Zaklady bunécné
genetiky



Cytogenetika

* Bunécny cyklus

e Bunécné déleni
 chromozomy
 chromozomalni aberace



Mnozstvi genetické informace

Haploidni Diploidni
1 "2y 2
Polyploidni * U nékterych organismu normalni
* U Clovéka letalni na urovni organismu
Triploid (3N) Tetraploid (4N) e Neékteré typy bunék — jaterni’
77 1 VAR 77 3Y 7 Yaddam

megakaryocyty




Bunécny cyklus

* Interfaze x mitoza
* Priprava na déleni x déleni

The cell "double checks” the
duplicated chromosomes for
error, making any needed
repairs.

S

Each of the 46

chromosomes is
duplicated by the
cell.

/ Cellular contents,
excluding the chromosomes,
are duplicated.

Cell cycle arrest.
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Interfaze

The cell "double checks” the

duplicated chromosomes for

error, making any needed

Mitosis !
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Each of the 46
chromosomes is Cellul
duplicated by the ellular contents,

* Metabolicka faze buriky \ G, @

* syntéza RNA, proteozyntéza

* G1 (GO) — postmitoticka faze —replikace organel, 10-
12h

* GO — bunka se prestava délit

* S —synteticka faze — replikace DNA, 2 chromatidy
(3,2) se zdvoji, 6-8 h

* G2 — postsynteticka, premitoticka faze, oprava DNA,
nejkratsi, 2-4 h



Mitdza
* kondenzace = rozdéleni chromatid = rozdéleni
bunky = replikace

* dcefina bufika ma stejné mnoZstvi TE SAME
genetické informace

Mitosis

Maternal

Paternal

Interphase Prophase
Metaphase Anaphase

Telophase



Mitoza

breakdown of nuclear membrane

spindle fibers appear
sister chromatids

centromere

loosely coiled
replicated chromosomes /

TELOPHASE spindie fibers disappear

OKINgs;

cytoplasm divides

parent cell becomes
2 daughter cells with
identical genetic information



Mitoza
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Meidza — redukéni déleni

* konecna bunka
je haploidni

Prophase |

Cantrosoma
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The chromosomes condense, and the
nuclear envelope breaks down.
Crossing-over occurs.
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A new spidle forms around
the chromosomes.
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Pairs of homologous

Homologous chromosomes move
chromosomes move

to the opposite poles of the cell.
to the equator of the cell.
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Centromeres divide.
Chromatids move to the
opposite poles of the cells.

Metaph Il chr
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line up at the equator.

fe QO

Sister chromatids
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Chromosomes gather
at the poles of the cells.
The cytoplasm divides.
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A nuclear envelope forms around

each set of chromosomes.
The cytoplasm divides.



Me

homologous
chromosomes

10Za

replicated homologues
(with sister chromatids)

ﬂ / ) Meiosis Il
N

separated
homologues
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separated
chromatids

Rekombinace - crossing over

homolcgous As the chromosomes Chromatids break,
chromosome move closertogetier, and genatic information
pair synapsis occurs. is exchanged.

ATTGCGATTITIGCTAGCCGTATGCCCTTGAGT
TGATCGGTATIGCGGGTTAAAATGCCGTAGTAT

Jednoduchy crossing over

ATTGCGATTTGCTAGCCGAATGCCGTAGTAT
TGATCGGTATGCGGGTTAATATGCCCTTGAGT

ATTGCGATTTGCGGGTTAAAATGCCGTAGTA
TGATCGGTATTGCTAGCCGTATGCCCTTGAGT

Nasobny crossing over
ATTGCGATTTGCGGGTTAATATGCCCTTGAGT
TGATCGGTATTGCTAGCCGAATGCCGTAGTAT

Se zmensSujici se vzdalenosti Klesa
pravdépodobnost crossing overi=VAZBA



Chromatin

e Stav DNAVv jadre
* DNA + histony - aktivni transkripce
* Nukleozom — jednotka chromatinu

Chromosome

LMW PP . g Chromatin fiber

’\‘i a"ﬁ %‘f ") (h’ﬁ' ' ®

octamer of core histones: Histones O
H2A, H2B, H3, H4 (each one x2) , '
core DNA Q _ — DBSZ"VZZZS :gmg

nucleosomes

Double helix

histone H1

linker DNA



Ch romatin  Euchromatin — svétlé ¢asti, aktivni
 Heterochromatin — tmave, neaktivni

Euchromatin | | Heterochromatin




Struktura a kondenzace chromatinu

Euchromatin Heterochromatin

DNA The Nuclegsome "Beads-on-a-String" The 30nm Fibfre

I I I I I
Isolated patches. Genes under active transcription.

Add histone H1. Addf rther
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Kondenzace chromozomu

Priprava na déleni

Active Chromosome The Metaphase Chromosome

During interphase. During cell division.

| | |' |

Add further scaffold proteins. Add further scaffold proteins.

3




Struktura chromozému .

/

* 2 homologni chromozomy v bunce -
3, @ = chromozomovy par

e Kazdy chromozdm - 2 identické
chromatidy

e centromera, raménko, telomera

* tmavé useky — neaktivni, AT bohaté,
malo genu

e svetlé useky — aktivni, kédujici
oblasti

I(-———-—— q (LONG ARM) ——— ’(—uuﬁ---- p (SHORAT ARM) ___T
' \-\'\ ‘QQ

Chromatidy



Karyotyp ¢lovéka

* soubor chromosomu jedince (bunky) s oznacenim celkového
poctu, typu pohlavnich chromosomu a prip.aberaci

 zapis karyotypu: Mezinarodni systém lidské cytogenetické
nomenklatury (ISCN)

* oznaceni pro soubor metafaznich chromosomu

e 46 chromosomu: 22 pdru autosomu (nepohlavnich
chromosomu)

2 pdry gonosomu (pohlavnich chromosomu)
* chromosomovy par tvoren homolognimi chromosomy
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Typy chromozomu dle polohy centromery

metacentricky submetacentricky akrocentricky telocentricky
chromozom chromozom chromozom chromozom
™~ (O ™ (O a
g 2 | fonn )
© 3E
- x e
- o
R
S 2
O “5" g
U
./ ./ \ \J ./ \

e A-Chromozomy 1, 2, 3 jsou velké metacentrické.

* B-Chromozomy 4, 5 jsou velké submetacentrické.

e C-Chromozomy®6, 7,38,9,10, 11, 12 jsou stredni
submetacentrické, véetné chromozomu X.

* D-Chromozomy 13, 14, 15 jsou stredni akrocentrické.

* E-Chromozomy 16, 17, 18 jsou malé submetacentrické.

* F-Chromozomy 19, 20 jsou malé metacentrické.

e G-Chromozomy 21, 22, jsou malé akrocentrické, radi se
sem i chromozom Y



Cytogenetické vysSetreni

Klinicka genetika: postnatalni, prenatalni

* Kolchicin— zachyceni mitotické faze
* veétSinou leukocyty z krve
* M-FISH — celochromozomové sondy

Onkologicka genetika

Preimplantacnigenetika

Mapovani genomu




Geneticky podminéna onemocneéni
u cloveka

. Monogenni choroby (AD, AR, XD, XR) —
poruchy strukturnich genu, hormonu, enzymu
(metabolické poruchy)

. Chromosomové aberace (CHA)

. Patologické stavy s multifaktorialnim typem
dedicnosti (cukrovka, aterioskleroza)

4. Choroby s nemendelistickym zpusobem
dedicnosti - mitochondrialni, expanze
trinukleotidovych repetici. ..

5. Genetické poruchy somatickych bunék
(nadory)




Chromozomalni aberace

* Numerické
* Euploidie - polyploidie — zmnozeni celé
sady - letalni
* Aneuploidie — zména poctu
jednotlivych chromozomu

e trisomie — 21 (Down), 18 (Edwards), XXY
(Klinefelter), XXX (superfemale), XYY
(supermale)

* monosomie — Turnertv syndron — 45, X
e Marker chromozom — ,,kousek navic“
e Autozomalni x gonozomalni

e Strukturni

~
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Priklad autozomalni — Downuv syndrom
 VVyskyt asi 1/ 700
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* Riziko se prudce zvysuje s T é, { . AN ¥ ,k
vekem matky I AR N L

* Manifestace: zpomaleny
vyvoj, hypotonie, rizny
stupen MR, velky jazyk,
Siroké ruce, kratké prsty,
maly nos a usta.

* nejvetsimi riziky jsou
pripadné vrozené vady

srdce a zvysené nebezpeci
vzniku leukémie.



Trisomie 21 — Downuv syndrom

Detekce trisomie chromozomu 21. Zpracovano technikou
interfazni FISH

1 “ i -n—
‘(l !' u Ay 1

1} gg “ N H u—

13 14 1
‘q Tt '1 ’ .
19 20 z 22 X Y




Vznik DS — volna trisomie

zavisi na veku matky

Meioza

Fertilizace

EE Down
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Translokacni forma

Matka Otec - zdravy
- pfenasecka balancované translokace
Gamety ( 3 ( N ( N ( ) Gamety
poskytované poskytované

= s
/M

T T V.

Fenotypové zdravé dité, Monozomickeé Fenotypové zdravé dité, Dité postizené
nenese balancovanou embryo nese balancovanou Downovym syndromem
translokaci translokaci




Chromozomalni aberace gonozomu

* Turneruv syndrom -45,X
e Klinefelteruv syndrom — 47,XXY
* Supermale, superfemale —47,XXX a 47,XYY

e Strukturalni zmény —i(Xqg) — fenotypovée Turneruv
syndrom




Strukturni aberace

* balancované x nebalancované

* chromozomalni zlomy

e delece — Cri-du-chat

* mikrodelece

e duplikace

* inverze

* translokace

* ring — ztrata telomer, spojeni do
kruhu

Single chromosome mutations

Deletion
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Chromosome 4

Chromosome 4

Chromosome 20
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Insertion
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Chromosome 4 Chromosome 20

Translocation
Derivative

Chromosome 20 chromosome 20

Derivative chromosome 4



Prenatalni diagnostika

* Invazivni:  Amniocentéza (AC) Il.trimestr
e Odbér choriovych klka (CVS) l.trimestr
* Kordocentéza
* Fetoskopie

* Neinvazivni:

Ultrazvuk

Jiné typy zobrazovani (MR, retgen)

Fetalni bunky v materském obéhu



Funkcni stavba lidské DNA

LIDSKY GENOM
MITOCHONDRIALNI GENOM JADERNY GENOM
NEKODUJICI DNA KODUJICI DNA
Tandemové repetetivni sekvence 1.5% DNA!
Pohyblivé segmenty
RNA (t,r,sn)
Promotory
Terminatory
Enhancery

Junk DNA



Mitochondrialni genom

mitochondrie - semiautonomni bunécna

organela
, v . , , Control region
 vlastnigenom ve formé cirkularni mtDNA or "d-loop"
e ve2-10 kOpliCh 125 rRNA ___'| . Cytoc/hrome b
— b /
v v v e NADH
« zdédény vidy po matce o \ o
. 4 A el subunits
Geny — 37 gend, 2rRNA, 22 tRNA, 13 o R
enzymi energetického metabolismu
 citratovy cyklus;oxidativnifosforylace; o
 B-oxidace mastnych kyselin; /N | 22 RiAencoding genes =
NADH /o B | 13 protein-encoding regions r
 cast cyklu mocoviny Dehydrogenase! -} H
subunits ™
e Castecné apoptodza LA
A NADH
mitochondrialni DNA nema schopnost oprav < /7~ Dehydrogenase

subunits

s . ; , vevs \//‘ subunits
na rozdil od DNA jaderné (nachylnéjsi k /
pogkozenll) J.:-,\ Cytogl:{'mme Oxidase

- ATP g}‘nthase
subunits

mitochondrii je v buiice mnoho, tudiz jejich  ¢,chvome oxidase
DNA se musi délit stejné Casto subunits

mitochondrialni DNA nema histony



Variabilita lidského genomu

e RUznorodost vlastnosti je dana rlznorodosti genetické informace
a jeji regulace (genetika x epigenetika)

e Zdrojem variability v DNA jsou mutace, ktere pozmenuji DNA a
tvori tak nové varianty.

 Variabilita je pak dale promichavana procesem pohlavniho
rozmnozovani (rekombinace DNA + spojeni dvou genomu)
a/nebo horizontdInim prenosem genda.

* Polymorfismus - frekvence v populaci presahuje 1 % (vice variant
jednoho genu)

* Mutace (vzacné varianty) - frekvence v populaci nepresahuje 1 %

* SNP - Single nucleotide polymorphism — detekce ,, deep
sequencing”, markery genetickych onemocnéni, evoluce,
populacni genetika



Typy mutaci

V koduijici oblastigenu

SYNONYMNI - nevedou k zdméné AK (degenerace genet. kédu)

MISSENSE - chybny smysl - zaména AK za jinou (Srpkovitad
anemie)

NONSENSE - vznik terminacniho kodonu (Neurofibromatoza)
ELONGACNI - zanik terminaéniho kodonu
POSUNOVE (frameshift)....inzerce, delece

V promotoru

Narusenivazby transkripcnich faktord vyvola
Zmeny v genoveé expresi

Na rozhrani exont a intronu

Interferuje se sestrihem (Splicing)



Cojetogen

 Kvalitativni znak x kéduijici sekvence

* Monogenni- na tvorbé znaku se podili malo genU (¢asto jen jeden), vétsSinou

* Polygenni- na tvorbé znaku se podili vice gen(, nezanedbatelny je i vliv

* vnéjsiho prostredi, vetsinou ovlivhuje kvantitativni znaky.

e Strukturni- Koduji strukturni bilkoviny.

* Regulacni- Podle nich vytvorené bilkoviny reguluji déje v bufice (enzymy, receptory, atd.)
* RNAgeny - dle nich se syntetizuje tRNA a rRNA.

* Genovavazba




Replikace a transkripce DNA



Centralni dogma molekularni
biologie

replication C D NA
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Replikace DNA

* Vinterfazi (S faze)
e Zajistuje dédicnost
 DNA dependentni DNA polymeraza

Eukaryotické DNA-polymerazy

Typ polymerazy|Funkce

Polymeraza a |Replikace na opozdujicim se retézci

Polymeraza 3 Reparacni funkce

Polymeraza y Replikace mitochondrialni DNA

Polymeraza & Replikace na vedoucim retézci
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Replikace DNA

DNA polymeraza (o, B, y, ) — pfipojuje nukleotidy na 3°
konec retézce — neumi zacit od nuly — primaza (primery)

u ¢lovéka cca 100 nukl/sec
Leading a lagging strand, Okazakiho fragmenty
https://www.ted.com/talks/drew berry animations of uns

eeable biology#t-181149

DNA primase

DNA-ligase RNA primer,
DNA-Polymerase (Pola)

=R AR L Il V2%
Ol(azakl fragment \
=

DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Lagging
strand

N

Topoisomerase



https://www.ted.com/talks/drew_berry_animations_of_unseeable_biology#t-181149
https://www.ted.com/talks/drew_berry_animations_of_unseeable_biology#t-181149
https://www.ted.com/talks/drew_berry_animations_of_unseeable_biology#t-181149
https://www.ted.com/talks/drew_berry_animations_of_unseeable_biology#t-181149
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Regulace exprese

* Transkripce — enhancery, silencery — vazebna mista na
DNA pro regulacni proteiny (transkripcni faktory)
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Regulace exprese

e Posttranskripcni upravy mRNA
* Methyl cap — stabilizace pred exonukleazami
e Polyadenylace — ,,potrava“ pro exonuklazy
e exon-intron splicing, alternativni splicing, RNA editing

The structure of a typical human protein coding mRMNA including the untranslated regions (UTRs)

Capl3' UTR Coding sequence (CDS) 3'UTR P?'E’l"ﬂ*
Start Stop al

5‘ 3I



Epigenetika - definice

* Vedni podobor genetiky, jenz studuje zmény v
genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu), které
nejsou zpusobeny zménou nukleotidové sekvence
DNA. Také epigenetické jevy mohou byt dédény z
bunky na bunku a z generace na generaci, tedy jak
pri mitéze, tak pri meioze.

* Genom vcetné epigenetickych zmén se oznacuje
jako epigenom.



Epigenetika

* regulace exprese genu (ovliviuji prepis genetické
informace do funkcnich jednotek)
e Reverzibilni proces

Dvé urovne:
* Pre-transkripcni uroven (kovalentni modifikace)
* Modifikace DNA
* Modifikace histon
* Post-transkripcCni uroven
 RNA interference (RNAi - miRNA, siRNA)
* Editace RNA — vyména nukleotidd na drovni mRNA



Modifikace DNA

* Metylace DNA —obvykle inhibice transkripce
* Metylace CpG mist — C-p-G dvojice
* DNMTs (DNA-metyl transferasy)

Typical mammalian DNA methylation landscape
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Modifikace histonu

* Heterochromatin vs.

Euchromatin m
2\

 —Metylace lysinu (—CH3)

Euchromatin

* —Acetylace lysinu (—-COCH3) T
* —Fosforylace serinu a threoninu

* —Ubiquitinilace a sumoylace
lysinu,
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RNA interference

e 1998 — objev RNA interference (RNAi)
e 2006 —Nobelova cena za RNAI

» Kratké (cca 22 nt) endogenni jednovlaknové molekuly
RNA + RISC - RNA-induced silencing complex

e Zapojeny do rizeni ruznych biologickych procesu, jako
napf. proliferace, diferenciace, apoptoza

* Jejich deregulace byva spojena s rozvojem mnoha
onemocnéni, napfr. kardiovaskularnich, imunodeficience,

nadorova onemocnéni, diabetes.
* https://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1 ELE



RNA interference - miRNA

* Inhibice translace, mMRNA degradace
e castecné komplementarni

* Jedna miRNA muze cilit vice mRNA, a tak se podilet
na regulaci hladiny nékolika proteintu a naopalk,
jedna mRNA muze byt inhibovana vice miRNA

molekulami

Typical gene




RNAinterference - siRNA .. ===

* specificka pro 1 gen T

e presne komplementarni

* RNA jde na rozstepeni

mRNA




Histone
modification

RNA
interference

DNA
methylation

Epigeneticka regulace
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Metody zalozené na manipulaci s DNA

e zaklad molekularniho klonovani
* PCR, restrikce, ligace, sekvenace



PCR — polymerase chain reaction

/ o G\
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~ A T l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

:

DNA Sample Primers Nucleotides

=)
. h l 55°C ~ Primers bind template 2. Annealing

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube/

:
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l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

=)

PCR Cycle

Nobel Prize in Chemistry 1993,
at age 48

Kary Mullis
(invented PCR in 1983)

-

Thermal Cycler



DNA restrikce

* restrikcni endonukleazy (restriktazy)

* izolované z baktérii, stovky v katalogu (EcoRlI, Apal,
Xbal,...)

* specifické, palindromatické sekvence

GA AT TC
E'M: o ma'

looanopapnnnmme L0
T

CTTAAG
_ll
" ) Wi W 1

EcoRl, restriction endonuclease
AATTC
G - . . :
EI 3., 3 m: 3

.31




Ligace

* restrikce + ligace = in vitro rekombinace
* rekombinantni proteiny
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Sekvenace

* Frederick Sanger — Nobelova cena 1980

* NGS — next generation sequencing (mnoho kratkych
sekvenci — nutné vykonné pocitace)

PCR containing fluorescent, chain-terminating dideoxynucleotide triphosphates
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