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DNA
deoxyribonukleova kyselina

je nositelkou genetické informace vSech organismi

Je pro zivot nezbytnou ltkou ve své struktufe koduje a zadava

buiikdm jejich program
a tim ptredurcuje vyvoj
a vlastnosti celého organismu

je molekularni pamét’

disponujici uzasnou kapacitou




So what are you

thinking about
James?



http://www.time.com/time/time100/scientist/profile/watsoncrick.html

James Watson Francis Crick

,, We have discovered the secret of life!




Rosalind Franklin



Crick and Watson's
DNA molecular model, 1953.

"Watson and Crick staring up
at their model of the Double
Helix is one of the most iconic
pictures of the 20th Century.
A replica of the model now
gathers dust in a glass case in
a dark corner of the top floor
of the Science Museum. Here,
a man glances at it as he
walks past. Does he know the
story?"

Dave Kinahan.



biologicka makromolekula

Biologicka makromolekula ¢ili biomakromolekula nebo biopolymer
je obecné latka vznikla v organismu kondenzaci z vice stejnych €1 riznych
nizkomolekularnich latek
Jejich molekulova hmotnost se pohybuje v fadech tisicti az miliond.

Z chemického hlediska jde nukleove kyseliny, proteiny a polysacharidy




skladaji se ze tif slozek:
*  fosfitu (vazebny zbytek kyseliny fosforecné)

*  deoxyrybozy(pctiuhlikovy cukr-pentdza)

*  nukleové bize (konkrétni dusikaté heterocyklické sl
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cukerny baze
fosfat

nukleotid

jsou kovalentné spojeny v polynukleotidovém fetézci cukerfosfatovou patefi ,
ze které vycnivaji jednotlivé baze




purinové baze - adenin(A)

guanin (G)

Purinové basge
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pyrimidinové baze - thymin - (T)
cytosin(C).

1€ é?dffge

wo uracil ... RNA e thymin ... DNA ¥ cytosin
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Nukleozidy

vznikaji vazbou bazi na 1 uhlik pentézy

uridin




DINA

Molekulu DNA tvofi dva polynukleotidové fetézce

jsou navzajem spojeny vodikovymi muistky mezi pary bazi

dvoiifetézaova DNA
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péry bazi véza nych
vodikovymi mistky

Sipky na fetézcich DNA oznaduji jejich polaritu,
ob¢€ vlakna jsou vuci sobé antiparalerni

vodkovy Komplementarni pary bazi

mustek
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koéfra z cukernych fosfatd

A-T dva vodikové mustky
G-C tii vodikové mustky

Baze se mohou parovat jen v piipadé,
Ze jsou oba fetézce antiparalerni



Dvousrouoovicae DA

Zlabek
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— fosfodiesterova

vazba
3' -konec

Nukleotidy jsou spojeny navzajem fosfodiesterovymi vazbami

mezi 3 hydroxylovou skupinou (-OH) jednoho sacharidu

a 5 fosfatovou skupinou (—P) druhého sacharidu

Oba konce vlakna jsou chemicky odlisné kazdy polynukleotidovy fetézec ma jinou polaritu



*Kazdy gen podminuje vytvofeni urcitého konkrétntho znaku

gen obsahuje informaci k tvorbé urcitého proteinu

ma urcitou funkct
(katalyckou, regulacni, stavebni)

T.H.Morgan vytvaii konkrétnii znak

Kazdy gen lze ztotoznit s urcitym usekem chromozomu

Mortrganovy zakony

A)  Geny jsou na chromozomech uspofadany linearné¢ za sebou,
Jejich umisténi na daném chromozomu je neménné
Kazdy gen ma na chromozomu svoje misto - lokus

B)  Vsechny geny, které se nachazejina stejném chromozomu, jsou ve vazbé,
neboli vytvareji vazebnou skupinu



Q Strukturarni geny

obsahuji informace o primarni struktufe proteind, popf. polypeptidii
»geny kodujici proteiny se stavebni funkci

zakiadni slozky cytoskeletu a mezibunééné hmoty
(tubulin, kolagen, elastin, aktin,myosin)
»eeny kédujicl proteiny s biochemickou nebo fyziologickou funkci

en.zymy, bunécné receptory, regulacni proteiny, protilatky, hormony

d Geny pro funkéni RNA

jejich transkrip¢ni produkty nepodléhaji translaci

get. 7 kodujici tRNA a rRNA



kodujici oblasti nekodujici oblasti
(exony) (introny)

eukaryontni gen

Exony Introny
useky kodujicich sekvenci nekodujici sekvence
jsou jen malym zlomkem délky celého genu nejsou prekladany do proteinu

velikost 80-10 000 nukleotidu

gen lidského B-globinu gen lidského faktoru VIl

123 1 5
{ 1 HEERH
i H l‘ 13

\ |/
exony

L =
2000 200 000 nukleotidovych pari

nukleotidovych paru




Gen

Solitarni gen:
v celém genomu v jediné kopii (asi polovina genti)

Genova rodina:

* skupina genu evoluéné pochazejici z jediného genu, v evoluci
postupna diverzifikace sekvence a funkce

Pseudogen:

« gen ktery zmutoval natolik ze nemuize byt prepisovan (v celém
genomu > 20 000)

Zpracovany (“processed”) pseudogen:
« pseudogen vznikly zpétnym prepisem mRNA a integraci do
genomu



Kazdy gen se vyskytuje
v raznych konkrétnich formach
alelach

Alela

obsahuje ,,navod* k vytvoren
urcité konkrétni

podoby znaku

Alela

dominantni - prevazujici
recesivni - ustupuyici

kodominance — alely se spolecné
podileji na konecné podobé znaku



Garnotyp
Soubor alel daného jedince

Genotypy jedinct stejného druhu mohou byt rozdilné

Fenotyp

Vnéjsi projev genotypt

Soubor vsech znakt organismu.



Homozygot

Jedinci se shodnym parem alel ptisluSného genu

Heterozygot

Jedinci s odliSnymi alami ptisluSného genu



Prenos genetickeé informace
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Tok geneticke informace

EUKARYOTA

cytoplasma
bunécéné jadro

introny

KA b lTRANSKRIPCE
primarni RNA-transkript

lPRIDANI 5' -CEPICKY

éegiéka RNA A POLY(A)-KONCE
W W B 00O Omm WAAAA

l SESTRIH RNA

mRNA (D AAAA /
EXPORT

lTRANSLACE
protein RN




RNA

RNA se 1isi od DNA v téchto aspektech:

Unukleotidy v RNA se nazyvaji rybonukleotidy,
protoZe cukernou slozkou je riboza

v RNA se vyskytuji baze adenin
cytosin
guanin
thymin nahrazen uracilem

uracil
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N
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cukrfosfatova kostra

OH OH
ribosa

vyskytuje se
v RNA

uracil

vyskytuje se
v RNA

OH H

deoxyribosa

vyskytuje se

H
thymin

vyskytuje se
v DNA




RINA

jednoietézcova molekula
na zaklad¢ parovani bazi se mize sbalit do riznych tvart

ribosa

Typ RNA Funkce

mRNA kodovani proteintl

rRNA soucast ribozom1, ucast na proteosyntéze

tRNA adaptor mezi mRNA a aminokyselinou
pii proteosynteéze

malé RNA ucast na sestrhu pre-RNA,

ucast na transportu proteinit do ER



EUKARYOTA

cytoplasma
bunécéné jadro

introny exony
/

Sapo ; lTRANSKR!PCE
primarni RNA-transkript

1PRIDAN[ 5' -CEPICKY

éeg&éka RNA A POLY(A)-KONCE
D W Ea B EE WAAAA
lSESTRIH RNA
mRNA (D AAAA
EXPORT

l TRANSLACE
protein EETEESREEEE




Nukleotidové sekvence signalizuji zacatek a konec transkripce

(B)

(startovni signal) 35 ~10 e

5'7TAGTGTATTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACG*3'1DNA
33 —ATCACATAACTGTACTATCTTCGTGAGATGAT TAAGAGTTATCCAGGTGC—5'-

transkripce

templatovy fetézec

5'*(2CCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA—fs“]DNA
33— GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT——5

transkripce : v
templatovy retézec

3" RNA




PosttranskripCni upravy
RNA processing

Transkripci vznika primarni transkript
upravovan v jadie

modifikace 5 konce primarniho transkriptu
mnoho eukariotnich mRNA ma modifikaci na 2 OH skupiné skupin¢ ribosy

odstépeni 3 konce primarniho transkriptu,
je nahrazen pridanim nékolika adeninii (poly(A)konec)

eukaryontni mRNA e
kédujici nekodujici

® 5
0G0,

sekvence sekvence

1

protein

(W |

5' -Cepicka




Sestiich RNA
RNA splicing

Z primarniho transkriptu jsou vystfiZeny vSechny introny a exony jsou spojeny

Vysledkem je molekula mRNA, ktera obsahuje neprerusenou kodujici sekvenci

sekvence potfebné pro vystépeniintronu

L

=30 nukleotidl

gast primarniho
transkriptu

exon 2

intron

odstranéni intronu

5 : asek
u
ZSTAGIG == mRNa

exon 1 exon 2

Tri nukleotidové sekvence jsou nutné k rozpoznavani a vyStépeni intronu

rozpoznavany snRNP ¢asticemi, které rozstépi exon-intronové hranice
a spoji sousedni exony



Translace mRNA

Ttikrokovy cyklus:

1. krok

aminoacyl-tRNA navazana do rybosomu

2. krok

vznika nova peptidickd vazba

3. Krok

uvolnéni tRNA bez navazan¢€ aminokyseliny
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Cteci ramce

Pii translaci je nukleotidova sekvence mRNA ¢tena z 5 konce
po trojicich nukleotidi

CUC  AGC GUU




Geneticky kod

je reprezentovan 64 kodony
vyjadiuje 20 standartnich aminokyselin
je degenerovany
taz aminokyselina je kodovana nékolika kodony
kodony UAA, UAG, AGA jsou nesmysIné

je univerzalni pro vSechny organismy



Geneticky kod

AUA
GAC AAC UGC GAA CAA CAC AUC AAA uucC UAC

GAU AAU UGU GAG CAG CAU AUU AAG AUG UuUU UGG UAU




Geneticky kod

Nucleotide base

Second

Uracil (U)

Cytosine (C)

Adenine (A)

Guanine (G)

Third

Uracil
(L))

F Phenylalanine (Phe]
F Phenylalanine (Phe]

L Leucine (Leu)
L Leucine (Leu)

S Serine (Ser)
S Serine (Ser)
S Serine (Ser)

)

S Serine (Ser

Y Tyrosine (Tyr)
Y Tyrosine (Tyr)

C Cysteine (Cys)
C Cysteine (Cys)

Stop Codon
Stop Codon

Stop Codon

W Tryptophan (Trp)

Cytosing
(C)

L Leucine (Leu)
L Leucine (Leu)
L Leucine (Leu)
L Leucine (Leu)

P Proline (Pro)
P Proline (Pro)
P Proline (Pro)
P Proline (Pro)

H Histidine (His)
H Histidine (His)
Q Glutamine (Gln)
Q Glutamine (Gin)

R Arginine (Arg)
R Arginine (Arg)
R Arginine (Arg)
R Arginine (Arg)

Adenine
(A)

I Isoleucine (ll&)
| Isoleucine (lle)
| Isoleucine (lle)

Start (Methionine)

T Threoning (Thr)
T Threonine (Thr)
T Threonine (Thr)
T Threonine (Thr)

N Asparagine (Asn)
N Asparagine (Asn)
K Lysine (Lys)
K Lysine (Lys)

S Serine (Ser)
S Serine (Ser)
R Arginine (Arg)
R Arginine (Arg)

Guanine
(@)

V Valine (Val)
V Valine (Val)
V Valine (Val)
V Valine (Val)

A Alanine (Ala)
A Alanine (Ala)
A Alanine (Ala)
A Alanine (Ala)

D Aspartic acid (Asp)
D Aspartic acid (Asp)
E Glutamic acid (Glu)
E Glutamic acid (Glu)

G Glycine (Gly)
G Glycine (Gly)
G Glycine (Gly)
G Glycine (Gly)




Geneticky kod

Start AUG F (Phe) UUU V(Val) GUU
Stop  UAA uuc - gug
UAG = UG
~ GGC % =8
o GGG : W (Trp)
GCC 2N e | B
GCG | M (Met) 3 : v 0

GCA H(His) CAU N (Asn)

el CAC i
UGC oo

7 ! AU P (Pro)
GAU AUC

GAC AUA

v Gin
GAG 3 Q (GIn) oder
A Glu

B. Abbreviated code

CAGUCUAUGGCAAAUAAGGUAGACCAU
UUA CCU AUU AAA AAA CGG

A —— 'met ala asn lys val asp: his = == - = ==
Leu)—Pro)r—(lle —(Lys)—Lys)—(Arg)
}, ———————pp g /s - ~GA
g tyr | gly [ty CUG CCG AUA AAG AAG CGA
C—— leu trp glu ile arg sic

D. Coding by similar
C. Open reading frame nucleotide sequences
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Francis Crick

””"I Ustredni dogma molekularni biologie
prenos genetické informace mezi biopolymery

G,

DNA _> RNA )&-




Genom u jedincu stejného druhu je stejny

Genotypy jedincu stejného druhu mohou byt rozdilné




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

» Genome p
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Human Genome Project
Projekt lidsky genom

11986: Santa Fe

2James Watson:

1 ,.vstoupit na cestu od dvojiSroubovice

2 k 3 miliardam schodu lidského genomu®

11988: Kongres USA schvalil 15 lety
projekt a dotaci 3 mld USD
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11990: zacCatek projektu
12005: predpokladané ukonceni



« Walter Gilbert: ,az budeme mit v ruce uplnou
sekvenci lidského genomu, budeme vedet, co
dela Cloveka Clovekem.”...




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

n Genome ) Cile
aUrcit uplnou sekvenci genomu (3,2 Gb)

)

L
Wit O,
\\ -((//

aldentifikovat a mapovat geny,
urcit jejiich strukturu
a funkci v zdravi i v patologii

sldentifikovat dulezité mimogenové sekvence

=\/Sechny data uloZit v verejné pfistupnych
databazich

»Sekvenovat genomy modelovych organizmu
(drozofila, mys, C. elegans, A. thaliana a i.)

nZkoumat eticke, pravni a socialni aspekty



The Genome International Sequencing Consortium:
Initial sequencing and analysis of the human genome.
Nature 409,860-621,2001




Venter, J.C. et al.:
The sequence of the human
genome.Science 291:1304-1351,2001




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

V roce 2003 vedci popsali
DNA sekvenci 3 miliard paru bazi
tvoricich lidsky genom



Human Genome Project
Projekt lidsky genom

Co bylo zjisteno

— Lidsky genom je u vsech lidi stejny
3 Pouze 1-2% lidskeho genomu obsahuje geny,
které obsahuiji instrukce pro tvorbu proteint
B Lide maji 22 tisic gend,
funkce vice nez ctvrtiny z nich je neznama
1 Polovina lidskych proteinu je velmi podobnych
s jinymi organismy, coz naznacuje jednotu zivota




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

3-5% z rocniho rozpoctu jde na ELSI (=Ethical, Legal,
Social Issues), etické, pravni, socialni otazky

Vznikl tak nejvétsi eticky projekt v historii planety
Pravo na genetické soukromi — pred pojistovnami a
zameéstnavateli

Opacny problém: zruinovani pojistoven diky tomu, ze
klient zna svuj genom a voli optimalni pojiStovaci
strateqii



Human Genome Project
Projekt lidsky genom

»

Frank Collins Craig Venter |
Konsorcium HUGO Celera Genomics



Frank Collins

,2Molekularni genetici jsou

povinni vyuzit poznatky o

lidskych genech v boji s
chorobami.”



Craig Venter

Clovék, ktery dal ke zkoumani svoji DNA

,,Myslim, ze nejvetsi prekvapeni je, ze se jeden od druhého liSime vice,
nez jsme cekali.”
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Faster and faster we go, so hang on!
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Projekt lidskeho genomu

* 3-5% z rocniho rozpoctu jde na ELSI
(=Ethical, Legal, Social Issues), eticke,
pravni, socialni otazky

* Vznikl tak nejvetsi eticky projekt v historii
planety

* Pravo na geneticke soukromi — pred
pojistovhami a zamestnavatel

* Opacny problem: zruinovani pojistoven diky
tomu, ze klient zna svuj genom a voli
optimalni pojistovaci strategii



Eticke otazky HGP

* je identifikovano Cim dal tim vic lidskych
genu

* pokud budou objeveny geny, ktere indikuji
nachylnost ke kriminalite, inteligenci nebo
homosexualite, jak by na to mela spoleCnost
reagovat?

« genetika versus kriminalita: kdyz u zlo€incu
manipulujeme prostredi vezenim, nemonhli
bychom téz manipulovat jejich genomem?



Etické otazky plynouci z HGP

Kdo bude mit pristup k osobnim informacim o
slozeni genomu jedince a jak budou tyto informace
vyuzivany?

Kdo je majitelem informace o genomu jedince?

Jak ovlivni informace o slozeni genomu jedince
sebechapani daneho Cloveka a ljag tato informace
ovlivni prijeti tohoto jedince spoleCnosti?

Jak informace o genomech jedincu ovlivni pfijeti
minoritnich skupin spolecnosti?

Jak pripravime Iékare na nastup ,nove genetiky” a
jak pripravime na nastup nové genetiky verejnost?
Jak pripravime verejnost, aby byla schopna
uvabzll,\)/e a kvalifikované provést informovanou
volbu”




Etické otazky plynouci z HGP

Jak spqleCphost vyvazi nuina vedecka omezeni a
socéﬁ% rls[;I S dloyuhodc?byt/m prosp%c em”

Melo by se provadéet genetické testovani, pokud
neexistuje terapie?

Meli by mit rodiCe pravo nechat testovat deti na
nemog, které)propﬁkne ar% Vv dospéslost??

ou geneticke test olehlivé a interpretovatelné
ijéskat%s%ou komunito ’§ P P

gggssggg%geny, Ze se lide chovaji urCitym
Mohou lidé vzdy kontrolovat své chovani?

Kde se nachazi linie mezi leCbou a vylepsenim?
Kdo vlastni geny a dalsi sekvence lidske DNA?

Bude ﬁatentovénl’ sekvenci DNA omezujici pro
{JeilChv edostu nostog zbrzdi se tim vyvo
itecnych produktu’



Etické otazky plynouci z HGP

« 1. Vzrustajici informovanost a genetické konstituci
jedince a celych populaci vede k otazce, kdo by
mél kontrolovat ziskavani techto informaci a kde by
tyto informace mely byt pristupné. Do této otazky
spadaji otazky tykajici se presymptomatickeho
testovani, screening pfenasecu, geneticky
screenlng provadeny zamestnavatelem za ucelem
zjisteni vhodnosti uchazece k dané praci atd.

* 2.V nedaleké budoucnosti budu zcela jiste mozné
manipulovat genom embryi za ucelem zmeny
genotypu | fenotypu

* 3. Vzrustajici informovanost obhledné genetického
zakladu behavioralnich projevu zfejmé zméni nase
sebepochopeni a ovlivni socialni instituce.

Murray, T.H., (1991) Ethical issues in human genome research
FASEB Journal 5,55-60



Lidsky genom

ma piibliznou velikost 3,2 Gb (haploidni stav)
Z nichz je 2,95 Gb tvofeno euchromatinem.

28% sekvenci je transkribovano do RNA a z téchto 28%
je pouhych 5% prepisovano do proteint; coz je 1,1%-
1,4% absolutni velikosti celého genomu ¢lovéka.

Pres 50% genomu je tvoreno repetitivnimi sekvencemi:
45% genomu je tvoreno jednim ze Ctyt typu
parazitickych DNA elementt,

3% genomu tvori repetice jen nékolika bazi

5% genomu je tvoreno recentnimi duplikacemi velkych
segmentil DNA. .

Lidsky genom tak z ur¢iteho uhlu pohledu pfipomina
more repetitivnich sekvenci s malou pfimé&si gentl.



PARAZITICKA DNA

Classes of interspersed repeat in the human genome

Length Copy Fraction of
number genome
LINEs Autonomous E ] SHE il el AAA 6-8 kb 850,000 21%
AB
SINEs Non-autonomous BE—AAA 100-300 bp 1,500,000 13%

Retrovirus-like Autonomous D 9ag pa eny) | 6-11kb
elements } 450,000

8%
Non-autonomous -_.._(SEQL__" 1.5-3 kb
[ o - -
DNA Autonomous B Lol e 4 2-3 kb
transposon 1 300,000 3%

fossils

Non-autonomous — }-4 80-3,000 bpj




Nekédujici DNA

ale NUMOEr

SNOKt llancem kep:

Jiancem kepeats




Lidsky genom

22 287 genu kodujicich proteiny

méné genu nez se ocekavalo: predpovidalo se 150,000 (pfed sekvenaci), 30-40,000
(2001)

Prumérné 9 genu na 1Mb
Celkem 232 000 exonu (prumeérné 10,4 exonu / gen)
|dentifikovanych asi 20 000 pseudogenu



by Viktor S. Poor

organismus Velikost (Mbp) pocet genu

¢lovék (Homo sapiens) 3.200 22 000
lidska mitochondrialni DNA 0.016 37
laboratorni mys (M. musculus) 2.600 25.000
ryze (Oryza sativa) 430 60.000
husenicek (A. thaliana) 125 25.498
kukufice (Zea mays) 2.500 40-60.000
psSenice (Triticum aestivum) 15.000 40-60.000
hlist (C. elegans) 97 19.000
octomilka (D. melanogaster) 137 13.472
kvasinka (S. cerevisiae) 12.1 5.770
bakterie (E. coli) 4.6 4.377

virus (HIV) 0.009 9



Lidsky genom

odlisnosti uvnitr druhu Homo sapiens v
ramci celeho genomu 0.1 — 0,5%

(vétsina je v nekodujicich sekvencich)

1,5 milionu pb - rozdil mezi matkou a ditétem
2,25 milionu pb - rozdil mezi babi¢kou a vnuckou

3 miliony pb - rozdil mezi dvéma nahodnymi lidmi na Zemi



Vsichni lidé si jsou napadne
podobni

The number of base pair differences between
biological relatives decreases as a function of their
coefficient of relatedness.

o

Number of base pair
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Humans show little genetic variation compared with other
species
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Lidsky genom

lidé sdili prekvapivé mnozstvi genetickeho materialu
S ostatnimi organismy

*99% homologie s ostatnimi primaty (v genech), 96% (celkem)



Lidsky genom

Jaderny genom

Mitochondrialni genom

3 000 Mb 16,6 kb
cca 22 000 gent 37 gena
/ /
/ \ / | \
Intragenova Extragenova 2 rRNA | | 22 tRNA 13 strukturarnich
DNA DNA geny genu gent
I | \
Koéduyjici Nekodujici / \
DNA DNA Unikatni Repetitivni
| sekvence sekvence
[ [ \ /
Pseudogeny Genové Introny | AN
fragmenty Neprekladané Tandemové Roztrousené
oblasti sekvence sekvence

1% DNA koéduje néjaké znaky




Lidsky genom

* jaderny
 mitochondrialni

Bunécné jadro obklopené mitichondriemi



Jaderny genom

Kazda DNA molekula je sbalena do chromosomu

Kazdy ze 46 chromosomu €lovéka je tvofe jednou molekulou dvousroubovicové



Chromosomes are tighly coiled microscopic structure

an elaborate system of coling, which also seem to be involved in the control of gene expression
Is present in memmalian cells

AN AN NN N

"beads-on-a-string”
form of chromatin

basic proteins called histones provide a core around which DNA
is wound in a double loop
composing approximately 146bp of DNA - NUCLEOSOME

30-nm chromatin
fiber of packed
nucleosomes

section of
chromosome in an
extended form

condensed section

if stretched out, the DNA from a single cell would extend
of chromosome

approximately 2 meters in lenght

entire
mitotic
chromosome

mitotic chromosome is 50 000 times schorter than its exteded lendht




Nuclear genome

Uvnitf bunééného jadra je geneticka informace soustiedéna do molekul
DNA,
""zabalenych' do chromozomu.

- .



Jaderny genom

/)DNA Strand

The four ses are repeated millions of times to form each chromosome
Lidsky chromosom je délky od 50 miliont do 263 milionu bazi
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Mendelian inheritance



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Punnett_square_mendel_flowers.svg

Mitochondrial genome




Mitochondrial genome

Mitochonrialni dvousroubovicova DNA tvori jednu kruhovou molekulu



Mitochondria have their own DNA, a relic from the distant past when they were free-living organisms.
eEvidence of this is the slightly different genetic codes found in nonplant mitochondria. For example:

All nonplant species UGA Tryptophan (stop)
Mollusks AGA Serine (Arginine)

Yeast Cuu Threonine (Leucine)



Mitochondrial genome

Exclusively maternal inheritance




0/16,569 /

LHON
(15,257)

Complex |

Complex Il

Complex IV

ATP synthase
Transfer RNA
Ribosomal RNA
Control region of DNA

C0@e0000




MtDNA vs. choroby

cyclic vomiting syndrome —pFestavby rozahlych segmentd mtDNA

Leber hereditary optic neuropathy - mutace v genech MT-ND1, MT-ND4, MT-NDA4L,
and MT-ND6

mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes - mutace
v genech MT-ND1, MT-ND5, MT-TH, MT-TL1, and MT-TV

myoclonic epilepsy with ragged-red fibers - mutace v genech MT-TK, MT-TL1, MT-
TH, and MT-TS1

neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa - mutace v genu MT-ATP6
nonsyndromic deafness - mutace v genech MT-RNR1 a
MT-TS1

cancer, including breast, colon, stomach, liver, and kidney tumors, cancer of blood-
forming tissue (leukemia) and cancer of immune system cells (lymphoma) —
somatické mutace

age-related disorders: heart disease, Alzheimer disease, and Parkinson disease -
somatické mutace



http://ghr.nlm.nih.gov/condition/cyclic-vomiting-syndrome
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/leber-hereditary-optic-neuropathy
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/mitochondrial-encephalomyopathy-lactic-acidosis-and-stroke-like-episodes
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/mitochondrial-encephalomyopathy-lactic-acidosis-and-stroke-like-episodes
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/mitochondrial-encephalomyopathy-lactic-acidosis-and-stroke-like-episodes
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/myoclonic-epilepsy-with-ragged-red-fibers
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/myoclonic-epilepsy-with-ragged-red-fibers
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/myoclonic-epilepsy-with-ragged-red-fibers
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/neuropathy-ataxia-and-retinitis-pigmentosa
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/nonsyndromic-deafness

differ in many aspects of their organisation and expression

Size

No. of different DNA molecules
Total no. of DNA molecules per cell
Associated protein

No. of genes

Gene density

Repetitive DNA

Transcription

Introns

% of coding DNA

Codon usage

Recombination

Inheritance

Nuclear genome

3000 Mb
23 (in XX) or 24 (in XY) cells, all linear
23 in haploid cells; 46 in diploid cells
Several classes of histone and nonhistone protein
22 000
~1/40 kb
Large fraction, see Figure 7.1.
The great bulk of genes are transcribed individually
Found in most genes
1-2%
See Figure 1.22
At least once for each pair of homologs
at meiosis
Mendelian for sequences on X and autosomes;
paternal for sequences on Y

Mitochondrial genome

16.6 kb

One circular DNA molecule
Several x 103

Largely free of protein

37

1/0.45 kb

Very little

Continuous transcription of multiple genes
Absent

~93%

See Figure 1.22

None

Exclusively maternal




Mutace

jakakoliv dédi¢nd zména v genetické materidlu
zmény v DNA, jejichz frekvence je nizsi nez 1%

Epimutace — nejsou to zmény ve fenotypu, které jsou dusledkem
zmeny sekvence DNA (poruchy metylace aj.)

Mutace - pozitivni (zdroj variability, selekce)
- negativni
Kazdy cClovek 5 — 10 patologickych mutaci



Typy mutaci

1) Genomové
— dojde ke zméné celého genomu
(haploidizace, polyploidizace)
2) Chromozomové
— mutacni zména postihla strukrutu chromozomu
(chromozomové aberace)

3) Genové
— mutaéni zména v genu

a) Somatické
- vznikaji v somatickych buiikach
- mutantni zménu obsahuji pouze ¢asti tkani,
které vznikly délenim puvodni mutantni bunky
b) Gametické
- vznikaji v gametach
- v§echny buiiky jedince,
ktery vznikla z prisluSné zygoty, obsahuji mutantni zménu



Typy mutaci
delece

Genove rmutace

od 1 bp po megabaze

inzerce

vcetné duplikaci
jednobazové substitutce

missense transverze
nonsense  tranzice
splice site

silent

posunové (frameshift)

v dusledku
poruch

deleci, inzerci,
splicingu

»dynamické® (expanzia rep.

sekv.)

tandemové repetice, které

casto
meidzy

expanduji béhem

Podle sekvence:
v kédujici sekvenci
v nekédujici sekvenci

Expanding allsle

Mormal allela




gen Mutace ==

gigfé/ézygj redukovin c:liyctzi

onemocnéni
Poly-
peptide | et S ) i
. . 22 49 177 211
Typy mutaci Widtye [Phe]  [Glu]  [Leu] [aly]

Mutant Leu Gln ¢ Arg Glu

1. Defined position of a mutation

Wﬂdtype 2. Different mutations of one codon

nonsense (542X : e
' L H H HeHeHAH H H T
substituce . cense  M1303K
delece dF508 | 210 | %F_QE—
3. Wildtype iy -
inzerce 390insT fEHGHAF {eHAHAF

2t e 211 ]

Arginin;- Glutamic acid

4, Different mutations



Polymerazova retézova reakce
PCR

Genetici potrebuji pro své analyzy
znacné mnozstvi studovaného useku DNA

PCR zmnozi zvoleny usek DNA
Rychle a spolehlivé

r el w [ - r
X Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
3

39
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAARAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGARATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACGE

oo 5
Piimy primer dNTPs
5 3 '
TTGAGAAAGGAATAAGC — INAPOL
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTARGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACGE
¥ 5
5 3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCARAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGE
+—DNA POL "TCTTTAGCTCATATACG
:)

Z 5
dANTPs Zpétny primer

& 3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATCAGCTGTTGTTTGCAGARAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACCTCTTTAGCTCATATACG
3, 5!
5’ 3!
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGCGAATCAGCTGTTIGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATICGTICTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACCTCTTTAGCTCATATACG

3 $



Polymerazova retéezova reakce
PCR

Kery Mullis

V roce 1983 PCR metodu
vynalezl

a postaral se o jednu z
nejvétsich revoluci

v molekularni genetice

Kdy(z v r. 1993 Kary Mullis z rukou [ISvédského krale prijimal Nobelovu cenu za objeva realizaci PCR,
sam skromné charakterizoval svuj obdivuhodny napad a deset let prace na jeho uskute€néni
jako [Ilsoubéh nahod, védecké naivity a série St'astnych omylu(l.



Molekularne - geneticka diagnostika

diagnostiky detekujicich virova, bakterialni, mykotické a parazitalni
patogeny v riznych télnich tekutinach

postnatalni, prenatalni, preimplantacni diagnostika, populacni screening

analyza tumorsupresorovych genu a onkogenu, diagnosticka vysetreni
zamérena na detekci kauzalnich markeru a prognostickych faktoru ve
vztahu k onkologickym onemocnénim, monitorovani terapie rakoviny,
zjistovani minimalni rezidualni choroby

stanoveni tolerance k farmakim



Molekularne - geneticka diagnostika

« Diagnostika infekci

diagnostiky detekujicich virova, bakterialni, mykotické a parazitalni
patogeny v riznych télnich tekutinach

Cilem je detekovat infikované buriky
na pozadi mnohonasobné pocetnéjSich neinfikovanych bunék

Provadi se za pouziti PCR na DNA nebo cDNA cizirodych organismu
Konvencni diagnostické metody

-vypestovani organismu v kulture
-detekce pfitomnosti organismul za pouziti protilatek

Casoveé naro¢né

Nekdy malo citlivé
\_ J




Molekularne - geneticka diagnostika

« Diagnostika infekci
HIV

Pritomnost virova RNA naznacuje aktivni infekci

Lze prokazat provedenim PCR za pouziti cDNA jako templatu
vytvofenych pomoci RT z RNA infikovanych bunéek

Tuberkuléza
Pomoci PCR prokazovan néktery z vysoce konzervativnich genu mykobakterii
pomoci primeru pfipravenym k témto sekvencim

Amplifikovany fragment je hybridizovan se sondami vysoce specifickymi pro dany kmen
Lze detekovat je 10 bacilt na 10000000 eukaryotickych bunék



Molekularni diagnostika
geneticky podminenych chorob




Genetické choroby

1) Genomové
— dojde ke zméné celého genomu
(polyploidie, aneuploidie)
2) Chromozomové
— mutacéni zmeéna postihla strukrutu chromozomu
(chromozomové aberace)

3) Genové
— mutacéni zména v genu

a) Somatické
- vznikaji v somatickych burnkach
- mutantni zménu obsahuji pouze €asti tkani,
které vznikly délenim puvodni mutantni burnky
b) Gametické
- vznikaji v gametach
- vSechny bunky jedince,
ktery vznikl z prislusné zygoty, obsahuji mutantni zménu



Growth/Maturation

Primary
oocyte

Medosis |

| spermat

Ty

Meiosis Il



http://www.bionet-skola.com/w/Slika:Gametogenesis1.jpg

Genove choroby

A) POLYGENNI
nemendelovska dédiénost
- pravdépodobnost choroby zavisla na variantach vice genud +
obvykle vyrazné ovlivnéna vlivem prostredi
- riziko stanovovano empiricky/statisticky na zakladé populacnich
studii
- diabetes, vrozené srdecni vady, schizofrenie, astma .
B) MONOGENNI
mendelisticka dédi¢nost
- vlastnosti (choroby) se dédi v zavislosti na jediném genu (lokusu
DNA), obvykle zménéném mutaci
pravdépodobnost vyskytu znaku/choroby u potomki — Mendelovy
zakony



Princip
molekularné genetické
diagnostiky
Rozpoznani a identifikace mutaci v genech,
Ktere jsou v asociaci s danou chorobou.

Jakmile je identifikovana geneticka pricCina
onemocnéni na urovni DNA,
muze se vyvinout specificky test
k analyze relevantnich genetickych charakteristik
pacienta



Molekularnée geneticka diagnostika
cile

DNA testy individualnich pacientu
O Stanovi a upresni diagnozu
O Umoznuji prediktivni diagnozu
(identifikaci onemocnéni pred jeho manifestaci)
O Umoznuji identifikaci prenase€lu genetickych onemocnéni
0 Umoznuji prenatalni a preimplantacni diagnostiku
(odhaluji zavazna onemocnéni pfed narozenim ditéte)
O Umoznuji vybér nejvhodnégjsi IéCby farmaky
O Umoznuji preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi ucCinky




Molekularnée geneticka diagnostika
strategie

Prima DNA/RNA diagnostika: il W' MM
. Zjisti, zda analyzovana DNA nese &i nenese mutaﬁlM L
» detekce mutaci v genech asociovanych s chorobou

Neprima DNA diagnostika R

« uzitim vazebnich markeru v rodinnych studiich odhati‘alelu
genu v asociaci s nemoci v rodiné

 vyuziti polymorfnich mist lidského genomu



Prima DNA diagnostika

Detekce kauzalnich mutaci v odpovednem genu
vzdy potvrdi klinickou diagnozu

musime znat:
gen, ktery ma byt analyzovan
standartni (wild type) sekvenci tohoto genu




Prima DNA diagnostika

> Mletody detekce znamych mutacl (scoring)
v genu asociovaném s danou chrobou

genu asociovaném s danou chorobou




Prima DNA diagnostika

4

> Mletody detekece znamych mutacl (scoring)
detekce urcité kauzalni mutace pro danou chorobu
specifickou metodou

Detekce znamé sekvencni zmeény je mozna u:

1) chorob s predpokladanou alelickou homogenitou, tzn. ze
patologicka alela prisluSného genu je reprezentovana
* jedinou mutaci (srpkovita anemie)
* omezenym pocCtem mutaci (al-antitrypsinovy deficit)
* rozsahlou radou mutaci rozmisténych pres cely gen, kdy jedna nebo vice
mutaci se vyskytuji s prevalujici Cetnosti (CFTR, DMD)
* expanzi trinukleotidovych opakujicich se sekvenci (HD, MD)

2) v rodinach s jiz charakterizovanou mutaci v pfisluSném genu
3) ve vyzkumu (k potvrzeni kandidatniho genu a k odliSeni nepatogeniho

polymorfismu)



Prima DNA diagnostika

Priklady chorob s vymezenym poctem mutaci

|Srpkovita’\ anemie mutace E6V v HBB genu

|Cystické fibréza mutace F508del v CFTR genu
Huntingtonova chorea, Myotonicka dystrofie,

Fragilni X nestabilni expanze trinukletidovych repetici
|Hemofi|ie A velka inverze v genu pro faktor 8
|Duchennova muskularni dystrofie 60-70% mutaci tvori velké delece
Tay-Sachsova choroba inzerce 4pb v exonu 11 genu HEXA

mitochondridlni mutace nukleotidu v pozici
[Lebrova opticka atrofie 3460, 11778, 14484




Prima DNA diagnostika

Restrikéni analyza PCR produktu

mutaci vznika nebo zanika specifické misto
v DNA, rozliSované restikcnim enzymem

Hybridizace PCR produktu s alelové
specifickymi oligonukleotidy

detekce bodovych mutaci

PCR s alelové specifickymi primery
(ARMS test)

detekce bodovych mutaci

PCR s primery ohranicujicimi
predpokladané delece v DNA

uspésna amplifikace odhali pfitomnost
specifické prestavby v DNA

Analyza teploty tani PCR produktu
[pomoci real-time PCR

zména teploty tani v porovnani s pozitivni
a standartni kontrolou odhali specifickou
sekvencni zménu

Detekce expanze trinukleotidovych
repetici v DNA

malé expanze se detekuji pomoci PCR,
velké expanze pomoci Southem blot,

Triplet Primed PCR




Prima DNA diagnostika

postupné nebo multiplexni screenovani useku genu

asociovaného s danou chorobou pomoci vyhledavacich
metod

odhali jakékoliv odchylky v analyzované sekvenci DNA pacienta
ve srovnani se standartni sekvenci

neodliSi patogenni a nepatogenni zmeny v sekvenci DNA

jsou narocnéjsi Casove i financneé



Prima DNA diagnostika

Jednoretézcovy konformacni
[polymorfismus (SSCP)

jednoducha
metoda

doporucuje se pro kratké
sekvence DNA
neohaluje pozici zmény

Denaturacni gradientova elektroforéza
(DGGE)

vysoka citlivost

nutné primery s GC-clampy
neodhaluje pozici zmény

|Heterodup|exn|'analy'lza (HD)

jednoducha
metoda

doporucuje se pro kratké
sekvence DNA omezena
citlivost

neodhaluje pozici zmény

[Detekce zkraceného proteinu (PTT)

vysoka citlivost
pro terminacni
mutace

pouze pro terminacni mutace
odhaluje pozici zmény

Analyza teploty tani na real-time PCR,
[HRM

vysoka citlivost

doporucuje se pro sekvence
cca 250 bp
neodhali pozici zmény

Sekvenovani

detekce
vesSkerych zmén
v DNA

nadbytek informaci
plné charakterizuje mutace




Scoring RYRI1 kauzalnich mutaci : Scanning RYRI1 genu

i;s;/ilskcm analyza Vyhledavaci metody
1 (SSCP,DGGE, DHPLC)
Hybridizace vz -
Pfimé sekvenovani

Analyza teploty tani (Real-time PCR)

277

[deniifixace dosud negoosang rmuiace



Aby mohla byt sekvencni varianta detekovana k prediktivnimu genetickénu testovani
potieba nezavislého diikazu, Ze je patogenni

egeneticka charakterizace - aspekty evolu¢ni konzervace
- kosegregace mutace s chorobou v nejméné 2 rodinach
- absence u 100 zdravych kontrol (<1%0)
funk¢ni charakterizace -rekombinantni in vitro exprese na definovaném
genetickém pozadi
-zkouSka funkce proteinu s charakterizovanou mutaci
Vv ex vivo tkanich



Vysetfovarns genove crorooy

http://www.uhkt.cz/nrl/db

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim

http://www.eurogentest.org/web/

http://www.genetests.org/
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php



http://www.uhkt.cz/nrl/db
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim
http://www.eurogentest.org/web/
http://www.genetests.org/
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php

Molekularné geneticka diagnostika




