi zménu paru AT
na GC.

Deaminace se mohou vyskytovat spontanné stejné jako pomérné Casta depurinace, ktera vede k rozstépeni vazby mezi
deoxyribosou a jeji purinovou basi.

Oxidy dusiku se vyskytuji v nasem Zivotnim prostredi ve stdle vétSim mnozZstvi. Hlavnim zdrojem emisi jsou klasické
elektrarny a ve méstech zejména stale vzrlstajici automobilovéa doprava. Dusitany v nadlimitnim mnoZstvi se mohou
vyskytovat i v potravinach a ve vodé jako dlsledek nadmérného hnojeni. Dusitany jsou uzivany i ke konzervaci uzenin a
ohroZuji mutacemi zejména buriky traviciho traktu.

K poskozeni basi mlze dojit i v pfitomnosti reaktivnich oxygenovych slozek O, (volné radikaly), které se vyskytuji

v aerobnich burikach jako vedlejsi produkt metabolismu (napf. peroxid vodiku, hydroxylové radikaly) nebo jako dusledek
ionizacniho zéreni. Volné radikaly jsou dllezité v mnoha biologickych procesech (napf. bunécnd signalizace), zaroven vsak
maji nezadouci postranni ucinky. Reakce mezi volnymi radikaly a DNA m{zZe mit za nasledek mutace, které vyvolavaji celou
radu chorob véetné nadorovych onemocnéni.

V soucasné dobé je znamo mnoho dalsich latek, které mohou pUlsobit jako mutageny. Mnoho mutagen( je produkovéno
v lidském organismu a mnoho jich je pfitomno ve vnéjsim prostredi.

FYZIKALNI MUTAGENY

V prabéhu Zivota jsme vystaveni druhlm zéreni, které mohou zplsobovat mutace. Mezi pfirozené zdroje zareni patfi
kosmické zareni, slunecni zareni, radioaktivni prvky (napf. radon). Pomérné malé riziko prinaseji zdroje zareni v ramci
pracovnich podminek a lékafskych vysetfeni. Mezi pracovisté s vyssi radiacni expozici nalezi napf. jaderné elektrarny,
nékteré pramyslové zavody, vyzkumné laboratore, néktera zdravotnicka zatizeni, zbrojni zafizeni a dalsi.

Mezi fyzikdlni mutageny patfi zejména ionizacni zafeni, které ma dostatek energie k uvolriovani elektron( z atomd.
Nestabilni atomy pak emituji ionizacni zareni.

Existuje nékolik typd ionizacniho zareni:
e  alfa zéreni (jadro atomu helia — 2 protony, 2 neutrony) je pohlcovano v kdzi (uran, radium)
e  beta zafeni (elektrony) je penetrantné;jsi (tritium)
e neutrony



e  gama zareni (elektromagnetické zareni, fotony), které je vysoce penetrantné;si (plutonium, cesium)

lonizujici zafeni vyvolava zejména oxidaci basi a porusuje vazbu pentosy s fosfatem v fetézci DNA. Mutagenni efekt zareni
zavisi na mnozstvi vzniklych iontl. Absorbovana davka zareni je udavéana v jednotkach gray (Gy = J/kg). Mutagenni efekt je
zavisly na davce zareni, dobé expozice, fazi bunééného cyklu a na kvalité reparacnich mechanismu. lonizujici zafeni vyvolava
predevsim chromosomalni zlomy a ndsledné chromosomalni prestavby.

Hodnoceni ziskanych chromosomalnich aberaci (zlomy, prestavby) je proto vyznamnou metodou hodnoceni obdrzené
davky zareni i kvality reparac¢nich mechanism( organismu. Zareni oviem muZe vyvolat i vSechny typy genovych mutaci.

U savcd ma akutni (jednorazové) ozareni uréitou davkou zafeni vétsi mutagenni efekt nez aplikace stejné davky v delsim
¢asovém obdobi. Cetnost indukovanych mutaci se snizuje s dobou, ktera uplyne od ozafeni do replikace ozarenych bunék. U
muZz se po vétsich (terapeutickych) davkach zareni doporucuje planovat rodicovstvi s odstupem roku a Iépe tfi let, u Zen po
trech a vice letech.

Pro zareni neexistuje prahova davka a i jednotliva kvanta zafeni mohou vyvolat mutaci. Pfi posuzovani rizika zareni je treba
pamatovat, Ze Zivot na zemi se vyvijel pod trvalym vlivem urcité intenzity zareni. Malym davkam zareni z kosmu a Zemé
jsme vystaveni po cely Zivot. Nejvyssi radiace na Zemi v novovéku byla koncem padesatych let, v obdobi nuklearnich pokust
v atmosfére.

Intenzita kosmického zareni zavisi na zemépisné Sifce a nadmorské vysce obyvaného Uzemi. Intenzita zéfeni z pfirozenych
zdrojil zavisi na obsahu radionuklid( v podlo#i (typicky loZiska uranu v mnoha lokalitach CR) a i na uvolfiovani a vyvéru
radonu. V Iékaistvi se pouzivaji vysoké davky zareni v onkologické Iécbé. V diagnostice je pro sva rizika rtg vysetreni
nahrazovano v poslednich letech ultrazvukovym vySetienim. Nuklearni technologie ohroZuji populaci vyznamné jen

v piipadé havarii technickych zafizeni. Havarie v Cernobylu v r. 1986 prokazatelné zvysila v exponované populaci incidenci
nadort stitné Zlazy (radioizotop 131I). Vyssiincidence zarodecnych mutaci nebyla prokazana (pramen WHO). Podobné
zkusenosti byly ziskany i studiem ozarenych obvytel HiroSimy a Nagasaki v r. 1945.

Velikost davky zareni, ktera zdvojnasobuje ¢etnost mutaci u ¢lovéka, je daleZita v genetice pro predikci rizika.

Vysledky Setfeni jednotlivych autor( se lisi zejména pro obtize téchto studii. Orientacné Ize uvést, ze zdvojnédsobujici davka
pti akutnim ozareni je 1 Sv (sievert), pfi chronickém ozareni 4 Sv. Vzhledem k poméru poctu germinalnich a somatickych
bunék v organismu je riziko zafeni vyznamnéjsi v etiologii neoplazii (somatické mutace).

Neionizujici zafeni v podobé ultrafialového zafeni (UV) je silné absorbovano mnoha organickymi molekulami, zejména
vsak puriny a pyrimidiny. Indukuje strukturalni zmény, zejména tvorbu dimer mezi sousednimi pyrimidiny (pfevazné
thyminy) v fetézci DNA.

Dimery thyminu zpUsobuji mutace dvéma zplsoby:
1. Rusi strukturu dvousroubovice DNA a znemoZzniuji postup DNA-polymerasy po templdtu a tim prerusuji replikaci
DNA.
2.  Prijejich reparaci mizZe dojit k chybnému zarazeni basi

Opakované preruseni replikace dimery thyminu bez opravy vzniklé mezery v nové syntetizovanych fetézcich zptsobi zlom
chromosomu. Dalsi projevy jsou zplsobeny substitucemi a delecemi basi.

U mnohobunéénych organismi poskozuje UV zéreni jen jejich povrchové burky (epidermis). U ¢lovéka mize UV zafeni
vyvolavat neoplazie kize (karcinomy, melanomy). Riziko UV zéfeni se nyni zvysuje se snizovanim obsahu ozonu v ionosfére,
ktera vede ke vzniku ozonovych dér.

Vyznamnym mutagenem je také vysoka teplota, ktera vyvolava vznik mist se ztratou purinu v polynukleotidu DNA a
v disledku toho mUze dojit k bodové nebo dele¢ni mutaci.

GENOTOXICITA

V nedavné dobé vzniklo odvétvi toxikologie, které se zabyva identifikaci mutagend v prostredi. Za timto Gcelem bylo
vyvinuto mnoho metod, které testuji Gc¢inky latek v mnoha odvétvich (farmaceuticky pramysl, potravinarsky primysl,
zemédélstvi, znecisténi prostfedi a mnoho pridmyslovych zpracovani). Mezi nejpouzivanéjsi metody patfi in vitro testy,



provadéné na bakteriich nebo tkarovych kulturach Zivoc¢isnych bunék. Velmi zndmy je Amesuv test, ktery vyuziva druh
auxotrofni bakterie Salmonella typhimurium. Tento druh bakterie se vyznacuje mutaci v histidinovém operonu a v disledku
jejich mutagennich ucinkl dochazi ke zpétné mutaci. Mutanty his- jsou umistény na agarové plotny, které obsahuji jen
velmi malé mnoZstvi histidinu.

Na povrch agarové plotny jsou pak umistény testované latky. Bakterie kratky ¢as rostou (neZ vyCerpaji histidin), poté rostou
jen ty bakterie, u nichZ doslo ke zpétné mutaci a maji tedy schopnost syntetizovat histidin (prototrofni his+).

Jestlize maji testované latky mutagenni Ucinek, pocet kolonii bakterii se zvySuje a jsou nahromadény zejména v okoli
pouzitych latek. PouZziti rliznych typl mutant his- (substituce jedné base, posunové mutace) umozni testovat a detekovat
mutageny s rdznym Gc¢inkem na DNA.

Nékteré latky (prokarcinogeny) zplGsobuji nddorové bujeni v pripadé, Ze jsou Ucinkem enzym( organismu konvertovany

v mutageny (karcinogeny). Pro testovani G¢inku téchto latek je mozné rovnéz upravit Amesuv test. K testovanym latkam je
pridan jaterni extrakt, ktery je bohatym zdrojem aktivujicich enzymd. Aktivace prokarcinogen( se projevi zvysenym
mnozstvim reverznich mutant.

Vzhledem k tomu, Ze AmesUv test vyuZiva jako cilovy organismus bakterie, coz mulzZe byt chapano jako urcity nedostatek,
byly vyvinuty testy na bunécnych tkanovych kulturach. V principu jsou velmi podobné, avsak vyuZivaji odlisné selek¢ni
systémy a geny.

Latky, které poskozuji chromosomy se nazyvaji klastogeny. Testovani ucinku téchto latek se provadi na bunécnych liniich
nebo laboratornich zviratech. Sleduje se vyskyt chromosomalnich aberaci jako jsou zlomy, vymény nesesterskych
chromatid, vyskyt ring chromosom{, dicentrickych chromosom a translokaci. Vyuzivé se i hodnoceni vymén tsekd
sesterskych chromatid (SCE — sister chromatid exchange), procesu, ktery se v nizké frekvenci vyskytuje spontanné v pribéhu
mitdzy i meidzy. Po ucinku klastogen( se jeho frekvence zvysuje.

Pro testovani mutagenity faktor( zevniho prostiedi existuje v souc¢asné dobé Siroka skala metod. Testuji se jak mutagenni
Ucinky, tak i ovlivnéni reparacnich mechanismu.

Komplexni uréovani genotoxicity je zjistovano na tfech urovnich:

1. Monitorovani prostredi (testovani vzork( prostiedi) vyse popsanym Amesovym testem. SlouZi k vyhledavani
moznych mutagennich rizik.

2. Monitorovani biologickych U¢inkl poskytuje informace o odpovédi lidského organismu na plsobeni
genotoxickych latek, o expozici i U¢innosti preventivnich opatfeni. Vyuziva cytogenetické metody hodnoceni
ziskanych chromosomalnich aberaci a vymén sesterskych chromatid. Hodnoti pfitomnost mutagennich latek
v modi, nepldanovanou syntézu DNA (tj. intenzitu reparace DNA) a dalsi imunologické a biochemické markery.

3. Monitorovani genetické vyuziva epidemiologické studie vyskytu spontannich potratd, vrozenych vyvojovych vad,
nadorovych onemocnéni ve vztahu ke genotoxickym latkam. Sledované jevy mohou vznikat i z jinych pficin, proto
je dlleZita volba vhodného kontrolniho souboru.

BIOLOGICKE MUTAGENY

Do této skupiny mutagen( patfi zejména viry. V pribéhu lyzogenniho cyklu mohou byt viry inkorporovany do DNA hostitele.
Inzerce viru do sekvence DNA genu ovliviiuje jeho funkci nebot gen je zpravidla po inzerci nefunkéni. Transdukce virovych
promotorl a onkogenl do bunék se zejména podileji v etiologii nadord.

Dalsi formou poskozeni DNA viry jsou chromosomalni zlomy, jejichZ pfitomnost mizZeme sledovat pfi chromosomalnim
vysetfeni osob po infekci viry.

K biologickym pficinam vzniku mutaci pocitdame i zmény vyvolané transposony, elementy, které jsou schopné se
pfemistovat z jednoho mista genomu na jiné. Jejich pfesuny v genomu mohou mit mutagenni efekt. Molekuldrni genetika
prokazala u c¢lovéka inzerce IS do genu jako pfic¢inu nékterych mutaci podminujicich neurofibromatosu, Duchennovu
muskularni dystrofii, familiarni nador prsu, thalasemii a dalsi.



59. REPARACNIi MECHANISMY NUKLEOVYCH KYSELIN

OPRAVNE MECHANISMY DNA (DNA repair)
Navzdory plsobeni mnoha faktord, které mohou mutovat DNA, si organismy vyvinuly zpUsoby, jak mutace v genetickém

materidlu opravovat. Opravné systémy jsou velmi komplexni procesy, na nichZ se ucastni pfiblizné 130 gen( a podili cela
fada bilkovin s rdznou funkci. U ¢lovéka existuje nejméné pét typt oprav DNA.

a) Pfima oprava

Tento zpUsob opravy je u lidi méné Casty. U ¢lovéka se vyskytuje nékolik gen(, které se icastni mechanismu ptimé opravy.
Z nich je nejlépe charakterizovan gen, ktery kdduje DNA-metyltransferasu schopnou odstranit methyl-skupinu z nespravné
metylovanych guanin(. U bakterii existuje opravny mechanismus zavisly na viditelném svétle, tzv. fotoreaktivace, ktera
opravuje diméry pyrimidinQ (nap¥. thymin() produkované UV zafenim. Viditelné zareni indukuje enzymy nazyvané
fotolyasy, které rozpoznaji thyminové diméry, vazi se na né a Stépi kovalentni vazby, které se mezi nimi vytvorily za vyuZiti
svételné energie.

b) Excizni opravy
Excizni opravy jsou dllezitou soucasti procesu replikace. PFi vysoké rychlosti zafazovani nukleotidd do nového fetézce je
frekvence chybného zarazeni basi pomérné vysoka.

Jsou zndmy zejména dva hlavni typy exciznich oprav:

BER (Base Excision Repair) — odstranéni abnormalni nebo chemicky modifikované base

Tento komplexni systém opravuje velké mnozstvi nejbéznéjsich poskozeni DNA. Oprava probiha za ucasti rdznych DNA —
glykosylas, které jsou kddovany nejméné 8 geny. Kazda DNA-glykosylasa je odpovédna za identifikaci a odstranéni specifické
purinové nebo pyrimidinové base. Po odstranéni base stépi endonukleasa (AP endonukleasa) a fosfodiesterasa vldkno DNA
v pozici Spatné zarazené base a odstrani zbytek nukleotidu (cukr-fosfat) za vzniku mezery. DNA-polymerasa pak nahradi
chybéjici baze podle originalni struktury a DNA-ligasa spoji novy Usek DNA s plivodni DNA.

NER (Nucleotide Excision Repair) — odstranéni vétsich tisekii DNA

Tento systém vyuzivd komplex jinych enzym(, nez systém BER. Ma schopnost opravovat vétsi Useky DNA i dimery
pyrimidinQ. Excizni opravy poskozené DNA sestavaji z nasledujicich krok(: enzym DNA-endonukleasa rozpozna poskozené
misto a oznaci jej. Napf. pferusi jeden Fetézec DNA v sousedstvi poskozeni. DNA-nukleasa odstrani oznaceny nukleotid a
také nékolik sousednich nukleotidG. Nasledné enzym DNA-polymerasa doplni vzniklou mezeru, pficemz jako templat slouzi
neposkozeny fetézec DNA. Reparacni proces je ukoncen spojenim nové syntetizované DNA s plivodni DNA ¢innosti DNA-
ligasy.

c) Postreplikacni oprava (homologni rekombinace)

Tento systém se uplatni zejména pfi ndpravé zlomd obou retézcd DNA a je mnohem méné objasnény neZ excizni systémy.
Je realizovan mechanismem, ktery je podobny genové konverzi. Jedna se o homologni rekombinaci, kdy se jedno vldkno
homologniho chromosomu spdruje a zrekombinuje s poskozenou DNA. Mezi lidské geny, které se Ucastni tohoto zplisobu
opravy, patfi gen NBS (gen mutovany u Nijmegen Breakage Syndromu) nebo gen BLM (mutovany u Bloomova syndromu) a
geny BRCA2, BRCAL.

d) Mismatch repair

Systém opravuje chyby, které vzniknou v pribéhu replikace DNA. Enzymy jsou schopné identifikovat Spatné zafazeny
nukleotid (mismatch) a oznacit ho nebo ptfimo opravit. DllezZité je, Ze systém dokaze rozlisit plvodni Fetézec se spravnou
sekvenci nukleotid( a dcefiny fetézec s mutovanou sekvenci a nahradit nespravny nukleotid podle originalu.

Systém byl nejprve objeven u bakterii (E.coli), kde je rozliSeni umoZnéno porovnanim methylace obou fetézcd.

Retézce DNA obsahuji palindromové sekvence GATC, ve kterych je adenin v templatovém Fetézci methylovany.

V novém retézci dochazi k metylaci adeninu az po urcité dobé. Proteiny mismatch repairu jsou schopné rozpozndvat tyto
semimethylované GATC sekvence a tak plivodni a nové syntetizovany fetézec.

U E.coli mismatch repair zajistuji produkty 4 genl, mutH, mutL, mutS a mutU. MutU je helikasa, mutS protein rozpoznava
chybné parovani, mutL spojuje komplex proteint a mutH prerusi nemethylovany fetézec (GATC specificka endonukleasa)
v semimethylované sekvenci GATC po nebo proti proudu. Nové syntetizovany fetézec s chybnou basi je vystépen MutD.



Excidovany usek muze byt dlouhy i tisice basi. Jeho délka zavisi na vzdalenosti nejblizsi GATC sekvence od mista chybného
parovani. Vystépeny Usek je syntetizovan DNA-polymerasou | a spojen ligasou.

Homology proteini MutS a MutL byly prokazany i u ¢lovéka v souvislosti se studiem onkogeneze. Geny, které je kdduji, jsou
oznacovany jako mutatorové geny i kdyZz mutace nevyvoldvaji, ale opravuji. Mutace téchto genli znemozriuji u¢inny
mismatch repair. Mutace vzniklé pfi replikaci a zmény struktury DNA jsou bez opravy prendseny do dalSich generaci bunék.
Kumulace mutaci mGze vést azZ ke vzniku tumoru. Mismatch repair geny ¢lovéka jsou oznatovany hMSH2, hMLH1, hMS1,
hPMS2, MSH6. Mismatch repair je ziejmeé univerzalni ve vSech burikdch s dvouretézcovou DNA. U ¢lovéka germinaini
mutace mutatorovych gend podminuji vznik nepolyposniho hereditarniho karcinomu tlustého streva (Lynchliv syndrom | a

1).

Vsechny tyto systémy (s vyjimkou pfimé opravy) vyZaduji spolupraci fady enzymu: exo a endonukleas, helikas, polymeras a
ligas.

SYNDROMY PODMINENE PORUCHAMI REPARACNICH MECHANISMU

U ¢lovéka je znama rada dédi¢nych syndromd, které jsou spojeny se zvysenou citlivosti vi¢i mutagennim vlivim a mohou
byt podminény poruchami reparacnich mechanisma. K nejvice probadanym patfi recesivné dédicné onemocnéni
xeroderma pigmentosum (XP) s incidenci 1 : 70 000. PostiZeni jsou citlivi na UV zareni. Opalovani u nich vyvolava
nepravidelnou pigmentaci a v ¢asném véku se u nich objevuji karcinomy kiZze. Zvysené je i riziko neoplazii jinych organd.
Kromé citlivosti kiiZze maji pacienti s XP rGizné neurologické poruchy. Vysvétlenim je predc¢asna smrt dlouhovékych
nervovych bunék (apoptdza). Onemocnéni je zplsobeno defektem v excisnim opravném systému NER. PostiZzeni nejsou
schopni opravit poskozeni zplsobend UV zarenim.

Prikladem defektu v systému BER jsou u ¢lovéka mutace v genu MUTYH zplsobujici jednu z dédi¢nych forem kolorektélniho
karcinomu.

Bloomtiv syndrom je zplisoben mutaci v genu BLM, ktery se Ucastni procesd postreplikacnich oprav. Postizeni maji
chromosomalni nestabilitu, zvySené riziko vyskytu nadorl a jsou imunodeficientni.

V nékterych ptipadech poskozeni DNA vznikaji onemocnéni, kde pfi¢ina neni pfimo v defektu opravnych systémd, ale
spociva v defektni reakci buriky na poskozeni genetického materialu. Normalni buriky reaguji na poSkozeni DNA zastavenim
bunééného cyklu v kontrolnim bodé a umozniuji tak bud opravu poskozeni nebo spusténi apoptdzy. Soucasti tohoto
mechanismu je funkce genu ATM, jehoZ produkt prenasi signal o poskozeni k dalsim cildim aZ k proteinu p53. Ztrata funkce
tohoto proteinu ATM zplsobuje onemocnéni ataxia teleangiectasia. Buriky téchto nemocnych jsou hypersenzitivni na
ozdareni a maji chromosomalni nestabilitu. Nemocni maji vysoké riziko vzniku nadorl- jsou postizeni imunodeficienci a
cerebelarni ataxii. Jinou skupinou onemocnéni zptsobenou defektni odpovédi na poskozeni DNA je Fanconiho anemie.
Onemocnéni je AR dédicné, projevuje se riznymi vrozenymi vadami a predispozici ke vzniku malignit zejména akutnfi
myeloidni leukémie.

U HNPCC (Hereditary NonPolyposis Colorectal Carcinoma) se jedna o mutace gentt hMSH2,hMLH1 (human Mut L
homologue 1 DNA repair gene), hMSH6, hPMS1 a hPMS2, které se podileji na mismatch repairu. Porucha reparaci tohoto
typu se projevi nejen v riznych genech, ale i zménami poctu repetitivnich sekvenci v burikdch nadorové tkané. Tato
nestabilita mikrosatelitovych marker( je charakteristickym rysem HNPCC.

Orientacni hodnoceni reparacnich mechanismi poskytuje i vysetfeni ziskanych chromosomalnich aberaci (ZCHA). ZCHA jsou
obvykle vySetfovany pro zjisténi velikosti expozice mutagenim. Jako norma je uvddéno 1 % bunék se ZCHA, v hor$im
Zivotnim prostredi az do 3-4 %.

Jestlize v3ak klient ma pfi stejné mife expozice podstatné vice zlom0 a prestaveb chromosom (i 10 % a vice poskozenych
bunék) nez napf. jeho stejné exponovani spolupracovnici, pak tento nalez svédc¢i pro méné aktivni reparacni systém. Takto
postizenym osobam je tfeba doporucit zvysenou ochranu pred mutageny véetné omezeni rtg vysSetieni a zmény pracovisté.

Urcitou preventivni ochranu pred plsobenim mutagent poskytuji antioxidanty. V praxi byla s Uspéchem testovana kyselina
askorbova (vitamin C) a tokoferol (vitamin E). Pozitivni efekt na syntézu DNA a proces reparace DNA ma kyselina listova
(Acidum folicum).



60. MOLEKULARNI PODSTATA DEDICNYCH CHOROB

Fenotypové projevy dédi¢nych chorob a vad mizZeme studovat na klinické, buné¢né a molekularni rovni.

Dalsi genetické poznatky ziskdvame studiem rodin a populaci. Pro diagnostiku a kauzalni terapii maji rozhodujici vyznam

poznatky molekularni a biochemické genetiky. Zakladatelem biochemické genetiky je A. Garrod, ktery v r. 1902 publikoval

poznatky o biochemické podstaté recesivné dédi¢nych chorob — albinismus, pentosurie, alkaptonurie a cystinurie.

V soucasné dobé je znamo velké mnoZstvi geneticky podminénych onemonéni, kterd lze rozdélit do nasledujicich skupin: (i)

chromosomalné podminéna onemocnéni (chromosomalni aberace), (i) monogenné podminéna onemocnéni (polygenné

podminéna + vliv prostiedi) a (iii) mitochondrialni choroby (mutace mtDNA). Molekuldrni podstatu dédi¢nych chorob a

typické mechanismy fenotypovych dasledkd genovych mutaci Ize v preklinickém studiu ukazat pouze na nékolika

modelovych ptikladech. Tyto ptiklady pak mohou pfispét k pochopeni dalSich poznatkd, se kterymi se setkavame v pribéhu

klinického studia.

Z poznatkd o strukture a funkci nukleovych kyselin (NK) vyplyva, Ze celé spektrum dédi¢nych metabolickych a

morfologickych znakd se realizuje prostfednictvim bilkovin podle standardniho schématu. Sled zmén v pfipadé mutace genu

je mozné vyjadrit takto:

mutace > zménény protein <> zménéna funkce ->choroba

Mutace mizZeme studovat pfimou analyzou NK (DNA i RNA), analyzou primarniho produktu (sledu aminokyselin

v proteinech), hodnocenim metabolické aktivity proteini nebo zmén jejich ultrastruktury a srovnavat je s fenotypem (s

klinickym nalezem). Tak genetika prinesla nejen nové diagnostické metody a zlepseni symptomatické Iécby, ale predevsim

nadéji na kauzalni Iécbu metabolickych odchylek véetné genové terapie

Obecné schéma znazornujici cestu od genu (respektive od DNA) k proteinu se v molekularni biologii oznacuje jako centralni

dogma. Mutace na urovni DNA dokaze normalni sled reakci vyznamné narusit a ¢asto vede k rozvoji patologického fenotypu

—tedy k rozvoji pfislusné choroby.

Normadlni stav - gen (DNA) > mRNA se standardni sekvenci - funkéni protein - normalni funkce/znak

Patologicky stav - mutovany gen (DNA) = mRNA s nestandardni sekvenci = nefunk¢ni protein = poskozena funkce/znak

-> choroba

Takovéto schéma je samoziejmé pouze hrubé orientacni, v urcitych pfipadech je nasledkem mutace narusen samotny

proces transkripce a narusend funkce nemusi byt zpisobena pouze nefunkénim proteinem, ale i jeho nedostatkem.

Typ defektu

Priklady postizeni

defekt enzyma

PKU, galaktosémie, deficience adenosindeaminasy

defekt receptort

testikuldrni feminizace, hypercholesterolémie

defekt molekularniho transportu

cysticka fibrdéza, hypertenze

defekt struktury bunék

Duchenneova a Beckerova muskularni dystrofie

defekt homeostazy

antihemofilicky globulin, imunoglobuliny

defekt regulace ristu a diferenciace

determinace pohlavi, inaktivace X chromozomu, tumor
supresory

defekt mezibunécné komunikace

inzulin, rGstovy hormon, diferenciace pohlavi

defekt mitochondrii

Leberova atrofie optiku

61. PROTEINY A JEJICH FUNKCE, GENETICKY POLYMORFISMUS BILKOVIN

BIiLKOVINY

Bilkoviny jsou biopolymery pfitomné v kazdé burce organismu. Jsou tvoreny z velké vétsiny kddovanymi L-a-

aminokyselinami, ale v jejich molekule mohou byt i nékteré jiné aminokyseliny, napf. hydroxyprolin a hydroxylysin

v kolagenu nebo selenocystein.




Vlastnosti bilkovin vyplyvaji ze struktury dané souborem kovalentnich i nekovalentnich vazeb v jednom nebo vice retézcich
molekuly bilkoviny. Uréujicim faktorem je primarni struktura polypeptidového retézce, tj. poradi prislusnych aminokyselin,
vyplyvajici jednoznacné z genetického kédu.

Vsechny peptidové vazby jsou rovnocenné, nezalezi na aminokyselinach, které je tvofi. Peptidova vazba vnasi do molekuly
bilkoviny planaritu, rezonanci je zde zabranéno volné otacivosti atomd C a N v peptidové vazbé. Kolem ostatnich
jednoduchych vazeb je volna rotace moznd a molekula zaujima energeticky a prostorové nejvyhodnéjsi konformaci. Vyuziva
se pfi tom i dalSich typl vazeb (disulfidové a vodikové mustky) a interakci (hydrofobni a elektrostatické).

STRUKTURA
Primarni struktura je presny sled aminokyselin v fetézci bilkoviny, syntezovany podle genetického kédu. Vytvari zakladni
predpoklad pro vznik prostorového usporadani celé makromolekuly.

Sekundarni struktura vznika v dlisledku mozZnosti vytvofit uvniti fetézce vodikové mustky mezi vodikem na dusiku
peptidové vazby a kyslikem karbonylu na ¢tvrtém nasledujicim aminokyselinovém zbytku. Tak se stabilizuje konformace
aminokyselin vystupuji na vnéjsi stranu od osy Sroubovice. Strukturné nejstalejsi je Sroubovice pravotociva. V fetézci vazany
prolin nemuZe tvofit odikovou vazbu a na Sroubovici tak vznika ohyb.

Vodikové mistky tvorené pricné mezi jednotlivymi polypeptidovymi fetézci vytvareji strukturu skladaného listu (B-
struktura). Postranni aminokyselinové zbytky vystupuji pod nebo nad roviny skladaného listu. Sousedni fetézce, tvorené
prevazné malymi aminokyselinami (glycin, alanin, serin), jsou orientovany bud'stejnym (paralelnim), nebo opacnym
(antiparalelnim) smérem (ve smyslu primarni struktury). Kazdy typ skldadaného listu ma své charakteristické usporadani
vodikovych vazeb a je zakladem struktury velmi pevnych a odolnych bilkovin. Na povrchu bilkovin vznikaji smycky rtizné
velikosti a tvaru podle primarni struktury.

Velké mnoizstvi bilkovin ma ve své molekule oba typy sekundarni struktury.

Terciarni struktura se tyka prostorového usporadani celé molekuly bilkoviny, které opét vychazi z porada aminokyselin

v fetézci. Je vytvorena vzajemnym pritahovanim nebo odpuzovanim polarnich nebo nepoldrnich ¢asti aminokyselinovych
zbytkl na rliznych mistech retézce, coz vede ke zprohybdni celé molekuly. Zvlasté vyznamné jsou disulfidové mastky vzniklé
oxidaci protilehlych —SH skupin cysteinu.

Dochazi k dalsi stabilizaci bilkoviny, uvnitf struktury se soustieduji hydrofobni skupiny.

Kvarterni struktura udava vzajemnou polohu jednotlivych podjednotek bilkovinné molekuly. Je tvofena vodikovymi
vazbami, elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi mezi zbytky aminokyselin vyskytujicimi se na povrchu podjednotek.
Podjednotky mohou byt stejné nebo odlisné polypeptidové fetézce. Konformace takovéto slozené bilkoviny se mize
zasadné zménit vlivem i malé slouceniny (tzv. allostericky efekt), napf. konformace hemoglobinu se zméni po navazani
kysliku.

VLASTNOSTI

Bilkoviny jsou vysokomolekularni latky obsahujici mnoho kyselych i bazickych funkénich skupin, které mohou v roztoku
disociovat. Chovaji se jako amfolyty a jejich rozpustnost ve vodé zavisi na strukture celé molekuly a pH roztoku. Nejmensi
rozpustnost je pti pH izoelektrického bodu, kdy bilkovina nema naboj.

Rozpustnost se zvySuje okyselenim nebo alkalizaci, kdy se tvori disociovatelné soli. Bilkoviny ziskavaji naboj a jsou vice
solvatovany molekulami vody. Bilkoviny vytvareji koloidni roztoky, v nichz se koloidni ¢astice mohou samovolné shlukovat
(koagulovat) do vétsich agregat(. Koagulaci brani elektricky naboj ¢astic a hydratacni obal, proto bilkoviny nejsnaze
koaguluji pti pH blizko izoelektrického bodu (bilkoviny jsou pak elektroneutralni).

Zména prostorového usporadani molekul bilkovin uc¢inkem fyzikalnich (teplem, ozafenim) nebo chemickych vliva
(kyselinami) se nazyva denaturace. Tyto vlivy porusuji slabé nekovalentni vazby tvoftici sekundarni a terciarni strukturu
(vodikové mustky a rGzné typy interakci) a méni tak zasadné konformaci molekul. Peptidovy fetézec se rozvinuje, snizuje se
solvatace molekuly a tim i rozpustnost a bilkovina se vysrazi.



Srazeni bilkovin, pfi kterém nastava denaturace bilkovin, je nevratné (ireverzibilni). MizZe byt vyvoldno ionty tézkych kov(,
které vytvofi s bilkovinami soli nebo komplexni slouceniny. Bilkoviny se proto mohou pouzit jako antidotum pfi otravach
tézkymi kovy. Denaturace bilkovin kyselinou dusi¢nou, salicylovou, trichloroctovou nebo pikrovou se vyuziva pfi
deproteinaci nebo pfi dikazu bilkovin v moci. Denaturované bilkoviny maji oproti nativnim bilkovinam mensi rozpustnost,
mensi afinitu k vodé, roztoky maji vyssi viskozitu, ztraceji biologickou aktivitu, snaze se Stépi proteolytickymi enzymy.

Srazeni bilkovin, pfi kterém nenastava denaturace, je vratné (reverzibilni). K vysrazeni bilkoviny dojde zvySenim iontové sily
roztoku po pridani nékterych soli, napt. chloridu sodného nebo siranu amonného. Koloidni ¢astice bilkovin v roztoku ztraceji
hydratacni obal a agreguiji.

Po pridani vody se sniZi iontova sila a bilkovina ziska zpét sv(j hydrataéni obal, biologicka aktivita zstdva zachovana. Podle
nasyceni roztoku je mozno odlisit typy bilkovin — albuminy (sraZeji se pfi Uplném nasyceni roztoku siranem amonnym) a
globuliny (sraZeji se pti polovi¢nim nasyceni).

Bilkoviny maiji vlastnosti emulgatord, protoze obsahuji v molekule hydrofobni i hydrofilni skupiny, které se uplatiuji pfi
emulgaci hydrofobnich latek. Pfirozenou emulzi tukd ve vodé je mléko a mlécna bilkovina je pfirozenym emulgatorem. Na
stejném principu je zaloZen transport hydrofobnich latek krvi (mastné kyseliny, steroidni hormony, bilirubin, néktera léciva).

Bilkoviny se podle sloZzeni mohou rozdélovat na jednoduché a slozené:
JEDNODUCHE BiLKOVINY

e  Histony jsou bazické bilkoviny vyskytujici se v bunééném jadre vazané s nukleovymi kyselinami.

e Albuminy jsou globuladrni bilkoviny vétsinou slabé kyselé povahy, rozpustné ve vodé. Lidsky albumin je tvoren
jednim polypeptidovym fetézcem. Asi 40% albuminu je pfitomno v plazmé a tvofi hlavni ¢ast plazmatickych
bilkovin, zbyly albumin je v extracelularni matrix. Tvofi se v jatrech a jeho mnozZstvi reaguje na zdravotni stav
organismu.

e  Globuliny jsou slabé kyselé bilkoviny, globularni, ve vodé Spatné rozpustné. Podle elektroforetické pohyblivosti se
rozdéluji na a-, B-, a y-globuliny. Maji obrannou, transportni i enzymovou funkci. Kolagen ma strukturu trojité
pravotocivé Sroubovice, elastin je tvofen jednim fetézcem s pfevahou nepoldrnich aminokyselin.

e Skleroproteiny jsou vlaknité (fibrilarni) bilkoviny, zna¢né chemicky odolné, nerozpustné ve vodé. V pojivovych
tkanich jsou hlavnimi bilkovinami kolagen a elastin.

SLOZENE BILKOVINY

e  Metaloproteiny obsahuji v molekule kromé bilkovinné ¢asti jesté kovovy iont. Napt. resorbované Zelezo se uklada
v bilkoviné ferritin v jatrech, sleziné a v kostni dfeni. Transferrin ve své molekule transportuje dva ionty Fe* na
misto potreby.

o  Fosfoproteiny maji v molekule esterové vdzanou kyselinu trihydrogenfosforecnou. Typickym fosfoproteinem je
mlécna bilkovina kasein. Je nerozpustnd ve vodé i v kyselém prostredi V mléce je pfitomna jako vapenatd sul.

e Lipoproteiny tvofi velice rozsahlou skupinu latek, vyskytujicich se v krevni plazmé jako transportni systémy
hydrofobnich lipidG. Klasifikuji se podle specifické hustoty, ktera urcuje rychlost jejich sedimentace pfi
centrifugaci. Hustota zavisi na sloZeni bilkovinné i lipidové slozky. Lipoproteiny se déli na nékolik frakci o rizném
sloZeni: chylomikrony, lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL), lipoproteiny o stfedni hustoté (IDL), lipoproteiny
o nizké hustoté (LDL) a lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL).

e  Nukleoproteiny jsou komplexy, v nichZ je bilkovinna slozka (bazické histony) vazadna elektrostatickymi silami se
zaporné nabitymi nukleovymi kyselinami.

e  Glykoproteiny maji sacharidiovou slozku navazanu kovalentnimi O-glykosidovymi vazbami s hydroxyskupinami
serinu a threoninu nebo N-glykosidovymi vazbami s amidovou skupinou asparaginu.

e Chromoproteiny obsahuji skupinu, ktera je odpovédna za vyslednou barvu. Napf. z tyCinek sitnice byl izolovan
zrakovy pigment, Cerveny rhodopsin, jehoz barevna slozka retinal je vazana na bilkovinu opsin.

FUNKCE BiLKOVIN
e  Enzymovou katalyzu mohou vykondvat bilkoviny s nejréiznéjsi strukturou a enzymovou aktivitou, nejcastéji ve
spojeni s ionty kovu. ZaleZi na moZnosti vytvofit specifickou strukturu aktivniho mista, kde se navazuje substrat
katalyzované reakce.



e  Transport a ukladani latek — napf. transport kysliku nebo oxidu uhli¢itého v hemoglobinu, transport mastnych
kyselin ve vazbé na albumin a nékterych lipid( v lipoproteinech, transport Zeleza v transferrinu a ukladani Zzeleza
ve ferritinu.

e Imunitni obranu umoznuji vysoce specifické glykoproteiny, které rozpoznavaji a zneskodnuiji cizorodé latky. Cizi
bilkovina v krevnim obéhu pusobi jako antigen a vyvolava tvorbu protilatek — imunoglobulind.

e  Pohyb svalové tkané na bunééné Urovni zajistuji dva typy bilkovin — aktin a myosin.

e  Podpuirnou funkci vykonava predevsim pojivova tkan, kterou tvofi strukturni bilkoviny (kolagen a elastin),
specializované bilkoviny (fibrilin, fibronektin, laminin) a proteoglykany.

e  Transformaci energie chemické na mechanickou umoznuji svalové bilkoviny. Transformaci svételné energie na
energii nervového impulsu zajistuje bilkovina rhodopsin.

e Regulace metabolickych procesu. Velka ¢ast hormon jsou bilkoviny, které zprostfedkovévaji regulaci na drovni
celého organismu.

e Vznik a pfenos nervového vzruchu umoznuji predevsim lipoproteinové komplexy bunék nervové tkané a
glykoproteiny receptort synaptickych membran.

e Vyiivna funkce vyplyva z pfijmu bilkovin jako zdroje aminokyselin pro syntézu vlastnich bilkovin, purin(,
pyrimidint a hemu. Po hydrolyze na aminokyseliny a jejich Gplné oxidaci mohou bilkoviny slouZit k ziskavani
energie.

e Plazmatické bilkoviny jsou smés jednoduchych i sloZzenych bilkovin krevni plazmy, pro organismus mimoradné
dullezita. Maji vyznam predevsim pro udrzeni a stabilizovani krevniho objemu. Vétsina plazmatickych bilkovin se
tvofi v jatrech, lisi se strukturou i funkci. Ochranu pfed krevnimi ztratami zajistuje spolu se sloZitym enzymovym
systémem fibrinogen.

POLYMORFISMUS BiLKOVIN
Polymorfismus bilkovin je tedy existence nékolika rznych variant proteinu urcitého typu. Pfiklad: enzymy — karboxylazy v

populaci. Nékdy mluvime také o biochemickém polymorfismu. Divodem rozmanitosti jednotlivych proteint je odlisna
primarni struktura proteint. Casto se mize jednat o zdmény jednotlivych aminokyselin, zmény naboje, zmény velikosti nebo
usporadani molekuly. Zmény primarni struktury mohou nékdy vést az k zaniku funkce proteinu a vyustit v mnoha geneticka
onemocnéni. NejCastéji se u polymorfismd bilkovin setkavame se vztahykodominance. Prikladem je lidsky hemoglobin.

Polymorfismus hemoglobinu

Dle primarni struktury rozliSujeme 4 zakladni Fetézce lidského hemoglobinu — kazdd z nich je kédovana jinym

genem. Polymorfnim systémem myslime vSechny formy proteinu — tedy hemoglobin (Hb). Jednotlivé varianty jsou potom
oznacovany velkymi pismeny — HbA, HbB. Polymorfni typ pak oznacuje kombinaci jednotlivych variant a je projevem
genotypu, tedy fenotypem — HbAA, HbAB, HbBB.

Vyznam polymorfismu

Polymorfismus bilkovin pravdépodobné slouzil k zachovani urcité nahodné mutace, ktera vedla ke zvyhodnéni jejiho
nositele. Typickym prikladem muzZe byt pravé existence polymorfismus hemoglobinu a jeho vztah k malarii. Je prokazano, ze
nositelé polymorfniho typu HbA/HbS jsou viéi malérii odolni a poskytuje jim vyraznou vyhodu. Jedna se vlastné o

formu selekce.

62. LIDSKE HEMOGLOBINY A JEJICH DEDIENOST

Hemoglobin prenasi kyslik v €éervenych krvinkach obratlovc( a nékterych nizsich Zivocichd. Jeho molekula tvofi tetrametr,
ktery se sklada ze €ty fetézch globinu a hemu, ktery prostfednictvim Zeleza vaze kyslik. Dospély ¢lovék ma prevéziné
hemoglobin A (Adult — HbA) (98 %), skladajici se ze 2 fetézcl alfa a 2 fetézcl beta (alfa 2 beta 2). Alfa globinovy retézec se
sklada ze 141 aminokyselin (AMK), fetézec beta ze 146 AMK. V ontogeneze ¢lovéka se struktura hemoglobin

v erytrocytech méni. Molekuly vSech hemohlobin( jsou tetramerni a lisi se skladbou fetézcd.

Hemoglobin Oznaceni Zastoupeni Fetézcl
Hb Gower 1 zeta 2 epsilon 2

embryonalni Hb Gower 2 alfa 2 epsilon 2
Hb Portland zeta 2 gama 2



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Enzym
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Hemoglobin
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mutace
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Selekce

fetdlni HbF alfa 2 gama2

HbA alfa 2 beta 2
HbA2 alfa 2 delta 2

adultni

Zmény struktury hemoglobinu v ontogeneze jsou klasickym prikladem regulace genové exprese v ontogeneze.

Zmény v expresi jednotlivych genl jsou oznacovany jako pfepinani (switching) globinl. Nejprve je zahdjena syntéza globin(
zeta a epsilon (Hb Gower 1). Po expresi globin( alfa a gama vznikaji i dalsi dva typy embryonalnich hemoglobin(. Soucasné
je potlacena exprese genl zeta a epsilon a ve fetalnim obdobi se tvofi pfevainé hemoglobin HbF. U novorozence obsahuji
erytrocyty asi 70% HbF. Zastoupeni HbF po narozeni klesa a v dospélosti obsahuji erytrocyty jen 1 % hemoglobinu HbF.

Regulace tvorby hemoglobinu v ontogenezi souvisi s lokalizaci tvorby ¢ervenych krvinek. Embryonalni hemoglobin se tvofi
ve Zloutkovém vaku, fetalni v jatrech a dospély v kostni dieni. Z funkéniho hlediska je podstatné, Zze HbF vaze a disociuje O,
pfi nizsim parcidlnim tlaku nez HbA. MUze tak snadnéji vazat kyslik uvolfiujici se z hemoglobinu matky (HbA) v placenté a
zasobovat jim tkané plodu.

Skupina (cluster) gent pfibuznych genu alfa (alfa-like) je lokalizovana na 16. chromosomu (16p13). Lokus pro globin alfa je
tetraplikovan: geny alfa,, alfa, a 2 pseudogeny (nefunkcni kopie alfa; a alfa, genu). Mohou se vyskytovat i chromosomy jen
s jednim nebo tfemi alfa geny. Gen pro globin zeta je duplikovan: zeta + pseudogen zeta. Struktura fetézcd globint alfa; a
alfa, je identicka a kdduje proto identické polypeptidy. Do skupiny patfi také gen theta jehoZ funkce je neznama. Skupina
gend pribuznych genu beta je lokalisovana na 11. chromosomu (11p15.5). Je tvofena genem beta (+ pseudogenem beta) a
delta, genem gama G a gama A (liéi se v jednom nukleotidu) a genem epsilon. Retézce gama globinu a beta globinu se lisi
v 38 AMK.

Mechanismus pfepinani transkripce gend globinu v pribéhu vyvoje je intensivné studovan. Na obou chromosomech je
v urcité vzdalenosti proti proudu (upstream) od globinovych gent oblast koordinujici expresi gent globinové skupiny: LCR
(Locus Control Region).

Ukazalo se, Ze v ramci LCR jsou pfitomna mista hypersenzitivni na DNAasu I. Sekvence DNA u téchto mist pfipominaji
sekvence enhancert obsahujici vazebna mista pro bézné se vyskytujici a tkariové specifické transkripc¢ni faktory, které
mohou ovlivnit expresi globinového genu. DalSi mista hypersenzitivni na DNAasu | se nachdzeji v promotorech globinovych
genl. Mechanismus specifického prepinani exprese globinovych gend se pravdépodobné uskuteériuje kompetici mezi
globinovymi geny, interakci jejich LCR a specifickou aktivaci genové specifickych silencerld. Mechanismus vsak stéle neni
ptilis jasny. DFivéjsi modely predpokladajici tvorbu smycek a pfimy kontakt LCR a promotor( gend neni ve svétle sou¢asnych
poznatku pfilis pravdépodobny.

Poznatky o strukture skupin gend a o aktivaci transkripce jednotlivych lokus( v ontogenezi vysvétluji rozdilnou klinickou
manifestaci mutaci gen0 pro alfa a beta fetézec. Mutace genu beta postihuji u heterozygot(i 50 % retézct hemoglobinu.
Mutace nékterého z gen( alfa postihuji jen 25 % molekul hemoglobinu, ale projevuiji se jiz pred narozenim. Dédi¢né choroby
hemoglobinu (hemoglobinopatie) rozdélujeme na choroby se zménou struktury retézce globinu a choroby s poruchou
syntézy retézce globinu, tzv. thalasémie.

63. HEMOGLOBINOPATIE

PORUCHY STRUKTURY HEMOGLOBINU
Prikladem tohoto typu onemocnéni je srpkovita anemie (sickle cell anemia). Srpkovita anemie je tézka recesivné dédi¢na

hemolyticka anemie, spojena s poruchami prospivani, zvétsenim sleziny a ,,krizemi“. Krize jsou vyvolavany ucpanim kapilar
erytrocyty v koncetindch, ve sleziné a v plicich. Poskozeni sleziny snizuje odolnost vici infekcim. Bez pfimérené zdravotnické
péce je onemocnéni letalni. Heterozygoti jsou klinicky zdravi. PFi vySetfeni jevi pouze ¢ast jejich erytrocytl srpkovitost.
Krize u nich mohou vznikat v zatéZzovych situacich, napf. pfi pobytu ve velkych vyskach.

U srpkovité anémie bylo poprvé ovéreno, Zze zaména AMK v polypeptidu je podminéna mutaci strukturniho genu (typu
missense). U srpkovité anemie je v globinovém fetézci beta na 6. pozici zarazen valin (V) misto kyseliny glutamové (E)
(E6V). Takto zménény hemoglobin je oznacovan HbS. Pri¢inou je zaména jednoho nukleotidu (A > T) v tripletu GAG (na
GTG). Disledkem této zamény jediné AMK ze 146 AMK beta globinu je zména isoelektrického bodu hemoglobinu. Pfi



snizeném parcialnim tlaku O, (nap¥. ve velkych vyskach) se molekuly HbS agreguji do tyckovitych polymer( a zmensi
plasticitu a zvysi fragilitu erytrocytl. Obvykla bikonkavni forma erytrocytd se méni na ,,srpkovitou®. Srpkovité erytrocyty
hare prochazeji kapilarami, mohou je ucpat a vyvolat lokalni hypoxii i infarkt (,,krize“). Pfed¢asna destrukce srpkovitych
erytrocyt( snizuje pocet cirkulujicich erytrocytt a hladinu Hb a vznikad anemie.

Srpkovita anemie je u nas vzacna, ale napf. v rovnikové Africe tvofi heterozygoti témér polovinu populace. Vysoka
frekvence alely HbS je v mnoha dalSich oblastech svéta (stfedomofri, Arabie, Indie), kde se vyskytuje nebo vyskytovala
malarie. Bylo prokdzano, Ze heterozygoti HbS (a dalsich hemoglobinopatii) jsou odolnéjsi vii¢i malarii, chorobé zplsobené
prvoky rodu Plasmodium. Tyto poznatky jsou modelovym pfikladem vlivu selekce na kvalitu genofondu populace.

V Africe, v USA (Cernosi dovezeni plivodné jako otroci z Afriky) a ve stfedomof¥i pfedstavuje HbS i dalsi hemoglobinopatie
zavazny zdravotnicky problém. VysSetfeni Hb se v téchto zemich provadi jiz u novorozenctl a jako predsnatkové vysetreni.
Prenataini DNA diagnostika hemoglobinopatii v zemich s jejich ¢astym vyskytem patfi dnes k bézné praxi.

Velmi podobné klinické projevy ma i dalSi mutace — hemoglobin C (HbC). V HbC je zafazen na 6. pozici v beta fetézci misto
kyseliny glutamové lysin. Mutace je podminéna zaménou guaninu adeninem (GAG — AAG). HbC je méné rozpustny a
krystalizuje v erytrocytech. Priznaky hemolytické anemie i vyskyt v oblastech s maldrii jsou témér shodné se srpkovitou
anémii. Heterozygoti HbC/HbA jsou rovnéz odolné&;jsi vici malarii. V endemickych oblastech s vyskytem malarie proto nejsou
vyjimkou sloZeni heterozygoti HbS / HbC s mirnéjsimi projevy anemie.

Mutace strukturniho genu mohou ovliviiovat schopnost hemoglobinu prenaset kyslik. Tyto mutace jsou vzacnéjsi nez
mutace zpUsobujici hemolytické anemie. Jsou pfikladem mechanismu zmény funkce proteinu.
Stabilita a syntéza hemoglobinu nejsou témito mutacemi ovlivnény.

Prikladem jsou methemoglobiny (HbM). V normalni situaci je Zelezo v hemoglobinu ve formé Fe?". V HbM mutace
stabilizuje formu Fe, kterd nemuze vézat kyslik. Aviak v diisledku pGsobeni enzymu reduktasy je mo#na konverze formy
Fe* na Fe”, takZe postiZeni jsou pouze cyanotigti.

Kratkodoba methemoglobinemie s dramatickym klinickym obrazem muze vzniknout i u osob s HbA po otravé dusicnany.
OhroZeni jsou zejména kojenci, nebot aktivita reduktas je po narozeni nizsi. Proto jsou normy obsahu dusi¢nani ve vodé a
zeleniné pro vyZivu kojencl prisnéjsi.

V molekulach hemoglobinu bylo popsano velké mnozstvi rozmanitych mutaci. Zhruba 2/3 z nich postihuji fetézec beta,
necelad 1/3 retézec alfa. Mutace ostatnich retézcd jsou vzacné.

Substituce jedné baze mohou ve strukture Hb zménit jednu AMK (HbS), 2 substituce v rdznych kodonech zméni 2
aminokyseliny (HbC Harlem). Délka rfetézce Hb m(iZe byt zkracena deleci (Hb Gun Hill — delece 15 bp, tj. delece 5 AMK) nebo
naopak prodlouzena mutaci stop kodonu. Pfikladem jiného mechanismu vzniku hemoglobinopatie je Hb Lepore, u kterého
fetézec non-alfa vznikl rekombinaci prvé ¢asti DNA fetézce delta a druhé ¢asti retézce beta. Tento inekvalni crossing-over je
Casty nebot DNA sekvence pro beta a delta fetézce se lisi jen v 30 nukleotidech.

PORUCHY SYNTEZY HEMOGLOBINU, THALASEMIE
Thalasemie patii mezi nej¢astéjsi monogenné dédicna onemocnéni. Pojmenovani pochazi z feckého slova thalassa (more),

nebot onemocnéni bylo poprvé popséano v populaci Zijici v blizkosti Stfedozemniho mofe. Jako thalasemie oznadujeme
heterogenni skupinu chorob s poruchou syntézy globinového fetézce alfa (alfa thalasemie) nebo globinového retézce beta
(beta thalasemie). Jestlize je redukovano mnozstvi jednoho z fetézcl, druhy fetézec (napf. beta) se syntetizuje sice

v normalnim mnozstvi, ale je v relativnim nadbytku. Ma proto tendenci tvorit molekuly sestavajici ze 4 stejnych fetézct
(homotetramery).

V pfipadé alfa thalasemie tvoti nadbytek beta fetézci homotetramery, které maji snizenou kapacitu vazat kyslik.
Dusledkem je hypoxemie. Homotetramery alfa u beta thalasemie precipituji a poskozuji membranu prekurzorud erytrocytd.

To zpUsobuje jejich predcasnou destrukci a prohlubuje hypochromni anemii. Heterozygoti thalasemie jsou odolnéjsi vici
malarii podobné jako heterozygoti HbA/HbS a HbA/HbC. Thalasemie jsou proto Casté v oblastech endemického vyskytu
malarie. V téchto oblastech nejsou vzacnosti sloZeni heterozygoti Hb se zménénou strukturou a thalasemie.



ALFA THALASEMIE

Porucha tvorby alfa retézce poskozuje tvorbu fetalniho i dospélého hemoglobinu. Misto HbA se tvofi hemoglobin ze 4

plod nedostatkem kysliku a rozviji se u néj hydrops a dalsi postizeni podobné jako u Rh inkompatibility.

Nejcastéjsi pricinou alfa thalasemii jsou delece. Pfitomnost dvou identickych gen( alfa ve vazbé s repetitivnimi bloky na 16.
chromosomu zvysuje pravdépodobnost inekvalni synapse. Naslednym inekvalnim crossing-overem mohou vznikat riizné
kombinace poctu alfa globinovych gend, napt. vznika triplikace genu alfa na jednom chromosomu a delece na druhém.

V genotypu jsou 2 geny (4 alely) pro alfa fetézec. Delece jedné alely je bez klinickych pfiznakd (aa/a-), delece dvou
podmiriuje thalasemii minor (mozna je trans forma a-/aa nebo cis forma --/aa) s mirnou anemii. Delece 3 alel (a-/--)
zpUsobuje tézkou anemii a delece 4 alel (--/--) je letélni jiz v pribéhu intrauteriniho vyvoje. Dalsi mechanismy vzniku alfa

BETA THALASEMIE

Beta thalasemie (BT) vyvolava rovnéz anemii, ale az po 3. mésici Zivota, v dobé kdy syntéza HbF (fetézce gama) je
neefektivni erytropoezy. V erytrocytech nachazime ve zvysené mite HbF a HbA, nebot produkce fetézcli gama a delta neni
postiZzena. Heterozygoti maji jen lehkou anemii podobnou anemii pfi nedostatku Zeleza (thalasemia minor). Homozygoti
(vétsinou slozeni heterozygoti) maji tézkou anemii a typické zmény skeletu, vyvolané rozsitenim krvetvorby (napfr.
prominujici licni kosti) (thalasemia major). Klinicky obraz zavisi i na typu poruchy tvorby fetézcl beta. Beta thalasemie
muzZe byt zplsobena rdznymi typy mutaci.

Na rozdil od alfa thalasemii jsou v3ak delece gen( relativné vzacné. Vétsina ptipadu je zplsobena bodovymi mutacemi typu
nonsense, frameshift a sestfihovymi mutacemi.

Popsany jsou i mutace promotoru (mirna BT, nejcasté;jsi v Japonsku), delece ¢asti beta globinového genu (tézka BT, Indiani),

faze retézcli napf. beta a gama (tézka BT Lepore, Italie), mutace mista ¢epicky (lehka BT, Asie) a porucha polyadenylace
konce mRNA (mirna BT, Afrika).

64. DEDICNE PORUCHY METABOLISMU

Pokrok vysetfovacich metod umoznil ziskat podrobné poznatky o mutacich a naslednych zménach struktury bilkovin a
metabolismu u mnoha dédi¢nych chorob. Mutace se mohou projevit nejen jako enzymopatie ve smyslu klasického pojeti
vrozenych omylt metabolismu, ale mohou ovlivnit i dal$i mechanismy regulace.

Pfiklady vrozenych odchylek metabolismu:

Typ defektu Priklady postizeni
defekt enzyma PKU, galaktosémie, deficience adenosindeaminasy
defekt receptor( testikuldrni feminizace, hypercholesterolémie
defekt molekularniho transportu cysticka fibréza, hypertenze
defekt struktury bunék Duchenneova a Beckerova muskularni dystrofie
defekt homeostazy antihemofilicky globulin, imunoglobuliny
defekt regulace ristu a diferenciace determinace pohlavi, inaktivace X chromozomu, tumor supresory

defekt mezibunécéné komunikace inzulin, rlstovy hormon, diferenciace pohlavi

defekt mitochondrii Leberova atrofie optiku

Pfestoze jsou individualni metabolickd onemocnéni vzacna, pfispivaji podstatnou mérou pfimo ¢i nepfimo k morbidité a
mortalité.

1. ENZYMOPATIE

Kazdy metabolicky proces sestava z mnoha krokd, které jsou zprostiedkovany enzymy, které katalyzuji biochemické reakce.
Na zacatku 20. stoleti si A. Garrod vsiml, Ze existuji urcité varianty metabolismu, které mohou vést k onemocnéni. Soubor
téchto postiZzeni nazval ,vrozené omyly metabolismu” a svymi studiemi polozil zaklady biochemické genetiky.



Garrod vychazel ze studia alkaptonurie, coZ je vzacné onemocnéni, pfi kterém je do moci vyluCovano velké mnozstvi
kyseliny homogentisinové. Kyselina homogentisinova je meziprodukt metabolismu fenylalaninu a tyrosinu, ktery zpdsobuje
ztmavnuti moci pfi delSim stani.Kromé toho se oxidacni produkt kyseliny homogentisinové uklada do pojivovych tkani a
zpUsobuje abnormalni pigmentaci a artritidu. Mutace zpUsobuje defekt genu, ktery kdduje enzym oxidasu kyseliny
homogentisinové.

V oboru biochemické genetiky a dédi¢nych poruch metabolismu v souc¢asné dobé figuruji poruchy metabolismu
aminokyselin, metabolismu lipidQ, cukrl, organickych kyselin, lysosomalni poruchy, defekty v produkci energie nutné pro
aktivity bunék, abnormality v transportu molekul mezi bunéénymi kompartmenty a dalsi. Vétsinou se jednd o vzacna
onemocnéni, ktera se dédi autosomalné recesivné. V mnoha ptipadech je jiz mozné provadét testy na nosi¢stvi mutované
alely a prenatalni diagnostiku, coZ souvisi s identifikaci prislusnych gen( a charakteristikou jejich mutaci. Klasickym
prikladem enzymopatie jsou fenylketonurie a hyperfenylalaninemie predstavujici poruchy metabolismu aminokyselin.

FENYLKETONURIE (PKU) A HYPERFENYLALANINEMIE (HPA)
Klasicka PKU je autosomalné recesivné dédi¢na porucha metabolismu fenylalaninu s frekvenci v CR cca 1 : 6 000. Projevuje

se postupnym rozvojem dusevni zaostalosti, epilepsii a malou pigmentaci - vysokou hladinou fenylalaninu v krvi,
manifestujici se kyselinou fenylpryrohroznovou v moci, popsal jako pricinu mentalni retardace Folling v r. 1934.

PKU je podminéna mutaci genu pro fenylalaninhydroxylasu (PAH), kterda katalyzuje pfeménu fenylalaninu na tyrosin.
Fenylalanin je soucasti vSech bilkovin stravy a neni-li pacienty s PKU metabolisovan na tyrosin, hromadi se v télnich
tekutinach a poskozuje myelinizaci vyvijejicich se nervovych vldken. Cast fenylalaninu je fenylalaninaminotransferasou
preménéna na kyselinu fenylpyrohroznovou, ktera je ve zvysené mire vylu¢ovdna moci a dodava ji zdpach po mysiné.
V télnich tekutinach je méné tyrosinu a v organismu i méné produktd jeho metabolismu, napf. melaninu.

PKU se projevuje teprve po narozeni. V téhotenstvi je prebytek fenylalaninu plodu odvadén placentou. S prvymi vypitymi
davkami stoupa hladina fenylalaninu v krvi novorozence. Bylo prokazano, Ze dietou s velmi malym obsahem fenylalaninu a
pfidavkem tyrosinu Ize ovlivnit hladinu fenylalaninu v krvi a zajistit témér normalni psychomotoricky vyvoj ditéte. Malé
mnozstvi fenylalaninu musi byt v dieté pfitomno, nebot je to esencialni aminokyselina nezbytna pro normalini riist a vyvoj.
Dieta by méla byt dodrZzovana aZ do obdobi dokonéeni vyvoje CNS. Lécba PKU se stala modelem |éCby enzymopatii.

Zakladem Uspésné lécby je véasné stanoveni diagndzy. Postizené déti se rodi zdravym rodi¢iim a tak diagndzu pred
klinickymi projevy onemocnéni je mozné stanovit jen skrininkovym vySetfenim vSech novorozenc(. 5. den po narozeni se
odebira nékolik kapek krve na filtrani papir a odesila do specialisovanych laboratofi. Pro zjisténi vysoké hladiny
fenylalaninu slouzila Guthrieho metoda, vyuZivajici kmen Bacillus subtilis se ztratovou mutaci. Tyto bakterie se mnozi na
kultivaéni ptdé jen v okoli vzorkd s vy$sim mnozstvim fenylalaninu. Pfi podezieni na PKU je novorozenec neodkladné
hospitalizovdn a je-li diagndza ovérena, dostava prisné kontrolovanou dietu nejméné do dospélosti. Guthrieho metoda je
postupné nahrazovana novéjsimi technikami, které umoznuji diagnostikovat vice enzymopatii soucasné, ale jejich provoz je
podstatné nakladnéjsi.

U Zen s PKU je dalsim kritickym obdobim Zivota jejich matefstvi. V téhotenstvi placenta mnohonasobné koncentruje
fenylalanin v krvi plodu. Pokud Zena s PKU nedodrzuje pfisnou dietu, vysoka hladina fenylalaninu poskodi vyvoj plodu a to
bez ohledu na jeho genotyp. Disledkem tzv. matefské fenylketonurie jsou mentalni retardace, mikrocefalie, srde¢ni vady.
Prevence postiZzeni plodu je Gspésna, jestlize Zena zahaji dietu prekoncepéné a od 3. mésice pred pocetim do porodu je jeji
fenylalaninemie v mezich normy.

Heterozygoty v rodinach s PKU je moZné diagnostikovat zatéZzovymi testy, vyuzivajicimi efekt davky.

Heterozygoti s nizsi aktivitou enzymu maji po podéni fenylalaninu (0,1 g/kg) vy3si koncentraci fenylalaninu v krvi neZ zdravi
homozygoti a Gprava k normé trva déle. Test neni zcela spolehlivy, protoZe nalezy u homozygotl a heterozygotl se zEasti
prekryvaji.

Prenatalni diagnostika nebyla dfive mozna, nebot gen pro fenylalaninhydroxylasu (PAH) je aktivni pouze v jaternich
burikach.



Vyuzitim sond mRNA izolovanych z jaternich bunék byl gen PAH lokalizovan na chromosom 12g22-q24. V genu PAH byly
popsany stovky riiznych mutaci — missense, nonsense, frameshift i sestfihové. V CR prevladaji ¢tyfi konkrétni mutace u
pacientli s PKU. Nejcastéjsi je RA08W (60 %). Zapis mutace informuje, Ze mutace zménila kodon 408 (ve 12. exonu) tak, ze
misto argininu (R) kdduje tryptofan (W). To vede k produkci defektniho proteinu a ke vzniku tézké formy onemocnéni. Dalsi
nejvice zastoupené mutace jsou R158Q (arginin (R) — glycin (Q)) v 5. exonu a R261Q v 7. exonu.

Jiného typu je druha necastéjsi mutace, kterd postihuje 12. intron a méni sestfihové misto. V disledku toho dochazi ke
ztraté 12. exonu a vzniku stop kodonu. Ostatni mutace jsou relativné vzacné. Frekvence jednotlivych typt alel je v rGznych
populacich rlzna. Tento jev souvisi s efektem zakladatele.

Vétsina osob s PKU jsou sloZeni heterozygoti. To znamen3, Ze jsou mutovany obé alely genu, avsak kazda z nich v jiné pozici
sekvence DNA. Zavaznost klinického projevu zavisi na kombinaci mutantnich alel v genotypu. Napf. mutace R408W, mutace
v intronu 12 a R158Q podminuji klasickou PKU s prakticky nulovou aktivitou PAH, ale mutace R261Q podminuje benigni
hyperfenylalaninemii (HPA). Aktivita PAH je z€asti zachovdana a hladina fenylalaninu v krvi je podstatné nizsi nez u klasické
PKU (méné nez 1 mM). Psychicky vyvoj déti s HPA je pfiméreny i bez diety. Avsak plod Zen s HPA bez diety v téhotenstvi je
poskozen stejné jako plod Zen s klasickou PKU.

Analyza DNA umozriuje detekci heterozygotu i prenatéini vySetieni plodu heterozygotnich rodi¢l. Po ovéreni
informativnosti rodiny se vySetreni plodu provadi z bunék trofoblastu nebo plodové vody. Analyzou DNA Ize nejen stanovit
presymptomaticky diagndzu PKU, ale i urcit zavaznost onemocnéni a zpUsob |écby.

U nékterych novorozenct s vyssi hladinou fenylalaninu v krvi se stav pozdéji upravi a dietu nepotrebuji. Jde o tzv.
tranzitorni formu PKU s opoZzdénou expresi genu PAH v jaternich burikach. U 1-3 % déti s PKU je dietni Ié¢ba neldspésna. U
téchto déti je gen PAH normalni a PKU je podminéna mutaci genu pro syntézu kofaktoru PAH — tetrahydrobiopterinu (BH,)
— pro dihydrobiopterinsyntetasu a dihydropteridinreduktasu. BH, je kofaktorem i dalSich enzymu (tyrosinhydroxylasy a
tryptofanhydroxylasy). LéCba musi byt proto u téchto déti podstatné komplexnéjsi, dieta obvykla pfi PKU by byla nedcinna.

2. RECEPTORY A PORUCHY JEJICH FUNKCE
Porucha funkce receptor( byla objevena jako jedna z pficin familiarni hyperlipémii (hypercholesterolémii, FH). Hyperlipémii

rozumime zvySenou hladinu cholesterolu, triglyceridd nebo obou téchto latek v plasmé. Hyperlipémie se vyznamnou mirou
podileji na vzniku aterosklerdzy a nasledné infarktu myokardu. Postupné bylo popsano nékolik monogenné dédi¢nych
forem s charakteristickymi biochemickymi a klinickymi projevy.

Pro pochopeni mechanismu vzniku hyperlipémii nejprve stru¢na rekapitulace transportu a metabolismu tuk( v organismu.
Zdrojem tukd je potrava a také syntéza cholesterolu de novo v jatrech organismu. Tuky pfijimané potravou se vstiebdvaji

v tenkém stfevé. Jsou nerozpustné ve vodé a v krvi jsou pfendseny a distribuovdny organismem ve vazbé s proteiny
(lipoproteiny). Lipoproteiny jsou kulovité Gtvary, jejichZ soucasti jsou apolipoproteiny (zkratka apo), které solubilizuji tuky a
vézi se specificky na receptory bunék. Apolipoproteind je 9 typU. Ze stfeva jsou tuky, pfevazné triglyceridy, pfenaseny
chylomikrony (CM) do jaternich bunék a tkani.

V tkanich jsou triglyceridy Stépeny lipasami na glycerol a mastné kyseliny, které burky vyuZivaji jako zdroj energie.

V jaternich burikdch jsou tuky z CM metabolizovéany a spolu s cholesterolem syntetizovanym de novo inkorporovany do
lipoprotein(l o velmi nizké hustoté (VLDL — Very Low Density Lipoproteins) s apolipoproteiny B-100 a E a transportovany do
tkani. Ve tkanich odstépuji lipasy z VLDL triglyceridy a méni VLDL na lipoproteiny o nizké hustoté (LDL — Low Density
Lipoproteins) nesouci pfedevsim cholesterol. LDL mohou pronikat do bunék prostfednictvim receptor( na povrchu bunék
procesem endocytdzy. Burky vyuZivaji cholesterol jako slozku plasmatické membrany a prekursor dalSich metabolitd.
Ptijem LDL receptory jaternich bunék inhibuje neosyntézu cholesterolu. Pfi nadbytku je cholesterol pfendsen z tkani do
jater jako lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL — High Density Lipoproteins, apo Al a All), vazan receptory HDL jaternich
bunék a metabolizovan.

Familiarni hypercholesterolémie (FH) je hyperlipoproteinémie se zvySenou hladinou cholesterolu v plasmé. Disledkem je
vznik aterosklerdzy a ukladani cholesterolovych depozit v kiZi a podél Slach jako tzv. xantomy. Je autosomalné dominantné
dédi¢na. Normalni hodnoty cholesterolémie jsou okolo 5mM/I, heterozygoti maji cholesterolémii prakticky dvojnasobnou.
Je to Casté postizeni, v populaci se udava vyskyt 1 heterozygota na 500 osob. FH podmiriuje 5 % pripadd infarktu myokardu



ve stfednim véku. Homozygoti jsou vzacnéjsi (1/106 novorozenct), avsak jsou mnohem vyraznéji postizeni. Infarkt
myokardu mohou prodélat jiz v détstvi a dospivani.

Pricinou FH jsou nejcastéji mutace receptort LDL (LDLr). Gen LDLr je lokalizovan na chromosomu 19p13 (ma 45 kb, 18
exonl a 5.3 kb mRNA transkript).

V genu bylo identifikovano vice neZ 900 rliznych mutaci. PfevaZzuji mutace typu missense a nonsense, zbytek tvofi inserce a
delece. Mutace v rliznych exonech se mohou lisit svym fenotypovym projevem. Obecné lze fici, Ze vSechny tyto mutace
redukuji pocet LDL receptord, v disledku toho zpUsobuji zvysenou hladinu cirkulujiciho cholesterolu a vznik FH. LéCeni
spociva ve snizeni hladiny cholesterolu dietou a medikamentdzné.

Jiny typ FH muzZe byt podminén mutaci genu APOB pro apo B-100, ktery je lokalizovan na chromosomu 2p23. Mutace
zasahuji zejména oblast vazby apoB na LDL receptor. V disledku toho m(iZe byt porusena vazba apoB-100 k LDLr a nasledné
zvy$ena hladina cirkulujiciho komplexu LDL — cholesterol.

Dalsi dédi¢nou zménu metabolismu tukd podminuje napf. deficience cholesterylestertransferasy (AR dédi¢nd), kterd
prendsi cholesterol mezi rGznymi nosici (apolipoproteiny). Disledkem je snizeni hladiny HDL a zvy$eni hladiny LDL a VLDL a
proto tim vétsi riziko aterosklerdzy.

3. PORUCHY MOLEKULARNIHO TRANSPORTU
Klasickym prikladem poruchy molekularniho transportu je cysticka fibrosa (CF), AR dédi¢né onemocnéni s incidenci u
novorozenc( 1 : 1600 — 1 : 2500. Cetnost heterozygot( je vy$si nez 1 : 25. CF postihuje predeviim funkci exokrinnich Zlaz.

Nedostatecna sekrece travicich enzymu pankreatu (s cystickymi a fibrotickymi zménami — jméno choroby) je pfi¢inou
zahusténi stolice a neprlichodnosti stfev (mekoniového ileu) u novorozencd a poruchy traveni u déti. Pacienti maji
abnormalni potni Zlazy a v potu je vétsi koncentrace chloridd. Hlen v dychacich cestach je vazky, obtizné se vykaslava a to je
pricinou opakovanych chronickych infekci dychacich cest a plic. MuZzi byvaiji sterilni, fertilita u Zen je snizena. Pficinou umrti
ve 20-30 letech jsou zmény plicni tkané (fibrosa) po opakovanych infekcich a srde¢ni selhani v dusledku vétsiho odporu
plicniho krevniho recisté.

Gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) je lokalizovan na chromosomu 7g31 (obsahuje 250 kb DNA, 27 exon( a
6,5 kb mRNA transkript). Gen je exprimovan ve specializovanych epitelidinich burikach, které lemuji stfevni a plicni tkan.
Produktem je protein slozeny z 1480 AMK. Protein CFTR tvofi chloridovy kanal regulovany prostiednictvim cAMP. Uéastni se
i regulace transportu sodikovych iontl pres epitelidalni bunécné mémbrany.

Protein je zvlastni tim, Ze vSechny jeho domény jsou zdvojené. Sklada se ze dvou transmembranovych domén (slozenych ze
6 elementl), dvou domén pro vazbu nukleotidu a regulacni domény (C1 kanal). Svoji strukturou se podoba jinym
membranovym proteinlim transportujicim ionty. Funkce testované sekvence byla potvrzena pfenesenim genu do bunék

s CFTR mutaci, které obnovilo transport C1 iontd membranami. CF je realnym kandiddatem genové terapie.

V evropskych populacich je 70 % mutaci genu CFTR podminéno deleci tfi basi v exonu 10 (kodon 508), ktery kéduje 1.
doménu vazby proteinu s ATP. Mutace zpUsobuje deleci fenylalaninu. Proto je mutace oznac¢ovana jako deltaF508 (AF508).
Podmiriuje téZzkou formu CF, nebot CFTR protein je degradovan jiz v endoplazmatickém retikulu a do plasmatické
membrdany neni viibec vestavén. Vysoka frekvence této alely je vysvétlovana efektem zakladatele. Vznik této mutace se
predpoklada jesté pred posledni dobou ledovou v Baskytsku. S Ustupem ledovcid a ndvratem ¢lovéka do severnéjsich krajd
se rozsifila do Skandinavie a odtud zpét do stifedni Evropy. Diskutuje se i moznost preference heterozygotl (vétsi odolnost
buci bakteriim s biciky a brvami, napf. Proteus aj.). Celkem je popsano vice nez 1 000 rliznych mutaci genu CFTR s rozdilnou
incidenci a s rozdilnym fenotypovym projevem. Mutace AF508 a 20 nejéastéjéich mutaci podmiriuji v CR cca 90 % piipadd CF
a na né je zaméreno vysetieni DNA pfimou detekci mutaci.

Pacienti s FH jsou Casto sloZeni heterozygoti. Nékteré vzacnéjsi mutace podminuji mirnéjsi formy CF, které drive jako CF
nebyly diagnostikovany. Mutace v genu CFTR mohou zpUsobit kompletni ztratu proteinu, defekty v Gpravéch protein(,
defektni regulaci kanalu nebo defektni prenos kandlem. DNA analyza umozriuje v 90 % pfipad( pfimou DNA diagnostiku CF
a prenatalni diagnostiku z bunék plodové vody nebo biopsie trofoblastu.

Symptomatickd Iécba CF je zaméfena na substituci exokrinni sekrece pankreatu, na zkapalnéni sekrett zlaz dychaciho
traktu, na prevenci a terapii infekci cest dychacich. Klonovani genu CFTR otevielo mozZnost somatické genové terapie.
V experimentalnich systémech se ukdzalo, Ze inserce normalniho CFTR genu do bunék s defektnim transportem



chloridovych iontt mZe korigovat defekt. V disledku toho byly zapocaty klinické zkousky s vnesenim normalniho genu do
plic prostfednictvim adenovirovych nebo podobnych vektord.

4. DEFEKT STRUKTURY BUNEK
Prikladem klinické manifestace mutaci gent pro strukturni proteiny jsou Duchennova muskularni dystrofie (DMD) a
Beckerova muskularni dystrofie (BMD).

DMD a BMD jsou X vazana dédi¢na onemocnéni, postihujici kosterni svaly a v mensi mife i sval srde¢ni a hladké svalstvo.
Pacienti s DMD jsou po porodu bez potizi. V pribéhu détstvi se projevuje chabost svall nohou, takZe obtizné vstavaji ze
drepu. Lytka jsou hypertrofickd (tukova pseudohypertrofie). Postizeni CNS se projevuje snizenim IQ v priméru o 20 boda.
Svalova slabost se postupné zhorsuje, takZe v dospivani jsou pacienti upoutani na koleckové kieslo a umiraji okolo 20. roku
véku na selhani srdecni nebo selhani dychani. V séru nemocnych je zvySena hladina sérové kreatinkinasy, ktera je projevem
destrukce svalu (unika z odumrelych svalovych bunék). Ve svalové biopsii postizenych lze prokazat specidlnim barvenim
zmény struktury sval(l. U Zen prenasecek je manifestace ovlivnéna inaktivaci X chromosomu. Mohou mit mirné svalové
potize, zvySenou hladinu kreatinkinasy a histologicky prokazatelné postizeni nékterych svalovych vldken. Spolehlivost téchto
vysetieni pro vylouceni nosi¢stvi DMD je omezena.

DMD u Zen je vzacna, postihuje Zeny s karyotypy 45,X0; 46,XY (testikularni feminizace) nebo s deleci kratkych ramen X
chromosomu. Studium osob se strukturnimi zménami X chromosomu pfrispélo k lokalizaci genu pro DMD.

BMD je mirnéjsi, s pozdéjsim nastupem klinickych projev(, pomalejsi progresi a umozriuje doziti i vy$siho véku.

Populaéni frekvence DMD je okolo 1 : 3 500, z toho 10-15 % pfipad( odpovida BMD. Tato vysoka frekvence DMD je
udrZovana v populaci vysokou frekvenci novych mutaci. Tfetina pfipadi je podminéna novymi mutacemi. Cetnost mutaci
DMD genu 1 x 10’4je jedna z nejvyssich znamych. Gen DMD je jeden z nejvétsich znamych gend ¢lovéka (pfiblizné 2.5 Mb).
Je jednim z prvnich gend, které byly identifikovany metodami pozi¢niho klonovani, je lokalizovan na Xp21.

DMD a BMD jsou zpusobeny mutacemi ve stejném lokusu. Zavaznéjsi pribéh DMD je podminén posunem ¢teciho ramecku
zatimco u BMD delece postihuje vétsinou nasobky tripletl (nebo celé exony) a k posunu ¢teciho rdmecku proto nedojde.
Pacienti s BMD tak produkuji modifikovany ¢astecné funkcni protein. Transkript genu je mRNA dlouha 14 kb a produktem
translace je dystrofin sloZzeny z 3685 AMK. Dystrofin je v nepatrném mnozstvi lokalizovan na cytoplasmatické strané
bunécné membrany (sarkolema) svalovych bunék.

Stabilizuje membranu a pravdépodobné udrzuje strukturdini integritu cytoskeletu buriky (ukotvuje molekuly aktinu

v cytoskeletu). Jestlize v dlsledku mutace neni dystrofin produkovan, buriky postupné hynou. Dystrofin je jen jednim z vice
proteind, které jsou specifické pro stavbu a funkci svalu. Jeho objeveni zdaleka neodhalilo pficiny vSsech myopatii.

Metody molekularni genetiky umoZnuji spolehlivou diagnostiku DMD a detekci heterozygotnich Zen. Postup je viak
vzhledem k velikosti genu pracny a nakladny. Ma v3ak rozhodujici vyznam v prenatalni diagnostice. Genova terapie je
predmétem studii na fadé pracovist. Potyka se s dvéma hlavnimi problémy, a to je velikost genu a nutnost vpravit gen nejen
do kosternich svald, ale také do bunék svalu srdce. Jako vektory DMD genu jsou mimo jiné testovany adenoviry v pokusech
na mysich a urcita zlepseni byla dosazena i mikroinjekcemi cDNA dystrofinu.

5. ONEMOCNENI{ ZPUSOBENA DYNAMICKYMI MUTACEMI
Prikladem je expanze trinukleotid(i CAG uloZenych v kédujici oblasti pfislusnych gent (kéduje glutamin). Zplsobuje napt.

Huntingtonovu choreu, spinobulbarni muskularni atrofii (Kennedyho choroba), nékteré typy spinocereberdlni ataxie a dalsi.

Huntingtonova chorea (HD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni s pozdnim nastupem (penetrance zavisla na
véku), charakterizované ztratou kontroly pohybu a psychickymi problémy véetné progrese demence (ztrata svalové
koordinace, zmény osobnosti, ztrata kontroly télesnych funkci, smrt). Doba nastupu onemocnéni je riznd, obvykle se
neprojevuje pred 30. rokem véku. V rodokmenu se projevuje jako autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni. Gen je
uloZen na 4. chromosomu (4p) a kdduje protein — huntingtin.

Expanze CAG ma za nasledek expresi proteinu s dlouhym polyglutaminovym traktem. V dusledku toho dochazi k tvorbé
toxickych proteinovych agregatl v neuronech a jejich hynuti. Normalni pocet CAG repetic je 10-26, jedinci s 27-35
repeticemi jsou zdravi (premutace), ale je velka pravdépodobnost, Ze pti pfenosu do dalsi generace dojde k jejich expanzi.
40 a vice repetic CAG zplsobuje onemocnéni (plna mutace). Pfi pfenosu z generace na generaci dochazi k anticipaci, to



znamen3, Ze v naslednych generacich se znak manifestuje ¢asnéji nebo je pribéh onemocnéni tézsi. Bylo také pozorovano,
Ze k vétsi expanzi repetic dochazi pti prenosu alely od otce a s tim také souvisi Casnéjsi nastup onemocnéni.

Pric¢inou rady dalSich onemocnéni jsou expanze trinukleotidovych repetic (CTG, CGG, GAA a dalsich), které jsou ulozeny
mimo kddujici sekvence gen(. Expanze pravdépodobné znemozni transkripci bud zménou struktury chromatinu v daném
misté nebo methylaci promotord ptislusnych gena. Prikladem jsou syndrom fragilniho X, Friedrichova ataxie, myotonicka
dystrofie, nékteré typy spinocerebelarni ataxie a dalsi.

Syndrom fragilniho X je jednou z nejéastéji se vyskytujicich dédicnych forem mentalni retardace. Vyskytuje se prevazné u
muzl s frekvenci 1/4000, Zeny jsou postizeny méné ¢asto (1/8000). Pacienti maji charakteristicky vzhled — odstavajici velké
usni boltce, podlouhly oblicej, zvysenou pohyblivost kloubll a makroorchidismus (u chlapct). Stupen mentalni retardace je u
Zen mirnéjsi a variabilnéjsi nez u muz(. Cytogenetickym vysetfenim bunék kultivovanych v médiu s nizkym obsahem
kyseliny listové Ize u pacientd prokazat na X chromosomu v lokalizaci Xq27.3 misto (nekondenzovany Usek), které se mélo
barvi a bylo pokladano za zlom, proto je v ndzvu pouzit pojem fragilni X.

Onemocnéni se dédi recesivné ve vazbé na X chromosom, ale stépné pomeéry v rodinach se od standardnich pravidel
dédi¢nosti odchyluji. Cast zen pirenasedek je mirné mentalné retardovand, ale bez somatickych zmén.

Nizky stupen penetrance a variabilita v expresi Zen je vysledkem ¢innosti normalniho chromosomu X a zavisi i na variacich

v inaktivaci X. Cast muzil fraX pouze prendsi (prenaseci), aniz se u nich projevi klinické pfiznaky. Bylo zjisténo, e matky
prenasecl maji postizenou mnohem mensi ¢ast synll neZ jejich dcery. Dcery prenasecll jsou zdravé, ale jejich synové mohou
byt mentélné postizeni. Tento jev, ktery neodpovida pravidlim X vazané dédi¢nosti, se nazyva paradox Shermanové.

Vysvétleni paradoxu Shermanové pfinesla analyza genu FMR1 (fragil-X mental retardation). Gen je lokalisovan na Xq27.3
(FRAXA) a je pomérné maly (okolo 0,5 kb). Ukazalo se, Ze v 5‘ neprekladané oblasti genu se vyskytuje Usek opakovanych
tripletd CGG v poctu 6-50 kopii u zdravych jedinct. Jedinci postizeni syndromem fragilniho X maji 230 — 1 000 i vice kopii
CGG repetic (plnd mutace). U muzl prenasecu a jejich dcer se pocet CGG repetic pohybuje v rozsahu od 50 do 230
(premutace).

PFi pfenosu premutace na potomstvi Zenami dochazi k vzniku plné mutace, ke zmnozZeni tripletd CGG aZ na 4 000. Pri
preddvani premutace potomstvu muzi je obvykle zmnozZeni tripletd malé nebo Zadné.

Produkt genu FMR1 — protein FMRP — mda domény, které se vazi na RNA a pravdépodobné se Ucastni transportu mRNA

z jadra do cytoplasmy a mozna i regulace translace. Gen je intenzivné transkribovdn v mozku a testes.

U jedincl s plnou mutaci neni v burikach prokazana mRNA (genu FMR1), coz svéd¢i o potlaceni transkripce genu. Déje se to
pravdépodobné mechanismem metylace CGG repetic véetné metylace CpG ostrivki v 5 oblasti genu.

V blizkosti popsaného fragilniho mista byla objevena dalsi sekvence CGG tripleti s moznosti zmnoZeni a projevy fragility X
chromosomu i oligofrenii. Toto misto bylo pro odliseni oznaceno FRAXE (gen FMR2). Tato mutace je podstatné vzacnéjsi nez
FRAXA.

6. MITOCHONDRIALNi CHOROBY
MtDNA podléha mutacim s mnohem vyssi frekvenci (10x vyssi) neZ jaderna DNA. Pravdépodobné je to zplisobeno

nedostatkem DNA opravnych systémi a moznym poskozenim mtDNA volnymi radikaly, které se uvolnuji v pribéhu procesu
oxidativni fosforylace. Mutace v mtDNA mohou vést k nékterym dédi¢nym onemocnénim, které vykazuji maternalni
prenos. Je to proto, Ze pfi oplozeni u Zivocichll v€etné ¢lovéka nepredavaji spermie mitochondrie do zygoty. Mutace mtDNA
postihuji proces oxidativni fosforylace a proto se projevuji predevsim ve tkanich citlivych na nedostatek energie a souviseji
s fadou degenerativnich onemocnéni, napt. CNS, sval(i, srdeéni tkané, edokrinniho systému, ledvin a jater. Rada protein(
mitochondrii je kddovana jadernou DNA. Proto mohou byt defekty struktury a funkce mitochondrii podminény i mutacemi
jaderné DNA a dédit se klasickym mendelovskym zptsobem.

Pribéh a zavaznost onemocnéni zplsobenych mutacemi mtDNA zavisi na fadé faktord. Mezi jinymi i na tom, jaky je pomér
normalnich a mutantnich molekul mtDNA v burikach. Kazda burika organismu obsahuje stovky mitochondrii a kazda
mitochondrie obsahuje nékolik (az 10) molekul DNA. Z hlediska obsahu buriky jsou zavedeny dva pojmy: homoplasmie —
vsechny molekuly mtDNA v bunce jsou normalni nebo mutované a heteroplasmie — burika obsahuje normalni i mutované
molekuly mtDNA. Jejich pomér pak urcuje zdvaznost postiZeni a je pfic¢inou variability projevi mitochondrialnich
onemocnéni.



Je zndma fada mitochondridlnich onemocnéni a jejich pocet stale vzrista. Mohou byt klasifikovany na zakladé typu mutace
zpUsobujici onemocnéni. Klasickym pfikladem je Leberova hereditarni neuropatie optiku (LHON). Nej¢astéjsi mutaci (50 %
nemocnych s Leberovou neuropatii optiku) je missense mutace v genu kédujicim protein, ktery katalyzuje pfenos elektronu
z NADH na koenzym Q (nt 11778G>A).

Onemocnéni je vzacné (1 : 50 000) a je charakterizovano vyvijejici se ztratou vidéni az k oboustranné slepoté jako dusledek
degenerace optického nervu. Onemocnéni postihuje Castéji muze jesté pred 25. rokem véku. Heteroplasmie je vzacna,
takZe exprese je relativné uniformni a rodokmeny s timto postizenim vykazuji mitochondrialni dédi¢nost.

Dalsimi ptiklady dasledkd bodovych mutaci jsou substituce v genech pro tRNA. Zpusobuji napf. myoklonickou epilepsii
doprovazenou demenci, ataxii (nekoordinované svalové pohyby) a myopatii (MERRF syndrom). Jinym prikladem substituce
v genu pro tRNA je mitochondridlni myopatie a encefalopatie s epizodami podobnymi mrtvici (MELASD syndrom).

Substituce v mitochondrialnich genech pro rRNA mUiZe mit za nasledek jednu z forem hluchoty.

7. PRIONOVE CHOROBY
Priony (protein infection) jsou ¢astice schopné vyvolat onemocnéni. Jou tvoreny pouze proteiny a presto mohou byt

prenaseny vertikalné (familiarni choroby) i horizontalné (na ostatni jedince) a vyvolavat zejména choroby nervového
systému, tzv. prionové choroby.

U ¢lovéka je znamo zatim nékolik téchto chorob:
1. Creutzfeldt-Jacobova choroba charakterizovana demenci, doprovazena psychickymi poruchami a koncici smrti
2. Gerstmann-Straussler-ScheinkerQv syndrom
3. kuru, postihujici kanibaly na Nové Guineji
4. familidrni nespavost

U zvifat jsou to napf. scrapie u ovci, nemoc silenych krav a dalsi.

Normadlni savci prion je bunécny glykoprotein (PrPC) sloZeny z 253 aminokyselin, ktery je u ¢lovéka kédovan genem na
kratkém raménku 20. chromosomu. Jeho konformace je odlisna od infekéniho prionu (PrP>), prestoZe oba maji stejnou
aminokyselinovou sekvenci. Interakce PrP* s PrP® zméni konformaci norméalniho prionového proteinu na konformaci, ktera
je patogenni. To se projevi uklddanim abnormalnich protein(, tzv. amyloid(i v postiZzenych burikdch. Patogenni prion je
rezistentni vici proteasdm, vici UV zafeni, ma sklon k shlukovani a nevyvolava imunitni odpovéd. Obé formy jsou soucasti
povrchovych membran bunék, zejména neurond. Dosud neni pfesné znamo, jakym zplsobem vznika neurotoxicka forma
proteinu.

Problematika onemocnéni podminénych prionovymi partikulemi je intenzivné studovana, protoze ziskané poznatky mohou
ovlivnit pochopeni a [é¢bu dalSich degenerativnich onemocnéni.

65. GENETICKA INFORMACE MITOCHONDRIi, MITOCHONDRIALNi CHOROBY

MITOCHONDRIALNi GENOM
Eukaryotické buriky obsahuji kromé jaderného genomu jesté genetickou informaci obsazenou v cytoplasmatickych

organelach zejména v mitochondriich (a chloroplastech). Mitochondrie patfi do skupiny semiautonomnich bunécnych
organel, maji vlastni DNA a jsou schopné autoreprodukce. Tyto organely jsou povaZzovany za predchidce prokaryotickych
organismu, které byly ziskany primitivnimi eukaryoty a Zily s nimi v symbiotickém vztahu. Jejich genom je velmi odlisny od
jaderného genomu a pfipomina usporadani genomu prokaryotického. Vétsina somatickych bunék ma velké mnozstvi
mitochondrii, vyjimkou jsou nékteré terminélné diferencované buriky (napf. kozni), které mitochondrie nemaji. B€hem
mitotického déleni buriky se mnoZzstvi mitochondrii ndahodné rozdéli do obou dcefinnych bunék. Pti oplozeni vajicka
predava spermie pouze svij jaderny genom, mitochondridlni nikoliv. Zygota tedy obsahuje matefské mitochondrie a proto
se mitochondrialni genom dédi maternalné.

Mitochondrie maji vyznacny podil v energetickém metabolismu buriky. Ziskavaji energii procesem oxidativni fosforylace
cukrd a tukl a predavaji ji bunéénému metabolismu ve formé maroergnich fosfatovych vazeb ATP.



Usporadani genomu mitochondrii se odliSuje od jaderného genomu eukaryotické buriky a je podobné usporadani genomu
prokaryot. Na jednu mitochondrii pfipada zhruba 10 molekul DNA. Genom mitochondrie tvofi cirkularni dsDNA (obsahuje
16 569 bp).

Jeji kompletni nukleotidova sekvence je zndma. Retézce DNA maji odli$né sloZeni basi, takze se rozlisuje tézky fetézec (H),
bohaty na guaniny a lehky Fetézec (L) bohaty na cytosiny. Maly tisek DNA je tvoren trojvlaknovou DNA, ktera vznika
opakovanou syntézou malého useku tézkého retézce (7S DNA). Genom mitochondrii obsahuje 37 gent, z nichz 22 kdéduje
mt tRNA, 2 kéduji rRNA (23S, 16S), které jsou slozkami malé podjednotky mitochondrialnich ribosomu a 13 gend kéduje
polypeptidy, které jsou syntetizovany na ribosomech mitochondrii. Tyto polypeptidy (cytochrom B, 7 podjednotek NADH
dehydrogenasy, 3 podjednotky cytochromoxidasy a 2 podjednotky ATPasy) jsou soucasti komplex( oxidativni fosforylace a
podileji se na vzniku ATP. Vétsina polypeptidl potiebnych k oxidativni fosforylaci je vSak kddovana jadernymi geny,
translatovana na cytoplasmatickych ribosomech a poté je importovana do mitochondrii.

Geneticky kéd mitochondrii vykazuje nékteré odliSnosti od univerzalniho genetického kédu. Napf. obsahuje 4 terminacni
kodony — UAA, UAG, AGA, AGG, z nichZ posledni dva koduji v jaderném genomu arginin; kodon UGA kdduje tryptofan (v
jaderném genomu je to stop kodon) a kodon AUA kdduje methionin misto isoleucinu.

Mitochondridlni genom kdduje vSechny rRNA a tRNA, které potfebuji k proteosyntéze.

Mitochondrie disponuje pouze 22 tRNA, které rozpoznavaji 60 kodon(, proto kazda tRNA musi byt schopna rozlisit nékolik
raznych kodonu. Antikodony osmi tRNA rozeznavaji rodiny ¢tyr kodonl, které se lisi pouze basi na treti pozici tripletu,
ostatni rozpoznavaji pary kodond, které jsou identické v prvnich dvou pozicich basi a na tfeti pozici tripletu se vyskytuje bud’
purin nebo pyrimidin.

MITOCHONDRIALNi CHOROBY
MtDNA podléhd mutacim s mnohem vyssi frekvenci (10x vyssi) neZ jaderna DNA. Pravdépodobné je to zplisobeno

nedostatkem DNA opravnych systémud a moznym poskozenim mtDNA volnymi radikaly, které se uvolniuji v priibéhu procesu
oxidativni fosforylace. Mutace v mtDNA mohou vést k nékterym dédi¢nym onemocnénim, ktera vykazuji maternalni
prenos. Je to proto, Ze pfi oplozeni u Zivocichll véetné ¢lovéka nepredavaji spermie mitochondrie do zygoty.

Mutace mtDNA postihuji proces oxidativni fosforylace a proto se projevuji predevsim ve tkanich citlivych na nedostatek
energie a souviseji s fadou degenerativnich onemocnéni, napt. CNS, svalQ, srdecni tkané, endokrinniho systému, ledvin a
jater. Rada protein( mitochondrii je kédovéna jadernou DNA. Proto mohou byt defekty struktury a funkce mitochondrii
podminény i mutacemi jaderné DNA a dédit se klasickym mendelovskym zplsobem.

Pribéh a zdvaznost onemocnéni zplsobenych mutacemi mtDNA zavisi na fadé faktor(. Mezi jinymi i na tom, jaky je pomér
normalnich a mutantnich molekul mtDNA v burikich. Kazda burika organismu obsahuje stovky mitochondrii a kazda
mitochondrie obsahuje nékolik (aZ 10) molekul DNA. Z hlediska obsahu buriky jsou zavedeny dva pojmy: homoplasmie —
vSechny molekuly mtDNA v burice jsou normalni nebo mutované a heteroplasmie — burika obsahuje normalni i mutované
molekuly mtDNA. Jejich pomér pak urcuje zdvaznost postiZeni a je pric¢inou variability projevi mitochondrialnich

onemocnéni.

Je zndma fada mitochondridlnich onemocnéni a jejich pocet stale vzrista. Mohou byt klasifikovany na zakladé typu mutace
zpUsobujici onemocnéni. Klasickym prikladem je Leberova hereditarni neuropatie optiku (LHON).

Nejéastéjsi mutaci (50 % nemocnych s Leberovou neuropatii optiku) je missense mutace v genu kédujicim protein, ktery
katalyzuje prenos elektronu z NADH na koenzym Q (nt 11778G>A). Onemocnéni je vzacné (1 : 50 000) a je charakterizovano
vyvijejici se ztratou vidéni az k oboustranné slepoté jako disledek degenerace optického nervu. Onemocnéni postihuje
Castéji muZe jesté pred 25. rokem véku. Heteroplasmie je vzacna, takze exprese je relativné uniformni a rodokmeny s timto
postizenim vykazuji mitochondridlni dédi¢nost.

Dalsimi ptiklady disledkd bodovych mutaci jsou substituce v genech pro tRNA. ZpUsobuji napf. myoklonickou epilepsii
doprovazenou demenci, ataxii (nekoordinované svalové pohyby) a myopatii (MERRF syndrom). Jinym pfikladem substituce
v genu pro tRNA je mitochondridlni myopatie a encefalopatie s epizodami podobnymi mrtvici (MELASD syndrom).
Substituce v mitochondrialnich genech pro rRNA mize mit za nasledek jednu z forem hluchoty.



66. PRIMA DIAGNOSTIKA DEDICNYCH CHOROB ANALYZOU NUKLEOVYCH KYSELIN

Metody pfimé DNA diagnostiky umoznuji pfimo zachytit a identifikovat mutaci zodpovédnou za onemocnéni u postizenych
ve sledované rodiné. Podminkou pfimé DNA diagnostiky je znalost lokalizace genu a znalost jeho standardni sekvence.

V ramci populace bylo ve vétsiné testovanych gen( identifikovano rozsahlé spektrum mutaci (aZz stovky rtiznych mutaci).

Z toho vyplyva, Ze nékterda onemocnéni mohou byt u nepfibuznych jedincd zplsobena rliznymi mutacemi ve stejném genu.

U vétsiny osob recesivné podminénym onemocnénim se vyskytuji dvé rlizné mutace (na rizném misté) ve stejném genu,
kazda na jednom homolognim chromosomu. Tito jedinci jsou oznacovani jako sloZzeni heterozygoti. Jind onemonéni mohou
byt zplsobena jednou nebo nékolika malo mutacemi, které jsou charakteristické pro uréitou populaci. U nékterych
onemocnéni bylo zjisténo, Ze existuje korelace mezi genotypem a manifestaci onemocnéni. Ukazalo se, Ze mutantni fenotyp
Casto zavisi na lokalizaci mutace v genu a typu mutace.

Pti pfimé DNA diagnostice je vySetfovani v rodiné zahajeno u postizeného jedince nékterou z déle popsanych metod.
Vysetreni zacina v Usecich genu s nejvyssim vyskytem mutaci a pfi negativnim vysledku pokracuje postupnym testovanim
vSech Useku genu. Tento postup mize byt zdlouhavy zvlasté u velkych gen( (napf. gen pro cystickou fibrosu, ktery obsahuje
250 kb). Po zjisténi mutace u postizeného jsou vysetreni ostatni ¢lenové rodiny cilené na vyskyt této mutace. Toto vySetieni
je jiz rychlé a jeho vysledkem je stanoveni nosi¢stvi mutované alely u osob v riziku se 100 % pravdépodobnosti. Nékdy je
mozné na zakladé lokalizace a typu identifikované mutace predvidat i zavaznost klinickych projeva.

METODY DETEKCE MUTACI

Mutace v genu lze zachytit celou fadou metod. Tyto metody vétsinou stanovi diferenciace mezi sekvenci DNA pacienta a
popsanou standardni sekvenci, aniz rozliSuji mezi fenotypovymi projevy. Metody detekce mutaci Ize rozdélit do nékolika
skupin.

a) Metody, které zachyti jakoukoliv odchylku od standardni sekvence DNA

Vétsina téchto metod vyuziva PCR. Pfevaznou Cast genl vSak nelze vzhledem k jejich velikosti (aZ tisice kb) vysetfit v jedné
reakci. Proto jsou pomoci zvolenych parl primerd postupné amplifikovany jednotlivé Useky genu. Pocet amplifikovanych
oblasti je zavisly na velikosti genu. U stfedné velkych gend (tisice bp) muZe vySetfeni kddujici oblasti genu vyZadovat vice
nez 50 amplifikac¢nich reakci. Amplifikované Useky genu jsou pak testovany na pfitomnost mutace nékterou z nasledujicich
metod.

HETERODUPLEXNi ANALYZA

Metoda je zaloZena na detekci chybného parovani basi (mismatch), ke kterému dochazi pfi hybridizaci komplementarnich
vlaken DNA standardniho a mutantniho typu. Vznikaji tak hybridni molekuly DNA, tzv. heteroduplexy. Proto se tento typ
analyzy nazyva heteroduplexni analyza (HA). Heteroduplexy se vytvéreji v mistech s delecemi nebo inzercemi nékolika basi
(smycka na jednom vlakné) i v mistech se substitucemi jednoho nebo nékolika nukleotidd (bublina). Mohou vznikat jiz

v pribéhu cykll PCR, jestlize testovana DNA obsahuje dvé rizné alely. Heteroduplexy Ize pfipravit tepelnou denaturaci
produktu PCR a naslednym zchlazenim na teplotu, pfi niz dochazi k renaturaci. Vysledkem je vznik dvou typt homoduplext,
standardniho a mutantniho, a dvou rliznych heteroduplex.

Vyuziti heteroduplexni analyzy je uvedeno na prikladu vysettfeni rodiny s vyskytem AD onemocnéni.

U postizenych ¢len( rodiny byla touto metodou zjisténa mutace pfi analyze produktu PCR ¢asti exonu 15 genu B. Nasledné
sekvenovani této oblasti prokazalo deleci 5 bp postihujici kodony 1309-1311. Vysledky elektroforézy ukazuji, ze
heteroduplexy se vyskytuji kromé postizenych jedincl také u dvou osob v riziku ve tfeti generaci. Tyto osoby jsou proto
nositeli mutace genu B, kterou zdédily od svych postizenych rodicd. Ostatni jedince tfeti generace lze z nosi¢stvi mutované
alely genu B vyloucit.

METODA DGGE

Metoda DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) je rovnéz zalozena na analyze heteroduplext. Spociva v tom, Ze
heteroduplexy a homoduplexy pfipravené podobnym postupem jako u heteroduplexni analyzy migruji pfi elekroforéze
gelem, ktery obsahuje linearné se zvysujici mnozstvi denaturacnich Cinidel (urea a formamid).



Elektroforéza probiha pri konstantni zvySené teploté. Migrace pokracuje az do mista v gelu, kde se vlakna DNA zacinaji od
sebe separovat. Je to v misté, kde koncentrace denaturacnich Cinidel odpovida teploté (Tm — melting), pri které dochazi
k ¢astec¢né denaturaci vySetfovaného fragmentu DNA. Tm je teplota, pfi které je polovina vlaken dvousroubovice DNA
disociovana nebo denaturovana. Zavisi na nukleotidové sekvenci fragmentu PCR. Migrace parciadlné denaturovaného
fragmentu DNA se znacné zpomali nebo zastavi. DNA heteroduplexy jsou méné stabilni a proto se jejich vldkna ¢astecné
separuji dfive neZ vlakna homoduplexu. V disledku toho zpomali svou mobilitu v gelu a migruji do jiné pozice.

Za optimalnich podminek je DGGE vysoce citlivd metoda, ktera zachyti nejen delece a inzerce jednoho nebo malého
nukleotid(, ale i diferenciace v jednom paru basi (substituce) mezi standardnim a mutantnim vliaknem DNA. K optimalizaci
podminek je mozné vyuzit pocitatovych program(l zejména s ohledem na sekvenci vysetfovaného Useku DNA a volbu
primerl pro PCR. V soucasné dobé je Siroce vyuzivana metoda DHPLC (Denaturing High Performance Liquid
Chromatography), ktera je podobné jako DGGE zaloZena na abnormalnich denaturacnich profilech heteroduplexu.

METODA SSCP

Metoda SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) je zaloZena na analyze jednovlaknovych DNA molekul.
Jednovldknova DNA ma tendenci vytvaret tfirozmérnou strukturu (konformaci) stabilizovanou slabymi intramolekularnimi
vazbami (vodikovymi mustky). Elektroforeticka mobilita takovych struktur v gelu zavisi nejen na jejich délce, ale také na
jejich konformaci, ktera je dana slozenim sekvence DNA. Metoda opét vyuziva metody PCR.

Amplifikovany Usek DNA je denaturovan a nanesen na polyakrylamidovy gel. Jestlize je ve vySetfovaném Useku DNA
pfitomna mutace, pak jednovlaknové DNA zaujmou odlisnou konformaci a to se projevi jejich odliSnou pohyblivosti v gelu
ve srovnani s kontrolnimi vzorky vldken DNA.

Vldkna DNA je mozné zviditelnit stfibfenim mezi radioaktivhim znacenim oligonukleotidd pro PCR. SSCP je jednoducha
metoda, je vSak méné citliva neZ DGGE (70-80 % zachyt mutaci). Je to zplsobeno tim, Ze diferenciace v konformaci mohou
byt tak malé, Ze neovlivni mobilitu vidken DNA v gelu.

RT - PCR (Reverse transcriptase PCR)

Pti vyuZiti tohoto pfistupu je vychozim materidlem izolovana RNA, ktera je konvertovana do cDNA pomoci enzymu reversni
transkriptasy a amplifikovana PCR. cDNA je pak testovana nékterou z vySe uvedenych metod na pfitomnost mutace. Tento
pristup ma fadu vyhod: umoZriuje testovat vétsi useky nez je priimérna velikost jednotlivych exond, zachyti aberantni
sestfih nebo aktivaci kryptického mista sestfihu, které jsou pfi testovani genomické DNA mnohem obtiznéji detekovany.
Prace s RNA je vsak obtiznéjsi, protoZe RNA je rychle degradovana. DalSimi nevyhodami tohoto pfistupu je i to, Ze sledovany
gen nemusi byt v dané tkani exprimovan a nékteré mutace zpUsobuji znacnou nestabilitu RNA (pak je u heterozygota
zachycena pouze normalini alela).

METODA PTT

Metoda PTT (Protein Truncation Test) je specificka pro detekci mutaci, které maji za nasledek vznik pred¢asného
terminacniho kodonu a tim zkraceni proteinového produktu (mutace posunové, mutace nesmysiné, mutace sestfihu).

Z izolované RNA (mRNA) je reverzni trnskripci a naslednou PCR (RT-PCR) ptipravena cDNA a pak je provedena transkripce a
translace in vitro. Velikost proteinového produktu je testovana elektroforeticky a srovnana s délkou standardniho produktu.
Test je pouzitelny pro vysetfovani téch gend, v nichZ se vétsinou vyskytuji mutace posunové a nesmysiné, a ve kterych jsou
vzacné mutace ménici smysl kodonu. Podle velikosti proteinového produktu Ize urcit pribliznou lokalizaci detekovanych
mutaci ve vysetfovaném genu.

METODY SEKVENOVANI

Metody sekvenovani spolehlivé ohali odchylky v nukleotidové sekvenci DNA. V souc¢asné dobé jsou hojné vyuzivany, coz
umoznila zejména automatizace celého procesu v genetickych analyzatorech. V zavislosti na velikosti genu je bud' sekvenace
pouzita pfimo k odhaleni mutace nebo se u velkych genl sekvenovani pouziva v zavérecné fazi vysetieni genu, poté, co je
nékterou z dfive popsanych metod zjisténa mutace a urcena jeji pfibliznd lokalizace. Pak je sekvenovan pouze Usek genu

s prokazanou mutaci.

ZACHYT VELKYCH DELECI
Delece, které postihuji cely exon(y), vétsi ¢ast genu nebo cely gen nejsou popsanymi metodami mutacni analyzy zjistitelné
(detekovana oblast neni amplifiikovana v PCR). Takové delece Ize zachytit metodou Southern Blotting nebo jinymi



modernimi metodami. V pfipadé velmi rozsahlych deleci (nékolik megabasi) Ize vyuZzit metodu FISH nebo CGH
(Comparativni Genomicka Hybridizace). Jinym pfistupem je vyuziti kvantitativni PCR, kdy je mérena akumulace produktu
v pribéhu PCR v redlném case a srovnana se standardem. Proto se tento proces nazyval real time PCR.

REAL TIME PCR

Tato technika umoznuje presné zjistit pocet kopii urcitych sekvenci nukleové kyseliny v burikach a tkanich. To je dllezité

v mnoha oborech mediciny i bunécné biologie, napf. pfi zjisténi hladiny virové infekce, poctu kopii amplifikovaného
onkogenu v nadorovych burikach nebo zmény v hladiné specifické mRNA pri embryogenezi apod. Konvencni metody jako je
Southern a Nothern blotting nebo PCR jsou pro tento tGcel pouZitelné, ale jsou nepfesné. Real time PCR umoZnuje
monitorovat mnozZstvi produktu DNA v kazdém cyklu PCR.

Kvantifikace molekul RNA vyZaduje vytvoreni cDNA reverzni transkripci. K monitorovani syntézy PCR produktu je mozné
pouzit nékolik metod, které vyuZzivaji fluorescenci. Reakce se odehrava v modifikovaném termalnim cykleru se
zakomponovanym spektrofotometrem, ktery méri fluorescenci v PCR.

DNA CIPY

Jednou z nejslibnéjsich modernich metod detekce mutaci je pouziti DNA ¢ip (DNA chips, microarrays). Maji mnoho
vhodnych vlastnosti véetné miniaturizace a vyuziti automatického pocitatového hodnoceni vysledkd. Umozriuji rychlou
analyzu velkého poc¢tu mutaci v jedné reakci.

b) Metody detekce specifickych mutaci

Vysetieni vzorku DNA na pfitomnost znamé specifické mutace je jednodussi nez vyhledavani neznamé mutace v genu.
Metody, které umoznuji urcit specifickou mutaci Ize pouZit u téch onemocnéni, kde ma vétsina postizenych osob v populaci
jednu nebo omezeny pocet mutaci.

Prikladem takovych onemocnéni je srpkovita anemie, kde se vyskytuje v 6. kodonu beta — globinového genu substituce A >
T (GAG = GTG), cysticka fibrosa s nejcastéjsi mutaci v evropskych populacich — delta F508 v genu CFTR, achondroplasie s
mutaci v kodonu 380 (G380R) genu FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor).

Mezi pouzitelné metody patfi:

MUTACNE SPECIFICKY POLYMORFISMUS V DELCE RESTRIKENICH FRAGMENTU (PCR-RFLP)

V nékterych pripadech mutace vytvaii nebo rusi restrikéni misto pro urcity restrikéni enzym a zaroven je pricinou
onemocnéni. Metodou PCR je amplifikovan Usek DNA s restrikénim mistem, nasleduje restrikce specifickym restrikénim
enzymem a gelova elektroforéza. Velikost produktd PCR zjisténa na gelu odhali pfitomnost nebo absenci mutace v dané
sekvenci.

ASO

Alelné specifické oligonukleotidy (ASO — Allele-Specific Oligonucleotide probes) jsou syntetizovany k detekci bodové
nukleotidové diferenciace v sekvenci DNA. Jsou to kratké retézce 15-19 nukleotidd komplementarni k ¢asti sekvence genu,
kterd obsahuje misto se zaménou nukleotidu. Po oznaceni (radioaktivné izotopem P32) je Ize poufZit jako kratké sondy DNA,
které hybridizuji s amplifikovanou cilovou DNA. Pouzivaji se obé mozné sekvence ASO dané oblasti: komplementarni ke
standardni DNA a k mutantni sekvenci DNA. Kazda sonda je hybridizovana s testovanou DNA separatné. Lze vyuZzit
klasického postupu Southernovy hybridizace nebo bodové hybridizace (dot-blot).

Existuji i metody, které vyuZivaji aleIné specifické primery pro PCR.

c) Diagnostika expanze trinukleotid

Nékteré choroby clovéka souviseji s expanzemi trinukleotidovych sekvenci. DNA diagnostika v pfipadé Huntingtonovy
choroby (HD) spociva v amplifikaci (PCR) oblasti genu, ktera obsahuje repetice (CAG)n a elektroforéze produktd PCR v
polyakrylamidovém gelu. Pocet téchto repetic souvisi s rozvojem onemocnéni. Pfi pouZiti vhodného velikostniho markeru
Ize odedist pocet repetitivnich jednotek (pocet 40 aZ vice nez 100 repetic odpovida plné mutaci). Syndrom fragilniho X je
podminén expanzi repetice CGG. Pii DNA diagnostice tohoto syndromu Ize PCR pouzit jen pro detekci standardnich nebo
premutantnich alel. PIné mutace jsou velmi dlouhé (stovky a tisice CGG repetic) a maji vysoky obsah GC, proto se Spatné
amplifikuji. Jsou proto detekovany postupem Southerovy hybridizace.



67. NEPRIMA DIAGNOSTIKA DEDICNYCH CHOROB ANALYZOU NUKLEOVYCH KYSELIN

Neprima DNA diagnostika je historicky prvni diagnostika na trovni analyzy DNA. Umoznuje urcit, zda jedinec zdédil
chromosomovou oblast, ktera obsahuje mutovany gen, aniz je pfesné identifikovana mutace zplsobujici onemocnéni. Je
zaloZena na principech vazebné analyzy genetického markeru a genu, jehoz mutace jsou pfi¢inou onemocnéni v rodiné.

K vazebné analyze jsou vyuZivany markery, které jsou lokalizovany v tésném sousedstvi nebo uvnitf sledovaného genu a

s vlastnim onemocnénim nesouviseji. Jako markery jsou vyuzivany polymorfismy DNA: RFLP, VNTR, STR. Tyto markery jsou
spolu se sledovanym genem prenaseny z rodi¢d na potomky. Po stanoveni vazebné faze v rodiné lze vyuZzit marker k uréeni,
zda osoby v riziku zdédily mutovany ¢i normalni gen. Pfedpokladem vyuZiti této metody je ovérena klinicka diagnoza.

Cilem je:

e Rozlisit chromosomy rodicd, z nichZ jeden muiZe prenaset mutovany gen. Tzn. najit polymorfismus, ktery je ve
vazbé se sledovanym genem, a pro ktery je rodi¢ heterozygot. V optimalnim pripadé je tedy rodi¢ — nositel
mutace — dvojnasobny heterozygot pro sledovany gen i pro molekularni marker.

e  Zjistit, kterd z alel markeru segreguje s mutovanou alelou sledovaného genu. To Ize zjistit vySetfenim dalSich
pribuznych v rodiné, postizenych i zdravych. Pomoci zvolenych markerd zjistit, ktery chromosom byl pfenesen na
probanda, eventudlné na dalsi ¢leny rodiny, zejména osoby v riziku.

Z uvedeného vyplyva, Ze pfi nepfimé diagnostice musi byt vySetfeny vzorky DNA co nejvétsiho poctu ¢lenl rodiny. Vysetreni
musi byt nejméné dva postizeni v rodiné a dalsi pfibuzni véetné zdravych partnerd. Jen tak je mozné sledovat segregaci
chromosomd se zvolenym polymorfismem DNA a mutaci ve sledovaném genu. Pak je mozné uréit, zda osoby v riziku zdédily
mutantni ¢i normalni alelu s vysokou pravdépodobnosti, ktera je zavisla na sile vazby mezi markerem a mutaci zpusobujici
onemocnéni. Jedna se o vazebnou studii, proto nelze opomenout moznost rekombinace mezi sledovanym genem a
markerem. Vyhodné je pouZit intragenovy marker (napf. mikrosatelitovy v intronu), kde je pravdépodobnost rekombinace
minimalni. Velikost chyby v diagndze v dusledku rekombinace mdze byt znacné zredukovéna tim, Ze jsou pouzity dva (nebo
vice) markery lokalizované na opacnych koncich sledovaného genu. Vzniklou rekombinaci Ize pomoci markeru zjistit a
vyloucit tak faleSnou predikci.

Popsand metoda je pomérné rychla a spolehliva, ma vsak nékteré nevyhody. VySetieni nemusi pfinést ocekavany vysledek,
tzn. nemusi byt informativni. O informativnosti rozhoduji pouzité markery eventudlné pouzité sondy. Markery vazané se
sledovanym genem, zjisténé u matky a otce, nejsou vzdy odlisné, (tj. jedinec je pro né homozygotni) a vySetfeni potom neni
informativni. Pak je nutné hledat a testovat jiné markery a vysetieni je pracnéjsi. Provedeni nepfimé DNA diagnostiky je
zavislé na dostupnosti DNA rodicl a dalsich pfibuznych probanda. Ziskani téchto vzork( neni vzidy jednoduchou zéleZitosti,
nebot néktefi pfibuzni mohou byt jiz mrtvi, jini odmitaji spolupracovat.

VYUZITi POLYMORFISMU DNA K NEPRIME DNA DIAGNOSTICE
VyuZziti popsanych polymorfism{ DNA Ize demonstrovat na pfikladech presymptomatické DNA diagnostiky napf. v rodinach

s autosomalné dédi¢nou chorobou.

DETEKCE RFLP

Zaména nukleotidu vedouci k RFLP neni vétSinou sama o sobé zodpovédna za vznik onemocnéni. Vétsinou je to neutralni
zména bez funkcnich nasledkl. Vzacné jsou vsak znamy pripady, kdy mutace vedouci ke zméné restrikéniho mista maze byt
zaroven pric¢inou onemocnéni.

Tyto polymorfismy se dédi podle mendelovskych pravidel a jsou spolu se sledovanym genem pfendseny z rodi¢ na
potomky. Proto mohou byt v rodiné vyuZity k ,,identifikaci“ chromosomu a slouZit jako markery pfi sledovani prenosu
standardnich i mutantnich alel genu, s kterym jsou ve vazbé. Za timto ucelem je vyhodné pouzivat ty markery RFLP, pro néz
jsou jedinci ¢asto heterozygotni.

Obr. 7.44 demonstrue vysetieni klasickou metodou detekce RFLP Southernovou hybdridizaci

a) V sousedstvi sledovaného genu B jsou dvé konstantni a jedno variabilni misto rozpoznavané restrikcnim enzymem Pst1.
Variabilni misto je oznaceno hvézdickou. Po restrikci Pst1 vznikaji u heterozygota 3 fragmenty 3 kb, 4,3 kb a 1,3 kb dlouhé.
Pro hybridizaci je pouzita extragenova sonda, ktera hybridizuje s fragmenty 3 kb a 4,3 kb dlouhymi. Relativni vzdalenost
mezi markerem a genem B je 5 cM.



b) V rodiné jsou tfi postizeni a Sest osob v 50 % riziku nosi¢stvi mutované alely. V dolni ¢asti obrazku je schematicky
znazornéno elektroforetické rozdéleni restrikcénich fragment( u vySetfovanych ¢lend rodiny. Z vysledkd vyplyva, ze
mutovana alela genu B je v rodiné prenasena s alelou A2 zvoleného markeru. Ve druhé generaci je vySetreni v ¢asti rodiny
neinformativni. U jedinct 11/1, 11/2 a IlI/3 nelze Fici, zda alelu markeru A2 zdédili od postizeného otce nebo od zravé matky.
Vysetieni musi dale pokracovat hledanim jinych marker(, pro které je rodina informativni. V pravé ¢asti rodokmenu lze
vysledky interpretovat jednoznacénéji. Jedinci I1/4 a 11/6 zdédili od své postizené matky alelu markeru A2 s mutovanou alelou
genu B a je proto nutné u nich oéekdvat rozvoj onemocnéni. Osoba I1/5 tuto alelu nezdédila (je A1/A1). V této Casti rodiny je
vySetieni informativni. Je vSak nutné uvézit, Ze v oblasti markeru a genu B dochdzi k rekombinacim s pravdépodobnosti 5 %.
Spolehlivost predikce je proto 95 %.

Na Obr. 7.45 je priklad vysetieni rodiny testované metodou PCR-RFLP

a) V exonu 11 genu B byl popsan polymorfismus C/T v nukleotidu 1458. Pfitomnost T vede ke vzniku variabilniho
restrikéniho mistra pro enzym Rsal (GTAC). Po amplifikaci oblasti s timto variabilnim mistem vznika fragment dlouhy 215
bp. Po stépeni tohoto fragmentu restrikénim enzymem Rsal vznikaji v pfitomnosti specifické sekvence GTAC fragmenty 130
bp a 85 bp dlouhé.

b) Z elektroforetického rozdéleni restrikénich fragmentu u vySetfenych ¢lend rodiny vyplyva, Ze mutovana alela genu B je ve
vazbé s alelou R2 vySetfovaného polymorfismu. Osoba Il/3 zdédila od svého postizeného otce alelu markeru R1 s nizZ je ve
vazbé standardni alela genu B a nemusi se proto obavat vzniku onemocnéni (alelu R2 zdédila od zdravé matky). Dcera I1/4
zdédila alelu R2 od otce i od matky, od otce vsak spolu s mutovanou alelou genu B a Ize proto ocekavat, Ze se u ni
onemocnéni rozvine. Jedna se o intragenovy polymorfismus, proto je pravdépodobnost rekombinace minimalni. Vysledky
jsou vzdy ovérovany vysetienim dalSich systému polymorfisma.

DETEKCE MIKROSATELITU

Na obr. 7.46 je priklad rodiny, u niZ bylo provedeno vysetieni polymorfismu (CA)n v lokusu oznaceném D5S5346.

Tento lokus lezi 30 — 70 kb distalné od genu B. V této rodiné byl po amplifikaci (metodou PCR) tohoto Gseku DNA
jednotlivych ¢lenl rodiny zjistén vyskyt 5 alel (oznacenych 1-5) s rGznym poctem repetic. Z vysledkud vysetfeni v dolni Casti
obrazku lze usoudit, Ze mutovana alela genu B je ve vazbé s alelou 3 vySetfovaného markeru (CA)n. Osoby v riziku (I11(2,
111/4) tuto alelu nezdédily a proto je vysoce pravdépodobné, Ze se u nich onemocnéni nerozvine. Pravdépodobnost
rekombinace je v tomto pfipadé minimalni, protoZze marker leZi v tésné blizkosti genu B. Pro ovéreni vysledku a vylouceni
diagnostické chyby je vhodné vysetfit jesté jiny polymorfisus (CA)n, nejlépe umistény v blizkosti druhého konce genu B.
Popsané zplsoby DNA diagnostiky je mozné vyuZit i pro ostatni typy dédi¢nosti (AR, GR), k stanoveni rizika postizeni osob
nebo identifikaci pfenasecek mutované alely v pfipadé GR onemocnéni.
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68. FYZICKE METODY GENOVEHO MAPOVANi

Fyzické mapovani urcuje umisténi geni na chromosomech, pficemz vzdalenosti mezi nimi jsou vyjadieny poc¢tem basi (na
rozdil od genetickych map, kde vzdélenosti jsou relativni). VyuZiva k tomu celou fadu metod véetné metod cytogenetickych
a molekularné genetickych technik. Lokalizace Sirokého spektra polymorfnich markerd vytvofi ,,zachytné body“ po celém
genomu (napf. restrikéni mapa), mezi néz pak lze umistovat rlizné sekvence DNA vcéetné gen(. VSechny pfistupy vedou

k vytipovani kandidatnich oblasti a posléze kandidatniho genu, ktery je dédle analyzovan za ucelem potvrzeni, Ze se
skutecné jedna o hledany gen. Kandidatni geny jsou geny, jejichz charakteristiky naznacuji, Ze mohou byt zodpovédné za

genetické onemocnéni.

1. CYTOGENETICKY PRISTUP

Je historicky nejstarsi a vyuziva situaci, kdy je onemocnéni (fenotyp) spojeno s vyskytem néjaké cytogenetické abnormality,
jako je delece, duplikace, translokace, ale i pfirozené variace chromosomu atd. Dele¢ni mapovani bylo napf. vyuzito

k lokalizaci genu pro retinoblastom, Prader-Willi a Angelmaniv syndrom a radu dalsich. Rozsah delece je u rliznych
pacientl rGizny a tak srovnani deleci u mnoha pacient( vede k zuZeni velikosti oblasti, kde se hledany gen nachazi.

Podobné byly vyuZzity translokace pfi mapovani genu pro neurofibromatosu 1 (NF1), Duchennovu muskularni dystrofii
(DMD), kde byla vyuZita translokace mezi chromosomem X a autosomy u postizenych Zen apod.



Existuje rada variaci vyuzZiti cytogenetickych metod, napf. delece a duplikace maji za nasledek snizeni nebo zvyseni hladiny
produktu hledaného genu (napf. enzymu), coz Ize v mnoha pfipadech prokazat biochemickymi metodami. Hybridizace in
situ je molekuldrné cytogeneticka metoda, jejiz modifikaci je fluorescenéni hybridizace in situ (FISH). Urcity Gsek DNA, jehoz
lokalizaci chceme zjistit, Ize pomoci technik rekombinantni DNA pouZit jako sondu a na podkladé hybridizace sondy

s fixovanymi metafazickymi chromosomy urcit jeho chromosomalni pozici.

2. SOMATICKA BUNECNA HYBRIDIZACE
Je zaloZena na tom, Ze somatické buriky riznych Zivocisnych druhtd mohou v tkanové kulture spolu fuzovat a vytvaret

hybridni buriky. Fize je umoZnéna pfitomnosti latek, napf. polyethylenglykolu nebo Sendai viru v tkanové kulture. Takové
hybridni buriky byly vytvoreny spolecnou kultivaci mysi a lidské buriky, nebo buriky kiecka a ¢lovéka. Po fuzi bunék se
nejdrive vytvari heterokaryon, posléze dochazi k fuzi jader a vznika synkaryon obsahujici sady chromosomd obou druh(. Pfi
fuzi vznikaji kromé hybridnich bunék i hybridi bunék stejného pivodu — homokaryony, ty vétsinou hynou, a nékteré buriky
nefuzuji viibec. Proto je nutné nejprve heterokaryony vyselektovat nékterym ze selekénich mechanismd, napf. pouzitim
selekéniho media (HAT médium — hypoxanthin, aminopterin, thymidin).

Hybridni buriky se déli a v pribéhu naslednych mitéz dochazi ke ztraté nékterych lidskych chromosoma (mysi sada zGstava
kompletni, pro¢ tomu tak je, neni jasné). Vysledkem je, Ze v rGznych bunécnych hybridech je zachovan v idedInim pripadé
jeden, vétsinou viak nékolik malo lidskych chromosomd, které Ize cytogenetickymi metodami urit.

Za ucelem mapovani konkrétniho genu je testovan cely panel bunécnych hybridd rlznymi zplsoby. V pfipadé, Ze gen
kdduje enzym, testuje se pritomnost enzymu, nebo mize byt lidsky protein odlisen od mysiho produktu elektroforeticky
apod. Nyni se vyuziva zejména specifickych sond DNA k prikazu genu (Southern blotting nebo PCR) a fada dalSich postupd.

Mapovani s vyuZitim radiaénich hybridd
Predstavuje modifikaci somatické bunécné hybridizace. Hybridni buriky s jednim lidskym chromosomem jsou ozareny (X

nebo y zareni), v disledku toho dochazi k mnoha zlomdm chromosoma. Nasledné fuze s burikami hlodavct vedou ke vzniku
radiaénich hybrid(, ktefi obsahuji malé fragmenty lidskych chromosom fizovanych s chromosomy pouzitého hlodavce.
PFitomnost lidskych chromosom( mdze byt zjisténa detekci Alu sekvenci, které se nalézaji v lidskych chromosomech.
Detekce hledaného genu je podobna jako u somatickych hybridd.

3. FUNKCNi KLONOVANI
V nékterych pfipadech je znam produkt genu zplsobujici genetické onemocnéni pred tim, neZ je identifikovan gen (napf. B-

globinovy polypeptid a srpkovita anémie). Potom je mozné odvodit sekvenci cDNA ze sekvence aminokyselin v daném
polypeptidu a pouzit ji jako sondu za ucelem prohledani knihovny a odhaleni cDNA a posléze lokalizovat gen popsanymi
metodami. cDNA mUze byt klonovana do expresniho vektoru a vnesena do hostitelskych bunék. Vznikajici produkt muizZe byt
identifikovan napft. protildtkou namifenou proti danému proteinu a v pfipadé pozitivni reakce je tak dokazano, ze
analyzovana cDNA predstavuje hledany gen.

4. pozIENi KLONOVANI
Castéji vak nastava pripad, kdy je pouZita vazebna analyza s vyuZitim polymorfnich marker( (a vétsinou patologického

fenotypu) a gen je lokalizovan do vétsi ¢i mensi oblasti chromosomu (nékolik Mb nebo vice) — je definovana kandidatni
oblast. Takova oblast obsahuje mnoho gent oddélenych nekddujici DNA a musi byt dale analyzovana, aby byl identifikovan
hledany gen. Tento proces se dfive nazyval reverzni genetika, nebot postup je opa¢ny funkénimu klonovani (nevychazime
z produktu genu, nemusime ho ani znat).

Nejprve je uréena priblizna pozice genu metodami genetického mapovani (vazebna analyza, rekombinacéni frakce mezi
hledanym genem a polymorfnim markerem, obvykle oblast 1 — nékolik cM), pak nastupuji metody fyzického mapovani

s cilem presné lokalizace a identifikace genu a uréeni jeho funkce. To znamena vytvofit klony DNA z kandidatni oblasti,
identifikovat vSechny geny, podrobit je mutacni analyze a ovéfit, Ze mutace kandidatniho genu jsou pfitomné u postizenych
jedincd. Po vytipovani kandidatni oblasti spociva dalsi postup ve vytvoreni klonl DNA a shromazdéni série Usek( sekvenci
DNA v dané oblasti, které se navzajem castecné prekryvaji svymi koncovymi ¢astmi. Na zdkladé toho Ize nalézt sousedni
fragmenty a seradit je ve spravném poradi. Tyto Useky prekryvajicich se sekvenci se nazyvaji kontigy a po jejich sefazeni je
vytvorena kontigova mapa (contig map). Sekvence DNA v blizkosti vdzaného markeru (PCR primery pouzité k amplifikaci
STRP markeru) mohou vyt vyuzity jako sondy k vyhledavani ¢aste¢né se prekryvajicich segmentl DNA v genomové
knihovné. Identifikovany prekravajici segment DNA je pak sdm vyuZit jako sonda k vyhledani dalSiho prekryvajiciho se



segmentu atd. Urceni prekryvajicich se oblasti mezi segmenty DNA muZe byt usnadnéno mapovanim tisicd tzv. sequence
tagged sites (STSs).

STSs jsou definované, vétsinou nepolymorfni jedinecné sekvence zhruba stovky bp (nebo nékolik malo stovek bp), jejichz
chromosomaini lokalizace je znam3, a které |ze detekovat pomoci specifické PCR. Vytvareji fyzické pozice znamé sekvence
po celém genomu a jejich vyskyt na rlznych segmentech DNA naznacuje prekryvani mezi segmenty.

Souhrnné Ize Fici, Ze pozi¢ni klonovani zahrnuje izolaci ¢astecné se prekryvajicich segmentl DNA z genomovych knihoven
podél chromosomu s cilem zachytit hledany gen. V soucasné dobé je vétsina sekvenci lidského genomu dostupna

v pocitacovych databazich.

Jak nalézt v prohledavané oblasti gen?
Kromé prohledavani souc¢asnych databazi genli s ohledem na kandidatni oblast je moZné nasledujicimi postupy.

a) VyuZiti konzervovanych sekvenci DNA

Kédujici sekvence, ktera ma néjakou dalezitou funkci obvykle neni v prabéhu evoluce pfilis zménéna.

Je stejna nebo témér stejna u rliznych Zivocisnych druhd, tedy konzervovana. Chceme-li otestovat, zda je urcita sekvence
konzervovana, lze z ni vytvofit sondu, ktera je pouzita k hybridizaci s DNA rGznych druhd. Tento pfistup neidentifikuje pfimo
hledany gen, ale informuje o tom, zda je segment DNA soucasti kddujiciho genu.

b) Identifikace ostrivku CpG
CG dinukleotidy mohou vytvaret CpG ostriivky (CpG islands) v regulaénich oblastech genti (5 oblast gent). Uéastni se
regulace transkripce procesem metylace, zejména metylace cytosinu. Pfiblizné 60 % lidskych genu (v€etné témér vsech

housekeeping genl) nema CG dinukleotidy metylované. Identifikace série CpG ostrivkl ¢asto naznaduje, Zze zkoumana
sekvence obsahuje kédujici gen.

¢) Identifikace exonti

Pritomnost exonu() mlzZe byt detekovdana inzerci sekvence do plasmidového vektoru, ktery je transkribovan

v kvasinkovych nebo savcich burnikdch — exon trapping. Vektor obsahuje 2 exony a intron. Zkoumany fragment DNA je
vloZen do intronu vektoru a vnesen do hostitelské buriky, kterd obsahuje vSe potiebné pro transkripci. Vznikla mRNA
podléha Gpravam (sestfih), pfi nichz jsou vSechny sekvence kromé exon(l odstranény. Zralda mRNA je izolovana a
konvertovana do cDNA. cDNA sekvenci Ize amplifikovat s vyuZitim PCR a urdit jeji délku. Jestlize zkoumana sekvence DNA
obsahuje exon (y) vznika vétsi fragment nez v pripadé, kdy exony neobsahuje. Jinou technikou je pfima selekce cDNA.
Testovana sekvence DNA je inzertovana do YAC. YACs jsou hybridizovdny s cDNA klony, které jsou ziskany z cDNA knihovny.
Jestlize dochazi k hybridizaci, pak testovand sekvence obsahuje exony, protoZe cDNA je tvofena pouze kddujici DNA.

d) K identifikaci genu mohou rovnéz prispét analyzy Zivocisnych modeld lidskych patologickych stavi

V pfipadé, Ze gen pro urcity znak, napf. onemocnéni, je identifikovan u jiného Zivoc¢isného druhu (napt. mysi), Ize vyuzit
vétsi ¢i mensi homologie v sekvenci DNA mezi rlznymi Zivo¢isnymi druhy a pomoci molekularné genetickych technik odhalit
a izolovat lidsky homolog. Ten se stava kandidatnim genem, Ize urcit jeho lokalizaci napf. metodou FISH a dale ho
analyzovat.

e) Pocitacovd analyza sekvence DNA

Pocitadova analyza byva nékdy oznacovana jako vyzkum in silico. Pocitacové programy mohou testovat danou sekvenci na
pritomnost rGznych signdll naznacujicich pfitomnost genu: iniciani mista transkripce, stop kodony, hranice intron-exon a
dalsi. Tento postup napomohl napft. identifikaci genu PKD1 pro polycystickou chorobu ledvin. Pti identifikaci genl hraji
duleZitou roli pocitacové databaze. Testovana sekvence je srovnavana se sekvenci v databazi (ta mdze byt odvozena od
gend, jejichZ funkce je znama nebo z tkanoveé specifické exprese). Sekvence v databazich nabizeji fadu dalSich pristupt

v identifikaci genu.

f) Mutacni analyza
Poté, co je ¢ast kddujici sekvence DNA izolovana, je podrobena mutacni lyze. To znamena hledani mutaci s vyuzitim rliznych

technik, napt. SSCP, DGGE, HA nebo pfimé sekvenovani DNA. JestliZze testovana sekvence DNA obsahuje hledany gen, pak
by mély byt mutace nalezeny u postizenych jedincd, zatimco u zdravych nikoliv.



g) Mereni genové exprese

Jednim z moZnych ovéreni toho, Ze gen je zodpovédny za dané onemocnéni je testovani jeho exprese v rlznych tkanich.

Z tkané je izolovana mRNA a hybridizovana se sondou vyrobenou z genu (Northern blotting). Jestlize je testovany gen
aktivni v tkanich, které jsou pfi onemocnéni postiZeny, Ize uvaZzovat, Ze mutace v tomto genu jsou pricinou onemocnéni (je
to vsak pouze pomocny vysledek, jsou nutné dalsi dikazy, Ze tomu tak je). K testovani genové exprese mlze byt Uspésné
vyuZita mikrocipova technika.

Jiné testy zahrnuji inzerci normalni sekvence DNA do defektnich bunék ziskanych z postizeného jedince (nebo Ize vyuzit
zvireci modely). Jestlize je defekt korigovan, je velmi pravdépodobné, Ze sekvence predstavuje hledany gen.

69. MAPA LIDSKEHO GENOMU, HUMAN GENOME PROJECT,
VYSLEDKY A VYUZITi

MAPA LIDSKEHO GENOMU
Lidsky genom je souborem veskeré DNA infromace v jednotlivych burnkach. Projekt mapovani lidského genomu zacal

v laboratofi Los Alamos a Lawrence Livermora jiz v roce 1983, kdy se zacaly vytvaret knihovny jednotlivych DNA klond.
Zakladem vyzkumu bylo sekvenovani nahodnych ¢asti genom u dobrovolnikd. Jednalo se o etnicky rliznorodé skupiny.

Jednotlivé ziskané sekvence byly nasledné pomnozeny ve vhodnych vektorech (zejména E. coli) do nékolika miliont kopii —
vznikaly tak tzv. bakterialni umélé chromosomy. Ziskal se tak vzorek sekvenci, které na sebe vsak nenavazovaly

v odpovidajicim poradi. Toto poradi bylo uréovano nasledné pomoci algoritmi za vyuziti velmi vykonnych pocitaca. Ty
zpracovaly mnoho milionli dat a pomoci porovnavani jednotlivych ¢asti lidskych genoma urcily poradi jednotlivych pard
bazi. Ty odpovidali kone¢nému poctu viech 23 pard chromosomul.

Prvnimi sekvenovanymi lidskymi chromosomy byly 16. a 19. chromosom, stalo se tak v roce 1995.
O dva roky pozdéji (1997) doslo k sekvenovani kompletniho genomu E. coli.

Diky mezinarodni spolupraci jednotlivych vyzkumnych tym0 doslo k relativné ,,rychlému” zmapovani lidského genomu.
V roce 2000 bylo ozndmeno dokonceni pracovni verze kompletniho lidského genomu — vyzkum tedy trval 17 let. V projektu
bylo popsano na 80 000 lidskych genl. Béhem skladani a sekvenovani genomu bylo pouZito na 300 sekvencerd.

se jedna o projekt, ktery vzbuzuje mnoho pochybnosti v oblasti etické a moralni. Nej¢astéjsi obavy jsou spojeny se
zneuZzivanim informaci o genomech jednotlivych lidi. V nich jsou totiz zakédovany také mnohé nemoci a postiZeni nositele.

UZITi GENOVEHO MAPOVANI

e Do budoucna se pocita s uplatnénim v oblasti véasné diagnostiky riznych genetickych onemocnéni a predpokladl
k nim.

. V rdmci rozvoje farmakogenomiky by se jednotlivé Iéky mohly pfipravovat individualné pro jednotlivé pacienty
tak, aby neposkozovaly pacienta.

. Zlepsi se odhadovani zdravotnich rizik mutagennich nebo kancerogennich latek, coz muze vést ke snizeni rizik
postizeni.

. Lepsi identifikace v soudnim Iékarstvi pomoci DNA.

HUMAN GENOME PROJECT (Projekt lidského genomu)
V roce 1990 byl zapocat mezinarodni kolaborativni projekt, ktery byl planovan na 15 let a stanovil si 3 hlavni Ukoly:

1. vytvofit genetickou mapu markert
2. vytvorit fyzickou mapu
3. zkomplementovat sekvenci 3 bilionl par( basi lidského genomu

Odpovédnost za koordinaci projektu byla vloZzena do rukou HUGO (Human Genome Organisation).

Mapa marker( byla jiz zkomplementovéana a zahrnovala mnoho tisic polymorfism lokalizovanych po celém genomu. Mezi
né patfi RFLP, VNTR a STRP, které nalézt v intervalu v priméru mensim nez je 1 cM. Dalsi, dobfe pouZitelné, jsou SNP,
kterych je identifikovano vice nez 4 miliony.



Rovnéz je kompletni fyzicka mapa znamych STS (sequence tagged sites), které jsou v genomu rozmisténé zhruba ve 100 kb
intervalech. Tato mista jsou nepostradatelna pfi experimentech pozi¢niho klonovani pfi umisténi sekvenci DNA do
spravného poradi.

Na sekvenaci lidského genomu se podilely jak laboratofe HUGO, tak soukromé spolecnosti (Celera Genomics). Pristupy

k feSeni se vSak u obou lisily. V rdmci HUGO byl nejdriv vytvoren systém prekryvajicich se klonovanych segmentt DNA. Tyto
useky byly klonovény do vektord BAC a PAC, uréeno potadi na zakladé prekryvajicich se oblasti DNA a jejich chromosomalni
lokalizace. Kazdy Usek DNA byl potom rozstépen na malé restrikéni fragmenty a sekvenovan.

Soukroma spolecnost pracovala s mnohem mensimi Useky DNA, které klonovala do plasmidovych vektord. Kazdy isek DNA
byl sekvenovan a na zakladé hledani prekryvajicich se koncovych oblasti byla sestavovana pomoci pocitacového programu
delsi sekvence DNA.

V roce 2001 bylo obéma skupinami takto zpracovéno pfiblizné 90 % sekvence lidské DNA, kone¢na sekvence byla ozndmena
v roce 2003. Uspéchy v ramci projektu, zejména vytvoreni fyzické mapy, usnadnily pouziti pozi¢niho klonovani k identifikaci
gend. Pocet identifikovanych gen( utésené roste a s tim i moznosti genetické diagnostiky, vyroby genovych produktt
technikami rekombinantni DNA a |éCby specifickymi Iéky nebo vyuzitim genové terapie.

Bylo by vak mylné se domnivat, Ze vyzkum lidského genomu timto kon¢i. Naopak, je spiSe na zacatku, nebot je tfeba nejen

geny identifikovat, ale i porozumét jejich regulaci a expresi a charakterizovat sloZité interakce mezi geny samotnymi, mezi
jejich produkty a mezi prostredim.

70. GENOVA TERAPIE — PRINCIPY, SOUCASNE MOZNOSTI A JEJi PERSPEKTIVY

GENOVA TERAPIE

Pokracujici analyza lidského genomu a rozvijejici se techniky rekombinantni DNA umoznily vyzkum i v oblasti kausalni
terapie dédi¢nych i nedédic¢nych chorob. V soucasné dobé je znama rada klinickych pokusd o genovou terapii, které byly
schvéleny pro experimentdlni pouziti. Nejvétsi ¢ast tvori nddorova onemocnéni, nasledujici monogenni choroby, infekéni
onemocnéni a kardiovaskuldrni choroby. Genova terapie vsak zdaleka neni rutinni zéleZitosti a terapie dédi¢nych chorob je
stdle prevazné symptomaticka v zavislosti na projevech onemocnéni.

Genova terapie znamena pfimou modifikaci genetické vybavy v burikach pacienta. To vyZaduje dokonalou znalost genu,
jeho lokalizace, sekvence, regulaénich vztahid, mozZnost jeho izolace a dalSich manipulaci. Podle toho, které typy bunék jsou
modifikovany, Ize rozlisit zarodecnou a somatickou terapii.

ZARODECNA GENOVA TERAPIE

Pfedpoklada zasah v gameté nebo v zygoté nebo v burikdch embrya ve velmi raném stadiu vyvoje. Disledkem je, Ze
genetickd zména se nachazi ve vSech burikach vzniklého organismu, tedy i v bunikach, ze kterych vznikaji gamety a proto je
pfenosnd na potomky. V principu je zarodecna genova terapie u ¢lovéka mozna, ale provazi ji fada vyznamnych etickych i
jinych problému. Mezi né dosud patfi napt. nemoznost odhadnout dusledky takovych zdkrokl v naslednych generacich, i to,
Ze nasledné generace nemohou poskytnout informovany souhlas s genovou manipulaci (pficemz predpokladame
informovany souhlas pfi prvotnim zasahu). Proto je v fadé zemi zakonem zakazana a provadi se pouze na experimentalni
urovni vétSinou na zvirecich modelech.

SOMATICKA GENOVA TERAPIE

Znamena provedeni genetické zmény v somatickych burikach nebo tkanich ¢lovéka, které jsou vybrany podle povahy
onemocnéni. V soucasné dobé jsou vsechny genové terapie u ¢lovéka provadény na principu modifikaci somatickych bunék.
Manipulace v burkach Ize provadét mimo organismus (ex vivo terapie), tzn. buriky jsou odebrany do vhodného prostredi a
po provedené zméné, ovéreni a namnozeni jsou vraceny zpét do organismu.

V nékterych pfipadech Ize modifikovat buriky pfimo v organismu (in vitro terapie). In vivo terapie je vhodna zejména pro
buriky, které nelze kultivovat, nebo nemohou byt Uspésné odebrany nebo vraceny do organismu.

Vektor nesouci cizi gen by mohl byt vpraven pfimo do postizené tkané nebo do krevniho obéhu. U¢innost téchto postup( je
viak velmi mala.



Ne vsechny buriky jsou pro genovou terapii stejné pristupné. Nejvhodnéjsi jsou ty, které maji dlouhou délku Zivota,
proliferuji a Ize je snadno ziskat. Tyto poZadavky castecné spliuji napf. kmenové burky kostni diené.

Staly se proto prvnimi kandidaty pro genovou terapii. Problém vsak spociva v tom, Ze kmenové burky netvori vétsinu bunék
kostni drené a lze je izolovat velmi obtizné. | ostatni typy bunék jsou zkoumany z hlediska moznosti vyuziti pro genovou
terapii: kozni fibroblasty, svalové buriky, vaskularni endotelialni buriky, hepatocyty, lymfocyty a dalsi. Jejich nevyhodou je
kratsi Zivotnost a proto i krat$i uc¢inek genové terapie vyZzadujici opakované vpraveni modifikovanych bunék do organismu.

MODIFIKACE SOMATICKYCH BUNEK
Modifikace somatickych bunék zahrnuji nékolik pristup:

a) Vneseni funkéni kopie genu do bunék, zatimco mutantni gen z(stava nezménén.

b) Oprava mutantniho genu nebo umisténi fungujici kopie genu na misto mutantniho genu.
c) Cilena inhibice exprese genu.

d) Cilené zniceni specifickych bunék (vyznamné zejména u nadorovych bunék).

e) Zniceni specifickych bunék burikami imunitniho systému.

V pfipadé prenosu ciziho genu je cilem dlouhodoba exprese vneseného genu. Toho mlze byt dosazeno tehdy, jestlize se cizi
gen integruje do chromosomu hostitelské buriky a tyto buriky maji schopnost dalsiho déleni. Cizi gen se replikuje spolu

s ostatnim genomem a preddava do dcerinnych bunék. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze vétSinou dochazi k nahodné
integraci genu do genomu buriky, takze v kazdé burice miZe byt cizi gen zafazen na jiné misto. Vneseni ciziho genu mize
vyvolat i negativni ucinky. MGzZe dojit k ovlivnéni exprese stavajicich genl v misté integrace az k jejich inaktivaci (inzeréni
mutageneze) nebo k aktivaci sousednich gend, napf. protoonkogenu.

V pfipadé, Ze se vektor s cizim genem nezafadi do chromosomu hostitelské buriky nelze pocitat s dlouhodobou expresi
vneseného genu. Pak je nutné celou proceduru po urcité dobé opakovat.

ZPUSOBY VPRAVENI VEKTORU S CIZiM GENEM DO BUNEK
Existuje celd rada technik vpraveni ciziho genu do bunék. Mezi né patfi bunécné fuze, vyuziti kalcium fosfatu k naruseni
bunééné membrdny a tim umoznéni vstupu DNA do bunék, elektroporace, liposomy a pfimé vpraveni DNA do bunék. Mezi

nejvice vyuZivané vektory pro prenos DNA patii modifikované viry. Zadny z uvedenych zp(isob(l pfenosu genu viak neni
dokonaly, kazdy ma své vyhody a nevyhody.

VIROVE VEKTORY

Viry, které mohou zpUsobit u ¢lovéka onemocnéni jsou paradoxné kandidatnimi vektory pro genovou terapii, protoze
vyvinuly ucinné systémy, jak vpravit svoje genomy do lidskych bunék. Aby bylo zabrdnéno nezadoucim ucinktm virQ, musi
byt upraveny tak, aby se virus nemohl replikovat a infikovat buriku. Modifikace spociva v tom, Ze vétsina jejich genomu je
odstranéna a nahrazena kopii lidského genu s promotorovymi a regula¢nimi oblastmi. Virové vektory jsou pouzivany
zejména z dlvodu jejich vysoké ucinnosti.

a) Retrovirové vektory

Genom retrovirll je tvofen RNA, obsahuje tfi geny (gag, pol, env) a sekvenci ¢, ktera je rozpoznavana virovymi proteiny, coz
umozni zkompletovani virové partikule (,,zabaleni“ RNA do virovych obalt). Retroviry maji vlastni rezervni transkriptasu,
kterd po vstupu do hostitelské buriky umozni reverzni transkripci a vytvoreni cDNA.

Dvouvlaknovd cDNA je integrovana do genomu hostitelské burky. Pfistup k hostitelskym chromosom0m je mozny jen

v pfipadé, Ze je rozrusen jaderny obal a to se odehrava pfi bunécném déleni. Proto mohou retroviry infikovat pouze délici
se buriky. Buriky, které se nedéli (napf. zralé neurony) nemohou byt timto typem vektord modifikovény. Tato vlastnost
retrovird je vyhodna napf. pfi terapii nadord, kde délici se nadorové buriky mohou byt selektivné infikovany virovym
vektorem, zvlasté v tkani nedélicich se bunék (jako je napt. mozek).

Za ucelem terapeutického pouziti musi byt retroviry modifikovany tak, aby se nemohly replikovat a infikovat hostitele. To je
zajisténo vyuzitim rekombinantnich DNA technik. Vétsina retrovirového genomu (gag, pol, env) je odstranéna a nahrazena
normalni kopii lidského genu véetné jeho regulacnich sekvenci a polyadenyla¢niho signalu. Klonovaci kapacita retrovirQ je
priblizné 8 kb. Vektor s lidskym genem je vpraven do specidlnich bunék, které obsahuji pomocné viry nebo konstrukty, které
umozni vytvoreni mnoha kopii retrovird s insertem lidského genu (tzv. ,zabalovaci bunééné linie).



Modifikované retroviry jsou pak inkubovany se somatickymi burikami pacienta (napf¥. lymfocyty, kmenové buriky kostni
drené) pfi cemzZ dochazi k inzerci lidského genu do DNA hostitelskych bunék s pomérné vysokou ucinnosti. Tento typ
protokolu byl poufzit pfi terapii nékolika zavaznych onemocnéni, napfr. tézké kombinované imunodeficience (SCID). Mezi
vyhody retrovirovych vektort patfi stabilni a Gc¢inna integrace do genomu buriky, nevyhodou je ndhodna integrace se viemi
moznymi vyse zminénymi dusledky.

b) Adenovirové vektory
Adenoviry obsahuji dsDNA, kterd po vniknuti do buriky z(istdva v jadre, ale neintegruje se do jejiho genomu.

Adenovirovy vektor musi byt modifikovan podobnym zplisobem jako retrovirovy véetné uplatnéni funkce zabalovacich
bunéénych linii. V pfirozené situaci infikuji adenoviry zejména buriky dychacich organt a jejich vyhodou je, Ze infikuji i
buriky, které se nedéli. Toho bylo vyuZito napf. pfi terapii cystické fibrosy, kdy byl modifikovany adenovirus (s lidskym
genem CFTR) aplikovan epitelialnim burikam dychacich cest v podobé aerosolu (in vivo terapie). Nevyhodou tohoto postupu
je mala Gc¢innost a pouze prechodna exprese vneseného genu, takze vektor musi byt aplikovan opakované a dale to, Ze
vektor vyvoldva imunitni reakci organismu, ktera se stupnuje s opakovanym podanim vektoru.

¢) Adeno-asociované virové vektory

Adeno-asociované viry obsahuji ssDNA, jejiz replikace je zavisla na pfitomnosti adenovird. Jejich vyhodou je, ze
nevyvolavaji Zddnou imunitni reakci nebo jen velmi malou, a Ze mohou podobné jako adenoviry infikovat i nedélici se
buriky. Jejich genom je maly, takZe mohou pojmout pouze maly inzert (asi 5 kb). Byly vyuZity jako vektory pro prenos
lidského genu pro faktor IX osobam postizenym hemofilii B.

d) Lentivirové vektory

Lentiviry jsou komplexni retroviry, které na rozdil od jednoduchych retrovirl mohou infikovat i nedélici se buriky (do jadra
vstupuji otvory v jaderném obalu). Jejich klonovaci kapacita je cca 8 kb a integruji se stabilné do genomu hostitelské bunky.
Ptikladem lentiviru je HIV (Human Imunodeficiency Virus).

Problémy spojené s virovou genovou terapii
PrestoZe se genova terapie s vyuZitim virovych vektor( rozviji, stale pretrvavaji nékteré problémy.

1. Pfrechodnad exprese a nizka uroven exprese genu, ktera svédci o tom, Ze pouze ¢ast bunék inkorporovala normalni
gen.Prechodna exprese vsak mlze byt v nékterych pripadech vyhodou, napt. pfi potfebé vyvolat imunitni odpovéd proti
burikdm nadoru.

2. Obtizné ziskani specifickych bunék a tkani, které maji byt modifikovany, napft. neurony, které mohou byt zodpovédné za
onemocnéni centralniho nervového systému. Alternativné, vyvinout takové modifikace vektor(, aby vstupovaly pouze do
urcitych bunék.

3. Potieba presné regulace aktivity genu.
Pro terapii nékterych onemocnéni to neni nutné (napf. nadprodukce ADA — adenosindeaminasa), ale v nékterych pripadech
je presna regulace aktivity genu nezbytna (napf. thalassemie — pocet alfa a beta globinovych fetézca).

4. Potencialni nebezpeci inzeréni mutageneze a nadorové transformace buriky.

Néhodna inzerce viru do bunééného genomu muze ovlivnit regulaci sousedniho genu, napf. protonkogenu.

Riziko nadorové transformace buriky je sice vzacné avsak zcela redlné, jak se ukazalo napft. pfi IéCeni pacientli s SCIDX1 (X
vazana tézka kombinovand imunodeficience).U dvou pacientd z 11 se vyvinula leukémie, coz je pricitano inzeréni
mutagenezi zpUsobené retrovirovym vektorem.

5. Imunitni reakce organosmu proti virovému vektoru.

Nastava zejména pri opakované aplikaci virového vektoru, kterd je nutna z dlivodd pouze prechodné exprese preneseného
genu (napf. adenovirovy vektor, ktery se neintegruje do genomu buriky) nebo kratkého Zivotniho cyklu modifikovanych
bunék.



VEKTORY NEVIROVE POVAHY
Nevyhody spojené s genovou terapii prostfednictvim virovych vektord vedly k hledani jinych zplsobt vneseni ciziho genu
do bunék véetné jinych typl vektor(.

Relativné jednoduchy pristup predstavuje pfima injekce DNA do tkané (napr. svalova tkan) nebo nastreleni kovovych
Castic, které obsahuji DNA (,,genové délo“). Jinym pfistupem je spojeni DNA s molekulou, kterd je vpravovana do buriky
prostiednictvim receptoru na povrchu bunécné membrany (endocytosa). Pfi pouZiti téchto metod je vsak bud velmi mala
ucéinnost prenosu genu nebo neni DNA stabilné integrovana.

Mezi nejvice studované vektory nevirové povahy patfi liposomy. Jsou to uméle vytvorené Castice, tvorené fosfolipidovou
dvojvrstvou, které mohou pojmout pomérné velky inzert DNA. Liposomy mohou fuzovat s burikou (podobnost se strukturou
bunéénych membrén) a prenést tak DNA inzert do cytoplasmy. Neobsahuji peptidy, proto nevyvolavaji imunitni odpovéd,
avsak ucinnost prenosu genu je velmi mald. Vétsina liposom je v cytoplasmé degradovana a pfenesend DNA se integruje
do chromosomu s malou frekvenci.

BLOKADA EXPRESE GENU
V nékterych pfipadech je nutné zvolit jiny pfistup nez je vpraveni fungujiciho genu do bunék. Je to zejména tehdy, kdyz

produkty genu funguji v komplexech molekul (napf. dimery). V tom ptipadé mlze mutovany protein v komplexu negativné
ovlivnit jejich funkci. Teoreticky je moZzné mutovany gen destruovat nebo zabranit jeho expresi inhibici transkripce nebo
tvorby proteinu.

Existuje i moZnost ndhrady poskozeného genu homologni rekombinaci, nebo vyuziti dalSich pfistupl popsanych vyse, jako
je napf. antisense terapie, ribozymy (molekuly RNA mohou byt modifikovany tak, aby stépily sekvence mRNA, které
obsahuji mutaci a zabranily tak translaci a tvorbé mutantniho proteinu) a RNA interference. Pfedpoklada se, Ze v budoucnu
se RNA interference uplatni pfi [é¢eni virovych infekci, kardiovaskularnich chorob, nadort, endokrinnich onemocnéni a
mnoha dalsich.

UZITi GENOVE TERAPIE
Nejcastéjsim principem genové terapie je zaména funkéniho genu za gen mutovany. Nejvétsiho uZiti se metoda dockava u

monogenné podminénych nemoci — cysticka fibréza, hemofilie, muskularni dystrofie apod. S jejim pouzitim se vSak pocita i
v Iécbé nadorovych onemocnéni.

PODMINKY POUZITi GENOVE TERAPIE
e Znalost pfesné sekvence zkoumaného genu.
. Znalost priciny a patologického procesu vzniku onemocnéni (nedostatecné mnozstvi produktu, tvorba patologicky
puUsobiciho produktu mutovaného genu apod.).
. Vybér vhodného vektoru — nosice (retroviry, adenoviry).
. Souhlas pacienta.

SOUCASNE VYUZITi
V soucasné dobé je genova terapie stale uzivana spiSe vzacné. Pro¢? Dlvodem jsou pretrvavajici obavy o jeji bezpecnosti.
Jedna se stale o manipulaci s lidskou DNA, coz mdze vyvolavat i etické problémy.

V minulosti se objevilo nékolik ptipadd, kdy doslo k vaznému zdravotnimu postiZeni pacientl genové terapie. Evidovdno
bylo i nékolik imrti. Jednalo se pravdépodobné (ackoliv pfi¢iny se dlouhodobé zkoumaji) o masivni imunitni reakci
organismu na opakovanou aplikaci adenovir(.

Genova terapie je dnes uZivana spise u velice zavaznych chorob, které nemuzeme lé¢it jinym zplsobem a které vétSinou
konci letalné. Znacnou nevyhodou metody je jeji financni a technicka narocnost. V neposledni fadé panuji také obavy o vlivu
terapie na nadorové bujeni. Vnasené virové vektory mohou interferovat s jinymi oblasti DNA a pozménovat napfiklad
tumor supresorové geny nebo protoonkogeny.

DALSi APLIKACE GENETICKYCH POZNATKU A TECHNIK V TERAPII
Prohlubujici se znalosti molekularni genetiky lze vyuZit i ke zlepSeni stavajicich 1é¢ebnych postupd nebo k vyvoji novych

|é¢ebnych postupd.



Z tohoto hlediska zaznamenava velky rozvoj farmakogenetika. Cilem je zlepseni U¢innosti 1€k a odstranéni jejich
negativnich vedlejsich ucink(. U rdznych jedincd totiz existuji individudlni variace v odpovédi na podany |ék, kterd zavisi na
variacich v absorpci, distribuci, metabolismu a vylouceni léku. Tyto variace v odpovédi zaviseji pravdépodobné na
kombinaci polymorfismd v nékterych genech. Jiz dnes je znamo nékolik genetickych variant enzymu CYP450 (cytochrom
450), které ovliviiuji metabolismus Iékd. Napf. pti lé¢bé standardni davkou warfarinu jsou pacienti s variantou tohoto genu
ohrozeni krvacenim. Redeni spociva v genotypizaci polymorfism{ souvisejicich s G¢inkem vyuzitim &iptl, pomoci nich? je po
vyhodnoceni mozné urcit ucinné a bezpecné Iéky a vhodnou davku Iéku pro konkrétniho pacienta.

Kmenové buriky

Velmi aktuadlni je vyuZiti vhodnych kmenovych bunék nebo geneticky modifikovanych kmenovych bunék k obnové
poskozené tkané nebo organu. Kmenové bunky se vyskytuji v tkdnich ve viech stadiich vyvoje. Z embryonalnich kmenovych
bunék (ES — Embryonic Stem cell) vznikaji zarode¢né i somatické buriky organismu. Multipotentni kmenové buriky jsou jiz
tkanoveé specifické. Z nich vznikaji termindlné diferencované bunky, napf. svalové, nervové, zarodecné burky, diferencované
hematopoetické buriky a dalsi. S vyuzitim embryonalnich kmenovych bunék jsou problémy zejména etického charakteru.
Metoda pouZita za ucelem ziskani ES bunék vede k destrukci lidského embrya v ¢asném stadiu vyvoje a to je pro mnohé
nepfijatelny zpGsob ziskani embryonalnich kmenovych bunék.

Dalsim problémem pfi vyuZiti kmenovych bunék mize byt odhojeni transplantovanych darcovych kmenovych bunék. Tento
problém lze obejit transplantaci jadra ze somatické buriky budouciho recipienta do oocytu, z ného? je plivodni jadro
odstranéno. Ze vzniklé blastocysty jsou pak izolovany embryonalni kmenové buriky, jako zdroj budoucich diferencovanych
bunék uréenych k transplantaci bez rizika odhojeni. Tento pfistup se nazyva terapeutické klonovani.

Rekombinantni proteiny a vakciny

Produkce rekombinantnich proteind a vakcin je umoznéna pouzitim technik expresniho klonovani. Nejednodussim
hostitelem pro expresni klonovani lidského genu jsou bakterie. Nejsou viak idealnim hostitelem, nebot vzniklé proteiny se
od lidskych lisi, napf. v tom, Ze nejsou glykosylované. Pozornost se proto obraci k savéim expresnim systémm, jako jsou
bunécné kultury nebo transgenni ZivocCichové. Prvnim rekombinantnim proteinem byl lidsky inzulin, vytvoreny jiz v r. 1982.
Nasledovaly dalsi: rGstovy hormon, antihemofilicky faktor Vil a IX, a,B,y — interferony, erytropoetin a dalsi.

Genetickou modifikaci patogenniho mikroorganismu Ize vyrobit atenuovanou Zivou vakcinu, kterd maze byt bezpecné
pouzita. Uprava antigenu mdze napf. zarudit vétsi ,viditelnost” pro imunitni systém a vyvolani zesileni imunitni odpovédi.
Geneticky modifikovat Ize antigeny i protilatky a v dnesni dobé se zkousi jiz fada DNA a RNA vakcin. Jsou to plasmidy
aplikované intramuskularné a modifikované tak, aby exprimovaly antigen patogenu nebo nadoru a vyvolaly tak imunitni
odpovéd.

71. PRINCIPY TERAPIE DEDICNYCH CHOROB

V soucasné dobé se zkoumaji moZnosti genové terapie fady onemocnéni. Strucny prehled monogenné podminénych chorob
a strategii genové terapie viz tabulka.

Onemocnéni Cilové buriky Produkt inzertu
SCID Lymfocyty, kmenové bunky kostni diené Adenosindeaminasa
Hemofilie B Hepatocyty Faktor IX
Cysticka fibréza EpitelidIni buriky dychacich cest CFTR
Familidrni hypercholesterolémie Hepatocyty LDL receptor
Duchenova muskuldrni dystrofie Myoblasty Dystrofin
AIDS Ty lymfocyty Retrovirové mutace

DEFICIENCE ADENOSINDEAMINASY

Toto onemocnéni bylo jedno z prvnich, kde byla vyuZita genova terapie. Dédi se autosomalné recesivné, pacient ma
mutantni obé alely genu pro enzym adenosindeaminasu (ADA). Deficience tohoto enzymu ovlivriuje funkci bunék
imunitniho systému a zpUsobuje tézkou kombinovanou imunodeficienci (SCID — Severe Combined Immuno-Deficiency).
Pokusy Iécit toto onemocnéni s vyuZitim genové terapie byly poprvé provedeny v r. 1990. Jen v nékterych ptipadech vsak



byla Ié¢ba G¢innd. Gen byl inzertovan do retrovirového faktoru. Pacientovi byly odebrany T lymfocyty, stimulovany k rdstu
v tkanové kulture a transfektovany genem. Bunky, které nesly funkéni gen byly vraceny zpét do organismu. Proces vsak
musi byt opakovan, protoze T lymfocyty jsou zralé diferencované buriky, které jsou nahrazovany novymi burikami.
Alternativnim feSenim by byla transfekce prekurzorovych bunék kostni diené.

CYSTICKA FIBROZA

Cysticka fibrosa se projevuje zejména v burikach plic a stfeva. Prvni pokusy o genovou terapii byly podobné terapii ADA.
Pristup ex vivo nemohl byt vyuzit vzhledem k typu defektnich bunék. Jako vektor byl pouzit adenovirus, ktery ptirozené
infikuje buniky dychacich cest a z toho divodu byl amplifikovan v podobé aerosolu, ktery pacienti inhalovali. Nékteré virové
partikule byly schopné infikovat bunky respiracniho traktu, ale problémy spojené s adenovirovym pirenosem (zejména
imunitni reakce) vedly k hledani alternativnich reseni.

NADORY

Velka ¢ast klinickych protokold vyuZivajicich genovou terapii se tykd nddorovych onemocnéni (vice nez 60 %). Teoreticky je
mozné vyuZivat celé rady pristupl: zamezit rist nadorovych bunék nahradou defektniho tumor supresorového genu
fungujicim genem, inaktivovat onkogen a zamezit jeho expresi, zmanipulovat nadorové buriky smérem k apoptodze,
modifikovat nadorové buriky, aby byly vice imunogenni, vyuZit modifikovanych onkolytickych virt nebo specifickych
toxickych molekul k selektivnimu znic¢eni nddorovych bunék.

Jednim z pfistupd umoznujicich selektivni zni¢eni nddorovych bunék je transfekce nadorovych bunék genem pro
thymidinkinasu (TK) viru herpes simplex. Tento enzym muze fosforylovat mnoho substratd, na rozdil od lidské TK vsak
fosforyluje i latku gancyklovir. Gancyklovir je analog thymidinu, ktery za normalnich podminek neni pro lidské buriky
toxicky. Avsak jestlize je gancyklovir fosforylovan, méni se na velmi toxickou slouceninu (gancyklovirfosfat), ktera blokuje
replikaci DNA a usmrcuje burnky. Pfenos vektoru s genem pro TK viru herpes simplex a nasledné podani gancykloviru ma za
nasledek selektivni zniéeni nddorovych bunék. Tento pfistup byl pouZit napf. k [é¢bé mozkovych nadort. Jako vektor
slouzily retroviry, které infikuji délici se burky a proto nebyly zasazeny okolni mozkové burky. Vyhody déle spocivaji v tom,
Ze fosforylované molekuly gancykloviru jsou predavany okolnim burikdm prostrednictvim mezibunécnych spojeni (gap
junction).

Zavérem lze fici, Ze genova terapie neni bez rizika a dosavadni vyhodnoceni ukazuji Gspésnost u malé ¢asti jedincd. Zatim
neni jasné, zda bude genova terapie bezpecnou Ié¢bou. Navzdory tomu ptinesl vyzkum genové terapie nové poznatky
zakladniho biologického vyznamu. Ponékud neocekdvané se ukazalo, Ze mlize vyznamné prispét k 1éCeni nedédi¢nych
chorob. Potencidl vyzkumu genové terapie je znacny a mnozi véfi, Ze mdze v budoucnu zajistit 1éCeni nékterych dalezitych
lidskych onemocnéni.

Genova lécba - pf. transformace klonovanymi geny
choroba: deficience adenosindeaminasy (tézka kombinovana imunodeficience)

Indukce enzymu léky - pf. barbituraty
choroba: kongenitalni nehemolyticka Zloutenka (viz diferencialni diagnostika ikteru)

Nahrada enzymu - pf. transplantace tkané, substituce enzymu
choroba: mukopolysachariddzy, deficience trypsinu

Substituce proteinu - pf. antihemofilni globulin
choroba: hemofilie

Substituce vitaminu - pf. vitamin D
choroba: vitamin D rezistentni rachitis

Substituce produktu - pr. kortison, tyroxin
choroba: adrenogenitaini syndrom, kongenitalni hypothyreosa

Omezeni substratu v dieté pr. AMK — Phenylalanin
choroba: choroba: fenylketonurie (viz Poruchy metabolismu aromatickych a vétvenych aminokyselin)



Omezeni substratu v dieté - pr. cukry — galaktosa
choroba: choroba: galaktosemie

Omezeni substratu v dieté - pf. tuky — cholesterol
choroba: choroba: hypercholesterolemie (viz Dédi¢né poruchy metabolizmu tukd

Léky - pt. cholestyramin, penicilamin
choroba: choroba: hypercholesterolemie, M. Wilson

Nahrada organu - pf. transplantace ledvin
choroba: polycysticka choroba ledvin

Odstranéni organu - pr. kolektomie
choroba: familidrni polypdza tlustého streva

72. DEDICNOST A BIOLOGICKY VYZNAM KREVNE SKUPINOVYCH SYSTEMU

KREVNE SKUPINOVE ANTIGENNI SYSTEMY
Krevni skupina kazdého jedince zavisi na pfitomnosti specifickych antigend. Stanovuje se na povrchu erytrocytt a je

urovana reakci erytrocytd se znamymi (testovacimi) antiséry. Dnes se namisto antisér ponejvice pouzivaji reagencie
s monoklonalnimi protildtkami. U ¢lovéka je znamo vice nez 20 krevné skupinovych systémi. Mezi nejznamné;jsi patfi ABO,
Rh a MN, Ss systém.

1. ABO

Podle pfitomnosti antigen( A a B na plazmatické membrané erytrocytd Ize rozlisit 4 zakladni krevni skupiny A,B,AB a 0.
Antigeny systému ABO se vyskytuji nejen na erytrocytech a erytroidnich tkanich, ale jsou pfitomny i na vétsiné epitelialnich
a endotelidlnich bunék. Exprese se méni béhem vyvoje, diferenciace a zrani. Zmény v expresi byvaji €asto pozorovany

v lidskych premalignich a malignich burikach.

Pro fenotyp (pfislusnost k urcité krevni skupiné) systému ABO je charakteristicka pfitomnost protilatek typu IgM a IgG

v séru. Tyto pfirozené protilatky jsou v séru pfitomné trvale, aniz doslo k predchozi imunizaci erytrocyty s odliSnou
antigenni vybavou. Pravdépodobné vznikaji jako nasledek imunizace (jiz od ¢asného postnatalniho obdobi) mikroorganismy,
které jsou vybaveny antigennimi determinantami velmi podobnymi antigenim A a B.

Antigeny ABO systému jsou tvoreny oligosacharidy, které vy¢nivaji z povrchu bunécné membrény a jsou napojeny na
polylaktosaminové fetézce prichycené ponejvice k transportnim proteintim (napf. band 3 proteinu; zodpovédnému za
zprostiedkovani vymeény chloridovych a bikarbondatovych iontt napfi¢ bunéénou membranou), zEasti pak k lipidovym
molekuldm (neutralnim glykosfingolipidim, ceramidim) ulozenym v plazmatické membrané. Molekuly A a B jsou skoro
identické, lisi se v cukerném zbytku na vétveném konci retézce. U antigenu A je poslednim pripojenym N-acetyl-
galaktosamin, u antigenu B je to galaktosa. Konce fetézcu tak podle pfipojeného cukerného zbytku predstavuji rlizné
epitopy a jsou pficinou toho, Ze jsou obé molekuly rozpoznavény jako rézné antigeny.

GENETICKA DETERMINANCE ABO

Pro expresi antigenl systému ABO je nutnd souhra nékolika gend, které maji své lokusy na rtznych chromosomech.
Predevsim jsou to dva na sobé nezavislé lokusy, lokus ABO (chromosom 9) a H lokus (chromosom 19). Primarnimi produkty
obou genl jsou enzymy — glykosyltransferasy. ProtozZe v pfipadé lokusu H je to fukosyltransferasa, dostal postupné
synonymni oznaceni FUT 1.

Geny Ucastnici se produkce antigend ABO (FUT1 dfive jako H lokus, FUT2 urcuje tzv. sekretorstvi antigenti a FUT3 urcuje
krevni skupinu Lewis)

Lokus Chr. Alela Glykosyltransferasa

H a-2-L-fukosyltransferasa
FUT1 19913.3 i<

h zadnd




Se a-2-L-fukosyltransferasa
FUT2 19913.3 Y
Se zadnd
Le a-3/4-L-fukosyltransferasa
FUT3 19q13.3 PP
le zadna
Al a-3-N-acetyl-D-galaktosaminyltransferasa
A2 a-3-N-acetyl-D-galaktosaminyltransferasa
ABO J9a34 B a-3-D-galaktosyltransferasa
zadna

V lokusu H (FUT1) se vyskytuji alely H,h. Dominantni alela H kéduje enzym fukosyltransferasu, ktery prenasi cukr fukosu na
konec prekursorového oligosacharidového retézce tvoreného 4 cukernymi zbytky. Fukosa tak kompletuje kmenovy
péticukerny fetézec, tzv. substanci ¢i antigen H nebo téZ 0. Tento antigen muze byt dale preménovan enzymy
produkovanymi alelami lokusu ABO; antigen 0 (H) je tedy prekursor antigeni A a B.

Lokus ABO Ize zjednodusené definovat jako trialelni systém s alelami A, B, 0. Alely A a B jsou vici sobé kodominantni a obé
jsou dominantni vici alele 0. Alela A kdduje enzym transferasu A (chemicky spravné a 1 > 3-N-acetyl-D-
galaktosaminyltransferasu), kterd pfipojuje k 0 (H) substanci N-acetyl-galaktosamin a vytvari tak vétveny hexasacharid —
antigen A. Produktem alely B je enzym transferasa B (a 1 - 3 galaktosyltransferasa), ktera pfipojuje k prekurzoru 0 (H)
koncovou galaktdzu a vytvari tak antigen B. Produktem alely O genu ABO je inaktivni kratky protein, ktery neni schopen
prenaset Zadny cukerny zbytek. Proto maji jedinci krevni skupiny 0 na membranach bunék pouze pentasacharidovou 0 (H)
substanci. Fenotyp (krevni skupina) A je pak uréovdna pfitomnosti antigenu A, krevni skupina B pfitomnosti antigenu B a
krevni skupina AB pak pfitomnosti obou typi hexasacharidil sou¢asné na téze bunééné membrané.

Molekuldrné genetické studie prokazaly, Ze alely A a B se lisi v nékolika malo nukleotidovych substitucich, které znamenaji
zaménu 4 aminokyselin (AMK) v enzymatickém fetézci. To zpUsobuje rliznou specifitu A a B transferas. Sekvence
pocatecnich 260 nukleotidt alely O je identicka s alelou A, ale v pozici 261 byla prokdzana delece jednoho nukleotidu
(guanin), ktera ma za nasledek posun cteciho ramce (framshift) genetického kddu.

Vysledkem je zkraceny protein bez glykosyltransferasové funkce.

P¥i urovani krevni skupiny s pouzitim konvencnich (polyklonalnich) testovacich antisér byla zaznamenana u rGznych osob
rézné silnd serologicka (hemaglutinacni) reakce. Skupiny A a B tak byly rozdéleny do 11 podskupin. Rozdily mezi nimi jsou
kvantitativni, tzn. Ze podskupiny se li$i mnoZstvim antigenu/0 na povrchu erytrocytu. Nej¢astéjsi jsou podskupiny Al a A2,
ostatni podskupiny jsou vétSinou vzacné. Po zavedeni monoklondlnich typizacnich reagencii anti-A nejsou odstupriované
reakce, popisované s polyklondinimi typizacnimi séry, jiz pozorovany. Monoklonalni protilatka reaguje dobre nebo vibec ne
v zavislosti na specificité A epitopu.

Dédicnost ABO systému
e  Fenotyp — krevni skupina A — Genotyp AA nebo AO
. Fenotyp — krevni skupina B — Genotyp BB nebo BO
. Fenotyp — krevni skupina AB — Genotyp AB
. Fenotyp — krevni skupina 0 — Genotyp 00

V nékterych pfipadech tedy miZeme vyloucit rodicovstvi na zakladé znalosti krevnich skupin rodicl a ditéte. V praxi zname
ovsem pouze fenotyp, nikoli genotyp jedince — tudiz musime uvazovat vSechny mozné genotypy, urcujici dany fenotyp.
Madame nasledujici mozZnosti:

e Rodite AXA—Dité —A nebo 0

. Rodice AX B—Dité — A, B, AB nebo 0

e Rodi¢e B X B —Dité —B nebo 0

e Rodite AX0O—-Dité —Anebo0

e Rodi¢e BX0-Dité —Bnebo0

. Rodice AB X AB — Dité — A, B nebo AB

. Rodice AB X A —Dité — A, B nebo AB

. Rodice AB X B — Dité — A, B nebo AB



e  Rodice AB X0 —Dité — Anebo B
e  Rodice 0 X 0 — Dité — pouze 0

Bombajsky fenotyp

Vzacné (napf. jako disledek pfibuzenského snatku) se vyskytuji jedinci, ktefi nemaji dominantni alelu lokusu H (FUT1) — jsou
recesivni homozygoti hh. V disledku toho neprodukuji enzym fukosyltransferasu 1 a nevytvareji antigen 0 (H substanci).
Na povrchovych membranéch téchto jedincl tak zGstava exprimovan pouze nezméneny tetrasacharidovy prekursorovy
fetézec. Tento fenotyp se nazyva podle mista prvniho zachytu a popisu bombajsky fenotyp (nebo fenotyp 0y).

Substanci 0 (H) jsme zminili jako substrat nasledné reakce zajis"tované glykosyltransferasami A nebo B. V situaci, kdy
antigen 0 (H) chybi, tak antigeny A ¢i B nemohou byt vytvareny. A to presto, Ze v genotypu konkrétniho jedince jsou
pritomny alely A nebo B a jejich produkty, prislusné enzymy glykosyltransferasy A a B, jsou v erytroidnich burikdch normalné
pritomny. Fenotyp téchto osob se jevi jako skupina 0, avSak v cirkulaci jsou pfitomny prirozené protilatky nejen anti-A a
anti-B, ale také anti-O (anti-H). Vztah téchto dvou gen(, ABO a FUT1 (H), je pfikladem recesivni epistaze u ¢lovéka.

SEKRETORSTVI ANTIGENU ABO A KREVNi SKUPINA LEWIS

Antigeny A,B a 0 (H) Ize nalézt u vétsiny jedincl i v télnich tekutinach (sliny, mléko atd.). Zde se vsak vyskytuji ve formé
glykoproteind, které jsou rozpustné ve vodé (srovnej: na membréanach pfitomny jako glykolipidy). Za sekreci do télnich
tekutin je zodpovédny dalsi nezavisly gen Se (sekretor, nebo téz FUT2) se dvéma alelami Se a se. Produktem tohoto genu
(lezi v blizkosti FUT1 na 19p13.3) je také a-2-L-fucosyltransferasa. Priblizné u 80 % lidi se vyskytuje dominantni alela Se a Ize
u nich prokazat antigeny A,B a 0 (H) v télnich tekutinach, u recesivnich homozygotu (se se) nikoliv.

Na genu FUT2 (Se) je rovnéz zavisly dalsi krevné skupinovy systém, systém Lewis. Pro expresi této krevni skupiny Lewis je
vsak nutnad i aktivita dalSiho genu — FUT3 (Lewis), ktery se nachazi v téZe oblasti chromosomu 19 jako FUT1 a FUT2.
Produktem aktivni alely Le genu FUT3 je také fukosyltransferasa, avsak tato, na rozdil od produktu genu FUT1, ptfipojuje
fukdzu k prekursorovému oligosacharidu v jiné, nikoliv koncové, ale ,,boc¢ni“ pozici.

VYZNAM ABO

Funkce antigen0 A,B,0 zUstava neznama. Zjevné vsak absence antigenu A a B, tedy krevni skupina 0, neni spojena s Zadnou
patologii ani nenfi jako nevyhodna predmétem selekce, kdy? je jeji zastoupeni v populacich tak vysoké. V evropské populaci
se vyskytuje krevni skupina A pfiblizné s ¢etnosti 0,42; B 0,12; AB 0,08 a skupina O s ¢etnosti 0,38.

Typizace antigenl systému ABO ma zasadni vyznam pro Uspésnou transfuzi krve. Pro potreby klinickych transfuzi se také
bézné testuji podskupiny Al a A2. Zakladni podminkou pfi pfevodu krve je shodna krevni skupina darce a pfijemce.
Inkompatibilni transfiize ma za nasledek shlukovani krevnich bunék, ucpani mensich cév vyustujici v tézké onemocnéni az
smrt. DalSim opatienim, které sniZuje vyskyt nezadoucich tranfuznich pfihod, je prevod tzv. erymasy (tj. erytrocytarniho
naplavu, promytych erytrocytl bez krevni plasmy) namisto plné krve. Vzhledem k Sirokému vyskytu antigentd systému ABO i

na jinych télnich burikach, je nutné zachovat shodu i pfi transplantacich tkani a organd.

2. Rh SYSTEM
viz otazka ¢. 73

3. MNS
Tento krevnéskupinovy systém ¢lovéka je zaloZen na skupiné tii genl — GYPA,GYPB a GYPE, které jsou (v tomto poradi)
lokalizovany v oblasti asi 350 kb velké na 4 chromosomu (4g28-g31).

Vsechny tfi geny (pfiblizny rozsah 30 kb) vykazuji vysoky stuper sekvenéni homologie a pravdépodobné vznikly genovou
duplikaci. Vzhledem k Uzké vazbé lokus( se jednotlivé alely dédi jako haplotyp.

Geny GYPA a GYPB produkuji integraini transmembranové proteiny erytrocytl — glykoforin A a glykoforin B.

Glykoforin A je hlavni sialoglykoprotein erytrocytarni membrany (na jedné burice je pfitomno okolo miliénu kopii), densita
glykoproteinu glykoforin B je vice nez 10x mensi. Proteiny jsou exprimovany pouze na erytroidnich burikach a tkanich a
jejich funkce neni dosud vyjasnénd. Pravdépodobné poskytuji erytrocytim glykanovy povlak a slouZi jako receptory
komplementu, cytokin(, ale téZ patogent (bakterie, viry, P. falciparum); mohou se téz Gc¢astnit regulace integrity membrany
ve spolupraci s proteiny cytoskeletu.



V systému je dosud znamo 46 antigend, avSak 5 nejdulezitéjsich jsou: M, N, S, s a U. Epitopy M a N jsou kddovéany z lokusu
GYPA, epitopy S, s a U z druhéholokusu, GYPB. Antigeny M a N patfi k nejstarsim zndmym krevnéskupinovym antigeniim,
byly objeveny v r. 1927. Alely M a N jsou kodominantni a oba antigeny jsou na erytrocytech bézné exprimovany. V populaci
nejbéznéjsim fenotypem je MN (50 %).

4. DIEGO, DUFFY A DALSI
Do soucasnosti bylo popsano nékolik desitek krevnéskupinovych systému. Obecné byly dalsi systémy (tedy jiné nez ABO a

Rh) objevovany vZdy na zakladé tézkych transfuznich komplikaci a hemolytickych nemoci novorozencd, které nebylo mozno
vysvétlit inkompatibilitou a protilatkovou reakci proti stavajicim, dosud zndmym antigenim/epitoptm. Typickou situaci jsou
hemolytické krize plodu ¢i déti ze smiSenych (interetnickych) svazk(, nap¥. bélocha plvodem z Evropy a plvodni obyvatelky
jizni Ameriky ¢i naopak. Zaroven to odkazuje na druhou charakteristiku, totiz Ze pro antigeny (epitopy) téchto systém je
typicka velka variabilita v incidenci mezi jednotlivymi etniky na Zemi.

Vyse uvedenym zplisobem byl napf. objeven systém Diego. V soucasnosti je znamo 21 antigend tohoto systému;

k nejvyznamnéj$im pat¥i antigeny Di%, DI’ a Wr°. Di” se vyskytuje hlavné v populacich mongoloidniho ptvodu (u 36 %
jihoamerickych Indiand, 12 % Japonct a 12 % Citian(), vzacny je u Kavkazoid( a Afri¢ant (0,01 %). Dibje vseobecné
pritomen ve vétsiné populaci.

Antigeny dal$iho systému — Duffy — jsou umistény na povrchu erytrocytl. Vétsi densita jeho molekul je na retikulocytech
nez na zralych erytrocytech. Antigen byl téZ nalezen na epitelidlnich a endotelidInich burikdch nékterych organu. Gen je
lokalizovan na 1.q22-1.923. Produktem genu je glykosylovany membranovy protein, ktery funguje jako nespecificky
receptor pro fadu chemokint (odtud jednotlivé nazvy — DARC, gp FY nebo téz CD234). Polymorfismus tohoto genu je
zédkladem krevnéskupinového systému Duffy.

Antigen (krevni skupina) Kell je vzacny. U Evropant se vyskytuje do 10 %, u Kfovak( do 10 %, ale u negroidnich populaci
jinak kolem 1 %, a u mongoloidnich populaci neni pfitomen vibec (0 %). Krevni skupina Lutheran ma rovnéz omezeny
vyskyt: antigen Lu® ma aZ 17 % obyvatelstva Afriky a Jizni Ameriky, v Evropé pak 2-10 %. U mongoloidniho etnika a téz
pUvodnich obyvatel severni Ameriky se nenachazi (0 %).

73. DEDICNOST A BIOLOGICKY VYZNAM Rh SYSTEMU

Landsteiner a Wiener (1940) zjistili, Ze krali¢i imunni sérum po imunizaci kralika krvi opice Maccacus rhesus shlukuje kromé
krvinek opice i krvinky rady lidi; sérum reagovalo s erytrocyty az s 85 % jedinc(. Antigen, ktery indukoval tuto imunizaci,
nazvali Rh faktor. Na tomto zakladé byli lidé ptvodné rozdéleni do dvou fenotypovych skupin: na osoby Rh positivni (Rh+) a
Rh negativni (Rh-). Rh negativni lidé jsou recesivni homozygoti. Antigeny Rh+ tohoto systému jsou pfitomny pouze na
erytrocytech, prirozené protilatky se nevyskytuji. Pozdéji se ukazalo, Ze lidskd anti-Rh antiséra ziskana od matek pfi tézkych
hemolytickych nemocich novorozenct ¢i potransfluznich pfihodach reaguji odlisné od kréli¢iho anti-opiciho séra. ProtoZe se
vSak nazev Rh u ¢lovéka mezitim vzil, byl opi¢i antigen nazvan LW na pocest objevitel (antigenni systém LandsteinerGv-
Wiener(v).

Pozdéjsi vyzkum objevil dalsi geny, které utvareji Rh krevné skupinovy systém. V soucasnosti se pouziva model, ktery
predpoklada 2 geny ve velmi tésné vazbé. Geny jsou oznacovany RHD a RHCE.

Ve zjednoduseném modelu ma gen RHD dvé alely, kdy alela D je dominantni nad d. Dominantni alela kéduje expresi
antigenu D, recesivni alela d neprodukuje Zadny antigen. Jedinci Rh+ jsou bud homozygoti DD nebo heterozygoti Dd.
Jedinci Rh- jsou recesivni homozygoti dd.

Gen RHCE kdduje vznik antigent C, c, E, e, které na plazmatické membrané erytrocytl vystupuji jako samostatné antigenni
epitopy. Mohou se tedy vyskytovat ve ¢tyfech kombinacich CE, Ce, cE a ce, coz formalné geneticky odpovida vztahu
kodominance.

Z péti zakladnich antigenl Rh systému D, C, ¢, E, e je klinicky nejdlleZitéjsi antigen D. Antigen D je nejsilnéjsi
krevnéskupinovy imunogen. V systému Rh neexistuji, na rozdil od systému ABO, pfirozené se vyskytujici protilatky.
Protildtky anti-Rh se vytvareji v pfipadech inkompatibilit mezi jedinci Rh- a Rh+, napf¥. pfi opakovanych transfuzich krve



nebo po opakovanych inkompatibilnich t&hotenstvich. V evropské populaci je piiblizné 17 % jedinct Rh- a v CR je podil Rh-
asi 13,4 %; mezi Afri¢any je Rh negativnich pfiblizné 1 %, u Asiatu je to jesté méné. Antigeny C, ¢, E, e nejsou tak silné a
vyznamné jako antigen D, presto vzacné mohou v pfipadé inkompatibility vyprovokovat tvorbu protilatek.

GENETICKA DETERMINACE Rh SYSTEMU

Antigeny krevné skupinového systému Rh jsou produkty dvou Uzce vazanych a vysoce homolognich gendii RHD a RHCE
(uvadéné spolecné jako lokus RHCED ¢i RH30, podobné jsou antigeny zminovany jako skupina RhCED nebo Rh30). Oba geny,
RHD i RHCE, obsahuji 10 exont a sekvence se rozklada na pfiblizné 75 kb DNA na chromosomu 1p34-36.2.

Dosud bylo zjisténo vice neZ 40 serologicky odlisnych RhD antigend. U relativné nezanedbatelné ¢asti populace je antigen
RhD nepfitomen (tj. u jedincd s fenotypem Rh-negativnim), jako disledek riizné dlouhych deleci, prestaveb, bodovych
mutaci a jinych alteraci gend RHD. Molekularné geneticky tak bylo charakterizovano nékolik desitek alel genu RHD, jak
dominantnich alel D, tak recesivnich (ztratovych) alel d. Delece rtizného rozsahu v genu RHD, které jsou ¢asto pozorovéany
v populaci, mohou byt disledkem nerovhomérné homologni rekombinace v dlsledku zna¢né homologie oblasti RHD a
RHCE (a jejich blizkého okoli véetné genu SMP1).

Pro gen RHCE existuji 4 alely a kazda alela uréuje expresi dvou antigent v kombinacich Ce, ce, cE nebo CE.

Alely E a e se lisi substituci 1 nukleotidu, coZ ma za nasledek substituci 1 AMK v proteinovém retézci. Pro alely C a c byly
nalezeny substituce nukleotidu na 6 mistech kédujici oblasti a ty zplsobuji zaménu ¢étyf AMK v kone¢ném produktu.
Jiny vyklad uvadi, Ze exprese antigent C, c a E, e je vysledkem alternativniho sesttihu primarniho transkriptu genu RHCE.

Vazba mezi obéma geny RHD a RHCE je tak siln3, Ze jen vzacné dochazi k rekombinaci. V dlsledku toho se urcita kombinace
alel obou gen( prenasi z generace na generaci v bloku — jako tzv. haplotyp (dce, dCe, dcE, dCE,Dce,DCe,DcE,DCE). Nékteré
haplotypy se v populaci vyskytuji ¢astéji nez druhé a jejich frekvence jsou v riznych populacich odlisné.

e  Rodi¢e Rh+ X Rh+ = Dité Rh+ nebo Rh-

e  Rodi¢e Rh+ X Rh- = Dité Rh+ nebo Rh-

e  Rodice Rh- X Rh- = Dité pouze Rh-

INKOMPATIBILITA MATKY A PLODU V Rh SYSTEMU

Tato situace nastdva, jestlize matka je Rh- a plod Rh+, tedy kdyZ plod zdédil alelu D od Rh+ otce. Takové téhotenstvi je
povazovano za rizikové. Jestlize se totiz erytrocyty plodu dostanou do matefrského obéhu, stimuluji antigeny D imunni
systém matky k tvorbé protilatek anti-D. Matefské protildtky (1gG) prostupuji placentou a zplGsobi hemolyzu erytrocytl
plodu.

Senzibilizace Rh- matek nastava vétsinou po porodu. Ve treti dobé porodni dochazi pfi odlucovani placenty ke krvaceni a
miseni fetalni a materské krve a urcité mnozstvi fetalni krve tak pronika do obéhu matky. Proto ve vétsiné pripadl nebyva
prvni dité postiZzené, ale riziko stoupd s poctem dalSich inkompatibilnich téhotenstvi.

Je vsak tfeba pocitat s tim, Ze malé mnozstvi fetdlni krve mliZe proniknout do materského obéhu jiz béhem téhotenstvi

v disledku porusené placentarni bariéry. Toto mnoZstvi je vsak vétsinou ptilis malé, takZe stimulace matky nemusi
predstavovat velké nebezpecdi pro plod. Matka muzZe byt senzibilizovana i pfi predchozich potratech Rh+ plodu nebo
transfuzich Rh+ krve. V takovych pripadech mize byt poskozeno jiz prvni dité.

PFiznaky poskozeni plodu jsou hemolyticka anemie a rozvoj Zloutenky. V krvi se hromadi bilirubin, ktery pfi prekroceni
urcité koncentrace poskozuje centralni nervovy systém (mozkovd jadra). Odpovédi na rozpad erytrocytu je zvysena
krvetvorba pti niz dochazi k vyplavovani nezralych erytroblast(. Proto toto poskozeni a onemocnéni plodu nese nazev
fetalni erytroblastéza. V tézkych pripadech plod umird in utero. Poskozeni plodu v nasledujicich téhotenstvich Ize predejit
pasivnim poddanim anti-D protilatek matce do 72 hodin po senzitizacni ddvce Rh+ erytrocytd, tj. typicky pfi odlu¢ovani
placenty pfi porodu Rh+ ditéte.

74. BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU, IMUNOFENOTYPIZACE

Nositelkami funkci imunitniho systému jsou buriky, ¢asto téz uvadéné jako imunokompetentni bunky.
Rozezndvame dva typy téchto bunék:
e bunky fagocytujici — fagocyty



e bunky lymfoidnich tkani — lymfocyty
Oba typy vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék kostni drené.

Na povrchu imunokompetentnich bunék je exprimovano mnoistvi rtiznych molekul. Nékteré nachazime u vice bunéénych
populaci, jiné jsou typické pouze pro jednu linii bunék. ProtoZe tyto molekuly maji antigenni vlastnosti a jsou prokazatelné
specifickymi diagnostickymi protilatkami, jsou vyuZivany k rozliseni jednotlivych funkéné definovanych bunécnych
subpopulaci.

Pro buriky imunitniho systému je typicka komunikace. Mezibunécna komunikace se uskutecnuje pomoci specifickych
nastroju — signalG. Bunééna signalizace mUze byt pfima, tedy s vyuZitim interakci vySe zminénych povrchovych
membranovych molekul na zicastnénych burikach, nebo bez kontaktu téchto bunék, pomoci volnych rozpustnych plsobkad,
tzv. cytokind.

Cytokiny jsou malé proteiny produkované imunokompetentnimi burikami po jejich aktivaci, zajistuji mezibunécnou
signalizaci. Mezi cytokiny patfi napf. interleukiny (IL), lymfokiny, tumor nekrotizujici faktory (TNF), interferony (IFN),
faktory stimulujici kolonie (CSF, stimulujici vyvoj a diferenciaci bilych krvinek) a rastové faktory. Cytokin plsobi bud'i)
autokrinné — na burku, ktera ho produkuje, ii) parakrinné — na bunky v tésné blizkosti jej produkujici, nebo iii) endokrinné
—na vzdalené bunky a tkané poté, co tam byly molekuly cytokinu preneseny cirkulaci krve. Obecné cytokiny reguluji
imunitni odpovédi, aktivuji nebo inhibuji urcité bunécné populace, stimuluji jejich vyvoj a diferenciaci (pfipadné i apoptdzu),
ale mohou poskytovat i obranu proti virovym infekcim.

FAGOCYTY

Nejdulezitéjsi skupinou fagocytujicich bunék jsou tzv. monocyty (nebo mononukleary). Vznikaji jako pomérné nevyzralé
buriky v kostni dfeni. Po prechodu z krevniho recisté do tkani se vyvijeji v tkariové makrofagy (napr. Kupferovy burky

v jatrech & histiocyty). Cast makrofagl se déle premériuje v dendritické buriky.

Makrofagy maji v imunité nékolik funkci: vedle fagocytdzy (soucast nespecifické imunity) je to téz predkladani (prezentace)
antigenu lymfocytdm T, a produkce cytokin(i a modulatord (soucast specifické imunity).

Makrofagy jsou schopny pohlcovat mikroorganismy a destruovat je. Cytoplasma makrofagd obsahuje zna¢né mnozstvi
lysosomd. Lysosomalni vybava je dlleZita pro intracelularni likvidaci mikroorganism( a rozpadovych produkt( viastnich
bunék.

Na plasmatické membréané jsou makrofagy vybaveny nékolika typy receptord, které jim umozriuji kontakt
s mikroorganismem a také spolupraci s lymfocyty.
Jsou to zejména receptory,

e  kterymi se makrofégy vazou na povrchové sacharidy mikroorganismu

e které vychytavaji komplexy protilatka-antigen (FcR)

e  pro slozky komplementu

e adale jsou zde pfitomny molekuly Il. tfidy HHK a téZ receptory pro cytokiny

Makrofagy se uplatniuji také ve specifické imunitni odpovédi — funguiji jako burky prezentujici antigen (APC, antigen
presenting cells). Po zpracovani ciziho antigenu uvnitf buriky vystavuji fragmenty antigenl (antigenni peptidy) na svém
povrchu v komplexu s molekulou Il. tfidy HHK. V této podobé je predkladaji T lymfocytim.

Zaroven produkuji interleukiny IL-1, IL-8,IL-12, tumor nekrotizujici faktor a interferony, a tak stimuluji dalsi
imunokompetentni buriky.

Schopnost prezentovat antigen maji kromé makrofagt i jiné leukocyty. Vétsina z nich ma na svém povrchu pfitomné
molekuly Il. tFidy. Patii sem napf. Langerhansovy buriky v kizZi a také lymfocyty B. Funkci APC mohou plnit i folikularni
dendritické buriky v lymfatickych uzlinach. Podle recentnich nazord patii folikularni dendritické buriky patrné

k nejdllezitéjsim APC.



LYMFOCYTY

Lymfocyty tvoti 20-45 % viech leukocytl a jsou morfologicky i funkéné zna¢né heterogenni skupinou bunék.

Prekurzory obou typd lymfocytl se vyvijeji v kostni dieni. Oznaceni T a B dostaly s objevem, Ze lymfocyty jedné skupiny se
ze svych prekurzor( dale vyvijeji v thymu (proto T), avsak lymfocyty druhé skupiny v Utvaru v blizkosti dolniho stfeva
zvaném Fabriciova bursa (bursa Fabricii, proto B). Tak je tomu u ptakd, kde na modelu byly subpopulace lymfocytd
studovany; u dospélych savci (ktefi Fabriciovu bursu nemaji) pokracuje vyvoj linie B v kostni dieni.

Obé bunécné populace se lisi funkcemi v imunitnim systému a vyskytem specifickych molekul na cytoplasmatické
membrané. Exprese téchto molekul na membrané lymfocytll je dynamicky proces. Nékteré jsou charakteristické pro urcita
vyvojova stadia buriky (tzv. diferenciacni molekuly ¢i antigeny), jiné pro terminalné diferencovanou buriku. Nékteré se
objevuji pouze jako nasledek stimulace a aktivace buriky antigenem. Pritomnost téchto molekul na povrchu bunék lze
prokazovat specifickymi diagnostickymi (v soucasnosti nej¢astéji monoklonalnimi) protilatkami.

Kromé vlastni funkce pro buriku tak tyto molekuly, jako markery, pomahaji odlisit populaci lymfocytl B a T a jejich
jednotliva vyvojova stadia Ci dalsi subpopulace bunék (Imunofenotypizace bunék).

NejduleZitéjSimi markery jsou molekuly:
e tzv. diferenciacni skupiny (CD; angl. cluster of differentiation); napf. CD1, CD2...atd. (aktualni seznam cita ke 300
polozek);
e s funkci receptorl pro rozpoznani antigenu (TCR,BCR);
. I. a ll. tfidy HHK;
e které funguji jako receptory pro komplement, viry, mitogeny a dalsi

Hlavni charakteristiky a funkce mononuklearnich leukocyt(

Rozpozndvani antigenu + + - -

Prezentace antigenu - + - +

Tvorba protilatek - + - -

Bunécna imunita + - - +

Regulace imunitni odpovédi + + + +

Fagocytéza - - - ¥

Cytotoxicita + - + -

Receptory TCR BCR (IgM, IgD) CD16 (FcyR) CD11b (Mac-1)
Dalsi markery na povrchu CD3,CD4,CD8 CD19,CD20,CD21 CD56 CD14

% mononuklearnich b. v krvi cca75% ccal0 % 10% 5 % (monocytl)

LYMFOCYTY B
Lymfocyty B tvofi 5-15 % cirkulujicich lymfoctl. Nejvice B lymfocytl je v kostni dfeni a ve sleziné, nejméné v thymu.

Lymfocyty B maji velmi bohatou povrchovou antigenni vybavu. K jejich identifikaci Ize pouZit receptory pro zachyt antigenu
(tedy B cell recceptor, BCR), molekuly II. tfidy HHK, nékteré CD molekuly (CD19, CD20, CD21, CD22 a CD81), Fc receptory,
receptor pro C3 slozku komplementu a dalsi.

Specifické receptory lymfocyt( B pro zachyt nejriiznéjsich antigent — B bunééné receptory (BCR, B cell receptor) — jsou
tvofeny molekulami imunoglobulinti, rovhomérné rozloZzenymi na povrchu buriky. V pfipadé navazani antigenu na
receptory dochazi k jejich shlukovani na plasmatické membrané a tvorbé tzv. ¢epicek. Disledkem takového stimulu je
proliferace a diferenciace B bunék v plasmatické burky produkujici protilatky.

Mala &ast takto stimulovanych bunék v organismu zUstava jako tzv. pamétové buriky.




LYMFOCYTY T

Lymfocyty T maji jinou tkanovou distribuci nez B lymfocyty: nejvice jich je v thymu, lymfatickych uzlinach, sleziné a krvi,
nejméné v kostni dfeni. Hlavnim markerem lymfocytd je receptor pro rozpoznavani antigent — TCR (T cell receptor). Mezi
dalsi markery, které jsou spolecné vsem T bunkam (a vyskytuji se jen na nich), patfi molekuly CD2 a CD3

Populace lymfocytl T je velmi heterogenni. Podle riznych kritérii se rozdéluje na nékolik subpopulaci:
a) z hlediska vyskytu markeri Ize rozlisit dvé vyrazné rozdilné skupiny T bunék: jedna nese na svém povrchu molekulu CD4
(proto CD4 pozitivni, CD4+), druha CD8 (CD8+)

b) podle specificity TCR existuji dvé skupiny: lymfocyty, které rozpoznavaji molekuly I. tfidy HHK, a druha skupina bunék T,
kterd rozpoznava molekuly II. tfidy HHK.

Ve skutecnosti se obé clenéni uvedena sub a) a b) prolinaji. CD8+ lymfocyty reaguji s antigennim fragmentem vystavenym
na molekule I. tfidy HHK a buriky CD4+ reaguji s peptidem prezentovanym na molekule Il. tfidy HHK. Navic, takto
definované subpopulace se lisi svymi dalSimi funkcemi.

c) podle funkce se T buriky rozdéluji na:
e Th bunky — pomocné T bunky (helper, doslovny preklad pomahac), CD4+, a ty se dale déli na Thla Th2
e Tc burky — cytotoxické T bunky (CD8+)
e  Treg buriky — regulacni T buriky, dfive uvadéné jako T buriky supresorové

Lymfocyty Th maji zasadni vyznam pro indukci imunitni odpovédi jak humoralniho, tak burikami zprostfedkovaného typu.
Prostfednictvim receptoru (TCR) rozpoznavaji komplex ciziho antigenu a molekuly Il. tfidy HHK na bunkach prezentujicich
antigen (APC burikach).

Podtyp bunék Th, oznacovany jako Thl, zprostfedkuje funkce spojené napf. s cytotoxicitou. Vznika z ¢asnych forem Th
bunék, ThO, které pomoci secernovaného IL-2 jednak autokrinné stimuluji své vyzravani v Thl a zaroven aktivuji lymfocyty
Tc. To je dlleZité zejména pro obranu proti intracelularnim patogentm (viry). Thl vyhledavaji hlavné makrofagy, které
pohltily antigeny nebo jsou infikovany intracelularnimi parazity, a pomdhaji jim v pfeméné na aktivované makrofagy.
Hlavnim humoralnim plsobkem v této stimulaci je cytokin interferon gama (INF-y).

Subpopulace Th2 stimuluje B buriky k proliferaci a produkci protilatek Primarné slouzi k obrané proti mikroorganismtm.
Th2 prednostné vyhleddvaji lymfocyty B, které rozeznaly, pohltily a rozstipaly mikrobidlni antigeny. Lymfocytim B pak
pomahaji v diferenciaci na plasmatické buriky, které produkuji protilatky. Th2 tuto stimulaci vykondvaji pomoci
secernovanych interleukind (IL-4, IL-5, IL-13 a IL-10) a membranové molekuly CD40L (L znamena ligand, tedy parova
molekula, ktera se vaze na specificky receptor, zde konkrétné CD40). Tyto signaly jsou ddleZité pro afinitni vyzravani bunék
B a izotypovy presmyk protilatek. Pro regulaci imunitnich odpovédi je rozhodujici vzajemny antagonismus Th1 a Th2 bunék
— IFN —y potlacuje vyvoj bunék Th2 a naopak IL-4 inhibuje vyvoj bunék Th1l.

Tc lymfocyty nesou na svém povrchu molekulu CD8 (jsou CD8+). Cizi antigeny rozpoznavaji v komplexu s molekulami I. tfidy
HHK. Po aktivaci destruuiji cilové burnky nesouci antigen, tj. bunky, které byly infikovany viry nebo jinymi intracelularnimi
patogeny. Lymfocyty Tc jsou schopny rozezndvat i cizi molekuly I. tfidy na alogennich nebo xenogennich bunkach pfi
klinickych (¢i experimentalnich) transplantacich.

Regulacni lymfocyty Treg sekretuji po aktivaci molekuly IL-10 a tumorovy ristovy faktor beta (TGF-B), které potlacuji
odpovéd ostatnich imunokompetentnich bunék. Podileji se tak na udrzovani tolerance vUci vlastnim antigentm, aktivné
predchazeji autoimunitnim nemocim, a pokud jiz doslo k autoimunitni odpovédi, pak zabranuji jejimu (patologickému)
stupniovani. Podle soucasnych poznatkd existuji dvé subpopulace Treg.

Pro pFirozené se vyskytujici regulacni T lymfocyty, které se diferencuji v thymu, je typicka exprese molekul CD4, CD25 (alfa
fetézec receptoru pro IL-2) a FOXP3 (Forkhead box p3 — transkripcni faktor). Jina, pfidatna populace muze byt indukovéna
napt. v lymfoidnich tkanich sliznic ¢i v uzlinach — indukované Treg (iTreg). Na rozdil od pfirozenych CD4+CD25+ Treg
lymfocytd se jednd o subpopulaci CD4+CD25- supresorovych T bunék.



BUNKY NK — PRIROZEN{ ZABIJECI
NK buriky (natural killer — ptirozeni zabijeci) jsou dalsi podskupinou lymfocytd, které maji cytotoxicky efekt.
Jsou to velké granularni lymfocyty a vznikaji ze spolec¢ného lymfoidniho progenitoru, podobné jako lymfocyty fady B a T. Na

plasmatické membrané maji fadu povrchovych molekul CD, z nichz mnohé jsou pfitomné i na jinych typech lymfocytd.
Charakteristicka je spiSe kombinace ur¢itych markert (CD16, CD56, ¢asto CD8) ne? individualni povrchova molekula. Buriky
NK rozhodné nemaji specifické receptory typu BCR nebo TCR ¢i spolecny marker vSech T bunék, CD3.

NK buriky jsou soucasti pfirozené imunity, ale maji Glohy i v adaptivni imunitni odpovédi.

Vyznacuji se spontanni cytotoxicitou, tzn. Ze se nemuseji vyvijet z prekurzord a uz pfi prvnim setkani s vybranou burikou
jsou schopny ji zlikvidovat. Déje se to bud' lytickymi enzymy nebo indukci apoptdzy. NK se vSak téz Gcastni na vzniku
antigenné specifické imunologické paméti, coZ je zasadni pfi opakované infekci stejnym antigenem a potencidlné vyhodné
v protinadorovych terapiich.

PFi vybéru cilovych bunék hraji roli molekuly I. tfidy HHK. NK bunky jsou schopné je rozeznat pomoci tzv. inhibicnich
receptort (napt. KIR, Killer-cell Ig-like Receptors). Normalni buriky exprimuji molekuly I. tfidy HHK, a proto jsou rozpoznany
inhibi¢nimi receptory bunék NK a ,zabijecské” mechanismy NK jsou tak inhibovany. Jestlize NK burika nenajde na povrchu
cilové burky tyto molekuly, aktivuji se cytotoxické mechanismy a burika je zabita. To ma vyznam zejména v pripadé
nékterych bunék infikovanych virem a nadorovych bunék, které maji potlacenou expresi molekul I. tfidy HHK. NK bunky tak
hraji nezanedbatelnou Ulohu v protinddorové imunité.

Druhym typem receptord NK bunék jsou aktivaéni receptory (napi. NCR, natural cytotoxicity receptors); jsou schopné
primo navodit apoptdzu po vazbé ligand(, které jasné prozrazuji, Ze cilova burika je infikovana virem.

IMUNOFENOTYPIZACE
Diky neustale se zvysujicimu spektru analytickych metod a prohlubujicimu se zajmu o problematiku alergologie, klinické

imunologie a transplantac¢ni mediciny zaznamenava studium jednotlivych bunék a jejich populaci rychly rozvoj. V navaznosti
na serologickou mikrobiologickou diagnostiku probéhly v 60. a 70. letech minulého stoleti prvni pokusy charakterizovat
lymfoidni buriky specifickymi antiséry namifenymi proti povrchovym znakiim — imunofenotypizace a pomoci tvorby rozet

s cervenymi krvinkami ovci — rozetovy test. Ve své dobé predstavovaly oba testy prilom v imunologickych metodach. Tehdy
se podafrilo od sebe odlisit a navzajem izolovat dvé hlavni skupiny ,malych” lymfoidnich bunék, totiz T a B lymfocyty.

Imunofenotypizace - stanoveni fenotypu na zakladé imunologické detekce povrchovych znakd (marker() bunék, obvykle
prutokovou cytometrii.

77. IMUNITNi ODPOVED (ROZPOZNANiI ANTIGENU, KOOPERACE BUNEK)

Imunitni systém reaguje na vstup antigenu nejprve pomoci nespecifickych mechanismd. Soucasné a postupné se rozviji
specifickd klonalni reakce, za niz jsou odpovédné lymfocyty T a B.

Kazdd imunitni odpovéd ma dvé faze:
1. rozpoznavaci, vede k rozpoznani antigenu
2. vykonna reakce, v jejimz pribéhu se uplatni imunitni efektorové (vykonné) mechanismy s cilem likvidovat antigen

V zavislosti na formé antigenu, se rozviji bud humoralni nebo bunécné zprostfedkovana imunitni reakce nebo obé
soucasné; vétsinou je reakce komplexni a oba typy nebyvaji od sebe striktné oddéleny.

ROZPOZNANI ANTIGENU
Srovnani specifickych receptort lymfocytd T a B ukazuje fadu spole¢nych ryst: oba maji variabilni a konstantni domény a

proces sestavovani genovych segmentt je podobny. Nicméné zplsoby, kterymi buriky T a B rozpoznavaji antigeny, jsou
odlisné.



ROZPOZNAVANI ANTIGENU IMUNOGLOBULINEM

Imunoglobulinové molekuly rozpoznavaji antigeny v ptivodnim stavu. Rozpoznani je umoznéno prostorovym usporadanim
variabilnich domén fragmentu Fab, Ze hypervariabilni oblasti vytvareji vazbené misto pro antigen.

Na rozdil od TCR nepotrebuji receptory bunék B (BCR) k vazbé antigenu molekuly HHK. Na membrané jsou BCR asociovany
s dal$imi proteiny, které se uplatriuji pfi pfenosu signdlu do nitra buriky. Dalsi vyvoj lymfocyt(l B je vétsinou zavisly na T
lymfocytech.

Membranové imunoglobuliny s funkci BCR rozpoznavaji v antigenu pouze urcity epitop. Na vétsiné antigennich molekul
(antigenem pro B lymfocyty jsou zejména proteiny a sacharidy, teoreticky i jiné molekuly) vSak m(iZze byt rozpoznano vétsi
mnozstvi epitopl. Proto imunizace jednim antigenem (antigenni molekulou) vede k produkci smési protilatek se specificitou
k riznym epitoptim (polyvalentni sérum). Cast protilatek polyvalentniho séra reaguje vysoce specificky pouze s jedine¢nymi
determinantami, které jsou typické pro urcity antigen. Nékteré epitopy (antigenni determinanty) mohou byt spole¢né pro
vice odlisnych antigend. Proto ¢ast protilatek mdlze reagovat i s antigeny, které nebyly pouzity k imunizaci. Pokud dochazi

k této tzv. zkfzené reakci (cross reactivitiy), mlze to vést az k imunopatologickym projevim.

Protilatky vysoce specifické proti jedinému epitopu se pFipravuji laboratorné a dnes i primyslové jako tzv. monoklonalni
protilatky. Monoklonalni protilatka je produktem bunééného klonu, ktery se ziskdva metodou somatické hybridizace in

letech téz v terapii (pfedevsim chorob systémovych a nadorovych).

ROZPOZNANI ANTIGENU RECEPTOREM NA T BUNKACH

Charakteristickou vlastnosti lymfocytl T je, Ze TCR rozpoznava cizi antigen pouze tehdy, jestlize je antigen predloZena
povrchu jiné buriky. Touto antigen prezentujici burikou (APC) jsou antigeny nejprve degradovany a upraveny. V dusledku
toho je na povrchové membrané APC buriky vystavena pouze mala ¢ast plvodniho antigenu. Burikami, které takto
zpracovavaji antigen, jsou bud' specializované APC (napf. bunky dendritické, makrofagy) nebo buriky cilové pro zasah
lymfocytem Tc (napf. bunky infikované virem).

Dalsim dllezitym rysem je to, Ze T lymfocyt rozpoznava cizi antigen pouze v komplexu s vlastni molekulou HHK.
Tento jev se nazyva HHK restrikce.

Receptory na lymtocytech Th rozeznavaji antigen v komplexu s molekulou Il. tfidy na povrchu APC, receptory na
lymfocytech Tc rozeznavaji antigen v komplexu s molekulou I. tfidy na plazmatické membrané cilovych bunék.

Interakce TCR a komplexu antigen-molekula HHK (a tedy stabilita vazby mezi lymfocytem T a APC) je posilena dalSimi
molekulami na povrchu Uc¢astnicich bunék — pfidatnymi, adhesivnimi molekulami, koreceptory. Na burikach Th je to
molekulca €D4 reagujici s molekulou Il. tfidy HHK, na lymfocytech Tc bunék molekula CD8, kterd reaguje s molekulou 1.
tridy HHK. Uplatriuji se dalsi adhesivni molekuly na T burikach (integriny, kadheriny a selektiny), napf. CD2 a LFA1 (z angl.
Lymphocyte function-asociated antigen 1; antigen asociovany s funkcemi lymfocyta).

Lymfocyty T tedy nereaguji na volné antigeny nebo na antigeny bunék, které nenesou na svém povrchu molekuly HHK
(napf. bakterie, nékteré nadorové buriky).

ZPRACOVANI A PREZENTACE ANTIGENU

Zpracovani antigenu burikou se rozumi jeho degradace na peptidové fragmenty. Tento déj se odehrava po pohlceni
molekuly antigenu burikou v jejich intracelularnich organelach (proteasomy, lysosomy). Ty jsou na tento ukol vybaveny
celou sadou proteolytickych enzymd. Zarover jsou na hrubém endoplasmatickém retikulu syntetizovany molekuly I. a Il.
tfidy HHK a zde také dochazi k asociaci antigennich fragmentd a molekul I. tfidy a tento komplex je dopraven do Golgiho
komplexu a pak na bunécny povrch. Také molekuly II. tfidy jsou po syntéze dopraveny do Golgiho kompartmentu, avsak
pokracuji do lysosomalniho kompartmentu a zde kontaktuji antigenni fragmenty. Po asociaci s nimi jsou transportovany na
bunéény povrch.

KOOPERACE BUNEK
KOOPERACE BUNEK V PROTILATKOVE ODPOVEDI
K tomu, aby doslo k Uspésné protilatkové odpovédi, je nutna spoluprace a souhra nejméné tfi typ bunék: APC, Tha B

lymfocytl. Antigen, ktery pronikne do organismu (napf. bakterie), je zachycen B lymfocyty, které maji odpovidajici



receptor. Zaroven je pohlcen a zpracovan makrofagy a dedritickymi burikami, tedy bunkami rovnéz schopnymi prezentovat
antigen jinym bunkam. Komplexy fragmentu antigenu spolu s molekulou Il. tfidy HHK jsou vystaveny na povrch téchto APC.

V této vysoce imunogenni formé mohou byt fragmenty antigenu rozpoznany témi lymfocyty Th, které maji odpovidajici
receptor. Jakmile se vazba mezi APC a Th burikami uskutecni, predstavuje to zakladni signal k aktivaci lymfocytu Th cestou
intracelularni signaini kaskady, ktera konci aktivaci nejriiznéjsich gent v jadre Th. Aby se aktivace opravdu uskutecnila, je
zapotrebi dalSich, tzv. druhotnych, kostimulujicich signald. Ty spocivaji v interakci nékolika sparovanych ashesivnich
molekul. Vidy jeden ¢len paru je exprimovan na lymfocytu Th (nejdilezitéjsi jsou molekuly CD28 a LFA1) a druhy (ligand) na
APC (molekuly B7 a ICAM-1, tj. Intercellular Adhesion Molecule 1).

K aktivaci Th dale pfispivaji cytokiny produkované APC, zejména interleukin 1 (IL-1). Vysledkem je bunécné déleni
prekursoru Th, proliferace a vznik klonu aktivovanych Th lymfocytui. Tyto aktivované Th lymfocyty pak dodavaji potfebné
signaly B lymfocytu.

Také k aktivaci lymfocytu B jsou tieba nejméné dva signaly: vazba antigenu s BCR a kostimulacni signaly z lymfocytu Th.
Samotné navazani antigenu na BCR bez kostimulacnich signald ma ¢asto za nasledek neodpovidavost B lymfocytu a nékdy i
jeho odumfeni. Jsou-li vSak pritomné aktivované buriky Th, dochazi k jejich kontaktu s lymfocyty B. Déje se tak
prostfednictvim receptoru CD40 na povrchu lymfocytu B a jeho ligandu, specifické signalni molekuly CD40L (uvadén téz jako
protein CD154) na povrchu bunky Th, ktera se na receptor CD40 vaze.

Aktivovany lymfocyt Th zdroven produkuje interleukiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6). Vlivem téchto signal(i zaénou B buriky
proliferovat. V disledku zvySené miry mutaci variabilnich gent v jednotlivych klonech B bunék béhem této faze se na
bunééném povrchu objevuji variantni formy BCR s rGznou afinitou k antigenu. Pfezivaji pouze B lymfocyty, které véazou
antigen nejsilnéjsi, ostatni hynou. Antigenni specificitu interakce mezi lymfocytem B a aktivovanym lymfocytem Th zajistuje
po celou tuto fazi molekula Il. tfidy HHK s vystavenym antigennim fragmentem na strané lymfocytu B a TCR na strané
aktivovaného Th. Zarover dochazi k dalsimu prestavovani segmentld DNA (pfepinéni tfid) a lymfocyty dokonéi sviij vyvoj

v plasmatické bunky, které produkuji aktualné vzniklou variantu imunoglobulinu. Soucasné se ¢ast B bunék se stejnou
protilatkovou specificitou stava pamétovymi bufikami.

Primarni odpovéd’ na antigen (primoinfekce nebo prvni ddvka pfi imunizaci — ockovani) nastupuje pomaleji a vyznacuje se
pritomnosti protilatek tfidy IgM. Opakované setkdni s timtéz antigenem (napf. druhé a dalsi podani o¢kovaciho preparatu)
vyvola sekundarni odpovéd'. Ta nastupuje mnohem rychleji, je silnéjsi a pretrvava délsi dobu. V organismu jsou pak
pritomné hlavné protilatky typu IgG.

KOOPERACE BUNEK V BUNECNE ZPROSTREDKOVANE ODPOVEDI

Bunécné zprostfedkovanou imunitni reakci se rozumi odpovéd, které se protilatky neucastni nebo v ni maji zanedbatelnou
roli. Obvykle neni tak striktné oddélena od odpovédi protilatkové (napt. pfi béZzném pribéhu infekce tyto faze plynule
ptrechazi jedna v druhou). Hlavnim tkolem bunécné zprostfedkované odpovédi je eliminace bunék infikovanym virem,
intraceluldrni bakterii nebo jinym parazitem, ptip. bunék nadorovych.

Efektorovymi burikami, které jsou schopné tyto cilové buriky lyzovat, jsou cytotoxické lymfocyty Tc.

Lymfocyty Tc se vyvijeji z prekursord po kontaktu s antigenem. Postup je nasledujici: antigen je po vnikuti do organismu
pohlcen APC. Po zpracovani jsou na povrchu APC vystaveny fragmenty antigenu, nékeré spolu s molekulami I. tfidy, jiné
s molekulami Il. tfidy HHK. Komplexy antigenu a molekul I. tfidy jsou rozpoznény receptory lymfocytl Tc za pfispéni
molekuly CD8. Vazba antigenu na TCR predstavuje dilezZity signal pro aktivaci T bunék.

Doplnujici signaly obstaraji adhesivni molekuly (podobné jako u lymfocytd B). Tc buriky se zacnou délit. K tomu pfispivaji i
cytokiny: IL-1 produkovany APC a IL-2 produkovany lymfocyty Th. Zralé Tc rozeznaji prostfednictvim svého receptoru
infikované buriky, které vyjadtuji na svém povrchu virovy antigen a molekulu I. tfidy. Tc se vaZe na cilovou buriku.
Prostfednictvim hydrolytickych enzym( a proteinu (perforin), obsazenych ve vesikulech, buriku zabijeji. Cytotoxicky
lymfocyt tento dramaticky déj preziva a miZe zabijet dalsi cilové buriky.

CENTRALNi ROLE LYMFOCYTU Th
Lymfocyty Th hraji Ustfedni roli vimunitni odpovédi na vétsinu antigen(l. Nazvoslovny pfivlastek pomocny je tfeba vnimat
vice z historického pohledu, jeho uZiti by nijak nemélo témto burikdm ubirat na vyznamu. Nebot Th lymfocyty jsou pro



adaptivni imunitni odpovéd naprosto zasadni a ve vétsiné pfipadu i nezbytné. Urcuji, které epitopy se stanou cilem imunitni
reakce, stimuluji proliferaci efektorovych bunék a napomahaji vybirat efektorové mechanismy v zavislosti na povaze
antigenu. Vybirat Ize predevsim z téchto tfi efektorovych mechanisma: (i) cytotoxické T lymfocyty, (i) protilatky, (iii)
aktivace makrofagl a opozdény typ hypersenzitivity, ale existuji i dalsi.

Posledné jmenovany efektorovy mechanismus, hypersenzitivita opozdéného typu, spociva ve spolupraci Thl lymfocyti a
makrofagl. Makrofagy s mikroorganismy pohlcenymi v pribéhu infekce stimuluji (prostfednictvim antigennich fragment( a
molekul II. tfidy) lymfocyty Th1l a ty, poté co dozrély, produkuji rlizné cytokiny. Vlivem téchto cytokind (predevsim
interferonu-gama) se infikovany makrofag aktivuje a ni¢i mikroorganismy, které pohltil. Th1 buriky tak maximalizuji
efektivitu zabijeni makrofagy a proliferaci cytotoxickych CD8+ T bunék.

Lymfocyty Th1 také podporuji produkci opsonizacnich protilatek.

78. GENETIKA IMUNOGLOBULINU, B A T RECEPTORU

IMUNOGLOBULINY
Imunoglobuliny (lg) jsou glykoproteiny vyskytujici se ve dvou podobach:
e  zakotvené v plasmatické membrané B lymfocytu jako tzv. membranové nebo povrchové Ig (mlg) tvofrici
specificky B bunécny receptor, BCR (B-cell receptor)
e volné pfitomné v krvi, lymfé i dalSich tkarnovych tekutinach, tedy jako protilatky

Kontakt mezi membranovym Ig (mlg) a cizorodym antigenem je nutny pro indukci tvorby volnych protilatek proti dal$im
molekulam stejného antigenu. VSechny membranové Ig na jednom lymfocytu B maji identickou vazebnou specifitu pro
urcity epitop antigenu. Ta je shodna s vazebnou specifitou protilatek, které jsou posléze produkovany klonem zralych,
termindlné diferencovanych bunék, odvozenym od tohoto lymfocytu B — plasmatickymi bufikami. Vétsina BCR je tvorena Ig
typu IgM a IgD.

STRUKTURA PROTILATEK

Protilatky (imunoglobuliny) se rozdéluji do 5 hlavnich t¥id: IgA, 1gD, IgE, IgG a IgM. Lisi se velikosti, aminokyselinovym
sloZzenim a obsahem uhlohydratu. Hlavnim Ig lidského séra jsou molekuly 1gG. Tato Ig jednotka (monomer IgG) se bézné
pouziva k vykladu stavby protildtek a BCR.

Molekula Ig se sklada ze 2 identickych lehkych polypeptidovych fetézcti o délce 212 aminokyselin (L,light) a 2 Fetézci
téikych (H, heavy), sloZzenych ze 450 aminokyselin. Retézce jsou navzajem vazany disulfidickymi mastky. Téiké fetézce jsou
v jednotlivych tfidach Ig strukturné odlisné (a, 6, €, v, 1) a tfida Ig je tak urCovana typem zaclenéného tézkého retézce.
Lehké Fetézce se vyskytuji ve dvou formach, k (kappa) a A (lambda), a jsou spole¢né vsem tridam imunoglobulind. Jak lehky
fetézec K, tak lehky retézec A se mlize kombinovat s kterymkoliv z tézkych fetézct (a, 6, €, y, 1). V jedné molekule
protilatky se vsak vyskytuji lehké Fetézce pouze jednoho typu — bud jsou oba k nebo jsou oba A.

Lehké i tézké retézce se skladaji z konstantni (C,, Cy) a variabilni ¢asti (V,, V).

Konstantni ¢asti jsou umistény na COOH konci polypeptidu a maji ve vSech protilatkach stabilni slozZeni, tj. konstantni
sekvenci aminokyselin. V lehkém Fetézci se konstantni ¢asti dale necleni, v téZkych retézcich se rozdéluji do 3 oblasti: C41,
C42, C,;3. Variabilni casti se lisi poctem a sekvenci aminokyselin a predstavuji ¢ast prilehlou NH, konci polypeptidu. Ve
variabilnich oblastech L i H fetézce jsou kratké aminokyselinové Useky, které vykazuji vyjimecnou variabilitu — tzv.
hypervariabilni oblasti. Zejména tyto oblasti vytvareji sloZitou tercidlni a kvartérni strukturu Ig, ktera vaze antigen.

Molekulu IgG Ize enzymaticky rozstépit napf. papainem v oblasti mezi C41 a Cy2 (tzv. oblast hinge). Ziskame tak dva
fragmenty: jeden, ktery je stale schopen vazat antigen, proto Fab (antigen binding fragment, antigen. Vazajici fragment) a
druhy s oznadenim Fc (crystallizable fragment, krystalizujici fragment), ktery umozriuje vazbu na buriky imunitniho systému,
napt. fagocyty. Oblasti hinge (zavés) se vyznacuje urcitou ohebnosti, coZz umoznuje lepsi pfizplsobeni vazebnych oblasti
antigenu.



Podobné jako 1gG se vyskytuji jako monomer také IgD a IgE. IgM je pentamer sloZzeny z 5 podjednotek spojenych pridatnym
peptidovym fetézcem J (joining, spojujici Ci svazujici fetézec). IgA je monomer, ktery prostfednictvim J fetézce vytvari
diméry.

FUNKCE PROTILATEK
Navazani protildtky na antigen, tedy interakce Fab s epitopem, m(ze mit v fadé pfipadl pfimy efekt, napf. neutralizuje
bakterialni toxin nebo zabranuje pfichyceni bakterie ¢i viru na membrané a posléze jejich vniknuti do bunky.

Ve vétsiné pripadu je vsak nutna souhra sekundarnich efektorovych funkci, které jsou zprostfedkovany Fc ¢asti Ig. Fc
oblasti protilatek reaguji s burikami, které exprimuji na svych povrsich receptory Fc, napt. s fagocyty. Oblasti Fc tak
napomahaji fagocytdze — komplex antigenu a protilatky se prostfednictvim Fc receptori navaze na povrch fagocytu.
Teprve to umozni spolehlivé pohlceni antigenu a jeho destrukci fagocytem.

Proces, kdy nikoliv jeden epitop, ale cely patogen je obalen protilatkami a takto oznaden pfti prozieni a destrukci fagocytem,
oznacujeme jako opsonisaci. Opsonisace mulze byt dale zesilovana aktivaci komplementu na molekulach protilatek.
Komplement mize nékteré bakterie pfimo lyzovat. Podobné se interakce Fc protilatky a Fc receptoru na efektorové burice
uplatriuje i v jinych imunitnich mechanismech, napf. v bunééné zprostiedkované cytotoxicité zavislé na protilatkach (ADCC),
kdy NK burka vaze fragmenty Fc protilatek jiz fixovanych na cilové burice a posléze ji zabiji.

RECEPTOR T BUNEK

Receptor T bunék — TCR (T cell receptor) je heterodimer skladajici se ze 2 polypeptidovych fetézcti. Existuje ve dvou
formach - TCR4g a TCR5, V&t3ina perifernich lymfocytd T (95 az 98 %) a thymocyti ma TCR sloZeny z fetézcli alfa a beta
(TCRg, dfive TCR2). Jen mald ¢ast bunék ma heterodimer TCR z Fetézc gamma a delta (TCRys, dfive TCR1), jehoZ struktura
je obdobna TCR typu ap.

STRUKTURA TCRg

Retézce alfa (40-50 kDa) a beta (35-47 kDa) jsou transmembranové polypeptidy. Sklddaji se z externi ¢asti, ktera je
zakotvena v plasmatické membrané transmembranovou ¢asti a kratkou cytoplasmatickou oblasti. Externi ¢ast ma 2
domény: variabilni (Va, VB) a konstantni (Ca, CB), podobné jako u imunoglobulind. Variabilita v sekvenci AMK pfi N konci
peptidovych fetézcl je obdobna jako u variabilnich a hypervariabilnich domén Ig. Oba fetézce jsou vazany disulfidickymi
mUstky. Vazebné misto pro antigen vznika prostorovym usporadanim variabilnich a zejména hypervariabilnich ¢asti TCR.

Heterodiméry TCR jsou asociovany s pridatnymi polypeptidy, s nimiz vytvareji TCR komplex. Je to skupina 3-5 polypeptid( —
souhrnné oznacena jako CD3, které je nutné k expresi TCR na povrchu T lymfocytu a k pfenosu signalu do nitra bunky.

GENETIKA IG, B a T RECEPTORU
Schopnost imunitniho systému rozpozndavat antigeny zavisi na molekuldch tvoficich receptor na B a T burikach.

Obé bunécné populace mohou rozezndvat obrovské mnozstvi antigen(. Vznika otazka, jak se v imunitnim systému vytvari
tak velké mnoZstvi variant receptoru pro riizné antigenni specificity.

Bunécné a molekularni procesy vedouci k této rozmanitosti (diversifikaci) jsou u obou typ0 receptoru podobné. V prvni
fadé jsou to zmény, které se nahromadily v pribéhu evoluce a jsou pfedavany z generace na generaci (prostfednictvim
bunék zarodecné linie). Predstava je takova, Ze plivodni gen byl v evoluci ,namnozZen” (amplifikovan) procesem
opakovanych duplikaci. Zaroven probihaly mutace, které tyto geny rozrlznily, takZe nejsou presnymi kopiemi plvodniho
genu. Tak vznikla tzv. genova rodina. Pokud tyto rozriznéné geny zlstaly uloZené v jedné chromosomové oblasti, vytvareji
genovy komplex.

Genovy komplex obsahuje mnoho genl (¢i, jak se v literature donedavna castéji uzivalo, genovych segmenta), které koduji
variabilni oblasti (V4, V,, V3 ...V,)) a pouze jeden nebo nékolik malo segmentl kddujicich konstantni oblast (C).

V ramci tohoto genového komplexu pak v lymfocytech (na rozdil od ostatnich somatickych bunék a gamet) probihaji dalsi
zmény, které nejsou dédicné, na potomstvo se neprenaseji — somaticka diversifikace.

Jedna se o rizné prestavby genli komplexu nezavisle v jednotlivych burikach, jejichZ vysledkem je definitivni isek DNA
kédujici konkrétni retézec prislusného receptoru. Definitivni Usek DNA je tvoren kombinaci genového segmentu C
s nékterym z genu série V. Takto je aktivni komplex genll v jedné burice tvofen kombinaci C genu s genem V,, v jiné burice



kombinaci genu C s genem V, atd. Organizace celych oblasti pro fetézce receptoru B a T v naSem genomu jsou podobné a
také organizace prestavby genud v somatickych bunkach se fidi podobnymi pravidly pro oba typy receptord. V popisu vzniku
molekuly receptoru proto vyjdeme z procesu somatické diversifikace BCR.

1. GENETIKA IG A RECEPTORU B BUNEK
Retézce imunoglobulint jsou kédovany tfemi genovymi komplexy: IgH pro tézky fetézec (na chromosomu 14), IgK pro lehké

fetézce kappa (na chromosomu 2) a IgL pro lehké Fetézce lambda (na chromosomu 22). Zakladni usporadani gen v fetézci
DNA a jejich prestavby v ramci komplexu jsou uvedeny postupné pro vSechny tfi genové komplexy.

1.1 Igk KOMPLEX (chr. 2p11.2)

Genovy komplex IgK se sklada ze tfi oblasti: variabilni (V,), spojovaci (J,) a konstantni (C,). Konstantni oblast obsahuje jeden
gen, ostatni jsou tvofeny mnohem vétsim poctem gen(. Genl V, je nékolik desitek aZz do 100; genli J, je 5. Kazdy V gen se
sklada ze dvou exond, které jsou oddéleny kratkym intronem. Prvni exon determinuje tzv. vedouci (leader) sekvenci
polypeptidu, ktera je potfebna pro transport protilatky do endoplasmatického retikula (ER) pfi translaci (podobné jako je
tomu u dalsich protein(i na export, do membran, lysosoma atp.); druhy exon kdduje variabilni éast protilatky. L sekvence je
po vstupu do ER odstipnuta.

Kazdy lymfocyt B tedy na zaéatku vyvoje obsahuje fadové aZz 100 genu (genovych segmentd) ve viech oblastech komplexu
IgK. Z nich v$ak pouze tfi budou prekladany do jazyka bilkovin: jeden z V, gen(, jeden z J, gent a C, gen. Je to umozZnéno tim,
Ze v prubéhu vyvoje B lymfocytu dochazi k pfestavbé vidkna DNA. Jeden z gen( V, je spojen s jednim z gent J, a dochazi

k deleci DNA, ktera se mezi vybranymi geny nachazi. Takto prestavéné geny jsou transkribovany do mRNA vcéetné prilehlych
sekvenci mezi touto kombinaci V, - J, a genem C,. V ramci posttranskripcnich Gprav jsou pak tyto mezilehlé tiseky DNA
vystépeny jako introny. Zralda mRNA tedy obsahuje specifickou kombinaci V-J nyni spojenou s genem C, tedy V, - J, - C,.
Delece ,nadbytecné” ¢i ,neupotiebené” DNA béhem prestaveb gend je umoznéna existenci signalnich sekvenci, které
obklopuji kazdy segment Vi J.

1.2 IgL KOMPLEX (chr. 22q11.2)

Ve srovnani s Igk ma genovy komplex IgL ponékud odlisné uspotradani. Kromé mnoha V, genli obsahuje 6 genti C,. Kazdy
gen G, ma svyj vlastni segment J,. V prabéhu prestaveb se kombinuje kterykoliv z V, s nékterym z , pfipravenych” paru J -
Gy

1.3 IgH KOMPLEX

IgH komplex je velmi sloZity komplex, ktery u ¢lovéka obsahuje nejméné 100 gen(i V,, 20 gen(i Dy a 5 gen( J,;. Nazev oblasti
D je odvozen z anglického diverse nebo diversity, do cestiny se obvykle nepreklada (jinak oblast rozdilna ¢i oblast
rliznorodosti). Zvlastni pozornost si zasluhuje oblast C, ktera se skladd z nékolika gend oznacovanych C, Cs, C,, C a C; jesté
presnéji, gen C, je tvoFen sérii Ctyf gend oznacenych C,3, C,1, C,2b, C,2a.

Podle toho, ktery z gent skupiny C je funkéni, produkuji se rdzné typy tézkého retézce. Po asociaci s lehkym fetézcem lze
vznikly celek zafadit do konkrétni tfidy imunoglobulinti. NapF. pro vznik IgM musi byt funkéni gen C,,, pro vznik IgD gen Cs
atd.

Pti prestavbach v komplexu IgH je nejprve spojen jeden gen ze série Dy, s jednim J,, genem a k tomuto spojeni je ve
druhém kroku pfemistén jeden z genti V. Takto usporadany jsou jednotlivé geny postupné transkribovany od genu V,,
smérem k oblasti C, ke genu C,. Transkripce se zastavi a vysledkem je primdrni transkript, z néhoz jsou vystfihdny viechny
nekodujici sekvence. Po translaci se v burice vytvareji tézké retézce typu p, které asociuji s lehkymi fetézci a kompletni
molekula IgM je vystavena na bunécném povrchu. Nékteré primarni transkripty obsahuji informaci zahrnuijici nejen gen C,
ale i gen Cs. Oblast C,, je vystfiZena a po translaci burika vytvafi téZké fetézce & a posléze tedy kompletni molekuly IgD.

Tyto procesy probihaji béhem vyvoje lymfocytl z prekurzor( ve zralé B buriky a pak se zastavi. Po setkani B lymfocytu

s odpovidajicim antigenem dochazi béhem jeho klonalni proliferace k dals$im prestavbam na tUrovni DNA. Dochazi k tzv.
pFepinani tfid Ig. BEéhem téchto procesii mohou byt vylouceny oblasti C, a Cs a komplex V-Dy-Jy je pak napojen napt. na C,
(nebo C,, nebo az na C,). Burika pak produkuje protilatky typu IgG (pfipadné IgE nebo IgA).

1.4 ALELICKA EXKLUZE
Kazda protilatka IgG se sklada ze dvou identickych tézkych a dvou identickych lehkych fetézcd k nebo A. Ig molekuly
produkované jednou bunkou maji stejnou specifitu pro antigen, maji identické V oblasti; Ig z jedné buriky jsou



monoklonalni. Pfitom v kazdém B lymfocytu jsou na chromosomovych parech 2 nebo 22 pritomny celkem 4 genové
komplexy IgL (kapa a lambda, materndlniho a paternalniho plvodu) a na paru chromosoma 14 dva komplexy IgH (tedy opét
maternalni a paterndini haplotyp). Jsou-li imunoglobulinové produkty jedné buriky monoklonalni znamena to, Ze v kazdém
B lymfocytu je aktivni pouze jediny ze ¢étyf genovych komplext IgL a pouze jeden ze dvou komplexi IgH. Genové
komplexy IgL a IgH na ostatnich chromosomech jsou vylouceny z funkce. Tento jev se proto nazyva alelicka exkluze.

Na molekularni trovni to znamen3, Ze V (D) J rekombinace zacina (ndhodné) na jednom chromosomu 14 a pokud je
Uspésna (tzn., Ze je funkéné smysluplnd), pak se exprese Ig komplexu na druhém homolognim chromosomu 14 potlaci.
Pokud je vak rekombinace na tom prvnim chromosomu 14 neuspésna (nevytvofil se funkéni produkt), pokusi se burka o
rekombinace V (D) J na druhém chromosomu 14. Pokud se rekombinace nepodafi ani na druhém chromosomu 14, vyvoj
lymfocytu B dale nepokracuje a burika zanikne apoptozou. Je-li viak tento druhy pokus Uspésny, pak se nejprve (a opét
postupné) zkousi rekombinace fetézcll kapa (tedy na jednom ¢i druhém chromosomu 2) a pak teprve fetézcli lambda (tedy
na chromosomech 22). Je-li alespori jeden ze ¢ty pokus( Uspésny, lymfocyt B je schopen produkovat protilatky. Pokud se
rekombinace ani na ¢tvrtém lokusu nepodafri, opét je to signal k apoptdze a burika zanika.

1.5 VARIABILITA IG

Obrovska variabilita funkénich protildtek je umoznéna tfemi mechanismy. Jestlize predpoklddame, Ze se segmenty V, D a J
mohou kombinovat nahodné, pak mize vznikat fadové 10’ rtznych kombinaci. Na této Urovni Ize tedy rozlisit 10’ rdznych
antigend. Dalsim mechanismem je moZnost nepiesného napojeni konci segmentt pFi procesu jejich spojovani. Nékteré
nukleotidy mohou byt deletovany nebo insertovany.

Tretim mechanismem jsou somatické mutace, které se uplatriuji v dobé, kdy lymfocyt B stimulovany antigenem zacne
proliferovat. Rychla proliferace a tedy i replikace DNA muZe byt pfi¢inou chyb, které mohou uniknout repara¢nim
mechanismUim a naopak zvysit variabilitu Ig. Mechanismus, ktery vede ke zvy$ené mife mutaci béhem proliferace bunék B,
zUstava vSak v detailech nejasny.

2. GENETIKA RECEPTORU T BUNEK
T bunécny receptor je kddovan tfemi genovymi komplexy:
1. TCR-a uloZzenym na chromosomu 14q11.2; ve stejné oblasti je mezi geny komplexu TCR-a vmezefena sada gend

pro tvorbu fetézce 6, TCR-6
TCR-B na chromosomu 7q34a
TCR-y je uloZen na kratkém rameni téhoZz chromosomu (7p14)

Zakladni usporadani a prestavby geni v DNA probereme u nejcastéji se vyskytujiciho receptoru
TCRap (je pfitomen az na 98 % bunék T).

Genovy komplex TCR-a se sklada ze 3 oblasti v tomto poradi: variabilni (V,), spojovaci (J,) a konstantni (C,). Oblast
variabilni a spojovaci jsou tvofeny velkym mnoZstvim (kazda nékolika desitkami) gend, konstantni oblast obsahuje jeden
gen.

V komplexu TCR-B je navic za variabilni oblasti vloZen jesté segment D a usporadani gen(i je trochu jiné. Usek D-J-C je zde
duplikovan a pofadi oblasti s geny je: Vgn-Dgl-Jg1-Cg1-Dg2-J52-C2. Genli Vg je asi padesdt a kazdy ze dvou shlukl D-J-C
obsahuje 1 gen D, 6-7 gendi Jg a 1 gen Cg.

Kazdy prekurzor lymfocytu T tedy obsahuje nékolik stovek genovych segmentl TCR v obou komplexech TCR-a a TCR-B.
Z nich v3ak je pouze 7 pfeloZeno do protein(, po jednom z V,, o, Cy; @ po jednom z Vg, Dg, Jg a Cg. Vzniknou tak 2
polypeptidové fetézce, a a B, tvorici receptor v plasmatické membrané lymfocytu T.

V prabéhu vyvoje lymfocytu T dochazi k pfestavbé genovych segmenti nasledujicim zpisobem:
e jedenzgenl V,je spojen s jednim z genli J, a dojde k deleci Useku DNA, ktery je uloZen mezi vybranymi geny
e vramcijednoho z duplikovanych Usekd D-J-C se spoji jeden gen Dg s jednim z gend Jg; tento Usek je pak spojen
s nékterym z genl Vg; opét jsou deletovany Gseky mezilehlé DNA

Takto prestavéné geny jsou transkribovany do mRNA, nasledné jsou vystépeny introny a dokonceny Upravy ve zralou
mRNA.



SOMATICKA REKOMBINACE

Delece ,,nadbyteéné” DNA béhem pfestaveb genl uvnitf TCR komplext je umozZnéna existenci zvlastnich
rekombinancnich signalnich sekvenci, které obklopuji kazdy segment V,D i J. Naprosto stejné signdlni sekvence nalézame a
stejny molekularné geneticky mechanismus se uplatnuje i u prestaveb v imunoglobulinovych komplexech (tedy pfi vzniku
BCR ¢i volného Ig).

Tyto rekombinacni signalni sekvence jsou:
a) heptamery — palindromni sekvence 7 parl bazi:

5 CACAGTG 3’
3 GTGTCAC 5°

b) mezerniky, které se skladaji bud'z 12 nebo 23 nukleotid(
c) nonamery — palidromni sekvence 9 par( nukleotidd (podobné jako heptamery), kterd je charakteristicka pfitomnosti
nékolika adenint (A) na jednom a nékolika tyminG (T) na druhém vidkné DNA

5 ACACAAACC 3'
3*TGTGTTTGG 5°

Rekombinacni signalni sekvence jsou umistény na 3‘ konci kazdého genu V, na obou koncich kazdého segmentu D a na 5°
konci kazdého J. V rdmci jednoho retézce DNA muze pak dojit k parovani signalnich sekvenci nékterého z V genl s nékterym
J genem a D segmentem. Parovani se tyka heptameru a nonameru.

Mezerniky se li$i délkou a maji jinou Ulohu. Zabranuji napojeni dvou genti ze stejné oblasti, tedy nap¥. dvou V genii ¢i
dvou J genti atd. Pfi parovani plati totiz pravidlo 23/12, tzn., Ze Usek, ktery v mezerniku obsahuje 23 nukleotidd, se mize
parovat pouze s Usekem s 12 nukleotidy v mezerniku.

Timto zpUsobem se do tésného sousedstvi mize dostat kterykoliv z genli V s kterymkoliv z J a D gen(i. DNA uloZend mezi
nimi vytvari jednovldknové smycky. Ty jsou nasledné vystfizeny a DNA sousednich segment(l opét napojena. Teoreticky
muze kazdy lymfocyt T vytvéret dva rzné TCR Fetézce a a 2 rizné TCR Fetézce B, tedy celkem Ctyfi heterodiméry typu o:B.
Ve skutecnosti se na povrchu kazdého lymfocytu T vyskytuje pouze jeden typ TCR. Ostatni mozné typy nejsou exprimovany.
| vtomto pripadé se uplatriuje alelicka exkluze.

3. IMUNOGLOBULINOVA SUPERRODINA
Imunoglobulinové superrodina (nadrodina, $irsi rodina) je soubor proteind, které jsou ptibuzné svym plvodem.

Pfedpoklada se, Ze plvodné vznikly ze spolecného genu, ktery se multiplikoval a rozrdznil v genové rodiny s rdznymi
vlastnostmi. Do imunoglobulinové superrodiny patfi molekuly Ig, TCR, HHK, CD a vice nez 20 dalSich proteinl. Rodina se
navic stdle rozrlsta o dalsi proteiny, tak jak jsou postupné identifikovany sekvenovanim.

Vétsina téchto proteind se uplatriuje pfi rozpoznavacim procesu a komunikaci bunék, nejvice v ramci imunitnich funkci, ale
nutné tomu tak nemusi byt vZdy. Patfi sem totizZ i receptory ristovych faktord, napf. PDGFR (Platelet-derived growth factor
receptor) a SCFR (Stem cell factor receptor) neboli protoonkogen c-Kit neboli CD117.

79. GENETIKA TRANSPLANTACI, TRANSPLANTACNI PRAVIDLA, HISTOKOMPATIBILITNI
SYSTEMY

GENETIKA TRANSPLANTACI
Transplantaci se rozumi pfenos bunék nebo orgéanti z jednoho organismu na druhy, ale tézZ z jednoho mista na druhé v ramci

jednoho organismu. Zatimco autologni ¢i autogenni transplantace v ramci jednoho jedince byla (a je) prakticky vZdy
Uspésna, pri prenosech mezi dvéma jedinci byl vysledek transplantace provazen vétSinou nezdarem. Postupné se odhalilo,
Ze povaha reakci spojenych s tim, zda organismus transplantat (stép) prijme ¢i odmitne, je imunologicka. A jesté delsi byla



cesta k poznani, Ze osud Stépu vymeénéného mezi darcem a prijemcem se ridi genetickymi zakonitostmi, Ze zavisi na
genetickych vztazich mezi darcem a prijemcem.

Transplantace mezi ndhodné vybranymi nepfibuznymi jedinci stejného druhu se oznacuje jako alogenni a je vétSinou
neuspésna. Dojde k odvrZeni (¢i odhojeni) Stépu. Podobné dopadne pokus o transplantaci xenogenni, tj. mezi pfislusniky
dvou rGznych druhd. Je to v obou pfipadech zplsobeno tim, Ze se lisi antigenni vybava darce a prijemce.

Antigenni vybavou se rozumi soubor produktl vSech histokompatibilitnich (H) gend, pfitomnych u konkrétniho jedince.
Tento soubor genl i jejich produktll je druhové specificky. V pripadé shody darce a prijemce v téchto H genech (genotyp) a
tim i v H antigenech (fenotyp) je $tép pfihojen a trvale pfeziva. Jestlize se vybava darce a pfijemce v H antigenech (byt

v jediném) lisi, pak je transplantat odhojen (rejekéni) imunitni reakci namifenou proti témto odlisSnym H antigentm.

Na rejekéni reakci se zucastnuji oba typy imunitni reakce; v prvé radé se vsak uplatriuje bunécné zprostredkovana imunita.
Je to dUsledek rozpoznani cizich antigend a povrchu bunék transplantatu prijemcovymi T lymfocyty. Rozpoznavaci ¢ast
imunitni reakce pak strida jeji vykonna slozka, které se ucastni dalsi bunécné typy a nékdy téz i humoralni imunita.

TYPY TRANSPLANTATU
1. autotransplantat

e  Prenos tkané z jednoho mista na misto jiné na témZze téle. Nevyvolava Zadné imunologické reakce —
MHC vnima transplantat jako sobé vlastni.
2. isotransplantat
e  Pfenos mezi dvéma organismy se stejnym genetickym zédkladem. Pfikladem jsou transplantace u
identickych dvojcat.
3. allotransplantat
e  Prenos mezi dvéma organismy stejného druhu. Nej¢astéji se vyskytujici typ. Problémem je rozlisné
genetické pozadi. Hrozi riziko imunitni reakce a rejekce (odmitnuti) Stépu.
4. xenotransplantat
e  Pfenos z jednoho Zivocisného druhu na jiny. Nastava velmi rychld rejekéni reakce dand odlisnosti v
genech. Nejcastéji jde o reakci IgM nebo bunécné zprostredkovanou.

TRANSPLANTACNI ZAKONY
Soubor pravidel, kterymi se fidi osud transplantatu, oznacujeme jako transplantacni zakony. Transplantacni zakony byly

objeveny pfi pokusech na laboratornich zvifatech, zejména mysich. Na pokusnych zvitatech lze vytvaret modelové situace
a ziskané poznatky aplikovat na pfirozenou populaci véetné populace ¢lovéka. Aby se toto modelovani mohlo opakovat za
identickych genetickych podminek, byly zamérnym kfizenim vyprodukovany specialni kmeny zvifat, inbredni a kongenni
kmeny.

Inbredni kmeny byly ziskany sourozeneckym k¥izenim (kfizeni bratr x sestra) opakovanym po fadu generaci.

Zhruba po 20 generacich (nejnovéji se vétsinou poZzaduje aZ 30 generaci) jsou potomci interkrosu geneticky identicti. Je to
disledek toho, Ze opakovanym kfizenim sourozenct klesa podil heterozygotnich lokusd, az jsou potomci v posledni generaci
homozygotni (prakticky) ve vSech lokusech (polohomozygoté). V lidskych populacich, i v téch s velkym podilem
pribuzenskych snatk(, se s geneticky identickymi jedinci nesetkame. Vyjimkou jsou, jako ostatné i u dalSich druht —
monozygotni dvojcata (pripadné trojcata Ci ¢tyrcata). Jsou navzdjem identicka, protoZe vznikla z jedné zygoty a po jejim
rozdéleni na dvé (pfip. Ctyfi) blastomery a jejich Uplném osamostatnéni. Ale genotypicky jsou monozygotni dvojcata
polyheterozygoty jako je polyheterozygotni kterakoliv zygota vzesla z fertilizace gamet nepfibuznych jedincd, tedy jako
dlsledek kombinace alel maternalni a paternalni sady chromosomd a alel v zygoté.

Kongenni kmeny umoznuji studium tlohy a ucinku jednotlivych H lokus pfi transplantacich. Kongenni kmen mi identické
genetické pozadi s pdvodnim inbrednim kmenem, ale specialnim systémem kfiZzeni se na genetické pozadi jednoho
inbredniho kmene vnasi alela daného H lokusu z jiného inbredniho kmene. Ziskdme tak dvojici kmen( — plvodni inbredni a
k nému kmen kongenni, které se lisi pouze v alelach jednoho histokompatibilitniho (obecné jakéhokoli sledovaného) lokusu
a v ostatnich lokusech jsou identické.



Zakladni pravidlo pro vysledek transplantace fika, Ze stép bude odhojen, jestlize nese histokompatibilitni antigeny, které
nejsou pritomné u prijemce. Na zakladé genetickych modelovych studii s pouzitim tkanovych (koznich) ¢i organovych (napfr.
ledvinnych) $tépu Ize formulovat 5 transplantaénich zdkond.

1. Stépy vyménéné mezi prislusniky tého? inbredniho kmene jsou trvale piihojeny (syngenni §tépy).

2. Stépy vyménéné mezi pfisludniky dvou riznych inbrednich kment jsou odhojeny (alogenni §tépy).

3. Stépy prenesené z rodicovskych inbrednich kmenti na F, hybridy jsou piihojeny, ale v opaéném sméru, z F1
hybridd na pfislusniky rodi¢ovskych kmend, je transplantace nelspésna.

Stépy prenesené z F2 generace na F1 hybridy se pFihojuji.

5. Céast §tépl prenesenych z jednoho nebo druhého parentalniho kmene na F2 generaci je pfihojena, ¢ast
odhojena. Jestlize se inbredni kmeny lisi pouze v alelach 1 lokusu (kmeny kongenni), pak se pfihoji 3/4 stépt a 1/4
se odhoji. Se zvySujicim se poctem H lokust, ve kterych se 2 inbredni kmeny lisi, se sniZuje proporce pfihojenych
$tépU. Zavislost je dana vztahem f, = (3/4)", kde f, je podil prezivajicich §tépQ, n je pocet rozdilnych H lokust 2
inbrednich kmen.

Takto odvozené transplantacni zakony maji obecnou platnost. Existuje vSak nékolik malo vyjimek, které jsou zplsobeny
pritomnosti H lokust na heterochromosomech. Pro testovani byly pouZity koZni $tépy. Prvni situaci je nelispésna
transplantace kGize samcl na samice téhozZ inbredniho kmene, ktera odporuje 1. pravidlu. Je to disledek exprese samcich
transplantaénich (minor H) antigen kédovanych z lokust na chromosomu Y (imunitni odpovéd anti-H-Y). Druhou situaci
(odporuje 3. pravidlu) pak je nelispésna transplantace kiiZe jedinc obojiho pohlavi na mezikmenového F1 samce, pokud
tito darci jsou z téhoz parentalniho kmene, z néhoz pochézel samec-otec pro toto F1 k¥izeni (odpovéd proti transplantac¢nim
¢i H antigendm kdédovanych z lokus na chromosomu X kmene A).

ODHOJENI{, ODVRZENI (REJEKCE) STEPU

Imunitni reakci, kdy odpovida organismus prijemce na transplantat, oznacujeme jako reakci transplantaéni nebo také jako
reakci hostitele proti Stépu (HVGR — host versus graft reaction). Klicovou ulohu pti odhojeni Stépu hraji T lymfocyty. Jednim
z prakazt je dlouhodobé prezivani transplantatl (a to i xenogennich) na jedincich, u nichZ se nevyvinul thymus, napf. na tzv.

nahatych (nude) mysich.

Rejekéni reakci lze rozdélit na dvé faze: rozpoznavaci a vykonnou (efektorovou). V Gvodu reakce jsou T lymfocyty schopné
prostfednictvim svych receptord rozpoznat na burikidch $tépu aloantigeny — alogenni molekuly HHK nebo produkty minor H
gend spolu s molekulou HHK.

Na produkty gen( I. a Il. tfidy HHK bude diky odlisnému spektru vazanych antigennich peptid( reagovat pravdépodobné
velké mnoZstvi T-lymfocytd. Ovsem slabé (minor) H-lokusy, které jsme jiz vysSe definovali jako jakékoli dalsi (non-HHK)
molekularni odlisnosti a které budou typicky produkovat jen jeden nebo nékolik malo antigennich peptidd, budou tedy
odhojeny pravdépodobné aZ po dostatecné klondini expanzi specifickych lymfocytl T. Ve vykonné slozce se uplatriuji T¢
lymfocyty, které postupné dozravaji a destruuji buriky stépu pfimym kontaktem. Také mohou napadat endotel cév stépu a
tak spustit kaskadu reakci, kterd ohrozi zésobeni $tépu kyslikem a Zivinami. Pfi rejekci se uplatni i humoralni aktivita, nebot
B buriky jsou stimulovany jednak rozpustnymi antigeny ze $tépu, jednak Th burikami, které kontaktovaly antigen.

Meéritkem transplantacni rejekéni reakce je rychlost, s jakou je poskozeny stép odhojovan. Hyperakutni rejekce se méfi na
hodiny, akutni na dny nebo tydny, chronicka na mésice nebo roky. Rychlost odhojovani je zavisla na genetické odlisnosti
v antigenni vybavé darce a pfijemce.

REAKCE STEPU PROTI HOSTITELI

V predchozim textu byla odvozena transplantacni pravidla jako genetické zakonitosti, které se uplatiuji pfi reakci
imunitniho systému ptijemce proti darcovym aloantigenim exprimovanym na burikach, tkanich a orgdnech stépu. A
opakované bylo ukdzano, Ze nositelkami imunitnich funkci jsou buriky lymfoidni fady. Tyto transplantacni genetické
zakonitosti plati pro imunokompetentni buriky bez vyjimky, tedy i pro buriky imunitniho systému mimo pavodni
organismus. | tyto izolované burky, pokud budou mit odpovidajici Zivotni podminky (optimalni teplota, Ziviny, kyslik apod.),
se budou pti svém fungovani fidit transplantacnimi pravidly.

V zasadé jde o dvé situace:
1. interakce imunokompetentnich bunék in vitro
2. kdyz jsou imunokompetentni buiiky zavedeny do jiného organismu



To nastdva pfi transplantacich organd ¢i tkani s vy$sim obsahem lymfoidnich bunék (stfevo, plice) nebo pokud jsou
prenaseny pfimo lymfoidni tkdné (napf. slezina) ¢i suspenze lymfoidnich bunék (kostni dien, homogenat lymfatickych uzlin).
A praveé pri takovych situacich (experimentalnich i klinickych) bylo pozorovano, Ze stép mlze prijemce poskodit ¢i dokonce
ohrozit na Zivoté. Je to zplsobeno tim, Ze imunokompetentni buriky ze $tépu radné plni fyziologické funkce, ke kterym jsou
predurceny, ale konaji tak v prostredi jiného, hostitelského organismu. Aktivace imunokompetentnich bunék stépu (podle
transplantacnich pravidel) a rozvoj imunitni reakce proti aloantigenim hostitele mize mit nasledky pro zdravi hostitele.

Aby mohlo k takové reakci Stépu proti hostiteli dojit, museji byt spInény jesté dalsi podminky, a to obé soucasné:
1. Imunitni systém hostitele (pfijemce) toleruje Stép. To nastava v pfipadech, kdy:

e imunitni systém hostitele neni Uplné vyzraly; v experimentalnich modelech (mys, potkan) je imunitni
systém novorozence prvnich 24 h po narozeni nevyzraly a neni schopen plnit tkoly bunécné
zprostiedkované imunity (bylo popsano jen u uvedenych savcich druh, nikoliv u ¢lovéka)

e imunitni systém hostitele neni dostatecné vyvinuty i pozdéji a stav trva aZ do dospélosti; takova ztrata
funkce je uz patologicky stav — imunodeficience (fada imunodeficitd je podminéna mutacemi gen(i)

e imunitni systém aZ dosud zdravého dospélého hostitele je vyfazen z Cinnosti napf. po ozareni (napf.
nehoda jaderného zareni) nebo po podani specifickych Iékl — tzv. imunosupresiv; terapeuticky se
kombinace obojiho, tj. vysoké davky chemoterapeutik a celotélové ozareni, pouZiva jako prostfedek
k eliminaci i tzv. ablaci bunék vlastni kostni dfené pred transplantaci kostni diené darce, pokud je tato
z rznych medicinskych davodu indikovana

e  pfijemcem Stépu (hostitelem) je dospély, pIné zdravy jedinec, avSak heterozygotni v urcitém H lokusu, a
darcem stépu s lymfoidnimi burikami byl homozygot pro jednu z alel pfitomnych u pfijemce — geneticka
pric¢ina neodpovidavosti; toto Ize velmi dobfe modelovat v experimentalnich podminkach, ale mize se
vyskytnout i v podminkach klinické transplantace kostni dfené

2. Existuje antigenni rozdil mezi pfijemcem a darcem $tépu, presnéji existuje z pohledu darce. Imunokompetentni
buriky Stépu museji rozpoznat v antigenni vybavé organismu pfijemce alespor jeden cizorody antigen.

Jsou-li obé tyto podminky spinény, $tép odpovida na antigeny pfijemce a rozviji se reakce, ktera hostitele vazné ohrozuje.

V klinické praxi se to nej¢astéji pfihodilo p¥i transplantacich kostni diené. Pokud se pouZila dfer netestovand nebo
nedostatecné testovana na shodu darce-pfijemce (napf. k preklenuti stavu po ozareni, pfi IéCbé leukémii, anémii,
imunodeficienci apod.), GVHR predstavovala vaznou komplikaci. Pfi GVHR vznikd cely komplex poskozeni: GUbytek vahy,
zvétseni jater, sleziny a lymfatickych uzlin, anémie, poskozeni gastrointestinalniho traktu a kiize. GvHR muze vést az k smrti.
GVHR se da |écit podanim imunosupresiv. Prevenci GvHR je detailni testovani shody darce a pfijemce v HLA a registry darc
kostni drené.

TYPIZACE ANTIGENU HLA

Predpokladem uspésné transplantace u ¢lovéka je co nejvétsi shoda v H antigenech mezi darcem a pfijemcem.

Kazdy jedinec ma dva haplotypy oblasti HLA zdédéné od svych rodic¢t. Molekuly kédované z obou haplotypt jsou
exprimovany, takZe kazda burika nese na svém povrchu materské i otcovské antigeny. Vysoky pocet znamych alel HLA gen(
predstavuje miliény moznych kombinaci, takZe nalézt optimalni darce a prijemce neni snadné. Tak ani prvostupriovi pfibuzni
(rodice a sourozenci) nemuseji byt a ¢asto ani nejsou vhodnymi darci.

Najit dvé osoby shodné ve vsech H antigenech (tj. i v minor H) neni viibec mozné; vyjimkou jsou monozygoticka dvojcata.
Pro klinickou transplantologickou praxi pfi transplantacich organ( (a kostni dfené) je mozné a nutné typizovat antigeny HLA,
které predstavuji velmi silnou transplantacni bariéru. Podle vysledku jsou vybirani vhodni darci a pfijemci, aby shoda byla co
nejvetsi.

Typizace antigen( HLA se provadi v soucasnosti prakticky jen molekularné genetickymi metodami.

1. Sérologicka typizace
Zdrojem lidskych protilatek byla séra pacientt po opakovanych transfuzich krve, séra Zen po opakovanych téhotenstvich a

séra dobrovolnik(, ktefi se podrobili transplantaci koZniho $tépu. Jednalo se o séra polyklonalni. To znameng, Ze protilatky
v nich reagovaly nejen s burikami darce, ale i jinych osob. Nékteré epitopy jsou pritomné na molekulach HHK riznych
jedincd, jsou pro né spolecné. Uvadi se, Ze maji tzv. vefejnou specificitu (public specificity). Existuji i jedine¢né epitopy,



pritomné na molekule HHK vyhradné jednoho individua. To jsou tzv. soukromé (private) epitopy. Polyvalentni protilatky
mohou byt upraveny (mj. tzv. vysycovanim) tak, zZe je zvySena jejich specifi¢cnost a mohou pak reagovat pouze s burikami
jednoho haplotypu. Tak byl ziskan panel cytotoxickych protilatek, které byly namifeny proti vSem znamym antigeniim
HLA.

2. Reakce ve smisenych lymfocytarnich kulturach (MLR — mixed lymphocyte reaction)
Jedna se o bunécnou reakci, kterd se pouzivala k typizaci antigent Il. tfidy, u ¢lovéka podoblast HLA-D. Bylo zjisténo, ze

prezivani transplantdtu je Uspésné i tehdy, jestlize se darce a pfijemce shoduji pouze v téchto antigenech, zejména v HLA-
DR.

Test mél tu nevyhodu, Ze trval az nékolik dni. To omezovalo pouZiti tohoto testu v pripadech, kdy je organ k transplantaci
odebiran z mrtvych jedinct, protoZe takovy orgdn muaze byt uchovan pouze maximalné 48 hodin.

Princip reakce spociva v tom, Ze se smichaji in vitro lymfocyty dvou rliznych osob. Jestlize maji lymfocyty odliSnou antigenni
vybavu, za¢nou se navzdjem stimulovat, prodélaji blastickou transformaci a za¢nou proliferovat. Proliferace bunék maze
byt mérena, napf. inkorporaci izotopt (3H-thymidinu) do replikujici se DNA. Namérena radioaktivita je srovnana

s radioaktivitou v kultufe syngennich lymfocyt(. Buriky odpovidajici v MLR jsou prevazné lymfocyty CD4+. Test je vsak
usporadan tak, Ze lymfocyty jednoho jedince jsou ozareny nebo ovlivnény cytostatiky (napf. mitomycinem), takZe nejsou
schopné odpovidat a chovaji se pouze jako stimulujici lymfocyty. V suspenzi tak reaguji pouze bunky druhého jedince —
jednosmérna MLR.

V MLR se stimuluji také prekursory T lymfocyt( (CD8+), které proliferuji pomaleji. Jejich aktivace mGze byt prokazana lyzou
cilovych bunék — tzv. bunécné zprostfedkovana lymfocytotoxicita (CML — cell mediated lymphocytotoxicity). Cilové buriky
jsou predem oznaceny radioaktivnim chromem (51Cr), ktery se vaze na cytoplazmatické slozky Zivych bunék. Jestlize jsou
cilové bunky lyzovany pridatnymi T lymfocyty, uvolni se *I¢r do kultivagniho média. Mé&Fenim radioaktivity v médiu Ize
prokazat intenzitu CML. Nutno poznamenat, Ze nasledné byly zavadény takové modifikace metody, kde se pouziti
radionuklid nahradilo jinymi zpGsoby stanoveni reakce.

3. Typizace pomoci molekularnich technik
V poslednich letech se provadéji typizace HLA antigenu prakticky vyhradné pomoci molekuldrné genetickych metod.

Podstatné zjednoduseni HLA typizace pfinesla polymerazova fetézova reakce (PCR). Amplifikace DNA pomoci PCR byla
vyuZivana zejména v usporadani, kdy pro jednotlivé alely HLA byla pfipravena série sekvenéné specifickych primért (SSP) a
reakce se odecitala po elektroforéze v gelu. Nebo se PCR kombinovala s hybridizaci (na membrané) se sérii sekvencné
specifickych oligonukleotidovych sond (SSO), které byly specifické pro urcité alely. Na podobnych principech konstruuji své
kity (sady reagencii) na molekularni testovani HLA nejriiznéjsi dodavatelé, dnes bézné jako multiplexové reakce na
platformé mikrocip( (microarray), tj. desetitisice aZ statisice simultannich testovacich procedur v jednom kroku. Protoze
jejich analyza si narokuje specifické ¢teci, zobrazovaci a statistické softwarové vybaveni, soustfeduje se typizace HLA jen do
nékolika mala center ve staté.

IMUNOSUPRESE

Ve vétsiné pripadl se nezdafi nalézt pIné identické dérce a prijemce ani v HLA antigenech, natoZ v ostatnich H systémech.
Proto jsou vyvijeny postupy, které potlacuji proliferaci ptijemcovych lymfocytl. Dlouho se pouzivala a ¢asto dosud se
pouzivaji nespecificka iunosupresiva, jejichz nevyhodou je, Ze potladuji vsechny klony lymfocytl. Prijemce je tak ohrozen
béznymi infekcemi.

K takovym imunosupresivnim farmaktm patfi glukokortikoidy (potlacuji aktivované makrofagy) a cytostatika azathioprin
(inhibitor syntézy purinl a specificky blokator efektu kostimulace CD28) a cyklofosfamid (alkylacni ¢inidlo; potlacuje
proliferaci bunék interakcemi na Urovni DNA).

Zlom pfineslo v 80. letech minulého stoleti uZiti cyklosporinu, ktery je selektivnim imunosupresivem T bunééné rady.
Inhibuje ¢asnou fazi aktivace lymfocytd T a nepotladuje tvorbu protilatek. Novéjsim lékem s podobnym mechanismem
ucinku je takrolimus (dlouho oznacovany jako FK-506). Obé latky jsou laktamové kruhové polypeptidy produkované
plisnémi ¢i bakteriemi. Radime je k tzv. kalcineurinovym inhibitoréim, protoZe tim, Ze blokuiji aktivaci RNA polymerasy
kalcineurinem, potlacuji produkci cytokinl lymfocyty Ty, (pfedevsim sniZuji tvorbu IL-2). Bouflivé se rozviji pouZiti
monoklonalnich protilatek namifenych proti nejriiznéjsim molekuldm na lymfocytech T (CD3, CD4, CDS8 atp), které jsou
jesté vice selektivni nez inhibitory kalcineurinu.



HISTOKOMPATIBILITNi SYSTEMY
Histokompatibilitni antigeny jsou glykoproteiny exprimované na plazmatickych membranach vétsiny bunék, u ¢lovéka

s vyjimkou erytrocytd. U nékterych druhl (napf. mys, potkan, ptaci) jsou i na erytrocytech. Jako histokompatibilitni
(histokompatibilita = tkanova slucivost) byly oznaceny proto, Ze tyto molekuly, dfive nZ byly poznany jejich primarni funkce
v bunice a v organismu, byly rozpoznany jako pficina odhojeni tkané pfi inkompatibilnich transplantacich. Odtus pochazi téz
dlouho uzivany nazev — transplantacni antigeny.

Tyto proteiny maji své specifické funkce a jejich antigenicita souvisi s tim, Ze jsou vice ¢i méné (nékteré vysoce) polymorfni,
tedy existuji v ramci druhu ve vice alelnich formach. Dédi se jednoduse mendelovsky a mezi alelami je vztah kodominance.

Histokompatibilitni geny lze rozdélit do 2 skupin:

1) geny, které jsou uloZeny v jediné oblasti genomu a tvofi hlavni histokompatibilitni komplex (HHK, angl. MHC, major
histocompatibility complex). Slovo ,hlavni“ v ndzvu odkazuje na jejich zasadni Glohu v transplantacni rejekcni reakci proti
koZnimu ¢i organovému Stépu prenesenému mezi jedinci téhoz druhu. Transplantacni rozdily v téchto aloantigenech
vyvoldvaji velmi silnou a rychlou destrukci Stépu a predstavuji hlavni bariéru pfti klinickych transplantacich u ¢lovéka;

2) geny, které jsou rozmistény pordznu v celém genomu, v rlznych chromosomovych lokalizacich. Nazyvaji se slabé
(minoritni) histokombatibilitni geny, protoZe rozdily v individualnich minor H aloantigenech vedou k pomalejsimu
odhojovani/odvrieni §tépu, které ma ¢asto chronicky charakter. U¢inky minor histokompatibilitnich aloantigent se viak
sCitaji. Proto pfi transplantaci, kdy se lisi darce a prijemce v nékolika minor histokompatibilitnich lokusech, maze dojit k silné
transplantacni rejekéni reakci, které je projevy srovnatelna s i¢inkem reakce proti aloantigendm HHK.

80. HLAVNI HISTOKOMPATIBILITNi KOMPLEX CLOVEKA

HLAVNi HISTOKOMPATIBILITNi KOMPLEX
Hlavni histokompatibilitni komplex (HHK) je rozsahla sada blizce vazanych gent, které determinuji molekuly umisténé na
povrchu bunék v plazmatické membrané. HHK byl objeven diky rozvoji transplantacni imunologie, jak experimentalni tak

klinické, a tak byly tyto genové systémy postupné popsany u fady Zivocisnych druhl véetné ¢lovéka. K nejlépe probadanym
patii HHK u mysi (byl pojmenovan jako H-2), u potkana (RT1), u kura domaciho (B komplex) a u €lovéka (HLA komplex;
odvozeno od Human Leukocyte Antigens). Z dalSich jsou to napf. RLA komplex kralika, PLA komplex vepre, BLA u skotu a
dalsi.

Geny a produkty HHK jsou vysoce polymorfni (pravdépodobné nejpolymorfné;jsi v genomu) a zajistuji tak kazdému
organismu individualni antigenni vybavu. Lze je rozdélit z hlediska struktury a funkce na oblasti molekul ¢i gent 1., 1. a Il
tfidy. Poradi oblasti v HHK je u rGznych Zivocisnych (savcich) druhid odlisné, aniz to narusuje funkci komplexu. Prakticky
identické je poradi napf. u potkana a u Clovéka, ale u mysi je lehce odlisSné.

Molekuly I. a Il. tfidy HHK maji podobnou strukturu a kéduji molekuly, které se podileji na imunologickém rozpoznavani.
Oblast Il1. tfidy je odlisna. Obsahuje celou Ffadu gen, jejichZ produkty nejsou strukturné ptibuzné s produkty I. a Il. tfidy a
jen nékteré z nich se urcitym zptsobem uplatriuji pti imunitnich reakcich. Dalsi pak maji zcela odlisné funkce (napf.
enzymatické).

Teprve postupné bylo objeveno, Ze fyziologickou funkci molekul produkovanych HHK je pfedkladat (prezentovat)
antigeny nebo jejich fragmenty burikdm imunitniho systému, zejména T lymfocytiim. Tato funkce umozriuje rozliseni
vlastnich sloZzek organismu od cizorodych. Pfi napadeni mikroorganismy je prezentace jejich antigend zakladnim
predpokladem pro rozvoj specifické imunitni odpovédi a tim obranyschopnosti makroorganismu. Pomoci molekul HHK a
dalSich na membranach exprimovanych molekul spolu buriky imunitniho systému vzajemné komunikuji a kooperuji tak, aby
imunitni reakce byly co nejefektivné;si.

HLAVNIi HISTOKOMPATIBILITNi KOMPLEX CLOVEKA
Hlavni histokompatibilitni komplex ¢lovéka (HLA) je uloZen na kratkém raménku 6. chromosomu, kde v oblasti 6p21.3 —
22.1 zaujima oblast dlouhou asi 2,3 cm (pfiblizné 2-3 miliény nukleotidovych parua). VSechny geny . tfidy jsou umistény

v jedné samostatné oblasti a geny Il. tfidy v jiné oddélené oblasti komplexu. Poradi jednotlivych oblasti je ve sméru od
centromery I, lll. a I. tfida. Mezi zna¢nym pocétem funkénich gend jsou i pseudogeny (nefunkéni geny). NejdileZitéjsi HLA



geny |. tfidy jsou oznadeny HLA-A, -B, -C (uloZeny v potadi B, C, A ve sméru od centromery). Postupné byly poznany v oblasti
I. tfidy dalsi geny HLA-E, -F a —G, které maji ponékud jiné funkce. Oblast Il. tfidy HLA byla oznacena jako HLA-D a je
organizovana v nékolika podoblastech, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou HLA-DP, - DQ a —DR; pozdéji zde byly popsany dalsi
podrobnosti HLA-DO, -DM a —DN.

Pro kazdy z gen( oblasti I. a Il. tfidy existuje vysoky polymorfismus (mnohotnad alelie). Jednotlivé molekuly (jako
transplantacni antigeny) byly objevovany a popisovany od 60. let imunologickymi reakcemi, ale jejich pocet uz od 90. let
nestoupa. Naopak, s rozvojem molekularné genetické analyzy v testovani darcud a pfijemcl transplantat kontinualné
nardstd pocet rozpoznanych alel. Vysoky stupen polymorfismu dokladaji téz populaéni studie na bézné populaci zdravych
jedincd. V rtznych populacich mohou byt rozdily ve vyskytu vybranych alel HLA znaéné a pro dané etnikum i typické.

Na kazdém chromosomu se vyskytuje urcita kombinace alel jednotlivych geni komplexu HLA-haplotyp, kterd se vétSinou
dédi nezménéna pospolu. K.azdy jedinec ma tak dva haplotypy HLA, které zdédil od svych rodi¢d. Mezi geny jednotlivych
haplotypUl byly pozorovany rekombinace.

Rekombinované haplotypy nejsou vsak prilis ¢asté, jejich vznik a zaroven jejich zastoupeni odpovida rozsahu HLA, tj. asi 2,3
cm. Rekombinace vsak urcité nalezi mezi mechanismy, kterymi se HLA (obecné HHK) vyvijel.

Molekuly I. tridy HLA

Molekuly kddované geny HLA-A, -B a —C jsou silné transplantacni antigeny a jsou vysoce polymorfni. Molekuly E, F, G maji
nizsi polymorfismus, vyvolavajici slabsi transplantacni imunitni odpovédi a jejich funkce je pfedmétem intenzivniho studia.
Napf. molekuly HLA-G jsou exprimovany na trofoblastu a pravdépodobné hraji roli pfi potlaceni imunitni odpovédi matky

proti plodu.

Molekuly I. tfidy HLA jsou exprimovany na vsech jadernych somatickych burkach. Skladaji se z tézkého fetézce a (44 kDa),
ktery je nekovalentné asociovdn s lehkym fetézcem, beta2 mikroglobulinem (B2m; 12 kDa). B2m je kédovan z jiného mista
genomu (chromosom 15q).

Retézce alfa jsou glykoproteiny o 350 AMK, které se dale ¢leni do t¥i funkénich oblasti; externi, transmembranové a
cytoplasmatické (v rozsahu 283, 23, resp. 32 AMK). Externi oblast se sklada ze tfi globuldrnich domén — al, a2, a3. Domény
al a a2 jsou znacné variabilni a pfedstavuji aloantigenni determinanty. Doména a3 je homologni s konstantnimi doménami
imunoglobulint. Obecné se vsechny tyto globularni domény fadi k molekuldm tzv. imunoglobulinové superrodiny; vykazuiji
s nimi spole¢né charakteristiky, napf. beta-list, zpevnéni disulfidickymi mustky atd.

B2m je rozpustny protein slozeny z 99 AMK. Gen pro $2m ma 3 exony. Gen, ackoli v evoluci nejspiSe vznikl v HHK, neni
soucasti tohoto komplexu; u ¢lovéka je lokalizovén na 15. chromosomu. Vétsina jedincl téhoz druhu, ale i riznych druhd
ma identické molekuly B2m. Znamena to, Ze jeho primarni struktura je v evoluci vysoce konzervovana.

Oba retézce vytvareji diméry na bunécném povrchu tak, Ze mezi 2m a doménou a3, které jsou v blizkosti plasmatické
membrany, vznika interakce nekovalentni povahy. Vytvafi se sloZitd tercidrni a kvartérni struktura proteinovych retézcl o a
B2m, kde domény al, a2 tvori vrchol molekuly, ve kterém vznika ,zlabek” (jiny preklad drazka), ktery slouzi jako vazebné
misto pro peptidy, tedy fragmenty antigen(.

Molekuly Il. tfidy HLA

Molekuly II. tfidy nemaji tak Sirokou tkanovou distribuci jako molekuly I. tfidy. Jsou exprimovany na nékolika malo
bunéénych typech: B lymfocytech, burikach presentujicich antigen (APC), aktivovanych T lymfocytech a aktivovanych
makrofazich. Molekuly II. tfidy jsou heterodiméry sloZené z jednoho tézkého, a (30-40 kDa), a jednoho lehkého, B Fetézce
(26-29 kDa). Retézec a je glykoprotein tvofeny 229-233 AMK, fetézec B je z 225-238 AMK. Na obou Fetézcich Ize rozlisit
oblast externi (extracelularni), spojovaci (13 a 9 AMK), transmembranovou (23 AMK) a cytoplasmatickou (3-16 a 8-20
AMK). Extracelularni ¢ast obou retézcl je tvorena dvéma globuldrnimi doménami: tedy al, a2 a 1, 2. Domény al a Bl
jsou variabilni. Konstatntni domény a2 a 2 jsou opét strukturalné podobné konstantnim doménam Ig.

Podobné jako molekuly I. tfidy i molekuly II. tfidy maji sloZitou tercidrni a kvartérni strukturu. Oba fetézce Il. tfidy jsou
nekovalentné vazany interakci druhych externich domén a2 a B2, které jsou lokalizovany blize k plazmatické membrané.
Domény al a B1 tak tvori vrchol molekuly se ,zZlabkem*, tj. vazebnym mistem, kde je pak uloZzen antigenni fragment.



Oblast Ill. tfidy v HLA

Geny a produkty oblasti I. a Il. tfidy jsou strukturné i funkéné pribuzné. Pfedpoklada se, Ze vznikly v pribéhu evoluce
genovou duplikaci z plvodniho spole¢ného genu a rozriznénim v dlsledku mutaci. Oblast IlI. tfidy je vyrazné odli$na a
béhem evoluce byla pfenesena do HHK v dusledku chromosomovych prestaveb.

Proto je tradi¢ni nazev oblasti opakované predmétem kritickych hodnoceni ¢i pokust o pfejmenovani a jakkoliv mGze byt
zavadéjici, udrzel se po celych vice nez 50 let dodnes.

Geny v oblasti I. a Il. tfidy kdduji samotné molekuly HLA, které se podileji na imunologickém rozpozndavani. Nékteré geny
v oblasti lll. tfidy také kéduji molekuly zapojené do imunologickych reakci. Jsou zde uloZeny geny kdduijici slozky
komplementu C2, C4 a faktor B (Bf; komponenta alternativni cesty aktivace komplementu). Komplement je skupina
proteind krevniho séra, které se navzajem aktivuji (podobné jako koagulacni proteiny) a jsou zahrnuty v imunitnich
reakcich; spoustécem aktivace mize byt napf. bakterie obalend protilatkami, vysledkem muze byt pfima destrukce této
bakterie, jeji snadné;jsi fagocytdza a prildkani dalSich bunék imunitniho systému.

Dale jsou zde geny TNFA, TNFB pro faktor nekrotizujici tumory (TNF — tumor necrosis factor), zduplikované geny HSP70-1 a
HSP70-2 pro jeden z proteint tepelného Soku (Hsp70, angl. heat shock protein), gen CYP21A2 pro enzym 21-hydroxylasu
(21-OH), ktera se ucastni na preméndch steroidl v nadledvinéch, a dalsi geny. Produkty téchto posledné jmenovanych gend
maji v organismu rovnéz vyznamné funkce, avsak s imunitou nemuseji mit nic spole¢ného. Jejich geny jsou sice lokalizovany
v oblasti genu Ill. tfidy, ale mezi vlastni geny Ill. tfidy nepatfi. V nékterych uéebnich textech jsou proto oznacovany jako geny
IV. tiidy HLA.

POLYMORFISMUS MOLEKUL HHK

Jednim ze zékladnich znak( HHK je vysoky polymorfismus, tj. Ze pro jednotlivé lokusy se v pfirozené populaci vyskytuje velky
pocet alel. V lokusech HLA-A a HLA-B bylo zatim popsano nékolik desitek alel, podobné jako v oblasti HLA-DR. Ostatni lokusy
jsou méné polymorfni. Identifikace moznych dalsich alel stale pokracuje.

Alelni formy molekul HHK se liSi ve struktuie vazebného mista a tim i schopnosti vazat jednotlivé antigenni fragmenty
s odliSnymi aminokyselinovymi motivy. Kazda konkrétni alelni molekula MHC je schopna vazat celou , knihovnu“ velmi
raznych peptidl (délky 8-16 aminokyselin), nikoli vSak vSechny mozné peptidy. O tom, kterd molekula bude vazat ktery
peptid, rozhoduje jedna aminokyselina pfiblizné na zacatku a jind na konci peptidu, pfipadné jejich kombinace.

Polymorfismus zde pfedstavuje selekéni vyhodu souvisejici se zakladni roli molekul HHK, tj. prezentaci antigenu. U populace
nesouci pouze jednu alelu by mohly infekéni organismy (diky vétsi rychlosti mutace i selekce) relativné snadno ,upravit”
svoje proteiny tak, aby se jejich peptidy na MHC hostitele vazaly jen slabé.

PFi existenci vice alel MHC ale takové evoluéni adaptace infekénich organism(i neni snadnd, nebot snizenim afinity k jedné
alele dojde pravdépodobné ke zvyseni afinity k jinym aleldm MHC. Takto je pravdépodobné, Ze v populaci se vyskytnou
molekuly HHK, které budou vazat urcité antigeny Iépe nez jiné. A tim je zajiSténo, Ze aspon c¢ast populace se ubrani infekci
konkrétnim patogenem.

FUNKCE MOLEKUL HHK
Primarni funkci molekul I. a Il. tfidy HHK je prezentace antigenu (antigenniho fragmentu) lymfocytdim T, ¢imZ je umoZnéna
i vzajemna kooperace bunék imunitniho systému.

T lymfocyty jsou schopny rozpoznavat:
a) cizorodé antigeny v komplexu s vlastnimi molekulami HHK, to déle vede k imunitni reakci
b) antigenni determinanty vlastnich molekul v komplexu s vlastnimi molekulami HHK, cozZ je dllezity krok k navozeni
tolerance; za béZznych podminek organismus proti vlastnim antigeniim nenavozuje imunitni reakci
c) cizi molekuly HHK a navozovat transplantacni rejekéni reakce - neZz mlze byt zakladni funkce molekul HHK —
prezentace antigenniho peptidu na bunécném povrchu — Uspésné naplnéna, je zapotiebi soucinnosti fady dalsich
gend a jejich produktd jesté uvnitf buriky

Nékteré z nich nalézame v HHK, pfesnéji v oblasti molekul Il. tfidy. Jednak jsou to geny PSMB8 a PSMB9 (Proteasome
subunit beta type -8 a -9) kddujici proteiny, které jsou soucasti proteasomu. Proteasom je vysoce usporadany proteinasovy
komplex s polykatalytickou specificitou, ktery je bohaté pritomen v burikach. Zakladni funkci proteasomu (¢i



imunoproteasomu) je zpracovani antigennich peptidd az na fragmenty prezentované molekulami I. tfidy HHK. Aktivita
proteasomu je zavisla na mnozstvi ATP a nezavisla na lysosomech.

Daéle to jsou geny TAP1 a TAP2, které produkuji transportni molekuly. Molekuly I. tfidy HHK jsou v pribéhu vlastni syntézy
transportovany do hrubého endoplasmatického retikula (ER) a teprve v lumen ER dochazi k poskladani obou (alfa a beta2)
fetézcl molekuly a k vytvoreni , zZlabku“, vazebného mista pro antigenni fragmenty. Fragmenty vznikaji z antigennich
proteind po degradaci proteasomy; ostatné tak je tomu u vSech membranovych proteind. Kratké peptidy (8-16
aminokyselin) jsou pak do ER kontinualné transportovany pomoci proteinti TAP1 a TAP2 (z angl. Transporters Associated
with Antigen Processing), které jsou produkty stejnojmennych gen(. Jediné v pfipadé, Ze je na molekulu HHK navazan
peptid, je cely komplex z ER vystaven dale na povrch bunky. Molekuly I. tfidy HHK jsou nestabilni, pokud na nich neni
navazan peptid, vazba peptidu na molekulu ji stabilizuje. Na vzniku komplexu HHK s peptidem se U¢astni i dalSi proteiny, tzv.
Peptide-loading complex (PLC).

SLABE (MINOR) HISTOKOMPATIBILITNi SYSTEMY
Pocet minor histokompatibilitnich lokus je vysoky, napt. u mysi bylo experimentalné prokazano vice nez 40 takovych

lokust. Odhady vsak jsou, a to i pro ¢lovéka, mnohem vyssi. Jedna se o geny portiznu rozptylené v genomu (u ¢lovéka

v oblastech jinych nez chr. 6p21), jejichz produkty jsou povétsinou lokalizovany v membranach (ale mohou to byt
polymorfni peptidy vznikajici z nitrobunéénych, cytoplasmatickych protein() a maji své specifické (primarné ,,neimunitni“)
funkce. V rdmci populace ¢i druhu mohou byt znacné polymorfni, a proto mohou byt rozpoznavany jako histokompatibilitni
(transplantacni) antigeny.

Typickym, ale zéroven jedine¢nym ptikladem minor histokompatibilitnich aloantigen( jsou produkty gent lokalizovanych na
heterochromosomech X a Y. Napf. v pseudoautosomélni oblasti na chromosomu Y byly popsany tti takové polymorfni
sekvence URPYY, UTY a SMCY, které ve srovnani s homolognimi lokusy na chromosomu X vykazuji substituce AMK, a proto
jsou predmétem imunitniho rozpozndvani a reakce jedincl Zenského (samiciho) pohlavi.

81. IMUNOLOGICKA TOLERANCE A MOZNOSTI JEJIHO NAVOZENI

IMUNOLOGICKA TOLERANCE
Imunologicka tolerance je stav, kdy organismus, tj. jeho imunitni systém, neodpovida na antigenni podnét.

M{ze byt nespecificka, kdy je imunitni systém inaktivovan tak, Ze nereaguje proti Zadnym antigenm (tedy ani proti
bakteridlnim a virovym). Lze ji navodit napf. ozdrenim, glukokortikoidy nebo cytostatiky apod., jejichZ Gcinkem jsou
vyfazeny imunokompetentni buriky z funkce (imunosuprese).

Vyznamna a ve vétsiné pripadl Zadouci je specificka tolerance. Imunitni systém selektivné neodpovida pouze na antigen,
ktery ji navodil (pfip. byl pouzit k jejimu navozeni v experimentu), ale zcela normalné reaguje na ostatni antigeny. Pfi vyvoji
imunitniho systému je tolerance fyziologicky navozena k vlastnim slozkam organismu (self tolerance) a tim je chrani pred
autoimunitni reakci. Za urcitych okolnosti mize byt specificka tolerance navozena i k cizim antigentim.

TOLERANCE VLASTNICH SLOZEK ORGANISMU

Odpoveéd efektorovych bunék, T i B lymfocytl, je ve vétsiné pripad( zavisla na burikach T. Proto se problém tolerance k
Lvlastnimu” zuZuje zejména na mechanismy navozeni neodpovidavosti T bunék. Tyto déje se odehravaji béhem vyvoje T
bunék z jejich prekursord v thymu. Po vstupu prekursor( T do thymu dochdzi k pfestavbam gent pro receptory T bunék a ty
se objevuji na bunééném povrchu. T buriky jsou v priibéhu tohoto vyvoje podrobeny dvéma typtim selekce, negativni a
pozitivni. Lymfocyty T interaguji prostfednictvim TCR s dendritickymi burikami (a pravdépodobné i s burikami epitelialnimi),
které pomoci molekul HHK prezentuji vlastni antigeny jedince — kratké peptidové fragmenty nejriiznéjsich (povrchovych i
cytoplasmatickych) bunéénych protein(.

Klony T bunék s vysokou afinitou k vlastnim antigentim v komplexu s vlastnimi molekulami I. nebo II. tfidy hynou — jsou
obéti negativni selekce. Stejné tak hynou i klony, které maji velmi nizkou nebo Zadnou afinitu ke komplexu vlastni molekuly
HHK a vlastniho antigenu — positivni selekce. Dochazi k tzv. klonalni deleci. Vysledkem positivni selekce je tzv. MHC
restrikce — buriky nesouci TCR jsou selektovany na to, aby dokazaly vazat vlastni MHC molekuly. PfeZivsi klony vSak musi mit
nizkou afinitu k vlastnim vystavenym peptidovym fragmenttm. Tyto vybrané buriky dozrévaji bud' v CD4+ nebo v CD8+ T
buriky.



Bunééné klony vidy nemusi zahynout bunéénou smrti (apoptdzou), ale mohou, poté co neprosly selekci, byt predmétem
anergie (jsou anergizovany). Anergie obecné je stav, kdy T nebo B lymfocyt neodpovida ani v optimalnich podminkach na
svUj specificky antigen; zde se mysli, Ze T burika neodpovida na vlastni antigeny. Anergie tak spolu s klonalni deleci
predstavuje preventivni opatfeni imunitniho systému proti autoimunitnim reakcim, proti destrukci vlastnich komponent
organismu. Néktera autoimunitni onemocnéni se vysvétluji jakymsi probuzenim (v disledku riznych, napf. hormonalnich
vlivl) téchto dlouhodobé neaktivnich klon( a jejich prfimého vstupu do imunitniho rozpoznavani nebo alespon ucasti

v regulaci specifické imunitni odpovédi.

Antigeny, které ackoliv nebyly prezentovany v thymu, mohou byt rovnéz tolerovéany a to z téchto nékolika dlvodu:
a) jsouv tzv. imunologicky privilegovanych mistech; z divodu anatomické bariéry jsou tyto antigeny nedostupné
pro lymfocyty (napf. antigeny v mozkové tkani, v oéni cocce nebo spermatozoi v testes atd.)
b) setkavaji se s burikami, které nemohou antigen prezentovat, protoZze nemaji exprimovany molekuly HHK
c) jsou pfitomny v malém mnozstvi a T lymfocyty je proto nedetekuji
d) neni dostatecny kontakt TCR a ptidatnych (kostimulac¢nich) molekul s antigenem

TOLERANCE INDUKOVANA K CIZiM ANTIGENUM

V experimentalnich podminkach muze byt tolerance navozena i k cizim antigendm (aloantigeniim). Je to moZné po
inokulaci alogennich bunék nebo po transplantaci alogenni tkané do novorozeného organismu.

Novorozenec (typicky mys, potkan aj.) na takové burky ¢i tkané nereaguje, protozZe jeho imunitni systém neni jesté vyzraly a
neni schopen ani rozpoznavaci ani vykonné slozky imunitni odpovédi. Toto obdobi je velmi kratké, prakticky jen prvnich 24
h po narozeni, a je tfeba zdlraznit, Ze u élovéka se takovy stav nevyskytuje (tolerance takto navozena je celoZivotni). |

v dospélosti tento jedinec toleruje aloantigeny, se kterymi se jeho imunitni systém seznamil v tom velmi kratkém
postnatalnim obdobi.

Toleranci Ize experimentalné indukovat i u dospélych zvifat se zdravym, pIné vykonnym imunitnim systémem.

Zde zaleZi na povaze antigenu, zpUsobu podani a na davce, ktera je pro rlizné antigeny odlisna. Nizké a vysoké davky
antigenu zpravidla navozuji toleranci, stfedni davky imunitu. Velmi vysoké davky antigenu mohou zpasobit vyéerpani
imunitniho systému — klonalni exhausci. Je to zpisobeno stimulaci viech bunék schopnych odpovédi, nevznikaji pamétové
buriky, a proto organismus nereaguje na opakovany privod antigenu.

Tolerance navozend v obou téchto modelech je pFisné specificka a geneticky definovana. Jedinci toleruji praveé jen
aloantigeny, a tedy i §tépy, které mu byly pfi indukci tolerance predlozeny. Stépy (kozni, organové) z darcil geneticky
odlisnych od darcl tolerované tkané (napft. z jiného inbredniho kmene) a aloantigeny na burikach téchto stépl budou
normalné zpracovany, imunitni odpovéd zahdjena a Stép posléze odvrzen.

Tolerance k cizim antigenim mtzZe byt navozena i u dospélého hostitele (véetné clovéka). Nastava, pokud byl imunitni
systém potlacen ¢i utlumen (suprimovan) napr.: 1) subletalnim ozafenim, 2) nékterymi chemickymi latkami ¢i pfimo léky
(imunosupresivy), ¢i 3) pomoci monoklonalnich protilatek proti riznym molekuldm exprimovanych na T lymfocytech
(béZné proti CD4 a CD8). Imunosuprese neni trvald, trva jen po tu dobu, pokud se podavaji imunosupresivni latky.

V pripadé modelovych zvitat subletalné ozarenych pti pokusech ¢i osob ozafenych pfi havarii jadernych zafizeni
imunosuprese pretrvava, dokud se imunitni systém nevyhoji. To se obvykle déje prostfednictvim kmenovych bunék, které
skryty v kostni dieni ¢i jinde v organismu prezily zafenim nedotéeny nebo byly pfedem odebrany a konzervovany mimo télo.

82. FUNKCE IMUNITNIHO SYSTEMU VE VZTAHU K NADOROVYM ONEMOCNENIM,
GENETICKE ASPEKTY

IMUNITNi SYSTEM A NADOROVA ONEMOCNENi
Posileni imunitniho systému jedince pfi IéCbé nadorovych onemocnéni je jednou z podplrnych slozek terapie. Jednim

z rozdilG ve fenotypu normalnich a nddorovych bunék je exprese membranovych antigend.

Zmény v antigenni vybavé nadorovych bunék mdzeme charakterizovat jako:
1. Kvalitativni, tedy vzik neoantigent, novych antigent charakterizujicich nadorové bunky. Jde o specifické nadorové
transplantacni antigeny (TSTA — pro tumor specifické transplantacni antigeny).



2. Kvantitativni zmény v expresi antigent vyskytujicich se i v normalnich burikach. Tyto kvantitativni zmény zahrnuji bud’
zvyseni exprese urcitych antigen(l, podminéné naptiklad multiplikaci pfislusného genu, nebo naopak snizenou expresi az
Uplnou ztratu exprese antigenl (napfiklad antigent I. nebo Il. tfidy MHC)

NEOANTIGENY

Jsou to antigeny transplantaéniho typu. Pokud jsou dostatecné odlisné od transplantacnich antigend organismu, maji
schopnost vyvolat imunologickou odezvu vedouci vedouci k likvidaci transformovanych bunék, zejména v pocatku
maligniho procesu. Unik transformovanych bunék mechanismim imunitni kontroly m@ze byt zpisoben napfiklad ztratou
antigennich determinant v populaci nadorovych bunék nebo potla¢enou odezvou imunitniho systému (tzv. imunosupresi).
Imunologicka aktivita organismu zavisi na véku a fyziologickém stavu jedince. Imunosupresi mohou vyvolat chemické
kancerogeny, faktory fyzikalni i biologické (napf. virus HIV).

Imunosuprese mUze byt vyvolana i stresem, malnutrici nebo i vlivem nadmérného pozivani alkoholu. Imunologicka reakce
jedince zavisi na genetické dispozici. Snizend imunologicka reakce mlze byt také navozena pti nékterych lécebnych
zakrocich (napt. po transplantacich). Navozend imunosuprese i vrozend imunodeficience mize mit vliv na zvySeny vyskyt
urcitych nadorovych onemocnéni ve srovnani s jejich vyskytem v populaci.

Exprese TSTA zavisi na etiologickém agens transformujicich buriku. Je variabilni nejen u nadort vyvolanych rdznymi
kancerogeny, ale i u jednotlivych nadort vyvolanych tymz kancerogenem. Dokonce existuje heterogenita v antigenni vybavé
TSTA mezi burikami téhoZ nddoru. Obdobné zékonitosti byly nalezeny i u nadorG experimentalné indukovanych fyzikalnimi
vlivy.

Antigenni vybava nadorU vyvolanych jak chemickymi kancerogeny, tak zarenim zavisi také na dobé latence ( dobé od
setkani s kancerogenem do vzniku nadorového onemocnéni). P¥i dlouhém latentnim obdobi se selekci mdze antigenni
fenotyp transformovanych bunék modifikovat tak, Ze vzniknou klony bunék bez antigennich determinant, a tak je
znemoznéna likvidace transformovanych bunék imunologickymi mechanismy.

Charakter TSTA virovych nador( se lisi od TSTA nadorl indukovanych chemickymi kancerogeny nebo zarenim.

Nadory virové etiologie vyvolané tymz virem vétSinou nesou shodné, dostatecné vyrazné TSTA. Takové TSTA mohou navodit
imunologickou odezvu organismu, kdy zejména cytotoxické T lymfocyty likviduji transformované buriky. Instruktivni pfiklad
regulace nadorového rlstu imunitnim systémem mize byt Burkittv lymfom, kdy nadorové transformované B lymfocyty
jsou odstranovany imunologickymi mechanismy za rozhodujici U¢asti T bunék. T lymfocyty na jejich povrchu rozpoznavaji
virem indukovany TSTA prezentovany molekulami MHC. V nepfitomnosti T bunék, nebo pfi potlaceni jejich aktivity, dojde

k rychlému rozvoji nddorového onemocnéni.

Vysoky endemicky vyskyt Burkittova lymfomu u déti v centralni Africe je vysvétlovan pravé jako disledek snizené
imunologické reakce (imunosuprese vyvolana nakazou prvokem Plasmodium malarie) v détské populaci.

KVANTITATIVNE ZMENENA EXPRESE ANTIGENU U NADOROVYCH BUNEK

Zména exprese antigent muZe byt dllezitym diagnostickym a prognostickym markerem nékterych nadorovych
onemocnéni. Tyto antigenni markery jsou bud' vazany na bunééném povrchu (napf. antigeny I. a Il. tfidy MHC, CD
molekuly) nebo to jsou parakrinné plsobici produkty nadorovych bunék (produkty amplifikovanych protoonkogent), déle
jde o produkty, které jsou z nadorovych bunék uvolfiovany (secernovany) do krevniho obéhu (karcinoembryonalni antigen
- CEA, alfa-fetoprotein — AFP).

Zvysené hodnoty CEA jsou charakteristické pro nadory gastrointestinalniho traktu. V normalnich burikach je jeho exprese
organoveé a Casové omezena. U fétu jej nalézame v tkani stieva, pankreatu a jater; u dospélych jedincl se nachazi jen

v nizkém mnozstvi ve sliznici stfeva, v plicich a laktujici mlécné zlaze. Vzestup hladiny CEA v krevnim obéhu je
zaznamenavan u dospélych jedincll pfi nadorovych onemocnénich gastrointestindlniho traktu. Neni vsak specifickym
markerem naddorového onemocnéni. Zvysena hladina byla nalezena i u nenadorovych chorobnych procest
gastrointestinalniho traktu.

Alfa —fetoprotein je pfitomny ve fetalnich jatrech, ve fetalnim séru a nizké mnozstvi se naléza i v séru zdravych dospélych
jedincd. U téchto je zvysena hladina alfa-fetoproteinu v séru ¢asto asociovana s hepatomy nebo testikularnim teratomem.



Také MHC antigeny jak I. tak Il. tfidy jsou vyuZivany pfi sledovani pribéhu urcitych nddorovych onemocnéni a ucinnosti
|éCby. Snizend exprese antigen( |. tfidy je v korelaci s agresivitou a invazivitou tumora Zaludku, ovaria, stfeva, ledviny, prsu
a pankreatu. Exprese antigen I. tfidy v nadorové tkani se snadno stanovuje pomoci hladiny beta-2-mikroglobulinu.
Stanoveni exprese antigen( Il. tfidy MHC ma vyznam pro progndzu zejména u leukémii, kdy jejich nepfitomnost

v membrané leukemickych bunék znamena Spatnou progndzu pro pacienta.

DIFERENCIACNI ANTIGENY

DalSimi antigennimi determinantami, které jsou vyuzivany pro diagnostiku, progndézu a volbu lé¢ebnych postupl jsou
diferenciacni antigeny (membranové CD antigeny). S jejich pomoci Ize zpfesnit diagndzu u morfologicky nerozlisitelnych
nadorovych onemocnéni (zejména hematologickych malignit) a nasledné volit IéCebné postupy.

Specifické mutace genl v nddorovych burkach vétsinou vedou ke vzniku onkoproteint, které se stavaji tumor-specifickymi
antigeny malignich bunék. Tyto proteiny jsou nejen specifickym diagnostickym markerem, ale mohou byt vyuzity i pfi
imunoterapii.

PROTINADOROVA IMUNITA

U nadorovych onemocnéni plati, Ze imunitni odpovéd jedince ma vliv pfi vzniku a progresi maligniho procesu.

Imunitni systém jedince mlzZe v pocatecnim stadiu nadorového onemocnéni rozpoznat a eliminovat transformované burky
pomoci noveé vzniklych antigennich determinant, které nadorové burky odlisuji od normalnich bunék. V protinadorové
imunité se zejména uplatriuje imunita transplantacniho typu zprostfedkovana T lymfocyty. Vyznamnou Ulohu maji i jimi
produkované cytokiny. Nejvice je prostudovan pozitivni vliv interleukinu-1L2, interferond a tzv. tumor nekrosis faktoru (TNF
alfa, TNF beta). Spolu s nimi se v protinadorové reakci vyznamné podileji NK buriky (pfirozeni zabijeci) a kategorie bunék
zvana LAK (heterogenni populace bunék aktivovanych nékterymi interleukiny — lymfokiny aktivovani zabijeci). Aktivita NK i
LAK bunék neni vazana na pfitomnost molekul MHC. Dulezitym rysem NK bunék také je, Ze nadorovymi burikami reaguji
bezprostfedné. Proto jsou povaZovany za prvni pfirozeny obranny systém v casnych stadiich rdstu nadoru.

Nadorovou tkan infiltruje funkéné modifikovana populace T bunék — tumor infiltrujici lymfocyty (TIL), které pokud jsou
izolovany a namnoZeny in vitro, jsou schopny, po znovuzavedeni do organismu infuzi, specificky likvidovat nadorové burky
cytotoxickym efektem. Jejich aktivitu je pfipadné mozné jesté zvysit pfi kultivaci ex vivo v kultivaénim médiu obohaceném
lymfokiny, napf. IL-2.

V soucasné dobé jsou také pro protinadorovou imunoterapii vyuzivany specificky stimulované dendritické buriky.
Dendritické buriky jsou antigen presentujici bunky, které usmérnuji nékolik sloZzek imunitniho systému.

Zralé dendritické buriky se podileji na vzniku specifické protinadorové bunécné imunity. Pfi pouziti dendritickych bunék
v protinddorové terapii se tyto buriky izoluji od pacienta, namnoZi a stimuluji ex vivo v tkanové kulture. Po specifické
stimulaci nadorovymi antigeny se dendritické buriky jesté vystavi stimulacnim faktortim, které indukuji jejich maturaci.
Pacientovi se nazpét aplikuji infusi. Tento zasah je specificky a netoxicky.

Pro nadory s prokazatelnou virovou etiologii, coz je v celosvétové lidské populaci ptiblizné 20 % ze viech nadorovych
onemocnéni, se vypracovavaji preventivni i terapeutické imunologické pristupy. Preventivni pfistup by spocival ve vakcinaci
(centrélni Afrika — EBV; oblasti na jihu Ciny — virus hepatitidy B, vakcina proti papilomaviru); terapeuticky pristup by vyuzival
imunizaci proti virovym neoantigentim, které nesou nadorové buriky.

Pro urcitd nadorova onemocnéni je pouzivana imunoterapie rekombinantnimi cytokiny (napf. interleukin 2, interferon
gama, GM-CSF — granulocyte-macrophage colony stimulating factor, atp.), ktera posiluje bunécné imunitni reakce. Tato
terapie je Uspésna napf. pfi lécbé Grawitzova karcinomu (nador ledviny), maligniho melanomu, karcinomu déloZniho cipku,
nékterych typl leukémii a pfedpoklada se jeji vyuziti pfi 1éCbé dalsich vybranych nadord.

Lze uzavfit, Ze TSTA mUzZe mit vyznam pti spontanni likvidaci nddorovych bunék imunologickymi mechanismy na pocatku
maligniho procesu, a jen vyjimecné pti rozvinutém onemocnéni. Vyznam TSTA pro IéCbu nadorovych onemocnéni je vysoce
individudlini.



83. GENETICKY PODMINENE IMUNODEFICIENCE

IMUNODEFICIENCE

Imunodeficit je vysledkem poruchy funkce nékteré z mnoha slozek imunitniho systému, imunitni systém jako celek tak neni
pIné funkéni a vedoucim priznakem takového stavu je zvysena nachylnost k infekénim onemocnénim. Funkéni
nedostate¢nost mize byt disledek kvalitativni zmény nebo chybéni nékteré z uvedenych molekul, tedy zmény v jednom
nebo vice genech. Geneticky determinované, vrozené dysfunkce imunitniho systému se oznacuji jako primarni
imunodeficience.

V fadé pripadd viak neni geneticka predispozice znama (nebo se pfedpoklada jako polygenni) a imunodeficit je vysledek
interakce organismu s faktory prostiedi az pozdéji v pribéhu Zivota jedince - takové imunodeficience se oznacuji jako
ziskané nebo sekundarni. Prikladem ziskaného imunodeficitu je AIDS jako klinicky projev infekce HIV.

PRIMARNI IMUNODEFICIENCE

Primarni imunodeficience Ize tfidit do skupin podle toho, jaky typ bunék, pfipadné humoralni molekuly je postizen. Pro
potreby klinického genetického poradenstvi se uplatriuje tfidéni podle typu dédi¢nosti (X vazané, AR, vzacné AD). Dosud
bylo popsano, v genomu lokalizovano a v OMIM katalogizovano nékolik set primarnich imunodeficiti a na Sest desitek
onemocnéni Ize diagnostikovat v klinické praxi.

1. Deficience B bunék, protilatkové deficity

Patfi sem napt. X vazana agamaglobulinemie (XLA), téZ zvana jako Brutonova podle objevitele. Onemocnéni bylo prvnim
imunodeficitem s jasné popsanou dédi¢nosti. Pfi¢inou je nefunkéni proteinkinasa, (Brutonova) tyrosinkinasa (BTK), ktera je
predevsim exprimovana v prekursorech B bunék. Enzym se Ucastni na prenosu signalu z BCR exprimovanych na
prekursorech lymfocytt B dale do jadra a je nezbytny pro maturaci lymfocytt B, kdy mj. dochazi k rekombinaci
(pfeskupovani) genl pro imunoglobulinové fetézce.

Preskupovani zahajuji geny pro tézky retézec (IGH komplex), pak teprve navazuji rekombinace v genovych kompexech Igk a
IgL pro lehky fetézec. Pokud je BTK mutovana, kon¢i vyvoj preskupenim genu pro tézky retézec imunoglobulinu. Lehké
fetézce se nesyntetizuji a molekuly imunoglobulinli nemohou byt zkomplementovany.

Gen pro BTK je uloZen na dlouhém raménku X chromosomu (Xq21.3-g22). Postizeni, ponejvice chlapci (onemocnéni je GR
dédi¢né) nemaji B buriky v krvi ani v lymfatickych tkanich. Kostni dfen sice obsahuje normalni mnozstvi jejich prekursor(,
ale ty nedozravaji v B bunky. V disledku toho nemocni nevytvareji Zadné protilatky, a jsou proto ohroZzeni béznymi
infekcemi (opakované respiracni infekce bakterialni, pfip. virové euroinfekce). Hladiny T lymfocytt jsou normalni nebo
mohou byt i zvysené.

Existuji i vzacné agamaglobulinemie s autosomalni dédic¢nosti. Fenotypové projevy jsou stejné jako u varianty vazané na X,
ale mohou postihnout i divky.

Jinym typem primarnich imunodeficienci jsou syndromy spojené s hyperimunoglobulinemiemi tfidy IgM.

V disledku chybné interakce lymfocytl T a B, pfesnéji receptoru CD40 na B burikach a jeho parové signalni molekuly
(ligandu) CD40L, nedochazi k aktivaci lymfocyt( B a izotypovému presmyku. Typickym ndlezem jsou vysoké hladiny IgM a
chybéni imunoglobulinl ostatnich ttid (pfedevsim IgG a IgA). Nemocni jsou nachylni k rliznym bakterialnim a virovym
infekcim. Byla popsana forma vazana na chromosom X a forma autosomalné recesivni, obé vsak postihuji stejny
mechanismus.

2. Deficience T bunék
Deficience T bunék vede ke kombinované deficienci humoralni i bunécné zprostfedkované imunity.

Predevsim zde uvedeme tézky kombinovany imunodeficit, SCID (severe combined immunodeficiency). Je to heterogenni
skupina genetickych onemocnéni. Pfes 50 % pfipadu SCID je zplsobeno mutacemi genu na X chromosomu; postiZeni jsou
prakticky jen chlapci. Zbyvajici pfipady jsou zplsobeny recesivnimi mutacemi autosomalné lokalizovanych gent, a proto

postizenych déti se rozvijeji infekce traviciho a respiracniho traktu, ¢asto zplsobené oportunnimi mikroorganismy



(Pneumocystis carinii ¢i Candiba albicans a dalsi). Uz ockovani ditéte Zivou BCG vakcinou muze vést k zdvaznym
komplikacim. Lé¢ba SCID neni snadnad; v Uvahu pfichazi transplantace kostni dfené a v posledni dobé i genova terapie. Pres
veskerou péci (véetné Zivota v pfisné izolaci ve sterilnim prostredi — ,bubble boy“) déti (povétsinou chlapci) casto umiraji
béhem prvnich dvou let Zivota.

U nejéastéjsiho, X vazaného typu SCID (SCIDX1, nebo téz podle charakteristického ndlezu ¢i chybéni bunéénych subtypl
jako SCID T-B+NK) se mutace nachazi v genu pro y (gamma) retézec receptoru pro interleukin-2 (gen IL2RG, mapuje do
Xqg13.1). Tento fetézec je ovsem spolecny i pro receptory dalsich interleukin (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21). Zejména defekt
v receptoru pro IL-7 je velmi zavazny. Interleukin IL-7 je dUleZity pro vyvoj bunék lymfoidni fady, predevsim vsak prekurzort
fady T. Nasledkem je absence ¢i zcela minimalni pocet lymfocytd T. Pocet lymfocyt( B je vétsinou normalni, avsak pravé
diky absenci lymfocytl T a je jejich funkce omezena.

AZ tfetina AR dédi¢nych pfipada SCID (tedy az u 15 % vSech pacientdl) je zpUsobena defektem genu kédujiciho enzym
adenosindeaminasu (ADA, 20g13). ADA se ucastni na metabolismu purinG a predpokldda se, Ze mutace tohoto enzymu
maji za nasledek nahromadéni metabolitt (deoxyadenosin, deoxyguanosin a jejich derivaty), které jsou toxické pro
kmenové lymfoidni buriky. Pro SCID zpUsobeny deficienci adenosindeaminasy je klinicky nejzavaznéjsim pfiznakem
povsechna lymfopenie, proto se nékdy oznacuje jako SCID T-B-NK.

Pravdépodobné vsak fenotyp zavisi na typu mutace — aktivita enzymu maze byt u nékterych jedincl zachovana a nemoc ma
pozdni nastup. Pfenos ADA genu pomoci retrovirového vektoru do lymfocytl déti s deficienci tohoto enzymu byl jednou

z prvnich uskuteénénych terapii. Zel doglo k nékolika selhdnim, medialné diskutovanym Gmrtim po aplikaci vysokych davek
retrovirovych vektorl (napf. v disledku inzerce retrovirového vektoru do blizkosti protoonkogenu a jeho aktivace doslo

k rozvoji sekundarni T-bunécné leukemie), a tak se tato strategie musela vratit zpét do vyzkumu a klinické uZiti se tim na
nékolik let zabrzdilo.

3. Imunodeficience zplisobené poruchami fagocytozy

Hlavni bunécnou slozkou nespecifické imunity jsou fagocyty. Pocetni i funkcéni deficity fagocytujicich bunék mohou vést
k zavazné imunodeficienci a UpIné chybéni neutrofild je neslucitelné s prezitim v béZzném prostiedi.

Snizené pocty neutrofilti (neutropenie) mohou byt dédi¢né jako dominantni nebo recesivni znaky, pokud jsou trvale pod
hodnoty 0,2 x 10°/I hovoti se o tézkych vrozenych neutropeniich.

Autosomalné recesivné dédi¢na tézka vrozena neutropenie 3. typu (SCN3, Kostmann(lv syndrom) se projevuje jiz po
narozeni v podobé chronickych az nekrotizujicich zanétl klZe a sliznic. Genetickym podkladem je mutace genu HAX1
(HCLS1 — associated protein X1, lokalizace 1g21.3), jehoZ produkt jako partner proteinu HCLS1 (lymfoid-restricted
intracellular protein HS1) a pfipadné dalSich, ovliviiuje vyzravani neutrofild

- diferenciace je zastavena ve fazi promyelocytu.

Zdarny pribéh fagocytdzy neni ovlivnén jen mnozstvim fagocytd, ale téz jejich funkéni zdatnosti, schopnosti likvidovat
fagocytovany material. Tato schopnost zavisi mj. i na vykonnosti fagolysosomd, tj. na aktivaci fagosomarnich enzyma.

Chronicka granulomatdzni choroba, X vazana (GGD) je zplisobena mutacemi v genu pro beta polypeptid.
Cytochromu b(-245), genu CYBB (lokalizace Xp21.1). SniZzena obranyschopnost se u chlapcll projevuje jiz od raného véku
hnisavymi infekcemi. Zvysena citlivost je zejména na mikroorganismy produkujici katalasu.

4. Imunodeficience zplisobené poruchami komplementu

Hlavni slozkou nespecifické humordini imunity je komplement. Komplement byl objeven pred koncem 19. stoleti jako
tepelné labilni slozka normalni plasmy (objevitel, belgicky imunolog a pozdé;jsi nositel Nobelovy ceny Jules Bordet jej nazval
alexin), ktera zvySovala opsonizaci a zabijeni bakterii protilatkami. Pojem komplement je pozdéjsiho data (autorem je
némecky chemik Paul Ehrlich) a popisoval uvedenou skutecnost, Ze spolu se specifickou protilatkou teprve pridavek
krevniho séra k suspenzi bakterii inicioval lyzu téchto bakterii; samotna protilatka tuto schopnost neméla.

Dnes vime, Ze komplement predstavuje systém tii desitek sérovych a membranovych protein(, které kooperuji jednak mezi
sebou, jednak s dalsimi imunitnimi mechanismy. Hlavnimi slozkami komplementu je devét sérovych proteint
pojmenovanych jako C1 az €9, ustiedni slozkou pak protein C3. Pfi aktivaci komplementu je C3 proteolyticky Stépena C3-



konvertasou (zjednodusené je to heterodimer slozek C4 a C2) na fragmenty C3a a C3b. C3a je jednim z anafylatoxini a téz
prekursorem nékterych cytokint; fragment C3b se kovalentné vaze na povrch mikrob( a slouzi jako opsonizujici Cinitel.

Po réznych podnétech dochazi ke kaskadovité aktivaci jedotlivych slozek komplementu, jejiz meziprodukty maji tyto funkce:
1. opsonizace — vazba C3b na mikrobidlni povrchy,
2. chemotaxe — fragmenty C3a, C5a jsou aktivni v ,pfilakani“ fagocytujicich a lymfoidnich bunék do mista zanétu,
3. osmoticka lyza — terminalnim produktem komplementové kaskadové reakce je komplex slozek C5b, C6,C7,C8 a C9
(téZ oznacovany jako MAC, z angl. membrane attack complex), ktery perforuje membrany nékterych
mikroorganism, pUsobi jejich lyzu, a tim je zabiji

Komplement, ucinny v protiinfekéni imunité, mGze na druhé strané za urcitych podminek poskozovat i vlastni buriky
organismu. Proto se v evoluci vyvinula ochrana vlastnich bunék pred jeho ucinky — aktivace komplementové kaskady je na
urovni nékterych slozek kontrolovana plasmatickymi a membranovymi inhibitory. Tak napf. klasickou cestu jiz na pocatku
kontroluje inhibitor C1, zadvérecnou lytickou fazi blokuje membranovy protein CD59 tim, Ze brani polymeraci molekuly C9 a
vytvoreni tzv. lytického poru.

Byly popsény genetické poruchy vsech jednotlivych sloZzek komplementu, nékterych inhibitorG i receptorl pro
komplementové slozky. Jde vesmés o poruchy velmi vzacné. Poruchy slozek C1 aZ C4, které se ucastni opsonizace a
solubilizace imunitnich komplex(, se obvykle projevi jako imunokomplexové choroby (typu lupus erytematodes atp.).
Poruchy €3 mohou byt (prekvapivé) i asymptomatické, podobné jako defekty sloZzek C5 az C9. Nicméné ty posledné
jmenované zvysuji (dle odhadl na japonské populaci) az 10 000 x riziko infekce bakterie Neisseria meningitidis.

Klinicky zavazné mohou byt deficity inhibitoru C1 (Hereditarni angioedém). Toto vrozené onemocnéni se dédi
autosomalné dominantné. Onemocnéni ma pozdéjsi nastup, nékdy aZz v dospélém véku. Mutace postihuje gen pro inhibitor
C1 slozky komplementu (CINH, lokalizace 11q11-q13.1).

Deficit proteinu (lektinu) vazajiciho mandzu byl zjistén u déti s recidivujicimi bakteridlnimi a plisnovymi infekcemi.
Dédi¢nost je autosomalné recesivni.

Manézu vazajici lektin (MBL2, lokalizace 10q11.2-g21) je pfirozenou soucasti séra a iniciuje (spousti) tzv. lektinovou cestu
aktivace komplementu, kdyZ se vaze na cukerné slozky na povrchu rlznych bakterii, virll i plisni. Imunodeficience nebyva
zavazna, v dospélosti se tento deficit obvykle jiz neprojevuje. Polymorfismy v genu MBL2, pfipadné deficit tohoto proteinu
byvaji asociovany s vétsi nachylnosti k autoimunitnim a alergickym onemocnénim

5. Imunodeficience zplisobené poruchami dalsich mechanismi

Imunodeficience je jednim z hlavnich pfiznak( DiGeorgova syndromu (tézZ jako velokardiofacialni syndrom).

Nejcastéjsi pric¢inou (az u 90 % pripadd) tohoto syndromu je mikrodelece riizného rozsahu na dlouhém ramenku 22.
chromosomu, nejkritict&jsi je pro rozvoj syndromu pak oblast 22q11.2. Cast pfipad Ize vysvétlit mutacemi v genu pro
transkripcni faktor T-BOX 1 (gen TBX1), ktery se v této oblasti nachazi. Pfi tomto syndromu je narusen vyvoj tieti a ¢tvrté
Zaberni vychlipky, v disledku toho je vyvoj thymu, pristitnych télisek a nékdy i stitné Zlazy znacné omezen, u nékterych
jedinci mazZe thymus i zcela chybét. Deficit lymfocytl T je Umérny zavaznosti postizeni thymu, lymfocyty T mohou zcela
chybét. Pocty lymfocytl T, jak v cirkulaci, tak v sekundarnich lymfatickych organech (napf. parakortikalnich
kompartmentech lymfatickych uzlin) se mohou v dalsim vyvoji ditéte normalizovat a dosahnout i normalnich hodnot.

Dalsi imunodeficity byly pozorovany u syndromid chromosomalni nestability (Nijmegen-breakage syndrom, Bloom(v
syndrom a Ataxia teleangiectasia). Ataxica teleangiectasia (Syndrom Louis-Barové) zahrnuje symptomy neurologické,
imunologické, jaterni, kozni a endokrinologické. PFi¢inny gen ATM se nachazi v oblasti 11922-g23 a jeho produktem je DNA-
dependentni proteinkinasa, ktera se Ucastni v regulaci bunécného cyklu a v reakcich buriky na genotoxicky stres (interakce
s proteinem p53). Pokud dojde k mutaci genu ATM, je aktivita produkovaného enzymu pfi opravach DNA nizka nebo zcela
chybi. To se projevi zvysenou citlivosti bunék na ionizacni zareni a téZ nachylnosti k rozvoji maligni transformace. Pti vyvoji T
a B lymfocytl tak mdZe byt narusen proces V(D)J rekombinace, coz vede ke snizeni hladin IgE a zejména IgA. Nékdy
protilatkovy deficit zahrunuje vSechny tfidy (vCetné IgM a 1gG). Thymus a lymfatické uzliny mohou byt hypoplastické.

Jako posledni vybrany priklad uvedeme imunodeficienci zplisobenou poruchou apoptézy. Autoimunitni lymfoproliferativni
syndrom je zplsoben mutacemi v genu pro molekulu FAS nebo v genu pro interagujici molekulu FAS ligand. Receptor FAS



(CD95) je kédovan genem TNFRSF6, (lokalizovan na 10g24.1) a FAS ligand (CD95L) je kddovan genem TNFSF6 (leZi na 1g23).
Syndrom se dédi autosomalné recesivné. Jako nasledek mutaci téchto gend dochazi k poruchdm apoptdzy s rdznymi
nasledky na celkovy stav organismu. Pravidelnym projevem je benigni lymfoproliferace, ¢asto doprovazena splenomegalii a
zvétsenymi uzlinami. Nezralé lymfocyty T (dvojité negativni CD4- CD8-) infiltruji nékteré tkané; pocty cirkulujicich lymfocytl
B jsou zvysené.

Dalsim typickym projevem jsou protilatkové autoimunitni reakce proti hematopoetickym kmenovym burikam a dalSim
vyvojovym stadiim — to vede aZ k trombocytopenii, neutropenii ¢i anemii. Imunodeficit jako pfimy nasledek autoimunitnich
mechanismU vsak neni Casty.

ZiSKANE IMUNODEFICIENCE

AIDS (acquired immune deficiency syndrome, syndrom ziskaného imunodeficitu) je sekundarni imunodeficience,
zpUsobena je RNA lentivirem (retrovirem) HIV (human immunodeficiency virus). Virus je pfenasen pohlavnim stykem, krvi,
pres placentdrni bariéru a materskym mlékem. Virus infikuje pfedevsim lymfocyty Th, dendritické buriky a makrofagy. Je to
zpUsobeno tim, Ze molekula CD4 je receptorem virovych partikuli (jeden z povrchovych protein( viru, gp120, se vaze

s vysokou afinitou na CD4). Vzhledem ke klicové roli Th lymfocytl v imunitnim procesu dochazi k selhani obou vétvi imunitni
odpovédi.

Po infekci virem nastava rtizné dlouha latentni, bepfiznakova doba. U vétsiny nakaZzenych se imunodeficit postupné
prohlubuje a v poslednim stadiu postiZzeni umiraji na oportunni infekce nebo malignity (Kaposiho sarkom, B bunécné
lymfomy aj.). PoCet onemocnéni ve svété, zejména rozvojovém, roste, ale vynechany nejsou ani ekonomicky vyspélé zemé.
Onemocnéni je v soucasné dobé nevylécitelné, Ize viak farmakoterapeuticky prodluZzovat obdobi latentni ¢i mirného
imunodeficitu. Dosavadni terapeutické strategie jsou zaméreny na potlaceni reprodukce viru, zejména na inhibici reversni
transkripce. Preventivni ockovani zatim neni k dispozici.

V souvislosti se susceptibilitou (vnimavosti) a resistenci (odolnosti) k infekci HIV bylo zatim popsano deset kandidatnich
oblasti v nasem genomu. Nosi¢stvi alel HLA-B57 a HLA-B27 je spojovano s lepsi progndzou, nosicstvi alely HLA-B35 naopak
s rychlejsi progresi onemocnéni. Protektivnim mechanismem je dédi¢ny defekt molekuly CCR5 (chemokinovy receptor na
povrchové membrané bunék, vaze napf. CCL3, CCL4 a CCL5), ktera je hlavnim koreceptorem pfti primoinfekci HIV. Defekt je
relativné ¢asty u Kavkazoidi (frekvence asi 0,09). Podobné jsou ,zvyhodnéni“ nositelé mutaci v molekule CXCR4 (vaze
chemokin CXC12, je exprimovdana na aktivovanych lymfocytech T), tyto mutace jsou vsak velmi vzacné.

84. STRUKTURA A FUNCE PROKARYOTNi BUNKY

PROKARYOTNi BUNKA
V soucasné dobé se Zivé soustavy déli na bunécné a nebunécné soustavy. Na zdkladé organizace struktury rozezndvdme
buriky prokaryotické a eukaryotické (organismy: prokaryota a eukaryota). Na zakladé molekularné genetickych poznatk(

evoluce se organismy déli na 3 domény: Bakterie, Archea a Eukarya.

Mezi nebunécné formy Zivota patfi viry, viroidy a virusoidy. VSechny prokaryotické organismy jsou jednobunécné. Typickym
zastupcem prokaryot, vyznamnym kromeé jiného i z hlediska studia Iékafstvi jsou bakterie. Na rozdil od bunék eukaryot
nemaji bakterie vytvoreny jaderny obal ani jadérko, nedéli se mitézou, maji odliSnou stavbu chromosom a transkripce i
translace probihaji prakticky souc¢asné. Dalsi rozdily jsou ve velikosti bunék, strukture cytoplazmy, membran a ve vybaveni
bunék organelami.

Z genetického i medicinského hlediska jsou bakterie vyznamnymi faktory prostredi, které mohou pozitivné i negativné
ovliviiovat Zivot a zdravi ¢lovéka. Pro genetiku jsou bakterie vyznamnym zdrojem poznatki o genetické informaci, o
strukture a regulaci exprese gen(, protore rada téchto zakladnich bunéénych aktivit je obdobna u vyssich orgaismu. Byly
identifikovany kompletni genomy mnoha patogennich bakterii a studovdana molekularni podstata onemocnéni, kterd
zpUsobuji. Jako prvni byl zkompletovan genom bakterie Haemophilus influenzae (r. 1995) a nasledovaly dalsi véetné
genomu Escherichia coli. Nepatogenni bakterie Escherichia coli, ktera Zije v tlustém stfevé clovéka i jinych obratlovcl, se
stala modelovym organismem vyzkumu. V souvislosti s jejim vyzkumem byly objasnény zadkladni mechanismy Zivota, jako je
replikace DNA, transkripce, syntéza proteint a dalsi.



Archea se vyznacuji prokaryotickym typem bunék. Zejména svymi metabolickymi a energetickymi systémy pfipominaji
bakterie. Analyza rRNA malych ribosomovych podjednotek ukazala, Ze Archea jsou evolucné blizsi Eukaryim. UZsi vztah

k eukaryotlim se tyka zejména prenosu genetické informace, replikace DNA, opravnych systém{, transkripce, translace a
dalsich genetickych mechanism(. Chromosomy archebakterii jsou spiralizovany do struktur podobnych nukleosomim
eukaryot a DNA archebakterii ma na rozdil od bakterii v genech pro tRNA a rRNA introny. RNA-polymerasy archebakterii
maji strukturu pfibuznou RNA-polymerasam eukaryot.

Archea se patrné odstépila jako samostatna vyvojova linie v rannych fazich evoluce. Vyskytuji se ve stejnych typech
prostiedi jako bakterie (napf. i v zaZivacicim traktu obratlovcd) a velmi ¢asto v prostiedi s extrémnimi podminkami — horké
prameny, morské hlubiny, vody s extrémnim pH nebo koncentraci soli atd. Patrné nejsou patogenni.

Viry jsou nitrobunécni paraziti, schopni reprodukce pouze s vyuZitim struktur a metabolismu hostitelskych bunék.

Z medicinského hlediska je duleZité pochopeni mechanismi virovych infekci a moznosti jejich prevence a lécby a pochopeni
podilu virQ pti vzniku nadord. Jsou predmétem intenzivniho genetického studia, protoZze mohou byt vyuZity v genetickém
inZenyrstvi a genové terapii.

V pfirodé nachazime jesté mensi a jednodussi Castice neZ jsou viry. Jsou to viroidy a virusoidy. Viroidy jsou tvofeny jen
jednovlaknovou molekulou RNA bez proteinového obalu. Jsou schopné se replikovat v jadrech infikovanych bunék
s vyuzitim bunéénych enzym.

Virusoidy (satelity) jsou kratké sekvence DNA nebo RNA umisténé v kapsidech vir(i v sousedstvi virové nukleové kyseliny.
Vétsina z nich se nachazi v kapsidech rostlinnych virQ.

STRUKTURA PROKARYOTNI BUNKY
Uvadi se tfi klicové charakteristiky prokaryotickych bunék:

e  organizace nukleoidu (bakterialni obdoby jadra) — nukleoid neni oddélen od okolni cytoplazmy membranou, sklada se
jen z jedné velké molekuly DNA, na niZ nejsou histony ani jiné bazické bilkoviny, je haploidni;

e  nepfitomnost organel — v prokaryotické burice nejsou mitochondrie, plastidy, endoplazmatické retikulum ani jina
organela s membranou;

e  vlastnosti ribozomd — ribozomy prokaryot se od eukaryot lisi svou hmotnosti i velikosti

Prokaryota nemaiji jadro, pouze nukleoid. Vlastni pouze jeden kruhovy chromosom a nemaji jadérka. Nejaderna DNA se
vyskytuje v plazmidech. U prokaryot se vyskytuji pouze nemembranové organely. Ma mensi velikost nez eukaryotni burika
(0,3 -6 um).

Cytoplazmatickd membrana ma stejné vlastnosti jako u eukaryotni buriky. Prokaryotni buriky maji jesté jeden vnéjsi, silnéjsi
obal —bunécénou sténu. Jejim zakladem je peptidoglykanova kostra. Narozdil od cytoplazmatické membrany je bunécna

hydratovanou vrstvu rlizného chemického sloZeni a tloustky — slizové pouzdro (kapsula). Teto obal zvySuje rezistenci vici
virdm a brani vyschnuti, buriky se mohou svymi pouzdry spojovat.

Prokaryota maji také bicik, ktery umoznuje burice aktivni pohyb. Je tvoren bilkovinou flagelinem a je ukotven v bunécné
sténé a cytoplazmatické membrané.

85. VYZNAM A STRUKTURA CHROMOSOMU PROKARYOT

CHROMOSOMY

Bakterie maji jeden hlavni cirkularni chromosom. Dvousroubovice DNA hlavniho chromosomu je tvofena cca 3 Mbp a jeji
délka je 1-2 mm. Velikost genomu bakterii je druhové charakteristicka a genomy bakterii obsahuji az nékolik tisic gen(.
Dvousroubovice DNA hlavniho chromosomu je mnohondasobné spiralizovana (suprahelikaini spiralizace) s vyskytem
svinutych domén nebo smycek. Stupen spiralizace zavisi na transkripc¢ni aktivité gend, které lezi v daném Gseku. Na
vytvareni struktury chromosomu se podileji proteiny podobné histontim — HLP (histon like proteins). MnoZstvi dalSich
proteind je nekonstantni (jsou to zejména DNA- a RNA-polymerasy) a zavisi na intenzité proteosyntézy.


https://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleoid
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytoplazma
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Plastid
https://cs.wikipedia.org/wiki/Endoplazmatick%C3%A9_retikulum
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ribozom

Rovnéz zastoupeni RNA v chromosomu zavisi na poctu aktualné transkribovanych gend. Jadro neni morfologicky
ohranic¢eno. Oblast, ve které je chromosom bakterii ulozen, se nazyva nukleoid ¢i jaderny ekvivalent. Chromosom je vidy
pfipojen urcitym mistem na plasmatickou membranu bakterie. Timto mistem je pocatek replikace oznac¢ovany jako OriC.

PLASMIDY

Kromé hlavniho chromosomu maji bakterie v cytoplasmé jeden nebo vice malych kruhovych chromosom( — plasmida.
Plasmidy nesou genetickou informaci, ktera neni pro bakterii zcela nezbytnd, ale mlZe pro né znamenat urcitou selekéni
vyhodu. Plasmidy v3ech typU se replikuji samostatné, nezavisle na replikaci hlavniho chromosomu a na reprodukénim cyklu
bakterie. Kruhové molekuly dvouvldknové DNA plasmid( maji charakteristickou suprahelikdini spiralizaci. Velikost molekuly
DNA plasmidd je variabilni (od 1,5 kbp po 250 kbp). Velikosti molekuly DNA odpovida pocéet kddovanych polypeptid( (od 2
do 300). Velké plasmidy jsou v bakterii zpravidla jen v jedné kopii, malych je obvykle vice. Plasmidy se pro svou velkou
replikacni schopnost uZivaji jako vektory v genetickém inZenyrstvi.

Funkci plasmid mGzeme dokumentovat na nékolika prikladech:
e  PLASMIDY F (fertilitni) nesou vétsi pocet gen(, které koduji proteiny nezbytné pro konjugaci bakterii a pfedani
DNA do buriky prijemce, tzv. F faktor. Bakterie s F faktorem lze rozpoznat podle fimbrii na jejich povrchu (tzv. sex
pili), které konjugaci umoznuji. Bakterie s F faktorem oznacujeme jako F+, bakterie bez tohoto faktoru F-.

PLASMIDY F‘ jsou F plasmidy, které kromé gen( pro konjugaci nesou i dalsi geny, které jsou obvykle lokalizovany
v hlavnim chromosomu. Vznikaji tak, Ze F plasmid byl inkorporovan do hlavniho chromosomu a nasledné uvolnén
véetné sousediciho useku DNA hlavniho chromosomu. Pro tyto geny jsou proto bakterie diploidni. Jejich studium
umoznilo ziskat dlleZité poznatky o expresi genl a jeji regulaci u prokaryot.

e  PLASMIDY R (rezistence) nesou geny zajistujici rezistenci bakterie vici antibiotikim, chemoterapeutikiim, tézkym
kovim atd. Bakterie nosokomialnich (nemocnicnich) infekci mivaji plasmidy se sdruzenou rezistenci vici
antibiotikdm, kterymi jsou pacienti na daném pracovisti [éceni. R plasmidy mivaji i F faktor, takZe geny pro
rezistenci mohou byt predavany pfi konjugaci mezi bakteriemi stejného kmene i mezi bakteriemi riznych kmend.
To je jednou z pfic¢in rychlého vzniku rezistence bakterii na abtibiotika. V ramci nemocnic tak mohou byt
nechténé vyselektovany kmeny patogennich bakterii, napf. stafylokoky, pseudomonddy a dalsi.

e  Plasmidy nékterych bakteridlnich kmenU nesou geny pro baktericiny, latky vylu¢ované bakteriemi do okoli a
schopné usmrcovat jiné citlivé bakterie. Dalsi plasmidy kéduji specifické vlastnosti bakteridiniho kmene, napf.
schopnost fixovat atmosféricky dusik, produkovat pigment a vytvaret spory.

Plasmidy i hlavni chromosom mohou obsahovat inzertni sekvence (IS), které umozriuji inkorporaci plasmid( do jinych
plasmidd nebo do hlavniho chromosomu procerem homologni rekombinace. Tyto transponovatelné ¢asti jsou oznacovany
transposony.

REPLIKACE DNA U BAKTERIi
Prvé poznatky o vyznamu a metabolismu DNA byly ziskany predevsim studiem bakterii. DalSi studie ukazaly, ze zakladni

principy replikace a transkripce DNA jsou podobné u prokaryot i eukaryot, v jednotlivych detailech se vsak lisi.

a) Semikonzervativni replikace
Semikonzervativni replikace DNA je popsdna v kapitole 7.1, zde se soustfedime na rozdily mezi prokaryoty a eukaryoty.
Zakladni potnakty o replikaci DNA byly ziskany predevsim studiem bakterie Euscheria coli (E. coli). Jednotliva vldkna
Sroubovice DNA se pfi zahajeni replikace v urcitém misté oddéli a postupné se semikonzervativni replikaci vytvareji dva
dcefinné kruhové chromosomy. Misto oddélovani fetézcl se nazyva replikacni vidlice. Replikace probiha od mista iniciace
v obou smérech. Misto, tvofené jiz dvéma dcefinnymi dvouretézci se nazyva replikaéni bublina. Usek DNA, ktery se
replikuje z jednoho mista, se nazyva replikon. Chromosomy i plasmidy bakterii se replikuji z jednoho mista, tvofi jeden
replikon, eukaryotni chromosomy maji replikon( vice. Replikace je katalyzovana specifickymi enzymy.

Na chromosomu bakterii je jediné specifické misto iniciace replikace. Toto misto je nazyvano OriC (origin) a u E.coli je
tvoreno 245 bp DNA.

Prvym krokem replikace je rozvinuti DNA. U E. coli tuto funkci maji DNA-helikasy a topoisomerasy. Helikasa je schopna
naptimit az 3000 zaviti DNA za minutu a ke své Cinnosti vyuZiva energii ATP. Proces despiralizace si u kruhového



chromosomu bakterii nelze predstavit bez preruseni vidkna DNA a bez zruseni vys$sich typu spiralizace. Pferuseni a opétné
napojeni vlakna DNA katalyzuji topoisomerasy. Topoisomerasa | katalyzuje preruseni a opétné napojeni jednoho retézce a
rusi superspiralizaci. Topoisomerasa Il katalyzuje preruseni, otoceni a opétné napojeni obou fetézct DNA. To umoziuje, Ze

helikasa v soucinnosti s topoisomerasami ,roztaci“ jen kratky isek DNA pred replikacni vidlici. Topoisomerasa Il. se u E. coli
nazyva DNA-gyrasa.

Na jednoretézcovou DNA se vazi SSB proteiny (Single Strand Binding proteins), které brani vytvareni vazeb mezi nukleotidy
jednovlaknové DNA (vlasenek), které by byly pfekazkou jeji replikace. Syntéza nového fetézce je zahdjena DNA-primasou,
ktera syntetizuje kratky isek RNA komplementdarni k DNA pUvodniho fetézce — primer. U prokaryot je délka primeru 10-60
nukleotid(, u eukaryot jen asi 10 nukleotidd.

U bakterii byly prokazany tfi DNA-polymerasy, oznacované |1l a Ill. Nejdfive byla objevena DNA-polymerasa |, tzv.
,Kornbergliv enzym“, kterd katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby mezi 3'OH koncem primeru a 5‘ fosfatem pfislusného
deoxyribonukleotidu. Jeji centrélni Gloha spociva v opravach poskozeni DNA, nebot kromé polymerasové aktivity pusobi i
jako nukleasa. Hlavnim enzymem zodpovédnym za semikonzervativni replikaci je DNA-polymerasa |ll. DNA-polymerasa Il a
pozdéji charakterizované polymerasy IV a V se uplatni pfi replikaci poSkozené DNA.

Prehled funkci DNA-polymeras prokaryot
Aktivita DNA-polymerasa | DNA-polymerasa Il DNA-polymerasa lll
Polymerasova 5'=>3* + + +++
Exonukleasova 5‘>3* + ne +(pouze na ssDNA)
Exonukleasovd 35’ + + +
Struktura polypeptid polypeptid komplex polypeptidl

DNA-polymerasa Ill je komplex mnoha podjednotek (nejméné 20), které zabranuji odpoutdni DNA-polymerasy od
puvodniho fetézce DNA (templatu), katalyzuji napojeni trifosfonukleotid( na 3-OH konec nového fetézce a kontroluji
spravnost zafazeni nukleotidd do nového fetézce.

Okazakiho fragmenty na opozdujicim se vlakné jsou u prokaryot useky dlouhé 1 000-2 000 nukleotidd (u eukaryot 100-200
nukleotid(). Komplex enzym0 pro tvorbu Okazakiho fragmentu (helikasy, primasy, polymerasy) se nazyva primosom.

Ptes vysokou specifitu DNA-polymerasy Ill dochazi k chybnému zafazeni basi do nové syntetizovaného retézce

s pravdépodobnosti 10™ a# 10°. Frekvence pozorovanych spontannich mutaci gent je v priméru 10° pfi velikosti genu
1000 nukleotid(, tedy 100-1000x mensi nez ocekavana. Tento rozdil byl vysvétlen objevem kontrolni a reparaéni funkce
DNA-polymeras, ktera snizuje vyrazné mnozstvi odchylek zplsobenych mutacemi. Po zjisténi (scanning) chybného zarazeni
base je nukleotid 3 - 5’ exonukleasovou aktivitou DNA-polymerasy | vystfizen a nahrazen spravnym nukleotidem.

b) Replikace otdcejici se kruznice
Vyse popsany pribéh replikace neni univerzalni. U nékterych vird a pfi konjugaci bakterii se DNA replikuje mechanismem
tzv. otdcejici se kruznice (rolling-circle). Pfi této replikaci zlistava jeden fetézec kruhové DNA intaktni a je matrici pro
kontinualni syntézu komplementarniho fetézce. Druhy fetézec je prerusen specifickou endonukleasou v misté signalni
sekvence. 5 konec preruseného retézce je oddélen helikasou prerusenim vodikovych mustk( z vazby s intaktnim fetézcem.

3’0OH konec preruseného retézce slouzi jako primer pro DNA-polymerasu Il a syntézu komplementarniho fetézce k intaktni
matrici. Pfi této replikaci se cirkuldrni DNA ot4di, proto byla tato replikace nazvana replikaci otacejici se kruznice. V pribéhu
konjugace je odvijejici se fetézec jako jednovlaknova DNA predavan do buriky pfijemce a tam doplnén komplementarnim
fetézcem diskontinualné, po Usecich, podobné jako opoZzdujici se fetézec pti standardni replikaci. Replikaci otacejici se
kruznice katalyzuji stejné enzymy jako standardni replikaci.

86. BIOLOGIE A GENETIKA BAKTERIi, VYZNAM V MEDICINE

BAKTERIE
Bakterie jsou vsudypfitomné organismy. Bylo popsano vice nez 5 — 6 000 druh( bakterii. Bakterie maji vyznamnou tlohu
v ekosystémech: degraduji organické latky, recykluji Ziviny, fermentuji potraviny, jsou schopné fotosyntézy, ale zplsobuiji i




onemocnéni rostlin a Zivo&ichl. Vznikly pfed cca 3 miliardami let a ovlivnily jak vyvoj prostiedi, tak vyvoj jinych druhd, nebot
infekce jsou vyznamnymi faktory selekce. Bakterie se rychle mnoZi, jsou neobycejné pfizplsobivé a vykazuji obrovskou
diverzitu metabolismu a schopnost vyuZivat rlizné zdroje energie.

BUNECNA STAVBA BAKTERIi

Prokaryotni buriky jsou mensi nez eukaryotni buriky, jejich struktura je jednodussi a maji méné organel. Velikost bakterii je
obvykle 1-10 um. V cytoplasmé bakterii jsou jen ribosomy a jaderny ekvivalent (nukleoid).

Bakterie se od eukaryotnich bunék lisi i strukturou biomembran.

Cytoplasma bakterii je obklopena plasmatickou membranou a je zesilena bunécnou sténou. Hlavni sloZzkou bakterialni stény
jsou peptidoglykanové polymery (mureiny), slozené z dlouhych disacharidovych a krat3ich peptidovych fetézc(, které
spole¢né tvofi mrizku. Tato sténa zajistuje tvar bakterii a umozriuje jim Zit v hypotonickém prostfedi. Nékteré bakterie maji
bunécné stény doplnéné pouzdrem tvorenym proteiny nebo lipopolysacharidy (napf. Escherichia coli).

Rozdil ve strukture bakteridlni stény vyuziva Gramovo diferencialni barveni. Opouzdrené bakterie s lipopolysacharidy jsou
Gram-negativni, bakterie se sténou z peptidoglykand jsou Gram-pozitivni. Nékteré bakterie maji jesté polysacharidovou
kapsulu, kterd je chrani. Jiné bakterie maji na svém povrchu fimbrie, které umoznuiji jejich adhezi na burky hostitele, nebo
biciky ,které umozniuji aktivni pohyb bakterii. Jejich pocet a utvareni jsou dllezitym taxonomickym znakem bakterii. Tvar
bakteridlni buriky miZe byt kulovity (koky) nebo tyéinkovity s riznym zakfivenim (vibria, spirily, spirochety).

Informace o strukture bakterialni stény jsou vyznamné pro volbu antibiotik v |é¢bé bakterialni infekce. Penicilinova
antibiotika a cefalosporinova antibiotika (a dalsi tzv. B-laktamova antibiotika) inhibuji syntézu bunécné stény. Tato
antibiotika I. generace (drive objevena, napf. peniciliny) plisobila pfedevsim na Gram-pozitivni bakterie (napf.
Streptokoky). Antibiotika Il. a lll. generace (napf. ampicilin) jsou Sirokospektra — plsobi na Gram-pozitivni i Gram-negativni
bakterie. Jsou odolnéjsi vci plsobeni kyselého prostiedi v zaludku a Stépeni bakteridlnimi enzymy (B-laktasami).

Bakterie postradaji klasicky cytoskelet. Jadro neni vytvofeno, chromosom je v tzv. nukleolarni oblasti a je uchycen

v jednom misté k cytoplasmatické membrané. Bunécna sténa se u nékterych bakterii vchlipuje do nitra cytoplasmy a podili
se na organizaci struktury bakterie. Jedinymi organelami bakterii jsou ribosomy. Jsou mensi nez ribosomy eukaryot, ale
vzhledem ke svému poctu tvofi vyznamnou ¢ast hmotnosti bakterii.

Nékteré bakterie jsou schopné vlastniho pohybu, napt. pomoci bi¢ik(. Stavba bicikd bakterii je odlisna od bicika
eukaryotnich bunék a pohyb bakterie je vyvolavan jejich rotaci. Rotaci zplisobuje prstenec proteint v plasmatické
membrané kolem Uponu biciku. Nékteré bakterie se mohou pohybovat zménou svého tvaru nebo pomoci produkovaného
sekretu. Bakterie jsou vybaveny cetnymi chemoreceptory a reaguji pohybem (pozitivné nebo negativné) na koncentraci
kysliku, osvétleni, chemické latky (napf. glukosu) a na pfitomnost svych vlastnich produktd metabolismu.

METABOLISMUS BAKTERIi

Bakterie jsou vysoce adaptabilni, schopné Zit i v extrémnich podminkdach. Enzymaticka vybava bakterii je velmi riznoroda a
odpovida prostredi, na které se svym vyvojem adaptovaly. Soucdsti enzymatické vybavy bakterii jsou i restriktasy, které
bakterii chrani pfi vniknuti cizorodé DNA (napf. bakteriofag). To je umoZnéno schopnosti restriktas Stépit dsDNA. Tato
vlastnost bakteridlnich enzym{ mimo jiné umoZnila mohutny rozvoj technik molekularni genetiky.

Heterotrofni bakterie se uplatriuji jako dekompozitofi v procesu recyklace latek v pfirodé (Zivi se produkty rozpadu a
mrtvou organickou hmotou) nebo jako parazité vyvolavaji infekéni onemocnéni Zivocichl a rostlin.

Autotrofni bakterie jsou schopné vyuZivat energii zareni a ziskavat energii procesem fotosyntézy nebo oxidaci
anorganickych latek. Bakterie schopné Zit na minimalni pldé a syntetizovat vSechny pro Zivot potfebné latky oznacujeme
jako prototrofni. Auxotrofni bakterie nesou biochemické ztratové mutace. Tyto bakterie jsou schopné rist pouze

v prostiedi, které obsahuje latku, kterou nejsou schopné syntetizovat (napf. aminokyselinu). Ztratové mutace auxotrofnich
bakterii jsou vyznamné pro studium mutageneze a dalich genetickych jevl a zdkonitosti.

Aerobni bakterie potiebuji pro svij metabolismus kyslik, anaerobni bakterie naopak vyZaduji absenci kysliku. Anaerobni
bakterie proto ohroZuji pacienty s poruchami prokrveni tkani, napf. po Urazech (gangrény).



Prezit mimoradné nepftiznivé podminky umoznuje bakteriim tvorba endospor. Uvnitf bakterie se vytvari prespora,
obsahuijici kopii chromosomu a minimalni struktury (ribosomy, enzymy, stavebni latky atd.) pro preziti. Prespora je opatrena
pevnym pouzdrem, vznika endospora a zbytek bakterie se rozpada. Endospory mohou prezivat i 1 000 let, nezahubi je velké
davky ozareni ani teploty prostiedi kolem bodu varu. Jejich tvorba je proto vyznamnym evolu¢nim pokrokem, ale
problémem v mediciné (sterilizace).

REPRODUKCE BAKTERIi

Bakterie jsou schopné se velmi rychle délit. Jeden reprodukéni cyklus bakterie za pfiznivych podminek trva asi 20 minut.
MnozZeni bakterii je regulovano mnoZstvim Zivin a koncentraci produkt( jejich metabolismu. Bakterie se déli nepohlavné,
presto u nich existuje moznost rekombinace jejich genetického materialu. Rekombinace vloh bakterii je zajistovana
parasexualnimi mechanismy.

Nepohlavni déleni. Déleni bakterii zacina prodluzovanim bunky a replikaci kruhového chromosomu bakterie. Replikace je
zahajovana v misté pfipojeni chromosomu na plasmatickou membranu (OriC). Misto Gponu bakterialniho chromosomu se
zdvoji a tvorba nového Useku membrany mezi témito dvéma Upony posunuje noveé vzniklé dcefinné chromosomy od sebe.
Kdyz se dcefinné chromosomy dostatecné od sebe vzdali, zacne se mezi nimi vytvaret prepazka, aZ se nakonec obé dcefinné
buriky oddéli (tzv. prehradecné déleni).

Pohlavni rozmnozZovani v pravém slova smyslu u prokaryot neexistuje. Bakterie jsou haploidni organismy s jedinym hlavnim
chromosomem. Nemaiji Zadny ekvivalent mitotického aparatu a genetickd vybava dcefinnych bunék je identickd s burikami
materskymi.

Rekombinace genetické infformace je vSak mozna v pribéhu tzv. parasexudlnich jevd — transformace, konjugace a
transdukce. Pfenos genetické informace je pfi parasexualnich déjich vidy jednosmérny — od darce k prijemci.

VYZNAM BAKTERIi V MEDICINE
Uréovani (determinace, identifikace) bakterii ma velky vyznam v medicing, kde je spravnym stanovenim plvodce dané
bakteridlni infekce podminéna ndsledujici |écba.

87. REGULACE GENOVE EXPRESE U PROKARYOT

V burikdch jsou trvale exprimovany jen geny, které zajistuji zakladni funkce buriky (housekeeping genes). Produkty téchto
gend jsou napt. tRNA, rRNA, ribosomalni proteiny, proteiny katalyzujici transkripci a translaci a dalsi. Témto genlim se fika
konstitutivni. Vétsina gend bakteridlnich bunék je exprimovéna jen pokud jejich funkci burika potrebuje. V priibéhu dlouhé
evoluce Zivota proto vznikly mechanismy, které jsou schopné rychle aktivovat produkci potfebného proteinu (napf.
enzymu), nebo ji naopak stejné rychle utlumit.

Burika ziskava energii Stépenim energeticky bohatych sloucenin. Tyto reakce oznacujeme jako katabolické.

Enzymy katabolickych reakci jsou produkovany jen v ptipadé, kdyz je v prostfedi bakterie substrat, ktery mohou stépit
(napf. glukosa nebo laktosa). Pfitomnost substratu zpravidla indukuje tvorbu nékolika proteind, které substrat aktivné
prendseji pres bunétnou membranu a stépi. Enzymim, které se na této reakci podileji, se fika induktivni enzymy. Kéduji je
induktivni geny a tento typ regulace je oznacovan indukce.

Bakterie jsou schopné syntetizovat vétSinu organickych latek, které potrebuji k vytvareni vlastnich struktur a zajisténi funkci
prototrofni bakterie. Produkovat nadbytek latek by bylo neefektivni. Proto v evoluci vznikla zpétna vazba, ktera umozniuje
potlaceni transkripce gend pro enzymy, pokud produkty jimi katalyzovanych reakci jsou pfitomné v dostatecném mnozstvi.
Tento mechanismus je typicky pro regulaci anabolickych reakci.

Je oznacCovan jako represe, aktivace téchto genl jako dereprese.

POZITIVNi A NEGATIVNi KONTROLA GENOVE EXPRESE

Regulace genové exprese vyuZiva pozitivni i negativni mechanismy regulace. Oba mechanismy pracuji s regulacnimi geny,
jejichz produkty reguluji expresi dalsich gena. V pfipadé pozitivniho mechanismu indukuje produkt regulacniho genu
expresi strukturnich gen(, v pfipadé negativniho mechanismu regulaéni gen expresi dalSich gen(l zastavuje. Oba
mechanismy se uplatni v induktivnim a represivnim systému regulace.



OPERONOVY MODEL REGULACE TRANSKRIPCE

Mechanismus regulace transkripce u prokaryot popsali F. Jacob a J. Monod v r. 1961. Zjistili, Ze exprese genu nebo skupiny
na sebe navazujicich strukturalnich gent urcité metabolické drahy je kontrolovana dvéma regulacnimi prvky transkripce: (i)
gen regulator, ktery kdduje protein zvany represor, a (ii) operator, na ktery se represor vaze. Jednotku regulace funkce
gend, tvofenou operatorem, promotorem a sktrukturnimi geny nazvali operon. Své objevy ziskali studiemi mutaci lac
operonu u E. coli. Tento operon zahrnuje kromé promotoru a operatoru tfi strukturni geny, které umoznuji bakterii
metabolisovat laktosu: gen Z (kdduje beta-galaktosidasu), gen Y (kéduje beta-galaktosid permeasu) a gen A (kdduje beta-
galaktosid transacetylasu).

a) Induktivni operonovy systém

Induktivni operonovy systém je typicky pro regulaci transkripce genl kédujicich enzymy katabolickych reakci.

Regulacni gen je transkribovan konstitucné (trvale). Jeho produkt, represor, se vaze na operator pfislusného operonu.
Operator je Usek DNA, ktery je soucasti promotoru strukturnich gen(. Navazani represoru na operdator brani navazani RNA-
polymerasy na promotor a zahajeni transkripce strukturnich gen(. Burika za téchto podminek produkuje jen asi 1 %
maximalniho mozného mnoZstvi proteinu (enzymu) kédovaného strukturnimi geny.

Pokud je v prosttedi latka, kterou mohou tyto enzymy metabolizovat, U¢inkuje tato latka jako induktor. Induktory méni
alosterickou konfiguraci represoru a tim znemozZiuji jeho navazani na operator. RNA-polymerasa se mize navazat na
uvolnény promotor a zahdjit transkripci strukturnich gend. V pfipadé lac operonu je induktorem laktosa. Pokud je laktosa
pritomna, vaZe se na receptor lac operonu a bakterie vytvari enzymy, které umoznuji vyuZziti laktosy jako zdroje energie. Po
vyCerpani zdroju laktosy se uvolni i laktosa z vazby na represor.

Volny (aktivni) represor se vaZze na operon a transkripce genu lac operonu je potlacena.

b) Represivni operonovy systém

Represivni operonovy systém je typicky pro geny kédujici enzymy anabolickych reakci. Regulacni gen v tomto systému
produkuje inaktivni represor, tzn. Ze represor nema schopnost vazby na operator. Represor je aktivovan navdzanim
korepresoru. Korepresorem je zpravidla produkt metabolického fetézce, jehoz syntézu katalyzuji enzymy kédované geny
operonu. Modelem represivniho operonu je trp operon, kédujici enzymy pro syntézu aminokyseliny tryptofanu.

Trp operon E. coli zahrnuje 6 strukturnich gen( (trpL, trpE, trpD, trpC, trpB, trpA), jejichZ produkty katalyzuji metabolické
kroky od kyseliny chorismové po tryptofan. Ma-li bakterie dostatek tryptofanu pro syntézu proteind, je transkripce trp
operonu blokovana vazbou komplexu represor + kompresor (tryptofan) na operator. Po vycerpdni zasob tryptofanu

v cytoplasmeé je tryptofan navdzany na represor uvolnén. Tak je represor inaktivovan, nevaze se na operdtor a RNA-
polymerasa zahdji transkripci strukturnich gent trp operonu.

Represe katabolity

PFi studiu lac operonu Jacob a Monod zjistili, Ze laktosa neindukuje transkripci lac operonu v pfitomnosti glukosy. Glukosa
zabrariovala indukci produkce i dalsich ezym, podilejicich se na metabolismu jinych cukri. Tento fenomén je nazyvan
represe katabolity ¢i efekt glukosy.

V pfipadé trp operonu existuje druha Uroven regulace syntézy enzymd, ktera je nezavisla na represi nebo derepresi operonu
a ktera souvisi s pritomnosti nukleotidové sekvence v oblasti trpL (determinuje vedouci sekvenci polypeptidu). Jev byl
podrobné studovdn a vysvétlen jako atenuace (zeslabeni) a Usek DNA v trpL, ktery kontroluje tento jev, byl nazvan
atenuator.

REGULACE TRANSLACE

U prokaryot se transkripci vytvari multigenni mRNA, ktera kéduje vice proteint (enzym) zpravidla jednoho metabolického
retézce. Podrobné studie prokazaly, Ze ackoliv jsou tyto geny exprimovany soucasné, jako soucast jednoho operonu,
dochazi v pribéhu translace k vytvoreni rizného mnozstvi jednotlivych proteinli (enzym).

To je umoznéno nasledujicimi mechanismy:

a) Nestejnosmérna ucinnost iniciace translace riznych genl operonu, rizna rychlost pohybu ribosom@ v mezigenovych
oblastech mRNA a vytvareni vidasenek mRNA, které ovliviiuji rychlost posunu ribosomid po mRNA a rlizna rychlost degradace
mRNA.

b) Posttranslacni regula¢ni mechanismy



Kromé popsané regulace transkripce a translace jsou u prokaryot popsany regulace na Urovni aktivity enzymi. Dostatecné
mnozstvi konecného produktu urcité metabolické drahy mize inhibovat aktivitu prvniho enzymu této drahy. Tento
mechanismus je nazyvan zpétnovazebna inhibice nebo inhibice enzymd koneénymi produkty. Enzymy schopné této reakce
maji kromé vazebného mista pro substrat jesté vazebné misto (vazebna mista) pro konec¢ny produkt metabolického fetézce.

Po navazani konecného produktu se zméni alostericka konfigurace molekuly enzymu a tim redukuje jeho afinita k substratu.
Tyto proteiny nazyvame alosterické proteiny.

88. TRANSKRIPCE A TRANSLACE U PROKARYOT

Zakladni rysy transkripce a translace jsou u prokaryot a eukaryot stejné, lisi se vSak v mnoha detailech: v ¢asové navaznosti
a prostorovém usporadani, v mechanismu regulace, v sekvencich nukleotidd promotor(, ve struktufe a posttranskripéni
Upravé RNA, ve strukture ribosomu atd.

TRANSKRIPCE

Segment DNA, ktery se transkribuje u prokaryot jako jedna molekula RNA, se nazyva transkrip¢ni jednotka.

Transkrip¢ni jednotka u prokaryot méze obsahovat jeden gen (jako u eukaryot) nebo sérii sousednich genu.

Soucasné transkribované geny zpravidla koduji funkéné navazujici enzymy urcitého metabolického retézce (napf. pro pfijem
a metabolismus laktosy). Proces traskripce ma stejné jako u eukaryot 3 stadia: (i) iniciaci, (ii) elongaci a (iii) terminaci.
Syntéza RNA je u prokaryot katalyzovana RNA-polymerasou vZdy ve sméru 5 = 3°.

RNA-polymerasa (transkriptasa) je komplexni enzym s mnoha funkcemi. Skldda se z nékolika polypeptid(. Jednim z nich je
sigma faktor, ktery se Gcastni iniciace transkripce. Jeho funkci je rozpoznat signalini sekvenci promotoru a vazat RNA
polymerasu na promotor.

INICIACE TRANSKRIPCE

Iniciace transkripce zacind navazanim sigma faktoru na promotor a pokracuje kompletaci RNA-polymerasy navazanim
dalsich jejich polypeptidl. Plisobenim RNA-polymerasy je despiralizovan kratky Usek DNA dvousroubovice. V tomto misté
jsou preruseny vodikové mustky mezi pamétovym a pracovnim fetézcem DNA a vytvofi se prvni vazby mezi nukleotidy
pracovniho fetézce DNA a nukleotidy vznikajici RNA. Po skonceni iniciace se sigma faktor od RNA-polymerasy oddéli a
elongaci RNA realizuji jen zbyvajici polypeptidy RNA polymerasy.

Promotory prokaryot maji uniformni strukturu, ktera se lisi od struktury promotord eukaryot. Obsahuji dvé vysoce
konzervované signalni sekvence nukleotid(, které se nazyvaji konsenzualni sekvence.

Konsenzudlni sekvence pamétového fetézce v pozici -10 je TATAAT (tzv. TATA box) v pozici -35 je TTGACA (Pribnow box).
Sigma faktor rozpoznava a vaze se na sekvenci -35, proto je tato sekvence nazyvana rozpoznavaci sekvence. Sekvence -10
je bohata na A-T pary basi a napomaha rozvinuti a oddélovani fetézc DNA.

ELONGACE TRANSKRIPCE je syntéza RNA ve sméru 5 - 3‘ katalyzovanad RNA-polymerasou (jiZ bez sigma faktoru).
Prodluzovani RNA se déje v misté tzv. transkripcni bubliny, kde je DNA despiralizovana a jeji fetézce jsou v urcitém rozsahu
oddéleny. RNA-polymerasa ma schopnost jak despiralizace, tak i respiralizace DNA. S posunem RNA-polymerasy po viaknu
DNA se postupné prodluzuje vznikajici RNA.

TERMINACE TRANSKRIPCE u prokaryot je fizena terminacnim signalem. U E. coli byly popsany dva typy terminacnich
signall: rho dependentni, vyZaduji pfitomnost proteinu rho a rho independentni, bez Ucasti tohoto proteinu.

Na rozdil od eukaryot nema DNA prokaryot introny a syntetizovana RNA neprodélava postranskripcni Gpravy pred translaci.
Prokaryota nemaji jadernou membranu a tak se na mRNA vazi ribosomy jiz v pribéhu transkripce. Transkripce i translace
probihaji na stejném misté a témér ve stejném Case. Pro expresi genu je dileZita stabilita syntetizované RNA. Je rozhodujici
pro mnozstvi polypeptidll vytvorenych jednou molekulou mRNA. Stejné jako transkripce i Stépeni RNA probihd ve sméru 5°
- 3.



TRANSLACE

Na translaci se u prokaryot podili mRNA, ribosomy, nejméné 20 aminoacyl-tRNA-syntetas, 30-60 tRNA a velky pocet
rozpustnych proteind, které translaci katalyzuji. Vzhledem k intenzité proteosyntézy se tyto slozky nachazeji v kazdé bakterii
ve velkém mnoZstvi.

Ribosomy prokaryot jsou stejné jako ribosomy eukaryot sloZzeny z malé a velké podjednotky. U prokaryot jsou vsak
podjednotky mensi a jednodussi.

Napf. u E. coli se mala podjednotka (30S — Svedbergovych jednotek) sklada z jedné molekuly rRNA (16S) a 21 rdznych
proteind. Velka podjednotka (50S) se skldda ze dvou molekul rRNA (55 a 23S) a 31 rdznych protein(.

Pfi translaci se tyto podjednotky spojuji do ribosomu (70S), ktery se po dokonceni translace opét rozpadd. Uvolnéné
podjednotky se mohou podilet na translaci dal$i molekuly mRNA.

MECHANISMUS TRANSLACE

V zékladnich mechanismech se translace u prokaryot a eukaryot shoduje, v fadé detail(l se vsak lisi. PFredpokladem Uspésné
translace kromé jiz popsanych struktur (mRNA, tRNA, ribosomy) je i dostatek energie (ATP,GTP) a vSech potiebnych AMK
navazanych na tRNA molekuly. Specifitu vazby tRNA s odpovidajici AMK zajistuji specifické enzymy aminoacyl-tRNA-
syntetasy.

INICIACE translace zahrnuje vznik komplexu ribosom-mRNA aZ po vytvoreni peptidové vazby mezi prvymi dvéma AMK
syntetizovaného polypeptidu. U E. Coli se na iniciaci podili 30S podjednotka ribosomu, tRNA, mRNA a tfi iniciacni faktory
IF-1, IF-2 a IF-3 s vyuZitim energie molekuly GTP. 50S podjednotka se pripojuje ke komplexu aZ na zavér iniciace. Faze
iniciace je ukonéena vytvorenim peptidové vazby mezi prvnimi dvéma AMK.

U prokaryot je do polypeptidu jako prvni zafazovan formylmethionin (fMet) pfinaseny RNAfMet. Z vysledného polypeptidu
byva fMet odstépen. Komplex mRNA, 30S podjednotky a IF3 se spoji s komplexem RNAfNIet a IF2 za asistence IF1. Poté se
pfipoji 50S podjednotka a tim je dokoncen vznik funkéniho ribosomu.

ELONGACE je proces napojovani dalSich AMK do syntetizovaného polypeptidu. Jeji pribéh je v podstaté stejny u prokaryot i
eukaryot. Pfipojeni kazdé dalsi AMK do translatovaného polypeptidu probiha ve tfech krocich:
1. napojeni aminoacyl-tRNA na uvolnéné A vazebné misto ribosomu
2. vytvoreni peptidické vazby mezi posledni aminoacyl-tRNA v P misté a AMK na aminoayl-tRNA v A misté ribosomu
3. posun ribosomu o jeden kodon po mRNA. Soucasné se odpouta jiZ volna tRNA z mista E. Syntetizovany polypeptid
se uvolni z tRNA v P misté a ta se pfesune do mista E. tRNA s navdzanou posledni AMK polypeptidu se pfesune
z mista A do P. Misto A se uvolni pro vazbu dal$i aminoacyl-tRNA. Tento proces se cyklicky opakuje po celou dou
elongace.

TERMINACE, ukonceni translace, je uréovana terminacnim kodonem (stop kodonem) na mRNA. Zarazeni stop kodonu
mRNA do mista A ribosomu je rozpoznano uvoliiovacimi faktory (RF — releasing factor). RF uvolni posledni AMK vznikajiciho
polypeptidu z vazby s tRNA v misté P ribosomu a rozlozi komplex ribosom-mRNA-tRNA na jeho zakladni elementy, schopné
se zapojit do iniciace dalsi translace.

89. KONJUGACE, TRANSFORMACE, TRANSDUKCE

Rekombinace genetické informace je mozna v pribéhu tzv. parasexualnich déji — transformace, konjugace a transdukce.
Prenos genetické informace je pfi parasexualnich déjich vidy jednosmérny — od darce k prijemci.

KONJUGACE

Pfenos genetické informace mezi sexualné diferencovanymi bakteriemi byl popsan poprvé u Escherichia coli.
Pti kontaktu téchto bakterii (konjugaci) mlze, ale nemusi, dojit k jednosmérnému predani genetické informace.
Proto je i tento proces oznacovan jako parasexualni.

Donory genetické informace mohou byt pouze bakterie, které obsahuiji F faktor (F+, fertility factor). Pfijemci ténto faktor
nemaji (F-). F faktor je zpravidla soucasti F plasmidu o velikosti okolo 100 kbp. Geny F faktoru determinuji tvorbu sex pili



(fimbrii), které umozriuji kontakt mezi bakteriemi, vytvoreni cytoplasmatického mustku a pfenos DNA do buriky pfijemce. F
plasmid se replikuje nezavisle na hlavnim chromosomu mechanismem otacejici se kruznice a linearni jednovlaknova kopie
DNA je pfedavana do bunky pfijemce, kde se syntetizuje komplementarni fetézec. DsDNA se cirkularizuje a z F- pfijemce se
stavd F+ bakterie.

F faktor a hlavni chromosom bakterie mohou obsahovat inzertni sekvence (IS). Tyto inzertni sekvence umoziuji inkorporaci
F plasmidu do hlavniho chromosomu. Plasmidy, které se mohou inkorporovat do hlavniho chromosomu, se nazyvaji
episomy. F faktor se po inkorporaci replikuje soucasné s hlavnim chromosomem.

Pfi konjugaci dochazi k preruseni a odpojeni jednoho retézce DNA hlavniho chromosomu v misté F faktoru. DNA hlavniho
chromosomu se replikuje mechanismem otacejici se kruznice a jednovlaknova DNA je pfedavana cytoplasmatickym
mustkem do bunky prijemce, kde se syntetizuje komplementarni fetézec. Pokud neni predan cely chromosom, neméni se
pfijemce z F- na F+. Podstatna ¢ast F faktoru je totiz predavana na chromosomu jako posledni. Preneseny chromosom se
rekombinuje s hlavnim chromosomem ptijemce, mechanismus rekombinace je podobny jako u diploidnich organismu.
Buriky s F faktorem v hlavnim chromosomu vykazuji proto vysokou ¢etnost rekombinaci gen(l a jsou oznacovany Hfr
bakterie (High frequency of recombination).

F faktor muzZe byt inkorporovén na rlizna mista chromosomu bakterie. Proto se bakterie mohou lisit v pofadi pfedavanych
genl a pravdépodobnosti jejich rekombinace. Pocet pfedanych a nasledné rekombinovanych gend zavisi na dobé
konjugace. Z téchto poznatkll vychazi metoda pferusované konjugace, ktera umoznila mapovani bakterialnich
chromosomd. Pferusenim konjugace v rGznych ¢asovych intervalech vznikaji odlisné rekombinantni buriky, které podle
doby trvéni konjugace udavaji vzdalenosti gen(.

TRANSFORMACE

Pfenos genetické informace mezi bakteriemi popsal jiz v r. 1928 Grifith. Pracoval se dvéma typy pneumokok.
Opouzdieny vytvérel na agaru hladké kolonie a vsttiknut mysim vyvolaval letdlné probihajici infekci. Neopouzdieny kmen
vytvarel na agaru drsné kolonie a onemocnéni pokusnych mysi nevyvolaval.

KdyZ pokusnym mysim injikoval smés mrtvych opouzdienych pneumokokd a Zivych neopouzdienych, mysi onemocnély
pozdéji, ale hynuly stejné jako mysi z pokust s opouzdienymi Zivymi pneumokoky. Grifith oznadil tento jev transformaci, ale
nebyl schopnej prokazat podstatu ,transformacniho principu®.

Priikaz podstaty transformacniho principu se podafil v r. 1944. Avery, MacLeod a McCarty izolovali z opouzdfeného kmene
DNA a pridali ji do média s bakteriemi neopouzdieného kmene. Cast kultivovanych bakterii vytvofila pouzdra a stala se
virulentni, transformovala se. Aby bezpecné prokazali, Ze ,,transformacni princip” je DNA, opakovali pokus s pfidanim (i)
proteasy (Stépi bilkoviny), (ii) RNAasy (Stépi RNA) a (iii) DNAasy (Stépi DNA). V prvych dvou pokusech transformace nebyla
ovlivnéna, ve tfetim k tranformaci nedoslo. Tak definitivné rozresili dilema, zda genetickou informaci pfeddvaji bilkoviny
nebo DNA.

Dnes je znamo, Ze transformace neni pasivni pfenos DNA, ale aktivni, enzymy Fizeny energeticky narocny proces. Zpisob
prenosu DNA muze byt u rlznych bakterii odliSny. Transformace probiha jen u téch bakterialnich druhd, které jsou pro
tento proces geneticky vybaveny. Napf. u bakterii Streptococus pneumonie, Haemophilus influenzae a Bacillus subtilis jsou
jen nékteré buriky schopné transformace. Tyto buriky jsou oznacovany jako kompetentni a produkuji faktor kompetence
(maly protein), ktery indukuje syntézu dalSich 8-10 proteint potiebnych pro transformaci.

Pokud preneseny fetézec DNA dérce obsahuje jinou sekvenci nukleotid( (alelu) nez DNA pfijemce, maze byt vzniklé chybné
parovani Useku DNA rozpozndno a opraveno. K transformaci bakterie v takovém pripadé nedojde. Pti rychlém déleni
bakterii chybné parovani basi nebyva vzdy opraveno a béhem replikace chromosomu pak vznika jeden dcefiny chromosom
s pavodni strukturou DNA a druhy odpovidajici darcovské DNA (transformovany). Polovina potomstva bakterie je
transformovdéna, polovina transformovana neni.

Transformaci je proto mozno u kompetentnich bakterii pozorovat predevsim u rychle rostoucich kolonii.

TRANSDUKCE
Transdukce je prenos genetické informace bakterialnimi viry (bakteriofagy), do nichZ byla DNA inkorporovana v predchozi
hostitelské bakteriadlni burice. Transdukce je mozna v pribéhu lyzogenniho cyklu reprodukce virG.



Transdukci rozdélujeme na generalizovanou a specializovanou.
Generalizovana transdukce je déj, pfi kterém virion prenasi libovolnou ¢ast DNA hostitelské buriky.

Prvym krokem lytického cyklu reprodukce vir( je represe gend bakterie a fragmentace bakterialni DNA. V zavérecné fazi
virové infekce bunky je DNA (RNA) virG kompletovana do proteinovych oball. Ndhodné se do kapsidy virionu muizZe dostat
misto virové DNA kterykoliv fragment DNA bakterialni buriky (30-60 gent). Kapsida viru jej mliZe prenést do dalsi
hostitelské buriky misto virové nukleové kyseliny.

Pfenesend bakterialni DNA se v hostitelské burice nem(ze replikovat, protoze neobsahuje iniciaéni misto pro replikaci
virové DNA ani misto pro navazani DNA-polymerasy. Pokud neni prenesena DNA enzymy hostitelské buriky degradovana, je
bakterie, kterd fragment DNA ziskala, pro transdukované geny diploidni.

Transdukce se projevi jako dédi¢na zména v dalSich generacich bakterii, je-li DNA darce rekombinaci vestavéna do
chromosomu hostitelské burky, podobné jako pfi transformaci.

Specializovana transdukce je prenos urcitych ¢asti DNA bakterialniho genomu viry.

Tento déj byl podrobné popsén u viru lambda. Po vniknuti viru do bakterie maze byt vyvolan lyticky cyklus s rozpadem
bakterie nebo cyklus lyzogenni. Ve virionu je DNA linedrni, po proniknuti do hostitelské buriky se méni na cirkularni. Pfi
lyzogennim cyklu muize DNA viru zlstat v cytoplasmé nebo se rekombinaci vélenit do hlavniho chromosomu bakterie. Virus
integrovany do bakterialniho chromosomu se nazyva profag (provirus).

Misto integrace viru do hlavniho chromosomu neni nahodné. Virus i chromosom musi obsahovat sekvenci, ktera je
oznacovana att (atachment). Att sekvence bakteridlniho chromosomu a viru se k sobé pfilozi, a rozpojeni kruhovych
molekul DNA bakterie a viru a napojeni v misté att umozni integraci viru. Integrace viru do chromosomu je reverzibilni, virus
muze byt opét vystépen a zahdjit lyticky cyklus reprodukce. Souéasné s virem muze byt vyStépen priléhajici Usek DNA
hostitelské bakterie a prenasen do dalsich bakterii. Pfeneseny Usek DNA bakterie se miZe rovnéz rekombinovat

s homolognim Usekem DNA ptijemce.

90. BIOLOGIE A GENETIKA VIRU, VYZNAM V MEDICINE

BIOLOGIE A GENETIKA VIRU
Viry jsou fazeny mezi nebunécéné organismy. Jsou tvorené DNA nebo RNA a proteiny a jsou asi 1 000x mensi nez buriky

bakterii. VSechny viry jsou pIné zavislé na hostitelskych burikach. Mimo buriky nejsou schopné samostatné reprodukce a
metabolismu. Viry zpravidla vykazuji vysokou druhovou a orgdnovou specifitu k burikdm, ve kterych parazituji. Proto viry
délime na Zivocisné, rostlinné a bakteriofagy. Viry se vyznamné podileji na vzniku mutaci eukaryotnich bunék. ZpGsobuji
mnoho chorob ¢lovéka, Zivocich( a rostlin. Mimo jiné jsou schopné vyvolat maligni transformaci bunék a nadorové bujeni.

Z genetického hlediska klasifikujeme viry podle tfi zakladnich vlastnosti: (i) typu nukleové kyseliny, (ii) poctu Fetézca
nukleové kyseliny (dvouretézcova nebo jednoretézcova) a (iii) podle struktury virionu (pfitomnosti nebo nepritomnosti
obalu). Genomy virli vykazuji mimofadnou diverzitu a vyvinuly mnoho réznych strategii, jak infikovat buriku.

Viriony jsou zralé virové partikule, jejichZz genom je obalen proteinovym obalem. Tvar a velikost virionu jsou charakteristické
pro jednotlivé viry. Viriony mohou byt kulovité, tyckovité, vlaknité nebo maji slozitéjsi ¢clenéni.

Morfologii Ize hodnotit v elektronovém mikroskopu. VSechny viriony maji shodnou zakladni strukturu: proteinovy obal —
kapsidu, ktery obaluje molekulu nukleové kyseliny tvofenou 5-200 kb. Kapsida obsahuje vétsi pocet identickych
podjednotek — kapsomer. Kapsomery jsou sloZeny z jednoho aZ desitek proteint kédovanych geny vir(. Tzv. obalené viry
maji kromé kapsidy jesté dalsi obal, tvoreny dvouvrstvou protein( a lipidQ, tzn. s podobnou strukturou jako bunécna
membrdana. Obal ziskavaji viry pfi svém uvolriovani z hostitelské buriky exocytézou (pucenim). Kromé bunéénych
lipoproteinli obsahuje tento vnéjsi obal glykoproteiny specifické pro virus, proti kterym muze byt v infikovaném organismu
vyvolana imunitni reakce.



Charakteristickou strukturu virionu maji bakteriofagy, které se skladaji z hlavicky a biciku. Hlavic¢ka je tvorena nékolika
proteiny a uvnitf je uloZena molekula dvouvlaknové DNA. Bicik je tvoren trubickou, kterd je obalena kontraktilnim
proteinem a zakoncena destickou obsahujici proteolytické enzymy. Z desticky vybihaji fimbrie a umoZniuji zachyceni viru na
povrchu bakterie v misté specifického receptoru. Nukleova kyselina je pak transportovana dutinou biciku z kapsidy do
cytoplasmy bakterie. Kapsida zGstava na povrchu burky.

Zivoti$né viry pronikaji do bunék odlignym mechanismem. Viriony se vai na specifické receptory na povrchu bunék a do
bunék se dostavaji endocytozou véetné kapsidy a lipoproteinového obalu. Obaly viru jsou rozstépeny lyzosomy buriky a
nukleova kyselina viru se uvolruje do buriky.

Viry jsou viditelné jen v elektronovém mikroskopu. Schopnost infikovat urcity typ bakterii Ize hodnotit, jestlize testovanymi
fagy infikujeme souvislou kulturu bakterii na agaru. Jsou-li fagy schopny infikovat a lyzovat bakterie, vznikaji po nékolika
cyklech reprodukce viru v souvislé vrstvé bakterii projasnéni, mista s lyzovanymi bakteriemi, tzv. plaky. Velikost plak( svéd¢i
o rychlosti reprodukce viru a vzhled o charakteru mnozeni (napf. plaky ostie ohrani¢ené a neohranicené.

GENOM VIR0

Viry jsou z genetického hlediska velmi heterogenni skupinou. Virovy genom je tvofen jednou molekulou nukleové kyseliny,
DNA nebo RNA. Jen u nékterych RNA vir( je nukleova kyselina rozdélena do nékolika fragmentd. Nukleové kyseliny mohou
byt jednofetézcové i dvouretézcové, linedrni i cirkularni. Genom nejmensich virti obsahuje jen 3-4 geny, v genomu
nejvétsich virll je az nékolik set gend.

Ptiklady struktury nukleovych kyselin u nékterych virQ:

DNA dvoufetézcova

linedrni s proteiny terminalnimi Adenoviry
cirkularni SV 40, polyoma viry
linedrni herpes viry

T4 bakteriofag

DNA jednofetézcova
linedrni parvoviry
cirkularni bakteriofag M 1

RNA dvouretézcova

reo virus
RNA jednoretézcova
retézce + polyoviry
fetézce - influenza, stomatitis

retroviry HIV

Struktura nukleové kyseliny je rozhodujici pro mechanismus jeji replikace a transkripce v hostitelské burice. Pokud je DNA
viru dvouretézcova, mlze byt pfimo matrici pro virovou mRNA. Pokud je DNA vir(i jednofetézcova (vlakno +), musi byt
nejprve doplnén druhy komplementarni fetézec (-) DNA-polymerasami a ten je matrici pro mRNA. DVouretézcova RNA viru
muZe byt pfimo matrici pro mRNA. JednoFetézcova RNA s fetézcem +, musi byt nejprve prepsana do RNA fetézce

s polarizaci opacnou (-) a ten je matrici pro mRNA.

Jednoretézcova RNA s fetézcem ( - ) je pfimo matrici pro mRNA.

Zvlastni skupinou vird jsou retroviry, jejichz genom je tvoren jednofetézcovou RNA. V kapsidé retrovirQ jsou pritomné 2
identické molekuly ssRNA spolu s reverzni transkriptasou. Genom retrovirli obsahuje tfi geny (gag, pol, env) a sekvenci @.
Vybava jednotlivych druh( retrovird je komplexnéjsi, coz zplsobuje jejich odlisné viastnosti. Gen pol kdduje reverzni
transkriptasu, enzym umoznujici prepis RNA do struktury DNA a integrasu, enzym umoznujici zaclenéni retrovirové DNA do
genomu hostitelské bunky. Gen gag kdduje proteiny kapsidy a gen env proteiny obalu viru. Oba konce RNA retroviru jsou
opatreny shodnymi Useky LTR (long terminal repeats) s regulac¢nimi elementy, které kontroluji genovou expresi. Reversni
transkriptasa (RNA-dependentni DNA-polymerasa) vyuziva jako primer nékterou z tRNA hostitelské buriky, kterd ma
sekvenci homologni s Gsekem RNA viru. Polymerace nového DNA Fetézce pokracuje podle RNA matrice ve sméru 5 - 3.



Po dokonceni syntézy retézce DNA je fetézec virové RNA slouzici jako matrice odbouran ribonukleasou. Z RNA je ponechan
pouze maly Usek (polypurinovy trakt), ktery slouZi jako primer pro syntézu komplementarniho retézce DNA. Retrovirova
dsDNA je poté integrovana do chromosomu hostitelské burky. Retroviry mohou mit rdznorody vliv na hostitelsky
organismus.

Prikladem retrovirové infekce je HIV (Human Imunodeficiency Virus), ktery se vaZze na T, lymfocyty a zpUsobuje
onemocnéni AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome). Benigni retroviry mohou byt insertovany do lidského genomu,
kde funguiji jako lidské endogenni retroviry (HERVs- Human Endogenous Retroviruses). Zda se, Ze mohou byt zapleteny do
fyziologickych funkci, ale i do patogennich procesl. Retroviry jsou rovnéz vyznamnymi onkogennimi faktory.

REPRODUKCE VIRU

Viry nemaji schopnost se autonomné rozmnoZovat. Pro svoji reprodukci vyuZivaji transkripcni a translacni aparat hostitelské
buriky a vyuZivaji i jeji zdroje energie a metabolitl pro replikaci, transkripci i translaci.

Reprodukce virl mlze probihat jako klasicka virova infekce.

Viry se v hostitelské burice pomnoZi, lyzuji hostitelskou buriku a stovky uvolnénych viriont napadaji dalsi buriky.

Tento mechanismus reprodukce se nazyva lyticky cyklus. Nékdy se nukleové kyseliny viru po priniku do hostitelské buriky
nereplikuji a nevytvareji zralé viriony. Genom viru se mize zaclenit do genomu hositelské buriky a replikovat se

s hostitelskou DNA. Zaélenéni genomu viru je reverzibilni a uvolnény virus muZze vstoupit do lytického cyklu reprodukce.
Proto je tento stav oznacovan jako lyzogenie a tento typ reprodukce vird lyzogenni cyklus.

a) Lyticky cyklus

Reprodukce vir( byla podrobné prozkoumana u skupiny bakteriofagl T. Bakteriofag se pfichyti na povrch bakterie a injikuje
svoji DNA do jeji cytoplasmy. Kratce po proniknuti virové DNA do bakterie je potlacena syntéza bakterialni DNA, RNA a
proteind pusobenim €asnych virovych proteint. Nékteré z téchto proteinll jsou endonukleasy, které degraduji hostitelskou
DNA. Dalsi ¢asné proteiny zajistuji replikaci a transkripci virové DNA nebo RNA (regulaéni proteiny). Asi v poloviné
reprodukéniho cyklu se exprimuji geny pozdni transkripce a zahaji syntézu pozdnich virovych proteint. Ty vytvareji kapsidu
a bic¢ik bakteriofaga a katalyzuji maturaci a kompletovani virionQ. Asi za 15 minut po infekci bakterie se v cytoplasmé
objevuji prvé kompletni viriony. V posledni fazi se objevi lysozym (je fagem kddovany), ktery spolu s dal$imi proteiny
zpUsobi lyzu bakterie. 100-300 virion( se uvolni z bakterie do prostfedi a mlze napadat dalsi bakterie.

Bakterie jsou schopné branit se virové infekci specifickymi enzymy — DNA-restriktasami. Ty Stépi cizi DNA v misté cilovych
signalnich sekvenci. Viry se v evoluci adaptovaly na tuto obranu zafazenim 5-hydroxymethylcytosinu (HMC) misto cytosinu
do své DNA a schopnosti glykosylovat HMC (nékteré viry kdduji enzymy, které to umoznuji). Restriktasy bakterii nejsou
schopné virovou DNA s glukosylovanym MHC $tépit a tim tyto viry ziskaly selekéni vyhodu.

Interakce zivo€isného viru a buriky jsou ovlivnény mnoha genetickymi faktory. Nékteré viry mohou proniknout do bunék
endocytdzou jen po navazani na povrchové receptory bunék. Napf. virus HIV se vaze na CD4 receptory T lymfocytd.

Geneticka rozdilnost receptorové vybavy na bunééné membrané podminuje i dédi¢nou (individualni, druhovou) odolnost
vUci virové infekci. Vnimavost se dédi zpravidla dominantné, odolnost k virové infekci recesivné (napf. pro herpes virus).

Rovnéz pravdépodobnost transformace buriky viry je dana pfitomnosti specifickych integracnich mist (sekvenci) na
chromosomech a virovych genl kddujicich enzym integrasu.

Po infekci eukaryotnich bunék jsou antigeny vir(i vestavény do bunécné membrany. T lymfocyty je rozpoznavaji a T
lymfocyty destruuji buriky napadené viry. U mnoha virovych infekci chrani pamétové buriky imunitniho systému pied
opakovanim onemocnéni. Populace virQ je velmi proménliva vlivem cetnych mutaci. V dlsledku mutaci viry méni svou
antigenni vybavu, jako tomu je napf. u viru chripky. Mutace mohou zménit i druhovou specifitu viru, jak se pravdépodobné
stalo u SIV (simian immunodeficiency virus), ktery mutoval na HIV.

b) Lyzogenni cyklus

Po infekci bunky viry nemusi dojit k okamzité replikaci a transkripci virové DNA. Viry, které nezahdji po vstupu do burky
lyticky cyklus, nazyvame viry mirné (temperované). Virova DNA se zméni z linedrni na cirkularni a mize byt integrovana do
chromosomu hostitelské burky. Virovou DNA integrovanou do chromosomu nazyvame provirus, buriku oznacujeme jako
lyzogenni. Provirus se v lyzogennich bunkach replikuje soucasné s DNA hostitelské buriky. Do chromosomu hostitelské
buriky mohou byt integrovany i RNA viry, jejich RNA je nejprve reverzni transkriptasou prepsana do DNA a ta je zaclenéna



do chromosomu hostitelské burky. Pro integraci musi DNA viru i chromosomu bakterie obsahovat integracni sekvenci, ktera
je oznacovana att (attachment). Zaclenénim proviru a naslednym délenim hostitelskych bunék vznika lyzogenni klon bunék.

Provirus (profag) se mize z chromosomu uvolnit v nékteré dalsi bunécné generaci a nasleduje lyticky cyklus reprodukce
viru. K uvolnéni proviru dochazi jen ojedinéle spontanné. Plsobenim mutagent (zejména UV zareni) Ize indukovat lyticky
cyklus u vétsiny lyzogennich bakterii.

REKOMBINACE GENETICKE INFORMACE VIRU

Popsana reprodukce virll je nepohlavni, ale i u viri mGze dojit k rekombinaci genetické informace pfi smésnych infekcich.
Smeésnou infekci rozumime infikovani bakterii dvéma (a vice) typy virG soucasné. Do bakterie tak mohou proniknout dva viry
s odliSnou genetickou vybavou (rliznymi mutacemi genu). Docasné vznika ,diploidni“ stav, béhem kterého se retézce jejich
DNA mohou k sobé pfiloZit a rekombinovat. Velkou zasluhu na objasnéni této problematiky ma Benzer, ktery studoval
genetiku vir( v padesatych letech minulého stoleti.

Jeho préce prispély k mapovani genomu virli a k pokroku obecné genetickych poznatkd o jemné struktufe genu.

Podafrilo se prokazat, Ze mutace nejsou rovnomérné rozlozeny po délce molekuly DNA, ale Ze v nékterych mistech jsou
Castéjsi (tzv. hot spots). Prokazal, Ze gen definovany z hlediska fenotypu jako jednotka genetické informace, je u prokaryot
z hlediska funkce dale délitelny na Useky, kodujici jednotlivé polypeptidy. Tyto nejmensi funkcéni iseky DNA oznadil cistrony.

93. CHROMOSOMALNi DETERMINACE POHLAVi

Uplatriuje se u gonochoristd (Zivocicht s oddélenym samcim a sami¢im pohlavim). Pohlavi je determinovéno v riznych
etapach jejich ontogenetického vyvoje, u vétsiny je pohlavi urceno jiz pfi oplozeni. Je zaloZeno na existenci pohlavnich
chromosomu: vlastni uréujici role pfislusi pravé pohlavnim chromosomdm (heterochromosomy, gonosomy), které jsou
normalni soucasti chromosomalni vybavy kazdé buriky v organismu .

2 typy pohlavnich chromosomi — chromosom X a chromosom Y — pohlavi uréeno jejich vzajemnou kombinaci
e v haploidni sadé gamety je 1 gonosom, viechny ostatni jsou autosomy (u ¢lovéka je v gameté 1 gonosom a 22
autosomu)
e vdiploidni burice je normalné 1 par gonosomU — kombinace XX nebo XY + druhové specificky pocet homolognich
pard autosom

Pohlavni chromosomy — morfologicky ndpadné, znacna ¢ast je tvofena heterochromatinem (chromatin, ktery zGstava
spiralizovany (barvi se tmavé) béhem celého bunécného cyklu — geneticky neaktivni), ktery se v interfazi nedespiralizuje a je
v ni patrny.

Y chromosom je obvykle podstatné mensi nez chromosom X, i viechny autosomy. U ¢lovéka (i vétSiny Zivocich() rozhoduji o
pohlavi spermie (je heterogameticka) — mdlze nést jak chromosom X, tak i chromosom Y.

Pi oplozeni je 50 % pravdépodobnost vzniku sam¢iho i samiciho pohlavi (pfi meiotické tvorbé pohlavnich bunék viechny
oocyty obsahuji shodny chromosom X, ale ve spermiich je s 50 % pravdépodobnosti pfitomen bud X nebo Y — pfi splynuti s
50 % pravdépodobnosti vznika jak zygota XX (dévce), tak zygota XY (chlapec).

Vytvorena chromosomova vybava zygoty se jejim ryhovanim (tj. mitotickym délenim) postupné predava vsem burikam
organismu, které se z ni vyvijeji. Pfi gametogenezi (I. meiotické déleni) se oba gonosomy opét rozchazeji a kazda gameta
dostava pouze 1 z nich.

Chromosom Y nese na kratkych raménkach vysoce kondenzovanou oblast SRY (sex determining region of Y). Ta obsahuje
geny pro determinaci muzskych gonad, které jsou homologni s geny pro tvorbu (TSPY) non-histonovych jadernych protein(
(produkt TSPY genu, vaze se na promotor genu cytochrom — P450 — aromatasy, ktera méni testosteron na Zensky estradiol).

Inaktivace genu pro cytochrom — P450 — aromatasy u embrya zachovava aktivitu vytvareného testosteronu a determinuje
muzské pohlavi . TSPY protein se vaze i na promotor genu Millerovy inhibi¢ni substance, jeho aktivace u muzského embrya
vede k diferenciaci testes a regresi Zenskych gonad



Zakladni typy uréeni pohlavi
Savci typ (typ Drozophila)

e  savci vCetné ¢lovéka, néktefi obojzivelnici, plazi, vétsina radl hmyzu a vétsina dvoudomych rostlin

e pohlavi: XX (homogametni) tvofi vajicka pouze s chromosomem X (samice)

e pohlavi: XY (heterogametni) tvofi spermie bud's chromosomem X nebo s Y v poméru 1 : 1 (samci)
Ptaci typ (typ Abraxas)

e  ptaci, nékteré ryby a motyli

e  pohlavi: ZW (samice)

e  pohlavi: ZZ (samci)

94. ONTOGENEZE POHLAVi U SAVCU A JEJi PORUCHY

Gonosomalni komplement
e  7ena:XX,
e  mui: XY

Y chromosom (kratka raménka) obsahuje vysoce konzervovanou oblast SRY (sex determining region of Y), kde se nachazi
gen pro diferenciaci muzskych gondd - TSPY (testis specific protein Y-linked). Gen TSPY je zvlastni tim, Ze neobsahuje Zadné
introny a konc¢i sekvenci podobnou polyadenilovému konci (hypotéza vzniku reverzni transkripci z mRNA, muselo se tak stat
ale jiz velmi davno - 166 milionu let). Oblast SRY je homologni s geny pro tvorbu non-histonovych proteind na X
chromosomu.

Produkt genu TSPY se vaZze na promotor:
1. genu pro cytochrom-P450-aromatazu, ktery méni testosteron na Zensky hormon estradiol a inhibuje jeho
transkripci
2. genu Mullerovy inhibi¢ni substance, ktery zodpovidd za diferenciaci testes a regresi Zenskych orgén( a aktivuje
jeho transkripci

Do 6. tydne je u ¢lovéka vyvoj gonad indiferentni. Zaklady gondd se vyvijeji v plica genitalis.

MUZ:
1. z coelomového epitelu se vyvijeji testes
Sertoliho bb - z bunék kanalkl mesonefros, produkuji MIF (Mdllerian inhibition factor)
Leydigovy bb - z mesenchymu, plisobenim hCG za¢nou produkovat testosteron, ktery stimuluje vyvoj Wolfovych
vyvodU a vnéjsich pohlavnich organd muze a sestup varlat
4. vyvoj spermii je regulovan geny na dlouhych raméncich Y chromosomu

ZENA:
1. v nepfitomnosti SRY se z Millerovych vyvodu vyviji vejcovody, déloha a ¢ast pochvy
2. vlivem estradiolu se vyvijeji Zenské genitalie
3.z coelomového epitelu vznika klira ovarii
4. oogonie vstupuji 3. az 6. mésic prenatalné do mitotického déleni, vznikaji oocyty
5. indeferentni bb se méni na folikuldrni (cca 4. mésic), obklopuji oocyty a davaji vznik primordialnim folikuldm -

oocyty primordidlnich folikulG vstupuji do redukéniho déleni a az do zrani folikulu v puberté (a pozdéji) zdstavaji v
diktyoténnim stadiu (diplotén profaze meiosy I)

Vyvoj pohlavniho dimorfismu je ukoncen ve 12. az 14. tydnu téhotenstvi.
PORUCHY POHLAVNIHO VYVOJE

Dysgenese gonad
e Turnerlv syndrom - karyotyp 45,X



Pravy hermafroditismus
e zdklad ovarii i testes
e  chiméra 46,XX/46,XY (splynuti dvou zygot)

Muizsky pseudohermafroditismus
e testes a Zensky nebo obojaky genital
e testikularni feminizace - necitlivost na testosteron, nejsou pro néj exprimovany receptory, karyotyp 46,XY
e nelplna insenzivita na testosteron
e  mutace genu pro 5a-reduktasu
e mozaika 45,X/46,XY

Zensky pseudohermafroditizmus
e  ovaria, maskulinizace zevniho genitalu
e nadprodukce testosteronu v nadledvinkach
e  blok 21-hydroxylasy (adrenogenitalni syndrom, AR, gen lokalizovan v oblasti HLA Ill. tfidy)

95. APOPTOZA A KLINICKE DUSLEDKY PORUCH JEJi REGULACE

Schopnost délit se je u lidskych bunék geneticky fizena a u normdlnich/zdravych bunék je omezena (replikativni starnuti). Po
uréitém poctu bunéénych cykll se buriky délit pfestavaji, buriky zestarnou. Starnuti celého organismu souvisi se starnutim
bunék v jednotlivych tkanich. Vyvazeny vyvoj mnohobunécného organismu vyZaduje nejen geneticky program regulace
bunééného cyklu, ale i bunécné smrti.

Soucasné poznatky ukazuji, Ze apoptdza muize byt vyvolana celou skélou riznych signall vychazejicich jak z vnitiniho
prostiedi, tak vlivem vnéjsich faktoru. Jde naptiklad o poskozeni DNA zafenim ¢i chemickymi latkami, virové infekce, reakce
imunitniho systému, sniZeni hladiny rdstovych faktor( nebo hormond, odpojeni bunék od substratu a dalsi faktory.

Burniky mohou zanikat dvéma zplsoby: apoptézou nebo nekrdzou. Tyto dva procesy zaniku bunék zavisi na signalnich
molekulach, které se vazi k receptoriim bunécné membrany a na dalsi kooperaci kaskady signalnich molekul v burice.
Béhem prenosu signall mizZe dochdzet k prepinani mezi signalnimi drahami pro nekrézu a apoptdzu. A tak mize byt
pUvodni indukéni signal pro apoptdzu zménén a konecny vysledek je zanik buriky formou nekrézy a naopak.

Napf. v bunééné linii fibrosarkomu bylo prokazano, Ze k zaniku bunék nekrézou dochazi po indukci tumor nekrotizujicim
faktorem (TNF) a zanik apoptdzou je indukovan navazanim Fas ligandu k Fas receptoru. Nekroticky proces na rozdil od
apoptdzy neni zavisly na specifickych proteinech, které se vdZzou k membrané mitochondrii, na signalizaci se nepodili
cytochrom c ani kaspasy. Nekrdzu provazi vyvlockovani chromatinu, desintegrace organel a bobtnani buriky nasledované
destrukci bunécné membrany. Byva provdzena zdnétlivym procesem.

Zanik bunék apoptézou naopak vyZzaduje mimo jiné aktivaci kaspas. Aktivovana kaspapa 8 napfiklad blokuje mozny prechod
mezi signalni drahou vedouci k apoptdze na drahu pro nekroticky zanik buriky. Pokud v3ak na apoptotické signalni draze
dojde k inhibici aktivity kaspas muZe byt tato signalni draha adaptaénimi molekulami presmérovana na nekrotickou.

Apoptodza, geneticky programovana bunécna smrt, je fyziologicky proces, ktery udrzuje rovnovahu mezi bunécnou
proliferaci a smrti bunék. Geneticky programovanou bunéénou smrti je regulovano mnozstvi bunék tkani béhem
ontogeneze i postnatalniho Zivota, uplatriuje se pfi morfogenezi a podili se na pfirozené obméné bunék v tkanich.
Apoptdzou jsou odstraniovany nepotiebné, zménéné nebo poskozené buriky. U dospélého organismu ma apoptdza
nezastupitelnou Ulohu v tkanich, které prodélavaji cyklické zmény napf. vlivem kolisani hladiny hormon( (endometrium,
prsni Zlazy, prostata) a to i ve tkanich, ve kterych dochazi k pravidelné obméné bunék (napf. stfevni epitel, lymfocyty). Je
nedilnou soucasti procesu starnuti a smrti organismu. Jeji zakladni Glohou je udrZzovani homeostazy v tkanich.

Apoptdza mize byt iniciovana genetickym programem buriky, mezibunécnou signalizaci (proteiny, hormony, cytokiny), ale
mohou ji téZ vyvolat faktory prostredi, které bunku poskozuji, jako je napf. zareni, oxidativni stres, hypoxie, infekce viry atp.
Poruchy pribéhu apoptdzy se projevuji poruchami vyvoje organismu, vznikem vrozenych vad a vyvolavaji celou rfadu
onemocnéni jako jsou napfiklad neurodegenerativni syndromy nebo vznik nadord.



Pribéh apoptdzy mizeme rozdélit na tfi faze:
1. signal, kterym je burika nevratné odsouzena k zaniku;
2. nastup kaskady nitrobunéénych déju, které vedou k zaniku buriky
3. odstranéni fragmentt buriky fagocyty, pripadné okolnimi burikami

Fenotypova manifestace apoptdzy je témér shodna v burikach vSech tkani. Buriky podstupujici apoptdzu méni svou
morfologii. Jaderny chromatin kondenzuje a shlukuje se v periferii jadra, chromosomy se uvolnuji ze svého ukotveni

k jadernému obalu. Dochazi k fragmentaci DNA specifickymi endonukleasami mezi nukleosomy (zakladnimi strukturnimi
jednotkami eukaryotnich chromosom). Intranukleosomalni Stépeni jaderné DNA je jednim z charakteristickych znakd
apoptdzy. Je vyvolané aktivaci endonukleasy, jejiz funkce je zavisla na pfitomnosti iontd kalcia a magnesia. Nejprve vznikaji
fragmenty DNA velké 30-50 kbp a nasledné fragmenty s charakteristickou délkou 180 par( bazi a nasobky této délky, které
maji typické usporadani v elektroforetickém gelu, tzv. apoptoticky ,Zebricek”.

Proteolytické enzymy $tépi vlakna, ktera zajistuji integritu jadra a jaderného obalu. Pro tyto déje je nezbytné dostatecné
mnoizstvi energie (ATP), kterou zajistuji mitochondrie. V dal$im pribéhu apoptdzy dochazi i ke zménam struktury
mitochondrii a naruseni cytoskeletu. V cytoplasmé se tvofi vakuoly, rozsifuje se endoplasmatické retikulum, jeho
membrany se spojuji s cytoplasmatickou membranou a tim vznikaji hluboké kapsy, které zasahuji z povrchu do buriky. Jsou
porusena mezibunééna spojeni, buriky se oddéluji od sousednich bunék, svrastu;ji se.

Rozpadajici se burky jsou formovéany do apoptotickych télisek, kterd jsou odstrariovana fagocytdézou bez poskozeni okoli. Pri
programované bunécné smrti nedochazi k zanétlivé reakci.

Vysoka uniformita evoluéni konzervace pribéhu apoptdzy u vSsech mnohobunéénych Zivocichli svéd¢i pro vznik procesu

v dobé vzniku strukturné sloZitéjsich organismd. B€hem studia apoptdzy bylo objeveno, Ze apoptdza muze byt vyvolana
nékolika odlisSnymi signalnimi drahami. Zakladni ucelené poznatky o genetické determinaci apoptdzy byly ziskany studiem
vyvoje ¢erva Caenorhabditis elegans. Poznatky byly dale rozsifovany na modelech jako jsou napfiklad Drosofila
melanogaster a transgenni zvifata. Pribéh apoptdzy v lidskych burikach byl definovan na zékladé studia rdznych linii
lidskych bunék a histologickych preparata.

KLINICKE DUSLEDKY PORUCH REGULACE APOPTOZY

NADMERNA APOPTOZA

M4 relevanci k onemocnénim, jako je AIDS, aplasticka anémie, rlizné degenerativni neurologické poruchy (Alzheimerova
choroba, Huntingtonova choroba, Parkinsonova choroba), diabetes mellitus typu I., Hashimotova struma, chronicka
neutropenie, ischemie, lupus erythematodes, myelodysplasticky syndrom, roztrousend sklerdza, néktera selhani jater,
spindlni svalova atrofie, ulcerdzni kolitis, Siroké spektrum rtiznych vyvojovych vad ¢i Wilsonova choroba.

NEDOSTATECNA APOPTOZA

V podstaté znamend, Ze muze dojit ke vzniku nddord nebo autoimunitnich chorob (revmatoidni artritida); je klicovym
faktorem napriklad u téchto onemocnéni: autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (Canale-Smith(iv syndrom). diabetes
mellitus typu |., Gravesova choroba, hypereosinofilni syndrom, Hashimotova struma, leukémie, lupus erythematodes, riizné
lymfomy, osteopordza, nékteré solidni nadory a neoplasie a také vyvojové vady.

96. GENOVA KONTROLA A VYZNAM APOPTOZY V ONTOGENEZI

GENOVA KONTROLA APOPTOZY
Rodina kaspas (Cysteinové proteasy; ICE — interleukin converting enzyme) jsou intracelularni enzymy, které stépi proteiny
ve specifickych mistech — za kyselinou asparagovou. Pri indukci apoptdzy dochazi k jejich aktivaci z prokaspas. V soucasné

dobé je znamo 14 kaspas, které se kaskadou reakci podileji na pribéhu apoptdzy. Kaspasy jsou syntetizovany jako inaktivni
prekursory (proenzymy), které jsou aktivovany Stépenim jinymi proteasami nebo autokatalyticky. Aktivace kaspas maze byt
zahdjena nékolika odliSnymi zpUsoby.

e Nepfiznivé vlivy plsobici na endoplasmatické retikulum zahaji apoptdzu prostiednictvim kaspasy -12.
e  Vazva ligandu s receptorem (naptiklad Fas receptor/Fas ligand) aktivuje kaspasu-8.



Receptor Fas je transmembranovy receptor, ktery patfi do rodiny receptorti TNF. Fas ligand je transmembranovy protein,
ktery mGze byt z membrany enzymaticky odstépen nebo po alternativnim sestfihu mRNA je tvofen jako sekrecni protein.
Pfevainé ho produkuji T lymfocyty, NK buriky, makrofégy. Apoptdza indukovana komplexem Fas/FasL se podili na selekci
lymfocytl v periferni tkani.

e  Proces zahdjeni apoptdzy vychazi od mitochondrii, vede k Stépeni prokaspasy-9 mitochondridlnimi proteasami.

Kaspasy 8, 9, a 12 nasledné proteolyticky aktivuji kaspasy 3, 6 a 7, které podniti internukleosomalni fragmentaci DNA
endonukleasou CAD (CAD - caspase-activated DNase). Vedle nezastupitelné ulohy kaspas maji na pribéh apoptdzy vliv
skupiny gen(, které jsou dal$imi negativnimi nebo positivnimi regulatory apoptdzy.

TUMOR SUPRESOROVE GENY TP53 a Rb1

Nepriznivé vlivy jako je zareni nebo chemické latky poskozuji DNA, a pokud reparacni systémy burnky nejsou schopny
poskozenou DNA opravit, je zahdjena likvidace bunék apoptdzou. Zahajeni programové bunécné smrti vychazi zejména

z podnétl kontrolniho bodu mezi G, a S fazi interfaze, kde ma kli¢ové postaveni gen TP53. Jeho produkt, protein p53, je
aktivovan a akumuluje se. Aktivovany protein p53 reguluje, mimo jiné, expresi gend rodiny Bcl-2: sniZuje expresi genu Bcl-2
a zvysSuje expresi genu Bax.

Rb1 gen kdduje nuklearni protein, ktery podporuje v soucinnosti s proteinem p53 pozastaveni cyklu mezi G; a S fazi.

Fosforylace proteinu Rb je nezbytna pro spusténi S faze (pro aktivaci replikacnich faktord).
Inaktivovany Rb protein se podili na priibéhu apoptézy.

Rodina genti Bcl-2 ma kli¢ovou roli v pribéhu apoptdzy. Jednotlivé proteiny kddované pfibuznymi geny rodiny Bcl-2
odpovidaji na rizné podnéty bud' akceleraci nebo inhibici apoptdzy. Regulaéni aktivita élent Bcl-2 rodiny se odehrava na
vnéjSi membrané mitochondrii.

Déli se na dvé oposicni skupiny: proapopticti clenové indukuji uvolnéni cytochromu c z mitochondrii, antiapoptoticti
clenové brani, aby se uvolrioval. Cytochrom c je cytoplasmaticka signalni molekula, ktera aktivuje kaspasy.

Proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny, jako je Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bik a dalsi, jsou v burikach lokalizovany v cytoplasmé. Po
proapototickém signdlu méni konformaci a pfemisti se k membrané mitochondrii. Zde vytvofi dimery, které plsobi na
potencidl vnitfni mitochondrialni membrany.

Z mitochondrii se uvolni cytochrom c a apoptdzou vyvolavajici faktor AIF (apoptosis-inducing factor), které aktivuji kaspasy.
Molekularni studie rodiny Bcl-2 prokazaly, Ze jak v proapoptotickych genech, tak v antiapoptotickych genech jsou shodné
domény (BH1, BH2), které umoznuji jejich vzajemnou vazbu a tvorbu homo- a heterodimerd. Homodimery genu Bcl-2 brani
spusténi apoptdzy, homodimery genu Bax ji spoustéji.

Antiapoptoticti clenové Bcl-2 rodiny (Bcl-2, Bcl-X, a dalsi) tvofi s produktem genu Bax heterodiméry, které brani vytvareni
iontovych kanal(; heterodimery gen( Bcl-2/Bax rusi tedy obé funkce.

Zastoupeni dimerd je vysledkem poméru produkce Bcl-2 a Bax proteinu. Jejich vzajemny pomér tak plynule oliviiuje
vnimavost bunék k proapoptotickym signaldm.

Proteiny Bcl-2 a Bcl-X, plsobi i pfimo na molekuly, které vytvéreji apoptotickou kaskadu. Obé bilkoviny se mohou vazat na
cytochrom c a blokovat jeho aktivitu.

Protein Bcl-2 ovliviiuje nékolik dalSich molekul, které se podileji na pribéhu bunécné smrti. Vaze se napfiklad s komplexy
bilkovin, které obsahuji tumor supresorovy protein p53, bréni jeho pfemistovani v jadfe a tim blokuji jeho funkci.

Na membrané mitochondrii se protein Bcl-2 vaze s serin-threoninovou proteinkinasou Raf-1. Tato kinasa neni schopna
v komplexu s Bcl-2 proteinem fosforylovat cilové proteiny, mezi které patti protein Bad. Protein Bad tim ztrati pro-
apoptotickou aktivitu. Onkogen Bcl-2 byl detekovan a klonovan v lymfomu s translokaci der (14;18) (B cell lymphoma).



Poznatky o jeho funkci byly ziskany na transgennich mysich. Embrya mysi s kock-outovanym genem Bcl-2 se vyvijeji
normalné.

Po narozeni se vSak u nich projevuje apoptdza bunék ledvin (hypoplasie a dysplasie ledvin), porucha imunity (Gbytek T a B
lymfocytd) a dalsi zmény.

Funkce dalsich ¢lend rodiny apoptotickych gen( Bcl-2 byla studovana na mysich. Mysi embryla bez genu Bcl-X, hynou
v dUsledku masivni apoptdzy bunék CNS a krevnich bunék.

Mysi samci s knock-outovanym genem Bax jsou sterilni. Apoptdza selektivné postihuje vyvijejici se spermie.
Uvedené priklady ukazuji, Ze u¢inek riznych genu téze rodiny je tkarnoveé specificky.

PREHLED GENU A PROTEINU SOUVISEJICiCH S APOPTOZOU

Gen Rb produkuje protein p105, ktery je v G1 kontrolnim bodé na nejméné 10 mistech fosforylovan komplexy cyklin/cdk
(cyklin D/cdk 4, 6 a cyklin E/ ckd2), ¢imZ se méni jeho schopnost asociovat s proteinem E2F, ktery vytvari heterodimerni
komplexy s DP1. E2F a DP1 jsou transkripéni faktory, které indukuji expresi genli nutnych k rozvoji S-faze (napf. DNA-
polymeraza, thymidinkinazy, dihydrofolatreduktazy, c-myc, c-myb a cdc2). To znamen3, Ze gen Rb je nezbytny pro rozvoj S-
faze a suprimuje apoptézu. Mutace genu Rb vyvolavaji retinoblastom, nadory kosti, prsou, plic, prostaty nebo mocového
méchyre.

Gen TP53 je tumor supresorovy gen, jehoz klicova uloha také spociva v regulaci G1 kontrolniho bodu. Produkt genu TP53,
protein p53, je transkripéni faktor, ktery aktivuje expresi genll pro faktory inhibujici proliferaci bunék. Jednim z nich je
protein p21, ktery zastavi rozvoj cyklu bunécného déleni, takze mize dojit k reparaci DNA. Pokud je poskozeni DNA
nereparovatelné, podili se p53 na indukci apoptdzy. Mutace TP53 jsou pfitomné u 50% nador(, vrozend mutace tohoto
genu vede ke vzniku Li Fraumeni syndromu.

Bcl-2 a bax jsou geny, jejichZ produkty vytvareji jak homodiméry, tak heterodiméry. Bcl-2 apoptdzu suprimuje, bax indukuje.
Heterodiméry Bcl-2-bax nedélaji nic. Podle toho, zda prevaZzuje mnozstvi homodimer( bax-bax nebo bcl2-bcl-2 k apoptoze
dojde nebo nedojde.

Protein p35 je kddovan nékterymi viry. Inhibuje apoptdzu, aby vir mohl v hostitelské burice dale Zit a Sifit se. Protein p35 je
Stépen kaspazami misto dalsich jejich substratd, a tim jim znemozriuje ucinnou indukci apoptdzy.

Burnky také potrebuji ke svému Zivotu stimulaci faktory pro preziti (hormony, cytokiny, ristové faktory). Pokud jimi nejsou
stimulovany, vede to k apoptdze. Patfi sem napfiklad PDGF, FGF, HGF, IGF atd.

Fas receptor je transmembranovy receptor, ktery se rfadi do rodiny TNF. Pfenos signalu z néj je prostfednictvim kaspaz. FasL
je transmembréanovy protein, ktery ale mdze byt z membrany alternativné odstépen. FasL exprimuji T-lymfocyty, makrofagy
a NK-bunky. Fas indukovana apoptdza je disledkem kontaktu mezi Fas receptorem a FasL (ligand). Tento druh apoptdzy se
podili na selekci T-lymfocytd v periferni krvi, cytotoxickém efektu T-bunék a NK-bunék a na ukonceni imunitni odpovédi
(umirani klonG imunitnich bunék).

Kaspazy jsou protedzy, které se podileji na rznych cestach indukce apoptdzy. Jsou syntetizovany jako prekurzory a mohou
byt aktivovany napf. prostfednictvim Fas receptord nebo TNF receptorl atd. Po aktivaci dochazi ke kaskadovité aktivaci
kaspaz (podobné jako napf. u hemokoagulacni reakci), kterd vede aZ k exekuci apoptdzy.

PRIKLADY VYZNAMU APOTOZY V ONTOGENEZI:
1. Koncetiny - zanik bunék na autopodiu, ktery vede k vyvoji jednotlivych prstd (porucha: syndaktylie - AD).
2. Millerovy nebo Wolfovy vyvody podle toho, které pohlavi se vyviji. U muzl zanikaji vlivem Mdllerovy inhibicni

substance, kterou produkuji Sertoliho buriky, Miillerovy vyvody, u Zen Wolfovy.
3. Ledviny - morfogeneze tubuld a glomerull - mirné zde probiha apoptdza po cely Zivot (patologicky az hypotrofie).
PNS - periferni nervy jsou zaloZeny v nadbytku. PfeZiji jen ty, co se spoji se svaly.

vk

Apoptdza ma vyznam i pro vyvoj srdce.



97. GENETICKE PRICINY PROCESU STARNUTI A SMRTI

Procesy starnuti sleduje gerontologie - znalost zmén, které provazeji stati, je duleZita pro adekvatni |é¢ebné preventivni péci
o seniory. Procesy starnuti jsou individualni.

Biologické studie starnuti jsou zaméreny na fenotypové projevy starnuti bunék, tzv. teorie volnych radikald. Tyto reaktivni
metabolity reaguji s makromolekulami membran, strukturou bunék i nukleovych kyselin a postupné negativné ovliviuji
jejich funkci.

Genetické priciny starnuti jsou hledany v akumulaci somatickych mutaci. Funkéni disledky genovych i chromosomalnich
mutaci zavisi na jejich lokalizaci, Cetnosti a typu postizeni bunék, i neletalni mutace porusuji syntézu pro metabolismus
buriky dileZitych proteinli a obnovu buriky. Mutace mohou sniZovat adaptacni schopnosti buriky a posléze zpUsobit jejich
zanik.

Molekularné genetické poznatky prokazuji, Ze vék je naprogramovan délkou telomer. Telomery chromosomd jsou tvofeny
velkym poctem kratkych repetic, které jsou druhoveé specifické. U ¢lovéka je repetitivni sekvence telomer TTAGGG s délkou
telomer 5 — 15 kb.

Prodluzovani telomery je schopen komplexni enzym telomerasa (RNA dependentni DNA poylmerasa) — je aktivni pouze

v bunkach zarodecéné linie, kmenovych burnkach kostni dfené, stimulovanych T a B lymfocytech a v burikach nadorové
transformovanych. V diferencovanych somatickych burikdch neni telomerasa exprimovana a délka telomery se zkracuje pfi
kazdém bunééném déleni asi o 100 bazi. Zkraceni telomery pod 2,5kb je pro buriku kritické, pfestava se délit a mdze v ni byt
navozeny apoptoza.

Buriky s delSimi telomerami jsou schopné vice déleni, nez buriky s kratSimi telomerami.

Starnuti se projevuje Ubytkem funkce jednotlivych orgdnovych systému. Klesa bazalni metabolismus, plicni ventilace a
pritok krve jednotlivymi orgédny. Nastava snizena vykonnost a schopnost organismu zajistit homeostazu vnitfniho prostredi.

Pro délku doziti ma velky vyznam i vykonnost imunitniho systému — chrani organismus nejen pred infekcemi, ale i pred
neoplaziemi.

Ovlivnitelné faktory, které vyznamné spoluurcuji délku Zivota je kvalita Zivotniho prostfedi a Zivotni styl.

STARNUTi ORGANISMU A VYSKYT NADORU

Mezi biologické vlivy, které se podileji na vzniku malignich nddord mliZeme zaradit téZ endogenni pficiny, které Uzce
souviseji se starnutim organismu. Z tohoto hlediska mohou byt nddory povazovany za geneticky podminéné onemocnéni
starych bunék, ve kterych doslo k akumulaci mutaci béhem procesu starnuti. Frekvenci mutaci ovliviiuje samozirejmé kvalita
prostiedi. Vysoké je viak i endogenni poskozeni DNA, jako jsou napfiklad chyby vznikajici pfi replikaci DNA. Frekvence
vzniku mutaci sledovana v souvislosti s vékem ukazala, Ze pravdépodobnost vzniku mutaci s vékem stoupa a schopnost
chyby opravit klesa. Vysoky narst rliznych nddorovych onemocnéni u starnoucich osob je vysvétlitelny pravé zvysenym
vyskytem a kumulaci mutaci v somatickych burikach.

zkracenim telomer. Erose telomer chromosom( somatickych bunék muze vyvolat zmény struktury nebo poctu
chromosomd, které vedou bud' ke geneticky programované bunééné smrti a nebo mohou byt pfi¢inou maligni
transformace.

Zvyseny vyskyt nador( u starsich jedincll je téZ davan do souvislosti se zvySenym poSkozenim DNA volnymi kyslikovymi
radikaly. Volné kyslikové radikaly mohou poskozovat témér viechny bunécné struktury nebo molekuly. Mohou byt pticinou
zktizeného spojeni (cross-links) DNA a proteinu, poskozeni esterové vazby zbytku kyseliny fosfore¢né a 2‘-deoxyribosy a
nebo pricinou specifickych modifikaci purinovych nebo pyrimidinovych bazi.

Nejefektivnéjsim enzymem, ktery se podili na reakci s volnymi kyslikovymi radikaly je superoxiddusmutasa (SOD), ktera
pomoci vody méni superoxidovy radikal na kyslik (O,) a hydrogenperoxid (H,0,). H,0, je dale rozloZzen enzymem katalasou
na vodu a kyslik. Superoxiddismutasa existuje vice druh(; lisi se obsahem kov( ve své molekule (méd, zinek, mangan,



kobalt, Zelezo). Kovy urcuji umisténi SOD v burice, jeji mnoZstvi a ucinnost v odlisnych tkéanich. Variabilita SOD se projevuje
rozdilnou rychlosti starnuti rznych tkani. V pribéhu chronologického starnuti klesa aktivita SOD a nasledkem toho se volné
radikaly rozkladaji pomaleji. Koneény dlsledek je urychleni degenerativnich zmén v tkanich.

98. TERATOGENEZE, TERATOGENY

TERATOGENEZE
Poruchy prenatalniho vyvoje, které vedou ke vzniku vyvojovych vad (rozstépy patra, malformace koncetin, smyslovych i
vnitfnich organa).

TERATOGENY

Tyto exogenni vlivy mohou byt zndmé a jsou oznacovany jako teratogeny, jejich Ucinek je oznacovan jako teratogeneze.
Skutec¢ny vztah mezi pri¢inami, mechanismy Gc¢inkd jedotlivych teratogen( a jejich projevem je komplexni. Teratogen je
definovan jako jakékoliv agens, které je odpovédné za vyvojovou vadu nebo za zvyseni jeji incidence v populaci.

Prokazat, Ze néjaké agens ma na lidsky plod teratogenni ucinek, znamena prinést dlikaz, Ze se bud' po vystaveni gravidnich
Zen tomuto agens zvysSuje vyskyt vyvojovych vad nad jejich normalni incidenci v dané populaci (prospektivni pfistup,
monitoring) nebo Ze se v anamnéze déti s konkrétni vyvojovou vadou vyskytuje expozice danému faktoru prostredi
vyznamneé Castéji nez v anamnéze déti normalnich bez této vady (retrospektivni pfistup).

Pro tyto ucely jsou vytvoreny dlouhodobé fungujici mezinarodni databaze registraci vyvojovych vad, napf. databaze

,,,,,

gravidity a vyskyt vyvojovych vad (databaze MADRE — Malformation and Drug Exposure, TERIS, REPROTOX, atd.).
Teratologie je interdisciplinarni obor, ktery se zabyva studiem vyvojovych vad vzniklych plsobenim vnéjsich Ciniteld, tj.
poskozenim funkci organismu (funkcni teratologie) a poruch chovani (behavioralni teratologie), mechanismus vzniku

studuje i reprodukéni biologie a vyvojova genetika.

WILSONOVA TABULKA PUSOBENi TERATOGENU

PFiciny

Mechanismy

Projevy

Projevy

Zafeni a ionizujici zafeni

mutace genové,
chromosomové a
genomové

porusené genetické
programy diferenciace

nitrodélozni smrt

Chemické vlivy prostredi

poruchy mitéz

poruchy biosyntéz

Léky, drogy, alkoholismus,
koureni

poruchy transkripce a
translace

chybné interakce bunék

malformace, vrozené
vyvojové vady

Infekce matky
metabolicky ¢i hormonalni
nerovnovaha

chybéni prekurzor
poruchy zdroju energie

poruchy proliferace a
pohyb( bunécnych mas

opozdény rlst

Karence Zivin a vitamin(

poruchy membranovych
receptorl

odtrzeni tkani

Hypoxie plodu, poruchy
funkce placenty

inhibice enzym

neprogramovand bunécna
smrt

funkéni poruchy

Mechanickd poskozeni

iontova nerovnovaha

Podle pti¢in mizeme identifikované teratogenni vlivy prosttedi rozlisit na fyzikalni vlivy, chemické vlivy véetné lék,
infekce a vlivy materské.

FYZIKALNI VLIVY

Experimentdlné bylo prokdzano, ze hypertermie ma teratogenni Ucinky a zvlasté je cilivy CNS, u lidi byl tento vliv prokazan
jak pfi horeckach, tak pfi horkych koupelich v pribéhu prvniho trimestru gravidity. Radioaktivni zafeni, které vyvolava
predevsim chromosomalni zlomy, vyznamné zvysuje riziko vyvojovych vad predevsim pfi vy$sich davkach (protinadorova



terapie), ale i diagnostické RTG ma byt provadéno v pfipadé gravidity jen v neodkladnych pfipadech. Z mnoha diagnosticky
vyuZzivanych izotopl napt. je nutno pocitat s rizikem destrukce stitné Zlazy plodu pfi vyuZziti 12

CHEMICKE VLIVY

Vsechny latky s mutagennim ucinkem mohou byt potencionalnimi teratogeny. Dale sem patfi nedostatek nékterych prvk
jako jod, vapnik, selen, a dale kategorie abusu omamnych latek véetné opiatd, barbiturat(, heroinu, kokainu, amfetaminu a
LSD, kdy riziko dané navykovym chovanim matek je dale potencovano nevhodnymi dietnimi navyky, vitaminovymi
karencemi, abusem alkoholu, stresem, atd. Také nékteré nutri¢ni doplriky jako napfiklad aspartam jsou potencionalné
teratogenni.

INFEKCE

Primoinfekce matky a plodu zvlasté na pocaku gravidity prinasi vysoké riziko vyvojové vady, naopak protilatky v krvi matky
po prodélaném onemocnéni nebo po ockovani plod chrani. Mezi nejvyznamnéjsi infekéni teratogeny patfi viry jako virus
zardének, u kterého byl prokazan vyskyt malformaci CNS a srdce a je proto preventivné zavedeno ockovani pred dosazenim
pohlavni zralosti, dale herpetické viry jako napf. herpes virus, dale HIV a cytomegalovirus. Z dalsich infekénich patogent
byla prokazana i toxoplasmosa a syfilis.

MATERNALNI VLIVY

Metabolickymi teratogeny jsou nékteré choroby matky (napfr. diabetes mellitus, lupus erythematodes).

Uéelem prekoncepéni péce je zajistit co nejvy3si normalizaci viech metabolickych i hormonalnich parametr(i potencionalni
matky. To plati napt. pro Zeny trpici diabetem, kde Uprava a monitoring hladin glukdzy je prevenci rizika spontannich
potrat nebo porodl novorozencu se srde¢nimi vadami (hypertriglyceridemie totiz indukuje proces apoptdzy
embryondlnich bunék zvysenim exprese Bax genu, ktery ma klicovou uUlohu pro spusténi apoptdzy). Dale napf. Zeny, které
jsou genotypové nositelkami dvou mutantnich alel pro PKU, ale byly Ié¢eny dietni substituci, musi jesté pred koncepci
znovu dodrZovat prisnou dietu, protoZe placenta aktivné prenasi fenylalanin. Tim se zvy3Suje jeho koncentrace v krvi plodu a
plod je vystaven riziku malformaci a psychomotorické retardace (matefska fenylketonurie, fenokopie PKU).

Stejné jako kazdy mutagen nemusi byt nutné karcinogen, i vliv teratogend je komplexni a rozhoné neplati zjednoduseni
mutagen = teratogen!

Vrozené vady vzniklé jako nasledek plsobeni teratogenu nejsou na rozdil od vad, jejich podkladem je zména vyvolana DNA
mutaci, dédicné. Mutageneza (chemicka, fyzikalni, biologicka) zvysuje frekvenci zmén v genomu a tyto zmény mohou byt
preneseny na potomstvo postizené burky nebo na dalsi jedince.

Gametogeneza je obdobi, kdy mohou vstoupit do hry mutageny s naslednym vznikem postizeného jedince, ale mutageny

mohou byt potencidlnimi teratogeny p¥i ovlivnéni prenatalniho vyvoje. V ramci plsobeni mutagent/teratogent je tieba vzit
v Uvahu nékolik specifik, kterd rozhoduji o pfipadné teratogeneze, teratogenni ucinek je multifaktorialni.

100. VROZENE VYVOJOVE VADY CLOVEKA, PRIKLADY, ROZDELENi PODLE PRICIN

VROZENE VYVOJOVE VADY
Cast novorozencd je postizena vrozenymi (vyvojovymi) vadami (VVV). Jsou to defekty organ(, ke kterym doslo b&hem

prenatalniho vyvoje a jsou pfitomny pfi narozeni jedince, at uzZ jsou jiz v té dobé diagnostikovany nebo ne. Obecné je
vrozend vada definovana jako odchylka struktury, ¢i funkce presahujici meze normalni variability druhu, kterd svého
nositele znevyhodfiuje vzhledem k ostatnim jedinctim. Udaje o jejich frekvenci se li$i v riiznych populacich a jsou zavislé jak
na genofondu populace, tak na expozicni zatéZi prostiedi a také na nastaveni spektra jejich sledovani. Zvyseny vyskyt
vyvojovych vad v urcitém sledovaném obdobi je ¢asto odrazem napf. momentalni zatéze populace nepfiznivym vlivem
prostfedi. V Cesku je frekvence vyvojovych vad kolem 5 % pfi narozeni, dal$i vyvojové vady se projevuiji i v priib&hu dal3iho
Zivota. Intenzita vyskytu VV je povaZovana za jeden ze zakladnich kvalitativnich populac¢nich a medicinskych ukazateld.

Vrozené vady, pfitomné v okamZziku narozeni, mohou mit celou radu pticin genetickych i negenetickych, rlizné mechanismy
vzniku, razné fenotypové projevy a v zavislosti na tom i rzné koneéné efekty.



Vrozena vada se muzZe projevit pfi narozeni jako morfologické postizeni rzné intenzity, nebo pozdéji poruchou ristu,

poruchami fertility, sterilitou nebo funkénimi poruchami, snizenym IQ, poruchami uceni, hyperaktivitou, atd. V SirSim slova

smyslu patfi do kategorie vrozenych vad i napt. metabolické poruchy, tzv. ,vrozené omyly metabolismu®.

Ptiblizna incidence morfologickych vrozenych vad a jejich dusledky

Disledky morfologickych vad Incidence
Spontanni potraty
Prvni trimestr 85 %
Druhy trimestr 25%
Novorozenci
Vrozené vady 2%
Diagnostikované vady 2%
Malé vady 10 %
Umrti
Perinatalni umrti 25%
Umrti do 1. roku 25%
Umrti do 10. roku 20%

TYPY A POPIS VVV
Mezi vrozené vady fadime postiZzeni rtizné klinické zavaZznosti. Pro presné;jsi popis jsou vrozené vady rozdélovany na

malformace, disrupce, deformace, dysplazie, sekvence, syndromy a asociace.

Malformace jsou poruchy vyvoje organd, které jsou disledkem zmény genetické informace. Podle typu
dédicnosti je délime na monogenné nebo multifaktorialné dédic¢né. Patfi k nim vrozené vady postihujici jen
jednotlivé organy. Napfr. srdecni vady, rozstépy patere, rozstépy rtu nebo patra, polyfaktylie.

Disrupce jsou poruchy vyvoje orgdn(i vyvolané vnéjsimi vlivy. Pfikladem jsou malformace koncetin vyvolané
amniovymi pruhy, které mohou ovinout vyvijejici se koncetinu a zpUsobit jeji zaskrceni jako nasledek
amniocentézy.

Deformace jsou defekty vyvolané pisobenim neobvyklych sil na normainé zalozeny organ. Pfikladem je pes
equinovarus pfi nedostatku plodové vody, zptsobeny vynucenym chybnym postavenim nohy plodu.

Dysplazie jsou zpisobeny abnormalni organizaci bunék ve tkénich. Pfi¢inou je porucha indukce, diferenciace
nebo apoptdzy. Prikladem je osteogenesis imperfecta nebo dysplazie ledvin.

Sekvence jsou mnohocetné vady, které vznikaji jako kaskada naslednych déjt. Napriklad pfi agenezi ledvin
nedostatek plodové vody vede k mechanické deformaci obli¢eje tlakem stén délohy a k hypoplazii plic, které se
bez dostatku plodové vody nemohou pfimérené vyvijet.

Syndromy jsou zpravidla mnohacetné vady, u kterych je znama jak jejich pfi¢ina (napf. Downdv syndrom). Je
popsano nékolik tisic syndrom rizné genetické etiologie (monogenné dédi¢né, chromosomalni, vyvolané
teratogeny). Syndromy studuje a popisuje dysmorfologie. Pomuckou pro jejich diagnostiku jsou atlasy vrozenych
vad a Cetné databaze.

Asociace jsou kombinace vice vad, které nejsou sekvenci ani syndromem. Pfikladem je VATER asociace — (angl.
vertebral-annal-tracheal-esophageal and renal abnormalities). VATER asociace je vyvolana plsobenim teratogent
na vyvoj vice organl soucasné.

DELENi VYVOJOVYCH VAD PODLE PRICIN

VVV vznikd kombinaci jak genetickych tak epigenetickych pficin, jako vysledek vzajemného plisobeni genetické vybavy a
zevniho prostiedi. Podil obou téchto slozZek je u riznych VV odlisny, nékdy jednoznacné prevazuje geneticka slozka

(monogenni VVV), rGizné podily obou sloZek najdeme u multifaktoridlnich VV, jasna prevaha zevnich faktor( je u exogenné
vzniklych VV.

Rozdéleni vrozenych vad podle pficin Incidence
Monogenné dédi¢né (AD,AR,GR,GD) 15-20 %
Mitochondridlné dédi¢né vady ?7?
Chromosomalni aberace 3-5%




Multifaktoridlné podminéné 55-70%

Identifikované faktory prostiedi

lonizujici zareni 1%

Infekce 2-3%
Materské 1-2%
Chemické (napf. léky, alkohol) 2-3%

VV se zndamym typem genetického prenosu vznikaji dédénim mutantni alely nebo jako nésledek vzniku mutace de novo a
vypocitatelné riziko mozného opakovani zavisi na typu dédicnosti.

1. Mezi monogenné dédicné vady patfi napr.:

AD typ — VV byla na molekularni drovni prokazana identifikaci gend, napft.

(a) pro achondroplazii (gen FGFR3; genovy produkt je receptor fibroblastového rlistového faktoru 3),

(b) pro osteogenesis imperfecta (gen COLIAL; gen pro tvorbu kolagenu),

(c) pro Marfantiv syndrom (gen FNB1 pro bilkovinu fibrilin)

(d) pro holoprosencefalii (homeoboxovy gen SHH),

(e) pro polycystickou chorobu ledvin AD typu (gen PKD1 a PKD2; produkt je membranovy glykoprotein polycystin)

AR typ — adrenogenitéini syndrom, infantilni polycysticka choroba ledvin, PKU, cysticka fibrésa.

2. Mitochondrialné dédicné vady:

Nejzndmné;jsim syndromem vznikajicim mutaci mtDNA je syndrom MELAS: mitochondridlni svalovéd porucha (myopatie),
encefalopatie, acidésa vyvolana mlécnou kyselinou (lactic acid) a zachvaty ptripominajici ictus (stroke). Zpisob pfenosu je
matroklinni s velkou fenotypovou variabilitou danou napf. heteroplasmii (pfitomnosti vice genotypd v mitochondridlni
populaci).

3. Chromosomalni aberace

Mezi vrozené vady, jejichZ pfic¢inou je chromosomalni aberace a to numericka nebo strukturalni, patfi napf. trisomie
autosomu jako Down0v syndrom, Edwardstv syndrom nebo Pataullv syndrom, aneuploidie heterochromosomd jako
Klinefelterliv, TurnerQv syndrom, syndrom tfi X nebo Y, syndrom kocic¢iho kriku atd.

Tyto vady lze diagnostikovat jak prenatalné, tak postnatalné na zakladé klinického nalezu po narozeni, nebo ve vyssim véku
pti dospivani nebo po ndlezu reprodukénich poruch jako je infertilita. Prenatalni diagnostiku umoZriuje napt. biopsie
choriovych klkt (CVS) a nebo amniocentéza s naslednym stanovenim karyotypu nebo metodou FISH.

4. Vrozené vady multifaktorialné dédicné

Jsou z vrozenych vad nejéastéjsi. Na jejich vzniku se podili jak geneticka slozka (geneticka predispozice), predstavovana
souborem polygend, tak vlivy prostiedi. Polygenni geneticka slozka pfedstavuje soubor nezndmého mnozstvi alel, z nichz
aktivni alely svym aditivnim uc¢inkem a vzdjemnou interakci pfispivaji k vzniku fenotypu vrozené vady a jsou vyrazné
ovliviiovany faktory prostredi. Je vysoce pravdépodobné, Ze disledkem podrobné analyzy lidského genomu bude odhaleni
ulohy takovych polymorfism( v fidicich vyvojovych genech i polygenech, které ovliviiuji jejich funkci a jsou tak pri¢inou VV
s dosud nezndmou genetickou slozkou. Nejcastéjsi vrozené vady s multifaktoridlnim typem dédi¢nosti jsou z morfologickych
vad strabismus, pylorostenosa, rozstépy rtQ, patra, srdecnich sept jak predsiriovych, tak komorovych, rozstépy neuralni
trubice, patere, vrozené vady urogenitalniho systému jako napf. hypospadie, hydrocefalus. Odhad rizika opakovani vyskytu
vrozené vady v rodiné zavisi jak na Cetnosti jejiho vyskytu v populaci, tak na poctu postizenych v rodiné, mife postizeni a
pti odlisSném prahu genetické predispozice u obou pohlavi i na pohlavi prvniho postizeného.

PREVENCE VZNIKU VV
Samoziejmou snahou je pochopitelné vzniku VV predchazet. U vad zplsobenych Cisté geneticky je moZna vétsinou pouze

sekundarni prevence, vadu diagnostikujeme, kdyz zarodek vznikl a prenatalnimi metodami se vada odhali. U vad vznikajicich
multifaktorialné nebo jen exogenné je vyrazenim zndmého teratogenu mozna i primarni prevence, poskozeny zarodek
nemusi vzniknout. Uspéch primdrni prevence zavisi do uréité miry i na zené, jejim Zivotnim stylu, stravovacich navycich.
Soucasti komplexu opatieni je planované rodicovstvi, vék potencionalnich rodic¢d, ochrana pfed mutageny a teratogeny,
ptiznivy zdravotni stav matky, v gravidité pak komplexni prenatalni diagnostika vcéetné skriningu biochemickych markert po
16. tydnu gestace, ultrazvuku 6., 18. a 32. tyden gravidity, pfipadna CVS nebo amniocentéza, fetoskopie, DNA diagnostika.



101. POPULACE Z GENETICKEHO HLEDISKA, HARDY-WEINBERGOVA ROVNOVAHA

Populaéni genetika se zabyva zdkonitostmi na trovni skupin rodin.

POPULACE

Populace je definovédna jako skupina jedincl stejného druhu, ktefi maji spole¢ny genofond a ktefi jsou spjati
(potencionalnim) pohlavnim rozmnozovanim. Jedinci v populaci jsou genotypové heterogenni a populace ma v urcitém case
pfirozené vymezeny prostor a predstavuje sled velkého poctu generaci. Definice vyhovuje dobre pro druhy rozmnoZzujici se
pohlavné, neni vSak vhodna pro druhy s prevaZzujicim vegetativnim rozmnoZovanim.

GENOFOND POPULACE

Je soubor viech alel v daném genu (pfipadné ve vice ¢i viech genech) od vsech jedinc, ktefi tvofi populaci. Gametovy fond
populace predstavuje soubor vsech alel ur¢itého genu v gametdch a zygotovy fond predstavujici alely prislusného genu
obsazené v zygotach. Casto se namisto gametovy fond uziva pro viechny alely pfitomné a pfenasené v populaci pojem
gameticka genova zasoba, zasobdrna, ¢i urna (plvodné feckd nadoba na obili), v anglické literatufe (gametic) gene pool.

S pfihlédnutim k nadprodukci gamet a omezenému poctu zygot vyplyva, Ze se gametovy a zygotovy fond nemusi shodovat.

Genetické vztahy uvnitt populace jsou pomérné komplikované, a proto se ve studiu genetiky populaci vyuzivd matematické
modelovani, kdy z fady zjednodusujicich predpoklad( vytvarime model a zjistujeme, nakolik takovy model odpovida realné
populaci.

DRUHY POPULACI
Autogamicka populace

Je vytvarena jedinci, ktefi se rozmnoZuji autogamii (samooplozenim). Kazdy jedinec (hermafrodit) tedy produkuje samdi i
samici gamety. JelikoZz homozygotni jedinec (at uz homozygotné dominantni nebo homozygotné recesivni) mize
produkovat jen a jen homozygotni potomky a heterozygot produkuje heterozygoty pouze v 50% pfipadl (2. MendelGv
zakon), vznikaji zde postupem &asu dvé &isté linie homozygotl a heterozygot(i neustdle ubyva a témé¥ vymizi. Uplné viak z
populace nevymizi nikdy.

Homozygotni jedinci (alely AA nebo aa) produkuji homozygotni potomky. Heterozygotni jedinci (alely Aa) produkuji 50 %
heterozygotnich, 25 % homozygotné dominantnich a 25% homozygotné recesivnich potomstva. Napf. samosprasné rostliny,
hermafrodité.

Alogamicka populace

Vytvareji ji organismy, u kterych jedinec vznika splynutim 2 gamet od rliznych jedinc(. Napf. gonochoristé, cizosprasné
rostliny. Populace panmikticka je zvlastnim pripadem této populace. V této velmi rozsahlé populaci musi byt zaruc¢ena
stejna pravdépodobnost zkfiZeni jakychkoli 2 jedinc v populaci. Pro tuto populaci plati Hardy-Weinbergtv zakon.

HARDY-WEINBERGOVA ZAKONITOST (H-W)
Prvnim takovym modelem byla v roce 1908 studie anglického matematika Godfrey H. Hardyho, popisujici zastoupeni

jednotlivych alel a genotypl v populaci. Jak se o néco pozdéji ukazalo, v témzZe roce, avsak nezavisle, dospél ke stejnym
zavérim némecky prakticky Iékar a gynekolog se zalibou v genetice Wilhelm Weinberg. Odtud H-W zakonitost. A protoze
podle nékterych vykladac¢h déjin genetiky néco z téchto principd uverejnil uz v r. 1906 americky genetik William E. Castle,
muzZeme se v uCebnicich také setkat se zkratkou C-H-W.

Z fady omezujicich pfedpokladd pro odvozeni (a platnost) H-W zakonitosti se nejcastéji zminuji tyto:

1.  Zkoumana populace je velmi velka (tedy matematicky nejpresnéji: pocet jedinct v populaci se limitné blizi
nekonecnu)
U sledovaného genu nedochdzi k mutacim.
Priimérna plodnost vSech jedincl v populaci je stejnd, nezavisi na jejich genotypu — nedochazi tedy k selekci.
Populace je uzaviena, nedochazi k migraci jedincd, tj. ke ztratam alel odchodem (vystéhovanim, emigraci) jedinct
Ci vstupu alel novych pristéhovanim (migraci) jejich nositeld.

5. Populace je panmikticka. Pojem panmixie znamend nahodny vybér partner( pfi kfizeni (vzhledem ke
sledovanému znaku)



Dalsi podminky (v plivodnim vyctu jich bylo vice) se uZ tak ¢asto nepfipominaji. Napf. zdUraznuji, Ze nedochazi k miSeni
generaci — jedinci, ktefi se Ucastnili reprodukce v jedné generaci, se uz neucastni reprodukce znovu v dalsich generacich, tj.
neprispivaji do gametické zdsobarny nasledujicich generaci.

Jinymi podminkami v dobé prvotni formulace H-W zakonitosti bylo, Ze zakonitost plati pro monogenné podminéné znaky a
Ze vztah mezi alelami sledovaného lokusu je Uplna dominance/recesivita (vlastné ani jiné typy dédi¢nosti jesté nebyly
presvédcivé popsany). Postupné se ukazalo, Ze zakonitost plati pro vSechny geny. Tedy i pro jednotlivé (vétSinou neznamé)
geny polygenniho systému u multifaktorialné podminénych znaka.

Pfi odvozeni H-W zakonitosti budeme predpokladat autosomalné lokalizovany gen A, ktery ma dvé alely: alelu A s relativni
Cetnosti p(y) a alelu a s relativni ¢etnosti q (). Pro relativni etnosti €i relativni zastoupeni jednotlivych alel se uZiva pojem
alelové (alelické) frekvence; i také genové frekvence.

Pokud ma gen A v populaci jen tyto dvé alely (A,a) pak plati: p) + @ =1

Z toho vyplyva, Ze gamety (haploidni) produkované jedinci v populaci se vyskytuji bud’'s genotypem A nebo s genotypem a,
prvni s relativni ¢etnosti p a druhé s relativni ¢etnosti g. Plati to jak pro spermie, tak pro vajicka. Za predpokladu panmixie
pro znak determinovany genem A miiZzeme pak pro kombinace spermii a vajicek pfi fertilizaci psat:  [p(a)+ 0(a)] X [Pa)* 0(a)]
=1 x 1, kdy vyuZivame pravidla o nasobeni pravdépodobnosti nezavislych ndhodnych jeva.

Matematicka formulace H-W zdkonitosti: pZ(AA)+ 2pQaq) + qz(aa) =1
V nasem zapisu je v dolnim indexu vyznaceno, které alely Ci kterého genotypu se kvantitativni Udaj tyka. Bézné se
zastoupeni obou alel a jednotlivych fenotypd, tj. hodnoty p, q, pz, q2 a 2pq, uvadéji bez blizsiho upresnéni.

Lze dokazat, Ze do této rovnovahy se dostane populace po jedné panmiktické generaci, tedy za predpokladu, Ze vstoupi

v platnost omezujici podminky 1 aZ 5. A pokud tyto podminky budou platit i nadéle, populace v tomto rovnovazném stavu
setrva i nadale. Pojem rovnovéha a rovnovazny stav byva pouzivan v populaéni genetice ve dvou vyznamech, bud' se jednd o
zastoupeni genotyp( (napf. pz, 2pq, qz) nebo o neménnou hodnotu alelovych frekvenci (p, q).

102. SELEKCE A JEJi TYPY

Selekce, Cesky vybér, v populacni genetice charakterizuje situace, ktera neodpovida 3. bodu uvedenych omezujicich
podminek pro odvozeni zdkladniho HW modelu. Nékteré alely nejriiznéjsich gent mohou totiz zvySovat nebo sniZovat
pravdépodobnost, Ze organismus — nositel pfislusné alely — pfeda svoje geny. Tato schopnost predavat svoji genetickou
vybavu (velmi zhruba mizZeme fici plodnost) se v anglické literature oznacuje jako fitness. Pokud fitness nositelQ
jednotlivych genotyp( pro konkrétni lokus neni stejna (zavisi na jednotlivém genotypu), jsme svédky selekce.

K selekci urcitého genotypu (nékdy se Ize také setkat s vyjadienim ,proti urcitému genotypu”) tedy dochazi, kdyz fitness
jedincl s danym genotypem poklesa. Zda bude néjaka alela urcitého genu predmétem selekce, bude téz zaviset na
genetickém pozadi (jinych genech) a vlivech (selekénich faktorech) prostredi.

V lidské populaci, ktera (az na vyjimky!) neni zasaZena slechtitelstvim, stejné jako v populacich divokych zvirat a ptak( (ale i
Zivocicht jinych kmenl a tfid, v€etné tfeba populaci divokych octomilek) se vlastné jedna o Darwin(v pfirodni (pfirozeny)
vybér (natural selection).

K méreni intenzity selekce pouZivame primérny pocet potomku od rodice urcitého fenotypu. Z pocetnich divodu je
vhodné misto absolutnich poctl potomk(l pouZivat pocet relativni, kde mGze byt tato relativni hodnota zaloZzena na poméru
napt. k primérnému poctu potomkd viech fenotypll nebo na poméru k poc¢tu potomkd nejplodnéjsiho fenotypu.

Druha eventualita je ponékud vyhodné;jsi (odpada pocitani se zdpornymi Cisly) a definujeme ji jako relativni reprodukéni
schopnost w; (téZ jako relativni adaptivni hodnota ¢i fitness v uzsim slova smyslu) daného genotypu.

w; =W/ Wma = primérny poéet potomku genotypu i / primérny pocet potomkd nejplodnéjsiho genotypu
kde w’; jsou absolutni primérné pocéty potomkd genotypu i (i mdze byt AA, Aa nebo aa)



Selekéni koeficient s;, ktery charakterizuje intenzitu selekce prislusného genotypu i (nebo téz proti pfislusnému genotypu i),
je potom: s;=1-w;

Jak selekéni koeficient s, tak relativni reprodukéni schopnost w mohou nabyvat hodnot v intervalu od 0 do 1. Kdyz selekéni
tlak, tedy koeficient s stoupa (a mdze se blizit i 1), tak w poklesa (tfeba azZ k nule). Naopak, pokud je relativni reprodukéni
schopnost w vysokd, znamena to, Ze genotyp neni podroben selekci, selekéni koeficient s se tedy blizi 0.

1. SELEKCE PROTI (RECESIVNI'M) HOMOZYGOTUM

Predstavme si, Ze na vychozi populaci, ktera se nachazi v H-W rovnovaze, zacne pUsobit néjaka zména prostredi (s
nadsazkou napf. nahla zména klimatu) jako selekcni faktor. Nejméné odolni se ukazou homozygoti jednoho typu, napf.
recesivni; fikame tedy, Ze probiha selekce o intenzité s; proti homozygotiim aa (i = aa).

Zmény v genotypovych frekvencich po jedné generaci selekce proti recesivnim homozygotlim aa

genotyp AA Aa aa b3
pred selekci p2 2pq q2 1
S; 0 0 s
w; 1 1 1-s
po selekci p2 2pq q2 (1-s) 1- qzs

Aalelovou frekvenci recesivni alely a v populaci po jedné geneaci, kdy pusobila selekce, mGzeme vypoditat jako:

. 41 —gs)
1 — g%s

q

Velikost zmény frekvence recesivni alely a v populaci po jedné generaci, kdy plsobila selekce, je charakterizovana
selekénim rozdilem (diferenciaci): 2
, pa-s
Ag=q'-q= -
1 —g2s
Selekéni rozdil Ag nam umozZiuje zjistit, zda je zkoumany polymorfismus stabilni nebo prechodny, respektive jak rychle
probihaji zmény vyvolané selekci. V pfipadé stabilniho polymorfismu je Aq = 0.

To nastane tehdy, kdyz je €itatel zZlomku v rovnici roven 0 (—pqzs =0), k cemuz muize dojit, kdyz:
1. p=0,atedyq=1apopulace je tvofena pouze homozygoty aa (tj. pouze q°)
2. q2 =0 (tj. g =0, a tedy p = 1), populace se sklada pouze z homozygotu AA (tj. pouze pz)
3. s=0, nedochazi k uvazované selekci

Uvedené tfi podminky jsou oznacovany jako podminky triviani (zakladni, obecné). Za netrivialnich podminek dochazi ke
zméndam alelovych frekvenci (ubyva alel a), velikost tohoto Ubytku je pfimo Umérnad intenzité selekce a druhé mocniné
alelové frekvence. Dynamika zmén alelové frekvence (zavislost na Case méreném v generacich) pro nékteré hodnoty
selekéniho koeficientu s,, je na obr. 13.5 a pro rGizné vychozi hodnoty q, na obr. 13.6.

Je-li na pocatku alelova frekvence vysoka, je jeji Gbytek vétsi, pfi mensich hodnotach g se Ubytek zpomaluje; s klesajicim q2
se Ucinek selekce zmensuje. Biologicky vysvétlitelné je to tim, Ze pfi nizkych hodnotach q je vétsina alel a v genotypech
heterozygotU, proti kterym dany typ selekce neplsobi (viz obrazek 13.7).

2. SELEKCE PROTI DOMINANTNIMU (AD) FENOTYPU
Uplna selekce proti dominantnimu fenotypu (sa aa = 1) povede k tomu, Ze v nasledujici generaci dominantni alela (A) Gplné
vymizi. p2 (1-s) + 2pq (1-s) + q2 = q2

Nelplna selekce proti dominantnimu fenotypu (saa aa < 1) rychle sniZuje frekvenci alely A.
p’ (1-s) +2pq (1-s) + g° = p* = p’s + 2pq — 2pgs + ° = 1 — p’s — 2pgs



3. SELEKCE PROTI OBEMA TYPUM HOMOZYGOTU

Tento typ selekce je téZ oznacovan jako preference heterozygotd, selekce preferujici heterozygoty, selekce ve prospéch
heterozygotl nebo jako heterozygotni vyhoda (angl. heterozygous advantage).

V takovém pripadé je sp, =0asps >0is,,>0.

Narozdil od selekce zamérené proti jednomu typu homozygotl vede selekce proti obéma typlim homozygotd kromé

trivialnich rovnovyznych stav( jesté k rovnovaze kdy: s
aa

QIrmm.
Sga + Sa4

Ze vzorce vyplyva, Ze rovnovazna hodnota q je nezavisla na plvodni frekvenci recesivni alely q,, ale odvozuje se
(prostrednictvim selekénich koeficientl) pouze od velikosti selekénich tlak( uplatriujicich se proti obéma homozygotnim
fenotyplm. Podobné to plati i pro druhou alelu.

Zmény v genotypovych frekvencich po jedné generaci selekce proti obéma typdm homozygotd

Genotyp AA Aa aa z
pred selekci p2 2pq q2 1
S; Sq 0 S2
W; 1-s; 1 1-5,
po selekci p2 (1-s9) 2pq q2 (1-5,) 1- p251 - qzsz

Ucebnicovymi priklady téchto polymorfism( jsou rizné monogenné podminéné hemoglobinopatie.

Ztratové (recesivni) alely (napf. genu pro fetézec p hemoglobinu) v homozygotni konstituci vyvolavaji anémii (stav
vyznacujici se snizenym poctem erytrocytd nebo snizenym mnozstvim hemoglobinu, pfipadné obojim). Selekénim faktorem,
ktery postihuje dominantni homozygoty je malaricka infekce (plvodcem jsou prvoci roku Plasmodium, éesky zimnicka,

z kmene vytrusovci a tfidy krvinkovinek, nejvaznéjsi onemocnéni zpUsobuje P. falciparum), proti které jsou heterozygoti
Castecné odolni.

Proto je v fadé oblasti rovnikové Afriky, kde je infekce malarie endemickou, vysokad incidence srpkovité anémie.
Vysvétlujeme to tim, Ze se v dusledku selekce proti obéma typim homozygotl udrzuje v populaci (tj. pfedevsim
v heterozygotech) vysokd frekvence mutantni alely pro srpkovitou anémii, Hbs.

Zmény alelovych frekvenci v zavislosti na ¢ase pro rizné hodnoty saa ukazujeme na dvou grafech (obr. 13.9).

Situace modeluje pfipad jiné hemoglobinopatie, hemoglobinopatie C, kdy proménlivd hodnota sy, odpovida zméndam

v intenzité malarické infekce; odhad selekéniho koeficientu s,, je ponékud uzplsoben a je stabilni, s,, = 0,33. Rovnovazné
hodnoty frekvence recesivni alely HbC g, jsou v obou grafech stejné; pro jednotlivé hodnoty s, (tj. 1,0, resp. 0,25 nebo
0,06) jsou 0,752, resp. 0,431 ¢i 0,154.

Horni graf popisuje (hypotetickou) situaci, kdy by ptvodni frekvence recesivni alely pro hemoglobin C byla 0,9, dolni graf
pak vice predstavitelnou situaci, Ze plvodni frekvence této recesivni alely by byla nizk3, zde 0,2. Na Uzemich, kde by infekce
malarickym plasmodiem byla zdvaznéjsi a pravidelnéjsi, by pak rovnovazna frekvence recesivni alely pro hemoglobin C
mohla nikoliv klesat, ale vystoupat k uvedenym rovnovaznym hodnotam.

Extrémnim pripadem tohoto typu selekce je balancovany letalni systém, kdy s,a = S,, = 1 a populace je potom tvorena
pouze heterozygoty. Pfikladem je lokus T u mysi, ktery se podili na vyvoji kaudalni ¢asti téla. Nékteré dominantni alely (T) a
recesivni alely (t) maji v homozygotni konstituci letdIni (usmrcujici) Gc¢inek, obvykle diky tézkym porucham béhem
ontogenese. Vzhledem k tomu, Ze mechanismus poskozeni je rozdilny pro dominantni homozygoty a pro recesivni
homozygoty, jsou heterozygotni jedinci Zivotaschopni.

VyuZiti Ag pro posouzeni dynamiky zmén znazorriuje obr. 13.10. Aq je zde vyjadieno jako funkce alelové frekvence, z grafu
vyplyva rovnovéha pro dané intenzity selekénich koeficientd.



4. SELEKCE PROTI HETEROZYGOTUM

Jak se budou v pribéhu ¢asu ménit frekvence dominantni a recesivni alely ve velké populaci za podminky pfirozeného
vybéru (selekce) proti heterozygotim? Ponévadz je genotyp heterozygot( sloZzen z jedné dominantni a jedné recesivni alely,
selekce proti heterozygotnimu fenotypu odstrani z populace stejné mnozstvi dominantnich a recesivnich alel. A tak by se (v
pripadé velké populace) neméla frekvence alel ménit.

Tabulka, kterou jsme pouZili pro selekci preferujici heterozygoty, muize byt pravé tak pouzita k nasim ivaham o selekci proti
heterozygotlm. Pouze s tim rozdilem, Ze selekéni koeficienty s;a s, budou mit nyni zdporna znaménka; ve srovnani

s heterozygoty tak maji homozygoti selek¢ni vyhodu.

Medicinsky relevantnim prikladem tohoto typu selekce je fetalni erytroblastdéza. S vyjimkou situace, kde p=q=0,5, je
moZné dosahnout rovnovazného stavu pouze za trivialnich podminek. Vzhledem k tomu, Ze netrividlni rovnovyzny stav p = q
=0,5 se snadno porusi (zejména v mensich populacich), prakticky vZdy za tohoto typu selekce dochazi k situaci, kdy se stale
zvysuje alelova frekvence alely s vyssi Cetnosti, coz mize vést azZ k jeji fixaci a ztraté alely druhé.

TYPY SELEKCE

1. Normalizujici selekce - uplatriiuje se pfi zachovavani soucasného stavu populace vylucovanim odchylek od normy
(napf. dédi¢né choroby).

2. Balancujici selekce - udrzuje v populaci uréity stupen polymorfismu (napt. preference heterozygot( - srpkovita
anemie).

3. Direkcionalni selekce - uplatriuje se zejména pri zméné vnéjsich podminek, jejim plsobenim je vybran nejlépe

adaptovany fenotyp. Jedna se o typické plsobeni pfirodniho vybéru ve smyslu klasického darwinismu (napft.
primyslovy melanismus nékterého hmyzu).

103. INBRED, PRiIBUZENSKE SNATKY A JEJICH RIZIKA

INBRED
Pojem inbred oznacuje kfizeni mezi ptibuznymi jedinci (doslovné vnitini krizeni). Jako pfibuzné oznadujeme takové jedince,

ktefi maji alespor jednoho spole¢ného predka. Tento spolecny predek nesmi byt oviem pfilis vzdaleny; z praktickych
davodi byvaji Gvahy o inbredu u lidi omezeny na spole¢ného predka nejvyse ve stupni pra-prarodice. U vzdalenéjsich
pfibuznych se efekt inbredu projevuje zanedbatelné. Nicméné, z evolu¢niho hlediska mohou byt vzdalené pribuzni i vSichni
jedinci jednoho urcitého druhu.

Inbred (angl. téZ inbreeding) a jeho studium ma znacny vyznam v praktickém Slechtitelstvi a chovatelstvi. V klinické genetice
se zkoumani pfibuznosti uplatiiuje v genetické konzultaci.

INBRED A JEHO MIRY
Dochézi-li k inbredu, zmensuje se pocet heterozygott a stoupa pocet homozygotl. Uvedené tvrzeni plati jak pro populaci,

tak i pro jednotlivé rodiny.

Pro zkoumani inbredu je vhodné zavést pojem alela spoleéna piivodem — alela IBD (Identical By Descent). Alela IBD je
takova alela, kterou jedinec zdédil od spole¢ného predka. Jsou to repliky (sekvencné shodné kopie) alely spolec¢ného
predka, které jsou v procesu reprodukce predavany potomkdm, tj. ptibuznym jedinctim (z nichZ néktefi mohou byt pro IBD
alelu homozygoty).

Kromé alel totoznych (identickych) rozliSujeme alely stejné (nebo téz stejného stavu), které nachazime v populaci u
nepfibuznych jedinct. Mohou to byt vSechny recesivni (nefunkéni, ztratové, patologické, ,,mutované”) alely pro nékterou
konkrétni AR nemoc, ale mohou to byt rovnéz dominantni (divoké, normalni, funkéni a funkéné shodné) alely téhoz lokusu.
Je zfejmé, Ze tyto funkéné shodné ¢i shodné nefunkcni alely nutné nemusi byt shodné, pokud jde o sekvenci.

Koeficient inbredu F vyjadfuje pravdépodobnost, zZe jedinec vznikly ptibuzenskym kfizenim bude mit obé alely sledovaného
genu totozné plvodem, tj. Ze jsou obé alely daného lokusu u tohoto jedince alely IBD.

1 n+1
Koeficient inbredu je: _F = | —
2

)



kde n je pocet generaci, Ci jinak, spojovych ¢ar rodokmenového schématu spojujicich inbredniho jedince (potomka
inbredniho spojeni) s jeho predky, ktefi jsou zdrojem alel IBD.

Koeficient pFibuznosti r popisuje pravdépodobnost, Ze namatkové vybrana alela u dvou pfibuznych osob je IBD alela.

1 T

2

4

kde n je opét pocet generaci (spojovych ¢ar rodokmenového schématu). Z porovnani hodnot koeficientl r a F vyplyva, Ze F =

V literature je zvykem popisovat struc¢né rodokmenovou situaci pomoci: r o=

1/2r; tedy, Ze r = 2F. Hodnoty obou koeficientl pro nejvysi stupné pfibuznosti uvadi tabulka.

Koeficienty r a F pro blizké pfibuzné:

Stupen
- . r F
pribuznosti
rodic-dité 1 1/2 1/4
sourozenci 1 1/2 1/4
stryc-netef 2 1/4 1/8
bratranci 1.
stupné 3 1/8 1/16
bratrancvl 2. 5 1/32 1/64
stupné

PRIBUZENSKE SNATKY
Z hlediska klinické genetiky predstavuji pfibuzenské snatky zvyseni rizika narozeni ditéte s AR (pfipadné polygenné
dedi¢nym) onemocnénim. Za predpokladu, Ze AR choroba je v populaci vzacna, pak alelova frekvence patologické alely je

nizka a pravdépodobnost vzniku homozygota pro alely IBD je relativné vysoka. Nejbézné;jsi typy pribuzenskych sriatkl jsou
sfatky bratrancu se sestfenicemi a druhych bratranctl a sestfenic.

Nase soucasné Ceské pravo zakazuje siatek mezi predky a potomky (tj. v linii pfimé) nebo mezi sourozenci (tedy bratr —
sestra) a u pribuznych do druhého stupné pribuznosti (stryc-netefr, prarodi¢-vnuk). Bratranec a sestfenice jsou pribuzni
tfetiho stupné a jejich svazek je podle ceského prava legdlni.

Podle fimsko-katolického kanonického prava je mezi strycem a netefi pfibuznost tfetiho stupné a mezi bratrancem a
sestfenici pfibuznost ¢tvrtého stupné a sfhatky mezi témito pfibuznymi jsou neplatné. Pfekazka pokrevniho pfibuzenstvi
mezi bratrancem a sestfenici je vsak biskupem dispensovatelnd, tzn. Ze biskup mUzZe z oprdvnéného divodu dat dovoleni
k takovému sniatku (dispens). Islamské pravo $aria siatky bratrancu se sestfenicemi nezakazuje, spiSe doporucuje.

Pro zajimavost: Charles Darwin a jeho manzelka Ema byli bratranec a sestfenice, podobné si vzali za manzelku svou
sestrenici spisovatel Edgar Allan Poe, byvaly profesor prazské némecké university Albert Einstein a fada dalSich osobnosti
politiky, védy a kultury.

Nejvyssi formou inbredu je incest — kfiZzeni mezi sourozenci, pfip. rodici a détmi. Tento jev je vzacny a kulturné nepfrijatelny
témér ve viech spolecnostech. Podil AR déti narozenych ze siatku bratrance se sestfenici zavisi na genové frekvenci a
mnozstvi snatkd tohoto typu v populaci — tzv. Dahlbergtiv vztah - zavislost relativniho podilu AR homozygotl narozenych ze
snatku bratrance se sestfenici na genové frekvenci a Cetnosti téchto siatkl v populaci.

INBRED V POPULACI
Modelovani populace s inbredem je obvykle zaloZeno na Uvaze, Ze relativni ¢ast populace (oznacena F) je pIné inbredni,
druha ¢ast populace (1 — F) je panmikticka.

Lze dokazat, Ze rozloZeni genotypu v takové populaci je:

genotyp AA Aa aa

frekvence p (p + Fq) 2pq (1-F) a(qg+Fp)




Lze opustit (nerealistickou) predstavu, Ze populace je sloZena ze dvou rozdilnych ¢asti, a nahradit ji Uvahou, kdy F
predstavuje pramérny koeficient inbredu v populaci. V populaci, ve které probiha inbred, nedochazi ke zménam alelovych
frekvenci, ale dochazi ke zménam ve frekvenci genotypl — ubyva heterozygott a pfibyva homozygotd.

Koeficienty inbredu pro lidské populace jsou obvykle velmi nizké, vyjimkou mohou byt tzv. izolaty. Izolaty mohou byt bud’
zemépisné (ostrovy, horska udoli) nebo spoleéenské (narodnost, ndboZenska sekta, apod.

GENETICKA ZATEZ POPULACE
V populaci se vyskytuji alely, které své nositele mohou poskozovat. Ucinek téchto $kodlivych alel se projevuje ve snizeni

relativni reprodukéni schopnosti jejich nositelll a z populaéniho hlediska predstavuji genetickou zatéz populace.

Geneticka zatéZ L je definovana jako rozdil primérné relativni plodnosti od relativni plodnosti maximalni:

L _ Wmnazr — ?-Uprum.
Wnax

Geneticka zatéz muaze byt v populaci udrZzovana rovnovahou mezi mutacemi a selekci, v tomto pripadé hovofime o mutacni
zatéizi. V pripadé, kdy je zatéz udrzovana preferenci heterozygotl, hovotfime o segregaéni zatézi. Lze dokazat, ze zatéz

populace L je linedrni funkci koeficientu inbredu: L =a-+ b ' F
kde a je velikost zatéze pro neinbredni populaci (F = 0) a b je velikost zatézZe pro inbredni ¢ast populace.

Geneticka z4téz v genomu jednotlivce je vyjadiena pomoci letdlnich ekvivalentt. Podle definice jsou to alely rlznych gend,
v genomu pfitomné v jedné davce (tedy v heterozygotnim stavu), které v homozygotni konstituci své nositele usmrcuiji.

Pocet letélnich ekvivalentl je metodicky stanovovan na zékladé porovndani idajli o Umrtnosti déti pochazejicich
z pfibuzenskych snatkd (je vhodné vybirat potomstvo s vysokou hodnotou F, tedy déti pochazejici z incest) s Udaji o
umrtnosti déti pochazejich z neptibuzenskych siatkl. Na zakladé analyzy vysledki z vice studii tohoto typu vyplynula a

v uéebnicich se traduje relativné vysoka zatéz clovéka ve vysi 4 letalnich ekvivalentd na genom jedince.

Podobnym zplsobem, jako jsou stanovovany letaini ekvivalenty, |ze definovat i poskozujici ekvivalenty. Opét se jedna o

v genomu v heterozygotnim stavu pfitomné ztratové alely takovych lokus(, které by v homozygotni konstituci zpUsobily
nejriznéjsi genetickd onemocnéni, kera sice poskozuji své nositele, ale neprojevuji se vyraznymi zménami plodnosti. Podle
puvodnich odhadl lze pocet poskozujicich ekvivalentti v genomu jedince odhadovat na 3-8.

Projekt mapovaéni lidského genomu a nové objevy na poli komparativni genomiky ukazuji, Ze plivodni (a mnoho let uvadéné
odhady) jsou zfejmé velmi podhodnocené. Ve skutecnosti bude letalnich i poskozujicich ekvivalentd v kazdém individualnim
lidském genomu nepochybné vyrazné vyssi mnozstvi (mozné je uvazovat o desitkach az stovkdach letdlnich ekvivalentd a
stovkéch az tisicich poskozujicich ekvivalent(), pfesné pocty je ovsem velice obtizné definovat, nebot pfesna definice obou
téchto pojm0 je dlouhodobé kriticky prehodnocovana (aneb nikoliv v kazdém pripadé je rozdil mezi patologickou mutaci a
polymorfismem jasné ohraniceny).

104. POPULACNiI POLYMORFISMY A JEJICH PRICINY

Populaci, kde alelova frekvence nejméné casté alely je vétsi nebo rovna 0,01 (tj. 1 %), oznacujeme jako polymorfni pro
dany znak. Fenotypové vyjadreni této alely pak oznacujeme jako bézny polymorfismus.

Je tfeba zdUraznit, Ze uvedend hodnota neni Zadnou hranici objektivni, ale pouze byla stanovena dohodou. Pokud je
zastoupeni nejméné Casté alely (obecné vice alel) v populaci < 1 %, pak se tato oznacuje jako ,vzacna“ alela (vzacny
polymorfismus) nebo jako ,mutace”.

Jakkoli by se mél pojem mutace pouZivat u téch variant genu, které vedou ke zméné (nej¢astéji patologické zméné) ve
fenotypu, Casto se, zejména v hovorové laboratorni mluvé, uvedené pojmy pouZzivaji bez rozliseni.



S prihlédnutim k vySe uvedenému, nékteré zdroje povazuji za vhodnéjsi vyjadiovat stupen polymorfismu namisto uvedené
,akademické” definice pomoci heterozygosity (heterozygotnosti)

M
populace (H), kterd je definovana: — _ 2

H=1-Y 1
kde m je pocet alel sledovaného genu a p je alelova frekvencte:i—l'é alely (plati, Ze py + p; ... + Py = 1).

Pozn. pokud ma studovany gen v populaci jenom dvé alely, pak p, je vlastné to bézné uzZivané q; pokud by mél gen v dané
populaci tfi razné alely, tak se p; pojmenovava zpravidla r atp.

V pfipadé, Ze v populaci sledujeme gen se dvéma alelami, kdy p = 0,99 (a q je tedy 0,01), pak H = 0,0198 (po zaokrouhleni
0,02); bude-li mit v jiné populaci tento gen p =0,7 (a q = 0,3), pak vypocteme H = 0,42. Pro jiny (hypoteticky) gen, ktery ma
v pfislusné populaci hned deset alel, kde u kazdé alely zjistime alelovou frekvenci 0,1, bude H = 0,9.

Heterozygotnost populace zavisi na zastoupeni jednotlivych alel ur¢itého genu v populaci a také na jejich poctu. Je zfejmé,
Ze heterozygosita populace H miZe nabyvat hodnot od 0 (v situaci, kdy existuje v populaci pro sledovany gen jedina alela)

do 1 (kdy se m, tj. pocet alel sledovaného genu, blizi k nekonecnu).

Polymorfismus v populaci mGze byt stabilni, kdy se alelové frekvence neméni, a pfechodny, kdy se zastoupeni alel
(kontinualné) méni.

Prikladem stabilniho polymorfismu je populace v H-W rovnovéze nebo polymorfismus udrZzovany preferenci heterozygotd,
pripadné mutacemi a zpétnymi mutacemi.

Pfechodny polymorfismus nachdzime napriklad v populaci, kde v disledku selekce proti recesivnim homozygotiim
zastoupeni recesivni alely kles3; tedy jedna z alel (recesivni) je postupné nahrazovana alelou druhou (dominantni).

105. MUTACE Z POPULACNIHO HLEDISKA, CETNOST MUTACI

MUTACE

V populacni genetice obvykle studujeme ,staré” alely, které jsou v populaci jiz urcitou dobu. Mutace jsou nastroj a
prostredek, kterym jsou vytvareny nové alely. Mutaci rozumime nahodnou trvalou dédi¢nou zménu genetického materialu,
muzZe byt chromosomova (napf. zlomy ci inekvalni crossing-over vedou k delecim a duplikacim) nebo genova (napf. bodova
mutace jako nasledek chyby pfi replikaci). Mutace mohou reprezentovat i poruchy mitézy ¢i meidzy (vedouci

k monosomiim, trisomiim aj.).

Proces mutaci z hlediska populacni genetiky pokladame za proces, ktery se opakuje s urcitou relativni ¢etnosti, tato ¢etnost
se oznacuje jako intenzita mutovani ¢i mutacni intenzita (téZ mutacni rychlost, mutacni spad; angl. mutation rate). Rozmér
mutaéni intezity je mutace/gen/generace. Mutaéni rychlost je velmi pomala — v prdméru asi 10®/gen, pFip. 10”°/konkrétni
par bazi DNA. Mutacni rychlost vSak neni stejna v celém genomu, lisi se od mista k mistu. Mistim, kde je vy3si nez uvedena
primérna, fikdme horké skvrny ¢i ,,hot spots”. Mista, kde je mutacni intenzita mensi nez primérna, se obdobné oznacuji
jako ,,cold spots”.

| kdyzZ je intenzita mutaci nizka, mdzZe se vytvofit mnoho novych mutantnich alel, protoZe ve velkych populacich je velky
pocet standardnich alel, které maji moznost zmutovat. V populaci o N diploidnich jedincich je 2N kopii kazdého genu, které
mohou zmutovat v kazdé generaci. To muZe vytvaret potencidlni variace v populaci — u 7 miliard lidi by takto mohlo vytvofrit
asi 14 miliard novych alel v kazdé generaci. Situace, zZe by doslova kazda alela jednoho konkrétniho genu byla zmutovéna

z jedné generace na druhou je vSak znacné nerealisticky predpoklad. Nicméné, tento maximalisticky pfiklad ma s poukazem
na dal$i odhad, tj. 25 000 aZ 30 000 genll v nasem genomu, spiSe poukazat na mutacni potencial velkych populaci.

A jesté jedna Uvaha: je-li intenzita mutace 10° na nukleotidovy par za generaci, pak v kazdé gameté (pokud DNA obsahuje 3
x10° par( bazi) budou prdmérné 3 nové mutace v kazdé generaci a kazdé nové oplozené vajicko ponese primérné 6
novych mutaci; pokud populace ¢lovéka dnes (rok 2013) ¢itd vice nez 6 miliard jedincd, pak vici pfedchazejici generaci bude
ta soucasna nést o 36 miliard novych bodovych mutaci vice.



Naproti tomu pravdépodobnost zmutovani jakékoli konkrétni alely je velmi nizka, takZze mutace ve velkych populacich
obvykle nezpUsobuji detekovatelné rozdily od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Bez plsobeni dalsich faktoru (selekce,
omezeny rozsah populace aj.) nemaji mutace moznost vyrazné ménit frekvence alel ve sledu sousednich generaci. Mutace
jsou navic ve vétsiné pripad( recesivni a fatalni v tom smyslu, Ze zplsobuji pfimo ¢i nepfimo ztratu reprodukéni schopnosti
(fitness je w = 0 a selekcni koeficient s = 1).

SPONTANNI MUTACE

Spontanni (samovolné) mutace jsou takové mutace, jejichz pricinu neumime presné urcit. Pvodni (standardni) alely mutuji,
jak vyplyva z pfedchoziho, velmi pomalu. Mutacni intenzity pro spontanni mutace u ¢lovéka jsou uddvany 10® a7 107
mutaci na jeden gen za jednu generaci. Pro nékteré geny, napf. X-vazany gen kédujici dystrofin, nejspiSe vzhledem k jeho
velikosti (je nejvétsim lidskym genem vibec, ma 79 exond, celkem 2,4 milionu par( bazi) se uvadi vyssi rozpéti 10” a3 10°
mutaci.

Zménu jedné alely (napf. A) na jinou alelu (napft. a, pricemz A ¢i a nemusi nutné znamenat alely dominantni a recesivni)
pojmenujeme jako mutaci ,,dopredu” (forward). V Ceské literature se pojem dopredu ¢i dopredna casto ani nepouziva a
prosté uZiti oznaceni mutace bez pfivlastku znamena tedy mutaci dopfednou, nevratnou. Jeji pravdépodobnost oznacime
.

Zména alely a na alelu A je nahlizena jako zpétna (vratna, backward) mutace a jeji Cetnost je oznacovana v (fecké pismeno
ny). Zpétné mutace je tfeba chapat fenogeneticky, tj. jen co se tyka fenotypu, nemuseji znamenat navrat k pdvodnimu
stavu ve smyslu molekularni genetiky (napf. reparaci dopredné mutace).

U nevratné mutace nedochazi ke zpétné mutaci a na A. Ihned po mutaci je jeji vyskyt v populaci minimalni, pokud je
velikost populace velka. Abychom se vyhnuli zméné frekvenci alel v disledku ndhody, budeme predpokladat populaci

s nékonecné velkou pocetnosti. A déle: s prihlédnutim k vySe uvedenému budeme uvaZovat mutaci, ktera ma maly efekt na
schopnost preZiti a reprodukci, a pro kterou selekce znatelné neovliviiuje jejich frekvenci.

Znadme-li intenzitu mutace (u), mdZzeme odhadnout zménu ve frekvenci alel za jednu generaci. Alela A mutuje intenzitou p
na alelu a; pg a qg jsou plvodni frekvence alel pfed mutaci a p; a g, frekvence po mutaci. Nové Cetnosti alel A a a pak budou
P1=Po- K Poad;=do+HPo; neboqg; =(1-py).

Zména Cetnosti alel za jednu generaci bude:
Ap = p1 = Po = (Po- K Po) = Po = -H Po
Ag=q;—0o=(do + K Po) = Go = +H Po

Frekvenci alely A (pGvodni alela lokusu) v dlisledku mutaci opakujicich se po t generaci mizZeme vypoditat jako:  p,=pg (1
t
-

kde p; je frekvence plGvodni alely (A) v t-té generaci a (1 - n) predstavuje podil alel pdvodniho typu, které nemutuji kazdou
generaci.

Vliv mutace na zménu frekvence alely je extrémné slaby. Jestlize se v nulté generaci vyskytovala pouze alela A (po = 1), pak
s mutaéni intenzitou 107 by bylo zapotrebi témér 70 tisic generaci, aby se ¢etnost alely A sniZila na p,=0,5.

V pfipadé zpétné (vratné) mutace, je mutacni tlak na frekvenci alely A z obou smér(; doprednd (forward) mutace vede ke
snizeni p, zpétna (backward) mutace vede ke zvyseni p.

Nové cetnosti alel A a a pak budou
P1=Po- K P+ Vo
G1=0Qo+MUpPo—Vdo  (neboq;=(1-p,)

a zména Cetnosti alel za jednu generaci:
Ap =p1—po=(pPo- MK Po+ Vo) = Po=-H P+ Vdo
Aq =q;—0o=(go + 1 Po— Vdo) — do = +K Po — Qo



Probihaji-li v populaci soucasné mutace a zpétné mutace, je mozné ocekavat genetickou rovnovahu. Rovnovaha je
dosazZena, kdyz frekvence p zGstdva konstantni z generace na generaci (ztrata alely A mutaci na a je presné kompenzovana
ziskem alely A ze zpétné mutace):

pu=qv nebo p/q=v/u

Hodnota rovnovaziné frekvence alely A je:  p'= prown. = V/UL +V
Analogicky, hotnota rovnovazné frekvence alely a je: ¢'=Qoun, = WU+ V

V pfipadé, kdy = 10%av=10", je rovnovazina frekvence alely A rovna p,q.,. = 0,091. DosazZeni této rovznovazné hodnoty p
a g vyzaduje desitky tisic (priblizné 50 000) generaci.

INDUKOVANE MUTACE

Doposud neni k dispozici preventivni metoda, ktera by umoznovala sniZit intenzitu spontannich mutaci. Naopak je znama
fada faktor(, které mutacni intenzitu zvysuji. Proto je tfeba (z medicinsko-preventivniho hlediska) plsobeni téchto vlivl na
populace minimalizovat. Tyto faktory jsou souhrnné oznacovany jako mutagenita, mutagenni faktory. Casto se jako
synonymum mutagenity, zejména v klinické genetice, pouziva termin genotoxicita, pfip. genotoxické vlivy. Mutagenni
faktory mdzeme rozdélit na faktory biologické, chemické a fyzikalni.

Biologické faktory
MUzeme je déle rozdélit na exogenni (environmentalni) a endogenni (interni). Z ¢isté zevnich mutagennich faktorl

biologické povahy je pak tfeba jmenovat retrovity, u kterych dochazi v ramci jejich replikacniho cyklu k ndhodné integraci
virové genetické informace do genomu hostitelské buriky, ¢imz mGze dojit k naruseni sekvence (tj. k mutaci) urcitych gend.
U drosofily byl prokazan mutagenni efekt nékterych dalSich vird; podobny efekt byl prokazan pro nékteré lidské nadory.

Nové studie ukazuji, Ze mutagenni u¢inek mdze mit i plsobeni nékterych bakterii (napf. H.pylori); oxidacni produkty
vznikajici v pribéhu zanétlivé reakce mohou poskodit DNA, ¢asto v genech, jejichZ produkty jsou Géastny pri opravach DNA
(tzv. DNA repair, reparace DNA), coz muze vést az k nadorové transformaci bunék napt. zaludeéni sliznice.

Mezi biologické faktory endogenni je tieba zaradit faktory genetické, kdy napt. poruchy reparacnich mechanism( vedou ke
zvyseni poc¢tu mutaci. Také presuny transposont v nasem genomu mohou mit mutagenni Ucinek; jejich inserce pfimo do
gend Ci jejich regulacnich oblasti miZe poskodit témito geny fizené funkce.

U ¢lovéka byl prokazan vyssi vék muzi jako cCinitel zvySujici pocet mutaci pro nékteré geny (napf. achondroplazie, AD
porucha vyvoje kosti vedouci k trpasli¢imu vzristu, AD neurofibromatdza 1. typu nebo von Recklinghausenova nemoc).

Chemické faktory

Mutagenni efekt byl experimentdlné prokazan pro celou fadu chemickych sloucenin. Z Iékafského hlediska je tfeba
zdUraznit, Ze fada lékl je prokazatelné nebo potenciondlné mutagenni (napf. cytostatika, Iéky pouzivané pti Iécbé
nadorového bujeni). Vzhledem k tomu, Ze se lidé dostavaji neustale do styku s novymi vyrobky (napft. s plasty, lepidly,
natéry ¢i impregnacemi), je tfeba provadét testovani novych latek na jejich mutagenitu.

S prihlédnutim ke znaéné nakladnosti podobnych testl na savcich se bézné pouziva postupl méné nakladnych, napf.
testovani na kulturach bakterii, kvasinek a savcich bunék.

ProtoZe nelze vyloucit moznost zmény pivodné neskodné latky na mutagen metabolickymi procesy exponovaného jedince,
je takovy test ¢asto provadén po inkubaci zkoumané latky s jaternim homogenatem.

Nicméné, testy mutagenity na bakteriich, kvasinkach atd. (dokonce ani po pouziti externiho enzymatického systému a
podobnych prostfedkd) nemuseji odhalit redlné mutagenni riziko pro ¢lovéka.

Fyzikdlni faktory

Z fyzikélnich mutagennich faktor( je nutno na prvnim misté jmenovat ionizujici zafeni, které patfi k tém nejvice
prozkoumanym mutagennim ¢initelm. Pro drosofilu (a nékteré dalsi organismy) byla prokazéna jednoducha linearni
zavislost Cetnosti mutaci na davce zareni, efekt je zavisly pouze na celkové davce a nezavisi na zplsobu aplikace (chronické
dlouhodobé ozarovani oproti jednorazové velké davce). Pro savéi modelové druhy i ¢lovéka byla linedrni zavislost prokazana
pouze pro malé a stfedni davky, pfi vysokych davkach byl mutagenni efekt nizsi.



U Uplné malych davek je velmi problematické viibec néjaky efekt prokazat; tento efekt maze byt nulovy nebo dokonce jako
disledek aktivace reparacnich procest mize byt detekovano mensi mnozstvi mutaci nez bez expozice. Podobné, ozarovani
rozdélené do opakovanych mensich davek mélo mensi mutagenni efekt nez stejné velka davka podana jednorazové. Tyto
odchylky je mozné vysvétlit bud' jako usmrceni bunék citlivych vici zafeni nebo jako nastartovani reparacnich mechanismd,
pfipadné jako kombinaci obou téchto mozZnosti.

Absorbovana davka zareni se uvadi v jednotkach gray (Gy = J/kg). Jeden gray odpovida energii zafeni jednoho joulu
absorbované jednim kilogramem latky. Starsi jednotkou byl rad, pricemz 1 rad = 0,01 Gy. Pro jednoduchost se musi pouzivat
vzdy jednotky gray pro absorbovanou dévku a sievert pro ekvivalentni davku, jejiz rozmér je shodny (1 Sv = 1 J/kg).

Gray je mirou fyzikalnich ucink( ionizujiciho zareni, ktera nevyjadfuje jeho Ucinky na Zivé organismy. Naproti tomu sievert
(Sv) je jednotka, ktera vyjadfuje biologické ucinky zareni, v zavislosti na druhu zafeni a jeho energii. Absorpce zareni gama

v davce 1 Gy celym télem clovéka odpovida davkovému ekvivalentu 1 Sv a u vétsiny ozarenych neni smrtelna. Naproti tomu
stejnd ddvka 1 Gy v pfipadé rychlych neutronl odpovidd davkovému ekvivalentu 20 Sv, ktery vede k jisté smrti béhem
nékolika dni. Pfitom v obou pripadech jde o energii jen 70 J (uvaZzujeme-li jedince o hmotnosti 70 kg).

Zdvojnasobujici davka je takova ddvka zareni, kterd zdvojnasobi mnoZstvi spontannich mutaci. Pro mys je odhadovana na
0,3 - 0,8 Gy, pro clovéka udaje chybi. Vzhledem k pomérné spatné definovatelnosti zdvojnasobujici davky je jeji pouzivani
predmétem vyhrad fady odbornik(. Podstatné épe Ize zdvojnéasobujici davku definovat pro chemické mutageny ¢i pfimo
Iéky.

Odhaduje se, Ze napf. gonady Clovéka dostanou béhem plodné periody (30 let) z pfirozenych zdroja priblizné 30 mGy a
v civilizované spolecnosti obdrzi priblizné stejnou davku ze zdrojd umélych. Je tfeba zddraznit, Ze na této ddvce se do
znaéné miry mlze podilet Iékafské vyuZivani zafeni, ponejvice asi rentgenova diagnostika.

Na druhou stranu Iékafska rentgenova vysetfovaci technika prodélala v poslednim dvacetileti, v Evropé i v nasi zemi,
zasadni vyvoj, ktery umoznil snizit davky pro vysetfovaného i pro zdravotnicky personal. Také prvky ochrany aktivni i pasivni
se zdokonalily. Pfehnany strach o zdravi své a svych blizkych podporovany démonizaci rentgenového zareni (napf. ze strany
nékterych médii) neni na misté. Pfipady, kdy manzel (partner) ostfe protestuje proti snimkovani své (potencidlné) téhotné
manzelky (partnerky), ale v zapéti ji pozve na dovolenou do jizni Asie, nejsou ojedinélé. Pfitom dlouhé (napft.
transatlantické) lety letadlem predstavuji daleko vétsi zatizeni zafenim neZ napf. jednorazovy rtg snimek plic.

Typické hodnoty efektivnich davek pro vybrana konvencni rentgenova a CT vySetieni dle Statniho uradu pro jadernou
bezpecnost Ceské republiky (SUJB) a Statniho Ustavu radiaéni ochrany (SURO)

CT — pocitacova tomografie, IVU — intravendzni urografie, PA — pfedozadni (projekce)

. L, Typlckel efektivni Pfiblizna doba pro stejné
Diagnosticky vykon davky v , .o
ozdrfeni z pfirodnich zdrojd
(mSv)
Konvenc¢ni rentgenova vysetreni
Koncetiny a klouby <0,01 <1,5dne
Plice (jeden PA snimek) 0,02 3 dny
Lebka 0,07 11 dni
Mammografie (screening) 0,1 15 dnd
Kycle 0,3 7 tydnl
Panev, hrudni pater 0,7 4 mésice
Bficho 1 6 mésicl
Bederni patef 1,3 7 mésica
Polykaci akt 1,5 8 mésicl
VU 2,5 14 mésicl
Vysetreni zaludku, stfevni pasaz 3 16 mésicl
Irigoskopie 7 3,2 roku
CT vysetieni




hlavy 2,8 1 rok
hrudniku 8 3,6 roku
bficha nebo panve 10 4,5 roku

Hodnoceni rizika pfi ozareni malymi davkami

Velikost efektivni davky Riziko
nizsi nez 0,1 mSv zanedbatelné
0,1 mSv—1 mSv minimalni
1 mSv—10 mSv velmi nizké

10 mSV - 100 mSv nizké

MUTACNE — SELEKCNi ROVNOVAHA
Probiha-li v populaci sou¢asné mutacni proces z alely A na alelu a a selekce proti recesivnim homozygotim aa, je mozné
ocekavat rovnovahu: grevn = VH/S.

Pro vzacna AD onemocnéni je p velmi malé, proto g=1. Probiha-li v populaci mutaéni proces ze standardni recesivni alely
alely a na alelu A a sou¢asné téz selekce proti dominantnimu fenotypu, je oéekavana rovnovéha: p,oyn. = q X V/s =v/s q
=1

Klasické metody odhadu mutacnich intenzit u ¢lovéka jsou zaloZeny na vyse uvedenych rovnicich, kdy pfi zndmém s a zndmé
alelové frekvenci mGzeme vypoditat hodnoty mutacnich intenzit.

Mutacné selekéni rovnovaha se nékdy znazorniuje modelem, kde je pod vodovodnim kohoutkem umisténa nadoba s otvory
v bocnim plasti, které jsou v fadé pravidelnych vzdalenostech. Voda v této nadobé dosahne vidy konkrétni hladiny

v zavislosti na mnoZstvi vody pfitékajici do nddoby z kohoutku (mutacni spad) a mnozZstvi vody, kterd mlze z nadoby vytéci
otvory (selekce). Zvysi-li se pfitok do nadoby, bude hladina vody stoupat az do okamziku, kdy se odtok vody otvory v boku
nadoby vyrovna pfitoku. Tedy: ¢im vyssi je mutacni spdd, tim vice mutovanych alel bude predmétem selekce, aZ bude
dosazeno (nové) rovnovahy.

I

- 1
) <——mutace —

|
S | @il
| .
NS |
B .
" selekce

Spinalni muskularni atrofie (SMA) je neurodegenerativni onemocnéni zplisobené mutacemi postihujicimi gen SMN1 na
chromosomu 5. Dédi¢nost SMA je AR a nej¢astéjsi mutaci (homozygotni az u 93 az 95 % postizenych) je delece 7. exonu
genu SMN1. Tato mutantni alela je tak druhou nejcastéjsi alelou (po delF508 u cystické fibrézy) pro autosomalné recesivni
chorobu; jeji frekvence (q) v kavkazské populaci se blizi 0,01. Selekéni koeficient (s) se odhaduje na 0,9.

Proto by se dalo ocekavat, Ze tato alela bude davno z populaci vyloucena, nicméné se vyskytuje s pravdépodobnosti 1:100.
Pokud dosadime obé uvedené hodnoty do vzorce, tj. u = qzs a vypocteme:
pu=1/10000x0,9=9. 107, totiz, Ze v jedné generaci dojde k 9. 10°° mutacim typu delece exonu 7.

Pti testovani 340 postizenych se SMA a jejich rodica bylo zjisténo, Ze sedm z téchto rodi¢li nemélo tuto mutaci, coz doklada
vznik 7 Uplné novych mutaci tohoto typu. Mutacni spad takto zjistény je tedy 1,1 x 10, co? je dosti blizko odhadu.



Tay Sachsova choroba (GM2 gangliosidosa), autosomalné recesivni onemocnéni zplsobené nedostatkem lyzosomalnich
hydrolas, ma prdmeérnou incidenci (tedy qz, za predpokladu panmixie) priblizné 2 x 10°%; proto by zastoupeni (g) mutované,
nemoc vyvolavajici alely mélo byt asi 1,4 x 10 Déti, jeZ trpi Tay-Sachsovou chorobou, ktera patfi mezi tvz. stftadava
onemocnéni vede k vyraznému poskozeni bunék CNS, obvykle umiraji béhem dvou let (tj. s = 1). Pokud by pro tuto nemoc
platila mutacné-selekéni rovnovaha, mizeme odhadnout mutacéni spad - u= 2 x 10°®,

Pozn. nazev gangliosidu GM2 je odvozen z angl. ganglioside, monosialic — obsahuje jednu molekulu kyseliny sialové, a 2 se
vztahuje ke skutecnosti, Ze to byl druhy objeveny monosialovy gangliosid.

106. MIGRACE, TOK GENU

MIGRACE

Opustme jeden z omezujicich predpokladi, Ze (sub)populace jsou uzaviené (izolované) a predpokladejme, Ze nékteré
(sub)populace si budou vyménovat své pfislusniky s ostatnimi. Relativni ¢ast migrujicich jedinct oznacujeme jako m; pfi
emigraci (vystéhovani) m jedincl z urcité subpopulace v ni zbude 1 — m jedincd.

Pokud plvodni alelova frekvence alely A v této subpopulaci byla p;, pak po emigraci m jedinc( zbyva v této subpopulaci p;
(1-m).

Predpokladejme, Ze primérna frekvence alely A v ostatnich subpopulacich (pfip. celé velké populaci) je p, pak podil
imigranti (pfistéhovalcli) m do sledované subpopulace pfinese celkem pm alel A. Po jedné generaci takovéto migrace je
frekvence alely A rovna: p’; = p; (1 = m) + pm = p; — m (p; — p). Zména alelové frekvence se pak stanovi jako: Ap; = p’;— p; = -m
(pi—p).

Jestlize je p vétsi nezZ p;, pak Ap; je kladné a frekvence alely A v subpopulaci stoupa. Je-li p mensi nez p;, pak frekvence alely
A v subpopulaci klesa. Rovnovazny stav je dosazen, kdyzZ p; = p.

Z uvedeného vyplyva, Ze migrace pUsobi postupné vyrovnani alelovych frekvenci mezi subpopulacemi.

Pfi znalosti hodnot frekvenci alely A v obou subpopulacich |ze algebraické Upravy rovnice vyse uvedené pouzit ke stanoveni

’

podilu imigrace m: je-li p’i—p;=-m(pi—p), pak m=p’;—p;/ p-pi

KdyZ jedinci migruji z jedné populace do druhé, avsak s rozdilnymi alelickymi frekvencemi, zpisobi to odchylku od H-W
rovnovahy, tedy pokud se budou migranti panmikticky (nahodné) kFizit (rozmnoZovat) s pfislusniky populace ptvodni.

PRIKLAD: Jedna populace ma alelické frekvence p = q = 0,5 a druha populace mé p = 0,9 a g = 0,1. Obé populace jednotlivé
jsou v H-W rovnovaze. Smichejme po 100 jedincich z kazdé populace. Migraci ¢asti jedné populace do ¢asti druhé populace
se vyrazné zménily alelické frekvence p a q. Navic je nové vznikla populace v nerovnovaze, coz jsme si ovéfili statisticky
pomoci )(2 testu.

Celkem Ocekavano 2
Genotyp Populace 1 Populace 2 nalezeno podle H-W X
AA 25 81 106 98 64/98
Aa 50 18 68 84 256/84
aa 25 1 26 18 64/18
p1=0,5 p>,=0,9 p:=0,7 Celkem
0,=0,5 q,=0,1 a:=0,3 X’ =7,25

)(Z (chi kvadrat) test ma v genetice ¢etné aplikace. Testovacim kritériem je druhd mocnina rozdilu mezi pozorovanou a podle
prislusné hypotézy teoreticky ocekavanou hodnotou délena ocekdvanou hodnotou; hodnota kritéria takto vypoctena se
porovnava s hodnotami meznimi, kritickymi pro zvolenou hladinu statistické vyznamnosti a stupen volnosti, cozZ je pocet
radkd polozek minus 1. Hodnota testovaciho kritéria v nasem prikladg, tj. soucet pro vsechny fadky tabulky, je 7,25,
tabulkova hodnota pro 2 stupné volnosti je 5,99.



Do H-W rovnovahy se populace dostane po jedné generaci panmixie !!!
e aZpo jedné generaci panmixie (panmixie, ndhodné krizeni s migranty jako nutna podminka)
e  jiZz po jedné generaci panmixie (jedina generace staci)

Pokud vsak imigrace byla jednorazova, tj. zGstane-li nové vznikla sub(populace) jiz nadale uzavienou, mohou alelické
frekvence v ni zstat trvale odlisné od okolnich subpopulaci (tedy od subpopulace 1 a 2).

Takto mZe nékolik malo jedincd kolonizujicich néjakou novou oblast zpUsobit efekt zakladatele (founder effect), kde

nékolik z plvodnich osadnikd bylo nositeli mutované alely.

Jinym prikladem (kombinuje se s efektem hrdla) je vySe uvedena Tay-Sachsova choroba, vrozena vada metabolismu (AR)
s neurologickou symptomatologii, ktera se vyskytuje s vysokou frekvenci u Zidd z vychodni Evropy (askendziti Zidé,
Askenazové).

Dal$im prikladem mohou byt AmiSové (ndbozZensky izolat), ktefi se odvozuji jako potomci jediného paru (do severni
Ameriky ptisli v r. 1744); v této komunité je bézny Ellis-Van Creveldiv syndrom (trpasli¢i vzrist a Sestiprstost). Mezi
Afrikanci v jizni Africe je vysoka frekvence Huntingtonovy choroby (AD) — dnes asi 1 na 300; choroba byla vystopovéna
k jedinému muZi z prvni lodi, kterd osadniky pfivezla z Holandska v r. 1652.

Podobné pro nemoc porphyria variegata (v soucasnosti az 30 tisic prenasec¢t mezi Afrikénci) vede stopa k jedinému paru,
ktery na jih Afriky pfiSel v r. 1688. Konec¢né, mezi asi 10 000 ¢leny Fundamentalistické Cirkve JeZiSe Krista Svatych Poslednich
Dni je vysoky vyskyt deficitu fumarasy (zplisobuje encefalopatii a mentalni retardaci). Tato komunita praktikuje jak
endogamii (snatky v ramci ohrani¢ené komunity, ¢asto jde o pfibuzenské snatky), tak polygynii (mnohoZenstvi), a odhaduje
se, ze 75 aZz 80 % clend komunity jsou pokrevni pribuzni jen dvou muZd, zakladateld komunity ve 30. letech 20. stoleti.

DELENi MIGRACI
podle motivu
e  ekonomicka
. politickd
. naboZenska
dalsi déleni
e  vnitrostatni x mezistatni (emigrace, imigrace)
. dobrovolnd x nucena

Migrace je spolu s porodnosti a imrtnosti klicovym prvkem v procesu populaéniho vyvoje a vyrazné ovliviiuje spolecenské a
kulturni zmény obyvatel na vSech uUrovnich. S ekonomickym rozvojem se intenzita migrace dale zvysuje.

TOK GENU

V protikladu k ndhodnym zménam genovych frekvencich v malych populacich, které jsou nasledkem genového posunu
(ndhodnd zména v genové frekvenci v malych populacich), vznika ve velkych populacich plynuld zména genové frekvence
vlivem genového toku.

K tomu dochazi predevsim mezi diléimi populacemi prostfednictvim migrujicich jedinc(.
e  Typickym pfikladem je plynuly pokles frekvence alely D systému krevnich skupin ABO pfiblizné od 0,3 ve vychodni
Asii po 0,6 v zapadni Evropé.
. Dalsim prikladem je vtékani , bilych“ gent do genofondu Afroameri¢and.

107. STRUKTURA POPULACI, GENOVY DRIFT, VYZNAM PRO EVOLUCI

STRUKTURA POPULACI
Jednim ze zékladnich omezujicich pfedpokladid pti konstrukci zakladniho populaéniho modelu byla velikost (pocet jedinc()
populace, kdy jsme predpokladali v populaci velmi velky (az nekonecné velky) pocet jedincC.




Vzhledem k tomu, Ze realné populace tomuto predpokladu obvykle neodpovidaji, budeme se zabyvat problematikou
populaci s omezenym poctem jedincl. V takovych populacich v zévislosti na velikosti populace se mohou uplatriovat
nahodné déje.

GENOVY DRIFT
Predpokladame populaci, kde pocet jedincli oznac¢ime N, pak pfi gametogenezi vznika fadové nékolikanasobny pocet gamet
proti poCtu jedincd.

Z tohoto velkého mnoZstvi gamet se pfi vzniku zygot uplatni pouze mala ¢ast, kterd za predpokladu platnosti ostatnich
omezujicich pfedpoklad(l pfedstavuje ndhodny vybér z velmi rozsahlého souboru. Gamety maji tu vyhodu, Ze jsou haploidni,
takZze mdzZeme snadno konstruovat model gametické urny. Jestlize md gen A v populaci dvé alely: A s relativni ¢etnosti p a
alelu a s relativni ¢etnosti g, pak gamety obou genotypl (A, a) v gametické urné maji relativni ¢etnosti p a g a ndhodny
vybér 2N gamet z této gametické urny je dan jako rozvoj dvojélenu: (p + q)2N

Ve vsech generacich je primérna alelova frekvence p = q = 0,5, avsak postupné pribyva homozygotd. Tyto zavéry pro malé
populace mj. koresponduji s tim, co je uvedeno u pfibuzenskych snatkd. Totiz, Ze se zvySuje podil homozygotd v dalsi
generaci, ale neméni se frekvence alel v populaci.

V populacich, které nejsou velké, dochazi k ndahodnému kolisani alelovych frekvenci, tento déj oznacujeme jako nahodny
genovy posun nebo genovy drift. Ke kolisani (undulaci) alelovych frekvenci kolem hodnot H-W rovnovazného stavu dochazi
i ve velkych populacich, v téch malych vsak je vyraznéjsi s napadnym, ¢asto zasadnim efektem. Genovy (geneticky) drift

v malych populacich se dd modelovat rlznymi zpdsoby.

Kolisani alelovych frekvenci v malé populaci (pocet jedincl v populaci N = 10) je, pro ¢tyfi populace modelované pocitacem,
zachyceno na obr. 13.14. Takovychto populaci a vyvoj alelickych frekvenci v nich mlze pocitacovy program generovat
desitky i stovky a nasledné vysledky statisticky zpracovat. Jednoduché pocitacové programy pro takové (akademické ¢i
domaci) modelovani Ize najit volné dostupné na internetu.

Probiha-li drift v populaci dostate¢né dlouho, po urcité dobé dochazi k fixaci jedné z alel (frekvence této alely je pak 1, tj.
100 %), tedy populace je tvofena pouze homozygoty jednoho typu. Druha alela je ztracena (jeji frekvence dosahne 0),
dochazi k jeji extinkci. Dospéje-li populace do stadia fixace, pak jiz nemuze byt drift ucinny.

Pocet generaci, béhem nichz k fixaci jedné alely a extinkci alely druhé dojde, se oznacduje jako doba fixace (tfyacc). Primérna
doba fixace (Tiiace) zavisi na velikosti populace a pavodnich alelovych frekvencich; byla odhadovana podle nékolika
rGznych rovnic, mj. podle toho, zda se Gc¢astni vyhradné drift (v populacich vyrazné malych) nebo drift a selekce (v
populacich jen o néco vétsich).

Podle jedné z nich je dana jako: Tface =-4N.(p.Inp+q.Inq)
kde In je pfirozeny logaritmus, pro p =q = 0,5 je Tfyace = 3N.

Pro vSechny situace, kdy je pocatecni zastoupeni jedné alely mensi nez druhé, se doba fixace zkracuje, napf. pro p = 0,3 (tj.
g =0,7) i situaci zrcadlové opacnou (p =0,7 a g = 0,3) je doba fixace asi 2,5 N.

Drift je hlavni pfi¢inou genetickych rozdilti mezi subpopulacemi. Nasledkem puUsobeni genového driftu je vidy stadium
fixace jedné nebo druhé alely, jenom to muze v zavislosti na velikosti ,malé” subpopulace ,trvat” desitky Ci stovky generaci.
Lze dokazat, Ze pravdépodobnost, Ze bude fixovana alela A nebo alela a je rovna p Ci resp. g, tedy stejna jako byly frekvence
téchto alel v plvodni populaci. A opacné: pravdépodobnost, Ze urcita alela vymizi, odpovida doplriku pocatecni frekvence
této alely do 1. Tedy pravdépodobnost extinkce (vymizeni) alely A je g (tj. 1 — p) respektive pravdépodobnost extinkce alely
ajep (tj. 1 —q). Je tfeba zdlraznit, Ze jakmile je populace, resp. subpopulace ve stadiu fixace, pouhy proces driftu jiz
nemUzZe tuto situaci zménit.

Jelikoz je geneticky drift méritelné ucinny jenom v malych populacich, musel hrat hlavni tlohu v ¢asnych stadiich evoluce
¢lovéka, kdy nase populace byly malé. Nicméné, dokonce i ve velkych (a rozvinutych) statech jak jsou napf. dnesni USA,
existuji malé, kulturné izolované komunity jako jsou napf. Amishové nebo Dunkefi ve venkové v Pensylvanii a Hutterité na



Stredozapadé. Snatky se povétsinou uzaviraji uvnitr téchto komunit, z hlediska reprodukce se tedy jedna o uzaviené
skupiny. V takovychto subpopulacich je geneticky drift patrné stale jesté dalezitym evoluénim mechanismem. Napf¥.
komunita Old Order Dunker byla v izolaci po vice nez 220 let, kdyZ byla v 50. letech studovana a jako projev driftu se uvadéji
zmény frekvenci krevnich skupin.

Rada populaci prochazi ,hrdlem lahve“ (angl. bottleneck), kdy je populace pocetné redukovana (migrace, klima, nemoci,
hladomor). A protoze tato mala ¢ast (vzorek) z populace mlze mit distribuci alel nendhodnou, bude mit populace, az jeji
velikost bude opét rist, rozdilné alelické frekvence od plavodni populace pred pocetni redukci (pfed , bottleneckem®).

Evolucni vyznam genového posunu: genovy drift vyvola podstatné zmény genetické struktury populace (ve sméru
homozygotizace) a prispiva ke vzniku genetickych diverzit (rozmanitosti) mezi populacemi.

EFEKTIVNI VELIKOST POPULACE

Zmény v genetické stavbé populace, zplsobené vyhradné ndhodou — genetickym driftem — jsou relativné malé ve velkych
populacich, ale mohou zasadné ovlivnit evoluci malych populaci; ¢im je populace mensi, tim je vliv nahody vyraznéjsi.
Predmétem diskusi mezi evolu¢nimi biology je, jak mala populace je uz dost mald. Obvykle se ale vice zajimaji o efektivni
velikost populace.

Demograf ¢i ekolog pfi popisu urcité populace determinuje jeji velikost po¢tem jedincd = N (census), ale z genetického
hlediska to mize byt ponékud sloZitéjsi. V realné populaci totiz neni reprodukéni schopnost kazdého jedince shodna, nebot
je ovlivnéna raznymi — individualnimi faktory. Néktefi jedinci tak mohou zanechat potomki vice, jini se rozmnozovani
nezudastni viibec — a to vse ovliviiuje genetické sloZeni dané populace v dalSich generacich.

Pro spravné zhodnoceni velikosti populace z genetického hlediska tak nestaci prosty pocet jedinc(, Wright (1931) proto
zaved| koncept , efektivni velikost populace” (N.), coZ je pro aktudlni populaci takova hodnota, ktera vyjadfuje velikost
idedIni populace majici stejnou velikost nahodného genetického driftu jako populace sledovana. V zasadé jde tedy o pocet
jedincd, ktefi skuteéné prispivaji svymi geny do genofondu dalSich generaci. Pfi vypoctu efektivni velikosti populace je tfeba
zohlednit rGizné dalsi faktory, napriklad pomér pohlavi, respektive relativni zastoupeni samct a samic ve sledované populaci,
které v redIné populaci jen vyjimecné bude odpovidat idedalnimu poméru 1:1 Dale je tieba uvazovat faktory jako fluktuance
ve velikosti populace, vékova struktura populace a moznost prekryvani jednotlivych generaci apod. Z vySe uvedeného je
jasné, Ze metodika vypoctu — zahrnujici jesté dalsi faktory — bude jind pro lidskou populaci a jind pro populaci (napft.)
velkého predatora ¢i naopak drobného hlodavce.

S vyuzitim pojmu efektivni velikost populace se setkame ¢asto v ramci ochrany ptirody, kdy pfi hodnoceni stavu ohrozeni
urc¢itého druhu musime dakladné znat jeho biologii a ekologii, aby bylo mozné odhadnout, jak velka populace je jesté
schopna mit dostatecné velikou genetickou variabilitu pro zachovani daného druhu.

ASORTATIVNi PAROVANI

Nahodny vybér partnera pro kfizeni (podminka H-W zakona) se v lidskych populacich odehrava zfidka. Nenahodné
sestavovani rodi¢ovskych par(, tedy preferencni kfizeni urcitych genotypl muZe vést k poruseni H-W rovnovahy. Spolu
s pribuzenskym krizenim predstavuji hlavni typy odchylek od nahodného péarovani, od panmixie.

Pti vybérovém (asortativnim) parovani je volba partnera zaloZena na fenotypovych rysech, pticemz z téchto se mohou
(podvédomé) odvozovat ty genotypové. Pokud si jedinci zamérné vybiraji takové partnery, ktefi se jim fenotypové podobaji,
jedna se o pozitivni vybérové parovani (homogamni). V pfipadé, Ze voli partnery fenotypové odlisné, jde o negativni
vybérové parovani (heterogamni nebo disasortativni). Lidska spolecenstvi upfednostriuji az v 80 % pripadl pozitivni
asortativni parovani.

Studie pozitivniho asortativniho parovani u lidi prokazaly podobnost (pozitivni korelaci) u vétsiny parU ve vice znacich,
nékdy v mnoha znacich, jako jsou populacni prislusnost, spolecny jazyk, nabozenstvi — téz politickd ideologie,
socioekonomicky status, vék, intelektualni schopnosti, inteligenéni kvocient, vzdélani, fyzicka atraktivita (mdZe znamenat
genetickou kvalitu), antropometrické rozméry (nejen vyska postavy, ale mj. i délka prstu), ale tfeba i barva vlast a o¢i. Jedna
z teorii predpoklada, Zze volba partnera podle zasad asortativniho parovani mlze zvysit manzelskou stabilitu a tim také zvysit
plodivost bez potreby biologického zvyseni plodnosti.



Tento druh vybérového chovani, kde neni parovani genotypl ndhodné, ma také dopad na celkovy stav populace.
Asortativni parovani neméni zastoupeni jednotlivych alel, avsak zvysuje proporci homozygotnich jedincd. Pfi ndhodném
(panmiktickém) parovani by vyskyt jednotlivych genotypl (pfi vychozim p = g = 0,5) odpovidal H-W pomeéru, tj. 25 % AA : 50
% Aa : 25% aa. Za situace, kdy by doslo k Uplnému pozitivnimu vybérovému pdarovani a parovaly se pouze shodné fenotypy
(AA x AA, Aa x Aa, aa x aa), poCet homozygotl by se zvysil (aZ na 42 %) na Ukor poctu heterozygotl (16 %).

Prikladt negativniho vybérového (disasortativniho) parovani neni zdaleka tolik, napf. vybér partnera podle hlavniho
histokompatibilniho komplexu (HHK). Tento znak je mozné (opét podvédomé) odhadnout podle télesného pachu, ktery
také slouzi jako znak uplatriujici se pfi vybéru partnera. Jedinci opa¢ného pohlavi preferuji pachy téch, ktefi se od nich

v MHC lisi. Pozn. (téhotné Zeny na misto od rozdilného genotypu uprednostnuji podobny, souvisi to se zvySenim hladiny
progesteronu; podobné je tomu u Zen, které pouZzivaji peroralni antikoncepci).

Disasortativni parovani zvySuje podil heterozygoti — u negativniho vybérového parovani by se zvysil podil heterozygott (az
na 66 %) na ukor podilu homozygotl (17 % kazdy) v populaci.

vzajemné pomoci (altruismu). Naproti tomu disasortativni parovani snizuje genetickou pfibuznost mezi ¢leny rodiny.
Koneénym cilem asortativniho parovani je zvySovani fitness. Nicméné, parovani jedincu, ktefi jsou pfilis geneticky podobni,
se povazuje za inbreeding a tedy snizuje fitness tim, Ze vystavuje jedince vy$sim rizikiim skodlivych recesivnich znakd.

108. CHARAKTERISTIKA NADOROVE TRANSFORMOVANYCH BUNEK

Zhoubna nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pricinou iumrti u nas, ale i v ostatnich vyspélych statech svéta.

Nadorové onemocnéni mize byt definovéno jako rist bunék, které se vymkly kontrole bunééného déleni, a které
proliferuji témér autonomné. Podle aktivity proliferace rozlisujeme dva zakladni typy nadord — nadory benigni
(nezhoubné) a maligni (zhoubné). Benigni nadory rostou v pivodnim loZisku relativné pomalu a nejevi jinou agresivitu,
zachovavaji charakter tkané, ze které vznikly. Maligni nadory prorustaji z vychoziho loZiska do okoli (invazivni rdst) a
poskozuji strukturu a funkci organu. Uvolnéné nadorové buriky jsou prenaseny lymfatickymi a krevnimi cévami do jinych
organ(, kde pokracuji ve své proliferaci (metastazy). Maligni nadory jsou geneticky podminénym onemocnénim.

MECHANISMUS VZNIKU NADOROVE BUNKY
Vlastni pfi¢inou maligni transformace buriky jsou zmény na molekuldrni Grovni, mutace v urcitych genech buriky. Za regulaci

a kontrolu bunécné proliferace jsou odpovédné zejména tfi skupiny genl: protoonkogeny, tumor-supresorové geny
(synonyma: nadorovy rist suprimujici/potlacujici geny; antionkogeny), které maji zasadni vyznam pro regulaci bunééného
déleni a mutatorové geny, které kontroluji stabilitu genomu.

Protoonkogeny jsou geny, které se Ucastni regulace bunééného ristu a diferenciace bunék. Jako synonymum byva casto
uzivan nazev protoonkogen/onkogen. V tomto textu je protoonkogen minén jako gen normalni, netransformované buriky.
Protonkogeny maji onkogenni potencial. Mohou se zménit (naptiklad mutaci) na onkogeny — tzn. geny nadorovych bunék.
Produkty onkogent, onkoproteiny, jsou potom odpovédné za zmény regulace proliferace a diferenciace bunék. Onkogeny,
které vznikly mutaci protoonkogen( somatickych bunék jsou nazyvany celularni onkogeny (obecné zkratka c-onc). Obdobné
geny, které se nachazeji v genomu nékterych retrovirl, RNA viri s onkogennim potencialem, se nazyvaji virové onkogeny
(zkratka v-onc).

Druha skupina gen( regulujicich mnoZeni bunék jsou tumor-supresorové geny; jejich produkty hlavné usmérnuji pribéh
bunééného cyklu (napfiklad regulujici délku interfaze).

Mutatorové (reparaéni geny) jsou odpovédné za presnost replikace DNA. Mutace v téchto genech vede ke ztraté schopnosti
reparovat poskozenou DNA a tim dochazi ve zvySené mire k prepisu chybné genetické informace.

Vysetreni nadorovych bunék metodami analyzy DNA ukazala, Ze maligni transformace je vicestupnovy proces.
Transformace muZe byt zahajena v jediné burice v disledku iniciaéni mutace. Dokonéeni maligni transformace byva
provazeno postupnou kumulaci dalSich mutaci v nékolika odliSnych genech téze buriky nebo v dcefinych burikach, které



vznikly délenim vychozi mutované burky (to znamend, Ze v klonu dcefinnych bunék je pfitomna kazda mutace, ktera
postihla materskou buriku).

Vznik maligniho nadoru (neoplasie) je proces, ktery mize probihat u jedinct v nestejné dlouhém ¢asovém useku. Délka
maligniho procesu zavisi na typu nddorového onemocnéni, na vnitinim prostredi jedince, ale i na podminkach vnéjsiho
prostredi. Malignimu stadiu predchazi stddium premaligni, kdy jeSté nedoslo ke konecné kumulaci mutaci vedouci k maligni
transformaci. PoCet mutovanych gentd nutnych pro vznik maligni buriky (nddorové tkané) je pro jednotlivé typy bunék
razny. Nejmensi kumulace mutovanych gen( (2-3) byla zaznamenana u hematologickych malignit; karcinomy a sarkomy
vznikaji v disledku kumulace vétsiho po¢tu mutaci.

Zvysena frekvence mutaci protoonkogenl nebo tumor-supresorovych gent je u nékterych osob vysvétlovana defekty
v genech odpovédnych za reparaci poskozeni DNA. Selhani funkce téchto gen( zvysuje Cetnost mutaci.

V soucasné dobé je u nékterych nadord znama asociace s charakteristickymi onkogeny, tumor-supresorovymi geny nebo

mutatorovymi geny (tzv. marker geny), které provazeji vznik urcitého typu nadoru. Znalost genetické podstaty nadorového
onemocnéni mlze slouzit pro zpfesnéni diagndzy, terapie a progndzy.

. 109. CHARAKTERISTIKA NADOROVEHO BUJENI

CHARAKTERISTIKA NADOROVEHO RUSTU V PODMINKACH IN VIVO
Jak jiz bylo uvedeno, preména buriky v buriku nadorovou je vyvolana mutacemi (konkrétné v protoonkogenech, tumor-

supresorovych genech, mutatorovych genech), které vedou k nekontrolovanému mnozeni tranformovanych bunék, cozZ je
hlavni rys maligniho zvratu.

Maligni transformace muZze postihnout burnky témér vsech tkani.
V zdsadé existuji tfi hlavni typy nador(:
e sarkomy, které vznikaji z mesenchymalini tkané
e  karcinomy, které vznikaji z epitelidlni tkané
e hematopoetické a lymfoidni malignity (leukémie a lymfomy)

Presnéjsi klasifikace pak zahrnuje misto vzniku (organ — napf. nddor mocového méchyre, prsu), typ tkané (dlazdicobunécény
karcinom ustni sliznice) a nebo napfiklad klinicky stupen ¢i rychlost progrese (akutni lymfoblastickd leukémie).

Morfologicky obraz nadorové tkané vzniklé in vivo mGze byt stru¢né charakterizovan takto: nadory jsou tvoreny
proliferujicimi nddorovymi burikami (parenchym), pojivovou nenddorovou tkani (stroma) a cévnim systémem, jehoz vznik
nadory samy stimuluji.

Vétsina nadorovych onemocnéni byva diagnostikovana v pokrocilejSim véku jedince (napf. nadory tlustého stfeva a
konecniku, nddory prsu, nadory prostaty). Jsou to takové typy nadord, které vznikaji nasledkem nékolika genetickych zmén
v pribéhu let. Existuji také urcité typy nador0 se specifickym vyskytem v détském véku a u mladsich jedincl (napft.
retinoblastom, WilmsGv nador ledvin, leukémie, lymfomy).

Charakteristickym rysem rdstu maligniho nadoru in vivo je jeho invazivni rlst (to znamena schopnost prorustat do okolni
tkané) a schopnost metastazovat z primarniho loZiska do jinych, vzdalenych organ(. Tato agresivni forma ristu nadorové
tkané je mimo jiné podminéna geneticky ziskanymi zménami aktivity proteolytickych enzym( a zménou adhezivnich
molekul bunééného povrchu.

Dalsi zasadni vlastnosti jak primarnich nadord, tak jejich metastazi v organech vzdalenych od primarniho loZiska, je
schopnost indukovat tvorbu vlastniho cévniho systému — angiogenezi. Produkce angiogennich faktoru je podporovana jak
geny nadorovych bunék, tak také okolnim mikroprostfedim. Nadorové buriky mohou podnitit proliferaci endotelialnich
cévnich bunék a novou vaskularizaci jednak aktivaci vlastnich gen(, které podnécuji novou angiogenezu, ale také aktivaci
obdobnych gen( v sousedicich nenadorovych burikach.



Pti vzniku nového vaskularniho systému se podileji napfiklad ristové faktory VEGF (vascular endothelial growth factor),
bFGF (basic fibroblast growth factor) nebo angiopoetin-1.

U zvétsujiciho se nadoru dochazi v jeho centru k nedostatecnému privodu kysliku (hypoxii) a hypoxie aktivuje geny, jejichz
produkty podporuji angiogenezu. Na nové vaskularizaci se podili i pfilehlé mikroprostredi; signalni molekuly pfitomné

v mimobunécéné matrix, slozky imunitniho systému, fibroblasty, pericity — buriky, které stabilizuji cévni stény a maji
schopnost kontrakce, atp. Kooperace mezi témito slozkami vede bud' k proliferaci endotelidlnich cévnich bunék nebo
naopak k inhibici jejich proliferace a k apoptdze. Mezi inhibitory angiogeneze patfi napfiklad transformujici rtistovy faktor-
beta (TGF-B).

CHARAKTERISTIKA NADOROVEHO RUSTU IN VITRO
Vypracovani techniky kultivace bunék in vitro (tkanové kultury) umoznilo definovat rozdily mezi normalnimi burikami a

maligné transformovanymi burikami na bunéc¢né urovni.

1. NORMALNI BUNKY PRI KULTIVACI IN VITRO

a) zachovavaji kontrolu mnozeni v daném prosttedi regulaci zvanou kontaktni inhibice. Buriky zastavi rist po
vzajemném kontaktu, to znamena po vytvoreni monolayeru (souvislé jednobunécné vrstvy pokryvajici povrch dna
kultivacni lahve nebo Petriho misky);

b) maji omezeny pocet generaci; bunécna kultura zanika po urc¢itém poctu generaci (maximalné po 50 generacich,
zaleZi to na typu bunécéné kultury);

c¢) nabunécném povrchu nesou typické antigenni determinanty odpovidajici antigennim determinantam tkané, ze
které byla bunééna kultura odvozena;

d) metabolismus je hlavné aerobni;

e) maji vysoké pozadavky na pfitomnost ristovych faktort v kultivacnim mediu (potfebuji pro sv{j rdst stimulaci);

f)  maji diploidni pocet chromosomti;

g) zachovavaji specificky bunécny tvar

2. NADOROVE BUNKY V PODMINKACH IN VITRO

a) vétsinou ziskavaji schopnost neomezeného riistu v kultufe a vznikd neomezeny pocet generaci (dochazi ke ztraté
kontaktni inhibice, transformované bunky rostou v nékolika vrstvach, buriky byvaji pfes sebe neorganizované
nakupené);

b)  kultura je nesmrtelna a pfi vhodnych kultivacnich podminkach je mozna jejich stala (Casové neomezena)
kultivace;

c)  vykazuji rizné zmény v povrchovych antigenech (napfiklad ztrata antigend kédovanych MHC, exprese novych,
pro dany nador specifickych antigend, exprese fetalnich antigent);

d) maji zvyseny anaerobni metabolismus, a to znamena, Ze maji nizsi pozadavek na mnozstvi proteinovych
rustovych faktort v kultivaénim mediu;

e) maligni transformace je Casto provazena zménou tvaru bunék

f)  mivaji zménény pocet chromosomii (heteroploidni chromosomalni vybava — aneuploidie, polyploidie) a
chromosomy transformovanych bunék vykazuji ¢asto nahodné nebo nendhodné (systematicky se opakujici)
strukturni aberace

Technika kultivace bunék in vitro také umoznila podat dikaz, Ze maligni zvrat je zakddovan v DNA transformovanych bunék.
Experimentalni dikaz, Ze DNA nadorovych bunék nese genetickou informaci odpovédnou za maligni zvrat byl zaloZzen na
transfekci, to znamena prenosu DNA z nadorovych bunék do bunék normalnich. DNA izolovana z rliznych typ(

experimentalnich nadorl (indukovanych chemicky, nadorovymi viry nebo ze spotanné vzniklych nadord) vyvola v tkariové
kulture vznik lozisek nadorovych bunék.

110. PRICINY VZNIKU NADORU, KANCEROGENEZE, KANCEROGENY

POLYGENNi MODEL VZNIKU NADOROVEHO ONEMOCNEN{
Zmény na molekuldrni drovni jsou vlastni pfic¢inou maligni transformace, kdy vétsinou vicestupnovy proces méni normalni
buriku na nadorovou. To znamena, Ze v DNA dojde postupné k nékolika riznym zménam v nékolika rtznych genech




(mutacim nebo zvy3ené aktivaci protoonkogenu, ztraté funkce tumor-supresorového genu atp.), které ve svém vysledku
zpUsobi maligni zvrat buriky. K vlastnimu malignimu zvratu dojde tedy aZ po premalignim stadiu.

Maligni transformace muze zacit v jediné burice. MiZe postihnout buriky témér kterékoliv tkané a nasledné se pak jejich
klonalnim namnozenim tvofi maligni nadory s autonomnim, ¢asto neomezenym rlstem. Buriky nadorové tkané jsou tedy
klony bunék s nakumulovanymi mutacemi. V témZe nadoru nékdy mdzeme identifikovat vice klond nadorovych bunék, tzn.
Ze v témze nadoru mize byt zaznamenana vétsi nebo mensi geneticka variabilita — heterogenita.

Zména genetické informace v jediném protoonkogenu nebo tumor-supresorovém genu nevede ihned ke vzniku nadorového
onemocnéni. Vznik nddorového onemocnéni je komplexni a vétSinou dlouhodoby proces (zavisejici mimo jiné na typu
nadoru), na kterém se podileji jak faktory genetické, tak faktory epigenetické.

VROZENE DISPOZICE VZNIKU NADORU
Pti vrozené dispozici k zvySenému vyskytu nadorl se rovnéz uplatiuji geny, které nepfimo ovliviiuji vznik nadorového

onemocnéni. Mohou ovlivnit metabolismus chemickych latek (mutagen() nebo reparaci DNA.

Geneticky podminéna schopnost jedince detoxikovat skodlivé latky, ktera ovliviiuje individualni vnimavost k chemicky
indukovanym nadorim, muze byt vysvétlena na ptikladu koufeni. Koufeni je jednim z nejzédvaznéjsich zdroji chemickych
kancerogen(, které vyvolavaji zejména plicni nddory. U¢inek enzymu pro metabolismus polycyklickych uhlovodik
cigaretového koure na konecné kancerogenni produkty je geneticky kontrolovan. Pti geneticky podminéné vysoké aktivité
enzymu AHH (aryl hydrocarbon hydroxylase) jsou kufaci vice ohroZeni vznikem plicnich nadord. V lidské populaci je
podstatné méné jedincl rezistentnich ke kancerogennimu Gcinku cigaretového koure (tzn. s nizkou aktivitou AHH).

Dalsi rizikovou skupinou s predispozici pro zvyseny vyskyt malignich nadort jsou jedinci s autosomalné recesivné dédénymi
defekty reparace DNA. U jedincl postizenych syndromem chromosomalni nestability jsou pti chromosomalnim vySetteni
nalézany na chromosomech zlomy a mezery (gapy). Onemocnéni je podminéno vrozenymi defekty reparace DNA, které
jsou provézeny zvysenym vyskytem nadort indukovanych zafenim. Mira klinickych projevd zévisi na mutacich v riznych
genech odpovédnych za reparace poskozeni DNA — enzymy nezbytné pro funkci opravnych mechanismu jsou kédovany vice
nez deseti geny. MiZe byt napfiklad zasaZzena funkce excisni reparace nebo oprava nespravného zarazeni nukleotidu béhem
replikace (mismatch repair). Excisni reparace odstraniuje objemna poskozeni, ktera jsou v DNA vyvoldna UV zarenim.

Pti znalosti této souvislosti je pro jedince s diagnostikovanym vrozenym defektem reparace DNA vyznamnym preventivnim
opatfenim omezeni slunéni, omezeni rentgenologickym vysetieni a vyvarovani se prace v rizikovych provozech, kde je
moZna profesionalni expozice zafenim. Ataxia teleangiectatica (porucha souladu pohybd, zpomaleni rlistu) je autosomalné
recesivni onemocnéni provazené neurologickymi a imunologickymi poruchami. Béhem prvniho roku Zivota se vyvijeji

v konjunktivé oci charakteristické malé vaskularni léze (teleangiektasie). V prvnim roce Zivota zacina také cerebraini ataxie.
Na pocatku jsou zmény progresivni, ale posléze se stavaji stacionarni. PostiZzeni imunitniho systému vede k vaznym infekcim
plic a pridusek. U postizenych byvé éetny vyskyt leukémii a lymfomu. Geneticka podstata ataxia teleangiectatica je
heterogenni. Mutované geny vedou k poruchdam repara¢nich mechanismd. Poruseny jsou reparacni procesy odstrariujici
poskozeni genetického materialu radiaci. Pacienti jsou extrémné citlivi na Roentgenovo zareni, vyuZiti rentgenu pro
diagnostiku je doporucovano pouze v nezbytnych pripadech. Cytogeneticka vysetfeni zaznamenavaji chromosomalni
prestavby, které se tykaji zejména chromosomu 7 a 14.

Bloomiv syndrom se vyznacuje nizkou porodni hmotnosti a extrémné malym (trpasli¢im) vzristem postizenych jedinc(.
Typicka je vyrazka na obliceji, ktera se zhorsuje vlivem slunecniho zareni. Pacienti maji predispozici ke vzniku malignich
nadorl. Cytogenetické vySetieni bunék ziskanych od pacientl s Bloomovym syndromem zachycuje vysokou frekvenci
vymén mezi sesterskymi chromatidami a chromosomalni zlomy.

Fanconiho anémie se projevuje rozmanitymi vrozenymi anomaliemi skeletu (mala postava, defekty ¢lank( prstu, palce),
anomaliemi gastrointestinalniho traktu a centralniho nervového systému a Ubytkem krvinek (pancytopenie).U pacientd je
vysoké riziko vzniku hematologickych malignit (leukémie, lymfomy), ale téZ malignit gastrointestinalniho traktu a Zenskych
pohlavnich organd.



Xeroderma pigmentosum se vyznacuje extrémni citlivosti na slunéni a s touto precitlivélosti souvisi vznik nadort klze
(karcinomy dlazdicovych bunék epitelu, melanomy) ve velmi ¢asném véku (75 % pacientdl ma nadory kize do osmého roku

Zivota).

MUTAGENNI FAKTORY VNEIS{HO PROSTREDI{ A VZNIK NADORU
Mutace v genech s onkogennim potencidlem mohou byt spontanni, ale ¢astéji jsou vyvolavéany faktory vnéjsiho prostiedi

(mutageny), které jsou clenény na:
o chemické latky
o fyzikdlni vlivy
e  biologické vlivy

CHEMICKE LATKY
Mezi chemické kancerogenné pusobici latky jsou fazeny polycyklické a aromatické uhlovodiky, chlorované uhlovodiky,
aromatické aminy, azbest, tézké kovy, mykotoxiny a dalsi.

Vétsina kancerogenné puasobicich chemickych latek je v organismu aktivni aZ po jejich preméné na vlastni kancerogeny. Pfi
metabolické aktivaci chemickych latek se uplatriuje individudini genetickd dispozice jedince, ktera nasledné ovliviiuje
frekvenci nadorovych onemocnéni

Na vzniku chemicky indukovanych nador( zazivaciho traktu maji velky podil nevhodné dietetické navyky. Vliv nevhodné
skladby a pfipravy potravy se kumuluje s G¢inkem kancerogennich latek. Do pfimé souvislosti s dietetickymi nyvyky je davan
vznik nddoru tlustého streva.

Mezi nejrizikové;jsi potraviny patfi Zivocisné tuky a produkty, které je obsahuiji.

Nevhodna Uprava potravin (smaZeni, peceni, uzeni) v nich zvySuje obsah kancerogennich latek (napt. nitrosamind,
polycyklickych aromatickych uhlovodik(l). Za vhodnou aZ protektivni stravu je povazovano ovoce, zelenina, lusténiny, které
obsahuji vitaminy a chemoprotektivni latky detoxikujici kancerogeny a potraviny s vysokym obsahem vlakniny (rozpustné —
pektiny a slizy, nerozpustné — celulosa, lignin), které napomahaji traveni a vyprazdniovani zazivaciho traktu.

FYZIKALNI VLIVY

Kancerogenni jsou UV zafeni a ionizujici zafeni (napfiklad gamma, rtg). Zareni zvysuje riziko vyskytu nékterych typl nadord
(ionizujici zareni napriklad leukémii, zafeni UV nadord kdze). lonizujici zafeni vyvolavéa zejména zlomy a pfestavby
chromosomU nebo chromatid, pro UV zéreni je typicky vznik dimérd thyminu.

Obdobné jako u chemické kancerogeneze i frekvence vyskytu nadorl vyvolanych zafenim je ovlivnéna zejména cinnosti
gend pro reparaci vzniklych chyb DNA.

Ze statistickych studii na souborech rodin vyplynulo, Ze potomci rodi¢d vystavenych vlivu kancerogen(i nebo mutagent
mohou ziskat predispozici k nadorovym onemocnénim vznikem mutaci v prezygotickém stadiu zarode¢nych bunék
vystavenych témto faktorliim (gametické mutace). V pfipadech profesionalni exposice zareni byl dokonce zaznamenan vétsi
pocet postizenych déti v jedné rodiné.

Z uvedenych prikladd chemickych a fyzikalnich faktor( podilejicich se na indukci nddor( je ziejmé, Ze Zivotni prostredi a
Zivotni styl jsou duleZiti Cinitelé ovlivriujici Cetnost vyskytu nadorovych onemocnéni. Usmérnéni téchto faktord je jednou
z mozZnosti prevence nadorového onemocnéni.

BIOLOGICKE VLIVY

Mezi nadorova onemocnéni vyvolana biologickymi vlivy patfi nadory virové etiologie. Do soucasné doby byly identifikovany
tyto viry asociované s nadory u lidi:

a) DNA viry ze ¢tyr odlisnych rodin: herpesviry, hepadnaviry, papovaviry a adenoviry

b) RNA viry: retroviry

DNA viry s jednoznacné prokazanym vztahem k maligni transformaci jsou napfiklad lidské papilomaviry, které jsou pficinou
vzniku karcinomu délozniho Cipku, papilomatosy hrtanu a dlazdicobunécného karcinomu ustni sliznice. Virus Epstein-



Barrové (rodina herpesvir() je asociovan s B bunéénymi lymfomy. Také je jednoznacné potvrzena ptfima souvislost mezi
chronickou infekci virem hepatitidy B (HBV) a zvysenym vyskytem hepatocelularniho karcinomu.

Vysoky endemicky vyskyt hepatokarcinomd je zaznamenavan v oblastech jizni Asie. Zde se spolu s chronickou infekci HBV
diky nevhodnym dietetickym navykim uplatriuje jesté kancerogenni U¢inek aflatoxinu B1 (z plisné Aspergilus flavus) a
kumulaci téchto dvou mutagennich vlivi dochazi ke zvysené frekvenci hepatokarcinoma. Cilovym genem pro mutagenesu je
tumor-supresorovy gen TP53, kdy bodové mutace v kritickych oblastech podminujici maligni transformaci.

Virus HIV-1 (human imunodeficiency virus) je asociovan s vyskytem Kaposiho sarkomu a B lymfomu. Dalsi lidsky retrovirus
HTVL-1 je uvadén jako pric¢ina T bunécné leukémie dospélého véku a HTVL-2 retrovirus byl isolovan z T-bunécné ,vlasaté”
leukémie (hairy cell leukémia). Onkogenni viry se pfi maligni transformaci nechovaji jako infekcni agens. Maligni zvrat buriky
nastdava, kdyz virus ovlivni DNA hostitelské buriky a plsobi zde jako onkogenni faktor. Integrace papiloma viru do genomu
eukaryotni buriky je ptiklad ovlivnéni gen(l hostitelské buriky regulacni oblasti genomu viru. U Burkittova lymfomu je
inkorporovany virus Epstein-Barrové (EBV) asociovan se strukturalni aberaci typu translokace.

V tumor-supresorovém genu TP53 u hepatomd, kdy za indukéni agens je povazovan virus hepatitidy B, jde o bodovou
mutaci typu substituce. Nékdy pfi indukci maligni transformace pUsobi virové onkoproteiny DNA vird (SV40, nékterych
herpes virll a adenovird). Onkoproteiny virll (virové antigeny) se napfiklad vazi s proteinem p53 a inaktivuji ho.

Nejzndmnéjsim a jednim z nejvice studovanych nadora virové etiologie je Burkittlv lymfom a nasofaryngealni karcinom,
jehoz vznik je podminén mutagennim Géinkem viru EBV. Burkittdv lymfom ma vyrazny Gdzemni vyskyt u déti v oblasti
rovnikové Afriky. Vyskyt nadorl vyznamné ovliviiuji vnéjsi vlivy. U nador0 s virovou asociaci byva kumulace nddord shodné
virové etiologie v rodinach (diky uréitému Zivotnimu stylu, hygienickym navykim a podminkam, dietetickym navykim
apod.).

Vznik nadort virové etiologie zavisi rovnéz na imunologickém stavu jedince ¢i celé populace. Endemicky vyskyt Burkittova
lymfomu u déti v rovnikové Africe je pravé vysvétlovan vysokym vyskytem plvodce malarie (Plasmodium) v této oblasti.
Plasmodium ve svém hostiteli navozuje imunodeficienci a tim znemozZiuje eliminaci vznikajicich malignich bunék imunitnim
systémem.

V soucasné dobé je popsana existence dalSich nadord, kdy indukénim agens je EBV. Je to napfiklad HodkinGv lymfom a
urcité typy T-bunéénych lymfomu. Onemocnéni témito nadory neni vazano na specificky Uzemni vyskyt, ale souvisi témér
vzdy s imunologickym stavem jedince. Imunosuprese navozena napft. léky nebo ziskana (napf. pacienti s AIDS), zvySuje
frekvenci vyskytu nadord asociovanych s virovou infekci.

111. PROTOONKOGENY, ONKOGENY

Prvni identifikace genu odpovédného za maligni transformaci byla provedena pfi vyzkumu nadorovych RNA vir( (retrovird)
izolovanych z nador( experimentalnich zvifat.

U onkogennich retrovirli je genom tvofen RNA uzvarenou v glykoproteinovém obalu. Do eukaryotni buriky vnika virova
RNA, kterd je pfepsana do molekuly DNA virovou reverzni transkriptasou (tj. RNA-dependentni-DNA-polymerasou). Ta se
véleni (integruje) do bunééného genomu a zac¢ne se chovat jako bunécny gen. Misto integrace je nespecifické. Bunééna
RNA-polymerasa Il mdzZe virovy genom transkribovat na RNA molekuly identické s plvodnim virovym genomem. Onkogenni
viry se ale nemusi vZdy chovat jako infek¢ni agens. KdyZ nedojde ke kompletni replikaci a uvolnéni virovych partikuli, mohou
tyto viry transformovat normalni buriky na buriky nadorové.

Podle schopnosti retrovir(i vyvolat nadory u laboratornich zvifat mizeme onkogenni retroviry rozdélit do dvou kategorii:
a) pomalu transformujici retroviry
b) rychle transformujici retroviry, které se navzajem lisi svym genomem.

Genom pomalu transformujicich retrovir( obsahuje pouze 3 geny:
1. gen gag — kodujici kapsidové proteiny
2. gen pol —ktery nese informaci pro reverzni transkriptasu



3. gen env—nesouci informaci pro syntézu specifickych glykoproteind, které tvofi slozky virového
obalu.Transformace bunék témito viry nastava po dlouhém obdobi latence.

Maligni transformace bunék, virem ze skupiny pomalu transformujicich onkogennich retrovir(, je disledkem réznych zmén,
které muZe retrovirus navodit v genomu hostitelské buriky. MdzZe to byt napfiklad mutace vyvolana integraci retroviru do
genomu hostitelské buriky nebo zvyseni aktivity (endhancement) nékterého z bunécnych protoonkogen( vlivem regulacni
oblasti genomu retroviru (LTR oblast — long terminal repears). Regulaéni sekvence LTR retroviru umoznuji integraci virové
DNA, ktera vznikla reverzni transkripci, do DNA hostitelské burnky. LTR obsahuji nezbytné regulacni sekvence pro transkripci
DNA proviru. Pokud je integrace virové DNA pobliz bunécného protoonkogenu (c-onc), je i jeho transkripéni aktivita zvySena
pusobenim sekvenci LTR virového genomu.

Pomalu transformuijici retroviry nej¢astéji spontanné vyvolavaji leukémie v populacich koéek, mysi, kurat.

Genom rychle transformujicich retrovirl ma vedle tii zakladnich genl (gag, pol a env) ve svém genomu jesté jeden dalsi
gen, klasifikovany jako virovy onkogen (v-onc), ktery koduje protein odpovédny za onkogenezu.
Prvnim objevenym virem této kategorie je virus Rousova sarkomu izolovany z nadoru kurat.

Rychle transformuijici viry se od predchozi skupiny onkogennich retrovird lisi tim, Ze maligni transformaci vyvolava v-onc
lokalizovany v jejich genomu. Jsou uchovavany obvykle jen v experimentalnich podminkach a nadory vyvolavaji po injekcni
aplikaci virovych partikuli izolovanych z nddoru. Nadory pak vznikaji béhem dvou az tfi tydn(. Nevyvolavaji bézné spontanni
nadory v populacich Zivoéich(.

ROUSUV SARKOM — MODEL PRO STUDIUM ONKOGENU
Detailni vyzkum vénovany virovému onkogenu v-src (retrovirus byl izolovan z Rousova sarkomu kuret) metodami
molekularni genetiky objasnil jeho plvod.

Provirova DNA byla klonovéna v bakteriofagu. Po ziskani dostate¢ného mnozstvi provirové DNA byla DNA rozstépena
restrikénimi endonukleasami. Gen v-src byl izolovan, vloZen do plasmidu a pomnoZen. Ziskand €istd DNA nesouci v-src byla
pouzita k transformaci kufecich fibroblastl. Transformace fibroblastl izolovanym genem v-src byla Uspésna.

Metodou DNA hybridizace, ktera porovnala strukturu onkogenu v-src s DNA izolovanou z normalnich kurecich bunék, bylo
prokdazano, ze onkogen v-src neni virového plvodu. Jde o kopii genu, ktery se nachazi ve vSech kurecich burikdch. Onkogen
v-src je tedy kopii exond jednoho z bunécnych protoonkogend. Virovy onkogen byl pravdépodobné plvodné soucasti
genomu eukaryotni buriky a z genetického materialu hostitelské eukaryotni buriky jej transdukci nahodné ziskal predchidce
Rousova viru.

Na zakladé vySe uvedenych nélezd byly identifikovany z nddord rliznych Zivocisnych druh dalsi virové onkogeny.

Tento objev poukazal na existenci bunéénych gent se skrytym onkogennim potencidlem. BEhem nékolika let byla
objevena celd skupina bunéénych protoonkogent pfibuznych s geny v-onc retrovir(. Posléze byly izolovany a identifikovany
i onkogeny nadorovych bunék — celularni onkogeny (c-onc), které vznikly mutacemi bunécnych protoonkogent. Do
soucasné doby bylo identifikovano v lidskych nadorech vice nez 100 riiznych onkogend.

ULOHA PROTOONKOGENU V REGULACI BUNECNEHO MNOZENI
Protoonkogeny se podileji na regulaci bunécné proliferace, regulaci pridbéhu bunécného cyklu, diferenciace, vyvoje,
starnuti, programové bunécné smrti (apoptdze), imunitni odpovédi a karcinogenezi na vsech Urovnich signalnich drah.

Produkty protoonkogen( jsou:

RUSTOVE FAKTORY

Napriklad protoonkogen sis koduje ¢ast biologicky aktivniho b-fetézce ristového faktoru PDGF (platelet derived growth
factor / rGstovy faktor odvozeny z krevnich desti¢ek). Protoonkogen hst kéduje ristovy faktor fibroblastd (FGF — fibroblast
growth factor). V nadoru prsu, jicnu a u malignich melanomd je protoonkogen hst amplifikovan a jeho zvySend exprese ma
podil na maligni transformaci.



RECEPTORY RUSTOVYCH FAKTORU

Nejcastéji maji tyrosinkinasovou aktivitu, to znamena, Ze jde o enzymy, které fosforyluji tyrosiny cilovych proteinti nebo o
proteiny s tyrosinkinasovymi doménami. Mezi protoonkogeny s touto funkci patfi napfiklad protoonkogen HER-2/neu
(human epidermal growth receptor — synonymum erbB-2). Patti do rodiny ¢tyf protoonkogent kédujicich receptory pro
epidermalni ristové faktory (EGFR) s tyrosinkinasovou aktivitou. V. mutované (hyperaktivni) formé se HER-2/neu vyskytuje
Casto v gliomech (nddor mozkovych gliovych bunék). Amplifikace genu HER-2/neu byva Casto nalezena v burikach
karcinomu prsu.

PROTEINY VAZAJICi GTP — G PROTEINY

Jde o intracelularni proteiny (GTPasy), které plsobi spolu s tyrosinkinasami. Podileji se na regulaci bunééné proliferace.
Mezi G proteiny patfi napf. produkty protoonkogenti genové rodiny ras (geny H-ras, K-ras a N-ras). Kédujici proteiny

s molekulovou vahou 21 kD (p21 ras proteiny). Mutované protoonkogeny (onkogeny c-ras) koduji protein, jehoz aktivita
neni regulovéna stfidanim vazby s GTP (aktivace ras proteinu) anebo s GDP (inaktivace ras proteinu). V dusledku toho neni
ras onkoprotein schopen ukondit signal stimulujici mnoZeni bunék. Nalézaji se v burikdch rtznych nadord.

TYROSINKINASY LOKALIZOVANE V PLASMATICKE MEMBRANE
Produkty protoonkogen( abl a src patfi mezi proteiny s aktivitou tyrosinkinasy (fosforyluji tyrosiny). Umoznuji pfenos
signalu z plasmatické membrany do cytoplasmy.

CYTOPLASMATICKE PROTEINY

PFenos signald cytoplasmou do jadra, které jsou vyvolané ristovymi faktory, diferencia¢nimi hormony, cytokiny, mobilizaci
iontd kalcia, kyslikovymi radikaly nebo latkami poskozujicimi DNA, je regulovan produkty mnoha protoonkogent. Pfenos
téchto signall cytoplasmou do jadra zajistuje spolu s produkty rodiny protoonkogend ras napfiklad protoonkogen raf-1.
Jeho produkt, proteinkinasa Raf-1 nebo-li prvni MAP-kinasa, ma regulacni tlohu v kaskadé prenosu signald
zprostiredkovanych proteinkinasami Ras - Raf-1 -> MAP (mitogeny aktivované proteinkinasy).

TRANSKRIPCNI FAKTORY

Protoonkogeny fos, jun, erb-A, myc jsou prikladem protoonkogend, které kdduji proteiny se specifickou funkci — tzv.
transkripcni faktory. Jsou aktivovany MAP-kinasami a jejich produkty naptiklad podnécuji nebo tlumi transkripci cilovych
gen( podilejicich se na regulaci jednotlivych Usekd bunécéného cyklu.

PROTEINY KONTROLUJICi PRUBEH BUNECNEHO CYKLU

Protoonkogeny myc a myb patfi mezi geny, které stimuluji prechod z G, do S faze. Jejich zvySena exprese vede ke zkraceni
klidového stadia faze G, pred vstupem do S faze bunécného cyklu. Tim je omezen cas potfebny pro opravy chyb v DNA
(omezeni moznosti tzv. velkého repairu).

U rGznych Zivocisnych druhd existuji shodné protoonkogeny s identickymi — evoluéné konzervovanymi oblastmi. Napfiklad
genova sekvence protoonkogenu c-myc je velmi podobna u clovéka, mysi nebo kurete.

Protoonkogen c-myc ¢lovéka se lisi od protoonkogenu c-myc mysi jen v 10 % nukleotidd. Hybridiza¢ni technikou byla
dokonce nalezena homologie mezi nékterymi protoonkogeny i tak vzdalenych organism jako jsou kvasinky, drosofila a
Clovék.

Mutace v jednom z parovych protoonkogent na homolognich chromosomech je dostatecnda pro zménu regulace bunécné
aktivity, na které se tento protoonkogen podili. Mutace protoonkogent byly dosud prevazné detekovany jen v somatickych
burikach a maji charakter dominantni mutace.

MECHANISMY MENICi FUNKCI PROTOONKOGENU

a) Bodové mutace

Prikladem genu, ktery je ¢asto mutovan, je protoonkogen H-ras. Naptiklad jedina zaména baze kodonu 61 pro leucin (CTG)
na kodon pro kyselinu glutamovou (CAG) ho méni na celularni onkogen asociovany se vznikem melanomu. V burikdch
malignich melanomu se vyskytuji i dalSi geny s bodovymi mutacemi. Jsou to napfiklad mutace genu, ktery kéduje cyklin-
dependentni proteinkinasu Cdk 4.



b) Ovlivnéni protoonkogenu virovym protomotem
Napriklad inserci promotoru retroviru pobliz nebo do sekvence protoonkogenu.

c) Amplifikace protoonkogent (tandemové multiplikace, které mnohonasobné zvysuji pocet kopii protoonkogenu).
Amplifikované sekvence DNA se mohou vyskytovat v nadorovych burikach ve dvou formach: bud’ jako homogenné zbarvené
oblasti chromosomu (HSRs) nebo jako malé samostatné chromosomy nazyvané double-minute chromosomy. DNA
amplifikace je projev genetické nestability. Amplifikace urcitych gend jsou pro nadory diagnostickym a prognostickym
markerem. Napftiklad lidské malobunécné karcinomy plic maji amplifikovany gen c-myc, N-myc a nebo L-myc. N-myc
protoonkogen je téz amplifikovan u 30 % neuroblastom; u pokrocilych onemocnéni az u 50 % nador.

Amplifikace genu je téZ charakteristickd pro protoonkogen HER2/neu, coz vede k jeho zvy$ené expresi. Protoonkogen
HER2/neu hraje klicovou Ulohu mezi ¢leny HER rodiny (4 geny), kooperuje s jinymi ¢leny HER rodiny a podili se na vytvoreni
komplexni sité signald, které reguluji rist, diferenciaci a pfezivani bunék mnoha tkani s vyjimkou bunék hematopoetického
pUvodu. Gen HER2/neu byvéa amplifikovan u nékolika typ( nadora.

Nejvyznamnéji se podili pfi vzniku karcinomu prsu. Stanoveni nebo vylouéeni amplifikace protoonkogenu HER2/neu

v kombinaci s dal$imi ukazateli ma velky vyznam pro volbu terapie a progndzu u 20 — 30 % karcinom prsu. Vysoka exprese
HER2/neu u pacient( s nadorem prsu je indikator Spatné progndzy.

Dalsi protoonkogeny, které byvaji v lidskych nadorech ¢asto amplifikovany jsou abl, K-ras, N-ras, EGFR, N-myc.

d) Chromosomalni translokace
Translokace zahrnujici premisténi protoonkogend mohou vyvolat dva zdsadni typy zmén:

1. zménu regulace transkripce (zmény kvantitativni)
Napftiklad zvySené mnoZstvi produkce rdstového faktoru vyvola zvyseni podnétd pro mnozeni bunék.

U Burkittova lymfomu je ¢ast chromosomu 8 translokovéana do blizkosti imunoglobulinového lokusu, nej¢astéji IgH
chromosomu 14 t(8;14) (75 % pripadd). Tim se protoonkogen c-myc lokalizovany na chromosomu 8 dostava pod vliv
regulacni oblasti imunoglobulinového genu, ktery vynika vysokou transkripéni aktivitou.

U zbyvaijicich 25 % onemocnéni Burkittovym lymfomem je nalézana translokace t(2;8) nebo t(8;22). Protoonkogen c-myc je
pfemistén do blizkosti lokus(, kde jsou lokalizovany geny kddujici lehké Fetézce imunoglobulin (IgL).

2. Zmény ve struktufe genu, coZz ma za nasledek syntézu zménéného produktu (kvalitativni zména)

Odlisny produkt (chiméricky onkoprotein) je pak pfi¢inou poruchy regulace mnozeni bunék. Struktura genu je vétSinou
zménéna bodovou mutaci (substituci nebo mikrodeleci). U nékterych hematologickych malignit byva struktura genu
zménéna translokaci, ktera je pfi¢inou vzniku chimérického (fuzniho) genu.

Napfiklad pro chronickou myeloidni leukémii je charakteristicka pfitomnost Filadelfského chromosomu.

Vznika reciprokou translokaci, ktera premisti ¢ast protoonkogenu c-abl z dlouhych ramének chromosomu 9 (9g34) na
dlouha raménka chromosomu 22 (22q11), kde se nachazi lokus zvany bcr (break cluster region).
Neuplna sekvence genu bcr (5‘-konec s promotorem a nékolika prvnimi exony) flzuje s ¢asti c-abl protoonkogenu (je

ber/abl

zkracen o 5 konec a prvni exon). Produkt fizovaného genu je hybridni protein znaceny p210 s tyrosinkinasovou

aktivitou. In vitro bylo potvrzeno, Ze tento protein je schopny navodit maligni transformaci.

112. TUMOR SUPRESOROVE GENY

Druhy typ gend, které maji zasadni Glohu v malignim procesu, jsou tumor-supresorové geny. Produkty tumor-
supresorovych gen( reguluji zejména priibéh déleni bunék, nékteré z nich se téz ucastni procest reparace DNA. K poruse
kontroly bunécného cyklu vedou mutace obou alel urcitych tumor-supresorovych gent (napt. delece, bodové mutace) nebo
také inaktivace proteinu, ktery koduje. Napf. protein p53 je inaktivovan vazbou s antigenem onkogenniho DNA viru. Na
rozdil od protoonkogend mutace v tumor-supresorovych genech maji recesivni charakter.



RETINOBLASTOM
Ulohu tumor-supresorovych genti v malignim procesu lze ukdzat na piikladu genu Rb1, ktery je odpovédny za vznik
retinoblastomu.

Retinoblastom je maligni nador ocni sitnice. Tento nador v casném détském véku (pred patym rokem) postihuje vyvijejici se
buriky retiny. V¢asna diagnosa umozriuje lokalni terapii (laserem) vylécit postizené oko a zachovat schopnost vidéni. Pfi
pozdni diagndze musi byt postizené oko chirurgicky odstranéno. V¢as nelécené onemocnéni konci umrtim pacienta.
Statistické udaje o vyskytu retinoblastom( ukdazaly, Ze postizené dité se mlze v rodiné vyskytnout sporadicky, to znamena,
Ze jde o nedédi¢nou formu onemocnéni a pak nalez malignity je unilaterdlni a nador vznika v pozdéjsim véku ditéte.

V nékterych rodinach vsak je zaznamenan vyskyt retinoblastomu s frekvenci odpovidajici autosomalné dominantnimu typu
dédicnosti. V takovém pripadé jde o hereditarni vyskyt nadorového onemocnéni. Nadory pfi hereditdnim vyskytu vznikaji
u déti dfive nez pfi sporadickém vyskytu, postizeni oci je Casto bilateralni a multifokalni.

Na zakladé statistické analyzy byla Knudsonem vypracovana hypotéza dvou zasahid na homolognich chromosomech — dvou
nezavislych mutaci tumor-supresorového genu, kterd vysvétluje sporadicky a hereditarni vyskyt retinoblastom. PF¥i
hereditarnim vyskytu postizené dité zdédilo jednu nefunkéni (mutovanou) alelu genu Rb1, ktera je pfitomna ve vSech
burikach (zarodecna mutace). Druha alela genu Rb1 je inaktivovdna (mutovana) aZ v burice sitnice (somaticka mutace).

Pritomnost zarodec¢né mutace vysvétluje bilateralni a multifokalni fenotyp. Sporadicka forma onemocnéni vznika po dvou
nezavislych somatickych mutacich v tomtéz retinoblastu. Proto se nadory vyskytuji pozdéji, unilateralné a unifokalné.

Chromosomalni vysetieni bunék retinoblastom( ¢asto zachycovala mikrodelece na obou homolognich chromosomech 13
v oblasti 13q14.

Chromosomalni vysetfeni lymfocytd a nebo fibroblasti pacient( s retinoblastomem poskytla dva typy naleza:

e U pacientd s hereditarnim vyskytem onemocnéni byl jiz v jejich lymfocytech nebo fibroblastech nalezen jeden
chromosom 13 s deleci v oblasti 13q14. V nadorovych bunkach se vyskytovaly mutace v oblasti 13q14 na obou
homolognich chromosomech.

e U pacientl z rodin se sporadickym vyskytem retinoblastomu byly nalezeny mutace chromosomu 13 v oblasti
13914 pouze v nadorovych burikach.

Karyologické nalezy lokalizovaly gen Rb1 do oblasti 13q14 a ukdzaly, Ze vznik retinoblastomu primarné podmiruji mutace
obou alel genu Rb1.

Sekvenéni analyza DNA izolované z periferni krve a z retinoblastomu pacientl s hereditdrnim vyskytem nadoru potvrdila
Knudsonovu teorii dvou zasahd vedoucich ke ztraté funkce genu Rb1.

Navic v nadorovych burikdch zaznamenala ztratu vrozené heterozygozity na chromosomu 13 (LOH — loss of heterozygosity)
pro fadu gend lokalizovanych pobliz genu RB1. Napfiklad vazebna analyza ukazala tésnou vazbu genu pro esterasu D

s genem Rb1. Pacient, ktery je heterozygotni v genu kédujicim esterasu D v somatickych burikach, ma v nadorové tkani gen
pro esterasu D bud' v homozygotni nebo hemizygotni formé. Ztrata vrozené heterozygozity na urcitych chromosomech byla
nalezena i u jinych typd nador(.

Ztrata funkce genu Rb1 je nejcastéji zplisobena delecemi. Delece mohou postihnout rizné oblasti genu a deletované
oblasti nemusi byt totoZzné v obou alelach genu Rb1. Ztrata funkce genu Rb1 mize byt zplsobena i dalSimi mechanismy:
mitotickou nondisjunkci, mitotickou rekombinaci, unipaternalni disomii (oba chromosomy jsou plivodem od jednoho
z rodicu), chybnym sestfihem pfi posttranskripcni Gpravé mRNA nebo bodovou mutaci.

Gen Rb1 je dlouhy 4,7 kb. Funk¢ni produkt tumor-supresorového genu Rb1 je jaderny protein p105 (105 kDa).

Uplatriuje se pfi regulaci transkripce. Inaktivuje bunécné transkripéni faktory genové rodiny E2F. Tyto transkripéni faktory
jsou nezbytné pro expresi gend, které koduji proteiny potfebné pro replikaci DNA jako je napfiklad DNA-polymerasa-alfa
nebo PCNA (proliferating cell nuclear antigen) kooperujici s DNA-polymerasou-delta. Rb protein je inaktivovan fosforylaci a
aktivovan defosforylaci. Fosforylace proteinu Rb zavisi na funkénim stavu komplexu vzajemné kooperujicich cyklind,
cyklindependentnich proteinkinas a inhibitord cyklin-dependentnich proteinkinas; tzn. proteind podilejicich se na regulaci
prechodu G, faze do S faze.



Analyza DNA dalsich tumor-supresorovych gent, které jsou asociovany s nadory jinych tkani prokdzala, Ze nejcastéjim
typem mutace v téchto genech jsou delece. Mezi nadory, u kterych bylo metodou RFLP potvrzeno, Ze se v malignim procesu
uplatriuji delece v tumor-supresorovém genu, patfi naptiklad maligni melanom, nddor mocového méchyre, nador délozniho
Cipku, nékolik typl karcinomu prs a plic, nddor tlustého stfeva a rekta a WilmsGv nador ledvin.

TUMOR-SUPRESOROVY GEN TP53

Tumor — supresorovy gen TP53 ma vyjimecny vyznam pro kontrolu bunécného cyklu. Gen TP53 je lokalizovan na
chromosomu 17p13. Obsahuje 393 kodon(i. Obdobné jako gen Rb1 reguluje pribéh interfaze, ale s vét$im rozsahem
pusobeni. Je oznacovan jako strazce genomu. Gen TP53 reaguje na poskozeni DNA doc¢asnym zastavenim bunécného cyklu
mezi G, a S fazi, kde existuje prvni kontrolni bod bunécného cyklu.

Zastaveni bunécného cyklu umozriuje kontrolu poskozeni DNA pred replikaci a reparaci ziskanych mutaci (tzv. velky repair —
opravy). Gen TP53 neni pfimo odpovédny za pozastaveni bunééného cyklu ani za reparaci.

Zahdjeni a trvani klidového stadia kontroluje prostrednictvim gend, jejich transkripcni aktivitu fidi. Produkt funkéniho genu
TP53 je protein p53 (53 kDa). Protein p53 ma funkci transkripéniho faktoru. Tetramery proteinu p53 se vazi s promotory
mnoha gen( a aktivuji jejich transkripci. Napfiklad kontroluji transkripci genu CIP1/WAF1, jehoZ produkt je protein
p21C'P1/WAF1, ktery inaktivuje komplexy cyklind s cyklin-dependentnimi proteinkinasami. Gen TP53 se uplatriuje i v druhém
kontrolnim bodé interfaze, ktery je mezi S a G, fazi. Pozastaveni bunécného cyklu v tomto obdobi umozruje tzv.

postreplikacni repair.

Dalsi duleZitou funkci genu TP53 je vyvolani a koordinace geneticky programované bunécéné smrti — apoptodzy, kdyz reparace
DNA neni Uspésna.

Mutovany gen TP53 neni schopen udrzet poskozené bunky v G, fazi a umoznit reparaci DNA. V S fazi jsou pfi replikaci chyby
duplikovany a fixovany v bunécném klonu. Mutovany tumor-supresorovy gen TP53 se vyskytuje u vice nez 50 % lidskych
malignit. Zména jeho aktivity je vyvoldna nej¢astéji bodovymi mutacemi se zdménou jediné aminokyseliny.

Variabilita mutaci (lokalizace v sekvenci a jejich typy), které vedou ke zméné normalni funkce genu TP53 je vysoka. Aby
bodova mutace vyvolala zménu vedouci k maligni transformaci musi zasahnout urcité oblasti genu.

Ze souboru 1 300 pacientl s riznymi typy malignit (s nadory tlustého stfeva s nebo bez predchazejici adenomatosni
polyposy, s nddory prsu, plic, jater, mocového méchyre atp.) bylo stanoveno, Ze pfiblizné 84 % mutaci jsou missence
mutace (zdména aminokyseliny), 10 % jsou delece nebo inserce, 6 % nonsence mutace (predcasny vznik stop kodonu po
zaméné nukleotidu).

Obdobné mutace v tumor-supresorovém genu TP53 byly nalezeny jak u sporadicky se vykytujicich nadord, tak u dédi¢né
predeterminovanych nador(.

Nadory, u kterych se ¢asto vyskytuje mutace genu TP53 jsou naptiklad nadory plic, prsu, ovarii, tlustého stfeva, hlavy a krku.
Onkoprotein p53, produkt mutovaného tumor-supresorového genu TP53, ma odlisné vlastnosti nez plvodni protein.
Onkoprotein p53 se stava stabilnéjsi a dochazi k jeho akumulaci v nadorovych burikach.

Ztrata schopnosti pozastavit bunécny cyklus v G, fazi mlze nastat nejen jako dlsledek mutace tumor-supresorového genu
TP53, ale také po inaktivaci proteinu p53. Onkoproteiny nékterych DNA virt (DNA vir(i s onkogennim potencialem) se vazi

s proteinem p53 a inaktivu;ji jej.

Piehled nékterych recesivnich onkogenti podmirujicich nadorova onemocnéni

Symbol Nazev Nadorové onemocnéni

APC Gen adematodzni polypdzy tlustého stieva Kolorektalni karcinom
Karcinom pankreatu
Desmoidy
Hepatoblastom

BRCA1 Gen 1 pro familiarni karcinom prsu/vajecniku Hereditarni karcinom prsu / ovaria

BRCA2 Gen 11 pro familidrni karcinom prsu/vajecniku Hereditarni karcinom prsu / ovaria




CDH1 Gen pro kadherin 1 Familiarni karcinom Zaludku
Lobularni karcinom prsu

CDNK2A Gen inhibitoru cyklin-dependentni kinasy 2A (p16) Maligni melanom kize

EP300 Gen vazebného proteinu 300 kD-E1A Karcinomy kolorektalni, pankreatu, prsu

113. MUTATOROVE GENY, STABILITA BUNECNEHO GENOMU

MUTATOROVE GENY
Mutatorové geny (geny DNA repairu) kontroluji opravné systémy nukleovych kyselin. Odpovidaji za reparaci poskozeni
(opravy chyb) v DNA jako jsou chybna parovani nukleotidii béhem replikace, chyby v délce.

Repetitivni sekvence (napt. CA,), které vzniknou béhem replikace v disledku tzv. klouzani DNA-polymerasy nebo pfi
modifikaci purinu mutagenem. Mutace nebo inaktivace téchto gentd vedou k hromadéni a udrzovani mutaci v burice a
k nestabilité genomu. Zvysena frekvence a kumulace mutaci v burice je jednou z pfic¢in maligni transformace. Mutace
v reparacnich genech zvysuji 100 — 1 000x frekvenci mutaci v genomu.

Mutace geni pro opravu chybného parovani bazi (MMR — mismatch repair geny) se ve fenotypu projevuji nestabilitou

délky mikrosatelitnich lokusti. Chybné parovani bazi vyvola zmény v délce mikrosatelitnich sekvenci — jejich prodlouzeni
nebo zkraceni. Nestabilita délky mikrosatelitnich sekvenci vede k replikacnim chybdm. Mutace maji recesivni charakter,
obdobné jako mutace tumor-supresorovych gent. Tento typ mutaci je charakteristicky nap¥. pro LynchQv syndrom 1 a Il.

Mikrosatelitni sekvence jsou rozmistény po celém genomu. Jejich délka je dédi¢na. Jsou to repetitivni sekvence dinukleotidd
nebo trinukleotid(. Nejbéznéjsi repetitivni sekvence eukaryot je (CA),. V lidském genomu se vyskytuje 50 000 — 100 000
repetic (CA),.

Ptikladem nadoru, u kterého se nachazeji mutace mutatorovych gen( je dédi¢ny nador tlustého stfeva bez pfedchazejiciho
polypdzniho stadia (HNPCC — hereditary non-polyposis colon cancer). HNPCC provazeny jen vyskytem karcinomu tlustého
stfeva, a nebo také rekta, je oznac¢ovan jako Lynchliv syndrom I. U pfiblizné 30 % HNPCC pacient vznikaji navic karcinomy
v dalSich organech (endometriu, Zaludku, slinivce, mocového traktu).

Tato skupina je oznacovana jako Lynchtiv syndrom Il. Lynchiv syndrom | i Il je déden autosomalné dominantné. Za
hereditarni vyskyt je povazovano postizeni tfi a vice ¢lent rodiny; postiZzeni se musi vyskytnout ve dvou po sobé jdoucich
generacich a alespon u jednoho postizeného musi byt nddor diagnostikovan ve véku nizsim nez padesat let
(Amsterodamska kriteria).

Nestabilita mikrosatelitnich sekvenci se vyskytuje i u sporadickych pfipadt kolorektarnich karcinom( bez pfedchazejiciho
polypdzniho stadia, ale u mensiho procenta nddord nez pfi hereditarnim vyskytu HNPCC.
Nestabilita mikrosatelitnich sekvenci byla také popséana jesté u nékolika dalSich typd nadoru.

Pro ilustraci jsou zde uvedeny symboly a chromosomalni lokalizace nejvice prozkoumanych mutéatorovych gen
asociovanych s HNPCC a dal$imi nadorovymi onemocnénimi:

e  hMSH2 (2p22-21) — HNPCC, typ 1; nadory ovarii, glioblastomy, T-bunéc¢né lymfomy

e  hMSH6 (2p16) — HNPCC, typ 5; nadory ovarii, karcinom endometria

e  hMLH1 (3p21.3) — HNPCC, typ 2; Turcotliv syndrom provazeny vyskytem glioblastom a leukémii

e  hPMS1 (2g31-33) — protein kddovany timto genem tvofi heterodiméry s proteinem kédovanym genem hMLH1;

byl detekovan v mutované formé v nékterych HNPCC
e hPMS (7p22) — HNPCC, typ 4; Turcotlv syndrom provazeny vyskytem glioblastom(

Turcotiiv syndrom — klinicky je charakterizovan jako koincidence hereditarniho vyskytu primarnich nador( tlustého stfeva
(FAP nebo HNPCC) s nadory centralniho nervového systému, pripadné s leukémii.




114. CHROMOSOMOVE ABERACE V NADOROVYCH BUNKACH

CHROMOSOMOVE ABERACE
Chromosomovymi aberacemi rozumime zejména odchylky chromosomd ve smyslu jejich naruseni. Zjistuji se pfi

cytogenetickém vysetieni. Kromé chromosomovych zmén pfi neoplaziich se aberace prokazuji také u nékterych vrozenych
chorob. K detailnim poznatkdim o chromosomovych zménach pfi rakoviné vedlo zavedeni podrobnéjsich pruhovacich
technik. Maligni buriky vétSiny nadord maji chromosomové zmény, mnohé z nich jsou stélé.

Typické jsou delece, vyvazené translokace (byva postizen jeden chromosom pravidelné, i misto zlomu na tomto
chromosomu je stélé, ale dalsi zi¢astnény chromosom muze byt vidy jiny) a méné Casté trizomie nékterych chromosoma.

STALE ZMENY DIAGNOSTIKOVANE PRI LIDSKYCH NADORECH (NENAHODNE)
CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE
Philadelphsky chromosom je derivovany chromosom 22. Tento chromosom vznika reciprokou translokaci mezi chromosomy

9 a 22, pfi niz je protoonkogen ABL z koncové casti dlouhého raménka chromosomu 9 fuzovan s genem BCR. Gen BCR se
nachazi na dlouhém raménku chromosomu 22 a jelikoz ma velice silny promotor, dochazi touto fuzi k vzniku aktivniho
onkogenu. Protein, ktery je vysledkem piepisu tohoto fuzniho genu BCR-ABL je diky pfitomnosti silného promotoru
exprimovan ve velké mire, a burky jsou tak stimulovany k nekontrolovatelné proliferaci. Philadelphsky chromosom
nachazime velmi ¢asto u onkologickych pacientl s chronickou myeloidni leukémii.

V tomto pripadé se jedna o ziskanou chromosomovou aberaci, tedy o strukturni pfestavbu chromosomu, ke které dochazi
aZz béhem Zivota pacienta. Philadelphsky chromozom je prikladem tzv. pozi¢niho efektu. Gen ABL, ktery na své plvodni
pozici zcela fyziologicky stimuluje buriky k proliferaci, se diisledkem translokace dostane do blizkosti silného promotoru,
markantné se tak zvysi transkripce translokovaného genu a pak i pfislusného proteinu. Vysledny protein vyrazné stimuluje
buriky k proliferaci, a proto je vysledkem translokace zména protoonkogenu v aktivni onkogen.

Tuto chromosomovou aberaci mdZeme u pacient(i odhalit pomoci molekuldrné cytogenetického vysetteni, napft.
multicolour FISH (M-FISH), spektréini karyotypizaci (SKY) nebo multicolour banding (M-BAND).

BURKITTOV LYMFOM

Burkittlv lymfom je lymfom (typ nddorového onemocnéni) postihujici predevsim B-lymfocyty. Pri¢inou je urcity

typ mutace v téchto imunitnich burikach. Je pojmenovan po objeviteli tohoto lymfomu, chirurgovi D. P. Burkittovi. Vétsina
pacient ma stabilni reciprokou translokaci mezi chromosomy 8 a 14 — nejcastéji t(8;14)(q24;932). Malignita vyskytujici se
nejcastéji v centralni Africe. Typicka je ostelyticka léze Celisti.

Pfesnou pricinou je translokace (tzn. premisténi urcité sekvence DNA z jednoho mista na jiné) onkogenu c-myc z 8.
chromosomu na jiny chromosom, kde se vloZi do genu, ktery kdéduje ¢ast molekuly imunoglobulinu. Tyto geny jsou na
chromosomech 2, 14 a 22, translokace tedy probihd mezi osmym a nékterym z téchto chromosomd.

Nasledujici problémy (malignita) souvisi s velkou transkripcni aktivitou téchto imunoglobulinovych gena. Infekce virem
Epsteina a Barrové (EBV) je nezbytnd, avsak nedostacujici pro vyvoj Burkittova lymfomu. Potfebné kofaktory jsou jak
chromosomalni translokace, tak imunosuprese.

RETINOBLASTOM

Vyznacuje se deleci jednoho prouzku chromosomu 13 - 13g14. Jde o embryondlni tumor retiny. Vyskytuje se hereditarné i
izolované. Pfi hereditarni formé vznika vice nadord (multifokalni vznik), obvykle na obou ocich (bilateralni vznik), pficemz je
zvysené riziko i dalsi primarni malignity — napf. osteosarkom (nadorova multiplicita). Gen Rb1 (OMIM: 180200) lezi pravé na
chromosomu 13 v prouzku q14. Familirani retinoblastom patii mezi hereditarni nadorové syndromy, v rodinach segreguje
jako AD znak.

KARCINOM PLIC
Delece nebo translokace ¢asti chromosomu 3, a sice oblasti p14-23.
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ASOCIACE ANIRIDIE A WILMSOVA TUMORU

Nastava delece useku chromosomu 11, a to prouzek 11g15. WilmsGv tumor je zhoubny nador ledviny, ktery se obvykle
projevuje v casném détském véku nebo dokonce prenatalné. Aniridie (chybéni duhovky) i Wilmsutv tumor se mohou projevit
nezavisle. Mnozi pacienti maji ¢asto dalsi malformace, mentalni retardaci a zaostavani télesného vyvoje. U mnohych
pacient( s touto asociaci je prokazatelna delece Useku 11q a v misté delece je lokalizovany jeden z onkogen( — tzv. c-Ha-
ras.

NAHODNE CHROMOSOME ABERACE V NADOROVYCH BUNKACH
viz otazka €. 35,38,39

SEKUNDARNi CHROMOSOMOVE ZMENY

V prabéhu vyvoje neoplazii mohou jejich buriky ziskat rozdilné chromosomové zmény, které vsak nemusi byt nahodné.
Napf. pfi chronické myeloidni leukémii se u pacient( v terminalnim stadiu choroby objevuji nadpocetné Philadelphské
chromosomy, trizomie 8 nebo isochromosom dlouhych ramének chromosomu 17, u muzi se ztraci chromosom Y. Tyto
abnormality souviseji se selekci a proliferacnim zvyhodnénim malignich klonG. Zmény se ¢asto vyskytuji i v solidnich
tumorech, vznikaji homogenné se barvici oblasti (HSR —

Homogeneously Staining Regions) a acentrické fragmenty. Jde nespi$ o mista genové amplifikace.

Znésobeni genové davky mize byt duleZité pro ztratu kontroly nad rdstem nadoru a jeho agresivitou.

VZTAH ONKOGENU KE CHROMOSOMOVYM ABERACIM

Onkogeny tvofi skupinu mnoha gend. Tyto geny jsou strukturné a funkéné heterogenni a maji vyznam pfi transformaci
buriky na maligni. Vyskytuji se v burice ve formé protoonkogen( a aktivuji se bud spojenim s retrovirem nebo mutacemi.
Nazvy onkogent jsou zkratky odvozené z jejich plvodu — napf. c-myc se plvodné nasel v B-burikach ptaciho myelocytomu.

Po dobu evoluce byly onkogeny konzervované a predpoklada se, Ze kazdy se v lidském genomu nachdazi alespori v jedné
kopii. Nejznaméjsim vztahem mezi onkogenem a chromosomovou aberaci je souvislost c-myc s t(8;14) v pfipadé Burkittova
lymfomu. U clovéka je c-myc lokalizovany v oblasti prouzku 8q24, ktery je zapojeny do translokace. Translokace tak dostava
gen c-myc do blizkosti Gseku 14932 s genem, ktery koduje tézky retézec imunoglobulind. V nékterych pripadech vede
translokace az k 20-ti ndsobnému zvyseni transkripce c-myc, v jinych se zase tvofi abnormalni genovy produkt.

115. NADOROVA ONEMOCNENIi S FAMILIARNIM VYSKYTEM

HEREDITARN{ A SPORADICKY VYSKYT NADORU
Vétsina nadorovych onemocnéni ¢lovéka ma v populaci ndhodny — sporadicky vyskyt, to znamend, Ze mutace gend nastaly

pouze v somatickych burkach. Frekvence nadorového onemocnéni v rodiné pak odpovida popula¢nimu riziku. Pfiblizné
kazdy 3. obcan v nasi republice onemocni nékterou formou nadoru; u muzd jsou to nejcastéji kolorektalni karcinomy
(karcinomy tlustého stfeva a konecniku) a nddory prostaty, u Zen karcinomy prsu. V nadorové tkani mohou byt v rliznych
kombinacich mutovény protoonkogeny, tumor-supresorové geny, mutatorové geny. Pro nékteré typy nador( jsou zndmé
mutace specifickych gend (marker geny).

TentyZ typ nddorového onemocnéni, ktery se vyskytuje sporadicky, mize mit hereditarni i familiarni vyskyt (napfiklad
nékteré nadory plic, prsu, tlustého stfeva, melanomy atp.).

Vyssi vyskyt nador( podobného typu u vice ¢leni rodiny je definovan jako familiarni vyskyt nddorového onemocnéni, kdy?
neni znama geneticka pricina (mutace). U familiarniho vyskytu urcitého typu nddoru muze byt pfic¢inou vzniku stejného typu
nadoru vliv shodnych faktor( vnéjsiho prostredi jako jsou napf. dietetické navyky (napf. nadory tlustého streva), vysoky
vyskyt urcitych virovych onemocnéni (nadory jater — virus hepatitidy B) atp.

Jestlize je mutovany gen pfenesen pohlavni burikou jednoho z rodic¢d (zarode¢na mutace) a mutace druhé alely nastane

v somatické burice, pak mluvime o hereditarnim vyskytu nadorového onemocnéni. Pfenos zdrodecné mutace se ve vétsiné
pripadd tyka tumor-supresorovych gend anebo mutatorovych gen(. V souc¢asné dobé jsou znamy zarode¢né mutace dvou
protoonkogent. Zdédénim zarode¢né mutace je dédéna predispozice k ur¢itému nadorovému onemocnéni. Dédi¢ny
charakter existuje pfiblizné u 5-10 % nadorovych onemocnéni. V tomto pripadé je frekvence vyskytu urcitého typu nadoru



v rodiné vyssi nez je jeho vyskyt v populaci. Z hlediska formalni genetiky se vyskyt dédi¢né predisponovanych nadoru jevi
jako dédicnost typicky autosomalné dominantni s netplnou penetranci.

Pro hereditarni vyskyt nadord je charakteristické postiZeni vice élend rodiny stejnym typem nadoru nebo uréitou skupinou
nadorovych onemocnéni a ¢asnéjsi nastup onemocnéni ve srovnani se stejnym typem nadoru vyskytujicim se sporadicky.
Vyskyt nadoru je vétsSinou multifokalni nebo bilateralni (bilateralni neurinom akustiku, multifokalni a bilateralni
retinoblastom, bilateralni nador prsu). V nékterych pripadech dochazi ke vzniku jednoho, dvou, nékdy dokonce i nékolika
primarnich nadorl rdznych organ( u téhoz jedince. V téchto rodindch vyskyt jednoho typu nadorového onemocnéni mize
upozornit na riziko vzniku nadoru v dalsim organu. Napfiklad u pacientl s hereditarnim vyskytem retinoblastomu se
vyskytuji osteosarkomy, fibrosarkomy, melanomy nebo pfi hereditarnim vyskytu karcinomu prsu vznikaji u
predisponovanych jedincl i nadory ovarii nebo i malobunécné nadory plic.

Klinicky vyznamna souvislost s vyskytem malignich nador( je popséna také u autosomalné dominanté dédéného
onemocnéni neurofibromatosy (NF1, NF2). NF postihuje periferni nervovy systém. U pacientd s NF1 je variabilni vyskyt
projevl; charakteristické jsou mnohodetné benigni neurofibromy v kizi, ploché nepravidelné pigmentované skvrny na
pokoZce, téz benigni nadory na o¢ni duhovce. NF2 se primarné projevuje vznikem neuromu akustiku a/nebo
meningeomem. Ackoliv rist téchto nador( je benigni, ¢ast pacientl ma zvyseny vyskyt malignich nadort jinych organovych
systému (napf. neurofibrosarkomy, gliomy). Tato asociace je davana do souvislosti se zarode¢nou mutaci tumor-
supresorového genu NF1 nebo NF2.

Obdobné osteom mandibuly je pravdépodobné genetickym markerem vyskytu kolorektalnich karcinom( (FAP).

1. KARCINOM PRSU

Vyzkum se poslednich 20 let cilené zaméruje na objasnéni genetickych aspektd nddorovych onemocnéni. U nékterych
nadorl jsou zndmy charakteristické mutace gend, chromosomalni pfestavby nebo asociace s urcitymi antigeny, které se
stavaji markerem onemocnéni. Nador prsu je nejbéznéjsi maligni onemocnéni zen.

Jak sporadicka, tak hereditarni forma nadorového onemocnéni vznika vicestupnovym procesem, ktery zahrnuje aktivaci
onkogen a inaktivaci tumor-supresorovych genu. Pfi karyologickém vySetieni byva pozorovéna aneuploidie (numerické
odchylky) a amplifikace nékterych gen( (naptiklad protoonkogen HER2/neu). Inaktivaci tumor-supresorovych gen( ¢asto
vyvolavaji bodové mutace v genu na parovych chromosomech nebo delece genu/¢asti genu.

Pti hereditarnim vyskytu nadoru prsu nebo prsu a ovarii jsou v soucasné dobé pro diagnostiku vyuzivany dva tumor-
supresorové geny BRCA 1 (breast cancer 1) a BRCA 2. Mutace v genu BRCA 1 je pfic¢inou u 52 % hereditdrnich onemocnéni;
v genu BRCA 2 u 32 %. U 16 % pacientek s hereditarnim typem karcinomu prsu se jednd o dédi¢ny syndrom zpuUsobeny
mutacemi jinych genl. Produkty obou BRCA gen( se podileji na vyzravani mlécné Zlazy. Mimo to tvofi komplexy s produkty
dalsich gen( a podileji se tak na regulaci bunééného cyklu a pfi opravach dvouvlaknovych zlomd DNA.

Dédéna mutace BRCAL se vyskytuje v rodinach s hereditarnim vyskytem nadoru prsu, ovarii anebo prsu a ovarii u Zen.
Zarodecna mutace genu BRCA2 je asociovdana s vyskytem nadoru prsu Zen i muz(, se vznikem nadoru prostaty, pankreatu a
s Fanconiho anemii. Mimo téchto dvou kli¢ovych tumor-supresorovych gend, které jsou markerem genetické predispozice
vzniku karcinomu prsu, se na maligni transformaci podileji mutace v dalSich genech (polygenni model nadorového
onemocnéni) jako je tumor-supresorovy gen TP53 a tumor-supresorovy gen PTEN (phosphatase and tensin homolog on
chromosome ten) kddujici protein s fosfatasovou aktivitou.

Gen PTEN je mutovany v pokrocilych stadiich mnoha riznych typd nador(. Dale je protoonkogen H-ras 1. Spolu s mutacemi
prislusnych genl se na maligni transformaci podili i epigenotyp buriky. Epigenotyp je zdédéna informace na Urovni exprese
gend, tzn., Ze vliv na fenotyp nastava bez zmény genotypu. Nadorové buriky mohou ziskat odlisny epigenotyp nez ma burika
pred maligni transformaci. Hlavni epigeneticka modifikace u ¢lovéka je metylace cytosin(.

2. HEREDITARNi ADEMATOZNi POLYPOZA

Vicestupnovy proces maligni transformace lze dobfe demonstrovat na hereditarni adematézni polypéze (FAP; zarodecna
mutace se tyka tumor-supresorového genu APC —adenomatous polyposis coli), kdy po kumulaci mutaci vznika z benignich
polypu stievni sliznice karcinom tlustého streva.

Genetické zmény, které postupné vedou ke vzniku karcinomu tlustého stfeva je mozné zjednodusené popsat takto:



e 1. stupen: normalni epitel se méni na hyperplasticky po mutaci obou alel tumor-supresorového genu oznaceného
APC na chromosomu 5. Produkt genu APC je soucasti signalni drahy Wnt (rodina gen, ktera koduje proteiny
kontrolujici embryonalni vyvoj, podili se na inhibici apoptdzy atp.; zkratka pole homologie s geny u Drosophila
mellanogaster wingless type). APC se mimo jiné podili na regulaci exprese protoonkogenu c-myc a cyklinu D.

V kolorektalnich karcinomech byva pravé casto zvysena exprese protoonkogenu c-myc. Produkt genu APC je také
dulezity pro stabilitu chromosom, béhem mitdzy se protein kddovany genem APC akumuluje v kinetochoru.
Produkt mutovaného genu APC neumozni, aby se mitotické vieténko ucinné spojilo s kinetochory.

e 2, stupen: nasleduje vznik ¢asnych adenomu (mensich nez 1 cm) vlivem hypometylace DNA.

e 3. stupen: mutace protoonkogenu K-ras vede ke stfednimu adenomatosnimu stadiu (adenomy nad 1 cm).

e 4. stupen: delece nadorového supresorového genu na chromosomu 18 (DCC — delete in colorectal cancer), a
pravdépodobné dalsich tumor-supresorovych gen(, zhorsuje stav stfevni sliznice do pozdniho stadia polypu.

Do této doby je stav hodnocen jako benigni. Zvrat ze stadia benigniho do maligniho a pozdéji vznik metastaz je provazen
akumulaci dalsich genetickych poskozeni. U 75 % karcinomu tlustého streva je to ztrata funkce tumor-supresorového genu
TP53. Vznik karcinomu tlustého stfeva je sled mutaci, ktery je davan do souvislosti s pdsobenim mutagennich latek
obsazenych v potraveé.

3. LI-FRAUMENI SYNDROM
Li-Fraumeni syndrom je vzacné dominantné dédéné onemocnéni, které se vyznacuje vyskytem mnoha réznych typ( dédi¢né

predurcenych primarnich nadord podminénych primarné mutaci v tumor-supresorovém genu TP53.

Seznam vybranych nadorovych nadorovych onemocnéni s hereditarnim vyskytem

Vybrana nadorova onemocnéni asociovana s mutacemi tumor-supresorovych gent

Gen Chromosom Mechanismus pusobeni Lokalizace nadoru
Regulace bunécného cyklu oci (retinoblastom), kosti, prsa, plice, mocovy
Rb1 13q14 méchyr, prostata
Regulace bunécného cyklu WilmsUv nador ledvin a nddory dalSich organt
WT1/WT2 11p13 urogenitalniho traktu
Pozastaveni cyklu v G1 fazi, rdzné typy nadord (cca 50 % vsech ma mutace
TP53 17p13 transkripéni faktor genu TP53)
Regulace hladiny B-kateninu (slozka tlusté stfevo (FAP — familiarni adematdzni
cytoskeletu), bunééné proliferace a polypdza; sporadické kolorektalni karcinomy), a
APC 5021 bunécna adheze nadory dalSich organt
BRCA1 17p21 CD)’p\;rAavovanl dvouvlaknovych zlom prsalé ovaria, prostata, larynx, zaZivaci trakt,
BRCA2 13q12-q13 pankreas

116. ROLE GENETIKY V PRESYMPTOMATICKE DIAGNOSTICE A PREVENCI NADOROVYCH
ONEMOCNENI

PORADENSTVi, PREVENTIVNi OPATRENI{
Rodokmenové studie a diagnostika na molekularni Grovni dovoluji rozlisit sporadicky a hereditarni vyskyt nadord. Pri

hereditarnim vyskytu je mozné pomoci genetickych markeru identifikovat predisponované jedince (heterozygoty). Tim se
oteviela moZnost presymptomatické a prenatalni diagnostiky nadord s hereditarnim vyskytem. Molekularni diagnostika je
mozna napfiklad u hereditarni adenomatézni polypozy (gen APC), syndromu Li-Fraumeni (gen TP53), Lynchova syndromu
(délka CA repetic, MMR geny), retinoblastomu (gen Rb1) atp.

Nador tlustého stfeva, kdy maligni transformaci predchazi stadium adenomatdzni polypdzy (FAP) byl poprvé popsan jako
dominantné dédény. Jeho celosvétovy vyskyt je uvadén 1 na 7 000 narozenych jedincd. V pfipadé adenomatdzni polypdzy je
i v béZné praxi mozné diagnostikovat polypdzni stadium koloskopii a véasnym chirurgickym zdkrokem (odstranénim




segmentu nebo celého stfeva) zamezit vzniku maligniho procesu. V soucasné dobé Ize pfimou DNA diagnostikou (vétSinou)
nebo i metodou nepfimou (napf. RFLP) zjistit ohroZzené jedince v presymptomatickém i v prenatalnim obdobi. ZalezZi jen na
|ékari, zda umi vyuZit moZnosti spoluprace se specializovanym pracovistém, napfiklad oddélenim Iékarské genetiky.

Vznik nddorového onemocnéni je komplexni a vétSinou dlouhodoby proces (zavisejici mimo jiné na typu nadoru), na
kterém se podileji jak faktory genetické, tak faktory vnéjsiho prostiedi. Také je tfeba si uvédomit, Ze maligni nadory téhoz
organu mohou u rtiznych jedinch vznikat kumulaci odlisnych mutaci.

Preventivni opatieni u jedincl s vrozenou dispozici pro vznik nddorového onemocnéni jsou zamérena na:
a) Pravidelné diagnostické testy: na endoskopii u nadord zazivaciho traktu, mamografii a sonografii u nadoru prsu,
endoskopii a vySetfeni retiny u FAP (u nékterych jedincl se vyskytuje vrozena hypertrofie pigmentu sitnice —
CHRPE), sonografii u nadord ovarii, moc¢ového traktu atp.
b) Upravu Zivotniho stylu véetné diety.
c) Profylaktické chirurgické zakroky.
V¢asnou diagndzou mze lékaf zabranit fatalnimu pribéhu nddorového onemocnéni.

PRESYMPTOMATICKA DIAGNOSTIKA A PREVENCE NADORU
K presymptomatické diagnostice nadorovych onemocnéni se pouziva zejména celoplosného screeningu. Screening je

plosné vysetrovani populace. Jeho ucelem je zachyt |éCitelného nadorového onemocnéni v casnych stadiich. Cilem
screeningu je snizit morbiditu (nemocnost) i mortalitu (Umrtnost). Zakladem je vyhledavani jedincl ohrozenych vznikem
onemocnéni drive, neZ se objevi prvni projevy. Vyhodou presymptomatické diagnostiky je zachyt onemocnéni ve fazi, ktera
umozriuje snadnéjsi lécbu s lepsSimi vysledky. Zaroven dochazi ¢asto ke snizeni ndkladd na Ié¢bu samotnou.

Nadorova onemocnéni jsou typickym prikladem, jedna se zejména o: rakovinu délozniho Cipku, prsu a tlustého streva a
konecniku.

KRITERIA POUZITi SCREENINGU

e onemocnéni musi byt v populaci ¢asté

e onemocnéni musi mit relativné vysokou morbiditu

e existuje Ucinnd lécba v ¢asnych stadiich

e pro detekci je k dispozici dostupny a laciny test

e  testovaci metoda by méla byt co nejvice senzitivni a specificka
PRESYMPTOMATICKA DG KOLOREKTALNIHO KARCINOMU
Zakladem jsou testy okultniho krvaceni ve stolici a primarni screeningova kolonoskopie:

e testy okultniho krvaceni (TOKS) jsou doporucovany u lidi starSich 50 let jednou rocné — jsou k dostani u
praktickych lékarud
e lidé starsi 55 let podstupuji TOKS jednou za dva roky nebo kolonoskopii jednou za deset let

Kolorektélni karcinom patfi v CR republice mezi prvni tfi nejéastéjsi zhoubné nadory. Jejich lé¢ba ma vyrazné lepsi vysledky
pti véasném zachytu — idealné u lidi, ktefi jesté nepocituji obtize. Celoplosné republikovy screening byl zahéjen v roce 2009.

SYMPTOMY KOLOREKTALNIHO KARCINOMU
e specifické: ztrata hmotnosti, prajmy i zacpy — zména pravidelnosti stolice, ¢asté nuceni na stolici, bolesti bticha,
kiece
e nespecifické: Unava, nevolnost, zvétSujici se objem dutiny bfisni, teploty nebo subfebrilie

PRESYMPTOMATICKA DG RAKOVINY PRSU
Rakovina prsu je nej¢astéj$im nadorem, ktery se u Zen v CR vyskytuje. Vy$etfovani a zachyt rakoviny prsu spada do

kompetenci gynekologu, ktefi by méli pfi kazdoro¢ni preventivni prohlidce pacientkam palpacné vysetfit také prsa.
Alternativou je samovysetieni Zen. V pripadé nélezu rezistenci nebo symptomd, které byvaji spojovany s rakovinou prsu,
jsou Zeny odesilany k vySetfeni do mamologickych center. Mamograf odhali az 95 % vsech karcinomd, v pfipadé potreby je
vysetfeni dopliovano vysetienim ultrazvukovym. Mamografie je RTG vySetieni, coZ s sebou nese i urcita rizika. Vliv ozareni
se béhem naseho Zivota scita, proto se ¢asta vySetfeni mohou stat pro Zenu vice skodliva nez pfinosna. Indikace je proto
vzdy nutné zvazit.



Zeny starsi 45 let maji pravo jednou za dva roky na bezplatné mamografické vysetieni. Vysetfeni je uréeno téZ pro zeny s
pozitivni rodinnou anamnézou, kde se predpoklada zvysené riziko genetické formy onemocnéni (BRCA geny).
Celorepublikovy screening je nejstarsim v CR a probiha Gspésné jiz od roku 2002.

SYMPTOMY RAKOVINY PRSU
e  vtahovani kiZe nebo vznik dulkd
. nepravidelnosti bradavky (vtazeni)
. sekrece z bradavky
. zarudnuti a tepld kliZe (téZ u mastitidy)
. pomerancova kuze (infiltrace lymfatického systému)
. zviedovaténi

RIZIKOVE FAKTORY

e  Pozitivni rodinnd anamnéza (5-10 % nadoru je geneticky podminénych) — v roce 1994-1995 byly diagnostikovény
geny, které jsou spojovany s autosomalné dédi¢nymi formami rakoviny prsu — BRCA1 a BRCA2. Mutace v téchto
genech zvysuje riziko onemocnéni prsu (56—87 %) a vajec¢nik( (10-60 %).

. vék — riziko stoupa po 40. roku véku, vyrazné pak po 50. roku.

. pritomnost cyst v prsu

. brzky nastup menstruace (pred 12. rokem)

. pozdéjsi nastup menopauzy

. bezdétné Zeny maji vyssi riziko, stejné tak i Zeny s prvnim téhotenstvim po 30. roce

. kojeni snizuje riziko vzniku rakoviny prsu

. vyssi pfijem alkoholu

. nevhodna strava a obezita

PRESYMPTOMATICKA DG RAKOVINY DELOZNiHO CiPKU

Lécba Casnych stadii rakoviny cervixu je pomérné snadna, proto je screening naprosto klicovy. Stadium pocatecnich zmén
bunék s sebou nenese Zzadné symptomy, je proto odhalitelné jediné pomoci screeningu v rdmci pravidelnych
gynekologickych vysetfeni kazdy rok. Brzké odstranéni jiz zménénych bunék muze zabranit rozvoji karcinomu. Vysetfeni se
tyka viech Zen a divek po zahajeni sexualniho Zivota. Vyznamnou roli v rozvoji onemocnéni nesou HPV — human papilloma
virus, které jsou prenaseny pohlavnim stykem.

Do véku 35 let se tak s touto infekci u nas setka 60 % Zen. VétSinou probéhne infekce asymptomaticky diky zasahu
imunitniho systému. Screening je zaloZeny na cytologickém vySetfeni stéru ze sliznice ¢ipku pod mikroskopem. Buriky se
odebiraji malym kartackem nebo Stétickou. Celorepublikovy screening byl zahdjen v roce 2008. V poslednich letech doslo
také k vyvoji vakcin proti hlavnim typlm HPV. Ockovani je doporu¢ovano mladym Zzenam do véku 25 let, nejlépe vsak pred
zahajenim sexualniho Zivota. O¢kovéni neni hrazeno zdravotnimi pojistovnami.

SYMPTOMY RAKOVINY DELOZNiHO CiPKU
e velmi ¢asto se jedna o stavy asymptomatické — nutné jsou preventivni prohlidky u gynekologa
. objevuji se az pozdni pfiznaky rozvoje karcinomu — bolest v oblasti podbfisku, krvaceni, vytok z pochvy

RIZIKOVE FAKTORY
e infekce lidskym papilomavirem
. promiskuita a vétsi pocet partner(
. koureni
. poruchy imunity
. vék nad 35 let



117. MOZNOSTI GENOVE TERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENI

Rozvoj molekularni biologie pfispiva k rozvoji genové terapie nddorovych onemocnéni. Vedle dnes uz klasické kombinace
chirurgického zakroku, radioterapie, chemoterapie a imunoterapie se na specializovanych pracovistich zacinaji vypracovavat
rizné strategie genové terapie vybranych typd nadord.

Strategie genové terapie ma dva hlavni sméry:

a) PFima genova terapie — oprava chyby, tzn. zmény v sekvenci DNA, ktera je odpovédna za maligni transformaci,
tedy napf. odstranéni mutace v protoonkogenu nebo vneseni chybéjicich tumor-supresorovych gend. Jelikoz
maligni fenotyp ma multifaktoridlni (polygenni) pdvod, je tento pfistup zatim obtizné realizovatelny.

b) Nepiima genova terapie znamena vneseni nové genetické informace do buriky (nddorové nebo jiného typu).
MizZe jit o vneseni sekvenci DNA, které koduji napriklad stimulaci protinddorové imunitni odpovédi nebo potladuji
angiogenezu indukovanou rostoucim nadorem anebo aktivuji cytotoxické plsobeni molekul antimetabolitu.

Jak experimentalni pfistup ke genové terapii, tak klinické testy jsou podfizeny pFisnym pravidliim. Za pfisnych etickych
kritérii probiha vybér pacientd, je zvaZzovana bezpecnost zakroku jak pro pacienta, tak pro oSetfujici personal, ucelnost
terapie a volba vhodného typu bunék. Zatim neni povolena genova terapie, ktera by vyuzivala zarodecné buriky nebo

buriky velmi ¢asného embryonalniho stadia.

V mnoha pfipadech je vlastni genova manipulace uskute¢néna ex vivo (mimo organismus). Techniky pouZivané pro vneseni
genu do lidskych bunék jsou zalozeny na fyzikalnim, chemickém nebo biologickém principu.

Fyzikalni metody umoznuji pfimé vpraveni nukleové kyseliny do cilovych bunék. Pouzivané techniky jsou mikroinjekce,
mikroprojektily nebo zavedeni slabého elektrického proudu k bunécéné suspenzi za pfitomnosti genu, ktery ma byt do bunék
inkorporovan. Ucinnost téchto technik méFfena expresi gen(i je viak mald (< 1 %).

Chemické metody vyuZivaji pro inkorporaci gentl do bunék naptiklad fosfore¢nan vapenaty, liposomy, DEAE-dextran, které
zlepsuji prichod bunéénou membranou.

Biologicky pFistup spociva ve vyuziti vird jako vektorl (prenasecd) DNA. Nejvhodnéjsi jsou transformujici DNA viry
(papovaviry, adenoviry, herpes simplex viru) a retroviry. Tyto vektory maji vysokou (témér 100 %) Gc¢innost prenosu
pozadované sekvence DNA.

Dalsi vektory pouzivané v genové terapii jsou naptiklad plasmidy obsahujici multiplikované kopie vybraného genu. Plasmidy
jsou injikovany do krevniho recisté nebo pfimo do oblasti nadorového bujeni. Jako vektory jsou pouzivany také
monoklonalni protilatky, in vitro namnozZené tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) nebo dendritické buriky.

Na nékolika prikladech Ize ukazat sméry genové terapie nadord.

TIL po intravendznim podani, diky své specifické protindadorové aktivité, selektivné infiltruji pooperacéni residua nadoru, ze
kterého byly izolovany. Ex vivo mUze byt do genomu TIL integrovéan naptiklad gen pro faktor nekrotizujici nddorové buriky
(TNF). Gen kodujici TNF se stal trvalou soucéasti genomu TIL a syntetizovany faktor nekrotizujici nddorové buriky je
secernovan primo do nadorové tkané, kterou nekrotickym procesem likviduje. Obdobné mohou byt TIL vyuZity pro prenos
gend kodujicich produkci cytokind. Strategie této genové terapie spociva v geneticky fizeném zvyseni imunobiologické
aktivity.

Dobfe prostudovanou metodou genové terapie nadorovych bunék je pouZiti retrovirli a herpes simplex viru jako vektor(.

Retrovirus je nejprve geneticky modifikovan v prosttedi in vitro. Sekvence kddujici virové proteiny jsou odstranény a
ponechany jsou pouze sekvence kontrolujici jejich expresi (LTR oblasti — long terminal repeat; virové dlouhé opakujici se
sekvence s promotorovou funkci). V druhém kroku jsou vystfizené sekvence zaménény za sekvence kddujici tvorbu
produktu zvoleného pro prisluSnou genovou terapii (napf. supresorovy gen, upravena sekvence onkogenu, sekvence
kodujici nadorové specifické nebo asociované antigeny, antigeny MHC atd.). Tyto rekombinantni retroviry maji schopnost



konstruovanymi vektory, se selektivni afinitou k rychle se mnozicim nadorovym bunkam.

Prikladem genové terapie vyuZivajici genetickym inzenyrstvim upraveny retrovirus je Iécba maligniho gliomu (glie jsou
pojivové burky centralniho nervového systému). Tento nador ma vysokou mitotickou aktivitou, nemetastazuje a je
obklopen nervovou tkani, kterd se nereplikuje. Na nékolika vybranych pacientech probéhla Gspésna studie, kdy byly
mikroinjekci do maligniho gliomu vpraveny retrovirové partikule nesouci gen pro TNF.

Gen kddujici TNF mél navic zvySenou transkripci diky virovym LTR, které pUsobily v konstrukci jako jeho promotor.

Gen Herpes simplex viru kédujici enzym thymidinkinasu (HSV-TK) je priklad vyuZiti virového genomu pro aktivaci
cytostaticky pUsobici latky az v cilové nddorové burice. Gen kédujici enzym thymidinkinasu byl transdukci zaclenén do
genomu nadorovych bunék a v nich teprve pfeméruje neaktivni lékovou formu (profarmakum) v aktivni latku

s cytotoxickym ucinkem. Napfiklad antimetabolit gancyklovir je timto enzymem fosforylovan teprve v transdukovanych
burikach a stava se tak pro né cytotoxicky. Transdukci genu HSV-TK do nadorovych bunék je tak zajisténa selektivni terapie.

Nékolik vyse uvedenych ptikladd genové terapie malignich nador( jen rdmcové nastifiuje sou¢asné sméry v nadorové
terapii, ktera by mohla byt budouci kauzalni terapii nddorovych onemocnéni.

118. GENETICKE MECHANISMY EVOLUCE

PRIRODNI VYBER

Zakladnim predpokladem evoluce je geneticka variabilita jedincd, s niz pracuje pfirodni vybér (pfirozena selekce). Tento
proces popsal Charles Darwin na zakladé velmi dobré orientace v problematice kfizeni a slechténi domdcich zvirat, zejména
holubU a psu, a svych pozorovani béhem plavby na lodi Beagle v letech 1831 — 1836, v knize ,,On the Origin of Species by
Means of Natural Selection, or the Preservation of Favoured Races in the Struggle for life” (O vzniku druh pFirodnim
vybérem neboli uchovanim prospésnych plemen v boji o Zivot; 1859).

Principem ptirodniho vybéru je eliminace jedincd, v danou chvili hiife adaptovanych pro aktualni podminky z populace, ¢i,
|épe Feceno, z Uspésného rozmnozovani. Geneticky zcela homogenni populace by nemohla odpovidat na zmény prostredi.
Teprve pfitomnost genetickych odlisnosti, podminujicich fenotypové rozdily, dava populaci schopnost evoluéni odpovédi na
pozadavky prostiedi. Geneticka variabilita je zakladem pro rozdily v reprodukéni zdatnosti (fitness) jedincd a jejich odlisny
ptispévek do genetického fondu nésledujici generace. Selekce mlze zacit plsobit v kterémkoliv Useku Zivota jedince, jednim
z nejpozoruhodnéjsich a nejstudovanéjsich jevd je selekce sexualni (pohlavni vybér), kterd mdze mit i naprosto necekané
dasledky pro existenci druhu.

POHLAVNI VYBER

Pohlavni vybér neboli sexudlni selekce je mechanismus, pomoci néhoz je mozno vysvétlit pfitomnost pestrého zbarveni'i
Casto velmi bizarnich ozdob, které se na prvni pohled jevi jako neuZite¢né ¢i dokonce prekazejici pfi béZnych cinnostech
zvirete. Podstatou sexudlni selekce je vyhoda, kterou urcity jedinec ziska v porovndni s ostatnimi jedinci stejného pohlavi na
zakladé charakteristik preferovanych opa¢nym pohlavim.

Predmétem samiciho vybéru muize kromé vzhledovych charakteristik byt i intenzita zpévu u ptak(, kvalita provedeni
epigamnich projevu (svatebni tance) nebo kvalita teritoria, jehoZ vlastnictvim samec demonstruje schopnost obstat

v konkurenci ostatnich samct a tim i kvalitu sebe sama. Vyjimkou neni ani kombinace nékolika znak(l zohledriovanych
samicemi pti vybéru partnera.

Modely, popisujici samici vybér a jeho dlsledky pro vyslednou reprodukéni zdatnost jedince, mGzeme rozdélit do tfi okruh(.
»,Runaway selection” model (Fisherovsky vybér — podle R.A. Fishera) pro sexualné selektované znaky nepredpoklada jejich
vyznam jako indikator kvality jedince. Mira jejich exprese je posilovdna pouze na zadkladé provazanosti evoluce daného
znaku a preference pro néj.

Skupina hypotéz ,, dobrych genti” naopak predpoklada funkci sexualné selektovanych znakd jako indikatoru samdich kvalit.
Samice tedy v podstaté vybira kvalitni geny pro své potomky i nejlepsi zdroje potfebné pro Uspésné vyvedeni potomstva. Do
této skupiny patti hypotéza hendikepu, ktera vysvétluje pritomnost struktur, napf. dlouhého, barevného ocasu u samct



pava, jako znamku kvalitnich gend, které umoziuji nositeli dané ozdoby Uspésné se vyrovnat s jeji pfitomnosti. DalSim
prikladem je hypotéza sexy synt, podle niZ synové zdédi atraktivitu svého otce a budou tedy pfitazlivi i pro své budouci
partnerky. Tato vlastnost jim zajisti vétsi mnoZstvi potomkd, nez je bézné pro méné atraktivni samce. Treti skupinou jsou
hypotézy pfimé vyhody, které vysvétluji samici zalibu v urcitych znacich jako snahu rozpoznat samce zdravého a
Zivotaschopného, ktery bude zarukou dobré péce o potomstvo a nenakazi samici nebo mladata parazity.

U ptak( mGze byt nefalSovatelnym signalem kvality samce barva opefeni, a to nejen v disledku pfimé zavislosti zbarveni na
kvalité prijimané potravy (tj. obsahu urcitych latek, napt. karotenoidu), ale i jako signal odrazejici kondici samce v minulé
hnizdni sezéné. Lépe vybarveni samci jsou samicemi preferovani také pro extraparové kopulace, kterymi mohou samice
zvySovat genetickou kvalitu svého potomstva.

MUTACE

Genetickou variabilitu zajistuji mutace, v disledku kterych neni geneticka informace vsech jedincl v populaci totozn3, ale

v rizné mire odlisna. Mutace DNA jsou tedy jednim z nejdllezitéjsich mechanism(, pohanéjicich evoluéni déje. Z hlediska
evolucniho vyznamu délime mutace na pozitivni (ovliviiuji fenotyp svého nositele pfiznivé, jsou vyhodné pro jeho celkovou
fitness), negativni (fenotyp nositele ovliviuji nepfiznivé, snizuji fitness), a selekéné neutralni, které jsou pozorovatelné
pouze na urovni DNA, neprojevuji se fenotypicky.

GENETICKY DRIFT

Dle teorie neutralni evoluce, publikované Motoo Kimurou v roce 1968, selekéné neutralni mutace tvori vétSinu genetické
variability v populacich. Zmény jejich frekvenci jsou generovany prevazné genetickym driftem. Tento proces méni
zastoupeni jednotlivych alel v populaci na principu ndhodnych zmén jejich frekvenci, bez ohledu na to, Ze dana varianta
svého nositele neovliviiuje ani pozitivné, ani negativné.

Extrémnim pfikladem muzZe byt zemétreseni, povoden ¢i rozsahly sesuv pldy, kdy z plvodni populace zlstane jen nékolik
jedincl, ndhodné katastrofu preZivsich. Takovy redukovany genovy pool je zakladem genofondu opétné rostouci populace,
kde snadno prevlddnou plvodné minoritni alely.

Béznéjsi situaci, ilustrujici princip genetického driftu, je realizace pouze velmi malé ¢asti vSech kombinaci alel, které je
jedinec schopen béhem Zivota teoreticky vytvofit (u clovéka 2% moznych kombinaci chromosomd, pfiblizné 1-10 déti
skute¢né narozenych). Mira plsobeni genetického driftu v redlné populaci je ovliviiovana nékolika faktory, které vétsinou
vice ¢i méné snizuji jeho intenzitu, at se jedna o velikost populace, mezipohlavni rozdily v mnoZstvi potomka, ¢i migraci.

PFitomnost subpopulaci v rdmci jedné velké populace naopak zvySuje miru pusobeni genetického driftu v téchto malych
populacich. V kazdé z nich vSak mohou byt fixovany odlisné alely, a pfi celkovém pohledu na populaci (frekvence alel
zUstava pro celkovou populaci nezménéna) muze vliv driftu pozorovateli zcela unikat (Wahlundv efekt).

JelikoZ v kazdé populaci jsou faktory ovliviiujici miru genetického driftu pfitomny v rozdilné mire, byl vytvofen koncept
efektivni velikosti populace (N.), ktery umozZriuje srovnani rliznych populaci. Efektivni velikost je velikost pravé takové
idedIni populace (jedinci nemigruji, velikost je stdla, generace se neprekryvaji a partnefi pro rozmnozovani se paruji
nahodné), v které by drift plsobil ve stejné mire jako v pozorované populaci.

Pro ilustraci je mozno uvést priklad asortativniho parovani kombinovaného s polygamii, vyskytujiciho se v mnoha lidskych
populacich. Muz, disponujici dostate¢nym mnoZstvim zdrojq, je atraktivnim partnerem a mdZze zajistit vice Zen a jejich déti
nez muz chudy, ktery v disledku nezdjmu Zen o svou osobu nezanecha potomky zadné. Efektivni velikost subpopulace
pozUstavajici pouze z jednoho muze a libovolného poc¢tu jeho manzelek je oviem stejnd, jako efektivni velikost populace
pozUstdavajici ze dvou muzd a dvou Zen, tj. 4. Vybér partnera podle urcitého kritéria (mnoZstvi zdrojll) a polygamie tedy
vyrazné snizuji N, a posiluji vliv genetického driftu.

Matematické ovéreni pravdivosti predchoziho tvrzeni:
Ne = 4Nme /(Nm + Nf)
e  kde N, a N¢jsou pocty samcU a samic v populaci



MIGRACE

Migrace, na rozdil od selekce, mutaci a genetického driftu, neméni alelické frekvence v ramci celého druhu, ale pouze na
urovni jednotlivych subpopulaci. Dlisledkem toku gend mezi subpopulacemi je snizovani jejich vzajemné genetické
odlisnosti, migrace tedy pusobi proti vlivu genetického driftu.

119. DRUH A SPECIACE

V soucasné dobé je nejpouzivané;si definici druhu koncept biologického druhu, vysloveny Ernstem Mayrem. Dle tohoto
konceptu je druh skupina jedinc, aktudlné ¢i potencialné se navzdjem kfiZicich a obyvajicich uréitou ekologickou niku.
Ptislusnici jednoho druhu se nekfizi s pfislusniky druhu jiného, a pokud k tomu dojde, vzniklé potomstvo neni plodné (jsou
vyvinuté pre- nebo postzygotické reprodukéni izola¢ni mechanismy).

Ani s takto pojatym vymezenim druhu vsak nevystacime pro vSechny Zivé organismy, jako priklad uvedme asexualné se
rozmnozujici Eukaryota (néktefi vifnici, bi¢ikovci), samosprasné rostliny ¢i Prokaryota. Alternativou je morfologicky
koncept, ktery druh definuje jako nejmensi skupinu, ktera je konstantné rozeznatelna béznymi prostredky. Fylogeneticky
koncept definuje druh bud'jako nejmensi skupinu organismi nesouci jeden diagnosticky znak, nevyskytujici se u Zadného
z pfibuznych druhd, nebo jako nejmensi exkluzivni monofyletickou skupinu (skupina zahrnujici pfedka a véechny jeho
potomky).

Speciace, tedy proces formovani nového druhu, mlze probihat nékolika zplsoby. Pfi geografickych speciacich nejprve
dojde k rozdéleni plivodni populace pfirodni bariérou (horsky masiv, vodni plocha apod.). AZ poté se nahromadi mnoZstvi
rozdild, at jiz fixovanych selekci nebo genetickym driftem, dostatecné na to, aby se pfi pfipadném opétovném setkani
populace vzajemné nekftizily. Pfi neografickych speciacich nejsou nové vznikajici druhy od sebe oddéleny geografickou
bariérou, ale rozdilnosti svych ekologickych naroki nebo jiz existujicimi prezygotickymi reprodukéné izolacnimi
mechanismy.

GEOGRAFICKE MODELY SPECIACE

Alopatricka speciace spociva v rozdéleni plvodni populace, obyvajici rozsahly aredl, na dvé subpopulace. Po oddéleni

v kazdé z nich plsobi nezavislé selekéni tlaky a po velmi dlouhou dobu se akumuluji mutace. Tim se primarné vytvori
postzygotické reprodukéné izolacni mechanismy a v pfipadé opétovného setkdni téchto novych druh jiz jejich pfislusnici
nejsou schopni vzdjemného plodného kfizeni, coz vytari tlak na vytvoreni i prezygotickych reprodukéné izolacnich
mechanism0 (napf. lepsi vzajemné rozpoznavani).

Pti extinkéni speciaci dochazi k vymreni Casti Siroce rozsifené populace, a tim i k oddéleni zbylych subpopulaci. Kazda z nich
byla vystavena jinym selekénim tlaklim, coz ve svych dlsledcich vede ke stale vétsi odlisnosti novych populaci a ke vzniku
novych druhd.

Peripatricky model speciace predpoklada oddélovani malych populaci na okraji arealu druhu, které vétsinou v nepfilis
vhodnych podminkach prostiedi vymiraji. Nékdy se vsak novym podminkam dokazi pfizpUsobit a zméni se v novy druh.
Rozhodujicim procesem v této proméné je geneticky drift, pfipadné velmi intenzivni selekce.

NEOGRAFICKE MODELY SPECIACE
Pti parapatrické speciaci nejsou populace zcela oddélené, ale vzdjemné se dotykaji okraje jejich areald.

V prostiedi je pfitomen gradient (konkrétni niky se v ramci biotopu lisi, napf. teplotou), a organismy vykazuji urcitou miru
dimorfismu, kterd vede k tomu, Ze tyto dvé populace spolu komunikuji stale méné, az se vytvofi prezygotické reprodukéné
izola¢ni mechanismy.

Sympatricka speciace probiha uvnitf aredlu druhu bez jakéhokoliv geografického oddéleni populaci, napfiklad zménou
ekologickych preferenci uplatiiovanych pfi vybéru partnera u ¢asti populace. Typickym prikladem tohoto zplsobu speciace
jsou pribuzné druhy parazitickych organism, vykazujici preference pro odlisné hostitele, na nichZ se postupné proméni ve
druhy nové. Dobfe dokumentovanym ptipadem je i speciace vice nez 600 druh( cichlid ve Viktoriiné jezefe v Africe.



Stasipatricka speciace je nahlou udalosti, mGze byt disledkem rozsifeni uréité chromosomalni mutace (pericentricka
inverse, Robertsonova fuze), ktera brani kfizeni mezi nositeli plivodniho a mutovaného genomu. Zvlastnim pfipadem jsou
polyploidizacni a hybridizacni speciace, davajici v nékterych pfipadech vznik otevienym, velmi komplikovanym genetickym
systémuim.

120. EVOLUCE GENU, EVOLUCE GENOMU

EVOLUCE GENU

Je pfirozené, Ze i jednotlivé geny jsou predmétem evoluce. Nové geny se vyvijeji z gend stavajicich, coz ve svém disledku
vede k existenci genovych rodin a nadrodin, které nachazime v genomech recentnich organism(. Genové rodiny jsou
skupiny homologickych gend, majicich vétSinou podobnou funkci. Pfikladem jsou geny hlavniho histokompatibilitniho
komplexu (MHC), opsiny, apoptotické geny i geny pro hemoglobinové podjednotky.

V sav¢i evoluéni linii bylo zjisténo, Ze zhruba v poloviné genovych rodin pfitomnych u spoleéného predka psa, potkana, mysi,
Simpanze nebo ¢lovéka doslo béhem vyvoje k expanzi ¢i zmenseni dané rodiny alespori u jednoho z vyse uvedenych taxon(.

VZNIK GENU

Jestlize se novy gen vyviji na zakladé sekvence genu pivodniho, musi nejprve dojit k duplikaci tohoto genu, aby nenastal
fatalni nedostatek jeho produktu. Genova duplikace je povaZovdana za jeden z hlavnich zdrojd gen( s novou nebo
pozménénou funkci. V lidském genomu pfiblizné 2,7 % genetického materialu vzniklo duplikaci, probéhnuvsi az po oddéleni
lidské linie od spolecného predka se Simpanzi.

Pro eukaryotické organismy védci spoditali, Ze genové duplikaty tvofi 8-20 % gen(, a pravdépodobnost vzniku duplikaci se
pohybuje mezi 0,2 % az 2 % na gen za milidn let.

Podstatné méné informaci ale mame o evoluénich procesech bezprostiedné nasledujicich po duplikaci genu, které
rozhoduji o budoucim osudu duplikatu. Ten se mlze bud stat nefunkénim pseudogenem, ve kterém se hromadi neutréini
mutace, nebo redundantnim lokusem se stejnou funkci, jakou mél gen pavodni. MGzZe vsak ziskat i zcela novou funkci
(neofunkcionalizace), nebo prevzit pouze ¢ast plvodni funkce ancestralniho genu (subfunkcionalizace).

Pseudogeny a zcela redundantni duplikdty jsou fixovdny neutralnim genetickym driftem, totéz se soudi o situaci, kdy si geny
mezi sebe rozdéli plvodni funkci. PFi ziskani nové ¢i vylepsené funkce vsak na duplikat plsobi pozitivni selekce, ktera je
modulovana mnoha dalsimi faktory (mira vyhody plynouci z genu s novou funkci — selekéni koeficient, typ mutaci v genech
duplikovaného paru, efektivni velikost populace).

Geny se viak mohou v genomu zmnofZit i jinym zpldsobem, napfiklad polyploidizaci. Polyploidizace je zndma zejména u
rostlin, kde jde odpraddvna vyuZivana pfi Slechténi kulturnich plodin. Nalézadme ji ale i u obratlovcl (pravdépodobné stéla
polyploidizacni udalost u samotného zrodu obratlovct), kde je pomérné béznym jevem u ryb a nejméné dva pfipady
tetraploidie zname u savci (hlodavc(). Jedna se o blizce pfibuzné druhy osmak( (Tympanoctomys barrerae,
Pipanacoctomys aureus), v jejichZ evolucni historii doslo k duplikaci celého genomu.

Dalsi cestou jak inkorporovat nové geny do vlastniho genomu je mezidruhova vyména gend, at uz procesem transformace
u bakterii, virovou transmisi ¢i endosymbiosou.
Geny mohou vznikat témito mechanismy:

e  preskupovani exont

. duplikace gen(

[ retrotranspozice

. fuze a Stépeni genl

Preskupovani exonl - exony rtiznych gent mohou byt spojeny za vzniku nového genu. Retrotranspozice - "kopiruj a vloz",
pfemistovani Usekd DNA v genomu.



121. VZNIK A VYVOJ DRUHU

| kdyZ plvod Zivota na Zemi pfenosem z vesmiru nelze vyloudit, pfedpokladaji takika véechny moderni teorie Ze Zivé
soustavy vznikly na Zemi (autochtonné) postupnym zvySovanim organizovanosti ,nezivé hmoty“.

Vsechny dnes existujici hypotézy jsou variantami, které vychazeji z jednoduchych postulata:
1. Nebiologicky vznik organickych sloucenin a zejména jednoduchych biopolymeru (zejm. peptidd a
peptidonukleotidd).
2. Asociace molekul organickych latek na podkladé fyzikélnich ¢i fyzikalné-chemickych procest v ohrani¢enou
soustavu s relativné stabilni strukturou.
3. Vznik primitivniho metabolismu a autoreprodukéni schopnosti téchto soustav na podkladé fixace volné
energie a biochemické paméti.

Vyvoj Zivych soustav zahrnuje prebiotickou etapu (chemicky vyvoj a vznik urcitého stupné organizovatelnosti) a etapu
biotickou, zahrnujici vznik nejprimitivnéjsich Zivych soustav (eobiont() a jejich vyvoj v evoluéné primitivni buriky. Druh je
jednou ze zakladnich kategorii organizace Zivych soustav - vyvoj jednotlivych druh (speciace), existujicich (recentnich) i
vymrelych (fosilnich), je konkrétnim obrazem, jak se Ziva priroda vyvijela a vyviji.

Predpokladame-li, Ze Zivot je monofyleticky — tj. Ze vSechny druhy vznikly z jednotného zakladu, pak mnozZstvi existujicich
druh vzniklo rozrdzriovanim (divergenci). Postupna pfeména jednotlivych druh v jiné vyjadfuje i miru jejich pfibuznosti a
je tak zakladem ptirozeného systému organismu.

Jako druh se oznaduje soubor jedincli shodnych v zakladnich znacich (druhovych) a dévajici navzajem plodné potomstvo
(Darwin).

Za hlavni kritérium (i kdyZ ne dokonalé) pro vymezeni druhu povazujeme dnes jeho reprodukéni izolaci — tj. skutecnost, ze
jedinci téhoZ druhu davaji pfi zkfizeni plodné potomstvo, nikoli vak s jedinci jiného druhu (mezidruhova hybridizace je
ovsem mozna, mezidruhovi hybridi nejsou vsak plodni) - druhy jsou tedy navzajem oddéleny reprodukéni bariérou.

Plsobenim selekénich faktort nastava zména genofondu populace — tj. méni se postupné vlastnosti jedinct a celé populace
(druha); rozdéli-li se populace na subpopulace, které jsou pod tlakem jinych selekénich faktor( (kritérii), mGze se jejich
genofond vyvijet rliznym smérem. Izolace ¢asti populace nebo rozdéleni populace na subpopulace je tedy zakladnim
predpokladem divergentniho vyvoje a predpokladem pro vznik novych druh(.

Geograficka izolace (pfi vzniku geografickych izolat() vede k tomu, Ze oddélené subpopulace ztraceji mezi sebou jakykoli
geneticky kontakt - tzv. alopatrické populace.

b pficiny geografické izolace: postupna migrace ¢asti populace do jinych areald, introdukce ¢asti populace
do jiného prostiedi, rozsahlé prirodni katastrofy, geologické zmény, atd.

K rozpadu populace mize dojit i bez geografické izolace, jestlize se z néjakych pfi¢in nemohou urcité odridy ¢i plemena
téhoz druhu spolu kfizit. Tedy i u spolecné Zijicich (sympatrickych) subpopulaci méze dojit k izolaci - tzv. izolace reprodukéni
(reprodukéni izolaty) — pric¢inou mohou byt i sezonni rozdily pti pafeni rliznych odriid (sezénni izolace) , znemoznéni
kopulace ¢i oplozeni z anatomickych pricin (mechanicka izolace), letalita nékterych genovych kombinaci (zygotova ¢i
embryova izolace), polyploidizace, apod.

Prostorovou izolaci subpopulaci je nutno povaZzovat za hlavni pfedpoklad pro vyvojovou divergenci, a tedy i pro vznik
novych druh(.

122. EVOLUCE DRUHU HOMO SAPIENS

Vyvojova vétev rodu Homo vyrlsta z hlavni vétve ¢eledi Hominidae a cela tato dilezita vétev vyrlsta z kmene Hominoidea;
koreny této nadceledi sahaji hluboko do tretihor. Zndamymi vyvojovymi stupni ¢eledi Hominidae jsou rody Ramapithecus,
Australopithecus a Homo.



NEJSTARSI PREDKOVE

Dle soucasnych poznatk( doslo k oddéleni lidské linie od spolec¢ného predka se Simpanzi ptiblizné pred 5-7 milidny let.

K této evoluéni udélosti doslo ve vychodnich oblastech Afriky. Nejzapadnéji polozené nalezisté se nachazi v Cadu, jedna se
vsak také o nejkontroverznéjsi a obtizné datovatelny nalez (lebka, Celist a zuby Sahelantropus tchadensis) a néktefi badatelé
tyto fosilie povaZuji za pozustatky gorili samice.

Z obdobi pted 5-6 milidny let jsou popsany 2 rody hominidt pohybujicich se vzpfiméné, Orrorin z Keni a Ardipithecus
z Etiopie, mezi badateli vSak nepanuje shoda o jejich pfesném zarazeni mezi predky clovéka a objevuji se i nazory, Ze jde o
jedince patfici ke stejnému druhu.

RAMAPITHEKOVE

Byl Siroce rozsiteny v Africe, Evropé i v Asii na pfechodu miocénu a pliocénu. Pfi vzpfimeném stoji je vysoky 100 — 110 cm.
Pohyboval se vétSinou kvardupedné, po ctyfech. Méli plochou mozkovnu o objemu asi 350 cm. V tlupach sbiral semena a
jinou rostlinnou stravu.

AUSTRALOPITEKOVE

Rod Australopithecus se objevuje pfiblizné v obdobi pred 4,2 milidny let ve vychodni, stfedni a jizni Africe. Zahrnuje nékolik
druhl schopnych vzpfimené chlize, jejichz vzajemné fylogenetické vztahy jsou nejasné. Nejstarsim zastupcem je
Australopithecus anamensis z Keni. Lisi se vyraznéjsim pohlavnim dimorfismem od pfibuzného druhu A. afarensis, znamého
z mnoha mist vychodni Afriky (stopy v sope¢ném popelu z Laetoli, ilustrujici vzpfimenou chiizi, a viibec nejslavné;si fosilie,
pojmenovana Lucy).

Z Cadu je zndma o néco mladsi fosilie, fazena do druhu A. bahrenghazali (3 — 3,5 mil. let), nékdy povaZovana za
geografickou variantu A. anamensi. V jizni ¢asti afrického kontinentu jsou hojné nalézany fosilie druhu A. africanus, vétsinou
z obdobi pred 2,4 — 2,9 milidnu let. Robustné;jsi pfibuzni australopitékd jsou v soucasnosti fazeni do rodu Paranthropu. Opét
zname nékolik druhd (P. aethiopicus, P. boisei, P. robustus), které obyvaly oblasti vychodni a jizni Afriky v obdobi pred 2,5 —
1 miliénem let. Robustni morfologie lebky u téchto tvor(i neni primitivnim znakem, nybrz pfizplisobenim (adaptaci)

k pouzivani hlife zpracovatelné, tuhé rostlinné potravy (kotinky, hlizy, semena).

VYVOJ RODU HOMO
Ptislusnici rodu Homo jsou prvnimi v linii predchtdcd moderniho ¢lovéka, jejichz fosilie nalézame i mimo africky kontinent.
Ke vzniku rodu Homo vsak doslo jesté v Africe, pfiblizné pred 2 miliony let.

Po dlouhou dobu byl za nejstarsiho pfislusnika rodu Homo povaZzovan H. habilis (2,5 miliénu let stara lebka a Celist
z Olduvajské rokle v Tanzanii), v souc¢asné dobé bylo taxonomické zafazeni téchto nalezd revidovano a jsou prisuzovény
pokrocilejsim (pIné bipedni lokomoce, vétsi kapacita mozku, vyroba néstrojll) zastupciim rodu Australopithecu.

Nejstarsi nalezy druhu Homo erectus (nékdy je pro africké fosilie pouzivani druhové jméno ergaster) pochazeji z doby pred
1,9 - 1,8 miliénu let z jizni a vychodni Afriky. Nejstaréi nalezy H. erectus mimo africky kontinent zndme z Indonésie, Ciny a
Gruzie. Jsou datovany do obdobi pred 1,6-1,8 miliénu let. Soudi se, Ze vétsi télesna velikost a s ni souvisejici vyssi tolerance
k tepelnému stresu jsou klicové viastnosti, které tomuto druhu umoznily Afriku opustit a obsadit Siroké spektrum
nejriznéjsich biotopu.

Kromé pokrocilych anatomickych znaku ke kostfe (dokonale vzpfimena chlize, zména velikosti a tvaru mozkovny)
nachazime i schopnost provadét pomeérné slozité ukony.

Tito lidé zdokonalili vyrobu nastrojt, pouzivali ohen, vzajemné komunikovali a byli schopni koordinace ¢innosti (vzhledem
k anatomii hlasového aparatu vsak pravdépodobné jesté nedoslo k vyvoji feci) a zhotovovani jednoduchych pFistfeskd.

Evropské a nékteré africké nalezy jesté mladsiho data (pred 600 000 — 200 000) jsou ¢asto oddélované do zvlastniho taxonu
H. heidelbergensi. Zvlastni skupinu pak tvofi nalezy fosilii robustnich lidi obyvajicich Evropu a zapadni Asii v obdobi pred
250 000 — 28 000 let, s velkou mozkovnou a vyraznymi nado¢nicovymi oblouky — H. neanderthalensis.

PrestoZe je jasné, Ze v prlibéhu expanze druhu H. sapiens a jeho osidlovani Evropy dochazelo ke kfizeni s neandrtalci, stale
nemame pro toto tvrzeni dostatecné robustni evidenci. Zaroven je velmi obtizné az nemozné spolehlivé vyloucit tuto



hypotézu, jelikoZ pro takovou analyzu by bylo tfeba mit jako srovnavaci material vice fosilii rané modernich H. sapiens, nez
bylo doposud nalezeno.

Srovnanim velkého mnozstvi fosilniho materialu se vyzkumnikim podaftilo definovat znaky, které odlisuji skute¢né moderni
pfislusniky druhu H. sapiens od prechodnych forem. Jedna se o znaky na lebce, jez by se daly shrnout jako plocha tvar,
kulovita mozkovna a nevystouplé nadocnicové oblouky. Vznik moderniho ¢lovéka je datovan do obdobi pred 150 —

100 000 let.

Z nalezisté v Etiopii jsou znamé i fosilie starsiho data (164 — 160 000 let), patfici vsak ne zcela modernim lidem (H. sapiens
idaltu). Zajimavosti je, Ze tyto ostatky nesly stopy posmrtnych modifikaci, jejichZz presny Ucel vsak z(stdva zahalen
tajemstvim. Z nalezisté v etiopii pochazi i nejstarsi pozUstatky posuzované jako zcela moderni forma ¢lovéka (130 000 let),
nélezy zname i z jizni Afriky (120 — 90 000 let) a dvou izraelskych nalezist (100 — 90 000 let), kde byly zaznamenany znamky
pohtbu. Australské nalezy pochazeji z doby pred 40 000 lety, asijské (Cina, Vychodni Timor) z obdobi pfed 30 000 lety.

V Evropé nezname fosilni nalezy starsi nez 39 000 let, fosilie z bohatého nalezisté Cro-Magnon ve Francii, dosvédcujici nade

vsi pochybnost pfitomnost pohiebnich praktik u ddvnych obyvatel této jeskyné, jsou datovany do jesté mladsiho obdobi
(okolo 30 000).

123. CiLE A UKOLY LEKARSKE GENETIKY

Zakladnim rysem lékat'ské genetiky je jeji preventivni zaméreni. Vychazi z poznatkl obecné a experimentélni genetiky a
vlastnimi metodami analyzuje etiologicky podil genetickych a vnéjsich faktorG pti vzniku nemoci a vad. Principy lékarské
genetiky se uplatriuji ve vSech oborech mediciny a jeji vyznam se bude zvySovat. Zabyva se posuzovanim genetického rizika,
prevenci, diagnostikou a v nékterych pfipadech i [é¢bou geneticky podminénych nemoci a vrozenych vyvojovych vad.

Lékarska genetika je schopna vyclenit z populace rizikové osoby, rodiny a rody a umoznit jim v Siroké interdisciplinarni
spolupraci efektivni preventivni i diagnostickou péci. Péce zacind jiz prekoncepcné, intenzivni je v obdobi prenatdlnim a
pokracuje u narozenych déti a posléze i u dospélych. Jednotlivé faze se nedaji vidy oddélit, protoZe na sebe navazuji a Uzce
spolu souviseji.

UKOLY LEKARSKE GENETIKY

PREVENCE

| pfes nékteré pokroky v genové terapii, neni prozatim mozné geneticky podminéné choroby bézné 1écit kauzalnim
zpUsobem. Proto je prevence stéle nejdlleZitéjsim ukolem lékaiské genetiky. Prevence souvisi se zjistovanim genetického
rizika riznych vad nebo chorob. Zjistuji se i rizika pfipadnych vnéjsich faktor(, které by mohly mit na genetickou informaci
vliv (rizika pracovniho prostiedi apod.). V ramci prevence vrozenych vad je dulezZita i spoluprdce s dalSimi obory. Na zakladé
zjisténych faktl je hledano optimalni feseni situace. V pfipadé vrozenych vyvojovych vad je dobrou prevenci planované
rodi¢ovstvi. Profylaktické podavani kyseliny listové mUze pUsobit preventivné u vrozenych vad neuralni trubice.

DIAGNOSTIKA

Ukolem diagnostiky je odhalit vrozené vyvojové vady nebo geneticky podminéné choroby a presné je zafadit. Prenatalni
diagnostika se tyka vySetreni jesté nenarozeného jedince. Naopak postnatalni diagnostika se tyka jedinct jiz narozenych.
Existuji rdzna vySetteni biochemickd, cytogeneticka, molekularné geneticka ¢i zobrazovaci, na zakladé kterych je mozné
vady ¢i choroby diagnostikovat. Vysetfuje se i nosi¢stvi urcitych chorob, kdy jedinec sam chorobou postiZzen neni, oviem
muZze tento dédicny predpoklad predat svym potomkim.

RGzné vady, choroby ¢i syndromy nemusi jako prvni diagnostikovat genetik (byva to tfeba pediatr i internista), ovsem ¢asto
je pro potvrzeni diagndzy pozadovano i genetické vysetieni. Casna prenatalni diagnostika vrozené vyvojové vady ma rovné?
velky terapeuticky pfinos. Ackoliv jen minimum stavu Ize dneska Fesit jiz prenatalné, potom intenzivni a cilenda perinatalni
terapie muzZe byt rozhodujici pro preziti ¢i budouci Zivot ditéte s vrozenou vadou.



LECBA VAD A CHOROB

Lécha geneticky podminénych chorob na drovni molekularni (tedy na Grovni DNA ¢i RNA) je stdle ve stadiu vyvoje. Proto i
dnes jde stéle jen o péci symptomatickou, kdy se snazime omezit projevy choroby, aniz bychom Iécili jeji pficinu (kterou je
mutace v DNA). Vlastni symptomaticka Ié¢ba je jiz kolem specializovanych obord.

Radu strukturalnich vrozenych vad je moZné Fesit chirurgicky, rozhodujici je leckdy ¢asna diagnéza (naptiklad u vrozenych
vad srdce). Mimo chirurgie se pfi IéCbé uplatiuji i obory dalsi, fadu metabolickych chorob je mozné velmi dobre
kompenzovat specialni dietou apod.

REGISTRACE A MONITOROVANI{

Vyskyt vrozenych vyvojovych vad je v Ceské republice, podobné jako ve vétsiné vyspélych zemi, registrovan za tGéelem
lepsiho povédomi o stavu populace a Uspésnosti prenatalni diagnostiky, stejné jako za Gcelem objevu novych faktor( vzniku
téchto vad.

124. ETICKE A PRAVNi ASPEKTY LEKARSKE GENETIKY

V celém kontextu etickych a pravnich pravidel jakékoliv spolecnosti je problémem lékarské genetiky to, Ze se dotyka zasadni
a jedinec¢né kvality ¢lovéka — jeho genetické determinace. Snazi se napf. ovlivnit tak ddleZitou véc pro ¢lovéka, jako je jeho
reprodukce. Na jedné strané umoziuje spolu s dalsimi obory mediciny mit potomky parim, které by d¥ive bez pomoci
zUstaly bezdétné. Na druhé strané v podminkach ceské legislativy lze za urcitych podminek ukoncit téhotenstvi, je-li to
pranim Zeny.

Metody asistované reprodukce a preimplantacni diagnostiky umoznuji vybér potomkd jesté pred tim, nez je zarodek
prenesen do délohy matky. Exponencidlni rozvoj védeckych poznatki a zlepsujici se analytické postupy stéle ¢astéji mohou
vySetfované osobé prinést informaci, kterd je ,definitivni“, protoze se tyka jeji genetické vybavy. Tato informace nemusi byt
vzdy pfizniva a navic miZe pfindset problémy i pro osoby blizké, biologicky pfibuzné — predevsim pro potomky. Z téchto a
mnoha dalSich dGvodu je na etické aspekty |ékaFské genetiky kladen veliky ddraz, ktery neni vidy chapan ostatnimi obory
mediciny.

LEKARSKE TAJEMSTVi
V genetice, stejné jako v jinych oborech mediciny, plati zasada zachovani Iékaiského tajemstvi. Udaje o zdravotnim stavu,

vysledcich genetickych (laboratornich) vysettreni a z toho vyplyvajicich rizicich mohou byt predany pouze klientovi a
indikujicimu lékafi. Dalsi ¢leny rodiny, pokud je tfeba je vysetfit, mlZzeme kontaktovat jen prostfednictvim klienta. Klient
také mlze pisemné urcit, které dalsi osobé nebo osobam mohou byt vysledky sdéleny. Pisemné vyjadreni je soucasti
informovaného souhlasu. V genetice ma takovéto pravidlo velikou dulezZitost.

Z podstaty véci se prevazné jedna o nalezy, které mohou mit naprosto zasadni vyznam pro pribuzné osoby. Pfikladem mze
byt situace, kdy je u klienta zjisténo nosicstvi balancované strukturalni aberace chromosom. V pfipadé, Ze by nesouhlasil

s tim, Ze bude vysledek sdélen ptibuznym v ptimé linii, tedy osobam, které mohou byt nositeli stejné aberace, vznika riziko
zdédéni nevyvazené formy obvykle s fatalnimi disledky pro potomky téchto pribuznych osob.

Striktni je zdkaz podavani informaci zaméstnavateli a komerénim pojistovnam. Osoba, kterd je nositelem kauzalni mutace
pro zavazné onemocnéni s pozdnim nastupem (napf. Huntingtonova choroba, monogenni forma nadorového onemocnéni,
polycysticka choroba ledvin apod.), by se mohla na pracovisti predevsim ze strany zaméstnavatele stat cilem diskriminace.
V pfipadé komeréniho pojisténi (Zivotni pojistka) v krajnim pfipadé aZ osobou nepojistitelnou. Ponékud jina je situace

v Ceské republice v rdmci vefejného zdravotniho pojisténi. Zdravotni pojistovny jsou ze zakona povinny pojistit kazdého
obc¢ana. Navic obvykle znaji klientovu diagndzu, protoZe proplaceji vykony spojené s jejim stanovenim.

Jsou vsak staty, kde i zdravotni pojisténi je na komerénim zékladé. Tam se pojistovny zdrahaji pojistit osoby se zavaznou
dédi¢nou chorobou. VyZaduji genetické vysetieni vylu€ujici nebo potvrzujici genetickou dispozici a bud' klienty nepojisti
vibec, nebo za vyssi pojistnou ¢astku.



INFORMOVANY SOUHLAS
Nedilnou soudasti prace vsech lékar je zvysujici se administrativni zatéz. Pfesto mezi dileZité dokumenty, jejichz

vypracovani by nemélo byt z forenznich divodd opomenuto, je vyplnéni a podpis tzv. informovaného souhlasu jak
klientem, tak Iékarem. Tim klient s pomérné vysokou pravni hodnotou stvrzuje, Ze s nabizenymi vySetfenimi a postupy
souhlasi. Pokud odmita vysetreni, je nutné pristoupit k vyplnéni tzv. negativniho reverzu. Konkrétni informované souhlasy
(reverzy) jsou uZivany lékafi vSech specializaci.

Spolecnost lékarské genetiky v nedavné dobé na zakladé dosavadnich zkusenosti, jak zahrani¢nich tak domacich,
vypracovala doporuceni pro oba formulare se zamérenim na genetiku. S drobnymi obménami podle doporuceni pravnich
oddéleni jednotlivych nemocnic jsou volné dostupné na internetovych strankach oddéleni Iékarské genetiky.

Informovany souhlas musi predevsim:

e  obsahovat identifika¢ni Udaje pracovisté a pacienta

e definovat Ucel navrhovaného genetického vysetieni a predpokladany prospéch tohoto vysetreni

e  popsat biologicky material, ze kterého bude vysetfeni provedeno

e  obsahovat prohlaseni lékare o tom, Ze vysledky budou divérné a nebudou sdéleny treti strané

e  obsahovat prohlaseni klienta, Ze porozumél vsem sdélenym informacim

e obsahovat presné zodpovézené otazky, zda klient chce nebo nechce znat vysledek vysetreni, kterym dalsim
osobam muze byt vysledek sdélen a co ma provést laborator s genetickym materidlem (DNA, cytogeneticky
preparat) po skonceni vySetieni (likvidace x ponechat pro dalsi vysetreni)

e obsahovat specialni svoleni klienta s vyuZitim biologického materidlu k vyzkumnym Gcelim a rozsah vyuZiti
vysledkd k vyukovym a publikaénim ucelim

Negativni reverz by mél navic obsahovat presny popis moznych dusledkt pro klienta, pokud vysetfeni odmitne podstoupit.

UMELE UKONCENi TEHOTENSTVI
Umélé ukonéeni t&hotenstvi na zadost téhotné ma své zastédnce (hnuti ,pro choice”) i odptirce (hnuti ,pro life“). ReSeni

problému se lisi v rGznych zemich v zavislosti na mnoha faktorech, jako jsou mira a typ religiozity, historicky vyvoj oblasti,
historickd zku$enost s touto problematikou, ale i ekonomickd a aktualni politickd situace. Zakony, které upravuji v CR
ukoncovani téhotenstvi, hovofi o preruseni (interrupci) téhotenstvi. Termin preruseni neni idedlni, protoZe z jazykového
hlediska navozuje moznost opétovného pokracovani, coz v tomto konkrétnim pfipadé nelze.

Podminky preruseni t&hotenstvi v CR jsou stanoveny vyhlagkou MZ CR &. 75/1986 Sb., kterou se provadi zakon €. 66/1986
Sb. V §4 zékona €. 66/1986 Sh. se pravi, Ze Zené se uméle prerusi téhotenstvi, jestlize o to pisemné pozada, nepresahuje-li
téhotenstvi dvanact tydnl a nebrani-li tomu jeji zdravotni divody. Nejedna-li se o zdravotni — genetickou indikaci (§5 téhoz
zédkona), neni vykon hrazen z verejného zdravotniho pojisténi.

V §2 vyhlasky ¢. 75/1986 Sh. se fesi ukonéeni gravidity po 12. tydnu gravidity na zakladé Zadosti Zeny nasledovné:

(1) Po uplynuti dvanacti tydnt délky téhotenstvi Ize uméle prerusit téhotenstvi, jen je-li ohroZzen Zivot Zeny nebo je
prokazano tézké poskozeni plodu, nebo Ze plod je neschopen Zivota. Seznam nemoci, syndrom( a stavd, které jsou
zdravotnimi divody pro umélé preruseni téhotenstvi, je uveden v pfiloze této vyhlasky.

(2) Svédci-li pro umélé preruseni téhotenstvi genetické dlvody, Ize uméle prerusit téhotenstvi nejpozdéji do dosazeni

dvaceti ctyr tydnl téhotenstvi s tim, Ze jiz stanoveni rizika zavazné dédicné choroby nebo vyvojové vady vyssiho nez 10 %
muze byt dlvodem k pferuseni téhotenstvi — neni tedy nutny pfimy prikaz napt. z prenatélniho vysetreni.

125. GENETICKA KONZULTACE A JEJi VYZNAM

GENETICKA KONZULTACE
Zakladnim nastrojem pti vysetfovani klientl je pro klinického genetika geneticka konzultace. Provadi se na oddélenich
|ékarské genetiky a v nasich podminkach je obvykle celd vedena Iékarem. Klient (proband) by mél byt ke genetickému

vysetfeni doporucen jinym specialistou. Mohutny rozvoj informacnich technologii, jejich dostupnost a nardstajici pozornost
k medializovanym otazkam genetiky zpUsobily, Ze klienti pfichazeji stale Castéji tzv. ,,na vlastni Zadost“.



Geneticka konzultace je v principu stejné vysetfeni jako v jinych Iékarskych oborech, ale ma i svoje specifika. Kromé
informaci o samotném klientovi je pfi genetické konzultaci velmi dllezité ziskat i Gdaje o rodinnych pfislusnicich, protoze
|ékarska genetika zaméruje svoji péci nejen na pacienta, ale i na celou jeho rodinu (genealogické vysetreni).

Ziskané informace mohou byt shrnuty do genealogického schématu. Nedilnou soucasti genealogického schématu je
legenda, kterd popisuje verbalné to, co nebylo mozno zaznamenat systémem dohodnutych znacek a symbold.

Hlavnim pravidlem genetické konzultace je jeji nedirektivnost. Klientovi musi byt podany konkrétni informace k jeho
problému, ale veskeré dalsi kroky, jako jsou napf. nasledna vysetreni, l[éCba, ukonéeni téhotenstvi, presymptomaticka
diagnostika atp., musi vychazet z jeho svobodného rozhodnuti. Geneticka konzultace se sklada z nékolika ¢asti: podrobna
osobni a rodinnd anamnéza, interpretace laboratornich vySetfeni, stanoveni diagndzy, rizika, progndzy a navrhu
preventivnich opatieni. VSechny tyto kroky jsou doprovazeny informacemi pro klienta.

DIAGNOZA

Kromé osobni a rodinné anamnézy jsou pfi stanovovani genetické diagndzy vyuzivany vysledky dosavadnich vysetreni.
Optimalni je, kdyz je k dispozici objektivni dokumentace specialistt jinych medicinskych obor(. Nasleduje klinicko-genetické
vySetieni (fenotypu) probanda popfipadé dalsich ¢lent rodiny. Lze vyuZit stale se zdokonalujici laboratorni geneticka
vysetieni — cytogenetické vysetreni a molekularné genetické vysetreni (DNA analyza). Pfesto se nemusi vZdy podafit
presnou diagnozu (genetickou nosologickou jednotku) stanovit.

STANOVENI RIZIKA
Zakladni otazkou klient( je dotaz, jaké riziko opakovani daného problému hrozi vlastnim potomkam, ale i dal$im ¢lentm
rodiny. U znamych monogenné podminénych onemocnéni stanovujeme vysi rizika podle pravidel formalni genetiky.

Situace neni obvykle tak jednoduchd, jak popisuji zdkladni pravidla podle J. G. Mendela. Do hry vstupuji rizné varianty —
neuplna penetrance, riznd mira expresivity, germinalni mozaicismus, geny modifikatory, geneticky imprinting, epigenetické
faktory, choroby s pozdnim nastupem a mnohé dalsi.

Monogennim onemocnénim onemocni asi 2 % jedincll v nékterém obdobi Zivota. Volné dostupny je na internetové siti
elektronicky seznam monogennich chorob — OMIM (On line Mendelian Inheritance in Man) — vychazejici z klasického
McKusickova katalogu.

S poruchou v poctu nebo struktuie chromosomu se rodi priblizné 7 jedinc z 1000 narozenych.

Stanovovani rizika u chromosomalnich aberaci ma svoje vlastni pravidla. Ta se tykaji napfiklad pfirozené selekce
aberovanych gamet, pravdépodobnosti vzniku nondisjunkce, spontannich abort( plod nesoucich poruchy v poétu nebo
struktufe chromosom a dalsich.

Nejvétsi cast onemocnéni ¢lovéka je z genetického hlediska tzv. multifaktoridlnich. Tzn. Ze na jejich vzniku se podileji
faktory genetické, faktory zevniho prostredi a interakce mezi nimi. Riziko je stanovovano na zakladé empirickych odhadd,
které byvaji shrnuty v tabulkach.

Publikované Gdaje je nutno aplikovat s urcitou davkou opatrnosti, protoZze obvykle vychazeji ze zkoumani cizich populaci,
které maji jiny genofond a Ziji v jiném prostredi. Neni-li znam typ dédi¢nosti, stanoveni rizika mGze vychazet

z genealogického vySetieni (vertikaIni pfenos, horizontélni vyskyt v rodokmenu, postizeni osob pouze muzského pohlavi).
V dnesnich rodinach s malym poétem potomkd a malou informovanosti o vzdalenéjsich pfibuznych ma tato metoda své
limity.

Miru genetického rizika nékdy zjednodusené vyjadrujeme ve ctyfech stupnich:
e nezvysené riziko — jedna se o populacni rizika vzniku napf. novych mutaci, vyskytu heterozygotli autosomalné
recesivnich onemocnéni v populaci apod. (neznamena to, Ze Zadné riziko neexistuje!)
e nizké riziko — je nizsi nez 10 %; z hlediska vyskytu vrozenych vyvojovych vad se jedna pfiblizné o dvojnasobek
populacéniho rizika a hodnota 10 % ma uzky vztah k zdkonu o umélém preruseni téhotenstvi
e  stfedni riziko (10-25 %) — s horni hranici rizika vzniku autosomalné recesivniho onemocnéni potomka v pfipadé
rodi¢l heterozygotu



e vysoké riziko (vyssi nez 25 %)

PROGNOZA, NAVRH PREVENTIVNICH OPATRENI A PRAVO KLIENTA BYT (NEBYT) INFORMOVAN
V prabéhu celého procesu genetického vysetfeni ma klient pravo na informace. Klienta je potfeba pfipravit na to, ze
vysetfeni mudze trvat i delSi dobu. Napfiklad vysledky molekularné genetickych vysetfeni mohou probihat mésice azZ roky.

Na zavér seznami klinicky genetik klienta s vysledky vysetfeni. Konsultant sdéluje fakta neutralnim zpisobem. Informuje o
stanovené diagndze, riziku opakovani pro potomky a pro dalsi ptribuzné, o prognéze onemocnéni u postizenych osob, o
mozné |écbé, dostupnych preventivnich opatfenich apod. Na zakladé téchto informaci proband sam zvazi dalsi postup.
Rozhodovani nelze uspéchat.

Vysetfovana osoba musi mit ¢as vyrovnat se s novou skutecnosti. Nazor klienta je tfeba akceptovat, a to i v pfipadé, ze
nesouhlasime s jeho rozhodnutim. Povinnosti konzultanta je pomoci volbu klienta realizovat. Klient ma na jedné strané
pravo na kompletni informaci, ale zarovern ma pravo cokoliv z nabizeného odmitnout. V kterékoliv fazi mize odmitnout
informaci i o doposud znamych vysledcich — ma pravo nevédét.

126. POSTNATALNIi SKRININK DEDIECNYCH CHOROB

POSTNATALNI (TERCIARNI) PECE
Postupy primarni, sekundarni a terciarni péce nelze od sebe oddélit a navic vsechny tyto slozky tvofi uzavieny kruh péce.

Narodi-li se jedinec s vrozenou vyvojovou vadou, je tkolem Iékarské genetiky, ve spolupraci s ostatnimi obory mediciny,
pokusit se nalézt pric¢inu jejiho vzniku. Je-li pficina nalezena, je na misté nabidnout rodiné preventivni opatfeni primarni
(prekoncepcni) péce, aby se situace neopakovala.

POSTNATALNi SCREENING

Smyslem postnatalniho screeningu je zachytit rizikové osoby (rodiny), nosice nepfiznivych genetickych dispozic a umoznit
jim nasledné omezeni rizik pro jejich potomky. Postnatalni screening zahrnuje novozenecky populacni screening a screening
dospélych.

NOVOROZENECKY POPULACNi SCREENING
Nejstarsi screening dédicné choroby je zachyt novorozenct s PKU (fenylketonurii). Byl vyvinut v 60. letech minulého stoleti
v USA a za danych podminek pomérné rychle zaveden i v tehdejsim Ceskoslovensku.

Casna diagndza této choroby, a v jejim disledku neprodlené nasazeni specialni diety, umoZni normalni vyvoj postizeného
jedince zejména tim, Ze zamezi rozvoji ireverzibilnich zmén CNS. Pocet onemocnéni, ktera byla soucasti novorozeneckého
screeningu, se postupné zvy$oval a od 1.10. 2009 je v Ceské republice do celoplo$ného novozeneckého screeningu zafazeno
celkem 13 chorob.

Kromé jiz uvedené fenylketonurie, to jsou z dédi¢nych poruch latkové vymeény aminokyselin vrozena porucha latkové
vymeény vétvenych aminokyselin — Leucinéza (nemoc javorového sirupu — MSUD), glutarova acidurie | (GAI), izovalerova
acidurie (IVA).

Dale vrozena snizena funkce stitné Zlazy (kongenitalni hypotyreéza — CH), vrozena nedostatecnost tvorby hormona
v nadledvinach (kongenitalni adrenalni hyperplazie — CAH), vrozena porucha tvorby hlenu (cysticka fibréza — CF) a 6
raznych typG dédi¢nych poruch latkové vymény mastnych kyselin. Pocet chorob zafazenych do novorozeneckého
screeningu je rdzny v jednotlivych zemich. MiZe dosahovat i nékolika desitek.

SCREENING DOSPELYCH
Screening dospélych tvofi specifickou kapitolu. | zde je nutné pfipomenout, Ze nejjednodussi metodou screeningu je
podrobna osobni a rodinna anamnéza, kterd by méla byt soucasti vysetfeni viech oborl mediciny.

Genealogickym vysetfenim Ize efektivné zachytit vyskyt predevsim (autosomalné) dominantné dédiénych onemocnéni jako
jsou naptiklad polycysticka choroba ledvin dospélych, ale i nékteré monogenni nadorové syndromy (Lynchidv syndrom,
familidrni adenomatdzni polypdza tlustého streva, hereditarni karcinom prsu a ovaria) a mnoho dalsich.



Stejné efektivni bude genealogie pfi zachytu multifaktorialné podminénych vad a onemocnéni (rozstépové vady, vrozené
vady srdce a dalsi). Heterozygoty pro autosomalné recesivni choroby timto zplisobem neodhalime, pokud se v rodiné
nevyskytne postizeny jedinec.

Obecné je akceptovan screening na biochemické urovni. Napfiklad stanoveni hladiny cholesterolu umoZznuje zachytit
rizikové osoby a nasledné rodinné pfislusniky s (dédi¢nou) poruchou metabolismu lipid(l a terapeuticky u nich zasahnout.

Populaéni screening kolorektélniho karcinomu a karcinomu prsu patfi v rozvinutych zemich mezi nosné preventivni
programy zdravotnictvi. AvSak populacni screening na urovni genu s vyuZitim molekularné genetickych metod je Siroce
diskutovan.

Od této casti textu v Zadném pripadé nelze ocekavat zavéry typu ,jak je to spravné”. Uvedené dva priklady maji spise
iniciovat Uvahy o dané problematice. Jeji feSeni se bude ménit v ¢ase a je otazkou, zda nékdy dospéje do jediné, idedlIni
faze.

PRIKLAD €.1

Cysticka fibrdza pankreatu (CF) (mukovisciddza) je autosomalné recesivni onemocnéni, které ve vétsiné pripadd vede ke
smrti svych nositell v relativné mladém véku. Lécba je navic ekonomicky velice naro¢na. Frekvence CF (v zavislosti na
konkrétni populaci) je vysoka. Pfi vyskytu 1 postizeného novorozence z 2 500 narozenych déti Ize vypocist, Ze frekvence
heterozygotl v takovéto populaci je 1/25. Nebylo by tedy vhodné v néjaké fazi Zivota pred zahdjenim reprodukce vysettit
polovinu celé populace (spiSe Zeny neZz muze) za Ucelem detekce heterozygotl? Nebo vysetieni na heterozygocii zavést jako
soucast prenatélni péce u vsech téhotnych Zen? Matka je totiz vzdy jista.

PRIKLAD €. 2

Oblast stfedomori ma vysoky vyskyt thalasémie. Je spravné detekovat heterozygoty pred zahajenim reprodukce (jak se to
v nékterych zemich déje)? Argumenty pro fikaji, Ze ano, protoze znalost genotypu partnerti umozni nap¥. podstoupit
metody asistované reprodukce s preimplantacni diagnostikou a tim narozeni ditéte bez thalasemie. Z hlediska popula¢niho
potom sniZeni vyskytu této choroby. Zakladni argument proti oviem namita: a co kdyZ se heterozygoté stanou tercem
negativni diskriminace ze strany partnera, rodiny, zaméstnavatele, komercnich a v mnohych zemich i zdravotnich
pojistoven?

127. PRENATALNI SKRININK VYVOJOVYCH VAD PLODU

Zaklad prenatalni genetické péce tvofi screeningova vysetreni.

Jakykoliv screening musi splfiovat urcité podminky:

e dostupnost pro celou cilovou skupinu (v tomto pfipadé viechny téhotné Zeny v CR)

e nesmi byt invazivni (akceptovan je maximalné odbér krve z periferni Zily téhotné Zeny nebo kapky krve po vpichu
do kize)

e musi zarucCovat dostatecné vysokou senzitivitu a specificitu, tzn. mit nizkou faleSnou pozitivitu i negativitu

e vydetieni musi byt relativné jednoduché a ekonomicky Gsnosné (v CR je vétsina screeningovych vysetieni hrazena
z verejného zdravotniho pojisténi)

e pro pozitivni vzorky musi byt k dispozici cilené diagnostické vysetreni

e v pfipadé nasledného potvrzeni diagndzy, na kterou screening poukazal, musi existovat feseni (Ié¢ba, moznost
volby ukonceni téhotenstvi)

V $irsim slova smyslu Ize pod pojem (prenatalni) screening zahrnout osobni a rodinnou anamnézu, kterou zjistuje
gynekolog jesté pred graviditou. Screeningem je i uréeni krevni skupiny a predevsim Rh faktoru u téhotnych zen. Zachyt Rh
negativnich matek umoznuje prevenci komplikace Rh inkompatibility v probihajicim i v dalSich téhotenstvich.

DaleZitou screeningovou metodou je ultrazvukové vysetieni (UZ). Provadi se v urcitych presnych obdobich gravidity. Tato
obdobi se mohou ménit na zakladé rdznych odbornych, ale i ekonomickych faktord. V souc¢asné dobé je vétsinou pomoci UZ
vysetreni verifikovana diagndza gravidity.



Dalsi vysetreni je soucasti screeningu I. trimestru. ,Geneticky” UZ se provadi mezi 20. — 22. tydnem gravidity a na zac¢atku
tretiho trimestru ,gynekologicky” UZ jako pfiprava k vedeni porodu. Je-li to indikovano, mohou byt provedena dle potreby
dalsi UZ vysetieni.

»SCREENING“ PRVNiHO TRIMESTRU (KOM BINOVANY TEST)

Cilem je stanoveni rizika numerickych chromosomalnich aberaci u plodu — predevsim Downova syndromu, ale vyhodnoceno
je i riziko Edwardsova syndroma a Patauova syndromu. Screening je zahajen mezi za¢atkem 10. a koncem 12. tydne
gravidity stanovenim dvou hormond z periferni krve matky — PAPP-A (pregnancy associated plasma protein type A) a volné
podjednotky hCG (free beta-hCG — Human chorionic gonadotropin). Nasleduje UZ vysetreni, kdy se méfi nuchalni
translucence (NT) plodu a temenokostréni délka (CRL).

PocitaCovy program po zaneseni dalSich proménnych jako jsou vék matky, délka gravidity (vypoctena pomoci CRL) a
pripadné dalsi UZ markery vyhodnoti vysledek. Pokud je vysledek pozitivni, je Zené nabidnuto invazivni vySetieni
téhotenstvi. Senzitivita tohoto typu screeningu je uvadéna vysoka — az 90 %, naopak falesna negativita je pouze 5 %.
Dostupnost tohoto vysetreni neni bohuzel zatim celoplo$na. Proto také nelze hovofit o screeningu v pravém slova smyslu
podle vyse uvedené definice.

SCREENING DRUHEHO TRIMESTRU (TRIPLE TEST)

Na rozdil od predchazejiciho vysetieni musi byt screening Il. trimestru dostupny pro vSechny téhotné Zeny a je plné hrazen
ze zdravotniho pojisténi. Provadi se mezi 16. — 20. tydnem gravidity. Jeho pocatky se datuji do 80. let minulého stoleti, kdy
jako prvni byl vysetfovan alfa-fetoprotein (AFP) z krve matky. ZvySena hladina AFP signalizuje zvySené riziko rozstépovych
vad nekrytych kuzi, snizend hladina AFP vyssi riziko M. Down.

Zahy bylo zavedeno vysetifeni kompletniho hCG (AFP+hCG = double test). Je-li zvySend hladina hCG, zvysuje se riziko
patologie u plodu, predevsim numerickych aberaci, ale i dalSich. SniZzena hladina hCG rizika obvykle sniZuje. Vyjimkou ovsem
je napf. riziko Edwardsova syndromu nebo polyploidie, kde jsou naopak hodnoty hCG vyrazné snizeny.

Jako treti latka (triple test) je vySetfovan nekonjugovany estriol (UE3), ktery muZe rozsitit pocet stanovenych rizik. Néktera
pracovisté se viak z vice divod( vratila k plvodnému double testu.

| v pfipadé screeningu druhého trimestru je pfi vypoctu rizika zahrnut vék matky a délka gravidity. Senzitivita je pouze 60-65
%, naopak falesna pozitivita je vyssi nez 10 %. Oba testy Ize integrovat a dosahnout tak jesté vyssi senzitivity a vyrazné nizsi
fale$né pozitivity.

SCREENING TRETiIHO TRIMESTRU

M3 za cil opétovné vysetteni plodu ve snaze vyloucit strukturalni vyvojovou vadu. Opét se zamérujeme na Umérnost ristu
plodu s ohledem na gestacni stafi, snazime se o vylouceni rlistové nedostatec¢nosti plodu. Podrobné stanovujeme polohu
placenty ve vztahu k porodnim cestdm, ¢imz se snaZime sniZit riziko nepoznané vcestné placenty tvofici vysoce rizikovou
komplikaci pro matku i plod.

OCHRANA PRED TERATOGENY

Soucasti prenatalni péce musi byt i ochrana pred teratogeny. Po skonceni tzv. predteratogenniho obdobi (prvni dva tydny
po oplodnéni), kdy mezi teratogenem a vyvijejicim se zarodkem dochazi k interakci podle pravidla ,,vSe nebo nic“, nastava
obdobi organogeneze. Obdobi organogeneze trva do konce prvniho trimestru — 12. tyden. Zarodek je v tomto obdobi
extrémneé citlivy na plsobeni teratogen(.

Teratogeny jsou fyzikalni, chemické a biologické faktory, které mohou zpUsobit vznik vrozenych vyvojovych vad, aniz dojde
ke zméné genetické informace plodu.

o  Zfyzikalnich faktorl je nejzavaznéjsim teratogenem vysoka teplota organismu matky. Prakticky bez rizika jsou
bézné diagnostické davky jakéhokoliv zafeni pouzivaného v mediciné. Vyznam z hlediska teratogenicity maji az
davky terapeutické.

e  Mezi chemické teratogeny patfi velké mnozstvi latek. Pfikladem muze byt alkohol. V disledku jeho pouZivani
v gravidité vznika fetalni alkoholovy syndrom charakterizovany rlistovou retardaci plodu, ktera pretrvava i u



novorozencl, typickou kraniofacialni dysmorfii a psychomotorickou retardaci v disledku poskozeni CNS. Dale sem
patfi nékteré léky (cytostatika, hydantoinaty, fenothionaty, vitamin A, ACE inhibitory, warfarin.

e  Biologickymi teratogeny se zavaznymi dUsledky pro plod jsou nékteré infekce, napf. toxoplasma, rubeola,
cytomegalovirus, herpesvirus (= TORCH), HIV, syfilis a dalsi.

128. PRENATALNI DIAGNOSTIKA CHROMOSOMOVYCH ABERACI, MOZNOSTI JEJICH
PREVENCE
129. PRENATALNI DIAGNOSTIKA DEDICNYCH CHOROB, MOZNOSTI JEJICH PREVENCE
130. PRENATALNI DIAGNOSTIKA VYVOJOVYCH VAD, MOZNOSTI JEJICH PREVENCE

PRENATALNI DIAGNOSTIIKA
Je-li k tomu medicinsky divod se souhlasem téhotné, |ze v prenatalnim obdobi provést geneticka vysetreni plodu, ktera

pomohou urcit diagndzu. Podminkou je ziskani bunék plodu, popt. plodovych obald. Buriky k vySetfeni se v soucasné praxi
ziskavaji tremi zplsoby.

Chronologicky ve vztahu k délce gravidity to jsou:
e odbér choriovych klkd (CVS — chorionic villus sampling), ktery se provadi zhruba mezi 11. az 13. tydnem gestace
e odbér plodové vody (AMC — amniocentéza) se obvykle provadi mezi 16. aZz 20. tydnem téhotenstvi
e odbér pupecnikové krve (KDC — kordocentéza) od 20. tydne gravidity

Ze viech téchto odbér lze ziskat material pro oba zakladni typy genetickych vysetfeni. Tzn. vysetfeni karyotypu plodu a
molekularné genetické vysetreni — DNA analyzu. V nékterych pripadech jsou ve spolupraci s dalSimi specialisty indikovana
vysetreni biochemickda, hematologicka a dalsi.

V soucasné dobé existuje moZnost stanovit genotyp plodu z jeho volné DNA v séru matky. Da se oCekavat, Ze v blizké
budoucnosti tato neinvazivni metoda postupné nahradi v urcitych pfipadech invazivni vySetreni.

Indikace k prenatalnimu chromosomalnimu vysetfeni plodu:
e  patologicky UZ ndlez plodu
e pozitivni biochemicky screening prvniho nebo druhého trimestru
o v CR v&k matky vy3si ne? 35 let v dobé porodu
e nosiCstvi balancované chromosomalni aberace u jednoho z rodicl
e nalez chromosomalni aberace v pfedchazejici gravidité
e fakultativné v gravidité vzniklé za pomoci asistované reprodukce nebo po dlouhodobé Ié¢ené sterilité
e podle konkrétni situace pfi pozitivni rodinné anamnéze; napf. reprodukénich ztrat nebo mentalni retardace

Indikace k prenatalnimu molekuldrné genetickému vysetieni plodu:

e  riziko, Ze mohou byt zdédény genetické dispozice prevazné pro monogenné podminénou zavaznou chorobu;
podminkou je znalost kauzalni mutace v rodiné a moznost pfimé DNA diagnostiky nebo vyuZiti nepfimé DNA
diagnostiky — vazebné analyzy

e UZ ndlez suspektni na nékterou predevsim monogenni chorobu (napt. na cystickou fibrézu pankreatu —
mukovisciddzu)

e pozitivni biochemicky screening prvniho nebo druhého trimestru; tzv. rychla diagnostika numerickych aberaci
pomoci QF-PCR (quantitative fluorescent polymerase chain reaction)

131. PREKONCEPCNi PREVENCE DEDIENYCH CHOROB A VYVOJOVYCH VAD

Béhem prekoncepcni péce se Iékarska genetika ve spolupraci s dalSimi obory zabyva podminkami, které ovliviuji poceti
ditéte. Priblizné 10 % parG ma problém s pocetim a ani narozeni zdravého ditéte neni samozifejmosti. S vrozenymi vadami
se narodi 3-5 % déti. Kolem 15 % gravidit konci spontannim potratem. Zakladnim predpokladem prekoncepcni péce je
planované rodicovstvi. Jediné tak se vytvori ¢asovy prostor k tomu, aby mohly byt rizikové faktory analyzovany a v pripadé
nutnosti ovlivnény.



Ochrana pfed mutageny

| pfi zlepsujicich se pracovnich podminkach v disledku kvalitnéjsi ochrany zdravi pfi préci lze stale nalézt pracovisté s vyssim
rizikem expozici mutagentm. Dlvodem mUzZe byt charakter pracovisté, ale i zanedbavani bezpeénostnich opatfeni. Ve
zdravotnictvi jsou to predevsim pracovisté pouzivajici jakékoliv zdroje zareni, onkologickd oddéleni a Iékarny, kde se pracuje
s cytostatiky, operacni saly (narkotika) a dalsi.

Odkladani reprodukce

Spolecensko-ekonomické podminky v mnoha zemich vedou k tomu, Ze reprodukce je odkladana do vyssich vékovych
skupin. Pfirodu zatim nelze o3alit, takZe je prokdzano, ze vys$si vék Zen v dobé poceti pfinadsi vyssi riziko vzniku numerickych
chromosomalnich aberaci a vy3$si vék muzi zase vyssi riziko vzniku bodovych mutaci, kde je navic problém s jejich véasnou
detekci. U obou pohlavi s vékem klesa pravdépodobnost otéhotnéni.

Vitaminova clona

Nutriéni moznosti v nasich podminkach jsou (pokud se nejedna o excesy) dobré. Neni tedy nutno uvaZzovat o tom, Ze by
napf. malnutrice méla negativni vliv na koncepci a nasledny vyvoj plodu. Spise fesime opacny jev — negativni vliv
nadmérného ptijmu potravy s nevhodnou skladbou. Obvykle je i pfisun vitamin( dostatecny. Pfesto uzivani nékterych latek
v pre, peri i postkoncepénim obdobi ve vyssi davce ma prokazatelné pfiznivy vliv na vyvoj plodu. Pfikladem muze byt uZivani
kyseliny listové jako prevence vzniku rozstépovych vad nekrytych kdzi.

Gynekologické vysSetfeni

Hormonalni regulace cyklu u Zeny ovliviiuje nejen podminky pro zrani vajicka, ale i podminky pro jeho nidaci. Hormonalni
dysbalance postihuje 10-20 % Zen ve fertilnim véku. Gynekologicka prekoncepéni péce snizuje riziko spontannich abortd,
polygenné dédi¢nych vad a vrozenych vad podminénych chromosomalnimi mutacemi de novo.

Pfiznivy zdravotni stav matky

Tato zasada prekoncepcni péce se prolina s fazi prenatalni. U chronickych stavl (napf. diabetes mellitus nebo
fenylketonurie) je tfeba lIé¢bu upravit s ohledem na planované téhotenstvi jiz dlouho pred pocetim. Organismus matky tvori
prostiedi pro vyvoj plodu po celou dobu téhotenstvi a dobra kompenzace chronickych stavli ma zasadni vyznam pro zdravy
vyvoj plodu. Napf. Zeny diabeticky maji vyssi riziko spontannich abortd. U déti diabetickych matek je 4-6x vyssi riziko vzniku
vrozenych vyvojovych vad. Vyse rizika je pfimo Umérna kvalité kompenzace hladiny glukézy v krvi matky.

Zené s fenylketonurii musi byt pfed planovanou graviditou opét nasazena dieta bez fenylalaninu. Jinak by mohlo u ditéte
dojit k rozvoji fenotypovych pfiznakd, predevsim k poskozeni CNS, jako kdyby samo mélo fenylketonurii, ackoliv z hlediska
genotypu bude s nejvétsi pravdépodobnosti ,pouze” heterozygot (efekt fenokopie). | tak maji tyto Zeny vyssi riziko
spontdnniho potratu. V obdobnych pfipadech je nutna uzka spoluprace genetika se specialistou daného oboru.

132. POSTNATALNi PREVENCE A LECBA DEDICNYCH CHOROB

POSTNATALNI PREVENCE — je zaméFena na screening geneticky rizikovych osob a rodin a cilené ovlivnéni rozvoje
nepfiznivych vloh a dispozic. M(iZe byt realizovana pouze v tésné spolupraci genetik(l a I1ékarl dalSich obord.

Populacni screening
Je racionalni pouze u relativné Castych postizeni s moznosti GUspésné prevence nebo Iécby. Pfi nizkych ndkladech musi
zabezpecovat vysokou specifitu a citlivost.

PF. screening Rh negativnich téhotnych nebo novorozencu s PKU:
e  pokud by nebyl antiD gamaglobulin aplikovan Rh- matkdm Rh+ novorozencl do 72 hodin po porodu, mohl by byt
plod v dalsim téhotenstvi ohrozen antiD protilatkami matky
e  podobné, pokud by u homozygotl pro PKU nebyla zahajena dieta s nizkym obsahem phenylalaninu co nejdfive po
narozeni, vyvijelo by se ireverzibilni poskozeni CNS

Dulezité jsou pravidelné lékarské kontroly kojenct a batolat. V dospélosti je celopopulaéni screening zaméren hlavné na
choroby obéhového Ustroji a nékteré typy nadora.



Genealogicky screening geneticky rizikovych rodin
o  efektivni u dominantné dédénych (AD) a polygenné dédénych chorob a vrozenych vad
e  pr. polycysticka choroba ledvin nebo hypercholesterolémie
e  privcasné detekci heterozygotl nebo osob s genetickou dispozici Ize rozvoj choroby oddalit - uplatiuji se dieta,
zvySena aktivita a prip. léky u hypercholesterolémie - ke vzniku ateroskleorotickych zmén cév pak nedochazi nebo
aZz v podstatné vyssim véku

PRESYMPTOMATICKA DIAGNOSTIKA

Presymptomaticka diagnostika je zplGsob detekce kauzalnich zmén genotypu jedince jesté pred tim, neZ se u néj rozvine
vlastni onemocnéni. V praxi se provadi predevsim u chorob s pozdnim nastupem. Idealni je, kdyZ u presymptomatickych
nositell kauzalni zmény existuje moZnost cilené prevence a ¢asné l1écby onemocnéni. Presymptomaticka diagnostika vnesla
do lékarské genetiky mnozstvi etickych problému.

U koho muze byt presymptomatické vysetieni indikovano?
Huntingtonova choroba (HCH) je autosomalné dominantné dédicné, zavazné, neurodegenerativni onemocnéni, které
dodnes nedovedeme |é¢it a které vede u 100 % pfipadl k neodvratné smrti ve stfednim véku.

Na informaci o prikazu nosic¢stvi viohy reaguji néktefi klienti depresemi a neni vzacné suicidium. Pravé proto byl u HCH
vypracovan prisny protokol, za jakych podminek Ize viibec presymptomatické vySetfeni indikovat. Klient musi sam vyhledat
klinického genetika.

Genetickych konzultaci musi byt vice v uréenych ¢asovych odstupech a musi byt proloZeny opakovanou konzultaci
s psychologem a je-li tfeba i psychiatrem.

Klient musi vsechny konzultace absolvovat dobrovolné, nesmi byt upominan, Ze jesté napfiklad nebyl u psychologa. Musi
byt zletily, v €R to znamena starsi 18 let. Svilj postoj musi stvrdit podpisem informovaného souhlasu (nebo negativniho
reverzu). | kdyZ vySetieni podstoupi, stale je na jeho rozhodnuti, zda bude chtit znat vysledek. HCH je ptiklad krajni situace
v ramci presymptomatické diagnostiky.

U dalsich onemocnéni, v zavislosti na jeho typu (typickém priabéhu) jsou uplatriovany pfi presymptomatickém vysetreni
pouze nékteré podminky z vySe uvedeného protokolu. Tyka se to predevsim zletilosti klienta, indikace klinickym genetikem,
podpisu informovaného souhlasu a prava nevédét vysledek.

Kdo rozhodne o vysetieni nezletilych jedinca?

Zvlastni pozornost vyZzaduji onemocnéni, kde k fenotypovym projeviim dochdzi jiz v détstvi nebo ve druhé dekadé Zivota.
Prikladem mdzZe byt familidrni adenomatdzni polypdza tlustého streva. Podle odbornikd je doporuceno vysettfit jedince

v riziku jiz mezi 10. — 12. rokem Zivota. Rozhodnuti o presymptomatickém vysetfeni pfijimaji a informovany souhlas za déti
podepisuji rodice.

K ¢emu jesté muze presymptomatické vysetieni slouzit?
Je-li presymptomatické vysetreni pozitivni a byla nalezena kauzalni mutace nebo vysetieni nepfimou diagnostikou je
informativni, mdZe vysledek slouZit i pro prenatalni, respektive preimplantac¢ni diagnostiku.

Indikace k postnatalnimu chromosomalnimu vysetfeni
e  kraniofacialni (pfipadné jina) dysmorfie
e  hypotonie u novorozence
e  porucha rlstu
e  zpomaleny psychomotoricky vyvoj jedince
e primarni amenorhea
e nemoznost otéhotnét (sterilita)
e  opakované aborty v anamnéze (infertilita)
e riziko nosi¢stvi balancované chromosomalni aberace (familiarni vyskyt)
e  patologicky spermiogram
e riziko tzv. ziskanych chromosomalnich aberaci (stav po chemo- nebo aktinoterapii, popripadé profesionalni zatéz)
e pozitivni rodinna anamnéza reproduk¢nich ztrat nebo mentalni retardace



e vrozenad vyvojova vada (srdce, ledviny a dalsi)
e  darci gamet

PRINCIPY TERAPIE DEDICNYCH CHOROB
Dédic¢né choroby byly povazovany dlouho za osudové a nevylécitelné. Dnes v mnoha pripadech spravna a véasna diagndza
téchto onemocnéni umozriuje jejich velmi Gspésnou lécbu.

Vyjdeme-li z pfedpokladu, Ze onemocnéni ¢lovéka, dédicnd nevyjimaje, se daji [éCit v principu dvéma odlisSnymi zplsoby —
symptomaticky a kauzalné — pak z nasledujiciho kratkého vyctu moznosti jednoznacné vyplyva, Ze u dédiénych onemocnéni
se jedna zatim predevsim o lé¢bu symptomatickou.

genova terapie v uzsim slova smyslu.
Pojem genova terapie zahrnuje veliké mnoZstvi metod, principd a pFistupl. Z nich nékteré jsou jiz pomérné Uspésné i

v praxi, jiné méné. Na metodach genové terapie se intenzivné pracuje a lze je pokladat za budoucnost Iécby mnoha
onemocnéni.

133. EKOLOGIE, EKOGENETIKA

EKOLOGIE

Ekologie je véda, jeZ se zabyva popisem, analyzou a studiem vztah( mezi organismy a jejich prostfedim. Jedna se o
interdisciplindrni obor, ktery vyuziva poznatk( mnoha védnich disciplin. Ekologie zahrnuje studium interakci organismd,
které maji jak mezi sebou navzajem, téch jez maji mezi jinymi organismy i témi, které maiji s abiotickymi slozkami jejich
prostredi.

Velka vétsina medicinsky vyznamnych znak( je podminéna jak slozkou genetickou, tak slozkou prostfedi. Pomér mezi
obéma sloZzkami je proménlivy, Skala saha od pfisné geneticky determinovanych znak{ (jedinec s genotypem "1* bude
exprimovat antigen A bez ohledu na plsobeni vnéjsich faktor() az po znaky s minimalni genetickou Ucasti (dopravni
nehoda).

Ovsem i u nékterych monogennich chorob je zcela zasadni pfitomnost urcité slozky vnéjsiho prostredi, coz lze vyuZit i
v prevenci ¢i lé¢bé — vylouceni fenylalaninu ze stravy fenylketonurikd eliminuje jejich genetickou predispozici. Prekotny
vyvoj poslednich let v oblasti genetiky a pfibuznych obord na jedné strané otevira diive nemyslitelné obzory poznavani

dédi¢né komponenty lidskych onemocnéni, na druhé strané s sebou nese riziko pfilis jednostranného ,,genocentrického
nazirani patogeneze lidskych onemocnéni.

Pro nutnost komplexnéjsiho pohledu pfitom svédci napt. aktudini ndstup pandemie obezity, diabetu a ostatnich, tzv.
civilizacnich chorob. Ten nastal v historicky kratkém obdobi, ve kterém nelze predpokladat vyznamnéjsi zmény lidského
genomu. PFicinu Ize tedy hledat v posunu vyslednice interakci genom-prostiedi, kde prostfedim chdpeme Zivotospravu a

Obor, ktery zahrnuje zkoumani vztahl genom a prostiedi, se proto nazyva ekogenetika (nékdy také xenogenetika),
pripadné ekogenomika. V ramci ekogenetiky se postupné osamostatnilo nékolik dil¢ich obord, které se lisi dominantnim
faktorem prostredi, jehoz vliv na ¢lovéka je geneticky ovlivnén, a mluvime proto napf. o farmakogenetice (Iéky),
nutrigenetice (potraviny), toxikogenetice (chemikalie) atp.

NASTROJE EKOGENETIKY A EKOGENOMIKY
Studium interakci gend s prostiedim prirozené vyzaduje dostatek informaci o obou slozkach interakce — genetickou

informaci vétsinou predstavuji vysledky analyzy nukleovych kyselin, napr. sekvence, konkrétni polymorfismy DNA,
genealogicka analyza.

Zdrojem informaci o prostredi a Zivotnim stylu byvaji bud' cilené dotazniky nebo (pfesnéjsi, ale nakladnéjsi) méreni tzv.
biomarker( expozice urcitym latkam. U téchto studii je obzvlasté dualezZité nalezité statistické hodnoceni vyznamnosti



interakce genom-prostredi, protozZe i u nejjednodussiho pfipadu dvou moznych genetickych variant a pfitomnosti Ci
nepfitomnosti expozice faktorim vnéjsiho prostredi je hned nékolik modeld, které se daji pouzit pro popis takového vztahu.

Nejcastéji testujeme hypotézu, jestli je relativni riziko onemocnéni pti kombinaci genetické predispozice a expozice
faktoriim vnéjsiho prostredi signifikantné vétsi (supermultiplikativni) nebo mensi (submultiplikativni), nez by se dalo
oCekavat z prostého multiplikativniho modelu. Potvrzeni sloZitéjsich interakci v nékolika na sobé nezavislych studiich je
proto pro potvrzeni takové interakce naprosto zasadni.

Prvni dikazy pro interakci genomu a Zivotniho stylu v patogenezi civilizacnich onemocnéni, jako je obezita, byly podany

Zivotospravou.

Typickym pfikladem jsou indiani kmene Pima, ktefi jsou geneticky predisponovani k obezité a diabetu mellitu 2. typu.

v komunité kmene Pima v Arizoné (USA). Ackoli jsou tyto dvé skupiny geneticky velice blizké, jejich Zivotni styly se zasadné
lisi.

Tuk pokryva 26 % energetického pfijmu mexickych Pima indiand, u migrantd je to 35 %.
Po strance energetického vydeje je kontrast jesté zfetelnéjsi — Cas straveny fyzickou aktivitou je v prdméru dvakrat delsi nez

v pavodni komunité nez u jejich arizonskych ptibuznych. Dalsi dikazy pro vyznam genetickych faktort v reakci na dietu
prinesla pak rada studii dvojcat.

134. FARMAKOGENETIKA, NUTRIGENETIKA

FARMAKOGENETIKA A FARMAKOGENOMIKA
Lécba pomoci cileného podavani farmak je dnes nedilnou soucasti |é¢ebnych postupl u celé fady onemocnéni. Soubézné

s historickym rozvojem medikamentdzni 1é¢by pribyvala i pozorovani rozdild v odpovédi IéCenych — stejna dévka u zhruba
srovnatelnych jedincl (pohlavi, vék, hmotnost, diagndza) vede k celé skéle Gcinkd, a to od rlizné miry plvodné zamysleného
|é¢ebného efektu (napt. snizeni krevniho tlaku) aZ po projevy Ucinkd nezadoucich, v extrémnim pfipadé i Zivot ohroZujicich.

V soucasné dobé jsou nezadouci G¢inky farmakoterapie vaznym klinickym problémem, jak doklada napt. nedavno
zverejnéna studie, podle které jen v USA dojde v jejich dlsledku ke 100 000 umrti rocné (v pfipadech, kdy nedoslo k chybé
ve volbé preparatu ¢i ucinné latky). Ackoli je reakce organismu na farmakologickou lé¢bu velmi komplexni zaleZitosti a
detailnéji ji studuje farmakologie a pfibuzné obory, je dnes jiz zfejmé, Ze za znacnou ¢ast individudlni variability v reakci na
|éCivo jsou zodpovédné genetické faktory.

Studiem vztahu mezi genetickou informaci jedince a ucinku farmak se zabyvaji obory farmakogenetiky a farmakogenomiky.
Tyto dva pojmy se sice nékdy zaménuiji, ale rozhodné nejsou totozné. Zjednodusené Ize fici, Ze farmakogenetika se zabyva
vlivem jednotlivych genetickych variant na ucinek podané latky — Iéku, zatimco farmakogenomika zkouma totéz na drovni
celého genomu, resp. transkriptomu.

K ustaveni farmakogenetiky jako samostatného oboru doslo v padesatych letech 20. stoleti, kdy byly popsany tfi nyni jiz
klasické pripady farmakogenetickych interakci. Prvnim z nich byla hemolytickd anémie po podani primachinu u
disponovanych osob. Je to také zvysena citlivost na myorelaxans sukcinylcholin (suxamethonium), autosomalné recesivni

s Cetnosti 1:2 000, zpUsobujici dlouhodobou zastavu dechu pfi anestesii v dlisledku zménéné kinetiky butyrylcholinesterasy.
Treti z klasickych farmakogenetickych interakci je rychla a pomald acetylace antituberkulotika isoniazidu (teprve

v devadesatych letech 20. stoleti byly objasnény kauzalni mutace genu N-acetyltransferasy 2).

Isoniazid (INH) je jednim ze zakladnich |ékd tuberkuldzy. Velmi dobfe se vstfebava ze zaZivaciho traktu. Sledovani hladin INH
v krvi prokazalo, Ze pacienty je moZné rozdélit na rychlé a pomalé inaktivatory INH. U rychlych inaktivatord klesa hladina
INH v krvi rychle, u pomalych inaktivator( zistava koncentrace INH vysoka po delsi dobu.



Rodové studie prokazaly, Ze pomali inaktivatofi (asi 50 % populace) jsou homozygoti pro recesivni alelu jaterniho enzymu N-
acetyltransferasy (NAT2) s nizsi aktivitou enzymu. Pri [éCbé stejnymi davkami INH se u nich mohou objevit vedlejsi priznaky
— nervové potiZe (polyneuritida) nebo koZni vyrazky — Castéji nez u rychlych inaktivator( INH. LéCebny efekt vsak rychlost
inaktivace neovliviiuje. Stejny enzym metabolizuje napf. hydralazin, antihypertenzivum, pfi jehoZ podani maji pomali

inaktivatori rovnéz Castéji vedlejsi priznaky.

Samotny termin farmakogenetika poprvé pouzil Friedrich Vogel v roce 1959. V druhé poloviné 20. stoleti dochazi jak ve
farmakologii, tak genetice bourlivému vyvoji. Do kazdodenni Iékafské praxe bylo v tomto obdobi zavedeno obrovské
mnozstvi syntetickych 1éCiv a soubéZzné tak rostl vyznam farmakogenetiky. V roce 1997 se poprvé objevuje termin
farmakogenomika a pfiblizné od té doby je moZné sledovat exponencialni narust publikaci s farmakogenetickou a

farmakogenomickou tematikou.

FARMAKOGENETICKE INTERAKCE

Vétsina plvodnich farmakogenetickych pozorovani se tykala znak, u kterych bylo mozné sledovat radikalni rozdily napf.
v koncentraci lé¢iva v krvi nebo odpad jejich metabolitl moci a které podléhaly jednoduché mendelovské dédi¢nosti.
Takové polymorfismy jsou nejéastéji podminény zménami ve farmakokinetice, tedy v plsobeni organismu na podané
|écivo.

Kvuli defektu v molekule ptislusného transportéru, metabolizujiciho enzymu nebo nékterého z ostatnich faktord podilejicich
se na absorpci, distribuci, interakci s cilovou strukturou a nakonec odbouréni a exkreci dochazi k pfiliSné nebo nedostatecné
koncentraci farmaka v organismu.

Klasickymi pfipady jsou jiz zminény polymorfismus v genu pro N-acetyltransferasu 2 (NAT2), dale polymorfismy v genech
pro cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) nebo thiopurin S-methyltransferasu (TPMT). Tento enzym podilejici se na metabolismu
thiopurind, napt. azathioprinu (uZivaného mj. pro imunosupresi u pfijemc transplantatl a pti lé¢bé akutni lymfoblastické
leukémie), se stal také jednim z prvnich, u kterych je k dispozici komeréné vyrabény geneticky test. Varovani pfed vaznymi
nezadoucimi U¢inky v pfipadé podani azatioprinu pacientiim s genotypem determinujicim nizkou aktivitu TPMT je obsazeno
ptimo v pribalovém letdku.

V soucasné dobé je geneticky test podminkou podani a davkovani jiz 14 1ék(i. Komplikovanéjsi situace nastdva, zasahuje-li
geneticky polymorfismus do farmakodynamickych procesu (tedy plsobeni podaného Iéciva na organismus) nebo je zavisly
na interakci nékolika gen(. Potom i pfi adekvatni koncentraci [éCiva zavisi jeho Ucinek na takovych faktorech, jako je stuperi
exprese cilového genu (kédujiciho napf. receptor) v dané tkani.

Exprese genu mUze byt systematicky nizsi nebo vyssi u rlznych geoetnickych skupin (pro coz svéd¢i naptiklad zavedeni léku
BiDil specificky pro srdec¢ni selhani u Afro-ameri¢ant) nebo muze zaviset na fazi vyvoje organismu (novorozenci, déti,
adolescenti, dospéli).

Je mozné, Ze praveé takové polymorfismy stoji napt. za pozorovanim, Ze antidepresivum paroxetin ze skupiny selektivnich
inhibitor( zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) vyvolava u pacientt mladsich 18 let sebeposkozujici aZ suicidalni jednani
na rozdil od pacientl dospélych, kde k témto reakcim nedochazi.

METODY FARMAKOGENOMIKY

Obecnym cilem farmakogenomiky je vyvoj individualizovanych Ié¢ebnych postupt, predevsim identifikace nejvhodnéjsiho
typu a davkovani léCiv pro konkrétniho pacienta. Prvnim krokem na této cesté je identifikace genetickych variant, které
souvisi s odliSnou reakci na urcity Iék. Jedna se tedy o zjisténi souvislosti mezi genotypem a fenotypem.

Tradi¢ni metodou vazebné analyzy ovsem prakticky neni mozné pouZit z nékolika divodu. Jednak by bylo asi sloZité
nashromazdit dostatecné pocetny vzorek rodin, navic vzhledem k tomu, Ze fenotyp farmakogenetické interakce se projevi
az v dusledku expozice léku, tézko bychom nachazeli celé rodiny se spole¢nou medikaci. Nabizi se tedy poufZiti studii
asociacnich, které pfimo testuji asociaci mezi fenotypem (napf. nezadoucim Uc¢inkem léciva) a zkoumanou genetickou
variantou.

Nejcastéji pouzivanym designem jsou tzv. studie pfipad( a kontrol (angl. case-control studies), ve kterych porovnavame
frekvence polymorfismu(l) mezi skupinou vykazujici studovany fenotyp a skupinou kontrolni (napf. jedinci IéCeni stejnou



latkou, u kterych se neprojevil vedlejsi ucinek). Pokud je rozdil frekvenci pro néktery z polymorfisma statisticky signifikantni,
Ize mluvit o prokazané farmakogenetické interakci.

Mezi nevyhody asociacnich studii patfi nutnost co nejlepsi shody porovnavanych skupin v prakticky vSech parametrech
vyjma zkoumaného znaku (zastoupeni muzi a Zen, etnickych skupin, porovnatelnost véku a klinickych parametr), aby

v dUsledku stratifikace nebylo dosaZzeno falesné pozitivniho vysledku, ktery by se samotnou farmakogenetickou interakci
vlbec nesouvisel.

Farmakogenetické metody se dnes opiraji o technologicky vyvoj, ktery pfinesl moZnost vysoce paralelni analyzy genetické
informace ¢lovéka i modelovych organism(. K tomu ptistupuji bioinformatické metody s matematickym a statistickym
aparatem, ktery umoznuje nahled a zhodnoceni vystupnich mnohorozmérnych biologickych dat a nékdy je sdm hlavnim
nastrojem zkoumani, napf. pfi tzv. in silico (pocitacovych) analyzach genomickych dat ve vefejné pristupnych databazich.

Na urovni genomu se po dokoncené sekvenci stalo jednim ze slibnych sméri globalni mapovani tzv. SNP (single nucleotide
polymorphism), tedy jednonukleotidovych variaci sekvence DNA. Tyto snahy vychazeji z faktu, Ze z celkového
odhadovaného poc¢tu 11-15 milionl genetickych polymorfism( u ¢lovéka tvofi pres 90 % pravé SNP. SNP déle sdruzuji do
blokd — haplotypQ, které se zpravidla dédi spolec¢né.

Jeden ze soucasnych nazor( na variabilitu lidského genomu Fika, Ze chromosomy jsou sloZeny predevsim z kratkych
segmentd, které v ramci kratké evolucni historie ¢lovéka prodélaly minimalni pocet rekombinantnich zmén a proto tyto
segmenty je mozné u vétsiny populace charakterizovat jen nékolika ¢astymi haplotypy. Pro takové oblasti s vysokou
vazebnou nerovnovahou a nizkou diverzitou haplotypl (haplotypové bloky) staci zase identifikovat jen nékolik ,,znacek”
(napf. pravé SNP), které zastupuji dany haplotyp.

Da se predpokladat, Ze po dokonceni projekt( haplotypového mapovani lidského genomu ve zdrojich jako je pro
farmakogenetiku jiz dnes PharmGKB (pharmacogenetics and pharmacogenomics knowledge base) bude mozné zjistit
takové rizikové haplotypy pro konkrétni lék Ci Iékovou skupinu.

Pravdépodobné tedy nebude zdaleka nutné znat celou ,konstelaci SNP“ u daného jedince, aby bylo mozné v budoucnu
vyuzit genomické informace pacienta pro predikci a pripadnou prevenci nezadoucich farmakogenetickych a
nutrigenetickych interakci.

Jiz dnes je pomoci tzv. SNP ¢ipl mozné hodnotit u zkoumaného vzorku nékolik set tisic polymorfismd zaroveri. Napf.
posledni Cipy hlavnich vyrobcli umozniuji detekci vice nez jednoho milionu SNP a nékolika set tisic dalSich variant (napf.
variace v po¢tu kopii — copy number variants) pfi pouziti nékolika set nanogramu DNA.

AMPLICHIP

Na konci roku 2004 oznamila spole¢nost Affymetrix, ze americky Ufad pro kontrolu lé¢iv FDA povolil pouzivani systému
,Affymetrix GeneChip System 3000Dx“ pro diagnostické in vitro Ucely. Je to viibec poprvé, kdy byl takovy atest udélen
pfistroji pro analyzu DNA/RNA &ipQ (angl. microarray). Jiz v zafi 2004 ziskal spole¢ny produkt Affymetrix a Roche na bazi
zminéného systému — AmpliChip CYP450 Test — cestrifikaci CE (,,Conformité Européene”), kterd umoznuje jeho pouZziti
v klinické diagnostice v ramci zemi Evropské unie.

Prvni systém Amplichip ve stfedni Evropé byl instalovan 15.6.2005 na Ustavu klinické chemie a laboratorni diagnostiky 1.LF
UK a VFN.

DNA (ptip. RNA) Cipy jsou nastroje umoziujici soucasné testovani az desitek tisic genli v jediném vzorku. Na plose
samotného Cipu o velikosti cca 1,5 x 1,5 cm jsou velmi husté umistény kratké useky jednoretézcové DNA o znamé sekvenci
nukleotidl (oligonukleotidové préby). Na zakladé komplementarity bazi se na né specificky vaze fluorescencné oznacena
DNA z analyzovaného vzorku (ziskana napt. z odbéru periferni krve).

Po laserové detekci prdb, na které hybridizovala DNA vzorku, automaticky vyhodnoti nasnimany obraz analyticky software a
je generovana databdze vysledk(, které je mozno dale zpracovéavat. Uvedeny AmpliChip CYP450 Test je zaméfen na dva
geny rodiny kodujici cytochrom P450, které jsou zdsadni pro metabolismus az 25 % vsech podavanych IéCiv, a to gen
CYP2D6 a gen CYP2C19.



Patnact tisic prob umisténych na ¢ipu umoznuje rozlisit 29 rdznych polymorfism(, duplikaci a deleci genu CYP2D6, dva
polymorfismy genu CYP2C19 a na zakladé této informace primo predikovat typ metabolismu léCiv — od pomalého po ,ultra
rychly”.

Z oblasti vyzkumu tak do klinické mediciny pfichazi jeden z prvnich farmakogenetickych nastrojd, ktery by mél nejen prispét
k prevenci pripadnych nezadoucich U¢inkd farmakoterapie u geneticky disponovanych jedinct, ale predevsim ma ambice se
stat technologickym milnikem na cesté k individualizaci terapie s prihlédnutim ke genetické vybaveé pacienta. Limitujicim
faktorem pro masivnéjsi rozsiteni tohoto diagnostického nastroje je prozatim jeho pomérné vysoka cena vySetieni a
predevsim potizovaci naklady vlastniho systému firmy Affymetrix (cca 100 000 USD).

Jednou ze zasadnich informaci, kterou prinesla moznost paralelniho stanoveni exprese prakticky vsech geni v daném
vzorku (nékdy dokonce na Urovni jednotlivych exond), bylo potvrzeni dynamické povahy genomu. Mezi posloupnosti
nukleotidii DNA a expresi genu totiZ neexistuje Zadny mechanisticky vztah, zasahuje sem fada regulacnich pochod( a
Uprav na vsech mezistupnich realizace genetické informace (posttranskrip¢ni, posttranslaéni Upravy, na RNA zavisla
regulace exprese atd.).

Jiz na Urovni buriky dochazi k analyze a integraci signald pfichazejicich z vnitfniho i vnéjsiho prostredi a teprve na zakladé
této informace je ,volena“ ¢asoprostorové specificka forma odpovédi zahrnujici mj. i nastaveni exprese vybrané sady gen(.
Po vyrazeni funkce jediného genu u knock-out mysi nebo pridani signalu v podobé farmaka do media bunécné kultury lze
identifikovat adaptivni posun v expresi ne jednotlivych, ale stovek az tisicti genu.

Na drovni transkriptomu jsou tak uzivany cRNA a cDNA expresni Cipy (microarrays) dosahujici znaéné denzity préb — pro
Clovéka, mys i potkana jiz jsou bézné k dispozici Cipy, kterymi je mozné detekovat naraz expresi vSech dosud anotovanych
gend i dosud neidentifikovanych exprimovanych sekvenci. Analogicky expresi na Grovni proteint a metabolitd zkouma
proteomika, resp. metabolomika, opét s vyuZitim modernich technologii zaloZzenych na variantach hmotnostni
spektrofotometrie.

Zde je tfeba zminit urcité panujici rozpaky ohledné praktického rutinniho vyuziti zminénych technik.
Biologicky material pro tyto analyzy se realné maze rekrutovat z odbéru krve nebo exkretl (mo¢, sliny, matefské mléko
atd.) pfipadné s biopsii tkani, kde jsou relevantni geny exprimovany. Pokud tedy nebudou nalezeny ,signatury exprese”

specifické napf. pro nezadouci reakci na lék v béZzné dostupném biologickém materialu, zlstane na rozdil od genotypizace
vyznam téchto metod predevsim v oblasti experimentu.

KOMPLIKUJICi FAKTOR — HETEROGENITA

V ramci vyzkumu farmakogenetickych interakci se setkdvdme s obdobnymi problémy jako pfi zkoumani genetické slozky
komplexnich nemoci, tedy takovych znak, kde kromé genetiky hraji vyznamnou roli i faktory prostfedi, mezi néz mj.
potravu a farmaka fadime.

Mezi tyto prekazky patfi mj.

a) netlplna penetrance (ne u vSech, u kterych to na zakladé jejich genetické dispozice oéekavame, se dany fenotyp projevi)
b) geneticka heterogenita v ramci populac¢niho vzorku, u kterého je studie provadéna

c) fenokopie (projev daného fenotypu u jedincd, ktefi nezdédili prislusnou sadu patologickych alel) a dalsi

Geneticka heterogenita mize byt dvojiho typu:

Prvni z nich je heterogenita alelicka, tedy asociace mezi danym znakem (onemocnénim, reakci na Iék) a dvéma ¢i vice
alelami stejného lokusu — prikladem budiz cysticka fibrosa s vice nez 1 000 popsanymi mutacemi genu CFTR nebo mnohotné
alely cytochromu P450.

Druhou formou je potom heterogenita samotného znaku, kdy nedostatecné specificka definice zahrnuje nékolik geneticky
oddélenych entit, jako je tomu u autismu a pravdépodobné i u hypertenze.

Tyto faktory musi byt samozifejmé reflektovény v pouziti novych statistickych model( a postupd, nebot vétsina dosud
pouzivanych metod je zaloZzena na matematickém aparatu, ktery kalkuluje s jednoduchym monogennim typem dédi¢nosti.
Jsou proto vyvijeny rtizné varianty shlukovacich, faktorovych ¢i Bayesianskych analyz.



VYZNAM EXPERIMENTALNICH FARMAKOGENETICKYCH MODELU

Pro detailni funkéné genomickou analyzu genetickych polymorfism( v ramci komplikovanych vazeb farmakogenetickych
interakci je z dlvodu etickych a mnohdy i praktickych nemozné studovat relevantni biologické a fyziologické pochody pfimo
u lidskych subjektd.

RGzné faze vyzkumu proto musi probihat za pouZziti modeld in silico (pocitacové modely), in vitro (bunécné kultury) a in vivo
(experimentalni, predevsim sav¢i modely), které jsou teprve nasledovné validovany u ¢lovéka. Nejjednodussimi fyzickymi
modely jsou buriky exprimujici polymorfni varianty lidskych gent vnesenych transfekci cDNA.

Cilem téchto studii je zjistit, jak jednotlivé polymorfismy ovliviiuji expresi a funkci jimi kddovaného proteinu (napr.
receptoru). Pfes nesporné Uspéchy tohoto pristupu je relevance vystupt pro konkrétni klinicko-patologicky stav
problematicka hned z nékolika dlivodu. Pfedevsim nejcastéjsim modelem jsou bunécné linie, u kterych je sice snadné docilit
transfekci exprese zddaného genu a nasledné proteinu, ale mnohé jejich charakteristiky neodpovidaji burikdm plvodniho
typu tkané.

Navic bunécné studie ,,vytrhuji“ danou bunku z pfirozenych vazeb prostredi (tkané, organu i celého organismu) tvorenych
sitémi adaptivnich a regulacnich signall, které navic nabyvaji specifickych forem v kontextu patofyziologie pfislusného
onemocnéni a reakce na medikaci. Proto je pomérné znac¢na dulleZitost kladena na vyzkum za poutZiti experimentélnich
zvifecich modeld, v soucasnosti nej¢astéji mysi a laboratorniho potkana.

Tradiéni roli téchto dvou modelt déale podpofily vysledky sekvenace jejich genomu, které ukazaly, Ze evoluéné je ¢lovék
podstatné blize témto dvéma savclim, nez se obecné ocekdvalo. V podminkach Zivého organismu je mozné za standardnich
podminek prostredi cilené modifikovat genom a zpétné sledovat efekt takové zmény.

Mezi metody jiz rutinné uZivané patii dnes transgeneze, tedy cilena exprese vnesené varianty genu (napf. lidského),
pripadné ,knock-out’ a v posledni dobé i ,knock-down“ postupy, které bud UpIné, nebo ¢astecné vyradi specificky gen
z funkce. Konkrétnim pfikladem sav¢iho modelu vhodného pro farmakogenomicky a nutrigenomicky vyzkum je kmen
polydaktylniho potkana (PD/Cub). Tento vysoce inbredni kmen je na Ustavu biologie a Iékai'ské genetiky 1.LF UK a VEN
chovén od roku 1969.

Spontanné vznikla mutace genu Lx dava vznik syndromu polydaktylie-luxace. U&inek genu Lx je modifikovan jednak Gcinkem
genetického pozadi, jednak interakci s rliznymi teratogennimi latkami (bromodeoxyuridin, thalidomid, retinova kyselina), a
to opét v zavislosti na genetickém pozadi. Tento kmen je tedy jedineénym modelem pro analyzy morfogenetickych procest
a farmakogenetiky/genomiky teratogeneze.

V roce 1993 byla u PD/Cub zjisténa zvysend hladina triglycerid(i a detailn&jsi zkoumani pak vedlo k ustaveni kmene PD/Cub
jako modelu metabolického syndromu, nebot kromé hypertriglyceridémie byla u tohoto kmene identifikovana
hyperinzulinémie, zvySena hmotnost epididymalniho tukového télesa (marker obesity centrdlniho typu), zvysena hladina
nenasycenych mastnych kyselin a vyraznd inzulinova rezistence.

Teprve nedavno se ukazalo, ze PD/Cub ma i jedineény farmakogeneticky profil v rdmci podavani latek modelujicich genovou
transkripci. Po podani hypolipidemika fenofibratu, agonisty nukledrniho receptoru PPARa prekvapivé doslo k zhorseni
glukdzové tolerance spojené s hyperinzulinémii.

Isotretinoin, panagonista receptord RAR a RXR vyvolal u kmene PD/Cub vyrazny vzestup triglyceridémie, co? je jeden

z popisovanych nezadoucich Gc¢inkd Ié¢by napf. dermatologickych afekci touto latkou. JelikoZ se ovsem tato reakce
vyskytuje pouze u urcité ¢asti léCenych, je mozné, Ze se jedna o geneticky podloZenou interakci a polydaktylni potkan by tak
mohl byt vhodnym nastrojem pro jeji detailnéjsi zkoumani.

V posledni dobé se v 1é¢bé inzulinové rezistence pomérné ¢asto uzivaji agonisté dalsiho z nukledrnich receptord, PPARy.
Z metaanalyz lidskych studii vyplynulo, Ze fada béZnych polymorfismi tohoto genu je zapojena do interakci s faktory
prosttedi. U modelu inzulinové rezistence a dyslipidémie, spontdnné hypertenzniho potkana (SHR/Olalpcv), prekvapivé
nevedlo podavani pioglitazonu k zlepseni tolerance glukdzy.



potvrzeno pomoci derivace transgennich a kongennich zvitat, ktera exprimuji normalni variantu Cd36/Fat a na pioglitazon
reaguji oproti SHR/Olalpcv zlepsenim metabolickych parametr( a utilizaci glukdzy v perifernich tkénich. Konkrétni realizace
této farmakogenetické interakce opét zavisi i na alelické kombinaci genetického pozadi.

U kongenniho kmene BN.SHR (//6-Cd36) je Cd36/Fat SHR plvodu vneseno na genetické pozadi normolipidemického a
normotenzniho kmene Brown Norway (BN). Po podani rosiglitazonu jsme kromé zminéné absence zlepseni glukozové
intolerance pozorovali i chybéni naristu adiposity, ke kterému doslo jak u kontrolniho kmene BN/Cub, tak u SHR/Olalpcv po
podani pioglitazonu.

Vzhledem k relativné ¢astému vyskytu diabetu 2. typu u lidskych nositelll mutované varianty CD36 m(ize mit tato
experimentalné zjisténa farmakogenetickd interakce vyznam pro farmakoterapii diabetu u téchto pacienta.

VYUZITi FARMAKOGENETIKY VE VYVOJI NOVYCH LECIV

Kromé toho, Ze je nyni mozné aplikovat metody farmakogenetiky a farmakogenomiky pro porozuméni interakcim a
optimalizaci terapie jiz zavedenych |éCiv, pozornost nejen farmaceutickych vyrobcd se upira na oblasti, kde by bylo mozné
nové technologie vyuzit pfi vyvoji a kontrole novych preparatd. Nesnadé je napt. vyuZiti dostupnych sekvenci DNA ¢lovéka a
modelovych organism( pro pomérné rychly pocitacovy skrinink charakteristickych motiv( spole¢nych geniim, pro které jsou
jiz vytvoreny rozsahlé testovaci knihovny chemickych latek (,drug-able targets”).

Mezi takové skupiny patfi napf. nuklearni recceptory nebo proteinkinasy. NeZ byl tento postup mozny, bylo k dispozici cca
500 takovych cilovych struktur a zda se, Ze existuje az 10 000 dalSich, z nichZ stovky mohou byt relevantni z hlediska lé¢by
lidskych onemocnéni.

Jedina faze tohoto vyzkumu, ktera neni a asi nebude pristupna automatizaci a robotizaci, je ziskani vzorku DNA spole¢né

detailné anotovanych prospektivnich kohort.

Dalsim polem, kde by farmakogenetické metody mohly v budoucnu sehrat zasadnéjsi tlohu, jsou primarni faze klinického
testovani léCiv. U téch preparatd, které vykazuji d¢innost jen u urcité skupiny Iééenych a v celkovém srovnani s placebem je
vysledek ambivalentni, vyZaduje pokracovani studii zna¢né investice a mnohdy je cely vyvoj pravé zde ukoncen.

Profilovani by mohlo identifikovat genetické charakteristiky skupiny, u které se dostavuje pozadovany efekt léciva a
v pfipadé potvrzeni U¢innosti v dalsich fazich klinického testovani by mohla byt pozitiva v predbézném (prediktivnim)
genetickém testu podminkou preskripce daného léciva.

Z rliznych dtvodu zatim ovsem nedoslo k distribuci Iéku s tak jednoznacnou specifikaci genetickych markert pacienta, které
by zjistovaly jak ucinnost, tak bezpeénost jeho podavani. Opacénym pfipadem je identifikace genetického markeru (SNP,
haplotypu, alely, transkripcniho profilu), ktery je asociovan s nezadoucim ucinkem léciva.

proti restendze koronarnich cév po perkutanni koronarni intervenci) v ramci faze 11l klinického testovani. Rozsahlym
genetickym testovanim se zjistilo, Ze tato reakce je jednoznacné spojena s alelou genu pro UDP-glukuronosyl-transferasu
1A1.

U téch jedincl, ktefi méli jednu alelu obsahujici 7 repetic, vyvolal tranilast mirnou hyperbilirubinémii, pfi vyskytu obou alel
se sedmi repeticemi doslo k vyznamné hyperbilirubinémii, zatimco dvé alely s Sesti repeticemi ,,chranily” jejich nositele pred
timto nezadoucim Ucinkem tranilastu, jehoZ vyvoj byl nakonec zastaven.

Dal$im zkoumanim bylo zjisténo, Ze k jednoznacné identifikaci této genomické oblasti by pfi pouZiti v té dobé dostupné sady
pro genotypizaci 100 000 SNP stacilo jen 10-20 pfipadl vykazujicich hyperbilirubinémii ve srovnani s 3 000 kontrol.
Samoziejmé u nezadoucich Ucinkd, jejich patogeneze je komplexné;si (vice gend, vliv dalSich faktor(), je situace podstatné
slozitéjsi.



Proces prechodu od globalné aplikovanych Iékd ,na danou nemoc” k Iékdim ,,pro konkrétniho pacienta” v ramci
individualizované mediciny (angl. personalized medicine) bude tedy patrné jen velmi pozvolny.

NUTRIGENETIKA A NUTRIGENOMIKA
Empiricky je dobfe zndmo, Ze jak mnozstvi, tak sloZeni stravy vyznamné ovlivriuje nastup, pribéh i Ié¢bu prakticky viech
onemocnéni. Na rozdil od cilené podavanych davek farmak o zndmém sloZeni a Casto i se znamymi cilovymi strukturami a

mechanismy jejich Gcinku, potravou dlouhodobé prijimame heterogenni smés mnohdy biologicky aktivnich latek. Nékteré
z nich jsou pfimymi ligandy receptor ovliviiujicich transkripci fady genli. Nezanedbatelny vliv diety byl prokazan u matek
v pribéhu téhotenstvi.

Diky rozvoji metod molekularni genetiky a bioinformatiky je mozné nyni koncipovat integrativni pfistupy v ramci studia
frekventnich chorob a zahrnout tak pdvodni protikladné principy vyjadiené v dichotomii ,,nature vs. nurture” do jednotného
paradigmatu nového oboru, nutri¢ni genomiky (nutrigenomiky).

NUTRIGENOMIKA A JEJi DEFINICE
V urcité paralele k farmakogenomice tedy nutrigenomika zkouma, jak chemické latky obsazené v bézné potravé ovliviuji
rovnovahu mezi zdravim a nemoci skrze interakci s genomem jedince.

Vychazi pfitom z nékolika zdkladnich predpoklad:

1. Latky obsaZené v potravé (mikro- i makronutrienty) pdsobi pfimo ¢i nepfimo na lidsky genom a méni tak jeho
strukturu ¢i genovou expresi.
Za urcitych okolnosti mize byt dieta u nékterych jedincli vyznamnym rizikovym faktorem vziku fady chorob.
Nékteré z cilovych gend latek obsaZzenych v potravé hraji pravdépodobné roli v nastupu, incidenci, pribéhu a
zavaznosti nékterych chronickych chorob.

4.  Mira vlivu diety na rovnovahu mezi stavem zdravi a nemoci mtze zaviset na konkrétni genetické vybavé
jednotlivce.

5. Nutric¢ni intervence zaloZend na znalosti jak konkrétniho nutri¢niho stavu a potreb, tak genotypu
(individualizovana vyziva) mQze byt uzita k prevenci, zmirnéni nebo léceni chronickych nemoci.

NASTROJE NUTRICNI GENOMIKY
Vznik samostatného oboru nutri¢ni genomiky byl podminén technologickymi moznostmi analyzy vlivu pfijimané stravy na
Urovni celého genomu, podobné jako tomu bylo u pfibuznych obori farmakogenetiky a funkéni genomiky.

Jednim z vyznamnych ndstroju nutri¢ni genomiky tak je profilovani exprese gen(l — transkriptomu, napf. pomoci cRNA nebo
cDNA ¢ipt, analogické postupy byly vyvinuty pro sledovani exprese na Urovni proteind (proteomu — predevsim
dvojrozmérna elektroforéza a rlizné formy hmotnostni spektrofotometrie) a metabolitl (metabolomu).

Specifické profily exprese gen(, proteinl a metabolitd v odpovédi na danou slozku stravy nebo nutriéni rezim tvofi tzv.
»dietni signatury”, které jsou dale zkoumany na urovni specifickych bunék, tkani i celych organism( za Gcelem prozuméni
vlivu vyZivy na rovnovahu mezi zdravim a nemoci.

Aby bylo mozné provadét statisticky robustni experimenty, jejichz vysledky budou reprodukovatelné a zevSeobecnitelné, je
treba vyresit otazky tykajici se dvou zasadnich oblasti, se kterymi se genetickd epidemiologie v rdmci nutri¢ni genomiky
prozatim ne zcela dokazala vyrovnat. Jedna se o nasi schopnost analyzy obou sloZzek nutri-genetické interakce, tedy jak
detailni uréeni fyzikalné-chemickych charakteristik stravy, tak cilovych struktur a polymorfism( v genomu.

Vyjma vzéacnych pfipadd, jako jsou relativni populaéni izolaty, u kterych je omezena geneticka variabilita, je u lidi detailni
analyza samotné genetické komponenty komplexnich metabolickych onemocnéni velmi obtizna uz bez zahrnuti jeji
interakce s prostiedim (tj. dietou v pripadé nutric¢ni genomiky).

Faktory znesnadnujici genetickou analyzu zahrnuji genetickou heterogenitu obecné lidské populace ¢i ménlivou penetranci
komplexnich znakd.



Prikladem geneticky relativné izolované populace je napt. ndboZenska sekta Huteritl. Ta pdvodné vznikla v tyrolskych
Alpach v 16. stoleti. Ve dvou nasledujicich stoletich se, jiz na Uzemi Ruska, rozrostla ze 120 na vice nez 1 000 ¢lend. V 70.
letech 19. stoleti 900 ¢len(l této sekty emigrovalo na dnesni Uzemi Jizni Dakoty (USA).

V dnesni dobé jich zde Zije na vice nez 350 komunitnich farmach (koloniich) pfiblizné 35 000. Kromé toho, Ze lze pomoci
genealogické analyzy identifikovat 90 spolec¢nych predk( vSech dnesnich Huterit(, je obrovskou vyhodou uniformni Zivotni
styl véetné spole¢ného stravovani viech ¢lenl kolonie v komunitnich jidelnach, kde jsou pfipravovéna jidla podle tradi¢nich
receptur. Pfes zminéné vyhody populacnich izolatll vSak stale zUstava oteviena otazka vyznamu a uplatnitelnosti takto
zjisténych dat a vztahd v obecné lidské populaci.

V soucasné dobé je zasadnim pristupem v zdkladnim vyzkumu interakci mezi geny a prostfedim vyuzivani geneticky
definovanych savéich modeld, predevsim inbrednich kmenG mysi a potkana. Zfejmé vyhody tohoto pfistupu zahrnuji
moznosti cileného kfizeni a modifikace genotypu, standardizace podminek prostfedi ¢i opakovatelnost experimentd.

Pomoci metod komparativni genomiky je pak mozné integrovat poznatky relevantni z hlediska interakce diety s genetickou
vybavou jedince ze studii lidskych s experimentalnimi a nasledovné pak vytvaret ,mapy*“ gen, jejichZ varianty se podili na
odlisné odezvé vici jednotlivym slozkam diety, stejné jako jsou k dispozici mapy kandidatnich gent napf. pro obezitu nebo
hypertriglyceridémii.

P¥i dostatecné reprezentativnim pokryti genomd markery a zjisténi vétsiho mnozstvi polymorfismd, at uz se bude jednat o
polymorfismy jednotlivych nukleotid( (ang. single nucleotide polymorphism — SNP) nebo haplotypy, coz si kladou za cil
mezinarodni konzorcia, bude poloZen zaklad pro predikci fady nutrigenomickych interakci napf. pomoci specializované
formy DNA Cipu, kterym se budou najednou testovat nékolik tisic polymorfismd, u kterych je prokazana spojitost
definované varianty s neZzadouci reakci na pfitomnost nebo mnoZstvi urcité latky v potravé.

| pred dosaZzenim takového velkorysého cile vsak bude pravdépodobné mozné identifikovat nové biologické markery,
pouZzitelné jako ¢asné indikatory nezadouciho nebo Zadouciho Gcinku diety. Tuto informaci bude mozné vyuzit jak
v prevenci, tak v terapii onemocnéni, kde nutrigenetické interakce hraji podstatnou ulohu.

NUTRIGENETICKE INTERAKCE

Klasickym ptikladem nutrigenetické interakce je perzistujici tolerance laktézy v dospélém véku. U mladat savc(, ¢lovéka
nevyjimaje, je funkéni laktaza zdsadnim enzymem pro Stépeni laktdzy pritomné v mléce na monosacharidy — glukézu a
galaktdzu. Exprese laktazy v enterocytech tenkého stireva podléha pfisné kontrole v pribéhu vyvoje — je utlumenad

v pribéhu fetalniho obdobi, zvysuje se okolo porodu a opét klesd po odstavu.

Vétsina dospélych tak pfirozené laktdzu netolerujeme — na konzumaci vétsiho mnozstvi mléka (které obsahuje 4-8 %
laktdzy) reaguje bolestmi bficha, flatulenci, pfipadné prijmem, protoZe nestépena laktdza zplsobi osmoticky transport
vody do lumen tenkého stfeva a je fermentovana bakteriemi stfevni mikroflory.

Kulturni adaptaci na intoleranci laktdzy predstavuji kysané mlécné vyrobky, které diky podstatné nizsimu obsahu laktozy a
nékdy i pfitomnosti bakterii secernujicich laktazu (Lactobacillus acidophilus) zazivaci potize u intolerantnich osob
nezplsobuji. Na druhou stranu existuje fada dospélych, obzvlasté v evropské populaci, ktefi znamky intolerance laktézy
nevykazuji a hovofime o tzv. perzistenci laktazy.

Bodova mutace v promotoru gen(l kddujiciho laktazu, ke které doslo pfiblizné pred 9000 lety v severoevropské populaci,
zpUsobila pretrvavajici expresi genu a zabranila tak pfirozenému vyhasinani funkce tohoto enzymu v dospélosti a nastupu

L0

fyziologické hypolaktazie. Kromé takovéto ,statické” interakce mlze dochazet i k interakcim ,,dynamickym®, tedy rozdilné

odpovédi na zménu dietniho reZzimu dle genetické vybavy jedince.

Pfi sledovani muzské kohorty z ¢eské studie MONICA, u které doslo v obdobi 1988-1996 k vyrazné zméné slozeni stravy,
bylo zjisténo, Ze pouze u nositell alely CC-204 genu cholesterol-7alfa-hydroxylasy (CYP-7A1) doslo k redukci hladin
cholesterolu, nositelé alely AA-204 na zménu diety obdobné nereagovali.



Je ovsem treba prihlédnout i k mezigenovym interakcim, tedy genetickému pozadi, v rdmci néhoz se sledovana varianta
vyskytuje. MUzZe zde totiz dochazet ke znaéné modulaci vysledného fenotypu. Tento efekt je z vySe zminénych davodd Iépe
pozorovatelny u geneticky definovanych model(. To potvrzuje napf¥. studie, kde vneseni mutace ob/ob v genu pro leptin do
genomu dvou odlisnych kmend mysi C57BL/6J a FVB/N mélo za nasledek vyrazné odliSnou manifestaci inzulinové rezistence
za identickych dietnich podminek.

V praxi se jisté bude mozné Casto setkat s jesté komplikovanéjsimi interakcemi, kde do vztah( diety a genetické informace
bude vstupovat vliv farmakoterapie béznych onemocnéni.

PERSPEKTIVA: INDIVIDUALIZOVANA VYZIVA
Z predchazejiciho textu je zfejmé, Ze nutri¢ni genomika je teprve na zacatku svého vyvoje a teprve rozsahlé, systematicky
pojaté studie urci, jak vyznamné misto bude mit tento obor v bézné klinické praxi nedaleké budoucnosti.

Konecény cil nutric¢ni genomiky by bylo mozné shrnout jako dosazeni optimalniho dietniho rezimu pro konkrétniho jedince
tak, aby byly respektovany nejen kvantitativni a kvalitativni potfeby vyZivy a aktuaini zdravotni stav, ale i genetické
dispozice, s cilem zabranit vzniku fady onemocnéni, pfipadné prispét k jejich efektivné;jsi terapii.
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