Mutace, mutagenni faktory,
genotoxicita

F1GE1 - Aplikovana genetika



Mutace

Zmena v genotypu

Obvykle nahodny, neusmérnény proces

U vS8ech organismu (od viru az po Clovéka)
Vznikaji spontanné nebo jsou indukovany
mutagennimi faktory



Rozdéleni mutaci

« Spontanni x indukované

* (Genové x chromozomalni x genomoveé
« Somatické x gametické

« Synonymni X nesynonymni

* V kodujicich x nekodujicich sekvencich

* Dle uCinku na mnozstvi a aktivitu proteinu
« Evoluéni hledisko



Rozdéleni mutaci dle vzniku

« Spontanni
- vznikaji samovolng, frekvence je mala
- chyby pfi replikaci
- DNA polymeraza je presna (10°7)
- reparacni mechanismy

Tautomerni prechody

- méné obvyklé strukturni formy bazi

- tvorba vodikovych vazeb s nespravnymi nukleotidy
- enol forma thyminu se paruje s G misto A

- imino forma adeninu se paruje s C misto T
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Rozdéleni mutaci dle vzniku

Indukované

- vznikaji pusobenim faktort vnéjSiho prostredi:
fyzikalni, chemické nebo biologické mutageny
- frekvence je vySSi nez u spontannich



Mutacni rychlost

« pravdéepodobnost nahodného vzniku mutace v urCitem
konkrétnim vztahu vazana na bunku Ci organismus a na
jednu generaci

* Viry
DNA viry 1076 az 1078 na bazi/generaci
RNA viry 1073 to 107

« Prokaryota 6-103 az 4-107 bazi za replikaci



Mutacni rychlost u Cloveka

* pro nukleotidove substituce v lidskem genomu
radoveé1-10¢

* 61 novych nukleotidovych subtituci v celéem genomu
na jedince

* Rozdil mezi mitochondrialni a genomovou DNA

« Mitochondrialni DNA~3:-107° na bazi/ generaci
(pocitano na 20 let)

« Genomova DNA ~2'5 108 na bazi/ generaci



Vzajemna nezavislost mutaci

* mutace v kterémkoliv bode genu probiha nezavisle na
mutacich v jinych bodech genu



Rozdeleni dle urovne postizeni

« (Genove - zmeny v geneticke informaci, ktere probehly
na urovni genu

 Jednobodové mutace
 Vicebodové mutace

* Mutace menici smysl| kddu
« Mutace menici cteni kodu



Klasifikace genovych mutaci

Bodové
* |nzerce — vsunuti noveé baze

» Delece — ztrata jedne baze
« Substituce

ST

Tranzice Transverze
vymena purinove vymeéna purinove baze
baze za purinovou za pyrimidinovou




Mutace

Mutace genove - substituce

transkripce

i

asparagin Stop kodon tyrozin tyrozin
defektni nekompletni normalni normalni  protein
s chybnym smyslem non sense ticha wild type

(missence) (samesence)



Mutace genove — inzerce, delece
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...CACGACAA...

transkripce

44| inzerce

. [GTGCCCTETT.
..CACGG /

% | delece

mRNA

Cteci ramec

..GUG CCC UGU U... +1

kodony

A

= . [GUG CUE/UUL. zl



Mutace genoveé - priklady

« substituce (missense)

« uvnitf kddujicich sekvenci
» srpkovita anémie
« GAG—HGAT .... glu—val ... HbS

« vné kodujicich sekvenci

* hemofilie B

« A—G v oblasti promotoru genu pro faktor IX
« zmeéneneé mnozstvi produktu



Mutace genoveé - priklady

substituce (nonsense)

vznik stop kodonu — abnormalni produkt
neurofibromatdza NF1
CGA—TGA .... arg—stop v nadorové supresorovém genu



Mutace genoveé - priklady

 delece, inzerce

« posun ¢teciho ramce (frameshift)
« ruzny pocet bazi (ne 3 ani jejich nasobek)

« krevni skupiny
« delece GTG".... posun &teni v alele A— 0

« Tay-Sachs
* inzerce 4 paru bazi... frameshift — stop kodon

« 3 baze nebo jejich nasobek
» cysticka fibroza
 AF508 — chybi fenylalanin



Mutace genoveé - priklady

« delece velké Casti genu
* Duchenova svalova dystrofie

» rozsahlé inzerce a delece

* nerovnomeérny crossing over nebo vymena mezi sesterskymi chromatidami
(aberantni rekombinace)

« delece alfa globinového genu u alfa talasémie
» delece pigmentovych genu u barvosleposti
* delece Rb1



mutace v genu Rb1 (retinoblastom) mutace v genu pro dystrofin

(svalova dystrofie)



Rozdeleni dle urovne postizeni

e Chromozomalni — zasahuje do chromozomu a meéni
jejich tvar Ci strukturu

e Strukturni aberace

* Pr: delece, duplikace, inverze, translokace,
fragmentace, ring chromozom, izochromozom, marker
chromozom
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Transkolace

Balancované — mnozstvi genetického materialu zustava
zachovano

Nebalancovane — mnozstvi genetickeho materialu neni
zachovano (napf. dojde ke ztraté) — nemusi se klinicky
projevit, ale prenos na potomstvo — embryonalni
mortalita, postizeni

Reciproké — vymeény mezi dvema nehomolognimi
chromozomy

Robertsonské — fuze dvou dlouhych ramen
akrocentrickych chromozomu (po ztraté kratkych
rameének), napr. fuze 14q a 21q



Robertsonska translokace
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* |zochromozom — ma duplikované jedno rameno, zatimco
druhé je deletované. Vznika chybnym (pricnym)
stepenim centromery (namisto podelného) v druhém
meiotickem deleni nebo v mitoze

|lzochromozom
i(Xp)
# <
ﬁ N ixa)
Normalni rozdéleni
v anafazi Abnormalni rozdéleni -
vznik izochromozomu
Xp a Xq

* Pr: izochromozom pro dlouha ramena X chromozomu, pfitomny u néktrych
pacientek s Turnerovym syndromem
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Marker chromozom — maly, nadpocCetny chromozom jehoz
puvod nelze standardnimi cytogenetickymi technikami urcit (je
ruzny, napf. produkt Robertsonské translokace)
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Rozdeleni dle urovne postizeni

* Genomove — odchylka od standardniho poctu
chromozomu

 Pr: numerické aberace

« Polyploidie — u obratlovcu vzacna (u nékterych zab),
vyuziva se ve Slechtitelstvi rostlin (vétsi vzrust a
zivotaschopnost, atd.)



Rozdeleni dle urovne postizeni

* Genomove — odchylka od standardniho poctu
chromozomu

* Pf:. numerické aberace

* Aneuploidie
- pohl. chromozomu (Turner, Klinefelter)
- autozomu (Down, Edwards, Patau)



Rozdéleni dle mista vzniku

« Gametickeé — prenasi se na dalSi generaci (dedi¢na
onemocneni)

- projevi se napr. snizenim plodnosti, mortalita embryi,
spontanni aborty

« Somatické — béhem prenatalniho vyvoje (VVV, aborty),
postnatalne napr. onkologicka onemocneni



Rozdeleni dle dopadu na expresi

Synonymni — tzv. ticha mutace
- zmena v tripletu ktera nemeni AMK

Nesynonymni — dojde ke zmeéne AMK

konzervativni - zameéna za aminokyselinu s podobnymi
vlastnostmi

semikonzervativni - zamena za opacnée nabitou
aminokyselinu

radikalni - zamena za zcela odliSnou aminokyselinu



Podle uCinku mutovane alely na
mnozstvi nebo aktivitu enzymu

* Hypomorfni — z genu vznika stejny produkt, ale v
mensim mnozstvi

« Amorfni — produkt genové exprese neni funkcni

* Neomorfni — produkt s novou funkci

« Antimorfni — opacny ucinek

* Hypermorfni — identicky produkt ve vyssim mnozstvi



Z evolucniho hlediska

Mutace selekcné vyhodne- zvysi reprodukcni
schopnost daného genotypu vuci ostatnim genotypum

Mutace neutralni — neovlivnuji reprodukcni schopnosti
hostitele

Mutace selekéne nevyhodne — mohou vest k poruse
az ztrate funkce genu, snizuji reprodukcni schopnost
nositelu mutace

Mutace letalni — jsou bud pricinou smrti jedince
(plodu), nebo vedou pouze k ztrate schopnosti se
reprodukovat



Poznamka k evoluci...

« Vetsina mutaci je selekCne neutralnich, neprojevuji se
ve fenotypu

« Selekéne negativnich mutaci je vice (nez pozitivnich)

* Rychlost evoluce je dana pouze frekvenci novych

mutaci a pravdépodobnosti jejich fixace pusobenim
genetického driftu
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Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

BIOHAZARD




Mutageny
» Faktory schopné zpusobit mutace
* Primé mutageny - pusobi mutagenné pfimo

* Neprimé mutageny - nepusobi mutagenné pfimo,
nejprve musi byt preménény (metabolizovany) na
vlastni mutagenni formu, nebo vedou ke vzniku
faktoru, které jiz jsou samy o sobé mutagenni



Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

Fyzikalni — teplo, UV zareni, ionizujici zareni (vznik
chromozomovych zlomu)

kosmické zareni (protony, jadra helia, elektrony,
neutrina)

radioaktivni prvky v pudé, atd.



Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

« Chemicke
- aromatické uhlovodiky (tabakovy kouf, spalovani)
- barviva - napr. akridinova barviva
- organicka rozpoustedla
- nékteré drive bézné uzivané latky - napfr. soucasti plastu
(PCB), hnojiv, herbicidu, insekticidu (DDT) nebo i IéCiv
- bojoveé latky (yperit)



Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

« Chemicke
- dusitany (sodny, draselny = E249, E250).

- vznikaji z nich karcinogenni nitrosaminy (souvislost s
vyskytem rakoviny tlustého stfeva a konecCniku)

- smazené pokrmy (akrylamid vznika pfi teplotach nad
100 C)



Rozdéleni chemickych mutagenu

Mutageny pusobici jen béhem replikace:

Analogy bazi = latky s podobnou chemickou strukturou jako
baze nukleotidu

béhem replikace se zacClenuji do DNA, ¢imz dochazi (diky
jejich odlisné strukture) k chybnému parovani bazi
mutace vznikaji jako dusledek téchto chyb

* pr: 2-aminouracil a 5-bromouracil (5-BU je analog thyminu)



Rozdéleni chemickych mutagenu

« Mutageny pusobici jen béhem replikace :

« Akridinova barviva — pf. proflavin, akridinova modfr

« dojde k posunu cCteciho ramce, protoze se inkorporuji mezi
par bazi beéhem replikace



Rozdéleni chemickych mutagenu

 latky mutagenni pfi plusobeni i na nereplikujici se DNA:

« Alkylacni latky

- jsou zdrojem alkylovych skupin

- napr. dusikaty yperit

- dojde ke zméné parovani bazi

- alkylacni latky mohou vyvolat vSechny znameé typy mutaci vc.
chromosomalnich zlomu a chromosomalnich prestaveb



Rozdéleni chemickych mutagenu

 latky mutagenni pfi plusobeni i na nereplikujici se DNA:

« Deaminaéni latky
 principem je deaminace adeninu, guaninu a cytosinu
* méni se schopnost baze vytvaret vodikové mustky

» dochazi k tranzicim v obou smérech (C-G na A-T a také A-T
na C-G)

 pr. kyselina dusita a dusitany



Rozdéleni chemickych mutagenu

 latky mutagenni pfi plusobeni i na nereplikujici se DNA:

« Oxidy dusiku
— vznik béhem spalovani fosilnich paliv
* Dusitany
— potravinarsky prumysl (konzervanty)
* Hydroxylacni Cinidla
— cytosin se muze zménit na hydroxylaminocytosin
— ten vytvari par s adeninem — tranzice C-G na A-T



Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

« Biologickée

* Viry

- nekteré viry (retroviry) se mohou zaclenit do genetické informace
infikované bunky

- naruseni sekvence strukturniho genu, nebo jeho regulacni oblasti,
promotoru, ...

- nesou vlastni onkogeny (DNA viry) nebo prenasi bunécné
protoonkogeny (RNA viry)

RNA nadorové viry (retroviry)

RNA viru prepsana RT do DNA— integrace do genomu hostitelské
buriky (replikace a transkripce v hostitelské bunce)

pr: virus Rousova sarkomu



Mutagenni faktory vnejsiho prostredi

« Biologicke
* Mobilni genomové elementy (transpozony a retrotranspozony)

- mechanismus ucinku je podobny retrovirm, tzn. inzerce na
misto v genomu, kde dojde k poruseni sekvence strukturniho
genu, regulacni oblasti, atd.



Mutageneze

« Nahodna (nespecificke mutageny)
« Cilena (transpozony, atd.)

« Pouziva se ve vyzkumu (pro odhaleni funkce genu,
studium jejich regulacnich sekvenci), Slechtitelstvi
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Genotoxicita

Potencialni skodlivé ucinky na geneticky material

* Necistoty v léCivech (meziprodukty jejich vyroby,
zbytkova rozpoustédia, atd.)
« Léciva (predevsim cytostatika, radiofarmaka)

* Metabolity leCiv



Genotoxické necistoty v IéCivech

Rivaroxaban

0
Cl
- modelove lecivo 0 'ﬂ—@—'}\j\/ S
\ $ NH .
0
« antikoagulancium (sniZzeni sraZlivosti krve = fFedéni krve®) 0
* pouziva se:

- k prevenci zilni trombdzy, napf. pii naroénych operacich, jako je celkova vyména kyéelniho nebo
kolenniho kloubu
- k prevenci mrtvice nebo systemove a plicni embolie
- vyroba G&inné latky probiha vicestupfiovou syntézou (konktrétné 6 stupfiti)

» denni davka lé¢iva se pohybuje od 10 do 20 mg denné



Genotoxické necistoty v IéCivech

Rivaroxaban O)L o
- modelove lecivo o ‘N—O—N\j‘\/ ]/‘j
\ < NH
x
+ v procesu vyroby se vyskytuji tyto potencialni genotoxiny: 0 0
meziprodukty
RIV1 RIV22 RIV2 RIV

M=203.05824 M=222 06351 \<192 DB M=395.14512 oH

2-anilinoethanol anilin
M1=137.024086 WM=93.05725
@jﬁ;,\oﬂ NN « jedna pfevazné o aromatické aminy, ale
a G/'/ nachazi se zde i o nitro slouéenina a epoxid

suroving degradant suroviny



Genotoxicita lécCiv

Rozdéleni dle ucinku na DNA:

Alkylacni Cinidla

Platina a jeji derivaty

Antimetabolity

Inhibitory topoisomerazy a interkalacni Cinidla



Alkylacni Cinidla

* Jsou zdrojem alkylovych skupin
 dochazi k tvorbé kovalentnich vazeb

« alkylace DNA zpUsobuje napf. odlouceni purinové baze, jedno
| dvouretezcove zlomy DNA, vnitrni vazby v rfetézci Ci mezi
retezci

« dochazi k poSkozeni genetické informace
« ucinnost alkylacnich cytostatik je zavisla na aktivite
reparacnich mechanismu jednotlivych nadorovych bunék

Pr. chlorambucil, cyklofosfamid, ifosfamid



Platina a jeji derivaty

* nealkyluji v pravém slova smyslu — nemaji alkylovou
skupinu — pouze podobny ucinek jako alkylacni Cinidla

« vazi se s DNA za vzniku interkalacnich vazeb
znemoznujicich replikaci a reparacni pochody

Pr: Cisplatina, karboplatina, oxaliplatina



Antimetabolity

* Analoga pyrimidinu

- inhibuji thymidylat syntazu

- inhibuji DNA polymerazu

- inhibuji ribonukleotid reduktazy (Gemcitabin)
- Iinhibuji metylaci DNA

Pr. 5-fluorouracil, capecitabin, gemcitabin



Inhibitory topoisomerazy a
interkalacni Cinidla

* Inhibitory topoizomerazy |
— Topotecan, Irinotecan
 Inhibitory topoizomerazy I
— Etoposid
* Inhibitory izomerazy Il + interkalatory
— Antracykliny (antracyklinova ATB)
—kmeny bakterii streptomyces
—kromeé inhibice T Il pusobi téz interkalaéné
— Doxorubicin, Epirubicin



Testy genotoxicity

* [n vitro, in vivo

« Amesuyv test (reverzni mutace u histidin-deficientnich kmenu
Salmonella typhimurium)

« SCE (testovani vymény sesterskych chromatid)

« Micronuclus test (pusobenim mutagenl dochazi k tvorbé
chromozomovych fragmentu bez centromer. Tyto acentrické
chromozomy nejsou béhem mitdzy zavzaty do jadraa v
cytoplazmé vytvafri tzv. mikrojadra)

« DalSi viz seminar z toxikologie ©
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Vymezeni pojmu

« Mutageneze — pusobenim mutagenu dochazi k poskozeni DNA

Teratogeneze - poruchy prenatalniho vyvoje, které vedou ke vzniku
vyvojovych vad

- zpusobena teratogeny:
fyzikalni- ionizujici zareni, vysoka teplota

chemické - potencialnimi teratogeny jsou vSechny latky s
mutagennim ucinkem

» Contegran (Thalidomid) — malformace koncCetin, usi a dalsi vady

» antiepileptika — az 10% riziko postizeni plodu vrozenymi vadami —
rozstepy rtu a patra, patere

« antibiotika — streptomycin, tetracyklin

« cytostatika

« alkohol — fetalni alkoholovy syndrom (opozdéni psychomotorického
vyvoje, neklid a dysmorfie obliCeje — uzkeé ocCni stérbiny, dlouhé
philtrum)



Vymezeni pojmu

« Teratogeneze

» biologické:

» Infekce - nejvétsi riziko predstavuje primoinfekce matky a plodu na
pocCatku gravidity

« pritomnost protilatek v krvi matky po prodelaném onemocneéni nebo
oCkovani pred graviditou plod zpravidla pfed infekci chrani

 virus zardének (postizeni CNS, srdeCni vady), herpes virus,
cytomegalovirus, HIV

» toxoplazmoéza (o€ni vady, poSkozeni CNS), syfilis

* Nemoci matky
« diabetes mellitus
« fenylketonurie u matky



Vymezeni pojmu
« Karcinogeneze

« vznik a vyvoj nadoru

 slozity nekolikastupnovy proces

« podili se genetické faktory + vlivy vnéjSiho prostredi

* U nékterych druht nadoru se uplathuje dédi¢na slozka
(mutace specifickych genu), ale na rozvoj ma vliv zivotni styl
a faktory vnéjSiho prostredi

« kazdy karcinogen je mutagenem, ale ne u kazdého mutagenu
byla prokazana karcinogenni aktivita!
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Onkogeny

« protoonkogeny

* geny s prirozenou funkci - kontrola bunécného rastu a proliferace
* napf. rustové faktory, jejich receptory, tyrozinkinazy

« proteiny regulujici bunecné déleni

« proteiny zajiStujici komunikaci a prenos signalu

« protoonkogen se zmena na onkogen, pokud dojde napf. k:
* bodové mutaci

« chromozomalni translokaci Ci inverzi

» zaclenéni retroviru

. stadi zmé&na v jedné kopii— mutace ma DOMINANTNI charakter



Tumor supresorove geny

» blokuji rust bunék a jejich déleni
» kontrola bunécného rustu a proliferace

« pro ztratu funkce nutna mutace v obou kopiich— mutace ma RECESIVNI
charakter

* Rb1

* retinoblastom (pokud je zde dédiCna mutace a navic dojde jesté k
somatické mutaci, vznika ztrata heterozygozity (LOH, loss of
heterozygosity)

« TPS53
* o0znacovan jako strazce genomu
* reguluje geny, které pri poSkozeni DNA zastavi bunécny cyklus



Mutatorové geny

e geny pro reparaci DNA
« odpovidaji za jeji opraveni
* udrzuji stabilitu genomu

« pro ztratu funkce nutna mutace v obou kopiich— mutace ma RECESIVNI
charakter



Dekuji za pozornost




