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Mutace jako pricina geneticky
podminénych onemocnéni u cloveka -
priklady

Mutace u cloveka — primarni podstata genetickych
patologickych stavil

(chorobné stavy s mutaci genetické informace rtizného
druhu, rozsahu a lokalizace)

1/50 novorozencl — VVV
1/100 — monogenni choroba
1/200 — chromozomova aberace




Geneticky podminéna onemocnéni u
cloveka - typy

1. Monogenni choroby (AD, AR, vazaneé na pohl.
chromozomy)

2. Chromozomalni aberace

3. Patologicke stavy s multifaktorialnim typem
dédicnosti (cukrovka, arterioskleroza)

4. Geneticke poruchy somatickych bunek (nadory)
5. Mitochondrialni geneticke poruchy




Mutace lidskych gent v populaci
Co ovlivhuje rozsireni skodlivé mutantni alely v
populaci ?
(PP+2pg+g°=1) p+q=1
Pr. fenylketonurie 1/10 000 g2 = 0,0001 g = 0,01 2pqg = 0,02, tj. 1 na 50
A. Heterozygotni vyhoda — selekcni vyhoda oproti obéma

homozygotlm (napr. srpkovita anémie, cysticka
fibroza)

B. Vysoka mutacni rychlost (napr. Duchennova muskularni
dystrofie)




Srpkovita anémie — strukturni varianta
hemoglobinu - heterozygotni vyhoda

Normal red blood cells Sickled red blood cells

sickle cell disease results from a single base change. Hemoglobin carries oxygen
roughout the body. When normal (a), the globular molecules do not aggregate, enabling the
o assume @ rounded shape. In sickle cell disease (b), a single DNA base change replaces
6 amino acid in the protein with a different one (valine replaces glutamic acid). The result is
achange in the surface of the molecule that causes hemoglobins to aggregate info long,

arved rods that deform the red blacd cell. Sets of 14 rods twist together.

Beta chain

Heme group

Alpha chain Heme group

Alpha chain

HbA/HbA - homozygoti
HbA/HbS — heterozygoti
HbS/HbS - srpkovita anémie

(poruchy mikrocirkulace, infarkt
kostni drené, poskozeni tkané)

Onemocnéni malarii

(infekce plazmodiem)

HbA/HbA : HbA/HbS
1,46 : 1




table 11.3

Mutation Rates of Some Genes That Cause Inherited Disease

Mutations per
Million Gametes Signs and Symptoms

X-linked

Duchenne muscular dystrophy

Hemophilia A

Hemophilia B

Autosomal Dominant
Achondroplasia
Aniridia

Huntington disease
Marfan syndrome
Neurofibromatosis type 1
Osteogenesis imperfecta

Polycystic kidney disease

Retinoblastoma

10
2.6

3

4-6

40-100

10

60-120
5-12

Muscle atrophy
Severe impairment of blood
clotting

Mild impairment of blood clotting

Very short stature
Absence of iris

Uncontrollable movements,
personality changes

Long limbs, weakened blood
vessels

Brown skin spots, benign tumors
under skin

Easily broken bones

Benign growths in kidneys

Malignant tumor of retina




DUsledky genovych mutaci u dédicnych
onemocnéni cloveka

Substituce nukleotidi (bodové mutace

Mutace ménici smysl kodénu (substituce aminoky-
selin)

Nesmyslné mutace (pfedcasné stop kodény)

Mutace zpracovani RNA (ni¢i sestfihova mista, mis-
ta pripojeni cepicky, polyadenylaéni mista nebo
tvori krypticka mista sestfihu). Abnormalni se-
stfih vede ¢asto k posuntim ¢tectho rdmcee a vzni-
ku predcasnych stop kodénd.

Mutace regulace ovliviiujici vazbu transkripénich
faktort, kontrolu transkripce nebo dalsi aspekty
genoveé exprese

Delece a inzerce

Adice nebo delece malého poctu bazi
— Neni-li pocet bazi, jichZ se tyka, nasobkem 3,
zpusobuji posun ¢teciho rdmce
— Je-li pocet bazi, jichZ se tykd, ndsobkem 3, zpt-
sobuji ztratu nebo zisk kodént a nasledné i ami-
nokyselin ve vyslednych produktech
Vetsi genové delece, inverze, fuze a duplikace (mo-
hou byt zprostfedkovdny homologii sekvenci
v ramci jednoho vldkna nebo mezi vlakny DNA)
Inzerce elementu L1 nebo Alu (narusi transkripci
nebo prerusi kédujici sekvenci)
Expanze trinukleotidovych repetic




G to GC in this example)
5

T

3.» A ; ; CR R ’
(0] ’
D u S I ‘ d k ‘ n OV C h ¢){ Missense mutation (Jhange from one amino acid to another; here a transition
oAb t0 GC changes the codon from lysine to glutamic acid)

5 T Al A

mutaci

Mutace:

a) ménI,CI, SmySI kOdO,nu es- here an AT to GC transition mutation changes the codon
b) nesmysiné i

c) neutralni
d) micici

\ fj € Silent mutation (ghange in codon such that the same amino acid is specified;
mal A Lie=®C transition in the third position of the codon gives a codon

that still encodes lysine

g Frameshift mutation (addition or deletion of one or a few base pairs leads to a
change in reading frame; here the insertion of a GC base pair scrambles the
message after glutamine)




Existuji ,horka mista®™ pro vznik genovych
mutaci ?

transice — substituce purinu purinem ¢i pyrimidinu pyrimidinem (A — G) (T — C)
transverse — substituce pyrimidinu purinem a naopak

transverse by mela byt teoreticky Castejsi (kazda baze 2 transverse a 1 transice)
ale v praxi nalezena prevaha transici

CG par byva caso metylovan (5-metylcytosin — deaminaci vznika tymin)

tranzice C— T nebo G — A

e GC par predstavuje horké misto (hotspot) tvorby
mutaci v lidskem genomu I

(asi 25 x casteji nez v jiném miste)




[ A 4

Vliv mutaci v kodujicich a nekodujicich sekvencich
na funkci proteinu

s SR oo
Mutace Mutace narusujici Mutace ovliviiujici

v kodujici oblasti stabilitu RNA regulaci genu
nebo sestfih RNA nebo genovou davku

Ny

Abnormalni protein Protein s normalni strukturou

Hb Hammersmith - ~ L}(je-li nestabilni » snizené mnozstvi) Snizené

mnolzstvi

p-talasémie " I . — n— |
L Zvysene
5 R Lo & trata funkce proteinu | g mnozstvi
et (vétsina)

Hb K ’ T - Trizomie
Achondroplazie Charo
C -Marie-Tooth

typu 1A
HPFH
Mnoho onkog

Nespravna exprese
(Spatny cas, misto)
Ektopicka nebo heterochronni
exprese
(neobvyklé s vyjimkou nador)

Obrazek 11.1 Obecny prehled mechar

normalni proteiny se ztrdtou nebo ze 4

dva typy: jici stabil 2 narusujici regulaéni ele \ nénici genovou davku. Mutace v re-

gula¢nich elementech ovliviuji upnost mRN adné dobu nebo typ buiiky, v niZ je gen exprimovén. Pokles mnoZstvi
ného proteinu miiZe byt disledkem mutac 6dujici i nekédujici o




Monogenné podminéna onemocnéeni u
cloveka — prevaha AD déedicnost

Tabulka 3. Mendelistické znaky rozezndvané u ¢lovéka

I’ravdépndﬂbné Mozné

autozomalné dominantni 2470 1 241
autozomalné recesivni 647 084
X-vazané recesivni 190 178

celkem 3 307 2 403




Mutace jako pricina geneticky
podminenych onemocneéni u cloveka
- onemocneni hemoglobinu -
(hemoglobinopatie)




Globinova onemocneéni

e poruchy lidskych hemoglobini (hemoglobinopatie) —
nejrozsirenenjsi monogenni onemocneni ve svete

e asi 5 % svétové populace tvori nosici gent pro klinicky vyznamné
poruchy hemoglobinu

e globinové choroby — vzor pro studium dalsich genetickych
onemocneni

e prvni milnik — defekt u srpkovité anémie
(1949 — Pauling prokazal ze hemoglobin u pacientti se srpkovitou
anemii - HbS - migruje odlisne od hemoglobinu normainich
jedincti) — substituce neutralniho valinu za kyselou kys.
glutamovou v poloze 6 (3-globinoveho retezce)

e porodni frekvence 1 : 20, heterozygoti 1: 3




Struktura hemoglobinu, usporadani globinovych
genl a pseudogentl v ramci genovych rodin na
chromozomech 16 a 11

Sickled red blood cells

HbA — o,(3, globularni tetramer

Genova davka: 4 geny pro a globin

figure 11.2

sickle cell disease results from a single base change. Hemoglobin carries oxygen
froughout the body. When normal (a), the globular molecules do not aggregate, enabling the
llfo assume o rounded shape. In sickle cell disease (b}, a single DNA base change replaces |
se.amino acid in the protein with a different one (valine replaces glutamic acid). The result : e

i lecule that causes hemoglobins to aggregate into long, ‘
schange in the surface of the molecule g ggreg g Bergs . N rP——

wived rods that deform the red blood cell. Sets of 14 rods twist together. FotBzce tHidy

2 geny pro (3 globin

€ Gy Ay B o B

Geny pro = BB —8 83 Cchomozomii

fetézce tridy B

i 52) Beta chain
Beta chain Hb Gower 1
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Heme group
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1
1
1
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1
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Heme group Hb Portland

Alpha chain
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) Vyvojové i At - e
Alpha chain Zbdlobi Embryonalni ‘ Fetalni ’ . Dospélé

Obréizek 11.2 Uspofadani lidskych globinovych gent a hemoglobiny tvofené v rtiznych obdobich vyvoje clovéka. (Prekresleno
podle Stamatoyannopoulos G, Nienhuis AW Hemoglobin switching. In Stamatoyannopoulos G, Nienhuis AW, Leder P, Maje-
rus PW (ed.) The Molecular Basis of Blood Diseases. Philadelphia, WB Saunders 1987, 66-105.)

Zmény v expresi globinovych gent béhem vyvoje — ,,prepinani globini"




Dedicne poruchy hemoglobinu

e Strukturalni varianty — spojené se zmenou globinoveho
polypeptidu bez ovlivneni rychlosti jeho syntézy

e Talasemie — u kterych se snizena syntéza jednoho nebo
vice globinovych retézcl zpilsobujicich nerovnovahu v
relativnich mnozstvich retézct B a o

e Hereditarni perzistence fetalniho hemoglobinu




Strukturalni varianty hemoglobimd

A\ A A4

e pricina — bodové mutace (400 abnormalnich hemoglobind)
e klinicky zpUsobuiji: a) hemolytické anémie
b) varianty s narusenym transportem 0,
c) talasemie — nedostatek globinovych
polypeptidu

Srpkovita anémie
autozomalné recesivni dédi¢nost

Nahoi‘e: normalni hemoglobin
Dole:  hemoglobin S

(zaména kys. glutamové za valin)
Je zobrazeno pouze prvnich sedm aminokyselin




Srpkovita anémie — priklad balancovaného polymorfizmu —
heterozygotni nositelé patologicke alely maji selekcni vyhodu
oproti obéma homozygotiim — odolnost oproti endemickeé
malarii

Rozpustény  Viakna
Hb S Hb S

e5e8
c2c8
o 0508
= 0509

Zména
aminokyseliny
36 Glu = Val

47
Obrizek 11.6 Schéma patogeneze srpkovité anémie. (Piekresleno podle Ingram V Sickle cell disease: molecular and cellular

path esis. In Bunn HE. Forget BG (ed.) Hemoglobin: Molecular, Genetic and Clinical Aspects. Philadelphia, WB Saunders
1986, 453-501.) '

Heterogenita
bunék

Klinicky stav | Hemoglobin Genotyp

Normalni oo/ ac

,Naznak" Hb A, Hb S A, BA, oo/ oo
srpkovité A, B S B/pS
anemie

Srpkovita oA, BS, aa/oa
anémie 3S/pBS




Geograficka distribuce genu pro srpkovitou

Siera Leone
13+7,6

Pobrezi
slonoviny
13+7,6

Ghana ,, |
a Nigérie
Gabun 7.6

Kena 7,6
Cetnost srpkovito
alely S
- > 10%

L 175-10%

T 5-7,5%

Arka 70 25-5%

[_10-25%

Obrazek 11.7 Polymorfismus délky restrikcnich fragment( po restrikci enzymem Hpal lokalizovany pobliz genu pS a geografic-
ka distribuce genu pro srpkovitou anémii ve vztahu k restrikénim fragmenttim o délce 7,6 kb a 13 kb. Mutace ve vazbé s 13 kb
dlouhym fragmentem vznikla v zapadni Africe a odtud se rozsifila do celého svéta. Mutace ve vazbé se 7,6 kb dlouhym frag-
mentem vznikla nezdvisle a nejspis i opakované. (Pfevzato s laskavym svolenim z Kan YW In The Harvey Lectures, Series 76,
New York, Academic Press 1978,75-93.)




Slozeni heterozygoti

e pacienti s recesivhé dedicnym onemocnenim
jsou nositelem dvou rtiznych defektnich alel

e Pr. HbS/HbC heterozygoti pro hemoglobin C a S
— mirnéjsi postizeni

kys. glutamova
zameénena za lysin
nizsi rozpustnost, mirna hemolyticka anemie




Tabulka 11.2 Hlavni tfidy strukturalnich variant hemoglobinu*

Molekularni podstata Zména polypeptidu Patofyziologicky Dédicnost
mutace efekt mutace

Varianty zpusobujici hemolytickou anémii:
1) Hemoglobiny s novymi fyzikalnimi viastnostmi

Jednonukleotidova p-fetézec: Polymerizace deoxygenovaného AR
substituce Glu6Val Hb S — srpkovitost krvinek —»
uzavéry cév a hemolyza

Jednonukleotidova p-fetézec: Sklon oxygenovaného Hb ke krys- AR
substituce Glublys talizaci » snizeni deformability
krvinek — mirna hemolyza.
U sloZzenych heterozygotl
Hb S / Hb C se projevuje jako
mirn&jsi srpkovita anémie

Varianty zplsobujici hemolytickou anémii:
2) Nestabilni hemoglobiny

Hb Hammersmith Jednonukleotidova B-fetézec: Nestabilni Hb — precipitace Hb —
substituce Phe42Ser hemolyza, navic snizena afinita k O,

Hb Gun Hill Jednonukleotidova B-fetézec: Nestabilni Hb se zvySenou afini-
substituce delece 5 aminokyselin tou k O,

Hemoglobiny s naruSenym transportem O:

Hb Hyde Park Jednonukleotidova p-retézec: Substituce zplsobuje rezistenci

(a Hb M) substituce His92Tyr oxidovaného zeleza v hemu k pa-
sobeni methemoglobin reduktazy
— Hb M neschopny prenaset O,
— cyanoza (asymptomaticka)

Hb Kempsey Jednonukleotidova p-fetézec: Substituce udrzuje Hb ve stavu
substituce Asp99Asn s vysokou afinitou k O, — méné
O, tkanim — polycytémie

Hb Kansas Jednonukleotidova B-fetézec: Substituce udrzuje Hb ve stavu
substituce Asn102Thr s nizkou afinitou k O, — asympto-
maticka cyandza

Posun é&teciho ramce p-fetézec: Silné zvysena afinita k O, zpuso-
pobliz konce fetézce — navic 11 zbytka bena pfidanim C-terminalniho
translace pokraéuje az hydrofobniho ,ocasu”, ktery

k nejbliz&imu stop kodo- brani molekule zaujmout stabilni
nu v novem &tecim ramci ,deoxy" tvar

Varianty s talasemickymi fenotypy**

Jednonukleotidova p-fetézec: Mutace — abnormalni Hb a sou-

substituce Glu26Lys dasné snizena syntéza (abnor-
malni sestiih RNA) — mirna
talasémie (viz obr. 11.14)

Hb Lepore Chybné parovani homo- Hb Lepore: Oba: neuc¢inna syntéza fuznich
a Hb Miyada lognich sekvenci a ne- fuzni fetézec 8p fetézcl — zavazna df-talasémie
(anti-Lepore) rovnomérny crossing-over Hb Miyada: u homozygotd nebo slozenych
mezi dvéma rdznymigeny fuzni fetézec po heterozygotl s B-talasemickymi
— delece 7 kb (Lepore) alelami
— inzerce 7 kb (Miyada)
(viz obr. 11.10)

Hb Constant Spring Substituce ve stop o-fetézec: NaruSena syntéza a nestabilita
koddnu: zména UAA navic 31 aminokyselin prodlouZeného o-fetézce —»
nebo UAG na CAA nebo hemolyza. a-talasémie u sloze-
CAG — translace pokra- nych heterozygotl s o-talase-
&uje az k nejbliz&imu mickymi mutacemi (——/aCSa)
dal$imu stop kodénu

* Hemoglobinové varianty jsou nazyvany podle mista bydlisté prvniho objeveného pacienta.
** Vy¢et dalsich strukturdlnich variant p-fetézce zptisobujicich B-talasémii je v tabulce 11.4.




Dalsi genetické mechanismy vedouci ke
globinopatiim — mutace zpUsobujici posun cteciho
ramce

MUTATION

Codon no 139 142 143 144 145 145 147 148 149

A
: A
a -Codons AAG|U aclcculuadaculegalccclucalaualgcaguu

A
a -Globin lys tyr arg STOP

Wayne codons AA uUlaccleuulaaclcucleaclcculcagaluacgicaa

Wayne globin asn thr lys leu gln pro arg STOP

Fig. 4.14. A frameshift mutation leading tq’haemoglobin Wayn®) Deletion
of the third base in codon 139 of the e neans that the
first base of the original codon 140 now becomes the third base of
the new codon 139. This frameshift alters the termination codon at
position 142 and there is read-through to a new termination codon
at position 147. Hb Wayne thus has five extra amino acid residues
and three new residues at positions 139-141.




Hemoglobin Gun Hill —
B-retezec s
deletovanymi kodony
91-95

Porucha parovani
sklouznutim

- delece 15 pb -
nestabilni hemoglobin

96

UGU GAc aaG loU

GAC AAG

90 96 l
G

GAGU GAG CUuG CAC

Zovan za p

¥ Hb_(:un HHIL (A) D

1ozd(—, u;e = szl e ybné paru]e
s Lunlplernent-‘ i repetici R1’. Repetice Pl Prllehlvnu S
kvencemi se ¢ do smycky. ( Po vystfiZeni jednovlakno-
4 rlakno DNA spojeno. (D) Dvé dcefina dvoj-
z nich ma pouze jednu repetici a schazi mu
sekvence mezi repeticemi. (Prekresleno podle
Krawczak M Human Gene Mutation, O\tord blO‘w S

T‘uhh hers 1993 ) (Dole) Hb Gun Hill ]e

nqspr—.
sklouznu
né parovani a vy 'lu_irm sekvence :lle]\ I }b Gun Hill.




Fuzni gen Hb Lepore

Gy Ay 5 B o B

L H HE W Anidepore

(napr. Hb Miyada)

Nerovnomémy
crossing-over

_DGI _ _—l—l epore

y Ay 8B

Obrazek 11.10 Model vzniku genti Lepore a anti-Lepore (napt. Hb Miyada) nerovnomérnym crossing-overem. Vedle sebe se
nachazejici geny y a p se lisi pouze 10 z celkového poctu 146 aminokyselin. Dojde-li k chybnému parovéni nésledovanému in-
tragenovym crossing-overem, vznikaji dva hybridni geny: jeden s deleci &sti obou lokusii (Lepore gen), druhy s odpovidajici
duplikaci (anti-Lepore). (Pfekresleno podle Weatherall D], Clegg JB The Thalassemia Syndromes, 3. vyd., Oxford, Blackwell
Scientific Publications 1981.)




Talasémie: nerovnovaha syntezy
globinovych retézct

e rozsirena po celé Africe, na Strednim vychodg, v Indii, JV
Asii, Polynésii

e vyhoda prenasect vUci malarii

e mutace zpUlsobuje naruseni syntézy nebo stability budto
a nebo B retézcu (precipitace, destrukce erytrocytd)

1) a - talasemie
2) 3 — talasemie




o - thalasemie

e dedicné poruchy tvorby a — globinu (abnormalni
hemoglobin neni schopen prenaset kyslik)

e 0Y-tal - nedochazi k zadné tvorbé a-retézcl
e o*-tal - CasteCna exprese genu

Yol

—[:|—_—Komp|r,< s jednim genem

/

a1

Homologni parovani
a nerovnomemy
o2 v crossing-over

a2 \

WPpal o

Komplex se tremi geny

Obrazek 11.11 Prav depoc obny mechanismus vzniku nejcastéjdi formy a-talasémie, ktera je /lean&WH deleci jednoho nebo
dvou a-globinovych genti na ]ed nom chromozomu. Vysledkem chy bného nasednuti, homologniho parovani a rekombinace
mezi genem ol na jednom chromozomu a a2 na druhém u_nnulocrmm chromozomu je delece jednoho z a-gent. (Prekresleno
podlL Orkin SH Disorders of hemoglobin synthesis: The thalassemias. In Stamatoyannopoulos G, Nienhuis AW, Leder P, Maje-
nis PW (ed.) The Molecular Basis of Blood Diseases. Philadelphia, WB Saunders 1987 , 106-126.)




o - thalasemie

Tabulka 11.3 Klinicke stavy u riiznych alfa-talasemickych genotypd

Klinicky stav

Normalni

Pocet funkcnich
(-gent

4

Genotyp

101/ 0101

Produkce
a-fetézeu

100 %

Prenasec

3

(0 -
TN

75 %

Néznak o-talasémie (mimé anémie, mikrocytoza)

2

(t-/0- neb au/——)

50 %

Choroba Hb H (p4)
[stredné zavazn hemolyticka anémie)

N
0-/--

25%

Hydrops fetalis neho homozygotni talasémie

(Hb Bart's; y4)

U ‘J'l‘;




B - thalasemie

e snizena tvorba B-globinu — dusledek hypochromni
mikrocytarni anemie

e nerovnovaha v synteze globinl vede k precipitaci
nadbytecnych a-retézcu a poskozenl membrany
cervenych krvinek

e casto dusledek substituce jednotlivych part bazi
(100 rtznych bodovych mutaci) !!!

e 0soba nesouci dve B - talasemicke alely je casto
slozenym heterozygotem

e varianty s (3° a 3* alelami




Molekularni podstata B-thalasemii

Typ Priklad Fenotyp Postizena populace

Delece”
Delece B-globinového genu delece 619 pard bazi po Indove

: Porucha syntézy mRNA
Poruchy sestfihu RNA Abnormalni akceptorove misto po AfroameriGane
(viz obr. 11.14) vintronu 1: AG —+ GG

Mutace promotoru Mutace v ATA boxu pt Japonci
-31-30-29-28 -31-30-29-28
AT AA-G T AA
Abnormalita v misté Transverze A — C v misté B Asiaté
pfipojeni Cepicky pripojeni ¢epicky mRNA
Defekt polyadenylagniho signalu  AATAAA — AACAAA p+ Afroameri¢ané

Nefunkcni mRNA
(Poznamka: pred&asné stop kodony, jako jsou dva nize uvedené, take snizuji mnozstvi mRNA = viz text)

Nesmysiné mutace kodén 39 po Stredozemi
gln — stop (obzvlasté Sardinie)
CAG — UAG

Mutace s posunem koddn 16 (delece 1 paru bazi) po Indové
¢teciho ramce normalni trp gly lys val  asn
15 16 17 18 19
UGG GGC AAG GUG AAC
UGG GCA AGG UGA
mutovany trp  ala arg stop

Mutace v kodujici oblasti, které také narusuji sestiih
Synonymni mutace kodon 24 p* Afroamericane

gly — gly
GGU —» GGA




Mutace vedouci k nesmyslneému
kodonu

MUTATION

Codon no. 36 37 38 39 40 41

BA -Gene CCT TGG ACC CAG AGG TTC

RNA codons CCU UGG ACC CAG AGG

BA -Globin pro trp thr glu arg

B’39 -Gene CCT TGG ACC AGG

RNA Codons CCU UGG ACC UAG AGG

B°39 -Globin pro trp thr STOP

Fig. 4.12. A nonsense mutation in codon 39 of the B-globin gene. The
C—T transition (underlined) creates a new codon TAG, which
signals (through the RNA codon UAG) termination of translation.
The truncated p-globin is not recognizable in the cell and the
consequence is a f’-thalassaemia phenotype.




Mutace narusujici
sestrih DNA

Vadna syntéza mRNA -
pricina nékterych (-
talasemii

a) Mutace v miste sestrihu
(mutace v 5 donorovém nebo
3 “akceptorovém misteé intront
— jsou pouzita krypticka
sestrihova mista, cast intronu v
mRNA) [°

b) Mutace v intronech
(mutace v kryptickém misté
zvysi jeho vyuzitelnost, pokles
pouzivani normalniho mista —
snizeni mnozstvi normalni
mRNA) B+

c¢) Mutace v exonech

A Nomalni sestiih

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Intron 1 Intron 2

Donorové misto intronu 2: GT Akceptorové misto intronu 2: AG

B |(O mutace akceptorového intronu 2 nutovane misto neni pouzito

> je pouzito kryptické sestfihové misto v intronu 2

3' gast
intronu 2 Exon 3

/’Intron 2

Exon 1

Exon 3
Krypticke akceptorové misto vintronu2  TTTC C%‘G pO mutace .....CGG [CTC.....
Konvenéni akceptorové misto  YYYYYYNYAG|G Intron 2 | Exon 3
Normmalni: .....CAG [CTC.....

C @+ mutace v intronu 1 _——> pokles uzivani nomalniho neporuseného mista

110 bp v kryptickém T preferentni uzivani mutovaného mista
akceptorovem misté
10%

Exon 1 Exon 3

L Normalni misto sestiihu

/ Nové sestfihové misto v intronu

pt mutace CCTATTAG|T
Konvenéni akceptorové misto YYYYNYAG |G
Normmalni sekvence CCTATTGG T

___—>pokles uzivani normalniho mista
~——— mimé pouzivani kryptického mista

D Hb E: exonova mutace
v kryptickém donorovém misté

Exon 1 Exon 3

Hb E
kodon koddn 26
24 25 26 Z GAG->AAG
B+ mutace GGTGETAAGGCC glu->lys
Konvenéni donorova sekvence  AAGIGTAAGT

Nomaini sekvence exonu 1_GGIGGTIGAGGCC

Obgaae -14 Priklady mutaci narudujicich normdlni sestiih A: f-globinového genu a zptisobujicich tak (-talas - mutace
intronu 2 (A —~ G) v akceptorovém misté sestfihu toto misto zcela vyfadi. Disledkem je pouzivani kryptického akceptoro
mista v intronu 2. Toto kryptické misto zcela piesné odpovida konvencni sekvenci akceptorovych sestrihovych mist (kde Y =
kterykoliv pyrimidin, T nebo C). Podle tohoto mutantniho genu tvofena mRNA nemiize byt pouZita pro syntézu f-globinu,
nebot exon 3 je na 5'-konci prodlouZen zavzetim sekvence intronu 2 do alternativné sestfthané mRNA. C: nrutace v intronu 1 (G —» A
v 110 nukleotidu intronu 1) aktivuje kryptické akceptorové misto sestiihu tim, Ze vytvari dinukleotid AG a ¢ini tak toto misto
podobnéjsi konvendni akceptorové sekvenci. Takto vznikld globinova mRNA je na 5'-konci exonu 2 prodlouZena o 19 nukleoti-
dd, pticemz je do transkriptu vnesen stop kodén. Dusledkem je fenotyp B+-talasémie, protoze je stile pouZzivano i spravné ak-
ceptorové sestfihové misto, ovsem jen asi z 10 % normaélni trovné. D:, u Hb E mutace ménici smysl kodénu (Glu26Lys) v kodo-
nu 26 exonu 1 aktivuje kryptické donorové misto sestfihu, které tispésné kompetuje s normalnim donorovym mistgze

em je castecné uzivani této alternativni cesty, ale vétsina RNA je zpracovana spravnou cestou a vyslednyn-seffGtypem




Otazky

e Proc jsou pacienti s B-talasemii vetsinou slozeni
heterozygoti ? V jake situaci byste ocekavali, ze pacient s (3-
thalasemii ma dve identicke alely genu pro (3-globin ?

e Dite zemrelo na fetalni hydrops. Nakreslete rodokmen s
genotypy, ktery rodiciim, kteri jsou nosici, ukaze dédicnou
podstatu talasemie, jiz jejich dite trpelo.

e Dité ma stryce z otcovy strany a tetu z matciny strany se
srpkovitou anémii. Oba jeho rodice jsou zdravi. Jaka je
I:ravde odobnost, ze jejich dite bude mat abnormalini

emoglobin ?




Tabulka 5. Klinicky vyznamna autozomdlné recesivni onemocnéni v severni
Evropé

Organova Onemocnéni  Vyskytna 10 000 Hlavni klinické

soustava /\ porodii symptomy

metabolismus cysticka fibréza 5 pankreatickd nedostate¢nost;
plicni infekce
fenylketonurie mentalni retardace
cystinurie ledvinové kameny
o,-antitrypsinova : chronické onemocnéni plic;
deficience rozedma
mukopolysacharidéza > defektni télesny a duSevni
(nékolik subtypii) VyVvoj
ralaktosémie Zloutenka; zdkal; ndchylnost
k infekci
Tayova-5achsova choroba 0,04' mentdlni retardace; slepota
nervovy systém  spindlni muskularni atrofie 0,4  progresivni svalova slabost
krevz srpkovitd anémie I hemolytickd anémie
B-talasémie 0,5 tézka anémie; znetvoreni
kosti; splenomegalie
endokrinni vrozena adrendlni 0,6 novorozenecké zvracend,
systém hyperplazie Sok a smrt; virilismus
usi vrozena hluchota 0,2 hluchota
oci retinitis pigmentosa® 1,8 ztrata no¢niho vidéni
a zrakové ostrosti

' Mnohem vy33i vyskyt (3 na 10 000) u Ashkenazi-Zid{.

? Priblizné odhady zaloZené na genovych frekvencich v populacich pfistéhovalci.
? Vyskytuje se rovnéz v autozomdlné dominantni a X-vdzané recesivni formé.
Zdroj: [77, 95].




Mutace zpusobuji enzymoveé defekty
— enzymopatie —

Priklad: fenylketonurie




Metabolické poruchy

Enzymopatie: teémer vzdy AR, heterozygoti s 50 %
rezidualni aktivitou alely jsou klinicky normalni

VSechny patofyziologické dusledky enzymopatii mohou
byt pripsany akumulaci substratu ¢i nedostatku produktu

Poruchy metabolismu aminokyselin, cukrd, lipidd, purind,
pyrimidint aj.)

(fenylketonurie, alkaptonurie, albinismus, galaktosemie)




Fenylketonurie (PKU)

AR porucha katabolismu fenylalaninu zptiisobena
mutacemi v genu kodujiciho PAH — premeéna
fenylalaninu na tyrozin

prvni ditkaz genetického defektu jako priciny
mentalnich retardaci (Fohling, 1934)
ztratové mutace !!!

u pacientti s PKU dochazi k hromadeéni
fenylalaninu v téelnich tekutinach — poskozeni
vyvijejiciho se mozku

novorozenecky screening — dieta !l
(1/2900 zive narozenych déti)




Obr. 2.24. Pacient s fenylketonuriou (z materialu
skumného lab oria klin genetiky LF UK
artin)




Vztah mezi genotypem a fenotypem u
genetickych chorob

Tabulka 12.2 Razné typy heterogenity sdruzené s genetickymi chorobami

Geneticka heterogenita
Alelova heterogenita Existence vice nez jedné alely v lokusu alely -talasémie
mutace fenylalaninhydroxylazy
Lokusova heterogenita Asociace vice nez jednoho lokusu se defekty biopterinu zplsobujici
specifickym klinickym fenotypem hyperfenylalaninémii
Sanfilipptv syndrom

Klinicka nebo fenotypova Asociace vice nez jednoho fenotypu mutace fenylalaninhydroxylazy

heterogenita s mutacemi jednoho lokusu zpusobujici PKU, variantni PKU,
nebo non-PKU hyperfenylalaninemii
mutace a-iduronidazy zplsobujici
Hurlerové nebo Scheieho syndrom

PKU = fenylketonurie




Alelova a lokusova heterogenita u
hyperfenylalaninémii (mutace 5 gen()

Biochemicky Incidence/ Postizeny Lokalizace Dédicnost Lécba

defekt 10¢ narozenych _enzym— genu ——

q.:tac:r apoenzymu fenylalaninh ydroxyla"zyD)
Klasicka PKU 5-350 P 129241 AR leta s nizkym obsahem fenylalaninu

Variantni PKU meéné nez PAH 12924 .1 AR Dieta s nizkym obsahem fenylalaninu
klasicka PKU (méné restriktivni nez u klasické PKU)

Non-PKU 15-75 PAH 12q24 1 AR Zadna, nebo méné restriktivni dieta
hyperfenyl s nizkym obsahem fenylalaninu
laninémi
alaninémie _— ——
Mutace v genech kodujicich enzymy metabolismu tetrahydrobiopterinu

Porucha PCD 10922 AR Dieta s nizky sahem fenylalaninu
recyklace BH, =t=dopa, 5-HT, carbidopa

DHPR 4p15.31 AR Dieta s nizkym obsahem fenylalaninu
+ L-dopa, 5-HT, carbidopa
+ kyselina listova

Porucha syntézy  vzacna GTP-CH 14q22 Dieta s nizkym obsahem fenylalaninu
BH, + L-dopa, 5-HT, carbidopa
+ kyselina listova + farmakologické
davky BH,

6-PTS 11q22.3-23.3 AR jako vyse

5-HT = 5-hydroxytryptofan; 6-PTS = 6-pyruvoyltetrahydropterinsyntaza; BHy = tetrahydrobiopterin; DHPR = dihydropteri-
dinreduktaza; GTP-CH = guanosintrifosfatcyklohydroldza; PAH = fenylalaninhydroxyldza; PCD = pterin-4-a-karbinolaminde-
hydrataza; PKU = fenylketonurie.




Biochemicke drahy postizene u PKU

Protein
(dieta, endogenni)

/ O\

Fenylalanin ————> Tyrozin
Fenylalaninhydroxylaza

BH, 40.0HBH,

BH,

Phe —» Tyr—3» —3» —» Co, + H,0
Phe

hydroxylaza

BH
Tyr —T—db L-dopa—>» dopamin —» NE—» E
yr
hydroxylaza

BH,
Trp ——»5-OH Trp — serotonin
Trp
hydroxylaza

Obrazek 12.1 Biochemické drahy postiZzené u hyperfenylalaninémii. BH, = tetrahydrobiopterin; gBH, = quininoiddihydrobio-
pterin, oxidovany produkt hydroxyla¢ni reakce, ktery je redukovan na BH, dihydropteridinreduktdazou (DHPR); Phe = fenyl-
alanin, Tyr = tyrozin, Trp = tryptofan, L-dopa = L-dihydroxyfenylalanin, NE = norepinefrin, E = epinefrin, 5-OH Trp = 5-hyd-
roxytryptofan, GTP = guanosintrifosfat, DHNP = dihydroneopterintrifosfat, 6-PT = 6-pyruvoyltetrahydropterin, PCD = pterin

4-a-karbinolamindehydrataza.




Typy a distrubuce mutaci PAH v populacich

evropského a asijského plvodu
(je znamo asi 400 alel PAH)

Diky vysokému stupni alelové heterogenity
v lokusu je vétsina pacientti s PKU
slozenymi heterozygoty (dvé rtizné
kauzalni mutace) !

“,"»l 4
. 7 IvS12ntig->a
11 %

zastoupeni asociovany sdruzeny fenotyp
mezi mutacemi*  |haplotyp** u homozygoti™***

1,2,5,44 Klasicka PKU
1% Kasické PKU

klasicka PKU, variantni PKU,
non-PKU HPA

185 orientalnic
jiné
17 %

variantni PKU, non-PKU HPA
1,2,4,]iné PKU nebo variantni PKU
’ S

owacki P. a kol. PAH mutation analysis consortium data 97, Prototype for relational locus-specific mutation
databages. Nucl Acids Res 199826 5.
* Podl databaze PAH (www.mcgill.ca/pahdb).

yalp E. a kol. Human phenylalanine hydroxylase mutations and hyperphenylalaninemia phenotypes: A metanaly-
sis of genotype-phenotype correlations. Am ] Hum Genet 1977,61:1309-1317.
### [V§12+1g-a znamend, 7e prvni nukleotid 12. intronu je ,a”, kterym bylo nz
o4 Neni jasné, zda tyto aktivity, stanovenim in vitro, odpovidajf funkci i vivo.

IVS4nt-1g->a
9 %
EBnt-96a->g
14 %

Obrazek 12.2 Pav
evropského a &

ovi mutaci podle popisu v kapitole 6.

6 nejcastéjSich mutaci evropského plvodu




Mutace vedouci k porucham
transportu

Priklad: cysticka fibroza




Cysticka fibrosa
/mukoviscidosa/

autosomalné recesivni onemocneni
frekvence 1 : 3000 zive narozenych deti
vyskyt nositelti mutace v genu CF je 1 : 25
gen objeven v roce 1989 (7g31)

rozsah asi 250 kb, koduje oblast s 27 exony




Zakladni fyziologicky defekt

pri onemocneni CF

e Porucha absorbce iontl chloru, sodiku a vody
bunecnhou membranou

e /zvysena koncentrace Na* a Cl- v potu/

Zasahuje rtizné organy:

e plice

e pankreas

e travici trakt - reprodukcni organy




plice
'_"_':'_'-.. Zahlenéni a infekce pridusek znesnadiiuje dychani.

Sekundarni infekce narusujici plice jsou u lidi s CF

nejéastéjsi pri¢inou smrti —

Ucpavani drobnych Zlué¢ovodii znesnadiuje
traveni a naruSuje funkci jater asi u 5%

L pacientil. m——

s slinivka briSni
| Asi u 85% pacienti dochazi k uzavreni jejich kanalku.
"| Travici enzymy nemohou byt dopraveny do strev.

il

tenké stirevo
Ucpavanl stieva hustou stolici si vynucuje chirurchicky

| zakrok asi u 10% novorozenci.

reproduk¢ni organy

Nefunkc¢nost kanalki v pohlavnim ustroji(napr. vas deferenc)
je z 95% prifinou muzské sterility.PFricinou neplodnosti u Zen
je ucpani délozniho hrdla hleny,které znemozni spermiim

proniknout dale do délohy. l

potni Zlazy
Porusena funkce se projevuje nadmérnym vylucovanim soli (NaCl).




Jje jedno z nejcastéjsich dédicnych onemocnéni, kaZdy 25. clovék je nepostizenym nosicem
genu CF, rodic¢ovstvi dvou nosict tohoto genu prinasi 25% riziko narozeni ditéte s CF

postihuje jedno z 2500 - 3000 narozenych déti, kazdy rok se u nas narodi asi 30 déti s CF

diagnoza neni mnohdy vcas a spravné rozpoznana, nékteré priznaky se nemusi viibec
vyskytnout, ale vétsina rodict déti s CF si zpétné uvédomi, Ze se jim jejich dité zdalo slanéjsi

véasnd diagnoza umozni drive zahajit Iécbu a tim vyrazné zlepsit prognozu pacienta




Fotografie stredniho pricneho rezu plice u pacienta
s CF (hlenove zatky v plicich)




CFTR protein

(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
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CFTR protein — regulovany chloridovy kanal umistény na apikalni
membrané epitelialnich bunek
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Nejcastejsi mutace - dF508 — delece v 10 exonu




Genotypy pacientt s CF a klinické
projevy

AF508/AF508 AF508/jina alela jina alela/jina alela
Pocet pacient _
% vSech pacient

;o S Pl

0os PS

Vék v dobé diagnoézy (+ 1,8+£3,3 roku 4,4+5 9 roku 8,41+8,3 roku
PI = pankreaticka insuficience; PS = pankreatickd suficience.

Upraveno podle Kerem E, Corey M, Kerem B-S, a kol. The relationship between genotype and phenotype in cystic fibrosis:
Analysis of the most common mutation (AF508). N Engl ] Med 1990;

323:1517-1522.




Gen pro cystickou fibrozu v populacich

alela/choroba

populacni variabilita

alela fS-f-globinového genu
(srpkovita anémie)

Vyssi v Africe, méné obvykla v ostatnich oblastech. Frekvence alely 1/20 mezi
Afroamericany, < 1/200 mezi Ameri¢any hispanského plvodu.

alela $°--globinového genu

Vysoka v zapadni Africe (specidlné v Ghané a Burkina Faso), kde alelova frekvence
je 1/6. Aleloya j ey

Cysticka fibréza (vSechny typy al

Vysoka v Evropé a USA. Kavkazska populace (frekvence alel 1/40-1/50);

Fenylketonurie (PKU)

_Dizka ve Finsku, Asii a v africké populaci.

Vyssi mezi Evropany a populacemi keltskeho a severoevropského piivodu
(alelova frekvence 1/67-1/90). Alelova frekvence ve Svycarsku a Italii 1/125,
mezi AfroameriCany 1/225, 1/330 v Japonsku, 1/500 ve Finsku.

Tay-Sachsova choroba

Vysoka frekvence u Askenazi Zid(i (alelova frekvence 1/60), 100x meni
v ostatnich populacich.

Familiarni hypercholesterolémie

Vysoka v urCitych oblastech Quebeku (alelova frekvence 1/244) a Afrikancti v jizni Africe
(alelova frekvence 1/140). Alelova frekvence 1/1000 v Evropé a USA.

Myotonicka dystrofie

Alelova frekvence 1/50 000 v Evropé a neni pfitomna v subsaharské Africe,

alelova frekvence 1/950 v urcitych oblastech Quebeku.




Mutace v genu CFTR u ceskych
CF pacientt

e dF508 s 700

o dele2,3(21kb) 4 64%

e G551D 4,03%
e N1303K 3,02 %
o G542X 2,22%
o 1898+1GtoA 2,02%
o 2143delT 1,21%
o R347P 0,81%
o W1282X 0,60%

o 4374+1GtoA, 1717-1GtoA, R1162X, E92X, 2184insA, 3849+10kb
kazda 0,4%
e R334W, R553X, 621+1GtoT, ........ kazda 0,2%




Cilena mutacni analyza CF genu je
provadena:

A: pro potvrzeni diagnosy
. U pacientt s dg. CF
. U Clent rodin s vyskytem CF

. prenatalné u plodu v riziku s pozitivni CF rodinnou
anamnézou

. prenatalné u plodt s patologickym ultrazvukovy nalezem
abnormalita strevnich klicek)

. U novorozencl s mekoniovym ileem
. U muzl s poruchami reprodukce

ol A~ WINHEH O

B: prevence
. U pribuzenskych parl
. U manzelskych parl zarazenych do IVF programu
. U darct gamet a embryi
. U partnerl (partnerek) heterozygott

AWNEF O




Prehled mutaci CFTR genu
vysetrovanych na OLG, FN Brno

Zakladni vysetreni:

dF508, dele 2,3(21kb), G542X, G551D, R553X

RozsSirené vysetreni:

N1303K, 1717-GtoA, W1282X, S1251N, R560T, 3905insT, Q552X
dI507, 394delTT, G85E, 621+1GtoT, R117H, 1078delT,R347P,

R334W, E60X,711+5GtoA, 2789+5GtoA, R1162X, 3659delC,
3849+10kbCtoT, 2143delT,A455E, 2183AAtoG, 2184delA

e Celkove vysetrovano 30 mutaci v genu CFTR
e 95% véech mutaci detekovanych u CF pacientd v CR

Etnicka variabilita ve frekvenci mutaci !!!




utacni analyza pacientt s CF

INNOGENETICS

BIOTECHNOLOGY FOR HWEALTHCARE

INNO-LiPA CFTR

Mutace CG LiPA CF LiPA
CFRTI12 CFTR17+Tn

Delta FS508
G542X
NI3Z0O3K
171 7-1G>A
W O 1Z2Z82X
G551D
R553X
Delta 1507
R560T

390 insT
Q552X
S1251N
394delTT
G8SE
621+1G=T
R117H
1078delT
R347P
R334W
Ec0X
711+5G=A
278B9+5G>A
RI162X
3659delC
3849+10kbC>T
2143delT
A455E
2183AA>G
2184delA

P E AP E P PP P

AL AR A E A A B A P PP AP A E A P PR




dTTP, dATP, dGT2,dC TP
Biotinylated primers

—_—

Taqg-polymerase

Thermal cycler

i

W/

A

Hybridization
Stringent Wash
Conjugate Incubation

_ Color Development

i 3 = i
S ==X -
! ) INNOGENETICS
Interpretation SIOTECHNCLOGY FOR HEALTH CARE

30 min
10 min
30 min
30 min




INNO-LiPA

Reverse hybridization principle

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate
Alkaline Phosphatase

Streptavidin
Biotin

Amplified target

Nitrocellulose strip ———




Princip

Jeden vzorek
Jedna amplifikace
Jeden strip
Vysledek

multihybridizace do
3 hodin po amplifikaci




Pacientka Z.V., 15 let

dlvod vysetreni: rok trvajici kasel

CT prokazalo Cetné bronchiektasie v obou hornich plicnich
lalocich

hyperplazie maxillarnich, nosnich a sphenoidealnich dutin
pankreas, jatra bez odchylek

vySetreni chlorid( v potu opakované se zvySenymi hodnotami
(82 - 88 mmol/ml)

zvazovana dg.CF

1 Vysledek muta¢ni analyzy CFTR genu

HERREEREEER]

genotyp : dF508 / 3849+10kb

(NN

Dg.CF potvrzena




Cysticka fibrosa — genotyp nemocnych

dF508/dF508 8 CFTRdele2,3/1717-1 |1
dF508/CFTRdele2,3 |9 G542X/G542X 1
dF508/G542X 1 W1282X/N1303k y)
dF508/R553X 1 R347P/711+5 1
dF508/R347P 1 dF508/5T 1
dF408/3849+10 1




Cysticka fibrosa - heterozygoti

dF508 / non 87
G542X / non S
CFRTdele 2,3(21kb) |7
RH53X / non 2
3849+10kb CtoT/ |5
ROR7P / non 4
71145 GtoA / non 2




Cysticka fibroza

Frekvence onemocnéni cystickou fibrozou cini
1 : 2000 zive narozenych deti.

Jaka je frekvence heterozygott ?

Jaka je pravdepodobnost, ze dva zdravi jedinci budou
mit dité postizene CF ?

Jake je celkove riziko postizeni ditéte CF v pripade, ze
jeden rodic je prenasec AF508 ?




Cysticka fibroza (CF)

Vyskyt postiZeni 1:2000
heterozygoti 1 :22

gen CFTR: lokalizace 7q31

250 000 nukleotidu

26 exonu

protein 1 480 aminokyselin
70% pripadi: delece 3 nukleotidii v 10. exonu

pro aminokyselinu fenylalanin
na 508. misté proteinu = F508

P heter. x heter.= 1/22 x 1/22 = 1/484, riziko vyskytu postiZeni: 1/484 x 7: = 1/1936

/\

Po testovini na DF508. Jeden 7 paru je pienasec AF508, P=1.
P, Ze druhy bude pienasec: P=0,3x 1/22=1/73,3

Celkové riziko pro par: 1/73,3x 1 x % = 1/293,2

Nositelé vadného genu CF — odolnost viici onemocnéni tyfem !!




