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1 METODY V MOLEKULOVEJ GENETIKE

1.1 Ziskavanie biologického materialu

Zakladnym predpokladom uspesnej molekulovej analyzy je =ziskanie vhodného
biologického materidlu, z ktorého sa vyizoluje DNA alebo RNA. T4 sa potom pouziva na
molekularno-genetické vysSetrenia dedicnych a nadorovych ochoreni, identifikaciu jedinca,
detekciu mikroorganizmov, v paternitnych sporoch a personalizovanej medicine. V praxi je
potrebné ziskat’ DNA napriklad z lymfocytov periférnej krvi, z choriovych klkov, bukalnej
sliznice, roznych druhov tkaniva, plodovej vody, slin, mitochondrii alebo baktérii.

Jednoduchou metdodou odberu materidlu je venepunkcia — odobratie periférnej krvi
z vena cubity. Na DNA analyzu sa vyuzivaju leukocyty odobraté do antikoagulanta. Pri
niektorych ochoreniach sa v periférnej krvi pacienta mézu nachadzat’ rozne typy buniek alebo
vol'na DNA/RNA, ktora je vyuzitelna na genetické analyzy. Napriklad z krvi tehotnej matky
sa neinvazivne vysSetruje fetalna DNA, o umoziuje urcit’ pohlavie plodu alebo numerické
aberacie chromozémov. Onkologickym pacientom sa robi analyza génovej expresie, ¢o je
dolezité pri predikcii alebo prognéze poskytnutej terapie suvisiacej s liecbou nadorového
ochorenia.

Na DNA analyzu sa moze pouzivat’ aj tkanivo ziskané biopsiou — odobratim vzorky
tkaniva zo zivého organizmu, pri opera¢nych vykonoch robenych pre terapeutické alebo
diagnostické ucely, alebo nekropsiou — materidl odobrany pri pitve. Odber by mal byt
vykonany tak, ze okrem vzorky z tkaniva, v ktorom predpokladame patologicky proces,
ziskame na porovnanie aj materidl zo zdravého tkaniva. D4 sa pouzit’ aj archivny material —
tkanivo fixované vo formaline a zaliate v parafine. Pri urCovani otcovstva a identifikacii
jedinca, ale napr. aj v gynekoldgii, sa pouzivaju stery zo sliznic, ktorych bunky chceme
vysetrit. Na genetické vysetrenie mézeme pouzit’ licny ster z bukalnej sliznice. Na jeho odber
sa pouzivaju sterové tampony, pripadne ketky.

Na odber sa pouzivaju firemne pripravené supravy (kity). Existuju v principe dva typy.
Jeden je uréeny na analyzu DNA a druhy je navrhnuty k zberu a preprave sterov vzoriek
urcenych na testy otcovstva a forenzné (sudno-lekarske) ucely. Za tcelom ziskania DNA
profilu je mozné odoberat’ biologické vzorky aj prvostupniovym pribuznym nezvestnych alebo
mftvych osob (biologickym rodi¢om a detom) a ostatnym osobam, pomocou ktorych je mozné
zrekonStruovat’ DNA profil. Zdrojom DNA moéZu byt aj sliny, kvapka krvi, cigaretovy ohorok,
spermie, Cast’ tela ako kusok kosti, tkaniva, zub, vlas s korienkom alebo cokol'vek biologicke,
obsahujice DNA. V §pecidlnych pripadoch, najméd pri DNA analyze virusov a baktérii, sa
pouziva filtracia.

1.2 Spracovanie biologického materialu

Pred izolaciou DNA sa musi tkanivo vopred homogenizovat’ (rozrusit, dezintegrovat’).
Mechanicka homogenizacia v trecej miske vyuziva mechanické drvenie a trenie pomocou
porcelanového tigika. Daju sa pouzit’ aj pristroje nazyvané homogenizatory a rozne mixéry. Pri
fyzikdlnej homogenizacii sa pouZiva ultrasonikdcia, hypotonizacia alebo opakované
zmrazovanie arozmrazovanie buniek, ale aj mrazenie v tekutom dusiku. Jednoduchym
a ucinnym typom je chemicka homogenizécia, kde sa pridavaju detergenty, ktoré zniZenim
povrchového napitia spOsobia prasknutie cytoplazmatickej membrany buniek a obsah
cytoplazmy s DNA sa dostane z bunky von. Casto sa pouZiva aj kombinacia spominanych
metod. NajpouzivanejSou metddou pri dalSom spracovani biologického materidlu je
centrifugacia, Tuh¢ Castice sa v kvapalnom prostredi usadzuju rychlejSie pomocou zvysenia
gravitacie, ktora je vyvolana rotaciou. Castice klesaju ku dnu v zavislosti od vlastnosti latky
(velkost, tvar, hustota) a prostredia (hustota, viskozita).



1.3 Postup pri izolacii nukleovych kyselin

Zakladnym problémom pri izolacii nukleovych kyselin je odstranenie bielkovin
a polysacharidov tak, aby nedoslo k poruseniu ich primarnej a sekundéarnej struktury. Nukleové
kyseliny sa totiz v zivych organizmoch nenachadzaji vol'né (okrem tRNA), ale v komplexe s
bielkovinami a polysacharidmi. Na izolaciu nukleovych kyselin sa pouzivaju izolacné kity.
Princip izolacie DNA:

e homogenizacia a lyza buniek — rozruSenim cytoplazmatickej membrany, u baktérii aj
bunkovej steny, sa uvolni obsah bunky;

e inhibicia nukleaz — pri izolacii DNA sa pouziva RNéza, aby sme v izolate mali len DNA,
na ktoru sa zameriavame, a nie aj RNA (pri izolacii RNA sa naopak pouziva DNaza);

e rozklad nukleoproteinového komplexu — na rozruSenie vdzby nukleovych kyselin
s bielkovinami sa pouzivaju organické ¢inidla (fenol, chloroform, moc¢ovina a pod.). Fenol
a chloroform (trichlérmetan) su organické rozpustadla, ¢ize su nemieSatelné s vodou,
apreto poich pridani k vodnému roztoku nukleovych kyselin vytvoria dve fazy.
Na rozhrani faz dochadza k denaturacii proteinov;

e odstranenie proteinov a vyzraZzanie DNA — proteiny sa odstranuju centrifugaciou. DNA
molekuly zostavaji v roztoku, vyzrazaju sa pomocou soli a alkoholu. Vytesnenie vody
roztokom alkoholu spdsobi zlepenie dlhych vladkien DNA. DNA sa namota na palicku,
necha sa vysusit’, rozpusti sa v redestilovanej vode, ¢im vznikne tzv. vzorka DNA.

Koncentracia a Cistota ziskanej DNA sa urcuje elektroforeticky, fluorimetricky alebo
spektrofotometricky. Principom elektroforetického stanovenia je, Ze sa izolovana DNA v géle
prejavi ako jeden hrubsi pasik (band) v blizkosti Startu, ¢o dokazuje, ze DNA nie je polamana
(pasikov by bolo viac). Tym sa deteguje kvalita vyizolovanej DNA. Mnozstvo sa stanovuje
porovnanim vzorky so Standardom molekulovych hmotnosti. Vyrobcovia Standardov uvadzaju,
aké mnozstvo DNA v nanogramoch je v jednotlivych pruzkoch. Na zéklade porovnania
intenzity svietenia pruzku analyzovanej DNA s intenzitou rovnako velkého pruzku Standardu
sa d4a odhadnut’ koncentracia analyzovanej vzorky DNA. Tento vysledok je menej presny, ako
vysledok ziskany spektrofotometricky alebo fluorimetricky. Spektrofotometrické stanovenie
koncentracie: molekuly nukleovych kyselin obsahuju bazy, ktoré absorbuju ultrafialové
ziarenie vinovej dizky 200 - 300 nm, absorbanciu DNA meriame pri 260 nm. Fluorimetrické
stanovenie  koncentraciec DNA  sa  zafarbi  fluorescencnym  farbivom a
pomocou fluorescencného spektrometra sa meria intenzita signalu. Vyhodou je Specificita,
pretoze farbivo sa interkaluje (v€leni) do dvojzavitnice DNA. Informaciu o kvalite izolovanej
DNA (teda ¢i nie je fragmentovand) sa neda ziskat' spektroforetickou ani fluorimetrickou
metddou.

1.4 Gélova elektroforéza

Elektroforéza patri k najpouzivanej$im metdodam separacie nukleovych kyselin
a proteinov podl'a ich velkosti, naboja ¢i vizbovej afinity. Pomocou elektroforézy mozeme
rozdelit’ zmesi fragmentov DNA a inych polarnych makromolekul. Nukleové kyseliny maju
zéporny naboj, pretoze obsahuju zvySok H3PO4 (tzv. ,fosfat*). Podstatou je migracia ionov
v elektrickom poli. Elektroforéza je pohyb elektricky nabitych molekul k elektrode s opacnou
polaritou. Z praktickych dovodov sa elektroforéza nerobi priamo v roztoku, ale vo vhodnom
nosici. Pri elektroforetickej separacii nesmie dochadzat’ ku samovol'nej migracii biomolekul
difaziou, o je zabezpecené pouzitim pevnych podkladov, akymi su filtracny papier, celuléza
alebo gél. NajcastejSie sa pouzivaju polyakrylamidovy alebo agar6zovy gél, ktoré vytvaraju
zlozitu sietovu Strukturu polymérovych molektl s pormi. Velkost’ pérov vo vyslednom géle sa
da ovplyvnit’ zlozenim roztoku a koncentraciou polyméru, z ktorého sa pripravuje. Agaroza je
prirodny polysacharid a izoluje sa z €ervenych morskych rias. Po rozvareni praskovej formy
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agardzy v roztoku elektrolytu vylejeme vzniknuty husty roztok do pripravenej aparatary a gél

spolymerizuje. Vzorky DNA sa nanaSaji do jamiek v géle, vytvorenych hrebeiom pocas

tuhnutia gélu, pricom pripraveny gél je pocas nanasania DNA ponoreny v prisluSnom tlmivom

roztoku s rovnakym zloZenim, ako je zlozenie timivého roztoku pouzitého na pripravu gélu.
Aparatiry potrebné na elektroforézu mozno rozdelit’ do troch skupin. Horizontalne

elektroforézy sa najcCastejSie pouzivaju pri separacii DNA a nosnym médiom je agardzovy gél

(obr. 1). Vertikalne elektroforézy, priktorych je nosnym separatnym médiom

polyakrylamidovy gél, sa pouzivaju najmi pri praci s proteinmi. Kapilarne elektroforézy

(v tenkych sklenych trubiGkach) obsahuju taktiez polyakrylamidovy gél, a slizia na

sekvenovanie a delenie RNA.

Rychlost’ pohybu makromolekul v géle sa nazyva elektroforeticka pohyblivost’

a zavisi od:

e molekulovej hmotnosti molekuly alebo fragmentu. Cim je molekula vicsia, tym sa v géle
pohybuje pomalsSie. Odhad velkosti neznameho fragmentu sa stanovuje porovnanim so
Standardom znamej velkosti (obr. 2). Pri kazdej elektoforéze sa do jednej z drah nanesie
standard molekulovych hmotnosti (DNA marker — ladder). V géle po rozdeleni vyzera ako
nepravidelny rebrik. Je tvoreny zmesou fragmentov DNA znamej vel'kosti, ktoré sa pocas
elektroforézy separuju spolo¢ne so skimanou vzorkou DNA — vo vedlajsej dréhe.
Komeréne je dostupnych mnozstvo rozli¢nych standardov molekulovych hmotnosti. Vyber
vhodného Standardu zavisi od ofakavanych vel'kosti separovanych fragmentov;

e koncentracie gélu — o suvisi s velkostou porov v géle. Hustotu gélu si volime sami, podl'a
dizky molekul, ktoré v fiom chceme oddelit. Cim je gél hustej$i, tym ma vicsiu
»rozliSovaciu schopnost™, teda daju sa viom oddelit molekuly vel'mi podobnej
molekulovej hmotnosti;

e konformacie (trojdimenzionalnej Struktiry) molekuly. Napriklad RNA sa pohybuje
najrychlejsie. Kruhova DNA (napr. plazmidova) sa pohybuje rychlejSie ako linearna
dvojvldknova DNA;

e vel’kosti elektrického napitia — nizkonapit'ova a vysokonapétova (nad 1000 V), obvykle
sa vyuziva napdtie 80 - 120 V. VysSie napitie nesie so sebou riziko roztavenia gélu pri
dlhSom posobenti;

e zloZenia roztokov a teploty — zloZenie elektroforetického roztoku, ato predovSetkym
obsah soli v iom, podstatne ovplyviiuje mobilitu fragmentov DNA pocas elektroforézy.
Bez pritomnosti soli sa DNA v elektroforéze takmer nepohybuje.

e
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e Obr. 1. Aparatira na elektroforézu e Obr. 2. Standard molekulovych hmotnosti

Kedze samotna DNA je neviditeln4, vizualizuje sa najCastejSie pouZitim
fluorescencnych farbiv (etidium bromid), ktoré sa interkaluju do DNA a po oziareni UV
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svetlom na transiluminatore fluoreskuju. NovSie farbiva ako SYBR® Green, GoldView®,
GelRed nie su taky silny mutagén, akym bol doteraz pouzivany etidium bromid. Ziskané
vysledky sa dokumentuju pomocou fotodokumentacného zariadenia.

1.5 Restrikéné endonukleazy a ich praktické vyuzitie

Restrikéné endonukledzy su stcastou restrikéno — modifikaéného systému, ktory
zabezpecuje v bakterialnych bunkach kmenovo Specificky obranny mechanizmus proti
cudzorodému genetickému materidlu (najmi bakteriofagovej DNA) vnikajicemu do bunky.
Znamena to, ze restrikény enzym fragmentuje iba cudzorodi DNA baktériofaga, ale nie svoju
vlastni DNA, ktort pozna.

Restrikéno — modifikacny systém sa sklada z dvoch enzymov:

e modifikacného enzymu — metylazy. Podstatou modifikacie je postsyntetickd metylacia
urcitej bazy. Modifikovand DNA je rezistentna voci Stiepeniu homologickou restrikénou
endonukledzou. Modifikaciou bunka chrani svoju DNA pred rozstiepenim vlastnym
restrikénym systémom. NajcastejSim sposobom modifikacie u baktérii je metylacia adeninu
na N6 — metyladenin alebo cytozinu na C5 — metylcytozin;

e restrikénej endonukleazy — Specificky Stiepi linedrnu aj kruhova dvojvldknovia DNA,
pricom rozpoznava symetricki sekvenciu zrkadlovo sa opakujucich nukleotidov — tzv.
palindrom (tab. 1).

e Tab. 1. Povod a posobenie niektorych restrikénych enzymov (endonukleaz)

Balkiéria, z kiorej Nazov Rozpomavana sekvrencia
bol zolovany resir. enzymu a sposob strihania
Attrobacter luteus Al AG (CT
TC |GA
B acillus amyloli que- Bam HI GfGATCC
faciensH CCTAG |G
Escherichiacoi RI113 EcoRI G|AATTC
CTTAA |G
Moraxella botis Mbol bATC
CTAG |

Nazvy restrikénych enzymov sa piSu kurzivou a st tvorené trojpismenkovym
akronymom. Prvé pismeno je rod, d’alSie dve pismena st druh baktérie, z ktorej bol restrikény
enzym izolovany. Rimska ¢islica vyjadruje poradové €islo endonukledzy izolovanej z baktérie
rovnakého rodu a druhu. Napriklad najzname;jsi restrikény enzym EcORI bol ako prvy ziskany
z baktérie Escherichia coli.

Za restrikciou nasleduje in vivo vel'mi rychla degradacia DNA inymi nukleazami na
produkty rozpustné v kyseline. NajrozSirenejSie a najpouzivanejsie su enzymy typu II., ktoré st
dolezité pre vytvaranie rekombinantnych molekal DNA, pretoze vykazuji len restriként
enzymovu aktivitu. Ak nedochédza k Stiepeniu DNA v strede palindromu, Stiepenim vznikaja
pre¢nievajuce tzv. lepivé konce. Konce bez presahu sa nazyvaju tupé konce. Podl'a toho ako
prislusna restrikéna endonukleaza stiepi dvojvldknovii DNA a aké konce zanechava, delime ich
na tri zakladné typy:

e 5’ —precnievajuce (lepivé) konce (napr. Sau3Al, Clal, EcoRl);
e 3’ —precnievajuce (lepivé) konce (napr. Hbal, PsTI);
e tupé konce (napr. Alul, Sval, Pvall).

Restrikéné endonukledzy sa v tzv. rekombinaénych technikach vyuzivaji ako

,»enzymoveé noznice*, ¢im sa vytvaraji nové moznosti pre kombinacie genetického materialu.
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Pomocou nich sa vybrany tisek DNA v¢leni do plazmidu, virusu alebo iného vektora. Zakladom
je, Zze vo vektore a na koncoch vkladanej (rekombinantnej) cudzorodej DNA musi byt pritomny
identicky palindrom. Preto sa obidve molekuly Stiepia rovnakym restrikénym enzymom.
Pouzivaju sa endonukledzy, ktoré vytvoria v DNA komplementarne lepivé konce. Tieto dve
molekuly sa spoja, ¢ize hybridizuju lepivymi koncami, a nakoniec sa vytvoria fosfodiesterové
viazby v jednotlivych retazcoch pomocou DNA ligdzy. Pomocou vektora sa inzert
(rekombinantna DNA) dopravi do ciel'ovej bunky — na replikaciu DNA in vitro alebo na
biotechnologické vyuzitie.

Pri replikacii DNA in vitro sa necha plazmid v bunkach baktérii mnohonasobne
namnozit’, baktériec st potom homogenizované a vyextrahuje sa z nich plazmidova DNA.
Endonukledzou, ktora Stiepi na tupé konce sa z vektorov vystrihnu inzerty (vloZzené fragmenty
DNA) a separuju sa v géle — na d’alSie vyuzitie. Pri biotechnologickom vyuziti sa v baktérii
navodia podmienky, aby sa do vektoru vloZzeny gén mohol exprimovat’ a bunka mohla vytvarat’
nim kodovany protein. Prvou aplikéciou v praxi bola produkcia inzulinu bunkami baktérii E.
coli. V stcasnosti sa takymto sposobom vyrabaju napriklad interleukiny, interferony, sérové
proteiny, hormony a vakciny.

Dalsie vyuzitie restrikénych enzymov je v génovej terapii. Zameriava sa predovietkym
na nadory a bunky kostnej drene, s cielom opravit’ poruchy na tirovni DNA. Prva génova
terapia, ktora sa podarila bola robend u deti s tazkou kombinovanou imunodeficienciou (SCID
— severe combined immunodeficiency). Napriek zdanlivej jednoduchosti, skryva tento postup
Vv sebe dva okruhy problémov — riziko zmeny vlastnosti a miesta inzertovania ,,terapeutického
génu“, ako aj nebezpecenstvo malignej transformécie bunky. V maji 2016 bola SCID oficialne
schvalena ako prva génova terapia pre deti v Eurdpe a jednorazovo sa robi v Milane (viac
v kapitole 15).

1.6 Principy DNA polymorfizmu a DNA-DNA hybridizacie

Pojem DNA polymorfizmus znamena, Ze existuju dva alebo viac variantov v sekvencii
DNA so signifikantnou frekvenciou v l'udskej populécii (viac v kapitole 7). Hybridizaciou
fragmentov DNA, sa pomocou radioaktivne znac¢enych, lokusovo Specifickych minisatelitnych
sond, deteguje polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov. Metodicky postup umoziuje
ngjst’ v genome jednotlivca usek DNA, ku ktorému je pripravena komplementarna (znacend)
hybridiza¢né sonda.

Existuju dva hlavné typy polymorfizmu DNA, ktoré maju odliSny molekulovy zaklad —
bodovy polymorfizmus a hypervariabilné oblasti DNA.

Bodovy polymorfizmus — zamena jednej alebo viacerych baz. Najznamejsi je bodovy
polymorfizmus, kde existuji dve rozne alternativy. Jedna sekvencia sa d4 rozstiepit
reStrikénym enzymom, druha (najcastejSie v dosledku mutacie) nie je Stiepitelna, pretoze sa
zmenila sekvencia pdvodného palindrému a restrikény enzym nerozpozna zmeneny palindrom,
preto ho nestiepi. V minulosti sa na RFLP vyuZivala metdda Southern blott s pouzZitim
radioaktivne znacenych sond (kapitola 1.6.1), v sucasnosti sa tisek namnozi pomocou PCR a k
PCR produktu sa pridd prislusny restrikény enzym, ktorého ulohou je potvrdit’ vznik alebo
stratu reStrikéného miesta.

Dal§im typom bodového polymorfizmu je jednonukleotidovy tzv. SNP (single
nucleotide polymorphism), kedy mdze byt jeden nukleotid napr. A zameneny za jeden zo
zvyS$nych troch, napr. C, T, G, pricom zmena nie je viazand na reStrikéné miesto. SNP sa
vyskytuja v priemere na kazdych 300 nukleotidov. Nachadzaju sa v nekodujucich sekvenciach,
najmé v intronoch, ale priblizne 50 000 sa ich nachddza v exdnoch, nazyvaji sa funkéné SNP.
St intenzivne skumané, pretoze mozu ovplyviiovat génovu expresiu a suvisia
s multifaktoridlne podmienenymi chorobami (napr. razstepy). Vela ich je ,skrytych® pre
tzv. degeneraciu genetického kodu. Ak st napr. 4 varianty tripletu kodujiceho ti ista
aminokyselinu, prvé dve st ,,povinné‘ a tretia bdza moze byt’ ktordkol'vek.
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Hypervariabilné oblasti DNA su useky za sebou iducich repetitivhych sekvencii
S rozlicnym poctom opakovani ur¢itého sekvenéného motivu. Mézu byt’ unikatne, ale aj ¢asté,
roznej dizky motivov a poétu ich opakovani — s medzerami (roztriisené) alebo tesne za sebou
(tzv. tandemové opakovania). Zvycajne su lokalizované mimo kodujucich oblasti DNA, ale
mozu sa nachadzat’ aj v génoch (napr. niektoré z CpG trinukleotidov). DiZka tychto oblasti je
dana poctom opakovani daného motivu. Analyzuje sa variabilny pocet tandemovych
opakovani (variable number of tandem repeats, VNTR). Pre klasicki VNTR metodu je
potrebné, aby sa pred a za skimanym usekom opakovani vyskytovali palindrémy. Ak chyba ¢o
i len jeden z nich — pouZije sa kopirovanie tychto usekov metddou PCR. Dizka tychto usekov
(fragmentov) sa potom zisti elektroforézou pomocou standardu molekulovych hmotnosti.

1.6.1 Polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov (RFLP)

Pre pochopenie principu hybridizacie a blottingu si najprv objasnime postup pri
klasickej RFLP. DNA sa Stiepila jednou restrikénou endonukleazou, ¢im sa ziskalo vel'ké
mnozstvo (radovo stotisice) fragmentov roznych dizok. Dévodom pre vznik mnoZstva
fragmentov je pritomnost’ mnohych Stiepnych miest (palindrémov) v DNA pre jednu konkrétnu
restrikénu endonukleazu. Dvojvlaknové DNA fragmenty sa separovali pomocou elektroforézy
v agar6zovom géle a denaturovali sa.

Jednovlaknové fragmenty DNA sa preniesli na hybridiza¢nu nitrocelulézovu alebo
nylonovi membranu tzv. Southernovym blottingom (obr. 3). Kapilarnou elevaciou
(vzlinavostou kvapaliny) prechddzal pufor z misky cez gél az do papierovych vrstiev, tym
vertikdlne vymyval fragmenty z gélu, ktoré sa vyplavili a zachytili sa na membrane. Membrana
ukotvila DNA ale pufor cez malé otvory presakoval az do pijavych vrstiev nad membranou.
Tym sa preniesli (blottovali) jednovldknové DNA fragmenty z gélu na membranu a nachédzali
sa na jej povrchu. Nasledne sa pripravila sonda. Sonda je jednoretazcova, radioaktivne alebo
fluorescen¢ne zna¢ena DNA, pripadne RNA, o znamej sekvencii dusikovych baz. Pri
radioaktivnom znaceni st do sekvencii sondy zaclenené nukleotidy, ktoré obsahuju
radioaktivny izotop, najéastejsie 32P alebo *S. Pri neradioaktivnom znadeni sa ¢asto pouzivajl
molekuly biotinu alebo digoxigeninu, ktoré sa do sekvencie sondy zaclenujii namiesto tyminu,
pri¢om je na nich pripojend fluorescencnd farbicka. Fragmenty uchytené na membréne sa
hybridizovali s denaturovanou sondou. Vizualizacia pritomnosti a dizky analyzovanych
fragmentov sa robila autoradiograficky. V pripade ak vnutri palindromovej sekvencie dojde
k mutacii a nastane zamena nukleotidu, Stiepne miesto zanikne. Taktiez ak v oblasti podobnej
palindrému nastane mutécia, ktord vytvori palindrém, vznikne nové §tiepne miesto. Dizky
fragmentov sa teda odliSuju.
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e Obr. 3. Usporiadanie zariadenia na prenos (blotting) fragmentov DNA z gélu na membranu

Prikladom vyuzitia metody RFLP u bodového polymorfizmu je diagnostika koséacikovej
anémie (autozomalne recesivne ochorenie). Pri tomto ochoreni dochadza k zmene jednej zo 146
aminokyselin v beta - globinovom retazci hemoglobinu. U postihnutého jedinca je v Siestom
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kodone kyselina glutamova nahradend valinom. Pri¢inou je substitu¢nd mutacia — zamena
adeninu za tymin:

A =normalna sekvencia : CCT GAG GAG
kédované aminokyseliny: Pro Glu Glu

S = mutovana sekvencia: CCT GTG GAG
kodované aminokyseliny: Pro Val Glu

Restrikény enzym Mstll rozpoznava palindrom a Stiepi cielova sekvenciu CCT GAG
GAG. U zdravych jedincov (A) vzniknu po Stiepeni dva fragmenty (201 bp a 175 bp), pretoze
enzym rozpozna palindrém a nastava Stiepenie. Mutovany fragment (S) sa neStiepi vo svojom
vnutornom useku, pretoze muticiou sa zmenilo §tiepne miesto ama dizku ako sucet
predchadzajucich fragmentov, ¢ize 376 bp (obr. 4).

Gén pre beta-globin

[ exén ] intrén [ exén

f 17sbp] 201 bp |

AA SS AS

[ 3
- - 201
[ B 15

e Obr. 4. Bodovy polymorfizmus pri kosacikovej anémii. Mozno odlisit’ chorych homozygotov
SS (maju jeden pasik 376 bp), AA (maja dva pasiky 201 bp a 175 bp) a heterozygotov (maju
tri pasiky 376 bp, 201 bp a 175 bp)

V stcasnosti sa uz radioaktivne znatené sondy nepouzivaju. Usek DNA, v ktorom
predpokladdme pritomnost’ zameny nukleotidu, sa namnozi pomocou PCR a nésledne sa Stiepi
redtrikénym enzymom. Dalsiu moznost’ detekcie bodového polymorfizmu predstavuje analyza
pomocou DNA mikrocipov, spominand na konci tejto kapitoly, ktora umoziuje detegovat’ az
100 000 SNP pocas jednej analyzy.

1.7 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

PCR (polymerase chain reaction) je metéda umoZiiujuca enzymovi syntézu
$pecifickych tsekov DNA definovanej dizky a ohranienia v podmienkach in vitro. Je jednou
z najpouzivanejSich molekulovo-genetickych metdd. Vyuzitie metddy PCR v praxi je velmi
Siroké. PCR je v podstate navodenie procesu replikacie DNA v laboratérnych podmienkach. V
procese takejto replikacie nedochadza k syntéze celej molekuly DNA, ale len jej kratkeho
definovaného tseku. Na vymedzenie tohto tiseku st nevyhnutné dva kratke (oligonukleotidove)
useky DNA — primery. Na zdklade komplementarity s cielovou sekvenciou dochadza k
hybridizécii primerov s denaturovanymi vldknami cielovej DNA, ¢o umoZiuje zacatie
replikdcie. Naviazané primery s rozpoznavané Tag polymerazou, ktora k nim pripaja d’alSie
nukleotidy na zéklade komplementarity a syntetizuje komplementarne vlakno az do konca
fragmentu. Taq polymeraza je izolovana z termostabilnej baktérie Termophillus aquaticus,
zijucej v horucich sirnych pramenoch v Yellowstonskom narodnom parku.
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Pomocou PCR je mozné zmnozit’ akykol'vek tisek DNA s dizkou do 23 kb. Podmienkou
je vsak, ze sekvencia baz na oboch koncoch amplifikovanej DNA musi byt znama, aby bolo
mozné cielene pouzit’ primery k tymto Gsekom. Uplna sekvencia vniitornej ¢asti fragmentu
nemusi byt’ znama. Pri degradovanej DNA napriklad staci, ak je kompletny len jeden z oboch
retazcov DNA. D4 sa namnozit' DNA z materidlu fixovanom v parafinovych blockoch, mumii
a roznych starych biologickych vzoriek.

Proces amplifikacie DNA prebicha na zéklade presnych zmien teploty v prostredi, kde
sa nachadza reakéna zmes v zariadeni, ktoré sa nazyva teplotny cyklova¢ (thermal cycler).
Pozostava z opakujtcich sa cyklov, z ktorych kazdy ma tri kroky: denaturacia, hybridizacia
primerov na jednovlaknovia DNA (tzv. annealing) a syntéza komplementarnych vlakien DNA.
V kazdom cykle dochadza k zdvojnasobeniu mnozstva amplifikovaného tseku DNA.
Narastajuci po¢et opakovani vedie k exponencialnemu mnozeniu vymedzeného tseku. V praxi
mozno 25 - 35 opakovaniami cyklu dosiahnut’ priblizne 10* - 10® — nasobnti amplifikaciu
pozadovaného useku (obr. 5).

CiePova DNA

DENATURACIA

!
< ¢ ]
HYBRIDIZACIA - -
I 1. cyklus
SYNTEZA
L ]
= 1 2. cyklus
! —
— le 3. cyklus

e Obr. 5. Schéma PCR

Pred zacatim vlastnej PCR reakcie je potrebné pripravit’ reakénti zmes:
e templatova DNA —jedno alebo dvojvlaknova DNA. Mdze to byt celkova genomova DNA,
ale aj fragmenty degradovanej DNA (izolovanej z kvapky krvi, vlasu, ktska koze, spermiti).
Na uskutocnenie amplifikécie teoreticky postacuje len jedna kopia pozadovanej sekvencie;
e oligonukleotidové primery — umelo syntetizované jednovlaknové tiseky DNA s dizkou
priblizne 20 nukleotidov, ktoré si komplementarne k 3 koncom oboch ciel'ovych vlakien
DNA. Pre PCR st potrebné dva primery — forward a reverse. Primery vymedzujt sekvenciu
DNA, ktort chceme amplifikovat’ a slizia ako Startovacie miesta pre prichytenie Taq
polymerazy;
dNTP (deoxyribonukleozidtrifosfaty) — pouziva sa dATP, dGTP, dCTP, dTTP;
voda — musi byt sterilna;
Taq polymeraza — pracuje rychlost'ou 100 - 150 nukleotidov za sekundu;
MgCl2 — Koncentracia MgClz vyrazne ovplyviiuje hybridizaciu templatovej DNA
s primermi.
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Amplifikovani DNA (obr. 6) je mozné Stiepit’ restrikénymi endonukledzami a vytvorit
jej restrikény profil, pripadne hybridizovat s oligonukleotidovymi sondami alebo priamo
sekvenovat’.

e Obr. 6. 13 fragmentov namnozenych metoédou PCR, tzv. PCR produktov. Ich velkost’ sa
stanovi podl'a markera na pravej strane. V drahe €. 7 je analyzovana mutacia.

PCR ma nasledujtice vyhody:

e kratke trvanie celého vySetrovacieho procesu (okolo 3 hodin), o mé vel’ky vyznam najmi
pre prenatalnu geneticku diagnostiku a pre detekciu patogénov;

e velka citlivost’ — odhalenie jedinej bunky infikovanej virusom;

e potreba malého mnozstva DNA (rddovo nanogramové mnozstva), ¢o umoZiluje
predimplantacni diagnostiku z jedinej blastoméry, DNA diagnostiku z buniek vlasovej
cibul’ky, z jednej spermie alebo somatickej bunky;

e DNA moéZe byt vel'mi stard a degradovana — chromozémové preparaty, parafinové blocky
tkaniv, zmrazené tkaniva, mrtvoly.

Nevyhody PCR su:
e musi byt’ znama sekvencia baz na vézbu primerov;
e daju sa mnozit’ len kratke tiseky — do 23 kb;
e kontaminacia hoci len jednou cudzou molekulou spdsobi falosnu pozitivitu reakcie.

PCR sa vyuziva v mnohych oblastiach:

e v lekarskej genetike — napr. na detekciu mutécii a polymorfizmov pri réznych
ochoreniach, pri stanoveni pohlavia, predimplanta¢nej, prenatidlnej a postnatalnej
diagnostike (napr. Duchennova svalova dystrofia, fragilny chromozom X, hemofilia,
talasémia, cysticka fibroza, fenylketontria a mnohé d’al§ie enzymopatie a syndromy). PCR
vacsinou slizi na namnoZenie analyzovaného useku, ktory sa sekvenuje;

e vo vyskume — napr. pri genetickych manipuldciach (priprava rekombinantnych DNA
molektl zmMRNA pre ich expresiu v baktériach), izolacii génov alebo ich c¢asti, in vitro
mutagenéze, analyze klonov z génovych kniZznic, konStrukcii a mnoZeni sond, urovani
pritomnosti vybratych sekvencii DNA, vratane $tadia l'udského genému atd’.;

e v diagnostike roznych ochoreni — predovsetkym nadorovych, ale napr. aj infekénych
virusovych, bakteridlnych, mykotickych a parazitarnych ochoreni (chlamydiézy,
toxoplazmoza). S tspechom sa PCR vyuziva aj v skriningu (hromadnom vyhladavani)
jedincov s genetickou predispoziciou k niektorym, najmd nadorovym ochoreniam
(napr. karcinomy prsnika, prostaty, hrubého ¢reva, ovarii, endometria, pl'ic, mocového
mechura atd’.);

e Vimunolégii — napr. pri stanoveni HLA polymorfizmu pri hl'adani vhodného darcu
a prijemcu na transplantaciu;

e Vv §Pachtitel’stve a chovatel’skom vyskume (ochrana genofondov);
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e V potravinarstve — detekcia geneticky modifikovanych organizmov a potravin;
e v siudnom lekarstve tzv. DNA profilovanie alebo DNA fingerprinting — pri identifikacii
jedinca, forenznej analyze a pri ur¢ovani spornej paternity a maternity.

Prikladom pouzitia metédy PCR pri vySetrovani hypervariabilnych oblasti (VNTR) je
urcovanie otcovstva pri paternitnych sporoch (obr. 7). Vac¢sina DNA je uplne rovnakd u
vSetkych l'udi. LiSime sa len vySe 1 % genetickej informdcie uloZzenej v jadre. Tato sa oznacuje
minisatelitna a je u kazdého jedinca rozdiclna, je to zaroven nekodujica DNA. Tieto
hypervariabilné tiseky DNA si charakterizované vyznamnou variabilitou ich dizky, ktora
vznika v dosledku rézneho poctu opakovani urcitého motivu. Prave pocet opakovani tychto
kratkych sekvencii je pre DNA identifikaciu kIicovy, pretoze je u rdéznych l'udi rozdielny.
Dizka useku DNA sa ozna¢uje ako ,,alela“ prislusného VNTR systému. Alely sa prenasaju
z rodicov na deti (jedna alela je od matky a jedna je od otca). Dieta moze mat’ len tie alely,
ktoré ma jeho rodi€. Tato ich dedi¢nost’ sa vyuZziva na ucenie materstva ¢i otcovstva. Vzhl'adom
na velku variabilitu medzi ¢lenmi populécie je minimalna pravdepodobnost’, Ze sa dvaja jedinci
zhoduju vo vacsom pocte VNTR systémov (v alelach) naraz. Porovnanim poctu opakovanych
sekvencii na r6znych miestach DNA molekuly vieme urc€it, ¢i ide o DNA tej istej osoby alebo
dvoch odlisnych os6b. Samozrejme, na danom mieste m6Zu mat’ dvaja l'udia rovnaky pocet
tandemovych opakovani, ¢ize maju rovnaku alelu. Ak vSak skimame opakovania na r6znych
miestach genému, je velmi nepravdepodobné, ze na vSetkych miestach maji dvaja l'udia
rovnaky podet opakovani. Cim viac miest s opakovaniami skamame, tym jednoznaé¢nejsie
vieme identifikovat’ vzorku a genetici uz presne vedia, kde sa takéto polymorfné miesta v DNA
nachadzaju. Ak tieto hypervariabilné oblasti skimame zaroven ziskame obraz, ktory tvori
niekol’ko desiatok pruzkov (tzv. DNA profil). Ten je individudlne eSte Specifickejsi ako
odtlacky papilarnych linii na prstoch. To bol zrejme dovod, ze Alec Jeffreys, ktory tito metdodu
vyvinul vroku 1984, ju nazval DNA fingerprinting. Uz v roku 1986 bola tato metdda
v Anglicku vyuzitd na kriminalistické ucely, a to v pripade znasilnenia a vrazdy dvoch mladych
dievcat. U oboch boli zaistené stopy spermii. Analyza, ktort zrealizoval osobne Alec Jeffreys,
jednoznacne preukazala, ze patri tomu istému muzovi. Dnes sa profily ziskané zo stop
najdenych na mieste ¢inu porovnavaju s profilmi podozrivych osob. DNA ,,odtlacky* pomahaji
pri ur€eni viny v krimindlnych pripadoch, ur€ovani totoZnosti osdb a pozostatkov, identifikacii
pachatelov, vrahov alebo pri znasilneniach, paternitnych sporoch ale aj pri zdmene deti v
porodnici.

DNA profilovanie v sucasnosti vyuziva na identifikaciu osob a plemien kratke
tandemové opakovania tzv. mikrosatelity typu STR (short tandem repeat). Ich diZka je iba 2 -
5 nukleotidov a opakuju sa viackrat za sebou. Jednu STR sekvenciu nazyvame STR systém,
pocet opakovani je 1 - 100, dizka blokov je do 150 bp. Na identifikaciu osob sa §tandardne
pouziva 13 STR systémov l'udského gendmu a na Slovensku ich pouzivame az 16. Na
identifikaciu spornej paternity a osdb existujil aj iné metédy. STR polymorfizmy maju velka
uspesnost’ a minimalnu chybovost,, preto st vel'mi popularne. Jednotlivé iseky DNA su pri
amplifikacii pomocou PCR fluorescencne znacené a na analyzu vysledkov sa pouziva CCD
kamera, laser a program GeneScan ur¢i aké alely mé jedinec vo vSetkych Sestnastich STR
systétmoch. Tym sa vytvori tzv. DNA profil osoby, ktory sa ukladd do databdzy. DNA
profilovanie je rozSirené po celom svete a vznikaji rozsiahle narodné databazy obsahujlce
profily miliénov l'udi. Do tejto databdzy sa zaznamenavaju profily usvedéenych pachatelov,
ale aj podozrivych, nezvestnych, unesenych, zavrazdenych alebo uvdznenych osob. Najvacsiu
DNA databazu maji v USA s vySe 5 milionmi DNA profilov. FBI v r. 1994 vytvorilo databazu
s nazvom CODIS (combined DNA index system), ktora sluzi na porovnavanie skiimanych
a ulozenych DNA profilov. Databaza je anonymna ak sa jedné o nevinnych a obete. V databaze
sa eviduje len typ trestného ¢inu, pri akom bola stopa zaistena, kde, kedy, z akého materialu a
ako bola spracovand, ¢islo policajného spisu, evidencné €islo a miesto archivacie, aby sa dala

14



vzorka v pripade potreby opdtovne najst. Pri DNA profile pachatela sa ukladaju jeho
kompletné osobné udaje.
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e Obr. 7. Urenie paternity VNTR — matka (), mozné diet’a (a, b, ¢, d) a otec (3'). Otcovstvo
sa poklada za vylucené, ak sa dieta s vySetrovanym muzom nezhoduje najmenej v dvoch
nezavislych VNTR systémoch (alelach).

1.7.1 Kvantitativha PCR

Kvantitativna PCR, inak nazyvana aj real time PCR, je metoda, ktora sa vyuziva na
stanovenie presného mnoZstva DNA templatu sledovanim tvorby PCR produktov po kazdom
cykle PCR reakcie. Na detekciu prirastku DNA fragmentov sa vyuziva fluorescencia. PouZivaji
sa bud’ fluorescencné farbiva, ktoré su schopné naviazat sa len na dvojvldknovi DNA a
nasledne fluoreskujii (obr. 8a.) alebo hybridizacné sondy, ktoré obsahuju pripojeny tzv.
reportér (R) — fluoreskujicu molekulu a tzv. zhasaé (Z) — molekulu, ktora potlaca flurescenciu
reportéra pred reakciou, pricom reportér a zhaSac¢ st na DNA hybridizacnej sonde pripojené
blizko seba, takze dochadza k potlacaniu fluorescencie reportéra. Hybridiza¢na sonda musi byt
komplementarna k Gseku amplifikovaného fragmentu. Pri PCR reakcii dochadza vplyvom 5’
nukledzovej aktivity polymerazy k rozkladu hybridizovanej DNA sondy, ¢im d6jde k oddeleniu
zhaSaca od reportéra, ¢o sa prejavi fluorescenciou (obr. 8b.). V pripade oboch pristupov
dochadza po kazdom cykle k narastu mnozstva produktu, a tym aj fluorescencie, ktora sa meria.
Na zaciatku reakcie je fluorescencia nemeratel'nd, preto je zachytend az po ur¢itom mnoZzstve
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cyklov. Pocet cyklov, pri ktorom doéjde k zachyteniu fluorescencie sa nazyva prahova hodnota,
pri¢om ¢im je vyssi pocet cyklov potrebnych pre zaznamenanie fluorescencie, tym mensie bolo
pociatocné mnozstvo DNA.

a. fluorescentné farbina emitujisvetlo b. princip fungovania sondy chsahujice] reportér
po naviazani na dvojvidknova DMNA a zhakat, ktoré sa potas PCR oddelia

;

) @

LY

e Obr. 8. Principy metddy real time PCR - sledovanie prirastku DNA fragmentov

Metoda real time PCR je vhodna najmé na meranie Grovne expresie génov, pricom jej
predchédza reverznd transkripcia, teda prepis z RNA do cDNA. Pouziva sa tiez na ur€enie poctu
kopii génov (napriklad delécie a duplikdcie) a urCenie genotypu (genotypovanie).
V mikrobiologii sa pouziva na identifikdciu pritomnosti a stanovenie mnozZstva patogénu
U pacienta. Nie je potrebnd kultivacia, ¢o znacne urychl'uje diagnostiku ochoreni. Obrovskou
vyhodou je rychly vysledok, ¢o je dolezité najmé pri ochoreniach, ktoré si vyzaduju urgentnti
liecbu. Pri relativnej kvantifikacii sa porovnavaju mnozstva PCR produktov medzi viacerymi
vzorkami a Standardom. Pri absolutnej kvantifikacii je vysledkom mnozstvo DNA (v pocte
molekul alebo hmotnostnych jednotkach).

1.7.2 Metylac¢ne Specificka PCR

Metylacne Specificka PCR (MSP) — sa pouziva pri analyze metylacie DNA, najcastejSie
Vv oblasti GpC ostrovéekov v promdétoroch génov. Templatova DNA sa modifikuje pomocou
hydrogénuhli¢itanu sodného, ktory v nej pozmeni vSetky nemetylované C na U. Po PCR st
v novovytvorenych vlaknach v tychto miestach A, ktoré sa paruju s U. V pripade, ze C je
metylovany, v komplementarnom vldkne sa k nemu priradi G. Je nutné pouzit dve sady
primerov. Prva sada je Specificka pre nemetylovanu, druhé pre metylovana DNA.
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1.7.3 MLPA

MLPA (multiplex ligation-depend probe amplification) — po denaturacii DNA sa prida
ku vzorke zmes MLPA oligonukleotidovych sond $pecifickych pre cielova sekvenciu. Kazda
sonda pozostava z dvoch casti, ktoré su navrhnuté tak, aby mohli byt spojené do jednej. Az
po hybridizacii oboch sond s cielovym miestom st navzajom sondy spojené ligazou. Iba
spojené¢ sondy su amplifikované klasickou PCR, pricom je jeden z primerov fluorescencne
znaCeny. V pripade mutacie sa sonda nenapojia nevznikd PCR produkt. Nasleduje
elektroforeticka separacia PCR produktov a analyza dat. Vyhodou MLPA je mozZnost’ suc¢asne
analyzovat az 50 roznych genomickych DNA sekvencii.

1.8 Sekvenovanie DNA

Sekvenovanie DNA je subor metod, ktoré umoziuju ur€it’ presné poradie baz, tak ako
nasleduji za sebou v DNA. Vychadzaji z dvoch klasickych, navzajom odlisnych technik —
Sangerovej a Maxamovej—Gilbertoveyj.

Sangerova metoda (r. 1975) — sa klasicky robi tak, Ze sa vzorka sekvenovanej DNA
rovnomerne rozdeli do Styroch skiimaviek. Pripravia sa 2" — 3" dideoxyribonukleotidy (ddNTP)
na identifikéaciu kazdej zo Styroch baz (A, T, C, G). Do kazdej zo 4 skimaviek sa v spravnom
pomere pridaju neoznacené deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP) vSetkych typov, ako aj jeden
zo znacenych ANTP (najcastejSie je znaceny A). Pridand DNA polymeraza vytvara nové useky
DNA na zaklade komplementarity, pricom nahodne pouzije aj ddNTP. Tym d6jde k zastaveniu
syntézy ret'azca, pretoze nemoze byt vytvorena fosfodiesterova vazba medzi ANTP a ddNTP,
nakol’ko ddNTP ma na 3" len vodik. Takto v kazdej skimavke vznika séria fragmentov roznej
dizky. Ich velkost zavisi na vzdialenosti od zaGiatku retazca, v akej bol dANTP zaradeny.
V kazdej zo skimaviek sa teda nachadza DNA, ktorti chceme precitat’, kratky DNA Specificky
primer, DNA polymeraza, vSetky Styri deoxyribonukleozid trifosfaty (dNTP) a jeden
zo0 Styroch dideoxyribonukleozid trifosfatov (ddNTP). Vzorky z jednotlivych skumaviek sa
nanesu vedl'a seba do polyakrylamidového gélu a rozdelia sa elektroforézou. Po autoradiografii
sa odc¢ita poradie baz v sekvenovanom tseku. DNA sa ¢ita postupne od spodnej bazy nahor,
v kazdom stipci je v riadku vzdy len jeden pasik, pod prislusnou bazou (obr. 9).
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e Obr. 9. Citanie autoradiogramu pri sekvenovani DNA

V diagnostike sa rutinne pouziva tzv. automatické sekvenovanie. Je to spojenie
Sangerovej metddy, s pouzitim fluoreséen¢ne znac¢enych ddNTP a na namnozenie sluzi PCR.
Vyhodou je, ze vSetky Styri reakcie sa uskutoc¢nuju v jednej skumavke (respektive kolone
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s gélom). Akymsi ,,Citaom* je 1U¢ lasera, ktory deteguje u jednotlivych ddNTP r6zny farebny
signal a ten sa zaznamenava. Podstatné zlepSenie predstavovalo aj nahradenie elektroforetickej
separacie v polyakrylamidovych géloch kapilarovou elektroforézou v tekutom polyméri.
Automatické analyzatory DNA, tzv. sekvenatory, separuju produkty sekvenacnych reakcii,
deteguju fluorescencne znacené fragmenty DNA a zberaju sekvenacné data. Vystupom analyzy
je elektroferogram nazyvany sekvenogram (obr. 10). Automatizacia sekvenovania vyrazne
prispela k urychleniu prac na projekte ,,Cudsky genom* (kapitola 2).
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e Obr. 10. Sekvenogram (dolezita je farba ,,pikov* a nie ich vyska)

Maxamova-Gilbertova metoda (r. 1977) — vzorka sekvenovanej DNA sa rovnomerne
rozdeli do Styroch skimaviek. DNA sa denaturuje a jednovlaknova molekula sa potom znaci
radioaktivnym fosforom. V kazdej skiimavke sa chemicky (metylaciou) poSkodi jeden typ
dusikatej bazy. Podmienky reakcie st zostavené tak, aby sa neposkodili vSetky, len ich mala
cast’. Na poskodené bazy sa pdsobi piperidinom, ¢im sa v miestach, kde sa nachadzaju prerusi
retazec DNA. Vznikne vela fragmentov roznej dizky v zavislosti od toho, ako d’aleko sa
nachadzala poskodena baza od konca molekuly. Elektroforéza, autoradiografia a vyhodnotenie
sa robia obdobne, ako pri Sangerovej metdde.

V stiasnosti existuje Sirokd paleta sekvenacnych metod, ktord sa spolocne nazyva
sekvenovanie novej generacie, pripadne nextgen sekvenovanie. Toto vysokoparalelné
sekvenovanie dnes patri medzi revoluéné metédy v molekuldrnej biologii. Tento typ
sekvenovania je mozné vyuZit’ na celogendmové sekvenovanie, na sekvenovanie vybranych
fragmentov DNA alebo RNA a tiez na epigenetickt analyzu (sekvencia DNA je rovnaka ale
pritomnost’ niektorych druhov chemickych latok na nukleotidoch méZe ovplyvnit expresiu
niektorych génov). Nextgen sekvenovanie umoziuje tzv. de novo sekvenovanie, teda
zistovanie celych sekvencii DNA, ktorych sekvencia je doposial’ nezndma. Taktiez umozZiuje
tzv. resekvenovanie, teda sekvenovanie uz znamych sekvencii, ktoré sliZi napr. na detekciu
roznych variantov alebo mutacii v DNA, ¢o sa Casto uplatiiuje napr. v diagnostike alebo
fylogenetike.

Principom sekvenovania pomocou v sii¢asnosti najvyuZzivanejsej platformy Illumina je
prvotnad fragmentacia DNA na tGseky podobnej dizky. Nasledne sa jednotlivé fragmenty
spracuju tak, aby boli schopné pripojit’ sa na tzv. sekvenaény €ip. Samotné sekvenovanie
jednotlivych fragmentov prebieha paralelne na Cipe. Pocas sekvenovania dochadza k pripajaniu
flourescenéne znac¢enych nukleotidov komplementarnych k DNA fragmentu na ¢ipe pomocou
DNA polymerazy, pricom kazdy typ nukleotidu ma iné¢ farebné oznacenie. Po pripojeni
kazdého nukleotidu dojde na malu chvil'u k oziareniu a naslednej emisii farebného zablesku
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¢im je mozné zistit, ktory nukleotid bol ku konkrétnemu fragmentu DNA pripojeny ako
posledny. Snimacie zariadenie odfotografuje po kazdom oziareni cely povrch ¢ipu. Nasledné
bioinformatické spracovanie umozni konverziu obrazovych suborov do podoby zdpisu
sekvencie pomocou nukleotidov DNA. Nasledne je potrebné in silico (vypoctovou technikou)
spracovanie kratkych fragmentov a ich pospéjanie do finalnej sekvencie DNA, ¢o si vyzaduje
zna¢né naroky na vypoctovu techniku. Najnovsie platformy Illumina st schopné paralelne
sekvenovat’ 3 miliardy fragmentov s dizkou fragmentu 300 bp v jednom sekvena¢nom behu.
To predstavuje obrovsky rozdiel oproti klasickému Sangerovmu sekvenovaniu, ktoré umoziuje
sekvenovat’ pocas jednej sekvenaénej reakcie len jeden fragment DNA s dizkou 400 - 900 bp.
NezanedbateI'né su tiez naklady na sekvenovanie, ktoré sa preratavajii na cenu potrebni na
osekvenovanie 1 milibna baz. Kym u klasického Sangerovho sekvenovania tato suma
predstavuje niekolko tisic dolarov, pri nextgen sekvenovani je to len niekolko centov.
V stcasnosti  dochadza krozvoju sekvenaénych technologii asnaha je vyvinat
metodu sekvenovania, ku ktorému by stacila len jedna molekula DNA, ktora by mohla byt’
sekvenovana vcelku. Tym by sa predislo potrebe fragmentacie DNA a néaslednému skladaniu
fragmentov, ¢o by zna¢ne zjednodusilo hlavne celogenomové de novo sekvenovanie.

1.9 Biocipy

Revoluciou v molekulovo-genetickych laboratoriach bolo zavedenie bio¢ipov
(microarray obr. 11). Nazov vznikol z toho, Ze technoldgia ich priemyselnej vyroby je obdobna
ako u pocita¢ovych ¢ipov.

Za ich predchodcov mozno povazovat’ komeréne dostupné membrany, ktoré mali na
povrchu vopred nanesené sondy, na ktorych sa uskutoc¢iiovala hybridizacia s analyzovanou
DNA. Na jednej membrane s rozmermi 22 x 22 cm bolo 36 864 DNA sond, ktorymi bolo mozné
detegovat’ 18 394 génov. Pri bioCipoch bola membrana nahradena silanizovanou sklenenou
dostickou velkosti postovej znamky. Mdze na nich byt nanesené viac ako 100 000 réznych
sond apri jednom vySetreni identifikovat’ vel’ké mnozstvo parametrov. Napriklad vSetky
doteraz zndme polymorfizmy a muticie urcitého génu (napr. genetickej predispozicie
k nadorom prsnej Zl'azy) alebo na vzniku polygénovo podmienenych ochoreni sa podiel'aju
viaceré gény, ktoré mozu obsahovat’ rozne polymorfizmy, pripadne je ochorenie podmienené
zmenou dvoch a viac génov zaradenych do urc¢it¢tho metabolického cyklu. Snaha rychlo
a efektivne monitorovat’ sucasne viaceré gény v jednej vzorke viedla K vyvoju techniky
mikroc¢ipov. Okrem diagnostiky nasli uplatnenie aj vo farmakogenetike a pouzivaju sa aj na
zistovanie fylogenetickych stvislosti. Cipy sa dodavaji komeréne alebo si laboratérium samé
navrhne a pripravi ¢ip podl'a potreby.

Sondy st v tejto technike jednovlaknové oligonukleotidy, ktorych sekvenciu pozname,
napriklad tseky génov a su fixované na ¢ipe. K ¢ipu sa prida analyzovand vzorka nukleove;j
kyseliny, ¢o je DNA (alebo mRNA prepisana do cDNA) a fluorescencne znacend. Obvykle
DNA nanésa na cCip mikrorobot pomocou kovového hrotu. Na zédklade komplementarity
dochddza k hybridizacii DNA so sondami imobilizovanymi na mikroc¢ipe. Po odmyti
nenaviazanych sekvencii zostavaju len tie, ktoré su spojené s prislusnou sondou na ¢ipe. Na
baze fluorescencie su detegované miesta, kde doSlo k hybridizacii, v pripade detekcie
polymorfizmov je analyzovana pripadna prevaha farbicky analyzovanej/kontrolnej vzorky
DNA. Ak sa snazime odhalit’ jednonukleotidové polymorfizmy v DNA tak sa k ¢ipu prida aj
kontrolna vzorka nukleovej kyseliny, oznacend inou flourescen¢nou farbi¢kou, ktora sluzi na
porovnanie zmien mnoZzstva konkrétnych usekov DNA. Vyhodnocuje sa pritomnost a aj
mnozstvo znacky. Napriklad v pripade, Ze je jedinec pre danu alelu heterozygot, naviaze sa na
konkrétnu sekvenciu na €ipe len polovicné mnozstvo analyzovanej DNA sekvencie oproti
kontrolnej DNA sekvencii, ¢o sa prejavi prevahou zafarbenia v prospech kontrolnej vzorky.

Touto metddou sa daji porovnavat’ vzorky zdravych aj chorych v roznych Stadiach
ochorenia asleduje sa, ktora zo zmien stvisi s danym ochorenim. TaktieZ sa vyuziva
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porovnanie expresie génov analyzou mRNA, ktord funguje na podobnom principe ako
microarray pre detekciu jednonukleotidovych polymorfizmov. V praxi sa vyuzivaju aj
proteinové mikroCipy, ktoré obsahuji imobilizované Specifické protilatky proti niektorym
proteinom.

V stiasnosti uz existuju automaty, robotické stanice, ktoré dokazu priamo zo vzorky
periférnej krvi separovat’ lymfocyty, izolovat’ z nich DNA, pomocou PCR namnozit’ Ziadany
usek, porovnat’ ho so sondou a vyhodnotit’ vysledok. Pouzivaja sa v laboratériach, ktoré rutinne
analyzuju vel’ké mnoZzstvo vzoriek.
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e Obr. 11. Microarray

Dopliiujtica Studijna literatira

ALBERTS, B. — BRAY, D. — JOHNSON, A. — LEWIS, J. - RAFF, M. - ROBERTS, K. —
WALTER, P.: Zéklady bunécné biologie. Uvod do molekularni biologie buiiky. 2. vydanie.
Usti nad Labem: Espero Publishing 2005, 740 s.

GBELCOVA, H. — REPISKA, V. - SHAWKATOVA, L: Nukleové kyseliny a proteiny.
Analytické metody a postupy. Bratislava: Univerzita Komenského v Bratislave 2017, 316 s.

20



2 DPUDSKY GENOM

Sme prvou generaciou, ktora bola pri odhalovani tajomstiev l'udského genomu.
Precitanie kompletného genomu c¢loveka vyvolalo mimoriadny zdujem vedeckych kruhov
aj verejnosti. Dlho bola T'udskda DNA a jej gény takmer tajomstvom. Predtym ako sa
oboznamime s doteraz najvac§im, najnaro¢nejSim, najdrah$Sim a najkontroverznej$im
projektom v historii bioldgie, musime si vysvetlit’ niektoré pojmy. Pre istotu si zopakujeme aj
pojem gén — predstavuje kompletna sekvenciu nukleovej kyseliny (DNA alebo RNA), ktora
nesie informaciu pre syntézu urcitého produktu (funkénej RNA alebo proteinu). Geném je
stubor vsetkych génov a nekddujucich sekvencii jedinca, ktoré predstavuju jeho kompletnu
geneticku informdaciu uloZzenu v jeho DNA. Usporiadanie génov v genome oznacujeme ako
Struktiru a organizaciu genému. Geném nachadzajuci sa v bunkovych organelach (jadro,
mitochondrie, chloroplasty) nazyvame bunkovy geném. Vedna disciplina, ktord stanovuje,
mapuje a analyzuje gendémy sa nazyva genomika.

2.1 Historia projektu ,,Cudsky genom*

Robert Holley uz v roku 1965 osekvenoval genom pekarskej kvasinky. Myslienka
uplného deSifrovania 'udského genému bola prvykrat navrhnutd biomedicinskymi vedcami
v polovici 80-tych rokov dvadsiateho storocia, teda par rokov po tom, ako bola v roku 1975
vynajdend Sangerova metdda sekvenovania DNA. Onedlho po zverejneni sekvenacnej metody
a jej zavedeni v roznych laboratdriach vo svete bolo mozné v roku 1981 publikovat’ kompletnu
sekvenciu 'udskej mitochodridlnej DNA.

Na priprave projektu ,,Cudsky genom® (Human Genome Project — HGP) sa postupne
podielalo aZ dvadsat’styri krajin. Program zacala koordinovat’ Organizacia vyskumu l'udského
genomu (Human Genome Organization — HUGO) pod vedenim jedného z najvyznamnejsich
genetikov tej doby Victora A. McKusicka, autora prvého katalogu monogénovo podmienenych
chorob ¢loveka Mendelian Inheritance in Man — MIM (v stcasnosti Online MIM — OMIM
http://www.omim.org). Po uvodnych diskusiach sa dohodlo, ze HGP sa bude realizovat’
postupne v Spojenych S$tatoch a koordinatorom bude Narodny institut zdravia (National
Institute of Health — NIH). V marci 1988 okrem toho vzniklo Narodné centrum pre vyskum
Pudského genomu (National Center for Human Genome Research — NCHGR), ktorého prvym
$éfom bol spoluobjavitel’ sekundarnej Struktiry DNA a komplementarity dusikovych baz James
Watson. Po nom Michael Gottesmann a od roku 1993 Francis Collins, ktory sa podiel’al na
identifikovani génov cystickej fibrozy, neurofibromatézy a Huntingtonovej choroby. Projekt
mal stat’ 3 miliardy dolarov a mal precitat’ 3,2 miliardy baz DNA.

Samotna praca na tomto projekte bola naplanovana na 15 rokov a rozbehla sa koncom
roka 1990 sucasne v dvadsiatich vedeckych laboratoriach (USA, Kanada, Velka Britania,
Francuzsko, Nemecko, Cina a Japonsko). Pre USA bol tento projekt od zagiatku vedeckou
prioritou a postupne bol podporovany coraz vacsimi finanénymi prostriedkami, ktoré sa
vy$plhali az k sume 200 miliénov dolarov ro¢ne. Predpokladané néklady celého projektu boli
3 miliardy dolérov. Vysledky, teda precitané fragmenty DNA, boli denne zverejiiované
na internete. Prvé roky nepriniesli ocakdvané vysledky. Zavedenim automatického
sekvenovania sa od roku 1995 zacalo projektu darit. Craig Venter spociatku pracoval
na projekte ,,Cudsky genom* v NIH, kde nebol prili§ spokojny ani uznavany. Preto v roku 1994
zalozil sukromnu biotechnologicku firmu TIGR, v ktorej za jediny rok precitali kompletny
genom baktérie Hemophilus influenzae.

Informécie ukryté v naSich génoch zacali byt zaujimavé. Nielen vedci, ale aj
podnikatelia si uvedomovali, ze nové vedomosti maju obrovska hodnotu. Vyvoj novych liekov,
diagnostickych postupov a pristrojov sI'uboval obrovsky profit. To bol dovod, pre¢o C. Venter
v roku 1998 zalozil firmu CELERA a zacal rychlo konkurovat” vedcom v NIH. PouZzival
najrychlejSie moderné metodiky sekvenovania (tzv. automatické sekvenovanie) a pocitacové
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programy. Este v tom istom roku dokézali vedci pod jeho vedenim sekvenovat’ cely gendém
hlisty Caenorhabditis elegans. Hlista sice nie je podobna ¢loveku v ziadnom smere, avSak
geneticky kod je nam vel'mi podobny (35 % génov C. elegans ma homoldg v l'udskom
gendme). Vedci najprv rozstrihali DNA na malé fragmenty, potom v nich precitali poradie
dusikovych baz a prekryvajuce sa useky poskladali pomocou pocitacovych analyz, tito metoda
sa nazyva shotgun. Rovnaka metoda aka bola pouzita na sekvenovanie DNA hlisty, bola pouzita
na sekvenovanie 'udského genému.

Konkurenény boj medzi NIH a Venterom vel'mi urychlil pracu v genetickych centrach.
Po zlozitych diskusiach, do ktorych musel zasahovat aj vtedajs$i americky prezident Bill
Clinton, vedci ohlésili predbezny vysledok na spolo¢nej tlacovej konferencii 26. jana 2000.
Tento den bol oznaceny ako defi G, kedy bol nahrubo precitany 'udsky genom. 15. 4. 2003 bol
projekt uspeSne ukonceny. Dokoncili ho za necelych 13 rokov a stal 3,8 miliardy dolarov.
Ovela vicsie naklady, ako boli pouzit¢é na samotny projekt, slizili na rieSenie etickych
a pravnych problémov, a podporu aktivit HGP. V tej dobe sa lekéari a biolégovia dostali k
obrovskej databaze udajov, avSak az doteraz maju problémy s interpretaciou ziskanych dat,
ktoré vyplyvaji z komplexnosti genomu. Nedaju sa totiz analyzovat’ len jednotlivé gény a ich
bielkovinové produkty, pretoze sa zistilo, ze jeden gén moze mat’ viaceré funkcie. Aj ked’ bol
HGP ukonceny, i nad’alej sa vedci poktsaju zistit’, ktoré gény, pripadne ich varianty su pre
vznik, vyvin a progresiu chordb dolezité. Projekt poznania 'udského gendmu je teda aj nad’alej
vytrvalo realizovany. Su vypracovavané d’alSie plany, sekvenuju sa viaceré DNA vzorky
a porovnavaju sa DNA polymorfizmy. Analyza polymorfizmov l'udského gendmu mala svoj
vlastny projekt ,,Human Genome Diversity Project.“ DNA sa izolovala od 0s6b z 56 populacii
a zistilo sa, ze jednonukleotidové polymorfizmy typu SNP sa vyskytuji v priemere na kazdych
300 nukleotidov nasej DNA, ¢o je obrovské mnozstvo variacii.

Na projekt I'udského genomu nadvézuje ,,1000 Genomes Project®, ktorého ciel'om bolo
preskimat’ genetické varianty u2 500 neidentifikovanych oso6b z 20-tich populacii sveta
metddou sekvenovania druhej generécie, ktorou mézeme rychlo sekvenovat vybrané oblasti,
zistit’ genetick vybavu mnohych I'udi a hl'adat’ genetické odlisnosti. Vysledky by sa mali dat’
pouzit’ pri patrani po genetickych pri¢indch réznych chorob. V pilotnom §tadiu programu
,,1000 Genomes Project* preskiimali a porovnali genetickl vybavu osemsto l'udi. Priblizne 99
% gendmu mame rovnakych. Prave v tom jednopercentnom zvysku st skryté rozdiely. O tom,
ze lustenie genetického kodu vyrazne pokrocilo, svedci aj fakt, ze gendom prveho jednotlivea
sekvenovali vedci takmer 11 rokov a potrebovali na to tri miliardy dolarov. Projekt genom 1000
si vystaci so 120 milionmi dolarov. V rokoch 2003 - 2012 realizovalo 32 vedeckych timov
projekt, ktory mal identifikovat’ a kategorizovat’ funkéné elementy v DNA, teda kodujuce aj
nekddujice sekvencie (protein kodujice gény, promotory, enhancery, gény pre RNA, regulacné
sekvencie, pseudogény, atd’.) snazvom ENCODE - , Encyclopedia Of DNA Elements*.
Néklady projektu boli 288 milionov americkych dolarov. Zaujimavy je aj projekt ,,Human
Microbiome Project”, ktorého cielom bolo charakterizovat’ mikrobidlne spolofenstvd v
roznych Castiach 'udského tela (urogenitalny trakt, koza, ustna dutina, gastroinestinalny trakt...)
a spoznat’ ich tlohu v normalnej fyziologii a pri ochoreniach. Projekt sa realizoval v rokoch
2008 - 2016 a bolo vysetrenych obrovské mnozstvo vzoriek zdravych aj chorych jedincov.
Koncom roku 2018 bol spusteny rozsiahly projekt nazvany ,,Earth BioGenome* — EBP, ktorého
ulohou je zmapovanie gendémov vSetkych 1,5 milibna znamych zivych rastlinnych a
zivoc¢isnych druhov na Zemi. Ocakéva sa, ze naklady na projekt budu 4,7 bilionov dolérov.
Vysledky by mali slazit’ na pochopenie fylogenézy, evollcie, posilnenie ochrany prirody,
zachovanie biodiverzity a udrzanie l'udskych ras. Ako prvé st sekvenované vzacne druhy a je
uz zndma kompletnd sekvencia kanadského rysa, novozélandského papagdja, vtakopyska,
netopiera, &i zebry. Napriklad USA planuje sekvenovat 66-tisic stavovcov a Cina 10-tisic
rastlinnych gendmov. Projekt ma tri hlavné vyskumné a koordina¢né centrd: v New Yorku,
Cambridge a Drazd’anoch.
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Dosiall’ bol zverejneny kompletny genom 244 007 prokaryotickych, 11 006
eukaryotickych (pes, kon, krava, sliepka, Simpanz, ryza, lalia, kukurica, pSenica, atd’.)
biologickych druhov a 35423 virusov. V r. 2019 bolo z celkového pocétu 4 000 muamii
osekvenovanych 3 000 kusov.

Ukoncenie genomického projektu otvorilo priestor pre d’alSie suvisiace projekty, ako je
proteomicky. Proteomicky projekt ma za ulohu kompletne opisat’ (funkcie, lokalizaciu,
asociované gény) a kvantifikovat’ proteinové produkty vznikajiice génovou expresiou.

2.2 Ciele projektu ,,Ludsky geném*

Hlavnym ciel'om HGP bolo ziskat’ zdkladné informécie tykajice sa humannej DNA. To
by nasledne viedlo k pochopeniu molekulovej biologie a genetiky ¢loveka a jej ulohy v zdravi
a pri chorobach. Podrobné ciele projektu st nasledovné:

e vytvorenie genetickej mapy

vytvorenie fyzickych map

stanovenie uplnej sekvencie l'udskej DNA

identifikacia vSetkych génov l'udskej DNA

uskladnenie informacii — pocitacové databazy

rieSenie etickych, pravnych a socialnych otazok, ktoré projekt vytvoril

2.3 Vysledky projektu ,,LCudsky gen6m*

Momentalne uz vieme zhodnotit’ obrovsky prinos HGP pri vyvoji metdod molekulove;
biologie, konstrukeii genetickych a fyzickych map, tvorbe rekombinantnych DNA molekul,
vytvarani DNA databdz, v bioinformatike, v diagnostike nadorovych, monogénovych chordb
a hl'adani genetickych predispozicii pre urcité choroby na Grovni DNA. Nemaly vyznam je
spojeny s vyrobou novych liekov (predovsetkym antibiotik) a s personalizovanou medicinou.

Vysledky projektu st poskytnuté verejnym databazam, preto mézeme hovorit’, ze je to
"vyznamny dar celému 'udstvu”. Najdolezitejsia elektronicka databaza je GenBank spravovana
Narodnym centrom pre biotechnologické informécie (NCBI) pri Narodnom ustave zdravia
(NIH) v USA (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Po zverejneni hrubej sekvencie gendému bolo kompletne identifikovanych 11 000 génov.
Dalsie tisicky sa predpovedali na zaklade pocitadovych analyz sekvencii a pomocou analyz
CpG ostrovcekov (oblasti 200 - 500 bp DNA s vysokym vyskytom cytozinu a guaninu), ktoré
sa nachadzaju v promotorovych oblastiach génov, a preto predpovedaji pritomnost’ génu.

Najvacsim objavom vyplyvajicim z projektu HGP bolo zistenie, ze Clovek nema
dovtedy predpokladanych 80 - 100 tisic génov ale len asi 20 - 25 tisic. Na zaciatku roku 2020
sa pocet kodujucich génov cCloveka odhadoval na eSte niz§i pocet, presne na 20 449
(http://www.esembl.org/Homo_sapiens/Location/Genome).

Pre porovnanie maly uz spominany ¢erv C. elegans ma 20 tisic génov a véac¢sina cicavcov
ich ma tol’ko ako &lovek. Struktiira a funkcia vel’kej vi¢siny génov zvierat je totozna s funkciou
a Struktirou analogickych l'udskych génov. Vysvetlenie rozdielu medzi niz§imi a vy$$imi
organizmami a medzi zvieratom a ¢lovekom spociva prave v komplexnosti gendému. Z 3,2
miliard bp gendémovej] DNA je okolo 5 % silne konzervovanych a v porovnani s inymi
zivo¢ichmi vel'mi podobnych, teda ostali pocas evolucie zachované, a va¢Sinou koduju génovy
produkt so zasadnym vyznamom. Obrovskym prekvapenim bolo, ze iba priblizne 1,1 % nasej
DNA koduje proteiny, menej nez 4 % predstavuji iné konzervované sekvencie (regulacné
sekvencie, RNA gény a proteiny nekodujiicu konzervovania DNA) (Obr. 12).
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Ludsky genom
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Obr. 12. Schéma organizacie 'udského genomu

V bunke sa niektoré gény vyskytujl iba v jednej kdpii (nazyvaji sa jednokopiové alebo
unikatne gény). Iné st viackopiové a vznikli zmnozenim sa v gendéme pocas evolucie.
Niektorym mnohokopiovym ostala rovnaka funkcia ako jednokdpiovym génom a niektoré maja
podobnt funkciu. Funkéne podobné gény mdzu byt zoskupené na chromozoéme blizko seba, ale
aj roztrusené.

Gény delime na funkéne:

e identické gény (napr. histonové gény, ktorych je asi 86);
e podobné gény (napr. gény pre alfa a beta globin);
e pribuzné gény (napr. sticasti jednej signalovej drahy).

Génové rodiny mézu byt

o Kklasické, maji rovnak sekvenciu v celom géne (napr. histony, globiny);

e kodujuce produkty s kratkymi aminokyselinovymi motivmi, maji rovnaky len kratky
DNA motiv, ale v inych oblastiach génu sa liSia (napr. transkripéné faktory, na DNA sa
viaziice domény);

e superrodiny, koduju funkéne pribuzné produkty (napr. imunoglobuliny, HLA).

Okrem génov mame v gendome repetitivne sekvencie, ktoré mézu byt zoskupené alebo
roztrasené (viac ucebnica I., kapitola ,,Typy DNA Vv I'udskom gendme*).

Aj v ramci HGP bolo zistené, ze l'udskd DNA vykazuje ur€ité polymorfizmy = variacie
na urovni sekvencie DNA. DNA dvoch osdob na svete nie je identickd, s vynimkou
monozygotnych (jednovajecnych) dvojciat. Uz sme spominali, ze DNA polymorfizmus
znamena existenciu minimalne dvoch variantov v sekvencii DNA so signifikantnou
frekvenciou v Tudskej populacii. DNA polymorfizmy delime podla velkosti (rozsahu) na
bodové a na tzv. hypervariabilné oblasti. V klinickej genetike ich delime na normélne
a patogénne.
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DNA polymorfizmy slazia ako genetické markery. Geneticky marker musi mat
vysoku heterozygotnost’ v populécii, aby bol informativny (musi odlisit’ materska a otcovsku
alelu, potvrdit’ identickost DNA darcu a prijemcu pri transplantacii). Ako geneticky marker
slizi aj ministalitna DNA, kde sa opakuje 9 az 65 nukleotidov dlhy DNA motiv. V praxi
najuzitocnejSie markery predstavuje mikrosatelitna DNA s 2 - 5 nukleotidovymi repeticiami,
najCastej$ie sa pouzivaji dinukleotidové CA opakovania. Mikrosatelitna DNA je vysoko
polymorfnd, v populécii sa moze vyskytovat’ mnozstvo alel, zaroven sa da I'ahko analyzovat
pomocou PCR, tzv. fragmentacnou analyzou. Genetické mapy boli zalozené¢ na detekcii
mikrosatelitnych markerov. Vytvaraju sa detailné genetické vézobné (linkage) mapy
vyuzivajuice DNA markery, teda lokusy na presne definovanom mieste na chromozéme, ktoré
su polymorfné v populécii. Daju sa testovat’ pomocou metdod molekulovej genetiky. Umoziiuji
od seba odlisit” jednotlivé homologické chromozomy, detegovat’ alely dvoch alebo viacerych
markerov segregovanych spolu v rodinnych studiach.

DNA markery je mozné lokalizovat' do tzv. vdzobnych skupin (linkage groups).
Jednotlivé vizobné skupiny je mozné priradit’ k patricnému chromozdému pomocou fyzického
mapovania. Bola vytvorena Specidlna databaza tzv. UniSTS
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists) sekvencii, ktoré su orientacnymi bodmi fyzickych map
genomu.

Velkym prekvapenim su vysledky o pocte génov pre RNA, ktorych pocet stale nie je
definitivny a v sucasnosti sa odhaduje na asi 60 000. Cudské gény kodujice rRNA a tRNA su
organizované do velkych génovych zoskupeni (klastrov). Neddvno boli identifikované nové
malé nekodujice jednovlaknové RNA molekuly (21 az 23 nukleotidov dlhé) tzv. mikroRNA
(MiRNA), ktoré sa podiel’ajii na regulacii génovej expresie. Vznikaju transkripciou z génov
ulozenych v DNA, ale nedochadza k ich translécii na protein. Namiesto toho sa kazdy primarny
transkript paruje s niektorymi vlastnymi komplementarnymi bazami a nakoniec sa premeni na
funkénu miRNA. Tieto molekuly st ¢iastocne komplementarne k ur¢itym molekuldam mRNA
(obvykle k regionu 3' UTR) a st preto schopné regulovat’ protein vznikajtci z tejto mRNA.
Ked’ sa komplementarne sparuje miRNA a mRNA, je obvykle inhibovana translécia a nevznika
protein (obr.13). MikroRNA sa nachadza nielen u I'udi, ale aj u rastlin a zivo¢ichov. Sekvencie
miRNA su, na vel'ké prekvapenie pre vedcov, zapisané v nekodujucej oblasti DNA, o ktorej
sme az doteraz vobec ni¢ nevedeli.

DNA Protein

Iﬁ; ~> = L P’

DNA mRNA miRNA Protein
-+ &
— § >< & 228

e Obr. 13. Regulécia génovej expresie pomocou miRNA

Je vysoko pravdepodobné, ze rozlustenie genomu Cloveka zasiahne v blizkej buducnosti
kazdu oblast’ mediciny a spdsob liecby. Nebudeme hovorit’ o lekarskej genetike, ale ovel’a viac
o genomike. Diagnostika mutovanych génov, ktoré predisponuju choroby bude stcastou
rutinnej mediciny. Mnohé DNA testy st k dispozicii uz v sti€¢asnosti. Moznost’ identifikovat’
mutécie v nadoroch naStartovalo éru génovej terapie ,,Sitej” presne na mieru jednotlivych
pacientov. Sekvenovanie prinieslo niekol’ko zaujimavych informécii. Napriklad deti maja
60 genetickych variacii, ktoré neziskali ani od jedného z rodicov, a tak museli vzniknat’ ako
mutacie de novo. Takisto ziadna osoba nema perfektni geneticka vybavu, ale nesie si so sebou
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50 az 100 genetickych variacii, ktoré boli V doterajSich vyskumoch spojené s niektorou
zZ chordb.
Vysledky HGP su zhrnuté v tabul’ke 2.

e Tab. 2. Prehl'ad najdodlezitejSich vysledkov HGP

Veda - evolucia ¢loveka a povod l'udskych populacii

- kompletnd DNA sekvencia, slizi ako dolezitd informacna databaza
- determinacia Struktarnych génov

- porovnanie r6znych genémov (evolu¢ny a fylogeneticky vyznam)
Medicina - izolacia a charakteristika génov zodpovednych za dedi¢né a nddorové
ochorenia

- DNA diagnostika chordb

- pochopenie normalneho formovania stavby a myslenia ¢loveka

- Stadium biologickych funkcii na molekularnej urovni (diferenciacia,
starnutie, atd’.)

Technologie | - genetickd konzultacia

- génova terapia (genetickych a nadorovych ochoreni)

- cielena liecba (,,molekularna farmakoldgia®)

- DNA databazy (kriminalistika, armada)

2.4 Etické problémy projektu ,,LCudsky genom*

V priebehu jedného alebo dvoch desatroc¢i budeme mozno mat’ pri sebe svoju genetickll
informaciu v mobile. Sucast'ou bude informécia o krvnej skupine, genetickej predispozicii k
réznym chorobam, alergiach a podobne. Bude podstatne jednoduchsie vybrat’ genetické znaky
Pudskych embryi pred umelym oplodnenim.

Liecba pacientov bude zalozena na moznosti ovplyvilovania konkrétnych génov
(genetickych ochoreni, vyvinovych chyb alebo rakoviny). Budeme snad’ vediet’ dost’ o spojeni
ur¢itych génov v naSom genoéme s prvkami 'udskej povahy, budeme chéapat’ l'udské myslenie a
budeme vediet regulovat’ starnutie. To st vyhody, ktoré ndm prinaSa znalost’ 'udského genomu.
Ale realizacia tohto projektu priniesla so sebou aj vel'’ké moralne dilemy. Na ich rieSenie vznikla
komisia ELSI (Ethical, Legal and Social Issues Joint Working Group), ktora sa venuje etickym,
pravnym, politickym a spolocenskym aspektom stvisiacich s realizaciou HGP.

Na tieto problémy upozornili ¢lenovia Medzinarodného bioetického vyboru, ktori
vydali v roku 1996 dokument s medzinarodnou platnostou, ktorého cielom je chranit’ 'udsky
genom. O Projekt sa zacali zaujimat’ nielen poistovne ale aj katolici, etici a pravnici. Na prvy
pohl'ad je HGP zdanlivo bezproblémova vec, avSak uz od zaciatku jeho realizacie vznikali
mnohé etické, legalne i1 socidlne problémy. Jeho organizatori vy¢€lenili 3 % z rozpoctu len na
rieSenie etickych aspektov. V sti€asnosti tento podiel rapidne stipol. Vysledky rieSeni etickych
problémov st predmetom medzindrodnych dohdod (Rada Eurdpy, Eurdpsky parlament,
UNESCO) s cielom harmonizovat’ legislativne normy jednotlivych Statov. VSetky normy
uznavajl autondmiu, dovernost informécie a prdvo na stkromie, rovnost' pristupu
a reSpektovanie l'udskej dostojnosti. Vysledky genotypovania st vysoko osobnou zélezitost'ou,
ale svojimi dosledkami sa dotykaju aj inych osob.

DNA analyza narozdiel od iného typu vySetreni je vo svojej podstate spojend
s moznostou diskriminacie. Napriklad v zamestnani vas nemusia prijat’ pokial’ by ste mali
predispoziciu k chorobe, a ani poistovia vas nemusi poistit’, pokial’ by mala takéto informacie.

Genetické testovanie Casto prinasa informadcie aj o ostatnych ¢lenoch rodiny a mdze
priniest’ i rozvrat v rodine. Napriklad genetické testovanie novorodencov na cystickt fibrézu
vo Velkej Britanii dokazalo, ze az 13 % zakonnych otcov nie st biologickymi otcami. Stale
Zastejsie sa vynara otazka, ¢ HGP neprehibi socialnu nerovnost’ a diskriminaciu niektorych
etnickych skupin, kde urc¢ité mutované gény budu vo vyssej prevalencii.
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RieSenie etickych problémov je prejavom zodpovednosti suCasnej generacie I'udstva
pred budicimi generaciami. Niektori kritici naznacuju, Ze pokial’ sme schopni diagnostikovat’
genetické poruchy pred ich prejavenim, moéze to u c¢loveka vyvolat frustraciu, najma
Vv pripadoch ked’ nie je k dispozicii vhodna liecba. Genetici maji niekol'’ko presne definovanych
génov, v ktorych mutédcie spdsobuju konkrétnu chorobu, ale terapia doposial neexistuje.
Napriklad mutacia v géne pre beta-globin, ktord vyusti do kosacikovitej anémie, bola
identifikovana uz v roku 1956, ale doteraz je nelieCite'na. Ale aj pri absencii spdsobov liecby,
mutécia detegovand pred nastupom priznakov €asto uc¢inne ovplyvni manazment poruchy.
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3 ZAKLADNE METODY GENETIKY CLOVEKA

Genetika Cloveka ma svoje vyrazné Specifika, ktoré vyplyvaja z faktu, ze u l'udi
nemozno pouzit’ klasickii metddu genetického vyskumu rastlin a zivoc¢ichov — experimentéalne
krizenie, teda natené pohlavné rozmnozovanie vybranych jedincov. To vSak ni¢ nemeni na
skuto€nosti, ze podiel dedi¢nosti na formovani tak normalnych, ako aj patologickych znakov
a ochoreni, je v popredi zaujmu humannych a klinickych genetikov. Odbornici zaoberajuci sa
genetikou ¢loveka teda museli vyvinit’ zvlastne metddy ako su gemelologicka a genealogicka,
ktoré umoziuju Studovat geneticki podmienenost’ znakov u ¢loveka. Neskor boli vyvinuté
d’alSie metody, ktoré umoziuju diagnostikovat’ konkrétne ochorenia a patologické stavy, ako
aj pravdepodobnost’ ich vyskytu.

Diagnostikou a genetickou prognézou dedi¢nych ochoreni sa zaobera klinicka genetika.
Pretoze dedi¢né ochorenia su spdsobené¢ zmenami genetického materidlu r6zneho charakteru
(napr. ochorenia monogénové, multifaktoridlne, mitochondridlne, ako aj aberécie
chromozémov) ma genetika ¢loveka mnoho Specifik, ktoré sa tykaji predovSetkym metod
vyskumu a moznosti ich vyuzitia najma v medicine.

Prakticka aplikacia genetickych poznatkov v medicine umoZziuje poznat podstatu
rozli¢nych geneticky podmienenych patologickych stavov a stanovit’ riziko ich vyskytu
v rodine a u dalSich pribuznych postihnutého (genetickd prognéza), pripadne i prenatilne
jednoznacne potvrdit’ alebo vylucit’ geneticky podmienené postihnutie plodu.

Medzi metody pouzivané v humannej genetike patria:
gemelologickéd — vyskum dvojciat;
genealogicka — rodokmenova;
populacnd — Statisticka;
cytogeneticka;
analyza DNA.

3.1 Gemelologicka metoda (metéda vyskumu dvojciat)

Tato metdda sa pouziva na stanovenie podielu dedicnych a nededi¢nych faktorov na
formovani (pri vzniku) sledovaného znaku. Vychadza sa zo skuto¢nosti, ze monozygotné (MZ,
jednovajickové) dvojéata vznikaji povodne z jednej zygoty. Zarodok (morula) sa vo vEasnych
Stadiach embryogenézy rozdeli na dve Casti, ktoré sa d’alej vyvijaji samostatne. MZ dvojcata
maju za normalnych okolnosti Uplne rovnaky genotyp. VSetky fenotypické odliSnosti medzi
nimi su sposobené negenetickymi faktormi. Koeficient pribuznosti je 100 %.

Dizygotné (DZ, dvojvajickové) dvojcata vznikaju oplodnenim dvoch roznych vajicok
dvomi réznymi spermiami a vyvijaju sa v maternici v tom istom ¢ase. Koeficient pribuznosti
ich genotypov je 50 %, tak ako u inych strodencov.

Podstatou metédy vyskumu dvojciat je porovnavanie zhodnosti (konkordancie)
a nezhodnosti (diskordancie) vyskytu rovnakej formy sledovaného znaku u obidvoch jedincov
v kazdom pare, v Studovanej skupine MZ a DZ dvojciat.

Podiel dedicnosti a prostredia na vytvarani ur¢it¢ho znaku vyjadruje veli¢ina H
(heritabilita, dedivost). Veli¢inu H vypocitame porovnanim (percenta) konkordancie znaku u
monozygotnych dvojciat (K,,,) a (percenta) konkordancie znaku u dizygotnych dvoj¢iat (Ky,)

podla vzorca:
Kz - Kpz

100 - Ky,
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Veli¢ina H moze nadobtidat’ hodnoty od 0 po 1. Cim je znak viac ovplyvneny dediénymi
faktormi, tym viac sa hodnota H blizi k 1. Ak je Kmz 100 (%), tak je veli¢ina H rovna jedne;j
aznak je uplne deditne podmieneny (napriklad krvné skupiny). Zvycajne ide o znak
podmieneny jednym génom velkého ucinku. Naopak, u znakov ovplyvnenych vyrazne
prostredim, sa hodnota veli¢iny H blizi k nule. Ak sa Kmz rovna Kpzje veli¢ina H rovnd nule —
znak je uplne ovplyvneny negenetickymi faktormi.

3.2 Genealogicka metoda

Spociva v zhotoveni a analyze Standardného rodokmena rodiny, v ktorej sa vyskytol
sledovany znak, napr. ochorenie. Udaje sa ziskavaji od vi¢sieho poétu rodin, zvy&ajne formou
vopred pripraveného dotaznika. Genealogickd metdda umoziuje:

e stanovit’ typ dedicnosti Studovaného znaku, u ktorého bola gemelologickou metddou
preukdzana vyrazna dedi¢nd podmienenost’. Uskutoc¢iiuje sa to spracovanim vel’kého poctu
rodokmenov rodin, kde sa tento znak vyskytuje;

e zaznamenat' vyskyt zretel'a hodnych znakov v konkrétnej rodine, €o sa vyuziva v ¢innosti
klinickych genetikov;

e pri recesivne dedi€nych ochoreniach identifikovat’ nositelov patologickej alely
(heterozygotov) alebo vyslovit’ tento predpoklad,

e stanovit riziko d’alSieho vyskytu ochorenia v rodine, vzhI'adom na genotypy rodicov.

Ten ¢len rodiny, od ktorého sa zadina genealogicka analyza rodiny sa nazyva
proband. V praxi je to oby¢ajne prvy jedinec, u ktorého bol znak zisteny alebo jeho pribuzny.
Okrem zistovania vyskytu patologickych stavov a anomalii, sledujeme aj vyskyt spontannych
potratov, mftvonarodenych deti, portch fertility, pribuzenskych sobasov atd’.

Udaje treba podl'a moznosti ziskat' z viacerych zdrojov a objektivizovat’ ich
(zdravotné zdznamy, matriky a pod.). Ziskané tdaje sa pouzivaju na zostavenie Standardného
rodokmena pouzitim medzinarodne uznavanych symbolov (obr. 14), podl'a nasledovnych
pravidiel:

e rodokmei musi byt dostatoéne rozpracovany do $irky aj do hibky;

e rodokmen ma zachytit' najmenej tri generacie za sebou (oznacuji sa od najstarSej po
najmladSiu rimskymi ¢islami). V sucasnosti, pri predlZovani doby prezivania, mozno
objektivne posudit’ (vysetrit) v rodine Styri generacie;

e podla moznosti treba v kazdej generacii zachytit’ vSetkych ¢lenov (aj nelegitimnych),
oznacuju sa arabskymi ¢islami zl'ava doprava, od najstarSich po najmladsich;

e sucastou genealogickej schémy je legenda, v ktorej sa uvedu zdvazné udaje, odchylky
Vv pouzitych symboloch a pod.

Kazdého ¢lena rodiny mozno identifikovat’ pomocou stradnic (¢islo generacie / Cislo
poradia v generacii).

Doéraz kladeny na legitimitu vztahov je historicky tradi¢ny a zohladiiuje mozZnosti
ziskania d’alSich potrebnych tidajov cez matriky a iné registre udajov. Z genetického hl'adiska
je pochopitelne najdolezitejSie, aj ked’ niekedy nie l'ahké, zistit' skuto¢nych biologickych
rodi¢ov, najmé otca. V sucasnosti je odbornéd stranka tohto problému elegantne rieSiteI'na
identifikaciou os6b metdédami analyzy DNA.
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* Obr. 14. Zékladné symboly genealogickej schémy

3.3 Populaé¢na genetika

Populacna genetika sa zaobera genetickymi javmi na urovni celej populacie, pripadne
jej Casti, t.j. rozsiahleho stboru jedincov toho ist¢ho druhu (osob); sleduje vyskyt alel
v genofonde a genotypov v populacii:

e Studuje podmienky a zakonitosti vyvoja genofondu;

e vyuziva modelovanie, t.j. vytvorenie modelovej populdcie, kde sa zist'uje, nakol’ko takyto
model odpoveda realnej populécii;

e ma vyrazné preventivne — medicinske praktické zameranie.

Populacia je subor jedincov jedného druhu, zijucich v reprodukénom kolektive,
Vv ktorom su ¢lenovia potencialne schopni sa navzdjom kriZit' (pohlavne rozmnozovat’) a maji
spolo¢ny genofond.

Genofond (génova vybava, gene pool) je suhrn (mnozina) vSetkych génov (alel)
jednotlivych ¢lenov urcitej reprodukénej populacie.

Gamétovy fond je mnoZina vSetkych alel v gamétach jedincov danej populacii.
Zygotovy fond je stbor alel v zygotach, vzniknutych v populacii. Genofond je sthrnom
gametového a zygotového fondu populacie.

Faktory, ktoré sposobujui zmenu genofondu su charakteru:

e nahodného a uplatiiuju sa v poéetne malych populaciach. Cim je populacia mensia, tym viac
sa moOze uplatnit’ ndhoda, to znamena, Ze génové frekvencie v nasledujicej generacii buda
iné ako v predchadzajucej. Ide o tzv. génovy posun (geneticky drift);

e zakonité faktory pdsobia vo velkych populaciach, kde ich Gc€inok neprekryvaju ndhodné
zmeny. Patria sem mutacie, selekcia a migracia.

Mutacidm sa bude venovat’ samostatnd Cast’ tohto ucebného textu (kapitola 7). Pre
potreby populacnej genetiky st vyznamné dedi¢né mutécie, Cize tie, ktoré ich nositel’ (mutant)
moze odovzdat’ svojim potomkom. V medicinskej praxi sa jedna najma o tzv. alelové varianty,
ktoré maju rozny dosledok na vlastnosti kddovaného proteinu.
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Selekcia (prirodny vyber) je subor faktorov, ktoré ovplyvnia to, ¢i sa nositel’ mutacie
mdze zucastnit’ reprodukcie a teda ¢i sa jeho mutécia dostane do genofondu. Negativna selekcia
(vyradenie nositel’a z reprodukcie pre umrtie, zdvazny zdravotny stav alebo neschopnost’ tvorit’
zrelé gaméty) je CastejSia atyka sa najmd dominantne dedi¢nych mutécii vyvoldvajucich
zavazné ochorenia alebo patologické stavy. Pozitivna selekcia zvyhodniujica nositela je
zriedkavej$ia — napr. zvySeny vyskyt kosacikovej anémie v oblastiach s vyskytom malarie
(nedostatok kyslika v obehu chorych brani rozmnozovaniu plazmodii).

Migracia, Cize premiestiiovanie velkych skupin obyvatel'stva, ma vzdy désledky na
distribuciu (vyskyt) jednotlivych mutéacii v lokalnych populaciach. Sacasné metodické
moznosti molekulovej genetiky umoznuju spétné sledovanie migracnych ciest jednotlivych
narodov a narodnosti.

Populacna genetika cloveka Studuje:

e distribuciu genetickych odlisnosti — mutacii a polymorfizmov v sledovanej populacii;
e rozvoj genetickych odliSnosti pomocou selekcie, migracie a kvantitativnych popula¢nych
faktorov — geneticky drift.

Podl'a metodického pristupu mé populacna genetika dva zadkladné odbory — teoreticka
genetika populacii, ktorej zakladnou pracovnou metéodou je konsStrukcia matematickych
modelov a empiricka genetika populacii.

Pozname tri zakladné reproduk¢éné populécie:

e panmixia — dostato¢ne rozsiahla populacia, v ktorej dochadza k nahodnému parovaniu
geneticky nepribuznych jedincov (ich pohlavnych buniek). V takejto otvorenej (bez
zasadnych — napr. geografickych obmedzeni) populdcii uplne platia pravidld nahody pri
kombinacii alel a vyskyte genotypov;

e homogamia — preferovanie sobasov a rodi¢ovstva medzi fenotypovo podobnymi jedincami
(napr. u chondrodystrofikov). Tento typ populacie vyrazne zvySuje pravdepodobnost
vyskytu rovnakej formy patologickych fenotypov u potomkov, aké boli u rodi¢ov;

e inbriding — nendhodné parovanie geneticky pribuznych jedincov. Pri §lachteni rastlin
a zivocichov patri, okrem umelého vyberu, k zdkladnym pracovnym metédam. U l'udi
knim dochadza najmd vizolatoch — geografickych, etnickych, religidznych
a ekonomickych. Vyrazne sa tu, v porovnani s panmixiou, zvySuje pravdepodobnost’
narodenia jedincov, ktori si homozygoti (pre mutovanu alelu).

Hardyho — Weinbergov zakon, objaveny autormi nezavisle v roku 1908, plati ucelene
len pre panmixiu. Ak je panmiktickd populacia dostato¢ne vel'kd, potom populécia nadobudne
po jedinej generacii rovnovazny stav genotypovych a alelovych frekvencii. A tieto frekvencie
sa udrziavaju aj v nasledujlicej generacii. Ak frekvenciu vyskytu dominantnej alely oznac¢ime
ako ,,p* a frekvenciu recesivnej alely oznac¢ime ako ,,q“, potom je mozné stav v genofonde
oznacit' akop + q = 1. Pravdepodobnosti vyskytu genotypov v populacii vyratame na
zéklade zasad kombinatoriky:

p? - frekvencia homozygotov dominantnych
2pq - frekvencia hetezygotov
g°> - frekvencia homozygotov recesivnych

Inak povedané, ak st pre dany majoritny gén lokalizovany na autozéme, podmienujuci
kvalitativny znak iba 2 mozné alely, ktorych frekvencie su p a , tak v dostatocne velkej
panmiktickej populdcii st frekvencie jednotlivych 3 genotypov dané koeficientom rozvinutého
binému (p+q)? ¢ize p? + 2pq + g2 = 1, pricom sudet vietkych frekvencii sa rovna 1 (lebo
vsetkych 3 genotypov je 100 %).
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Empirické poznatky a vyskum ukazuji, Ze frekvencie genotypov, determinujuce
vacsinu monogénovo podmienenych znakov, st takmer vo vSetkych populédciach sveta velmi
blizke uvedenej binomickej distribucii.

Pre udrzanie Hardyho — Weinbergovej rovnovahy v populacii musia byt splnené
nasledujice podmienky:

e populacia je panmikticka;
neprebieha selekcia;

nevznikaji mutacie;

nedochadza k migracii;

populacia ma dostato¢ntl vel'kost’.

Pre rozlozenie genotypov v populacii, kde sa uplatiuje inbriding plati Bersteinov —
Wrightov zékon, Ze v porovnani s panmiktickou populéaciou je vyssia frekvencia obidvoch
typov homozygotov a nizsia frekvencia heterozygotov.

Ro6zne zastipenie genotypov v panmiktickej a inbridnej populacii zavisi nielen od
pravdepodobnosti  vzniku  tzv.  spontannych  mutacii = (mutaény  tlak)  ale
aj pravdepodobnostou stretnutia sa mutovanych alel v zygote. Muta¢ny tlak je rovnaky
VvV oboch typoch populacii, vyskyt jednotlivych mutacii, pripadne DNA polymorfizmov je
zistite'ny a zistovany. Rozdiel je v pravdepodobnosti spolo¢ného vyskytu rovnakych alel pre
dany gén v zygote. U inbridingu (u ,,pribuzenského krizenia“) je pravdepodobnost’ vyskytu
homozygota (pre obmedzeny pocet a genetickll pribuznost’ rodicov) podstatne vyssSia ako
V panmixii.

3.4 Cytogeneticka analyza

Cytogenetika je vednou disciplinou, ktora sa zaobera $tidiom organizacie genetického
materialu na Grovni chromozémov (chromatinu) — ich poctu a tvaru, pripadne niektorych ich
usekov. Pouziva sa na diagnostikovanie numerickych a Struktirnych aberacii chromozémov u
roznych patologickych stavov.

Na zaklade odlisného metodického pristupu mozno cytogenetiku rozdelit’ na:

e Kklasicku — analyza spociva v mikroskopickom hodnoteni, farbenim vizualizovaného
materialu chromozémov v mitéze (vySetruji sa metafazové chromozomy) a v interfaze,
(vySetruje sa pohlavny heterochromatin);

e molekulovi — analyza je zalozena na identifikacii chromozomov alebo ich Casti, po
hybridizacii ich DNA s oznagenou sondou (napr. metoda FISH).

3.4.1 Klasicka cytogenetika

3.4.1.1 Cytogeneticka analyza v mitoze

Na vySetrenie st potrebné Zivé bunky schopné proliferacie. Na ziskanie spol'ahlivého
vysledku je potrebné na analyzu ziskat' kultivaciou in vitro dostato¢ny pocet deliacich sa
buniek. V praxi bol velky rozvoj cytogenetickej analyzy v druhej polovici 60-tych rokov
minulého storo¢ia podmieneny prave rozvojom a Standardizaciou metdd kultivacie buniek in
vitro. Zaroven bol prave v tomto obdobi objaveny Gc¢inok kolchicinu (Borisy a Tayor, 1967),
ktory inhibuje depolymerizéciu tubulinu kinetochorovych mikrotubulov, ¢im zabrani zaCiatku
anafazy A. Pridanim mitotického jedu kolchicinu do bunkovej kultary sa zastavi progres mitozy
V tom $tadiu, v ktorom su chromozomy najlepSie pozorovatel'né — v tzv. c-metafaze.

Metafdza mitdzy je najvhodnejsia na numericku i Struktirnu analyzu chromozomov,
nielen preto Ze st chromozomy maximalne kondenzované, ale aj z dovodu, Ze st usporiadané
prakticky v jednej rovine — v metafazovej platni (ekvatorialnej rovine), ¢o ul'ahcuje zhotovenie
karyologického preparatu.
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Priprava karyologického prepardtu na analyzu metafazovych chromozémov ma

nasledovné kroky, ktoré maju zarucit’, aby boli bez poskodenia chromozémy na podloznom
sklicku €o najlepsie rozprestreté a dali sa dobre rozpoznat’ a hodnotit’:

Trypsinizacia — ak sa in vitro kultivované bunky adherované na kultivaény substrat.
Pridanim 0,25 % roztoku trypsinu do kultiry sa bunky odpoja od substratu (dna nadoby
Vv ktorej st kultivované) a vznikne z nich suspenzia. Proteolyticky ucinok trypsinu sa zrusi
pridanim kultiva¢ného séra;

Hypotonizacia (0,075 M roztokom KCI) sposobi zva¢Senie objemu bunky a chromozomy
Vv metafaze sa viac od seba vzdialia;

Fixacia acetalkoholom (zmes etanolu akyseliny octovej) =zabrani poskodeniu
chromozémov.

Kvapnutim suspenzie takto upraven¢ho materidlu z vysky na podchladené podlozné

sklicko sa dosiahne potrebné rozprestretie chromozémov.

Takto pripravené karyologické preparaty mozno farbit’ roznymi spdsobmi:

Farbenie konvencné (diflizne) je najstarSie. PouZziva sa pri iom farbivo Giemsa (resp.
Giemsa-Romanowski), ktoré ma typicku afinitu ku chromatinu. Triedenie takto diftizne
zafarbenych chromozoémov sa uskutociiuje podla tzv. Denverskej klasifikacie;

Farbenie identifikac¢né — tzv. G, Q, C, R, T pasikovacie techniky. Princip je v tom, Ze po
posobeni vonkajsieho faktoru na chromozémy déjde k zvyrazneniu heterochromatinovych
a euchromatinovych  blokov v chromozémoch anéslednym zafarbenim su na
chromozomoch viditeI'né tmavsie a svetlejSie useky (pasiky z anglictiny ,,bandy*).

Po spracovani buniek uvedenym postupom ziskame v mikroskope analyzovatelne

usporiadané metafazové chromozomy. Ich obraz sa zachyti klasickou alebo digitdlnou formou.
Zostavenim chromozémov do parov, podla Standardnej klasifikacie, ziskame karyotyp (obr.
15).
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* Obr. 15. Normalny muzsky karyotyp, chromozémy su farbené konvencne

Pouzité farbiace techniky rozhoduji o trovni rozliSenia jednotlivych chromozémov

a ich naslednej klasifikécii.

Denverska Kklasifikacia — hodnotiacimi kritériami pre zarad’ovanie difuzne farbenych

chromozoémov do skupin je ich relativna velkost’ (vel'ké, stredné a malé) a poloha centroméry
(obr. 16). U l'udi rozliSujeme chromozémy metacentrické (maji centroméru skoro v strede),
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submetacentrick¢ (maji centroméru blizSie k jednej z telomér) a akrocentrické (maji
centroméru blizko k telomére).

e Obr. 16. Klasifikacia chromozémov podla uloZenia centroméry (A — metacentrické, B —
submetacentrické, C — akrocentrické)

Pri tejto klasifikacii mozeme hodnotit’ len celkovy pocet chromozémov a ich pocet
Vv jednotlivych skupinach (A - G):
e skupina A — velké metacentrické chromozémy 1 - 3;
e skupina B — vel'ké submetacentrické chromozoémy 4 - 5;
e skupina C — stredne velké submetacentrické chromozomy 6 -12, do tejto skupiny
zarad’'ujeme aj chromozom X
skupina D — stredne vel'ké akrocentrické chromozomy 13 - 15;
skupina E — malé metacentrické az submetacentrické chromozémy 16 - 18;
skupina F — malé metacentrické chromozomy 19 - 20;
skupina G — malé akrocentrické chromozémy 21 - 22 do tejto skupiny zarad’'ujeme aj
chromozém Y.

Tato metodika vSak neumoziuje identifikovat’ jednotlivé chromozémy v rdmci skupin,
ani mens$ie chromozomové prestavby. Chromozémy su totiz pri tomto spésobe hodnotenia
farbené¢ (Giemsovym farbivom) homogénne — hovorime o konvenénom homogénnom,
difiznom farbeni chromozémov.

Parizska klasifikacia (podl'a miesta prvej konferencie vr. 1979) umozZiiuje nielen
presné urcenie (identifikaciu, opis) jednotlivych chromozomov 1 - 22, X, Y, ale aj detekciu
Struktirnych aberacii chromozoémov. Je to moZné vd’aka pouZitiu mikroskopu a identifika¢nych
farbiacich technik, ktorymi dosiahneme pasikovanie chromozémov. Vzniknuté pasiky su pre
kazdy chromozém typické, poctom aj umiestnenim a vyplyvaji zjeho konkrétnej
euchromatinovej a heterochromatinovej Struktary. NajcastejSie pouzivanymi identifikacnymi
metodikami si G—, Q—, R— a C— pasikovanie (prizkovanie, bandovanie). ESte detailnejSiu
analyzu umoznuje tzv. technika vysokého rozlisenia (high resolution technique — HR) u
prometafdzovych az profadzovych, ¢ize maélo kondenzovanych chromozomov. Zatial' co
Vv metafazovom karyotype je mozné rozlisit’ asi 400 pasikov, pri pouziti HR ich pocet stiipne na
800 — 1 400.

Q-band bol prvou metodikou, ktora umoznila vytvorenie pasikov. Princip je v tom, ze
fluoreskujuca latka (quinacrine mustard) sa Specificky viaze k heterochromatinovym usekom
chromozémov a tym na nich v ultrafialovom svetle fluorescencného mikroskopu vznikaju
intenzivnejSie fluoreskujice pasiky tzv. Q-bandy. Menej intenzivhe sa zobrazuju
euchromatinové tuseky. Problémami boli nutnost pracovat’ v tmavej komore a pouzivat
ziarivky emitujiice UV svetlo, ako aj spontanne vyziarenie fluorochrémov, ¢o znemoziovalo
dlhodobt archivaciu preparatov.

G-band je najcastejSie pouzivana identifikacna farbiaca metodika, pri ktorej sa
bielkoviny chromozdémov pred farbenim ¢iasto€ne natrdvia proteolytickym enzymom (napr.
trypsinom) alebo sa vysSou teplotou mierne denaturuju a nasledne farbia Giemsovym farbivom.
Vzniknuté pasiky tzv. G-bandy koreSpondujii s Q-pasikmi a reprezentuju striedanie
kondenzovanych heterochromatinovych (tmavych) a euchromatinovych (svetlych) pasikov
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(obr. 17). Vyhodami su nielen moznost’ analyzy v beznych svetelnych mikroskopoch, ale aj
jednoduché a dlhodobé archivacia karyologickych preparatov.
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* Obr. 17. Normalny zensky karyotyp — 46,XX (G—band)

R-band je metodika, pri ktorej dostaneme pruzky opaéného charakteru z anglického
,»reverse po inkubacii chromozdémovych preparatov pri vysokej teplote okolo 90° C. Vyuziva
sa na hlbsiu analyzu pritomnosti a zloZenia tych pasikov, ktoré st v Q—a G—pasikovani ,,bledé®.

C-band je metodika, ktorda umoziuje znazornenie blokov konstitutivneho
heterochromatinu v centromerickej oblasti vSetkych chromozémov, v pericentromerickej
oblasti chromozomov 1, 9, 16 a Yq (C—pasiky), ¢o sa v praxi vyuziva, najmé v prenatédlnej
diagnostike. Napriklad pri odliSeni autozémov 21 (22) od chromozému Y, pri diferencidlnej
diagnostike trizomie a Klinefelterovho syndromu.

Parizska klasifikacia hodnoti pocet, vel’kost’ a polohu pasikov na kratkych (p) a dlhych
(q) ramienkach kazdého chromozoému (obr. 18). Kazdé ramienko obsahuje 1 az 6 oblasti
a Vv kazdej z nich uréity (Standardny) pocet pasikov. Cislovat’ sa zaéina od centroméry smerom
k terminélnemu useku chromozému (telomére).

* Obr. 18. Schéma ParizZskej klasifikacie
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Na oznacenie konkrétneho pasiku na chromozéme treba uviest' ¢islo chromozomu,
symbol pre ramienko, ¢islo prislusnej oblasti a ¢islo vlastného pasiku. Vsetko sa pise za sebou
bez medzery a bez interpunkcie (napr. 124 znamena chromozom ¢. 1, dlhé ramienko, oblast’
2, pasik 4). Pri metodike HR dochadza k roz¢leneniu povodne jedného pésiku na niekol’ko
d’alSich subbandov. Jednotlivé subbandy sa oznacuju rozsirenim zapisu za bodkou, napr.
1924.12.

3.4.1.2 Cytogeneticka analyza v interfaze

Prvou metédou, ktora umoznovala identifikiciu pohlavnych chromozémov
V nedeliacich sa interfazovych bunkach, bola analyza pohlavného chromatinu v pohlavnych
chromozomoch X a Y. Zaciatkom 70-tych rokov iSlo o revoluénii metodiku, ktord nasla
vyuzitie pri testovani chromozémového pohlavia u Sportovcov a pri orientacnom vysetreni
pacientov s podozrenim na chromozémovu aberaciu niektorého z pohlavnych chromozémov
(gonozomov). Bola zalozena na detekcii Specifického chromatinu v interfazovych jadrach.

Podl’a klasickej cytogenetiky  pozostavaji chromozémy  z euchromatinu
a heterochromatinu.

Heterochromatin predstavuje silne kondenzovant oblast’ chromozému ,,chudobnu* na gény
(geneticky nemu). Podl'a umiestnenia a mechanizmu vzniku rozozndvame dva typy
heterochromatinu:

e konStitutivny — pritomny vo vSetkych bunkach jedinca a vo vSetkych stadiach jeho vyvoja.
Nachadza sa v oblastiach centromér vSetkych chromozomov. Okrem toho tvori vel'ké
heterochromatinové bloky v pericentromerickej oblasti dlhych ramien chromozémov 1, 9,
16 a velku Cast’ dlhych ramien chromozomu Y (Yq);

o fakultativny — zavisi od typu bunky a od jej vyvinového Stadia. Prikladom je
heterochromatin X u zien, ktory vznikd inaktivaciou jedn¢ho chromozému X
V najv¢asnejSom Stadiu embryogenézy medzi 9. a 12. diom vyvoja — kondenzaciou
a masivnou metylaciou jedného z dvojice chromozomov X (vratane jeho euchromatinovych
oblasti). Tym sa genetickd informacia umiestnend na tomto chromozome stava
nedostupnou. Podl'a Lyonovej tedrie ide o mechanizmus zabezpe€ujici kompenzaciu
efektu génovej davky — u zZien zostava aktivny len jeden X chromozoém, tak ako je to
U muzov.

Lyonovej tedria — hovori o , kompenzacii efektu génovej davky®“. V l'udskych
somatickych bunkach je cely aktivny len jeden X chromozom. Druhy chromozom X u Zeny je
¢iasto¢ne kondenzovany a inaktivny (v interfazovych bunkéch tvori pohlavny chromatin X).
V kazdej jednotlivej bunke embrya je inaktivovany bud’ chromozdém X od matky alebo od otca
— nahodne, pri¢om inaktivacia je v dalSom vyvoji pre dany bunkovy klon stabilna a trvala
(okrem oogonii).

Zena je teda fyziologicka mozaika pre X chromozom, pretoze ma $tatisticky v polovici
somatickych buniek ,,na plno* aktivny X chromozém od otca a v druhej polovici od matky.
Tato skutocnost’ vysvetl'uje pritomnost’ fenotypickych prejavov u prenasaciek X viazanych
recesivnych ochoreni — nastavajua, ak st v cielovom tkanive ndhodne v prevahe bunky, ktoré
maji aktivny X chromozoém s patologickou alelou.

Inaktivacia chromozému X nie je aplna — nie je inaktivovany cely chromozom..
Prikladom je aj gén XIC (centrum inaktivacie X chromozomu, lokalizovany na tom X
chromozoéme, inaktivaciu, ktorého riadi), produkt ktorého — XIST (inaktivny Specificky
transkript) riadi inaktivaciu X chromozomu metylaciou GC dinukleotidov.

Princip je totiz vtom, ze na X ayY chromozéme existuju useky s tzv.
pseudoautozomovymi génmi, ktoré sa za normalnych okolnosti prejavuju bialelicky, teda na
kazdom z gonozémov je po jednej alele. Nazyva sa to (tradicne) ako ,,homologické useky*
heterochromozémov. Toto vysvetluje fenotypové prejavy uzien s nadpocetnym
chromozémom X a pri monozdmii X, kde chyba druha alela pre pseudoautozémové gény.

36



Inaktivovany chromozom X (pohlavny heterochromatin X) je v interfaizovych bunkéch
viditeI'ny ako tzv. Barrovo teliesko, umiestnené na vnatornej stene jadrovej membrany (obr.
19). Pocet X chromozdémov je n + 1 (n = pocet Barrovych teliesok), ¢o umoznuje urcit’ pocet X
chromozémov vo vySetrovanej bunke.

Podobne mézeme v interfazovom jadre dokazat’ aj Y chromozom ako v UV svetle jasne
svietiaci bod, tzv. F teliesko (obr. 20). Metdda je zalozend na silnej afinite a interkalacii
fluorescen¢ného farbiva (chinakrin) do heterochomatinového bloku na jeho dlhych ramenach
Yq.

* Obr. 19. Barrovo teliesko (oznac¢ené Sipkou) * Obr. 20. F teliesko

Stcasnym vySetrenim X a Y chromatinu teda ziskame obraz o gonozémovom
komplemente vySetrovanych buniek (obr. 21). Pre presni diagnostiku ana vylicenie
Struktarnych aberacii tychto chromozémov (iXq, iYq, delYq) je vSak nutné vySetrenie
metafdzovych chromozomov.

Xchromatin O O D O Q Q
Ychromatin . . . .. ’

gonozomovy
komplement

* Obr. 21. Schéma vySetrenia X a Ychromatinu

3.4.2 Molekulova cytogenetika

Molekulova cytogenetika je zalozena na hybridizacii sondy (oznac¢enej jednovlaknove;j
molekuly DNA o znamej sekvencii nukleotidov) s knej komplementarnym tsekom
v denaturovanej analyzovanej DNA in situ, ¢ize na sklicku priamo v jadre alebo
v karyologickom preparate. Pri ISH (in situ hybridizacia) sa pouzivaji radioaktivne oznacené
sondy. Pri FISH (fluorescencna in situ hybridizacia) sondy oznacené fluorescenénym farbivom
tzv. fluorochromom. Metdda FISH je prepojenim molekulovej genetiky a cytogenetiky. Jej
principom je komplementarne spojenie fluorescencne znacenej sondy a urcitého cielového
useku DNA v chromozémoch, v intaktnom, teda nehomogenizovanom materiali. Metodu
mozno aplikovat’ na chromozémy v metafaze, ale aj na sledovanie jadier v interfaze. FISH sa
osvedCila aj na vySetrenie Cerstvého materidlu — napr. odtlatky z biopsii (jadrd) alebo
kultivované bunky s mitotickymi figlirami. Metéda FISH je zaloZena na afinite molekul
pouzitych na oznacenie uspeSne hybridizovanej sondy s analyzovanym (vySetrovanym)
usekom. NajcCastejSie sa pouziva mimoriadna afinita biotinu (vitaminu B7, resp. vitamin H) a
streptavidinu, ktoré st schopné sa rozpoznat’ a naviazat’ sa aj pri zriedeni 1 : 1 000 000. Biotin
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je pripojeny na sondu a na streptavidin je naviazana tzv. reportérova skupina, ¢ize fluorochrém.
Po tuspesnej hybridizacii sondy, je mozné fluorescenénym mikroskopom identifikovat’ jej
pritomnost’ a polohu biotinu s fluorochromom. Toto usporiadanie umoziiuje, ze sa sonda moze
bezchybne naviazat na komplementary usek (nie je obmedzovand velkostou molekuly
fluorochromu). Pouzitim r6znych sond a fluorochrémov emitujacich r6zne farby, mozno v tom
istom jadre oznadit’ viacero roznych ciel'ovych sekvencii.

Napriklad pri prenatdlnej genetickej diagnostike, pouzitim sond identifikujicich
chromozomy 13, 18, 21, X aY sa daju v bunkach plodovej vody (amniocyty) odhalit
najcastejSie sa vyskytujice aneuploidie. FISH sa vyuziva nielen pri analyze karyotypu
v klinickej diagnostike a monitorovani chordb, ale aj pri génovom mapovani, pri Studiu
organizacie chromatinu, replikacie, transkripcie, rekombindacie a reparacie DNA.

Velkou vyhodou FISH a jej modifikacii, v porovnani s klasickymi cytogenetickymi
metodikami, je moZnost’ ich pouZitia aj v interfize, ¢im odpada zdihavy proces kultivacie
buniek. NedoceniteI'nou vyhodou je moznost’ analyzy aj archivneho materialu. Aby bolo mozné
aplikovat’ FISH vySetrenie v praxi, je najprv metodami klasickej genetiky vhodné odhadnut’ typ
prestavby a jej lokalizaciu v ramci gendmu a podl'a toho pouzit’ konkrétnu sondu Specifickt pre
konkrétny typ aberacie.

3.4.2.1 Typy sond pre FISH

Pomocou FISH sond mdzeme jednoznacne charakterizovat’ a zatriedit’ kazdy l'udsky
chromozoém do karyotypu, odhalovat’ chromozémové aberacie a z nich vyplyvajice genetické
choroby, ako aj mapovat’ pozicie jednotlivych génov na chromozdéme. Pouzivaju sa aj na
diagnostiku chromozémovych zmien pri r6znych onkologickych ochoreniach.

Podl’a ciel'ovej sekvencie rozdel'ujeme FISH sondy do Styroch skupin:

Centromerické (satelitné¢) — hybridizuju s oblast’ami satelitnych sekvencii centroméry,
ktoré st pre kazdy chromozom unikatne. Vyuzivaji sa najmé v prenatalnej a predimplantacnej
diagnostike, napr. pri zistovani poctu urc¢itého chromozoému (u aneuploidii st namiesto dvoch
signalov — jeden, tri alebo viac) a povodu neznameho chromozému (obr. 22a).

Génové (lokusovo Specifické — minilokusové) — hybridizuju s unikatnymi sekvenciami
DNA. VyuZivaji sa najmi na zistovanie amplifikacie alel ur¢itého génu (napr. onkogénov),
hl'adanie translokécii a mikrodelécii (napr. u malignit a mikrodele¢nych syndromov) (obr.
22h).

Celochromozomové (paintingové) — hybridizuju s celym konkrétnym chromozémom
alebo s jeho vyznamnou castou. Pouzivaju sa napriklad na diagnostiku chromozémovych
prestavieb a na pri diagnostike aneuploidii — v mitotickych figirach (obr. 22 c).

Telomerické — vyuZzivaju sa pre urcenie poctu koncovych usekov chromozémov tzv.
telomér, u cloveka TTAGGG (obr. 22d).

38



e Obr. 22. Typy sond pre FISH — a. Trizomia 21 (FISH — centromericka sonda); b.
mnohonasobna amplifikacia c-myc onkogénu; €. chromozomy €. 8.; d. teloméry

3.4.2.2 Modifikacie FISH

Multifarebna FISH (multicolour — mFISH) umoznuje kombinaciou piatich rdzne
ozna¢enych sond fluorochromov (FITC, Rhodamin, TexasRed, Cy5, Cy5.5) farebne odlisit
kazdy jeden chromozom, ako aj diskrétne Struktirne prestavby chromozémov. Kombinaciou
fluorochromov mézeme ziskat’ az 31 farieb. Je to technicky ndro¢na digitdlna zobrazovacia
technika. Na vyhodnotenie je potrebna obzvlast’ citliva kamera a vykonny pocitac so softvérom.
Vysledna farba pre konkrétny chromozom sa ziska snimanim jednotlivych farieb pod 6
prislusnymi filtrami a zlu¢enim obrazov. Multifarebni FISH sa nedé4 pouzit’ pri bunkach v
interfaze, pretoze chromozémy su deSpiralizované.

Spektralna karyotypizacia (spectral karyotyping — SKY). Je to technika podobna
MFISH a bola prvy krat pouzita na identifikaciu chromozému 5 v roku 1999. Rozdiel medzi
tymito dvomi technikami je v technike ziskania konecného obrazu. Principom SKY je meranie
emisnych spektier jednotlivych Specifickych sond, ktoré sa viazu na testované chromozomy.
Sondy st znafené Styrmi fluorescenénymi farbami, ktoré dokazu v konec¢nom dosledku
spektralne odlisit’ vSetky chromozémy. Na vyhodnotenie vysledkov sa pouziva CCD kamera,
snimanie pomocou Fourierovho spektroskopu (pri spracovani signdlov sluzi na transformaciu
z Casovej oblasti, do oblasti frekvencnej) a su pouzité len dva filtre. Vysledny obraz sa snima
naraz — nie po jednotlivych farbach ako pri mFISH a kazdému chromozomu je priradena akasi
»pseudofarba®“. Pouzitim tejto metddy je moznéd detekcia vicSich interchromozomadlnych
prestavieb. Uplatiiuje sa hlavne v onkocytogenetike pri spracovavani komplexnych karyotypov
pochéadzajucich z nadorovych buniek a v prenatdlnej a postnatdlnej diagnostike pri detekcii
balansovanych a nebalansovanych translokacii.

Multifarebné pasikovanie (multicolour — mBanding) spaja farebnu vizualizaciu
chromozoémov s ich klasickym pasikovanim. Ide o sucasni hybridizdciu zmesou kratkych
prekryvajucich sa sond znacenych piatimi fluorochrémami, ¢o umoziuje rozliSenie cielovych
sekvencii na chromozome. Na vizualizaciu je potrebné podobné technické vybavenie ako v
pripade mFISH, vysledkom je farebné péasikovanie Specifické pre jednotlivé chromozémy, co
umoziuje podrobnt analyzu translokacii, delécii, inzercii, inverzii a komplexnych zmien,
vratane intrachromozoémovych aberacii.

Komparativna genomicka hybridizacia (comparative genomic hybridization - CGH)
prispela k analyze chromozémovych zmien pri onkologickych ochoreniach, tato metéda bola
zavedena v roku 1992. Umoziuje celogenémovy skrining nebalansovanych zmien nad 10 - 20
Mb, rychlu detekciu a mapovanie zmien v pocte kopii konkrétnych usekov DNA. lde o
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kvantitativne vyhodnotenie signalov rézne oznacenej DNA, a to z normalneho tkaniva
(referencnd DNA - oznacCend cervenou) a z tkaniva nddoru (testovana DNA - oznacena
zelenou), ktoré sa nechaji hybridizovat. Na zéklade rozdielnej fluorescencie, vyhodnotenej
pocitacom, mozno odhalit’ malé¢ zmeny v mnozstve DNA vo vySetrovanom tkanive, t.j. stratu
alebo zisk kratkeho useku DNA. Pomocou fluorescenéného mikroskopu s tromi excita¢nymi
filtrami (DAPI-FITC-rodamin) sa vyhladaju kvalitné mitozy, ktoré sa nasnimajui CCD-
kamerou. Pocitacovy program vyhodnoti intenzitu zelenej a cervenej fluorescencie v
jednotlivych tsekoch chromozémov. Pri normalnych nalezoch by mal byt pomer medzi
intenzitou zeleného a Cerveného signalu 1. V pripade, ze je pomer vyssi nez 1,2 ide o
amplifikaciu tseku, ak je pod 0,8 o deléciu tseku. Nemozno vSak odhalit’ Struktirne prestavby
chromozémov (reciproké translokdcie, inverzie), pretoze nemenia pocet kopii v gendme.
Cipova technolégia (microarray CGH) je podrobne spominana v kapitole 1.9, tak si
iba zopakujeme, Ze namiesto metafazickych chromozémov sa vyuzivaji unikatne
jednovlaknové DNA sondy, ktoré st fixované na DNA ¢ipe. Tychto sond je naraz pouzitych
vel'mi vela. K ¢ipom sa prida znacena analyzovana DNA, ktora na urcitych miestach v Cipe
hybridizuje (niektoré jednovlaknové sondy ukotvené v Cipe sa spoja s jednovldknovou
analyzovanou DNA na zéklade komplementarity). Po exitacii laserom vznikéd svetlo urcitej
vlnovej dizky. Vyhodnocuje sa pritomnost’ a aj mnozstvo znacky. Vyuzitie je v analyze génovej
expresie, analyze bodovych mutacii a polymorfizmov typu SNP, delécii a amplifikacii usekov
chromozomov ako pri CGH. Tato technika v poslednych rokoch vyrazne prispela k identifikacii
molekularnej podstaty mnoZstva geneticky podmienenych chordb, nedokaze vsak identifikovat’
balansované prestavby. Medzi vyhody metédy patri jej robustnost, automatizacia,
reprodukovatelnost’ a preciznost. Metoda Cipov je rychlejSia ako cytogenetické metody,
pretoze nie je potrebné kultivovat’ bunky a staci len malé mnozstvo analyzovanej DNA.
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4 MONOGENOVO PODMIENENE NORMALNE
A PATOLOGICKE ZNAKY AUTOZOMOVO DEDICNE

Monogénovo dedi¢nymi nazyvame znaky, pri ktorych su jednotlivé fenotypy
podmienené génmi v jednom lokuse. Podl'a umiestnenia lokusu na chromozéme rozliSujeme
dedi¢nost’ autozomovu alebo gonozoémov, ktora méze byt podl'a charakteru zodpovednej alely
dominantna (s Gplnou dominanciou, kodominantn4, intermediarna) a recesivna.

Podstatou monogénovo podmienenych patologickych stavov je mutacia na urovni génu
(bodové mutacia), ktora zapri¢iniuje odchylku v syntéze prislusného polypeptidového retazca.
Podl’a funkcie génového produktu (zmenenej bielkoviny) vznikaja defekty rozneho charakteru.

4.1 Zakladné pojmy pouzivané v monogénovej dedi¢nosti

Alela je konkrétna forma génu (verzia genetickej informacie) v lokuse jedného
Z chromozdémov.

Distribicia znaku je opis (charakteristika) jeho vyskytu v populacii. Kvantitativne
znaky (napr. telesna vyska) maja spojita (kontinualnu) distribuciu, teda vyskytuju sa v na sebe
nadvézujacich formach a graficky ich mozno zobrazit' ako Gaussovu (binomickt) krivku.
Kvalitativne znaky maju nespojita (diskontinudlnu) distribuciu. Monogénovo podmienené
kvalitativne znaky (napr. krvné skupiny) sa vyskytuji v jasne odliSiteInych formach,
vyjadritelné napr. stipcovym diagramom. Multifaktoralne podmienené kvalitativne znaky majt
vyskyt s tzv. prahovym efektom (prah je forma znaku, ktort1 uz povazujeme za patologicka).

Expresia génu je syntéza bielkoviny kdédovanej génom. Miera expresie oznacuje to,
ako rychlo a kolko génom kddovanych bielkovin sa nasyntetizuje. Je to regulovany proces:
riadenim pristupu ku génu, rychlostou transkripcie (enhancery a silencery), efektivnost'ou
translacie (elongacné faktory) a poctom ribozomov, na ktorych za sebou mozno pouzit’ tu ista
mRNA (zavisi od dizky polyA chvostika na konci mRNA).

Expresivita je stupen prejavu vlohy (klinicky nalez — 'ahky, stredne tazky a tazky).
Variabilna expresivita je variabilita zavaznosti fenotypu (prejavov) u nositelov rovnakého
patologického génu (alely).

Epigenetické faktory si vplyvy posobiace na prejav znaku podmienené¢ho génom. Na
expresiu majoritnych génov maju vplyv len vynimocne (napr. u¢inok hormoénov u tzv.
pohlavim ovplyvnenych znakov, ako je pred¢asnd plesatost’). Na expresiu minoritnych génov
maju zasadny vplyv.

Fenotyp je pojem, ktory sa pouziva nielen na oznacenie suboru vSetkych znakov
organizmu, ale aj na opis konkrétnej formy jedného znaku.

Genotyp je subor vsetkych génov (alel) zivého organizmu. Zaroven sa tento pojem
pouZiva aj na oznacenie konkrétnej kombinécie alel, ktoré podmieniuji sledovany znak. Genom
sa zvyCajne zhoduje s genotypom, ale st aj odliSnosti — napr. v suvislosti s inaktivaciou
chromozomu X, kedy v genotype st u Zeny obidva chromozémy X, ale v jednej bunke je
aktivny len jeden gonozém X.

Homozygot je jedinec, ktory mé pre konkrétny gén obidve alely rovnaké. Ak st obidve
alely dominantné ide o dominantného homozygota, ak su recesivne ide o homozygota
recesivneho.

Hemizygot je jedinec, ktory ma pre konkrétny gén len jednu alelu. Za normalnych
okolnosti ide o alely v heterologickej oblasti chromozému X u muza.

Heterozygot je jedinec, ktory ma pre konkrétny gén dve rézne alely (dominantnt aj
recesivnu). ZloZzeny heterozygot je jedinec, ktory ma pre konkrétny gén dve rozne alely, pricom
kazda z nich m4 mutaciu na inom mieste a koduje odliSny izoprotein.
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Heritabilita je podiel genetickej zlozky na celkovom fenotype. Oznaluje sa aj
koeficient dedivosti a vyjadruje vzajomny vztah medzi dedi¢nou a nededi¢nou zlozkou
premenlivosti.

Intermediarita znamen4, ze sa na tvorbe znaku u heterozygota zucastiiuju obidve alely
rovnakou mierou, pricom vo fenotype vznika iba jeden znak (napr. ruzova farba kvetov).

Izoprotein je variant normalneho proteinu, ktory je désledkom mutécie génu. Tym sice
dojde k zmene primérnej Struktary proteinu, ale zachova sa jeho funkcnost’ (aspon Ciastocne).
Alely, ktoré koduju izoproteiny nazyvame alelové varianty.

Kodominancia je stav, kedy sa na tvorbe znaku zacastfiuji dve rézne alely v lokuse,
nezavisle jedna od druhej, priCom vznikaji dva fenotypové prejavy (napr. krvné skupina AB).

Lokus je konkrétne miesto ulozenia génu na chromozome. Na jednom mieste
chromozému sa moéze nachadzat’ vzdy len jedna alela ur¢itého génu. Lokusy roznych génov su
vzdy ulozené linearne, teda za sebou. Zvycajne jeden lokus obsahuje jeden Strukturny gén
kédujuci jeden protein. St ale aj vynimky, napr. lokus pre Rh faktor, ktory obsahuje tri
Struktarne gény — C, D a E.

Majoritny gén ma urcujuci vplyv na fenotypovy prejav (formu) kvalitativneho znaku
(napr. krvnej skupiny). Vo vicsine pripadov nedochadza k vplyvu epigenetickych faktorov na
formu znaku. Mutacia majoritného génu méze zmenit formu znaku. Posobia bud’ jednotlivo
(tzv. monogénovad dedi¢nost’) alebo niekolko takychto génov zaroven (tzv. polygénna
dedi¢nost’ — napr. dva gény pri dedi¢nosti farby duhovky alebo tri pri dedi¢nosti pigmentacie
pokozky).

Minoritny gén nema urcujuci vplyv na formovanie znaku. Tieto gény tvoria skupiny,
Vv ktorych sa v zlozitych vzdjomnych kombinaciach (tzv. aditivny efekt), pocas dlhého obdobia
a za silného vplyvu epigenetickych faktorov spolupodielaji na formovani kvantitativnych
znakov (napr. telesna vyska).

Monogénova dedi¢nost’ (anglicky single gene inheritance) znamena, ze znak je
podmieneny jednym majoritnym génom. Ak ma lokus na autozéme — ma dve alely. Ak je lokus
Vv heterologickej ¢asti chromozomu X alebo Y ma aktivnu jednu alelu, ak je v homologickej
Casti, ma aktivne alely dve (tzv. pseudoautozomové gény).

Multifaktoriilne podmienené znaky sa nazyvaju aj komplexné znaky. Maja geneticka
zloZku z minoritnych génov (tzv. predispozicia) ana ich formu zavazne vplyvaju aj
epigenetické faktory. Kvantitativne znaky tohto typu — napr. telesna vyska, maji kontinualnu
(stvislu) distribuciu vyjadrovanu Gaussovou krivkou. Typ distribucie sa nemeni ale krivka sa
mozZe ,,pohybovat™ po ose X v zdvislosti od aritmetického priemeru danej veli¢iny. Normalne
formy takéhoto znaku st vymedzené extrémami. Kvalitativne multifaktoridlne podmienené
znaky st charakterizované ,,prahom®, teda formou znaku, ktort uz povazujeme za patologicku.
Tak normalne ako aj patologické formy znaku maju svoju distribuciu (vyskyt v populacii). Vo
vSeobecnosti mozno povedat’, ze ¢im je patoldgia zdvaznejSia, tym menej Casto sa vyskytuje.

Muticie na urovni DNA sa oznacuju aj bodové mutacie. Vplyv takejto mutécie na
fenotyp zavisi od typu a rozsahu mutdacie, ale hlavne od jej polohy. Ak mutacia vyradi promotor,
transkripcia sa nemoZe uskutocnit’ a bielkovina sa nevyradba. Ak mutacia zmeni miesto v géne
obsahujuce koéd pre ,,aktivne centrum® proteinu — bielkovina sa sice syntetizuje, ale je
nefunkéna.

Chromozomové mutacie sa V klinickej genetike nazyvaji Struktirne aberacie
chromozémov. Su rozsahom vicsie ako mutacie génové, pretoze si to zmeny v pocte alebo
poradi génov v nich, ktoré sa mozu prejavit’ v tvare a Struktire chromozémov. Na ich detekciu
je mozné pouzit’ molekularne cytogenetické metddy, ale hlavne mikroskopicku analyzu.

Netplna dominancia je stav, kedy sa na tvorbe jedného znaku u heterozygota
zucastiuji obidve alely (dominantnd aj recesivna). Idedlnou formou netplnej dominancie je
intermediarita, kedy sa alely na forme znaku podielaji rovnakou mierou.
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Penetrancia je frekvencia (v %) prejavu fenotypu u nositel'ov uréitého (rovnakého)
genotypu. Uplne penetrantny gén sa prejavi u vietkych jedincov, ktori maju tento genotyp.
Neuplne penetrantny gén sa prejavi len u Casti jeho nositel’'ov.

Polygénna dedi¢nost’ je determinovana velkym poctom génov, ktorych aditivny efekt
sa v hlavnej miere podiel'a na ich fenotypovom prejave.

Uplna dominancia je stav, kedy u heterozygota dominantni alela tiplne potladi
fenotypovy prejav recesivnej alely. Na vytvorenie dominantnej formy znaku postacuje jedna
alela. U tohto typu dedi¢nosti nie je mozné, podla formy znaku (fenotypu), odlisit
dominantného homozygota od heterozygota.

Znak je Struktirna alebo funk¢éna charakteristika organizmu, ktord moézeme presne
Specifikovat’ tak, Ze vieme sledovat’ jej prenos z rodi¢ov na potomkov. Mo6ze ist’ o kvalitativny
alebo kvantitativny znak, ktory je vysledkom vplyvu genotypu alebo genetickych
a epigenetickych faktorov.

4.2 Autozomovo dominantna dedi¢nost’

Pri tomto type dedi¢nosti sa lokus pre znak nachadza na niektorom z autozémov. Znak
sa vyskytuje rovnako ¢asto u muzov aj u zien. Na vytvorenie znaku sta¢i jedna dominantna
alela, ¢ize vyskytuje sa nielen u dominantnych homozygotov ale aj u heterozygotov. Ak su
rodicia heterozygoti, pravdepodobnost’, Ze potomstvo bude mat’ dominantnti formu znaku je 75
%. V rodine sa vyskytuje vel'mi ¢asto a v kazdej generécii (tzv. vertikdlny prenos geneticke;j
informécie). Pohlavie rodi¢a nema vplyv na prenos znaku na potomkov. Prenos z otca na syna
je mozny. Ak jedinec nema dominantnii formu znaku je recesivny homozygot. Ak su obaja
rodicia nosite'mi recesivnej formy znaku u ich potomka sa moze vyskytnit’ dominantnd forma
znaku len ako dosledok mutacie de novo.

4.2.1 Normalne znaky autozomovo dominantne dedi¢né

Pozndme 25 typov réznych antigénov na povrchu erytrocytov (tzv. krvnych skupin)
a kazdy z nich mé jednoduchy typ dedi¢nosti. Medzi najznamejSie normalne znaky s tymto
typom dedi¢nosti patria krvné skupiny (ABO a Rh systém). ABO krvné skupiny su urcené
pritomnost’'ou antigénov (aglutinogénov) na povrchu ¢ervenych krviniek. Vlastnou antigénovou
determinantou je oligosacharidovy zaklad. Syst¢tm ABO je najstar§im zndmym krvnym
systétmom. V sére I'udi s krvnymi skupinami A, B a 0 sa nachddzaji reaktivne bielkoviny
(,,prirodzené protilatky*) — aglutininy (tab. 3).

Sérum jedincov s krvnou skupinou A aj B mozno pouzit’ ako diagnosticke, pre urcenie
krvnej skupiny vySetrovanej osoby. Ide o hemaglutinaciu, ¢ize zhlukovanie cervenych krviniek
vySetrovanej osoby v kvapke séra, obsahujucej jeden z aglutininov.

e Tab. 3. Aglutinogény a aglutininy v Systéme ABO

Krvna skupina Aglutinogén Aglutinin
A A anti B
B B anti A
AB AaB ziadny
0 ziadny anti A aj anti B

V ABO systéme su 3 alely (A, B, 0), Co nazyvame tzv. multialelizmus). Alely A a B su
navzdjom kodominantné a obidve sit dominantné nad alelou 0. Z toho vyplyva, Ze je moznych
6 kombinacii parov alel. Ich kombinaciou vznikaji 4 mozné fenotypy (tab. 4).
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 Tab. 4. Fenotypy a genotypy Vv systéme ABO

Fenotyp krvnych skupin | Genotyp krvnych skupin
A AA, A0
B BB, BO
AB AB
0 00

Vzhl'adom na moznost’ heterozygotného usporiadania pri krvnej skupine A a B (A0,
B0) nevieme z vySetrovania tychto skupin wur¢it ich genotyp. Preto pri vypocte
pravdepodobnosti krvnych skupin u potomka musime predpokladat’ obidve moznosti.

Charakteristické pre Rh systém (faktor) je, Zze nema aglutininy. Rh pozitivny (Rh+)
¢lovek ma na Cervenych krvinkach antigén a Rh negativny (Rh—) tento antigén nema. Dedi sa
autozoémovo dominantne, 85 % jedincov nasej populacie je Rh+. Gén pre Rh faktor sa nachadza
na 1. chromozome a stac¢i jedna alela Rh+ (heterozygot), aby bol jedinec Rh pozitivny (tab. 5).
Rh negativny ¢lovek je recesivny homozygot.

e Tab. 5. Dedi¢nost’ Rh faktoru

Fenotyp Genotyp
Rh pozitivny Rh+ Rh+, Rh+ Rh—
Rh negativny Rh— Rh—

Fisherova teoria predpokladd, ze Rh faktor je podmieneny 3 alelami (C, D, E), pricom
urCujica alela je alela D (tab. 6). Sérologicky sa daji dokazat’ antigény, kodované alelami D,
C, ¢, E, e na prislusnych lokusoch. Antigénovy produkt alely d nebol dokazany (recesivna
stratova alela).

e Tab. 6. Dedi¢nost’ Rh faktoru — Fisherova tedria

Fenotyp Genotyp
Rh pozitivny DD, Dd
Rh negativny dd

4.2.2 Autozémova dominantna dedi¢nost’ ochoreni a patologickych znakov

Pre uvedeny typ dedic¢nosti patologickych znakov plati, Ze lokalizacia patologického
génu je na niektorom autozéme. Pri Zivot ohrozujucich stavoch pdsobi negativna selekcia, takze
sa nositel' dominantnej patologickej mutacie nemoze zacastnit’ reprodukcie. Casto ich teda
zistujeme ako mutacie de novo. Vynimkami su neskory nastup prejavov ochorenia, alebo také
postihnutie, ktoré neohrozuje prezitie. Miera postihnutia (expresivita) u nich ¢asto zavisi od
genotypu, u niektorych znich v klinickej praxi pozname vyskyt len u heterozygotov
(dominantny homozygot neprezije).

Choroba (ak nepodlieha selekcii) je spravidla zistiteI'na v niekol’kych generaciach po
sebe (vertikalny typ dedi¢nosti). Kazdy z postihnutych jedincov ma postihnutého niektorého
z rodicov. Rodic¢ia obvykle nie su navzdjom pribuzni. Prenos a vyskyt nie je viazany na
pohlavie. Choroba je zastipené rovnako casto u rodicov a deti (50 %). Prenos z otca na syna je
mozny. Z manzelstva postihnutej osoby (heterozygota) a zdravej osoby je teoreticky pomer
postihnutych a nepostihnutych deti 1 : 1. Z manzelstva postihnutej osoby (homozygota
dominantného) a zdravej osoby budl vSetky deti postihnuté. Z manzelstva dvoch postihnutych
rodicov (heterozygotov) je teoreticky predpokladatelny pomer postihnutych a zdravych deti 3
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: 1. Zdravé deti neprenasaju chorobu d’alej na svojich potomkov. Pravdepodobny pomer pohlavi
medzi postihnutymi je 1 : 1. Postihnuty jedinec je velmi zriedka homozygotom. V
homozygotnom stave je priebeh choroby taz$i. Génovym produktom st najmid zmeny
zakladnych bielkovin Strukturneho charakteru (bielkovin vo funkcii biologickych nosi¢ov a
bunkovych receptorov). Zmeny enzymového charakteru s vel'mi zriedkavé. Na obrazku 23 je
uvedeny rodokmen patologického znaku s autozémovo dominantnym typom dedi¢nosti.

L O

voemt &0 T Cee

6 7 8 9 10 11 12 13 14

e Obr. 23. Typicky rodokmen patologického znaku s autozémovo dominantnym typom
dedi¢nosti

4.2.2.1 Priklady ochoreni s autozomovo dominantnym typom dedic¢nosti

4.2.2.1.1 Huntingtonova chorea

Degenerativne ochorenie nervovych buniek bazalnych ganglii, ktoré prebieha postupne,
prvykrat opisané Georgom Huntingtonom v roku 1872. V ¢asovom rozmedzi 5 - 10 rokov vedie
k uplnej strate motorickej kontroly a intelektualnych schopnosti. Charakteristické su
choreatické —bezucelné, nekontrolované pohyby a postupna progresivna demencia. Je to
programovana smrt’ mozgu. Pacient speje k uplnej mentéalnej a fyzickej neschopnosti. Va¢sina
pacientov je do doby dospelosti normalna. Priemerny vek nastupu choroby je 38 rokov.
Dedi¢nost’ autozémovo dominantna s Uplnou penetranciou, incidencia vyskytu je 1 : 15 000 az
1 : 20 000 porodov. Na rozdiel od inych dedi¢nych ochoreni ¢loveka je Huntingtonova chorea
zatial’ jediné zndme Uplne dominantné ochorenie, o znamend, ze jedinci homozygotni pre
mutaciu sa klinicky neli$ia od jedincov, ktori maji mutaciu vo svojom genoéme len v jednej
kopii.

Gén pre Huntingtonovu choreu patri medzi prvé gény, ktoré sa podarilo zmapovat’
vyluéne na zéklade rodinnych §tadii a vdzbovej analyzy pomocou polymorfizmu DNA. Takmer
desatro¢né usilie mnohych vyskumnych timov bolo konecne v roku 1993 korunované
uspechom, ked’ rozsiahle medzinarodné konzorcium ozndmilo identifikaciu génu IT 15, ktorého
mutdcia je kauzalnou pri¢inou Huntingtonovej chorei. Uvedeny gén s vel’kost'ou 200 kb ma 67
exonov aje lokalizovany na 4. chromozoéme (4p16.3). Génovym produktom je protein
huntingtin, ktory sa sklada z 3 144 aminokyselin a ma molekulovii hmotnost’ 348 kDa.

Huntingtin bol identifikovany takmer vo vSetkych tkanivach, predovsetkym v mozgu
(najvyssia hladina v cerebelle, hipokampe a kortexe). Jeho zvysena hladina sa nezistila v oblasti
striatum, ktord je najviac postihnuta pri Huntingtonovej chorei. Najnovsie vysledky naznacuju,
Ze je nevyhnutny pre normalny vyvin a pre vnitrobunkovy transport zavisly od mikrotubulov.

Molekuldrnym zékladom Huntingtonovej chorei je opakovanie tripletu CAG v exone €.
1 v lokuse 4p16.3. Normalny pocet opakovani je 9 - 35 krat. Pri 35 - 39 opakovaniach ide o tzv.
premutaciu, pocet opakovani dosiahol ur€iti kriticki hranicu. U pacientov je tzv. tripletova
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expanzia, pricom je pocet CAG zvysSeny na 39 - 100. Najvicsia doteraz identifikovana expanzia
bola 250 koépii. Cim je rozsiahlejsia expanzia tripletu, tym je skorsi nastup ochorenia.

Pri diagnostike sa pouziva nepriama DNA diagnostika (RFLP, VNTR) — zalozena na
sledovani kosegregacie mutacie s urcitou alelou polymorfizmu v ramci rodiny sa pouzivala iba
do odhalenia génu. V sucasnosti sa pouziva len vo vynimoc¢nych pripadoch, pri prenatalnej
diagnostike. V praxi sa pouziva detekcia expanzie tripletu CAG pomocou metédy PCR. Cast
rodin s priznakmi ochorenia pripominajucimi Huntingtonovu choreu nevykazovala mutacie v
lokuse 4p16.3. Patologické stavy podobné Huntingtonovej chorei sa nazyvaji Huntington
Disease Like a oznacuju sa HDL 1, 2 a 3, pricom HDL3 je autozémovo recesivne dedi¢na.

4.2.2.1.2 Neurofibromatoéza typ 1

Ochorenie postihuje nervovy systém v kozi, vntitornych orgdnoch, mozgu a ma vel'mi
variabilnu expresivitu. Jeho prejavmi st mnohopocetné fibromy (nezhubné nadory vézivového
tkaniva), ktoré su rozptylené po celom tele, angidomy (nezhubné nadory ciev), prejavujice sa
¢ervenymi Skvrnami. Zvlastnym znakom st skvrny farby bielej kavy (café-au-lait). U pacientov
s fibromatézou je vysoka pravdepodobnost zhubného ochorenia na nadory typu
neuroblastdmov, meningidmov a astrocytdmov (nadory nervového tkaniva). Typické su zmeny
skeletu, deformacie a defekty kosti, skoliza. Casta je mentalna retardacia a svalové slabost’.
Dedi¢nost’ je autozomovo dominantnd a incidencia vyskytu je 1 : 2 500 - 1 : 3 000 porodov.

Zodpovednym génom je tumor-supresorovy gén NF1, ktory ma velkost’ 350 kb,
obsahuje 60 exo6nov a je lokalizovany na 17. chromozéme (17q11.2). Génovym produktom je
protein neurofibromin 1, ktory sa sklad4 z 2 818 aminokyselin a ma molekulova hmotnost’ 327
kDa. Pri¢inou choroby su mutacie v tumor-supresorovom géne NF1, ktorého tulohou je
regulacia funkcie Ras protoonkogénu. Pri diagnostike sa pouziva metoda FISH a sekvenovanie.

4.2.2.1.3 Neurofibromato6za typ 2

Je obmedzena na oblast’ akustickych nervov (obycajne bilaterdlne). Mo6Zzu sa vSak
vyskytovat’ aj mozgové nadory. Incidencia vyskytu je 1 : 40 000 porodov.

Zodpovednym génom je tumor-supresorovy gén NF2—Merlin, ktory ma velkost’ 219
kb, obsahuje 24 exonov a je lokalizovany na 22. chromozome (22q12.2). Génovym produktom
je protein neurofibromin 2, ktory sa sklad4 z 595 aminokyselin a ma molekulovi hmotnost’ 696
kDa. Pri¢inou choroby su delécie v tumor-supresorovom géne NF2, najéastejSie v exoénoch 2
a 3. Pri diagnostike sa pouziva sekvenovanie.

4.2.2.1.4 Achondroplazia (Chondrodystrofia)

Patri medzi dysplazie — vyvinové abnormality ur¢itého tkaniva, konkrétne unidysplazie,
kde st postihnuté tkaniva len jedného zarodo¢ného listu. Ide o poruchu funkcie rastovych
chrupiek dlhych kosti a tym ich rastu do dizky. Charakteristicka je kombinacia napadne
kratkych koncatin, va¢sej hlavy a normalnej velkosti trupu. Deformity na kr€koch femuru veda
ku kolisavej chddzi. Inak je vyvoj, vratane inteligencie primerany. Vyska chondrodystrofikov
je do 140 cm. Ochorenie mé rézne typy dediCnosti, ale z hl'adiska klinickej zavaznosti ma
najvacsi vyznam typ s autozoémovo dominantnou dedi¢nostou. Dominantni homozygoti pre
achondroplaziu nie st schopni Zivota (tzv. tanatoformny — smrt’ prinasajici genotyp). Mnohé
fenotypy z tejto skupiny st neuplne dominantné, to znamena, Ze u heterozygotnych jedincov su
pritomné menej zavazné priznaky. Dedi€nost’ autozomovo dominantnd a incidencia vyskytu je
5-15:100 000 poérodov.

Zodpovednym génom je gén pre receptor 3 pre fibroblastovy rastovy faktor (FGFR 3,
Fibroblast Growth Factor Receptor 3), ktory ma vel'kost’ 16,5 kb, obsahuje 19 exonov a je
lokalizovany na 4. chromozdéme (4p16.3). Génovym produktom je receptor s tyrozin kindzovou
aktivitou, ktory sa sklada z 806 aminokyselin a m& molekulovi hmotnost’ 115 kDa.
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4.3 Autozomova recesivna dedi¢nost’ patologickych znakov a ochoreni

Autozémovo recesivne znaky su vo velkej viacSine pripadov ochorenia. Pre uvedeny
typ dedi¢nosti patologickych znakov plati, ze lokalizacia patologického génu je na autozéme.
Pritomné musia byt identické patologické alely na obidvoch lokusoch. Ochorenie sa neprejavi
v kazdej generacii a nemusi sa vyskytovat’ ani u rodi¢ov ani u vzdialenejsich predkov. Casté je
vSak medzi stirodencami postihnutého jedinca (horizontdlny typ dedi¢nosti). Rodicia byvaju
Casto vzajomne pribuzni. Zdravi rodicia (heterozygoti) mézu mat postihnuté deti s
pravdepodobnostou 25 %. Treba vSak zdoraznit, Ze uludi — vzhl'adom na maly pocet
potomkov — je skuto¢ny vyskyt genotypov nahodny.

Zdravi rodi¢ia (homozygoti dominantni) budii mat’ vSetky deti zdravé. Zdravi rodicia
(homozygot dominantny a heterozygot) budi mat’ taktiez nepostihnuté deti. Z manzelstva
zdravého rodica (heterozygota) a postihnutého rodica sa dé predpokladat’ pomer postihnutych
a nepostihnutych deti 1 : 1. Pomer pohlavi medzi postihnutymi je 1 : 1. Produktom
patologického génu je predovsetkym enzymovy defekt — enzymopatia. Na obrazku 24 je
uvedeny rodokmen patologického znaku s autozémovo recesivnym typom dedi¢nosti.
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* Obr. 24. Typicky rodokmeii patologického znaku s autozomovo recesivnym typom dedi¢nosti

4.3.1 Priklady ochoreni s autozémovo recesivnym typom dedic¢nosti

Produktom recesivnej mutovanej alely je pozmeneny (nefunkény) protein, alebo
mutacia (v promodtore) €o spdsobi, ze neprebehne transkripcia. Pre toto ich nazyvame
molekulové choroby. Predpokladom je, Ze je postihnuty jedinec recesivny homozygot.
Z molekulovych choréb sa potom casto vyskytuji predovSetkym defekty enzymov
(enzymopatie) a patologické stavy maju najmi charakter dedicnych metabolickych poruch.
Enzymopatie st choroby (poruchy), vyvolané chybanim uré¢itého enzymu (alebo produkciou
nefunkéného enzymu), s naslednym hromadenim substratu, ktory telo nevie metabolizovat'.
Pokial’ nemaju tradi€ny nazov (napr. Tayova-Sachsova choroba, Wilsonova choroba), oznacuju
sa ndzvom substratu + émia (ak sa hromadi v krvi — napr. galaktozémia), alebo + tria (ak sa
vylu¢uje moCom — napr. alkaptontria, fenylketonuria). Okrem typickych priznakov byva v
popredi klinického obrazu zaostdvanie telesného a duSevného rozvoja, spdsobeného
intoxikdciou organizmu nestraviteI'nym substratom.

4.3.1.1 Alkaptonuria

Je dedi¢na porucha spojivového tkaniva. Chybanie enzymu homogentizat—1,2—
dioxygenazy (HGD) sposobuje hromadenie kyseliny homogentizove] (normdalneho
medziproduktu metabolizmu fenylalaninu a tyrozinu). Hlavnym priznakom je vylu¢ovanie

rw e

ochronotického pigmentu (oxidacny polymér kyseliny homogentizovej) do rdéznych
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spojivovych tkaniv — sklér, chrupiek, véziv, do intimy vacsich ciev, endokardu, epidermy.
Komplikaciou je Casty nalez oblickovych a prostatickych kamefov, a to i v detskom veku.
Najt'az§im priznakom je postihnutie velkych kibov a chrbtice (ochronoticka artropatia), ktora
sa objavuje medzi 20. - 40. rokom zivota a postupne invalidizuje pacienta. Dedi¢nost
autozomovo recesivna a incidencia vyskytu je 1 : 100 000 - 250 000, na Slovensku 1 : 19 000
porodov, €o je najvyssi vyskyt na svete.

Zodpovednym génom je gén HGD, ktory ma vel'kost’ 55 kb, obsahuje 14 exonov a je
lokalizovany na 3. chromozéme (3q21—q23). Génovym produktom je protein homogentizat—
1,2—dioxygenaza, ktory sa sklada zo 445 aminokyselin a ma molekulovii hmotnost’ 50 kDa.

Molekulovo-genetické Studie priniesli prekvapivé zistenie, ze defekt enzymu HGD nie
je spdsobeny len jedinou mutéciou, ako sa povodne predpokladalo, ale viacerymi mutaciami.
St to najéastejSie mutacie meniace zmysel, kde dochadza k zdmene jedného nukleotidu v DNA
a nachadzaju sa v kodujucich aj nekddujicich tsekoch génu HGD. Do roku 2000 sa v stibore
vySe 100 pacientov, pochadzajicich z viacerych krajin sveta, identifikovalo viac ako 40
roznych mutacii sposobujucich alkaptonariu. V sucasnosti je ich najmenej 67. NajCastejSia
mutacia v Eurdpe, ktord tvori asi 20 % vsetkych mutécii, je Met368Val (zdmena metioninu za
valin v pozicii 368). V Slovenskej populdcii sa zistilo 10 réznych typov mutacii (meniace
zmysel, posunové a zostrihové mutécie).

Pri diagnostike sa pouziva PCR amplifikéacia a ndsledna detekcia substitu¢nej mutécie
restrikénym enzymom a heteroduplexna analyza. Ak st pritomné heteroduplexy, je mutécia
V heterozygotnej forme a homozygoti nevytvoria heteroduplexy. Vysledky tejto formy analyzy
DNA sa vzdy potvrdzuji sekvenovanim.

4.3.1.2 Cysticka fibroza

Ochorenie je spdsobené poruchou cerpania chloridovych ionov, predovsetkym v
hlienotvornych exokrinnych Zl'azach, ktoré tvoria viskozny sekrét s obsahom proteinov, veduci
k upchatiu zl'azovych vyvodov. Husty hlien uzatvara priedusky, ¢o st'azuje ventilaciu plic
a naviac podporuje rozvoj zapalovych, virusovych alebo bakteridlnych ochoreni. Prejavuje sa
generalizovanou dysfunkciou exokrinnych zliaz. Je to najéastej$ia dedi¢na porucha bielej rasy.
Dedi¢nost’ je autozémovo recesivna a incidencia vyskytu je 1 : 2 500 porodov (na Slovensku 1
: 1 .800).

Zodpovednym génom je CFTR, ktory ma velkost' 250 kb, obsahuje 27 exdnov a je
lokalizovany na 7. chromozéme (7q31.2). Génovym produktom je protein CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator), ktory sa sklada z 1 480 aminokyselin a ma molekulova
hmotnost’ 168 kDa.

Mutéciou sa zastavuje syntéza proteinu CTRF, ¢o zapri¢iiuje poruchu transportu
chloridovych i6nov a vody v Zl'azovych bunkach, ¢im sa zvySuje viskozita hlienu. V géne je
identifikovanych viac ako 1 300 mutécii a najcastejSia je mutacia F508del, ktora sa oznacuje
podl'a chybajiceho kodonu 508 a u slovenskych pacientov s cystickou fibrézou sa vyskytuje
vV 59,4 %. Medzi CastejSie zistené mutdcie v SR patria G542X (5,6 %), R553X (3,5 %)
a N1303K (3,0 %).

Prenatalna genetickd diagnostika sa vykonava priamou detekciou mutécii — pomocou
PCR sa amplifikuji oblasti s Castymi mutaciami.

4.3.1.3 Fenylketontria

Fenylketonuria (PKU) je najCastejSia vrodend porucha metabolizmu aminokyselin.
Ochorenie sa zvyc¢ajne diagnostikuje v ramci novorodeneckého skriningu. Je charakterizované
Specifickym zapachom mocu (“po mysSiach”), ekzémami, epileptickymi kfémi, svalovou
hypertoniou, mikrocefalom a t'azkou mentdlnou retardaciou. PoSkodeny je enzym fenylalanin
hydrolaza, ktory sa tvori len v peceni. Normalne katalyzuje premenu fenylalaninu na tyrozin,
ktory sa enzymovymi reakciami meni na fumarat a acetoacetat. PoSkodeny enzym premenu
nekatalyzuje, pricom dochadza k hromadeniu fenylalaninu v telovych tekutinach a tkanivach.
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Dedi¢nost’ je autozOmovo recesivna a incidencia vyskytu je 1 : 10 000 - 12 000 poérodov
(u slovenskych romov 1 : 1 000) a celkova incidencia fenylketontrie je na Slovensku 1 : 6 276
novorodencov.

Zodpovednym génom je gén PAH, ktory ma velkost 90 kb obsahuje 13 exdnov a je
lokalizovany na 12. chromozome (12q22—q24). Génovym produktom je protein fenylalanin —4
— monooxygenaza, ktory sa skladd zo 452 aminokyselin a ma molekulova hmotnost’ 55 kDa.

Prenatdlna diagnoza je moznd pomocou DNA analyzy — PCR. V tomto géne je
V stucasnosti znamych viac ako 500 mutacii. Fenylketonuria sa dlho povazovala za klasicky
priklad jednoduchej genetickej choroby, ktoré je lieCite'na. V sucasnosti vieme, ze v klinickych
prejavoch a odpovedi na liecbu existuji zna¢né rozdiely medzi pacientami s fenylketonuriou.
V doésledku velkého poc¢tu mutacii v géne pre fenylalaninhydroxyldzu nie je I'ahké stanovit
korelaciu medzi genotypom a fenotypom pacienta.
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5 MONOGENOVO PODMIENENE NORMALNE A PATOLOGICKE
ZNAKY VIAZANE NA X CHROMOZOM

Gonozomova dedicnost’ je viazand na pohlavné chromozomy X aY. Ma oproti
autozomovej daedicnosti ur€ité odlisnosti. St dané tym, ze u muza je len jeden chromozom X
(je tzv. hemizygot) a preto pre kazdy lokus na chromozome X ma len jednu alelu.

Predtym ako si povieme o chorobach s X — viazanym typom dedi¢nosti Si zopakujme
Lyonovej teoriu o ,. kompenzacii efektu génovej davky* (kapitola 3).

Chromozom X je Siesty najvacsi u cloveka a doposial’ na niom bolo identifikovanych
846 génov. Chromozém Y patri medzi najmensSie u Cloveka. Obsahuje 46 génov, pricom
najdolezitejsi gén pre urcenie muzského pohlavia (tzv. TDF — testes determinujuci faktor),
a zliaz). Preto Y viazany typ dedi¢nosti (tzv. holandricka dedi¢nost’) nema pre klinicku genetiku
prakticky vyznam.

5.1 Patologické znaky (choroby) s X — viazanym dominantnym typom
dedi¢nosti

Pre X viazany dominantny typ dedi¢nosti plati, ze lokalizacia patologického génu je na
X chromozdéme. Medzi pacientami prevladaju Zeny a prenos z otca na syna nie je mozny. Pri
postihnuti matky (ak je heterozygot) je riziko postihnutia pre dcéry aj pre synov 50 %. Ak je
postihnuta matka dominantny homozygot, prendsa ochorenie na vSetky svoje deti. Postihnuty
muz nema postihnutych synov ale vsetky jeho dcéry budu postihnuté. U muzskych pacientov
mozno ocakavat’ taz$i az letdlny priebeh ochorenia. U postihnutych heterozygotnych Zzien
(XpX) normalna alela zmierfiuje ¢inok patologickej alely.

Klinicko—genetické jednotky s X — viazanym dominantnym typom dedi¢nosti st
zriedkavé, pretoze tu pdsobi vyrazna negativna selekcia. Na obr. 25 je znazorneny rodokmen
patologického znaku s X — viazanym dominantnym typom dedi¢nosti.
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* Obr. 25. Modelovy rodokmei patologického znaku s X — viazanym dominantnym typom
dedicnosti

5.1.1 Priklady ochoreni s X viazanym gonozémovo dominantnym typom dedi¢nosti

5.1.1.1 Hypofosfatemicka rachitida, rezistentna na vitamin D

Ochorenie je sposobené deficitom fosforu, ktory sa manifestuje typickymi klinickymi
prejavmi rachitidy, ako je nizka postava, bolesti kosti, deformity skeletu a sprievodné je
postihnutie zubov (porucha skloviny a abscesy). Mutacia génu spdsobuje zniZenll reabsorpciu
fosforu v proximalnom tubule oblicky na 42 — 72 % (norma 85 — 95 %), dosledkom ktorej je
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hladina fosforu v sére nizka. Aktivita alkalickych fosfataz je mnohonédsobne zvysena. Oproti
krivici z nedostatku vitaminu D chyba hypokalcémia (nizka hladina vapnika v krvi). Pri tejto
forme rachitidy fyziologické davky vitaminu D nemaju terapeuticky uc¢inok. Frekvencia
vyskytu je priblizne 1 : 20 000 porodov. Zeny st postihnuté dvakrat Sastejsie ako muzi.

Zodpovednym génom je gén PEX (fosfat regulujuca endopeptidaza), ktory ma velkost
220 kb, obsahuje 22 exénov aje lokalizovany na X chromozéome (Xp22.1). Génovym
produktom je protein PHEX, ktory sa skladd zo 749 aminokyselin a m& molekulovi hmotnost’
86 kDa.

Pri¢inou ochorenia st rozne mutacie génu PEX, napr. rézne bodové mutacie
substituéného charakteru, posunové mutécie, delécie jedného alebo viacerych exénov, mutacie
zostrihovych miest medzi intronom a exénom.

5.1.1.2 Rettov syndrom

Je komplexna neurologicka vyvojova porucha, vyskytujica sa takmer vylucne
u dievcat. St zname pripady vyskytu Rettovho syndromu aj u chlapcov, ale ide obvykle
0 smrtel'nl formu syndromu, spdsobujicu potrat, narodenie mftveho dietat’a alebo pred€asnti
smrt’. Pociatocny vyvoj dietat’a sa do 6. -18. mesiaca zivota obvykle javi ako celkom normalny.
Potom nasleduje obdobie docasnej stagnacie alebo regresie, kde diet’a straca schopnost’ reci
a vedomého pouzivania ruk. Hlavnym rysom Rettovho syndromu je apraxia (dyspraxia), t.j.
neschopnost’ prehitat’, pouzivat’ ruky, ovladat’ telo a vykonavat’ motorické pohyby. Objavuju
sa stereotypné pohyby ruk, tlieskanie a charakteristicky obraz umyvania si rik, poruchy chodze
a spomal’ujuci sa rast hlavy. Pridruzuja sa epileptické zachvaty, zvySujuici sa tonus svalstva,
deformacie chrbtice, kibov a atrofia svalovej hmoty. Udava sa, Ze 95 % Zien sa doziva 25 rokov.

Dedi¢nost’ je X viazana dominantna s netiplnou penetranciou a variabilnou expresivitou.
Vyskyt priblizne 1 : 10 000 Zivo narodenych dievcat, co plati pre vSetky etnické skupiny.

Zodpovednym génom je gén MECP2 (methyl CpG-viazuci protein), ktory ma velkost’
76 kb, obsahuje 4 exony a je lokalizovany na X chromozéme (Xp28). Génovym produktom je
MeCP2 (na metylovany CpG sa viazuci protein), ktory sa sklada zo 486 aminokyselin a ma
molekulov hmotnost’ 52,4 kDa. Tento protein je dolezity pre normalny vyvoj mozgu. Bez
tohto proteinu sa nespravne vyvijaji oblasti mozgu zodpovedané za zmyslové, emociondlne,
motorické a autonomne funkcie. Mutacia sposobuje poruchy vyvinu neurénov v poslednom
trimestri tehotenstva.

5.2 Patologické znaky a ochorenia s X viazanym recesivhym typom
dedi¢nosti

Pre uvedeny typ dedi¢nosti plati, Ze patologickad (mutovand) alela génu sa nachddza na
X chromozome. Medzi postihnutymi prevazuje muzské pohlavie, pricom vSak nie je mozny
prenos z otca na syna. V pripade, ak je otec zdravy a patologickd alela sa prendsa od
nepostihnutej matky (prenaSacky), je pravdepodobnost’ postihnutia synov 50 %. Dcéry nebudu
postihnuté, ale maji pravdepodobnost’ 50 %, ze budi prenasacky. Od postihnutého otca dostanu
patologicky gén len dcéry, z ktorych buda prendsacky (ak dostali od matky normélnu alelu).
Postihnutie Zien moZe nastat’ len v pripade, ak od kazdého z rodiov ziskali mutovanu alelu.
U prenasaciek moze nastat’ rozny stupeni klinickych prejavov v zmysle hypotézy Lyonovej (ak
ma prendsacka vo viac ako 50 % buniek inaktivovany chromozom s normalnou alelou).

Na obr. 26 je znazorneny rodokmen patologického znaku s X viazanym recesivnym
typom dedi¢nosti.
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* Obr. 26. Modelovy rodokmen patologického znaku s X viazanym recesivnym typom
dedicnosti

5.2.1 Priklady ochoreni s X viazanym recesivnym typom dedi¢nosti

5.2.1.1 Hemofilia A

Je to najznamejSia, najvaznejsia a najcastejsSia geneticky podmienend porucha zraZania
krvi (hemokoagulacie). Vyskytuje sa v 80 % pripadov. Prejavuje sa neustavajiicim krvacanim
i z nepatrnej rany. Podmienena je chybanim, zniZzenim hladiny alebo stratou aktivity
koagulacného faktora VIII, ¢o spdsobuje jeho zlyhanie vo funkcii kofaktora pre aktivaciu
faktora X, dolezitého v procese hemokoagulécie (premena protrombinu na trombin a fibrogénu
na fibrin). Fibrinovéd zrazenina, ktora je u jedincov, postihnutych hemofiliou vel'mi slaba,
nedokéze uzavriet’ postihnuté krvacajice tkanivo a rana stale krvaca (nevytvori sa tzv. krvny
kola¢). Ochorenie postihuje chlapcov a frekvencia vyskytu je priblizne 1 : 6 000 — 10 000
narodenych chlapcov. Hemofilia A sa vyskytuje pétkrat CastejSie ako hemofilia B. U dievcat
sa nevyskytuje, pretoze ma v homozygotnom stave letdlny efekt uz pocas intrauterinneho
vyvoja.

Zodpovednym génom je gén HEMA (F8), ktory ma vel'kost’ 186 kb, obsahuje 26 exonov
a je lokalizovany na X chromozome (Xp28). Génovym produktom je faktor VIII, ktory sa
skladéd z 2 332 aminokyselin a ma molekulovli hmotnost’ 330 kDa. Ak je faktor zrazania krvi
celkom nefunkény, ide tazkt formu hemofilie. Naopak, ak je faktor ciastocne funkény,
hovorime o strednej alebo dokonca I'ahkej forme.

Pri¢inou ochorenia su rozne typy mutacii — inverzie, bodové a posunové, delécie,
duplikdcie a inzercie. Diagnostika je zaloZena na ich identifikacii.

5.2.1.2 Hemofilia B

Je zriedkavejSou formou poruchy koagulacie. Frekvencia vyskytu je priblizne
1:100 000 narodenych chlapcov. Pri¢inou je chybanie alebo znizenie hladiny koagula¢ného
faktora IX.

Zodpovednym génom je gén HEMB (F9), ktory ma velkost’ 35 kb, obsahuje 8 exdénov
a je lokalizovany na X chromozoéme (Xq27.1-q27.2). Génovym produktom je faktor IX, ktory
sa sklada zo 418 aminokyselin a ma molekulovi hmotnost’ 56 kDa.

K X-viazanym hemofilidm treba poznamenat, Ze uz viac ako 10 rokov st dostupné
biotechnologicky pripravované ndhrady chybajiucich koagulaénych faktorov, ktoré su im
podavané a podstatne zmierfiuju vedlajsie G¢inky, predovietkym poskodenie kibov (najmi
kolien).
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5.2.1.3 Duchennova svalova dystrofia

Je to tazké a progresivne svalové ochorenie postihujice chlapcov, ktoré konci letalne.
Pacienti sa len s malou pravdepodobnost’ou dozivaji 20 rokov. Typickymi klinickymi prejavmi
su na zaciatku 'ahkd unavitel'nost’, slabost’, atrofia kostrového svalstva, ospalé a nevyrazné rysy
tvare ako aj Casté respiraéné choroby. Ochorenie konéi takymi degenerativnymi zmenami
kostrovych svalov (vratane dychacich), Ze postihnuty chlapec zomiera na neschopnost’
spontannej ventildcie a sprievodnych komplikacii. Dedi¢nost je X viazand recesivna
a frekvencia vyskytu je 1 : 3 500 narodenych chlapcov.

Zodpovednym génom je najvacsi I'udsky gén DMD (duchenne muscular dystrophy),
ktory mé vel'kost’ 2,4 Mb, obsahuje 79 exénov a je lokalizovany na X chromozéme (Xp21.2).
Génovym produktom je dystrofin — bielkovina potrebna na spravnu stavbu a funkciu svalov
a sklada sa z 3 685 aminokyselin a ma molekulovi hmotnost’ 427 kDa.

Gén DMD je obrovsky, tvori 0,1 % celého 'udského gendmu. Jeho velkost je sposobend
extrémne dlhymi intrénmi. Az 32 % z celkovej dizky intrénov tvoria repetitivne sekvencie.
Kompletna mRNA ma dizku 14 kb. Transkripcia tohto génu je kontrolovana 7 promdtormi,
ktoré reguluju vyvinovu a tkanivovo Specificka expresiu.

Az 65 % mutécii je sposobenych deléciou jedného alebo viacerych exénov, 20 %
mutacii je bodovych typu nonsense a minsense a zvysnych 15 % su duplikacie, translokacie
a inzercie. Asi v tretine pripadov st za vznik ochorenia zodpovedné mutacie de novo, pri¢inou
je velkost’ génu DMD. Nasledkom defektného génu dochadza k tvorbe dystrofinu so zmenenou
Struktarou, k jeho nedostatku, alebo tplnej absencii.

5.2.1.4 Beckerova svalova dystrofia

Je miernejSia a zriedkavejSia forma dystrofie, s neskorSim zaciatkom a pomal$im
priebehom ochabovania svalov. M6zZe byt spojend s mentéalnou retardaciou. Dedi¢nost’ je X
viazana recesivna a frekvencia vyskytu je 1 : 17 000 narodenych chlapcov.

Zodpovednym génom je gén DMD. Gén je taky isty ako u Duchennovej svalovej
dystrofie (obr. 27). Obidve choroby su spdsobené odlisSnymi mutaciami alely toho istého génu
(tzv. interalelicka heterogenita).
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* Obr. 27. Velké delécie u Beckerovej muskularnej dystrofiei (BMD) nemenia citaci ramec
a maju pre pacienta mensie dosledky ako malé delécie pri Duchennovej svalovej dystrofii
(DMD), ktoré menia ¢itaci ramec

5.2.1.5 Daltonizmus

Farboslepost’ alebo daltonizmus prvykrat popisal v roku 1794 anglicky fyzik a chemik
J. Dalton, ktory sam trpel touto poruchou. Daltonici zvy€ajne nerozliSuju Cervenu a/alebo
zelenu farbu. Literdrne pramene udavaju, ze v zapadnej Eurdpe je 8 % muzov farboslepych,
Z nich priblizne 75 % ma defekt rozpoznavania zelenej farby, 25 % rozpoznavania farby
cervene;.

Zodpovednym génom je gén IKBKG, ktory ma vel'kost’ 23 kb, obsahuje 10 exénov a je
lokalizovany na X chromozome (Xq28). Génovym produktom je protein, ktory sa sklada zo
412 aminokyselin a ma molekulovii hmotnost’ 48 kDa.
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5.2.1.6 Adrenoleukodystrofia

Je najcCastejSie dedicné peroxizomové ochorenie. Ochorenie sa manifestuje u muzov
a jeho incidencia je v SR je 1 : 16 800 - 1 : 42 000. Aj naprieck X viazanému recesivnemu
charakteru dedi¢nosti sa miernejSie formy ochorenia vyskytuji aj u Zzien. Hlavnym
patobiochemickym znakom tohto ochorenia je porucha odbtravania a akumulacia
karboxylovych kyselin s vel'mi dlhym retazcom v tkanivach centrdlneho nervového systému,
periférnych nervov, nadobliCiek a v telovych tekutindch. Charakteristicky je histologicky
a biochemicky nalez v tkanive kory nadobli¢iek. Pri manifestacii ochorenia dochddza
Kk progresivnemu zhorSovaniu spravania sa, poznavacich a neurologickych funkcii. Prvymi
priznakmi st emocionalna labilita, reCové tazkosti, apraxia (poruchy hybnosti), zla orientacia
V priestore a znizenie zrakovej ostrosti. Pri manifestacii v Skolskom veku dochadza
k zhorSovaniu prospechu, zmenam spravania, k zhorSovaniu paméti. Znamky demencie
a epileptické ki¢e sa mozu dostavit’ v pokro¢ilom $tadiu ochorenia. Az u 90 % pacientov sa
vyvinu prejavy zlyhdvania ¢innosti nadobliciek.

Zodpovednym génom je gén ABCDL1, ktory ma velkost’ 21 kb, obsahuje 10 ex6nov a je
lokalizovany na X chromozome (Xq28). Génovym produktom je peroxizOmovy membranovy
protein, ktory sa sklada z 745 aminokyselin a ma molekulovii hmotnost’ 83 kDa.

Pri diagnostike sa vyuziva RFLP a sekvenovanie. Doteraz bolo zaregistrovanych 866
roznych mutacii spdsobujucich adrenoleukodystrofiu, z ¢oho 435 mutacii sa tyka jedného
nukleotidu, 61 % predstavuju mutacie meniace zmysel, 23 % delécie a inzercie.

5.2.1.7 Fabryho choroba

Je progresivne, multisystémové dedi€né lyzozomalne ochorenie charakterizované
defektom odburavania glykosfingolipidov v dosledku deficitu lyzozomove;j alfa galaktozidazy
A. Tieto sa hromadia v roznych tkanivach vo forme hustych depozitov (tzv. lysosomal storage
diseases). Dochadza k poskodeniu S$truktiry a funkcie viacerych organov, najmd vsak
kardiovaskularneho systému, koze a obli¢iek. Klinicky obraz choroby zahinia $iroké spektrum
prejavov od miernych foriem u Zien (heterozygotov) az po tie zavazné u muzov — hemizygotov
s nulovou rezidudlnou aktivitou alfa galaktoziddzy A. Patri medzi zriedkavo sa vyskytujuce
ochorenia. Vyskyt sa odhaduje na 1 : 40 000 muZov. Ochorenie sa vyskytuje vo vSetkych
etnickych skupinéch.

Zodpovednym génom je GLA, ktory ma velkost’ 10,15 kb, obsahuje 7 exénov a je
lokalizovany na X chromozome (Xq22.11). Génovym produktom je lyzozomalny enzym alfa—
galaktozidaza, ktory sa sklada zo 429 aminokyselin a ma molekulovli hmotnost’ 48,8 kDa.

Pri diagnostike sa vyuziva PCR a sekvenovanie. Doposial’ bolo identifikovanych 370
roznych mutacii tohto génu.
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6 MULTIFAKTORIALNA DEDICNOST

Terminy polygénna dedi¢nost’ a multifaktoridlna dedi¢nost’ sa niekedy pouzivaji ako
synonymum. Polygénna dedi¢nost’ ale znamena, ze jeden kvalitativny znak je podmieneny
viac ako jednym majoritnym génom, teda viacerymi génmi (alelovymi parmi) v rozli¢nych
lokusoch. Napriklad na farbe dihovky o¢i sa podiel'aju dve alely a na farbe koze alely tri.
Prostredie ma na polygénne dedi¢né znaky minimalny vplyv.

Multifaktoridlna dedi¢nost’ (v anglosaskej literature nazyvané aj znaky komplexné)
znamena, ze multifaktorialne podmienené znaky st vysledkom kombinacie tak genetickych ako
aj epigenetickych faktorov. Genetické faktory (predpoklady) sa oznacuji ako predispozicia.
Dedi¢na predispozicia je dand velkym poctom minoritnych génov (kedysi sa volali ,,gény
malého Uc¢inku®), ktoré maju aditivny efekt — pocas dlhého obdobia sa ich alely, v réznych
vzajomnych kombinacidch a za silného vplyvu epigenetickych faktorov, spolupodielaji na
tvorbe znaku(ov).

Na dedicnu predispoziciu zvyc€ajne upozorni tzv. familiarny vyskyt patologického
znaku, ¢ize to, Ze sa v uréitych rodinach vyskytuje urcita forma znaku CastejSie, ako v celej
populécii. O minoritnych génoch plati, Ze jednotlivy gén nemé zasadny vplyv na formovanie
znaku a jeho mutacia nezmeni formu znaku. Alely tychto génov s exprimované v r6znych
kombinécidch a Case. Multifaktoridlne znaky st Ciastoéne podmienené zlozitym typom
dedicnosti a zarovenl aj epigenetickymi faktormi, ktoré v tychto rodinach posobia (napr.
nutricné zvyklosti). Medzi epigenetické faktory patri napr. hormonélny profil organizmu,
zlozky potravy, geografické podmienky, socidlno-ekonomicka situacia, denny rezim, celkova
Zivotosprava, vek matky, nakaza virusom, u¢inok $kodlivin a pod.

V konkrétnych (jednotlivych) pripadoch patologického stavu (napr. vyvojova chyba
alebo ochorenie) je asto vel'mi tazké rozhodnut’, ¢i ma v jeho etioldgii skutocne ulohu niektory
z faktorov prostredia alebo ¢i predispozicia jedinca znamena jeho zvySentl vnimavost’ na tento
faktor. To spdsobuje nielen zavazné problémy pri vysvetl'ovani pri¢iny vzniku patologicke;j
formy znaku u konkrétnej osoby a stanovenia progndzy vyvoja ochorenia, ale najmi pri
odhadovani pravdepodobnosti jeho opakovania u potomkov.

V prognostickej oblasti a pri prenatalnej diagnostike tychto znakov ma zasadny vyznam
vyhl'addvanie a Studium tzv. kandidatskych génov. Su to (fenotypovym prejavom) majoritné
gény, ktoré st odhalované nepriamo, napriklad pri Stadiu tzv. mikrodele¢nych syndromov. Ak
sa Vklinickom obraze tohoto syndromu vyskytni aj priznaky typické pre urcity
multifaktoridlne podmieneny patologicky znak, zacne sa v deletovanom useku hladat
(kandidatsky) gén, ktorého mutacia alebo Specificky vztah jeho produktu (nim kdédovanej
bielkoviny) kurcitej molekule, méze navodit' situaciu, ze vznikne obdobny patologicky
fenotyp. Ak sa potvrdi, Ze patologicky fenotyp moZze byt podmieneny aj tymto génom, rozsiruju
sa naSe moznosti jeho diagnostiky, prevencie a terapie.

Znaky s multifaktoridlnym typom dedi¢nosti delime na kvantitativne a kvalitativne.

6.1 Kvantitativne znaky s multifaktorialnym typom dedi¢nosti

Kvantitativne znaky sa vyjadruju v definovanych jednotkach (napr. cm, kg, roky
apod.). Zaradujeme sem napr. telesni vySku a iné rozmery tela, stupen pigmentacie, pocet
papilarnych linii (na bruSkéach prstov, dlaniach), vek nastupu prejavu ochorenia, krvny tlak, IQ
a pod. VicsSina normalnych kvantitativnych znakov ma v populéacii tzv. kontinualnu
(normalnu) distribuciu (variabilitu). Jednotlivé formy znakov nasleduji plynulo za sebou (bez
prerusenia) a rozdiely medzi ich formami st dané vnutrodruhovou variabilitou. U normalnych
multifaktoridlne podmienenych kvantitativnych znakoch (napr. telesna vyska) pozname tzv.
normalnu (kontinualnu) distribuciu (variabilitu) znaku (obr. 28). Vyskyt znaku v populécii je
charakterizovany priemernou hodnotou (aritmetickym priemerom) a smerodajnymi

odchylkami, ktoré charakterizuju tzv. ,,strmost™ krivky (rozptyl). Normélna hodnota variability
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znaku sa teda vyjadruje zapisom: aritmeticky priemer £ smerodajné odchylky, ¢o zahriuje
takmer 94 % z populacie. Krivka samotna sa nazyva podla autora ako Gaussova alebo
Pearsonova. Podstatné je to, ze jej tvar (teda distribucia znaku) sa nemeni, ale moze sa
pohybovat’ po osi X. Inak povedané — priemerna vyska obyvatel'stva Svédska je vyssia ako
Vv oblasti Stredozemného mora, ale tvar krivky (distribucia) zostava rovnaky.

¢ Obr. 28. Gaussova krivka

U znakov s najnizSou a najvyssou frekvenciou vyskytu hovorime o tzv. extrémoch —
napr. telesnd vyska u dospelych muzov pod 140 a nad 220 cm. Ale eSte stale je to len prejav
fyziologickej variability znaku.

Patologické hodnoty formy kvantitativneho znaku (abnormality) presahuja toto
rozmedzie, a zvycajne st podmienené monogénovo dedi¢nym patologickym znakom. Takze ak
ma jedinec vySku do jedné¢ho metra, zvyc€ajne ide o achondropldziu. Naopak, ak je niekto
vysoky 230 cm, je to najCastejSie dosledok vyvolany nadprodukciou rastového hormoénu
V hypofyze.

Pri familiarnych stdidch metrickych (kvantitativnych — vyjadrovanych v metrickych
jednotkéch, napr. vyska v centimetroch) znakov Casto pozorujeme tendenciu k priemernym
hodnotam. Zakonitost’ tendencie k priemernym hodnotdm vychadza aj z bezného pozorovania.
Rodicia, ktori dosahuji extrémne hodnoty znaku (v zmysle lokalizacie hodnoty ich znaku v
krivke normalneho rozdelenia) maju deti, ktoré dosahuji hodnoty blizSie k populacnému
priemeru.

6.2 Heritabilita

Pojem heritability vznikol z usilia o rozliSenie podielu génov a prostredia na
dosiahnutych hodnotach multifaktorialnych znakov. Heritabilitu (dedivost’) definujeme ako
podiel aditivnej genetickej variancie na celkovej fenotypovej variancii znaku. Heritabilita je
mierou toho, ¢i je podiel genetickych faktorov (predispozicie) na vzniku urcitého fenotypu
(alebo predispozicie k fenotypu) velky alebo maly. Cim je vysSia heritabilita, tym je vyssi
podiel genetickej zlozky (pozri gemelologicka metéda humannej genetiky, kapitola 4).

6.3 Kvalitativne znaky s multifaktorialnym typom dedi¢nosti

Kvalitativne znaky sa vyjadruji opisom alebo porovnanim. Normalne kvalitativne
multifaktoridlne podmienené znaky tiez vykazuju isti formu variability (napr. tvar hornej pery
alebo zmeny v organizme sposobené starnutim). AvsSak ak je forma znaku tak odlisna, ze ju
povazujeme za patologicku, ide o tzv. prahovy efekt. Medzi jednotlivymi formami znaku
Vv populacii nie je plynuly prechod — je tu tzv. diskontinualna distribicia. Patologicka forma
znaku sa zacina po prekroceni tzv. prahu, kde spolu pdsobia predispozicia a vplyv prostredia.
Prahova hodnota je hranicou, za ktorou su postihnuti vSetci jedinci, ktori maja predispoziciu
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k ochoreniu.
Krivka sice ma podobny priebeh, ale distribucia je diskontinualna. Znamena to, Ze sa
formy znakov delia na dve — normalne a patologické, pricom u kaZdej z nich je variabilita.
Cim je patologicky znak zavaznejsi, tym menej ¢asto sa vyskytuje (obr. 29). Stvisi to
S tym, ze pravdepodobnost’ sicasnej pritomnosti vysokej vnimavosti (predispozicie) a silného
negativneho pdsobenia epigenetickych faktorov je vel'mi mala.

Hodnota znaku

* Obr. 29. Schéma prahovej hodnoty

Prikladom su laterdlne podnebné platnicky, ktoré tvoria v embryogenéze tvrdé
podnebie. Ak sa spoja je podnebie celistvé aznak normalny. Nezavisle od toho, aké
,konstrukcie* vznikaj, od normalneho az po tzv. gotické podnebie. Ak sa vSak platnicky
nespoja, hovorime ze ide o ,,razStep podnebia“. Znamena to, ze sa forma znaku zmenila
,»,Sskokom®, na int (patologicku) kvalitu.

Formy znaku, ktoré s prejavom variability teda povazujeme za normalne a pri tomto
type dedi¢nosti za podprahové. Patologické formy znakov sa oznaCuji ako nadprahové.
Predispozicia sa mdze prejavit dvoma spdsobmi. Prvym sposobom je, Ze predispozicia vedie
k vzniku patologického znaku a je len otazkou posobenia epigenetickych faktorov, ako, ¢i
a kedy sa prejavi.

Prikladom je pylorostendza. U muZov sa vyskytuje patkrat ¢astejsie ako u Zien. Zeny
st pred tymto ochorenim chranené estrogénmi. Preto synovia postihnutej Zeny maji 18-krat
vysS§iu pravdepodobnost’ mat’ pylorostendzu, ako synovia postihnutého muza.

Druhym sposobom vyjadrenia predispozicie je zvySena vnimavost’ buniek a tkaniv na
posobenie Skodliviny. Typickym prikladom nadprahovej vnimavosti na posobenie Skodliviny
st vrodené vyvojové chyby (napr. razStep pery a razstep podnebia, izolovany razstep podnebia,
razitep nervovej trubice, vrodené chyby srdca). Dal§im typom st civilizaéné choroby
(aterosklerdza, ulkusové choroba, esencialna hypertenzia, niektoré typy cukrovky).

6.4 Vrodené vyvojové chyby s multifaktorialnym sposobom dedi¢nosti

Multifaktoridlne podmienené vrodené vyvojové chyby (VVCh) a choroby u ¢loveka
mozno podl'a frekvencie ich vyskytu rozdelit’ na:

e vzacne chyby a choroby (populacna pocetnost < 1 %), napr. razstepy pery a podnebia,
razitepy nervovej rary, VVCh srdca, chybny vyvoj bedrovych kibov;

e chyby a choroby so strednou poc¢etnostou vyskytu v populacii (< 5 %), napr. prevazna Cast’
tazkych duSevnych choréb ako schizofrénia, maniodepresivita (bipoldrna porucha),
oligofrénia;

e ochorenia s vysokou populacnou frekvenciou — napr. vysoky krvny tlak, cukrovka (typ
nezavisly od inzulinu), vredova choroba zazivacieho traktu, atopia.

Pri praktickej genetickej konzultacii v rodinach s polygénne podmienenou chybou

(chorobou) sa mdzu pouzivat’ teoreticky vypocitané pravdepodobnosti postihnutia (napr.
pomocou Edwardsovho vzorca) alebo podla tzv. tabulky empirickych rizik. Empirické rizika
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prvého alebo opakovaného vyskytu su stanovené na zéklade spracovania vacsiecho mnozstva
rodokmeniov rodin s danou chybou resp. chorobou. Vseobecne plati pravidlo, ze s vyS$im
poctom postihnutych blizkych pribuznych stupa riziko postihnutia. Naopak, ak su postihnuti
vzdialeni pribuzni, je riziko postihnutia nizke. Ak chyba, resp. choroba postihuje obidve
pohlavia v roznej miere, potom postihnutie osoby vzacnejSie postihnutého pohlavia zvySuje
riziko pre pribuznych. Napr. nedostatoéne vyvinuté bedrové kiby sa vyskytuju 5x Gastejsie
u dievcat. Ak sa narodi takto postihnuty chlapec, je predpoklad vysSieho rizika postihnutia
v tejto rodine.

Edwardsov vzorec vyjadruje odhad rizika postihnutia u pribuznych postihnutého
jedinca.

Riziko postihnutia r =\relativnej frekvencie choroby v populacii

Vzorec plati pre pribuznych 1. stupnia (rodicia, deti, stirodenci). Za predpokladu, Ze je
postihnutych viac pribuznych 1. stupiia osoby, pre ktort sa pocita prognoza, nasobi sa vysledok
vzorca ich po¢tom. Napr. otec a syn trpia rovnakou VVCh. Aké je riziko, ze d’alSie dieta sa
narodi s tou istou VVCh? Frekvencia vyskytu tejto chyby v populécii je 0, 09 %.

=0, 0009 x 2=0,03 x2=0, 06 =6 %

Pri multifaktoridlne podmienenych chybach a chorobach sa na ich manifestacii okrem
genetickych faktorov podiel’aju aj faktory prostredia. Napr. u chorob s prahovym efektom mézu
nepriaznivé faktory prostredia posuvat’ hodnotu prahu dol'ava (dochédza k manifestacii znaku
pri niz§ich hodnotach predispozicie). Naopak, zmensenim negativneho vplyvu faktorov z
vonkaj$ieho prostredia dochadza ku zvySeniu prahovej hodnoty, ateda ajk nizsej
pravdepodobnosti vzniku ochorenia. VSeobecne zndmymi prikladmi su ochorenia kardio—
vaskuldrneho systému. Ak je predispozicia vysokd (a nejde o monogénovo podmienenu
poruchu), spravnou zivotospravou mozno u ¢lenov rodiny dosiahnut’ oddialenie nastupu alebo
zmiernenie priznakov ochorenia.

6.4.1 Razstepy pery a podnebia

Razstepy pery a podnebia st druhou najcastejSou vyvojovou chybou a predstavujua 13%
vSetkych vrodenych vyvojovych chyb. RazStepy pery a podnebia netvoria homogénnu
genetickl jednotku. M6Zeme ich rozdelit’ na dve od seba geneticky nezavislé skupiny (obr. 30a,
b, ¢).

p

e Obr. 30. Razstepy pery a podnebia — a. Jednostranny razstep pery vpravo; b. obojstranny
razstep pery a podnebia; c. razstep sekundarneho podnebia

Kongenitalny (vrodeny) razstep pery a podnebia je reprezentativnym prikladom toho,
ze vysledny patologicky fenotyp moze mat viacero nezavislych moznych pri¢in vzniku. Inak
povedané — pocet typov VVCh je mensi, ako je sucet etiologickych faktorov, ktoré ich
podmienuju.

Prva skupinu tvoria razstepy pery s razstepom alebo bez razstepu podnebia. Frekvencia
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ich vyskytu je 1 : 1 000 Zivonarodenych. Laterdlny razstep hornej pery vznikd okolo 35. dila

intrauterinného vyvoja po ciasto¢nom alebo nesprdvnom spojeni maxilarneho vybezku

s medidlnymi nosovymi vybezkami.

LCavostranny razstep sa vyskytuje dvakrat CastejSie ako pravostranny, castejSie sa vyskytuje

u muzov (70 : 30).

Medidlny razstep hornej pery je velmi zriedkavy, vznikd bud’ chybnym vyvojom
obidvoch medialnych nosovych vybezkov, alebo poruchou vo vyvoji filtra hornej pery (0,2 -
0,7 % vsetkych pripadov razstepu pery). Medialny razstep hornej pery byva niekedy spojeny
s VVCH mozgu — holoprosencephalia podmienenou napr. mutaciou génu pre SHH).

Druhou skupinou je izolovany razstep podnebia s frekvenciou 1 : 2 500 zivonarodenych. Je

dvakrat Castej$i u Zien ako u muzov. Podnebie vznikd zrastenim primarneho podnebia

s lateralnymi podnebnymi platnickami, ktoré vyrastaji z maxilarnych vybezkov horizontalnym

smerom Vv 8. tyzdni a zrastaju smerom spredu dozadu v 10. tyzdni. U plodov zenského pohlavia

zrastaju priblizne o tyzden neskdr, a mozno preto je razstep podnebia ¢astejsi u zien.

Razstepy pery a podnebia (spolu alebo izolovane) mézu byt
e podmienené mutaciami v (najmenej desiatich) majoritnych génoch (aj ked’ niektoré z nich

su eSte kandidatske), lokalizovanych na chromozémoch 1, 2, 3,4, 6, 11 a 13;

e sucastou fenotypu uviac ako 200 syndromov — napr. Apertovom, Marfanovom
a Larsenovom;

e sucast'ou patologického fenotypu syndrémov suvisiacich s chromozémovymi aberaciami,
napr. trizdmiou 13, 18 alebo 21, ale aj pri syndrome 49, XXXXY;

e jednym z dosledkov posobenia Specifickych skodlivych faktorov na vyvijajuci sa zarodok
a plod, ako su napr. teratogény (napr. izotretionin a fenytoin) alebo mechanické strangul¢né
(atlakové) nasilie (amniové pruhy);

e dosledkom interakcie genetickych a vonkajSich faktorov (multifaktoridlna dedi¢nost’).

Najnovsie Studie na zéklade analyzy DNA zistili predispoziciu k vzniku razStepovych
chyb v zavislosti od pritomnosti uréitych alel v lokuse pre TGF-alfa. Na vzniku orofacialnych
razStepov sa podielaji nasledujice skupiny génov:

e gény, ktoré sa exprimuju v urcitej ¢asti embrya alebo v ur¢itom obdobi vyvoja palatindlneho
obltka, napr. gény pre transformujuci rastovy faktor alfa a beta (TGF alfa, TGF beta 2,
TGF beta 3);

e gény, ktoré maju biologicku aktivitu nepriamo spojenti s vyvojom orofacialnych struktar
(napr. receptor pre retinovi kyselinu, receptor pre metyléntetrahydrofolat—reduktazu
a receptor pre kyselinu listovu);

e gény alebo lokusy identifikované v pokusoch na zvieratach ako homeotické gény MSX-1
a MSX-2;

e gény zahrnuté do interakcie s metabolizmom xenobiotik, napr. v P-450 cytochromovom
systéme.

Urcenie etiologie ma velky vyznam pre stanovenie rizika rekurencie (opakovaného
vyskytu) v rodine.

Multifaktoridlne podmienena skupina tvori podstatnii Cast’ vSetkych razStepov pery
a podnebia. Pri odhade rizika rekurencie musime brat’ do ivahy aj zdravotny stav rodi¢ov, ako
aj pocCet uz narodenych postihnutych a zdravych deti v konkrétnej rodine. S pribudajicim
poctom postihnutych deti v rodine sa zvySuje pravdepodobnost postihnutia, naopak
s pribudajucim poctom zdravych deti klesa (tab. 7).

e Tab. 7. Riziko vzniku razstepu pery a podnebia (CL/CP) a izolovaného razstepu pery (CP)
pre d’alSie dieta v %

| postihnuti | postihnuti | postihnuti| CL/CP | CP |
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rodidia | stirodenci | pribuzni
0 0 0 0.1 |0.04
0 1 0 4 2
0 1 1 4 7
0 2 0 9 —
1 0 0 4 6
1 1 0 17 15

Na vysku rizika vplyva aj stupen defektu a pohlavie pacienta. Z multifaktoridlneho
modelu dedi¢nosti s prahovym efektom totiz vyplyva, Ze ¢im je t'az$i stupen defektu u pacienta,
tym vyssia je v danej rodine predispozicia, ¢o zvySuje pravdepodobnost’ vzniku danej patologie
(defektu) u d’alsich potomkov. Podobny vplyv na vysku rizika ma aj pohlavie pacienta.

Hodnoty empirického rizika st v roznych populaciach znacne odlisné. Preto
v genetickej konzultacnej Cinnosti treba vychadzat’ vzdy z populacie, z ktorej pacient pochadza
a vysledky inych populéacii mozno pouzivat len s rezervou.

6.4.2 Razstepy nervovej rary

Nervova rara je za normalnych okolnosti uplne uzavreta okolo 28. diia embryogenézy.
Najskor sa uzavrie priblizne v strede embryondlneho tela, neskor jej uzatvaranie pokracuje
kaudalnym a kranidlnym smerom. Predny neuroporus sa uzavrie pocas 25. az 26. dha vyvoja
a asi 0 dva dni neskor sa uzavrie aj zadny neuroporus (obr. 31).

rostralny (kranialny)
koniec embrya

kaudalny kniec embrya

formovanie (uzatvaranie) nervovej rary
* Obr. 31. Schéma postupu uzatvarania sa nervovej rary

Ak nedojde k uzaveru, vznika razstep nervovej rury (Neural Tube Defect — NTD). Patria
K nim, v poradi zavaznosti anencefalia, encefalokéla a spina bifida. V postihnutych rodinach sa
Casto vyskytuju stiCasne a predpoklada sa, Ze maji spolo¢ny povod. Mala ¢ast’ NTD (menej ako
10 %) ma dokézatelnu pricinu:
amniové pruhy;
monogénova dedinost’ (napr. Meckelov syndrom — autozémovo recesivne dedi¢ny, lokus je
na 17922—q23);
syndromy podmienené chromozémovou aberdciou (najmi trizomia 13, 18, triploidia);
ucinok niektorych teratogénov (napr. aminopterin, talidomid, kyselina valproova).

Anencefilia je vrodend porucha vyvoja, pri ktorej sa nevyvinie vacsia ¢ast mozgu
a chyba klenba lebky (obr. 32). Nasledkom tejto poruchy ostava otvorend dutina medularne;j
rury na jej hlavovom konci. Postihnuté diet'a moze prezit’ nanajvys niekol’ko hodin po porode
(vyskyt anencefalu pri samovolnych potratoch je 5-krat vy3si ako u novorodencov). Casto sa
vyskytuje v spojeni so spinou bifidou (az v 17 %), raz§tepom pery a podnebia (v 2 %), ale aj
S inymi malformaciami. Asi 2/3 postihnutych tvoria dievcata.
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* Obr. 32. Anencefalus

Cefalokéla (encefalokéla, kranidlna — okcipitalna meningokéla) je malformacia, pri
ktorej je koza neporusenad a cez defekt v lebecnej kosti sa vyklenuje mozog a jeho obaly. Vyskyt
je 0,3 - 0,6 : 1 000 Zivonarodenych. Ma multifaktoridlny typ dedi€nosti, ale moze byt’
sucastou monogénovo podmienenych syndromov (napr. Walker—Warburgov syndrom,
autozoémovo recesivne dedi¢ny, lokus je na 9q31), ako aj vysledkom posobenia teratogénov.
Tato porucha sa vyskytuje v kombinacii s d’al$imi poruchami vyvoja — hydrocefalom, spinou
bifidou, mikrocefaliou atd’.

Spina bifida (rachischiza, meningokéla, myelomeningokéla) je vyvojova anomalia, pri
ktorej sa nevyvinu tfnové vybezky a obluk, a to bud’ pri jednom alebo viacerych susednych
stavcoch. Kostny kryt miechy tak zostava v strednej rovine otvoreny (obr. 33). Nachadza sa
najcCastejSie v dolnej hrudnikovej, driekovej alebo kriZovej oblasti. Frekvencia vyskytu spiny
bifidy v 'udskej populacii je rozna. Prejavuji sa tu geografické (od 0,3 v Japonsku do 4,1 v
JuZznom Walese na 1 000 novorodencov) a etnické rozdiely (CastejSie sa vyskytuje u belochov,
ako u orientalcov a ¢ernochov). Okrem multifaktoridlnej dedicnosti byva sucast’ou niektorych
syndromov monogénovo podmienenych (napr. Meckelov sy.) a pri chromozémovych
aberaciach (trizomia 13 a 18, delécia v 22q11 a triploidia). Spina bifida je spojena aj s inymi
anomaliami CNS a dolnych kon¢atin.

* Obr. 33. Spina bifida

6.4.3 Pylorostenoza

Pylorostenéza je ochorenie je sposobené hypertrofiou pylorického zvieraca, ktora
obmedzuje otvaranie vratnika a vyprazdnovanie Zaludka. ObStrukcia sa lie€i chirurgicky.
Prejavuje sa v detstve zo zaciatkom priblizne v 3. — 4. tyzdni zivota novorodenca. Na
vysvetlenie vysokej incidencie stenozy pyloru v niektorych rodinach sa vyvinul model
multifaktorialnej dedi¢nosti s prahovym efektom (tab. 8).
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e Tab. 8. Incidencia pylorostenézy u potomkov pacienta Vv porovnani s incidenciou vo
normalnej populacii

Pribuzni Riziko| Nasobok popula¢ného
rizika

Synovia postihnutého muza 1:18 x 11

Dcéry postihnutého muza 1:42 X 24

Synovia postihnutej Zeny 1:5 x 40

Dcéry postihnutej Zeny 1:14 x 70

Pylorostendza je asi 5-krat CastejSia u chlapcov ako u dievcat (chlapci 5 : 1 000, dievcata
1 : 1 000 novorodencov uvedeného pohlavia).

Potomkovia postihnutej zeny maju vyssiu priemernt predispoziciu k pylorostenoze ako
potomkovia postihnutého muza. Prah pre vznik znaku je nizsi u chlapcov ako u diev¢at, a preto,
bez ohl'adu na to, ¢i sa chorobny stav dedi od otca alebo od matky, maji synovia vacsiu
pravdepodobnost’ ako dcéry, Ze sa u nich dand porucha prejavi. Najvyssie riziko maju synovia
postihnutych matiek (cca 20 %). Toto je vzorovy priklad toho, Ze vyznamnym epigenetickym
faktorom je aj hormonalne ,pozadie” organizmu. Pre toto uprednostiiujeme pojem
»epigeneticky* pred ,,faktory prostredia®.

6.4.4 Pes equinovarus

Pes equinovarus je flexia spojenia kosti nohy (clubfoot) alebo ruky (clubhand)
v kibovom puzdre (obr. 34). Incidencia je 1,2 : 1 000 Zivonarodenych. Je to najéastejsie sa
vyskytujuca sa deformita noh. Méze byt jednostranna alebo obojstrannd. Pomer chlapcov
a dievcat je 2 : 1. Pes equinovarus mdze byt podmieneny genetickymi ale aj epigenetickymi
faktormi. MdZe tu byt’ aj geneticka predispozicia menejcennosti ligamentdzneho aparatu kibu.
Dalsie kongenitalne ochorenia, ako napr. skeletalne dysplazie (porucha vyvoja alebo rastu),
koncatinové redukéné chyby alebo anomalie CNS (spina bifida), byvajl €asto asociované s pes
equinovarus. Faktory ,,vonkajSicho prostredia“, ale aj nedostatok priestoru v maternici
(oligohydramnion — znizené mnozstvo plodovej vody, syndrom amniovych pruhov a septa
a nadory maternice), mozu tiez byt pri¢inou tejto vyvojovej anomadlie. Pes equinovarus je
sucastou aj viacerych geneticky podmienenych syndromov (napr. Ecsobarov sy, Meckel—
Gruberov sy., trizomie chromozomov 13 a 18).

 Obr. 34. Pes equinovarus

6.4.5 Vrodené vyvojové chyby srdca

Vrodené vyvojové chyby srdca su u nds druhou najéastejSou vyvojovou chybou u deti.
Moze ist’ o:
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e skratové chyby, pri ktorych sa mieSa okyslicena a odkyslicend krv, napr. otvorené spojky
medzi plicnicou a aortou, ako aj skraty na trovni priehradkovych otvorov (predsieni
a komor)

e Dbezskratové chyby, pri ktorych nedochadza k zmieSavaniu okyslicenej a odkyslicenej krvi.
NajcastejSie sa jednad o pritomnost’ tzv. koarktdcie aorty, teda zGzenie najvicsej tepny
I'udského tela, srdcovnice.

Fallotova tetralogia je charakterizovana Stvoricou vyvojovych chyb — stendzou truncus
pulmonalis (zuZenie pl'icnej tepny), defektom medzikomorovej prepazky, transpoziciou aorty
a hypertrofiou pravej komory. Vyskytuje sa aj pri trizomii chromozomu 21 (3 - 4 % pripadov).
Incidencia 2,5 - 3,5 : 10 000 zivonarodenych, predstavuje 4 -7,5 % vsetkych vyvojovych chyb
srdca.

Navonok sa prejavuje palickovitymi prstami, namodralou kozou (tzv. cyandzou), ¢o
sved¢i o zlom okyslicovani krvi. Deti maju plytky dych, byvaji nadmerne unavené. Vznika aj
hypertenzia a hypertrofia pravej komory, ¢o moéze viest’ k tazkym porucham srdcového rytmu.
Ked’ze mozog nie je dostatocne okyslicovany, dochadza k naslednému poskodeniu vyvoja
dietat’a.

Jedinym rieSenim je chirurgicky zakrok, bez operacie preziva do 20 rokov zivota 10 %,
do 40 rokov zivota len 3 % postihnutych. Vysledok liecby je najlepsi, ak sa operacia uskuto¢ni
eSte pred doviSenim 12. roku.

Ductus arteriosus — spojka medzi plicnicou a zostupnou aortou, krv plodu touto
spojkou obchadza plucnou cirkulaciou, za normélnych okolnosti sa uzatvdra kratko po
narodeni. Otvoreny ductus arteriosus je jednou z najcastej$ich anomalii vel'kych ciev (vyskyt 1
: 3 000 zivonarodenych deti) a mdze sa vyskytovat izolovane alebo v spojeni s inymi
vyvojovymi chybami srdca. Trvalo otvoreny ductus arteriosus sposobi, ze krv z aorty pradi do
plicnice, preto sa zvysi tlak v plicach a néasledne hypertrofuje svalovina pravej komory. Je
potrebny chirurgicky zakrok.

Defekt predsieniového septa —u 25 az 30 % l'udi zostava vo foramen ovale (otvor medzi
pravou a l'avou predsienou vo fetalnom obdobi, za normalnych okolnosti sa uzatvara v prvych
minatach po narodeni) maly otvor, ktory vSak nesposobuje funkéné poruchy. Zriedkavejsie
byva tento otvor ovela vacsi a vtedy okyslicena krv z I'avej predsiene preteka tymto otvorom
do pravej predsiene. Tento navrat krvi sposobuje pretaZenie pravej strany srdca. Casto sa
vyskytuje spolu s inymi vaznymi vrodenymi vyvojovymi chybami, ako napr. stenoza
pulmonalnej chlopne alebo transpozicia aorty. Niekedy sa nevytvori celé predsieniové septum.

Defekt komorového septa sa vyskytuje zriedkavejSie ako poruchy predsiefiového
septa. Otvory v septe byvaju ovalne alebo okruhle, v priemere 1 - 2 cm velké. Nasledkom tejto
chyby je, ze krv pradi z l'avej komory do pravej. Sposobuje to rozSirenie pravej komory.
Chybanie celého interventrikularneho septa je zriedkavé.
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7 MUTAGENEZA A TESTOVANIE POTENCIALNYCH
MUTAGENOV

Dohodou odbornej genetickej verejnosti bolo pdvodne ustanovené pravidlo, Ze sa
interpersonalne rozdiely v sekvencii dusikovych baz budi nazyvat podla ich frekvencie
(pocetnosti vyskytu) v populacii. Ak sa zmenena sekvencia (alelovy variant) vyskytuje u 1 %
amenej jedincov v populdcii — oznaCovala sa pojmom muticia (ndhla zmena sekvencie,
mnozstva alebo usporiadania genetickej informacie). Ak sa odchylka vyskytovala u viac ako 1
% — nazyvala sa polymorfizmus. To, ¢i ovplyvnila zdravotny stav sa v tomto pripade nebralo
do uvahy.

V sucasnej ére personalizovanej genomiky sa definicia tychto pojmov modifikovala.
Pojmy ,,mutacia“ a ,,polymorfizmus®, ktoré sa vsak Siroko pouZzivaja, ¢asto vedt k zmitku
z dovodu nespravnych predpokladov ich patogénnych a benignych ucinkov. Preto sa obidva
vyrazy nahradili vyrazom ,,variant®.

Existuje pétstupniovy systém klasifikacie variantu: 1. patogénny, 2. pravdepodobne
patogénny, 3. neisty, 4. pravdepodobne benigny a 5. benigny variant.

Pre zjednoduSenie budeme pouzivat’ starSie oznacenie, aby sme sa vyhli nespravnemu
pochopeniu pojmov.

Polymorfizmus je zmena v genetickej informacii, ktora sa vyskytuje u viac ako 1 %
populacie (nezavisle od toho, ¢i vyvolava klinické prejavy alebo nie). DNA polymorfizmy sa
moézu nachadzat’ v nekodujicich aj v kodujtcich oblastiach DNA.

Zopakujeme si, ze DNA polymorfizmy delime podl'a rozsahu na bodové a na
hypervariabilné oblasti.

Bodové DNA polymorfizmy sa Casto tykaju jednej bazy (SNP — single nucleotide
polymorphism) alebo niekol'kych dusikovych baz, ato najmid v kodujucich oblastiach.
V klinickej genetike ich delime na:

e normalne — nevyvolavaju ochorenie alebo patologicky stav. U vicSiny z nich v dosledku
»degenerovanosti“ genetického kdédu zmeneny triplet kdduje tu isti aminokyselinu. Ovela
zloZitej$ia je situdcia, ak dojde k zmene poradia alebo poctu baz a vysledkom je zmena
kodovane; aminokyseliny. Tu funkéné dosledky zavisia od polohy kdédovanej
aminokyseliny v bielkovine (blizkosti k jej aktivnemu miestu) a jedna sa o tzv. izoproteiny
a izoenzymy.

e patogénne — vedu k vzniku ochorenia alebo patologického stavu. Ddsledkom je zmena
kodujicej aminokyseliny, ktord sposobuje stratu funkcie vyslednej bielkoviny.

Diagnostika bodovych polymorfizmov zavisi od miesta, kde sa nachadzaji. Ak zmena
zrusi alebo na inom mieste vytvori palindrom — mozno pouzit’ RFLP (napr. pri kosacikove;j
anémii). NajCastejSie sa vSak pouzivaju metddy sekvenovania DNA, ktoré umoZznuju presne
rozpoznat’ typ a miesto chyby v poradi dusikovych baz.

U hypervariabilnych oblasti DNA sa jedna o r6zny pocet opakovani ur¢itého motivu.
Mozu byt unikatne ale aj ¢asté, roznej dizky motivov a poétu ich opakovani — s medzerami
alebo tesne za sebou (tandemové opakovania). Zvyc€ajne st lokalizované mimo koédujtcich
oblasti DNA, ale m6Zu sa nachadzat’ aj v génoch (napr. niektoré z CpG trinukleotidov).
Obdobne ako predchadzajuci typ, ich v klinickej genetike delime na:

e normalne, ku ktorym patria najmé tandemové opakovania nachadzajtce sa v nekodujicich
oblastiach (tzv. markery).

e patogénne, pri ktorych narast poctu tandemovych opakovani navodzuje ochorenie alebo
patologicky stav. Typickym prikladom st ,.expandujiuce” CpG trinukleotidy v etiologii
fragilného chromozému X, Huntingtonovej chorey (CAG), myotonickej dystrofie (CTG)
apod. (tab. 9). Napriklad syndrom fragilného chromozému X (FRAXA - fragile X
syndrome, Xq27.3) je najcastejSou pri¢inou dedi¢nych mentalnych retardacii. U muzov je
okrem retardacie predizena tvar, vystupujuce &elo a velké uSnice. U Zien si priznaky
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ochorenia menej zavazné. FRAXA je spdsobeny expanziou trinukleotidovych CGG
repeticii, ktoré sa nachadzaju v 5- UTR oblasti génu FMRL1 (fragile X mental retardation
1). Expanzia tripletov je spojena s metylaciou cytidin-fosfat-guanozinovych dinukleotidov,
tzv. CpG ostrovéekov, ktoré sa nachadzaji 250 parov baz od (CGG)n a ich metylacia ma
za nasledok inaktivaciu génu FMR1. Tym dojde k zbaleniu Struktiry chromatinu a
euchromatin sa zmeni na neaktivny heterochromatin. V normalnej populdcii je pocet CGG
repeticii v rozmedzi 5 - 54. Jedinci s po¢tom CGG repeticii 55 - 200 st nosi¢i premutacnej
alely. Tieto premutéacie nie su spojené s metylaciou CpG ostrovcekov, ale su nestabilné
pocas meiozy a mézu v d’alSich generaciach expandovat’ do plnej mutacie. Pacienti s viac
ako 200 opakovaniami nesu plni mutaciu, ktora je spojena s metylaciou CpG ostrovcekov.

e Tab. 9. Choroby zapri¢inené trinukleotidovou expanziou

Choroba Lokalizacia CpG Pocet
Huntingtonova ch. gén CAG 9-35
Kennedyho ch. gén CAG 1724
Spinocerebralna ataxia 1 gén CAG 19 - 36
Spinocerebralna ataxia 3 gén CAG 12 — 36
FRAXA 5S’UTR CGG 6 — 54 (200 <)
Myotonicka dystrofia 3’UTR CTG 37-50 (50 <)

Diagnostika poétu opakovani (,,dizky* useku) sa vykonava najmi pomocou metod
VNTR a PCR, ¢asto ich kombinaciou.

7.1 Mutagenéza

Muticia je nahla zmena kvality, kvantity alebo usporiadania genetickej informécie. Od
miesta, kde nastala, od jej typu a od jej dosledkov zavisi, ¢i sa replikuje a ¢i sa fenotypovo
prejavi. Terminologicka geneticka komisia definuje pojem mutacia ako ,,zmenu v nukleotidovej
sekvencii gendmu, ktora spociva v substitucii, delécii alebo inzercii®.

Pojem mutant (nositel mutacie) nadobuda rozny rozmer. Klasicky — v experimentoch
na modelovych organizmoch (napr. Drosophilla melanogaster), je mutant jedinec, u ktorého sa
mutécia prejavi vo fenotype. V genetike ¢loveka sa pod pojmom mutant chape jedinec, ktory
ma pre dany lokus takt alelu (alely), ktord sa prejavi zmenou fenotypu. Priklady takto
podmienenych ochoreni su uvedené v kapitole 4 o monogénovej dedi¢nosti.

Mutagény su faktory fyzikalnej, chemickej alebo biologickej povahy, ktoré mozno dat’
do stvisu so vznikom mutécie. K fyzikalnym patria najmi rdzne typy Ziarenia, ktorych ucinky
zavisia od mechanizmu pdsobenia, intenzity, davky a dizky expozicie. Uginkom rontgenového
alebo radioaktivneho ziarenia dochddza k ionizécii baz alebo k tvorbe hydroxylovych radikalov
z vody, ktoré reagujil s DNA bazami a menia ich Struktiru. Gama Ziarenie sposobuje Stiepenie
N—glykozidovej a fosfodiesterovej vézby v retazci DNA, pri velkych davkach az zlomy
a nasledné prestavby chromozémov. Ultrafialové Ziarenie spdsobuje v DNA retazci tvorbu
pyrimidinovych — najmd tyminovych dimérov cyklobutdnového typu, ktoré vznikaja
cyklizaciou dvoch susednych tyminov (obr. 35). Tyminovy dimér brani replikacii a transkripcii.
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* Obr. 35. Tyminovy dimér
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Chemické mutagény st Sirokou skupinou latok. Mechanizmy ich Gc¢inku st vel'mi

rozmanité, od alternativnych bdz az po degradiaciu DNA. Podl'a mechanizmu Uc¢inku sa
chemické mutagény delia do troch skupin:

latky, ktoré priamo poSkodzuji DNA — chemické latky, ktoré modifikuju Struktiru DNA.
Napriklad deaminéciou cytozinu (odstranenie NH> skupiny) vznika uracil, ktory sa paruje
s adeninom namiesto guaninu alebo sa zaclenia priamo do DNA a spdsobia posun v ¢itani
genetického kodu (kyselina dusita, hydroxylamin, alkylacné latky a akridinové farbiva);
analégy dusikovych baz — su chemikalie, ktoré maju podobni chemicku Struktiru ako
dusikaté bazy nachadzajuce sa v primérnej Strukture DNA. Ak su pritomné pocas replikécie
DNA, moézu byt zaradené do polynukleotidového retazca (napr. 5-brémuracil, 2-
aminopurin);

latky, ktoré zniZuju aktivitu reparaénych enzymov (napr. kofein u baktérii).

Za biologické mutagény mozno povazovat napriklad rdézne mobilné genetické

elementy, ktoré sa mozu ndhodne vclenit’ do kédujicej oblasti génu a vyvolat’ inzeréni mutéciu,
napr. LINE-1 do génu F8 u hemofilie A a provirusy z retrovirusov.

7.2 Klasifikacia mutacii

Pre hodnotenie mutécii je dolezité posudit’:
vlastnosti mutagénov;
mechanizmy, ktorymi mutacie vznikaja — pri tzv. spontannych mutaciach nie je znama
pri¢ina ich vzniku. Kazdy 'udsky gén ma pravdepodobnost’ 1 x 10° az 107, Ze pocas jednej
generacie zmutuje. Zaroven s identifikaciou novych verzii alel sa okamzite pocita ich
populacna frekvencia, ¢ize ich vyskyt v genofonde. Dominantné mutacie vznikaji
najCastej$ie de novo. Zavazne postihuju jedinca a zvic¢Sa sa nedostani do genofondu,
nakol’ko je proti nim silnéd selekcia. Recesivne mutacie sa prendSaju cez heterozygotov
a postihnuti recesivni homozygoti sa vyskytuju zriedkavo (5 - 10 na 10 000 novorodencov).
Pri indukovanych mutaciach je znama pri¢ina ich vzniku a su podmienené fyzikalnym,
chemickym alebo biologickym mutagénom (napr. v experimente). V testoch potencialnych
mutagénov je potrebné preukazat, Ze Studovany faktor Statisticky vyznamne zvySuje
frekvenciu vyskytu mutéacii u modelového organizmu (systému) alebo zvySuje zavaznost’
»spontanne sa vyskytujiicich® mutécii;
faktory, ktoré ovplyviiuji posobenie mutagénov, napriklad cesta, ktorou sa dostani do
tela, ich detoxikacia a metabolizmus;
kapacitu a podmienky pre posobenie repara¢nych mechanizmov, ktoré poskodenie
opravia, alebo mutacia pretrva;
miesto zasahu a typ mutacie — ak vznikne mutacia v nekodujucej oblasti a neporusi sa
integrita molekuly DNA, dosledky sa nemusia fenotypovo prejavit’ a pozorujeme len zmenu
polymorfizmu DNA. Ak je zasiahnuta regula¢na oblast’ génu, moze nastat’ overexpresia —
zvySenie intenzity transkripcie alebo naopak jej zniZenie, aZ zastavenie. Mutacie
kodujucich oblasti (ex6nov) sa prejavia, ak si nad ramec ,,degeneracie® genetického kddu
a delime ich na bodové a posunové. Bodova mutacia je zamena jednej alebo viacerych baz,
ktorej dosledkom je zmena tripletu. Nasledne je priradend ind aminokyselina alebo vznika
stop-kodon. Fenotypovy prejav zavisi od stupiia odliSnosti mutovaného produktu (proteinu)
od povodného (napr. pri kosacikovitej anémii). Posunové mutacie vznikaji ako dosledok
vclenenia (inzercie) alebo straty (delécie) jednej alebo viacerych baz. Vysledkom je posun
v ¢itani genetického kodu ako napr. mikrodelecné syndromy, Duchennova a Beckerova
muskuléarna dystrofia. Obdobny efekt vznika, ak je pri replikécii ,,pouZzity analog dusikovej
bazy“, ktory RNA polymerdza pri transkripcii nepoznd a ,,preskoci ho*, ¢im dochadza
K posunu ¢itacieho ramca. Toto sa uz viac desatro¢i pouziva pri chemoterapii rakoviny;
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e fenotypové dosledky vzniku mutacie pre bunku — ak mutacia zasiahne gén nevyhnutny
pre existenciu bunky, bunka zanika nekr6zou alebo apoptézou. Pri mutacii génov, ktoré sa
podielaju na regulacii bunkového cyklu sa mdze navodit’ maligna transformdcia bunky. Pri
mutacii pre bunku menej esencidlneho génu, vznika aberantny protein, ktory moze, ale
nemusi ovplyvnit’ fenotypové prejavy v bunke a organizme. Ak sa mutacia neprejavi vo
fenotype hned’ po svojom vzniku, hovorime o tzv. odloZenej mutacii. Prikladom je
retinoblastom, ktory v bunke vznikne az d’alSou mutaciou (zasahom — krokom), pri ktorej
bunka strati aj druhti funk¢ént alelu, ¢im nastane strata heterozygotnosti (LOH — loss of
heterozygosity);

e typ buniek, v ktorych nastala mutacia — pri gametickych mutaciach (zdedenych alebo
vzniknutych de novo), ju obsahuju vsetky bunky jedinca, ktory vznikol po fertilizacii
takouto mutovanou pohlavnou bunkou. Pri somatickych mutaciach dojde k zasahu
Vv izolovanej telovej bunke, priCom sa mutacia prenasa len na bunky vzniknuté jej delenim
a vznika klon mutovanych buniek. Fenotypové dosledky somatickej mutacie st rozmanité
— od nulovych prejavov az po malignu transformaciu alebo zanik bunky. Radioterapia
nadorov je prikladom zamerného vyvolania masivnych mutacii v bunkach nadoru, ktoré
aktivuju mechanizmy spustajice apoptozu, tj. proces tichej bunkovej smrti;

e rozsah genetického materialu, ktory je zasiahnuty — podl'a tohto delenia rozliSujeme
mutacie genomové, chromozomové a génové. Genomové mutacie sa v klinickej genetike
nazyvaju numerické aberacie asi to zmeny poctu celych sad alebo jednotlivych
chromozomov. Podrobnosti o mechanizme ich vzniku a dosledkoch st uvedené v kapitole
9.1. Chromozomové mutacie (tzv. Struktarne aberacie) s zmeny v S$trukture, teda
organizécii stavby chromozémov su uvedené v kapitole 9.2. Pri testovani mutagénov sa
stretdvame s réznymi typmi poruch chromozémov (obr. 36 az 38). Génové (bodové)
mutacie st zmeny v DNA na urovni jedného alebo niekol’kych nukleotidov (delécie, adicie,
substitlcie, inverzie a posuvné mutacie).
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* Obr. 36. Schéma typov chromozdémovych mutacii, po pdsobeni mutagénov
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* Obr. 37. Reunionkomplex * Obr. 38. Chromozémovy zlom

Delécia — strata baz (v rozsahu od 1 bazy a az do megabaz). Su casté v nekodujtcich
oblastiach, zriedkavé v kédujuacich. NajjednoduchSou je strata jednej bazy (napr. GATC —
GTC), ktora vyvola posunovi mutéciu.

Adicia (inzercia) — je vsunutie jednej alebo niekol’kych baz (napr. GATC — GGATC).
St vel'mi bezné v nekodujicich oblastiach a zriedkavé v kddujucich oblastiach. Sposobuju
posunové muticie. Do DNA sa méze v€lenit’ aj ind, podstatne dlh§ia DNA sekvencia, napriklad
mobilny geneticky element. V tomto pripade ide o duplikaciu (napr. GATC — GAGATC)
alebo expanziu — zmnozenie uceleného motivu baz napr. CpG ostrovéeka pri nestabilnom
opakovani trinukleotidov CAG CAG CAG — CAG CAG CAG CAG CAG, ¢o je pricinou uz
spominanych zavaznych chorob.

Substiticia — zdmena baz (napr. GATC — CATC). Ak sa zameni purin za purin, resp.
pyrimidin za pyrimidin ide 0 tranziciu. V pripade zameny purinu za pyrimidin a opacne ide
0 transverziu. Substitucie sa podl'a dosledku rozdel'uju na:

e nemeniace zmysel (silent) — v dosledku degeneracie genetického kodu nedojde zamenou
baz k zmene aminokyselin, pretoZe niektoré aminokyseliny mozu byt kddované viacerymi
variantmi tripletov. NajcastejSie dochadza k zamene tretej bazy v triplete, pretoze
rozhodujlce bazy pre zaradenie aminokyseliny su prvé dve bazy.

Napr. UAU — UAC
Tyr — Tyr

e meniace zmysel (missense) — zamenou jedinej bazy sa zmeni kodon a dojde k zamene
aminokyseliny za inq.

Napr. UAU — UCC
Tyr — Ser

e nezmyselné (nonsense) — najzavaznejSim typom mutacie je zmena kodonu pre
aminokyselinu na stop-kodon, pretoze dojde k skrateniu bielkovinového produktu. Naopak
k predizeniu produktu dojde vtedy, ak sa nahradi stop-kodén tripletom pre aminokyselinu.
Takyto produkt kon¢i az d’al§Sim stop-kodoénom.

Napr. UAU — UAA
Tyr — STOP

e mutacie v mieste zostrihu (splice site) — mutacia vznikne na rozhrani ex6nu a intréonu, ¢im
dojde k nesprdvnemu vystrihnutiu intronu. Mo6Zzu vznikat v konzervovanych
dinukleotidoch GU na 5 -mieste zostrihu a dinukleotidoch AG na 3’-mieste zostrihu, alebo
v sekvencidch, ktoré tieto dinukleotidy obklopuju. Tieto dinukleotidy st dolezité pre
rozpoznanie exonu a spravny zostrih. Prikladom ochorenia sposobeného mutaciou v
zostrihovom mieste génu ATP7A je Menkesova choroba, tieZz znama ako choroba
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kuceravych vlasov. Dedi¢nost’ je viazana na X-chromozom (Xq13.3). VacsSinu pacientov
tvoria muzi, pretoze na rozdiel od zien maju len jeden chromozém X. Gén ATP7A koduje
Cu-transportujicu adenozin trifosfatazu (ATPazu). Bunky su schopné med’ zadrzat, ale
med’ nie je schopnéd bunky opustit’ a nemoze byt’ dopravena ku kl'aicovym enzymom, ktoré
ju potrebujui pre normalne fungovanie. Tym bunky ¢revnej sliznice nedokazu prenasat’ med’
do krvného obehu, ¢o sa prejavi v 2. - 3. mesiaci u novorodenca neurodegeneraciou,
hypotoniou a charakteristickymi kucCeravymi vlasmi. Pacienti umieraju uz v skorom
detstve.

Inverzia — oto¢enie poradia baz o 180° (napr. GATC — GTAC)

Posunova mutacia (frameshift) — dosledkom delécie, inzercie alebo inverzie jedného
alebo dvoch nukleotidov (nie troch alebo ich nasobku), je posun v ¢itani genetického kodu
a zmena poradia aminokyselin.

Sucasna medzinarodna nomenklatira uréuje jednotné pravidla na opis typu a pozicie
mutacie. POvodny gén sa oznacuje z angli¢tiny terminom wild-type (divy typ). Aminokyseliny
sa oznacuju velkym pismenom, napr. K je lyzin, L je leucin, G je glycin, R je arginin a X je
stop-kodon. Pripadne sa pouzivajii aj trojpismenové symboly, napr. Arg (arginin) a His
(histidin). Poradie aminokyselin sa poc¢ita od N-konca molekuly proteinu a dusikovej bazy od
adeninu na zaciatku Start tripletu. Priklady:

G52R alebo Gly52Arg — v poradi 52. aminokyselina glycin sa zmenila na arginin
K320X — v poradi 320. aminokyselina sa z pdvodného lyzinu zmenila na stop-kodon
nt400(C—G) — v poradi 400. cytozin sa zamenil za guanin

nt5445(del4) — delécia styroch nukleotidov od pozicie 5445

AF508 — delécia kodonu pre fenylalanin v pozicii 508

nt317(insA) — adenin sa zaclenil po nukleotide na pozicii 317

Gendmove aj chromozomové mutacie sa analyzuju cytogenetickymi metdédami. Génové
mutécie sa analyzuju predovsetkym metédami molekulovej bioldgie.

7.3 Vyuzitie mutagenézy pri objasneni funkcie génu

Pri analyze sekvencii 'udského gendmu sa eSte aj v sicasnosti objavia gény s nezndmou
funkciou. K objasneniu funkcie proteinu nepostacuje znalost nukleotidovej sekvencie génu
a trojrozmernej Struktiry proteinu. Pomerne vela proteinov (najmi tie, ktoré su sti¢astou
multienzymovych komplexov) nemé Ziadnu samostatna aktivitu, naopak niektoré, ako st napr.
kinazy a molekulové motory sa zicastiuji v bunke na viacerych procesoch.

Na objasnenie tlohy urcitého génu sa konStruuji jeho mutanty, ktorym sa znefunk¢éni
iba jeden protein, ¢im sa d& odhalit’ jeho funkcia. Najvyhodnejsie je sledovanie mutantov, ktoré
produkuju protein, ktory je funkény len pri konkrétnej teplote. Takéto proteiny sa daji 'ahko
inaktivovat’ zmenou teploty.

Techniky rekombinantnych DNA molektl umozfuji pozmenit gén v in vitro
podmienkach, vratit’ takyto zmutovany gén naspét’ do povodného organizmu a sledovat’ jeho
funkciu. Tieto techniky umoziuji zmenit' kodujucu sekvenciu génu, ¢im vznikne Ciastocne
funkény alebo nefunkény protein, pripadne jeho regula¢na oblast’, ¢im sa zmeni mnoZzstvo
proteinu.

Organizmy, ktoré obsahuju gény upravené rekombinantnymi technikami sa nazyvaja
transgénne organizmy. NajcastejSie sa vyuzivaji haploidné organizmy (baktérie, kvasinky),
kde sa da gén nahradit’, vyradit’ (knock out technika) alebo pridat. Ovel'a zlozitejSie je nahradit’
gén v diploidnom organizme napr. u mysi, preto sa gény zavadzajua do zarodo¢nych buniek, ¢im
sa zabezpecCi, ze aspoil ¢ast’ potomstva bude mat trvale integrovany mutovany gén. Podobné
techniky sa za¢inaju vyuzivat’ v génovej terapii.
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Riadenou mutagenézou sa da v proteine zmenit’ jednu alebo niekol’ko aminokyselin.
Touto technikou sa da zistit, ktora Cast polypeptidového retazca je dolezita pre tvorbu
kvartérnej Struktary, interakciu proteinu s ligandom, pripadne enzymovu katalyzu.

7.4  Testy potencialnych mutagénov

Jednou z priorit ochrany a tvorby zivotného prostredia je véasné urcenie a odstranenie
latok, ktoré mézu mat’ nepriaznivé ucinky na cloveka a celé ekosystémy. Faktory vonkajSieho
prostredia, ktoré predstavuju genetické riziko, su predmetom testovania. VSetky chemické
latky, ktoré sa pouzivaji v beznom zivote a v hospodarskej praxi prechadzaju vel'mi prisnym
testovacim systémom.

V experimentalnej genetike a pri testovani mutagénov sa organizmus, ktory nesie
mutéciu nazyva mutant (mutantny typ). Standardom pre porovnanie je tzv. divy typ, t.j. forma,
aka sa nachadza u organizmov v prirode. Toto rozdelenie je relativne. Mutacia smerom od
divého k mutantnému typu sa nazyva priama mutdcia a muticia opacného smeru spitna
mutacia. Spatné mutanty ¢ize jedince, ktoré opakovanou mutaciou obnovia normalny fenotyp,
sa nazyvaju revertanty.

Toxikologia sa zaobera testovanim faktorov vonkajSieho prostredia, ktoré moézu mat’
Skodlivé ucinky na bunku a organizmus. Jej sucast’ou su aj experimentalne testy potencidlnych
mutagénov. Pri nich je nevyhnutné preukazat, ze skimany faktor, v presne definovanych
podmienkach, sposobuje v modelovom systéme signifikantny (Statisticky vyznamny) narast
poctu mutécii, v porovnani s ich zndmym spontannym vyskytom.

Neexistuje univerzalny testovaci objekt, ani metodika, ktoré by umoznili zistit’ vSetky
typy mutacii. Preto sa pouziva Siroké Skala testov a rozne biologické modely, ako s virusy,
baktérie, kvasinky, rastliny, hlodavce, cicav¢ie bunky, I'udské bunky, atd’.. Vysledkom je
stanovenie vysky rizika Studovaného faktora pre ¢loveka, ktory je vystaveny jeho ucinkom.

Medzinarodne uznavané vSeobecné Kritéria pre testovanie mutagénov vyzaduju:

e vysoku citlivost’ —nesmu poskytovat’ faloSne negativne ani pozitivne vysledky. Je potrebné
preukazat vztah davka — efekt, ¢ize narast poctu mutacii (alebo ich zavaznosti), so
zvySovanim davky testovaného faktora;

e sledovanie a hodnotenie vSetkych typov genetickych poskodeni — testy odhal'uji mozné
génové, chromozoémové a gendmové mutécie;

e testy musia byt presne metodicky definované a opakovatel’né — pri pouZziti rovnakého
modelu, podmienok vykonania, davkovania a vyhodnotenia sa musia vysledky (kdekol'vek
bol test vykonany) zhodovat’;

e testy musia, po kone¢nom zhodnoteni, sliZit’ na odhadnutie rizika pre ¢loveka.

Testy na detekciu potencialnych mutagénov rozdelujeme na povinné, overovacie

a doplnkové.

Povinné testy, sa vykondvaju napriklad u novo syntetizovanych latok, pri registracii
lie¢iv a pod. S to:

e testy na génové mutacie, ktoré sa robia na baktériach (napr. Salmonella typhimurium,
Escherichia coli), kvasinkach (napr. Saccharomyces cerevisiae) a vinnych muskach (napr.
Drosophila melanogaster);

e testy na chromozomové aberacie — po aplikacii testovaného faktora modelovému systému
sa jeho uc¢inok sleduje cytogenetickou analyzou deliacich sa buniek kostnej drene
laboratornych zvierat (najméa ¢inskych Skreckov a mysi) a na kultivovanych lymfocytoch
periférnej krvi. Casto sa vykonava mikrojadrovy test (obr. 39) na kultivovanych zvieracich
a l'udskych bunkach;

e reparacné testy na detekciu poSkodenia a opravy DNA. Ako modelové organizmy sa
pouzivaju najcastejSie baktérie (Salmonella typhimurium a Escherichia coli).
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Overovacie testy sa robia vtedy, ak nebola pouzita cela sada povinnych testov alebo ak
aspon jeden z nich priniesol pozitivny vysledok. Patria k nim testy na detekciu a opravu DNA,
testy na génové mutacie v cicavcich bunkach a testy prenosnych translokacii u mysi a skreckov.

Doplnkové testy sluzia na zistenie podrobnosti o vlastnostiach a Ga¢inku mutagénu.
Patria sem napriklad dominantny letalny test (na drozofilach), test na abnormalitu spermii
(zvieracich aj Tudskych), vymena sesterskych chromatidov (obr. 40) atest mitotickej
rekombinacie na in vitro kultivovanych bunkach.

* Obr. 39. Vysledok mikrojadrového testu
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* Obr. 40. Vymeny sesterskych chromatidov

V kazdom teste musia byt modelové bunky alebo organizmy rozdelené do
nasledovnych skupin — skupiny s roznym davkovanim testovanej latky (obvykle tri), negativna
kontrola (aplikuje sa len rozpustadlo) — slizi na zistenie pripadného ovplyvnenia pokusu
neznamym faktorom a pozitivna kontrola (podava sa znamy mutagén) — na overenie reaktivity
genetického materidlu modelového systému.
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8 GAMETOGENEZA

Gametogenéza, ako proces vytvarania a vyvoja Specializovanych pohlavnych buniek
z prapohlavnych buniek, je zakladom pohlavného rozmnoZzovania.

V priebehu gametogenézy dochadza k zniZeniu po¢tu chromozémov na polovicu, ¢im
sa zachovava objem genetickej informécie pri pohlavnom rozmnozovani. Gametogenéza
zaroven zabezpecuje vytvaranie novych genetickych kombinacii (kazdy jedinec, s vynimkou
jednovajickovych dvojciat, ma prakticky neopakovatel’'nid kombinaciu alel a foriem
znakov). Takto podmienena geneticka variabilita umoziiuje prezivanie druhu v zmenenych
podmienkach.

Variabilita je podmienend dvomi javmi, ktoré sprevadzaju pohlavné rozmnozovanie.
Prvym znich s procesy, ktoré suvisia s meiézou. Ide o crossing-over (v profaze prvého
meiotického delenie) a nahodntu segregaciu chromozomov (v anafaze prvého a druhého
meiotického delenia).

Uludi moZze vzniknit 2% — vySe 8 milionov moZnosti kombinacii povodnych
rodi¢ovskych chromozémov. Crossing-over umozni d’alSiu reorganizéciu alel.

Druhym javom, ktorym sa vytvdraji nové genetické kombinécie, je nahodnost’
oplodnenia, teda, ktora pohlavna bunka fertilizuje, s ktorou (opa¢néaho typu). Splynutim gamét
sa zachovéva aj druhovo Specificky pocet chromozomov.

Gametogenéza prebiecha vyhradne v pohlavnych zlazich. Mozno ju rozdelit na
spermiogenézu (vyvoj muzskych pohlavnych buniek — spermii) a oogenézu (vyvoj zenskych
pohlavnych buniek — vaji¢ok). Spermie sa vytvaraji v muzskej pohlavnej zlaze (testis)
avajicka v zZenskej pohlavnej Zzlaze vajecniku (ovarium). Zrelé¢ pohlavné bunky sa
Z pohlavnych Zliaz dostavaji do odvodnych pohlavnych ciest (muzskych a zenskych), cez ktoré
sa dopravuju na miesto fyziologického urcenia.

Vyvoj pohlavnych buniek mozno Standardne rozdelit na tri fazy:

e faza mnoZenia — opakovanym mitotickym delenim prapohlavnych buniek — gametogonii
(spermiogonii alebo oogodnii) dochadza Kk zvySovaniu ich poétu;

e faza rastu — ma nazov podla mikroskopicky pozorovateI'ného zvicSenia objemu
gametogonii. Diploidné gametogdnie syntetizujii bunkové organely a pripravujii sa na
delenie. Na konci tohto Stadia hovorime o primarnych gametocytoch (primarnych
spermatocytoch pripadne oocytoch) alebo gametocytoch I. radu, ktoré su eSte stale
diploidné;

e faza zretia — Zodpovedd meiotickému deleniu. Pri vyvoji spermii tato fadza zahfiia aj
spermiohistogenézu. Vysledkom je vznik haploidnych pohlavnych buniek.

8.1 Meioza

Meioza sa sklada z dvoch za sebou nasledujucich deleni, pricom k replikdcii DNA
dochadza len raz (pred I. meiotickym delenim).

I. meiotické delenie (nazyvané aj zrecie, redukéné, heterotypické delenie):

Profaza I. meiotického delenia je vel'mi dlha a prebieha ovel'a zloZitejSie ako profaza
mitdzy, pozostava zo Stadii:

e proleptoténne — chromozomy sa zafinaji kondenzovat. Bunkové jadrd st tvorené
difiznym chromatinom s variabilnym mnozstvom zrnieCok kondenzovanejSieho
chromatinu;

e leptoténne — kondenzéacia chromozomov pokracuje a Ciastocne kondenzované tenké a dlhé
chromozdmy st este svojimi telomérami prichytené k jadrovej membrane (obr. 41a);

e zygoténne — homologické chromozomy sa paruji a pozdiZne sa k sebe prikladaju svojimi
homologickymi usekmi. Dochadza k synapsii chromozomov a vytvarajl sa tzv. bivalenty

72



(obr. 41b). Synapsia je podmienena proteinovym komplexom, ktory nazyvame
synaptonemalny komplex;

e pachyténne — bivalenty sa d’alej kondenzuju (obr. 41c). Na kazdom chromozéme su
viditeI'né jeho dva chromatidy, preto sa tento utvar nazyva tetrada. Nesesterské chromatidy
v tetrade sa okolo seba Spirdlovite obtacaju. Tento jav sa oznacCuje ako crossing-over
(prekrizenie chromozdmov) a miesta prekrizenia sa nazyvaji chiazmy (obr. 42). V oblasti
synaptonemalneho komplexu nachddzame rekombinacné uzliky, ktoré obsahuji
vysokomolekularne proteiny zodpovedné za rekombinaciu chromatidov;

e diploténne - nastdva vymiznutie synaptonemdlnych komplexov, homologické
chromozémy sa zacinaju od seba oddel’'ovat’. Ich oddel'ovanie je vSak stazené v miestach,
v ktorych doslo k prekrizeniu. V tychto miestach méze dojst’ k zlomu a naslednej vymene
homologickych usekov medzi nesesterskymi chromatidmi. Novsie tidaje naznacuju, ze ide
0 cielenu aktivitu topoizomerazy. Dochadza tak ku vzniku rekombinovanych chromatidov,
ktoré obsahuju povodne materské aj otcovské tiseky. Toto je mechanizmus, ktory umoznil
organizmom s pohlavnym rozmnozovanim dosiahnut’ takmer neobmedzenu variabilitu a
tym aj adaptabilitu (obr. 41d);

e diakinéza — pokraCuje kondenzéicia chromatidov a chiazmy sa posuvaju ku koncom
chromozémov — terminalizacia chiaziem (obr. 41e). V tomto §tadiu dochadza k rozpadu
jadrového obalu a miznutiu jadierka. Tvori sa deliaci aparat a proces d’alej prebieha rovnako
ako mitotické delenie.

&
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e Obr. 41. a. Leptoténne stadium; b. Zygoténne Stadium; c. Pachyténne $tadium;
d. Diploténne $tadium; e. Diakinéza
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* Obr. 42. Priebeh crossing-overu
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Po skonceni profazy I. meiotického delenia nasleduju metafaza, anafaza a telofaza I.
meiotického delenia. Po jeho skonceni nastava kratka interfaza, ktord v§ak nezahrituje S-fazu a
tak nedochadza k replikacii DNA.

Vysledkom 1. meiotického delenia je rozdelenie (segregacia) homologickych
chromozémov, pricom ich distribcia je ndhodna. Teda z kazdého typu chromozomu sa do
bunky dostane (zdvojeny) chromozdém jedného z buducich starych rodi¢ov. Vznikaji bunky len
s jednou chromozémovou sadou (n), avSak chromozomy sa este skladaju z dvoch chromatidov.

V priebehu II. meiotického delenia (nazyvaného aj ekvacné, homeotypické), ktoré
bezprostredne nadvizuje na I. meiotické delenie a prebieha ako mitotické delenie, sa sesterské
chromatidy rozchadzaju (ndhodne segreguju) do dcérskych buniek — gamét. Gaméta tak
obsahuje len polovi¢ny pocet chromozdémov, pricom vopred nevieme, od ktorého zo starych
rodicov, a ¢i podstupili crossing-over, alebo nie).

Vysledkom meiozy je redukcia po¢tu chromozémov na polovicu (2n — n) a vytvorenie
novych genetickych kombindcii prostrednictvom ndhodnej segregacie rodicovskych
chromozomov a crossing-overu. Produktom I. meiotického delenia st haploidné (n) sekundarne
spermatocyty a oocyty. Tie vstupuju do II. meiotického delenia, vysledkom ktorého je oocyt
alebo 4 spermatidy, ktoré sa v procese dozrievania (spermiohistogenézy) diferencuju na zrelé
spermie (vyvija sa im bicik).

8.1.1 Poruchy meiozy

Normalny priebeh gametogenézy ma existenény charakter, pretoze tymto
mechanizmom je zabezpeceny vznik normdlneho potomstva a tym kontinuita zivota. Tak ako
kazdy zlozity proces v prirode aj gametogenéza je procesom s uréitym percentom omylov.
Dosledkom chybnej gametogenézy je vznik chromozomovej aberacie u potomstva, ktoré je vo
vacsine pripadov tazko zlucCitelnd alebo nezlucitelna so Zzivotom. Pricinami chybne;j
gametogenézy mozu byt’:

e poruchy v parovani homologickych chromozémov — vznik univalentov alebo parcialne
asynaptickych bivalentov, ktoré su pocas dalSicho priebehu meidzy selektované a
podmieniuji vznik aneuploidnej gaméty a nehomologické parovanie, pripadne lateralne
parovanie univalentu, ktoré rovnako vedie K vzniku Struktarnych aberacii chromozémov;

e nerovnomerny crossing-over v profaze I. meiotického delenia — désledkom je delécia
urcitého useku v jednom a jeho duplikécia v druhom chromatide;

e nondisjunkcia (neoddelenie sa) — paru chromozémov v anafaze 1. meiotického delenia,
ktora vedie k vzniku aneuploidnych gamét, a to dvoch dizomickych (s chromozémom
naviac) a dvoch nulizomickych (bez chromozému) alebo chromatidov v anafaze II.
meiotického delenia pricom vznika jedna dizomicka a jedna nulizomicka gaméta;

e anafazové zaostavanie v anafaze 1. alebo II. meiotického delenia — chromozom nestihne
v¢as doputovat’ k polu bunky v dosledku poruchy kinetochorového mikrotubulu a nie je
zahrnuty do novovznikajuceho jadra.

Ako si ukazeme v kapitole 11 o regulacii bunkového cyklu, je nondisjunkcia dosledkom
zlyhania metafdzového kontrolné¢ho uzla a anafazové zaostavanie je dosledkom nedostatocne;j
funkcie motorickych proteinov (dyneinov a kinezinov).

8.1.2 Porovnanie priebehu mitézy a meiozy

e Meidza prebieha len v tkanive pohlavnych zliaz. Mitéza prebieha v bunkach vsetkych
tkaniv.

e Mitoza a spermiogenéza prebiehaju kontinudlne, oogenéza cyklicky.

e Do mitdzy a spermiogenézy je zapojeny vel'ky pocet buniek. Pri oogenéze vznika len jedno
funk¢né vajicko.
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Vysledkom meidzy su haploidné gaméty. Mitézou vznikaju diploidné somatické bunky.
Samotna gametogenéza je zvlastnym typom diferenciacie buniek. U somatickych buniek
prebieha diferenciacia az po deleni, v G 1 faze interfazy.

Replikacia DNA prebehne pri gametogenéze len raz, pred 1. meiotickym delenim. Pri
mitdze sa replikacia uskutocni pred kazdym delenim.

Pri meidze dochadza k parovaniu homologickych chromozomov a Ku crossing-overu. Pri
mitoze sa tieto procesy za normalnych okolnosti nevyskytuju.

Bunky vzniknuté meiézou nesu navzijom roznu genetickil informaciu (alely). Dcérske
bunky vzniknuté mitdzou st geneticky identické.

Geneticky vyznam meidzy je v udrzani druhovo Standardného poctu chromozémov a vo
vytvarani dedi¢nej variability. Mitdzou sa geneticka informacia presne prenasa z materskej
bunky do dcérskych.

Dosledkom naruSenia meidzy je vznik gametickych mutacii, ktoré sa prendsaju do vsetkych
buniek jedinca. Dosledky mutécie v somatickej bunke sa prenasaji len na subpopuléciu jej
dcérskych buniek a dosledky mozu byt rdzne.

8.2 Spermiogenéza

Spermiogenéza u ¢loveka prebieha kontinualne — od puberty do neskorej staroby (s

individudlnou variabilitou). Proces trva 64 — 72 dni. Spermie vznikajii v mnozstve 100 — 200
milionov v jednom ejakulate. V SR sa v st¢asnosti povazuje v spermiograme za normalnu
hodnotu minimalne 30 miliénov spermii na 1ml ejakulatu.

Pri spermiogenéze vznikaju z jednej spermiogoénie 4 rovnocenné spermie (obr. 43).

Bunky vzniknuté II. meiotickym delenim sa nazyvaji spermatidy, ich d’al§i vyvoj sa nazyva
spermiohistogenéza — vytvorenim hlavicky, krcka, spojovacej Casti a bic¢ika sa menia na
spermie bez d’alSieho delenia.

Spermiogonie

@ fiza mnoZenia
Primarne spermatocyty
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* Obr. 43. Schéma spermiogenézy

Spermiogenéza prebieha V stoCenych semenotvornych kanalikoch semennikov (tubuli

seminiferi contorti, obr. 44). Na periférii semenotvornych kanalikov kontinualne prebieha faza
mnozenia — intenzivne mitotické delenie spermiogoénii.
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Nad vrstvou spermiogoénii (smerom do limenu semenotvorného kanalika) prebieha
rastova faza — nachadzajl sa tu primarne spermatocyty, ktoré pribrali zasobné latky a zvacsil
sa ich objem.

Sekundérne spermatocyty, ktoré vznikli I. meiotickym delenim sa nachédzaju v d’alsej
vrstve, nad nimi st spermatidy a do lumenu kanalika vy¢nievaju bi¢iky spermii, ktoré
prekonavaju spermiohistogenézu (faza zretia).

e Obr. 44. Prierez semenotvornym kanalikom — podla Stancka (1 — membrana propria,
2 —spermie v styku so Sertoliho bunkami, 3 — spermiohistogenéza, 4 — spermatidy,
5 — instersticidlne Leydigove bunky, 6 — spermiogénie, 7 — sekundarne spermatocyty,
8 — primarne spermatocyty, Sertoliho bunka s jadrom)

8.3 Oogenéza

Oogenéza zacina uZ vo vcasnych Stadidch intrauterinného vyvoja v korovej vrstve
vajeCnika. Primarny oocyt obali vrstvicka epitelovych folikulovych buniek a vytvori sa
primordialny folikul. Do narodenia prebehne vo vSetkych oocytoch profaza I. meiotického
delenia — az do diploténneho $tadia. Potom, az do puberty, zostavaju v kl'ude.

Jednotlivé oocyty sa dalej vyvijaju (od puberty) v mesacénych cykloch. Folikuly
zaCinaju rast — mnoZenim folikulovych buniek vznikne viacvrstvovy epitel a vytvori sa
sekundarny folikul. Potom rozostipenim folikulovych buniek vznika folikul s dutinkou, ktory
sa nazyva tercialny folikul, v iom sa oocyt nachadza excentricky v kop¢eku buniek — cumulus
oophorus. Folikul s vel'kou dutinkou sa nazyva zrely Graafov folikul (obr. 45). V fiom oocyt
dokon¢i 1. meiotické delenie a prejde profazou a metafazou I1. meiotického delenia. Vtedy
dochadza k ovulécii. II. meiotické delenie je dokoncené aZ po oplodneni (ak k nemu dojde).

Prvym meiotickym delenim vznikaju dve nerovnocenné bunky: sekunddrny oocyt
apolové teliesko (ktoré sa moze rozdelit). Druhym meiotickym delenim vznikne vajicko
a druhé polové teliesko (obr. 46).
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* Obr. 45. Schéma Graafovho folikulu — podl'a Staneka (1 — membrana granulosa, 2 — zona
pellucida, 3 — sekundarny oocyt, 4 — corona radiata, 5 — cumulus oophorus, 6 — cavum foliculi,
7 — theca foliculi interna, 8 — theca foliculi externa)
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* Obr. 46. Schéma oogenézy

V ovériach novorodeného dievcatka sa nachadza priblizne 2,6 miliéna oocytov, v
priebehu reprodukéného veku ich dozrie asi 400, ostatné s odstranené apoptoézou.

Oogenéza trva priblizne od 4. mesiaca intrauterinného vyvoja do 45. - 50. roku veku
zeny. Vyvoj konkrétneho oocytu méze teda trvat’ aj niekol’ko desiatok rokov, ¢im sa zvysuje
pravdepodobnost’ nondisjunkcie v I. meiotickom deleni a tym riziko narodenia sa dietata s
nadpocetnym chromozdémom (obr. 47).

Spermiogenéza je kontinualny proces, ¢o sa odraza v tom (ako ukazali rozsiahle Stadie),
ze len do 7 % spermii nesie mutaciu a so stipajiicim vekom sa skor zniZuje pohyblivost’ spermii
a nedochadza k nérastu poctu mutacii.

Oogenéza je proces rozdeleny na fazy a dlhé casové obdobia, ¢im sa zvySuje
pravdepodobnost’ poruchy mechanizmov delenia a tym aj vzniku aneuploidii.
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* Obr. 47. Vek matky a riziko narodenia sa dietat’a s nadpocetnym chromozémom
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9 CHROMOZOMOVE ABERACIE

Pri cytogenetickej analyze sa v karyotype mozu zistit’ rozne odchylky, ktoré v klinickej
genetike nazyvame chromozomové aberacie. Tykaju sa zmeny Struktary alebo poctu
chromozémov. Tieto zmeny su vel'mi zavazné, pretoze mézu podmienovat’ patologické stavy.

Chromozomové aberiacie podla charakteru odchylky delime na numerické
a Struktidrne. Podl'a toho, ktoré chromozomy su aberaciou postihnuté rozoznavame aberacie
autozdmov a gonozomov.

Vsetky chromozomové aberacie st vel'ké zmeny genetického materidlu vznikajuce
mutéciou. Zopakujeme si, ze podla druhu buniek, v ktorych mutacie nastanud, rozdel'ujeme
mutacie na:

e gametické, ktoré sa nachadzaju uz v gamétach (zdedené alebo vzniknuté de novo)
a prenasaju sa na vSetky bunky potomka, ktory vznikne po fertilizécii takouto gamétou;

e somatické, ktoré vznikaji na roznej tirovni postzygotického vyvoja jedinca (postzygotické
mutacie). Prenasaju sa len na tie bunky, ktoré vznikni mitotickym delenim postihnute;j
bunky (klon, linia). Mutacia sa teda vyskytuje len u ¢asti buniek, ktoré tvoria telo jedinca.
Tento stav, ked st v organizme pritomné dve alebo viac bunkovych linii s réznou
chromozomovou vybavou sa nazyva mozaicizmus.

9.1 Numerické chromozomové aberacie

Pri tychto aberaciach je pocet chromozémov v somatickej bunke odlisny od diploidného

poctu (2n), ktory sa nazyva aj euploidia. Rozdel'ujeme ich na:

e polyploidie, pri ktorych ide o nadpocetnost’ uplnych chromozomovych sad, napr. triploidia
(3n — 69 chromozomov) alebo tetraplodia (4n — 92 chromozémov);

e aneuploidie, pri ktorych sa pocet chromozémov odliSuje od euploidie, ale nie je celym
nasobkom haploidného poctu. Vysledny pocet chromozémov je najéastejSie 46 + 1. Ak ide
0 zvySeny pocet uréitych chromozémov (hyperdiploidia) hovorime o polyzdémii,
najCastejsie st to trizomie (tri chromozoémy urcitého typu — namiesto dvoch, ako je to
normalne). Ak jednd o znizeny pocet chromozomov (hypodiploidia) hovorime
0 monozomii.

9.1.1 Polyploidie

U ¢loveka sa najcastejSie vyskytuje triploidia a tetraploidia. Su relativne Casté
u v€asnych samovol'nych potratov (najma triploidia), nie st vSak zluciteI'né so zZivotom.

Triplodia je vaésinou dosledkom viacnasobnej fertilizacie (oplodnenie jedného oocytu
dvoma spermiami). Mo6Ze byt vSak aj dosledkom patologicke] gametogenézy (vznik
diploidného oocytu alebo spermie) alebo nevypudenia 2. polového telieska z oplodnené¢ho
oocytu. Triploidia tvori 17 - 20 % z chromozémovych aberacii zistenych u vcasnych potratov.
Narodenia sa vS§ak doZiju ojedinele a novorodenci preZivaji nanajvys niekol'’ko hodin aZ dni (ak
sa im vyvinula predizena miecha).

Tetraploidia vznika najcastejSie endoreduplikaciou (opakovanou S-fazou) pri prvom
mitotickom deleni zygoty, pripadne sa mdze tieZ jednat’ o dosledok viacnasobnej fertilizacie.
Tento stav je u l'udi nezlucitel'ny so zivotom uz vo v¢asnych stadiach embryogenézy.

9.1.2 Aneuploidie

Aneuploidie vznikaju:
e nondisjunkciou v anafaze 1. alebo 2. meiotického delenia. Pretoze sa chromozoémy od seba
neoddelia, vznika jedna dcérska bunka s 24 a druha s 22 chromozémami (obr. 48);
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e anafizovym zaostavanim V priebehu 1. alebo 2. meiotického delenia. Pri tejto poruche sa
pocas anafazy jeden z paru homologickych chromozémov nedostane k centrozému a strati
sa vV cytoplazme. Vznika jedna bunka s 22 a druha s 23 chromozémami;

e poruchou parovania homologickych chromozémov Vv profaze 1. meiotického delenia. Ak
nedojde k parovaniu, vznikaji univalenty, pripadne parcialne asynaptické bivalenty, ktoré
sa v d’alSom priebehu meidzy stracaji a zapri¢inia vznik aneuploidnej gaméty.
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* Obr. 48. Nondisjunkcia v 1. a 2. meiotickom deleni

Aneuploidie sa mdézu tykat' kazdého chromozomu. VSeobecne plati, Ze nadbytok
genetickej informacie je organizmom lepSie tolerovany ako jej chybanie, a ze aneuploidie
autozoémov maju zdvaznejSie dosledky ako aneuploidie gonozoémov.

Monozémie autozomov su nezluCitelné so Zzivotom uz vo vcasnych Stadiach
embryogenézy. Jedind so zivotom zlucitelnd monozdmia u €loveka je monozoémia X, ktora
sposobuje Turnerov syndrém. Z nich 99 % prenatalne zahynie, avSak u 1 % prezivajicich
dievéat (jednad sa prevazne o mozaikovi formu) paradoxne podmiefiuje pomerne lahké
postnatalne postihnutie.

Trizomie vel'kych chromozdmov (s velkym poctom génov) maji zdvaznejSie negativne
dosledky ako trizomie malych chromozomov.

Chromozémové aberacie ako pri¢ina samovolnych potratov maju délezita wlohu.
Najvyssi vyskyt najtazSich foriem aberdcii sa predpokladd v prvych dvoch tyzdiioch
intrauterinného vyvoja, a su potratené skor, ako je gravidita klinicky diagnostikovana. Po
diagnostikovani gravidity sa chromozémové aberacie v I. trimestri vyskytuju az u50 %
vySetrenych samovolnych potratov (toto ¢islo sa udava pri pouziti metod klasickej
cytogenetiky, pri pouziti FISH je eSte vysSie). NajcastejSie ide (okrem polyploidii) o trizémiu
chromozému 16 a monozémiu X, mozu sa vSak vyskytovat’ vSetky trizomie okrem trizomie
chromozomu 1 (o ktorej sa predpoklada, Ze je letdlna uz na trovni gamét).

V d’alSom vyvoji, dosledkom prirodzenej selekcie, klesd u samovol'nych potratov
a mftvonarodenych novorodencov percento chromozémovych aberacii (obr. 49).

Pre Vasu orientaciu — ak dojde k imrtiu zadrodku alebo plodu do 28 tyzdna gravidity
hovorime o samovol'nom potrate, ak po 28. tyzdni — ide o mftvorodeny plod. S postupujicou
graviditou sa zuzuje aj spektrum typov zachytenych aberacii, Co je tiez dosledkom selekcie —
¢im je zarodok (plod) tazsie postihnuty, tym skor zahynie a je potrateny alebo predcasne
porodeny ako mftvorodeny novorodenec.

Jednym z faktorov, ktoré vyrazne zvysSuju pravdepodobnost vzniku numerickych
aberacii, je vek matky nad 35 rokov (stupajtce riziko nondisjunkcie v 1. meiotickom deleni),
ako je uvedené v kapitole 8 o gametogenéze. Niektori odbornici sa nazdavaju, ze ak je zena
starSia ako 40 rokov, az 1/3 jej vaji¢ok mé abnormalny pocet chromozémov.

Fenotypové prejavy chromozémovych aberacii su zavazné a viacsinou zahffiaju aj rozny
stupent psychomotorickej retardacie. Vytvaraji komplex priznakov a abnormalit (syndréom),
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ktoré su charakteristické pre konkrétnu chromozémovu aberaciu, aj ked’ sa niektoré z nich
vyskytuju aj u viacerych syndromov.
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e Obr. 49. Frekvencia chromozomovych aberacii u potratov, mftvonarodenych (6 %)
a zivonarodenych plodov (0,6 %)

9.1.2.1 NajcastejSie numerické aberacie autozomov

Downov syndréom (vyskyt 1:700 zivonarodenych novorodencov) je podmieneny
trizomiou chromozoému 21 (obr. 50). Medzi fenotypové prejavy patri psychomotoricka
retarddcia, hypotonia svalov a hyperflexibilita kibov, opicia ryha na dlani, Siroka plocha tvar,
velky jazyk, epikantus (o¢né riasa), vrodené vyvojové chyby srdca, nadchylnost’ k infekciam
a nddorovym ochoreniam (leukémia). Forma Downovho syndromu spdsobena volnym
nadpocetnym chromozémom 21 vo vsetkych bunkach jedinca sa nazyva trizomicka (vol’'na)
forma. Okrem tejto formy pozname mozaikovi formu a transloka¢nu formu Downovho
syndromu (vysvetlenie d’alej v texte).
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* Obr. 50. Karyotyp pri trizomii 21

Pri¢inou najfrekventovanejSieho vyskytu Downovho syndrému u novorodencov nie je
to, Ze by sa poruchy meiozy tykali najcastejSie chromozému 21. Vznik aneuploidii autozomov
je rovnako pravdepodobny a vicSinou uz prenatdlne spOsobuje so Zivotom nezlucitelné
poskodenia. Hlavnym postihnutim pri Downovom syndréme st vrodené vyvinové chyby srdca,
ktoré vsak vacSinou neobmedzuju prenatilne prezivanie. U plodu nemusi zlyhat' srdcovo-
cievna sustava, pretoZe ma vytvorené arterio-vendzne spojky a krv pradi cez placentu. Po
porode sa tieto spojky uzatvaraju.
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U dalSich najéastejSich aneuploidii autozomov st v prevahe VVCH mozgu atie

rozhoduju o dlzke prezivania.

Patauov syndrém (I : 10 000) je podmieneny trizOmiou chromozému 13 (obr. 51).
Medzi fenotypové prejavy patri psychomotoricka retardacia, hluchota, razstep pery a podnebia,
polydaktylia, vrodené vyvojové chyby srdca, obliciek a pohlavnych organov. Postihnuti
novorodenci va¢§inou umieraju do konca 1. mesiaca zivota.
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* Obr. 51. Karyotyp pri trizomii 13
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Edwardsov syndrom (1 : 7 500) je podmieneny trizomiou chromozému 18 (obr. 52).
Medzi fenotypické prejavy patri psychomotoricka retardacia, malformécie mnohych orgénov,
hypopléazia mandibuly, malé Gista a nos, deformity prstov, pes equinovarus. Postihnuti umieraju

viacsinou do pol roka po narodeni.
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* Obr. 52. Karyotyp pri trizomii 18

Numerické aberacie ostatnych autozémov su zriedkavé. Ak sa vyskytuju, nachadzaji sa
vacsinou v mozaikovej forme, pretoZe pritomnost’ normalnej bunkovej linie ma zried'ovaci
vplyv na zavaznost fenotypovych prejavov. Zavaznost postihnutia stvisi s tkanivovou
distribiciou a percentom zastiipenia patologicke;j linie.

Mozaikova forma chromozomovej aberdcie moze vzniknit' pri mitotickom deleni
V postzygotickom obdobi, nasledkom nondisjunkcie alebo anafazovym zaostavanim. Ddsledky
anafazového zaostavania a vzniku mozaiky mézu byt rdzne (obr. 53). Ak prebehne v jednej
z blastomér, ktoré vznikli mitotickym delenim trizomickej zygoty, nastava zried’'ovaci efekt
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a jedinec s mozaikovou formou (napr. Downovho syndromu). Ma tym miernejSie klinické
prejavy, ¢im skor anafdzové zaostavanie nastalo, ¢ize ¢im je pocetnejSia populécia buniek
s normalnym poc¢tom chromozémov. Naopak, po anafdizovom zaostavani a strate chromozému
X v niektorej z blastomér pochadzajucich z normalnej zygoty s gendémom 46,XX — vznikne
mozaikova forma monozoémie X. Zeny s touto formou Turnerovho syndromu maji tym mensie
klinické priznaky, ¢im neskor sa to stane.

\AZ \AZ

blastomery
Mozaika Mozaika
u Downovho u Turnerovho
SY. SY.

* Obr. 53. Vznik mozaikovej formy chromozomovej aberacie

9.1.2.2 Numerické aberacie gonozémov

Turnerov syndrém (1 : 1 000) podmiefiuje monozémia X. Zeny maju mala postavu,
su sterilné, nemaju vyvinuté primarne a sekundarne pohlavné znaky, na krku maji koznu riasu
(pterygium colli). U tohto syndromu je vyrazna diskrepancia medzi zavaznost'ou postihnutia
prenatalne a postnatalne. Aj ked’ sa 99 % z nich potraca alebo sa narodia mftve, postnatalne
postihnutie je relativne 'ahké (obr. 54).

* Obr. 54. Turnerov syndrom prenatalne a postnatalne

Syndrom s tromi X chromozémami (1 : 1 000) ma karyotyp 47, XXX. Tieto zeny st
plodné (s 50 % pravdepodobnostou teda prenasaju nadpocetny chromozoém na svoje
potomstvo), CastejSie sa vSak u nich vyskytuju potraty. Byvaji mierne mentélne retardované.

Klinefelterov syndrém podmieniuje karyotyp 47,XXY (1 : 1 000). Postihnuti muzi az
do dospievania nemusia mat’ problémy. Nositelia tohto syndromu st neplodni, maj poruchy
vyvoja genitalu, gynekomastiu, zensky typ pubického ochlpenia, vysokt postavu. Mozu byt’
mentélne retardovani.
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Syndrom (Jacobsovej) s dvomi Y chromozomami podmienuje karyotyp 47, XYY (1 :1
000). Muzi nemévaji zdvazné fenotypové prejavy.

9.2 Strukturne chromozomové aberacie

Struktirne aberacie chromozémov st zmeny v organizacii genému, teda zmeny

Struktary jedného alebo viacerych chromozémov.

Vznikaju chromozémovym zlomom (prerusenim kontinuity chromozomu) alebo
poruchou crossing-overu.
Pri nerovnomernom (inekvalnom) crossing-overe nastane zdvojenie tiseku v jednom

a jeho chybanie v druhom chromozéme. Porucha moze nastat’ aj pri parovani chromozdémov.

K zmene Struktury chromozému tiez dochédza pri parovani nehomologickych chromozémov

a vymene usekov medzi nimi, pripadne laterdlnym parovanim univalentu,

Medzi Struktirne chromozémové aberacie patria:

e delécie je strata Casti chromozomu. Ak chyba koncovy usek nazyva sa terminalna, ak
nastane vo vnutri chromozému ide o intersticialnu deléciu. U novorodencov je
najcastejSou Struktirnou aberaciou delécia terminalneho useku p ramienka chromozému 5
(obr. 55), ktora podmieniuje syndrom macacieho kriku (cri du chat). U postihnutého sa
prejavuje tazkou psychomotorickou retarddciou a anomadliou vyvoja hrtana, ktora
zapricinuje typicky plac;
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* Obr. 55. Syndrom macacieho kriku (karyotyp)
e duplikacie — zdvojenie useku chromozomu;

e inverzie — otoCenie segmentu chromozoému o 180°. Ak sa tyka tseku bez centroméry,
nazyva sa paracentricka, ak invertovana Cast’ zahffia centroméru, ide o pericentricku

inverziu (obr. 56);
a b

* Obr. 56. Schéma paracentrickej (A) a pericentrickej inverzie (B)
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e prstencovity chromozom sa vytvori, ak nastani zlomy a strata ¢asti na oboch koncoch
chromozémov a zvySok chromozému sa uzavrie do prstenca (obr. 57);

-0

* Obr. 57. Schéma prstencovitého chromozému

e izochromozém vznikne, ak sa sestersk¢ chomatidy od seba neoddelia v centromére
pozdizne, ale prie¢ne. Vzniknu tak dva mediocentrické chromozémy, z ktorych sa jeden
skladd z dvoch dlhych a druhy z dvoch kratkych ramienok. Ide o sucasnt duplikaciu
jedného ramienka a deléciu druhého ramienka (obr. 58);

VY

¢ Obr. 58. [zochromozoém

e translokacie nastant, ak sa usek chromozomu premiestni z jednej lokalizcie na druhu.
Moze ist’ o jednoduchu translokaciu, pri ktorej sa ¢ast’ chromozému premiestni na iné
miesto toho istého chromozomu alebo na iny chromozém. Ak si dva chromozomy vzajomne
vymenia urc¢ité Useky, hovorime O reciprocnej translokacii (obr. 59). Zvlastny typ
translokacie je Robertsonovska translokacia (obr. 60). Ide o spojenie dvoch
akrocentrickych chromozémov (chromozémy skupiny D a G) v centromére do jedného
metacentrického alebo submetacentrického chromozoému.

gt Ml

e s i

l4q21q

* Obr. 59. Recipro¢nd translokacia * Obr. 60. Robertsonovska translokacia
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Dosledky Struktarnych aberdcii chromozomov zavisia od typu aberdcie, od jej
lokalizacie na chromozome a 0d jej rozsahu. Nemusi nastat’ ani zmnozenie ani strata genetickej
informacie (translokacie, inverzie). V takomto pripade ide o vyvazené (balansované)
chromozomové prestavby, ktorych nositelia nemusia mat’ ziadne fenotypové prejavy.

Ak nastdva zmena v mnoZzstve genetického materidlu, ide o nevyvazené
(nebalansované) chromozomové prestavby a U nositelov nastdvaji fenotypové prejavy.
Nevyvazené prestavby vznikaju bud’ ako mutacie de novo, alebo sa objavuju ako dosledok
segregacie chromozémov V priebehu gametogenézy U nositel’ov vyvaZenej prestavby.

Nositelia vyvazenej prestavby vytvaraji gaméty bez prestavby, gaméty s balansovanou
prestavbou, ale aj gaméty s nevyvazenou prestavbou. Po oplodneni gaméty s nevyvazenou
prestavbou moze vzniknut’ stav nezlucitelny so Zivotom alebo déjde k narodeniu postihnutého
dietat’a.

Napr. nositel’ balansovanej Robertsonovskej translokacie 14/21 (obr. 61) méze utvarat
gaméty (obr. 62):

e normalne, bez prestavby (a);

e bez chromozému 14 (po oplodneni vznikne zygota s monozémiou 14, je to stav
nezlucitel'ny so zivotom, ktory zapric¢ini samovol'ny potrat) (b);

e bez chromozomu 21 (po oplodneni vznikne zygota s monozomiou 21, je to stav
nezlucitel'ny so zivotom, ktory zapri¢ini samovol'ny potrat) (c);

e sbalansovanou prestavbou (po oplodneni vznikne zygota s identickym nalezom ako ma
rodi¢ — nositel’ balansovanej prestavby) (d);

e Snadpocetnym chromozémom 21 (po oplodneni vznikne zygota s trizomiou 21 — vznika
translokacnd forma Downovho syndromu (obr. 63), ktora sa klinicky neodliSuje od tzv.
vol'nej formy (Cize trizomickej) — 47, +21 (e);

e snadpocetnym chromozémom 14 (po oplodneni vznikne zygota s trizomiou 14, je to stav
nezlucitel'ny so zivotom, ktory zapric¢ini samovol'ny potrat) (f).
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* Obr. 61. Vyvazena translokacia 14/21
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At

laryotyp nositel'a balansovane trandlolAcie 14/21 (chromozimy 14 Eervene a 21 modre)
a b C d E f
gaméty (a — ), wysvetlenie v texte

* Obr. 62. Gametogenéza u nositel’a balansovanej translokacie 14/21
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* Obr. 63. Nevyvazena translokécia 14/21

So zivotom (po oplodneni normalnou gamétou) su v tomto pripade zlucitelné len tri
kombinacie chromozémov v gamétach (a, d, e). Ostatné kombinacie (b, c, f) veda k potrateniu
konceptu.

Zo Zivotom nezlucitelné kombinacie chromozémov v gamétach nositela vyvazenej
translokacie 14/21:
e gaméta bez chromozému 14, po oplodneni vznikd zygota s monozomiou 14 (b);
e gaméta bez chromozému 21, po oplodneni vznikd zygota s monozomiou 21 (c);

e nevyvazend prestavba obsahujuca dva chromozomy 14, po oplodneni vznikd zygota
S trizomiou 14 (f).

Zo zivotom zluciteI'né kombindcie chromozomov v gamétach nositela vyvazenej
translokacie 14/21:

e kombinécia bez chromozémovej prestavby (a);
e vyvazena prestavba bez naslednych fenotypovych zmien po oplodneni (d);

e nevyvazena prestavba obsahujuca dva chromozoémy 21, po oplodneni vzniké translokacna
forma Downovho syndromu (e).

Nositel' vyvazenej prestavby 14/21 mé teda teoretické riziko 33 %, Ze sa mu narodi
dieta s Downovym syndromom (prendsa svoju vyvazenu prestavbu na potomstvo vo vyvazenej

forme). Empirické riziko (zistené vyskumom vyskytu v skutocnosti) je vsak menSie ako
teoretické riziko (5 - 10 %).
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Pretoze sa Robertsonovska translokdcia moze tykat vSetkych akrocentrickych
chromozémov (napr. 14/13, obr. 64), méze dojst’ aj k narodeniu diet’at’a s transloka¢nou formou
Patauovho syndrému ak je do prestavby zapojeny chromozém 13.

* Obr. 64. Vyvazena translokacia 14/13

Ak sa jedna o balansovanu translokaciu homologickych chromozémov (napr. 21/21), nositel’
nemoze tvorit normélne gaméty — tvori bud’ gaméty s obidvomi homologickymi
chromozémami (v pripade translokacie 21/21 vznikne po oplodneni transloka¢nd forma
Downovho syndromu, obr. 65, so 100 % rizikom) alebo gaméty nulizomické, ¢o po oplodneni
spdsobi so zivotom nezluditelni monozémiu autozémov. Nositel vyvazenej prestavby
homologickych chromozémov teda nemdze mat’ zdravé potomstvo.
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* Obr. 65. NevyvaZzena translokacia 21/21
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10 REPARACNE MECHANIZMY A SYNDROMY SO
SPONTANNOU INSTABILITOU CHROMOZOMOV

10.1 Oprava DNA

Vznik poskodeni DNA vyvolava: fyzikalne Zziarenie, chemické latky (mutagény)
a biologické faktory (niektoré virusy) (viac v kapitole 7. mutagenéza), ale aj niektoré potraviny
aich tuprava (konzervaéné latky, vyprazanie, udenie), fajCenie a alkohol. Endogénne
a exogénne faktory neustdle poskodzuji DNA. Napriek tomu, Ze mutdcie mali obrovsky
vyznam vo fylogenéze, vac¢sina z nich nepriaznivo pdsobi na bunku. Odhaduje sa, ze u ¢loveka
je potrebné opravit’ kazdy den v kazdej bunke niekol’ko tisic poskodeni DNA. VacSina tychto
chyb je iba do€asna, pretoze su okamzite opravované.

Pocas evolucie sa museli vyvinut’ systémy, schopné opravit’ alebo aspon tolerovat
poskodenie DNA v bunke. Nazyvaji sa opravné — repara¢né mechanizmy a ich ulohou je
odstranenie chyb DNA vzniknutych v priebehu replikacie, rekombinacie alebo po posobeni
faktorov vonkajsSieho prostredia. Pokles aktivity reparanych enzymov je sprievodnym znakom
starnutia.

Repara¢né mechanizmy sa nachadzaju u vSetkych doteraz testovanych organizmov, od
jednobunkovych az po cloveka, priCom aj najjednoduchsSie organizmy ich maji pomerne
zlozité. U T'udi bolo identifikovanych priblizne 150 génov zodpovednych za reparaciu DNA.
Tieto gény sa v minulosti volali ,,reparatové™ a strata alebo znizenie ich aktivity sekundéarne
viedlo k zvySenému vyskytu mutacii = k zniZeniu ich oprav.

Existuju rozne poskodenia DNA, ktoré sa reparuju prislusnymi Specializovanymi
drahami, z ktorych kazda je nasmerovana na opravu len ur¢itého typu poskodenia DNA (tab.
10).

e Tab. 10. Reparacné mechanizmy

Priama oprava DNA poskodenia | - enzymaticka fotoreaktivécia

- oprava sporovych fotoproduktov

- oprava alkylovanych baz a alkylfosfotriesterov
pomocou alkyltransferazy

- ligacia zlomov retazcov DNA

Excizia DNA poSkodenia - bazova excizna oprava
- nukleotidova excizna oprava
- orava chybne sparovanych baz (“Mismatch” oprava)

Tolerovanie poSkodenia DNA - obidenie poskodeného tiseku DNA s vytvorenim
medzery a rekombinacia
- translézna syntéza DNA (SOS reparacia)

Pre existenciu Zivota je doleZita ,,neomylnost™ replikacie a oprava ndhodne vzniknutych
chyb. Reparacia DNA zahfiia vSetky bunkové procesy, ktoré sa podielaji na odstrdneni
poskodenych, nevhodnych alebo chybne sparovanych bdz z genomu zivych buniek. Vsetky
typy buniek obsahuju reparacné enzymy, ktoré su schopné opravit’ posSkodent DNA. VacSinou
st tieto enzymy induktibilné a bunka ich produkuje po signdle informujicom o pritomnosti
mutagénu alebo po poskodeni DNA.

Pokles aktivity reparacnych enzymov a poruchy reparacnych mechanizmov mézu mat’
na bunku nielen kratkodobé dosledky ako napr. fyziologickéd disfunkcia (redukcia bunkove;j
proliferacie), abnormdlny vyvoj a metabolizmus (znizenie génovej expresie), ale aj dlhodobé
nasledky — porucha signalnych funkcii, starnutie, vznik nadorovych ochoreni, apoptoza a st
Casto pricinou alebo vedu k vzniku syndrémov so spontannou instabilitou chromozémov.
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Pri oprave DNA maju ulohu produkty piatich opravnych ciest:

e MMR (methyl-directed mismatch repair) — oprava chybne sparovanych baz — suvisi
s génmi MSH 2, 3, 6, MLHI1, PMS1a PMS2.

¢ NER (nucleotide-excision-repair) — nukleotidova excizna oprava — suvisi s génmi XPA az
ZPG

e BER (base excision repair) — bazova excizna oprava

e DSB (double-strand break repair) — oprava dvojretazcovych zlomov

e DR (direct reversion) — priama obnova poSkodenia

Z hladiska doby posobenia je mozné reparacné mechanizmy rozdelit’ na dve skupiny
a to posobiace pocas a po replikacii DNA.

10.1.1 Oprava DNA pocas replikacie a hned’ po nej

Repara¢ny mechanizmus pdsobi uz v priebehu replikacie DNA, pretoze samotna DNA
polymeréza zabranuje vzniku mutécii. Je to vel'mi presne pracujlici enzym. Pri syntéze DNA je
vzhl'adom na jej rychlost’ obrovsky potencial na vznik chyb pri parovani baz. Redlna chybovost’
je iba jedna chyba na miliardu baz, vd’aka kontrolnym mechanizmom pocas replikacie
I bezprostredne po nej. Takmer vSetky DNA polymerazy maju schopnost’ opravovat’ nespravne
priradené bazy vsmere 3-5', ¢o sa oznacuje ,self-proofreading aktivita“ (,.kontrolné
¢itanie®). Enzym postupuje po retazci a priddva na zaklade komplementarity jednotlivé
nukleotidy. Predtym ako konkrétny nukleotid zabuduje, skontroluje, ¢i naviazanie
predchadzajiceho nukleotidu vyhovuje pravidlam komplementarity (A-T, G-C). Pri chybe je
polymeraza schopna rozstiepit' fosfodiesterovii vézbu a vlozit' spravny nukleotid. V nasom
genome ale existuju miesta, kde DNA polymeraza urobi chybu s vd¢Sou pravdepodobnostou.
Su to napriklad Gseky s opakovanim jednej bazy AAAAA, napriklad poly(A)-chvost. DNA
polymerdza sa mdze ,,poSmyknut™ a v€lenit’ o jednu bazu viac alebo naopak o jednu bazu
menej.

U baktérii sa na oprave DNA podiel’ajid DNA polymerazy II, IV a V. U eukaryotickych
je najdolezitejSia DNA polymeraza f3.

Bezprostredne po ukonceni replikdcie urcitého useku DNA nasleduje eSte jedna
korekcia. Tento typ opravy sa nazyva oprava chybne sparovanych baz (tzv. mismatch repair),
ktora dokaZze odhalit’ mnoho chyb, ktoré unikli kontrole DNA polymerazy. Ak je napriklad
Sparovany guanin s adeninom Specializovana skupina enzymov rozozna templatovy DNA
retazec a vymeni bazu za spravnu.

Rekombinaé¢na oprava nastava vtedy, ked’ dojde k zlomu DNA ret'azcov. V takomto
pripade sa narusi celistvost DNA a nejaky usek DNA sa mdZe dokonca aj stratit’. PretoZe
existuje viac typov mechanizmov zlomu DNA, existuje aj viac podtypov rekombinacnej
opravy. Medzera v§ak musi byt’ zacelena podl'a komplementarneho rodicovského vldkna, ktoré
uz medzitym bolo tiez zreplikované. Ulohou tohto typu opravy je teda dosyntetizovanie
chybajticeho tseku a zacelenie DNA. Rekombina¢nu opravu d’alej delime na:

e homologicki rekombinaciu, ktora zaceli zlomeni DNA tak, Ze pomocou druhej kopie
DNA komplikovanymi procesmi posklada chybajuci isek DNA;

e nehomologicki rekombinaciu, ktord spoji zlomené konce DNA, ak nedoslo k strate
vel'kého tseku DNA.

10.1.2 Oprava DNA mimo obdobia replikacie a repara¢né mechanizmy

Ostatné reparacné mechanizmy st zacielené na rozpoznanie chybného parovania baz
a vymenu samotného nukleotidu v dvojvlaknove; DNA, ktora je uz zreplikovana alebo
mutovana. Rozsiahle poSkodenie DNA zvi¢Sa bunka riesi skor apoptdzou, nez by mala plytvat’
Cas a prostriedky na opravu mnoZstva mutécii, alebo riskovat transformaciu bunky na malignu.
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Existuju dve zakladné podmienky, kedy bunka spusti opravu DNA — poskodenie nesmie
zasiahnut' gény riadiace a kontrolujuce reparacny mechanizmus a poskodenie nesmie
presiahnut’ rozsah 1 000 bp. V zasade plati, ze mensie poSkodenia sa reparuju pred replikaciou
a vicsie poskodenia po replikacii.

10.1.2.1 Priama oprava poskodenia — fotoreaktivacia

Aby u zivych organizmov nevznikali mutacie po kazdom nepriaznivom vplyve UV
Ziarenia, vytvoril sa v bunkach mechanizmus, ktory opravuje takéto poskodenia. Doposial’ boli
opisané tri spoOsoby fotoreaktivacie ato priama, nepriama a senzitizovand. Najviac
prestudovana je priama. UV ziarenie prenikd do buniek koze a poskodzuje DNA. Poskodenie
DNA sa prejavi vytvorenim diméru medzi susednymi badzami jedného DNA vlékna, ¢o je
problém pri replikécii a transkripcii. Je to jediny mechanizmus, ktory vyuziva na opravu svetlo
a iba jeden enzym, nazvany fotolyaza. Aktivuje sa svetlom o vinovej dizke 340 - 400 nm. Tento
mechanizmus pracuje bezchybne a opravuje tyminové diméry, ktoré vznikaja v DNA po
posobeni UV ziarenia (obr. 66). Podobné diméry mdze vytvarat' aj cytozin. Fotolydza sa
naviaze v tme na tyminovy dimér. Cez deii jej kofaktory FADH2 a pterin absorbujt svetlo, tym
dojde k aktivacii enzymu a priamo k rozstiepeniu tyminového diméru. K fotoreaktivacii
dochadza aj v RNA.

Priamu opravu chyb vznikajucich po pdsobeni alkylaénych ¢inidiel zabezpecuje OS-
metylguanin-DNA-metyltransferaza, ktord opravuje bazy O°®-guanin a O*tymin. Tento
enzym sa nazyva aj samovrazedny, lebo po preneseni jednej alkylovej skupiny sa nevratne

inaktivuje.
A
\ 7\
O
l*,"Qx

AATCGCTTGGATTG
TTAGCGGGCCTAAC

fotolyaza
AATCGCTTGGATTG
TTAGCGGGCCTAAC

e Obr. 66. Fotoreaktivacia

10.1.2.2 Excizna oprava

Dal$im typom opravy je excizna oprava, pri ktorej ddjde k odstraneniu poskodeného useku.
Jeden z retazcov vSak musi byt nepoSkodeny a poskodenie musi byt' len malé. Zahina tri
zakladné kroky: vystiepenie poskodené¢ho tseku z DNA, oddelenie poSkodenych usekov
a syntézu novych usekov.

Bazova excizna oprava — opravuje poskodené bazy, ktoré vznikaju hlavne
endogénnymi oxidativnymi posSkodeniami DNA. Enzym DNA-glykozyldza je schopna
rozpoznat nespravnu bazu (najCastejSie uracil nachadzajuci sa v DNA), uracil-N-
glykozylaza rozstiepi N-glykozidova vdzbu, ktorou je baza viazana na deoxyribézu a nahradi
ju cytozinom. Tymto mechanizmom sa mdzu opravovat chyby vzniknuté metylaciou,
pripadne samovolnou deaminaciou adeninu na hypoxantin ¢i cytozinu na uracil. Vznikne
apurinové alebo apyrimidinové miesto, oznacujeme ho AP. AP endonukleaza ho najde, napoji
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sa nan a rozstiepi fosfodiesterovu vizbu. V DNA vznikne zlom,
DNA-deoxyribofosfodiesterdza odStiepi jeden nespravny nukleotid, ktory nasledne DNA
polymeraza doplni za spravny na zaklade komplementarity. DNA ligdza na zaver spoji ret'azce
vytvorenim fosfodiesterovej vizby.

Nukleotidova excizna oprava — tento opravny mechanizmus sa anglicky nazyva
nucleotide excision repair — NER, ¢o modzeme prelozit' ako ,,mechanizmus vystrihujuci
poskodené¢ miesto z DNA®“. Odstraiuje rozsiahlejSie poskodenia, vacSinou spdsobené
environmentalnymi faktormi. Predstavuje d’alSiu moznost’ ako opravit’ pyrimidinové diméry. V
tomto pripade su dblezité¢ endonukleazy, ktoré ako noznice nastrihni poskodeny tisek DNA po
oboch stranach v urcitej vzdialenosti od miesta poskodenia. U E. coli su to endonukledzy Uvr
A, B, C, D a u ¢loveka XPA — xeroderma pigmentosum. Tym je z molekuly DNA vyStiepeny
oligonukleotid obsahujici dimér. Nésledne sa u baktérii pomocou DNA polymerazy I
dosyntetizuju chybajuce nukleotidy, ¢im doéjde k zaplneniu medzery. Opravny proces konci
posobenim DNA-ligdzy ako pri badzovej excizii. Poruchy v tychto exciznych mechanizmoch
mozu viest’ ku chorobe nazyvanej xeroderma pigmentosum, ktora je prekancerdzou.

10.1.2.3 Tolerovanie po§kodenia DNA - SOS reparicia

U baktérii je dobre preStudovana tzv. SOS oprava. Nastava v pripade rozsiahleho poskodenia
DNA. V bunke sa najprv zastavi bunkovy cyklus a spustia sa opravné mechanizmy. Tuto
reparaciu zabezpecuju SOS gény, ktoré s usporiadané za sebou v tzv. SOS boxoch. Je tu
zabezpeCend koordinovana syntéza enzymov a proteinov. V neposkodenej, neindukovanej
bunke pdsobi produkt génu LexA ako represor a blokuje SOS gény. Ak dojde k poskodeniu
baktérie, aktivuje sa RecA protein, ktory sa viaze na jednoretazcové tiseky DNA v medzerach.
RecA protein inaktivuje LexA protein a djde k aktivacii SOS génov, ktorych tillohou je akutna
oprava poskodenej DNA. Teda jeden protein, v tomto pripade RecA, aktivuje cely rad proteinov
podielajucich sa na SOS odpovedi. Jedna sa vSak o znacne nedokonaly proces, ktory je akasi
»posledna zachrana“ bunky a pri tomto type opravy vznikajui ¢asto mutacie.

10.2 Syndromy so spontannou instabilitou chromozémov

Tymto ndzvom sa oznacuju Syndromy s defektnym DNA reparaénym
mechanizmom. Do tejto skupiny patri pdt’ chordb (xeroderma pigmentosum, Fanconiho
anémia, Bloomov syndrém, ataxia teleangiectasia a Cockayneov syndrém), ktoré vznikaju
v dosledku mutécii génov pre reparané enzymy. Su to autozomovo recesivne dedi¢né choroby
s vel'mi nizkou frekvenciou vyskytu. Postihnuti jedinci st sekunddrne extrémne vnimavi na
vplyv mutagénov. V ich DNA sa hromadia mutacie, ¢o u nich vedie k vysokému riziku
malignej transformacie a vzniku rakoviny. Doposial’ neexistuje terapia.

10.2.1 Xeroderma pigmentosum

Toto ochorenie sa vyskytuje priblizne u 1 z 20 000 os6b v Japonsku, USA je incidencia
1 : 250000 av Eurépe 1 : 430 000. Postihuje rovnako muzov aj Zeny. Pri¢inou je mutacia
v niektorom z génov, ktoré koduji proteiny potrebné na opravu poskodenia spésobeného UV
ziarenim (fotoreaktivacia a excizna reparacia DNA). RozliSuje sa 7 skupin (XPA az XPQG),
podl'a typu poruchy (tab. 11).
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 Tab. 11. Typy Xeroderma pigmentosum

Typ Gén Lokus Velkost’ Pocet Pocet Velkost’
génu (kb) exonov | aminokyselin | proteinu (Da)

XP-A | XPA 9g22.3 22,41 6 273 31 368

XP-B | XPB 2021 36,89 15 782 89 300

XP-C | XPC 3p25 33,90 16 940 105 981
XP-D | XPD 19q13.2 20,73 23 760 86 909

XP-E | DDB2 11pl12 24,26 10 427 47 864

XP-F | ERCC4 | 16p13.3 28,18 11 905 103 289
XP-G | ERCC5 | 139033 29,93 15 1186 133 329

V karyotype sa nachadzaju zlomy, dicentrické, acentrické a prstencovité chromozomy.
Charakteristickou ¢rtou je zvysena citlivost’ na slne¢né ziarenie a poruchy koznej pigmentacie
(Cervené, zltohnedé az Cierne fl'aky). Pacienti trpiaci tymto ochorenim maju zjazvenu, suchu,
Supinatu kozu (xeroderma). Deti s tymto ochorenim sa oznacuju ako ,,deti noci®, pretoze nesmu
byt vystaveni ani na par mintt slne¢nému ziareniu, ktoré u nich vyvolava okamzité spalenie
pokozky a tvorbu pluzgierov. Ochorenie je typické vysokym rizikom vzniku rakoviny koze
(ruky, pery, nos, viecka), pravdepodobnost’ vyskytu rakoviny koze je u nich 2 000-krat vacsia
ako u zdravych jedincov. Pacienti st postihovani rakovinou v priemere okolo dsmeho roku
Zivota, ¢o je 0 50 - 60 rokov skér ako v ostatnej populacii. Casto maja vplyvom UV Ziarenia
poskodeny zrak. M6zu sa vyskytnut’ aj zachvaty, poruchy intelektu a strata sluchu.

10.2.2 Fanconiho anémia

Uvodom chceme upozornit’, ze Fanconiho syndrém nie je to isté ochorenie. Fanconiho
anémia Ssa vyskytuje s frekvenciou 1 : 350 000 a podla poslednych odhadov je frekvencia
heterozygotov 1 : 200. Zvyc¢ajne je autozomovo recesivna porucha, ale moze sa vyskytnit’ aj
forma viazand na X chromozém. Je charakterizovand progresivnou pancytopéniou
(nedostato¢na krvotvorba), poruchami pigmentacie, rastovou retardaciou, nizkou hmotnostou,
variabilnymi kongenitalnymi malformaciami koncatin a ucha. V karyotype sa nachadzaju
zlomy, trhliny akvadriradialy. NajéastejSou pri¢inou je mutacia génu FANCA (79,1 kb),
lokalizovaného na 16q24.3. Ma 43 exoénov a kodovany protein o hmotnosti 162 775 Da sa
sklada z 1 455 aminokyselin. Rozoznava sa 8 skupin tohto ochorenia (FAA-C, FAE-G, FAL
a FAM), podrla proteinov, ktoré vytvaraji komplex. Doposial’ bolo identifikovanych 22 génov,
ktoré sa spolupodiel’aji na vzniku Fanconiho anémie. Ich mutaciou dochadza k poruche v
reparacii DNA, v dosledku ¢oho sa u pacientov sa moze rozvinit’ myelodysplasticky syndrom,
ktory Casto prechadza az do akutnej myeloidnej leukémie. Pacienti su vysoko nachylni ku
vzniku solidnych tumorov, hlavne hlavy a krku alebo v anogenitalnej oblasti. Prenatilna
diagnostika je moZzna iba DNA analyzou. Jedinou kurativnou lieCbou pri hematologickej
manifestacii je transplantacia kostnej drene.

10.2.3 Bloomov syndrém

Vyskytuje sa s frekvenciou 1 : 100 000 ale u zidov askenazy castejsie, priblizne
1:48 000. Ochorenie patri do skupiny tzv. "chromozomalnych zlomov". Pri¢inou je mutécia
génu L1G4 pre DNA ligazu velkosti 8,9 kb, s 2 exénmi, lokalizovaného na 13933.3. Protein ma
103 971 Da a tvori ho 911 aminokyselin. Tento gén zohrava ddlezita tlohu pocas replikacie,
rekombindcie a oprav DNA. Ochorenie nema varianty (skupiny). Je charakterizovany vyraznou
genetickou instabilitou, vratane vysokého po¢tu vymen sesterskych chromatid. Dochadza az k
desatndsobnému zvySeniu poctu vymen sesterskych chromatid v bunkach s Bloomovym
syndrémom v porovnani s normalnymi bunkami. V karyotype sa nachadzaji zlomy, dochadza
az k fragilite chromozomov. K typickym prejavom patri edém motylovitého tvaru na tvari,
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rastova retardacia, tazké prejavy imunodeficiencie a vyskytuju sa tu v zvySenej miere rézne
malignity.

10.2.4 Ataxia teleangiektazia (syndrém Henner-Louis-Barovej)

Napriek tomu, Ze sa povazuje za zriedkavé ochorenie, prevalencia sa odhaduje na
1:40 000 - 50 000. Postihuje v rovnakej miere muzov a zeny a manifestuje sa do druhého roku
zivota. Ochorenie ako prvi opisali Ceski lekari Syllaba a Henner v roku 1922 a v roku 1941
Louis-Barova. V karyotype st evidentné zlomy a translokacie. Pri¢inou je mutacia génu ATM
(ataxia teleangiectsia mutated), lokalizovaného na 11022.3, velkosti 143 kb, ktory ma
64 exoénov. Protein je zlozeny z 3 056 aminokyselin, mé vel'kost’ 350 644 Da a zc¢astnuje sa
regulacie bunkového cyklu.

ATM proteinkinaza ma za ulohu rozpoznat' dvojvlaknové zlomy v DNA. Mutaciou
vznikd skrateny a nefunkény protein, neschopny rozoznat’ poskodeni DNA a zastavit’ bunkovy
cyklus. Rozoznava sa 6 skupin tohto ochorenia (ATA az ATF).

Je to velmi komplexny syndrom. Problém je v imunitnom systéme. PoruSend je
predovsetkym humoralna imunita s poklesom hladiny sérového a sekre¢ného IgA a IgE a so
vzostupom IgG a IgM. Ddsledkom je nedostatocnad tvorba protilatok a opakované cCasté
respiraéné infekty. Ochorenie zaina ataxiou, poruchami chodze, neskor sa pridruzuju
mimovol'né pohyby charakteru choreoatetozy. Teleangiektazie na spojivkach, na koreni nosa,
usniciach, §iji, kubitdlnej jamke sa objavuji az medzi 3. - 10. rokom zivota a zvyraziiuju sa po
expozicii na slnku. Medzi typické priznaky patri predcasné Sedivenie vlasov, stenCenie a strata
elasticity koze. Tieto deti maju 40 - 100krat CastejSie lymfomy, leukémie, lymfosarkémy a
Hodgkinovu chorobu ako ich vrstovnici. Polovica z nich ma v adolescencii diabetes.

10.2.5 Cockayneov syndrém

Cockayneov syndrom je pomenovany po anglického lekara Edwarda Cockayna, ktory
ho opisal v roku 1936. Vyskytuje sa s frekvenciou 1 : 250 000. V karyotype sa nachadzaju
predovsetkym zlomy. Pri¢inou su mutécie génov CSA a CSB, ¢im dochadza k poruche exizne;j
reparacie. CSA je lokalizovany na 5q12.1. Ma velkost’ 71,23 kb a 12 exénov. Nim kédovany
protein ma hmotnost’ 44 055 Da a je tvoreny 396 aminokyselinami. CSB gén s lokalizaciou
10911, s velkostou 80,36 kb a s 21 exonmi koduje protein zlozeny z 1 493 aminokyselin
0 hmotnosti 168 416 Da.

RozliSuju sa tri skupiny tohto ochorenia CSA, CSB a CSIII. Prvy typ nazyvany klasicky,
je charakterizovany narodenim morfologicky normélneho dietat’a. Choroba sa objavuje uz
Vv prvom roku. DoZivaji sa do 20 rokov. Druhy typ patologie je diagnostikovany uz pri
narodeni. Neonatoldog odhal'uje vel'mi slaby vyvoj nervového systému, absenciu ,,povinnych*
reflexov a reakcie na podnety. Deti sa doziji sedem rokov. Pri tretom type choroby st vSetky
priznaky ovel’a menej vyrazné a ich zaciatok sa pozoruje neskor ako v prvom alebo druhom
type. NavySe jedinci s tymto typom moézu zit' az do dospelosti. Z priznakov sa vyskytuju
mentélna retardécia, neurologické poruchy, problémy s chodzou, pred¢asné Sedivenie, starecka
tvar, dlhé koncatiny, poruchy zraku a sluchu. Nedava sa do stvisu s konkrétnym typom
rakoviny.
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11 REGULACIA A DEREGULACIA BUNKOVEHO CYKLU

11.1 Principy regulacie bunkového cyklu

Bunkovy cyklus (BC) za¢ina vznikom dcérskej bunky a konci jej rozdelenim na dve
nové bunky. Ak su splnené vonkajsie aj vnutorné podmienky, cyklus sa opakuje. Vznika klon
(subpopulacia) buniek.

U prokaryotov je, vzh'adom na ich jednoduchost’, bunkovy cyklus skrateny. Bunka sa
rozdeli hned’ po ukonceni replikacie DNA. Nazyvame to delenie priame (amitdza). Nasledujuca
replikacia DNA moze zacat’ skor, ako skoncila cytokinéza (obr. 67).

/O ri

Ori ———— Or

2) Zdvojenim Ori zacina
replikacia chromozomu.
Bunka sa predlZuje a Ori
sa vzd'al'uju. : 7 \

1) Nedeliaca sa bunka
v stacionarnej faze

3) Replikacia DNA
pokracuje a bunka
sa predlZuje (rastie).

_Ori—+0ri___Ofi+—0ri__
4) Zdvojené chromozomy [ Y \
sa oddelia v mieste Ter. ’
Zacina sa nova replikacia. |
LW L ‘,’
Septum

5) Dcérske bunky sa
oddelia septom.

* Obr. 67. Schéma delenia prokaryotickej bunky

Ak na zaliatku cyklu nastala diferencidcia prokaryotickej bunky, vznikne anabiotické
Stadium — spora. Cyklus pokracuje az po tom, ako sa spora dostane do optimalneho prostredia.
Tu desporuluje a stava sa vegetativnou formou, schopnou delenia.

Eukaryotické bunky st podstatne zloZitejSie. Maju rozsiahly a zlozito usporiadany
jadrovy gendom. Ich DNA je linearna, rozdelend na Useky a je asociovana s histonovymi
a nehistonovymi bielkovinami (pozri kapitolu 2.3.1.3 v Lekarska biologia a genetika I).

Dcérske bunky u mnohobunkovych organizmov musia byt navzdjom geneticky
identické (po mitdze) alebo musia mat’ haploidny pocet chromozémov (po meidze). Zaroven
musi priebeh cyklu zarucit’ kontrolu a opravu vsetkych chyb v DNA — pred replikaciou, pocas
nej apo jej skoneni. Ak sa nepodari opravu urobit’ v ¢asovom limite, rizikova bunka je
apoptozou eliminovand, aby malignou transforméciou neohrozila cely organizmus.

Z uvedenych dovodov je bunkovy cyklus eukaryotickych buniek mnohobunkovych
organizmov riadeny zlozitym systémom kontrolnych a riadiacich (regula¢nych) mechanizmov,
ktoré musia byt’ v rovnovahe.

Bunkovy cyklus je rozdeleny na viacero etap a v kazdej z nich sa nachadza kontrolny
uzol — ¢asovo limitované obdobie, v ktorom sa interakciou regula¢nych bielkovin skontroluje
doterajsi priebeh cyklu. Cyklus sa zastavi (aby bolo moZzné vykonat’ opravy) a potom sa povoli
jeho pokracovanie. Ak je rozsah mutacii prili§ velky, po zastaveni cyklu sa navodi zanik bunky
apoptozou.

95



Zéakladné principy riadenia (regulacie) priebehu bunkového cyklu somatickych
buniek su:

e normalna telova bunka sa bude delit’ len po tom, ako dostane prislusny podnet z okolia.
Tymto podnetom je niektory ztzv. mitogénov (rastovych faktorov), prichadzajicich
endokrinnou alebo parakrinnou cestou. Po jeho pripojeni na receptor pre rastovy faktor (je
na povrch bunky ,,vylozeny* az ked’ je bunka pripravena na pokra¢ovanie v BC) vznikne
signal, ktory sa $iri kaskadou interakcii molekul v bunke. Samovol'ne sa delia len nezavislé,
¢ize maligne transformované bunky;

e signal (podnet) pre pokratovanie bunkového cyklu sa v bunke realizuje cestou tzv.
signalovych drah. Vysledkom je zvycajne cielend expresia génu (génov) alebo
ovplyvnenie ¢innosti (aktivacia alebo inhibicia) cielového proteinu (komplexu). Signél sa
postupne rozsiruje (amplifikuje), ¢im je zabezpecena koordinacia réznych procesov, ktoré
prebiechaji zaroven. Mnohé z nich si kontrolované spitnou vizbou, alebo tym, ze sa
jednotlivé signalne drahy stretdvaji a vzajomne ovplyviiuju svoj d’alsi priebeh (tzv. ,,cross-
talk™). Zabezpecenie ich pritomnosti, aktivacia a inhibicia proteinov aich komplexov
v bunke (jadre), ma presne urcenu Casovu ndslednost, ktorou sa zabezpecuje spravne
poradie procesov reguldcie. Nazyva sa to aj ,,domino efekt™.

Aktivita a mnozstvo zucastnenych regulacnych proteinov je pre spravnu reguldciu
jednotlivych etap bunkového cyklu mimoriadne ddlezita. Len rovnovahou ich interakcie sa
dosahuje korektnd reguldcia bunkového cyklu. Ak sa tito rovnovdha porusi, dochadza
k deregulacii bunkového cyklu a zvysuje sa riziko malignej transformacie bunky.

Hlavnymi mechanizmami riadenia (tzv. ,,chemizmus®) aktivity (0¢innosti) bielkovin
zucastnenych na regulacii bunkového cyklu su riadenie expresie génu (génov), aktivacia
a inaktivacia proteinov regulujucich bunkovy cyklus, vdzba aktivatora, cielend likvidacia
proteinov a vizba Specifického inhibitora.

Riadenie expresie génu (génov) zabezpeCuje spravne nacasovanie pritomnosti
prislusnej bielkoviny v jadre alebo v cytoplazme. V bunke s dva spdsoby, ako to dosiahnut’.
V prvom pripade, signalova draha konéi expresiou konkrétneho génu, ktory zvycajne
koéduje Specificky transkripcny faktor (napr. c-myc). Ten potom zabezpeci cielent transkripciu
niektorych d’alSich génov (v tomto pripade napr. pre cykliny D, E a nakoniec cyklinu A) a pre
podjednotku ubikvitinovej ligazy SCF). Tento postup sa pouziva najma v pripadoch, ked ide
0 bielkoviny so zavaZznou regulacnou funkciou. V druhom pripade signalova draha kondi
expresiou rodiny génov, ¢o umozni postupnu alebo hromadnu a paralelnt (v tom istom case
prebiehajicu) transkripciu potrebnych génov. Prikladom je rodina E2F génov pre Specifické
transkripéné faktory — umoznuje v kratkom case, po UspeSnom prechode cez Gl fazovy
kontrolny uzol BC, zabezpecit expresiu génov pre vsetky enzymy a regulacné bielkoviny
potrebné pre replikaciu DNA;

Pri aktivacii a inaktivacii proteinov regulujucich bunkovy cyklus ide 0 enzymovu
upravu — napr. aminoacyldcia a deacyldcia histonov (reguluje linearizdciu DNA a tym pristup
ku génom), ako aj metylécia, ktora ma blokujtci u€inok. Tieto enzymové zasahy patria k tzv.
posttranslaénym Gipravam bielkovin. Dalej, kompletizicia podjednotiek enzymov — napr. pri
ubikvitinovej ligdze SCF a fosforylacia a defosforylacia cielovych bielkovin na mieste
konkrétnych aminokyselin meni ich konformaciu (priestorové usporiadanie), ¢im su bud’
aktivované alebo inaktivované. Vysledok zavisi od toho, ktoré aminokyseliny st fosforylované
ana ktorych (kolkych) miestach cielovej bielkoviny. Prikladom je kindza cdc2 vo vézbe
s cyklinom B. Fosforylacie cdc2 na treonine v pozicii 14 a tyrozine v pozicii 15 st inhibi¢né.
Prevazuju nad aktivaénym ucinkom fosforylacie treoninu v pozicii 160 (resp. 162, ¢i 164 —
podrla typu buniek).

Enzymy, ktoré ziskavaji fosfit (PO4%) zdonora (adenozintrifosfat alebo
guanozintrifosfat) a pridavajia ho na niektort aminokyselinu s —OH skupinou (serin, treonin
alebo tyrozin) sa nazyvaji kinazy. Uinnymi sa stavajii po tom, ¢o sa k nim pripoji aktivator
(cyklin), ktory dokon¢i vystavbu ich aktivneho centra a zaroven urci cielovl bielkovinu
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amiesto na nej, kam maju pridat’ fosfat. Pre toto sa volaju aj cyklin-dependentné kinazy
(cdk alebo cdc).

V regulacii BC maji vyznam najma ako:
receptory pre rastové faktory s kinazovou aktivitou ich vnatrobunkovych domén;
cytoplazmatické transmitery — MEK a MAP kindzy (mitogénom aktivované protein
kinazy), ktoré¢ prenasaju signal do jadra;
cyklin-dependentné kinazy (cdk alebo cdc), ktoré su aktivne len po spojeni s cyklinom
a zabezpecuju prechody do jednotlivych faz BC (obr. 68). V bunke st stale pritomné.
U ¢loveka je znamych viac ako 10 cdk, z nich len cdk 1, 2, 4, 6 a 7 hraju dbleziti tlohu
v regulacii BC (ostatné moézu mat’ doplnkova alebo regulacnu funkciu). U niektorych
kvasiniek, u ktorych bola pévodne Studovana funkcia vacSiny z nich, sa oznacuju skratkou
cdc. Na aktivaciu cdk je potrebna jej vidzba s cyklinom, pri¢om jedna cdk fosforyluje rozne
cielové bielkoviny, podl'a toho s akym cyklinom je spojena a naopak, cyklin méze striedat’
rozne cdk — s ovplyvnenim odliSnych bielkovin (procesov). V niektorych pripadoch (cyklin
A—cdk?2 alebo cyklin E-cdk2) pre aktivaciu cdk staci samotna vézba s cyklinom, inokedy
je potrebna aktivacna fosforylacia (cyklinB—cdk2) alebo pripojenie d’alSieho regulacného
komponentu (cdk4—cyklinD—cdc37). Enzymy, ktoré odoberaju fosfat z miest, kde bol
pripojeny kinazou sa volaji fosfatazy (defosforylazy). Prikladom je cdc25 — fosfatdza,
ktora zabezpecuje aj prechod z G2 do M-fazy tym, ze odnime inhibujuce fosfaty z treoninu
14 atyrozinu 15 na cdc2, ¢im prevladne jej aktivujuca foforylacia na treonine 160*
a komplex tejto kindzy s cyklinom B spusti mitozu.

Schéma priebehu a riadenia BC

cyklin B —Cdk1
cyklin A -Cdk1

G, = senescencia =
diferenciécia bunky

\ GO

cyklin D —-Cdk4
cyklin D —Cdke6

hlavny
kontrolny
uzol

cyklin A —Cdk2

cyklin E —Cdk2

* Obr. 68. Cykliny a cdk v bunkovom cykle

Vizba aktivatora — napr. cyklinu na cdk (obr. 69). Cykliny st bielkoviny, ktoré maju

za ulohu aktivovat’ cdk.

V eukaryotickych bunkach je zndmych viac ako 15 typov cyklinov, ale len niektoré

Z nich sa podiel’aji na riadeni BC — cykliny A, B, C, D, E a H. Jednotlivé cykliny su
syntetizované, pritomné v jadre a (v komplexe s cdk) aktivne, len v uréitej faze BC (obr. 70).
Po splneni ,,alohy* sa bud’ prestant vyrabat’ (ukon¢i sa expresia génov, ktoré ich koduju), alebo
su (po ubikvitinacii) degradované v proteazéme. Cykliny A a B obsahuji destrukéntt doménu
a cykliny D a E obsahuju PEST sekvenciu (bohatt na prolin, kys. glutdmov, serin a treonin),
ktora je typicka pre bielkoviny s vel'mi kratkou Zivotnostou.

Dynamika cyklinov ma teda definovany priebeh a skoncenie ich syntézy, ,,Zivotnosti*

alebo ich odstranenie su primarnou prevenciou opakovanie procesov v bunkovom cykle, ktoré
riadia.
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* Obr. 70. Dynamika cyklinov v priebehu bunkového cyklu

Cielena likvidacia — napr. ubikvitindciou. Nazov pochadza z latinského ubique —
vSadepritomny. Tento proces je univerzalnou metédou cielenej Specifickej likvidacie
nepotrebnych proteinov. Si oznacené retazcom ubikvitinov a ich ,,pomocou’ si nasledne
likvidované komplexom proteaz (proteolytickych enzymov) v cytoplazme, ktory sa nazyva 28S
proteazom.

Pomocou tzv. ,E“ enzymov — ubikvitin-aktivacného enzymu (E1) a ubikvitin-
konjugacného enzymu (E2) vznikne ubikvitinovy retazec. Tento retazec je potom
ubikvitinovou ligdzou (E3) pripojeny na lyzin proteinu, ktory je urceny na likvidaciu. E3 sa
odpoji a oznaceny protein je ubikvitinovym retazcom pripojeny na ubikvitin-rozpoznavajicu
doménu (receptor) proteazoOmu (obr. 71). Retazec ubikvitinov je nasledne odpojeny
a rozpojeny — jeho molekuly sa m6Zu znovu pouzit'. Bielkovina je prijatd do proteazému a je
v niom rozloZend na peptidy, ktoré st d'alSimi enzymami (tzv. cytoplazmatickymi peptidazami)
Stiepené aZ na recyklovatel'né aminokyseliny.

proteazom

(Izopeptidéza)\

ol = ®0

198’
A

N

recyklovany
ubikvitin

oz

Stiepenie ciel'ovych proteinov Q

(peptidaza) peptidy

¢ Obr. 71. Proteazém
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KIaicovym hraCom tohoto typu reguldcie aktivity proteinov st teda E3 enzymy —
ubikvitinové ligazy. Pri regulacii BC maju vyznam najmé dve z nich — SCF a APC/C.

SCF je zodpovedna za likvidaciu inhibitorovych molekul p27 a p21, ktoré spomal’uji
(p27) alebo blokuju (p21) prechod z Gl fazy do S-fazy. APC/C je sucatou anafazu
promujiceho komplexu v mitotickom kontrolnom uzle BC — ubikvitinuje tu napr. cyklin B
a sekurin.

Vizba inhibitora — napr. p27 ap2l. Pri prevencii vyskytu a hromadenia mutacii
vV gendéme bunky zohravaju inhibitory aktivity komplexov cyklin-cdk zavaznu ulohu. Uvedené
inhibitory blokuju najma aktivitu komplexov cyklin D-cdk4 a cyklin E-cdk2, aby nemobhli silne
fosforylovat protein rb1 a umoznit’ prechod z G1 do S-fazy.

Ulohou proteinu s molekulovu hmotnostou 27 kDa (p27) je najmi blokovat’ aktivitu
komplexu cyklin E-cdk2 a tym spomal'ovat’ jeho prispevok k fosforylacii rbl. Takto sa v G1
fazovom kontrolnom uzle BC ziska ¢as na kontrolu a opravu mutdacii, ktoré vznikli v DNA.
Molekuly p27 st postupne likvidované pomocou SCF a ich inhibi¢ny G¢inok zaniké. Toto plati,
ak je pocet zistenych mutacii v DNA ,,zvladnutelny*.

Kym p27 je pravidelnym ti¢astnikom regulacie prechodu G1/S, tak inhibitorovy protein
p21 je syntetizovany len vtedy, ak doslo ku kritickému poskodeniu DNA. Funkciou p21 je
zablokovat’ (zamknut’) pokracovanie (progresiu) BC a ziskat’ ¢as pre reparaciu mutacii a ak to
nesta¢i — navodi sa zanik bunky apoptozou (obr. 72).

DNA /
—

—
[:u:l
aktivéacia kinaz
a fosforylacia
p53  —~ \ uvol’'nenie Mdm?2

poskodenie DNA

MdmZ
{ aktlvaC|a p53 fosforylaciou
;/
l p53 p53 sa viaZe transkripénou doménou
) ]na regula¢nu oblast’ génu pre p21

degradacia p53 P—x

V proteazome = gén p21
(ak nie je transkripcial | o\ 021
. transldcia ¢
potrebna jeho p21
akcia) [ oprava
@ ¢ —> poskodenia
DNA
aktivne komplexy maktlvng komplexy
cyklin-cdk cyklin-cdk

pre G1/S a S-fazu pre G1/S a S-fazu

* Obr. 72. Vznik a funkcia inhibi¢ného proteinu p21

Po tom, ako monitorovaci (,,reportérovy*) systém (napr. skupina Rad) zisti poskodenie
DNA, pomocou systému ATM-ATR su aktivované kontrolné (,,check®) kinazy Chk1 a Chk2.
Tie vtzv. ,rychlej odpovedi“ najprv fosforyluji aktualne aktivne komplexy cyklin-cdk
a pozastavia (,,zmrazia“) pokracovanie v BC, aby bol poskytnuty dostatocny ¢as na reparaciu
mutacii v DNA. Aktivuje sa to v priebehu kratkej doby (mintt).

Ak ale nad’alej pokracuje prisun (tok) informécii od reportérov o pritomnosti mutécii,
nové check-kindzy fosforaciou jeho nosica, ktory ho dopravil do jadra (mdm?2), aktivuju
bielkovinu p53. Nazyva sa aj ochranca (,,guardian®) genomu a je to Specificky transkripény
faktor, ktory:

e najprv spdsobi expresiu génu pre inhibitorovy protein p21 a ten sa vlozi do aktivneho centra
pre vtom case posobiaceho komplexu (komplexov) cyklin-cdk, ¢im ich zablokuje
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(,,arrest®). Nakol'ko isti dobu trva, kym sa p21 vyrobi a vrati sa do jadra, nazyvame to
,heskora odpoved™;

e ak nadalej prichddzaji od reportérov informacie o muticidch, alebo ak ma bunka
»vycerpané teloméry chromozomov, dal§ie aktivované molekuly p53 sposobia
transkripciu ganu pre p73 (resp. p78) atieto bielkoviny navodia apoptozu bunky
mitochondrialnou dréhou.

11.2 Priebeh a kontrolné uzly bunkového cyklu

Jednotlivé etapy (fazy) BC su charakterizované sériou procesov, ktoré v nich
prebiehaju. Maju vnutornu naslednost’, ktord sa opisuje ako ,,domino efekt”. Dominantou
interfdzy je ochrana kvality DNA a v mitéze sa musi zabezpecit' identickd kvantita (objem)
informacie pre obidve dcérske bunky.

Vyvrcholenim jednotlivej série (kaskady) procesov v kazdej z faz BC je kontrolny uzol,
ktory ma jednu alebo niekol’ko kI'icovych molekul (hracov). Interakcia regulacnych proteinov
bud’ tito kl'aicovu bielkovinu aktivuje (alebo inaktivuje) — ¢im sa povoli pokra¢ovanie v cykle.
Ak je privel'a mutécii, cyklus sa spomali alebo zastavi, aby boli opravené mutacie. Ak je
poskodenie DNA privel'ké — navodi sa zanik bunky apoptdzou.

Princip je v tom, Ze zanik jednej bunky mnohobunkovy organizmus neohrozi, ale klon
vzniknuty z jednej maligne transformovanej bunky mdze tento organizmus zahubit. Aby sa to
nestalo, s v priebehu kazdej fazy BC polozené otazky (obr. 73), ktoré je potrebné vyriesit.

MozZno povolit’
vstup do Je DNA poskodena?
dalsieho cyklu? Je pripravena
replikacia?

Si vSetky
chromozémy
v metafaze?
Prebieha
replikacia
korektne?

Si splnené vietky
podmienky
pre vstup do M-fazy?

Bola DNA
spravne
replikovana?

* Obr. 73. KI'i¢ové otazky bunkového cyklu

Miera diferenciacie bunky, funkény stav bunky, podmienky prostredia (napr. teplota)
atd’., rozhoduju o tom, ¢i sa povoli pokracovanie v cykle. Ak ano, zvy€ajne sa to prejavi tym,
ze bunka na svoj povrch umiestni receptor(y) pre rastové signaly.

Pre povolenie prechodu z G1 do S fazy je podstatny pocet mutacii, ktoré vznikli
v DNA. KI'ucovym hrac¢om pre povolenie pokracovania v cykle je protein rbl, ktory blokuje
syntézu vSetkych bielkovin potrebnych na zacatie replikdcie DNA, vratane cyklinu A, ktory
prevedie bunku do S-fazy. Pre pozastavenie progresie cyklu (a pripadné navodenie apoptozy)
zohravaju klI'ai¢ovia tlohu check-kinazy a protein p53.
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V priebehu S-fazy BC ma klIa¢ovu (kontrolnt) funkciu DNA polymeraza III, ktora
nielen replikuje vacsinu DNA (syntetizuje komplementarnu kopiu vediceho ret'azca
a Okazakiho fragmenty), ale aj vyhl'addva a opravuje chyby (v komplementarite baz), ktoré
urobi. Pri zavaznom naruSeni priebehu S-fazy moze s fiou interferovat’ inhibitorovy protein p21,
ktory zablokuje jej progres tym, Ze sa naviaze na komplex cyklin A-cdk2.

Po skonceni S-fazy (v G2 faze) je potrebné skontrolovat’ priebeh replikacie a opravit’
chyby, ktoré pocas nej vznikli. KIicovym hraCom je cdc25, ktord odstrani inhibujice
fosforylacie a tym aktivuje komplex cyklin B-cdc2, aby bunku previedol do mitozy.

Stustredenie vSetkych zdvojenych chromozémov v metafazovej platni je zadkladom pre
ekvalne podelenie rovnakého objemu genetickej informécie (poctu a typu chromozomov) do
dcérskych buniek. KI'icovymi proteinmi st najmi mad2 a APC/C.

11.2.1 Kontrolné uzly faz bunkového cyklu

1. kontrolny uzol — v zavere G1 fazy sa tradi¢ne nazyva hlavny kontrolny uzol
bunkového cyklu. Zabezpecuje povolenie prechodu z G1 do S-fazy bunkového cyklu.

Dochadza v niom K detekcii mutacii v DNA a ich reparacii. Po ich oprave je bud’
povoleny prechod do S-fazy alebo je bunka (pre neopravitel'né mutacie) dovedena k zaniku —
apoptozou. KI'aicovym hracom je protein rbl, ktory blokuje rodinu $pecifickych transkripénych
proteinov (faktorov) E2F tym, ze sa ako represor viaze na spolo¢ny prométor (LCR) tejto
rodiny génov. Po uvolneni rbl (silnou fosforylaciou cyklinmi D aE sich cdk) z jeho
represorového posobenia, zabezpeci rodina Specifickych transkripénych faktorov E2F nielen
syntézu S-fazového cyklinu A, ale aj vSetkych bielkovin potrebnych pre replikéciu jadrovej
DNA (DNA polymerazy Il a I, primaza, ligdza, sshDNA-proteiny atd’.).

Na zaciatku tohoto obdobia zivota bunky (obr. 74) (ked’ sa vrati z GO do G1 fazy a na
svoj povrch ,,vylozi“ receptory pre mitogénne aktivatory), sa na tieto receptory na povrchu
cytoplazmatickej membrany bunky napoja rastové faktory. Ich pdsobenim sa receptor
dimerizuje a aktivuje sa jeho vnuatrobunkova (intracelularna) ¢ast (doména) — uplatni sa jej
Kinazova aktivita. Vysledkom je aktivacia a zoskupenie pomocnych proteinov (napr. GRB2
a SOS1), ktord kon¢i aktivaciou G-proteinu K-ras. Aktivacia spociva v tom, Ze sa K-rasu
odnime GDP a pridd sa mu GTP (guanozintrifosfat). Tym je schopny fosforylovat’ d’alsi protein
v kaskade — Raf. Tento fosforyluje (atym aktivuje) cytoplazmatické transmitery — MEK a
d’als§ie MAP (mitogénom aktivované protein kindzy), ktoré nakoniec cez pory donesu signal do
jadra bunky. Tu sa navodi expresia cielového génu pre kI'icovy Specificky transkripény faktor
— napr. c-myc. Pre rézne drahy je viacero takychto génov (napr. jun, fos, erb a pod.), ale ich
uloha je rovnaka.

mitogén (napr. rastovy faktor)
— receptor
= o

I' ras (G-protein)

(MAP-Kinazy=
4
+

aktivacia génu pre regulaény protein
cytoplazma

jadro

Q mM¥C (expresia protoonkogénu)

}

myc= transkrip ény faktor, ktery @ riadi expresiu in¥ch génov

e Obr. 74. Princip prenosu signalu na pokracovanie v BC, z povrchu cytoplazmatickej
membrany do jadra
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Specificky transkripény faktor c-myc ma (pri amplifikacii signalu) za ulohu postupne
zabezpecit’ transkripciu najmenej piatich génov a jednej rodiny génov (obr. 75).

@® = expresia génov pre:

/ L \ transkripéné
W '/ podjednotku ‘7. faktory z rodiny

i cyKlin D @ scr @9  EoF

|
|
Kl D zvySenie degradicie zacatie _transkripcie
cyKiin proteinu p27 rodiny E2F
aktivécialkomplexu aktivacia komplexu

cyklin D - cdk4 cyklin E — cdk2

N /

fosforylacia transkripcia
proteinu rb ™ rodiny E2F

|

prechod do S-fazy

e Obr. 75. Vnutrojadrova Cast’ signalovej drahy na prechod G1-S

C-myc najprv zabezpe¢i syntézu cyklinu D a nasledne cyklinu E. Po vytvoreni
komplexu cyklin D-cdk4 zacina tento komplex fosforylovat’ represorovy protein rbl, o vSak
nestaci na jeho odpojenie od regulacnej oblasti génovej rodiny transkripénych faktorov E2F,
ktord sa nemdze exprimovat. Na pomoc (pri hyperfosforylacii rbl) mu sice prichadzaju
komplexy cykliny E-cdk2, ale tento je blokovany inhibitorom p27. AvSak c-myc zabezpecil aj
expresiu génu pre poslednu podjednotku SCF, ¢im sa aktivuje tato ubikvitinova ligaza. To vedie
(pokial’ nie je privela mutéacii a nezane ucinkovat inhibitor p21) k postupnej likvidacii
inhibitora p27. Vysledkom je, Ze sa naplno moZe prejavit’ aj fosforyla¢ny Gc¢inok komplexu
cyklin E-cdk2, ktory vedie k odpojeniu rbl od regula¢nej oblasti E2F a tym syntéze bielkovin
potrebnych pre replikaciu DNA. Nakoniec c-myc ,,zariadi* expresiu génu pre cyklin A, ktory
bude riadit’ replikaciu DNA. Takto st vytvorené molekulové podmienky k vstupu do S-fazy
BC.

2. kontrolny uzol — v S faze. Predpokladom priebehu S-fazy (replikacie DNA) je
pritomnost’ komplexu cyklin A-cdk2, ktory riadi priebeh tejto fazy cyklu a blokovanie
komplexu cyklin B-cdk1, ktory spusta mitozu.

S-fazovy kontrolny uzol sa realizuje postupne. St tu tri ,,zdmky*, pricom len posledny
znich sa odomyké priebezne — DNA polymeraza III opravuje chyby, ktoré pri replikacii
urobila.

Prvym ,,zdmkom®, ktory rozhoduje o tom, ¢i sa vObec mdze zacat’ replikdcia DNA
v bunke (aj ked’ bol uz boli vytvorené molekulové podmienky pre prechod do S-fazy a v jadre
su pritomné vSetky bielkoviny potrebné pre replikaciu), je pritomnost’ aspon jedného vol'ného
motivu pre vizbu primeru na telomére chromozomu(ov). Na precnievajucom vldkne DNA (s
orientaciou 3'—5") sa totiz nachadza definovany pocet (bezne do 20) opakovani hexanukleotidu
— v l'udskych bunkach to je TTAGGG, ale u r6znych eukaryotov sa tieto motivy vel'mi odliSuju
(tab. 12).
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* Tab. 12. Motivy pre vdzbu primeru na teloméry, u réznych eukaryotov

druh motiv
Arabidopsis | TTTAGGG
Clovek  TTAGGG
Oxytricha TTTTGGGG
Huby vreckatt  TAGGG
Tetrahymena | TTGGGG
Trypanozomy | TAGGG
kvasinky (TG),5TG,4

Pri zacati replikacie sa na tento motiv napoji primer, ¢im sa ma kam ukotvit DNA
polymeraza III, aby zacala kontinudlnu replikaciu vediuceho vldkna DNA. Miesto po vézbe
primeru sa ale (na rozdiel od situacie pri syntéze Okazakiho fragmentov v zaostavajlicom
vlakne DNA) nereplikuje, takze sa s kazdou replikaciou DNA pre¢nievajuce vlakno skracuje.
Ked sa spotrebuju vSetky hexanukleotidy, bunka zanikne apoptézou. Toto je primarna
prevencia pred delenim sa buniek, ktoré prekrocili svoju Zivotnost. V embryonalnych
(a v niektorych maligne transformovanych) bunkach je aktivny gén pre enzym telomerazu —
ribonukleoprotein, ktory je schopny doplnit chybajuice motivy, ¢im sa bunka stava
nesmrtel'nou.

»Druhym zdmkom* je povolenie pristupu k zaCiatkom replikdcie, cize k ORI
sekvenciam, kde vznikaja replikacné bubliny. Hned’ po replikacii sa na kazdy novo vzniknuty
ORI naviazu bielkoviny ORC (ori rozpoznavajici komplex). Zaroven sa pripoja aj ochranné
tzv. licen¢né faktory — proteiny cdc6 a cdtl. Kym nebudu odstrdnené, nemdze znovu zacat
replikacia. Z oboch stran tohto komplexu sa (na zaiatku G1 fazy nového cyklu) pripoja
oktaméry tzv. MCM (minichromosome maintenance) proteinov. Cely tento konglomerat sa
potom nazyva prereplika¢ny komplex (obr. 76)

cdc6

¥
® . &

MCM proteiny

[
[ORC S

de

AR
©RS

prereplika¢ny komplex

* Obr. 76. Vznik prereplikacného komplexu

Replikacia méze zacat' len vtedy, ked su z vizby na ORC fosforyladciou odpojené
(a neskor ubikvitinované) licen¢né faktory cdc6 a cdtl, ¢o v prislusnom ¢ase vykonaju kinazy
cdc28 a cdc? (obr. 77). Zaroven su fosforylaciou ,,uvol'nené* oktaméry MCM a su ,,posuvané*
predlZovanim sa replika¢nej bubliny. ORC sa odpoji a ,,replikacné faktory* (helikaza, primaza,
DNA polymerazy atd’.) vytvoria replika¢nt bublinu a za¢ne sa replikacia. Po tom, ako je ORI
replikované, asociujui s nim proteiny ORC, ¢im st znovu ORI ,,zamknuté®. Zaroven su nové
molekuly DNA ,,premostené* kohezinmi, ktoré neskor budu spéjat’ aj sesterské chromatidy,
teda identické kopie toho istého chromozomu. Tak ako replika¢na bublina postupuje, tlaci pred
sebou MCM proteiny. Ked’ sa dve bubliny stretnt, spoja sa a MCM disociuju.
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Obr. 77. Zaciatok a priebeh replikacie DNA

3. kontrolny uzol — v G2 faze ma za ulohu povolit’ zacatie mitézy. Predpokladom je
kontrola DNA po replikacii a oprava chyb. KIi¢ovym hracom je fosfatdza (defosforylaza)
cdc25.

Obdobne, ako v zavere G1 fazy, aj v G2 faze systém reportérovych bielkovin odhali
chyby v DNA, signal odovzda systému ATR/ATM, ktory za spoluti¢asti proteinu BRCAI,
aktivuje kindazy Chk1 a Chk2. Vysledkom rychlej odpovede je fosforylacia cdc25 (na serine
v polohe 216) a neskor aj naviazanie inhibitorového proteinu 14-3-3 na tito molekulu. Tym je
cdc25 blokovana. Obdobne ako v G1 faze mozno aj v G2 faze (v pripade zdvazného poskodenia
DNA) aktivovat’ p53, ¢im sa vytvori inhibitor p21, alebo (pri nezvladate'nom pocte chyb
urobenych pri replikacii) méze byt bunka likvidovana apoptézou.

Po oprave chyb v DNA, je zruSend inhibi¢na fosforylacia cdc25 aje aj odpojeny
inhibitior 14-3-3. Fosfataza cdc25 sa stava aktivnou a z komplexu cyklin B-cdc2 odstrani
inhibi¢né fostaty na treonine 14 a tyrozine 15. Takto aktivovany komplex cyklin B-cdc2 mdze
spustit’ profazu mitdzy. Vola sa to aj MPF (mit6zu promojtci faktor).

4. kontrolny uzol — v metafize a sliizi na zabezpecenie rovnakého objemu genetickej
informacie pre obidve dcérske bunky. Je to teda proces, ktory (okrem semikonzervativnej
replikdcie DNA) zabezpeci identitu gendmov dcérskych buniek. Sklada sa z dvoch casti, ktoré
na seba navdzuju — z kontroly dostatocného napojenia mikrotubulov na kinetochory (tzv. SAC
— spindle assembly checkpoint) a z povolenia zacatia (tzv. promocie) anafazy.

KI'dtCovym hraCom je E3 ubikvitinova ligiza APC/C (anafazu promujtci komplex -
cyklozém). Od S-fazy do profazy sa protein Emil viaZe na cdc20 a jeho prostrednictvom
blokuje APC/C. V prometafaze ho v inhibi¢cnom ucinku vystrieda RASSF1A. Na konci
prometafazy sa uvolni, ¢o spOsobi Ciasto¢ni aktivitu komplexu cdc20-APC/C a vedie
k ubikvitinacii zvySkov uz teraz nepotrebného cyklinu A.

Na konci prometafazy mitdzy nastupuje prva faza mitotického kontrolného uzla — na
kinetochory sesterskych chromatidov sa postupne pripajaju (z prislusnej strany) kinetochorové
mikrotubuly. Ich predlZzovanim a skracovanim su postupne vsetky zdvojené chromozoémy
presunuté do ekvatorialnej roviny.

Z funkéného hl'adiska je vSak najdolezitejSie, Zze kym nie je kazdy kinetochor Uplne
obsadeny potrebnym poc¢tom mikrotubulov, proteiny Mad2 (mitotic arrest defficient) kolujt
okolo kinetochoru, kde st fosforylované. V takomto stave silne fosforyluju cdc20 a tym
blokuju aktivitu komplexu cdc20-APC/C. Po tuplnom obsadeni kazdého kinetochoru
mikrotubulmi kon¢i SAC. Désledkom zlyhania SAC je anafdzové zaostavanie a strata
chromozomu, tak ako je to opisané v kapitole 0 chromozémovych aberaciach.

Obsadenim kinetochorov mikrotubulmi zostani molekuly Mad2 nefosforylované,
komplex cdc20-APC/C sa rozpadne a APC/C sa stane aktivnou. Potom ubikvitinaciou odstrani
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cykliny B, sekuriny a chromokineziny (inhibitory motorickych proteinov). Anafaza sa moze
zacat'.

V metafaze vrcholi aktivita separazy, ktora od telomér Stiepi koheziny spdajajuce
sesterské chromatidy, ale do oblasti centromér nepdsobi, ked’Zze su tam koheziny chrdnené
sekurinom (pre to ma metafazovy chromozoém tvar pismena X).

Odstranenie sekurinov umozni separaze oddelit Sccl podjednotky kohezinov aj
vV oblasti medzi sesterskymi chromatidmi (z vnutornej strany), ¢o vedie k definitivnemu
oddeleniu sa sesterskych chromatidov a uz ich potom voldme dcérske chromozomy. Toto
oddelenie sa nazyva disjunkcia aak zlyha (teda sesterské chromatidy zostani spojené
a spolo¢ne su dopravené do jednej z dcérskych buniek) nazyva sa to nondisjunkcia.

Zaroven su (ubikvitinaciou ich represora — chromokinezinu) aktivované motorické
proteiny (kineziny a dyneiny), ktoré spolu s depolymerizaciou kinetochorovych mikrotubulov
vedu k pritahovaniu chromozémov k centrozomom (pélom). Ak tento mechanizmus zlyha,
dochadza k anafazovému zaostavaniu, teda chromozom nestihne prist’ k centriole a stat’ sa
sti¢astou nového jadra v karyokinéze a zanika v cytoplazme.

11.3 Protoonkogény a tumorsupresorové gény — ich uloha pri regulicia
a deregulacii bunkového cyklu

Na riadeni priebehu bunkového cyklu sa podielaju bielkoviny kdédované dvomi typmi
génov - tumorsupresorovymi génmi (TSG), ktoré maju kontrolna funkciu a protoonkogénmi
(PO), ktoré zabezpecuju progresiu (napredovanie) cyklu. Pdsobia v izkej vzajomnej interakcii
a pri korektnej regulacii bunkového cyklu je medzi nimi rovnovéha. Ich vztah je relativne
antagonisticky, ale pri kazdom z krokov bunkového cyklu sa nimi koédované bielkoviny
(produkty) navzajom ovplyviiuja (obr. 78).

bielkovina kédovana TSG

Protoonkogén —>nproliferacia (delenie a diferenciacia buniek)

* Obr. 78. Princip interakcie tumorsupresorového génu a protoonkogénu

Mnohé z nich aich funkcia boli uz v tejto kapitole opisané (napr. cykliny a niektoré
inhibitory). Ciel'om nasledujiiceho textu je rozsirit’ poznatky Studentov, hlbsie opisat’ vztahy
medzi TSG a PO aich mozny podiel na deregulacii bunkového cyklu s naslednym rizikom
malignej transformacie bunky.

11.3.1 Tumorsupresorové gény

Koduju bielkoviny (obr. 79), ktoré kontroluji niektora etapu bunkového cyklu,
ovplyviiujl prenos signalu, umoziuji opravu DNA, riadia Casovo spravnu expresiu niektorych
génov alebo nasmeruju bunku do apoptdzy. Pocet znamych TSG sa rozsiruje, tak ako sa rozvija
vyskum rakoviny.

Pri strate funkcie TSG — mutaciou alebo tym, Ze virusové onkoproteiny blokuja uc¢inok
nimi kédovanych proteinov — zvySuje sa pravdepodobnost’ malignej transformacie bunky
(obr. 80), nakol’ko zlyhé kontrola nad bielkovinami kodovanymi PO.

Treba uviest, Ze tento ndzov nie je vel'mi $t'astny, nakol’ko TSG nepotlacaju ,,rakovinu*
priamo — naopak — nazov dostali od toho, Ze pri ich mutaciach sa zvySuje pravdepodobnost’
malignizécie buniek.

105



Priklady tumor supresorovych génov

TSG lokus lokalizécia produktu proces

RB1 13q v jadre, regulacia transkripcie Kontrolné

TP53 17q v jadre, regulécia transkripcie uzly BC

p73 1p v jadre, regulacia transkripcie

WT -1 11p v jadre, reguldcia transkripcie Anti-

NF -1 17q v cytoplazme, reguluje rodinu ras growth

APC 5921 v cytoplazme, segregéacia chromozomov

DCC 18921 v cytoplazme, adhézia buniek

MLH 3p21 v jadre, podiePa sa na reparscii DNA oprava

pl6 9p21 v jadre, inhibitor CDK DNA

BRCA1 17921 v jadre, podiela sa na reparacii DNA

PTEN 10923 v cytoplazme, lipidova fosfataza Bunkot’Vé
smr

TGFbR11 3p22 v cytoplazme, receptorova kinaza
* Obr. 79. Priklady tumorsupresorovych génov

bielkovina kédovana TSG

=<

Protoonkogén ——> deregulacia bunkového cyklu (malignita)

* Obr. 80. Schéma dosledku straty tumorsupresorového génu alebo G¢innosti nim kodovanej
bielkoviny

Gén RB1 (lokalizovany na 13q14) ma dizku 180 kb a obsahuje 27 exénov, dlhych od
31do 1889 bp Gén RB1 koduje protein rbl (s molekulovou hmotnostou od 105 kDa az
po 130 kDa). Protein p105 sa skladd z 928 aminokyselin. V si€asnosti je znamych viac ako 930
mutacii tohto génu. Vicsina z nich (80 — 85 %) vedie k vzniku pred¢asného stopt-tripletu, ¢im
vznikaji r6zne dlhé bielkoviny (izoproteiny). Zname mutacie RB1 st roztrisené od 1. po 25.
exon, pripadne zasahuju oblast’ promoétora. Asi 80 % z de novo gametickych mutacii RB1 ma
paternalny povod. Hlavna funkcia proteinu rb1 (ako to uz bolo uvedené v opise kontrolného
uzla prechodu G1-S) je represia regulacnej oblasti rodiny Specifickych transkripénych faktorov
E2F. Po tuspesnej oprave mutacii v DNA v G1 fazovom kontrolnom uzle je rbl odstraneny
silnou fosforylaciou, za ktoru zodpovedaji komplexy cyklin D-cdk4 a cyklin E-cdk2.

Stratu funkcie rbl mutaciou, opisuje Knudsonova tedria dvoch krokov (zasahov).
Prvym krokom je delécia (mutécia) jednej alely RB1. Jedinec (pri gametickej mutacii) a bunka
(pri somatickej mutécii) sa stavaju heterozygotni — maju jednu alelu normalnu (dominantnu)
a druht mutovanu (recesivnu). Protein rbl je dimér (kazda alela koduje jeden monomér) a teda
V heterozygotnom stave génu RB1 si rbl zachovava (tak ako vac¢Sina TSG) funkcnost’. Len po
d’alsej mutécii (kroku, zasahu), ¢ize po strate aj druhej alely v bunke vznikne recesivne
homozygotny stav — bl nie je funkény. Pre tato stratu (poslednej funkcnej) alely sa pouziva
skratka LOH (,,loss of heterozygosity) a jej dosledky zavisia od toho, ¢i prvy zasah bol
gametickou alebo somatickou mutaciou.

Prikladom je retinoblastom — nador sietnice — jedného z tkaniv, ktoré su najviac
vystavené mutagénnemu u¢inku UV svetla. U zdravého cCloveka je tdto malignita vel'mi
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zriedkava a je dosledkom LOH po somatickej mutacii. Preto, ak sa vyskytne, tak len vo vySSom
veku, ojedinely nador a v jednom oku (unilateralne). Naopak, ak ma jedinec v kazdej telovej
bunke gén RB1 v heterozygotnom stave (ako dosledok gametickej mutécie), je relativne vysoka
pravdepodobnost’, Ze v niektorej z buniek sietnice dojde k LOH a k vzniku nadoru. Preto sa tzv.
dedi¢ny (familiarny) retinoblastom objavuje cCasto u deti, viacpocetne, V oboch ociach
a bilateralne.

Druhym typom straty pdsobenia TSG je zabranenie Gcinku bielkovin kdédovanych
tumorsupresorovymi génmi, napr. pdsobenim onkoproteinov DNA virusov. Patria sem
napriklad E1A adenovirusov, antigén T (u SV40, Ebstein—Barrovej virusu a pod.) a proteiny
E6 a E7 (u sérotypov 16 a 18) l'udského virusu bradavic (HPV). Tieto proteiny patria k tzv.
v€asnym a sluzia virusu na to, aby si bunku molekulovo uplne podmanil. Sucastou tohoto
procesu je aj prinutit’ bunku, aby replikovala virusovu DNA. Aby sa to dosiahlo, prislusny
onkoprotein sa naviaze na rbl a uvolni ho z represorovej vdzby na regulacnt oblast’ rodiny
E2F, aby vznikli bielkoviny potrebné pre replikaciu virusovej DNA. Problém je v tom, Ze ak aj
bunka atak virusu prezije a je prave na konci G1 fazy, méze dojst’ aj k replikacii jadrového
genému — bez oprav mutacii. To vedie k hromadeniu mutacii, ktord je na zaciatku malignej
transformécie bunky. U HPV je situécia o to nebezpecnejsia, Ze nielen onkoprotein E7 vyviaze
tbl, ale naviac aj E6 zablokuje p53, ¢im sa priamo zabrani nielen prediZeniu obdobia
potrebného na opravu mutécii, ale aj navodeniu apoptozy.

Gén TP53 sa nachadza na 17 chromozéme (17p13.1), kédujica oblast’ génu je dlha
2 629 bp. Je zndmych velké mnoZstvo mutécii tohoto génu. Mutacie TP53 boli zistené
U najmenej polovice nadorov. Protein p53 sa sklada z 393 aminokyselin. Tvori tetramér pricom
kazdy z monomérov ma viacero funkénych domén, avsak najdodlezitejSie su tri z nich. Prvou je
oligomerizacna doména, ktorou sa spajaju dva diméry — kazda alela koduje jeden dimér (dva
monoméry), do tetraméru. Druhou je na DNA sa viazica doména (DNAbd) s charakterom
zinkového prsta — fou sa p53 viaze do velkého zliabku DNA. Tret'ou je transkripéna doména,
ktorou p53 zabezpecuje napr. transkripciu génu pre inhibi¢ny protein p21. Je to teda Specificky
transkripény faktor.

Ulohou proteinu p53 je, ako bolo uz opisané, naviazat’ sa na DNA — najma na konci G1
fazy a zariadit' transkripciu génov pre inhibitor p21, pripadne pre p73 (p78) navodzujice
apoptézu. Tym pozastavi zaciatok replikdcie DNA a zdrovenn umozni €innost' enzymovym
systémom (tzv. repara¢né mechanizmy kapitola 10), ktoré zist'ujii a opravuju mutacie v DNA.
Ak je mutacii prili§ vela, je to prave p53, ktory navodi procesy veduce k apoptoze.

Na rozdiel od vacsiny ostatnych TSG, uz mutacia jednej alely TP53 narusi posobenie
takto kodovaného p53 — aberantného heterotetraméru. Znizi sa jeho schopnost’ viazat’ sa na
DNA a prediZi sa jeho Zivotnost’ (z normalne jednej na 20 hodin), &im straca schopnost’ ur¢it’
casovy limit ureny na reparaciu mutacii v DNA. Zaroven straca schopnost’ navodit’ apoptdzu.

Jedinci, ktori maji gameticki mutaciu p53 trpia tzv. syndromom Li-Fraumeni.
Reparacia DNA u nich nefunguje adekvatne a pri zdvaZznom poSkodeni DNA nedochadza
k apoptoze rizikovych buniek. Vedie to k tomu, Ze sa v ich bunkach hromadia mutacie d’al§ich
dolezitych TSG a PO. Najprv sa unich vyskytuje Sirokd paleta benignych (nezhubnych)
nadorov. Je ale len otazkou ¢asu, kedy v niektorej z ich buniek nastane LOH v TP53, pripadne
sa vyskytne takd kombindcia mutacii ostatnych regulacnych génov, ze v ich bunkach dé6jde
k malignej transformacii.

Z d’alsich TSG uvedieme aspon niekol’ko prikladov.

Gén WT1 ma lokus na 1pl3, skladd sa z 10 ex6nov a ma najmenej Styri rozne
transkripéné varianty. Koduje tumorsupresorovy protein, ktory ma charakter na DNA sa
viazuceho regula¢ného proteinu (DNAbd), ktory obsahuje Styri zinkové prsty. Je aktivator
(alebo represor) transkripcie niektorych génov a patri ku kI'i¢ovym génom riadiacim napr.
vyvoj obli¢iek a genitdlu. Mutacie WT1, najma v jeho dvoch oblastiach alternativneho zostrihu
sa vyskytuji napriklad pri Wilmsovom tumore obli¢iek (odkial’ ma nazov).
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NF-1 je gén vyvolavajuci neurofibromatozu prvého typu. Je lokalizovany na 17q11.2,
sklada sa z 50 ex6énov a ma viac ako 300 kb genomovej DNA. Jeho funkciou je inaktivacia G-
proteinu ras, ktoré¢ho aktivacia je zakladom prenosu signalu pre delenie bunky, do jadra.

APC gén je lokalizovany v 5921—-022, v lokuse patriacom génu DP2.5. M4 15 exénov
advaalternativne 5 UTR. Transkript génu (mRNA) je dlhy 10 386 bp. V sucasnosti je znamych
viac ako 120 mutécii tohto génu. Vyskytuji sa u FAP (familidrna adenomatdézna polypdza),
u Gardnerovho syndréomu a u inych nadorov. Protein FAP sa sklada z 2 843 aminokyselin.
Tento TSG funguje ako jeden z urcujucich faktorov pri regulacii proliferacie crevného epitelu.
Zucastiiuje sa aj na tvorbe medzibunkovych spojov. Preto s typické mutacie FAP povazuju za
zakladny faktor dedi¢nej (familidrnej) predispozicie pre rakovinu hrubého creva.

DCC je jednym z TSG, ktorych mutacia bola zistena pri rakovine hrubého ¢reva. Lokus
ma na 18q21.3, blizko teloméry. Protein kddovany DCC ma Struktary spolo¢né pre bielkoviny,
ktoré sa podiel'aji na adhezivnych spojeniach buniek a spolu s nimi sa podiel’aji na interakcii
bunka-bunka alebo bunka-medzibunkova hmota. LOH génu DCC (alebo delécia terminalneho
useku chromozému 18) patri pri vyvoji (tumorigenéze) rakoviny hrubého creva k findlnym
a prudko zhorSuje prognézu pacienta. Dovodom je narusenie medzibunkovych kontaktov
a ul'ahcenie procesu rozsevu (metastazy) nddorovych buniek do tela chorého.

BRCA1 ma lokus na 17q21, skladé sa zo 70 ex6nov. Ma mnoho réznych transkripénych
variantov s dizkou mRNA od 3 559 b do 7224 b. Z toho vyplyva aj iroka paleta izoproteinov
s obsahom od 680 do 1 863 aminokyselin. Mutacie BRCAL (vySe 300) st rozneho typu
a nachadzaji sa na rdéznych miestach génu. Povazuju sa za hlavny etiologicky faktor pri
priblizne 45 % geneticky podmienenych nadorov mliecnej zl'azy a pri viac ako 80 % geneticky
podmienenych foriem stcasného vzniku rakoviny prsnej zlazy aj vaje¢nikov. Ako uz bolo
uvedené, protein BRCA1 ma kIi¢ovu tlohu pri zastaveni bunkového cyklu v G2 faze, pri
kontrole a reparacii chyb, ktoré vznikli pri replikacii DNA. Zaroven ma protein BRCAI aj
Specificku funkciu — spomalovanie proliferacie (je negativnym regulatorom rastu) epitelov
Vv mliecnej Zl'aze (a vo vajecniku). Mutacie tohto TSG vedl k zniZeniu az zlyhaniu oboch
hlavnych funkcii BRCA1 koédovaného proteinu, ¢im prispievaji ku karcinogenéze, najma
vV uvedenych orgénoch.

BRCAZ2 ma lokus na 13q12.3. Gén obsahuje 27 exonov a jeho kodujiica oblast ma 10
987 bp. Protein BRCA2 obsahuje 3 418 aminokyselin. Spolupracuje s BRCA1, najmi pri
oprave zlomov oboch vldkien DNA a homologickych rekombinacii. Zlyhanie jeho funkcie sa
podiela na genetickej zlozke vzniku vacSiny nadorov prsnej zI'azy a/alebo nadorov vajecnikov.

Gén MLH-1 je lokalizovany na 3p21.3 a je tvoreny 19 exénmi, v dizke priblizne 100
kb. Gén MLH je typickym predstavitelom tzv. mutatorovych génov. Koduju bielkoviny
zuCastnené na reparacii DNA, takZe mutacie mutatorovych génov nepriamo (sekundéarne)
prispievaju k celkovému ndrastu vyskytu (neopravenych) mutacii v bunke. Protein kédovany
MLH patri do signalovej drahy BRCA1. Mutécie tohto génu sa davaju do priamej suvislosti
s niektorymi formami rakoviny hrubého ¢reva, ale aj inych orgéanov.

11.3.2 Protoonkogény

St typom regulacnych génov a koéduju bielkoviny, ktoré riadia napredovanie (progres)
bunky v bunkovom cykle. St zname aj ako proliferaéné gény, teda tie, ktoré riadia delenie
a diferencidciu buniek. Volame ich aj onkogény, a to vtedy, ak sa stavaji pricinou malignej
transformécie bunky. PO sa na onkogény menia bud’ mutaciou (tvori sa normalne mnozstvo
hyperaktivneho proteinu) alebo overexpresiou (tvori sa prili§ vel’ké mnozstvo normalneho
proteinu). Mutované PO zvycajne vysielaju do bunky falo$né signély, indukujtiice pokracovanie
cyklu — bez predchadzajucich ktrokov signalovej drahy. Overexpresia sposobi nadmernt
intenzitu signalu v drahe. Vysledkom je deregulacia bunkového cyklu zlyhanim proti-aktivity
TSG.

Bielkoviny kédované protoonkogénmi sa vyskytuju na vSetkych urovniach riadenia
bunkového cyklu (obr. 81).
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e Obr. 81. Lokalizacia bielkovin kédovanych protoonkogénmi. 1 — mitogénne aktivatory,
2 —membranové proteiny (receptory a G proteiny), 3 — plazmatické transmitery (prenasaju
signal do jadra), 4 — jadrové protoonkogény (transkripéné faktory, cykliny a pod.)

Rastové faktory (mitogénne aktivatory) — napr. PDGF, EGF a IGF. Su to ligandy
prevazne pre receptory s kindzovou aktivitou intracelularnej domény. St bud vyrazne
Specifické (pdsobia len na jeden typ buniek) alebo pdsobia na viaceré typy buniek, ¢o zavisi od
typu extracelularnej domény receptorov, na ktoré sa viazu. K bunkam sa dostavaja v ramci
endokrinnej, ale CastejSie parakrinnej regulacie.

PDGF (od krvnych dosti¢iek odvodeny rastovy faktor) ma poévod nielen v uvedenych
krvnych elementoch, ale tvoria ho aj bunky endotelu a placenty. Podporuje proliferaciu spojiv,
buniek hladkych svalov, ale aj neuroglie.

EGF (epitelidlny rastovy faktor) produkuju najmi bunky slinnych ainych zliaz.
Podporuje proliferaciu z mezenchymu odvodenych buniek, epitelov a neuroglie.

IGF-1 (0d inzulinu odvodeny rastovy faktor) je tvoreny v peéeni. Patri k univerzalnym
rastovym faktorom — podporuje proliferaciu mnohych typov buniek.

Membranové proteiny delime na dve skupiny — receptory a vyrobcov druhych
poslov. Povazujeme za potrebné pripomentt’, ze kym rastové faktory st v okoli bunky pritomné
stale, receptory pre rastové faktory si na jej povrch dopravené len na konci G1 fazy, ako je
bunka pripravena pokracovat’ v cykle.

Receptory pre rastové faktory patria k tym, ktorych vnttrobunkova ¢ast’ (doména) ma
charakter kinazy, viacSinou tyrozinovej, ako je napriklad EGFR (receptor pre EGF). Aktivacia
tychto receptorov nastava naviazanim prislusného rastového faktora, ¢o zvyc€ajne vedie k
dimerizacii (spojeniu) podjednotiek receptora, spusteniu kindzovej aktivity jeho intracelularnej
domény a autofosforylacii (obr. 82, 83).

Receptor pre epidermovy rastovy faktor (EGFR; ErbB-1, u 'udi nazyvany HER1) je
bunkovy povrchovy receptor pre proteinové ligandy zrodiny EGF. Je ¢lenom rodiny
receptorovych tyrozin kinaz a podrodiny Erbl, kam okrem HERI patria aj jej veI'mi podobné
HER2/c-neu, Her 3 a Her 4. Aktivované su naviazanim $pecifickych ligandov, EGF a TGFa
(transformujuci rastovy faktor alfa). Po naviazani ligandu dimerizuji — prechadzaju
z neaktivnej monomérove] do aktivnej dimérovej formy. To stimuluje protein-tyrozinovu
kindzovu aktivitu ich vnutrobunkovej ¢asti (domény). Vysledkom je autofosforylacia jeho
vlastnych tyrozinov v polohach 845, 992, 1045, 1068, 1148 a 1173. Tym sa uskuto¢nil prenos
signalu do bunky. Na fosforylaciou aktivovanu doménu receptora sa naviazu d’alSie proteiny
a moze sa zacat’ signalova draha, ktora konéi v jadre.

109



doména pre
rastovy faktor l- rastovy faktor
5 &
extracelularna ~—L'f
doména
transmembranovy

a-helix

intracelularna

- R e domé miesto
podjednotky receptora omena enzymu
pre PDGF
* Obr. 82. Dimerizacia receptora * Obr. 83. Aktivacia intracelularnej domény receptoru

Mutacia, ktord spdsobi bud’ ich nadmernt aktivitu alebo nadmernt syntézu
(overexpresiu) sposobi hyperaktivitu tohoto receptora a jeho premenu na onkogén, ako to bolo
opisané pri mnohych typoch rakoviny, napr. pri karcinomoch pltic a pri glioblastoma
multiforme.

Vyrobcovia druhych poslov su bielkoviny, ktoré receptorom preneseny signal
premenia na formu, ktorou sa moze v bunke §irit’ a dostat’ sa k cielovej molekule (obr. 84). Pre
regulaciu bunkového cyklu maj najvacsi vyznam G-proteiny. Predovsetkym je to rodina Ras
— N-ras, H-ras av tychto stvislostiach najvyznamnejsi K-ras (lokus 12p12.1, protein ma
molekulovii hmotnost’ 21 kDa), ktoré patria k proteinom asociovanym s receptorami.
Asistencné proteiny (napr. SOS a GBR2) aktivuju K-ras tym, ze mu odoberut GDP a pridaja
GTP. Aktivovany K-ras je schopny aktivovat’ serin-treoninovu kindzu Raf, ktorou sa zacina
prenos signalu cez cytoplazmu do jadra. Mutdcie K-ras vedu k odstraneniu aktivity jeho
GTPazy, ¢im nevznika GDP, K-ras zostava permanentne aktivny a vysiela do bunky falo$né
signaly, bez toho, aby predtym doslo k aktivacii receptora. Ide o pomerne casty faktor
deregulacie, napr. u rakoviny paknreasu sa vyskytuje az u 90 % pripadov. Mutacie K-ras maju
najmad substituény charakter a vedu k nahrade glycinu v polohe 12 za int aminokyselinu — napr.
za cystein a arginin (pri niektorych typoch rakoviny pl'ic) alebo za valin (u niektorych druhov
rakoviny hrubého Creva).

dimerzacia ( @ rastovy faktor
receptora

</
adaptorove proteinyo
(GRB2 a SOS1)

RAS GTP
(vZdy zapnuty)

jadro **\

regulacia expresie génov

* Obr. 84. Prenos signalu do jadra

Cytoplazmatické transmitery — prenaSaja signal do jadra. Pri riadeni bunkového cyklu
je to kaskada kinaz, ktoré su fosforylaciou aktivované a fosfatom aktivujii d’al§i protein
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v kaskade. Prvou je serin-treoninova kinaza Raf. Nasleduje kinaza Mek (Map/Erk kinaza-1)
a potom ostatné tzv. MAP-kinazy (mitogénom aktivované protein-kinazy). Kazda z nich je
fosforylaciou aktivovana v regulacnom mieste (tzv. T-slucka), ¢im nastane zmena jej
konformécie a uvedie sa do Cinnosti jej aktivne centrum, schopné z donora (ATP) odobrat
fosfat a fosforylovat’” d’al$iu kindzu v signalovej drahe. S kinazami spolupracuju aj d’alSie
enzymy. Kindzy mozu vytvarat komplexy a viazat sa na scaffoldovy protein MPI1.
V zjednoduSenom pohlade je tilohou kinaz zabezpecit' (regulovat’) expresiu urcitého génu,
najma pre Specificky transkripcny faktor. Niektoré kindzy maju vSak opacny ucinok — posobia
ako spétna viazba — inhibujt iné kinazy.

Klasickym pripadom premeny cytoplazmatického transmitera (MAP kindzy) na
onkogén je Abelsonova kinaza (abl). Dochadza k tomu po translokdacii (vymene) q ramienok
chromozomov 9 a 22, ktorej dosledkom je vznik typického markera — tzv. chromozému
Filadelfia. Po zlome chromozdmu, ktory je predpokladom translokacie, z génu bcr zostane len
aktivacna doména a gén abl strati regula¢nu oblast’. Vysledkom fuzie zvyskov tychto dvoch
génov (v lokuse 22q11.21) je gén bcr-abl. Koduje stale aktivnu ber—abl kinazu, ktora (pri
chronickej myeloidnej leukémii — CML) vysiela do jadra falosné signaly stimulujice delenie.

Jadrové protoonkogény — namid cykliny a transkripéné faktory. Pri regulacii
jednotlivych procesov prebiehajucich pocas kazdej z etap bunkového cyklu, ako uz bolo
uvedené, maji zasadny vyznam cykliny. Su to regula¢né molekuly, ktoré po vidzbe na prislusna
cyklin-dependentnt kinazu (cdk) tato aktivujt. Je dolezité zdoraznit, Ze v kazdej etape
bunkového cyklu je pritomny (syntetizovany) iny cyklin a pouzije sa jemu prislusna kinaza.
V adekvatnom case je cyklin degradovany (rozloZeny), alebo sa prestane vyrabat’, teda ukonci
sa expresia génu, ktory ho koduje. Naopak, kinazy majui dlhsiu Zivotnost, ale pouzity je vzdy
len ten typ, pre ktory st v jadre pritomné prislusné cykliny.

C-myc (lokus je na 8024.12—q24.13, protein ma hmotnost’ 65 kDa) je prikladom
Specifickych transkripcnych faktorov, ktoré maju (ako uz bolo uvedené) zésadnu ulohu pri
regulacii expresie génov suvisiacich s prechodom G1-S. Ak ddjde k translokacii tohto génu na
chromozom 22 (do oblasti 22q11.2), za gén pre syntézu tazkych (lambda) retazcov protilatok
(imunoglobulinov), ktory je permanentne a vel'mi intenzivne transkribovany, enhancerovy
efekt sa prenasa aj na translokovany c-myc. To spdsobuje jeho nadmernt transkripciu
(overexpresiu) a vznika Burkittov lymfom. St vSak aj pripady tohto lymfomu, kedy podobny
efekt nastava aj ako dosledok hyperaktivac¢nej mutéacie c-myc.

Zavazné dosledky ma vSak amplifikacia (mnohonasobné zmnoZenie poctu alel) tohto
protoonkogénu, zname napr. pri niektorych nadoroch hrubého creva, alebo prostaty.
Amplifikacia moZze sice vzniknit’ nerovnomernym crossing—overom, ale tu je nadpocetna len
jedna alela. Predpoklada sa, Ze mnohondsobna amplifikéacia, ktorej dosledkom je vznik
homogénne sa farbiace oblasti (HSR) na chromozémoch, je vSak dosledkom opakovanej
replikacie a ,trhania®“ chromozému, ktory stratil teloméru (obr. 85). Replikované useky
netplného chromozému sa zlepia a v anafaze je chromozom s dvoma centromérami roztrhne.
Bunka, ktora ziska kratky Gisek zanikne v dosledku chybania informacie. Bunka, ktora ziskala
dlhsi chromozém pokracuje v d’alSich cykloch. Predlzovanie useku pred zlomom pokracuje
dovtedy, kym (mutaciou iného chromozému) bunka ziska teloméru.
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delecia teloméry fazia koncov replikovanych defektnych chromozémov

pokracuje
v cykloch Y

\
G0\

roztrhnutie dicentromerického
chromozému v anafaze

* Obr. 85. Amplifikacia génov po delécii teloméry

V tabulke 13 uvaddzame priklady takto vzniknutej amplifikdcie protoonkogénov
a naddorové ochorenia, pri ktorych bola zistena.

* Tab. 13. Prehl'ad amplifikacie protoonkogénov a jej dosledkov

protoonkogén amplifikacia nadory

c-myc 20-krat leukémia a karcindm pl'ic

n-myc 5-1 000-krat neuroblastom, retinoblastom

I-myc 10-20-krat malobunkovy karciném plic

c-abl 5-krat chronicka myeloidna

leukémia

c-myb 5-10-krat akttna myeloidna leukémia,
karcindm hrubého creva

c-erbB 30-krat epidermoidny karcindbm

K-ras 4-20-krat karcindm hrubého creva

Okrem wuvedenych (nevirusovych) moznosti, existuje aj virusovd, presnejsie
retrovirusova etioldgia vzniku overexpresie c-myc (a mnohych inych protoonkogénov).

Regulacna overexpresia moze nastat’ vtedy, ak sa pred PO inzertuje provirus, ktory
vznikol reverznou transkripciou genomu retrovirusu. Koncovad LTR sekvencia provirusu totiz
uéinkuje (do vzdialenosti 3kb) ako silny enhancer génov, ktoré nasleduji. Vysledkom je
zvySenie expresie PO, aj ked’ nemusi byt’ dramatické — preto ich nazyvame takéto neakutne
transformujuce retrovirusy.

Podstatne ina situacia nastane, ak gendm retrovirusu ziska virusovy onkogén (v-onc).
Moze sa to stat v cytoplazme hostitel'skej bunky (cestou na baliace miesto virusu pri
cytoplazmatickej membrane bunky) — ak ddjde (pre podobnost molekul) k rekombinacii
genomu retrovirusu s MRNA vzniknutou transkripciou c-onc. Ak sa rekombinacia uskuto¢ni
Vv takom mieste jeho gendmu, Ze je retrovirus este schopny v novej hostitel'skej bunke reverzne;
transkripcie a inzercie do jadrového genomu — ddjde k amplifikacii — okrem dvoch alel c-onc
bude bunka mat’ aj tretiu alelu — v-onc. Zavazny problém nastane vtedy, ked’ je v bunke
potrebny PO kodovany tymto génom a ddjde k expresii vSetkych jeho alel. Zaciatocnd LTR
sekvencia provirusu je totiz vel'mi silny promotor, ¢o spdsobi mimoriadne silnti overexpresiu
v-onc. V bunke sa odrazu nachddza obrovské mnoZzstvo tejto bielkoviny a dojde k nahlej
deregulacii bunkového cyklu. Pre tento efekt nazyvame retrovirusy, ktoré obsahuji v-onc
akutne transformujice retrovirusy. St dokonca zndme aj pripady mnohonasobnej
amplifikacie v-onc (napr. v-myc pri karcindme prostaty)
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Na zaver zhrnieme mechanizmy, ktorymi sa PO mozu podielat na deregulacii
bunkového cyklu a naslednej malignej transformacii bunky (obr. 86).

mutécia
protoonkogén —— > onkogén —> deregulacia bunkoveho cyklu
overexpresia (malignita)

* Obr.
86. Schéma premeny protoonkogénu na onkogén

Premena protoonkogénu na onkogén je dosledkom poruchy funkcie protoonkogénov,
ako dosledok jeho mutacie, alebo poruchy jeho expresie.

Prvym typom je mutacia protoonkogénu. Prikladom je vznik tzv. chimerického génu
(zlozeného z dvoch poskodenych), ako spojenie génov abl a ber (po mutacii kazdého z nich),
pri chronickej myeloidnej leukémii.

Druhym typom premeny protoonkogénu na onkogén je madmerna expresia (tzv.
overexpresia) protoonkogénu. Vysledkom je abnormalne vel'ké mnoZstvo prislusného proteinu
s naslednou deregulaciou bunkového cyklu. Vznika bud’ regulaénou overexpresiou (zvySenou
transkripciou normalneho poctu alel pre dany protoonkogén), alebo amplifikéciou (zmnozenim
poctu alel).

Regulacna overexpresia méze vzniknat’ prenosom (translokaciou) protoonkogénu do
oblasti silného prométora (napr. pri Burkittovom lymféme), alebo patologickym zvySenim
aktivity promotora (vlastnej regulacnej oblasti) protoonkogénu (napr. vplyvom aktivity do neho
inzertovaného provirusu, ktory pochadza z retrovirusu).

Amplifikacia moéze vzniknat viacerymi mechanizmami — nevirusovej a retrovirusovej
etiologie.

Proces karcinogenézy, teda vzniku nadoru je len zriedkavo tak relativne jednoducho
dedi¢ne podmieneny, ako sme uviedli v predchadzajiacich pripadoch. Zvycajne sa jedna
0 postupny sled viacerych krokov, ktory zacina stratou TSG, pokracuje hyperaktivitou PO,
nasleduje strata TSG atd’. Na zaver zvycajne mutuje gén pre proteiny medzibunkovej hmoty
anastdva metastdza. Prikladom je Kinzlerova a Volgesteinova schéma vzniku rakoviny
hrubého ¢reva (obr. 87)

Strat
Mutécia Muticia Mutcia Mutécia llsa A
APC COX-2 K-ras TPs3 Hq
Normalny Hyper- Maly Velky

bl Proliferativny jmp —p!  Karciném

A adenom ) adenom
epitel

epitel

* Obr. 87. Schéma vzniku rakoviny hrubého ¢reva
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12 UVOD DO GENETIKY VYVOJA

12.1 Etapy intrauterinného vyvoja

Z funk¢éného hladiska delime intrauterinny vyvoj na Styri etapy — predimplantacné
Stadium, blastogenéza, embryogenéza a fetdlne obdobie. OdliSuji sa nielen obsahom
prebiehajucich dejov, ale hlavne typom predprogramovania pouzitia genetickej informacie.

Na zaciatku predimplanta¢ného Stadia sa uskutoc¢ni oplodnenie (fertilizacia). Do
11 hodin sa dokon¢i 2. meiotické delenie oocytu a vytvori sa druhé polové teliesko (obr. 88a).
Splynutie pronukleov pohlavnych buniek rodi¢ov (tzv. progenitorov) a vytvorenie sa zygoty
prebehne do 24 hodin. Zygota je obklopena tenkou vrstvou — zonou pellucidou, ktorej priméarny
Vyznam je zabranit’ opakovanému vniknutiu spermie.

Zygota sa zacina delit’ a cely tento komplex cestuje vajcovodom k dutine maternice.
Dcérske bunky, vznikajuce mitotickym delenim zygoty (a neskor seba samych) sa nazyvaju
blastoméry (obr. 88b). Po rozdeleni sa nemdzu zvic¢Sovat’ (rast’), ich priestor je vymedzeny
zonou pellucidou, naopak — ich rozmery sa zmenSuja. Usudzuje sa, ze toto je jeden zo
zasadnych momentov, ktory brani blastoméram v diferenciécii. Su to teda (rovnako ako zygota)
totipotentné bunky a z kazdej jednej z nich moze (po oddeleni) vzniknut’ cely novy organizmus
— ako je to zndme u monozygotnych dvojciat.

* Obr. 88. a. Vznik zygoty; b. styri blastoméry

Prechodom cez vajcovod delenim blastomér vznikne zhluk rovnocennych buniek —
morula. Po vstipeni do dutiny maternice sa roztrhne a uvolni zona pellucida. Toto je prvy
signal, ktorym zacina diferenciacia buniek. Vysledkom je vznik ttvaru s jednou dutinou —
blastocysty. Dalsie obdobie nazyvame blastogenéza.

Na jednej strane blastocysty sa nachadza zhluk buniek (tzv. vnitornd masa —
embryoblast). Touto stranou (pdlom) sa blastocysta pripoji na sliznicu maternice a za¢ne do nej
vstupovat’. Tento proces sa nazyva nidacia. Je ovplyvnena latkami vylu¢ovanymi blastocystou
(a neskor mladym embryom), ktoré v sliznici maternice navodia apoptdzu, ale aj iné reakcie,
napr. proliferaciu sliznice a tvorbu novych ciev. Vo vnutornej mase buniek neskdér vznikne
d’al$ia dutina (utvar sa potom nazyva gastrula). Z buniek medzi oboma dutinami sa vytvori
embryoblast, ktory sa najprv sklada z ektodermu a endodermu. Neskor medzi nich vrastie
mezoderm a vznika tzv. zarodo¢ny tercik. Toto je z hl'adiska d’alSieho vyvoja kI'i¢ovy moment.
Tu sa uskuto¢ni priméarne predprogramovanie diferencidcie. Kazda bunka ziska charakteristiky
zarodocnej vrstvy, z ktorej pochddza a moze sa d’alej diferencovat’ len na definované typy
buniek — ako to dokazuju skusenosti s kmenovymi bunkami.

Dalsie pokradovanie vyvoja jednotlivych organov a organovych ststav prebieha
v obdobi embryogenézy. Zlozitymi procesmi, ktoré podrobne opisuje embryoldgia, a z ktorych
je vacsina geneticky programovana, sa dosiahne stav, Ze zo zarodo¢ného tercika s priemerom
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0,2 mm vznikne zarodok s dizkou 23 mm. Toto obdobie sa kon¢i vyvinutim vonkajsicho
genitalu a oddelenim prstov na nohach.

Fetilne obdobie ma u jednotlivych druhov cicavcov roznu dizku trvania a konéi sa
porodom. V tomto obdobi sa plod d’alej rozvija, rastie a pripravuje sa na (relativne) samostatny
zivot po narodeni.

NajzavaznejSie vyvojové procesy prebiehaji v embryogenéze. Aj pre pochopenie
riadenia diferenciacie buniek je vel'mi uzitocna téza, ze zakladnou jednotkou zarodocného
vyvoja je populdcia (klon) buniek, ktoré vznikli mitotickym delenim =z jednej
predprogramovanej bunky. Tato populécia musi byt’ (v dostatocnom pocte) v potrebnom cCase,
na ur¢enom mieste zarodku a ucinkovat’ (reagovat’) potrebnym sposobom.

Teoria elementarnych vyvojovych procesov opisuje Styri zédkladné skupiny faktorov,
ktoré zabezpecuju embryogenézu (proliferaciu, distribtciu, integraciu a redukciu buniek).

Proliferacia je delenie adiferenciacia buniek. Tu sa naplno prejavuje
predprogramovanie nielen ako vytvorenie schém na riadenie expresie génoV a na variabilné
vyuzitie genetickej informécie, ale aj na pripravenost’ bunky prijimat’ signaly na diferenciaciu
z medzibunkového prostredia, teda vytvorenie potrebnych (typov a poctu) receptorov na ich
povrchu.

Distribucia buniek, ako zmena polohy populacie v priestore, je bud’ aktivna alebo
pasivna. Aktivne migruju len niektoré typy buniek, napr. zlozky budiuceho imunitného systému
alebo prapohlavné bunky. Zvyc¢ajne sa zmena polohy dosahuje zmenou proliferacnej aktivity
samotnej populdcie alebo okolitych populacii. Nezriedka sa to deje za spoluprace apoptdzy,
ktora vytvara potrebny priestor.

Integracia buniek znamend ich fyzicky, ale najmi informacny kontakt. Fyzicky
kontakt (priamo alebo cez bielkoviny mimobunkovej hmoty) je zdkladnym predpokladom
proliferacie. Ale, ako si uvedieme na priklade SHH, je zaroven nevyhnutna nielen spravna
tvorba diferenciaciu regulujuceho proteinu, ale aj jeho nerusend doprava k miestu ucinku.

Redukcia nepotrebnych buniek apoptézou je zakonity proces a podrobnosti jej tlohy
a chybného ucinku na vyvoj su opisané v prislusnej kapitole.

Diferenciacia je stav, kedy maju bunky rovnaky gendm, ale odliSuju sa fenotypom.
U mnohobunkovych organizmov je riadena Specifickymi regulaénymi proteinmi (napr. SHH
Sonic hedegehog) a programovanim expresie génov. Zakladnymi mechanizmami diferenciacie
su variabilna expresia génov a alternativne vyuZitie genetickej informécie.

Variabilna expresia génov znamena, Ze sa v roznych bunkach exprimuju rozne gény.
Je zabezpeCovana regulacnymi proteinmi, ktoré podliehaji kontrole parakrinne prichddzajucich
signalov. Kaskady postupnej expresie génov su riadené morfogénmi (napr. HOX a PAX).
Kombinécie pdsobenia jednotlivych génov z rodin morfogénov st, v zaciatoénych obdobiach
embryogenézy, vopred naprogramované. Okrem prioritnych drah expresie (ako je napriklad
prislusnost’ k zarodo¢nej vrstve), mozno réznymi chemickymi signdlmi spustat’ aj aktivitu
inych génov, ale len vrozsahu povolenom v danej bunke. Pouzitie ostatnych génov je
blokované. Inak povedané — v ré6znych bunkach sa pouzivaju rozne gény a aj miera ich expresie
moze byt odlisna.

Alternativne vyuZitie genetickej informacie je vysvetlenim faktu, Zze hoci mame
v gendme viac ako 20 500 génov, v naSich teldch sa vyskytuje viac ako 100 000 r6znych
bielkovin. Pomocou niekol'kych typov zasahov mozno z toho istého génu ziskat’ rozne mRNA
a nasledne rozne proteiny. Podstata je v tom, Ze vlastnosti bielkovin zavisia len od ich primarne;
Struktary, ¢ize od poradia aminokyselin, z ktorych sa skladaji. Odbor molekulovej biologie,
ktory sa venuje tejto oblasti sa nazyva proteomika.

Alternativny Start transkripcie znamena, Ze je v géne viacero zaciatkov transkripcie
aregulacné proteiny rozhodnu, ktory z nich sa pouzije. Vysledkom su ré6zne dlhé mRNA
(a nasledne proteiny), ktoré maja odlisny zaciatok a rovnaky koniec. Prikladom je najdlhsi
Pudsky gén — pre dystrofin. Cely sa transkribuje len v bunkach mozgovej kory. V sietnici sa
transkribuje priblizne polovica z neho a v bunkach neuroglie len jedna patina.
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Alternativny zostrih (tzv. procesovanie RNA) umoznuje cielene vystrihovat' (pri
uprave pre-mRNA) s kopiami intronov aj kdpie exénov. Vysledkom st mRNA a proteiny,
ktoré sa liia nielen diZkou, ale aj priebehom. Prikladom je kalcitoninovy gén, ktory ma
5 exonov. Kym v §titnej zl'aze obsahuje mRNA prvé Styri exdny a piaty je vystrihnuty,
v nervovom tkanive je odstraneny Stvrty exon a vyskytuje sa piaty.

Editovanie mRNA — enzymatickym zasahom je cielene niektory z kodujucich tripletov
premeneny na stop-triplet alebo vznikne sekvencia aktivujuca poly(A)polymerazu, ktora
predcasne vytvori polyadenylovy chvostik. V oboch pripadoch st vysledkom skratenie
tarnslacie a mRNA maju rovnaky zaciatok, ale odlisny koniec. Prikladom je gén pre lipoprotein
apoB. V peceni sa transkribuje cely avznika bielkovina apoB100 zlozend z4 536
aminokyselin. V bunkach sliznice ¢reva dochadza v mRNA enzymaticky na 6 666 nukleotide
k zamene cytozinu za uracyl — predcasne vznika stop- triplet UAA a vznika bielkovina apoB48,
obsahujuca len 2 152 aminokyselin.

Posttransla¢na uprava bielkovin (napr. v Golgiho aparate) vedie k d’alSej variabilite
roznorodych bielkovin.

Bielkoviny su v bunke spojené obrovskym mnozstvom interakcii a primarne zvysenie
ich variability horeuvedenymi spOsobmi umoZznuje ich eSte rozmanitejSie vztahy,
a Vv kone¢nom ddsledku vysoku variabilitu diferencovanych buniek.

Uz vel'mi dlho je zname, Ze sa U stavovcov hlavné etapy embryonélneho vyvoja takmer
zhoduju. Neskor sa zistilo, Ze principy genetického riadenia vyvoja a diferencidcie buniek su
vyrazne konzervované a Ze sa vyskytuji uz u hmyzu. Rovnako dlho sa vie, Ze niektoré poruchy
vyvoja maju monogénovy typ dedi¢nosti (napr. pri brachydaktylii autozémovo dominantny).
Ale az poznatky z konca 80-tych rokov minulého storo¢ia umoznili pochopit’ principy
genetického riadenia vyvoja. Jednalo sa o objavenie antenapédie a bithoraxu o0 ovocnej musky
drozofily (obr. 89, 90).

e Obr. 89. Antenapédia * Obr. 90. Bithorax

V pripade antenapédie sa jednalo o kvalitativhu poruchu — premenu génov riadiacich
vyvoj hlavovych koncatin (tykadiel) na hrudné koncatiny. V pripade bitoraxu i$lo o zdvaznejSiu
poruchu — 0 zdvojenie celej skupiny (segmentu) génov riadiacich kompletny vyvoj hrudnej
Casti tela ovocnej musky.

Tieto nové objavy viedli zakratko k poznaniu, ze existuji gény a rodiny génov, ktoré
riadia zarodo¢ny vyvin, u drozofily najméa v predozadnej osi. Kratko na to, boli objavené aj ich
paralogy (analogické gény) aj u cicavcov a ¢loveka.

V stcasti sa nazdavame, Ze je embryogenéza riadena tak, Ze urcité bunky zarodo¢ného
ter¢ika (napr. v tzv. prednej pere neuroporu) vytvaraju a parakrinne do zarodku vylucuju
zakladné regulacné molekuly, tzv. induktory. Tie potom pdsobia na ostatné bunky. Ich u¢inok
sa potom prejavi na aktivaciu jednak buniek, ktoré produkuji regulatory diferenciacie (napr.
SHH) a jednak na aktivitu tzv. morfogénov (napr. rodina HOX) v ostatnych bunkach.

Pritomnost’ a tloha diferencia¢nych proteinov so skupiny HH (hedgehog) sa, ako je
tomu nezriedka, zistila azZ po odhaleni ich mutacii u drozofily, ktoré viedli k zdvaznym
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porucham vyvoja ich embrya. Neskor boli tieto proteiny (a gény) opisané aj u ¢loveka. Z nich
je pre vyvoj embrya najdolezitejsi SHH (Sonic hedgehog) protein. Vytvaraju ho zvlastne
populacie buniek (centra), z ktorych sa molekuly SHH S§iria diftiziou v tkanivovom moku
a aktivnym pohybom telovych tekutin embrya. Tym vznikad koncentracny gradient molekul,
¢ize v roznych Castiach tkaniva na bunky pdsobi rozlicny pocet molekul. Aby sa prejavil
diferencia¢ny a diferencovany ucinok, musia mat’ na cytoplazmatickej membrane zvlaStne
receptory, schopné hodnotit’” nielen kvalitu signalu (typ ligandu), ale aj kvantitu (pocet
molekul). Ide o zvlaStne receptory (tzv. patch), ktoré maju vacsi pocet vizbovych domén (az
11) a typ signalu, ktory sa prenesie do bunky zavisi od po¢tu domén, na ktoré sa naviaze
signalova molekula.

Typickym prikladom vplyvu roéznej koncentracie molekul reguldtora diferenciacie na
spravanie sa buniek, je vytvorenie (uzaver) nervovej rary (obr. 91).

ventralna sais¢’ vyvijajlcej sa nervovej rary

|

notochord centrum tvorby SHH  motorické neurény

* Obr. 91. Schéma uzavretia nervovej rury a diferencidcie motorickych neurénov

Centrum pre tvorbu SHH sa nachddza na rozhrani okrajov nervovej listy. Tu je
koncentracia SHH najvyssia, ¢o vedie K proliferacii okolitych tkaniv a K uzaveru nervove;j rury.
Zaroven to vysvetluje, preCo dostredivé nervy vstupuji do miechy jej zadnymi korenimi.
Ventralnym smerom koncentracia SHH klesa, ¢o na opacnej strane miechy vedie k diferenciacii
motorickych neurénov.

SHH sa podiel'a aj na vyvoji ostatnych Struktar tela. Prikladom jeho autozémovo
dominantnej mutécie, ktora spdsobi zniZenie jeho expresie o 50 % je holoprozencefalia. Ide
0 poruchy vyvoja tvare, mozgu a mozgovne. Ma variabilnu expresivitu, od kyklopie
a anencefalie, cez razStep pery apodnebia, az po relativne l'ahké postihnutie — typicky
kuzel'ovity tvar hlavy, blizko posadené o¢i a centralny rezak.

Rodiny morfogénov su génové rodiny pre transkripéné faktory. Maju typickua charakter
rodin génov — jeden promoétor (LCR) riadi postupnt expresiu génov za sebou. Toto povazujeme
za hlavny dovod faktu, Ze sa zarodo¢ny vyvoj uberd jednym smerom a nemdze sa vratit’.

Najznamejsie z nich st rodiny HOX-ov (boxy homeotickych génov). Obsahuja tzv.
homeogény — vysoko konzervativne a najdlhsie zname regulaéné gény. Majt dizku 180 bp
a koduju 60 aminokyselinové homeodomény, na DNA sa viaZuce proteiny, ktoré sa viazu do
vel'kého Zliabku DNA pred génom. Zucasthuju sa tak remodelacie chromatinu a regulacie
expresie vybranych génov, najma z rodiny transkripénych faktorov T2F.

HOXov je 38 roznych druhov a tvoria 4 rodiny (tab. 14).
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« Tab. 14. Rodiny HOXov v genéme ¢loveka

HOX Typy Potet Lokafizicin

EEnOv

LL345 -

A FETET 11 Tpld-15
L1

L1345 L] 17 q21-22
B 6 Th q

4.5 655, o 1%q 13
c 10111 13 1

13,485 ] T g 31-32
D 18, 11,12, 13 1

Transkripéné faktory, ktoré¢ HOXy koduju, riadia vyvoj zarodku v antero-posteriérnom
smere. Pri vyvoji kazdej jednotlivej Struktury sa zapdjaju v zlozitych vzajomnych
kombinaciach (obr. 92).

— ai a2 a3 a4 a5 a6 a7 a9 al0o ati ai3d

¥ Elgi] H1 5
bl b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9

c4d c5 cb c8B ¢9 c10 ci1 ci12 ci3

d3 d8 d9 di0 di1 di2 di3

_-D—._J

* Obr. 92. Rodiny HOXov

Prikladom désledkov ich mutécii st poruchy vyvoja prstov — polydaktylie, syndaktylie
a synpolydaktylie pri mutacii génu d13, ktory je jednym z poslednych, ktoré st aktivované.

Okrem HOXov sa na vyvoji jednotlivych Struktar zarodku podielaji aj dalSie
morfogény, napr. zo skupiny PAX, ktoré tiez koduji na DNA sa viaZuce regulaéné proteiny.
Na rozdiel od HOXov su roztriisené po gendéme (tab. 15).

e Tab. 15. Distribticia PAXov v genéme

PAX Lokalizacia
20p 11,2
10G243-251
2q35
7q32
9p13
11p13
1p36
2q12-14
14912-13

O 0N 01 W N

PAXy su intenzivne Studované a pre informaciu uvadzame tlohu niektorych z nich:

e PAX 1 hra ulohu pri formovani segmentovej Struktiary zarodku, predovSetkym v rostro-
kaudalnej (neskor kranio-kaudalnej) osi;

e PAX 2 hra tlohu pri diferenciécii buniek oblicky;

e PAX 3 sa exprimuje pocas v€asnej neurogenézy. Jeho defekt vedie k vzniku tzv.
Waardenburgovho syndromu (hluchota a poruchy vyvoja koze a oka);
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e PAXS5 je znamy aj ako BSAP a je zahrnuty do diferenciacie B-lymfocytov, vyvoja
centralneho nervového systému a spermiogenézy;

e PAX 6 (oculorhombin) je transkripény faktor délezity pri vyvoji oka a nosa. Jeho defekt
sposobuje aniridiu (chybanie dihovky), ako aj autozomovo dominantne dedi¢né parcialne
chybanie dahovky.

Doplitujica Studijna literatira
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13 UVOD DO EXPERIMENTALNEJ TERATOLOGIE

Teratolégia je interdisciplinarny vedny odbor, ktory sa zaobera stidiom vrodenych
vyvojovych chyb, ich pri¢in a mechanizmov ich vzniku. Nazov vznikol v 18. storo¢i a je
odvodeny od gréckeho teraton — netvor.

Vrodena vyvojova chyba (VVCh) je postnatalne zistenda odchylka
vnutromaternicového vyvoja, ktora presahuje normalne rozmedzie fenotypovej variability
danej Struktiry alebo jej funkcie. Variabilita je urCovana epigenetickymi faktormi, ktoré
pdsobia v nadhodne kolisajicom mnozstve a intenzite.

U jednotlivych vyvijajucich sa struktur je frekvencia ich extrémnych foriem (VVCh) znama. V
naSej populacii sa VVCh diagnostikuju u priblizne 2 % novorodencov. Tento udaj je
ovplyvneny spdsobom ich hlasenia a tym, ¢o sa povazuje za VVCh. Vo vyskyte VVCh boli
pozorované vyrazné regionalne rozdiely nielen v ich pocte, ale aj v proporcii postihnutia
jednotlivych orgdnovych ststav.

U VVCh rozoznavame tzv. minus formy (chybanie Casti alebo celej Struktiry) a plus formy
(napr. nadpocetnost’ prstov).

Pre potreby experimentalneho testovania potencidlnych teratogénov je tito definicia
rozsirend o poziadavku dokdzat, ze v suvislosti s podavanim testovaného agens, doslo k
Statisticky vyznamnému narastu znamej frekvencie VVCh u modelového organizmu.

V Kklinickej praxi sa stretivame s velmi réznorodym pomenovanim VVCh -
malformécie, anomalie, atypicky rast, chyby, znetvorenia, odchylky vyvoja atd’.

Samostatnou kapitolou su zdvazné poruchy intrauterinného vyvoja, ktoré vedu k
samovolnému potratu zdrodku alebo k narodeniu mftveho plodu. Nazyvame ich len vyvojové
chyby, nakol’ko neddjde k pérodu na termin.

Rozozndvame nasledovné priciny poruch intrauterinného vyvoja (vzniku VVCh):

e geneticky podmienené ochorenia a syndromy, zdedené, alebo vzniknuté mutaciou de novo.
Odhaduje sa, Ze sa podiel’aju na 25 % vzniku VVCh;

e posobenie na bunky a ich vztahy v povodne normalnom zarodku (teratogenéza). Poruchy
vyvoja moézu byt vyvolané nasledovnymi skupinami pricin:
- pésobenim mutagénu na niektoré bunky zarodku;
- ovplyvnenim expresie génov v bunkach zarodku;
- negativnym u¢inkom na medzibunkovii komunikaciu buniek zarodku a poruchou
regulacie. Tato skupina je vel'mi rozsiahla, patri sem napr.: nedostatok energetickych
zdrojov, inhibicia syntézy alebo funkcie enzymov, poruchy osmotickej rovnovéhy,
porusenie funkcii a integrity membran, komunikacie buniek (fyzickej i parakrinnej), ale aj
utlakové poskodenia (amniové pruhy), atd’.;
- pri¢iny zo strany matky (napr. niektoré endokrinné ochorenia a VVCh maternice);
- infek&né ochorenia pocas gravidity (napr. primoinfekcie virusom rubeoly alebo protozoom
Toxoplasma gondii).

Uvedené pri€iny Studuje teratoldgia. Zistitelné faktory (zo strany matky, infekéné
agens, chemické latky atd’.) sa podiel’aju na etiologii VVCh v 10 %. Pri¢ina vzniku zvySnych
65 - 70 % VVCh nie je zndma (rozpoznatel'nd).

Teratogén je faktor z vonkajSieho (extraembryonalneho) prostredia, ktory po prechode
transportnym kanalom sposobuje (podmienuje) neziadiice ovplyvnenie ontogenézy in utero s
naslednym vznikom VVCh.

Utinok teratogénu zavisi od:

e obdobia zarodo¢ného vyvinu (¢im je zarodok ,,mladsi®, tym zavaznejSie su poruchy, ktoré
teratogén vyvola);

e vnimavosti zdrodku (v rdmci vnutrodruhovej a medzidruhovej variability);

e davky teratogénu a dizky expozicie;
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e mechanizmu jeho uc¢inku (vratane potenciaéného alebo inhibi¢ného uG¢inku kombinacie
roéznych naraz pdsobiacich faktorov);

e transportného kandlu (cesty, ktorti prekond az k cielovym Struktiram v zarodku. Pre
chemické a biologické teratogény ma rozhodujici vyznam metabolizmus, resp. jej imunitny
systém matky).

Typy teratogénov:
o fyzikalne ( napr. prenikavé a ionizujuce ziarenie);
e chemické (napr. lieky, xenobiotika, toxické latky, mutagény);
e Dbiologické (virusy, baktérie, protozoa).

V tabulke 16 st uvedené priklady najznamejSich liekov, ktorych teratogénne vlastnosti
boli odhalené¢ a tieto lieky je zakdzané podavat’ tehotnym Zenam.

* Tab. 16. Priklady liekovych teratogénov u ¢loveka

Isotretionin Kraniofacialne abnormality, NTD, kardiovaskularne
(13-cis-retinova | defekty
kyselina)

Litiumkarbonat | Rozne malformacie srdca a velkych ciev

Methotrexat Mnohopocetné malformacie, predovSetkym skeletu,
tvare, lebky, koncatin a chrbtice

Phenitoin Fetalny hydantoinovy syndrém: IURR, mikrocefalia,
mentalna retardacia, strhnuty metopicky Sev,
vnitorné epikantalne zahyby, ptéza viecok, hlboko
stlaceny Koren nosa, hypoplazia falangov

Thalidomid Abnormalny vyvoj alebo chybanie kon¢atin, systémové

abnormality
Trimetadion Zaostavanie vyvoja, obodie v tvare pismena V, nizko
sediace usnice, razstep pery a/alebo podnebia
Kyselina Kraniofacialne malformacie, NTD, ¢asto
valproova hydrocephalus, defekty srdca a skeletu

Pre potreby experimentédlnej teratologie, teda Stidia mechanizmu vzniku VVCh
atestovania potencidlnych teratogénov, vznikla tedria elementarnych morfologickych
procesov (EMP), ktoré s opisané v kapitole 12 o genetike vyvoja.

Cim sa EMP v zarodku aktivnejsie, tym st vnimavejsie na pdsobenie teratogénu. Takto
vysvetlujeme jav, Ze niekedy jeden teratogén vyvold mnohopocetni VVCh a inokedy viac
teratogénov len jednu VVCh. Obdobia, v ktorych su jednotlivé orgdnové stistavy najviac citlivé
na pdsobenie teratogénov sa nazyvaju kritické periody. U ¢loveka:

e centralny nervovy systém (3. az 6. tyZden a kles4 do narodenia);

e kardiovaskularny systém (polovica 3. az 6. tyzden a klesa do polovice 8. tyzdia);
e pera a podnebie (6. - 12. tyzden);

e koncatiny (polovica 4. - 7. tyzden).

Zakladné postulaty teratologie su:
e vnimavost k teratogenéze zavisi od genotypu zarodku a od spdsobu, akym dochadza k jeho
interakcii s faktorom z vonkajSieho prostredia;
e vnimavost’ na teratogénne agens variruje v zavislosti od obdobia vyvinu zarodku a od ¢asu
expozicie (tzv. kritické periddy);
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teratogén posobi urCitym mechanizmom na bunky a tkanivd zarodku a podmiefiuje
abnormélnu embryogenézu (teratogenézu);

cesta Skodlivych exogénnych faktorov k vyvijajucim sa Struktiram zéavisi od povahy
faktorov (agens);

manifestdcia porusené¢ho vyvinu vzrastd v sulade so vzrastom davky agensu.
S postupujucim ontogenetickym vekom vel'kost’ davky relativne klesé (narastom hmotnosti
organizmu matky a plodu);

abnormalny vyvin sa méze findlne manifestovat’ (v zavislosti od rozsahu poskodenia) —
smrt’ou, malformaciou, retardaciou rastu alebo funkénou nedostato¢nost’ou.

Vzhl'adom na medicinsku a socidlnu zavaznost’ VVCh, je potrebné studovat priciny ich

vzniku. Zakladné metodické pristupy su:

teratoepidemiologia (sledovanie vyskytu VVCh a vyhladavanie potencidlnych
teratogénov);

experimentalna teratolégia — overovanie teratogénneho potencidlu sledovanych faktorov
v pokusoch (od skriningovych testov az po jednogeneracné reprodukéné stadie).

Paradoxami identifikacie teratogénov u ¢loveka je, Ze:
ludsky zarodok, organizmus gravidnej zeny a feto-placentarna jednotka c¢loveka su
unikatne, takze doteraz nemdme adekvatny nehumdnny model, ktory by umozioval
spolahlivy prenos vysledkov z pokusov na modeloch vykonanych na ¢loveka;
spolocenska objednavka pre testovanie teratogénnych vlastnosti novo zavadzanych
chemickych latok, najmé lie€iv je vel'mi aktudlna;
vysledkom je kompromis — zistovanie, ¢i skimana latka prechadza cez placentu (tento udaj
ma prioritu) a preverovanie jej teratogénneho potencidlu na experimentalnych modeloch.
Ak je v oboch pripadoch vysledok pozitivny, liek sa nesmie podavat’ gravidnym zZenam.

V tabulke 17 uvddzame modely pouzivané na testovanie v experimentalnej teratologii.

* Tab. 17. Prehl'ad modelov pouZivanych na testovanie v experimentalnej teratologii

Invivo | - Subvertebrata (napr. Hydra vulgaris)

- Vertebrata

- Amphibia (napr. FETAX — skriningovy test na Zabach Xenopus laevis)

- aviarne modely (napr. CHEST — skriningovy test na kuracich embryéch)

- laboratorne zvierata (mySi, potkany, kraliky, atd’.) sa povazuji za
najvhodnejsie, nakol'ko ide o kompletny systém matka — placenta — zarodok
(plod)

Invitro | - kultivované bunky (na $tddium mechanizmu G¢inku teratogénov)
- kultivované Casti embryi (na §tidium mechanizmu ucinku teratogénov)
- kultivované celé predimplantatné embrya (skriningové testy)

Organizacia testu embryotoxicity (vplyvu na vznik a prezivanie zéarodkov)

a teratogenicity (tzv. jednogeneracnej reprodukcne;j Studie, podl'a OECD):

vyber vhodného modelu, ktory adekvatne reaguje na potencidlny teratogén;

stanovenie zaciatku gravidity a embryogenézy;

aplikacia testovanej latky (typ podavania by mal zodpovedat’ ocakavanej expozicii U I'udi);
davkovanie (vychddza z predpokladanej terapeutickej davky alebo letilnej davky).
Pouzivaji sa minimalne tri pokusné skupiny (s réznymi ddvkami) a jedna kontrolné skupina
(podava sa len vehikulum). V jednej skupine by malo byt 10 - 20 zvierat;

aplika¢na schéma (rozpis dni aplikécie a davok);
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e ukoncenie experimentu (u laboratérnych zvierat, vzhladom na maternalny kanibalizmus —
den pred fyziologickym ukoncenim gravidity).

V pokuse sledujeme nasledovné parametre, ktoré su Statisticky spracovavané. :

e hmotnost’ a spravanie sa samic pocas experimentu (moze upozornit’ na nespecifické ucinky
testovaného faktoru, ktoré mézu zamaskovat’ Specificky ucinok);

e pocet: zltych teliesok (kol'ko oocytov bolo poskytnutych na fertilizaciu), implantatov
(kol’ko zo zarodkov zacalo vyvoj —nidovalo), resorbatov (typ potratu u polyembryonalnych
zvierat), zivych a mftvych plodov;

e hmotnost’ plodov;

e vyskyt visceralnych a skeletovych malformacii.

Dopliiujtica Studijna literatira
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14 APOPTOZA

Apoptoéza je zanik bunky, ktory nevyvolé reakciu v okoli. Bola objavena az na zaciatku
70-tych rokov minulého storocia, v stvislosti s rozvojom metodik elektronovej mikroskopie.
Je to tak diskrétny proces, ze sa nazyva ticha bunkova smrt. Odraza sa to v jej nazve —
amonT®olc Co v starej gréctine znamena opadavanie listov zo stromov na jesen.

Zanik buniek je udalost’, ktora sa v makroorganizme uskutociiuje priebezne. Suvisi
s neustalou prestavbou a regeneraciou tkaniv, organov a organizmu. Ma aj zékladny vyznam
pri remodelacnych procesoch pocas embryogenézy. Preto sa apoptdza nazyva aj programovana
bunkova smrt’.

Zaroven je sposobom, ako sa telo chrani pred rizikom pochadzajicim z buniek, ktoré
uz prekrocili svoju zivotnost alebo z tych, ktoré su potencialne nebezpecné, napriklad pre riziko
ich malignej transformacie.

Najstar§im znamym mechanizmom zaniku buniek je patologicky proces — nekréza, pri
ktorej je rozpad bunky (buniek) sprevadzany zapalovou reakciou okolia. Jednym z hlavnych
procesov, ktoré nekrozu sprevadzajl, je praskanie lyzozomov, uvolnenie ich enzymov
a natravenie bunky a jej okolia (tzv. autolyza).

Apoptoza sa skladé zo série procesov, ktoré st bud’ navodené zvonku alebo ich iniciuju
vnutrobunkové mechanizmy. Apotdzu vykonavaji vnutrobunkové mechanizmy, ktoré musia
byt Specificky aktivované. Ich vysledkom je rozloZenie bunkovych proteinov i DNA a zdnik
bunky vo forme mechurikov z membrany — tzv. apoptotické telieska, ktoré obsahuji rozny
podiel uvedenych stcasti (obr. 93).

Apoptézové telieska su
pohlcované fagocytmi
a rychlo degradované.

Chromatin sa oddeluje a tvoria sa
vybezky na povrchu bunky.
Vznikaju apopt6zové telieska.

Agregacia chromatinu na jadrovd membanu a
zahustenie cytoplazmy. Bunka sa scvrkava.

<4— Vbunkesa zastavuju syntetické procesy

* Obr. 93. Schéma priebehu apoptozy

Apoptoza je proces pri ktorom sa v bunke najprv zastavuje syntéza bielkovin, vratane
tvorby lyzozémov. Nasledne DNaza degraduje (Stiepi) jadrovia DNA na kratke, 300 bp dlhé
useky. Degradovany chromatin sa, v dosledku rozloZenia jadrovej matrix, pripdja (agreguje) na
vnitornu stranu jadrovej membrany. Sucasne su rozlozené aj bielkoviny v cytoplazme
a v organelach. Bunka sa zac¢ina scvrkavat.

Stiepenie bielkovin vykonavaji zvlastne enzymy, ktoré sa nazyvaju kaspazy, pretoze
bielkoviny Stiepia v mieste dvoch aminokyselin — cysteinu a kyseliny asparagovej. V bunke st
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pritomné v neaktivnej forme, ako prokaspazy. Je ich viacero typov aje medzi nimi
hierarchické usporiadanie. Mechanizmus, ktory spusti apoptézu, najprv aktivuje jednu
z hlavnych kaspaz (8, 9, 10 alebo 12), tym Ze ju zostavi z jej podjednotiek. Tak sa z nej stava
aktivny proteolyticky enzym, ktory Ciastoénym natrdvenim aktivuje niektora z vykonnych
kaspaz (3, 6 alebo 7).

Apoptoticky proces pokracuje vytvaranim mechurikov z jadrového obalu, ktoré
obsahuju zvysky chromatinu. Zaroven sa aj cytoplazmaticka membrana vydava a postupne sa
odskrcuju mechuriky, ktoré obsahuju zvysky cytoplazmy, jej obsahu a jadra. Takto vznikaju
tzv. apoptotické telieska.

Apoptotické telieska nevykazujii aktivitu asi vtkanive pohlcované bunkami
schopnymi fagocytézy, napr. lokdlnymi fagocytmi (makrofagmi). Materidl uloZeny
v mechurikoch (fagozémoch) je v tkanive recyklovany.

Aktivacia (vyvolanie) apoptéozy je proces, ktorym sa v bunke spusSta séria
mechanizmov a reakcii molekul, ktoré nakoniec vedu k apoptdze. Vo vSeobecnosti ich delime
na dva hlavné typy, exogénnu a endogénnu.

Pri exogénnej aktivacii dochadza k naviazaniu signalovej molekuly z mimobunkového
priestoru na Specificky receptor na povrchu bunky. Tento spdsob je bezny napriklad pri vyvoji
a reakcii buniek $pecifickej imunity (T lymfocytov). Ligandom su napr. Fas alebo TNF. Ich
naviazanie vedie Kk trimerizacii troch podjednotiek tzv. receptora smrti a K aktivacii jeho
intracelularnej domény. Na fiu sa pripoja FADD (s Fas asociované proteiny domény smrti).
Sluzia ako efektor — pripoja na seba podjednotky prokaspazy 8 a zostavia z nej funkény
heterotetramér. Kaspédza 8 potom ¢iastocnou hydrolyzou aktivuje DNéazu a vykonné kaspazy,
najméi kaspazu 3.

Pri endogénnej aktivacii apoptozy vznika podnet v bunke samotnej. NajdolezitejSia
cast’ endogénnej aktivacie apoptdzy suvisi s replikdciou DNA, teda hlavne s nahromadenim
mutacii v DNA aso spotrebovanim motivov pre vézbu primerov na telomérach. Suvisia
s proteinom p53 a boli opisané v ¢asti o bunkovom cykle a jeho regulacii (kapitola 11).

Protein p53 vyvola expresiu génu pre protein p73 (resp. p78), ktory uvolni protein bcl2
z vizby na bielkovinovy kanal bax vo vonkaj$ej membrane mitochondrii. Umozni tym, aby
Z priestoru medzi vonkajSou a vnutornou membranou mitochondrie unikol enzym cytochrom
c. Tento sa viaze na bielkoviny Apafl (apoptozu aktivujici faktor 1) a spolu vytvoria komplex
apoptozom, ktory potom aktivuje enzym kaspazu 9. Tento enzym aktivuje podriadené
kaspazy, ktoré rozstiepia bunkové bielkoviny. Okrem toho sa aktivuju DNézu, ktora Stiepia
jadrovi DNA.

Daldim typom endogénnej aktivacie apoptozy je dosledok toxického Soku, ktory
nevedia zvladnut detoxikacné mechanizmy endoplazmatického retikula. Dochadza
k vylu¢ovaniu Ca?" iénov akalpainu, ¢o vedie k aktivicii prokaspazy 12 anasledne
k procesom, ktoré uz boli opisané.

Hlavné funkcie apoptozy su zhrnuté v tabulke 18.

* Tab. 18. Hlavné funkcie apotozy

Programovana bunkova smrt’ pri - ukoncenti ,,Zivotnosti“ bunky (teloméry)
- selekcii buniek (napr. prapohlavnych

a imunitnych);

- nid4cii a embryogenéze;

riadena (ticha) bunkova smrt’ pri ochrane | - rizikovymi bunkami (napr. maligne
mnohobunkového organizmu pred transformované);

- cudzorodymi bunkami (napr. parazity

a transplantéty).

Hlavnymi funkciami apoptézy v embryogenéze su selekcia chybnych alebo
nepotrebnych buniek a remodelacia Struktur pocas embryogenézy. Fyziologicky priebeh
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embryogenézy teda zéavisi od spravnej Casovej a priestorovej regulacie pomeru medzi
proliferaciou buniek a apoptozou.

Apoptdza ma kl'aiCovy vyznam najma pri vyvoji srdca, koncatin (najmé prstov), ¢reva,
mozgu, vylucovacej ststavy a pohlavnych organov. Neprimerane velka alebo mala aktivita
apoptozy pri vyvoji tychto Struktur, vedie k vzniku vrodenych vyvojovych chyb.

Apoptdza sa vo vyvoji srdca podiel'a na mnohych procesoch, ale jej poruchy maja
najzavaznejSie dosledky pri vzniku porach remodelacie komorového septa a vytvorenia
primarneho a sekundarneho septa medzi predsieniami. Ide o zavazny problém, nakol’ko poruchy
vyvoja priechradiek tvoria takmer jednu desatinu zo vSetkych VVCh zistenych
u zivonarodenych novorodencov.

Apoptdza ma vo vyvoji koncatin zakladny remodela¢ny vyznam pri vyvoji Struktir
pocas progresie apikalnej ektodermovej listy. Prikladom st poruchy vyvoja ruky a prstov. Pri
nadmernej (pripadne predCasne zacatej) apoptoze pocas vyvoja prstov vznikaju polydaktylie
a naopak pri jej malej intenzite (alebo neskorom nastupe) vznikaju syndaktylie.

Pri vyvoji ¢reva, najmé pri spajani ¢asti pochadzajiacich z mezodermu a z endodermu,
maju poruchy apoptdzy vyznam pri vzniku atrézie (uzavretie), duplikaci (zdvojenie) stenoza
(zuZenie). Aj ked’ VVCh zazivacieho systému tvoria len 2 % zo vSetkych hldsenych, najvacsiu
Cast’ z nich tvoria atrézie pazeraka a rekta.

Pri vyvoji mozgu apoptdzou zanikne postupne az 50 % vzniknutych neurocytov. Prvym
dovodom je prispdsobovanie sa poctu cielovych buniek, ku ktorym sa novovznikajice bunky
mozu pripojit. Druhym dévodom je neustala prestavba mozgu, v procese vyvoja, pri vytvarani
definitivnych zapojeni.

Apoptdza je vyznamny dej aj pri vyvoji genitalu. VyuZiva sa pri formovani jedinej
dutiny maternice a posvy a jej poruchy st zodpovedné za riziko duplikacie a vzniku prichradiek
Vv tychto organoch. U poSvy sa nedostatocnd apoptéza moze prejavit aj jej atréziou.
Samostatnym problémom je vyvoj maskulinneho fenotypu genitalu, predovSetkym progresia
uretry. Apoptdzou v priestore medzi corpora cavernosa vytvara priestor, v ktorom uretra
progreduje na koniec glansu. V pripade nadmernej apoptdozy dojde k jej predéasnému
vyusteniu. Vznika vObec najcastejSia VVCh — hypospadia, ktora bola v niektorych rokoch
zaznamenana u viac ako 20 % Zivo narodenych chlapcov.
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15 GENOVA TERAPIA

Génovu terapiu moZeme definovat’ ako lieCenie geneticky podmienenych chorob
postupmi, ktoré vyuzivaji metédy génového inzinierstva s cielom vniest chybajici gén,
pripadne upravit’ alebo odstranit’ defektny gén. Nazyvame ju aj liecba génom, popripade oprava
génov. Je lakavé preniest’ sklisenosti z vkladania génov do rastlin a zivo¢ichov aj na l'udi.

Pri¢inou vacsiny genetickych chorob je zmena v DNA, ktora vedie k znizeniu funkcie
prislusného génu (Casto kodujuceho enzym), pripadne k jeho Gplnej nefunkénosti. Dosledkom
je chybanie potrebného funk&ného proteinu, ¢o vedie k vzniku choroby. Ulohou génovej terapie
je napriklad pripravit’ funkény gén a zaviest ho pomocou vhodného vektora do genetického
materidlu bunky. Ide teda o reparaciu genetického vybavenia bunky. Génova terapia je vSak
vel'mi zlozita zalezitost'. Je nutné zabezpecit', aby sa spravny gén dostal do spravnych buniek,
aby sa zacal prepisovat’ v spravnom case a aby vydrzal ¢o najdlhSie (v idealnom pripade po
cely zivot). Aj mnozstvo syntetizovanej bielkoviny musi byt’ ,,akuratne* — ani prili§ malé, ani
prilis vel'ké.

Hlavnou motivaciou génovej terapie je najst' nové sposoby lieCenia chordb v pripadoch,
kde je tradi¢na terapia malo efektivna alebo neefektivna. Snahou je aspon do niektorych buniek
pacienta vniest' neposkodeny gén, ktory nedostatkovi bielkovinu vyrobi a aspon ¢iastocne
nahradi jej existenciu. Casto staéi, aby sa produkcia bielkoviny obnovila iba na zlomok
obvyklej irovne a chorému sa vyrazne ul'avi, pripadne sa zastavi alebo spomali rast nadorovych
buniek.

Zakladom lie¢by je poznanie suvislosti medzi mutaciou v géne a fenotypovym prejavom
choroby. Problémom je, Ze mnohé gény nemaju iba jednu funkciu ale plnia viaceré tlohy, ktoré
st ¢asto rozdielne. Preto gén a jeho funkcie musia byt’ presne identifikované. Dalsim délezitym
pravidlom je, Ze nova forma génu musi odstranit’ alebo zmiernit’ prejavy choroby a nesmie
negativne ovplyvnit’ fyziologické funkcie.

15.1 Choroby pouzivané na génovu terapiu

Teoreticky sa pomocou génovej terapie da opravit’ kazda choroba, zatial’ sa vyuZzivajl a
klinicky testuji jednoduchSie situacie. Pre experimentdlnu génovu terapiu sa pouZzivaji
choroby, ktoré¢ maju vel'mi tazky, Casto letdlny priebeh a zaroven neexistuje ind moZznost’
terapie.
Tzv. modelové mutacie, pre ktoré sa génova terapia testuje mdézeme rozdelit’ do Styroch

skupin:

e zmena v jednom géne — (jednobodové mutacie), prikladom je kosacikovitd anémia;

e multigénové poruchy — mutécie vo viacerych génoch zaroven, Casto sa prejavi aj vplyv
prostredia, prikladom su srdcovo-cievne poruchy, diabetes, nadorové ochorenia;

e mitochondrialne poruchy — mutacie v mitochondridlnej DNA, su ¢asto letalne a spdsobuji
poruchy organov;

e chromozémové aberacie — delécia, duplikicia, translokécia.

Napriek zna¢nému Usiliu vedcov a lekarov je génova terapia vo vicSine pripadov iba
VvV experimentalnom §tadiu alebo sa klinicky testuje. Hlavny problém je, ze Casto nesie so sebou
mnoho vedlajsich efektov. V Cine bola povolena prva génova terapia Gendicine na lie¢bu
nadorov mozgu a koze v r. 2003.

Eurdpska komisia v r. 2012 schvalila génovu terapiu s nazvom Glybera. Zakladom tejto
génovej terapie je virus upraveny metédami génového inzinierstva tak, aby do buniek pacienta
vniesol 'udsky gén pre enzym lipoproteinova lipdza (LPL). Z pdvodného virusu ostalo len 4 %.
Pacienti s tymto vel'mi zriedkavym ochorenim (1 az 2 T'udia z milidéna) trpia tazkymi zapalmi
pankreasu, maju naruseny metabolizmus tukov a zvySené riziko aterosklerozy a diabetu Il.
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typu. Doposial’ boli odkazani len na vel'mi prisnu diétu. Tato génova terapia sa uz nepouziva,
dovodom bola vysoka cena.

V maji 2016, po 20 rokoch prace, bola oficidlne schvalena prva génova terapia pre
Strimvelis od firmy GlaxoSmithKline (cena 665 000 dolarov). Je zamerana na lieCbu t'azkej
kombinovanej imunodeficiencie (SCID — severe combined imunodeficiency). Forma dedi¢ne;j
SCID je nesmierne zriedkava. Pacienti nemaji funkény gén ADA, ktory koduje adenozin
deaminazu. Jej tlohou je katalyzovat’ deamindciu adenozinu, priCom vznika inozin, ktory sa
premieiia na hypoxantin. Mutaciou v géne ADA je deamindcia zastavena, adenozin sa meni na
dAMP, ten na dATP, stipa mnozstvo dATP v bunkach. dATP je silnym inhibitorom tvorby
deoxynukleotidov, hlavne deoxytymidintrifosfatu. To vedie k zablokovaniu syntézy DNA
a tym aj delenia buniek. Pokial’ je gén ADA nefunkcny, dochddza k imunitnej nedostato¢nosti
a k infekénym chorobam, pretoze T lymfocyty su citlivé na znizenie syntézy DNA. Bez ADA
biele krvinky odumieraji ihned’ v kostnej dreni. Tieto deti maju od ttleho veku jednu infekciu
za druhou, od nadchy az po Zivot ohrozujice pneumonie. Pred dvadsiatimi rokmi mohli prezit
jedine pod ochrannym plastickym krytom — bublinou. Takyto sterilny kryt chranil Davida,
slavneho "chlapca v bubline". Neskdr sa vedci pokusali chemicky zmenit' ADA od krav (liek
nazvany Adagen). Hoci tento liek zachranil deti, nevyliecil ich uplne, stale sa vyskytovali
komplikacie. Sen o génovej terapii SCID sa vykrystalizoval, ked” W. French Anderson prisiel
k zaveru, ze deficiencia ADA je najlepSou chorobou na testovanie genetickej lieCby. Jeho tim
pracoval na osvojeni technik génového transferu vyvinutych zékladnym vyskumom a na ich
aplikécii v medicinskej terapii. Rekombinantnymi technikami za pomoci restrikénych enzymov
sa gén schopny tvorit’ chybajici enzym adenozin deaminazu vélenil do nukleovej sekvencie
retrovirusu (RNA-virusu). RNA-virusy obsahuju reverzni transkriptizu, enzym
zodpovedny za to, ze pri replikacii tychto virusov dochadza k reverznej transkripcii RNA
genému do komplementarneho vldkna DNA, ktor¢ je vzapiti dosyntetizované na dvojvlédknovu
DNA. Takato DNA sa potom integruje do hostitel'skej chromozémovej DNA. Dlho zijuce
kmenové bunky su vyplavené z kostnej drene do krvného obehu. Geneticky zmenené virusy a
kmenové bunky izolované z odobratej krvi sa zmieS$aju. Virusy nestiice novy gén vstipia do
kmeniovych buniek (obr. 94). Touto technikou genetického transferu kmeniové bunky ziskaju
schopnost’ syntetizovat’ chybajlici enzym. Zmenené kmenové bunky sa injikuji do pacienta a
trvale podporujt jeho imunitny systém.

Infekcia
T- lymfocytov
T- lymfocyty  retrovirusovym

od pacienta vektorom mt‘?gl“ﬂClﬂ
| provirusu do
J ' chromozému
é’rmLieni; L TR} D4 | [LTR
- lymfocyto

f

LR DAl {LTR]
)

Pudsky nemutovany ADA gén rekombinantny  vektor /

retrovirusovy m

vektor

T- lymfocyty s opravenym
ADA génom

infuzia pacientovi
* Obr. 94. Postup pri liecbe t'azkej kombinovanej imunodeficiencie génovou terapiou
Prikladom schvalenej génovej terapie pri liebe rakoviny su: Kymriah — akttna

lymfoblastova leukémia, Yescarta — niektoré lymfomy, Imlygic — lokalna liecba maligneho
melanomu, Provenge — karcinom prostaty, Zalmoxis — hematol. malignity.
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Prikladom schvalenej génovej terapie genetickych ochoreni st: Luxturna — ciel
opravit’ mutaciu v géne RPEG5, ktory fyziologicky produkuje protein, vd’aka ktorému o¢né
receptory vnimaju svetlo. Pacienti s mutaciou v tomto géne postupne slepnu. LieCba je zalozena
na vpichnuti injekcie s modifikovanym virusom priamo do oka pacienta. V maji 2019 schvalil
americky Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) lick Zolgensma (cena 2 miliény €). Je to
nova génova terapia pre deti do dvoch rokov so spinadlnou muskuldrnou atrofiou (SMA) a je
dostupna zatial’ iba v Amerike. SMA je autozomalne recesivne ochorenie. Mutovany je gén
SMN1 (survival motoric neuron), ktory koéduje syntézu proteinu SMN zodpovednu za
fungovane motorickych neurénov. Prvé priznaky SMA sa objavuji uz pri narodeni, pripadne
do pol roka dietata. Choroba sa vel'mi rychlo rozvija, dieta nie je schopné zdvihnut' hlavu a
vykonavat’ bezné pohybové zru¢nosti o¢akdvané v prvych mesiacoch zivota. Nikdy sa nenauci
sediet’ a postupne mu ochabuju vsetky svaly. Az 95 % deti zomrie do 2. roku zivota na
respiracné zlyhanie.

V tom istom ¢ase bol v EU schvaleny Zynteglo na liecbu beta talasémie, ktora znizuje
schopnost’ pacienta vytvarat’ hemoglobin. Génova terapia vyuziva virus na zavedenie zdravych
kopii génu na vyrobu hemoglobinu do kmenovych buniek odobratych pacientovi. Bunky sa
potom znovu zavedu do krvného obehu a transportujii sa do kostnej drene, kde zacnu
produkovat’ zdravé ¢ervené krvinky, ktoré mozu produkovat’ hemoglobin.

15.2 Zakladné poziadavky na uspeSnu génovu terapiu

Ak mé byt génova terapia uspesna, musia byt’ splnené niektoré zakladné poziadavky.
Najdolezitejsia je poznat’ presnt pri¢inu choroby az na molekulovej irovni, zodpovedny gén,
jeho presnii DNA sekvenciu a lokalizaciu, génovy produkt a mechanizmus jeho normélneho
a patologického ucinku. Osekvenovanie l'udského gendmu a zavedenie technik nextgen
sekvenovania vyrazne napomohlo v odhalovani pri¢in chorob. Robia sa tzv. celogenomové
asociacné Studie. Pomocou biostatistickych metéd sa porovnéavaju tisice vzoriek pacientov
a zdravych jedincov. Odhaduje sa vyznam v ich rozdieloch (napr. DNA polymorfizmoch
a mutaciach) pri vzniku a vyvine choroby. Analyzuje sa, ktoré gény su zodpovedné za vznik
chorob ada sa vypocitat’ riziko pre konkrétneho pacienta (personalizovanid medicina).
Odhal'uju sa nové asociacie medzi génom a chorobou, stava sa ze identifikované gény neboli
predtym vo vztahu k chorobe skumané. Nasledne sa v laboratoriu vytvori terapeuticka
geneticka informadcia, transgén, pomocou rekombina¢nych technik.

Druhou poziadavkou st vhodné ciel’ové bunky génovej terapie. Idedlne su bunky
kmenové, ktoré sa daji lahko ziskat' od pacienta, je mozné ich namnozit' v in vitro
podmienkach a jednoducho sa s nimi manipuluje. Délezité je, aby po vneseni do pacienta ostali
funkéné a nasledne sa opraveny gén prenasal do dcérskych buniek. V poslednom obdobi sa
pouziva na vystrihnutie a zacielenie vybran¢ho useku CRISPR-Cas9 systém, ktory umoziuje
vymenu defektného génu za zdravy.

Tretia sucast’ stratégie je voI’ba vhodného vektora (nosica). Pouzivaju sa virusove,
nevirusové a bakterialne vektory. Z virusovych su to najcastejSie retro-, adeno-, adeno-
asociované-, lenti-, herpes a alfa virusové vektory. Z nevirusovych sa naj¢astejsie pouziva naha
DNA a bakterialne sa ziskavaju z baktérii rodu Listeria, Escherichia a Salmonella. Zaroven
musi existovat’ vhodny systém prenosu genetickej informacie do ciel'ovych buniek. Moznosti
je mnoho — napr. mechanické metody (mikroihly, mikromanipulatory a biobalistika), chemické
¢1 fyzikdlne metody (elektroporacia — umoZni prienik genetickej informdacie cez
cytoplazmaticki membranu), samotnd DNA ¢i DNA v komplexoch s roznymi molekulami
(DNA prenos pomocou lipozomov (lipoplexov), modifikovanych lipozomov (polyplexov),
komplexnych mnohovrstvovych lipozomov (piedmontov), mnohovrstvovych lipidovych
nanocastic (kochleatov).

Stvrtou poziadavkou je zarudenie bezpe¢nosti prenosu a zabranenie rekombinécii
retrovirusového vektora s endogénnym retrovirusom, ¢o by malo za nasledok nekontrolované
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mnozenie. Zaroven vnesend DNA nesmie pdsobit’ ako mutagén a inaktivovat’ niektory tumor-
supresorovy gén, popripade aktivovat’ protoonkogén. Vzhl'adom na urcitu kontroverznost’ tejto
terapie je ju mozné pouzit na pacientovi iba ak je uspeSne otestovand a schvalena.
K podstipeniu experimentalnej terapie je nutné ziskat’ informovany stihlas pacienta.

Pre aplikdciu génovej terapie sa vytvaraju prisne zakony a normy. Experimentalna
génova terapia sa pouziva na lie¢bu hemofilie, cystickej fibrézy, hemoglobinopatie, deficitu 1-
antitrypsinu, parkinsonovej a alzheimerovej choroby, arterosklerozy, AIDS, hepatitidy,
diabetu, Duchennovej svalovej dystrofie, cirhdzy pecene a z malignit napr. multiformného
glioblastomu. Po génovej terapii je potrebné starostlivo monitorovat’ zdravotny stav pacienta.

15.3 Zakladné sposoby génovej terapie

Niektori pacienti maji mutaciu v uritom géne (napr. deléciu, substiticiu) a pozmeneny
produkt posobi patologicky. V tychto pripadoch sa robi pomocou rekombinécie tzv. oprava
génu (ndhrada, transplantdcia génu). Mutovany gén sa vymeni za zdravy. Pri strate funk¢nosti
génu, ak je patologicky nedostatok génového produktu, sa dodavaji extrakopie tohto génu do
genoému prislusnych buniek, ¢im sa zvysi mnozstvo potrebného génového produktu. Gény sa
priddvaju napriklad do kmenovych buniek, s cielom zabezpecit' ochranu pred toxickym
uc¢inkom chemoterapeutik (gény rezistencie na chemoterapeutika).

Metodou pouzivanou v terapii nddorov je cielené usmrtenie urcitych buniek vlozenim
tzv. Killer génu, ktory nasledne produkuje letalny toxin atym zabije vybrané bunky
(nadorové). Alebo sa pouzije ,killer gén, ktory je citlivy na smrtiaci G¢inok lieciva, ktoré sa
da pacientovi az po vloZeni takéhoto smrtiaceho génu do bunky, o sa nazyva aj samovrazedna
génova terapia.

V niektorych pripadoch sa gén len ako keby ,,vypne* (cielend inhibicia expresie
chybného génu), ¢o sa nazyva ablacia génu. Ablacia génu sa vykonava podl'a potreby na tirovni
DNA, RNA pripadne sa zablokuje uz vzniknuty protein. V urcitych nadoroch je naopak mozné
spustit’ expresiu terapeutickych génov prostrednictvom $pecifickych sekvencii v prométoroch,
ktoré sa zapinaju len v nddoroch a zdravé tkanivo sa neposkodi.

Podla typu ovplyvnenych buniek m6Zeme definovat’ génovu terapiu ako somaticku
a zarodocnu. V praxi sa robi iba somaticka génova terapia, nakol’ko pri zdrodoc¢nej je u ¢loveka
a vysSich stavovcov celosvetové moratorium. Pri zarodocnej terapii je zmeneny gendm priamo
vo vaji¢ku alebo spermii a zmena sa prenasa do d’alSich generéacii.

Génova terapia sa mdze robit’ in vivo, kedy su cielové bunky pre vnesenie génu
lokalizované priamo v tele pacienta (cielové bunky st po celt dobu sucast’ou organizmu) a in
vitro = ex vivo, kedy sa gén vnesie do cielovych buniek v laboratoriu, ¢ize mimo tela pacienta
(ciel'ové bunky st najprv odobrané z organizmu a po uskutocneni génovej terapie su vratené na
svoje miesto v organizme). Pri in vivo terapii ide 0 viac-menej nahodny proces, s malymi
moznostami kontroly a riadenia. PouZiva sa v pripadoch, ak ide o bunky (tkaniva), ktoré
nemozno kultivovat’ v in vitro podmienkach alebo ak nemozno kultivované bunky preniest’ spat’
do tela pacienta. Pri ex vivo je geneticky material najprv preneseny do buniek kultivovanych in
vitro, ¢o je kontrolovany proces, transfekované bunky su selektované a mnozené. Vyhodou je,
Ze bunky st zvyc€ajne autoldgne a mozno ich vratit’ spat’ do tela pacienta.

15.4 Vyhody a limity génovej terapie

Vyhody génovej terapie st nesporné, rovnako ako aj jej limity. Preto je snaha nedostatky
génovej terapie zmiernit’, popripade uplne eliminovat. Medzi najddlezitejSie patri kratkodoba
ucinnost’ génovej terapie, pretoze bez integracie do gendmu je vel'mi t'azké dosiahnut’ dlhodoby
ucinok transgénu. Imunitnd odpoved’ redukuje efektivnost’ terapie a zabranuje opakovanej
aplikacii. Aj ked’ virusové vektory sl najpouzivanejSie v génovej terapii, existuje obava, Ze
virusovy vektor moze vyvolat’ iné ochorenie, problematicka je ich toxicita, imunitné a zapalova
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odpoved’. Pri pouziti virusovych vektorov je genetickd informacia do gendému vlozena viac
menej ndhodne. Vneseny gén tak méze narusit’ sekvenciu iné¢ho génu (naruSenie protoonkogénu
alebo tumor-supresorového génu mozZe spustitt malignu transformaciu  bunky).
AV neposlednom rade vécSina chordb nie je spdsobend muticiou v jedinom géne ale su
vyvolané kombinovanym ucinkom réznych génov (ide o tzv. multigénové choroby, napr.
ochorenia kardiovaskularneho systému, Alzheimerova choroba, artritida a diabetes) a opravit’
zaroven viacero génov je v sucasnosti neredlne. Na zaver je to vysoka finan¢na, technicka a
technologicka néaro¢nost’ tychto metdd. Génova terapia je aj eticky problematicka, je tazkeé
presne vymedzit’ hranicu medzi tym, na €o je eSte etické génovu terapiu pouzit’ a na €o uz nie.
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