Otázky na zkoušku z genetiky
1. Buněčná podstata reprodukce a dědičnosti
1.1 Struktura a funkce prokaryot
· prokaryota = nadříše:  1. nebuněčné organismy (subcellulata) – protoorganismy a viry
2. prvobuněčné organismy (protocellulata) – bakterie, sinice a prochlorofyta

· významný zástupce prokaryot: bakterie
· prokaryotická buňka
· velikost: 1 – 2 (m

· tvar: kulovitý nebo tyčinkovitý

· buněčná stěna
· vrstva peptidoglykanů (murein, pseudomurein)
· polysacharidy, peptidy, lipidy
· pórovitá
· uděluje buňce tvar a chrání ji
· permeabilní – kompenzuje vysoký osmotický tlak uvnitř buňky
· cytoplazmatická membrána
· dvojitá vrstva fosfolipidů
· integrální a periferní proteiny
· model fluidní mozaiky
· semipermeabilní
· místo metabolických dějů
· cytoplazma
· směs koloidních a krystaloidních roztoků
· uložení zásobních látek (inkluze)
· vytváří prostředí pro metabolické děje
· jádro (nukleoid)
· 1 cyklická makromolekula DNA
· smyčky DNA navzájem propojené molekulou RNA
· nemá žádný obal, v několika místech připojeno k cytoplazmatické membráně
· plazmidy
· malé cyklické molekuly DNA uložené v cytoplazmě
· obsahují méně důležité, pro buňku postradatelné geny
· využití v genovém inženýrství
· ribozómy
· 2 podjednotky
· účast při syntéze bílkovin
· pouzdro
· jen u některých prokaryotických buněk
· nad buněčnou stěnou, zvyšuje odolnost buňky
· glykokalyx
· jen u některých prokaryotických buněk
· další vnější obal
· plsťovitě propletená vlákna polysacharidů
· umožňuje ulpívání a přichycování na různých površích
· bičík, fimbrie, plynové vakuoly
· jen u některých prokaryotických buněk
· chromatofory, chlorobiové váčky, thylakoidy
· jen u některých prokaryotických buněk
· obsahují fotosyntetická barviva
· velký poměr povrchu buňky k jejímu objemu ( velká plocha pro kontakt s okolím ( rychlá výměna látek
· bez vnitřních membrán ( větší rychlost metabolických dějů
1.2 Struktura, reprodukce a rekombinace virů (DNA viry, RNA viry), význam v medicíně
· viry – na pomezí forem života
· nebuněčné – tvořené nukleovými kyselinami a proteiny
· napadají buňky a využívají jejich buněčné struktury pro svoji reprodukci

· mimo buňku neschopné vlastního metabolismu
· vysoká druhová a orgánová specifita k buňkám, ve kterých parazitují
· dělí se na živočišné, rostlinné, bakteriofágy
· využití v genetickém inženýrství a genové terapii – vektory (nosiči) genetické info mezi buňkami

· klasifikace podle:  a) typu nukleové kyseliny (DNA nebo RNA)

b) počtu a typu řetězců nukleové kyseliny (dvouřetězcová nebo jednořetězcová s orientací řetězce + nebo –)
c) struktury virionu (přítomnosti nebo nepřítomnosti obálky)

· struktura virionů
· virion = virové tělísko
· kulovité, tyčinkovité, vláknité, složitě členěné

· proteinový obal – kapsida – obaluje NK tvořenou 5 – 200 kb
· genom nejmenších virů – jen 3 geny, velké viry – několik set genů

· kapsida – větší počet identických podjednotek – kapsomery
· kapsomery – složeny z proteinů kódovaných geny virů

· obalené viry – kromě kapsidy mají obal z dvouvrstvy proteinů a lipidů + pro virus specifické glykoproteiny (vestavěny i do hostitelské membrány)
· obal získávají při uvolňování z hostitelské buňky (exocytóza)

· některé viriony se do buňky dostávají i s kapsidou (lyzozomy buňky rozštěpí obaly viru), jiné jen vloží svou NK

· genom virů
· tvořen jednou molekulou NK; u některých virů rozdělena do několika fragmentů
· pokud je DNA dvouřetězcová, může být v hostiteli rovnou replikována a transkribována, pokud je jednořetězcová, musí být nejprve dosyntetizován druhý komplementární řetězec

· retroviry (jednořetězcová RNA) – ve svém genomu kódují reverzní transkriptázu – syntéza dvouřetězcové DNA – transport do jádra a možná integrace do chromozomu hostitelské buňky (např. HIV)
· reprodukce virů
· nemají schopnost autonomně se rozmnožovat
· využívají transkripční a translační aparát hostitele, využívají i jeho zdroje energie a metabolitů pro replikaci, transkripci a translaci
· lytický cyklus – viry se v hostitelské buňce pomnoží, lyzují ji a uvolněné viriony napadají další buňky
· lyzogenní cyklus – NK virů se nereplikují, genom viru se začlení do genomu hostitelské buňky a replikuje se s hostitelskou DNA
· začlenění genomu je reverzibilní ( virus může vstoupit do lytického cyklu

· lyzogenie – stav, kdy je genom viru reverzibilně začleněn do hostitelské DNA

· lytický cyklus
· potlačení syntézy hostitelské DNA, RNA a proteinů působením časných virových proteinů
· štěpení hostitelské DNA na fragmenty a replikace a transkripce virové DNA/RNA
· pozdní virové proteiny – vytvářejí kapsidy pro nové viriony, katalyzují maturaci a kompletování virionů
· transkripci zajišťují virem modifikované RNA polymerázy hostitele
· obalené viry se uvolňují exocytózou
· lyzogenní cyklus
· virová DNA se změní z lineární na cirkulární a může být integrována do chromozomu hostitelské buňky
· provirus (profág) – virová DNA integrovaná do chromozomu hostitele; lyzogenní buňka – buňka s provirem ve svém chromozomu
· RNA viry – RNA je nejprve reverzní transkriptázou přepsána na DNA a pak začleněna do chromozomu

· obě DNA musí obsahovat integrační sekvenci – přiloží se k sobě

· provirus se může z chromozomu uvolnit ( lytický cyklus

· rekombinace genetické informace virů
· dochází k ní při směsných infekcích (infikování více viry současně)
· 2 viry s odlišnou genetickou výbavou ( nastává „diploidní“ stav ( řetězce DNA se k sobě mohou přiložit a rekombinovat
· cistrony – nejmenší samostatné úseky DNA – kódují jednotlivé polypeptidy

· k rekombinacím může docházet i uvnitř cistronů nebo mezi kterýmikoliv dvojicemi bazí NK ( rekon – nejmenší úsek schopný rekombinace

· rekombinace virů přispívají spolu s jejich mutacemi k variabilitě jejich fenotypu včetně antigenních charakteristik

1.3 Struktura a reprodukce bakterií, význam v medicíně
· velikost: 1 – 10 (m
· v cytoplazmě jen ribozómy a nukleoid (ekvivalent jádra)

· buněčná stěna
· vrstva peptidoglykanů (murein, pseudomurein)
· uděluje buňce tvar a chrání ji
· umožňuje žít v hypotonickém prostředí
· na některých místech se vchlipuje a podílí se na organizaci vnitřní struktury
· někdy doplněna pouzdrem – proteiny nebo lipopolysacharidy
· opouzdřené bakterie s lipopolysacharidy: Gram-negativní; bakterie se stěnou pouze z peptidoglykanů: Gram-pozitivní
· penicilinová a cefalosporinová antibiotika inhibují syntézu buněčné stěny (působí především na Gram-pozitivní bakterie – např. streptokoky)
· antibiotika II. a III. generace – širokospektrá – působí na oba typy bakterií

· postrádají cytoskelet

· chromozom bakterií
· kruhová dvoušroubovice DNA (suprahelikální spiralizace) – 3 Mbp
· genom – až několik tisíc genů

· na vytváření struktury chromozomu se podílí proteiny HLP (histon like proteins)
· další proteiny jsou zejména DNA a RNA polymerázy

· chromozom je vždy určitým místem připojen na cytoplazmatickou membránu

· plazmidy
· jeden nebo více malých kruhových chromozomů v cytoplazmě
· nesou genetickou info, která není zcela nezbytná, ale poskytuje selekční výhody

· replikují se nezávisle na chromozomu a na reprodukčním cyklu bakterie
· využití jako vektory

· plazmidy F (fertilitní) - kódují proteiny nezbytné pro konjugaci bakterií a předání DNA do buňky příjemce

· plazmidy F‘ – kromě genů pro konjugaci nesou i další geny, které jsou obvykle lokalizovány v hlavním chromozomu
· plazmidy R (rezistence) – nesou geny zajišťující rezistenci vůči antibiotikům
· obsahují inzertní sekvence – umožňují inkorporaci do jiných plazmidů nebo do hlavního chromozomu
· transposony – transponovatelné části

· reprodukce bakterií
· nepohlavní dělení
· prodlužování buňky a replikace kruhového chromozomu
· replikace je zahajována v místě připojení chromozomu na plazmatickou membránu (tzv. OriC místo)

· vytváří se septum, až se dceřiné buňky oddělí
· přežití nepříznivých podmínek umožňuje bakteriím tvorba endospor
· replikace DNA u bakterií
· replikace vytvořením replikační vidlice
· replikon – úsek, který se replikuje z jednoho místa
· replikační bublina – místo tvořené již dvěma dceřinými dvouřetězci

· replikace probíhá z jednoho místa ( tvoří se pouze jeden replikon
· DNA helikázy – despiralizace DNA
· při despiralizaci kruhové dna musí dojít k přerušení vlákna DNA – přerušení a znovunapojení katalyzují topoizomerázy
· na napřímené řetězce se v místě OriC naváží specifické proteiny – protein DnaA (účastní se iniciace replikace), DnaB a DnaC (váží se na signální sekvenci)
· po zahájení replikace se tyto proteiny účastní despiralizace – ruší H-můstky mezi bazemi

· na jednořetězcovou DNA se váží SSB proteiny – brání vytváření vazeb mezi nukleotidy jednovláknové DNA

· syntézu nového řetězce zahajuje DNA primáza (DNA dependentní RNA polymeráza) – syntetizuje úsek RNA – primer ( všechny DNA polymerázy potřebují k syntéze volný 3’OH konec, DNA primáza ne

· DNA polymeráza III – nejúčinnější v replikaci; II – reparace
· syntéza komplementárního řetězce ve směru 5‘(3‘ (čtou 3‘(5‘)

· řetězce DNA: 3‘(5‘ = +, paměťový - vedoucí; 5‘(3‘ = –, pracovní – opožďující se ( Okazakiho fragmenty
· replikaci každého Okazakiho fragmentu zahajuje DNA primáza v součinnosti s helikázou – komplex enzymů pro syntézu Okazakiho fragmentů = primosom
· primery mezi úseky DNA jsou vyštěpovány DNA polymerázou I (má exonukleázovou aktivitu 5‘(3‘) – na uvolněné místo syntetizuje komplementární řetězec DNA
· úseky nového řetězce spojuj DNA ligáza – katalyzuje kovalentní uzavření fosfodiesterické vazby
· komplex všech proteinů, které se účastní replikace = replisom
· replikace „otáčející se kružnice“
· u některých virů a při konjugaci bakterií
· jeden řetězec DNA zůstává intaktní a je matricí pro kontinuální syntézu komplementárního řetězce

· druhý řetězec je přerušen endonukleázou

· 5‘ konec přerušeného řetězce je helikázou oddělen od intaktního

· 3’OH konec slouží jako primer pro syntézu řetězce komplementárního k intaktní matrici
1.4 Konjugace, transformace, transdukce
· parasexuální děje – schopnost přenosu genetické info mezi bakteriemi
· konjugace
· jednosměrné předání genetické info
· donory genetické info mohou být pouze bakterie, které obsahují F faktor (F+)
· příjemci F faktor nemají (F-)
· geny F faktoru determinují tvorbu sex pili – umožňují kontakt mezi bakteriemi, vytvoření cytoplazmatického můstku a přenos DNA do buňky příjemce
· F plazmid je replikován mechanismem otáčející se kružnice: F- ( F+
· málo často je spolu s palzmidem předávána i hlavní DNA – frekvence rekombinací je nízká oproti bakteriím s F faktorem v hlavním chromozomu
· episomy – plazmidy, které se mohou inkorporovat do hlavního chromozomu ( při konjugaci je předávána DNA hlavního chromozomu
· přenesený chromozom se rekombinuje s hlavním chromozomem příjemce
· buňky s F faktorem v hlavním chromozomu = Hfr bakterie (high fequency of recombination)

· počet předaných a následně rekombinovaných genů závisí na době konjugace

· přerušovaná konjugace – experimentální přerušování konjugace a zjišťování vzniku rekombinantních buněk

· transformace
· přenos DNA – aktivní, enzymy řízený, energeticky náročný proces
· probíhá jen u druhů, které jsou na ni geneticky vybaveny

· kompetentní buňky – buňky schopné transformace
· faktor kompetence – produkován kompetentními buňkami, indukuje syntézu dalších 10 proteinů
· kompetentní streptokoky vážou na svém povrchu dlouhé úseky DNA dárců
· malý počet specifických receptorů
· při více fragmentech DNA – kompetice fragmentů
· jeden z řetězců DNA na membráně je rozštěpen exonukleázou, uvolněná energie je využita k transportu DNA do buňky
· jednořetězcová DNA je transportována cytoplazmou k chromozomu

· jednořetězcový fragment DNA se přikládá k homolognímu úseku chromozomu a je integrován místo úseku jednoho vlákna DNA

· fragment DNA může být v průběhu transportu degradován exonukleázami
· pokud streptokoky inkorporovaný řetězec dárce obsahuje jinou alelu genu (jinou sekvenci nukleotidů), je vzniklé chybné párování rozpoznáno a opraveno ( k transformaci nedojde
· při rychlém dělení chyby opraveny nejsou ( polovina dceřiných buněk má chromosom s původní strukturou DNA a polovina má dárcovu DNA (= transformované bakterie)
· transdukce
· přenos genetické informace viry (bakteriofágy) do nichž byla DNA inkorporována v předchozí hostitelské buňce
· je možná v průběhu lyzogenního cyklu reprodukce virů

· generalizovaná transdukce
· virion přenáší libovolnou část DNA hostitele

· při závěrečné fázi lytického cyklu je virová DNA/RNA obalována proteiny – do kapsidy se může náhodně dostat fragment DNA hostitele
· specializovaná transdukce
· přenos určitých částí DNA bakteriálního genomu viry
· att místo – sekvence na DNA viru i bakterie – umožní integraci

· integrovaný virus se replikuje spolu s DNA chromozomu bakterie
· virus je vyštěpen při překřížení chromozomu v místě att – zahajuje lytický cyklus
· při nepřesném překřížení se vyštěpí i kousek bakteriální DNA ( viriony vzniklé lytickým cyklem přenášejí kus DNA bakterie dál

· přenesený úsek DNA bakterie se může rekombinovat s homologním úsekem DNA příjemce

1.5 Episomy a plazmidy, význam v medicíně
· episomy
· při konjugaci umožňují inzertní sekvence inkorporaci plazmidu do hlavního chromozomu
· inzertní sekvence – krátké úseky, které obsahují gen pro transposázu a repetitivní signální (inzertní) sekvence

· plazmidy, které se mohou inkorporovat do hlavního chromozomu = episomy
· plazmidy
· jeden nebo více malých kruhových chromozomů v cytoplazmě

· nesou genetickou info, která není zcela nezbytná, ale poskytuje selekční výhody

· replikují se nezávisle na chromozomu a na reprodukčním cyklu bakterie

· využití jako vektory

· plazmidy F (fertilitní) - kódují proteiny nezbytné pro konjugaci bakterií a předání DNA do buňky příjemce

· plazmidy F‘ – kromě genů pro konjugaci nesou i další geny, které jsou obvykle lokalizovány v hlavním chromozomu

· plazmidy R (rezistence) – nesou geny zajišťující rezistenci vůči antibiotikům

· obsahují inzertní sekvence – umožňují inkorporaci do jiných plazmidů nebo do hlavního chromozomu

· transposony – transponovatelné části
· inzertní sekvence obsahují gen pro transposázu – rozpoznává IS a v jejich místě přerušuje obě vlákna kruhové molekuly DNA plazmidu i hlavního chromozomu

· složitější transposony obsahují i strukturní geny – mohou být přemísťovány mezi plazmidy nebo hlavním chromozomem a plazmidy
· hlavní chromozomy mají větší počet IS ( transposony mohou být zařazovány na různá místa

1.6 Struktura a funkce eukaryotních buněk
· genetický kód – 64 tripletů – univerzální (stejný triplet pro 1 AMK v celé živočišné říši), nepřekrývající se (informace se čte od startovního tripletu vždy po trojicích); degenerovaný (některé AMK jsou kódovány více triplety)
· živočišná buňka
· cytoplazmatická membrána
· fosfolipidová dvouvrstva
· obsahuje cholesterol – důležitý pro polopropustnost
· odděluje buňku od okolí, umožňuje transport látek
· cytoplazma
· směs koloidních a krystaloidních roztoků

· slabě kyselá až neutrální

· hyaloplazma – hustší cytoplazma bez organel (u povrchu)

· granuloplazma – méně hustá cytoplazma s organelami (uvnitř buňky)

· udržuje tvar buňky, zajišťuje výměnu látek
· probíhají v ní biochemické pochody (anaerobní glykolýza, ...)

· cytoskelet
· mikrotubuly – tvořené bílkovinou tubulinem
· mikrofilamenta – tvořené aktinem a myozinem

· opora buňky

· umožňují pohyb organel, transport látek v buňce
· stavební funkce – tvoří některé organely (dělící vřeténko, centriola)
· buněčné jádro
· jaderná membrána – 2 membrány, mezi nimi perinukleární prostor
· v membráně jsou jaderné póry – výměna RNA, bílkovin
· chromatin – základem jsou nukleozómy (tvořené DNA + histony)
· syntéza RNA, některých enzymů, ATP, ...

· jadérko
· není ohraničeno membránou
· syntéza některých bílkovin, produkce rRNA, vznik ribozómů

· endoplazmatické retikulum
· vzájemně propojené zploštělé váčky a kanálky
· drsné ER – syntéza bílkovin
· hladké ER – syntéza lipidů a polysacharidů
· přeprava látek v buňce do GA, skladování
· ribozómy
· rRNA + bílkoviny (poměr 1:1)
· každý má 2 podjednotky (vznikají v jadérku)
· v cytoplazmě se podjednotky spojují pomocí atomů hořčíku
· syntéza bílkovin

· Golgiho aparát
· soubor srpkovitých váčků; dyktiozóm – soubor plochých váčků
· nikdy nenese ribozómy

· úprava produktů ER

· mitochondrie
· dvě biomembrány – vnitřní vybíhá v kristy
· mitochondriální matrix

· vlastní DNA a proteosyntetický aparát

· dýchací a energetické centrum buňky (energii ukládá do ATP)

· lyzozómy
· obsahují enzymy ( nitrobuněčné trávení
· primární lyzozómy – ještě se neúčastnil „trávicího procesu“
· sekundární lyzozóm – vzniká po splynutí lyzozómu s váčky s potravou

· nestravitelné zbytky zůstávají jako terciární lyzozómy ( exocytóza
· rozklad makromolekulárních látek na jednoduché organické látky

· autofagie – trávení vlastních struktur
· vakuoly
· od cytoplazmy odděleny membránou (tonoplast)
· ukládání roztoků zásobních nebo odpadních látek ( osmoregulační funkce
· centriola
· organizační centrum mikrotubulů
· uplatňuje se při dělení buněk – indukuje vznik druhé centrioly před mitózou

· rostlinná buňka
· buněčná stěna
· primární stěna – u rostoucích buněk; síť mikrofibril; pružná
· sekundární stěna – u nerostoucích buněk; svazky mikrofibril; roste jen apozicí (tloustnutí směrem dovnitř buňky)
· střední lamela – místo styku sousedních buněk
· plazmodesmy – kanálky umožňující vzájemnou výměnu látek a komunikaci mezi buňkami
· mohou se ukládat anorganické látky (inkrustace) nebo organické (impregnace)

· plně propustná, poskytuje mechanickou pevnost, dává buňce tvar

· plastidy
· semiautonomní organely
· bezbarvé – ztratily schopnost fotosyntézy – slouží k ukládání látek

· barevné – fotosynteticky aktivní – např. chloroplasty (chlorofyl); fotosynteticky neaktivní – chromoplasty (žluté, oranžové, červené)
· chloroplast
· dvojitá membrána, vnitřní tvoří vchlipováním tylakoidy
· DNA, RNA, ribozómy

· fotosyntéza

· vakuola
· rozklad látek (místo lyzozómů), uložení zásobních látek, meziproduktů metabolismu, toxických látek, enzymů, anorganických látek, zásobárna vody
· růst a diferenciace
· buňka nemůže růst, dokud se nedozví, že má syntetizovat proteiny – ovlivní ji růstový faktor (buňka pro něj musí mít receptor)

· receptor přenáší signál kaskádou až k jádru, kde se spustí transkripce

· housekeeping geny – zajišťují běžné životní funkce buňky, kooperují s transkripcí specifických genů

· paměťové geny – přítomny v progenitorech, nejsou aktivní

1.7 Genetické regulace v mnohobuněčných organismech
· řízení buněčného cyklu

· proteiny: cykliny a Cdk proteinkinázy (cyclin-dependent protein kinases)
· proteinkinázy – obecně enzymy, které mají schopnost katalyzovat fosforylaci jiných proteinů, jejichž molekula v tomto případě působí jako substrát
· cykliny
· 8 typů (A, B, C, D, E, F, G, H)

· v jednotlivých fázích buněčného cyklu jsou přítomny určité typy cyklinů

· Cdk
· 7 typů (CDK 1 – CDK 7)
· odlišné funkce v závislosti na fázi buněčného cyklu

· fosforylace Ser a Thr cílových proteinů

· k aktivaci je potřebná vazba s cykliny (a také jejich vlastní fosforylace) ( komplex Cdk-cyklin má proteinkinázovou aktivitu

· aktivita Cdk je ukončena odpojením molekuly cyklinu a jeho následnou degradací nebo vazbou s inhibitory proteinkináz (např. p21)
· Cdk-cyklin komplexy
· fosforylace proteinů, převod signálů ( řízení proliferace, buněčného růstu, diferenciace, buněčné smrti
· reorganizace struktury buňky oři vstupu do mitózy
· jednotlivé komplexy přítomny v různých fázích cyklu

· v buňkách, ve kterých neustále probíhá buněčný cyklus, koncentrace cyklinů vzrůstá a klesá v závislosti na období cyklu; koncentrace Cdk je stálá

· geny účastnící se regulace buněčného cyklu – protoonkogeny, onkosupresorové geny
· produkty exprese protoonkogenů a onkosupresorových genů mají za fyziologických podmínek protichůdné účinky
· nezbytné k vyvážené regulaci buněčné proliferace

· protoonkogeny
· geny s expresí proteinů, které regulují transkripci genů, jejichž produkty (cykliny, Cdk) se účastní řízení buněčného cyklu
· jejich přítomnost je nutná k překonání G1 kontrolního bodu

· mutace protoonkogenů – zvýšená exprese ( nadměrná proliferace ( nádorové bujení

· např. geny myc, fos, jun

· onkosuoresorové geny
· jejich produkty zamezují aktivitu komplexu řídícího systému – potlačují buněčnou proliferaci
· podílejí se na zastavení buněčného cyklu v G1 kontrolním bodě

· mutace onkosupresorových genů – inaktivace těchto genů ( buněčné bujení
· např. Rb gen, gen Tp53

· faktory inhibující proliferaci buněk
· nedostatek růstových faktorů, přítomnost produktů onkosupresorových genů

· nedostatek růstových faktorů
· přerušení buněčného cyklu v G1 fázi
· souvisí s tím kontaktní inhibice – proliferace kultivovaných buněk se zastaví, jakmile buněčná populace dosáhla takové hustoty, že jsou plazmatické membrány sousedních buněk v těsném kontaktu

· onkosupresorový retinoblastomový Rb gen
· Rb protein – hlavní negativní regulátor buněčného cyklu
· podílí se na přechodu G1 kontrolního bodu a vstupu do S fáze

· mutace ( vznik retinoblastomu  (nádor retiny)

· aktivita Rb proteinu je určena jeho fosforylací (inaktivace – uvolnění z vazby na regulační proteiny) nebo defosforylací (aktivace – vazba na regulační proteiny ( inhibice ( nedojde k transkripci)

· ve fosforylované formě zůstává v S, G2 a M fázi

· onkosupresorový gen Tp53
· hlavní funkce: uchování genomické stability
· fosfoprotein p53 – zastavuje cyklus před vstupem do S fáze, je-li DNA poškozena

· při poškození DNA se zvýší exprese Tp53

· ovlivňuje expresi 3 dalších genů

· jeden z nich navozuje inhibici Cdk-cyklin komplexů, které fosforylují Rb protein ( spolupráce mezi Rb genem a genem Tp53

· mutace ( poškozená buňka vstoupí do S fáze ( mutace je replikací přenesena do dalších buněčných generací

· mutace – hlavní podíl v genezi nádorů

1.8 Přenos signálů v buňkách
· přenos signálů v buňkách až k jejich konečné realizaci v podobě exprese genů je umožněn složitým signalizačním systémem
· součásti systému: proteiny povrchových a nitrobuněčných receptorů, protienkinázy, proteinfosfatázy, G proteiny
· buňka reaguje specifickým způsoben dle příslušné genetické informace – proliferací, diferenciací, jinou specializovanou funkcí

· signální molekuly – většinou secernovány signalizujícími buňkami – exocyzótou nebo difuzí
· některé signální molekuly zůstávají spojeny se signalizující buňkou ( ovlivňují jen buňky v bezprostředním okolí (např. imunitní odpověď)

· signální molekuly jsou většinou lipofobní (hydrofilní), mohou být i lipofilní
· cílová buňka – reaguje prostřednictvím specifických receptorů
· signální molekuly vážící se na receptory – ligandy – s proteiny receptorů vytváří ligand-receptorové komplexy
· receptory
· proteiny, které jsou schopny specificky vázat signální molekuly
· uloženy v membránách (membránové receptory) nebo v cytosolu (nitrobuněčné receptory)
· lipofobní signální molekuly se váží k membránovým receptorů, lipofilní difundují plazmatickou membránou a váží se k receptorům v cytosolu/jádře

· typy signalizací
· klasifikace signalizací – na základě vzdálenosti, rychlosti a selektivitě
· lokální mediátory – signální molekuly, které působí v bezprostřední blízkosti svého vzniku ( parakrinní signalizace
· buňky, které vysílají signály k buňkám téhož typu, mohou předávat signály i samy sobě ( autokrinní signalizace
· gap junctions – úzké kanálky propojující cytoplazmy sousedních buněk – výměna malých intracelulárních signálních molekul (Ca2+, cAMP)
· synaptická signalizace – neurotransmitery působí jako lokální mediátory při parakrinní signalizaci; různé neurony secernují vždy tytéž neurotransmitery, ale cílová buňka reaguje specifickým způsobem
· endokrinní signalizace – přenos signálních molekul krevním řečištěm ( přenos je pomalý a koncentrace nízká; cílové buňky mají specifické receptory
· určité signální molekuly mohou navodit různé odpovědi v různých cílových buňkách ( určitá signální molekula se váže k různým receptorovým proteinům
( určitá signální molekula se váže k identickému receptorovému proteinu, ale vyvolává různou odpověď v různých buňkách (rozdílné pochody v přenosu signálu v intracelulárním prostoru těchto buněk)

· lipofilní signální substance
· steroidní hormony, thyreoidní hormony, retinoidy (deriváty vit. A), vit. D
· po svém vzniku secernovány do krevního řečiště
· v krvi vázány na bílkovinové nosiče – u cílových buněk jsou z vazby uvolněny

· do cílové buňky vstupují difuzí, vážou se na nitrobuněčné receptory
· dlouhodobý účinek

· receptory
· 3 oblasti: karboxylová terminální oblast s místem pro navázání hormonu; střední část vázající se k DNA; amino-terminální oblast aktivující transkripci příslušného genu
· v inaktivovaném stavu je na střední část vázán inhibiční protein

· lipofobní signální substance
· proteohormony (insulin, glukagon, růstové hormony), AMK, deriváty AMK (adrenalin, noradrenalin)

· nemohou volně difundovat plazmatickou membránou ( vážou se na plazmatické receptory

· bezprostřední účinek, trvá jen krátce

· 3 typy receptorů: iontové kanály, receptory spojené s aktivací G proteinů, receptory s enzymatickou aktivitou
· iontové kanály
· plazmatické membrány postsynaptických buněk
· signální látky: neurotransmitery
· receptorové proteiny – homologní, několikrát procházejí membránou

· receptory spojené s aktivací G proteinů
· účastní se 3 typy proteinů: receptorové, G proteiny, enzymy
· převod signálu od receptoru k enzymům je zprostředkován G proteinem
· aktivované enzymy navodí vznik nitrobuněčných mediátorů (Ca2+, cAMP) – přenášejí signál na další proteiny v buňce

· receptor – 3 části: vnější (vazba ligandu), střední (7x prochází membránou), vnitřní (po aktivaci receptoru se na ní váže G protein)
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· G proteiny – 3 podjednotky (alfa, beta, gama
· enzymy – adenylátcykláza, fosfolipáza C-beta
· aktivitu enzymů reguluje stimulovaný G protein

· receptory s enzymatickou aktivitou
· receptory po aktivaci signální látkou samy účinkují jako enzymy, nebo aktivují enzymy, s nimiž jsou spojeny
· většina vykazuje proteinkinázovou aktivitu

· membránou procházejí pouze jednou

· vazebné místo pro signální molekulu je vně buňky, katalytická oblast uvnitř

· přenos signálu uvnitř buňky, kaskáda fosforylací, integrace signálů
· přenosu uvnitř buňky se účastní signální proteiny
· aktivace signálních proteinů: fosforylace (výměna GDP za GTP nebo navázání fosfátové skupiny proteinkinázou)

· aktivované signální proteiny se účastní přenosu jako složky fosforylační kaskády – zprostředkována 2 typy proteinkináz

· integrace signálů – interakce kaskád proteinfosforylací; fosforylace dvou proteinů, které posléze vytvoří aktivní komplex

· proteinkinázy
· enzymy katalyzující fosforylaci jiných proteinů
· převodu signálů se účastní 2 typy: tyrosinkinázy (vázány k membráně jako součásti receptorů s enzymatickou aktivitou) a serin/threoninkinázy (převážně v cytosolu)
· předávání signálů od receptorů spojených s aktivací G proteinů k messengerům
· messengery: Ca2+, cAMP – nitrobuněčné mediátory signálů
· stimulace adenylátcyklázy ( přímá produkce cAMP

· stimulace fosfolipázy C-beta ( produkce inositol-trifosfátu ( uvolnění Ca2+
· aktivovaná fosfolipáza C-beta ( štěpí fosfatidilinositol - 4,5 bifosfát (PIP 2) na inositol-trifosfát (IP 3) a diacylglycerol

· cAMP
· syntetizován z ATP aktivovanou adenylátcyklázou
· je rychle a plynule destruován cAMP fosfodiesterázou ( 5-AMP

· inositol-trifosfát
· po svém vzniku opustí membránu a difunduje k ER
· v ER se váže k Ca2+ kanálům ( otevření a uvolnění Ca2+ do cytosolu

· kalmodulin – váže Ca2+ ( Ca2+/kalmodulinový komplex – váže se na proteinkinázy a tím fosforyluje

· diacylglycerol (vzniklý štěpením PIP 2) – je štěpen na kys. arachidonovou nebo aktivuje serin/threoninovou proteinkinázu

· přenos signálů messengery k cílovým proteinům
· messengery se váží ke specifickým proteinům v buňce, mění jejich konformaci a tím navodí jejich aktivitu
· cesta cAMP
· aktiva A-kinázy
· aktivovaná A-kináza katalyzuje přenos fosfátové skupiny z ATP k Ser a Thr

· A-kináza: 2 katalytické a 2 regulační podjednotky (vazebná místa pro cAMP)
· C-kináza – závislá na iontech Ca2+ - fosforyluje Ser a Thr

· souhra Ca2+ a cAMP: enzymy podílející se na vzniku a degradaci cAMP jsou řízeny Ca2+/kalmodulinovým komplexem

· membránové receptory s enzymatickou aktivitou
· receptory s tyrosinkinázovou aktivitou
· receptory pro růstové a diferenciační faktory a insulin
· po vazbě ligandu dochází k přenosu fosfátové skupiny z ATP na specifické Tyr receptorových proteinů samotných i buněčných proteinů
· autofosforylované Tyr – vazebné místo pro specifické nitrobuněčné signální proteiny

· SH 2 domény – nekatalytické oblasti – rozpoznávají fosforylované Tyr a umožňují jejich vazbu k aktivované receptorové tyrosinkináze

· Ras proteiny – intracelulární signální proteiny – podílejí se na přenosu signálu od receptoru s tyrosinkinázovou aktivitou do nitra buňky, kde aktivují Ser/Thr fosforylační kaskádu
· Ras proteiny – monomerické GTPázy – jsou fosforylovány receptorovými tyrosinkinázami
· produkty mutantních Ras genů podporují nádorové bujení
· MAP kinázy – serin/threoninové kinázy
· aktivované Ras proteiny fosforylují (aktivují) kaskádu 3 typů MAP kináz: MAP-kináza-kináza-kináza ( MAP-kináza-kináza ( MAP-kináza

· receptory s připojenou tyrosinkinázovou aktivitou
· po navázání ligandu aktivovaná tyrosinkináza fosforyluje cílové proteiny
· tyrosinkináza receptorů s připojeným enzym je kódována samostatným genem a je nekovalentně připojena k cytoplazmatické části receptorového řetězce
· receptory s tyrosinfosfatázovou aktivitou
· defosforylují Tyr
· plynulé potlačování účinků tyrosinkináz; specificky se podílejí jak na buněčné signalizaci, tak na řízení buněčného cyklu
· receptory se serin/threoninkinázovou aktivitou
· receptory procházející jednoduše membránou
· kinázová oblast v cytosolické části membrány
· váže především transformační růstové faktory
· receptory s guanylátcyklázovou aktivitou
· jednoduše procházející membránový protein
· extracelulární vazebná strana pro ANP (atriální natriuretický peptid) a intracelulární guanylátcyklázová katalytická doména
· vazba ANP aktivuje cyklázu k produkce cGMP

· cGMP se váže k cyklické GMP-dependentní proteinkináze ( aktivace ( fosforylace Ser a Thr specifických proteinů

· Notch membránové receptory
· jednoduše procházející transmembránové proteiny
· aktivovány vazbou s proteiny vyskytujícími se na povrchu přilehlých buněk

· význam v mezibuněčných interakcích

· lokální chemické mediátory
· látky, které působí v bezprostředním okolí svého vzniku
· účastní se autokrinní i parakrinní signalizace

· podílejí se na řízení proliferace a v časném vývojovém stadiu i diferenciace
· např. růstové faktory – lokální mediátory; histamin, fibronektin, proteoglykany
· eicosanoidy
· deriváty kys. arachidonové (uvolňována z fosfolipidů membrán)
· původně nazývány prostaglandiny

· nepřetržitě syntetizovány v plazmatické membráně buněk všech tkání a uvolňovány do zevního prostředí, kde jsou degradovány enzymy
· NO, CO
· malé hydrofobní signální molekuly
· prostupují plazmatickou membránou cílových buněk

· účinkují prostřednictvím stimulace guanylátcyklázy

· přímo regulují aktivitu specifických intracelulárních proteinů

· regulace odpovědí buněk na vazbu ligandu
· regulace převážně na základě zpětné vazby
· regulace změnou receptorů
· redukce počtu membránových proteinů – endocytóza (i s ligandem vstoupí do lyzozomu); integrace (uskladnění v intracelulárních vezikulech); zůstávají v buněčném povrchu, ale jsou změněny tak, že nemohou vázat ligandy; vážou ligandy, ale vytvoří nefunkční receptor
· snížení aktivity membránových receptorů – heterologní desenzitizace (vazba jednoho ligandu znecitlivuje cílovou buňku vůči jinému); homologní desenzitizace (ligand znecitlivuje buňku vůči sobě) – tato inkativace je reverzibilní
· regulace změnou přenosu signálu
· regulace na různých úrovních přenosu signálu – na každém stupni kaskády se může obnovit původní klidový stav, pokud stimulace ustane
· regulace odpovědí cílových buněk na vazbu signálních molekul – amplifikace odpovědí ( 1 molekula signální látky vyvolá změny v mnoha tisících molekulách cílové buňky
1.9 Buněčný cyklus, jeho regulace a poruchy
· buněčné cykly různých buněk jsou různě dlouhé, ale doba od zahájení S fáze do ukončení mitózy je konstantní (liší se délka G1 fáze)

· řídící systém buněčného cyklu
· zajišťuje a koordinuje cyklicky se opakující biochemické reakce vedoucí k duplikaci chromatid po předcházející replikaci DNA a jejich segregaci
· uplatňují se mechanismy stimulující i inhibující proliferaci

· důsledek deregulace: nádorové bujení

· vzájemná interakce specifických proteinů
· regulace – zastavení cyklu v kontrolních bodech – specifické úseky G1, případně G2 fáze, na rozhraní metafáze - anafáze v mitóze
· po překonání kontrolních bodů dojde k posunu do další fáze
· zastavení cyklu – zpětná vazba (zabrání nastartování dalších reakcí, dokud předchozí nebyly ukončeny), porušení buněčných struktur (poškození DNA, nesprávně vytvořené mitotické vřeténko, špatné napojení chromozomů)
· pro překonání G1 kontrolního bodu je nutná přítomnost růstových faktorů
· pokud cyklus vstoupil do S fáze, může být dokončen bez růstových faktorů
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· proteiny řídícího systému a jejich genetická informace
· proteiny: cykliny a Cdk proteinkinázy (cyclin-dependent protein kinases)

· proteinkinázy – obecně enzymy, které mají schopnost katalyzovat fosforylaci jiných proteinů, jejichž molekula v tomto případě působí jako substrát

· cykliny
· 8 typů (A, B, C, D, E, F, G, H)

· v jednotlivých fázích buněčného cyklu jsou přítomny určité typy cyklinů

· Cdk
· 7 typů (CDK 1 – CDK 7)

· odlišné funkce v závislosti na fázi buněčného cyklu

· fosforylace Ser a Thr cílových proteinů

· k aktivaci je potřebná vazba s cykliny (a také jejich vlastní fosforylace) ( komplex Cdk-cyklin má proteinkinázovou aktivitu

· aktivita Cdk je ukončena odpojením molekuly cyklinu a jeho následnou degradací nebo vazbou s inhibitory proteinkináz (např. p21)

· Cdk-cyklin komplexy
· fosforylace proteinů, převod signálů ( řízení proliferace, buněčného růstu, diferenciace, buněčné smrti

· reorganizace struktury buňky oři vstupu do mitózy

· jednotlivé komplexy přítomny v různých fázích cyklu

· v buňkách, ve kterých neustále probíhá buněčný cyklus, koncentrace cyklinů vzrůstá a klesá v závislosti na období cyklu; koncentrace Cdk je stálá

· geny účastnící se regulace buněčného cyklu – protoonkogeny, onkosupresorové geny
· produkty exprese protoonkogenů a onkosupresorových genů mají za fyziologických podmínek protichůdné účinky

· nezbytné k vyvážené regulaci buněčné proliferace

· protoonkogeny
· geny s expresí proteinů, které regulují transkripci genů, jejichž produkty (cykliny, Cdk) se účastní řízení buněčného cyklu

· jejich přítomnost je nutná k překonání G1 kontrolního bodu

· mutace protoonkogenů – zvýšená exprese ( nadměrná proliferace ( nádorové bujení

· např. geny myc, fos, jun

· onkosupresorové geny
· jejich produkty zamezují aktivitu komplexu řídícího systému – potlačují buněčnou proliferaci

· podílejí se na zastavení buněčného cyklu v G1 kontrolním bodě

· mutace onkosupresorových genů – inaktivace těchto genů ( buněčné bujení

· např. Rb gen, gen Tp53
· fáze G0
· G1 fáze zablokovaná v G1 kontrolním bodu
· buňky v této fázi = buňky klidové

· redukovaná proteosyntéza, vymizí produkce Cdk, cyklinů
· podmiňuje variabilitu délky buněčného cyklu

· faktory stimulující proliferaci buněk
· působení stimulujících signálů ( překonání G1 kontrolního bodu
· každý cyklus je v G1 bodě zastaven, dokud buňka nedostane signál k jeho pokračování

· signály – vyslané jinými buňkami nebo vlastní buňkou

· růstové faktory
· = regulační faktory, cytokiny
· glykosylované proteiny, steroidní hormony
· specifické navázání na membránové receptory s enzymatickou aktivitou (zejm. tyrosinkinázová)

· vazba trvá do doby než je signál převeden k odpovídajícímu úseku DNA s jeho následnou transkripcí
· stimulují proliferaci – způsobena působením specifické kombinace faktorů než jedním faktorem

· některé faktory proliferaci stimulují i inhibují (v závislosti na množství)

· obecně působí v nízkých koncentracích
· regulace proteosyntézy a buněčného růstu

· mohou řídit i diferenciaci buněk během embryogeneze, vyzrávání, migraci, funkci v závislosti na působení vlivů z okolního prostředí

· působnost je buď cílena na určitou buněčnou populaci nebo není omezena na jediný buněčný typ

· některé GF jsou secernovány do krevního oběhu, některé účinkují jako lokální mediátory

· kaskáda přenosu signálů uvnitř buňky vyvolaná růstovými faktory
· kaskáda fosforylací proteinů
· v konečné fázi je signál přenesen do jádra, kde vyvolá expresi genů, jejichž produkty aktivují další geny

· 2 skupiny genů:

· geny časné odpovědi – transkripce je zahájena do 15 minut po navázání GF; produkují regulační proteiny; nejznámější: myc, jun a fos prtoonkogeny
· geny pozdní odpovědi – k transkripci dochází až po 1 hodině; indukovány geny časné odpovědi; produkty: Cdk, cykliny

· geny obou skupin nejsou v G0 fázi transkribovány

· pokud vazba GF přetrvává, exprese genů postupně klesá

· ukotvení
· regulace buněčného dělení je též závis,á na organizaci cytoskeletu – ta je ovlivněna ukotvením buňky
· buňky vyžadují ukotvení k překonání G1 bodu, ne k dokončení cyklu
· v průběhu M fáze jsou buňky uvolněny a zakulaceny

· faktory inhibující proliferaci buněk
· nedostatek růstových faktorů, přítomnost produktů onkosupresorových genů

· nedostatek růstových faktorů

· přerušení buněčného cyklu v G1 fázi

· souvisí s tím kontaktní inhibice – proliferace kultivovaných buněk se zastaví, jakmile buněčná populace dosáhla takové hustoty, že jsou plazmatické membrány sousedních buněk v těsném kontaktu

· onkosupresorový retinoblastomový Rb gen
· Rb protein – hlavní negativní regulátor buněčného cyklu

· podílí se na přechodu G1 kontrolního bodu a vstupu do S fáze

· mutace ( vznik retinoblastomu  (nádor retiny)

· aktivita Rb proteinu je určena jeho fosforylací (inaktivace – uvolnění z vazby na regulační proteiny) nebo defosforylací (aktivace – vazba na regulační proteiny ( inhibice ( nedojde k transkripci)

· ve fosforylované formě zůstává v S, G2 a M fázi

· onkosupresorový gen Tp53
· hlavní funkce: uchování genomické stability

· fosfoprotein p53 – zastavuje cyklus před vstupem do S fáze, je-li DNA poškozena

· při poškození DNA se zvýší exprese Tp53

· ovlivňuje expresi 3 dalších genů

· jeden z nich navozuje inhibici Cdk-cyklin komplexů, které fosforylují Rb protein ( spolupráce mezi Rb genem a genem Tp53

· mutace ( poškozená buňka vstoupí do S fáze ( mutace je replikací přenesena do dalších buněčných generací

· mutace – hlavní podíl v genezi nádorů

· stárnutí buněk
· stárnutí buněk je ve shodě se stárnutím organismu
· změny v délce telomer (specifické repetitivní sekvence) – syntetizovány telomerázou
· stárnutí – redukce telomerických repetitivních sekvencí při každém dělení
· zkrácení telomer ( ztráta genů nutných pro proliferaci nebo poziční efekt (mění expresi sousedních genů)

· pouze v buňkách somatických (ne v zárodečných, nádorových)

· význam exprese Tp53

· apoptóza
· programovaná smrt buňky – konečné stádium v procesu stárnutí
· X nekróza – náhodná, neprogramovaná smrt v extrémních podmínkách

· sebevražda na základě genetické informace

· odstranění nadbytečných buněk, buněk ukončivších svou přechodnou úlohu, zhoubných buněk

· charakteristické morfologické a biochemické změny:

· buněčná kondenzace – scvrkávání bez porušení integrity

· agregace chromatinu poblíž buněčné membrány

· rozpad cytoplazmy a jádra do membránou obklopených apoptických tělísek
· apoptická tělíska obsahují morfologicky neporušené organely

· aktivace enzymatických pochodů závislých na ATP energii

· nenáhodná fragmentace DNA – rozpadá se po nukleozómech
· nekróza – nedochází k tvorbě tělísek, ale k rozpadu buněčné membrány, desintegraci organel, bobtnání buňky následovaným lyzí

· pozměněné buňky jsou fagocytovány sousedními buňkami nebo makrofágy
· změny provázející apoptózu mohou být navozeny: zářením, cytostatiky

· od okamžiku spuštění je ireverzibilní

1.10 Mitóza, její regulace a poruchy
· před dělením jádra je chromozom tvořen dvojicí shodných chromatid

· sesterské chromatidy jsou spojeny v oblasti centromery

· sesterské chromatidy jsou shodné tvarem, velikostí, obsahem genetické informace

· dělení jádra u somatických buněk

· 5 fází: profáze, prometafáze, metafáze, anafáze, telofáze
· profáze
· kondenzace chromozomů

· vně jádra se centrozomy pohybují k opačným pólům buňky

· prometafáze
· rozpad jaderného obalu

· kondenzované chromozomy se připojují svými kinetochory (struktura v centromeře) k mikrotubulům vřeténka vybíhajících z centrozomů

· metafáze
· chromozomy srovnány v ekvatoriální rovině vřeténka uprostřed mezi jeho póly
· sesterské chromatidy jsou připojeny k opačným pólům vřeténka

· anafáze
· sesterské chromatidy se synchronně oddělují
· vlákna vřeténka připojená k chromozomům se zkracují ( dceřiné chromozomy jsou taženy k opačným pólům vřeténka

· telofáze
· obě sady dceřiných chromozomů se dostanou k pólům vřeténka a dekondenzují

· tvoří se nový jaderný obal, který uzavírá každou sadu chromozomu
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· po mitóze nastává cytokineze – cytoplazma je rozdělena do dvou buněk kontraktilním prstencem aktinu a myozinu, který se stáhne a tak vytvoří dvě dceřiné buňky (každá s jedním jádrem)

· regulace
· cykliny: M-cykliny - napomáhají mitotickým dějům

· metafázní kontrolní bod

· zajišťuje, že před separací chromatid v anafázi budou všechny chromozomy správně připojeny k vřeténku
· odhaluje nepřipojené kinetochory a blokuje anafázi
1.11 Kultivace buněk a tkání in vitro, význam v medicíně
· chromozomální vyšetření je možné v dělících se buňkách
· přirozená vysoká mitotická aktivita – kostní dřeň, trofoblast, nádory – přímé zpracování buněk X ve většině tkání je nutná kultivace

· kultivace v lahvičkách s kultivačním médiem a sérem s růstovými faktory

· kultury vyžadují: konstantní teplotu (37°C) a pH, dlouhodobé kultury i 5% CO2
· pro postnatální vyšetření se kultivují lymfocyty periferní krve stimulované lektiny

· lektiny – stejně jako antigeny stimulují blastickou transformaci T lymfocytů¨

· před zpracováním kultury se přidává mitotický jed kolchicin – ruší funkci dělícího vřeténka ( zastavení buněčného dělení v metafázi – zabrání seřazení chromozomů do ekvatoriální roviny a oddělení chromatid
· zlepšení rozprostření chromozomů – působením hypotonického prostředí

· fixace – směs kys. octové a methanolu

· cytogenetické barvicí techniky
· barvení Giemsovým barvivem
· homogenně zbarvené chromozomy

· vhodné pro hodnocení počtu chromozomů a chromozomálních zlomů

· G pruhování
· barvení Giemsovým barvivem po ovlivnění chromozomů trypsinem

· zvýrazňuje části bohaté na A-T páry bazí

· C pruhování
· při delším působení trypsinu
· výrazněji se barví jen heterochromatinové úseky

· vhodné pro hodnocení morfologie chromozomů s heterochromatinovými úseky (1, 9, 16, Y)

· R pruhování
· barvení Giemsovým barvivem po zahřátí preparátů
· barví se úseky, které jsou při G pruhování světlé

· užívá se pro zvýraznění telomer

· zvýrazňuje úseky bohaté na C-G páry bazí

· Q pruhování
· barvení quiankrinem – fluorescenční barvivo

· zvýrazňuje části bohaté na A-T páry bazí

· N a AgNOR barvení
· znázorňuje oblast organizátorů jadérka na akrocentrických chromozomech
· SCE – sister chromatid exchange – výměna sesterských chromatid
· přidání bromdeoxyuridinu – analog thymidinu
· umožňuje odlišit DNA syntetizovanou před 1., 2. a dalšími mitózami

· in situ hybridizace
· FISH – fluorescenční in situ hybridizace

· specifické sondy hybridizují s denaturovanou DNA a jsou zvýrazněny navázanými fluorescenčními barvivy

· rychlá detekce trisomií v prenatální diagnostice, identifikace struktury složitějších přestaveb, nádorová cytogenetika

1.12 Meióza, její regulace a poruchy
· z 1 diploidní buňky (2 sady chromozomů - 2n) vznikají 4 haploidní gamety (1 sada chromozomů - n)
· diploidní organismy dostávají jeden chromozom od otce a jeden od matky

· homologické chromozomy = obě verze každého chromozomu, které mají podobnou (ne stejnou) sekvenci DNA

· první meiotické dělení
· každý chromozom se replikuje - vytváří sesterské chromatidy

· profáze - párování zrekombinovaných homologických chromozomů - vzniká bivalent (obsahuje 4 chromatidy)

· chromozomové párování umožňuje rekombinaci (crossing-over) - mezi homologickými chromozomy

· crossing-over zvyšuje genetickou variabilitu u pohlavně se rozmnožujících organismů

· metafáze - bivalenty se řadí v ekvatoriální rovině
· anafáze - zduplikované homology (každý 2 chromatidy) se od sebe oddělují - jsou taženy k opačným pólům vřeténka a buňka se rozdělí

· dochází k nezávislému třídění maternálních a paternálních homologů

· druhé meiotické dělení
· probíhá bez další replikace DNA
· zduplikované chromozomy se seřadí u vřeténka a dochází k segregaci sesterských chromatid do 4 haploidních buněk → u mužů vznikají 4 spermie z nichž 2 obsahují X a dvě Y
· abnormální meiotické dělení
· homologické chromozomy se od sebe neoddělí - nondisjunkce → některé vzniklé haploidní gamety postrádají chromozom, jiné mají nadbytečný

· např. Downův sy, Turnerův sy
1.13 Gametogeneze
· spermiogeneze
· spermie – vyvíjejí se v semenoplodných kanálcích varlete
· zárodečné buňky: spermatogonie – opakovaně se dělí mitotickým dělením

· spermatogonie zvětšují svůj objem ( spermatocyty I. řádu ( meióza I ( prespermatidy (spermatocyty II. řádu)

· po interkinezi (interfáze bez replikace DNA) prespermatidy prodělávají druhé zrací dělení ( vznikají spermatidy (haploidní)

· prespermatidy a spermatidy zůstávají spojeny cytoplazmatickými můstky – synchronizace vývoje, výměna produktů genů mezi haploidními buňkami
· spermatidy zůstávají v záhybech Sertoliho buněk

· jádro ( hlavička, centriol ( bičík, GA ( akrozomální váček
· energii k pohybu zajišťují mitochondrie v krčku oxidativní fosforylací

· chromozomy jádra se velmi pevně kondenzují

· DNA je fixována bazickými protaminy – nahrazují histony

· aktivní pohyb spermií – až po opuštění mužského pohlavního traktu

· oogeneze
· vajíčka vznikají v kůře vaječníků
· ve vaječnících plodu jsou založeny cca 2 miliony zárodečných buněk (oogonií)
· k oogoniím se přikládají v jedné vrstvě buňky célomového epitelu ( primordiální folikuly
· oogonie primárních folikulů se mění v oocyty a vstupují do meiózy

· profáze prvního zracího dělení probíhá až do diploténního stádia – setrvají v něm až do hormonální stimulace ( diktyoténní stádium
· během života dozrává asi 400 – 500 vajíček

· v průběhu zrání vajíčka před ovulací jsou některé geny intenzivně exprimovány: syntéza RNA, proteinů, zásobních látek

· některé mRNA jsou transportovány do cytoplazmy a tam skladovány v neaktivní formě

· amplifikace nejdůležitějších genů

· některé zásobní látky, proteiny, RNA jsou do vajíčka transportovány z buněk folikulu

· druhé zrací dělení je iniciováno až po ovulaci a dokončeno po fertilizaci

· fertilizace
· k oplození dochází v ampulární části vejcovodu

· kapacitace spermie – odstranění ochranných bílkovin z hlavičky
· spermie musí proniknout zonou pelucidou a hmotou cumulus oophorus

· kontakt s vajíčkem – akrozomální reakce – uvolní se enzymy a vytvářejí průchod bariérami na povrchu vajíčka k jeho membráně

· z hlavičky spermie vyrůstají aktinová filamenta směrem k membráně vajíčka – jejich proniknutí ( fúze buněčné membrány spermie a vajíčka

· jádro spermie je přesunuto do vajíčka

· kortikální reakce – zabrání proniknutí dalších spermií do vajíčka – fúze vyvolá krátkodobou změnu polarizace membrány

· po proniknutí spermie se ve vajíčku dokončí druhé zrací dělení
· genomový imprinting
· ovlivnění exprese genu děděním po matce nebo po otci
· možný mechanismus: různý stupeň methylace DNA

· Prader-Willyho sy, Angelmanův sy – uniparentální disomie

· PWS je podmíněn delecí na chromozomu otce nebo uniparentální disomií chromozomů matky; AS je podmíněn delecí na chromozomu matky nebo uniparentální disomií chromozomů otce

2. Chromozomy živočichů a člověka
2.1 Význam a struktura chromozomů prokaryot
· nukleoid =  jedna kruhová molekula DNA + bílkoviny + variabilní množství RNA

· chromozomy jsou v cytoplazmě (není jaderná membrána) – v jednom místě jsou ukotveny do buněčné membrány

· DNA – vysoce kondenzovaná

· bílkoviny: polyaminy (krátké polypeptidy s vlastnostmi polykationtů) a enzymy

· v metabolicky aktivních místech (repliakce, transkripce) je struktura chromozomu rozvolňovány gyrázami
· RNA – množství závisí na intenzitě transkripce

· translace ihned navazuje na transkripci
· kromě hlavního chromozomu obsahují prokaryota ještě plazmidy a episomy

2.2 Význam a struktura chromozomů eukaryot
· chromozomy soustředěny do jádra buněk

· 3 základní biopolymery: DNA + bazické bílkoviny + bílkoviny kyselého charakteru

· v jádře je i RNA v množství, které závisí na intenzitě transkripce

· lidský chromozom obsahuje cca 105 genů (6 * 109 párů bazí), celková délka DNA 2 m

· v každém chromozomu je jediná lineární molekula DNA v komplexu s histony  (chromatin)
· mediocentrické chromozomy – centromera uprostřed

· submetacentrické chromozomy – jedno raménko delší

· akrocentrické chromozomy – centromera na konci; jsou nejméně stabilní

· histony – proteiny, ve kterých je více bazických AMK (Lys, Arg) – jako polykationty se pevně váží na DNA (chová se jako polyaniont)

· histony patří k evolučně nejkonzervativnějším bílkovinám

· kyselé proteiny (nehistonové) – ovlivňují prostorové uspořádání DNA v jádře a aktivitu genů

· DNA – několik stupňů spiralizace:

1. nukleozómy – jádro tvořeno oktamerem histonů (4 typy, každý dvakrát), kolem tohoto jádra je obtočeno 1,75 závitu DNA (146 pb); délka lineární části DNA mezi nukleozómy je druhově specifická

2. chromatinové vlákno 30 nm – spojení nukleozómů pátým typem histonů

3. 300 nm vlákno – prostorové smyčky chromatinového vlákna ve spojení s nehistonovými proteiny

4. metafázové chromozomy – vznikají spiralizací v profázi

· morfologie chromozomů
· centromera – dělí chromozom na krátká a dlouhá raménka
· centromera spojuje dceřiné chromatidy po replikaci DNA, místo úponu dělícího vřeténka

· chromozomy bez centromery zůstávají na konci dělení v cytoplazmě a jsou odbourány
· telomera – terminální část chromozomu – specifická struktura, která zabraňuje vzájemnému propojení chromozomů (molekul DNA) v jádře a chrání vlákno DNA před restrikcí exonukleázami
· je tvořena tandemovým opakováním sekvencí nukleotidů

· u některých druhů je konec telomery jednovláknový (řetězec s 3‘ zakončením)

· telomery se při každé replikaci zkracují ( limitují počet dělení

· euchromatin a heterochromatin
· euchromatin – slaběji barvitelné úseky, heterochromatin – tmavé úseky
· heterochromatin
· silně spiralizovaná DNA

· bez transkripční aktivity během celého buněčného cyklu

· replikuje se později než DNA euchromatinových úseků

· převážně vysoce repetitivních úseků – neobsahují geny – uplatnění v organizaci chromozomální struktury, při párování chromozomů, při crossing-overu, v ochraně strukturních genů

· dělí se na konstitutivní – v okolí centromer; a fakultativní – vzniká spiralizací druhého X chromozomu (specifická methylace)

· euchromatin
· tvořen neopakujícími se sekvencemi DNA

· většina genů je v oblasti euchromatinu

2.3 Počet a typy chromozomů, metody chromozomálního vyšetření
· typy chromozomů
· podle uložení centromery
1. metacentrické chromozomy – centromera uprostřed – stejně dlouhá raménka (1, 3)
2. submetacentrické chromozomy – jedno raménko delší

3. akrocentrické chromozomy se satelity – centromera u konci (13, 14, 15, 21, 22, Y)
4. telocentrické chromozomy – centromera na konci – nevyskytují se u lidí
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· podle morfologie
1. A (1 – 3)

2. B (4, 5)

3. C (6 – 12)

4. D (13 – 15)

5. E (16 – 18)

6. F (19, 20)

· G (20, 21)
· chromozomální vyšetření je možné v dělících se buňkách

· přirozená vysoká mitotická aktivita – kostní dřeň, trofoblast, nádory – přímé zpracování buněk X ve většině tkání je nutná kultivace

· kultivace v lahvičkách s kultivačním médiem a sérem s růstovými faktory

· kultury vyžadují: konstantní teplotu (37°C) a pH, dlouhodobé kultury i 5% CO2
· pro postnatální vyšetření se kultivují lymfocyty periferní krve stimulované lektiny

· lektiny – stejně jako antigeny stimulují blastickou transformaci T lymfocytů¨

· před zpracováním kultury se přidává mitotický jed kolchicin – ruší funkci dělícího vřeténka ( zastavení buněčného dělení v metafázi – zabrání seřazení chromozomů do ekvatoriální roviny a oddělení chromatid

· zlepšení rozprostření chromozomů – působením hypotonického prostředí

· fixace – směs kys. octové a methanolu

· cytogenetické barvicí techniky
· barvení Giemsovým barvivem
· homogenně zbarvené chromozomy

· vhodné pro hodnocení počtu chromozomů a chromozomálních zlomů

· G pruhování
· barvení Giemsovým barvivem po ovlivnění chromozomů trypsinem

· zvýrazňuje části bohaté na A-T páry bazí

· C pruhování
· při delším působení trypsinu

· výrazněji se barví jen heterochromatinové úseky

· vhodné pro hodnocení morfologie chromozomů s heterochromatinovými úseky (1, 9, 16, Y)

· R pruhování
· barvení Giemsovým barvivem po zahřátí preparátů

· barví se úseky, které jsou při G pruhování světlé

· užívá se pro zvýraznění telomer

· zvýrazňuje úseky bohaté na C-G páry bazí

· Q pruhování
· barvení quiankrinem – fluorescenční barvivo

· zvýrazňuje části bohaté na A-T páry bazí

· N a AgNOR barvení
· znázorňuje oblast organizátorů jadérka na akrocentrických chromozomech

· SCE – sister chromatid exchange – výměna sesterských chromatid
· přidání bromdeoxyuridinu – analog thymidinu

· umožňuje odlišit DNA syntetizovanou před 1., 2. a dalšími mitózami

· in situ hybridizace
· FISH – fluorescenční in situ hybridizace

· specifické sondy hybridizují s denaturovanou DNA a jsou zvýrazněny navázanými fluorescenčními barvivy

· rychlá detekce trisomií v prenatální diagnostice, identifikace struktury složitějších přestaveb, nádorová cytogenetika

2.4 Karyotyp člověka, metody jeho vyšetření
· karyotyp = seřazený soubor chromozomů buňky
· je druhově specifický

· 22 párů autozomů a pár heterochromozomů (XX u žen, XY u mužů)

· chromozomy se řadí a označují podle jejich délky, polohy centromery a pruhování
· nejdelší chromozom: 1, nejkratší: 22
· X chromozom délkou odpovídá 6 – 7, Y chromozom patří mezi nejkratší

· pruhování jednotlivých chromozomů je pro každý pár typické ( hodnocení pruhů patří ke standardnímu chromozomálnímu vyšetření
· v záznamech nálezu se uvádí: počet chromozomů, heterochromozomální charakteristika, případně zjištěné odchylky

· normální karyotyp muže: 46, XY; ženy: 46, XX
· cytogenetické vyšetření
· z lymfocytů periferní krve

· krátkodobá kultivace in vitro

· mitogenní lektin fytohemaglutinin

· kolchicin ( zastavení mitózy v metafázi

· hypotonický roztok

· fixace, rozprostření na sklíčku, barvení

· mikroskopie, mikrofotografie
· karyotyp

2.5 Indikace chromozomálního vyšetření
· chromozomální aberace lze prokázat u 5 % dětí s vrozenými vadami a až v 10 % manželství s opakovanými potraty
· chromozomální vyšetření je důležité diferenciálně diagnostické vyšetření
· je prováděno jen v odůvodněných případech (je to pracné a drahé)
· základní zásady indikace chromozomálního vyšetření z lymfocytů periferní krve:
1. podezření na některý ze syndromů s chromozomální aberací
2. mnohačetné vady u dítěte
3. psychomotorická retardace s dysmorfií
4. poruchy dospívání, sterilita
5. opakované spontánní potraty (2 a více v rodině)
6. neoplazie (např. leukémie)
2.6 Chromozomová determinace pohlaví
· karyotyp muže: 46, XY

· karyotyp ženy: 46, XX

· o pohlaví rozhoduje X nebo Y heterochromozom spermie, která se dostane první do vajíčka

· poměr pohlaví u novorozenců je 108 chlapců : 100 dívek ( Y chromozom je kratší ( spermie, která ho nese je lehčí než spermie s X ( je rychlejší

· v časných embryonálních obdobích je převaha mužského pohlaví, ale zejména v důsledku X vázaných letálních genů je vyšší úmrtnost plodů mužského pohlaví
· v období reprodukce je poměr 1:1, ve stáří převažují ženy

2.7 Odchylky v počtu chromozomů, jejich příčiny a klinické projevy
· v průběhu mitózy i meiózy může dojít k nerovnoměrnému rozdělení chromatid (chromozomů) do dceřiných buněk
· tento typ změn = genomové mutace
· z hlediska rozsahu změn se numerické chromozomální aberace dělí na aneuploidie a polyploidie
· aneuploidie
· změny v počtu chromozomů v sadě

· zahrnují ztráty (monosomie) nebo přebývání (trisomie, tetrasomie) jednoho nebo více chromozomů v genomu buňky

· nejčastější příčina vzniku: nondisjunkce (porucha oddělení) homologních chromozomů v I. zracím dělení nebo chromatid v II. zracím dělení

· 2/3 aneuploidií mají maternální původ (z nich 2/3 v I. dělení)

· pokud dojde k nondisjunkce až po oplodnění ( v organismu jsou zastoupeny linie buněk s různým počtem chromozomů ( chromozomální mozaika
· monosomie mohou být způsobeny i ztrátou chromozomu v průběhu anafáze

· riziko trisomií stoupá s věkem matky v době oogeneze – profáze začíná v 12. týdnu fetálního vývoje ( v průběhu desítek let existence vajíčka se uplatňují různé mutagenní vlivy a hormonální poruchy regulace oogeneze

· monosomie X jsou častěji otcovského původu

· i u některých euploidií se může jednat o aberaci – v linii buněk s trisomií dojde ke ztrátě paternálního chromozomu ( zůstávají dva maternální – uniparentální disomie (různé maternální chromozomy – heterodisomie, identické chromozomy – isodisomie) – Prader-Willyho sy, Angelmanův sy
· syndromy podmíněné aneuploidií autozomů: Downův sy, Edwardsův sy, Patauův sy
· Downův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 21
· riziko: 1:700; výrazně závisí na věku matky

· typické znaky: kulatý obličej, šikmé oční štěrbiny, široký kořen nosu, velký jazyk, krátké prsty na rukou, na dlaních příčné ohybové rýhy 

· opožděný psychomotorický vývoj
· Edwardsův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 18
· riziko 1:5 000; závisí na věku matky

· rodí se s mnohačetnými vadami – rozštěp rtu a patra, ustupující brada, vrozené srdeční vady, deformity prstů

· opožděný psychomotorický vývoj

· zpravidla se nedožívají 1 roku věku

· Patauův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 13
· riziko: 1:10 000

· mnohačetné vrozené vady – CNS, srdce, ledvin, pohlavních orgánů; rozštěp rtu a patra, polydaktilie

· těžká retardace vývoje

· umírají v kojeneckém věku

· syndromy podmíněné aneuploidií gonozomů: Turnerův sy, syndrom XXX (superfemale), Klinefelterův sy, syndrom YY
· Turnerův syndrom
· 45, X0
· frekvence: 1:10 000 porodů dívek

· diagnostikovatelný v průběhu fetálního vývoje (lymfedémy, zejména v oblasti krku)

· po resorpci lymfedémů zůstávají na krku kožní řasy, na nožičkách přetrvávají lymfedémy i po narození

· malý vzrůst (do 150 cm), široký hrudník, nízká vlasová hranice na krku
· jen výjimečně vrozené vady vnitřních orgánů

· normální intelekt

· založená ovaria, postupně se mění ve vazivové pruhy
· nedostatek ženských hormonů ( poruchy dospívání, sterilita

· podáváním ženských pohlavních hormonů a růstového hormonu lze stimulovat rozvoj pohlavních orgánů a vzrůst

· časté jsou mozaiky a strukturní přestavby X chromozomu s mírnějšími projevy sy a někdy i zachovanou plodností

· syndrom XXX – superfemale
· 47, XXX
· frekvence: 1:1 000

· diagnostikován bývá jen zřídka

· nemá typický fenotypový projev

· nekonstantní znaky: lehká psychomotorická retardace, nepravidelnosti dospívání, častější spontánní potraty

· Klinefelterův syndrom
· 47, XXY (vzácně 48, XXXY atd.)

· frekvence: 1:1 000

· zpravidla bez problémů až do dospívání

· v dospívání: malá tuhá testes, azoospermii

· důvodem chromozomálního vyšetření je neplodnost

· s třemi a více X mají vrozené vady vnitřních orgánů, radioulnární synostosu, jsou duševně zaostalí

· syndrom YY
· 47, XYY
· frekvence: 1:1 000

· diagnostikován bývá jen zřídka

· příznaky: větší výška (nad 180 cm), větší agresivita

· někdy snížená inteligence a plodnost

· chování lze ovlivnit výchovou

· polyploidie
· změny počtu celých sad chromozomů (3n, 4n atd.)

· střídání haploidie a diploidie v reprodukčním cyklu ( jeden z mechanismů rekombinace a naopak stability druhu
· selhání redukčního dělení ( zmnožení sad chromozomů

· dělení z hlediska původu chromozomových sad: autopolyploidie (sady téhož druhu), alloploidie (sady různých druhů – např. při hybridizaci)

· podle počtu sad: triploidie, tetraploidie atd.

· polyploidizace je uplatňována v evoluci jako jeden z mechanismů duplikace genů

· při vzniku triploidie se při meióze vytváří trivalenty a chromozomy segregují do dceřiných buněk nepravidelně

· polyploidie u člověka
· triploidie – vznik poruchou I. nebo II. zracího dělení vajíčka i spermie; oplodnění vajíčka dvěma spermiemi

· fenotypové projevy záleží na původu sady – mateřský ( postižen vývoj plodu a těhotenství je potraceno, otcovský ( nadměrný růst trofoblastu s tvorbou dutin, vývoj plodu zaostává

· tetraploidie je vždy 96, XXXX nebo 96 XXYY ( vzniká poruchou prvního mitotického dělení, je časně letální

· fyziologicky je polyploidie přítomna v somatických buňkách člověka s vysokou metabolickou aktivitou (jaterní buňky) nebo specifickými funkcemi (nervové buňky)

2.8 Syndromy podmíněné aneuploidií autozomů
· Downův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 21
· riziko: 1:700; výrazně závisí na věku matky

· typické znaky: kulatý obličej, šikmé oční štěrbiny, široký kořen nosu, velký jazyk, krátké prsty na rukou, na dlaních příčné ohybové rýhy 

· opožděný psychomotorický vývoj

· Edwardsův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 18
· riziko 1:5 000; závisí na věku matky

· rodí se s mnohačetnými vadami – rozštěp rtu a patra, ustupující brada, vrozené srdeční vady, deformity prstů

· opožděný psychomotorický vývoj

· zpravidla se nedožívají 1 roku věku

· Patauův syndrom
· 47, XX nebo XY, + 13
· riziko: 1:10 000

· mnohačetné vrozené vady – CNS, srdce, ledvin, pohlavních orgánů; rozštěp rtu a patra, polydaktilie

· těžká retardace vývoje

· umírají v kojeneckém věku
2.9 Syndromy podmíněné aneuploidií gonozomů
· Turnerův syndrom
· 45, X0
· frekvence: 1:10 000 porodů dívek

· diagnostikovatelný v průběhu fetálního vývoje (lymfedémy, zejména v oblasti krku)

· po resorpci lymfedémů zůstávají na krku kožní řasy, na nožičkách přetrvávají lymfedémy i po narození

· malý vzrůst (do 150 cm), široký hrudník, nízká vlasová hranice na krku

· jen výjimečně vrozené vady vnitřních orgánů

· normální intelekt

· založená ovaria, postupně se mění ve vazivové pruhy

· nedostatek ženských hormonů ( poruchy dospívání, sterilita

· podáváním ženských pohlavních hormonů a růstového hormonu lze stimulovat rozvoj pohlavních orgánů a vzrůst

· časté jsou mozaiky a strukturní přestavby X chromozomu s mírnějšími projevy sy a někdy i zachovanou plodností

· syndrom XXX – superfemale
· 47, XXX
· frekvence: 1:1 000

· diagnostikován bývá jen zřídka

· nemá typický fenotypový projev

· nekonstantní znaky: lehká psychomotorická retardace, nepravidelnosti dospívání, častější spontánní potraty

· Klinefelterův syndrom
· 47, XXY (vzácně 48, XXXY atd.)

· frekvence: 1:1 000

· zpravidla bez problémů až do dospívání

· v dospívání: malá tuhá testes, azoospermii

· důvodem chromozomálního vyšetření je neplodnost

· s třemi a více X mají vrozené vady vnitřních orgánů, radioulnární synostosu, jsou duševně zaostalí

· syndrom YY
· 47, XYY
· frekvence: 1:1 000

· diagnostikován bývá jen zřídka

· příznaky: větší výška (nad 180 cm), větší agresivita

· někdy snížená inteligence a plodnost

· chování lze ovlivnit výchovou

2.10 Strukturní přestavby chromozomů a jejich příčiny
· působení mutagenů ( vznik chromatidových nebo chromozomálních zlomů
· tyto získané chromozomální aberace se hodnotí v lymfocytech

· normální hodnoty: 1 – 2 % buněk se zlomy

· s odstupem času po působení mutagenu se podíl buněk se zlomy snižuje – selekce postižených buněk a reparační mechanismy

· reparační enzymy napojují  „volné“ konce DNA na základě komplementarity terminálních bazí

· může dojít k chybnému napojení částí molekul DNA ( změněný chromozom je předáván do dceřiných buněk pokud má centromeru a telomery ( vzniká stabilní přestavba
· ztráta centromery nebo telomer ( eliminace fragmentu nebo další změny chromozomu ( nestabilní přestavby
· delece
· ztráta části chromozomu
· terminální delece – ztráta koncové části chromozomu vzniklá zlomem a následnou ztrátou acentrického fragmentu

· intersticiální delece – ztráta střední části chromozomu

· např. inekválním crossing-overem vznikne na jednom chromozomu delece a na druhém duplikace

· delece a duplikace mohou být i důsledkem segregace chromozomů s balancovanou translokací
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· ring chromozom – vzniká současným zlomem obou ramének chromozomu a jejich spojením, terminální fragmenty bez centromery jsou deletovány

· ring chromozom byl popsán u všech chromozomů člověka

· dicentrický chromozom – při současném zlomu dvou chromatid dojde k jejich spojení a deleci acentrických fragmentů ( vzniklý chromozom má 2 centromery a je nestabilní; v anafázi dochází k jeho přetržení a vzniku dalších strukturních přestaveb

· cri du chat syndrom (sy kočičího křiku)
· 46, XX (XY), del(5p)
· nízká porodní hmotnost, pláč připomínající kočičí mňoukání, psychomotorická (PM) retardace, mikrocephalie, dysmorfie obličeje

· Wolfův syndrom
· 46, XX (XY), del(4p)
· nízká porodní hmotnost, PM retardace, rybí ústa, rozštěp rtu a patra, vrozené vady vnitřních orgánů

· ring chromozom 21
· 46, XX (XY), r(21)
· dosud popsány jen desítky případů
· PM retardace, antimongoloidní postavení očních štěrbin, nízko posazené ušní boltce, vady končetin a ledvin

· delece krátkých ramének X chromozomu
· 46, X, del(Xp)
· některé znaky Turnerova sy v závislosti na rozsahu delece – malá postava, porucha vývoje sekundárních pohlavních znaků
· zachovaná plodnost

· delece dlouhých ramének X chromozomu
· 46, X, del(Xq)
· některé znaky Turnerova sy v závislosti na rozsahu delece

· normální ženský vzhled, ale rudimentální gonády
· neplodné
· ring chromozom X
· 46, Xr(X)
·  některé znaky Turnerova sy v závislosti na velikosti delece krátkých a dlouhých ramének

· často diagnostikován v mozaice s 45, X0 – linie X0 vzniká nondisjunkcí ring chromozomu
· mikrodelece
· vyšetření prometafazických chromozomů identifikuje menší strukturní změny, než které lze najít pomocí proužkovacích technik

· nejmenší viditelné změny: 4 Mbp DNA, menší změny jsou identifikovatelné metodami DNA analýzy

· syndromy s mikrodelecemi: Prader-Willyho sy, Angelmanův sy, retinoblastom

· duplikace
· vznikají inekválním crossing-overem nebo nepravidelnou segregací chromozomů s translokacemi
· méně závažné klinické projevy než delece

· cat-eye syndrom (syndrom kočičího oka)
· 47, XX (XY) + mar
· kolobom duhovky, atresie konečníku

· karyotyp: nadpočetný malý chromozom, tzv. marker chromozom – tvořen částí chromozomu 22 (22pter – q11)
· syndrom je podmíněn parciální triplikací (i tetraplikací) 22

· marker chromozom
· malé nadpočetné chromozomy, které vznikají delecí ramének kteréhokoliv chromozomu
· většinou tvořeny pouze centromerickým heterochromatinem a neprojevují se ve fenotypu

· pokud obsahují euchromatin ( fenotyp odpovídá parciální trisomii dané oblasti

· identifikovatelný zejména metodou FISH

· inverze
· balancovaná strukturní přestavba
· dojde k přerušení kontinuity chromozomu dvěma zlomy a napojení odlomené části v obráceném pořadí

· paracentrická inverze – mimo centromeru; lze identifikovat průkazem změny pruhování

· pericentrická inverze – inverze úseku s centromerou; mění poměr délky ramen chromozomu

· obvykle neovlivňuje fenotyp
· výjimečně spojena se změnou funkce genů v místě zlomů a znovunapojení
· důsledky pro potomstvo: v meióze homologní chromozomy v synapsi tvoří v úseku inverze smyčku ( inekválním crossing-overem vznikají chromozomy s nebalancovanou strukturou

· paracentrická inverze – tvoří se acentrické a dicentrické chromozomy s letálním efektem

· osoby s paracentrickou inverzí: snížená plodnost, riziko postižení dětí nebalancovanou chromozomální aberací je malé

· pericentrická inverze – vznik gamet s nebalancovanými přestavbami, s delecemi a duplikacemi částí chromozomů distálně od inverze ( velikost rizika narození postiženého dítěte je závislá na velikosti inverze – čím větší je inverze, tím je riziko menší (nebalancované rekombinanty jsou časně letální)

· translokace
· přemístění části chromozomů mezi homologními chromozomy
· reciproká translokace
· současný zlom dvou nehomologních chromozomů a vzájemná výměna oddělených částí chromozomů
· může vzniknout i náhodným crossing-overem mezi nehomologními chromozomy
· výjimečně mohou vzniknout komplexní přestavby za účasti více chromozomů

· počet chromozomů zůstává nezměněný

· frekvence: 1:500
· balancovaná reciproká translokace – bez fenotypových projevů, může způsobit efekt pozice – translokace určitého genu do řídící sféry promotoru jiného genu významně ovlivní jeho funkci

· např. t(9; 22) (q34; q11) – příčina chronické myeloidní leukémie

· chromozomy s translokací vytvářejí v průběhu synapse v profázi I složité figury ve tvaru křížů (tetravalenty)
· pravidelná segregace do dceřiných buněk je narušena

· střídavá segregace – vznikají gamety s balancovanou chromozomální výbavou – s oběma normálními chromozomy nebo oběma chromozomy s translokací

· sousední-1 segregace – segregují chromozomy s homologními centromerami
· sousední-2 segregace – chromozomy s homologními centromerami putují do jednoho pólu buňky (vzácné)

· gamety vzniklé sousední segregací jsou nebalancované (mají delece nebo duplikace)

· Robertsonova translokace
· zlom dvou akrocentrických chromozomů v oblasti centromery s následnou fúzí dlouhých ramének a ztrátou krátkých ramének obou chromozomů
· vzniklý balancovaný karyotyp: 45 chromozomů

· ztráta krátkých ramének se ve fenotypu neprojevuje (na krátkých raméncích jsou geny pro rRNA, které jsou v mnohonásobných kopiích i na krátkých raméncích ostatních akrocentrických chromozomů)
· profáze I – vytvářejí složité figury, 3 typy segregace

· většina gamet má nebalancovanou chromozomální přestavbu
· Downův syndrom, translokační forma
· 46, XX (XY), t(*, 21)
· klinický obraz shodný s DS způsobeným prostou trisomií 21

· translokační forma: 5 % případů DS

· dlouhá raménka 21 mohou být translokována na kterýkoliv akrocentrický chromozom (13, 14, 15, 21, 22) ( triplikace dlouhých ramének 21

· translokace mohla vzniknout de novo, nebo je jeden z rodičů (příp. i další příbuzní) nositelem balancované translokace

· riziko vzniku nebalancovaných gamet je vysoké, riziko narození postiženého dítěte je nízké – většina přestaveb je letální ( vyšší je pouze riziko spontánních potratů
· je-li nositelem muž, je riziko DS nižší, než je-li nositelkou žena
· výjimka: t(21q; 21q) – může se narodit pouze dítě s DS; současně vznikající monosomie 21 je letální

· Patauův syndrom, translokační forma
· 46, XX (XY), t(13; *)
· jen zřídka
· nosiči balancované translokace – bez fenotypových odchylek a s nízkým rizikem porodu dítěte s Patauovým sy

· velmi vysoké riziko spontánních potratů

· isochromozom
· chromozom tvořený dvěma krátkými nebo dvěma dlouhými raménky téhož chromozomu
· vzniká příčným rozdělením centromery ve II. zracím dělení nebo translokací homologního chromozomu v sousedství centromery

· pacient má: parciální monosomii jednoho raménka a parciální trisomii druhého

· nejčastěji u heterochromozomu X

· isochromozom X
· isochromozom Xq – podmiňuje znaky Turnerova sy

· isochromozom Xp – vzácnější, podmiňuje gonádní dysgenezi bez výraznějších somatických znaků Turnerova sy

· fragile site
· místa, kde není chromatin v mitóze plně spiralizován, chromozómy jsou jakoby přerušeny
· označovaná jako místa zlomů, i když o zlomy se nejedná

· syndrom fragilního X
· kluci: 1:1 500, dívky: 1:3 000

· u kluků podmiňuje mentální retardaci, dlouhý obličej, dlouhé ušní boltce a makroorchismus

· ženy – mírné projevy dysmorfie, jen polovina je mentálně retardovaná

· odchylky od pravidel X vázané dědičnosti: muži fraX bez cytogenetické a fenotypové manifestace mají všechny dcery s fraX a normálním duševním vývojem; tyto dcery ale mohou mít mentálně postižené syny
2.11 Příčiny vzniku chromozomálních aberací
· numerické chromozomální aberace
· v průběhu mitózy i meiózy může dojít k nerovnoměrnému rozdělení chromatid (chromozomů) do dceřiných buněk

· aneuploidie – nondisjunkce homologních chromozomů v meióze I nebo chromatid v meióze II

· strukturní chromozomální aberace
· přerušení kontinuity molekul DNA působením mutagenních vlivů

· vznik zlomů

· normální hodnoty: 1 – 2 % buněk se zlomy

· s odstupem času po působení mutagenu se podíl buněk se zlomy snižuje – selekce postižených buněk a reparační mechanismy

· reparační enzymy napojují  „volné“ konce DNA na základě komplementarity terminálních bazí

· může dojít k chybnému napojení částí molekul DNA ( změněný chromozom je předáván do dceřiných buněk pokud má centromeru a telomery ( vzniká stabilní přestavba
· ztráta centromery nebo telomer ( eliminace fragmentu nebo další změny chromozomu ( nestabilní přestavby
2.12 Záchyt a prevence vrozených chromozomálních odchylek
· četnost chromozomálních aberací
· nejširší spektrum aberací – v buňkách časně potracených plodů

· chromozomální aberace v 60 % případů časně potracených plodů

· autozomální monosomie nejsou téměř zastoupeny – jsou časně letální

· 30 % plodů je postiženo nějakou CHA, přirozená selekce jich eliminuje v průběhu těhotenství až 95 %

· po narození dlouhodobě přežívají jedinci s trisomiemi 21 a heterochromozomů a s menšími strukturními aberacemi

· indikace chromozomálního vyšetření
· chromozomální aberace lze prokázat u 5 % dětí s vrozenými vadami a až v 10 % manželství s opakovanými potraty

· chromozomální vyšetření je důležité diferenciálně diagnostické vyšetření
· je prováděno jen v odůvodněných případech (je to pracné a drahé)

· základní zásady indikace chromozomálního vyšetření z lymfocytů periferní krve:

7. podezření na některý ze syndromů s chromozomální aberací

8. mnohačetné vady u dítěte

9. psychomotorická retardace s dysmorfií

10. poruchy dospívání, sterilita

11. opakované spontánní potraty (2 a více v rodině)

12. neoplazie (např. leukémie)

· prevence chromozomálních aberací
· primární – předcházení vzniku mutací; sekundární – prenatální diagnostika

· primární prevence
· ochrana před mutageny
· nevystavovat se mutagenním vlivům do realizace reprodukčního záměru (rodičovství) – např. nepracovat na rizikovém pracovišti (rtg)

· po expozici mutageny (např. léčení cytostatiky) odložit početí minimálně 3 – 12 měsíců u mužů a 1 – 3 roky u žen

· žádat genetickou konzultaci v případech uvedených jako indikace k chromozomálnímu vyšetření

· sekundární prevence
· zaměřena na časnou diagnostiku CHA u plodu s možností ukončení těhotenství na žádost rodičů
· biopsie trofoblastu (CVS), odběr plodové vody (amniocentéza),  biopsie placenty (placentocentéza), získání lymfocytů krve plodu (kordocentéza, punkce pupečníku)
· invazivní vyšetření spojené s rizikem ztráty těhotenství
· důvody k prenatálnímu vyšetření plodu:

1. balancovaná translokace u jednoho z rodičů

2. věk matky 37 (35) let a více v době porodu

3. pozitivní screening biochemických markerů (AFP, HCG)

4. vrozené vady plodu zjištěné ultrazvukovým vyšetřením

5. porod dítěte s chromozomální aberací v anamnéze

2.13 Somatické a gametické chromozomální aberace
· somatické chromozomální aberace
· Downův sy (trisomie 21)

· Edwardsův sy (trisomie 18)

· Patauův sy (trisomie 13)

· cri du chat sy (46, XX, del(5p))

· Wolfův sy (46, XX, del(4p))

· ring chromozom 21 (46, XX, r(21))

· gametické chromozomální aberace
· monosomie X ( Turnerův sy

· Klinefelterův sy (XXY)
· sy XXX, XYY

· delece krátkých ramének X chromozomu (46, X, del(Xp))

· delece dlouhých ramének X chromozomu (46, X, del (Xq))

· ring chromozom X (46, Xr(X))

· mozaicismus

· nemají tak těžký dopad jako abnormality autozomů

3. Genetická analýza
3.1 Genotyp a jeho variabilita, mutace a rekombinace
· mutace
· základní zdroj genetické variability
· mez mutací: všechny geny by byly zastoupeny jedinou formou (alelou)

· z hlediska medicíny jsou mutace nežádoucí

· náhodné jevy, mohou postihnout kteroukoliv lidskou bytost bez ohledu na genotyp rodičů
· mutace = změna genetické informace ( mutace jsou dědičné

· mutageny – vlivy, které mutace vyvolávají

· buňky opravují chyby tzv. reparačními mechanismy

· reparační mechanismy jsou geneticky determinovány

· klasifikace mutací podle rozsahu
· genomové (polyploidizace, změna celé chromozomální sady)

· chromozomální (změna počtu nebo struktury chromozomů)

· bodové (= genové, postihují jeden gen)

· klasifikace mutací podle typu postižených buněk
· somatické (postihují pouze potomky mutované tělové buňky, nepřenáší se mezi jedinci)
· gametické (postihují buňky zárodečné dráhy, mohou se přenést z rodičů na děti)

· klasifikace mutací podle mechanismu vzniku
· spontánní (samovolné)

· indukované (navozené mutagenními faktory)

· reparační procesy
· DNA polymeráza kontroluje nové vlákno DNA – při objevení špatného zařazení je baze odstraněna a nahrazena správnou

· k reparaci může vést i zpětná mutace – v případě inzerce může poblíž toho místa dojít k deleci atd. – nedojde k posunu čtecího rámce
· frekvence mutací a její hodnocení
· přímá detekce
· častost mutací (: 

	     ( =
	počet sporadických postižení určitou odchylkou od fenotypu

	
	2x počet všech vyšetřených jedinců


· ALE: z hodnocení jsou vyloučeny recesivní mutace (nejčetnější) – jsou skryty v genotypu heterozygotů
· musí být dodrženy určité podmínky:

1. vyloučení nonpaternity
2. nejedná-li se o genetickou heterogenitu nebo nevzniká-li znak jako fenokopie vlivem prostředí

3. vyloučení mikroformy znaku u rodičů (neúplné expresivity znaku)

4. vyloučení neúplné penetrace znaku

· touto metodou nelze zjistit mutace, které jsou letální již během embryogeneze

· nepřímá detekce
· hodnocení selekčně mutační rovnováhy v populaci
· hodnocení frekvence i recesivních mutací

· probíhá-li v populaci současně mutační proces z alely A na alelu a a selekce proti recesivním homozygotům je možné očekávat rovnováhu:
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· probíhá-li v populaci současně mutační proces z alely a na alelu A a selekce proti dominantnímu fenotypu je možné očekávat rovnováhu:
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· metody molekulární diagnostiky
· přímá detekce a sekvenační analýza umožňují studium genů na úrovni DNA a i v oblastech DNA, které se ve fenotypu neprojevují (introny)
· info o molekulární podstatě mutací, o korelacích mutace a fenotypu, o kvalitě genofondu populací

· frekvence mutací genu závisí na jeho velikosti, struktuře (převaha A-T nebo C-G párů bazí), ev. na jejich letálním efektu do narození

· faktory ovlivňující frekvenci spontánních mutací
· hot spots – úseky DNA s vysokou frekvencí mutací

· frekvenci mutací ovlivňuje i kvalita prostředí (možnost expozice mutageny)

· vliv věku rodičů na frekvenci mutací
· nondisjunkce - riziko stoupá s věkem žen, závislost na věku otců je sporná

· u genových mutací je závislost rizika prokazatelná u mužů

· příčinou rozdílu je rozdíl v počtu dělení buněk germinální linie a v době trvání I. zracího dělení
· u žen – diktyoténní stadium – reparační mechanismy mají dost času napravit vzniklé genové mutace; stárnutím oocytu může být poškozen mechanismus distribuce chromozomů
· fenotypový efekt genových mutací
· substituce
· tranzice – záměna purinového nukleotidu za purinový, nebo pyrimidinového za pyrimidinový

· transverze – záměna purinového nukleotidu za pyrimidinový a pyrimidinového za purinový

· silent mutace – neprojeví se ve fenotypu – substituce v nekódujících oblastech DNA, substituce, které nezmění AMK (samesense) – především u substitucí na třetí pozici kodonu

· missense mutace – substituce vede k zařazení jiné AMK
· zařazení jiné AMK vede ke změně optimálního pH pro aktivitu proteinu, ke změně jeho stability a afinity k substrátu¨

· nonsense mutace – substituce vedoucí ke změně AMK za stop kodon (UAA, UAG, UGA) – dramaticky ovlivňují fenotyp
· delece a inzerce bazí
· delece trojice bazí ( polypeptid o jednu AMK kratší (při postižení dvou sousedních kodonů je jedna AMK deletována a sousední AMK může být změněna)
· inzerce trojice bazí ( polypeptid prodloužený o jednu AMK bez změny ostatních AMK nebo se změnou dvou sousedních AMK

· podobné projevy u delece/inzerce bazí v počtu 3n
· delece/inzerce jiného počtu bazí ( posun čtecího rámce (reading frame shift) – zařazovány jiné AMK, vzniká stop kodon ( výsledný protein je zkrácený, nestabilní, nefunkční

· delece počtu bazí 3n: benigní Beckerova muskulární dystrofie, delece počtu bazí ne 3n: letální Duchannova muskulární dystrofie

· delece/inzerce sekvencí bazí – mohou být důsledkem mutací signálních sekvencí pro sestřih ( exonizace intronu nebo vytvoření nového sestřihového místa s následným sestřihem exonu nebo jeho části
· mutace regulačních genů
· mutace regulačního genu, enhanceru nebo promotoru mění expresi strukturního genu
· přiřazení strukturních genů k jiným vysoce aktivním promotorům – onkogenetika
· chromozomální translokace nebo inzerce virových promotorů

· dynamické mutace
· změny v počtu repetic - prodloužení sekvencí opakujících se tripletů
· příčina: sklouznutí polymerázy, nerovnoměrný crossing-over

· mohou se kumulovat postupně v průběhu více generací

· mechanismus spontánních mutací
· sklouznutí replikace – polymeráza vytvoří v novém řetězci více (inzerce) nebo méně (delece) repetic, než je v původním řetězci

· příčina: vytvoření kličky na původním nebo novém řetězci

3.2 Genotyp a prostředí
· mutace – náhodné děje – možnost jejich vyvolání faktory prostředí
· mutageny – faktory schopné vyvolávat mutace: fyzikální, chemické, biologické

· fyzikální mutageny
· záření o kratší vlnové délce a větší energii než má viditelné záření

· zvýšená teplota organismu

· ionizující záření
· vysoká energie

· prochází tkáněmi organismu

· při průchodu dochází ke kolizím s atomy ( uvolnění e- ( podél stopy paprsku vznikají radikály a ionty ( reagují s dalšími molekulami buněčné struktury včetně DNA

· zářením mohou být zasaženy i přímo atomy DNA

· vyvolává zejm. oxidaci bazí, porušuje vazbu pentóza-fosfát

· mutagenní efekt závisí na množství vzniklých iontů, dávce záření, době expozice, fázi buněčného cyklu a na kvalitě reparačních mechanismů
· absorbovaná dávka záření je udávána v jednotkách gray (Gy = J/kg)

· vyvolává především chromozomální zlomy a následně chromozomální přestavby; může vyvolat i všechny typy genových mutací
· savci: jednorázové ozáření určitou dávkou má větší mutagenní efekt než aplikace stejné dávky v delším časovém období

· ionizující pravděpodobně nepatří k potentním mutagenům

· důležitá je dávka záření, která zdvojnásobuje četnost mutací u člověka – při akutním ozáření 1Sv, při chronickém ozáření 4 Sv

· ultrafialové záření
· menší energie než ionizující, je schopné zvýšit energii e- zasaženého atomu (excitace)
· je absorbováno zejména puriny a pyrimidiny ( vytváří hydráty purinů a dimery pyrimidinů (zejména T)
· dimery T – ruší strukturu dvojšroubovice DNA a znemožňují postup DNA polymerázy (přerušují replikaci); při jejich reparaci může dojít k chybnému zařazení bazí

· silný mutagen pro jednobuněčné organismy, u mnohobuněčných poškozuje jen povrchové buňky (epidermis)

· u člověka vyvolává neoplazie kůže (karcinomy, melanomy)

· riziko UV záření se zvyšuje se snižováním obsahu ozonu v ionosféře

· chemické mutageny
· produkty kouření (cyklické uhlovodíky), složky spalin a výfukových plynů (cyklické uhlovodíky, oxidy dusíku), složky umělých hmot (PCB)
· 2 skupiny – podle působení:

1. látky, které vyvolávají mutace jen v průběhu replikace – analogy bazí a akridinová barviva

2. látky, které jsou mutagenní i při působení na nereplikující se DNA – látky způsobující alkylaci, deaminaci a hydroxylaci bazí

· analogy bazí
· strukturou příbuzné bazím nukleotidů

· jsou inkorporovány do DNA v průběhu replikace

· odchylky v struktuře způsobují chybné párování

· význam v experimentálním studiu procesů mutageneze

· např. 5-bromouracil (analog T), 2-aminopurin

· akridinová barviva
· např. proflavin, akridinová oranž

· indukují posun čtecího rámce – vmezeří se mezi páry bazí v průběhu replikace a mění konformaci dvoušroubovice DNA

· při replikaci dochází k deleci nebo inzerci jedné nebo více bazí

· alkylační látky
· látky, které jsou donory alkylových skupin
· např. yperit (1. sv. v.), nitrosoguanidin
· změna párování bazí navázáním methyl nebo ethyl skupiny na baze (např. 7-ethylguanin se páruje s T)
· vyvolávají všechny známé typy mutací

· deaminační látky
· vyvolávají oxidativní deaminaci aminoskupin A, G a C

· např. kyselina dusitá a dusitany

· NH2 skupina je zaměněna za keto skupinu (O)

· mění schopnost baze vytvářet vodíkové můstky

· např. hypoxanthin (deaminovaný A) se páruje s C, uracil (deaminovaný C) se páruje s A x deaminací G vzniká xanthin, který se páruje s C

· deaminace bazí způsobuje tranzice v obou směrech

· hydroxylační látky
· mění C na hydroxylaminocytosin, který se páruje s A

· vyvolávají jednosměrnou tranzici C-G na A-T

· biologické mutageny
· zejména viry

· změny vyvolané transposony (úseky DNA schopné se přemísťovat z jednoho místa genomu na druhé)

· genom člověka – 2 skupiny transponibilních elementů:

1. LINE – long interspred nuclear element – kolem 6 500 bp, v genomu zastoupeny až v 50 000 kopií
2. SINE – short interspred nuclear element – kolem 150 – 300 bp
· ze SINE je nejvíce prostudována Alu sekvence – v haploidním genomu člověka je asi 500 000 Alu sekvencí (až 5 % genomu)
· testování mutagenů
· testování na bakteriích

· Amesův test – odhalí mutagenní aktivitu, testuje typ vyvolávaných mutací a odhaluje i potenciální mutageny

· testují se mutagenní účinky, genotoxicita (ovlivnění reparačních mechanismů)

· komplexní určování genotoxicity na 3 úrovních:

1. monitorování prostředí – vyhledávání možných rizik

2. monitorování biologických účinků – informace o odpovědi organismu na působení genotoxických látek

3. genetické monitorování – epidemiologické studie výskytu spontánních potratů, VVV a nádorových onemocnění ve vztahu ke genotoxickým látkám

3.3 Metody genetické analýzy v experimentu a lidské genetice
· 2 inbrední kmeny (potkana, myši) –  tedy takové kmeny, kde všichni jedinci (téhož pohlaví) každého z kmenů jsou geneticky identičtí
· tyto dva parentální kmeny se liší ve zkoumaném znaku - např. hypertenzní kmen vs. normotenzní kmen

· křížení ( F1 je heterozygotní v rozsahu celého genomu

· zpětné křížení (tedy křížení F1 s parentální generací) nebo křížení navzájem dvojice F1 (( F2) – v obou případech dosáhneme stavu, kdy v experimentální skupině segregují jak alely obou parentálních kmenů, tak i vlohy pro zkoumaný znak (např. hypertenzi)

· charakteristika zpětných kříženců nebo F2 kříženců z hlediska jak fenotypu, tak genotypu

· nejčastěji se používá sada několika set tzv. mikrosatelitních markerů, které jsou rovnoměrně rozmístěny po celém genomu ( u každého jedince F2 zjistíme, jestli zdědil obě alely daného markeru od jednoho či druhého progenitora (parentálního kmene), příp. jestli má po jedné alele od každého a je tedy pro daný úsek genomu heterozygotní
3.4 Základní zákony genetiky, Mendelovy pokusy
· fenogenetika – Mendelovská genetika – na základě pozorovaného fenotypu usuzujeme na genotyp

· fenotyp – souhrn vnějších znaků, které jsou přístupné pozorování

· genotyp – souhrn genetických faktorů

· zkoumaný organismus je diploidní a sledovaný znak je determinován genem, který je lokalizován na jaderných autozomech

· alela – konkrétní forma genu

· homozygot – má obě alely daného genu stejné (AA nebo aa)

· heterozygot – má obě alely daného genu různé (Aa)

· hybridizační pokus
· základní metoda experimentální genetiky
· křížení P generace (parentální) – křížení příslušníků dvou rozdílných čistých linií (čistá linie – homozygoti)

· F1 generace – identičtí heterozygoti

· pro F1 generaci platí první Mendelovo pravidlo: pravidlo uniformity hybridů
· F2 generace – vzniká křížením F1 mezi sebou – ¼ homozygoti AA, ½ heterozygoti Aa a ¼ homozygoti aa
	gamety
	A
	a

	A
	AA
	Aa

	a
	Aa
	aa


· v F2 – mendelovo pravidlo o štěpení hybridů
· zpětné křížení – křížení heterozygota s homozygotem (F1 x P) – B generace
· při zpětném křížení je genotypový štěpný poměr 1:1

· testovací zpětné křížení – křížení heterozygota s recesivním homozygotem

· alelní interakce
· popisuje relativní vzájemný vztah dvou alel – dominance a recesivita
· úplná dominance – fenotyp heterozygota je stejný jako fenotyp dominantního homozygota; fenotypový štěpný poměr v F2 je ¾ dominantních jedinců, ¼ recesivních jedinců – fenotypový štěpný poměr 3:1
· neúplná dominance – fenotyp heterozygota je mezi fenotypy obou rodičů

· semidominance – zvláštní případ neúplné dominance – fenotypová hodnota heterozygota je průměrem fenotypových hodnot P generace

· kodominance – ve fenotypu heterozygota se vedle sebe objevují znaky obou rodičů z P generace

· v těchto případech je fenotypový štěpný poměr 1:2:1

· dihybridismus
· sledování dvou fenotypových znaků najednou
· mendelovo pravidlo o nezávislé kombinaci vloh – platí pro geny lokalizované na různých chromozomech, nebo dostatečně od sebe vzdálených na jednom chromozomu

· P generace: AABB x aabb nebo AAbb x aaBB – uniformní potomstvo AaBb
· fenotypový štěpný poměr F2: 9/16 + 3/16 + 3/16 + 1/16

	gamety
	AB
	Ab
	aB
	ab

	AB
	AABB
	AABb
	AaBB
	AaBb

	Ab
	AABa
	AAbb
	AaBb
	Aabb

	aB
	AaBB
	AaBb
	aaBB
	aaBb

	ab
	AaBb
	Aabb
	aaBb
	aabb


· štěpný poměr B generace: ¼ + ¼ + ¼ + ¼

· za předpokladu úplné dominance všech zkoumaných genů je počet fenotypů 2n a fenotypový štěpný poměr v F2 generaci je (¾ + ¼)n, kde n je počet sledovaných znaků; štěpný poměr B generace je (½ + ½)n; počet rozdílných genotypů v F2 je 3n, jejich rozložení je dáno jako (½ + ½)2n
3.5 Genealogická metoda
· problémy při zkoumání dědičnosti u člověka:
1. z etických důvodů nelze provádět hybridizační pokus

2. věk pozorovaného jedince je přibližně stejně dlouhý jako věk pozorovatele – obvykle je možné přímo pozorovat pouze tři generace
3. počet potomků je v jedné rodině z genetického hlediska nízký

· genealogie slouží k základnímu výzkumu genetických zákonitostí přenosu určitého znaku

· výběr rodin, kde došlo ke vhodnému typu křížení

· proband – osoba, která vedla k výběru rodiny

· autozomálně dominantní – AD
· postiženi stejně často muži i ženy

· postižený jedinec má alespoň jednoho rodiče postiženého

· vertikální typ přenosu

· riziko pro další dítě je 50 %

· riziko postižení dětí postiženého jedince (při sňatku se zdravým partnerem): 50%; pro zdravého jedince: 0%

· typické choroby: chondrodystrofie, polydaktylie, brachydaktylie, otoskleróza, polycystické ledviny, hyperlipoprotienémie

· autozomálně recesivní – AR
· postiženi stejně často muži i ženy

· rodiče obvykle zdrávi, postižen proband, ev. jeho sourozenci

· horizontální typ rodokmenu

· riziko pro sourozence postiženého: 25%

· riziko pro děti postiženého závisí na četnosti choroby v populaci

· typické choroby: fenylketonurie, mukoviscidóza, srpkovitá anémie
· gonozomálně dominantní – GD
· ženy postiženy dvakrát častěji než muži

· postižený jedinec má alespoň jednoho rodiče postiženého

· vertikální typ přenosu

· heterozygotní žena má s rizikem 50% postižené dcery i syny

· postižený muž má postižené všechny dcery a žádné syny

· typické choroby: vitaminorezistentní rachitis

· gonozomálně recesivní – GR
· prakticky postiženi pouze muži, ženy jsou přenašečky
· typický GR rodokmen – přeskakování jedné generace – postižený muž má všechny dcery přenašečky a všechny syny zdravé

· heterozygotní žena přenašečka má pro syny 50% riziko postižení

· typické choroby: hemofilie A, hemofilie B, daltonismus, Duchennova svalová dystrofie

· polygenní dědičnost
· polygenně dědičné znaky nemají typický rodokmen

· někdy zvýšený počet příbuzenských sňatků u rodičů probanda

· rizika postižení pro příbuzné postiženého jsou závislá na:

1. frekvenci choroby v populaci

2. koeficientu příbuznosti k postiženému

3. počtu postižených příbuzných

4. stupni závažnosti postižení

5. na pohlaví v případě, kdy jsou populační četnosti u žen a mužů různé (je-li proband pohlaví, které je v populaci postiženo vzácněji, je riziko pro jeho příbuzné vyšší)
6. na faktorech prostředí
· pro orientační odhad rizika se používá Edwardsův vzorec: riziko postižení příbuzného stupně = n * (relativní četnost choroby v populaci; kde n je počet postižených příbuzných prvního stupně osoby, pro kterou je výpočet prováděn
· polygenně dědičné vady a choroby lze rozdělit podle četnosti výskytu:
1. vzácné vady a choroby (populační četnost ( 1%) – např. VVV srdeční, VVV rozštěpy obličeje a nervové trubice

2. vady a choroby se střední četností (( 5%) – schizofrenie, maniodepresivita, slabomyslnost (oligofrenie)

3. onemocnění s vysokou populační frekvencí – hypertenze, cukrovka, vředová choroba zažívacího traktu, atopie (poruchy imunity – astma)

· na manifestaci polygenně podmíněných onemocněních se podílejí kromě genetických faktorů i faktory prostředí
3.6 Dvojčata a dvojčecí studie
· dizygotní dvojčata – DZ – dvojvaječná – vznikají oplozením dvou vajíček ( jsou z genetického hlediska ve stejném příbuzenském poměru jako sourozenci
· monozygotní dvojčata – MZ – jednovaječná – vznikají rozdělením jedné zygoty v časných fázích ontogeneze ( mají identickou genetickou výbavu

· dvojčecí metoda se opírá o zjišťování konkordance (shodnosti) a diskordance (rozdílnosti) mezi členy dvojčecího páru a o poměry počtů párů konkordantních a diskordantních
· DZ páry tvoří přibližně 2/3 všech dvojčat

· porovnávání konkordantních a diskordantních znaků mezi skupinami DZ a MZ – je-li v souboru MZ větší podíl konkordantních párů než v souboru DZ, lze usuzovat na možnost genetické determinace sledovaného znaku

· Holzingerova H statistika: H = 
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kde   KMZ.........................relativní zastoupení konkordantních párů ve skupině MZ

KDZ.........................relativní zastoupení konkordantních párů ve skupině DZ¨

· dvojčecí metoda má uplatnění při zkoumání dědičnosti kvantitativních znaků člověka

3.7 Autozomálně dominantní dědičnost v pokusu a v rodokmenu, příklady znaků u člověka
· postiženi stejně často muži i ženy

· postižený jedinec má alespoň jednoho rodiče postiženého

· vertikální typ přenosu

· riziko pro další dítě je 50 %

· riziko postižení dětí postiženého jedince (při sňatku se zdravým partnerem): 50%; pro zdravého jedince: 0%

· typické choroby: chondrodystrofie, polydaktylie, brachydaktylie, otoskleróza, polycystické ledviny, hyperlipoprotienémie

· efekt homozygozity
· mnohem těžší postižení, často letální

· vzácné

· brzo umírají ( většinou ani nestihnou mít potomky

· genetická smrt – v rámci projevu mutantní alely je postižena reprodukce ( gen se nepřenáší dál

· odchylky u AD
· sporadické případy
· postižené dítě fenotypově normálních rodičů ( nová mutace – mutace v gametách, nepřenáší se na další generace

· např. achondroplazie = trpaslictví – redukovaná schopnost reprodukce – více než 80 % případů jsou nové mutace

· neúplná penetrance
· onemocnění se u osob, které nesou mutovanou alelu, neprojeví ( příležitostné přeskočení generace
· variabilní expresivita
· gen se manifestuje u všech heterozygotů, ale stupeň projevu je různý

· gen s pleiotropním účinkem – má více různých projevů

· příčiny: vlivy prostředí, účinek dalších genů

· onemocnění s pozdním nástupem
· polycystická choroba ledvin, Huntingtonova choroba (degenerativní onemocnění CNS)

· mozaicismus zárodečných buněk
· mutace v průběhu embryonálního období

· nonpaternita
· otec není biologickým otcem dítěte

3.8 Autozomálně recesivní dědičnost v pokusu a v rodokmenu, příklady znaků u člověka
· postiženi stejně často muži i ženy

· rodiče obvykle zdrávi, postižen proband, ev. jeho sourozenci

· horizontální typ rodokmenu

· riziko pro sourozence postiženého: 25%

· riziko pro děti postiženého závisí na četnosti choroby v populaci

· typické choroby: fenylketonurie, mukoviscidóza, srpkovitá anémie, cystická fibróza (postižení žláz s vnitřní sekrecí – nejčastěji pankreatu)

· odchylky u AR
· genetická heterogenita – různé mutace v různých genech mohou způsobit stejný nebo podobný fenotyp ( jedno postižení může být způsobeno různými geny

· pseudodominance – za určitých podmínek se recesivní alela projeví jako dominantní (např. když jedna alela chybí)

3.9 Dědičnost pohlavně vázaná v pokusu a v rodokmenu, příklady znaků u člověka
· gonozomálně dominantní – GD
· ženy postiženy dvakrát častěji než muži

· postižení žen je obvykle méně závažné než postižení mužů (kompenzuje ho druhý X)

· postižený jedinec má alespoň jednoho rodiče postiženého
· vertikální typ přenosu

· heterozygotní žena má s rizikem 50% postižené dcery i syny

· postižený muž má postižené všechny dcery a žádné syny

· typické choroby: vitaminorezistentní rachitis

· gonozomálně recesivní – GR
· prakticky postiženi pouze muži, ženy jsou přenašečky

· některé přenašečky mohou jevit určitý stupeň vyjádření znaku

· typický GR rodokmen – přeskakování jedné generace – postižený muž má všechny dcery přenašečky a všechny syny zdravé

· heterozygotní žena přenašečka má pro syny 50% riziko postižení

· gen se nedědí z otce na syna

· typické choroby: hemofilie A, hemofilie B, daltonismus, Duchennova svalová dystrofie

· odchylky u GR
· neúplně X vázaná dědičnost – pseudoautozomální dědičnost

· variabilní expresivita u přenašeček – lyonizace – inaktivace jednoho z X chromozomů v embryonálním stádiu

· letální efekt u gonozomální dědičnosti – samčí zygoty hynou před narozením, přežívají jen samičí ( v rodokmenech jsou postižené jen ženy

· Y vázaná dědičnost
· přenos z otce na syny = holandrická dědičnost
3.10 Multifaktoriální dědičnost
· velký počet genů podmiňuje určitý fenotypový znak

· každý sám osobě má na fenotyp malý účinek – tzv. minor geny
· polygenně determinované znaky – obvykle měřitelné (kvantitativní – např. výška)

· multifaktoriální dědičnost je někdy chápána jako polygenní dědičnost, někdy jako komplikovaný model interakce genů velkého účinku s polygenním systémem

· různě velký podíl prostředí na manifestaci znaku

· alelní interakce typu semidominance a nealelní interakce – aditivita (kumulativnost) – účinky jednotlivých alel se sčítají

· aktivní alely – alely zvyšující hodnotu fenotypového znaku
· heritabilita (h2): h2 = VA/VF,
kde   VA..........................rozptyl vyvolaný aditivním účinkem genů

VF..........................fenotypový rozptyl

· heritabilita udává jak velká část proměnlivosti znaku je zapříčiněna genetickými (aditivními) faktory
· polygenní dědičnost s prahovým efektem
· polygenně se dědí dispozice (náchylnost) k chorobě

· dispozice má v populaci normální rozložení četností a dosáhne-li množství aktivních alel v genotypu jedince určitého počtu (prahu) ( choroba se projeví ve fenotypu

· poloha prahu je ovlivňována faktory prostředí
· polygenně dědičné znaky nemají typický rodokmen
· někdy zvýšený počet příbuzenských sňatků u rodičů probanda

· rizika postižení pro příbuzné postiženého jsou závislá na:

1. frekvenci choroby v populaci

2. koeficientu příbuznosti k postiženému

3. počtu postižených příbuzných

4. stupni závažnosti postižení
5. na pohlaví v případě, kdy jsou populační četnosti u žen a mužů různé (je-li proband pohlaví, které je v populaci postiženo vzácněji, je riziko pro jeho příbuzné vyšší)
6. na faktorech prostředí

· pro orientační odhad rizika se používá Edwardsův vzorec: riziko postižení příbuzného stupně = n * (relativní četnost choroby v populaci; kde n je počet postižených příbuzných prvního stupně osoby, pro kterou je výpočet prováděn

· polygenně dědičné vady a choroby lze rozdělit podle četnosti výskytu:

1. vzácné vady a choroby (populační četnost ( 1%) – např. VVV srdeční, VVV rozštěpy obličeje a nervové trubice

2. vady a choroby se střední četností (( 5%) – schizofrenie, maniodepresivita, slabomyslnost (oligofrenie)

3. onemocnění s vysokou populační frekvencí – hypertenze, cukrovka, vředová choroba zažívacího traktu, atopie (poruchy imunity – astma)

· na manifestaci polygenně podmíněných onemocněních se podílejí kromě genetických faktorů i faktory prostředí
3.11 Multifaktoriálně dědičné znaky u člověka
· velký počet genů podmiňuje určitý fenotypový znak

· každý sám osobě má na fenotyp malý účinek – tzv. minor geny
· polygenně determinované znaky – obvykle měřitelné (kvantitativní – např. výška)

· různě velký podíl prostředí na manifestaci znaku

· alelní interakce typu semidominance a nealelní interakce – aditivita (kumulativnost) – účinky jednotlivých alel se sčítají

· aktivní alely – alely zvyšující hodnotu fenotypového znaku

· polygenně se dědí dispozice (náchylnost) k chorobě

· dispozice má v populaci normální rozložení četností a dosáhne-li množství aktivních alel v genotypu jedince určitého počtu (prahu) ( choroba se projeví ve fenotypu

· poloha prahu je ovlivňována faktory prostředí
3.12 Dědivost a význam jejího hodnocení v lékařství
· problémy při zkoumání dědičnosti u člověka:

1. z etických důvodů nelze provádět hybridizační pokus

2. věk pozorovaného jedince je přibližně stejně dlouhý jako věk pozorovatele – obvykle je možné přímo pozorovat pouze tři generace

3. počet potomků je v jedné rodině z genetického hlediska nízký

· genealogie slouží k základnímu výzkumu genetických zákonitostí přenosu určitého znaku

3.13 Dihybridismus, interakce nealelních genů, polyhybridismus
· dihybridismus
· sledování dvou fenotypových znaků najednou

· Mendelovo pravidlo o nezávislé kombinaci vloh – platí pro geny lokalizované na různých chromozomech, nebo dostatečně od sebe vzdálených na jednom chromozomu (aby se neuplatňovala vazba genů)
· P generace: AABB x aabb nebo AAbb x aaBB – uniformní potomstvo AaBb
· fenotypový štěpný poměr F2: 9/16 + 3/16 + 3/16 + 1/16

	gamety
	AB
	Ab
	aB
	ab

	AB
	AABB
	AABb
	AaBB
	AaBb

	Ab
	AABa
	AAbb
	AaBb
	Aabb

	aB
	AaBB
	AaBb
	aaBB
	aaBb

	ab
	AaBb
	Aabb
	aaBb
	aabb


· štěpný poměr B generace: ¼ + ¼ + ¼ + ¼

· polyhybridismus
· sledování mnoha znaků
· za předpokladu úplné dominance všech zkoumaných genů je počet fenotypů 2n
· fenotypový štěpný poměr v F2 generaci je (¾ + ¼)n, kde n je počet sledovaných znaků

· štěpný poměr B generace je (½ + ½)n
· počet rozdílných genotypů v F2 je 3n, jejich rozložení je dáno jako (½ + ½)2n
· interakce nealelních genů
· pokud je jeden fenotypový znak podmíněn více geny, dochází k odchylkám ve štěpných poměrech
· epistáze – popisuje nadřazenost určitého genotypu jednoho genu nad genotypem druhého genu
· epistáze je v podstatě ekvivalent dominance u alelních interakcí

· hypostáze – odpovídá recesivitě
3.14 Mnohotná alelie
· v populaci se pro daný lokus může vyskytovat více než jedna alela
· pokud se méně častá alela vyskytuje alespoň v 1% lokusů ( populace je pro daný lokus polymorfní
· pokud je to v méně než 1% lokusů - jde o vzácnou variantu

· např. pro krevní skupiny AB0 systému u člověka se v populaci běžně vyskytují alely A, B a 0

· mnohotná alelie – stav, kdy se pro daný lokus běžně v populaci vyskytuje více alel
3.15 Genová vazba
· obecně jsou geny lokalizovány na chromozomu v genetické vazbě ( vytvářejí vazebnou skupina genů
· při meióze jsou tyto geny předávány do gamet společně častěji, než odpovídá náhodné kombinaci ( u potomků se objevují častěji rodičovské kombinace

· odchylky od štěpných poměrů u F2 a B

· nedochází ke crossing-overu ( geny jsou předávány vždy spolu = úplná vazba
· crossing-over v úseku chromatidy mezi sledovanými geny ( rekombinace genů = neúplná vazba
· větší vzdálenost genů na chromozomu ( vyšší pravděpodobnost vzniku crossing-overu mezi nimi ( síla vazby je nižší
· síla vazby je vyjadřována pomocí rekombinačního zlomku (( - theta)

· dostatečně velká vzdálenost mezi geny ( ke crossing-overu mezi nimi dochází vždy ( výsledkem je stejný počet gamet bez rekombinace a s rekombinací - ( = 0,5

· pozice (vazebná fáze) cis – na jednom chromozomu jsou lokalizovány dominantní (nebo recesivní) alely obou genů

· pozice (vazebná fáze) trans – na jednom chromozomu je lokalizována dominantní alela prvního genu a recesivní alela druhého (a naopak)

· zápis dvojnásobného heterozygota ve fázi cis: AB/ab; ve fázi trans: Ab/aB

· ( = počet rekombinovaných jedinců / počet všech jedinců
· jednotka: centimorgan cM – 1 cm = 1% pravděpodobnost crossing-overu
3.16 Genetické metody vazbové analýzy
· odhad síly vazby je jednoduchý v případě dvojnásobného zpětného křížení (dvojnásobný heterozygot ve fázi trans Ab/aB X dvojnásobný recesivní homozygot)
	genotyp
gamet
	AB
	Ab
	aB
	ab

	
	četnost gamet
	(/2
	(1 - ()/2
	(1 - ()/2
	(/2

	ab
	1
	(/2

AB/ab
	(1 - ()/2

Ab/ab
	(1 - ()/2

aB/ab
	(/2

ab/ab


· gamety genotypu AB a ab vznikají rekombinací, relativní  četnost (pravděpodobnost) rekombinace je (
· polovina gamet je genotypu AB, druhá polovina ab – jejich relativní četnost je (/2

· při vzniku gamet genotypu Ab a aB se rekombinace neuplatní ( jejich četnost je doplňkem do 1 ( (1 - ()/2

3.17 Crossing-over, jeho mechanismus a význam
· crossing-over zvyšuje genetickou variabilitu u pohlavně se rozmnožujících organismů

· množství úměrné délce chromozomu

· proces, během kterého si dva homologní chromozómy spárované v profázi I meiózy vymění část své DNA

· výsledek správně provedeného crossing-overu: výměna části alel mezi chromozómy - tj. narušení vazby genů
· význam crossing-overu
· vedle mutací a nahodilého rozchodu chromozomů do gamet je jedním z hlavních zdrojů genetické variability
· nevytváří nové alely

· umožňuje vytváření nových kombinací již existujících alel genů lokalizovaných na stejném chromozomu

· průběh crossing-overu
· v profázi I se k sobě homologní chromozomy (chromozomy obsahující tytéž geny) přiblíží, spojí se v oblasti centromer v jeden útvar, tzv. bivalent
· bivalent – překřížení, zlomy, rozpojení a znovuspojení chromatid ( výměna úseků chromatid mezi sesterskými i nesesterskými chromatidami
· nesprávně provedený crossing overu (vymění se odlišné úseky chromatid) ( vzniká mutace
· nemůže probíhat mezi nehomologními částmi pohlavních chromozomů

· vícenásobný crossing-over
· několikanásobné překřížení

· prohozeny jsou (i) úseky „uvnitř“ chromatid
· narušuje výpočty určující sílu vazby a vzdálenost genů na chromozomu
3.18 Genetické mapování u člověka
· genetické mapování
· 3 okruhy:

1. lokalizace určitých genů na určitý chromozom

2. stanovení pořadí genů na tomto chromozomu

3. stanovení relativních vzdáleností mezi geny
· lokalizace určitých genů je řešena metodami fyzické lokalizace
· stanovení pořadí genů a vzdálenosti mezi nimi pomocí stanovování vazby mezi geny

· pokud známe lokalizaci genu A (marker gen) na určitém chromozomu, můžeme na základě zjištění vazby mezi tímto genem a geny B a C zjistit, že geny B a C jsou na stejném chromozomu jako gen A
· známe-li hodnoty rekombinačních zlomků (AB, (AC a (BC, můžeme seřadit tyto tři geny ve správném pořadí vůči sobě na chromozomu
· velikost rekombinačního zlomku je mírou jejich relativní vzdálenosti od sebe

· vzdálenost je měřena pravděpodobností rekombinace v úseku mezi dvěma sledovanými geny
· chromozomová mapa – grafické schéma vyšetřených genů

· pozitivní interference – výskyt jednoho crossing-overu snižuje pravděpodobnost výskytu dalšího crossing-overu v okolí

· negativní interference – výskyt jednoho crossing-overu zvyšuje pravděpodobnost vzniku druhého crossing-overu v okolí

· rozdílná četnost crossing-overu při meióze u ženy a u muže ( je vhodné sestavovat genetickou mapu pro obě pohlaví odděleně

· fyzické mapování
· metody lze rozdělit do dvou skupin: metody s nízkým stupněm rozlišení (řádově megabaze DNA) – hybridomová technika, FISH; metody s vysokým stupněm rozlišení (od stovek kilobazí až po jednotlivé nukleotidy)

· hybridomová technika
· vytvoření dostatečně husté sítě marker genů v genomu

· slouží k lokalizaci určitého genu na určitý chromozom

· hybridizace buněk dvou druhů (člověk-myš) v tkáňové kultuře ( dojde ke splývání buněk a jejich jader

· vzniklý hybrid s postupující řadou dělení ztrácí (náhodně) lidské chromozomy – po určitém počtu dělení dochází ke stabilizaci – karyotyp z chromozomů hlodavce a jen několika chromozomů lidských

· klonování těchto buněk – získání panelu buněk, zjišťování přítomnosti vhodného znaku specifického pro lidské buňky
· u buněk s pozitivním výsledkem (výskyt sledovaného znaku) cytogenetickou analýzou zjistíme, které chromozomy člověka jsou v klonu přítomny

· gen podmiňující danou vlastnost je lokalizován na určitý chromozom porovnáváním přítomnosti (resp. nepřítomnosti) znaku a přítomnosti (resp. nepřítomnosti) určitého chromozomu na panelu buněk

· novější techniky – používají místo lidských buněk uměle vytvořené mikrobuňky obsahující jen jeden chromozom člověka
· radiační hybridizace
· modifikace hybridomové techniky

· ozáření lidských buněk letální dávkou ( fragmentace chromozomů ( fúze s neozářenými buňkami hlodavců

· FISH metoda
· lokalizace genů pomocí hybridizace DNA

· získání potřebné sondy – např. namnožení úseku DNA (např. PCR)
· denaturace DNA chromozomů v preparátu a obarvení preparátu fluorescenčně značenou sondou

· sonda se specificky váže na denaturovanou DNA chromozomů
· metody s vysokým stupněm rozlišení
· cílem je získání map jednotlivých chromozomů, které jsou představovány pořadím bazí jednotlivých nukleotidů

· používají materiál DNA knihoven

· přístup shora dolů – příprava fragmentů DNA, sekvenace (zkoumání pořadí bazí)
· přístup zdola nahoru – konstrukce genomové knihovny – vyhledávání klonů, jejichž inzerty se překrývají

· kontig – soubor klonů obsahujících vzájemně se překrývající inzerty

· výsledek: kompletní nepřerušená sekvence chromozomu nebo genomu

· použití FISH metody na nekondensovaná vlákna DNA – použití více sond ( sleduje se vzájemná pozice

· vzájemné vzdálenosti nejsou určovány relativními jednotkami (cM), ale počtem párů bazí – 1 cM je asi 106 bp
· průměrná délka chromozomu člověka je asi 120 cM

· přístupy k identifikaci lidských genů

· funkční klonování
· známe funkci genu – izolace genu, aniž známe jeho pozici na mapě
· protein a funkce jsou známy, gen  není identifikován
· sekvenace AMK, syntéza oligonukleotidů (sondy)
· screening cDNA knihoven sondami
· izolace zachyceného klonu cDNA
· poziční klonování
· určení pozice genu na mapě – vazebnou analýzou v rodokmenu
· využívá informace o lokalizaci genu na určité pozici některého chromozomu ( pátrání po funkčním genu je omezeno na DNA z okolí této pozice
· fyzické mapování vytipované oblasti – klonování DNA do vhodných vektorů a další analýza
· identifikace genů – kandidátní gen
· expresní profil genu a kosegregace mutací s fenotypem
· testování kandidátních genů na přítomnost mutací u postižených jedinců
3.19 Genetické mapy a jejich význam
· chromozomová mapa – grafické schéma vyšetřených genů

· vzdálenost mezi geny je udávána v mapových jednotkách: M, cM
· pozitivní interference – výskyt jednoho crossing-overu snižuje pravděpodobnost výskytu dalšího crossing-overu v okolí

· negativní interference – výskyt jednoho crossing-overu zvyšuje pravděpodobnost vzniku druhého crossing-overu v okolí

· rozdílná četnost crossing-overu při meióze u ženy a u muže ( je vhodné sestavovat genetickou mapu pro obě pohlaví odděleně

3.20 Mimochromozomová dědičnost, nemendelovská dědičnost
· mimochromozomální DNA – u člověka v mitochondriích
· mitochondrie
· genom – podobný genomu prokaryot – kruhové uspořádání

· genom kóduje celkem 37 genů – 24 genů se podílí na proteosyntetickém aparátu mitochondrií, zbývající na polypeptidech podílejících se na enzymatické výbavě mitochondrií

· informace je silně komprimována – neobsahuje introny

· odchylky od mendelových pravidel
· sledované dva geny (či více genů) jsou ve vazbě – neplatí zákon o nezávislé kombinovatelnosti alel
· sledujeme geny umístěné na X chromosomu – z tohoto pohledu je každý muž hemizygot – má pouze jednu kopii sledovaného genu; ženy mají dva X chromosomy a tím pádem i dvě kopie genu; naopak Y chromosom mají pouze muži ( Y-vázané geny se dědí pouze z otce na syna (holandrická dědičnost)

· došlo k výskytu nové mutace – sledujeme výskyt znaku (choroby) u potomka, zatímco ani jeden rodič tuto mutaci nenese.

· epistáze – gen kódující příslušný znak nemá šanci se projevit, protože jemu nadřazený gen to nedovolí (např. Bombay fenotyp u člověka)
· genový imprinting – maternální a paternální kopie genu nemají stejnou hodnotu
· neúplná penetrance – znak se nemusí projevit u 100% jedinců – u některých osob k projevu nedojde, nebo je znak zastřený a nesnadno pozorovatelný
· variabilní exprese – u lidí se stejným genotypem pozorujeme různě závažné projevy téhož znaku

· pleiotropie – jedna a ta samá alela může způsobovat několik různých (odlišných) fenotypových znaků
· fenokopie – jedinec, který je genotypově normální, ale má stejný fenotypový projev určitého znaku jako jedinci s příslušnou mutací
· genokopie – jeden fenotypový projev může být podmíněn různými genotypy, samotná přítomnost znaku tak ještě neukazuje na konkrétní gen
4. Molekulární biologie a genetika
4.1 DNA – stavba a funkce
· Griffith a později Avery dokázali, že nositelem genetické informace je deoxyribonukleová kyselina pokusem transformace (virulentní a nevirulentní pneumokoky)

· chemie nukleových kyselin
· NK jsou polynukleotidy
· složky nukleotidu:

· zbytek kyseliny fosforečné (ortofosforečné)

· pětiuhlíkatý cukr (pentóza)

· dusíkatá baze – odvozené od pyrimidinu (C, T, U); odvozené od purinu (A, G)
· nukleosid – vytvořen N-glykosidickou vazbou pozice 1‘ pentózy a pozice 1 pyrimidinové nebo pozice 9 purinové baze
· nukleotid – vzniká připojením zbytku kys. fosforečné esterickou vazbou na pozici 5‘ pentózy
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· polynukleotid vzniká fosfodiesterickou vazbou mezi pozicí 5‘ jedné pentózy a pozicí 3‘ druhé pentózy

· DNA obsahuje deoxyribózu, A, T, C, G

· jedné purinové bazi odpovídá jedna pyrimidinová

· počet A = počet T, počet C = počet G

· B-forma DNA – pravotočivá spirála – nejběžnější forma

· A-forma DNA – pravotočivá

· Z-forma – levotočivá

· dvoušroubovice DNA vzniká pomocí vodíkových můstků mezi bazemi, které jsou vůči sobě komplementární (A + T, C + G)
· mezi A a T jsou 2 vodíkové můstky, mezi C a G jsou 4 vodíkové můstky

· denaturace DNA
· rozdělení obou komplementárních vláken od sebe

· např. zahříváním roztoku DNA (při teplotách 80°C – 100°C)
· dvouvláknové molekuly DNA mají menší schopnost absorpce UV světla o vlnové délce 260 nm než molekuly jednovláknové

· ochlazování roztoku denaturované DNA ( renaturace – samovolné obnovování vodíkových můstků

· pokud k denaturované DNA přidáme cizí denaturovanou DNA (příp. RNA), může na principu komplementarity mezi nimi docházet k renaturaci - molekulární hybridizace
· molekulární hybridizace se využívá v evoluční genetice, jsou na ní založeny diagnostické postupy molekulární klinické genetiky a soudní genetiky
· methylace DNA
· methylace bazí mění jejich funkční vlastnosti
· jeden z mechanismů uplatňujících se při regulaci genových funkcí

· methylací lze vysvětlit i případy genového imprintingu, který byl prokázán u některých chorob, kde fenotypový efekt se liší v závislosti na pohlaví rodiče, od kterého dítě daný gen zdědilo

· genom – celkové množství DNA jádra; tato hodnota je obecně značena C
· u člověka se na kódování struktur podílí 3 – 5 % z celkové DNA jádra

· typy DNA
· jaderná DNA
· z funkčního hlediska 3 skupiny: DNA kódující pořadí AMK v polypeptidu nebo některé RNA; DNA mající kontrolní a řídící funkci; DNA o jejíž funkci nic nevíme (nebyla objevena nebo žádnou nemá)
· klasifikace DNA podle počtu identických nebo podobných kopií – u eukaryot přibližně 60 % DNA tvoří jedinečné sekvence
· jedinečné sekvence – geny kódující polypeptidy a pseudogeny (kódující, ale nefunkční)

· repetitivní sekvence – středně repetitivní (10 – 105 kopií v genomu), vysoce repetitivní (106 kopií)

· středně repetitivní – např. geny kódující rRNA a bílkoviny typu histonů

· repetitivní sekvence mohou být v genomu rozptýlené

· dlouhé repetitivní sekvence – LINE, krátké (80 – 400 bp) – SINE

· většina SINE je odvozována od tRNA genů – jejich vznik je vysvětlován retropozicí – přepisem z RNA reverzní transkriptázou
· tandemové repetitivní sekvence – jednotlivá opakování za sebou (např. geny pro rRNA)

· VNTR sekvence – proměnlivý počet tandemových opakování – minisatelity – bloky přibližně 100x se opakujících krátkých sekvencí, neznámá funkce

· mimochromozomální DNA
· v mitochondriích
· uspořádání genomu podobné jako u prokaryot – kruhové
· celkem kóduje 37 genů

· neobsahuje introny

4.2 RNA – typy, stavba a funkce
· cukerná složka: D-ribóza
· purinové baze: A, G; pyrimidinové baze: C, U (uracil)
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· všechny typy RNA vznikají transkripcí
· jednovláknová molekula (výjimka – některé viry)

· sekundární struktura jednotlivých typů RNA je různá

· typy RNA
· tRNA (transferová RNA) – přenos AMK na proteosyntetický aparát buňky
· U-RNA – posttranskripční úpravy

· 7SL-RNA – transport proteinů

· rRNA (ribozomální RNA) – složka ribozómů

· mRNA (messengerová RNA) – přenáší z jádra informaci o pořadí AMK při proteosyntéze

4.3 Struktura a funkce genu
· gen = jednotka informace – úsek DNA, který kóduje sekvenci AMK v polypeptidu
· alely – varianty genu na homologních chromozomech, které se od sebe liší malými změnami

· změny vznikají mutacemi, změna nemusí znamenat změnu fenotypu

· geny jsou organizovány na chromozomech lineárně

· exon/intronová struktura
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4.4 Genetický kód
· kódování pomocí 4 bazí ve trojicích ( počet kombinačních trojic ze 4 prvků: 43 = 64
· 64 tripletů – 61 kóduje AMK, 3 nekódují žádnou AMK – stop kodony: UAG, UAA, UGA

· při translaci je u stop kodonu ukončena proteosyntéza

· degenerace genetického kódu – mnohé AMK jsou kódovány více triplety (naoř. Leu, Arg, Ser – 6 tripletů) – pouze Met a Trp mají jediný možný kodon
· rozhodující úlohu mají první dvě baze, na třetí pozici bývají často rovnocenné U a C, někdy A a G
· degenerace kód chrání před mutacemi: mutace prvního nukleotidu ( zařazení stejné nebo vlastnostmi podobné AMK; druhý nukleotid ( pyrimidinová baze – zařazení hydrofobní AMK, purinová – zařazení polární AMK; mutace třetí baze – obvykle zařazení stejné AMK
· univerzálnost genetického kódu – platnost pro všechny organismy (od virů po člověka)
· velké evoluční stáří kódu – případné odchylky byly odstraněny přírodním výběrem

· výjimky z univerzálnosti – např. mitochondrie – UGA není stop kodon (Trp), Met je kódován 4 triplety (rozdílné pro iniciační Met a  Met uvnitř polypeptidu)
· všechny organismy nevyužívají všechny kódovací možnosti pro určitou AMK stejně často
4.5 DNA sekvence proteinotvorné a neproteinotvorné
· proteinotvorné sekvence - sekvence obsahující informaci o struktuře bílkoviny, včetně částí, které jsou v procesu vzniku odstraněny
· z funkčního hlediska 3 skupiny: DNA kódující pořadí AMK v polypeptidu nebo některé RNA; DNA mající kontrolní a řídící funkci; DNA o jejíž funkci nic nevíme (nebyla objevena nebo žádnou nemá)

· klasifikace DNA podle počtu identických nebo podobných kopií – u eukaryot přibližně 60 % DNA tvoří jedinečné sekvence

· jedinečné sekvence – geny kódující polypeptidy a pseudogeny (kódující, ale nefunkční)

· repetitivní sekvence – středně repetitivní (10 – 105 kopií v genomu), vysoce repetitivní (106 kopií)

· středně repetitivní – např. geny kódující rRNA a bílkoviny typu histonů

· repetitivní sekvence mohou být v genomu rozptýlené

· dlouhé repetitivní sekvence – LINE, krátké (80 – 400 bp) – SINE

· většina SINE je odvozována od tRNA genů – jejich vznik je vysvětlován retropozicí – přepisem z RNA reverzní transkriptázou

· tandemové repetitivní sekvence – jednotlivá opakování za sebou (např. geny pro rRNA)

· VNTR sekvence – proměnlivý počet tandemových opakování – minisatelity – bloky přibližně 100x se opakujících krátkých sekvencí, neznámá funkce
4.6 Replikace DNA
· přenos informace z DNA do DNA

· při rozmnožování – zajišťuje identitu genetické informace obou dceřiných buněk

· semikonzervativní proces – nově vzniklá dvoušroubovice má vždy jedno vlákno původní a jedno vláno nově syntetizované

· pomalý proces ( probíhá na více místech současně
· replikony – místa, kde dochází k replikaci

· počet replikonů v buňce není konstantní

· replikace neprobíhá na všech replikonech současně (v replikonech v heterochromatinu začíná později)

· klíčová role enzymu DNA dependentní DNA polymeráza – typy (, (, (, (, (
· všechny typy DNA polymeráz:

· potřebují matrici, tj. vlákno DNA, ke kterému podle pravidel komplementace bazí vytvářejí doplněk
· postupují vždy od konce 5‘ ke konce 3‘

· potřebují mít k dispozici volný konec 3‘ nukleotidu, na který připojí fosfodiesterickou vazbou 5‘ místo nově zařazeného nukleotidu

· nově zařazované nukleotidy jsou používány ve formě nukleotid trifosfátů – odštěpením dvou makroergních vazeb je získána energie pro uskutečnění vazby

· DNA polymeráza nemůže zahájit syntézu de novo – potřebuje volný 3‘ konec ( proces replikace je zahájen primázou (DNA dependentní RNA polymeráza)

· primáza vytvoří krátký RNA primer – na jeho 3‘ konec naváže DNA polymeráza první nukleotid nového vlákna

· replikace může souvisle probíhat pouze na jednom vláknu – vlákno vedoucí – probíhá rychleji, replikaci provádí ( polymeráza

· vlákno opožděné – replikace probíhá po částech – Okazakiho fragmenty – pomalejší, provádí ji ( polymeráza

· délka Okazakiho fragmentů u eukaryot: cca 200 nukleotidů

· DNA polymerázy zároveň provádí i kontrolu zařazení komplementární baze – v případě chyby provádí opravu

· další enzymy podílející se na replikaci:

· gyráza – rozvinutí suprahelikální struktury

· helikáza – rozvinutí dvoušroubovice

· ligáza – spojí jednotlivé fragmenty do souvislého vlákna
· topoizomeráza – přerušení fosfodiesterické vazby v okolí replikační vidlice a znovuvytvoření

4.7 Transkripce a posttranskripční úpravy RNA u prokaryot
· přepis informace z DNA do RNA
· transkripční jednotka – segment DNA, který se transkribuje u prokaryot jako jedna molekula RNA
· transkripční jednotka může obsahovat jeden gen nebo i sérii genů

· pouze jedna RNA polymeráza – vždy ve směru 5‘ ( 3‘

· RNA polymeráza se skládá z 5 polypeptidů, jedním z nich je tzv. sigma faktor – ten se účastní jen iniciace, rozpoznává signální sekvenci promotoru a váže se na něj

· RNA polymeráza je schopna despiralizovat DNA a přerušit vodíkové můstky

· iniciace transkripce
· navázání sigma faktoru na promotor, komplementace RNA polymerázy
· despiralizace krátkého úseku DNA dvoušroubovice
· po skončení iniciace se sigma faktor oddělí a elongaci RNA realizují jen zbylé 4 polypeptidy RNA polymerázy

· promotory prokaryot mají uniformní strukturu, liší se od promotorů eukaryot

· 2 vysoce konzervované signální sekvence jsou zařazeny -10 a -35 nukleotidových párů směrem k 5‘ konci paměťového řetězce (proti proudu)

· konsenzuální sekvence – pořadí nukleotidů, které se nejčastěji vyskytují ve vysoce konzervovaných sekvencích

· konsenzuální sekvence -10: TATAAT (TATA box), -35: TTGACA (Pribnow box)

· -35 sekvence = rozpoznávací sekvence – rozpoznává ji a váže se na ni sigma faktor

· sekvence -10 je místem začátku despiralizace a oddělování řetězců DNA (mezi A a T jsou jen dva vodíkové můstky ( snadnější oddělení řetězců)
· vzdálenost mezi TATA boxem a Pribnow boxem je vysoce konzervovaná – změna počtu bazí (mutace) mění funkci promotoru
· elongace transkripce
· syntéza RNA ve směru 5‘ ( 3‘
· katalyzovaná RNA polymerázou bez sigma faktoru

· probíhá v místě transkripční bubliny

· RNA polymeráza má schopnost despiralizace i respiralizace DNA

· terminace transkripce
· řízena terminačním signálem
· popsány dva typy terminačních signálů – rho dependentní (vyžaduje přítomnost rho proteinu) a rho independentní

· mRNA prokaryot nemá introny

· syntetizovaná RNA neprodělává posttranskripční úpravy před translací

· prokaryota nemají jadernou membránu ( na mRNA se váží ribozómy už v průběhu transkripce

· transkripce a translace probíhají na stejném místě a téměř ve stejném čase

· stabilita mRNA je podstatně nižší u prokaryot než u eukaryot

· štěpení mRNA může být zahájeno hned po transkripci, probíhá ve směru 5‘ ( 3‘
4.8 Transkripce a posttranskripční úpravy RNA u eukaryot
· přenos informace z DNA do RNA
· z obou vláken DNA je přepisováno pouze jedno
· pracovní vlákno – vlákno DNA, které slouží jako matrice pro RNA

· paměťové vlákno – nedochází k jeho transkripci

· směr transkripce: 5‘ ( 3‘
· základní enzymy: DNA dependentní RNA polymerázy – typy I, II, III

· na transkripci se podílí řada bílkovin – transkripční faktory
· transkripcí vznikají RNA prekurzorového typu ( posttranskripční úpravy ( definitivní funkční molekuly RNA

· promotor
· oblast směrem k 5‘ konci pracovního řetězce DNA před začátkem transkripce

· označení začátku transkripce

· délka 300 – 400 pb

· v oblasti promotoru jsou signální sekvence
· 30 – 40 pb před začátkem transkripce bývá tzv. TATA box – obsahuje vyšší množství T a A

· další signální sekvence: CAAT box
· geny bez TATA boxu a CAAT boxu – housekeeping geny – v oblasti promotoru zvýšené množství C a G

· enhancer
· = zesilovač
· úseky DNA, které mohou být od genu, který ovlivňují, značně vzdáleny
· krátké sekvence, jejichž funkce není ovlivněna vzdáleností od řízeného genu

· mohou působit v orientaci 5‘ ( 3‘ i naopak

· účinek podobný jako u promotoru
· posttranskripční úpravy
· RNA polymeráza se připojuje v oblasti promotoru k pracovnímu vláknu DNA

· vytváření RNA vlákna od konce 5‘ ke konci 3‘

· u mRNA se transkribuje i úsek cca 100 pb dlouhý před začátkem kódu pro pořadí AMK v polypeptidu

· na 5‘ konci je vytvořena čepička – 7-methylguanosintrifosfát

· dochází k sestřihu – vystříhání intronů
· editace – do mRNA jsou některé nukleotidy přidávány nebo chemicky měněny

· na 3‘ konci je polyadenilový konec – podílí se na transportu mRNA z jádra do cytoplazmy

· podobným mechanismem jako mRNA jsou upravovány i tRNA a rRNA

· reverzní transkripce
· přenos informace z RNA do DNA

· reverzní transkriptáza
4.9 Translace, posttranslační úpravy proteinů
· translace u prokaryot
· kód mRNA je překládán do pořadí (kódu) AMK polypeptidů
· na translaci u prokaryot se podílí:

· specifická mRNA

· ribozómy

· nejméně 20 aminoacyl-tRNA-syntetáz

· 30 – 60 tRNA

· velký počet rozpustných proteinů, které translaci katalyzují

· translace probíhá na ribozómech – tRNA na ně přinášejí AMK a řadí je do polypeptidu podle pořadí nukleotidů na mRNA
· tRNA a její struktura je stejná jako u eukaryot

· struktura ribozómů, katalytické proteiny a signální sekvence se u prokaryot liší

· struktura ribozómů
· dvě podjednotky – jsou menší a jednodušší než u eukaryot

· malá podjednotka (30 S): 16 S rRNA + 21 proteinů

· velká podjednotka (50 S): 23 S rRNA + 5 S rRNA + 31 proteinů

· všechny typy rRNA vznikají transkripcí genu rrn (je v genomu v několika kopiích)
· primární produkt rrn genu: 30 S rRNA – je v prokaryotické buňce endonukleázami rozštěpen na 5S, 16S a 23S rRNA a čtyři tRNA

· posttranskripční úprava rRNA: methylace většího počtu nukleotidů

· 3 vazebná místa pro tRNA: místo A – aminoacylové – pro navázání tRNA transportující další AMK (tRNA-AMK), místo P – peptidilové – pro vazbu tRNA, ke které je připojen syntetizovaný polypeptidový řetězec, místo E – exit – je tam přesunuta tRNA již bez AMK

· předpokladem úspěšné translace je dostatek energie – ATP, GTP a všech potřebných AMK navázaných na tRNA

· specifitu vazby tRNA s odpovídající AMK zajišťují specifické aminoacyl-tRNA-syntetázy

· iniciace translace
· vznik komplexu ribozóm-mRNA až po vytvoření vazby mezi prvními dvěma AMK

· na iniciaci se podílí: 30S podjednotka, 3 iniciační faktory, GTP

· 50S jednotka se připojuje až na závěr iniciace

· elongace translace
· napojování dalších AMK do syntetizovaného polypeptidu

· průběh stejný u prokaryot i eukaryot

· 3 kroky:

1. napojení AMK-tRNA na uvolněné A místo ribozómu
2. vytvoření peptidické vazby mezi poslední AMK-tRNA v P místě a AMK-tRNA v A místě

3. posun ribozómu o jeden kodon po mRNA; současně se odpoutá volná tRNA z E místa; syntetizovaný polypeptid se uvolní z tRNA v P místě a ta se přesune do E místa; tRNA s navázanou poslední AMK se přesune z A do P místa; místo A se uvolní pro vazbu další AMK-tRNA

· navázání AMK na vytvářený peptid katalyzuje peptidyltransferáza (součást 50S podjednotky)

· energie je získávána z GTP, GTP je přinášen elongačními faktory
· rychlost elongace: 20 AMK/s

· terminace translace
· určována stop kodonem – UAA, UAG, UGA – není pro ně syntetizována tRNA s odpovídajícím antikodonem
· zařazení stop kodonu do A místa je rozpoznáno uvolňovacími faktory (releasing factor) – uvolní poslední AMK vznikajícího polypeptidu z vazby s tRNA v P místě a rozloží komplex ribozóm-mRNA-tRNA

· přenos genetické informace z mRNA do pořadí AMK v polypeptidu

· musí být přítomny:

· ribozómy

· mRNA

· tRNA

· enzymy podmiňující jednotlivé reakce

· k translaci dochází v cytoplazmě na ribozómech

· ribozómy eukaryot: malá podjednotka (40S): 18S rRNA + 33 proteinů; velká podjednotka (60S): 28S rRNA + 5,8S rRNA + 5S rRNA + 50 proteinů
· tRNA – na konci CCA 3‘ je navázána přenášená AMK

· kolébková hypotéza - na antikodonu tRNA může být zařazen inosin (I) – vytváří vodíkové můstky s A, U, C ( nemusí být tolik různých tRNA
· před zahájením translace musí být aktivovány AMK (využití ATP)

· aktivované AMK jsou připojeny na 3‘ OH konec své tRNA

· za pomoci energie získané z ATP se molekula mRNA posunuje po malé podjednotce tak dlouho, až narazí na triplet AUG (Met) – dojde k otevření čtecího rámce

· max. rychlost translace u eukaryot: 40 AMK/s

· posttranslační úpravy
· odstranění prvního Met z N konce polypeptidu
· odstranění signálního peptidu z N konce

· štěpení vzniklé molekuly (inzulin)

4.10 Translace membránových a exkrečních proteinů (targeting)
· targeting = nasměrování proteinů – regulace transportu proteinů do místa jejich působení

· o základním nasměrování polypeptidů rozhoduje, zda jsou syntetizovány na volných ribozómech v cytosolu nebo na ribozómech RER

· polypeptidy syntetizované na volných ribozómech zůstávají v cytosolu

· polypeptidy syntetizované na RER mohou být secernovány z buňky, směrovány do GA, lyzozomů, nebo zabudovány do membrán
· o směrování polypeptidu rozhoduje sekvence cca 75 bazí na 5‘ konci mRNA – topogenní sekvence
· regulace tvorby a nasměrování transmembránových proteinů
· funkce transmembránových proteinů: receptory, transmembránové kanály, povrchové antigeny atd.

· všechny tyto glykoporteiny jsou syntetizovány na RER a transportovány do buněčné membrány nebo do membrán organel
· zabudování do membrány umožňuje ukotvení topogenní sekvence – sekvence 20 – 25 hydrofobních AMK vytváří alfa helix a ukotvuje protein ve fosfolipidové dvouvrstvě
· transmembránové proteiny mají 2 signální sekvence – vedoucí sekvenci a ukotvovací sekvenci

· vedoucí sekvence má stejnou funkci jako u sekrečních proteinů, je odstřižena po napojení translačního komplexu na RER
· ukotvovací sekvence se stává při průchodu membránou RER její součástí a fixuje vznikající protein v membráně
· umístění ukotvovací sekvence na polypeptidu rozhoduje o délce intracelulární a extracelulární části proteinu
· proteiny, které opakovaně prochází membránou, mají sekvencí více

· regulace tvorby a nasměrování sekrečních proteinů
· základní směr transportu proteinů: cytosol ( RER ( transportní vezikuly ( GA ( sekreční vezikuly (transportní vezikuly) ( exocytóza
· mutace genu pro nasměrování proteinu ( polypeptidy se hromadí v postiženém stupni a nejsou secernovány
· na začátku (N-konci) je vedoucí sekvence (16 – 30 hydrofobních AMK s pozitivním nábojem (Phe, Leu, Ser, ...))

· translace sekrečních proteinů
· iniciována navázáním mRNA na ribozóm v cytosolu

· iniciace a elongace stejná jako u polypeptidů určených pro cytosol

· translace je pozastavena po cca 70 AMK

· na vedoucí sekvenci se naváže signál rozpoznávající částice (její součástí je i 7S RNA) a celý komplex se naváže na receptor na RER

· vedoucí sekvence vstoupí do membrány RER, tam ji váže specifický protein (SSB – signal sequence binding protein)

· transmembránové proteiny RER vytvoří kolem polypeptidu kanál a translace pokračuje

· na polypeptid se v lumen RER naváže protein Bip (binding protein) – brání předčasné degradaci vznikajícího polypeptidu, posouvá ho kanálem
· v nepřítomnosti Bip je elongace blokována

· vedoucí sekvence je odštěpena signální peptidázou a degradována
· polypeptid je ihned v RER modifikován, teprve pak prochází kanálem jeho C-konec
· transmembránový kanál se rozpadá
4.11 Regulace genové funkce u prokaryot
· trvale jsou exprimovány jen geny zajišťující základní funkce buňky (housekeeping genes) – např. geny pro tRNA, rRNA a proteiny katalyzující transkripci a translaci
· těmto produktům se říká konstitutivní
· mechanismy, které jsou schopné rychle aktivovat produkci potřebného proteinu nebo ji stejně rychle utlumit

· adaptivní proteiny – produkovány regulovanými geny
· katabolické reakce – získávání energie štěpením energeticky bohatých sloučenin

· adaptivní enzymy katabolické reakce jsou produkovány jen v případě, že v okolí je substrát, který mohou štěpit
· přítomnost substrátu indukuje tvorbu několika proteinů, které substrát aktivně přenášejí přes membránu a štěpí

· induktivní enzymy – enzymy podílející se na ( reakci

· tento typ regulace se nazývá indukce
· prototrofní kmeny bakterií – samy syntetizují většinu látek, které potřebují k vytváření vlastních struktur a zajištění funkcí

· operonový model regulace transkripce
· 2 regulační prvky: regulátor (regulační gen) – kóduje protein zvaný represor; a operátor – váže se na něj represor
· operon – jednotka regulace funkce genů tvořená operátorem, promotorem a strukturním genem

· induktivní operonový systém
· typický pro regulaci transkripce genů kódujících katabolické enzymy
· regulační gen je transkribován konstitučně (trvale)

· represor se váže na operátor příslušného operonu

· operátor – úsek DNA, který je součástí promotoru strukturních genů

· navázání represoru na operátor brání navázání RNA polymerázy
· pokud je v prostředí látka, kterou mohou enzymy strukturních genů metabolizovat, účinkuje jako induktor
· induktory – látky s malými molekulami, které navázáním na represor mění jeho alosterickou konfiguraci ( znemožní jeho navázání na operátor

· represivní operonový systém
· typický pro geny kódující enzymy anabolických reakcí
· regulační gen kóduje inaktivní represor – aporepresor – je aktivován navázáním korepresoru
· korepresor – zpravidla produkt metabolického řetězce, jehož syntézu katalyzují proteiny kódované geny operonu

· represe katabolity
· = efekt glukózy
· zprostředkována regulačním proteinem CAP (catabolite activator protein) a malou molekulou ligandu cAMP
· cAMP se váže na CAP jen při dostatečné koncentraci cAMP v cytoplazmě

· CAP bez navázaného cAMP při dostatku glukózy není schopen se na promotor efektivně vázat

· atenuace
· = zeslabení
· atenuátor – úsek DNA, který se podílí na atenuaci

· atenuátor má podobnou strukturu jako signální sekvence pro terminaci transkripce
· dodatečný regulační mechanismus syntézy AMK (Trp, Leu, Phe, Thr), u syntézy His je možné, že je atenuace jediný regulační mechanismus
· pozitivní a negativní kontrola exprese genů
· popsána u ara operonu
· v regulaci genů pro metabolismus arabinózy se uplatňuje indukce i represe substrátem a represe katabolitem

· kaskádová regulace
· časová posloupnost u transkripce virů – geny časné transkripce a geny pozdní transkripce
· promotory genů časné transkripce – signální sekvence, na které se váže sigma faktor RNA polymerázy hostitelské buňky a iniciuje jejich transkripci

· mezi geny časné transkripce je gen pro virovou RNA polymerázu, která se pak naváže na promotor genů pozdní transkripce
· mezi geny časné transkripce je gen pro protein, který nahradí v hostitelské RNA polymeráze sigma faktor

· regulace translace
· u prokaryot se translací vytváří tzv. polycistronická mRNA – kóduje více proteinů zpravidla jednoho metabolického řetězce
· jejich translací se vytváří různé množství jednotlivých kódovaných enzymů

· předpokládané možnosti regulace:

· nestejná iniciace transkripce jednotlivých genů operonu

· různá rychlost přechodu ribozómů mezi jednotlivými úseky mRNA

· různá rychlost degradace mRNA

· mRNA prokaryot je nestabilnější než mRNA eukaryot – nemá polyA konec ani čepičku
· posttranslační regulační mechanismy
· zpětnovazebná inhibice (inhibice enzymů koncovými produkty)
· na enzymu je kromě vazebného místa pro substrát vazebné místo pro produkty

· navázání koncového produktu ( změna alosterické konfigurace molekuly enzymu ( změna afinity k substrátu a metabolické aktivity

· zpětná vazba může být zajištěna i sítí signálů – aktivita některých enzymů může být ovlivněna více látkami
4.12 Regulace genové funkce u eukaryot
· regulace exprese genů: změna struktury DNA, délka životnosti mRNA v cytoplazmě, intenzita translace, naprogramování životnosti syntetizovaného polypeptidu
· regulace exprese genů změnou struktury chromozomů
· pro expresi musí být DNA přístupná navázání a aktivitě RNA polymerázy
· efekt pozice – translokace, která přenese gen z oblasti euchromatinu do heterochromatinu, změní jeho funkci
· exprese může být ovlivněna i zmnožením počtu transkribovaných genů – amplifikací genu – větší počet DNA matric umožňuje transkribovat větší počet mRNA molekul

· přestavbami na úrovni DNA je určována struktura receptorů pro vazbu antigenu T a B lymfocytů a antigenní specifita imunoglobulinů
· tyto geny jsou genovým komplexem složeným z mnoha subgenů, které se náhodně kombinují a vytváří definitivní úsek DNA, který je transkribován

· genový komplex: V (variabilní) segmenty, J (spojovací), D (diverzifikační), C (konstantní) – mezi segmenty jsou vloženy rozpoznávací sekvence
· rozpoznávací sekvence umožňují párování, vytvoření smyček a následný sestřih DNA ( delece úseku DNA a vznik např. V10-J3-C

· alelická exkluze – ze dvou alel je exprimovány pouze jedna

· RNA polymerázy a jejich funkce
· eukaryot – 3 RNA polymerázy v jádře a 1 v mitochondriích
· RNA polymeráza I – v jadérku; transkribuje prekurzor rRNA (pre-rRNA); složena z 15 proteinů
· RNA polymeráza II – transkribuje všechny pre-mRNA; 14 proteinů
· RNA polymeráza III – transkribuje všechny pre-tRNA, 5S rRNA, snRNA, 7S RNA (ta se podílí na translaci proteinů určených pro export); 17 proteinů
· transkripce RNA polymerázou II
· signální sekvence pro vazbu polymerázy – TATA box - -30 nukleotidů
· delece bazí mezi TATA boxem a místem zahájení transkripce posouvá místo zahájení transkripce o počet deletovaných bazí

· v mnoha promotorech není TATA box, ale iniciátor (CA)

· CAAT box - -80 nukleotidů

· geny s nízkou transkripční aktivitou nemají TATA box ani iniciátor ( GC box (u genů zajišťujících základní funkce) a oktamérový box – jsou v různých vzdálenostech a zpravidla ve více kopiích

· transkripce genů s GC může začínat na více místech a výsledkem je produkce mRNA různé délky

· RNA polymerázy eukaryot nejsou schopné rozpoznávat signální sekvence promotorů ( specifitu jejich navázání na promotory zajišťují transkripční faktory
· poločas degradace mRNA u eukaryot je v řádech hodin (je dán délkou poly(A) konce)

· regulace transkripce cis elementy
· enhancery
· zesilovače transkripce
· 100 – 200 bp dlouhé

· repetitivní úseky DNA
· často specifické pro buňky určité tkáně

· delece malé části enhanceru transkripci neovlivní, delece větší části transkripci zeslabí
· ovlivnění transkripce: vytvořením kličky DNA se přiblíží k promotoru, na který se naváže specifickými proteiny (apoaktivátory) – vazba brání napojení RNA polymerázy
· navázáním koaktivátorů je promotor uvolněn ( zahájení transkripce

· silencery – zeslabovače transkripce

· enhancery i silencery mohou být ve značné vzdálenosti od promotorů po i proti proudu, mohou být v intronu regulovaného genu

· transkripční faktory
· funkcí i strukturou podobné represorům u prokaryot

· 2 domény: jedna pro vazbu DNA, druhá aktivující transkripci

· domény pro vazbu DNA obsahují alfa spirály, které zapadají do dvoušroubovice DNA, vytvářejí vodíkové můstky a ovlivňují tak funkci DNA

· domény mohou být oddělené nebo se překrývat

· příklady TF:
· zinkové prsty – regulace transkripce 5S rRNA; součást receptorů steroidních hormonů

· leucinové zipy – proteiny s Leu na každé sedmé pozici; na DNA se váží jako dimery

· helix-loop-helix – 2 alfa spirály spojené smyčkou

· helix-turn-helix – 3 alfa spirály oddělené otáčkami vlákna proteinu

· helix-turn-helix obsahují vysoce konzervovanou oblast cca 60 AMK – homeobox
· TF se mohou vzájemně kombinovat (heterodimery) ( variabilita regulace transkripce

· regulace transkripce mediátory
· mediátory – signální molekuly: hormony (produkty endokrinních žláz) + produkty parakrinní sekrece (do blízkého okolí) + autokrinní sekrece

· 3 skupiny hormonů: lipofilní steroidy (rozpustné v tucích, např. testosteron, estradiol); hydrofilní proteiny (ve vodě rozpustné, např. oxytocin, inzulin); aminy (např. adrenalin)

· zásady regulace zprostředkované mediátory

· mediátor ovlivňuje jen cílové buňky vybavené specifickými receptory, kaskádou pro přenos signálů v cytoplazmě a specifickými TF v jádře
· různé cílové buňky mohou reagovat specificky na stejný mediátor
· některé mediátory jsou přítomny v oběhu trvale, jiné jen nárazově
· množství mediátoru je zpravidla řízeno zpětnou vazbou
· na receptory navázané mediátory jsou rychle odbourávány ( pružnost reakce
· mechanismus působení lipofilních hormonů
· malé hydrofobní molekuly vzniklé metabolizováním cholesterolu
· tělními tekutinami transportované jen ve vazbě na specifické hydrofilní bílkovinné nosiče
· buněčnou membránou pronikají snadno, po odpojení nosiče, v cytoplazmě se vážou na proteinový receptor
· komplex hormon-receptor prochází póry jaderného obalu a váže se na enhancer cílového genu ( aktivuje transkripci mRNA a syntézu proteinu, který ovlivní aktivitu buňky nebo je secernován a ovlivní cílové buňky
· působí dlouhodobě
· delece domény pro vazbu hormonu na receptoru ( trvalá exprese genu
· mechanismus působení hydrofilních hormonů
· transport bez nosičů
· vazba na specifické receptory na povrchu buněk
· přenos signálu do jádra je zprostředkován fosforylační kaskádou a sekundárními poslíčky – cAMP, cGMP, IP3, GD
· vazba ligandu na receptor ovlivňuje funkci transmembránových proteinů (kanálů), aktivitu určitých enzymů a transkripci genů
· působí krátkodobě
· vazbou na receptor se aktivuje G protein ( adenylátcykláza ( cAMP ( proteinkináza A ( fosforylace (aktivace) enzymů v cytoplazmě
· na jeden hormonální podnět dochází k produkci velkého množství cAMP ( amplifikace signálu
· každý krok přenosu signálu může signál zesilovat nebo zeslabovat
· vazba hormonu ( štěpení PIP2 fosfolipázou C na IP3a DG ( IP3 uvolní Ca2+ (třetí poslíček)
· DG aktivuje proteinkinázu C (aktivuje jiné věci než A)
· transkripce RNA polymerázou mitochondriálních genů
· mtRNA polymerázy jsou příbuzné s RNA polymerázami prokaryot, ale jsou jednodušší
· sekvence promotorů, rozpoznávané mtRNA polymerázami, jsou bohaté na A a zahrnují startovní nukleotid
· mtDNA má pro všechny geny jen 2 promotory s 15 bazí dlouhými signálními sekvencemi
· jeden promotor zajišťuje transkripci jednoho řetězce, druhý druhého
· primární transkript je upravován na mitochondriální mRNA, rRNA, tRNA
· transkripce mtDNA a její regulace jsou kombinací mechanismů pro a eukaryot
· regulace exprese genů úpravou pre-mRNA
· navázání 5‘ čepičky ještě v průběhu transkripce
· odštěpení 3‘ konce a připojení poly(A)
· sestřih intronů a spojení exonů – probíhá většinou bez regulace
· na vzniklé hnRNA jsou navázány proteiny, které ji doprovází do cytoplazmy – heterogenní ribonukleoproteinové částice (hnRNP) – obsahují specifické domény
· hnRNP umožňují rozpoznávání míst pro sestřih a stabilizují mRNA
· sekvenčně specifické ribonukleoproteiny – ovlivňují způsob sestřihu
· na alternativním sestřihu se podílejí další sestřihové faktory
· editace mRNA – ovlivnění exprese genu změnou struktury pre-mRNA
· významný regulační prvek – stabilita mRNA v cytoplazmě a tím i počet molekul polypeptidu, které mohou být podle jedné molekuly mRNA translatovány
· člověk: poločas stability mRNA od 30 min (histony) do 24 hod (globin)
4.13 Genové mutace, typy a jejich fenotypové projevy
· substituce
· tranzice – záměna purinového nukleotidu za purinový, nebo pyrimidinového za pyrimidinový

· transverze – záměna purinového nukleotidu za pyrimidinový a pyrimidinového za purinový

· silent mutace – neprojeví se ve fenotypu – substituce v nekódujících oblastech DNA, substituce, které nezmění AMK (samesense) – především u substitucí na třetí pozici kodonu

· missense mutace – substituce vede k zařazení jiné AMK

· zařazení jiné AMK vede ke změně optimálního pH pro aktivitu proteinu, ke změně jeho stability a afinity k substrátu¨

· nonsense mutace – substituce vedoucí ke změně AMK za stop kodon (UAA, UAG, UGA) – dramaticky ovlivňují fenotyp

· delece a inzerce bazí
· delece trojice bazí ( polypeptid o jednu AMK kratší (při postižení dvou sousedních kodonů je jedna AMK deletována a sousední AMK může být změněna)

· inzerce trojice bazí ( polypeptid prodloužený o jednu AMK bez změny ostatních AMK nebo se změnou dvou sousedních AMK

· podobné projevy u delece/inzerce bazí v počtu 3n
· delece/inzerce jiného počtu bazí ( posun čtecího rámce (reading frame shift) – zařazovány jiné AMK, vzniká stop kodon ( výsledný protein je zkrácený, nestabilní, nefunkční

· delece počtu bazí 3n: benigní Beckerova muskulární dystrofie, delece počtu bazí ne 3n: letální Duchannova muskulární dystrofie

· delece/inzerce sekvencí bazí – mohou být důsledkem mutací signálních sekvencí pro sestřih ( exonizace intronu nebo vytvoření nového sestřihového místa s následným sestřihem exonu nebo jeho části

· mutace regulačních genů
· mutace regulačního genu, enhanceru nebo promotoru mění expresi strukturního genu

· přiřazení strukturních genů k jiným vysoce aktivním promotorům – onkogenetika

· chromozomální translokace nebo inzerce virových promotorů

· dynamické mutace
· změny v počtu repetic - prodloužení sekvencí opakujících se tripletů

· příčina: sklouznutí polymerázy, nerovnoměrný crossing-over

· mohou se kumulovat postupně v průběhu více generací

· nejprve vzniká premutace, po další expanzi mutace
4.14 Transpozabilitní elementy a jejich význam
· plazmidy – obsahují inzertní sekvence – umožňují inkorporaci do jiných plazmidů nebo do hlavního chromozomu

· transposony – transponovatelné části

· inzertní sekvence obsahují gen pro transposázu – rozpoznává IS a v jejich místě přerušuje obě vlákna kruhové molekuly DNA plazmidu i hlavního chromozomu

· složitější transposony obsahují i strukturní geny – mohou být přemísťovány mezi plazmidy nebo hlavním chromozomem a plazmidy

· hlavní chromozomy mají větší počet IS ( transposony mohou být zařazovány na různá místa

4.15 Mutageny a mutageneze, testování účinků mutagenních látek
· fyzikální mutageny
· záření o kratší vlnové délce a větší energii než má viditelné záření

· zvýšená teplota organismu

· ionizující záření
· vysoká energie

· prochází tkáněmi organismu

· při průchodu dochází ke kolizím s atomy ( uvolnění e- ( podél stopy paprsku vznikají radikály a ionty ( reagují s dalšími molekulami buněčné struktury včetně DNA

· zářením mohou být zasaženy i přímo atomy DNA

· vyvolává zejm. oxidaci bazí, porušuje vazbu pentóza-fosfát

· mutagenní efekt závisí na množství vzniklých iontů, dávce záření, době expozice, fázi buněčného cyklu a na kvalitě reparačních mechanismů

· absorbovaná dávka záření je udávána v jednotkách gray (Gy = J/kg)

· vyvolává především chromozomální zlomy a následně chromozomální přestavby; může vyvolat i všechny typy genových mutací

· savci: jednorázové ozáření určitou dávkou má větší mutagenní efekt než aplikace stejné dávky v delším časovém období

· ionizující pravděpodobně nepatří k potentním mutagenům

· důležitá je dávka záření, která zdvojnásobuje četnost mutací u člověka – při akutním ozáření 1Sv, při chronickém ozáření 4 Sv

· ultrafialové záření
· menší energie než ionizující, je schopné zvýšit energii e- zasaženého atomu (excitace)

· je absorbováno zejména puriny a pyrimidiny ( vytváří hydráty purinů a dimery pyrimidinů (zejména T)

· dimery T – ruší strukturu dvoušroubovice DNA a znemožňují postup DNA polymerázy (přerušují replikaci); při jejich reparaci může dojít k chybnému zařazení bazí

· silný mutagen pro jednobuněčné organismy, u mnohobuněčných poškozuje jen povrchové buňky (epidermis)

· u člověka vyvolává neoplazie kůže (karcinomy, melanomy)

· riziko UV záření se zvyšuje se snižováním obsahu ozonu v ionosféře

· chemické mutageny
· produkty kouření (cyklické uhlovodíky), složky spalin a výfukových plynů (cyklické uhlovodíky, oxidy dusíku), složky umělých hmot (PCB)

· 2 skupiny – podle působení:

1. látky, které vyvolávají mutace jen v průběhu replikace – analogy bazí a akridinová barviva

2. látky, které jsou mutagenní i při působení na nereplikující se DNA – látky způsobující alkylaci, deaminaci a hydroxylaci bazí

· analogy bazí
· strukturou příbuzné bazím nukleotidů

· jsou inkorporovány do DNA v průběhu replikace

· odchylky v struktuře způsobují chybné párování

· význam v experimentálním studiu procesů mutageneze

· např. 5-bromouracil (analog T), 2-aminopurin

· akridinová barviva
· např. proflavin, akridinová oranž

· indukují posun čtecího rámce – vmezeří se mezi páry bazí v průběhu replikace a mění konformaci dvoušroubovice DNA

· při replikaci dochází k deleci nebo inzerci jedné nebo více bazí

· alkylační látky
· látky, které jsou donory alkylových skupin

· např. yperit (1. sv. v.), nitrosoguanidin

· změna párování bazí navázáním methyl nebo ethyl skupiny na baze (např. 7-ethylguanin se páruje s T)

· vyvolávají všechny známé typy mutací

· deaminační látky
· vyvolávají oxidativní deaminaci aminoskupin A, G a C

· např. kyselina dusitá a dusitany

· NH2 skupina je zaměněna za keto skupinu (O)

· mění schopnost baze vytvářet vodíkové můstky

· např. hypoxanthin (deaminovaný A) se páruje s C, uracil (deaminovaný C) se páruje s A x deaminací G vzniká xanthin, který se páruje s C

· deaminace bazí způsobuje tranzice v obou směrech

· hydroxylační látky
· mění C na hydroxylaminocytosin, který se páruje s A

· vyvolávají jednosměrnou tranzici C-G na A-T

· biologické mutageny
· zejména viry

· změny vyvolané transposony (úseky DNA schopné se přemísťovat z jednoho místa genomu na druhé)

· genom člověka – 2 skupiny transponibilních elementů:

1. LINE – long interspred nuclear element – kolem 6 500 bp, v genomu zastoupeny až v 50 000 kopií

2. SINE – short interspred nuclear element – kolem 150 – 300 bp

· ze SINE je nejvíce prostudována Alu sekvence – v haploidním genomu člověka je asi 500 000 Alu sekvencí (až 5 % genomu)

· testování mutagenů
· testování na bakteriích

· Amesův test – odhalí mutagenní aktivitu, testuje typ vyvolávaných mutací a odhaluje i potenciální mutageny

· testují se mutagenní účinky, genotoxicita (ovlivnění reparačních mechanismů)

· komplexní určování genotoxicity na 3 úrovních:

1. monitorování prostředí – vyhledávání možných rizik

2. monitorování biologických účinků – informace o odpovědi organismu na působení genotoxických látek

3. genetické monitorování – epidemiologické studie výskytu spontánních potratů, VVV a nádorových onemocnění ve vztahu ke genotoxickým látkám
4.16 Reparační mechanismy nukleových kyselin
· tumor supresorové geny, mutátorové geny – jsou schopné pozdržet replikaci buněk do ukončení reparace DNA nebo vyvolat při větším poškození DNA apoptózu buněk

· fotoreaktivace
· významně se uplatňuje u bakterií
· ozáření UV vytváří dimery T

· DNA fotolyáza se k dimerům váže, jeho štěpící aktivita je závislá na energii viditelného záření (zejm. modré části spektra)

· po ozáření dimery rozštěpí

· DNA fotolyáza je schopna štěpit i jiné dimery (C nebo C s T)

· u mnohobuněčných se fotoreaktivace může uplatňovat jen v povrchové vrstvě buněk

· excizní opravy
· důležitá součást procesu replikace
· kontrola správnosti párování bazí v novém řetězci a matrici DNA – polypeptid, který je součástí komplexu DNA polymerázy III
· reparace probíhá ve 3 krocích:
· DNA endonukleáza rozpozná chybně zařazené baze, naváže se a přeruší řetězec DNA; svojí funkcí exonukleázy pak chybné sekvence vyštěpí
· DNA polymeráza I využije 3‘-OH opravovaného řetězce a podle původního řetězce doplní do mezery sekvenci nukleotidů

· DNA ligáza spojí nově syntetizovaný úsek s pokračováním opravovaného řetězce

· mismatch repair
· časný postreplikační kontrolní a opravný mechanismus
· možnost rozpoznávat templát a nově syntetizovaný řetězec (zjistí, která z páru bazí je ta špatně zařazená)

· u E. coli – řetězce DNA obsahují palindromové sekvence GATC, kde je A methylovaný, v novém řetězci dochází k methylaci až po určité době

· mutátorové geny – jejich produkty zajišťují mismatch repair

· mutace mutátorových genů ( při replikaci vzniklé mutace jsou přenášeny dál

· kumulace mutací může vést až ke vzniku tumoru

· mismatch repair je univerzální ve všech buňkách s dvouřetězcovou DNA

· u člověka germinální mutace mutátorových genů podmiňují nepolypózní hereditární karcinomy tlustého střeva (Lynchův sy I a II)

· postreplikační opravy
· pokud DNA polymeráza narazí na dimer T, odpojí se od templátu

· syntéza nového řetězce pokračuje po navázání primázy v místě nejbližší signální sekvence za dimerem (A)
· vzniklá mezera v syntetizovaném řetězci může být zaplněna rekombinací působením RecA proteinu 
· RecA protein zprostředkuje párování homologních řetězců a vyplnění přerušeného řetězce rekombinací řetězce z druhého dvojvlákna DNA (B, C)
· chybějící část řetězce v homologním dvojvlákně DNA doplní DNA polymeráza I podle templátu a spojí DNA ligáza (D)
· není-li nově syntetizovaný řetězec doplněn tímto mechanismem, při další replikaci dochází k přerušení DNA (chromozomálnímu zlomu)
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· SOS reparace
· při závažném poškození DNA jsou aktivovány všechny mechanismy
· SOS odpověď – poslední zoufalý pokus přežít – 2 proteiny umožňující replikaci i poškozených a neopravených úseků templátů DNA

· výrazně zvyšuje frekvenci replikačních chyb (mutací)

· syndromy podmíněné poruchami reparačních mechanismů
· recesivně dědičné sy

· xeroderma pigmentosum – citlivost na UV záření ( karcinomy kůže; porucha excizní reparace

· Fanconiho anémie, Bloomův sy, sy ataxie-teleangiektasie
· Lynchův sy I, II (karcinomy i mimo zažívací trakt) – mutace genů podílejících se na mismatch repairu; změny počtu repetic v repetitivních sekvencích (VNTR polymorfismus)
· vyšetření získaných chromozomálních aberací (ZCHA) – orientační hodnocení reparačních mechanismů – norma 1% buněk se ZCHA (v Praze 3-4%), při více než 10% ( méně aktivní reparační systém

· preventivní ochrana před působením mutagenů: antioxidanty (vitamín A, E, kyselina listová)

4.17 Genetická heterogenita a polymorfismy bílkovin
· genetická heterogenita – produkty různých genů se stejnou funkcí

· polymorfismus – gen se v populaci vyskytuje v několika formách (alelách)
· genetická heterogenita hemoglobinu
· molekula Hb – 4 řetězce globinu a hemu
· v ontogeneze se struktura Hb mění – molekuly všech Hb jsou tetramerní a liší se skladbou řetězců:

	hemoglobin
	označení
	2 řetězce
	2 řetězce

	embryonální
	Hb Gower 1
	(
	(

	
	Hb Gower 2
	(
	(

	
	Hb Portland
	(
	(

	fetální
	HbF
	(
	(

	adultní
	HbA
	(
	(

	
	HbA2
	(
	(


· změny struktury Hb v ontogeneze jsou klasickým příkladem regulace genové exprese v ontogeneze

· přepínání globinů – změny v expresi jednotlivých genů

· regulace tvorby Hb v ontogenezi souvisí s lokalizací tvorby červených krvinek

· embryonální Hb se tvoří ve žloutkovém vaku, fetální v játrech a dospělý v kostní dření

· HbF váže a disociuje O2 při nižším parciálním tlaku než HbA

· skupina genů příbuzných alfa genu je na 16 chromozomu
· lokus pro ( globin je tetraplikován ((1, (2, 2 pseudogeny), gen pro ( globin je duplikován (( a pseudogen)

· skupina genů příbuzných beta genu je na 11 chromozomu – gen ( + pseudogen, gen (, gen ( G a ( A, gen (
· mechanismus přepínání – na obou chromozomech je 6 – 20 kb proti směru od globinových genů oblast aktivující lokus LAR (locus activation region)

· transkripce genů Hb je aktivována vazbou bílkoviny NF-E1 (navázané na LAR) se specifickým DNA vážícím faktorem (navázaným na promotor genu) ( DNA vytváří kličky, jejichž velikost rozhoduje o aktivaci lokusů pro tvorbu embryonálního, fetálního a dospělého Hb
· DNA vážící faktory jsou tkáňově specifické ( lokalizace krvetvorby ovlivňuje syntézu Hb

4.18 Molekulární podstat dědičných chorob
· studium fenotypových projevů dědičných chorob a vad: molekulární, buněčná a klinická úroveň, studium rodin a populací
· v současné době je z téměř 5 000 monogenně dědičných chorob známa biochemická podstata u cca 500 chorob
· mnoho dědičných metabolických a morfologických znaků se realizuje prostřednictvím „pracovních molekul“ – bílkovin – podle standardního schématu:

gen (DNA) ( protein ( funkce ( znak

· sled změn v případě mutace genu lze vyjádřit podobně:

mutace ( změněný protein ( změněná funkce ( choroba

· mutace lze sledovat:

· přímou analýzou NK (DNA i RNA)

· analýzou primárního produktu (sledu AMK v proteinech)

· hodnocením metabolické aktivity proteinů

· hodnocení změn ultrastruktury proteinů

· srovnávání s fenotypem (klinickým nálezem)

4.19 Hemoglobiny a jejich dědičnost
· molekula Hb – 4 řetězce globinu a hemu

· v ontogeneze se struktura Hb mění – molekuly všech Hb jsou tetramerní a liší se skladbou řetězců:

	hemoglobin
	označení
	2 řetězce
	2 řetězce

	embryonální
	Hb Gower 1
	(
	(

	
	Hb Gower 2
	(
	(

	
	Hb Portland
	(
	(

	fetální
	HbF
	(
	(

	adultní
	HbA
	(
	(

	
	HbA2
	(
	(


· změny struktury Hb v ontogeneze jsou klasickým příkladem regulace genové exprese v ontogeneze

· přepínání globinů – změny v expresi jednotlivých genů

· regulace tvorby Hb v ontogenezi souvisí s lokalizací tvorby červených krvinek

· embryonální Hb se tvoří ve žloutkovém vaku, fetální v játrech a dospělý v kostní dření

· HbF váže a disociuje O2 při nižším parciálním tlaku než HbA

· skupina genů příbuzných alfa genu je na 16 chromozomu

· lokus pro ( globin je tetraplikován ((1, (2, 2 pseudogeny), gen pro ( globin je duplikován (( a pseudogen)

· skupina genů příbuzných beta genu je na 11 chromozomu – gen ( + pseudogen, gen (, gen ( G a ( A, gen (
· mechanismus přepínání – na obou chromozomech je 6 – 20 kb proti směru od globinových genů oblast aktivující lokus LAR (locus activation region)

· transkripce genů Hb je aktivována vazbou bílkoviny NF-E1 (navázané na LAR) se specifickým DNA vážícím faktorem (navázaným na promotor genu) ( DNA vytváří kličky, jejichž velikost rozhoduje o aktivaci lokusů pro tvorbu embryonálního, fetálního a dospělého Hb

· DNA vážící faktory jsou tkáňově specifické ( lokalizace krvetvorby ovlivňuje syntézu Hb

4.20 Hemoglobinopatie
· země s častým výskytem hemoglobinopatií: Afrika, USA, středomoří
· poruchy struktury hemoglobinu podmiňující hemolytické anémie
·  srpkovitá anémie
· recesivně dědičná hemolytická anémie

· poruchy prospívání, zvětšení sleziny

· tzv. krize – vyvolávané ucpáním kapilár erytrocyty v končetinách, ve slezině a v plicích

· poškození sleziny ( snížená odolnost vůči infekcím

· bez lékařské péče letální

· heterozygoti jsou klinicky zdraví – pouze část erytrocytů je srpkovitá
· v ( globinovém řetězci je na pozici 6 zařazen Val místo Glu (záměna jednoho nukleotidu (A – T) v tripletu GAG (( GTG)
· takto změněný hemoglobin: HbS

· změna této jediné AMK( změna izoelektrického bodu Hb

· při sníženém pO2 se molekuly Hb agregují do tyčkovitých polymerů a zmenší plasticitu a zvýší fragilitu erytrocytů

· srpkovité erytrocyty hůře procházejí kapilárami, mohou je ucpat a vyvolat lokální hypoxii i infarkt

· heterozygoti HbS jsou odolnější vůči malárii

· HbC
· v ( globinovém řetězci je na pozici 6 zařazen Lys místo Glu – záměna G za A (GAG ( AAG)

· HbC je méně rozpustný a krystalizuje v erytrocytech

· heterozygoti HbC/HbA jsou odolnější vůči malárii

· v endemických oblastech malárie jsou jedinci HbS/HbC s mírnějšími projevy anémie

· hemoglobinopatie ovlivňující schopnost hemoglobinu přenášet kyslík
· vzácnější něž mutace způsobující hemolytické anémie
· změna funkce proteinu

· stabilita a syntéza Hb nejsou těmito mutacemi ovlivněny

· methemoglobin
· HbM – mutace postihuje místo vazby globinu a hemu, tzv. hemovou kapsu ( je ovlivněno působení reduktáz na vazbu železa a kyslíku

· v ( řetězci je na 92 pozici zařazen Tyr místo His ( pevnější navázání O2 na železo a pomalé uvolňování O2 reduktázou ve tkáních

· heterozygoti jsou cyanotičtí, bez známek nedostatku kyslíku (jejich metabolismus je na tento stav adaptován)

· homozygoti HbM/HbM nejsou známy – zřejmě je časně letální

· krátkodobá methemoglobinemie s dramatickým klinickým obrazem může vzniknout i u osob HbA po otravě dusičnany

· ohroženi jsou kojenci – aktivita reduktáz je po narození nižší (přísné normy obsahu dusičnanů)

· deficience funkce reduktázy – recesivně dědičná – epizody cyanózy, vážnější klinický průběh než mají methemoglobinopatie

· mechanismus vzniku hemoglobinopatií

· dosud popsáno okolo 250 různých strukturních mutací Hb – 2/3 postihují ( řetězec, 1/3 ( řetězec; mutace ostatních řetězců jsou vzácné
· substituce 1 baze ( změna 1 AMK (HbS), 2 substituce v různých kodonech ( změna 2 AMK (HbC Harlem)
· zkrácení řetězce delecí (delece 5 AMK: Hb Gun Hill), prodloužení mutací stop kodonu (UAA ( CAA – Hb Constant Spring)
· Hb Lepore – non-alfa řetězec vznikl rekombinací první části DNA ( řetězce a druhé části ( řetězce (x Anti Lepore)
· tento inekvální crossing-over je častý ( ( a ( se liší jen ve 30 bazích ( usnadnění inekvální synapse s následnou nepravidelnou rekombinací
· poruchy syntézy hemoglobinu, thalasemie
· jedno z nejčastějších monogenně dědičných onemocnění
· thalasemie – heterogenní skupina chorob s poruchou syntézy ( globinového řetězce (alfa thalasemie) nebo ( globinového řetězce (beta thalasemie)
· druhý řetězec se syntetizuje v normálním množství ( je v nadbytku ( sráží se v erytrocytech ( předčasná destrukce erytrocytů ( hypochromní anémie
· heterozygoti thalasemie jsou odolnější vůči malárii
· časté v oblastech výskytu malárie – často heterozygoti Hb se změněnou strukturou a thalasemie
· alfa-thalasemie
· porucha tvorby ( řetězce ( poškození tvorby HbF i HbA
· místo HbA se tvoří Hb ze 4 řetězců ( nebo 4 řetězců ( - tyto tetramery nejsou schopné přenášet kyslík
· nejčastější příčina: delece – 2 identické geny ( na jednom chromozomu ( vyšší pravděpodobnost inekvální synapse ( inekvální crossing-over ( triplikace genu na jednom chromozomu a delece na druhém
· v genotypu jsou 2 geny (4 alely) pro ( řetězec – delece 1 alely – bez klinických příznaků
· delece 2 alel – thalasemie minor (trans forma A-/-A nebo cis forma --/AA) s mírnou anémií
· delece 3 alel – těžká anémie
· delece 4 alel – letální již v průběhu intrauteriního vývoje
· forma --/AA – riziko těžkého postižení homozygotních plodů (JV Asie)
· forma A-/-A – závažné postižení dětí může vzniknout jen další mutací (Tichomoří)
· beta-thalasemie
· anémie až po 3. měsíci života – syntéza HbF je vystřídána HbA
· ( řetězce se srážejí již v kostní dřeni ( rozšíření neefektivní erytropoézy
· v erytrocytech zvýšené množství HbF a HbA2
· heterozygoti – thalasemie minor – lehká anémie podobná anémii při nedostatku železa
· homozygoti – thalasemie major – těžká anémie, typické změny skeletu (vyvolané rozšířením krvetvorby)
· léčba – opakované transfuze
· může být způsobena všemi známými poruchami mechanismu proteosyntézy:
· mutace promotoru – mírná BT, Japonsko
· delece části ( globinového genu – těžká BT, Indiáni
· fúze řetězců např. ( a ( – těžká BT Lepore, Itálie
· mutace sestřihového místa ( intronizace exonu a exonizace intronu – těžká BT, Afrika
· mutace místa čepičky – Lehká BT, Asie
· porucha polyadenylace konce mRNA – mírná BT, Afrika
· vytvoření stop kodonu – těžká BT, středomoří
· posun čtecího rámce – těžká BT, Indiáni
4.21 Dědičné poruchy metabolismu
	typ defektu
	příklady postižení
	dědičnost

	enzymů
	fenylketonurie (PKU)
	AR

	
	galaktosemie
	

	
	deficiente adenosindeaminázy (ADA)
	

	receptorů
	hypercholesterolémie
	

	
	testikulární feminizace
	

	molekulárního transportu
	cystická fibróza pankreatu
	AR

	
	hypertenze
	

	struktury buněk
	Duchennova a Beckerova muskulární dystrofie
	GR

	
	antihemofilický globulin
	

	
	imunoglobulinů
	

	regulace růstu a diferenciace
	determinace pohlaví
	

	
	inaktivace X chromozomu
	

	
	tumor supresory
	

	
	onkogneny
	

	mezibuněčné komunikace
	inzulin
	

	
	růstový hormon
	

	
	diferenciace pohlaví
	

	mitochondrií
	Leberova atrofie optiku
	


· enzymopatie
· fenylketonurie
· frekvence v ČR: 1 : 6 000
· postupný rozvoj duševní zaostalosti, epilepsie, malá pigmentace
· vysoká hladina fenylalaninu (Phe) v krvi, kys. fenylpyrohroznová v moči

· mutace genu pro fenylalaninhydroxylázu (PAH) – katalyzuje přeměnu Phe na Tyr
· Phe je součástí všech bílkovin stravy, není-li metabolizován ( hromadí se v tělních tekutinách a poškozuje myelinizaci

· část Phe je fenylalaninaminotransferázou přeměněna na kys. fenylpyrohroznovou – je vylučována močí

· v tělních tekutinách je méně Tyr a produktů jeho metabolismu (např. melanin)

· projevuje se až po narození

· v těhotenství je přebytek Phe odváděn placentou
· diagnózu je možné stanovit jen screeningovým vyšetřením všech novorozenců – 5. den po narození se odebírá několik kapek krve

· Guthrieho metoda – využívá Bacillus subtilit – množí se jen v okolí vzorků s vyšším množstvím Phe

· ženy s PKU – v těhotenství placenta koncentruje Phe v krvi plodu ( poškození plodu ( mateřská PKU – mentální retardace, mikrocefalie
· zátěžové testy – diagnostika heterozygotů v rodinách s PKU

· gen PAH byl lokalizován na 12q24
· hyperfenylalanineime – zčásti zachovaná aktivita PAH

· vyšetření buněk plodu z plodové vody nebo trofoblastu

· tranzitorní forma PKU – u novorozenců s vyšší hladinou Phe se stav později upraví ( opožděná exprese genu PAH v jaterních buňkách
· receptory a poruchy jejich funkce
· hyperlipémie
· zvýšená hladina cholesterolu, triacylglyceridů nebo obou v plazmě

· podílí se na vzniku aterosklerózy a infarktu myokardu
· tuky se vstřebávají v tenkém střevě

· mnohem více cholesterolu se syntetizuje v játrech de novo

· tuky jsou přenášeny a distribuovány ve vazbě s proteiny

· triglyceridy jsou ze střeva přenášeny chylomikrony (CM)

· lipázy štěpí v tkáních triglyceridy na glycerol a mastné kyseliny

· v játrech jsou tuky z CM spolu s cholesterolem syntetizovaným de novo inkorporovány do VLDL (very low density lipoproteins) a transportovány do tkání

· ve tkáních lipázy odštěpují z VLDL triglyceridy a mění je na LDL
· LDL pronikají do buněk prostřednictvím LDL receptorů

· příjem LDL LDL receptory jaterních buněk inhibuje syntézu cholesterolu

· familiární hypercholesterolémie – neúplně dominantně dědičná

· FH podmiňuje 5% případů infarktu myokardu ve středním věku

· homozygoti mají více než 20 mmol/l

· příčina FH: mutace LDL receptoru (LDLr)

· mutace mohou úplně blokovat transkripci LDLr, sestřih mRNA, porušit vazbu receptoru v membráně nebo transport komplexu LDL-LDLr

· jiný typ FH: mutace genu APOB

· deficiente cholesterylestertransferázy – přenáší cholesterol mezi nosiči ( zvýšení hladiny LDL a VLDL ( větší riziko aterosklerózy

· poruchy molekulárního transportu
· cystická fibróza
· postihuje funkce exokrinních žláz

· nedostatečná sekrece trávicích enzymů pankreatu ( zahuštění stolice, neprůchodnost střev

· vyšší koncentrace chloridů v potu

· opakované chronické infekce dýchacích cest a plic

· muži sterilní, u žen snížená fertilita

· gen CF: na 7q31 chromozomu

· CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gen je na 7q31 – je exprimovány v epiteliálních buňkách

· produktem CFTR genu je protein se všemi doménami zdvojenými
· 50 – 80% mutací CFTR je podmíněno delecí 3 bazí v exonu 10, kódujícím první doménu vazby s ATP ( dalece Phe

· prenatální analýza z buněk trofoblastu

· léčba zaměřena na substituci exokrinní sekrece pankreatu, zkapalnění sekretu žláz dýchacího traktu, prevenci a terapii infekcí dýchacích cest

· defekt struktury buněk
· Duchennova muskulární dystrofie a Beckerova muskulární dystrofie
· DMD – postupně chabost svalů nohou, hypertrofická lýtka (tuková pseudohypertrofie)
· postižení CNS – snížení IQ cca o 20

· smrt kolem 20 let – srdeční selhání nebo selhání dýchání

· v séru zvýšená hladina sérové kreatinkinázy
· DMD postihuje ženy vzácně, jen s 45, X0; 46, XY; del(Xp)
· BMD – mírnější, pozdější nástup, dožití vyššího věku

· 1/3 případů DMD je podmíněna novými mutacemi

· gen DMD – největší známý gen člověka, lokalizován na Xp21

· většina mutací je podmíněna delecemi 1 nebo více exonů

· závažnější průběh DMD je podmíněn posunem čtecího rámce, u BDM delece postihuje celé exony nebo triplety
· produkt translace: dystrofin – ukotvuje molekuly aktinu v cytoskeletu

· u osob s DMD může dystrofin být nahrazen Ugrofinem

· regulace diferenciace
· druhý (a další) X chromozom je 6. – 16. den po oplodnění spiralizován a většina jeho genů je inaktivována ( kompenzace nerovnováhy v počtu X
· některé delece nebo translokace části X způsobují poruchu inaktivace

· X chromozom obsahuje X inaktivační centrum (gen XIST)

· transkript XIST nikdy nepronikne do cytoplazmy ( nedochází k translaci

· determinace mužského pohlaví – gen SRY – jeho translokace na X nebo některý z autozomů podmiňuje nálezy 46, XX u mužů s fenotypem Klinefelterova sy
· SRY protein se váže ne promotor genu, jehož produkt mění testosteron na estradiol

· SRY protein se váže i na promotor genu Müllerovy inhibiční substance

· produkt SRY genu působí jako regulátor (aktivátor i inhibitor) transkripce

· SRY gen neobsahuje žádné introny a končí sekvencí pro poly(A) konec mRNA

· mitochondriální choroby
· mutace mitochondriální DNA se dědí matroklinně (mitochondrie spermie je krátce po oplodnění destruována)

· geny mtDNA kódují 2 mt-rRNA a 22 tRNA

· mutace mtDNA postihují oxidativní fosforylaci ( projevují se ve tkáních citlivých na nedostatek energie (oční nervy, CNS, svaly)
· Leberova atrofie optiku – oboustranná slepota v dospělosti – matroklinní dědičnost – 2 bodové mutace genu mtDNA pro podjednotku NADH dehydrogenázy

· geny s dosud neznámým mechanismem působení
· syndrom fragilního X – mentální retardace různého stupně

· paradox Hermanové – v každé další generaci je riziko i závažnost postižení vyšší ( zmnožení permutací až po oplodnění (pacient je genetická mozaika)
4.22 Mitochondriální nukleové kyseliny, mitochondriální choroby
· genom – podobný genomu prokaryot – kruhové uspořádání

· genom kóduje celkem 37 genů – 24 genů se podílí na proteosyntetickém aparátu mitochondrií, zbývající na polypeptidech podílejících se na enzymatické výbavě mitochondrií

· informace je silně komprimována – neobsahuje introny

· mitochondriální choroby
· mutace mitochondriální DNA se dědí matroklinně (mitochondrie spermie je krátce po oplodnění destruována)

· geny mtDNA kódují 2 mt-rRNA a 22 tRNA

· mutace mtDNA postihují oxidativní fosforylaci ( projevují se ve tkáních citlivých na nedostatek energie (oční nervy, CNS, svaly)

· stavba a funkce mitochondrií potřebují daleko více proteinů, než kóduje mtDNA ( jsou kódovány jadernou DNA, syntetizovány v cytoplazmě  a transportovány do mitochondrií

· defekty struktury a funkce mitochondrií mohou být podmíněny i mutacemi jaderné DNA a dědit se klasickým mendelovským způsobem

· Leberova atrofie optiku – oboustranná slepota v dospělosti – matroklinní dědičnost – 2 bodové mutace genu mtDNA pro podjednotku NADH dehydrogenázy

4.23 Polymorfismy nukleových kyselin
· polymorfismus DNA – variace v nukleotidové sekvenci DNA určitého lokusu

· lidský genom obsahuje 3 * 109 bp a skládá se z několika typů sekvencí DNA:

· jedinečné sekvence
· geny, které kódují specifické proteiny

· u člověka: 80 000 – 100 000

· tvoří méně než 5% DNA lidského genomu

· část mimogenové DNA je tvořena jedinečnými sekvencemi, zbytek jsou repetitivní sekvence

· repetitivní sekvence
· různě dlouhé sekvence DNA, které se vyskytují v několika kopiích
· většinou nejsou transkribovány, funkce většinou není známá

· v genomu uspořádány jako tandemové repetice a rozptýlené sekvence
· tandemové repetice DNA
· bloky opakujících se repetitivních sekvencí uspořádaných za sebou

· satelitní DNA – repetitivní sekvence tvořeny 20 bp až kb, vytvářejí bloky dlouhé několik Mb; např. v oblastech centromer

· minisatelitní DNA – repetitivní sekvence obsahují 10 – 20 bp, vytvářejí bloky dlouhé až 20 kb; zejména v oblasti telomer, většinou nejsou transkribovány

· mikrosatelitní DNA – 1 – 5 bp, bloky až 150 bp; v mononukleotidových repeticích se často objevuje A a T, G a C jsou vzácné; nejčastější dinukleotidové sekvence: CA – obecná struktura (CA)n
· počet bloků CA je v rámci populace v daném místě chromozomů variabilní, u jedince je stabilní

· rozptýlené repetice DNA
· lokalizované na mnoha místech genomu
· krátké rozptýlené repetice – SINE, dlouhé rozptýlené repetice – LINE
· SINE – v průměru 300 bp dlouhé; nejznámější Alu sekvence – segmenty bohaté na GC, oddělené segmenty bohatými na A

· LINE – více než 6 500 bp dlouhé, na 3‘ konci bohaté na A

· příčiny polymorfismů DNA
· způsobeny mutacemi, které vznikají v zárodečných nebo somatických buňkách
· předávány do dalších generací (pokud nenaruší schopnost reprodukce)

· o polymorfismu se hovoří v případě, že vzniklá varianta (alela) se vyskytuje v populaci s frekvencí větší než 0,01

· polymorfismus v délce restrikčních fragmentů (RFLP)
· sekvenční diference ruší nebo vytváří specifické místo pro restrikční enzym ( po restrikci vznikají různě dlouhé fragmenty
· detekce pomocí Southernovy hybridizace nebo polymerázové řetězové reakce (PCR – polymerase chain reaction)

· využití PCR – v případě, kdy je známa sekvence DNA v okolí polymorfního místa

· záměna nukleotidu vedoucí k RFLP není většinou sama o sobě zodpovědná za vznik onemocnění

· variabilní počet tandemových repetitivních sekvencí (VNTR)
· tandemové repetitivní sekvence mohou být zdrojem delečního/inzerčního polymorfismu ( počet kopií repetitivních jednotek je v rámci homologních chromozomů často odlišný

· pouze pro variabilní minisatelitní sekvence

· využití restrikčního enzymu, který štěpí DNA na obou koncích tandemové repetice

· fragmenty DNA získané restrikcí jsou detekovány Southernovou hybridizací

· mikrosatelity
· často používané jsou dinukleotidové sekvence CA – významné markery při vazebných analýzách za účelem mapování genů a DNA diagnostiky u člověka
· celá oblast má délku, která lze amplifikovat PCR, pak elektroforéza

· mutace v délce trinukleotidových sekvencí – nerovnoměrný crossing-over nebo nepřesné párování komplementárních vláken DNA obsahujících repetitivní sekvence, vzniklé sklouznutím řetězce DNA – klouzání polymerázy

· klouzání způsobuje delece i inzerce jedné nebo několika repetic

4.24 Metody analýzy nukleových kyselin
· restrikční endonukleázy
· bakteriální enzymy, chránící bakterii před vniknutím cizorodé DNA – cizí DNA je restriktázou rozštěpena, vlastní DNA je proti ní chráněna (obvykle methylací některých bazí)

· skupina restriktáz, která na DNA najde cílové místo dané pořadím bazí

· délka cílového místa: 4 - 6 pb

· přerušením fosfodiestrických vazeb vznikají kohezivní konce – jednovláknové úseky, které na principu komplementarity mohou hybridizovat s jiným kohezivním koncem

· k hybridizaci může docházet i s cizí molekulou DNA rozštěpenou stejnou restriktázou ( napojení úseku jedné DNA do molekuly jiné DNA ( vznik rekombinantní DNA
· polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP)
· mutace v cílové sekvenci (restriktáza neštěpí) nebo vznik nové cílové sekvence

· včlenění (vyčlenění) nukleotidu mezi dvě cílové sekvence

· gelová elektroforéza – agaróza, polyakrylamid

· Southernův přenos
· southern blotting
· používá se při zkoumání velikosti restrikčních fragmentů

· rozštěpení DNA endonukleázou
· rozdělení fragmentů elektroforézou

· přenesení na pevnější podložku (nitrocelulóza) – položí se na gel a na ní několik filtračních papírů – systémem se nechá vzlínat pufr, který přenese fragmenty z gelu na nitrocelulózovou vrstvu
· fixace fragmentů, při které dochází k denaturaci (80°C)
· hybridizace s radioaktivně označenou sondou – nejčastěji jednovláknová DNA (nebo RNA) – hybridizuje pouze s těmi restrikčními fragmenty, s kterými je komplementární
· radiografická lokalizace fragmentů, u kterých došlo k hybridizaci

· jako sondy se používají DNA z genových knihoven, u kterých je známa lokalizace; cDNA; alelně specifické sondy
· DNA fingerprinting
· použití sondy zaměřené na minisatelitní DNA při RFLP
· uplatnění při stanovování zygotnosti dvojčat

· forenzní genetika – otcovství
· kriminalistika – identifikace nepatrných stop tkání

· genové banky a genové knihovny
· klonování DNA – vytvoření rekombinantní DNA a DNA vhodného vektoru
· vektory – bakteriální plazmidy, virové nosiče

· genomové knihovny – obsahují DNA celého eukaryotického genomu bez ohledu na její funkci
· chromozomové knihovny – DNA získaná z jednoho chromozomu
· cDNA knihovny – vhodné při analýzách genů, u kterých dochází k transkripci; získání mRNA z určitého typu buněk ( reverzní transkripce

·  „brokovnicové klonování“
· získání genomové knihovny

· rozdělení eukaryotické DNA na přibližně stejně dlouhé fragmenty

· fragmenty jsou začleněny do vhodného vektoru

· množení klonů bakterií s tímto vektorem

· fotocytometrie
· získání chromozomové knihovny

· obarvení chromozomů fluorescenčním barvivem – některé se nebarví, některé se barví slabě, některé solně

· suspenze chromozomů po kapkách vytéká (1 kapka – 1 chromozom)

· kapky jsou osvětlovány paprskem laseru ( je-li detekována přítomnost fluorescence, kapka je povrchově elektricky nabita a takto nabité kapky jsou vychylované elektrickým polem a odděleně shromažďovány

· získání cDNA knihoven
· získání mRNA z buněk, které jsou specializované na tvorbu některého polypeptidu

· reverzní transkripce ( cDNA – je začleněna do vhodného vektoru a namnožena

· DNA knihovny obsahují informaci pouze o funkčních genech, informace je omezena pouze na exony (RT z mRNA (po sestřihu))

· genová amplifikace
· předpoklad: znalost pořadí bazí nebo pořadí AMK aspoň na začátku zkoumaného úseku
· PCR – polymerase chain reaction
· DNA je denaturována ( jednovláknové molekuly

· přidají se oligonukleotidové jednovláknové primery

· za pomoci DNA dependentní DNA polymerázy je provedeny replikace – probíhá pouze tam, kde je primer

· další denaturace a opakování cyklu

· asymetrická PCR – množí jedno ze dvou komplementárních vláken DNA (oba primery nejsou přidány ve stejném množství)

· sekvenování DNA
· zjišťování pořadí bazí v určitém úseku DNA
· k vzorku jsou přidány běžné dNTP a ddATP ( k T je jako komplementární přiřazen ddATP a tím je syntéza ukončena (chybí OH skupina) ( získáme směs různě dlouhých vláken podle toho, kde je zařazen A

· v dalších vzorcích použijeme ddGTP, ddCTP, ddTTP

4.25 Rekombinantní DNA
· vzniká při použití restrikčních endonukleáz

· bakteriální enzymy, chránící bakterii před vniknutím cizorodé DNA – cizí DNA je restriktázou rozštěpena, vlastní DNA je proti ní chráněna (obvykle methylací některých bazí)

· skupina restriktáz, která na DNA najde cílové místo dané pořadím bazí

· délka cílového místa: 4 - 6 pb

· přerušením fosfodiestrických vazeb vznikají kohezivní konce – jednovláknové úseky, které na principu komplementarity mohou hybridizovat s jiným kohezivním koncem

· k hybridizaci může docházet i s cizí molekulou DNA rozštěpenou stejnou restriktázou ( napojení úseku jedné DNA do molekuly jiné DNA ( vznik rekombinantní DNA
4.26 Přímá diagnostika dědičných chorob analýzou nukleových kyselin
· umožňuje zachytit a identifikovat mutaci zodpovědnou za onemocnění u postižených ve sledované rodině

· detekce konkrétní mutace a určení její povahy

· určení polohy mutované alely

· podmínky: znalost lokalizace genu a znalost jeho standardní sekvence

· složení heterozygoti – u většiny osob s recesivně podmíněným onemocněním se vyskytují 2 různé mutace (na různých místech) ve stejném genu, každá na jednom homologním chromozomu

· mutantní fenotyp často záleží na lokalizaci mutace v genu a typu mutace

· mutace způsobují ztrátu, redukci funkce nebo abnormální funkci proteinu

· dominantně negativní efekt mutace – pokud proteiny tvoří dimery (multimery), může mutantní protein u heterozygota bránit funkci produktu standardní alely

· vyšetřování je začato u postižené osoby

· po zjištění mutace u postiženého jsou testováni ostatní členi rodiny cíleně na výskyt této mutace

· výhoda: možnost odhalení heterozygotního přenašeče mutované alely i u jedinců, v jejichž příbuzenstvu žádný postižený jedinec není znám

· nevýhoda: technická náročnost

· metody detekce mutací
· metody stanový diferenci mezi sekvencí DNA pacienta a popsanou standardní sekvencí, aniž rozlišují mezi fenotypovými projevy

· metody, které testují jakoukoliv odchylku od standardní sekvence DNA: PCR - heteroduplexní analýza, metoda DGGE, chemické nebo enzymatické štěpení heteroduplexu, metoda SSCP, metoda PTT, metody sekvenování

· metody detekce specifických mutací: mutačně specifický polymorfismus v délce restrikčních fragmentů (PCR – RFLP), ASO

· heteroduplexní analýza
· detekce chybného párování bazí, ke kterému dochází při hybridizaci komplementárních vláken DNA standardního a mutantního typu

· vznikají hybridní molekuly DNA – heteroduplexy
· heteroduplexy se vytvářejí v místech s delecemi a inzercemi (smyčka) i v místech se substitucemi (bublina)

· výsledek PCR: 2 typy homoduplexů (standardní a mutovaný) a 2 různé heteroduplexy

· přítomnost heteroduplexů lze odhalit elektroforézou v polyakrylamidovém gelu – pohyb heteroduplexů je pomalejší

· metoda DGGE
· denaturating gradient gel electrophoresis

· analýza heteroduplexů

· hetero a homoduplexy putují při elektroforéze gelem, který obsahuje lineárně se zvyšující množství denaturačních činidel

· migrace pokračuje až do místa v gelu, kde se začínají od sebe vlákna DNA separovat ( je to v místě, kde koncentrace denaturačních činidel odpovídá teplotě, při které dochází k částečné denaturaci vyšetřovaného fragmentu DNA

· migrace parciálně denaturovaného fragmentu se zpomalí nebo zastaví

· heteroduplexy jsou méně stabilní ( vlákna se separují dříve

· chemické nebo enzymatické štěpení heteroduplexu
· chemikálie: piperidin, hydroxylamin, OsO4; enzymy bakteriofágů

· štěpí heteroduplex v místě, kde není úplná komplementarita

· elektroforéza prokáže přítomnost štěpených nebo neštěpených vláken

· metoda SSCP
· single strand conformation polymorphism

· analýza jednovláknových DNA, využití PCR

· jednovláknová DNA má tendenci vytvářet třírozměrnou strukturu (konformaci) stabilizovanou vodíkovými můstky

· rychlost elektroforézy závisí na konformaci, která je dána složením sekvence DNA

· diference v konformaci mohou být tak malé, že neovlivní mobilitu

· metoda PTT
· protein truncation test

· detekce mutací, které mají za následek vznik předčasného stop kodonu

· z izolované mRNA je reverzní transkripcí a následnou PCR (RT-PCR) připravena cDNA a pak je provedena transkripce a translace in vitro

· velikost proteinového produktu je testována elektroforeticky

· metody sekvenování
· odhalí odchylky v nukleotidové sekvenci DNA

· při určení přibližné lokalizace mutace

· mutačně specifický polymorfismus délky restrikčních fragmentů (PCR – RFLP)
· v případech, kdy mutace vytváří nebo ruší restrikční místo

· PCR a gelová elektroforéza

· ASO
· alelně specifické oligonukleotidy

· sekvence bodové nukleotidové diference

· krátké řetězce komplementární k části sekvence genu, která obsahuje místo se záměnou nukleotidu

· diagnostika expanze trinukleotidů
· např. u Huntingtonovy choroby – PCR oblasti genu, která obsahuje repetice (GAC)n, elektroforéza produktů PCR

· počet repetic souvisí s rozvojem onemocnění

4.27 Nepřímá diagnostika dědičných chorob analýzou nukleových kyselin
· rodokmenová metoda – musí se vyšetřit základní rodina

· cíl: určení pravděpodobnosti, že osoby v riziku jsou nositeli mutované alely
· v případech, kdy je známa lokalizace genu, ale nemusí být známa jeho přesná nukleotidová sekvence, nebo dosud nejsou charakterizovány jeho mutace zodpovědné za vznik onemocnění

· neurčí, kde mutovaný gen je, pouze že je

· využívá vazebné analýzy pomocí signálních znaků DNA (DNA markerů)

· jako markery jsou využívány polymorfismy DNA, které jsou lokalizovány v těsném sousedství (mimogenová sonda) nebo uvnitř (vnitrogenová sonda) sledovaného genu a s vlastním onemocněním nesouvisejí – např.: RFLP, VNTR
· polymorfismus DNA – variace v nukleotidové sekvenci DNA určitého lokusu – viz. výše

· použití vysoce polymorfních markerů – vysoká heterozygocie ( informativnost výsledků

· nepřímá DNA diagnostika vychází z rodové studie, při které jsou použity markery vázané s genem, jehož mutace způsobují onemocnění v rodině

· markery jsou spolu se sledovaným genem přenášeny z rodičů na potomky

· předpokladem využití této metody je ověřená klinická diagnóza
· cíle využití polymorfismů DNA v nepřímé DNA diagnostice
· rozlišit chromozomy rodičů, z nichž jeden může přenášet mutovaný gen – tzn. najít polymorfismus, který je ve vazbě se sledovaným genem, a pro který je rodič heterozygot

· zjistit, která z alel markeru segreguje s mutovanou alelou sledovaného genu – to lze zjistit vyšetřením dalších členů rodiny, postižených i zdravých

· pomocí zvolených markerů zjistit, který chromozom byl přenesen na probanda, eventuálně na další členy rodiny, zejména osoby v riziku

· při nepřímé DNA diagnostice musí být vyšetřena DNA co největšího počtu členů rodiny – nejméně 2 postižení a další příbuzní, včetně zdravých partnerů

· nelze opomenout možnost rekombinace mezi sledovaným genem a markerem ( použití intragenového markeru (např. mikrosatelit v intronu) – pravděpodobnost rekombinace je minimální

· redukce velikosti chyby diagnózy vlivem rekombinace – použití více markerů lokalizovaných na opačných koncích sledovaného genu

· nevýhoda: markery u matky a u otce nejsou vždy odlišné – jedinec je pro ně homozygotní ( vyšetření není informativní
4.28 Fyzikální metody genového mapování
· metody lze rozdělit do dvou skupin: metody s nízkým stupněm rozlišení (řádově megabaze DNA) – hybridomová technika, FISH; metody s vysokým stupněm rozlišení (od stovek kilobazí až po jednotlivé nukleotidy)

· metody s nízkým stupněm rozlišení
· hybridomová technika
· vytvoření dostatečně husté sítě marker genů v genomu

· slouží k lokalizaci určitého genu na určitý chromozom

· hybridizace buněk dvou druhů (člověk-myš) v tkáňové kultuře ( dojde ke splývání buněk a jejich jader

· vzniklý hybrid s postupující řadou dělení ztrácí (náhodně) lidské chromozomy – po určitém počtu dělení dochází ke stabilizaci – karyotyp z chromozomů hlodavce a jen několika chromozomů lidských

· klonování těchto buněk – získání panelu buněk, zjišťování přítomnosti vhodného znaku specifického pro lidské buňky

· u buněk s pozitivním výsledkem (výskyt sledovaného znaku) cytogenetickou analýzou zjistíme, které chromozomy člověka jsou v klonu přítomny

· gen podmiňující danou vlastnost je lokalizován na určitý chromozom porovnáváním přítomnosti (resp. nepřítomnosti) znaku a přítomnosti (resp. nepřítomnosti) určitého chromozomu na panelu buněk

· novější techniky – používají místo lidských buněk uměle vytvořené mikrobuňky obsahující jen jeden chromozom člověka

· radiační hybridizace
· modifikace hybridomové techniky

· ozáření lidských buněk letální dávkou ( fragmentace chromozomů ( fúze s neozářenými buňkami hlodavců

· FISH metoda
· lokalizace genů pomocí hybridizace DNA

· získání potřebné sondy – např. namnožení úseku DNA (např. PCR)

· denaturace DNA chromozomů v preparátu a obarvení preparátu fluorescenčně značenou sondou

· sonda se specificky váže na denaturovanou DNA chromozomů

· metody s vysokým stupněm rozlišení
· cílem je získání map jednotlivých chromozomů, které jsou představovány pořadím bazí jednotlivých nukleotidů

· používají materiál DNA knihoven

· přístup shora dolů – příprava fragmentů DNA, sekvenace (zkoumání pořadí bazí)

· přístup zdola nahoru – konstrukce genomové knihovny – vyhledávání klonů, jejichž inzerty se překrývají

· kontig – soubor klonů obsahujících vzájemně se překrývající inzerty

· výsledek: kompletní nepřerušená sekvence chromozomu nebo genomu

· použití FISH metody na nekondensovaná vlákna DNA – použití více sond ( sleduje se vzájemná pozice

· vzájemné vzdálenosti nejsou určovány relativními jednotkami (cM), ale počtem párů bazí – 1 cM je asi 106 bp

· průměrná délka chromozomu člověka je asi 120 cM
4.29 Mapa lidského genomu, HUGO

· genové mapy – vytvořeny na základě výpočtů, vycházejících ze zákonů genové vazby
· fyzické mapy, založené na přesné pozici genu v sekvenci DNA
· HUGO
· Human Genom Organization – mezinárodní skupina vědců

· Human Genome Project – cílem je zmapování a určení sekvence celé lidské DNA

· zabývá se objasněním přesného složení lidského genomu, tj. souhrnné sekvence bází genomu (obsahujícího kolem 3 mld. párů bází – asi 100 000 genů – postupně se číslo snižuje)

· pouze asi 1,5% lidské DNA přímo kóduje proteiny

4.30 Genové manipulace a genové inženýrství a jejich využití v medicíně
· genové inženýrství – praktické uplatnění poznatků molekulární genetiky
· největší praktický význam: diagnostika dědičných chorob

· relativně vysoká spolehlivost technik, rychlé získání výsledků

· možnost uplatnění v prenatální diagnostice

· práce se vzorky získanými z krve

· metody – viz 4.24
· genová terapie
· léčení nebo prevence onemocnění – manipulace s geny

· biosyntéza genových produktů

· vnesení genetického materiálu ( korekce fenotypu pacienta

· zárodečná genová terapie – náhrada defektního genu, manipulace se zárodečnými buňkami, pouze experimentální úroveň

· somatická genová terapie – manipulace se somatickými buňkami

· vektory – nevirové
· kalciumfosfát – málo účinný přenos, náhodná integrace

· elektroporace – málo účinný přenos, náhodná integrace

· lipozomy – výhody: přenos velkých fragmentů DNA nevyvolávající imunitní odpověď; nevýhody: přechodná exprese, malá účinnost

· vektory – virové
· retroviry – upravené, aby se mohli sami replikovat; RNA viry - reverzní transkriptáza; výhody: velká účinnost integrace (dlouhodobá exprese); nevýhody: náhodná integrace (malignizace), přenos pouze malých genů, infikují pouze dělící se buňky

· adenoviry – DNA viry

· lentiviry

· GAT (Gene Augmentation Therapy)
· v případech, kdy je choroba vyvolaná ztrátou funkce genu (př. AR enzymopatie)
· zavedení „doplňkové“ funkční kopie daného genu do genomu buňky

· ovlivňovat buňky lze přímo v těle pacienta nebo je odebrat, pěstovat v tkáňové kultuře, kde se můžeme pokusit o zavedení funkčního genu

· in vivo často málo účinné – DNA se neintegruje

· zavádění genů – modifikované virové nosiče nebo umělá tělíska, která buňka přijímá endocytózou

· přímá injekce DNA do buňky
· cílená oprava mutace
· ve stádiu laboratorních pokusů

· homologní rekombinace vneseného úseku DNA bez mutace s genomovým úsekem s mutací

· rekombinace na úrovni RNA transkriptu

· cílená inhibice genové exprese
· exprese může být ovlivněna na úrovni DNA, RNA i proteosyntézy

· možné uplatnění u některých AD onemocnění

· antisense terapie – vytvoření oligonukleotidu, jehož sekvence je komplementární k mRNA ( brání translaci; oligonukleotid vázající se na DNA ( triplehelix ( zabrání transkripci

· ribozym – enzym štěpící mRNA (specifické sekvence) ( zabrání translaci

· cílené usmrcení určitých buněk
· uplatnění zejména u nádorových onemocnění
· několik možností:

1. zavedení „sebevražedných“ genů do cílových buněk

2. zvýšení citlivosti buněk k cytostatiku

3. změna imunitních vlastností cílových buněk a jejich následná likvidace imunitním systémem organismu

· všechny metody jsou v různém stádiu laboratorního, ev. klinického testování
· etické problémy

5. Imunogenetika
5.1 Dědičnost a biologický význam krevně skupinových systémů
· antigeny
· antigen = jakákoliv substance nebo molekula, která může být specificky rozpoznána buňkami imunitního systému, T i B

· každý organismus má individuální, jedinečnou antigenní výbavu

· antigeny – organické molekuly

· hapteny – nízkomolekulární substance, které mohou vázat protilátky, ale imunitní odpověď vyvolají pouze tehdy, jsou-li vázány na velkou molekulu

· jako antigeny nejlépe fungují proteiny, které vyvolávají odpověď T lymfocytů (ostatní antigeny aktivují především B lymfocyty)

· lipidy a NK nevyvolávají imunitní odpověď

· antigenní determinanty = epitopy – místa na molekule antigenu, která se účastní vazby antigenu s membránovými receptory a volnými protilátkami
· receptor a protilátky jsou specifické pro epitopy

· každá antigenní molekula obsahuje několik epitopů ( imunizace antigenem vede k aktivaci lymfocytů s různými receptory a produkci směsi protilátek

· alloantigeny – různé antigeny rozlišující členy téhož druhu

· xenoantigeny – antigeny rozlišující členy různých druhů

· autoantigeny – vlastní složky organismu, které vyvolávají imunitní odpověď pouze v abnormálních situacích

· krevně skupinové antigeny
· krevní skupina závisí na přítomnosti specifických antigenů na povrchu erytrocytů a je určována reakcí erytrocytů se známými antiséry
· člověk – více než 20 krevně skupinových systémů

· nejznámější: AB0, Rh, MN

· AB0 systém
· 4 základní krevní skupiny: A, B, AB, 0 – podle přítomnosti antigenů A a B na membráně erytrocytů
· přítomnost protilátek typu IgM a IgG
· protilátky jsou trvale přítomné v séru, aniž došlo k předchozí imunizaci

· antigeny AB0 systému – glykolipidy – krátké oligosacharidy, které vyčnívají z povrchu lymfocytů a jsou napojeny na lipidovou molekulu uloženou v plazmatické membráně

· molekuly A a B se liší pouze v cukerném zbytku na konci řetězce:

· A: N-acetyl-galaktosamin; B: galaktóza

· cukerné zbytky představují epitopy

· genetická determinace
· pro expresi antigenů AB0 systému je nutná souhra několika genů

· 2 na sobě nezávislé lokusy: AB0 (chromozom 9), H lokus (19)

· H lokus – 2 alely, H a h
· dominantní H – kóduje fukosyltransferázu – kompletuje kmenový řetězec, tzv. H substanci (antigen)

· k H substanci je připojován cukerný zbytek, určující AB0 fenotyp

· H substance je prekurzor antigenů A a B

· AB0 lokus – tříalelní systém

· alely A a B jsou vůči sobě kodominantní a obě dominantní vůči alele 0

· alela A – kóduje A transferázu – připojuje k H substanci N-acetyl-galaktosamin

· alela B – kóduje B transferázu – připojuje galaktózu

· alela 0 – jejím produktem je inaktivní enzym ( jedinci skupiny 0 mají pouze H substanci

· alely A a B se liší v několika substitucích ( záměna 4 AMK

· sekvence alely 0 je identická s A, v pozici 258 je delece jednoho nukleotidu ( posun čtecího rámce ( defektní enzym

· skupiny A a B – 11 podskupin – liší se počtem antigenů na membráně

· slabé varianty A mohou v běžném testování uniknout detekci
· antigeny AB0 lze zjistit i v tělních tekutinách (sliny, mléko, ...) – ve formě glykoproteinů rozpustných ve vodě

· za sekreci je odpovědný gen Se (alela Se a se) – u lidí s alelou Se lze prokázat antigeny AB0 v tělních tekutinách, u recesivních homozygotů (se se) ne
· bombay fenotyp
· jedince bez dominantní alely lokusu H (hh) ( nevytvářejí H substanci
· bombajský fenotyp – fenotyp 0h
· nemohou být vytvářeny antigeny A ani B, přesto, že ve fenotypu jsou přítomny alely A a B
· fenotyp se jeví jako skupina 0 s protilátkami anti-A, anti-B a anti-H

· vztah těchto dvou genu je příkladem recesivní epistáze u člověka

· význam AB0
· význam pro úspěšnou transfuzi krve
· inkompatibilní transfuze ( shlukování krvinek, ucpání menších cév
· antigeny jsou i na ostatních tělních buňkách ( shoda musí být zachována i při transplantacích tkání a orgánů

· využití ve sporech o otcovství

· inkompatibilita v AB0 u matky a plodu – matka 0, plod A/B – matčiny protilátky anti-A a anti-B procházejí placentární membránou a mohou působit hemolytické poškození plodu

· mateřské protilátky jsou neutralizovány dříve, než poškodí erytrocyty plodu – jsou vyvázány substancemi A a B přítomnými na placentárním endotelu

5.2 Dědičnost a biologický význam Rh systému
· antigeny Rh systému se vyskytují pouze na erytrocytech
· vysoce polymorfní (zjištěno 40 odlišných antigenů)

· oblast kontrolující expresi Rh antigenů je na krátkém raménku 1. chromozomu

· 2 těsně vázané strukturní geny D a CcEe – kódují membránové proteiny nesoucí antigeny D, C, c, E, e

· oba lokusy – mnohotná alelie

· silná vazba mezi geny – jen vzácně dochází k rekombinaci ( určitá kombinace alel obou genů se přenáší z generace na generaci v bloku – jako tzv. haplotyp
· některé haplotypy se v populaci vyskytují častěji a jejich frekvence jsou v různých populacích odlišné

· klinicky nejdůležitější je antigen D – jeho přítomnost (podmíněná dominantní alelou D) určuje Rh pozitivitu (Rh+ faktor)

· jedinci Rh- jsou recesivní homozygoti dd a nelze u nich prokázat přítomnost antigenu D – je to způsobeno delecí genu D v Rh oblasti DNA

· evropská populace: 17% Rh-, 83% Rh+
· antigeny C, c, E, e nejsou tak významné, ale v případě inkompatibility mohou vyvolat tvorbu protilátek

· exprese antigenů C, c, E, e je kontrolována jedním genem a je výsledkem alternativního sestřihu primárního transkriptu CcEe genu

· mezi alelami C/c a E/e je vztah kodominance

· v Rh systému neexistují přirozeně se vyskytující protilátky

· protilátky anti-Rh se vytvářejí v případech inkompatibilit

· inkompatibilita matky a plodu v Rh systému
· v případě, že matka je Rh- a plod Rh+ ( rizikové těhotenství

· jestliže se erytrocyty plodu dostanou do oběhu matky, stimulují antigeny D produkci protilátek anti-D
· mateřské protilátky (IgG) prostupují placentární bariérou a způsobí hemolýzu plodových erytrocytů

· senzibilace matek nastává většinou až po porodu – krvácení při odlučování placenty (( určité množství krve plodu proniká do krve matky)

· první dítě proto nebývá postiženém, ale riziko stoupá s počtem dalších inkompatibilních těhotenství

· malé množství fetální krve může proniknout již během těhotenství v důsledku porušené placentární bariéry (množství je však většinou příliš malé)

· příznaky poškození plodu
· hemolytická anémie, rozvoj žloutenky
· v krvi se hromadí bilirubin, při překročení určité koncentrace poškozuje CNS (mozková jádra)

· zvýšená krvetvorba, dochází k vyplavování nezralých erytroblastů – fetální erytroblastóza
· poškození plodu lze předejít podáním anti-D protilátek matce do 72 hodin po senzitizační dávce Rh+ erytrocytů

· matka 0 Rh- bude svými přirozenými protilátkami anti-A a anti-B destruovat erytrocyty plodu A nebo B Rh+ ( nedojde k senzibilaci matky v systému Rh

5.3 Hlavní histokompatibilní komplex (HHK) člověka
· rozsáhlý komplex genů, které determinují povrchové molekuly – antigeny umístěné v plazmatické membráně buněk
· tyto antigeny jsou příčinou odhojení při inkompatibilních transplantacích

· hlavní fyziologickou funkcí HHK je předkládat antigeny nebo jejich fragmenty buňkám imunitního systému, zejména T lymfocytům

· prezentace antigenu je prvním předpokladem pro rozvoj imunitní reakce a tím obrany proti napadení mikroorganismy
· HHK je vysoce polymorfní – individuální antigenní výbava

· organizace HHK
· geny HHK a jejich produkty (antigeny) lze rozdělit z hlediska struktury a funkce na oblasti I., II., III. třídy

· molekuly I.a II. třídy – podobná struktura

· hlavní histokompatibilní komplex člověka
· HHK člověka – HLA (human leucocyte antigenes)
· uložen na krátkém raménku 6. chromozomu

· geny I. třídy jsou umístěny v 1 oblasti, geny II. třídy v jiné oblasti komplexu

· pořadí ve směru od centromery: II., III., I.

· obsahují i pseudogeny

· nejdůležitější lokusy I. třídy: HLA – A, B, C (ve směru od centromery B, C, A)

· oblast II. třídy: HLA – D, podoblasti HLA – DP, DQ, DR

· pro každý z genů I. a II. třídy existuje mnohotná alelie

· na chromozomu je určitá kombinace alel jednotlivých lokusů HLA – haplotyp

· každý jedinec má 2 haplotypy (po rodičích)

· molekuly I. třídy
· HLA – A, B, C – klasické transplantační antigeny, vysoce polymorfní
· jsou vyjádřeny na všech jaderných somatických buňkách

· těžký řetězec (, nekovalentně asociován s lehkým řetězcem (
· ( řetězce – glykoproteiny; 3 funkční oblasti – externí (3 domény), transmembránová, cytoplazmatická

· gen pro ( neleží v HLA komplexu – je na 15. chromozomu
· molekuly II. třídy
· vyjádřeny na B lymfocytech, aktivovaných T lymfocytech, buňkách prezentujících antigen, aktivovaných makrofázích
· heterodimery - ( těžký řetězec + ( lehký řetězec – oba glykoproteiny

· oba řetězce – 4 oblastí: externí (2 domény), spojovací, transmembránová, cytoplazmatická

· oba řetězce jsou nekovalentně vázány interakcí druhých externích domén
· uvnitř buňky jsou řetězce syntetizovány separátně

· po syntéze jsou asociovány s třetím řetězcem (, když komplex dospěje k membráně, je ( řetězec disociován
· oblast III. třídy
· vznikly v průběhu evoluce genovou duplikací z původního společného genu a rozrůzněním v důsledku mutací
· oblast III. je naprosto odlišná, v průběhu evoluce byla přenesena do HHK v důsledku chromozomových přestaveb
· polymorfismus molekul HHK
· výskyt velkého počtu alel pro jednotlivé lokusy (HLA – A asi 40)
· alelní formy molekul HHK se liší ve struktuře vazebného místa a tím schopností vázat peptidy

· funkce molekul HHK
· prezentace antigenu T lymfocytům – umožnění vzájemné kooperace buněk imunitního systému

· HHK a výsky onemocnění
· u pacientů s některými onemocněními se vyskytují některé alely lokusů HLA častěji než u zdravých jedinců ( asociace chorob s určitými alelami HLA
· některé asociace jsou silnější, jiné slabší

· nejznámější asociace – Bechtěrevova choroba – znehybnění kloubů páteře a končetin (zejména kyčelního kloubu)

5.4 Imunokompetentní buňky
· 2 velké skupiny: fagocyty, lymfocyty
· vznikají z pluripotentních buněk kostní dřeně

· po aktivaci mají schopnost produkovat cytokiny – zajišťují mezibuněčnou signalizaci

· fagocyty
· nejdůležitější skupina: fagocyty náležející mononukleární linii
· funkce: pohlcování cizorodých částic a jejich destrukce

· mohou migrovat z krve do tkání ( tkáňové makrofágy

· velké množství cytoplazmatických lyzozomů

· receptory:
· receptory, kterými se makrofág váže na povrchové sacharidy mikroorganismů

· receptory Fc, které vychytávají komplexy protilátka-antigen

· receptory pro složky komplementu (komplement – skupina proteinů krevního séra, které se váží na komplex protilátka-antigen a posilují destrukci celulárních antigenů fagocyty)

· receptory pro cytokiny

· antigeny II. třídy HHK

· fungují také jako buňky prezentující antigen – vystavují antigenní fragmenty
· produkce cytokinů ( stimulace dalších imunokompetentních buněk

· lymfocyty
· 2 skupiny: T lymfocyty (vyvíjejí se v thymu), B lymfocyty (kostní dřeň)
· liší se funkcí a výskytem markerů na membráně
· nejdůležitější markery rozlišující B a T populaci: molekuly CD1, CD2, ...; molekuly tvořící receptory pro rozpoznání antigenu, molekuly I. a II. třídy

· B lymfocyty
· nejvíc jich je v kostní dřeni a slezině, nejméně v thymu
· bohatá povrchová antigenní výbava

· hlavní marker B buněk: receptory pro záchyt antigenu (BCR)

· navázání antigenu na receptor ( proliferace a diferenciace B buněk na plazmatické buňky produkující protilátky

· T lymfocyty
· nejvíc jich je v thymu, lymfatických uzlinách, slezině a krvi, nejméně v kostní dřeni

· hlavní marker T buněk: receptory pro rozpoznání antigenu (TCR), molekuly CD2 a CD3

· rozdělení podle funkce:

· TH (pomocné) – marker CD4; prostřednictví TCR rozpoznává komplex cizího antigenu a molekuly II. třídy HHK
· část TH – TH1 –  zprostředkuje funkce spojené s cytotoxicitou – důležité pro obranu proti intracelulárním patogenům (viry); TH2 – stimulují B buňky k proliferaci a produkci protilátek
· TC (cytotoxické) – marker CD8; cizí antigeny rozpoznává v komplexu s molekulami II. třídy HHK
· TC po aktivaci destruují cílové buňky nesoucí antigen, tj. buňky, které byly infikovány viry nebo jinými intracelulárními patogeny
· TS (supresorové) – sekretují po aktivaci molekuly, které inhibují odpověď ostatních imunokompetentních buněk

· NK buňky
· natural killer
· podskupina lymfocytů s cytotoxickým efektem

· charakteristická je kombinace určitých markerů

· nemají specifické receptory typu Ig nebo TCR

· spontánní cytotoxicita – zabíjí už při prvním setkání s vybranou buňkou

· při výběru cílových buněk hrají roli molekuly I. třídy HHK

· NK buňka nenajde na povrchu I. třídu ( zabíjí

· některé nádorové buňky mají potlačenou expresi molekul I. třídy

· aktivace lymfocytů
· vazba antigenu s receptorem – signál
· na povrchu stimulovaného lymfocytu se objeví nové molekuly – receptory pro cytokiny (např. interleukin-2) a receptory pro antigeny II. třídy HHK
· lymfocyty se dostávají z G0 do S fáze a přeměňují se v lymfoblasty

· z části vznikají paměťové buňky

· stimuly pro aktivaci lymfocytů:
· vazba specifických antigenů – teorie klonální selekce – každý lymfocyt prostřednictvím svého receptoru rozpozná pouze 1 antigen

· vazba nespecifických antigenů – např. fytohemaglutinin
5.5 Genetická kontrola imunitní odpovědi
· imunitní odpověď – 2 fáze: rozpoznání antigenu a reakce za účelem likvidace antigenu
· rozpoznání antigenu
· rozpoznání antigenu protilátkou
· narozdíl od TCR nepotřebují receptory B buněk k vazbě antigenu molekuly HHK
· většina B lymfocytů je v dalším vývoji závislá na T lymfocytech

· membránové Ig na povrchu B lymfocytů rozpoznávají pouze určitý epitop ( většina antigenů má více epitopů ( imunizace vede k produkci protilátek s různou specifitou ( část protilátek reaguje i s antigeny, které nebyly použity k imunizaci
· monoklonální protilátky – získávají se metodou monoklonální hybridizace in vitro (hybridomy) – je produktem buněčného klonu a je proto specifická proti jedinému antigennímu epitopu

· rozpoznání antigenu receptorem na T buňkách
· rozpoznávací struktura – pouze v jediné formě – TCR
· rozpoznávají cizí antigen pouze tehdy, je-li předložen na povrchu jiné buňky (antigeny jsou touto buňkou degradovány a upraveny)

· HHK restrikce – rozpoznává antigen pouze v komplexu s vlastní molekulou HHK

· TH – komplex s molekulou II. třídy, TC – komplex s molekulou I. třídy

· vazba TCR a komplexu antigen-molekula HHK je posílena přídatnými molekulami (u TH CD4, u TC CD8)

· zpracování a prezentace antigenu
· zpracování – degradace na peptidové fragmenty

· odehrává se v proteazomech, lyzozomech – proteolytické enzymy
· na RER jsou zároveň syntetizovány molekuly I. a II. třídy HHK
· molekuly I. třídy – jsou asociovány s antigenními fragmenty na RER a komplex je dopraven do GA a na buněčný povrch

· molekuly II. třídy – jsou dopraveny do GA a odtud do lyzozomů, kde se spojují s antigenními fragmenty, pak jsou transportovány na povrch
· efektorové imunitní mechanismy – kooperace buněk
· kooperace buněk v protilátkové odpovědi
· spolupráce a souhra nejméně 3 typů buněk: APC (antigen presenting cell), TH a B lymfocytů
· proniknuvší antigen je zachycen B lymfocyty, které mají odpovídající receptor

· zároveň je pohlcen a zpracován buňkou prezentující antigen (makrofág, dendritická buňka) – fragmenty jsou vystaveny na povrch APC

· v této podobě jsou fragmenty rozpoznány TH lymfocyty, které mají odpovídající receptor

· vazba antigenu aktivuje TH lymfocyt, ale jsou potřebné další druhotné signály – vazba několika molekul mezi APC a TH
· k aktivaci TH přispívají cytokiny produkované APC (interleukin-1)

· aktivované TH dodávají potřebné signály B lymfocytu

· aktivace B lymfocytu – jsou potřeba 2 signály – antigen reagující s Ig na B buňkách a stimulační signály z TH buněk

· TH produkuje interleukiny ( proliferace B buněk
· během tohoto období probíhají variabilní geny v klonech B buněk zvýšenou měrou mutacím ( na povrchu se objevují Ig s různou afinitou k antigenu – přežívají jen lymfocyty s nejsilnější vazbou
· část B buněk se stává paměťovými buňkami

· primární odpověď na antigen nastupuje pomaleji a vyznačuje se přítomností IgM

· opakované setkání s tímtéž antigenem vyvolá sekundární odpověď – je rychlejší, přítomné jsou IgG

· kooperace buněk v buněčně zprostředkované odpovědi
· jakákoliv odpověď, v níž protilátky hrají podřadnou roli
· hlavní úkol: eliminace buněk infikovaných virem

· efektorové buňky: cytotoxické lymfocyty TC
· TC se vyvíjejí z prekurzorů po kontaktu s antigenem

· antigen je pohlcen APC ( je vystaven na APC s molekulami I. a II. třídy HHK ( komplexy jsou rozpoznány receptory TC a TH
· vazba antigenu na TCR ( signál pro aktivaci T buněk ( TC a TH se začnou dělit (přispívají cytokiny)
· zralé TC rozeznají infikované buňky, které vyjadřují na svém povrchu antigen a molekuly I. třídy ( TC se váže na cílovou buňku ( prostřednictvím hydrolytických enzymů a proteinů (perforin) zabíjí
· TC přežívá a může zabíjet další

· centrální role TH lymfocytů
· určují, které epitopy se stanou cílem imunitní reakce
· stimulují proliferaci efektorových buněk

· napomáhají vybírat efektorové mechanismy v závislosti na povaze antigenu

· 3 efektorové mechanismy: cytotoxické T lymfocyty; protilátky; aktivace makrofágů a opožděný typ hypersenzitivity (spolupráce TH1 a makrofágů)

5.6 Genetika Ig, B a T receptorů
· 2 typy molekul fungujících jako receptor: receptor B buněk – Ig; receptor T buněk
· imunoglobuliny
· glykoproteiny vyskytující se ve dvou podobách:

· zakotvené v membráně B lymfocytů jako tzv. membránové (povrchové) Ig tvořící receptor (mIg)
· volně přítomné v krvi, lymfě a tkáňových tekutinách

· kontakt mezi mIg a antigenem je nutný pro indukci tvorby protilátek

· mIg na jedné buňce mají identickou vazebnou specifitu pro určitý epitop – je shodná s vazebnou specifitou protilátek, které jsou posléze produkovány
· většina receptorů B lymfocytů je tvořena IgM a IgD
· struktura protilátek
· 5 hlavních tříd: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM – liší se velikostí, AMK složením a obsahem uhlohydrátů

· 2 identické lehké řetězce (L) a 2 těžké řetězce (H)
· navzájem vázány disulfidickými můstky

· L jsou společné všem třídám, H jsou strukturně odlišné

· L – 2 formy: kappa a lambda – v 1 molekule protilátky jsou L pouze 1 typu

· hlavní Ig lidského séra: IgG – L i H mají variabilní oblasti – vytvářejí povrchovou strukturu, která váže antigen
· IgG – monomer, IgM – pentamer

· 2 fragmenty – Fab (váže antigen) a Fc (umožňuje vazbu na buňky imunitního systému)

· funkce protilátek
· navázání protilátky na antigen ( může mít přímý účinek: neutralizace bakteriálního toxinu, zabránění vniknutí viru do buňky

· často nutná souhra sekundárních efektorových funkcí – komplex antigen-protilátka se prostřednictvím Fc receptoru naváže na povrch fagocytu ( pohlcení antigenu a jeho destrukce

· receptor T buněk
· TCR – T cell receptor
· heterodimer ze 2 polypeptidových řetězců

· většinou řetězce ( a ( (TCR2), méně často ( a ( (TCR1)
· vytvářejí komplexy s přídatnými polypeptidy

· struktura TCR2
· řetězce – transmembránové polypeptidy
· externí část zakotvená v membráně transmembránovou částí + krátká cytoplazmatická oblast

· externí část – 2 domény – variabilní a konstantní

· vazebné místo pro antigen vzniká prostorovým uspořádáním variabilních a hypervariabilních částí TCR komplexu

· genetika B a T lymfocytů
· vytváří se velké množství variant receptorů pro různé antigenní specifity
· procesy vedoucí k této rozmanitosti: změny, které se nahromadily v průběhu evoluce

· původní gen byl namnožen procesem opakovaných duplikací

· zároveň probíhaly mutace, které tyto geny rozrůznily, takže nejsou přesnými kopiemi původního genu – vznik tzv. genové rodiny
· geny zůstaly uložené v jedné oblasti ( genový komplex – obsahuje mnoho genů, které kódují variabilní oblasti (V) a pouze jeden nebo několik málo genů kódujících konstantní oblast (C)
· v rámci komplexu probíhají v somatických buňkách další změny, které se na potomstvo nepřenášejí (přestavby genů komplexu v jednotlivých buňkách)
· definitivní úsek DNA je tvořen kombinací segmentu C s některým z genů V
· genetika B receptoru
· 3 genové komplexy: IgH (pro těžký řetězec, chromozom 14), IgK a IgL (pro lehký řetězec kappa – 2 a lambda – 22)
· IgK komplex – 3 oblasti: variabilní (V), spojovací (J) a konstantní (C) – obsahuje více než 100 genů, ale překládány jsou pouze 3 (V, J, C)
· v průběhu vývoje B lymfocytu dochází k přestavbě segmentů (jeden gen z V je spojen s jedním genem z J a dochází k deleci DNA mezi)
· přestavěné geny jsou transkribovány, při posttranskripčních úpravách je úsek mezi V-J a C vyštěpen jako intron

· IgL komplex – mnoho V genů a 6 C genů, každý C má svůj vlastní J gen ( v průběhu přestaveb se kombinuje libovolný V s některým J-C
· Ig produkované jednou buňkou mají vždy buď ( nebo ( řetězec, nikdy oba současně
· IgH komplex – oblast C – několik segmentů – podle toho, který gen C je funkční, lze vzniklý Ig zařadit do třídy (C( - IgM, C( - IgD, ...)

· alelická exkluze
· každá protilátka – 2 identické těžké a 2 identické lehké řetězce
· Ig molekuly produkované jednou buňkou mají stejnou specifitu pro antigen, mají identické V oblasti

· v každém B lymfocytu je aktivní genový komplex Ig pouze jednoho z chromozomů 2 nebo 22 (L) a jednoho z chromozomů 4 (H)
· ostatní Ig genové komplexy homologních chromozomů jsou vyloučeny z funkce – nedochází k přestavbám ani transkripci

· alelická exkluze – jedna alela z páru není aktivní

· způsobeno mechanismem genomického imprintingu

· variabilita Ig
· 3 mechanismy:
· náhodné kombinace segmentů V, D a J (107 kombinací)

· nepřesné napojení konců segmentů při procesu jejich spojování (některé nukleotidy mohou být deletovány nebo inzertovány)

· somatické mutace

· genetika T receptoru
· kódován 3 genovými komplexy: TCR-( (14. chromozom), TCR-( (7.), TCR ( (7.)
· TCR-( - geny pro ( řetězce – mezi geny komplexu TCR-(
· TCR2 – složený z řetězců ( a (
· TCR-( - 3 oblasti: variabilní (V(), spojovací (J(), konstantní (C(); pořadí V-J-C

· TCR-( - navíc je segment D – úsek D-J-C je zduplikován; uspořádání: V-D1-J1-C1-D2-J2-C2

· každý lymfocyt obsahuje několik stovek segmentů TCR, z nich je jen 7 přeloženo do proteinů
· v průběhu vývoje T lymfocytu dojde k přestavbě: jeden z genů V( je spojen s jedním z genů J( - delece DNA mezi nimi; v rámci duplikovaného úseku D-J-C se spojí jeden gen D( s jedním z genů J(, tento úsek je pak spojen s některým z genů V( - delece úseku DNA

· přestavěné geny jsou transkribovány

· delece je umožněna existencí signálních sekvencí, které obklopují každý segment V, D i J

· na povrchu lymfocytu je vyjádřen pouze 1 typ TCR a ostatní nejsou exprimovány (alelická exkluze)

· imunoglobulinová superrodina
· soubor proteinů, které jsou příbuzné svým původem
· vznikly ze společného genu, který se multiplikoval a rozrůznil v genové rodiny s různými vlastnostmi

· imunoglobulinová superrodina: molekuly Ig, TCR, HHK, CD + více než 20 dalších proteinů

· většina těchto proteinů se uplatňuje při rozpoznávacím procesu

5.7 Genová kontrola tvorby protilátek
· struktura protilátek
· 5 hlavních tříd: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM – liší se velikostí, AMK složením a obsahem uhlohydrátů

· 2 identické lehké řetězce (L) a 2 těžké řetězce (H)

· navzájem vázány disulfidickými můstky

· L jsou společné všem třídám, H jsou strukturně odlišné

· L – 2 formy: kappa a lambda – v 1 molekule protilátky jsou L pouze 1 typu

· hlavní Ig lidského séra: IgG – L i H mají variabilní oblasti – vytvářejí povrchovou strukturu, která váže antigen

· IgG – monomer, IgM – pentamer

· 2 fragmenty – Fab (váže antigen) a Fc (umožňuje vazbu na buňky imunitního systému)

· funkce protilátek
· navázání protilátky na antigen ( může mít přímý účinek: neutralizace bakteriálního toxinu, zabránění vniknutí viru do buňky

· často nutná souhra sekundárních efektorových funkcí – komplex antigen-protilátka se prostřednictvím Fc receptoru naváže na povrch fagocytu ( pohlcení antigenu a jeho destrukce

· 3 genové komplexy: IgH (pro těžký řetězec, chromozom 14), IgK a IgL (pro lehký řetězec kappa – 2 a lambda – 22)

· IgK komplex – 3 oblasti: variabilní (V), spojovací (J) a konstantní (C) – obsahuje více než 100 genů, ale překládány jsou pouze 3 (V, J, C)

· v průběhu vývoje B lymfocytu dochází k přestavbě segmentů (jeden gen z V je spojen s jedním genem z J a dochází k deleci DNA mezi)

· přestavěné geny jsou transkribovány, při posttranskripčních úpravách je úsek mezi V-J a C vyštěpen jako intron

· IgL komplex – mnoho V genů a 6 C genů, každý C má svůj vlastní J gen ( v průběhu přestaveb se kombinuje libovolný V s některým J-C

· Ig produkované jednou buňkou mají vždy buď ( nebo ( řetězec, nikdy oba současně

· IgH komplex – oblast C – několik segmentů – podle toho, který gen C je funkční, lze vzniklý Ig zařadit do třídy (C( - IgM, C( - IgD, ...)

· alelická exkluze
· každá protilátka – 2 identické těžké a 2 identické lehké řetězce

· Ig molekuly produkované jednou buňkou mají stejnou specifitu pro antigen, mají identické V oblasti

· v každém B lymfocytu je aktivní genový komplex Ig pouze jednoho z chromozomů 2 nebo 22 (L) a jednoho z chromozomů 4 (H)

· ostatní Ig genové komplexy homologních chromozomů jsou vyloučeny z funkce – nedochází k přestavbám ani transkripci

· alelická exkluze – jedna alela z páru není aktivní

· způsobeno mechanismem genomického imprintingu
5.8 Kooperace imunokompetentních buněk v T imunitní odpovědi
· jakákoliv odpověď, v níž protilátky hrají podřadnou roli

· hlavní úkol: eliminace buněk infikovaných virem

· efektorové buňky: cytotoxické lymfocyty TC
· TC se vyvíjejí z prekurzorů po kontaktu s antigenem

· antigen je pohlcen APC ( je vystaven na APC s molekulami I. a II. třídy HHK ( komplexy jsou rozpoznány receptory TC a TH
· vazba antigenu na TCR ( signál pro aktivaci T buněk ( TC a TH se začnou dělit (přispívají cytokiny)

· zralé TC rozeznají infikované buňky, které vyjadřují na svém povrchu antigen a molekuly I. třídy ( TC se váže na cílovou buňku ( prostřednictvím hydrolytických enzymů a proteinů (perforin) zabíjí

· TC přežívá a může zabíjet další

5.9 Kooperace imunokompetentních buněk v B imunitní odpovědi
· spolupráce a souhra nejméně 3 typů buněk: APC (antigen presenting cell), TH a B lymfocytů

· proniknuvší antigen je zachycen B lymfocyty, které mají odpovídající receptor

· zároveň je pohlcen a zpracován buňkou prezentující antigen (makrofág, dendritická buňka) – fragmenty jsou vystaveny na povrch APC

· v této podobě jsou fragmenty rozpoznány TH lymfocyty, které mají odpovídající receptor

· vazba antigenu aktivuje TH lymfocyt, ale jsou potřebné další druhotné signály – vazba několika molekul mezi APC a TH
· k aktivaci TH přispívají cytokiny produkované APC (interleukin-1)

· aktivované TH dodávají potřebné signály B lymfocytu

· aktivace B lymfocytu – jsou potřeba 2 signály – antigen reagující s Ig na B buňkách a stimulační signály z TH buněk

· TH produkuje interleukiny ( proliferace B buněk

· během tohoto období probíhají variabilní geny v klonech B buněk zvýšenou měrou mutacím ( na povrchu se objevují Ig s různou afinitou k antigenu – přežívají jen lymfocyty s nejsilnější vazbou

· část B buněk se stává paměťovými buňkami

· primární odpověď na antigen nastupuje pomaleji a vyznačuje se přítomností IgM

· opakované setkání s tímtéž antigenem vyvolá sekundární odpověď – je rychlejší, přítomné jsou IgG

5.10 Genetika transplantací, transplantační pravidla, histokompatibilní systémy
· transplantace = přenos buněk, tkání nebo orgánů z jednoho místa organismu ne druhé, nebo mezi dvěma organismy
· dárce transplantátu (štěpu) + příjemce
· výsledek transplantace závisí na genetických vztazích mezi dárcem a příjemcem

· shoda v histokompatibilních (H) genech a tím i v H antigenech ( štěp je přihojen

· dárce a příjemce se liší ve výbavě H antigenů ( štěp je odhojen imunitní reakcí namířenou proti odlišným H antigenům
· účastní se oba typy imunitní reakce, ale především se uplatňuje buněčně zprostředkovaná imunita (rozpoznání cizích antigenů na štěpu T lymfocyty příjemce)
· histokompatibilní antigeny
· glykoproteiny na plazmatických membránách většiny buněk s výjimkou erytrocytů
· vysoce polymorfní – H geny existují v mnoha alelních formách

· dědí se mendelovsky, mezi alelami je vztah kodominance

· 2 skupiny H genů:

1. lokusy, které jsou uloženy v jedné chromozomální oblasti a tvoří HHK
· molekuly I. a II. třídy zde fungují jako H antigeny

· rozdíly v těchto antigenech vyvolávají velmi silnou a rychlou destrukci štěpu

· hlavní bariéra při transplantacích u člověka
2. lokusy, které jsou rozmístěny po celém genomu v různých chromozomech

· nazývají se minor H geny – determinují většinu H antigenů
· rozdíly vedou k pomalejšímu odhojování, často chronický charakter

· účinky minor H lokusů se sčítají ( když se liší v několika H lokusech ( silná reakce (srovnatelná s HHK)

· počet minor H lokusů je vysoký

· transplantační zákony
· soubor pravidel, kterými se řídí osud transplantátu
· objeveny při pokusech na laboratorních myších

· záměrným křížením byly vyprodukovány speciální kmeny zvířat:

· inbrední kmeny – opakované příbuzenské křížení bratr x sestra po mnoho generací ( výsledkem jsou geneticky identičtí jedinci, homozygotní ve většině lokusů; u lidí jen v případě monozygotních dvojčat
· kongenní kmeny – křížení inbredních kmenů, např. opakovaným zpětným křížením ( výsledkem je dvojice kmenů, které se liší v alelách jednoho H lokusu a v ostatních jsou identické

· základní pravidlo transplantací: štěp je odhojen, jestliže nese H antigeny, které nejsou přítomné u příjemce

· základní pravidlo lze rozvést do 5 transplantačních zákonů:

1. štěpy vyměněné mezi příslušníky inbredního kmene jsou trvale přihojeny (syngenní štěpy)

2. štěpy vyměněné mezi příslušníky 2 různých inbredních kmenů jsou odhojeny (alogenní štěpy)

3. štěpy přenesené z rodičovských inbredních kmenů na F1 hybridy jsou přihojeny, ale v opačném směru je transplantace neúspěšná

4. štěpy přenesené z F2 generace na F1 hybridy se přihojují

5. část štěpů přenesených z jednoho nebo druhého parentálního kmene na F2 generaci je přihojena, část odhojena

· jestliže se inbrední kmeny liší pouze v alelách 1 lokusu, přihojí se ¾ štěpů, ¼ se odhojí

· zvyšující se počet odlišných H lokusů ( nižší procento přihojení

· fx = (3/4)n, kde fx je frekvence přežívání štěpů, n je počet rozdílných lokusů 2 inbredních kmenů

· z transplantačních zákonů existují výjimky – jsou způsobené přítomností H lokusů na heterochromozomech

· autogenní štěpy – přemístěné v rámci 1 individua

· xenogenní štěpy – vyměněné mezi jedinci různých druhů
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· reakce štěpu proti hostiteli
· HVGR – reakce hostitele proti štěpu (host versus graft reaction)
· GVHR – rekace štěpu proti hostiteli (graft versus host reaction)

· GVHR vzniká za podmínek:

1. hostitel toleruje štěp

· jestliže je hostitel novorozenec, který nemá plně vyvinutý imunitní systém

· hostitel je dospělý jedinec, jehož imunitní systém je vyřazen z činnosti (ozáření, patologický stav imunodeficience, ...)

2. štěp obsahuje buňky schopné reakce, zejména T lymfocyty
· tato podmínka splněna nejčastěji při transplantaci kostní dřeně
3.   existuje antigenní rozdíl mezi příjemcem a dárcem štěpu

· splnění těchto podmínek ( štěp odpovídá na antigeny příjemce

· vzniká komplex poškození: úbytek váhy, zvětšení jater, sleziny a lymfatických uzlin, anémie, poškození GIT a kůže, může vést až ke smrti

· odhojení (rejekce) štěpu
· klíčová úloha: T lymfocyty

· jedinci, u kterých se nevyvinul thymus – nemohou odhojovat transplantáty

· TC lymfocyty destruují buňky štěpu přímým kontaktem)při rejekci se uplatňuje i humorální aktivita (B buňky jsou stimulovány rozpustnými antigeny ze štěpu a TH buňkami, které kontaktovaly antigen)
· hyperakutní rejekce – měří se na hodiny, akutní rejekce – dny až týdny, chronická rejekce – měsíce až roky

· rychlost odhojování je závislá na genetické odlišnosti příjemce a dárce

· transplantace u člověka
· předpoklad úspěchu: co největší shoda v H antigenech
· shoda ve všech H (i minor H) není možná – výjimka: monozygotická dvojčata

· v praxi: typizace antigenů HLA

· každý jedinec má 2 haplotypy genů HLA (A, B, C, D) – oba jsou vyjádřeny, takže každá buňka nese na svém povrchu otcovské i mateřské antigeny

· několik způsobů typizace antigenů HLA: serologická typizace, reakce ve smíšených lymfocytárních kulturách, typizace pomocí molekulárních technik, imunosuprese
· serologická typizace
· zdroj lidských protilátek: séra pacientů po opakovaných transfuzích krve, séra žen po opakovaných těhotenstvích a séra dobrovolníků, kteří se podrobili transplantaci kožních štěpů
· jsou to polyklonální protilátky – reagují nejen s buňkami dárce, ale i jiných osob

· některé epitopy jsou přítomné na molekulách HHK různých individuí, jsou pro ně společné – veřejné specifity
· soukromé epitopy – na molekule HHK jediného individua

· polyklonální protilátky mohou být upraveny tak, že je zvýšena jejich specifičnost ( reagují pouze s buňkami jednoho haplotypu ( tak byl získán panel cytotoxických protilátek, které jsou namířeny proti všem známým antigenům HLA

· reakce ve smíšených lymfocytárních kulturách
· MLR – mixed lymphocyte reaction

· typizace antigenů HLA-D

· přežívání transplantátů je úspěšné i tehdy, jestliže se příjemce a dárce shodují pouze v těchto antigenech, zejména v HLA-DR

· smíchání lymfocytů dvou osob in vitro

· typizace pomocí molekulárních technik
· založeny na RFLP

· zjednodušení přinesla PCR – využívána v kombinaci s hybridizací se sérií oligonukleotidových sond specifických pro určité alely

· imunosuprese
· většinou se nezdaří najít dárce a příjemce plně identické ani v HLA antigenech, natož ostatních H systémech
· potlačení proliferace příjemcových lymfocytů
· nespecifická imunosupresiva – nevýhoda: potlačují všechny klony lymfocytů ( ohrožení běžnými infekcemi

· nevíce používaná imunosupresiva: steroidy (potlačují aktivované makrofágy), cyklosporin, azathioprin

5.11 Imunologická tolerance a možnosti jejího navození
· imunologická tolerance – stav, kdy organismus neodpovídá na antigenní podnět

· nespecifická tolerance – imunitní systém nereaguje proti žádným antigenům (lze navodit ozářením nebo cytostatiky, jejichž účinkem jsou vyřazeny imunokompetentní buňky z funkce)

· specifická tolerance – organismus neodpovídá pouze na antigen, který byl použit k jejímu navození, na ostatní reaguje normálně

· fyziologická situace: tolerance proti vlastním složkám organismu

· za určitých okolností indukována i na cizí antigeny

· tolerance vlastních složek organismu
· odpověď T i B lymfocytů je většinou závislá na T buňkách ( navození neodpovídavosti T buněk

· mechanismus navození neodpovídavosti T buněk se odehrává během vývoje v thymu

· přestavby genů pro receptory T buněk

· T buňky jsou podrobeny 2 typům selekce – klonální selekce – negativní a pozitivní

· receptory T buněk reagují v thymu s buňkami, které pomocí HHK molekul prezentují vlastní antigeny (peptidové fragmenty buněčných proteinů)
· klony s vysokou afinitou k vlastním molekulám I. nebo II. třídy komplexu hynou – negativní selekce

· hynou i klony, které mají velmi nízkou nebo žádnou afinitu ke komplexu vlastní molekuly HHK a vlastního antigenu (pozitivní selekce)

· přežívají klony s nízkou afinitou k vlastním molekulám HHK s peptidovým fragmentem ( dozrávají v CD4+ nebo CD8+ T buňky

· antigeny, které nebyly prezentovány v thymu, mohou být rovněž tolerovány, z důvodů:

· jsou v tzv. imunologicky privilegovaných místech – jsou z důvodu anatomické bariéry nedostupné pro lymfocyty (mozková tkáň, čočka)
· setkávají se s buňkami, které nemohou antigen prezentovat, protože nevyjadřují molekuly HHK

· jsou přítomny v malém množství ( T lymfocyty je nedetekují

· není dostatečný kontakt TCR a přídatných molekul s antigenem

· tolerance indukovaná na cizí antigeny
· cizí antigeny – antigeny alogenního původu
· možné po inokulaci (naočkování) alogenních buněk nebo po transplantaci tkáně do novorozeného organismu (nemá vyzrálý imunitní systém)

· tolerance může být navozena i u dospělého, jehož imunitní systém byl potlačen (ozáření, léky – imunosupresiva, antilymfocytární protilátky)

· toleranci lze indukovat i bez utlumení imunitního systému – záleží na povaze antigenu, způsobu podání a dávce

· nízké a vysoké dávky navozují toleranci, střední imunitu

· velmi vysoké dávky – vyčerpání imunitního systému (klonální exhausce) – stimulace všech buněk schopných odpovědi ( nevznikají paměťové

5.12 Imunodeficience
· výsledek poruchy funkce některé ze složek imunitního systému
· primární imunodeficience – defekty v imunokompetentních buňkách, většinou geneticky determinované

· deficience B buněk
· např. X vázaná agamaglobulinemie

· postižení nemají B buňky v krvi ani v lymfatických tkáních

· kostní dřeň obsahuje normální množství prekurzorů, ale nedozrávají

· nemocní nevytváří žádné protilátky ( ohrožení běžnými infekcemi

· deficience T buněk
· vede ke kombinované deficienci humorální i buněčně zprostředkované imunity
· např. SCID (severe combined immunodeficiency)

· postižené děti umírají během prvních dvou let na rychle se vyvíjející infekce trávicího traktu a pneumonie

· přes 50% je způsobeno genem na X chromozomu, zbývající na autozomech

· některé z případů SCID jsou způsobeny defektem genu kódujícího adenosindeaminázu (ADA) nebo purin nukleosidfosforylázu (PNP) ( nahromadění metabolitů, které jsou toxické pro kmenové lymfoidní buňky

· transplantace kostní dřeně, genová terapie

· AIDS
· acquired immune deficiency syndrom
· sekundární imunodeficience – je způsoben virem HIV (human immunodeficiency virus)

· virus je přenášen pohlavním stykem, krví, placentou, mlékem

· jeden z membránových proteinů viru se váže na CD4 ( virus infikuje zejména TH a makrofágy

· selhání obou větví imunitní odpovědi

· různě dlouhou dobu latentní

· postižení umírají na oportunní (normálně ne nebezpečné) infekce nebo malignity

· pokusy o terapii: potlačení reprodukce viru, zejména inhibice RT

5.13 Autoimunitní procesy, alergie
· autoimunita
· imunitní odpověď na vlastní složky organismu (autoantigeny)

· potenciální autoantigen: kterýkoliv protein, řada sacharidů a lipidů

· imunitní reakce: humorální a buněčně zprostředkovaná

· autoimunitní onemocnění – porušení mechanismů tolerance na vlastní antigeny
· i za fyziologické situace část lymfocytů unikne klonální selekci

· neznámé mechanismy udržují autoreaktivní lymfocyty v nečinnosti

· vlivem vnějších i vnitřních faktorů mohou být tyto mechanismy narušeny

· vnitřní faktory: genetická predispozice (soubor genů, který je pro různá onemocnění různý); vnější faktory: infekce, vlastní komponenty degradované nebo modifikované do imunogenní podoby

· alergie
· choroby z přecitlivělosti

· způsobeny patologickou imunitní reakcí na antigen (alergen)

· nejvýznamnější alergeny: pyly, prach, roztoči, alergeny v jedu včel a vos, domácí zvířata, různé potraviny a léky

· zvýšená produkce protilátek IgE – váží se na Fc receptory žírných buněk a bazofilních granulocytů (aktivace těchto buněk ( vyplavení mediátoru (např. histamin, proteolytické enzymy), které způsobují degranulaci eozinofilů a uvolnění dalších toxických látek
· rekace buď v jednotlivých orgánech (astma, rýma, kopřivka, ekzém) nebo celkové postižení – anafylaktický šok
· reakce na alergeny (tvorba IgE) se dědí polygenně

· léčba: podávání antihistaminik (časná fáze), kortikosteroidů (pozdní fáze)
6. Genová kontrola a regulace ontogeneze
6.1 Mechanismy genové kontroly ontogeneze
· po oplodnění – rýhování – mitotická dělení v rychlém sledu
· regulace rýhování: uplatňuje se IP3 a Ca2+
· průběh rýhování závisí na množství a uložení žloutku

· uložení látek a organel v zygotě předurčuje jejich distribuci do buněk moruly a má vztah k diferenciaci buněk – počáteční diferenciace buněk zárodku je geny mateřského efektu předurčena již v průběhu zrání vajíčka
· v organogenezi se uplatňují 3 mechanismy:

· růst buněk a buněčné dělení – vede k růstu plodu a tkání, přemísťování buněk

· diferenciace – vývoj specifických struktur a funkcí v buňkách a tkáních

· apoptóza – naprogramovaná smrt – zánik buněk, které splnily svou funkci a jsou přebytečné nebo poškozené

· regulace exprese genů v ontogenezi
· všechny jaderné buňky v organismu mají úplný soubor genů

· rozdílná exprese genů genomu v buňkách v průběhu diferenciace

· diferenciační procesy – iniciovány oplodněním

· produkt primárně aktivovaných genů exprimuje následující geny řetězce a jejich produkty exprimují další geny v regulačním řetězci a potlačují transkripci primárně aktivovaných genů – regulační genová kaskáda
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· v regulaci se uplatňují působky (lokální mediátory, hormony), receptory a transkripční faktory (regulační elementy) ovlivňující enhancery a silencery genů

· vysoká konzervovanost mechanismů regulace vývoje u vyšších eukaryot

· regulace diferenciace buněk u drosofily
· morfogeny – geny řídící diferenciaci

· působení závisí na koncentraci jejich produktů
· kaskáda morfogenů je aktivována již před oplodnění

· geny maternálního efektu
· jejich produkty aktivují systém regulační kaskády

· jsou součástí genomu matky

· exprimovány ve folikulárních buňkách a jejich mRNA a proteiny jsou transportovány do vajíčka

· pokud je recesivně homozygotním v kterémkoliv z genů maternálního efektu, je vývoj zygoty porušen
· určují dvě hlavní osy vývoje zárodku – anteroposteriorní a dorsoventrální polaritu embrya

· geny zygoty
· segmentační geny
· determinují vývoj segmentů
· jsou aktivovány geny maternálního efektu

· gap geny – transkripční proteiny, které se uplatňují při základní diferenciaci embrya

· mutace gap genů – porucha vývoje jen části segmentů

· pair-rule geny – specifikují charakter segmentů – jsou regulovány gap geny

· mutace pair-rule genů – redukuje počet parasegmentů na polovinu

· pair-rule geny produkují transkripční proteiny, které aktivují další geny

· geny polarity segmentů – ovlivňují anteroposteriorní polaritu segmentů vymezených pair-rule geny

· mutace – ztráta např. anteriorní části segmentu a jeho náhrada zrcadlovým uspořádáním zbytku segmentu

· geny polarity segmentů produkují transkripční nebo signální proteiny

· HOX geny (homeotické geny) – aktivovány po dokončení segmentace

· mutace vyvolávají homeózu – záměnu jednoho orgánu za jiný

· společný rys všech HOX genů: vysoce konzervovaný úsek 180 bp DNA (homeobox)

· homeoboxy kódují 60 AMK dlouhou část produktů HOX genů – homeodoména
· tkáňově specifické geny
· jsou vývojově velmi staré, ale o definitivní podobě orgánu rozhodují další, vývojově mladší a druhově specifické geny (např. gen pro oko myši přenesený na drosofilu vytvoří oko drosofily)

· v somatických buňkách jsou exprimovány jen geny, které buňka ke své činnosti potřebuje

· RNA-DNA saturace – studuje spektrum genů, které jsou exprimovány – z buněk je extrahována RNA a hybridizována s DNA celého genomu

· RNA-DNA kompetitivní hybridizační test – prokazuje, že některé geny jsou exprimovány shodně v různých tkáních, jiné jsou tkáňově specifické

· inaktivace genů je nespecifická – vazba s histony

· aktivace genů je specifická – působení specifických jaderných proteinů na enhancery

· morfogeny u savců
· hybridizace prokázaly velkou shodu homeodomén u drosofily a u myši

· HOX geny produkují regulační proteiny typu helix-turn-helix, které se specificky váží na cílovou sekvenci TAT promotorů dalších genů

· PAX geny (paired-box geny) – kódují domény s cca 130 AMK

· studie u člověka – etické problémy

· HOX geny člověka – uspořádány do 4 skupin, které se skládají z 9 – 11 genů v těsné vazbě

6.2 Genová kontrola diferenciace v ontogenezi
· regulace diferenciace buněk u drosofily
· morfogeny – geny řídící diferenciaci

· působení závisí na koncentraci jejich produktů
· kaskáda morfogenů je aktivována již před oplodnění

· geny maternálního efektu
· jejich produkty aktivují systém regulační kaskády

· jsou součástí genomu matky

· exprimovány ve folikulárních buňkách a jejich mRNA a proteiny jsou transportovány do vajíčka

· pokud je recesivně homozygotním v kterémkoliv z genů maternálního efektu, je vývoj zygoty porušen

· určují dvě hlavní osy vývoje zárodku – anteroposteriorní a dorsoventrální polaritu embrya

· geny zygoty
· segmentační geny
· determinují vývoj segmentů

· jsou aktivovány geny maternálního efektu

· gap geny – transkripční proteiny, které se uplatňují při základní diferenciaci embrya

· mutace gap genů – porucha vývoje jen části segmentů

· pair-rule geny – specifikují charakter segmentů – jsou regulovány gap geny

· mutace pair-rule genů – redukuje počet parasegmentů na polovinu

· pair-rule geny produkují transkripční proteiny, které aktivují další geny

· geny polarity segmentů – ovlivňují anteroposteriorní polaritu segmentů vymezených pair-rule geny

· mutace – ztráta např. anteriorní části segmentu a jeho náhrada zrcadlovým uspořádáním zbytku segmentu

· geny polarity segmentů produkují transkripční nebo signální proteiny

· HOX geny (homeotické geny) – aktivovány po dokončení segmentace

· mutace vyvolávají homeózu – záměnu jednoho orgánu za jiný

· společný rys všech HOX genů: vysoce konzervovaný úsek 180 bp DNA (homeobox)

· homeoboxy kódují 60 AMK dlouhou část produktů HOX genů – homeodoména
· tkáňově specifické geny
· jsou vývojově velmi staré, ale o definitivní podobě orgánu rozhodují další, vývojově mladší a druhově specifické geny (např. gen pro oko myši přenesený na drosofilu vytvoří oko drosofily)

· v somatických buňkách jsou exprimovány jen geny, které buňka ke své činnosti potřebuje

· RNA-DNA saturace – studuje spektrum genů, které jsou exprimovány – z buněk je extrahována RNA a hybridizována s DNA celého genomu

· RNA-DNA kompetitivní hybridizační test – prokazuje, že některé geny jsou exprimovány shodně v různých tkáních, jiné jsou tkáňově specifické

· inaktivace genů je nespecifická – vazba s histony

· aktivace genů je specifická – působení specifických jaderných proteinů na enhancery

· morfogeny u savců
· hybridizace prokázaly velkou shodu homeodomén u drosofily a u myši

· HOX geny produkují regulační proteiny typu helix-turn-helix, které se specificky váží na cílovou sekvenci TAT promotorů dalších genů

· PAX geny (paired-box geny) – kódují domény s cca 130 AMK

· studie u člověka – etické problémy

· HOX geny člověka – uspořádány do 4 skupin, které se skládají z 9 – 11 genů v těsné vazbě
6.3 Genová kontrola a význam apoptózy v ontogenezi
· 4 fáze: rozhodnutí zemřít, exekuce apoptózy, pohlcení zbytků buňky a jejich degradace
· využití poznatků získaných studiem červů a hmyzu
· studované geny – zařazeny do: rodiny bcl-2, rodiny ICE a substrátů ICE

· rodina genů bcl-2
· nadprodukce proteinu Bcl-2 potlačuje apoptózu, prodlužuje přežívání buněk

· nádorové buňky se zvýšenou produkcí bcl-2 genu jsou rezistentní vůči cytostatikům a záření

· další členy rodiny bcl-2: bcl-x, bax, bak, bik

· geny rodiny bcl-2 mají shodné domény BH1 a BH2 ( mohou vytvářet homo- a heterodimery

· homodimery Bcl-2 brání spuštění apoptózy, homodimery Bax-Bax ji spouští

· heterodimery Bcl-2-Bax ruší obě funkce

· zastoupení dimerů je výsledkem poměru Bcl-2 a Bax – poměr tak plynule ovlivňuje vnímavost buněk k signálům pro apoptózu

· rodina ICE (caspas)
· caspasy – cystein proteases that cleave proteins after an aspartic acid residue
· caspas je popsáno 11
· podílejí se na různých realizacích apoptózy

· syntetizovány jako neaktivní prekurzory – jsou aktivovány štěpením jinými proteázami nebo autokatalyticky

· granzym B – po proniknutí do cílové buňky spouští kaskádu aktivací caspas
· není jasné, zda caspasy přímo destruují buňku, nebo spouštějí další kroky apoptózy

· substráty CED-3/ICE proteáz
· u některých virů prokázány geny, které inhibují apoptózu hostitelských buněk a tím i likvidaci virů v napadených buňkách
· jeden z nich – gen p35 – kóduje protein P35

· P35 je štěpen proteázami z rodiny CED-3/ICE a inhibuje štěpení dalších substrátů těchto proteáz

· úloha TP53 a Rb genů
· gen TP53 – odpovědný za pozastavení buněčného cyklu v kontrolním bodu G1/S, má-li buňka poškozenou DNA
· nepodaří se DNA opravit ( TP53 vyvolá kaskádu reakcí vedoucích k apoptóze

· protein p53 snižuje expresi genu bcl-2 a zvyšuje expresi genu bax

· TP53 – tumor supresorový gen

· Rb gen – tumor supresorový – kóduje protein p105 – podporuje v součinnosti s p53 zastavení cyklu a umožňuje opravy DNA

· fosforylace (aktivace) p105 je nutná k přechodu do S fáze

· inaktivovaný Rb protein se podílí na spuštění apoptózy

· úloha růstových faktorů, cytokinů a hormonů
· rovnováha mezi buněčnou proliferací a smrtí

· proliferaci stimulují růstové faktory, cytokiny a hormony

· při hemopoéze růstové faktory a cytokiny ovlivňují i životnost – tj. mechanismus apoptózy

· nadměrná stimulace růstovými faktory ( tumor
· Fas/FasL indukovaná apoptóza
· reakce zprostředkovaná Fas ligandem (FasL) a specifickými transmembránovými receptory Fas
· podílí se na diferenciaci lymfocytů, na cytotoxickém efektu T lymfocytů, úloha při ukončování imunitní reakce
· Fas/FasL indukovaná apoptóza se podílí:
· na selekci lymfocytů v periferní tkáni

· na cytotoxickém efektu T lymfocytů a NK buněk
· na utlumení imunitní odpovědi

· význam apoptózy v embryogenezi
· podílí se na vytváření tkání a orgánů
· nezbytná pro modelaci orgánů, ale může jejich vývoj i poškodit
· na expresi apoptózy se podílejí tkáňově specifické faktory, ligandy a receptory

· např. končetiny – apoptóza modelující prsty

6.4 Reparační mechanismy organismu a jejich genetická kontrola

· po ukončení diferenciace se mohou dělit jen kmenové buňky – zajišťují náhradu funkčně opotřebovaných nebo poškozených buněk tkání i orgánů
· fyziologická regenerace – náhrada funkčně opotřebených buněk
· reparativní regenerace – náhrada poškozených částí organismu
· restituce ad integrum – úplná náhrada poškozené části

· reparace – neúplná náhrada, např. jizvou

· regenerace je regulována signálními molekulami
· člověk: restituční schopnost omezena na tkáně, které vykazují fyziologickou regeneraci

· leukocyty jsou v reverzibilní G0 fázi – k aktivitě stimulovány specifickými antigeny

· reparativní regenerace v místě poranění je stimulována růstovými faktory

· krevní destičky při srážení produkují destičkové růstové faktory ( stimulují mitotickou aktivitu a proliferaci fibroblastů, buněk hladké svaloviny, buněk neuroglie

· kompenzační hypertrofie – po ztrátě jedné ledviny se druhá zvětší (zvětšování a dělení buněk), stejně tak játra, kosterní a srdeční svalovina

6.5 Apoptóza a klinické důsledky poruch její regulace
· uplatňuje se v embryogenezi – udržení stability organismu; v přirozené obměně buněk ve tkáních; v procesu stárnutí a smrti organismu
· poruchy apoptózy – vznik VVV, poruchy vývoje, nádory, dědičná onemocnění
· morfogenezi orgánů zajišťuje vyváženost mezi růstem a diferenciací buněk a buněčnou smrtí
· význam u dospělého organismu: tkáně, které prodělávají cyklické změny (např. vlivem hormonů – endometrium, prsní žlázy, prostata); tkáně, kde dochází k trvalé obměně buněk (střevní epitel, lymfocyty)

· apoptóza může být spuštěna genetickým programem buňky nebo mezibuněčnými signály (proteiny, cytokiny a hormony)
· mohou ji vyvolat faktory prostředí, které buňku poškozují (záření, oxidativní stres, hypoxie, viry)

· průběh apoptózy
· 3 základní fáze:
· povel, kterým je buňka neodvolatelně odsouzena k smrti

· exekuce apoptózy – nitrobuněčné děje, které vedou k zániku buňky

· úklid fragmentů buňky fagocyty a okolními buňkami

· první fáze – není provázena viditelnými morfologickými změnami

· exekuce
· prvotní jsou změny v jádře – chromatin kondenzuje a agreguje v periferii jádra, chromozomy se uvolňují ze svého ukotvení k jadernému obalu

· postupné štěpení DNA specifickými endonukleázami – ke štěpení dochází mezi nukleozomy, které jsou obtáčeny 180 bp DNA

· změna struktury jádra – rozpadá se do mnoha částí, které obsahují určitý počet chromozomů

· pro průběh je nezbytná energie z ATP (mitochondrie)
· v dalším průběhu dochází ke změnám mitochondrií a narušení cytoskeletu
· v cytoplazmě se tvoří vakuoly

· ER se rozšiřuje a spojuje s buněčnou membránou ( vznik kapes

· změna struktury fosfolipidové dvouvrstvy, přerušení mezibuněčných spojení

· buňka se rozpadá na mnoho částí – apoptická tělíska – obsahují i části jádra s chromozomy

· třetí fáze – rychlá, makrofágy jsou aktivovány specifickými doménami na povrchu apoptických tělísek

· poruchy regulace apoptózy jako příčina chorob
· poznatky z tkáňových kultur studovaných in vitro

· potlačení apoptózy specifickými proteiny virů ( chronické infekce

· chronická infekce EBV – stimulace exprese bcl-2 genu v B lymfocytech genem viru

· podobný mechanismus se podílí na průběhu AIDS

· epitel GIT – buňky se dělí a putují k vrcholu krypt, cestou se diferencují, nedělící se buňky na vrcholu podléhají apoptóze
· v epitelu IT není exprimován gen bcl-2, ale gen bax ano ( nevznikají adenomy a karcinomy IT

· IC – potlačení apoptózy proteinem Bcl-2 ( vznik karcinomů

· indukce apoptózy je základním mechanismem imunitní reakce – změny v její regulaci mají závažné důsledky

· viry ovlivněná regulace Fas/FasL se podílí na klinickém obraze hepatitidy B, C

· apoptóza lymfocytů vyvolaná HIV ( AIDS

· Fas/FasL interakce – může vyvolat reakci štěpu proti hostiteli
· Alzheimer (dominantně dědičný) – progresivní degenerace a smrt buněk neokortexu a hippokampu ( poruchy paměti a demence
6.6 Genetické příčiny procesu stárnutí a smrti
· stárnutí – komplexní biologický proces, smrt – završení procesu stárnutí

· rysy procesu stárnutí:

· univerzálnost – probíhá u všech druhů i všech členů druhu

· progresivita – pokračuje v závislosti na čase a je zpravidla nevratné; rychlost progrese je individuální

· involuce – schopnost adaptace buněk a organismu se snižuje

· naprogramovanost – proces stárnutí je geneticky determinován

· každý druh má maximální specifickou délku života, které jsou jeho členové schopni se za optimálních podmínek dožít (člověk – cca 130 – 140 let)
· děti dlouhověkých rodičů mají šanci se dožít vyššího věku

· ženy žijí v průměru déle než muži

· jednobuněčné organismy – délka dožití je monogenně dědičná

· vyšší organismy – multifaktoriální dědičnost

· proces stárnutí studuje gerontologie
· stárnutí významně ovlivňuje průběh a klinický obraz mnoha onemocnění, reakce na léky a nutriční potřeby

· geriatrie – péče o seniory, podpora aktivního stáří, postgraduální školení lékařů

· selekční výhoda fenotypu je vyjádřena počtem potomstva, ne délkou dožití

· stárnutí buněk
· starší studie – hromadění odpadních látek, snižování obsahu vody, zvyšování viskozity cytoplazmy, snižování intenzity metabolismu

· novější studie – teorie volných radikálů
· nesmrtelné klony (in vitro) jsou jen ty, které prodělaly nádorovou transformaci ( u normálních somatických buněk – genetické naprogramování počtu dělení

· kumulace somatických mutací – vysvětluje některé jevy typické pro stárnutí – nedostatečná obnova buněk (reparační mechanismy ( apoptóza)

· věk dožití je naprogramován délkou telomer

· repetitivní sekvence telomer člověka: TTAGGG, délka: 5 – 15 kb

· telomera – zakončena jednovláknovým úsekem (vlákno 5‘ ( 3‘)

· baze telomery jsou methylované ( vytvoření specifické vlásenky, ve které se párují methylované G

· struktura telomery zabraňuje štěpení DNA deoxyribonukleázami, fúzi molekul DNA v genomu a umožňuje replikaci DNA bez ztráty koncových sekvencí

· ke zkrácení DNA by docházelo na opožďujícím se vlákně po vyštěpení posledního primeru – jeho náhradu řetězcem DNA není schopná katalyzovat žádná z DNA polymeráz (není volná 3’OH skupina)

· telomeráza (RNA dependentní DNA polymeráza) – schopná prodlužovat telomery – je aktivní pouze v buňkách zárodečné linie, kmenových buňkách kostní dřeně, stimulovaných B a T lymfocytech a v buňkách nádorově transformovaných

· telomera se při každém dělení zkracuje o 100 bazí, zkrácení pod 2,5 kb je pro buňku kritické ( může být navozena apoptóza

· progerie – sy předčasného stárnutí a smrti – vrozené zkrácení telomer

· stárnutí na úrovni organismu
· úbytek funkce jednotlivých orgánových systémů
· nejvíce se snižuje plicní ventilace a průtok krve orgány (až o 60%)

· snížená výkonnost a schopnost zajistit homeostázu

· délka dožití – velký význam má výkonnost imunitního systému
· s věkem se častěji objevují autoimunitní reakce (úbytek kmenových buněk a jejich mutace)

· klesá odolnost vůči infekcím, roste riziko neoplazií

· ve stěně cév se usazuje cholesterol

· hyperlipemie – monogenně dědičné

· ubývá nervových buněk (nemají schopnost reprodukce)

6.7 Genomický imprinting
· klasická mendelovská genetika – předpokládá stejnou expresi homologních genů zděděných po otci i po matce (autozomální dědičnost)
· genomový imprinting – ovlivnění exprese genu děděném po matce nebo po otci

· mechanismus imprintingu není zcela objasněn – možná různý stupeň methylace DNA

· Prader-Willyho sy
· mikrodelece 15q11-12
· malá postava, obezita, retardace duševního vývoje
· uniparentální disomie – delece 15q11-12 pat. (tj. na chromozomu otce) ( uniparentální disomie chromozomů matky
· Angelmanův sy
· mikrodelece 15q11-12
· záchvaty smíchu s křečemi, špatná koordinace pohybu, retardace duševního vývoje
· delece 15q11-12 mat. ( uniparentální disomie chromozomů otce
· vývoj zygoty v případě triploidie nebo uniparentální disomie všech chromozomů
· chorion se vyvíjí abnormálně s cystickými změnami ( vzniká útvar označovaný jako hydatiformní mola
· kompletní mola – karyotyp: 46, XX, ale obě sady chromozomů jsou otcovského původu
· kompletní mola – výrazné změny struktury placenty, zánik plodu
· z buněk kompletní moly může transformací vzniknout choriokarcinom
· částečná mola – vždy triploidní, nadpočetná sada chromozomů je paternálního původu
· částečná mola – hypertrofie placenty, plod je hypotrofický
· triploidie plodu s nadpočetnou mateřskou sadou – hypotrofie a fibróza placenty, těžká růstová retardace plodu
6.8 Ontogeneze pohlaví u savců, poruchy
· vývoj pohlavního dimorfismu – 3 fáze:
1. chromozomální determinace pohlaví (XX, XY)

2. diferenciace gonád

3. diferenciace pohlavního dimorfismu (fenotypu)

· chromozomální determinace pohlaví člověka
· pohlaví rozhoduje X nebo Y heterochromozom spermie

· poměr pohlaví u novorozenců 108 (XY) : 100 (XX) ( menší hmotnost spermií s Y chromozomem ( jsou rychlejší

· v časných obdobích embryonálního vývoje je převaha XY ještě větší, ale v důsledku X vázaných letálních genů je vyšší úmrtnost plodů XY

· diferenciace gonád
· krátká raménka Y – vysoce konzervovaná oblast SRY – obsahuje geny pro determinaci mužských gonád (TSPY)
· produkt genu TSPY se váže na promotor genu cytochrom-P450-aromatázy, která mění testosteron na estradiol

· navázání TSPY inaktivuje cytochrom-P450-aromatázu ( vytváření testosteronu ( determinace mužského pohlaví
· TSPY se váže i na promotor genu Müllerovy inhibiční substance – jeho aktivace u mužského embrya vyvolá diferenciaci testes a regresi ženských orgánů ( produkty genů oblasti SRY působí jako aktivátory i inhibitory
· gen TSPY – neobsahuje žádné introny a končí sekvencí pro poly(A) konec
· SRY leží v blízkosti části Y chromozomu, která se páruje s X ( nepravidelným crossing-overem může být SRY přenesena na X ( narodí se chlapec s 46,XX (pravděpodobnost 1:10 000)

· diferenciace pohlavního dimorfismu
· testes produkují testosteron ( stimuluje vývoj sekundárních mužských pohlavních orgánů a rozvoj Wolfových vývodů ve vnitřní pohlavní ústrojí

· testosteron je metabolizován na dihydrotestosteron – ovlivňuje vytváření zevních pohlavních orgánů

· Sertoliho buňky produkují MIF (Müllerovy vývody inhibující faktor)

· vývoj spermií – na dlouhých raméncích Y geny pro spermiogenezi

· v nepřítomnosti SRY se vyvíjí ovarium a z Müllerových vývodů se vyvíjí vejcovody, děloha a část vaginy

· vlivem estradiolu se vyvíjejí zevní ženské pohlavní orgány

· vývoj pohlavního dimorfismu je dokončen ve 12. – 14. týdnu těhotenství

· poruchy v pohlavní diferenciaci
· dysgeneze gonád – jeden ze znaků Turenrova a Klinefelterova sy

· praví hermafroditi – mají základ ovarií i testes (ve formě ovotestes, nebo na jedné straně ovarium a na druhé testes)

· chromozomální vyšetření pravých hermafroditů prokazuje mozaiku 46,XY/46XX – mohla vzniknout např. splynutím dvou zygot s různou výbavou chromozomů (tzv. chiméra)

· mužský pseudohermafroditismus – testes a ženský nebo obojaký zevní genitál – vyvolán mutacemi genu pro receptory testosteronu cílových buněk ( sy testikulární feminizace – testes zůstávají v dutině břišní

· ženský pseudohermafroditismus – ovaria, maskulinizace zevního genitálu – způsoben nadprodukcí testosteronu v nadledvinách při bloku 21-hydroxylázy

6.9 Teratogeneze, teratogeny
· etiologie vrozených vad
· VVV – přítomnost vady v okamžiku narození

· příčiny VVV: změny genetické informace (mutace), vlivy prostředí

· teratogeny – faktory, které vyvolávají vznik VVV

· příčiny vzniku VVV: chromozomální aberace, monogenně dědičné vady, multifaktoriálně dědičné vady, exogenně podmíněné vady
· chromozomální aberace (3 – 5%)
· většinou vznikají jako nové mutace

· monogenně dědičné vady (15 – 20%)
· zděděné nebo vyvolané novými mutacemi

· riziko opakování závisí na typu dědičnosti

· dominantní dědičnost: syndaktilie, polydaktilie, brachydaktilie, achondroplazie, kraniosynostózy

· recesivní dědičnost: adrenogenitální sy, infantilní polycystická choroba ledvin

· X vázaná dědičnost: hydrocefalus (stenóza aquaeductus Silvii)

· multifaktoriálně dědičné vady (65 – 70%)
· nejčastější
· na vzniku se podílí dědiční dispozice a vlivy prostředí

· nejčastější: vrozené srdeční vady, rozštěpy rtu a/nebo patra, rozštěpy neurální trubice

· exogenně podmíněné vady
· alkoholový sy, hydantoinový sy (léčba epilepsie v graviditě)

· ionizující záření: 1%

· infekce: 2 – 3%

· mateřské (diabetes, epilepsie): 2 – 3%

· chemické (léky, alkohol): 2 – 3%
· teratogeny a jejich působení
· výsledný efekt záleží na: teratogenu, intenzitě a době jeho působení, na genotypu plodu i matky

· táž příčina za různých okolností může působit různým mechanismem a mít různé důsledky

· fyzikální teratogeny
· radioaktivní záření – především chromozomální zlomy

· rtg vyšetření jen v neodkladných případech

· velké dávky záření ( anencefalie, rozštěp páteře, mikrocefalie (záleží na stádiu embryonálního vývoje v době expozice)

· vysoká teplota – nepříznivě ovlivňuje vývoj plodu, zejména CNS

· chemické teratogeny
· všechny látky s mutagenním účinkem
· thalidomid – na ranní těhotenské nevolnosti ( závažné defekty končetin; v USA povolen pro terapii lepry, AIDS
· antiepileptika ( rozštěpy rtu a patra; obsahují hydantoin (( hydantoinový sy – srdeční vady, rozštěpy patra, hypoplazie distálních článků prstů) – největší riziko má kombinovaná léčba

· cytostatika, některá antibiotika (streptomycin, tetracyklin)

· alkohol ( fetální alkoholový sy – opožděný psychomotorický vývoj, neklid, dismorfie obličeje; četnost až 1:1 000

· retinoidy – kys. retinová – regulace transkripce (transkripční regulátor morfogeneze); exprese receptorů pro retinoidy je různá v odlišných tkáních v různé době embryonálního vývoje

· infekce
· největší riziko: infekce matky a plodu na začátku gravidity
· nejvýznamnější teratogeny: viry – virus zarděnek (poškození CNS, srdeční vady), herpes virus, cytomegalovirus, HIV

· toxoplazmóza (oční vady, poškození CNS)

· syfilis

· nemoci matky
· diabetes mellitus – zvýšené riziko spontánních potratů a porodů novorozenců s VV

· mateřská PKU – poškození CNS plodu, psychomotorická retardace bez ohledu na genotyp plodu – placenta aktivně přenáší Phe

· teratogenní perioda
· teratogenní účinek závisí i na období vývoje plodu, ve kterém působí
· poškození v časných vývojových stádiích ( nedojde k těhotenství nebo končí spontánním potratem – působení teratogenů v tomto období nezvyšuje riziko narození dítěte s VVV

· každý orgán má svou kritickou periodu, kdy se diferencuje

· teratogeny ve 4.- 5. týdnu ( rozštěp páteře, srdeční vady

· v dalších týdnech se vyvíjí vnitřní orgány, končetiny, obličej

· v závěru embryonálního vývoje (4. – 10. týden) se vyvíjí prsty, uzavírá se patro a zakládá se pohlavní dimorfismus
· ve fetálním období nevznikají morfologické vady, ale teratogeny mohou ovlivnit diferenciaci tkání (histogenezi) a iniciaci funkcí

· 4. měsíc – diferenciace struktury šedé kůry); po 28. týdnu – tvorba surfaktantu

· intoxikace nebo hypoxie mohou poškodit funkci CNS kdykoliv

· klasifikace VVV
· rozdělení na malformace, disrupce, deformace, dysplazie, sekvence, syndromy a asociace
· malformace
· poruchy vývoje orgánů

· důsledek změny genetické informace

· dělí se na monogenně a polygenně dědičné

· např. srdeční vady, rozštěpy páteře, rozštěpy rtu/patra, polydaktilie

· disrupce
· poruchy vývoje orgánů

· vyvolané vnějšími vlivy

· např. malformace končetin vyvolané amniovými pruhy, které mohou ovinout vyvíjející se končetinu a zaškrtit ji
· deformace
· vyvolané působením neobvyklých sil na normálně založený orgán
· např. pes equinovarus při nedostatku plodové vody, způsobený vynuceným chybným postavením nohy plodu

· dysplazie
· abnormální organizace buněk ve tkáních

· příčina: porucha indukce, diferenciace nebo apoptózy

· např. osteogenesis imperfecta, dysplazie ledvin

· sekvence
· mnohočetné vady

· vznikají jako kaskáda následných dějů

· např. nedostatek plodové vody ( mechanické pomačkání obličeje tlakem stěn dělohy a hypoplazie plic (sekvence Potterové)

· syndromy
· mnohočetné vady, u kterých je známa jejich příčina

· např. Downův sy

· asociace
· kombinace více vad, které nejsou sekvencí ani syndromem

· např. VATER asociace (vertebral-annal-tracheal-esophageal and renal abnormalities)

· vyvolána působením teratogenů na vývoj více orgánů současně

6.10 Vrozené vývojové vady člověka, příklady, rozdělení podle příčin
· VVV – přítomnost vady v okamžiku narození

· příčiny VVV: změny genetické informace (mutace), vlivy prostředí

· teratogeny – faktory, které vyvolávají vznik VVV

· příčiny vzniku VVV: chromozomální aberace, monogenně dědičné vady, multifaktoriálně dědičné vady, exogenně podmíněné vady
· chromozomální aberace (3 – 5%)
· většinou vznikají jako nové mutace

· monogenně dědičné vady (15 – 20%)
· zděděné nebo vyvolané novými mutacemi

· riziko opakování závisí na typu dědičnosti

· dominantní dědičnost: syndaktilie, polydaktilie, brachydaktilie, achondroplazie, kraniosynostózy

· recesivní dědičnost: adrenogenitální sy, infantilní polycystická choroba ledvin

· X vázaná dědičnost: hydrocefalus (stenóza aquaeductus Silvii)

· multifaktoriálně dědičné vady (65 – 70%)
· nejčastější

· na vzniku se podílí dědiční dispozice a vlivy prostředí

· nejčastější: vrozené srdeční vady, rozštěpy rtu a/nebo patra, rozštěpy neurální trubice

· exogenně podmíněné vady
· alkoholový sy, hydantoinový sy (léčba epilepsie v graviditě)

· ionizující záření: 1%

· infekce: 2 – 3%

· mateřské (diabetes, epilepsie): 2 – 3%

· chemické (léky, alkohol): 2 – 3%

· klasifikace VVV
· rozdělení na malformace, disrupce, deformace, dysplazie, sekvence, syndromy a asociace

· malformace
· poruchy vývoje orgánů

· důsledek změny genetické informace

· dělí se na monogenně a polygenně dědičné

· např. srdeční vady, rozštěpy páteře, rozštěpy rtu/patra, polydaktilie

· disrupce
· poruchy vývoje orgánů

· vyvolané vnějšími vlivy

· např. malformace končetin vyvolané amniovými pruhy, které mohou ovinout vyvíjející se končetinu a zaškrtit ji

· deformace
· vyvolané působením neobvyklých sil na normálně založený orgán

· např. pes equinovarus při nedostatku plodové vody, způsobený vynuceným chybným postavením nohy plodu

· dysplazie
· abnormální organizace buněk ve tkáních

· příčina: porucha indukce, diferenciace nebo apoptózy

· např. osteogenesis imperfecta, dysplazie ledvin

· sekvence
· mnohočetné vady

· vznikají jako kaskáda následných dějů

· např. nedostatek plodové vody ( mechanické pomačkání obličeje tlakem stěn dělohy a hypoplazie plic (sekvence Potterové)

· syndromy
· mnohočetné vady, u kterých je známa jejich příčina

· např. Downův sy

· asociace
· kombinace více vad, které nejsou sekvencí ani syndromem

· např. VATER asociace (vertebral-annal-tracheal-esophageal and renal abnormalities)

· vyvolána působením teratogenů na vývoj více orgánů současně

6.11 Prevence a časná diagnostika vrozených vad
· plánované rodičovství
· ochrana před mutageny do realizace reprodukčního záměru

· s věkem roste riziko mutací

· ochrana před teratogeny – průběhu gravidity

· příznivý zdravotní stav matky – mateřská PKU, diabetes mellitus, epilepsie

· gynekologické vyšetření – úprava všech zjištěných odchylek

· vitamínová clona – příznivý vliv kys. listové a vit. C

· prenatální diagnostika
· možnost ukončení gravidity do 24. týdne těhotenství, pokud je onemocnění neslučitelné se životem (Patauův sy) i po 24. týdnu
· rozvíjí se fetální medicína (prenatální léčba)

· na prenatální diagnostiku musí: těhotné s rizikem VVV a dědičných chorob pro plod, těhotné starší 35 let, těhotné s pozitivním screeningovým vyšetřením

· invazivní vyšetření se provádí na základě výsledku genetické konzultace (biopsie choriových klků, amniocentéza, fetoskopie)

· screening biochemických markerů
· z krve matky

· (-fetoprotein (AFP), choriový gonadotrpin (hCG), nekonjugovaný estriol (uE)

· zvýšené hodnoty AFP ( VVV plodu nekryté kůží (rozštěp páteře)

· snížené hodnoty AFP a zvýšené hodnoty hCG ( Downův sy

· ultrazvukové vyšetření
· v 6., 18. a 32. týdnu

· pro postižení plodu svědčí i nepřímé známky – retardace vývoje, málo nebo mnoho plodové vody, disproporce vývoje jednotlivých částí 

· amniocentéza
· odběr vzorku plodové vody (jehlou skrz stěnu břišní)
· z plodové vody lze vyšetřit karyotyp plodu

· hodnocení zejména hladiny AFP

· riziko výkonu (spontánní potrat) – menší než 1%

· biopsie trofoblastu
· provádí se transabdominálně

· vyšetření karyotypu po 1 – 2 hodinách

· výsledek musí být potvrzen vyšetřením plodové vody

· mírně vyšší riziko potratu než u amniocentézy

· kordocentéza
· odběr fetální krve punkcí pupečníku

· rychlá karyotipizace lymfocytů plodu, hematologické vyšetření, biochemické, imunologické

· mírně vyšší riziko potratu než u amniocentézy

· umožňuje i transfuzi krve plodu

· fetoskopie
· do amniální dutiny je zaveden optický systém
· vizualizace plodu a odběr vzorku tkáně na biopsii

· riziko výkonu: 5 – 10%

· cílené ultrazvukové vyšetření
· umožňuje diagnostikovat: poruchy vývoje hlavy, rozštěpy páteře, srdeční vady, vady ledvin, atresie močových cest, Turnerův sy

· postnatální prevence
· populační screening
· např. screening Rh negativních těhotných nebo novorozenců s PKU

· pravidelné kontroly kojenců

· genealogický screening geneticky rizikových rodin
· efektivní u AD a polygenně (P) dědičných chorob a VVV
· např. cystická choroba ledvin (AD), hypercholesterolemie (AD, P)

6.12 Mutagenní a teratogenní faktory životního prostředí

· biologické mutageny
· zejména viry

· změny vyvolané transposony (úseky DNA schopné se přemísťovat z jednoho místa genomu na druhé)

· genom člověka – 2 skupiny transponibilních elementů:

1. LINE – long interspred nuclear element – kolem 6 500 bp, v genomu zastoupeny až v 50 000 kopií

2. SINE – short interspred nuclear element – kolem 150 – 300 bp

· ze SINE je nejvíce prostudována Alu sekvence – v haploidním genomu člověka je asi 500 000 Alu sekvencí (až 5 % genomu)

· fyzikální teratogeny
· radioaktivní záření – především chromozomální zlomy

· rtg vyšetření jen v neodkladných případech

· velké dávky záření ( anencefalie, rozštěp páteře, mikrocefalie (záleží na stádiu embryonálního vývoje v době expozice)

· vysoká teplota – nepříznivě ovlivňuje vývoj plodu, zejména CNS

7. Onkogenetika
7.1 Charakteristika nádorového bujení
· nádorové onemocnění – růst buněk, které se vymkly z kontroly buněčného dělení a které proliferují téměř autonomně

· benigní nádory
· rostou relativně pomalu v původním ložisku

· zachovávají charakter tkáně, ze které vznikly

· maligní nádory
· prorůstají z původního ložiska do okolí – invazivní růst

· poškozují strukturu a funkci orgánu

· uvolněné nádorové buňky jsou přenášeny lymfou a krví do jiných orgánů, kde pokračují ve své proliferaci a agresivitě (metastáze)

· geneticky podmíněné onemocnění

· příčina maligní transformace: změny na molekulární úrovni – mutace v určitých genech buňky
· 3 typy genů:

· protoonkogeny – význam pro regulaci buněčného dělení

· tumor-supresorové gen – význam pro regulaci buněčného dělení

· mutátorové geny – kontrolují stabilitu genomu

· mutace těchto genů ( vznik nádorového onemocnění
· protoonkogeny
· podílejí se na regulaci buněčného růstu a při diferenciaci buněk
· protoonkogen – normální gen, netransformovaná forma

· onkogen – gen nádorových buněk

· onkoproteiny – produkty onkogenů – odpovědné za změny v regulaci buněčné proliferace

· celulární onkogeny = c-onc – vzniklé mutací protoonkogenů somatických buněk

· virové onkogeny = v-onc – v genomu některých retrovirů, RNA virů s onkogenním potenciálem

· tumor-supresorové geny
· brzdí rychlost množení buněk

· uplatňují se např. v regulaci trvání interfáze

· mutátorové (reparační) geny
· odpovědné za přesnost replikace DNA

· selhání funkce ( neschopnost buněk reparovat poškozenou DNA ( zvýšení počtu mutací

· vznik nádorového onemocnění – vícestupňový proces
· pro maligní transformaci je třeba 4 – 6 kritických, na sobě nezávislých změn v genomu jedné buňky

· premaligní mechanismus – jedna mutace v buňce – je přítomna ve všech dceřiných, jedna dceřiná znovu zmutuje ( 2 mutace v buňce, přítomné ve všech dceřiných atd.

· zvýšená frekvence mutací protoonkogenů  a nebo tumor-supresorových genů u některých osob je vysvětlována defekty v reparačních/mutátorových genech

· charakteristiky nádorového růstu in vivo
· nekontrolované množení transformovaných buněk – hlavní rys maligního zvratu

· maligní transformace může postihnout buňky téměř všech tkání

· hlavní typy nádorů
· sarkomy – vznikají z mezenchymální tkáně

· karcinomy – vznikají z epiteliální tkáně

· hematopoetické a lymfoidní malignity - leukémie a lymfomy

· přesnější klasifikace – místo vzniku, typ tkáně, rychlost progrese
· morfologický obraz nádorové tkáně
· proliferující nádorové buňky (parenchym)

· pojivová nenádorová tkáň (stroma)

· cévní systém – jeho vznik nádory samy stimulují
· charakteristický rys růstu maligního nádoru – invazivní růst – tj. schopnost prorůstat do okolní tkáně; schopnost metastazovat z primárního
· charakteristika nádorového růstu in vitro
· normální buňky při kultivaci in vitro
· zachovávají kontrolu množení v daném prostředí – kontaktní inhibice (buňky zastaví růst po vzájemném kontaktu – vytvoří souvislou jednobuněčnou vrstvu)

· mají omezený počet generací – po určitém počtu generací buněčná kultura zaniká

· na buněčném povrchu nesou typické antigenní determinanty

· metabolismus – hlavně aerobní

· vysoké požadavky na přítomnost růstových faktorů (potřebují pro růst stimulaci)

· mají diploidní počet chromozomů

· zachovávají specifický buněčný tvar

· nádorové buňky v podmínkách in vitro
· získávají schopnost neomezeného růstu – ztráta kontaktní inhibice ( vytvoří několik vrstev, jsou neorganizovaně nakupené

· kultura je nesmrtelná – neomezený počet generací

· vznikají změny v povrchových antigenech

· zvýšený anaerobní metabolismus

· nižší požadavek na množství růstových faktorů

· mívají změněný počet chromozomů – heteroploidní nebo pseudodiploidní chromozomální výbava

· chromozomy vykazují náhodné i nenáhodné (systematicky se opakující) numerické nebo strukturní aberace

· maligní transformace často provázena změnou tvaru buněk

· transfekce – důkaz, že DNA nádorových buněk nese genetickou informaci odpovědnou za maligní zvrat – přenos DNA z nádorových buněk do normálních ( vyvolání vzniku ložisek nádorových buněk

7.2 Charakteristika transformovaných buněk
· získávají schopnost neomezeného růstu – ztráta kontaktní inhibice ( vytvoří několik vrstev, jsou neorganizovaně nakupené

· kultura je nesmrtelná – neomezený počet generací

· vznikají změny v povrchových antigenech

· zvýšený anaerobní metabolismus

· nižší požadavek na množství růstových faktorů

· mívají změněný počet chromozomů – heteroploidní nebo pseudodiploidní chromozomální výbava

· chromozomy vykazují náhodné i nenáhodné (systematicky se opakující) numerické nebo strukturní aberace

· maligní transformace často provázena změnou tvaru buněk

7.3 Příčiny vzniku nádorů, kancerogeneze, kancerogeny
· mutace v genech regulujících buněčný růst mohou být spontánní, ale častěji jsou vyvolány faktory vnějšího prostředí (mutageny)

· chemické látky
· polycyklické a aromatické uhlovodíky, chlorované uhlovodíky, aromatické aminy, nitrosaminy, azbest, těžké kovy, mykotoxiny

· většina kancerogenně působících chemických látek je v organismu aktivní až po přeměně na vlastní kancerogeny

· metabolická aktivace chemických látek – uplatňuje se individuální genetická dispozice jedince

· chemicky indukované nádory zažívacího traktu – nevhodné dietetické návyky

· nejrizikovější potraviny: živočišné tuky a potraviny, které je obsahují

· fyzikální vlivy
· UV záření, ionizující záření (gamma, rtg)

· zvyšuje riziko některých typů nádorů: ionizující záření – leukémie, UV záření – nádory kůže

· ionizující záření – zlomy a přestavby chromozomů nebo chromatid

· UV záření – vznik dimerů thyminu
· potomci rodičů vystavených vlivu kancerogenů nebo mutagenů mohou získat predispozici k nádorovým onemocněním vznikem mutací v prezygotickém stádiu zárodečných buněk vystavených těmto faktorům (gametické mutace)
· biologické vlivy
· nádory virové etiologie
· DNA viry ze 4 odlišných rodin: herpesviry, hepdnaviry, papovaviry, adenoviry

· RNA viry: retroviry

· DNA viry
· lidské papilomaviry – karcinom děložního čípku, papilomatóza hrtanu, dlaždicobuněčný karcinom ústní sliznice
· EB virus (herpesvirus) – B buněčné lymfomy (Burkittův lymfom – translokace)
· virus hepatitidy B – hepatocelulární karcinom (substituce)
· retroviry
· HIV – Kaposiho sarkom, B lymfom

· HTVL-1 – T buněčná leukémie dospělého věku
· HTVL-2 – T buněčná „vlasatá“ leukémie

· onkogenní viry se při maligní transformaci nechovají jako infekční agens

· maligní zvrat buňky – virus ovlivní buněčnou DNA – působí jako onkogenní faktor
7.4 Protoonkogeny, onkogeny
· infekce onkogenními retroviry
· onkogenní virus se nemusí chovat jako infekční agens ( nedojde ke kompletní replikaci a uvolnění virových partikulí ( transformace buňky na nádorovou
· kategorie onkogenních retrovirů: pomalu a rychle transformující retroviry

· pomalu transformující retroviry
· genom: pouze 3 geny: gen gag (kapsidové proteiny), gen pol (info pro reverzní transkriptázu), env (info pro syntézu specifických glykoproteinů tvořících složky virového obalu)
· transformace nastává po dlouhém období latence

· rychle transformující retroviry
· genom: geny gag, pol, env + virový onkogen v-onc
· v-onc kóduje protein odpovědný za onkogenezu

· nádory vznikají během 2 – 3 týdnů

· např. virus Rousova sarkomu kuřat

· Rousův sarkom – model pro studium onkogenů
· onkogen v-src – není virového původu – kopie genu, který se nachází ve všech buňkách kuřat

· z genetického materiálu eukaryotní hostitelské buňky jej transdukcí náhodně získal předchůdce Rousova viru

· existence buněčných genů se skrytým onkogenním potenciálem – protoonkogenů

· úloha protoonkogenů v regulaci buněčného množení
· regulují buněčnou proliferaci a diferenciaci na všech úrovních signálních cest
· produkty protoonkogenů
· růstové faktory – protoonkogen hst kóduje růstový faktor fibroblastů – v nádorech prsu, jícnu a u maligních melanomů je hst protoonkogen amplifikován
· receptory růstových faktorů – nejčastěji proteiny s tyrosinkinázovou aktivitou

· proteiny vázající GTP – G proteiny – produkty protoonkogenů genové rodiny ras; onkogeny c-ras kódují proteiny, které nejsou schopny ukončit signál stimulující růst

· tyrosinkinázy lokalizované v plazmatické membráně
· cytoplazmatické proteiny – protoonkogen raf usměrňuje signály vedoucí z cytoplazmy do jádra

· transkripční faktory – protoonkogeny fos, jun, erb-A - aktivují nebo inhibují transkripční aktivitu přilehlých sekvencí DNA

· proteiny kontrolující buněčný cyklus – protoonkogeny c-myc a c-myb stimulují přechod z G1 do S fáze – zvýšená exprese vede ke zkrácení klidového stádia před S fází – omezení času na opravy DNA
· různé živočišné druhy – shodné protoonkogeny s evolučně konzervovanými oblastmi
· změna v jednom z párových protoonkogenů na homologních chromozomech stačí, aby došlo ke změně v regulaci buněčné aktivity

· mutace protoonkogenů – charakter dominantní somatické mutace

· mechanismy měnící funkci protoonkogenů
· bodové mutace
· ovlivnění protoonkogenu virovým promotorem – inzerce retrovirového promotoru poblíž nebo do sekvence protoonkogenu

· chromozomální přestavby – např. translokace

· amplifikace protoonkogenů
· změny protoonkogenů vyvolané mutacemi
· změna regulace transkripce – kvantitativní změna
· změna ve struktuře genu ( syntéza změněného produktu – kvalitativní změna

· struktura genu je většinou změněna bodovou mutací

· filadelfský chromozom – u chronické myeloidní leukémie – vzniká reciprokou translokací, která přemístí protoonkogen c-abl z dlouhých ramének 9 na dlouhá raménka 22, kde je lokus bcr (break cluster region) ( bcr fúzuje s c-abl ( produkt fúzovaného genu: hybridní protein schopný vyvolat maligní transformaci

7.5 Tumor supresorové geny
· jejich produkty regulují buněčné dělení

· k poruše kontroly buněčného cyklu vede chybění obou alel určitého supresorového genu (např. delece), změna jejich struktury (např. bodová mutace) nebo inaktivace jimi kódovaného proteinu (např. vazbou s antigenem onkogenního DNA viru)

· narozdíl od protoonkogenů mutace v supresorových genech mají recesivní charakter
· retinoblastom
· gen Rb1 (chromozomu 13) – podmiňuje vznik retinoblastomu

· retinoblastom – maligní nádor sítnice – postihuje vyvíjející se buňky retiny v časném dětském věku

· nedědičná forma – postižené dítě se vyskytuje v rodině sporadicky, nález malignity je unilaterální a vznik nádoru pozdější

· familiární výskyt – nádor vzniká dříve, bilaterální postižení

· při familiárním výskytu postižené dítě zdědilo jednu nefunkční (mutovanou) alelu genu Rb1, která byla přítomna ve všech buňkách (zárodečná mutace)

· sporadická forma – vzniká po dvou nezávislých somatických mutací v tomtéž retinoblastu

· vznik retinoblastomu podmiňují mutace obou alel genu Rb1
· ztráta funkce Rb1 je nejčastěji způsobena delecemi, mitotickou nondisjunkcí, mitotickou rekombinací, uniparentální disomií, chybným sestřihem, bodovou mutací

· produkt Rb1: protein 105 – regulace transkripce – je aktivován defosforylací a inaktivován fosforylací

· tumor-supresorový gen TP53
· lokalizován na chromozomu 17
· reguluje průběh interfáze

· reaguje na poškození DNA dočasným zastavením cyklu (mezi G1 a S) ( umožní tím reparaci

· není přímo odpovědný za pozastavení cyklu ani reparaci chyb ( zahájení a trvání klidového stádia kontroluje prostřednictvím genů, jejichž transkripční aktivitu řídí

· produkt: protein p53 – transkripční faktor – váže se na DNA a aktivuje transkripci mnoha genů

· uplatňuje se i ve druhém kontrolním bodě (mezi S a G2) – pozastavením umožňuje postreplikační opravy

· gen TP53 vyvolává a koordinuj apoptózu, když reparace DNA není úspěšná

· mutace TP53 ( duplikace chyb při replikaci, jejich fixace v buněčném klonu
· nejčastěji bodové mutace (záměna jedné AMK) – aby bodová mutace vyvolala změnu, vedoucí k maligní transformaci, musí zasáhnout určité oblasti genu
· onkoproteiny některých DNA virů se váží s proteinem p53 a inaktivují jej

· apoptóza
· odpověď na neopravitelné poškození DNA

· mechanismus obrany organismu proti proliferaci nežádoucích buněk

· fyzikální mechanismy: záření, hypertermický šok

· imunologické podněty: interleukin 2

· cytostatika

· průběh je usměrňován protoonkogen myc a Bcl-2
· zvýšená exprese onkogenu c-myc ( zvýšená produkce p53 ( zablokování buněčného cyklu, konečným důsledkem může být apoptóza

· extrémně nízká aktivita c-myc ( potlačení buněčné proliferace ( iniciace mechanismů vedoucích k apoptóze

· Bcl-2 onkogen je antagonista apoptózy – jeho produkt podporuje přežívání buněk a blokuje některé signální cesty vyvolávající apoptózu

7.6 Mutátorové geny, stabilita buněčného genomu
· kontrolují stabilitu buněčného genomu
· odpovídají za reparaci poškození DNA

· mutace nebo inaktivace ( hromadění a udržování mutací v buňce, nestabilita genomu
· zvýšená frekvence a kumulace mutací ( maligní transformace

· MMR – mismatch geny – oprava chybného párování

· mutace MMR ( ve fenotypu se projevují nestabilitou délky mikrosatelitových lokusů ( replikační chyby

· mutace mají recesivní charakter
· maligní transformace vyvolaná mutací mutátorových genů: dědičný nádor tlustého střeva bez předcházejícího polypózního stádia (HNPCC) – AD
· Lynchův sy I – familiární výskyt HNPCC provázený pouze nálezem karcinomů tlustého střeva nebo rekta

· Lynchův sy II – HNPCC doprovázený karcinomy v dalších orgánech

7.7 Chromozomové aberace v etiologii neoplazií
· ionizující záření – zlomy a přestavby chromozomů nebo chromatid

· filadelfský chromozom – u chronické myeloidní leukémie – vzniká reciprokou translokací, která přemístí protoonkogen c-abl z dlouhých ramének 9 na dlouhá raménka 22, kde je lokus bcr (break cluster region) ( bcr fúzuje s c-abl ( produkt fúzovaného genu: hybridní protein schopný vyvolat maligní transformaci

7.8 Nádory s familiárním výskytem
· familiární výskyt – mutovaný tumor-supresorový nebo mutátorový gen je přenesen pohlavní buňkou jednoho z rodičů a mutace druhé alely nastane v somatické buňce

· děděna je predispozice k určitému typu nádorového onemocnění

· 10 – 15% nádorů má dědičný charakter

· výskyt určitého typu nádoru je v rodině vyšší než v populaci

· výskyt dědičně predisponovaných nádorů – dědičnost autozomálně dominantní s neúplnou penetrací

· postižení více členů rodiny stejným typem nádoru

· dřívější nástup onemocnění

· multifaktoriální nebo bilaterální výskyt

· vznik 1, 2 nebo více primárních nádorů různých orgánů u téhož jedince

· neurofibromatóza – benigní – část pacientů má zvýšený výskyt maligních nádorů jiných orgánových systémů

· nádory s familiárním výskytem: maligní melanom, nádor močového měchýře, nádor děložního čípku, nádory prsu a plic, HNPCC, Wilmsův nádor ledvin, Li-Fraumeni sy

· poradenství, preventivní opatření
· identifikace predisponovaných jedinců pomocí genetických markerů
· presymptomatická a prenatální diagnostika nádorů

· na vzniku se kromě genetických faktorů podílejí i faktory vnějšího prostředí
· maligní nádory téhož orgánu vznikají kumulací odlišných mutací
· zaměření preventivních opatření
· pravidelné diagnostické testy – endoskopie (nádory GIT), mammografie a sonografie (nádory prsu, ovarií)
· úprava životního stylu včetně diety

· profylaktické chirurgické zákroky

· jiné vrozené dispozice vzniku nádorů
· geny ovlivňující metabolismus chemických látek (mutagenů) nebo reparaci DNA

· kouření – zdroj chemických kancerogenů (plicní nádory) – enzym pro metabolismus polycyklických uhlovodíků – při geneticky podmíněné vysoké aktivitě enzymu jsou kuřáci více ohroženi vznikem plicních nádorů
· autozomálně recesivně děděná chromozomální instabilita – vrozené defekty reparace DNA

7.9 Presymptomatická diagnostika a prevence nádorů
· identifikace predisponovaných jedinců pomocí genetických markerů

· presymptomatická a prenatální diagnostika nádorů

· na vzniku se kromě genetických faktorů podílejí i faktory vnějšího prostředí

· maligní nádory téhož orgánu vznikají kumulací odlišných mutací

· zaměření preventivních opatření
· pravidelné diagnostické testy – endoskopie (nádory GIT), mammografie a sonografie (nádory prsu, ovarií)

· úprava životního stylu včetně diety

· profylaktické chirurgické zákroky

7.10 Imunitní systém a nádorová onemocnění
· protinádorová imunita – imunita transplantačního typu – zprostředkovaná T lymfocyty

· pozitivní vliv interleukinu IL-2, interferonů a tzv. tumor nekrosis faktoru (TNF ( a ()
· významně se podílí NK buňky (přirození zabíječi) a LAK (lymfokiny aktivovaní zabíječi)

· NK buňky jsou pro nádorové buňky toxické bez předchozí senzitizace
· nádorovou tkáň infiltruje funkčně modifikovaná populace T lymfocytů – tumor infiltrující lymfocyty (TIL)
· posílení imunitního systému – podpůrná složka terapie

· změny v antigenní výbavě nádorových buněk
· kvalitativní – vznik neoantigenů – specifické nádorové transplantační antigeny (TSTA)
· kvantitativní – změny v expresi antigenů vlastních i normálním buňkám

· neoantigeny
· antigeny transplantačního typu

· vyvolají imunologickou odezvu vedoucí k likvidaci transformovaných buněk v počátku maligního procesu

· uniknutí transformovaných buněk mechanismům imunitní kontroly může být způsobeno selekcí v populaci nádorových buněk nebo imunosupresí jedince

· imunosupresi mohou vyvolat chemické, fyzikální i biologické kancerogeny

· existuje heterogenita v antigenní výbavě TSTA mezi buňkami téhož nádoru

· TSTA virových nádorů se liší od TSTA nádorů indukovaných chemickými kancerogeny nebo zářením – nádory vyvolané týmž virem nesou shodné TSTA
· imunitní reakce proti TSTA má význam při spontánní likvidaci nádorových buněk na počátku maligního procesu

· kvantitativně změněná exprese antigenů
· důležitý diagnostický marker

· antigenní markery jsou buď vázány na buněčném povrchu, nebo jsou nádorovými buňkami secernovány do krevního oběhu
· diagnostika – stanovení hladiny karcinoembryonálního antigenu (CEA) a alfa-fetoproteinu (AFP) v séru

· zvýšené hodnoty CEA ( nádory GIT, jiná nenádorová onemocnění GIT

· AFP – přítomný ve fetálních játrech, fetálním séru, malé množství v séru zdravých dospělých jedinců

· zvýšená hladina AFP ( hepatomy, testikulární teratom

· sledování antigenů MHC I. a II. třídy
· snížená exprese I. třídy ( tumor žaludku, ovaria, střeva, ledviny, prsu a pankreatu

· stanovení exprese II. třídy má význam pro prognózu leukémií (pokud v membráně leukemických buněk chybí ( špatná prognóza)

· diferenciační antigeny – membránové CD antigeny – s jejich pomocí lze zpřesnit diagnostiku morfologicky nerozlišitelných nádorových onemocnění (zejména hematologických malignit a lymfomů)
7.11 Možnosti genové terapie nádorů
· chirurgický zákrok, radioterapie, chemoterapie, imunoterapie + genová terapie

· přímá genová terapie
· oprava chyby – změny v sekvenci DNA, která je odpovědná za maligní transformaci
· maligní fenotyp – multifaktoriální charakter ( nelze opravit všechny buňky

· nepřímá genová terapie
· vnesení nové genetické informace do buňky, která vede k likvidaci nádorových buněk
· často je genová manipulace uskutečněna ex vivo
· fyzikální metody
· přímé vpravení nukleové kyseliny do cílových buněk

· malá účinnost

· chemické metody
· pro inkorporaci genů používají např. fosforečnan vápenatý, lipozomy, DEAE-dextran – zlepšují průchod přes buněčnou membránu

· biologický přístup
· využití virů jako vektorů

· nejvhodnější: DNA viry (papovaviry, adenoviry, herpes simplex virus) a retroviry

· téměř 100% účinnost přenosu požadované sekvence DNA

· další vektory: plazmidy, monoklonální protilátky, in vitro pomnožené tumor infiltrující lymfocyty (TIL)

· retrovirus – geneticky modifikován, odstranění sekvencí, kódujících proteiny viru, ponechány jsou sekvence kontrolující jejich expresi
· vystřižené sekvence jsou zaměněny za sekvence kódující tvorbu produktu zvoleného pro příslušnou genovou terapii

· tyto rekombinantní retroviry mají schopnost infikovat buňky a začlenit do jejich genomu exogenní geny, ale nemohou se replikovat

· použití – léčba maligního gliomu

· herpes simplex virus (HSV) – jeho gen pro enzym thymidinkinázu je začleněn do genomu cílové buňky a v ní přeměňuje jinak neaktivní lékovou formu v aktivní látku s cytostatickým účinkem
8. Genetika populací
8.1 Populace z genetického hlediska, C-H-W rovnováha
· populační genetika – zkoumání genetických zákonitostí na úrovni skupin rodin
· populace – skupina jedinců stejného druhu, kteří mají společný genofond; skupina jedinců, kteří jsou spjati potencionálním pohlavním rozmnožováním
· genetické vztahy uvnitř populace jsou komplikované ( používá se modelování – za řady zjednodušujících předpokladů vytváříme model (obvykle matematický) a zjišťujeme, nakolik takový model odpovídá reálné populaci
· zákonitost Castle-Hardy-Weinbergova (C-H-W)
· předpoklady pro odvození C-H-W zákonitosti:

· zkoumaná populace je velmi velká (počet jedinců se limitně blíží ()
· u sledovaného genu nedochází k mutacím

· průměrná plodnost jedinců je stejná, nezávisí na jejich genotypu, nedochází tedy k selekci

· populace je uzavřená – nedochází k vystěhování ani k přistěhování (migraci)

· populace je panmiktická – náhodný výběr partnerů při křížení (vzhledem ke sledovanému znaku)

· gen A má alelu A s relativní četností p a alelu a s relativní četností q:

p + q = 1

· matematická formulace C-H-W zákonitosti:

p2 [AA] + 2pq [Aa] + q2 [aa] = 1
· do této rovnováhy se populace dostane po jedné panmiktické generaci
· populační polymorfismus
· polymorfní populace pro daný znak – populace, kde je frekvence nejčastější alely menší nebo rovná 0,99
· stabilní polymorfismus – genové frekvence se nemění – populace v C-H-W rovnováze nebo polymorfismus udržovaný preferencí heterozygotů, případně mutacemi a zpětnými mutacemi

· přechodný polymorfismus – v populaci, kde díky selekci je jedna alela postupně nahrazována alelou jinou (např. selekce proti homozygotům)

· odhad genových frekvencí
· metoda používaná v případě kodominance (nebo neúplné dominance) alel sledovaného genu:

p = (2* počet homozygotů AA + počet heterozygotů Aa) / 2* počet všech jedinců ve vzorku
· v případě úplné dominance (jediná skupina, kde je genotyp definován jednoznačně podle fenotypu – recesivní homozygoti aa):
q = (relativní počet homozygotů aa
· X vázané geny a geny s mnohotnou alelií
· heterogametní pohlaví – frekvence jedinců se znakem je rovna genové frekvenci

· v populaci žen se řídí rozložení genotypů základní C-H-W rovnicí

· geny s mnohotnou alelií – dvojčlen v rovnici p + q = 1 je nahrazen mnohočlenem ( komplikovanější forma rovnice p2 + 2pq + q2 = 1

8.2 Populační polymorfismy a jejich příčiny
· polymorfní populace pro daný znak – populace, kde je frekvence nejčastější alely menší nebo rovná 0,99

· stupeň polymorfismu je vhodnější vyjadřovat pomocí heterozygozity, která je definována:
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kde   m.........................počet alel sledovaného genu

pi.........................genová frekvence i-té alely
· v případě, že v populaci sledujeme gen se 2 alelami, kdy p = 0,99 ( H = 0,02
· stabilní polymorfismus – genové frekvence se nemění – populace v C-H-W rovnováze nebo polymorfismus udržovaný preferencí heterozygotů, případně mutacemi a zpětnými mutacemi

· přechodný polymorfismus – v populaci, kde díky selekci je jedna alela postupně nahrazována alelou jinou (např. selekce proti homozygotům)
8.3 Inbred, příbuzenské sňatky a jejich rizika
· inbred – křížení mezi příbuznými jedinci

· příbuzní jedinci – mají alespoň jednoho společného předka

· inbred a jeho míry
dochází-li k inbredu, zmenšuje se počet heterozygotů a stoupá počet homozygotů – platí jak pro populaci, tak pro jednotlivé rodiny

ibd alela – alela společná původem (identical by descent) – taková alela, kterou jedinec zdědil od společného předka

koeficient inbredu F – stanovuje pravděpodobnost, že u jedince jsou obě alely daného lokusu ibd alely

výpočet koeficientu inbredu – založen na skutečnosti, že rodič a jeho potomek mají ½ alel ibd:
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kde   n......................počet generací (spojových čar rodokmenového schématu)
kinship koeficient f – pravděpodobnost, že namátkově vybraná alela daného lokusu jednoho jedince je ibd s alelou namátkově vybranou ze stejného lokusu u druhého jedince
hodnoty F a f jsou prakticky identické

koeficient příbuznosti r – pravděpodobnost, že namátkově vybraná alela u dvou příbuzných osob je ibd alela, tedy r = 2f
popis rodokmenové situace:

r = (1/2)n
kde   n......................počet generací
· příbuzenské sňatky
zvýšení rizika narození dítěte s AR (příp. polygenně dědičným) onemocněním

vzácná choroba ( genová frekvence je nízká ( pravděpodobnost vzniku homozygota pro alely ibd je relativně vysoká

· inbred v populaci
· modelování populace s inbredem – předpokládá, že relativní část populace (F) je plně inbrední, druhá část populace (1 – F) je panmiktická

· rozložení genotypů v takové populaci:

	genotyp
	AA
	Aa
	aa

	frekvence
	p (p + Fq)
	2pq (1 – F)
	q (q + Fp)


· populace není složena ze dvou rozdílných částí ( F je průměrný koeficient inbredu v populaci
· populace, kde probíhá inbred ( nedochází ke změnám genových frekvencí, ale dochází ke změnám ve frekvenci genotypu (ubývá heterozygotů a přibývá homozygotů)

· genetická zátěž populace
· v populaci se vyskytují alely, které své nositele mohou poškozovat – účinek těchto alel se projevuje ve snížení relativní reprodukční schopnosti jejich nositelů – představuje genetickou zátěž populace
· genetická zátěž populace – rozdíl průměrné relativní plodnosti od relativní plodnosti maximální:
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· genetická zátěž může být v populaci udržována rovnováhou mezi mutacemi a selekcí – pak mluvíme o mutační zátěži
· segregační zátěž – zátěž udržovaná preferencí heterozygotů

· zátěž populace je lineární funkcí koeficientu inbredu:

L = a + bF
kde   a.........................velikost zátěže pro neinbrední populaci (F = 0)

b........................velikost zátěže pro inbrední část populace
· letální ekvivalenty – vyjadřují genetickou zátěž v genomu jednotlivce – počet alel, které v homozygotní konstituci své nositele usmrtí

· relativně vysoká zátěž člověka ve výši 4 letálních ekvivalentů na genom jedince
· poškozující ekvivalenty – nejrůznější genetická onemocnění, která poškozují své nositele, ale neprojevují se výraznými změnami plodnosti

· počet poškozujících ekvivalentů v genomu jedince je odhadován na 3-8

8.4 Selekce a její typy
· selekce – situace, která neodpovídá té podmínce pro odvození základního modelu, že průměrná plodnost jedinců je stejná

· měření intenzity selekce – používá se průměrný počet potomků od rodiče určitého fenotypu

wi = wi‘ /w‘(i-max) = prům. počet potomků genotypu i / prům. počet potomků nejplodnějšího genotypu

kde   wi....................................absolutní průměrné počty potomků genotypu i

wi‘...................................relativní reprodukční schopnost daného genotypu
· selekční koeficient – charakterizuje intenzitu selekce:

si = 1 - wi
· selekce proti homozygotům
· přehled frekvence jednotlivých genotypů před a po selekci:

	genotyp
	AA
	Aa
	aa
	(

	frekvence před selekcí
	p2
	2pq
	q2
	1

	intenzita selekce si
	0
	0
	s
	

	relat. repr. schopnost wi
	1
	1
	1 – s
	

	frekvence po selekci
	p2
	2pq
	q2 (1 – s)
	1 – q2s


· genová frekvence v generaci po selekci:
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· selekční rozdíl – velikost změny:
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· (q umožňuje zjistit, zda je daný polymorfismus stabilní nebo přechodný, resp. jak rychle probíhají změny vyvolané selekcí

· stabilní polymorfismus: (q = 0 – čitatel musí být = 0, k tomu dojde za triviálních podmínek:

· p = 0 ( populace je tvořena pouze homozygoty aa
· q2 = 0 ( populace se skládá pouze z homozygotů AA

· s = 0 ( nedochází k uvažované selekci

· selekce proti oběma typům homozygotů
· preference heterozygotů
· sAa = 0, sAA ( 0, saa ( 0

· rovnovážný stav:
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· příklad těchto polymorfismů: hemoglobinopatie, které v homozygotní konstituci vyvolávají anémie
· selekční faktor, který postihuje dominantní homozygoty – malarická infekce

· selekce proti heterozygotům
· např. fetální erytroblastóza

· s výjimkou situace, kdy p = q = 0,5 je možné dosáhnout rovnovážného stavu pouze za triviálních podmínek

8.5 Migrace, tok genů
· migrace – pohyb jedinců mezi populacemi
· tok genů – pohyb genů mezi populacemi
· lze zaměňovat, protože jedinci jsou nositelé genů
· jednosměrná migrace – převážně z jedné populace do druhé, minimálně zpět

· koeficient migrace m – m = I/N (I je počet migrujících jedinců, N je počet jedinců ve smíšené populaci
· populační diferenciace – rozdíly ve frekvencích alel mezi populacemi
· migrace – potenciální síla, která snižuje úroveň diferenciace
8.6 Mutace z populačního hlediska, četnost mutací
· mutace – proces, který se bude opakovat s určitou relativní četností
· mutační intenzita – četnost, s jakou se mutace opakuje

· pravděpodobnost změny alely A na alelu a - ( - mutace dopředu
· pravděpodobnost změny alely a na alelu A - ( - zpětná mutace
· mutační intenzity pro spontánní mutace u člověka: ( = 10-5 – 10-7
· probíhají-li současně mutace a zpětné mutace, lze očekávat rovnováhu:
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· indukované mutace
· biologické mutagenní faktory
· genetické faktory – např. poruchy reparačních mechanismů

· zvýšený věk mužů – činitel zvyšující počet mutací pro některé geny

· mutagenní efekt některých virů (nádory)

· chemické mutagenní faktory
· léky – např. cytostatika
· testování nových látek na jejich mutagenitu – na kulturách bakterií

· nelze vyloučit možnost změny původně neškodné látky na mutagen metabolickými procesy příjemce ( test po inkubaci zkoumané látky s jaterním homogenátem
· fyzikální mutagenní faktory
· ionizující záření
· savci – lineární závislost četnosti mutací na dávce záření pouze u malých dávek, při vysokých dávkách je mutagenní efekt nižší

· chronické ozařování – menší efekt než stejně velká dávka podaná jednorázově

· zdvojnásobující dávka – taková dávka záření, která zdvojnásobí množství spontánních mutací
· pro člověka je zdvojnásobující dávka cca 0,5 Gy
· mutačně-selekční rovnováha
· probíhá-li v populaci současně mutační proces z alely A na alelu a a selekce proti recesivním homozygotům, je možné očekávat rovnováhu:
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· probíhá-li v populaci současně mutační proces z alely a na alelu A a selekce proti dominantním homozygotům, je možné očekávat rovnováhu:
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8.7 Malé populace – genový drift, význam pro evoluci
· gametogeneze – vzniká několikanásobně větší počet gamet proti počtu jedinců
· při vzniku zygoty se z tohoto počtu gamet uplatní pouze malá část – náhodný výběr
· gamety – jsou haploidní – model gametické urny – gen A má v populaci dvě gamety A s relativní četností p a a s relativní četností q, pak náhodný výběr 2N gamet z této gametické urny: (p + q)2N
· v populacích, které nejsou velké, dochází k náhodnému kolísání genových frekvencí – náhodný genový posun, genový drift
· probíhá- li drift v populaci dostatečně dlouho, po určité době dochází k fixaci jedné z alel ( populace je tvořena pouze homozygoty jednoho typu, druhá alela je ztracena
· dospěje-li populace do stádia fixace, drift už nemůže být účinný
8.8 Vznik a vývoj druhů
· teorie vzniku života
· kreační teorie – stvoření života nadpřirozenou mocí

· panspermická teorie – přenos života z vesmíru na Zemi – vznik života nevysvětluje, pouze přesouvá tento děj na blíže neurčené místo mimo Zemi

· evoluční biogeneze – vznik živé hmoty z neživé hmoty – možnost experimentálního průkazu jednotlivých etap

· na základě informace obsažené v NK vzniká bílkovina, umožňující jak přenos genetické informace, tak její realizaci
· objevena zvláštní RNA – schopnost autoreplikace bez účasti bílkovinného enzymu

· evoluční teorie
· Darwin – přírodní výběr

· neodarwinismus – darwinistické mechanismy evoluce doplňuje o vznik potřebné variability mechanismem mutací

· syntetická teorie – vychází z neodarwinismu

· nondarwinisti – zdůrazňují význam náhodného genového pokusu na úkor významu přírodního výběru

· vývoj života
· vznik prvních organismů – před 3 miliardami let

· fotosyntetizující cyanobakterie, řasy – jejich činností došlo ke změnám v atmosféře ( přibývání kyslíku

· hlavní vývoj mnohobuněčných živočichů – rané kambrium – kambrická exploze – z geologického hlediska se jedná o krátkou periodu

· základní genetické mechanismy evoluce
· podle syntetické teorie – mutace, genové duplikace, selekce, genový drift

· mutace
· rozdělení mutací: tolerované (dělí se na výhodné a neutrální) a zakázané
· dělení je založeno na působení přírodního výběru na nositele mutací

· většinou zakázané mutace

· proces mutací nemůže vést ke vzniku něčeho nového (nepřežilo by), může maximálně docházet ke zlepšení stávající funkce

· genové duplikace
· zdvojnásobení počtu genů ( jedna z kopií stačí k zachování funkce, druhá je nadbytečná ( může mutovat, původní funkce zůstane zachována
· genové duplikace mění mutace zakázané na mutace tolerované

· mechanismy vzniku genových duplikací: zmnožení celého genomu (polyploidizace), zmnožení jednotlivých genů nebo jejich skupin (tandemové duplikace)

· příklady tandemových duplikací: geny pro rRNA, Hb, Ig

· polyploidizace – uplatňovala se pouze do doby, než došlo k ustálení heterochromozomální determinace pohlaví

· selekce
· normalizující selekce – uplatňuje se  při zachovávání současného stavu populace vylučováním odchylek od normy; např. dědičné choroby člověka
· balancující selekce – udržuje v populaci určitý stupeň polymorfismu; např. preference heterozygotů (srpkovitá anémie)
· direkcionální selekce – při změně vnějších podmínek – je vybrán nejlépe adaptovaný fenotyp

· selekce vysvětluje adaptaci organismů na prostředí, ve kterém žijí

· Fisherův fundamentální teorém: rychlost vzestupu (relativní) plodnosti kteréhokoliv organismu v jakékoliv době je rovna genetickému rozptylu (relativní) plodnosti v této době

· genový drift
· náhodné kolísání genových frekvencí v malých populacích

· proti působení driftu se uplatňují lineární systémové tlaky – mutace a migrace

· drift ovlivňuje frekvenci genů bez ohledu na jejich selekční význam, může působit i proti selekci
· výhoda změn vyvolaných driftem – nedochází k úbytku jedinců (na rozdíl od selekce)
· selekční drift – selekce s podobným účinkem jako drift – intenzita selekce určitým způsobem kolísá

· rasa
· rasa – populace nebo skupina populací, která se od jiné podobné skupiny odlišuje ve frekvenci některých genů

· rasy člověka
· antropogenetika se soustřeďuje na znaky jednoduše dědičné – krevně skupinové polymorfismy, polymorfismy krevních bílkovin a izoenzymů

· dendrogram – strom života – znázorňuje vzájemnou příbuznost mezi rasami a jejich genetickou vzdálenost

· rasismus – prohlašuje jednotlivé rasy za nerovnocenné
· běžně uváděné rasy člověka: kavkazská, negroidní, mongoloidní

· druh
· druh – skupina populací (vzájemně se mezi sebou křížících), která je od jiné podobné skupiny reprodukčně izolovaná

· reprodukční izolace
· izolace, které se uplatňují před oplozením – prezygotické:

· geografická izolace – alopatrické druhy obývají rozdílná území

· ekologická izolace – druhy obývají stejné území, ale rozdílný biotop

· časová izolace – rozdílná doba páření

· etologická izolace – rozdílné chování při rozmnožování

· mechanická izolace – tvar reprodukčních orgánů

· oplození gamet různých druhů – zygotická izolace:

· životaneschopnost mezidruhových kříženců

· sterilita mezidruhových kříženců – rozdílnost chromozomových sad, které vedou k poruchám během meiózy

8.9 Evoluce a speciace na molekulární úrovni
· mezi druhy, které jsou blízce příbuzné, jsou menší rozdíly v AMK složení určité bílkoviny, než mezi druhy vzdálenějšími

· používají se techniky sekvenování DNA po amplifikaci určitého úseku pomocí PCR

· zjištění počtu mutací a jejich lokalizace

· pokud je mutační rychlost (četnost mutací za časovou jednotku) konstantní, lze definovat molekulární hodiny
· porovnávání jedné bílkoviny u různých druhů – na základě rozdílů lze usuzovat na dobu, ve které se od sebe oddělily vývojové linie těchto dvou druhů

· význam mají mutace těch částí DNA, které nejsou vystaveny selekci

8.10 Vznik nových genů v evoluci
· pomocí genové duplikace
· zdvojnásobení počtu genů ( jedna z kopií stačí k zachování funkce, druhá je nadbytečná ( může mutovat, původní funkce zůstane zachována

· genové duplikace mění mutace zakázané na mutace tolerované

· mechanismy vzniku genových duplikací: zmnožení celého genomu (polyploidizace), zmnožení jednotlivých genů nebo jejich skupin (tandemové duplikace)

· příklady tandemových duplikací: geny pro rRNA, Hb, Ig

· polyploidizace – uplatňovala se pouze do doby, než došlo k ustálení heterochromozomální determinace pohlaví

8.11 Evoluce a speciace na chromozomální úrovni
· rod homo: 46 chromozomů
· lidoopi: 48 chromozomů

· mediocentrický chromozom 2 člověka vznikl spojením dvou akrocentrických chromozomů (12 + 13 šimpanze, resp. 11 + 12 gorily a orangutana)

· několik pericentrických a paracentrických inverzí

· pruhovací metody odhalily značnou homologii stavby chromozomů člověka a lidoopů

8.12 Evoluce druhu homo sapiens, vznik ras
· doba oddělení lidské vývojové linie od šimpanze – cca 5 milionů let

· ramapithecus ( australopithecus ( homo habilis ( homo errectus ( homo sapiens steinheimensis ( homo sapiens neanderthalensis (možná slepá vývojová linie) ( homo sapiens sapiens

· možnost vzniku moderního člověka na jednom místě, následné rozšíření a vytlačení původních lidských druhů
· alternativa – vznik moderního člověka na více místech (ne nutně současně)

· cytogenetika
· 46 chromozomů

· chromozom 2 (mediocentrický) vznikl spojením dvou akrocentrických (12 + 13 šimpanze, resp. 11 + 12 gorily a orangutana)

· několik pericentrických a paracentrických inverzí

· značná homologie stavby chromozomů člověka a lidoopů

· molekulární genetika
· nejbližší žijící příbuzný člověka: šimpanz (pan troglodytes)
· brzy po vzniku moderního člověka došlo k rozdělení na dvě skupiny populací – africké a neafrické

· hominizace
· zvětšování a zdokonalování mozku
· v dalším vývoji člověka se začíná uplatňovat nový typ dědičnosti, která není založena na nukleových kyselinách

· zvětšování mentální kapacity umožnilo vytvořit řeč ( předávání poznatků z jedné generace na následující bez uplatňování klasických mechanismů dědičnosti – sociální dědičnost
· genetická budoucnost člověka
· člověk aktivně zasahuje do své vlastní dědičnosti

· eufenika – snaží se o zlepšení fenotypu člověka – léčení dědičných chorob

· eufenika má obvykle dysgenetický efekt – dochází ke zhoršení genetického složení populace

· eugenika – genetické zlepšení skladby lidské populace

· negativní eugenika – omezování reprodukce osob s dědičnými chorobami (sterilizace, v současné době antikoncepce, interrupce)

· pozitivní eugenika – teoreticky – k dalšímu rozmnožování jsou použiti jen nejvhodnější jedinci

8.13 Ekosystémy a biosféra
· ekologie – studium vzájemných vztahů mezi živými soustavami a jejich prostředím

· biosféra – tenká vrstva od dna oceánů (-11 km) po vrcholy hor (+ 9 km), ve které jsou soustředěny veškeré živé formy
· biosféra zahrnuje všechny organismy planety a jejich abiotické prostředí

· optimální podmínky pro existenci života: -0,2 km - + 6 km

· v biosféře se recyklují všechny látky ( uzavřený systém

· biosféra se dělí na biomy – oblasti světa s podobným klimatem, vegetací a druhy živočichů

· klima – průměrný stav ovzduší v určitém místě – určuje bohatství druhů v biomu

· hlavní faktory klimatu: množství vodních srážek a tepla

· ekosystém – souhrn organismů, faktorů prostředí a všech jejich interakcí, které existují v určitém místě biomu

· biosféra – globální ekosystém

· abiotické faktory ekosystémů – fyzikální a chemické složky: ovzduší, vodní srážky, sluneční svit, půda, živiny, ...

· organismus je schopen existence jen v určitém rozsahu hodnot abiotických faktorů ( zóna tolerance – dělí se na zónu optima a zónu stresu
· limitující faktor – abiotický faktor, který je pro existenci druhu významnější než ostatní

· biotické faktory ekosystémů – všechny organismy v ekosystému

· organismy jednoho druhu tvoří populaci, soubor populací všech druhů v ekosystému tvoří společenstvo ekosystému (biocenózu)
· vztahy v ekosystému
· biotop – prostor, ve kterém společenstva žijí
· ekologická nika – vztahy druhu (populace) k abiotickým a biotickým složkám

· ekologické ekvivalenty – druhy se stejnou nebo velmi podobnou nikou

· vztahy mezi ekologickými ekvivalenty mají povahu kompetice

· vztahy uvnitř biocenózy – vnitrodruhové (seskupování jedinců do skupin s organizací a řízením – stáda, smečky) a mezidruhové
· neutrální mezidruhové vztahy
· neutralismus – bez vzájemného ovlivnění, druhy mají rozdílné niky

· záporné mezidruhové vztahy
· predace – reguluje populaci kořisti, velikost populace predátora přímo závisí na zdroji potravy – velikosti populace kořisti

· parazitismus – hostitel je poškozován

· kompetice – soutěž o stejné zdroje (světlo, potravu, ...) – oba kompetitoři soužitím strádají

· amenzalismus – amenzál strádá, inhibitor je vztahem nedotčen (např. produkce antibiotik některými mikroorganismy, která znemožňuje rozvoj jiných mikroorganismů)

· kladné mezidruhové vztahy
· mutualizmus – soužití dvou druhů vzájemně výhodné, vzájemná vazba je trvalá a nutná (např. lišejník – soužití řasy a houby)
· protokooperace – vzájemně prospěšné přechodné sdružování populací různých druhů (např. společné hnízdění ptáků – vyšší bezpečnost)

· komenzalismus – soužití dvou druhů, výhodné pro jeden z nich a neutrální pro druhý (např. velryba + korýši na její kůži)

· potravní řetězec – tok látek a energie ekosystémem
· producent ( konzument (primární – býložravý; sekundární – masožravý; všežravý) ( dekompozitor (bakterie, houby)

· biomasa – množství organických látek vytvářených rostlinami a postupující potravním řetězcem

· potravní pyramida – jen cca 10% biomasy nižšího stupně je transformováno do biomasy vyššího potravního stupně

· vyváženost a nevyváženost ekosystému
· vyvážený ekosystém – stav dynamické rovnováhy:

· přibližně stálý počet druhů v ekosystému

· přítomnost stále týchž druhů v ekosystému¨

· přibližně stálá velikost jejich populací v jednotlivých následných letech

· pozitivní zpětná vazba – určitý faktor ovlivňuje pozitivně jiný a ten opět pozitivně ten první – např. lepší využívání přírodních zdrojů ( rozvoj lidské populace ( stimulace lepšího využívání přírodních zdrojů
· negativní zpětná vazba – hlavní kontrolní mechanismus biologických regulací

· sukcese – biotický vývoj – obnova ekosystému při rozsáhlé devastaci

· klimax – zralé společenství s bohatým zastoupením druhů

· sekundární sukcese – po zhroucení nebo zničení ekosystému (rychlejší dosažení klimaxu než při primární sukcesi)

8.14 Ekologie populací
· vliv člověka na ekosystémy
· příznivý X nepříznivý X zničující

· příčiny ekologických pohrom vyvolaných lidskou činností: vnesení nového kompetitora, eliminace predátorů, zjednodušení ekosystému, změna abiotických faktorů

· vnesení nového kompetitora
· např. přivezení králíků do Austrálie – nemají tam přirozeného predátora ( přemnožení – vyčerpávají zdroje pro původní druhy

· eliminace predátorů
· hubení dravých ptáků, aby nelovily zvířata vysazovaná myslivci ( rozmnožení hlodavců
· zjednodušení ekosystému
· pěstování monokultur
· změna abiotických faktorů
· těžba uhlí ( ničí krajinu, je zdrojem prachu, zamořuje řeky

· emise ( kyselé deště ( zvyšují kyselost půdy, jezer, rybníků, řek

· kyselé deště vyluhují z půdy a hornin i toxické kovy – dostávají se do povrchových vod a potravních řetězců

· spalování nafty ( produkce CO2 a NOx
· největší a nejreálnější nebezpečí pro existenci člověka – růst jeho vlastní populace (neúměrný přírodním zdrojům)
· růst světové lidské populace
· rychlost růstu populace není ve všech částech světa stejná

· rozvojové země – demografická revoluce – snižuje se porodnost, ale vlivem lepší zdravotní péče se snižuje i úmrtnost ( zvýšení přirozeného přírůstku

· porodnost zvyšuje: nízký věk rodičů v době sňatku, nízká úroveň vzdělání, malá zaměstnanost žen po sňatku, neznalost používání antikoncepce, náboženství, hierarchie životních hodnot a tradiční představy o rodině

· úmrtnost – závisí především na sociální úrovni a úrovni zdravotní péče, na životním stylu a životním prostředí

· populační histogram – dokumentuje demografickou situaci určité populace

· rozšířená reprodukce ( podstava histogramu je širší – expanzivní populace

· omezená reprodukce ( podstava histogramu je užší – konstriktivní populace

· kontrola růstu populace – základní předpoklad trvale udržitelné existence lidské celosvětové populace
· zdroje pro další existenci člověka
· omezené zdroje potravy

· limitující faktory: eroze půdy, vyčerpání půdy, šíření pouští, nedostatek vody nebo naopak zasolení půdy závlahami

· každoročně umírá okolo 40 milionů lidí hladem a podvýživou

· největší zdroje znečištění vod – v zemědělství – splachování hnojiv a odpadů

· skleníkový efekt – vzrůst teploty atmosféry – důsledek sníženého vyzařování tepla z povrchu země do meziplanetárního prostoru

· příčina skleníkového efektu: rostoucí koncentrace CO2 a NOx a uhlovodíků v atmosféře v důsledku spalování fosilních paliv

· trvale udržitelný vývoj společnosti
· vyžaduje i udržitelný ekonomický rozvoj

· předpoklad: změna v řešení ekonomických problémů

· přístup hraničářství:

· zdroje pro rozvoj na Zemi jsou neomezené

· člověk není součástí přírody (je mimo ni, nad ní)

· příroda musí být ovládnuta (poražena)

· desatero trvale udržitelného ekologického, ekonomického a společenského vývoje:
· omezení růstu populace

· omezení čerpání zdrojů a produkce odpadů snížením spotřeby, prodloužením životnosti výrobků a jejich recyklací

· zvýšení národní soběstačnosti využíváním obnovitelných zdrojů

· ochrana a šetření obnovitelných zdrojů (lesů, vod, půdy, vzduchu)

· lepší využití obnovitelných zdrojů

· náprava dřívějších škod na obnovitelných zdrojích – zalesňování, čištění vod a půdy atd.

· snížení množství znečištění o 50 – 75 %

· podpora projektů trvale udržitelného vývoje v zemích třetího světa (lepší technologie,  vhodná politika,  znalosti)

· celosvětový mír a spolupráce

· rozvoj etiky trvale udržitelného světa a rozvíjení individuální odpovědnosti a aktivity pro jeho zachování

8.15 Ekogenetika
· disciplína, která se zabývá geneticky podmíněnou vnímavostí jedinců vůči určitým faktorům vnějšího prostředí

· odlišná vnímavost jednotlivých osob vůči faktorům vnějšího prostředí je dána polymorfismem různých genů (tj. výskytem a kombinací jejich specifických alel)
8.16 Farmakogenetika
· farmakogenetika – zabývá se vlivem jednotlivých genetických variant na účinek podané látky – léku
· farmakogenomika – zkoumá vztah účinku léku na úrovni celého genomu, resp. transkriptomu

8.17 Hlavní současná ekologická rizika, podmínky trvale udržitelného vývoje

· zdroje pro další existenci člověka
· omezené zdroje potravy

· limitující faktory: eroze půdy, vyčerpání půdy, šíření pouští, nedostatek vody nebo naopak zasolení půdy závlahami

· každoročně umírá okolo 40 milionů lidí hladem a podvýživou

· největší zdroje znečištění vod – v zemědělství – splachování hnojiv a odpadů

· skleníkový efekt – vzrůst teploty atmosféry – důsledek sníženého vyzařování tepla z povrchu země do meziplanetárního prostoru

· příčina skleníkového efektu: rostoucí koncentrace CO2 a NOx a uhlovodíků v atmosféře v důsledku spalování fosilních paliv

· trvale udržitelný vývoj společnosti
· vyžaduje i udržitelný ekonomický rozvoj

· předpoklad: změna v řešení ekonomických problémů

· přístup hraničářství:

· zdroje pro rozvoj na Zemi jsou neomezené

· člověk není součástí přírody (je mimo ni, nad ní)

· příroda musí být ovládnuta (poražena)

· desatero trvale udržitelného ekologického, ekonomického a společenského vývoje:
· omezení růstu populace

· omezení čerpání zdrojů a produkce odpadů snížením spotřeby, prodloužením životnosti výrobků a jejich recyklací

· zvýšení národní soběstačnosti využíváním obnovitelných zdrojů

· ochrana a šetření obnovitelných zdrojů (lesů, vod, půdy, vzduchu)

· lepší využití obnovitelných zdrojů

· náprava dřívějších škod na obnovitelných zdrojích – zalesňování, čištění vod a půdy atd.

· snížení množství znečištění o 50 – 75 %

· podpora projektů trvale udržitelného vývoje v zemích třetího světa (lepší technologie,  vhodná politika,  znalosti)

· celosvětový mír a spolupráce

· rozvoj etiky trvale udržitelného světa a rozvíjení individuální odpovědnosti a aktivity pro jeho zachování

9. Lékařská genetika
9.1 Cíle a úkoly lékařské genetiky
· lékařská genetika – vychází z poznatků obecné a experimentální genetiky a vlastními metodami analyzuje etiologický podíl genetických a vnějších faktorů při vzniku nemocí a vad
· preventivní zaměření – posuzování genetického rizika

· úkoly lékařské genetiky
· zaměření prevence
· rodinný ochranný režim, včetně prekoncepční přípravy

· screening vrozených vad u těhotných žen

· sekundární prevence vrozených vad a dědičných onemocnění při prenatálním genetickém vyšetření

· vyhledávání nosičů vloh pro genetická onemocnění v postižených rodinách

· diagnostika
· využití metod genealogických, somatometrických, dermatoglyfických, cytogenetických, biochemických, molekulárně genetických

· další vyšetření – imunobiologická, radioimunologická, serologická

· posuzování genetického rizika
· vychází z určení typu dědičnosti

· určení možného vlivu zevních faktorů

· registrace a dispenzarizace
· zaměřena na jedince a rodiny s VVV a dědičnými onemocněními

· proband – snaha o průkaz chromozomální aberace, vazby na X chromozom, zjištění biochemické nebo enzymatické odchylky

· případná molekulárně genetická diagnostika

· léčba prenatálně diagnostikovaných vad a onemocnění
· fetální medicína

· konzervativní i invazivní postupy

9.2 Prekoncepční prevence dědičných chorob a vad
· plánované rodičovství
· ochrana před mutageny do realizace reprodukčního záměru

· s věkem roste riziko mutací

· ochrana před teratogeny – průběhu gravidity

· příznivý zdravotní stav matky – mateřská PKU, diabetes mellitus, epilepsie

· gynekologické vyšetření – úprava všech zjištěných odchylek

· vitamínová clona – příznivý vliv kys. listové a vit. C

9.3 Prenatální diagnostika dědičných chorob a vad
· možnost ukončení gravidity do 24. týdne těhotenství, pokud je onemocnění neslučitelné se životem (Patauův sy) i po 24. týdnu

· rozvíjí se fetální medicína (prenatální léčba)

· na prenatální diagnostiku musí: těhotné s rizikem VVV a dědičných chorob pro plod, těhotné starší 35 let, těhotné s pozitivním screeningovým vyšetřením

· invazivní vyšetření se provádí na základě výsledku genetické konzultace (biopsie choriových klků, amniocentéza, fetoskopie)

· screening biochemických markerů
· z krve matky

· (-fetoprotein (AFP), choriový gonadotrpin (hCG), nekonjugovaný estriol (uE)

· zvýšené hodnoty AFP ( VVV plodu nekryté kůží (rozštěp páteře)

· snížené hodnoty AFP a zvýšené hodnoty hCG ( Downův sy

· ultrazvukové vyšetření
· v 6., 18. a 32. týdnu

· pro postižení plodu svědčí i nepřímé známky – retardace vývoje, málo nebo mnoho plodové vody, disproporce vývoje jednotlivých částí 

· amniocentéza
· odběr vzorku plodové vody (jehlou skrz stěnu břišní)

· z plodové vody lze vyšetřit karyotyp plodu

· hodnocení zejména hladiny AFP

· riziko výkonu (spontánní potrat) – menší než 1%

· biopsie trofoblastu
· provádí se transabdominálně

· vyšetření karyotypu po 1 – 2 hodinách

· výsledek musí být potvrzen vyšetřením plodové vody

· mírně vyšší riziko potratu než u amniocentézy

· kordocentéza
· odběr fetální krve punkcí pupečníku

· rychlá karyotipizace lymfocytů plodu, hematologické vyšetření, biochemické, imunologické

· mírně vyšší riziko potratu než u amniocentézy

· umožňuje i transfuzi krve plodu

· fetoskopie
· do amniální dutiny je zaveden optický systém

· vizualizace plodu a odběr vzorku tkáně na biopsii

· riziko výkonu: 5 – 10%

· cílené ultrazvukové vyšetření
· umožňuje diagnostikovat: poruchy vývoje hlavy, rozštěpy páteře, srdeční vady, vady ledvin, atresie močových cest, Turnerův sy
9.4 Screening dědičných chorob
· populační screening
· racionální jen u relativně častých postižení s možností úspěšné prevence nebo léčby
· vysoká specifita (málo falešně pozitivních výsledků) a vysoká citlivost (málo falešně negativních nálezů) při nízkých nákladech

· např. screening Rh negativních těhotných nebo novorozenců s PKU

· screening VVV a dědičných chorob – pravidelné kontroly kojenců a batolat

· celopopulační screening v dospělosti – zaměřen na choroby oběhového ústrojí a některé typy nádorů (zatím malá efektivita)

· genealogický screening geneticky rizikových rodin
· efektivní u AD a polygenně (P) dědičných chorob a VVV
· např.: cystická choroba ledvin (AD), hypercholesterolemie (AD, P)

· včasná detekce heterozygotů nebo osob s genetickou dispozicí ( oddálení rozvoje choroby

· v současné době – zlepšení zdravotního stavu populace, prodlužování průměrného věku dožití
9.5 Postnatální prevence dědičných chorob
· zaměřena na screening geneticky rizikových osob a rodin a cílené ovlivnění rozvoje nepříznivých vloh a dispozic

· populační screening
· racionální jen u relativně častých postižení s možností úspěšné prevence nebo léčby

· vysoká specifita (málo falešně pozitivních výsledků) a vysoká citlivost (málo falešně negativních nálezů) při nízkých nákladech

· např. screening Rh negativních těhotných nebo novorozenců s PKU

· screening VVV a dědičných chorob – pravidelné kontroly kojenců a batolat

· celopopulační screening v dospělosti – zaměřen na choroby oběhového ústrojí a některé typy nádorů (zatím malá efektivita)

· genealogický screening geneticky rizikových rodin
· efektivní u AD a polygenně (P) dědičných chorob a VVV

· např.: cystická choroba ledvin (AD), hypercholesterolemie (AD, P)

· včasná detekce heterozygotů nebo osob s genetickou dispozicí ( oddálení rozvoje choroby

· v současné době – zlepšení zdravotního stavu populace, prodlužování průměrného věku dožití

9.6 Genetická konzultace a její význam
· úkol: poskytnout pacientovi přiměřené informace o podstatě jeho postižení a možnostech jeho léčby
· 3 části: stanovení diagnózy, informace klienta o podstatě postižení a o prognóze a o možnostech prevence

· diagnóza
· osobní anamnéza probanda

· studium zdravotních záznamů a výsledků dosavadních vyšetření

· rodinná anamnéze obou větví rodiny

· klinicko-genetické vyšetření probanda, případně dalších členů rodiny

· vyšetření specialistou v daném oboru

· cílená laboratorní vyšetření, cytogenetické vyšetření, DNA analýza

· informace o postižení
· podstata, klinická prognóza, možné komplikace
· možnosti prevence a léčby

· informace o vyšetření, která mohou hrozící komplikace včas odhalit

· prognóza a preventivní opatření
· riziko postižení probanda nebo dalších členů rodiny

· možnosti prevence

· při odmítnutí prevence (např. amniocentézy) – žádost o negativní revers – písemné prohlášení, že rodina, poučená, odmítá vyšetření

· stanovení genetické prognózy
· ze známého typu dědičnosti – ověřená klinická diagnóza, průkaz chromozomální aberace, výsledky DNA analýzy

· z genealogického vyšetření – zhodnocení štěpných poměrů v rodině s více postiženými (genealogické vyšetření)

· z empirického hlediska – pravděpodobnost opakování, zjištěná studiem souboru rodin s určitým postižením; uplatňuje se u polygenně dědičných znaků a znaků heterogenně podmíněných
· akceptabilita genetického rizika
· výše genetického rizika: nezvýšená, nízká (do 10 %), střední (10 – 20 %), vysoká (nad 20 %)
· nezvýšené riziko – i při vyloučení přenosu vlohy v rodině nemůžeme zcela zanedbat možnost postižení např. způsobeného novou mutací
· nejzávažnější postižení – těžká invalidizující postižení bez možnosti kauzální terapie (např. Duchennova myopatie)

9.7 Etické a právní aspekty lékařské genetiky
· rozhodování v prenatální diagnostice: právo nenarozeného dítěte X právo rodičů odmítnout narození postiženého dítěte X právo společnosti

· naše právo považuje plod za součást těla matky a za právní subjekt teprve živého novorozence ( při volbě diagnostických a preventivních postupů v těhotenství má rozhodující slovo matka

· lékařské tajemství
· vztahuje se na údaje o zdravotním stavu, výsledcích genetického vyšetření, rizicích
· další členy rodiny, které je potřeba vyšetřit, lze kontaktovat jen prostřednictvím klienta

· zákaz sdělování informací bez souhlasu klienta zaměstnavateli a pojišťovnám

· bez souhlasu klienta nemá právo žádat informace ani soud a policie

· právo pacienta být informován (neinformován)
· zákon ČNR 20/1966 Sb.: lékař je povinen poučit vhodným způsobem nemocného, případně členy jeho rodiny, o povaze onemocnění a o potřebných výkonech tak, aby se mohli stát aktivními spolupracovníky při poskytování léčebné a preventivní péče

· informovat před výkony, kde je více možností, před výkony s rizikem neúspěchu nebo zdravotní / duševní újmy klienta
· poučený souhlas pacienta – potřebný ke všem lékařským úkonům

· pozitivní revers – písemný souhlas pacienta – zejména při invazivních metod prenatálního vyšetření, u presymptomatické DNA diagnostiky

· negativní revers – písemné prohlášení klienta, že ač byl o významu vyšetření informován, vyšetření neakceptuje
· umělé ukončení těhotenství
· v Evropě zcela zakázáno v Irsku
· jen ze zdravotních důvodů: Polsko

· ČR: na žádost ženy do 12. týdne gravidity (pokud není potrat kontraindikován)

· podmínky stanoveny vyhláškou MZ ČR

· přerušení těhotenství není součástí zdravotní péče – pojišťovny ho nehradí, pokud se nejedná o zdravotní (genetické) indikace

· zdravotní indikace
· seznam nemocí, syndromů a stavů, které jsou zdravotními důvody k umělému přerušení těhotenství, je uveden v příloze vyhlášky
· po uplynutí 12 týdnů délky těhotenství lze uměle přerušit těhotenství jen je-li ohrožen život ženy nebo je-li prokázáno těžké postižení plodu nebo že plod je neschopen života

· svědčí-li pro umělé přerušení těhotenství genetické důvody, lze uměle přerušit těhotenství nejpozději do dosažení 24 týdne těhotenství

· etické problémy molekulární genetiky
· problémy u chorob s pozdním nástupem – informace o průkazu nosičství ( deprese, sebevraždy
· součástí protokolu před vyšetřením je i pohovor klienta s psychologem

· kdykoliv v průběhu vyšetření má klient právo odmítnout pokračovat nebo odmítnout znát výsledek

· u chorob s pozdním nástupem se neprovádí prenatální diagnostika – průkazem postižení plodu přímou DNA diagnostikou prokážeme i přítomnost vlohy u rodiče ( zbavení naděje, že nebude postižen

· platí, že přítomnost vlohy ještě neznamená chorobu
9.8 Principy terapie dědičných chorob
· správná a včasná diagnóza často umožňuje úspěšné léčení
· genová terapie
· genová terapie – vyléčení ve smyslu změny genotypu – teprve v počátcích

· musí být dostatečný důvod – závažné onemocnění bez možnosti jiné formy terapie

· musí být vhodné cílové buňky příjemce a bezpečné vektory, chemický nebo fyzikální přenos

· úspěšné pokusy s léčbou těžké kombinované imunodeficience (SCID), podmíněné deficiencí adenosin deaminázy (ADA) – AR – bez léčby letální do 2 let po narození ( přidání funkční kopie genu do genomu
· pokud nebude možné vyloučit vedlejší účinky, bude genová terapie povolena pouze v léčbě letálních onemocnění a zaměřena jen na somatické buňky
· experimentálně byl ověřen přenos a exprese genů PAH (fenylketonurie) do hepatocytů a genů CFTR (cystická fibróza) do epiteliálních buněk

· rekombinantní DNA technologie
· upravený gen pro lidský inzulin (bez intronů) byl přenesen do plazmidu a klonován v bakterii E. coli ( náhrada užívání prasečího inzulinu lidským
· podobně je vyráběn lidský růstový hormon, interferon, faktory krevní srážlivosti VIII a IX
· substituce chybějících produktů genů (bílkovin, enzymů)
· úspěšná, pokud se bílkoviny uplatňují mimocelulárně
· podávání v infuzi: Ig (u agamaglobulinemie), antihemofilního globulinu (u hemofilie A)

· podávání v tabletách: pepsin-pankreaolanu (u poruch exokrinní funkce pankreatu např. u CF)

· je podstatou léčby diabetes mellitus (inzulin), hypothyreózy (tyroxin) ad.

· zpětná vazba
· léčebný efekt při přívodu dostatečného množství produktu

· např. aplikace kortikoidů u adrenogenitálního sy snižuje stimulaci nadledvin a tím produkci androgenů, které způsobují maskulinizaci dívek

· dietní léčba
· u dědičných poruch metabolismu

· omezení množství substrátu v potravě

· např. dieta s minimálním množstvím Phe u PKU nebo s minimálním množstvím cholesterolu u hypercholesterolemie
· operace
· pokud je při dědičném onemocnění porušena funkce orgánu

· operace – srdeční vady; nahrazení transplantací – játra, ledviny

· pokud funkce není nezbytná pro život. lze orgán preventivně odstranit – tlusté střevo s projevy polypózy pro riziko maligního zvratu

9.9 Možnosti a perspektivy genové terapie
· genová terapie – vyléčení ve smyslu změny genotypu – teprve v počátcích

· musí být dostatečný důvod – závažné onemocnění bez možnosti jiné formy terapie

· musí být vhodné cílové buňky příjemce a bezpečné vektory, chemický nebo fyzikální přenos

· úspěšné pokusy s léčbou těžké kombinované imunodeficience (SCID), podmíněné deficiencí adenosin deaminázy (ADA) – AR – bez léčby letální do 2 let po narození ( přidání funkční kopie genu do genomu

· pokud nebude možné vyloučit vedlejší účinky, bude genová terapie povolena pouze v léčbě letálních onemocnění a zaměřena jen na somatické buňky

· experimentálně byl ověřen přenos a exprese genů PAH (fenylketonurie) do hepatocytů a genů CFTR (cystická fibróza) do epiteliálních buněk
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