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Program

I. Cast: II. Cast - priklady:
B definice molekularni B geneticka analyza
patologie imunoglobulinoveého
m funkcéni klasifikace receptoru
mutaci B molekularni
B rozdéleni a patogeneze
charakteristika pretizeni Zzelezem

efektl




Patologie (=klasicka patologie,
patologicka anatomie)

obor studujici patogenezi nemoci a jejich
etiologii
B patogeneze nemoci = soubor dé&ju, které provazi

vznik nemoci a vyvoj chorobnéeho stavu, soubor
morfologickych a funkcnich zmen

B morfologické a funkCni zmeény nelze striktnée
oddelit (patologicka anatomie vs. patologicka
fyziologie)

diagnosticky obor zabyvaJ|C| se

diagnostikou nemoci a prlcm umrti na
makro- a mikroskopické urovni

B na Urovni organismu, orgdnu, tkani a bunék




Metody klasickeé patologie

pitva — inspekce

nekropsie (post
mortem)
biopsie (in vivo)
B (imuno)histochemie
B mikroskopie

O svetelna

O elektronova

O fluorescencni




Molekularni patologie

studium patogeneze (a diagnostika)
nemoci na molekularni drovni

B nukleové kyseliny

B proteiny

objasnéni proc a jakym
mechanismem vede zména sekvence

DNA ke konkrétnim patologickym
projevim




Lekarska genetika

obor zabyvajici se vétsinou monogennimi
(mendelisticky dedénymi), vrozenymi
nemocemi

B geny velkého ucinku (1 gen = 1 nemoc)

napln oboru:
patogeneze
diagnostika a predikce
poradenstvi

screening
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Metody molekularni patologie

OO0 PCR

m + RFLP, heteroduplexy, \
SSCP, DGGE, ...... \

sekvenovani

microarrays

hybridizace

RNA/real time PCR ‘

klonovani, transfekce,

mutageneze

izolace, separace proteindg,

blotting, ......

detekce apoptozy

B DNA fragmentation
TUNEL, ...... :

O 0O O00O00




Lokalizace mutaci / pozice v
genu

5 UTR (promotor)
B kvantitativni efekt?

exon
B kvalitativni, kvantitativni efekt?

iIntron
B kvalitativni, kvantitativni efekt?

3" UTR
B stabilita mRNA?




Klasifikace mutaci - strukturni

delece (1bp — MB)
inzerce (+ duplikace)
zameny bazi (ev. SNP)
B missense (zamena AK)

B nonsense (stop kodon)
B splice site (exon/intron splicing site)

vsechny typy mohou vést k posunu
cteciho ramce (frameshift)




Klasifikace mutaci - funkcni

ztrata funkce (loss-of-function)

B produkt genu je nefunkcni Ci je jeho
funkce nedostatecna

ziskani nové funkce (gain-of-function)
B produkt genu ma abnormalni funkci

gene dosage effect

B odstupnovany efekt podle mnozstvi
produktu




“Loss-of-function” mutace

recesivni fenotyp

B 50% mnozstvi produktu staci

B vetSina vrozenych chorob metabolismu
O nemocni/prenaseci

celd Fada DNA zmé&n muzZe vést k

loss-of-function efektu




Mechanismy vzniku “loss-of-

function” efektu

[
[
[
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delece celeho genu
delece casti genu
poruseni struktury

B translokace

B inverze

inzerce do genu
porucha transkripce
promotorova mutace
snizujici mRNA
pokles stability mRNA

inaktivace mista
sestrihu

O O OoOo00d

vytvoreni ,
alternativniho mista
sestrihu

frameshift translace
nonsense mutace
missense mutace

porucha posttranslacni
modifikace

orucha celularni
okalizace

porucha
parenteralniho
Imprintingu a metylace




“Gain-of-function” mutace

zména DNA, ktera vede k vytvoreni
néjake nove kvality
dominantni fenotyp

B typicky beéhem maligni trasnformace
(mutace onkogenu vs. supresoru)

dominantné negativni

B nejen ztrata funkce produktu jedné alely,
ale navic blokada funkce produktu
normalniho




Mechanismy vzniku “gain-of-
function” efektu

zmena afinity k expanze
substratu, event. trinukleotidoveho
vazba jiného repeatu (CAG),
substratu strukturalni
overexprese genu abnormalita
receptor mUItlm%I‘leyCh
nedegradovan, proteinu

trvale obsazen vznik chimerického
iontovy kanal genu

neustale otevren neznamy




“Gene dosage” mutace

tyka se véetsinou genu, jehoz produkt:

B je soucasti signalnich nebo metabolickych
kaskad

B soutézi s jinymi béhem embryonalniho vyvoje a
v metabolismu

B funguje ve stochiometrickém pomeéru s jinymi
na X-chromozom vazané nemoci
B napr. hemofilie

chromozmalni numerické aberace




Dusledky numerickych aberaci
(0
chromozomu

polyploidie

B triploidie (69, XXX, XXY, XYY)
O cca 2% poceti, Casny potrat

aneuploidie

B gonozomalni

O XXX, XXY, XYY

B normalni o¢ekdavana délka zivota, poruchy
fertility
[1 45, X

B 99% letdlni, jinak poruchy fertility a fyzické
Zzmeny




B autozomalni

O nulisomie (chybéni paru chromozomu)
B preimplantacné letalni
O monosomie (chybéni 1 chromozomu)
B embryonalné letalni
O trisomie (1 chromozom navic)
B az na vyjimky vétSinou embryonalné Ci fetalné letalni
= trisomie 13 (Pataulv syndrom) - ¢asné poporodni
umrti
» trisomie 18 (Edwarduv syndrom) - ¢asné
poporodni umrti
» trisomie 21 (Downuv syndrom) — doziti cca 40 let




Vztah mezi mutacemi a syndromy

klinicky jednotny syndrom:
B heterogenita lokusu
B alelicka heterogenita




Syndrom diabetes mellitus vs. jeho
geneticka dispozice — priklad 1
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Experimentalni molekularni
patologie — priklad 2

gen pro ,
imunoglobulinovy

RAGE

VAYAVAVMAYAVAVAYAV lﬂmﬂmﬂﬂm receptor
B vazba ligandu, ktery je
- b zvysSeneé pritomen u
| B nemocnych

aktivace signalni kaskady
kooperace s jinymi
receptory a enzymy

nZZ.l
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nZl.2
pal.l
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gll.1
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g1z
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SNP mapa genu pro receptor

kvantita exprese

G320R
2117AG R385G
374T/A D224A/G
_429T/C hon T187P H305k S 2
l ‘ 22‘19""/@ 1 3089ACdel
4

n ; 1704G/T
promotor exon 1 6 7 18 9 10
LY_) 1727A1728ins t +196G/A
63bp del S D R365S
2184AIG
R369G
G/A

afinita k ligandu

[0 genotyp / haplotyp
B = souhrn alel na jednom chromozomu
O slozeni heterozygoti




Co z toho vyplyva ???

vysledky

B ruzna frekvence
mutaci u nemocnych
a zdravych

B ruzné frekvence
kombinaci genotypu
(resp. haplotypu) u
nemocnych a
zdravych

interpretace
vysledkd

B rizikovost
jednotlivych alel a
celych haplotypu

B rozdilné prezivani
nemocnych (=
prognostické vyuziti)

B jina odpovéd na
terapii (=
farmakogenomika)




Molekularni patologie pretizeni
zelezem - priklad 3

dlynula

distrubuce

nladin zeleza

v populaci

B polygenni
znak

osoby s

hereditarni

hemochroma-

tdzou

B monogenni
nemoc

mnozstvi
feritinu

zvysSené riziko

n
kapacita
med /k

antioxidac¢ni

strevni
absorpce
zeleza

med plazmaticka
hladina
transferinu
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Regulace prijmu zeleza a
mechanismus strevni absorpce

Fe** P
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stfevni lumen

JATRA

osa HFE/TR1 — hepcidin  §
osa TTR2 - heaalin

BUNKY STREVNICH stfevni absorpce

KRYPT @ Zeleza HYPOXIE
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Mutace v HFE genu




Mutace / polymorfismy v
kandidatnich genech

souhrn vsech variant vytvari
polygenni kvantitativni znak =
plynulou distribuci hladin zeleza v
organizmu

homozygotni mutace C282Y v HFE
genu charakteru ,loss-of-function™
vede k monogenni chorobe -
hereditarni hemochromatodze




Diagnosticke vyuziti
molekularni patologie

onkologie

B detekce zbytkové choroby po chemoterapii
(MRD) a relapsu

B zpresnéni klasifikace tumord

O chromosomalni translokace, mutace onkogend,
supresorovych a reparacnlch genu

B RT-PCR detekce bcr-abl mRNA (£(9;22))
B mozaicismus po allogenni BMT

hematologie
B familiarni trombofilie

[0 Factor V Leiden, protrombin 20210A, C677T
MTHFR,




mikrobiologie

B detekce vird
O EBV, CMV, HIV, HVB, C, ......

m detekce bakteridlnich patogend
[0 Helicobacter pylori, Mycoplasma tuberculosis, ...

metabolismus a kardiologie

B /D ACE, MTHFR, apo(a), apoB, LDL receptor,
diabetologie

m HLA DB, DQ




