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Reakce genomu na vlivy prostredi: Vznik
mutaci a zaklady epigenetiky

Mgr. Jana Fialovda Kucerova, Ph. D.

Ustav patologické fyziologie LF MU



Mitochondrie u zarodecnych bunék
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Demystifying the demise of paternal mitochondrial
DNA (Science 2016)
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spermie

~50-75 mitochondrii

(cca 10 x redukce béhem
spermatogeneze)

vajicko
10° - 108 mitochondrii

1000 x vice nez spermie

paterndlni mitochondrie degradovany
autofdzii — nezbytné pro dalsi vyvoj


https://www.science.org/doi/10.1126/science.aah4131
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Osnova predndasky

» Mutace — genetickd variabilita

» Epigenetika



Geneticka variabilita

» Mutace - dédicné zmény genetického materidlu

» Poskytujinové genetické varianty, které umoznuji evoluci
organismu

» Obvykle nGdhodny neadaptivni proces, pri kterém jsou
podminkami vnejsino prostredi selektovani jedinci s diive

ndhodné& vzniklymi mutacemi u’
» Cilend mutageneze — vyhradné pro védecké Ucely |

» Mutant - organismus se zménou v genotypu v dUsledku mutace
» Mutace - noveé alely s frekvenci nizsi jak 1 %

» Polymorfismus - stav, kdy v populaci existuji minimalne 2
genetické varianty (alely) s frekvenci vyssi jak 1 %




~Pozitivni* mutace - zdroj dédicné variability
» Selekce jedincU s vyhodnymi znaky — vyznam pro evoluci

~Negativni mutace” - vznik vadnych genu, starnuti, vznik
geneticky podminénych onemocnéni, tvorba nddort
atd.

Mutace nevutrdlni

Mutace letdlni

» Predpoklddd se, ze kazdy Clovék nese 5 az 10 recesivné
letdinich mutaci

Biston betularia — Drsnokfidlec bfezovy



Genovy doping®

» Gen ACTN3 (Alpha-actin-3) — varianta
tohoto genu je dulezitd pro spravnou funkci
rychlych svalovych vidken. Casty vyskyt u
sprinterd a silovych atletd

» Mutace v genu pro receptor erytropoetinu —
Finsky lyzar dlouhych trati Eero Mantyranta
prevysoval normu poctu cervenych krvinek
asi 0 25 az 50 %. Zvysenad kyslikova kapacita
organismu — autozomalni dominantni
benigni erytrocytdza

» Mutace v genu pro apolipoprotein A1 -
vychytavani cholesterolu z krve — vysoky vék
obyvatel Limone sul Garda

Cena zdkladniho balicku cca 6000 K&



Klasifikace mutaci

v

Spontdnni x indukované
Gametické x somatické
Dominantni x recesivni (1:100)

Genové x chromozomoveé x genomove

Ucinek na fenotyp: ( «(«

» Morfologické mutace Va irregular number

Biochemické paint mutation in structural modification of homaolagous
a DMA molecule of a chromosome chromosomes

Vitalni -> subvitalni -> semiletalni -> letdlni

vvyy

Podminéné (napf. teplotné senzitivni mutace)




Spontdnni mutace

» Cetnost spontdnnich mutaci: 10-5 - 10-10
» Priciny:

» Mechanismy uvnitr bunky (replikace DNA, produkty
vlastnino metabolismu)

» Chyba DNA polymerdazy (teoreticky 10-1- 102 x
skutecné 107 — 101" —> oprava chybné
zarazenych bazi “proofreading*)

» Funkce reparacnich mechanismd
» Vnégjsi faktory — mutageny

» A) fyzikdini faktory (10- 15 %)

» B) chemické faktory (70 — 80 %)

» C) biologické faktory (10 — 20 %) Xeroderma pigmentosum
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Fyzikalni faktory — UV T—

Shortesnl‘:::" “\'CR”S
Elektromagnetické zdreni s vinovou délkou donof : :
kratsi nez ma viditelné svétlo %g;&

Sy ~ Q%)
Davka UV zdreni, kterd snizuje viabilitu oo Q@"’

lidskych fibroblastd na 1/100:
40 - 50 J/m2-UV-C
60 - 80 J/m2-UV-B
400 - 500 J/m?2 - UV-A

Hlavni mechanismy poskozeni DNA po
Ucinku UV zdreni:

Vznik tzv. fotolézi

Poskozeni DNA zprostfedkované pUsobenim
zAreni a fotosenzitivatort (napf.
furokumariny)

PUsobeni reaktivnich kyslikovych radikdld
(ROS)
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320 nm wavelength

UV RAYS
AND THEIR
EFFECT ON SKIN

100 nm wavelength 290 nm wavelength 320 nm wavelength 400 nm wavelength

o

RAYS
The wavelenqth of UV (ultraviolet) rays is measured in nanometers [or billionths of a meter), abbreviated as “nm "

400 nm wavelength

100 nm — 290 nm




Biologické

» Omezeni pohybu na slunci mezi 10 a 16h

>

>
>
>

DUlezitd je ochrana pred UV

Sledovdni UV indexu

Pobyt ve stinu

Ochranny odév + vhodné bryle

UcCinky UV zareni

Priznivé UCinky: tvorba vitaminu D, IEéCba
nékterych chorob

Skodlivé Uc&inky: nddory klze, pred&asnd

starnuti kbze, poskozeni oci, suprese ‘
imunitnino systém

NORMAL MOLE

A mole is a small brown
spot or growth that
appears in the first few
decades of life. It can
be flat or raised and
generally is round.

. SQUAMOUS CELL

Persistent bleeding is
common with this rarely
deadly cancer. Warts, scaly
patches, open sores and
rapidly growing bumps are
telltale signs.

BASAL CELL

This is the most common
skin cancer. This nonlethal
blemish can be a shiny
bump, a pink growth, a scar-
like area or an open sore
that doesn't heal easily.

MELANOMA

This deadly cancer is usually
larger than a pencil's eraser,
multicolored and changes
size and shape. Also look
for asymmetry and uneven
borders.

Ochranné krémy (faktor 15+)




Fyzikalni faktory — ionizacni zareni

» Radioaktivita — dUsledek radiacniho rozpadu, pii kterém se méni stav nebo slozeni atomovych
jader nuklidd

» lonizujici zdfeni - meziatomovy pohyb elementdrnich castic, které maiji dostatecnou energii na
ionizaci atomu

» Kvanta ionizujiciho zareni maji tak vysokou energii, ze jsou schopna vyrdzet elekirony z atomového obalu a
tim Iatku ionizovat

» Typy ionizujiciho zdreni:

» Elektromagnetické — vznikd periodickou zménou elekirického a magnetického pole, kterd mdé pdvod v
urCitém zdroji a §ifi se prostorem; hmota ve formé energie v podobé fotonu (paprsky X, gamma zdareni)

> Kor?usljularnl — proud rychle leticich elementdrnich atomovych Cdastic (elektrony, protony, neutrony, alfa
castice

» Zdroje zdreni:
» Prirodni zdroje (kosmické zdreni, prirodni radionuklidy)
» Umélé zdroje (Iékarstvi — RTG, radioizotopy)
» Vnéjsi ozdreni
>

Vnitini ozdreni (radionuklidy v lidském téle)




lonizacniho zareni kolem nas

Prirozend ddavka je 2,5 az 3,0 mSv/rok
Limit pro pracovnika se zarenim 50mSv/rok
RTG stfev 4 mSv; RTG kyCli 1,7 mSv
3 lety nadzvukovym letadlem Praha — USA 0,38 mSv
Hodina sledovani televize 0,01 mSv/rok
Jadernd energetika
Jadernd odpad (Dukovany — 56 tun rocné)
Havdrie — Unik radioaktivnich Iatek

Cernobyl (26.4 1986) — ekvivalent 90 atom. bomb svrzenych na HiroSimu;
radioaktivni mrak byl zachycen pracovniky JE Dukovany 29.4; zamoreni cesiem
(pol. rozpadu 30 let) a jodem (pol. r. 8 dni) — cesium v potravinovem retézci

Fukushima (11.3.2011) — poskozeni 4 reaktor?

w s,‘,q‘.'," o




vV v v Vv

Biologické ucinky ionizacniho zareni

Pfimé Gcinky — pfimy z&sah biologicky dilezitého nihrada ST
mista v bunice (fzv. terCe) — vznik mutaci ot oy ) bunék ucinek
smrt
iorizace gtruldtur
Nepiimé Ucinky — poskozeni kritickych DA, DINA, J

bunéénych struktur pUsobenim volnych radikdll  azstent deterministické

. . . poskozeni acinky
Efektem zasazeni terCe jsou dvouvlidknove zlomy shsothee trorha  reakee DN & nédorové
\Y DNA "E“* gnergﬁ_e I’&dﬂ{élﬁ I'&dﬂiélfl ’

W excitace

Ridké ionizujici zareni (B, y) — prochod dvou ah oxidace oD atatnl —_
Castic s’reJmJ/m mistem rychle po sobé = 1 zlom - 1orizace DA, mec%msmy m stochasticke
poskozeni zAvisi na druhé mocniné davky %ﬁlgﬂ bufiky ucinky

-1a v
Husté ionizujici z&feni (&, neutrony, proton) — o T o
poskozeni je pfimo Umémé ddvce - jeden Hz0 H+, OH- [me.;hmsmy] geneticks
pruchod 1 zZlom chemickd zadny OfZatistn

rekombinace

icinek

zadny

1000 — 2000 poskozenych bdzi / 1Gy . radikilil e
ucinek

mistédium

500 - 1000 jednoretézcovych zlomU / 1Gy stadium

gické stadium

Citlivost burik b&hU bun&&néh - Easndnzéﬁani’
itlivost buriky se méni v prib&hu buné&ného o 2 1ma AP — — -

cyklu (nejvice v ranych fazich mitdzy) 010 10 1d s 10 1s 10 10 109 [sec]

40-50 dvouvldknovych zZiom0U / 1Gy

Celotélovd ddavka 0,1Gy - 1 zhoubny nador na ( 1den Lrok — 10let )

200 lidi



Radiation-induced chromosome aberrations

Intermitoticka smrt bunky - vysoké ddavky zdreni, destrukce jaderné hmoty,
porucha mitochondril, naruseni iontove rovhovahy - apoptdza, nekrdoza

Mitotickd smirt - z&stava mitdzy, fragmentace chromozomd, chromozomové l e

aberace » , l ‘ "
Zastava syntézy DNA, transkripce DNA ot d‘{ < A
Poskozeni genetického materidlu o=

Dicentric

\ ==
Deterministické U&inky — dUsledkem poskozeni velkého po&tu bunék Ring a0 &% 7‘
»  Akutni nemoc z ozdreni & o Fragment
» Akutnilokalizované poskozeni 7‘ 2 ,
» Poskozeni plodu in utero * Letaini davka LD, Fragment == . {
) ) ) ) + Clovek 4-5Gy f Dicentric
» Nenddorovd pozdni poskozeni « Pes2,5-3Gy
s s . . . Myi7-10Gy v ?
Stochasticke ucinky — dusledkem zmeny . )
s ), ¢ $ Hmyz 100 - 1000 Gy d
jedné nebo madlo bunék
» Zhoubné nddory Fragment —

» Genetické zmény



Chemické mutageny - |4tky, které zpUsobuji mutace podminéné zménou
struktury DNA

Karcinogeny - |atky u kterych bylo prokdzano, ze po porziti, vdechovdni nebo
pUsobeni na kUzi dochdzi k onemocnéni zhoubnymi nddory. Vétsina
karcinogennich Iatek ma zdroven i mutagenni UCinky. (PF. Benzen, vinilchlorid,
polycyklické a aromatické uhlovodiky, nitrosaminy, azbest atd.)

Teratogeny - |Gtky vyvolavajici zmény plodu béhem tehotenstvi, zejména v
prvnich osmi tydnech (vyvojové vady, malformace). Poruchy nejsou spojeny se
zménou genotypu. (prf. Benzen, aflatoxiny, ftalany, cytostatika, nékteré
analgetika q;.)

Promutageny - |atky vyzaduijici ke svému UCinku metabolickou akfivitu
(xenobioftika)



Mutageny pritomné v zivotnim prostredi

Health effects of pollution

Air pollution O Sy,
A Water pollution

. . - Bacteria
ory - Parasites

- Chemicals
Soil

contamination

Volatile
organic

» Vseobecné rozsirené mutageny
» Voda
» Vzduch
» PUda

» Profesni expozice (mutageny jen v
nekterych provozech)

» Promysl: vinylchlorid — angiosarkom;
trichlorethylen, chlorpren, Cernouhelny dehet
—zdroj PAU

» Zemédélstvi: pesticidy organofosfaty,
biostimulatory

» Zdravotnictvi: inhalacni anestetika,
cytostatika, imunosupresiva



% Kontaminace vody

Povrchovad voda - pesticidy, herbicidy, dusikaté hnojiva, insekticidy, fungicidy
a jiné organickée latky

Desinfekce pitné vody chlorovdanim - vznik nizkomolekuldrnich Iatek —
trihalomethany (chloroform, PCB, chlorbenzen, tetrachloretylen qj.)

Zvysend pravdépodobnost vzniku nddorU travicino traktu a mocového
méchyre




Kontaminace ovzdusi a pudy

Ovzdusi:
Oxid siricity (HSO, a SO, — vysoce mutagenni)

Oxid dusiku, CO — automobily

Vyskyt polycyklickych aromatickych uhlovodikd (PAU), PCB, DDT, tézké kovy (Be, Cr, Cd, Ni As); v
promyslovych oblastech emise benzenu, formaldehydu, benzinu, vinylchloridu, trichloretylenu

Pfizemni ozon, polétavy prach

DUsledky: alergickd onemocnéni, nddory plic, bronchitidy, astma

PAU, rezidua peshmdu herbicidy, insekticidU, fungicidu, rustovych regulatoru, derivaty
organickych nitrosloucenin

DDT (kumulace v pofravnim fetézci — i v matefskem mléce)

Tézké kovy

Y o




Mutagenni |atky v potravée

» Toxiny produkovane rostlinami — ochrana pred hmyzem, houbami a animalnimi
predatory

» V normdini stravé se odhaduje 5 -10 000 rdznych prirodnich chemickych |atek

Latky vykazujici karcinogenni UCinky byly nalezeny napr. v koreni (anyz, kmin,
bazalka), ovoci, zelening, kavé, Caji, medu Ci v houbdch

Benzpyren a jiné PAU — opekdni masa nad otevienym ohnem:;
pyrolyza proteinu a aminokyselin (heterocyklicke aminy)

Nitrozoslouceniny (teplend Uprava masa obsahujici dusitany)
Mykotoxiny (aflatoxin B1, aflatoxin M1 — v miléku)

Kofeine (pro savce ne)

Uméla sladidla (cyklamaty, sacharin) 2

Konzervacni latky (nitrofurany)

Rezidua herbicidU, pesticidU, t€zkych kovU

v

v
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Antioxidanty, aromatizujici prisady, balici plyny, barviva, emulgdtory,
konzervanty, kyprici Iatky, kyseliny, lestici Iatky, nosiCe a rozpoustedia,
odpénovace

Prijatelny denni prijem (ADI) — mnozstvi potravindrskeho aditiva (v mg na
kg télesné hmotnosti), kterému muoze byt Clovék vystaven, kazdy den po
cely zivot, aniz by to pro néj predstavovalo zdravotni riziko.

Stanoveni ADI

» Pokusy na experimentdlnich zvifatech — stanoveni nejvyssi davky chemickée
latky, pri které se jesté neprojevi nezddouci UCinek



Mutageny a zivotni styl

SHAMPOO
¥ age numbaer of chemicals: 15

Kosmetika, barvy na vlasy, laky na nehty, sprchové

gely, mydla, antiperspiranty ——
YE SHADOW

Chemicals: 26

Koureni — pricina 30 % umrti na nadorove

onemocnéni
LIPSTICK

Chemicals: 33

67 karcinogenU
BODY LOTION

Chemicals: 32

FAKE TAN \
Chemicals: 22 P DEODORANT

B Chermacals: 15




ALL-NATURAL BLUEBERRIES

INGREDIENTS: AQUA (84%), SUGARS (10%) (FRUCTOSE (48%),
GLUCOSE (40%), SUCROSE (2%)), FIBRE E460 (2.4%), AMINO
ACIDS (<1%) (GLUTAMIC ACID (23%), ASPARTIC ACID (18%),
LEUCINE (17%), ARGININE (8%), ALANINE (4%), VALINE (4%),
GLYCINE (4%), PROLINE (4%), ISOLEUCINE (3%), SERINE (3%),
THREONINE (3%), PHENYLALANINE (2%), LYSINE (2%),
METHIONINE (2%), TYROSINE (1%), HISTIDINE (1%), CYSTINE
(1%), TRYPTOPHAN (<1%)), FATTY ACIDS (<1%) (OMEGA-6
FATTY ACID: LINOLEIC ACID (30%), OMEGA-3 FATTY ACID:
LINOLENIC ACID (19%), OLEIC ACID (18%), PALMITIC ACID (6%),
STEARIC ACID (2%), PALMITOLEIC ACID (<1%)), ASH (<1%),
PHYTOSTEROLS, OXALIC ACID, E300, E306 (TOCOPHEROL),
THIAMIN, COLOURS (E163a, E163b, E163e, E163f, E160a)
FLAVOURS (ETHYL ETHANOATE, 3-METHYL BUTYRALDEHYDE,
2METHYL BUTYRALDEHYDE, PENTANAL, METHYLBUTYRATE,
OCTENE, HEXANAL, DECANAL, 3-CARENE, LIMONENE,
STYRENE, NONANE, ETHYL-3-METHYLBUTANOATE, NON-1-ENE,
HEXAN-2-ONE, HYDROXYLINALOOL, LINALOOL, TERPINYL
ACETATE, CARYOPHYLLENE, ALPHA-TERPINEOL, ALPHA-
TERPINENE,  18-CINEOLE,  CITRAL,  BENZALDEHYDE),
METHYLPARABEN, 1510, E300, E440, E421 and FRESH AIR (E941,
E948, E290).

AN ALL-NATURAL BANANA

INGREDIENTS: WATER (75%), SUGARS (12%) (GLUCOSE (48%),
FRUCTOSE (40%), SUCROSE (2%), MALTOSE (<1%)), STARCH
(5%), FIBRE E460 (3%), AMINO ACIDS (<1%) (GLUTAMIC ACID
(19%), ASPARTIC ACID (16%), HISTIDINE (11%), LEUCINE (7%),
LYSINE (5%), PHENYLALANINE (4%), ARGININE (4%), VALINE
(4%), ALANINE (4%), SERINE (4%), GLYCINE (3%), THREONINE
(3%), ISOLEUCINE (3%), PROLINE (3%), TRYPTOPHAN (1%),
CYSTINE (1%), TYROSINE (1%), METHIONINE (1%)), FATTY
ACIDS (1%) (PALMITIC ACID (30%), OMEGA6 FATTY ACID:
LINOLEIC ACID (14%), OMEGA-3 FATTY ACID: LINOLENIC ACID
(8%), OLEIC ACID (7%), PALMITOLEIC ACID (3%), STEARIC ACID
(2%), LAURIC ACID (1%), MYRISTIC ACID (1%), CAPRIC ACID
(<1%)), ASH (<1%), PHYTOSTEROLS, E515, OXALIC ACID, E300,
E306 (TOCOPHEROL), PHYLLOQUINONE, THIAMIN, COLOURS
(YELLOW-ORANGE E101 (RIBOFLAVIN), YELLOW-BROWN E160a),
FLAVOURS (3-METHYLBUT-1-YL ETHANOATE, 2-METHYLBUTYL
ETHANOATE, 2-METHYLPROPAN-1-OL, 3-METHYLBUTYL-1-OL, 2-
HYDROXY-3-METHYLETHYL BUTANOATE, 3-METHYLBUTANAL,
ETHYL HEXANOATE, ETHYL BUTANOATE, PENTYL ACETATE),
1510, NATURAL RIPENING AGENT (ETHENE GAS).




Testy mutagenity — pr. AmesUv test

Fig. 7.14, Ames test.

Mixture plated
on medium
lacking histidine



Biologické mutageny

» Viry — nékteré viry (herpesviry, hepadnaviry, —
adenoviry, retroviry) maji schopnost E intacts acell,.
infegrovat se do DNA hostitelské bunky, ¢imz ?
mohou porusit sekvenci néktereho
strukturnino genu, nebo jeho regulacni
oblasti, promotor atd.

The strong viral
...and the provirus promoter

= ‘ inserts near a stimulates over-
| \\ proto-oncogene. expression of the
\ )) proto-oncogene.

» Mobilni genové sekvence - franspozony a
retrotranspozony — mohou pUsobit stejnym
mechanismem jako retroviry — tj. inzerci na
“nevhodné’ misto v genomu

Strong viral

promoter
Provirus | Proto-oncogene
S IS 4
B L ——

Over-
» Pr. HPV (lidsky papilomavirus) — karcinom lexpression
délozniho hrdla; HHV-8 (lidsky herpesvirus 8) s mRNA
Kaposiho sarkom e




NAadorovad

Evading Insensitivity to

O N e m O C N é N II apoptosis anti-growth signals

Onemocni 10 mil. lidirocné:; umird 7 mil. lidi
rocneé

» Priciny vzniku — koureni, alkohol, Spatné
stravovaci ndvyky (obezita), nizkd
pohybovd aktivita, dédicné faktory,
infek&ni agens, radiace (prirodni),
pracovni expozice, skodliviny v Zivotni,
prostredi
40 % preventabllnl pﬁ'élny (odhad)
koureni je nejvyznaméjsi faktor

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

» Dulezitd prevence — zména individudiniho
zivotniho stylu



Antikarcinogeny - prevence

» Prijem rozmanité a vyvazené stravy

» Nejvyznamngjsi Iatky: Polyfenoly (flavonoidy, fenolove

kyseliny), Terpeny (karotenoidy, monoterpeny), Sirné Body fatness

May increase risk Red meat Addominal fatness
slouceniny (dialylsulfidy, isothiokyandty), Saponiny b SOMGEARGAIE Refined car- Watsfiteod contamiiaton
(triterpenoidy, steroidy bohydrates Sedentary living

- " o , , . Sugar  Salt
» Priklady populdrnich antikaricinogennich Iatek a potravin: Alcohol
Highly saturated fat
Kurkumin (kurkuma) Dialylsulfid (Cesnek) Processed meat =
o
. . . o 2 4 (ﬂ
Delfinidin (boruvky) Indol-3-karbonyl (zeli) Cerefitrick Total fat N
, , . . . . s enerivriskK Is
Eldgova kyselina (jahody) Genistein (soja) ARl i By ) Dairy _ :S:.'
. . , . ean unprocessed mea
Epigalaktochin-3-galat Sulforan (brokolice) 2
o . May decrease Physical activity 8
(zeleny Caqj) Lykopen (rajcata) risk for some Healthy weight
. cancers Breastfeeding
Resveratrol (hrozny) Vilaknina Caloric re-
. o striction
Limonen (citrén) Selen Been

) reastfed
Brat s rezervou ;)




Klasifikace mutaci

v

Spontdnni x indukované
Gametické x somatické
Dominantni x recesivni (1:100)

Genové x chromozomoveé x genomove

Ucinek na fenotyp: ( «(«

» Morfologické mutace Va irregular number

Biochemické paint mutation in structural modification of homaolagous
a DMA molecule of a chromosome chromosomes

>
» VitdIni -> subvitdlni -> semiletdlni -> letdlni
» Podminéné (napr. teplotné senzitivni mutace)




Gametické x /@
somatické mutace e l/
Gametické mutace %) ol
vznikaji v gametach l
nebo tkanich ze A
kterych se diferencuji v/ oatch of
pOh'CIVﬂII buﬁky Entire 0 Organism ,} { ztfee:ted
Somatické mutace %EE{ ':?e_ Al A %
vznikaji v somatickych '
bunkdach Ul

Half of the l l None of the
gametes J@ . Gametes J J o o 9ametes
carry the of the // carry the
mutation. | 1 organism pee mutation.

(a) Germ-line mutation (b) Somatic cell mutation




Genové mutace

/ména nukleotidové sekvence na urCitém misté
(bodé) v genu - bodove mutace - kodujici i
nekdduijici oblasti genomu

Adice (inzerce) - zarazeni jednoho nebo vice
nadbytecnych nukleotidovych pdrt

MUze doijit k posunu ¢teciho rdémce

Delece - ztrdta jednoho nebo vice nukleotidu
pUvodni sekvence

MUZe dojit k posunu ¢teciho rdmce

Substituce — zéména pUvodni bdze sekvence
jinou bdazi

Tranzice - purinovd bdze za purinovou;
pyrimidinova bdze za pyrimidinovou

Transverze — purinovd bdze za pyrimidinovou
nebo naopak

Povodni sekvence:
A-A-A-G-G-G-C-C-C-T-T-T

Adice:
A-A-A-G-G-T-T-G-C-C-C-T-T-T

Delece:
A-A-A-G- -G-C-C-C-T-T-T

Substituce:
A-A-A-G-A-G-C-C-C-T-T-T

NH, 0
N7 HN

g L)
K, | ”> ) Ay N

purine s HN™ N

adenine A Transitions G Quesing
S EE—

Transversions Transversions

‘—’
NH C Transitions T
[N A
pyrimidines
NNo N
H H
cytosine thymine

]



Efekt mutace na proteosyntézu

» Mutace neménici smysl (samesense, silent
mutation) — je zarazena stejnd

. . . , Point mutations
aminokyselina (degenerace genetickeho T
kddu); substituce na freti pozici tripletu Silent  Nonsense Missense
> Mutqce menici srvnysl (mlsse.nse mu’ro’rlon) o TTC S ATC Toe 160
— dojde ke zmene polypeptidoveho | cmues ARG AAA UAG AGG ACG
vldkna - zarazeni odlisné aminokyseliny pri pesnes Lys Lys s TOP Arg Thr
proteosyntéze - .

e T -, i

» Nesmysiné mutace (nonsense mutation) — '
vznik predcasného terminacniho kodonu
— neni dokoncena syntéze polypeptidu




Dynamické mutace

» Expanze repetitivnich sekvenci (typicky
expanze trinukleotfidovych repetic)

» Nepresnosti pfi replikaci

» Premutace — dosazeni kritického poctu =
mutace

» Huntingtonova choroba, syndrom
fragilnino X chromozomu

Normal X chromosome

Fragile-X chromosome

fragile site



TTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGECCGECGCCGC CGE CGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCEGC CGC CGCCGCCGCCGCCGELCGCCT

I At

» CAG(15;18) —normdlni (< 26 kopii glutaminu)

i



Chromozomové mutace

» Chromozomové aberace - zmény struktury @
tvaru chromozomu

» Vznikaji nasledkem chromozomaini
nestability (chromozomdinich zliomu)
pUsobenim nadmeérnou expozici jedince
mutagenum nebo zhorienou funkci
reparacnich mechanismd

» Lze délit na:;

» Balancované - zachovdno pUvodni
mnozstvi genetické informace

» Nebalancované - neni zachovdno
puvodni mnozstvi genetické informace

1omm 20 "mm




Chromozomové aberace

v v vVvyyvVvyy

vV vyvVvyy

Deletion Duplication Inversion

Substitution

Delece
Duplikace
Inzerce Y
Inverze

Translokace
» Reciproké tfranslokace : 4 3 :
» Robertsonské translokace

|ZOC h romozom Reciprocal translocation
Ring chromozom e
Fragmentace - =

Marker chromozom

0

Material




Chromozomové aberace

» Vrozené:
» Syndrom kociciho kriku — delece 5p

» Mikrodelecni syndromy (drobné intersticidlni delece DNA segmenty
— 2 az 4 Mb):

» DiGeorgeuv syndrom —22q11.2
» Prader-Williho a Angelman0v syndrom - 15g11-13
» Charcot-Marie-Tooth — tandemovad duplikace na chromozomu 17

» Ziskané (onkocytogenetika) — nddory (leukemie, solidni naddory)
> T(}Z;22) - CML &Filadelf,sk;'/, chromozom - Ph;; fuzni gen BCR/ABLna. |
chromosomu 22, ktery koduje hybridni protein p2T0 — iniciator maligniho
procesu
» Retinoblastom — del(13)(q14) - Rb1 gen
Neuroblastom — del(1)(p36)

» Delece genu p53 (17p13) — mnoho nddory

v



Genomové mutace

» Zmény v poctu chromozomu

» Nejrozsdhlejsi mutace — cely genom nebo jeho velkd Cdast (celé chromozomy) Haploid (N) _ Diploid [2N)

» Polyploidie — zndsobeni celé chromozomdini sady ] | | 18
» Za normdlnich podminek jsou vyssi organismy diploidni (2n) . '

» B&Znd u rostlin, u vyssich ZivocichU neni slucitelnd s Zivotem

» Polyploidni bunky — pficné pruhované svalstvo (syncytia - maiji vice jader); hepatocyty —
bunky s vysokou metabolickou aktivitou

iy

» Nuliplodie — Cervené krvinky Triploid (3M) Tetraploid (4N)

.

» Aneuploidie - stav, kdy chybi nebo prebyvd pouze néktery chromozom "] | | || ' |

Vznika pfi bunécném déleni nondisjunkci

v

Norndlni stav je dizomie

s

v

V pripadé, Ze jeden chromozom z pdru chybi — monozomie AL

v

Chromozom daného pdaru prebyva - frizomie



o/

Nejcastejsi aneuplodie

» Vrozené chromozomové aberace a aneuploidie
» 20-50 % viech poceti
» 50-60 % abort¥ v I. Trimestru
» 0,56 % zivé narozenych déti
» DownuUv syndrom
» Trizomie +21
» 33 % der(14;21) — Robertsonovska franslokace
Edvardsuv syndrom +18
Pataulv syndrom +13
KlinefelterOv syndrom (47,XXY)
Turnertv syndrom (45,X)

vV vvyyvyy

Syndrom Jacobsové (47,XYY)



Epigenetika




Epigenetika je nejistd
genetiko

Véda o stabilnich grevembllnlch)
genetickych modifikacich, ktere vedou
ke zméné exprese a funkce genu beze
zmeény sekvence DNA

Kazdd bunka v jedince mad stejnou
genetickou vybavu, ale liSi se expresi
jednotlivych genu

Umoznuje bunkdam s identickym
genotypem vznik odlisnych fenotypu a v .
prenos informace do dalsich bunék '; f| | i)’“ : f} 3
Epigenom zacind byt formovan v ranych | | N Vbl
fazich embryogeneze -z pluripotentnich ’l,,, u
bunék se vyvijeji bunky specializované .

Informace o zmeéndch v genoveé expresi
je specifickda pro dany bunécny typ

“ ” [ } ’1 ” ' ".' '/fl |” ;

|




Vyznam epigenetickych procesu

>
>
>
>
>
>
>
>
>

Bunécnd pamét o expresi genu
Genomovy imprinting

Alelické interakce

PoziCni efekt

Kompenzace ddvky genU
Obrana vU¢&i parazitim

Zdroj evolucni variability
Vyvojova plasticita

Fenotypovd plasticita = schopnost adaptace na prostfedi v pribéhu sveho
zivota (pr. Schopnost se ucit, cvicenim zvetsovat svaly)



Metylace DNA

Adice metylové (CH;) skupiny na 5. uhlik cytosinu
v CpG dinukleotidech

Metylace stabilizuje kondenzovanou konformaci
chromatinu — udrzuje geny v inaktivnim stavu

Metylace je zprostredkovdana pomoci DNA
metyliransferaz, substrdtem je S-adenozylmetionin

Reakce vede k vazbé metyl-DNA vazebnych
proteinU

Dulezitd role v genomovém imprintingu a
inaktivaci chromozomu X

Abnormalni hypermetylace CpG v promotoru
tumor-supresorovych genu muze vést k umliceni
jejich exprese a rozvoji maligniho naddoru

K léCbé nddorovych onemocnéni se vyuziva
inhibitoru DNA metyltransferdz

#QC\N/C\ DNA-metyltransferiza Oé,c.\ = \H

H N
] I
H H
i S-metylcytozia

Epigenetické umlCovani

nemetylovany promotor

/\G*E’; .

° - trangkripce mRNA —oy

transcripéni [ g // .19
translace r

faktor

hypermetylovany

promotor
o o gen
/—sz — g3
5
kondenzace promotoru
hypermetylovany promotor chromatin
(kondenzovany)

gen

3

_~—

5 3
CH;

e umliéeni genu
transcripéni
faktor




Metylace DNA

Kazdd tkan si zachovava urCity typ modifikace, kterd je
zachovdavana pomoci udrzovaci DNA metyliransferdzy.

U savcu je asi 10 % genomu metylovdno — 70-80 % CpG
oblasti

Nejvyssi hustota 5-mC je v oblastech heterochromatinu,

joko jsou centromery Ci subtelometrické sekvence DNA.

Vysoce metylované jsou faké DNA transpozony a - e ———— o ———uE s m—
retroelementy.

U savct CpG oblasti nahlouceny do tzv. CpG ostrovu, kieré Q000 Q0 00 00, ... QO
jsou soustfedény v oblasti promotorU, prvnich exonU genu .

(u Cloveka az 70 % promotorovych oblasti, zejmeéna
konstitutivné exprimovanych) — jsou méné metylované 0 Modern genome

1 LLILL

A

Cpi island

Ancastral genome

Evolucné se metylované oblasti ztrdcely deaminaci 5mC
na tymin

Na metylované oblasti se vazou specifické proteiny rodiny
vazebnych proteinU s umiCujicim UCinkem pro prislusné
genove oblasti (napr. MeCP2)

Mutace genu pro MeCP2 u Clovéka vyvolava Rettiy
syndrom: pro muze letdlni, u zen vazné neurologicke
postizeni (X vdzany gen)




Metylace DNA béhem vyvoje

» Béhem vyvoje dochdzi k vyraznym cyklickym zméndm metylace.

» Rozsdhld demetylace primordidinich zarodecnych bunék, a teprve pri zrani
gamet dochdzi k prudkému ndrUstu aktivity DNA-metyltransferdz i stupné
metylace genomu.

» Nejmensi frakce 5mC zUstavd v promotorech imprintovanych gend — k imprintu
zrejmé dochdzi prfi meioze a je pohlavné specificky

» K dalsi globdlnim metylacnim zmeéndm dochdzi po fertilizaci a béhem Casné
embriogeneze



% CpG methylation
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Histonové modifikace — struktura chromatinu

Histony jsou primarni proteiny zprostredkovavajici uspordddani DNA v chromatinu
» Euchromatin - transkrip&né aktivni oblasti DNA
» Heterochromatin — prevdzné umicené sekvence DNA
» Konstitutivni — vysoky obsah repetitivnich sekvenci
» Fakultativni — programované umiceni chromozomU nebo jejich Use
Zakladni jednotkou chromatinu jsou nukleosomy (,,kordlky na nifi*)
» Infernukleosomdlni histon H1 sklddd chromatinove vidgkno
» Jadro nukleosomu tvori ¢tyri rzné histonové proteiny - H2A,H2B, H3 a H4
Vsechny nukleosomdlni histony jsou evolu€né vyznamné konzervativni z hlediska délky i slezeni aminokyselin

2A,H2B, H3 a H4 maiji na karboxytermindlnim konci globuldrni doménu, umoznuijici interakci histonU s DNA, a
aminotermindini konce vybihaijici z nukleosomu s pozitivnim elektrickym ndbojem a obsahem lyzinovych rezidui.

Amino konce predstavuji mista vétsiny posttranslacnich modifikaci histonU




Histonove modifikace

Modifikace histonu vedou k tvorbé
franskripcné neaktivniho heterochromatinu
Ci jeho rozvolneni

Aminokyselinova rezidua ve specifickych

pozicich aminotermindlnich koncu histonU
se podrobuji fadé posttranslacnich
modifikaci, jako jsou acetylace (aktivace),
metylace (aktivace, represe), fosforylace
(aktivace), ubiquitinace (aktivace,
represe), sumoylace (represe)

NejCastéji modifikované aminokyseliny R =
arginin, K = lyzin, S = serin

Reverzibilni modifikace — histon acetyldza x
histon deacetyldze, histon metyldza x
histon demetyldza ...

Upravy histonu jsou reverzibilni a mohou
podle fyziologickych nebo
environmentalnich zmén meénit stavy
genove exprese — adaptacni mechanismy @® Methylation ) Ubiquitination
bunky i organismu

Acetylation Deiminction

) Phosphorylation



Acetylace histonu

» Acetylace histonU zpUsobuje snizeni pozitivnino ndboje histonového
aminotermindiniho konce, coz vede k méné kondenzovanému
chromatinu a zvysené pristupnosti DNA pro franskripcni faktory

» Klécbé nddorovych onemocnéni se vyuzivd inhibitord histon deacetyldz



Telomery

» repetitivni sekvence na konci chromozomu, bohaté na G
» role v bunéCném cyklu — zkracovani telomer je znakem starnuti

» telomerdza - enzym schopny prodluzovat telomery, aktfivni v
zarodecnych a nddorovych bunkdach

» zkrdceni telomer ,,a0z na dren' — konec déleni
» selhdni , kontrolnino bodu' — nddorove riziko

» epigeneticky — heterochromatin — pozicni efekt

DNA telomeric region



RNA inferference (RNAI)

‘ Geny miRNA
/

CYTOPLAZMA ,  JADRO JEENNENNENNENRNER
/

- , Zastaveni translace Degradace mRNA }
» Proces, pri kterem AN A 4 RNA polymeréza i Traneknnee
interferuji (paruji se) . (RSO - j

i 444 Pri-miRNA
”llllll][l]”]l@
@

nekodujici molekuly RNA s
cilovymi Useky mRNA, coz N
mMa za ndsledek post-
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. v . o e . , \ . Drosh .
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/ miRISC Inkorporace \ : Pre-miRNA
PIRNA ...) \ S
- i i Degradace *. 3 *\\ 3,111[]][][1[][1]
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, 3 5 Maturovana miRNA g Z =
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pOd||ej| Nna regUk]Ci ¥ miRNA/miRNA* duplexﬁ
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Tir-200 Mir33  mis
mir-155 Mir-320 mir.5;,

Disrupting cellular energetics

\6’”’“ mir-7  mir-21

mir,
iy

Evade apoptosis

mh‘»l"‘gz m""‘ Mlb
Mir-14
Mir-g

HuR EGFL7 cdké
DACT3 ska2 KRAS

HNSCC

Cervical cancer

Normal cell

Fibrotic cell
Tumor cell
Apoptotic cell
Blood vessel
Mitochondria
Tul/Tu2 cells

Macrophage

Dendritic cell
2 Growthsignal

% Anti-growth signal
Cytokine/Chemokine
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Variabilita
geneticko-
genealogickych
variant
demonstrovana
na medvidcich
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