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Predmluva

Ucebni text je urcen pro studenty navazujictho magisterského studia bioanalytiky na Farmaceutické
fakulte UK v Hradci Kralové. Vérim, ze najde své ctendare i na jinych vysokych skolach a bude uzitecny
i pro pripravu k atestaci v ramci spolecného kmene. Ucebnici, prestoze se svym objemem zdd rozsdhld,
je nutno povazovat za zdkladni studijni material pro absolvovani predepsané zkousky.

V oblasti molekularni genetiky Ize od nastupu nového milénia pozorovat velké pokroky ve vysetio-
vacich metodach. Stézejnimi momenty tohoto rozvoje byly: dokonceni projektu Lidsky genom, aplikace
ipové technologie a sekvenovani nové generace. Uloha bioanalytika pii genetickém testovani spoci-
vad zejména v provedeni spolehlivéeho laboratorniho vysetieni a ve spravném hodnoceni ziskanych dat.
Z téchto duvodii je v textu kladen diiraz na principy pouzivanych analyz. U ctenare se predpokldadaji
znalosti obecné a molekularni biologie tykajici se procesii probihajicich v Zivych bunikach: replikace,
transkripce, proteosyntézy a mechanismii jejich regulace.

Verim, ze nasledujici kapitoly privedou zdjemce o molekuldrni genetiku k dalsimu prohlubovani
Jjejich znalosti a laboratornich dovednosti.

Hradec Kralové, srpen 2015
Martin Beranek
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1. Historicke mezniky v rozvoji
molekularni biologie a genetiky

Jsem si védom, Ze psani knizek je urcitou formou parazitismu,
u romanopiscu vétSinou na zivotech jinych,

u odbornych pracovnikii na jejich praci.

Radim Brdicka

Obory molekularni biologie a molekularni genetiky vychazeji ze znalosti bunécné biologie, genetiky,
metabolickych procesii (biochemie) a pokroki v oblasti laboratorni technologie. Jejich vznik a rozvoj Ize
rozdglit do n¢kolika historickych etap.

I. etapa — pocéatky genetiky

Vznik molekularnich metod pfedznamenaly mikroskopické objevy bunécného jadra (R. Brown,
1831), chromosomi (K. von Nageli, 1842), poznani mechanismu meiézy (O. Hertwig, 1876), mitozy
(W. Flemming, 1878) a procesu oplodnéni (A. Weissmann, 1886). Ktizeni rostlin za vzniku tzv. hybridii
provadéné M. Sageretem na pocatku 19. stoleti vedlo o padesat let pozdéji k definovani prvnich zéko-
na genetiky (G. Mendel, 1866). Zaklad dédi¢nosti byl spatfovan v blize nespecifikovanych faktorech
(E. Haeckel, 1866; G. Mendel, 1866), pozdé&ji ptejmenovanych na geny (W. Johannsen, 1911). Vyznam-
na Uloha v dédi¢nosti byla jiz v té dob¢ piipisovana chromosomim (E. von Tschermak, K. Correns,
H. de Vries, 1900). Postupné poznavani principti dédi¢nosti a biologickych funkci chromosomu daly
vznik novému oboru, genetice (W. Bateson, 1905).
otazka podstaty a fungovani gend. Experimenty s octomilkou ukazaly, ze geny jsou na chromosomech
fazeny linearné. Pokud se dva geny vyskytuji na témze chromosomu v té€sné blizkosti, prochéazeji jejich
alely bunécnym délenim ve vazbé (tedy spolecn¢), bez rizika rekombinace (T. Morgan a T. Boveri,
1910). Porovnanim pravdépodobnosti rekombinace mezi geny pro rizné biologické znaky octomilky
(barva a tvar oci, délka ktidel, barva téla, ochlupeni) vznikla prvni geneticka mapa chromosomu a byly
poprvé definovany genetické vzdalenosti mezi geny (B. Sturtevant a T. Morgan, 1915). Pro haploidni
sadu chromosomil daného organismu se zacal uzivat termin genom, jako slozenina slov gen a chro-
mosom (H. Winkler, 1920).

I1. etapa — odhaleni struktury nukleovych kyselin

V obdobi pfiblizné pred sto lety nebyly kromé mikroskopie a ,,zkumavkovych* chemickych reakci
k dispozici zadné laboratorni techniky vhodné pro analyzu nukleovych kyselin a studium struktury gent.
K identifikaci nukleovych kyselin vyrazné ptispél objev nukleinu, latky, ktera se v alkalickém prostiedi
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uvoliiuje z bunécného jadra (F. Miesher, 1869). Nuklein byl pozdé€ji nalezen v chromosomech (E. Za-
charias, 1881) a byla prokazana jeho tloha v dédi¢nosti (W. Hertwig, 1884). Pojem nukleova kyselina
(NK) byl poprvé pouzit az o pét let pozdéji (R. Altmann, 1889).

Dalsi experimenty ukazaly, ze NK jsou soucasti chromosomt a jsou také pfitomny v bunécné cyto-
plazmé (J. Brachet, 1933). Na zaklad¢ chemického rozboru byly v NK identifikovany nukleotidy tvote-
né zbytky kyseliny fosforecné, nukleotidovymi bazemi a ribosou (P. Levene, 1909) nebo deoxyribosou
(P. Levene, 1929). Jejich polymerni charakter popsali v roce 1934 T. Caspersson a E. Hammertsen.

Rentgenova analyza potvrdila pravidelnou prostorovou strukturu DNA (W. Astbury, 1937). Také
se prokazalo, Ze pusobeni rentgenovych paprskt zptisobuje v DNA genetické zmény, mutace (M. Del-
bruck, 1935). Pro veskeré chemické a fyzikalni metody objasiiujici otazky zZivota na molekulové tirov-
ni byl navrzen pojem molekularni biologie (W. Weaver, 1938). Jejim cilem bylo zejména pochopeni
struktury genu.

Pro uchovani genetické informace a zprostfedkovani jejiho prenosu piipadaly do uvahy dva typy
makromolekul — NK a proteiny. Dtikaz, ze dédi¢nost ja vazana na NK, pfinesl uspesSny pienos virulen-
ce bakterie Streptococcus pneumoniae pomoci extraktu DNA (O. Avery, 1944). Podobnym vysledkem
skoncil také experiment s bakteriofagem 72 vlozenym do bakterie E. coli péstované v zZivném médiu
s radioaktivnim fosforem. Radioativita namétena v dcetinych buiikach potvrdila, Ze genetickym mate-
rialem musi byt DNA, nikoliv proteiny, které vétSinou fosfor ve své struktuie neobsahuji (A. Hershey
a M. Chase, 1952).

Prostorové usporadani DNA bylo objasnéno pocatkem 50. let. Nejprve bylo zjiSténo, Ze pocet puri-
novych a pyrimidinovych bazi v molekulach DNA je shodny (E. Chargaff, 1950). Nasledovalo pocho-
peni tvorby fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy (A. Todd, 1952), navrzeni parovacich pravidel mezi
tetézci DNA (J. Griffith, 1952), a nakonec sestrojeni modelu dvousroubovice DNA s antiparalelnim
uspotadanim obou vlaken (J. Watson a F. Crick, 1953). Soucasné bylo popsano a experimentalné ove-
feno, ze semikonzervativni zpasob replikace DNA umoznuje pienos genetické informace do dcetinych
bun¢k (J. Watson a F. Crick, 1953; M. Meselson a F. Stahl, 1958), a Ze dvoufetézce DNA lze od sebe
odd¢lit tepelnou denaturaci (J. Marmur, 1959).

K objasnéni struktury RNA ptispéla Gispésna syntéza ,,umelych® molekul RNA pomoci polynukleoti-
dové fosforylasy (M. Grunberg-Manago, 1955). Nasledné byla RNA vytvofena i transkripci z bakterialni
DNA v podminkach in vitro (S. Weiss, 1959).

I11. etapa — molekuldrni biologie vysvétluje funkce nukleovych kyselin

Do poptedi zajmu molekularnich biolog se v padesatych letech dostava problematika centralniho
dogma molekularni biologie, jednoho ze zakladnich biologickych postulati, ktery tvrdi, ze dédi¢nost je
zalozZena na molekulach DNA, podle nichz dochazi k tvorbé bilkovin, a nikoliv naopak (F. Crick, 1957).
Moznost reverzniho ptepisu virové RNA do komplementarni DNA (¢cDNA) byla objevena az o nékolik
let pozdé&ji (H. Temin, 1964). Prvni chorobou, u niz bylo doloZeno, ze klinické projevy jsou podminény
genetickymi zménami, byla srpkovita anémie (V. Ingram, 1956).

Prestoze u nas v té dob¢ byla genetika zakézanou ,,burzoazni védou®, v zapadni Evrop¢ se v té dobe
uspeésné studovaly vztahy mezi strukturou a funkcemi RNA. Po objevu ribosomu (R. Roberts, 1958) byl
popsan transport aminokyselin pomoci molekul transferové RNA (tRNA) (P. Zamecnik a M. Hoagland,
1959) a o dva roky pozdéji proces proteosyntézy (F. Jacob a J. Monod, 1961). Vznikla téZ operonova
teorie vysvétlujici regulaci exprese prokaryontnich gent (F. Jacob a J. Monod, 1961).

Zahadou vSak nadale ztstaval geneticky kéd, tedy ,,Sifra“, podle niz sekvence nukleotidti urcuji po-
fadi aminokyselin v peptidovém fetézci. Tajemstvi genetického kodu pomohla rozlustit vyroba syntetic-
kych molekul mediatorové RNA (messenger RNA, mRNA). VloZeni uméle vyrobené mRNA skladajici
se vyhradné z nukleotidti s uracilem vedlo v hostitelské buiice k tvorbé peptidového vlakna obsahujiciho
pouze fenylalanin (M. Nirenberg a J. Matthaei, 1961). Poté se zdménami nukleotidii a indukci posu-
novych mutaci (inserce, delece) v syntetickych molekulach mRNA podafilo najit zptisob, jak vytvaret
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ruzné typy peptidi a postupné odkryt geneticky kod (F. Crick a S. Brenner, 1961). K jeho kompletnimu
rozlusténi doslo v roce 1966, a to véetné tii tripleti terminacnich (S. Ochoa, H. Khorana, M. Nirenberg,
M. Bretscher, S. Brenner, F. Crick).

Poznani podstaty genetického kodu vyrazné zasahlo do prace molekularnich biologl zabyvajicich se
procesem proteosyntézy. V ribosomu bylo definovano misto vazby molekul tRNA (J. Warner a A. Rich,
1964) a navrzena jejich ,,Ctyflistkova“™ sekundarni struktura (R. Holley, 1965).

IV. etapa — rozvoj molekulirné genetickych vySetfovacich metod

70. 1éta ptinesla molekularni biologii a genetice nékolik velmi dilezitych objevi. Diky bakterialni
DNA polymerase se podafilo laboratorné vytvofit nukleovou kyselinu viru phiX 174 (A. Kornberg
a M. Goulian, 1967) a pomoci restrikéniho enzymu HindII extrahovaného z Haemophilus influenzae
tuto DNA nevratné degradovat (H. Smith, 1970). Desitky izolovanych a purifikovanych restrikénich
endonukleas umoziujicich §tépit fetézce DNA za vzniku lepivych nebo tupych koncii ptispély k rozvoji
rekombinantnich technik (S. Cohen a H. Boyer, 1973). Tim se oteviela cesta k molekularnimu klonovani
a k vyrobé monoklonalnich protilatek (G. Kohler a C. Milstein, 1975), syntetickych hormonti — insulinu
(J. Lederberg, 1978) a somatotropniho hormonu (Ch. Li, 1981). Vyznamného pokroku v identifikaci
fragmenttt DNA bylo dosazeno ptipravou jednofetézcovych hybridiza¢nich sond znacenych nejprve
radioaktivng (E. Southern, 1975) a pozdéji enzymaticky (A. Murasuqi a R. Wallace, 1984), fluorescencné
(J. Bauman a P. Van Duijn, 1981) a chemiluminiscencné (M. Musiani, 1991).

V tomtéz obdobi doslo k vyznamnym objeviim v oblasti sekvenovani, tedy ur¢ovani primarni struk-
tury NK. Od kratkych useki ¢itajicich desitky nukleotidli kvasinkové tRNA (R. Holley, 1964) dosahly
délky sekvenovanych usekt brzy stovek nukleotidti. Prvnim kompletné osekvenovanym genem byl gen
plastového proteinu faga MS2 (W. Fiers, 1972). Cela sekvence tohoto viru byla zvefejnéna o Ctyti roky
pozd&ji (W. Fiers, 1976). Uginnost sekvenaénich technik a délky &teni vyrazné vzrostly u Gilbertova
degradacniho sekvenovani (A. Maxam a W. Gilbert, 1977) a Sangerova dideoxynukleotidového sekve-
novani, diky némuz byla ziskdna kompletni sekvence genomu faga phiX 174 (F. Sanger, 1977).

Amplifikaci kratkych usekit DNA v podminkéch in vitro umoznila technologie polymerasové feté-
zové reakce, PCR (K. Mullis, 1983). Pro ucely ukladani a vyhledavani sekvenci DNA se v roce 1982
oteviela prvni biologicka databaze GenBank. V roce 1986 T. Roderick poprvé pouzil pojem genomika.

Sekvenovani NK se zacalo postupné automatizovat. V roce 1987 se na trhu objevil prvni sekvenac-
ni poloautomat ABI 373, ktery pro vizualizaci fragmentd DNA v akrylamidovém gelu pouzival ¢tyti
ruzné fluorofory. V roce 1996 se stal komeréné dostupnym automaticky sekvenacni analyzator ABI 310
zalozeny na principu kapilarni elektroforézy. V tomtéz roce se poprvé piedstavuje i technologie pyro-
sekvenovani (M. Ronaghi, 1996).

V. etapa — od analyzy genu k analyze genomu

Dalsi rozvoj molekularn€ genetickych metod vedl k objevu sloZzenych genti u eukaryont (M. Green,
1986), mechanismu alternativniho sestfihu (R. Breitbart, 1987), editace RNA (L. Simpson, 1989), post-
transkripcnich uprav RNA (E. Wahle a W. Keller, 1992), struktury a funkce telomeras (C. Autexier,
2006), nalezu malych nekodujich typli RNA molekul (R. Carthew, 2009; R. Bonasio, 2010) a k mnoha
dal$im vyznamnym biologickym objevim.

Automatizace sekvenacnich technik a zrychleni celého sekvenac¢niho procesu postupné odkrylo ta-
jemstvi genomil riznych organismii. V roce 1995 byl ptecten genom viru H. influenzae, o rok pozdéji
prvni eukaryontni genom kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a v roce 1998 genom hlista Caenor-
habditis elegans. Kompletni sekvence lidského genomu byla zvetejnéna v roce 2003, kdy bylo zndmo
99,99 % nasi DNA.

Vesker¢ genomové projekty do té doby pouzivaly multikapilarové sekvenatory. Nové typy sekvend-
tord, tzv. zafizeni next generation sequencing (NGS), byly vyvinuty zacatkem 21. stoleti. Firma Life
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nacni zafizeni firmy Solexa a v roce 2007 analyzator SOLiD firmy Applied Technologies. Tyto techniky
souhrnné oznacované jako sekvenatory druhé generace jsou od svého vzniku stale zdokonalovany k vys-
$imu vykonu a ke sniZeni podilu manualni prace pfi ptiprave vzorkl. Cilem je vytvofit systém schopny
sekvenovat fragmenty DNA bez nutnosti jejich amplifikace a identifikovat genom jedince z jediné bunky
jeho organismu. Heliscope, prvni sekvenator tieti generace splitujici néktera z téchto kritérii, predstavila
v roce 2010 firma Helicos BioSciences.

Dalsi pokrok v oblasti sekvenovani je pro dnesniho molekularniho genetika stézi predvidatelny. Do
hry vstupuji vyznamné technologické subjekty schopné konstruovat sekvenatory na bazi tranzistord.
Sekvenovani bude patrn€ probihat na pevnych povrsich v jamkach o objemu nékolika nanolitrii az pi-
kolitrti. Snahou biotechnologti je snizit cenu celogenomového sekvenovani pod tisic americkych dolard,
aby se stalo bézné dostupné pro medicinské ucely. Cilem molekularniho genetika vSak nadale ziistane
pecliva a spolehliva analyza struktury a funkci nukleovych kyselin.
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2. Lékarska genetika
a dédicn¢ podminéné choroby

Deédicnost nema pamét’ a miize byt nespravedliva.
Eva Seeemanova

Lékaiska genetika je pies tiicet let samostatnym lékarskym oborem, v némz spolupracuji 1€kafi,
cytogenetici a molekularni genetici. Jeho posldnim je diagnostikovat a 1é€it pacienty s dédi¢ne€ podmi-
nénymi nemocemi, a vyhledavat rizikové jedince v jejich rodinach.

Geneticka pracoviste historicky vznikala v nemocnicich vyssiho typu jako malé ambulance spadajici
pod détské kliniky. Po roce 1989 se osamostatnila jak fyzicky (jako oddéleni 1€kaiské genetiky), tak
personaln€. Pro lékate vznikl specializacni obor Lékarska genetika a pro nelékarské pracovniky obor
Vysetfovaci metody v 1ékai'ské genetice. Dnes jiz 1¢kafska genetika neni oborem, ktery se zabyva jen
poradenskou ¢innosti. Pracovisté uzce spolupracuji se specialisty z oblasti pediatrie, onkologie, interni
mediciny, gynekologie a patologie.

Predmétem zajmu klinickych genetikli jsou genetickd onemocnéni, kterd se tradicné (a ne zcela
jednoznacné) déli na monogenné podminéné choroby, chromosomové vady, multifaktoridlni genetické
nemoci, mitochondridlni nemoci a patologické stavy souvisejici se somatickymi mutacemi.

2.1 Monogenné podminéné choroby

Monogenni choroby jsou vyvolany genetickymi zménami v definovaném genu a pro jejich dédic-
nost zpravidla plati Mendelova pravidla dédi¢nosti. Pfenos nemoci tohoto typu mize byt autosomalne
dominantni, autosomalné recesivni, gonosomalné dominantni nebo gonosomalné recesivni. Jejich pocet
v databazi OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) se dnes pohybuje okolo 22 tisic. Devadesat
procent téchto chorob se manifestuje v détském véku se souhrnnou incidenci 0,36 %. Jejich prevalence
v populaci je okolo 2 %.

2.1.1 Autosomalné dominantni choroby

Autosomalné dominantnich (AD) chorob je zndmo asi 6 tisic. Fenotyp je zde vyjadien dominantne.
Klinické projevy se objevuji u homozygoti i heterozygotii pro danou mutaci. Riziko pfenosu do dalsi
generace (nezavisle na pohlavi potomk) je 50 %, pokud je jeden z rodi¢t heterozygot; v piipad¢ hete-
rozygosity obou rodict riziko vzrista na 75 %.
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U této skupiny nemoci se ¢asto objevuji znaky variabilni expresivity mutovanych gent, z niz vy-
plyvaji riizné vyjadiené ptiznaky, jak z hlediska jejich intenzity, tak pokud jde o Casnost jejich nastupu.
Dal$im napadnym rysem AD je neuplnd penetrance, coz znamena, ze u postizenych jedinct se n¢které
piiznaky nemoci nemusi projevovat, coz mize komplikovat uréeni spravné diagnozy. Castym rysem AD
byva také nekompletni dominance, kdy heterozygot pro mutaci miva mirnéjsi projevy choroby v porov-
nani s postizenym homozygotem. Nékteré AD choroby mohou vznikat na podkladé mutace vzniklé de
novo; urodicu ¢i prarodicl postizené osoby se dana mutace nevyskytuje. Rodokmen typicky pro prenos
onemocnéni s AD ukazuje obr. 2.1; nejcastejsi onemocnéni jsou uvedena v tabulce 2.1.
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Obr. 2.1 Rodokmen rodiny s AD chorobou

Tabulka 2.1 Piiklady AD chorob
Choroba Vyskyt Gen Chromosomovi lokalizace
Familiarni hypercholesterolémie 1: 500 LDL-R 19p13.2
Hereditarni karcinom prsu 1: 500 BRCA 1,2 17921, 13q12.3
AD polycystoza ledvin 1: 1000 PKDI1,2 16p13.3, 4922.1
Neurofibromatéza typ | 1: 3000 NF1 17q11.2
Myotonicka dystrofie 1: 7000 DMPK 19q13.32
Familiarni adenomatozni polypdza 1:10000 APC 5q22.2
Marfantiv syndrom 1: 10000 FBNI 15g21.1
Huntingtonova chorea 1:20000 HIT 4pl6.3
Achondroplazie 1 : 40000 FGFR3 4pl16.3

Mezi choroby s AD pienosem patii také né€ktera onemocnéni vznikajici multifaktoridlné. Ptikladem
muze byt typ diabetu mellitu oznacovany zkratkou MODY (maturity-onset diabetes of the young). AD
prenos je zde vazan na geny HNF-44, TCF1 a GCK.

2.1.2 Autosomalné recesivni choroby

Autosomalné recesivni (AR) choroby zahrnuji vétSinu dédi¢nych metabolickych poruch, tj. poruchy
metabolismu cukrti, aminokyselin, lipidt, organickych kyselin, mocovinového cyklu, tvorby energie,
transportu kovli a mnoho dal$ich. Klinické manifestace AR chorob se projevuji u postizenych homozy-
gotl a sloZzenych heterozygotu, kteti maji v genotypu dvé riizné mutace v pozici trans (tedy od kazdého
rodice jednu) umisténé v somatickych buitkach na obou homolognich nepohlavnich chromosomech.
Jsou-li oba rodi¢e heterozygotni pfenaseci mutované alely, jejich potomci maji 25% pravdépodobnost
postizeni a 50% Sanci, Ze také oni budou heterozygoti. Rodokmen rodiny, u niz se projevila choroba s AR
pfenosem, ukazuje obr. 2.2; piiklady jsou uvedeny v tabulce 2.2.
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Obr. 2.2 Rodokmen rodiny s AR chorobou

Tabulka 2.2 Ptiklady AR chorob

Choroba Vyskyt Gen Chromosomova lokalizace
Hemochromatédza 1: 300 HFE 6p21.3

Deficit alfal-antitrypsinu 1: 2000 AIAT 14g32.1

Cysticka fibroza 1: 2500 CFTR 7931

Deficit 21-hydroxylasy 1: 10000 CYP21A42 6p21.3
Fenylketonurie 1: 10000 PAH 12q22-q24.2
Alkaptonurie 1:19000 HGD 3q13.33

AR polycystoza ledvin 1:30000 PKHDI 6pl2

Wilsonova choroba 1:50000 ATP7B 13q14.3

2.1.3 Gonosomalné recesivni choroby

Choroby s gonosomalné recesivnim pienosem (GR) jsou zpravidla vazany na postizeni chromoso-
mu X. Jelikoz Zeny maji ve své genetické vybavé dva tyto chromosomy, z nichZ jeden pochazi od otce
a druhy od matky, jsou v naprosté vétsin€ rodin bezpiiznakovymi prenaseckami. Dcery matek-pienase-
¢ek a zdravych otcti maji 50% Sanci, ze budou také prenaseckami. Synové prenasecek (tzv. hemizygoti
pro X chromosom), pokud zdédi od matky chromosom X s mutaci, budou danou chorobou postiZeni.
Ptfenos z otce na syna mozny neni, pfenaseckami Casto byvaji sestry postizenych otct. Postizeni zen GR
chorobou je méné ¢asté nez u muzi, nelze je vsak zcela vyloucit. Rodokmen s GR chorobou ukazuje
obr. 2.3; ptiklady v tabulce 2.3.
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Obr. 2.3 Rodokmen rodiny s GR chorobou
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Tabulka 2.3 Ptiklady GR chorob vazanych na chromosom X

Choroba Vyskyt Gen Chromosomovi lokalizace
Duchennova svalova dystrofie 1 3500 DMD Xp21.2
Beckerova svalova dystrofie 1: 20000 DMD Xp21.2
Hemofilie A 1: 5000 Fviil Xq28

Hemofilie B 1: 20000 FIX Xq27.1-q27.2
Syndrom testikularni feminizace 1: 30000 AR Xql2

Fabryho choroba 1: 50000 GLA Xq22
Menkestiv syndrom 1: 100000 ATP74 Xq21.1
Lesch-Nyhantv syndrom 1 : 400000 HPRTI Xq26.1

2.1.4 Gonosomalné dominantni choroby

Onemocnéni s gonosomalné dominantni dédicnosti (GD) vazané na chromosom X patii mezi vzacna
onemocnéni postihujici hemizygotni muze a heterozygotni zeny. Z postizenych muZz je choroba prena-
Sena vzdy na vSechny dcery, které jsou rovnéz postizeny. U postizenych Zen (heterozygotek) jsou danou
chorobou postizeni vSichni jejich potomci, ktefi ve svém genotypu obsahuji chromosom X s mutaci,
souhrnné tedy 50 % synil a dcer (obr. 2.4); ptiklady jsou uvedeny v tabulce 2.4. Velmi vzacné choroby
vazané na chromosom Y podléhaji holandrické dédicnosti postihujici vyhradn€ muze; kromé muzské
neplodnosti nebyla dosud takto vazana choroba prokazana.

| B0

1 2
1 2 3 4
" @ O
1 2 3 4 5
1
Obr. 2.4 Rodokmen rodiny s GD chorobou
Tabulka 2.4 Ptiklady GD chorob vazanych na chromosom X
Choroba Vyskyt Gen Chromosomova lokalizace
Amelogenesis imperfecta 1: 14000 AMELX Xp22.31-p22.1
Aarskog-Scottiiv syndrom 1: 25000 FGDI1 Xpll.21
Deficit ornithintranskarbamylasy 1: 80000 orc Xp2l1.1
Incontinentia pigmenti 1: 140000 IKBKG Xq28
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2.2 Chromosomové aberace

Druhou oblasti analyz provadénych v genetickych laboratofich jsou vysetfeni chromosomovych
aberaci. Mezi chromosomové aberace patii jak numerické, tak strukturni zmény chromosoml. Velikosti
zmén, méfeno délkou postizenych usekt, jsou aberace mnohonasobné rozsahlejsi nez genetické zmény
u monogenn¢ podminénych chorob. Mohou zahrnovat i zmény celych chromosomovych sad. Incidence
chromosomovych aberaci se u ziveé narozenych déti odhaduje na 0,7 %.

Numerické zmény chromosomii zahrnuji veskeré zmény vedouci k poc¢tu chromosomt jinému nez

46 (u somatickych bun¢k).

Radime sem:

a) polyploidie — zmény kompletnich sad chromosomii somatickych bun¢k (nejcastéji jde o triploidie
a tetraploidie);

b) aneuploidie — chromosom urcitého typu (tedy nikoliv cela sada jako v predeslém bod€) se v buiice
nachazi v atypickém poctu: monosomie chromosomu X (Turneriiv syndrom), trisomie chromoso-
mu 21 (Downdv syndrom), 13 (Patautiv syndrom), 18 (Edwardsiv syndrom) a trisomie pohlavnich
chromosomti XXY (Klinefelteriv syndrom);

¢) mixoploidie — vznika, pokud v jednom téle (organismu) lze prokazat bunécné linie s diploidnim
a aneuploidnim po¢tem chromosomd, vznika tzv. chromosomova mozaika.

Strukturni aberace jsou zmény struktury postihujici konkrétni chromosom. Mikroskopicky lze zjistit
atypicky tvar chromosomu nebo zménu jeho velikosti. Nejbézné&jsimi typy strukturnich zmén jsou dele-
ce. Ztracena ¢ast chromosomu miiZze postihovat jeho konce (terminalni delece) nebo ¢asti mezi obéma
konci (intersticialni delece). Piikladem klinicky vyznamné delece je Wolfliv syndrom (delece na kratkém
raménku chromosomu 4) nebo DiGeorgetiv syndrom (na dlouhém raménku chromosomu 22). Opacny
mechanismus vede ke strukturnim zméndm oznacovanym jako inserce. Zdvojeni ¢asti chromosomtl se
oznacuje jako duplikace (napt. duplikace na kratkém raménku chromosomu 17 podmiiiuje chorobu
Charcot-Marie-Tooth typ 1A). Otoceni ur¢itého segmentu chromosomu o 180 stupi je popisovano jako
inverze. V pripadé paracentrickych inverzi je segment otocen v ramci jednoho raménka, u pericentric-
kych inverzi otoCeni zahrnuje i oblast centromery. Soucasnou ztratou obou koncti t¢hoz chromosomu
a spojeni jejich ,,torza“ vznikaji prstencové chromosomy cirkularniho tvaru. Terminem marker chro-
mosom se oznacuje kazdy nadpocetny, vétsinou velmi maly chromosomovy utvar v bunécném jadie
vznikajici deleci velké ¢asti obou ramen chromosomu.

Zéavazné jsou téz vymeény celych ramen nebo ¢asti chromosomt (reciproké translokace). Spojeni
akrocentrickych chromosomt v oblasti kratkych ramen se oznacuji jako Robertsonské translokace. Pti
bunécném déleni mohou vzniknout i Gtvary zahrnujici dvé totozna ramena piipojena z opacnych stran
k centromefte (izochromosomy), a kone¢n¢ fuzi dvou chromosomovych fragmentt, z nichz kazdy obsa-
huje centromeru, vznikaji dicentrické chromosomy.

2.3 Choroby s multifaktoridlnim typem dédi¢nosti

Tato onemocnéni jsou podminéna desitkami genetickych zmén a mnoha faktory vnéjsiho prostiedi.
Prislusné genetické zmény se oznacuji jako zmény malého dosahu a postizené geny jako geny malého
dosahu. Vysledny fenotyp choroby (z hlediska nastupu choroby, piiznakt a zavaznosti pro konkrétniho
jedince) je nutno hodnotit kumulativng. Tedy, ¢im vice faktory je choroba podminéna, tim vaznéjsi bu-
dou pro daného jedince jeji projevy, a tim komplikovanéjsi bude také jeji 1éCba.

Do této skupiny chorob patii riizné kongenitalni malformace a velké mnozstvi tzv. komplexnich
onemocnéni, ktera podle odhadti odbornikii postihuji az 60 % dospélé populace. Radime sem diabetes
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mellitus, ateroskler6zu, arteridlni hypertenzi, bronchidlni astma, osteoporozu, bipolarni chorobu, schi-
zofrenii, migrénu a mnoho dalSich nemoci. Diagnostika a 1écba komplexnich onemocnéni vyzaduje
spolupraci 1ékait riznych specializaci. Pro molekularni genetiku jsou komplexni choroby velkou vyzvou
do dalsich let.

Specifickou skupinou komplexnich onemocnéni jsou nddorovda onemocnéni. Monogenné podmi-
néné choroby tvofi méné nez 10 % znamych malignit. V patogenezi nddorovych nemoci hraji zdvaznou
ulohu somatické mutace, které se objevuji v prubc¢hu déleni somatickych bunék, a nejsou tedy dédicné.
Piedpoklada se, ze béhem Zivota ¢lovéka dochazi pfiblizné k 1015 bunéénym délenim. Pravdépodob-
nost neodhalené a neopravené somatické mutace prepoctena na jedno bunééné déleni je odhadovéna na
10-19, Znamena to, Zze v pribéhu Zivota se v naSem organismu objevi asi 100000 bun¢k s nékterou ze
somatickych mutaci. Z hlediska dtsledkti somatickych mutaci jsou nejrizikovéjsi ty, ke kterym dochazi
v Casnych fazich rozvoje organismu, postihuji progenitorové bunky a urychluji proliferaci bun¢k az
k jejich maligni transformaci.

Zminéné genetické zmeény zahrnuji jak velké delece a translokace, tak jednonukleotidové zmény
v protoonkogenech, tumor supresorovych genech a v genech souvisejicich s opravnymi procesy (repai-
rové geny MLHI, MSH2, PMS2 a MSH6).

2.4 Mitochondrialni genetické choroby

Charakteristickym prvkem mitochondrialnich chorob je maternalni dédi¢nost vyplyvajici z ptivo-
du mitochondrii pfi reprodukénim déleni eukaryontnich bunék. Za ptfenaSece choroby je oznacovana
nemocna matka. Tyto choroby Casto souviseji s mutacemi mitochondrialnich molekul tRNA. Jedna se
0 nemoci vzacné, vétSinou s velmi vaznou prognoédzou. Patii sem naptiklad syndrom chronické progre-
sivni externi oftalmoplegie, syndrom Kearnstiv-Sayrehiiv, Leighova choroba, pigmentova retinopatie
s neurodegeneraci, Leberova hereditarni neuropatie optického nervu, myoklonicka epilepsie, mitochon-
dridlni kardiomyopatie a encefalomyopatie, syndrom MELAS s pfiznaky mitochondridlni encefalopatie,
laktatové acidozy a s poruchami cévniho zasobeni mozku.
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3. Struktura a funkce nukleovych kyselin

Neuniklo nasi pozornosti, ze ze specifického parovani,
jez tu navrhujeme, vyplyva bezprostiednée i mechanismus,
Jjakym se miuize geneticky material kopirovat.

James Watson a Francis Crick

3.1 Zakladni informace o strukture nukleovych kyselin

O struktute NK jste se ucili v pfedmétu molekularni biologie. Zminim zde proto v kratkosti jen
nejdulezitéjsi informace, které jsou nezbytné k pochopeni principit pouzivanych vySetfovacich metod.

Nukleové kyseliny patii mezi makromolekularni slouceniny. Jejich vznik je v Zivych organismech
katalyzovan mnoha riznymi enzymy. Svou strukturou jsou NK linearni nebo cirkularni heteropolyme-
ry. Obsahuji rizné typy nukleotidii, at’ zakladni ¢i modifikované (kuptikladu bakteriofag 74 obsahuje
v nukleotidech namisto cytosinu hydroxymethylcytosin). Spojeni nukleotidii do fetézcti pomoci fosfo-
diesterovych vazeb katalyzuji polymerasy.

Kazdy nukleotid obsazeny ve strukture NK je tvofen nukleotidovou bazi, pentosou a zbytkem kyseli-
ny fosforecné. Podle cukerné slozky se NK déli na deoxyribonukleové kyseliny a ribonukleové kyseliny.
Molekula RNA obsahuje ribosu, kterda ma na druhém uhliku pentosového kruhu (oznacovaném C2)
hydroxylovou skupinu, na rozdil od deoxyribosy, u niz tato hydroxylova skupina chybi. Nukleotidové
baze pritomné v RNA obsahuji adenin, cytosin, guanin a uracil. DNA ma v nukleotidech namisto uracilu
thymin. Ob¢ baze, tedy uracil a thymin, maji pyrimidinovou strukturu a li$i se pfitomnosti methylové
skupiny na patém uhliku (u uracilu neni pfitomna). Nukleotidové baze jsou v ramci kazdého nukleotidu
vazany na cukernou ¢ast molekuly N-glykosidickou vazbou.

Ze sttedni $koly si jisté pamatujete, ze volné nukleotidy, stavebni kameny NK, obsahuji tii zbytky
kyseliny fosforecné spojené dvéma makroergnimi vazbami. Makroergni vazby zajist'uji energii nezbyt-
nou pro tvorbu NK. Beéhem jeji syntézy vznikd mezi hydroxylovou skupinou na tietim uhliku pentosy
(C3) posledniho nukleotidu v fetézci a zbytkem kyseliny fosforecné na patém uhliku (C5) prave pfi-
pojovaného nukleotidu zminéna fosfodiesterova vazba; vedlejsim produktem je molekula difosfatu
(pyrofosfatu).

Postupnym piipojovanim dalsich nukleotidii polymerni fetézec NK roste od svého 5’- konce mo-
lekuly k 3’- konci. Pocet ptipojenych nukleotidii a jejich potadi urCuje primdrni strukturu molekuly
NK. O oligonukleotidech hovofime, pokud se poc¢et nukleotidii v jejich fetézci pohybuje v ramci
desitek; polynukleotid obsahuje minimalné sto nukleotidli. Primarni struktura se vySetfuje sekveno-
vanim jejich fetézch (kapitoly 19 a 20). Ziskané sekvence jsou soucasti fady vetejnych i nevetejnych
databazi.
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