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Proc klinicka genetika

> uloha genomu v diagnostice, terapii a prevenci
= aplikace v klinickeé praxi

Do praxe ale mohu aplikovat jen to, co znam
a na co myslim



Co byste uz meli znat

> Co je to gen
- geny strukurni a funkcni
- housekeepngové geny
- exprese gentl
- exony, introny, netranskribované oblasti,
promotory

> Informacni makromolekuly
> Transkripce, sestrih, translace

» Chromozomy



Co je to DNA?

Instruction Manual *

Bottle mrs

. |

Make Your Own DNA Keépsake

WARNING: This set contains chemicals that
may be harmful if misused. Read cautions on
individual containers carefully. Not to be used
by children except under adult supervision.

studeny lih + stil + saponat na nadobi
> 1 m DNA

Véda je zabava, Svojtka & Co, 2015
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Kocarek, 2013



Churchill College a The Eagle Pub
Watson + Crick + Wilkins + Franklinova



Pouziti vysledkl
bez svoleni
Eugneika
IQ ¢ernochll

Churchill Cgifege a The Eagle Pub
Watson + Crick + Wilkins + Franklinova



Pojmy

> Genetika
> Genom

> Genomika



Pojmy

> Genetika
> Genom

> Genomika

Veskera DNA

v bunce/organismu




Pojmy

> Genetika
> Genom

> Genomika

Genom je vic nez soucet

gend




Pojmy

> Genetika
> Genom

> Genomika

- Strukturni
(DNA, chromozomy)

- Funkcni
(RNA, genova exprese)
- Komparativni




Pojmy

> Genetika
> Genom

» Genomika
» Mikrobiom

> Transkriptom



Co je to genom?
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Lidsky genom:
3,2 x 10° bp,
cca 20 tis. genli



Co je to genom?

heterochromatin

intergenové
repetetivni
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Variabilita genomu

= Nukleotidové polymorfismy

- Single Nucleotide Polymorphisms - SNP LidSkv genom:

= Zmény v poctu kopii genetického materialu 3,2 X 109 bp,
- Copy Number Variations — CNV . o
- Short Tandem Repeats — STR (2-5) cca 20 tis. genu
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Publikovani sekvence lidského genomu v roce 2001



C. Venter J. D. Watson

Publikovani sekvenci individualniho lidského genomu
2007 a 2008



C. Venter J. D. Watson

Publikovani sekvenci individualniho lidského genomu
2007 a 2008

Rozdil v 7648 zaménach aminokyselin



C. Venter J. D. Watson

Publikovani sekvenci individualniho lidského genomu
2007 a 2008

1000 genomi publikovano v roce 2010
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Mooreliv zakon (1965): ,Pocet tranzistord, které mohou byt umistény na
integrovany obvod, se pri zachovani stejné ceny zhruba kazZdych
18 meésicl zdvojnasobi.*




Postgenomicka éra

> Genomy byly popsany

> Probihaji anotace genomi



Genetika dnes

Od fenotypu ke genotypu

DNA — RNA = protein = fenotyp

™
Od genotypu k fenotypu




Moderni metody analyzy genomu



Genomové sekvenovani

VS.
Exomoveé sekvenovani
* lidsky genom Nisichl NN S T e
= 3.2%10%°bp
~20 000 gentl [ -rt [ ] ]
tttprotein

* Exom = < 2 % lidského

genomu VSEChl‘IV exony= exom

< 2 % celého genomu
obsahuje ~ 85 % znamych

mutaci podminujicich
onemocnéni




NGS — flexibilita

genom exom vybrané geny nebo
,hot-spot” mista —
diagnostické panely

3 200 000 000 bp 20 000 genu < 100 genu
30 x cteni 100 x cteni 2 1000 x cteni



... .TATGCGATGCGTATTTCGTAAA. . ..

Sekvenvani Genomu

Sekvenovani Exomu

Llamani“ genomu
na mensi Useky

Obohaceni knihovny

Ziskame miliony
jednotlivych cteni .. .TATGCGATGCGTATTTCGTAAA. . ..

Srovnani ziskanych cteni s il e W
referencni sekvenci e e D, e "'_'—_ -

Odvozeni puvodni sekvence a
identifikace rozdila ve
srovnani s referenci

Referenéni sekvence

. L &




Mutace
vs. variabilita lidského genomu



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

* kazda 1000. baze muze byt mutovana: 3.2 milionu variant
* jeden ¢lovék ma primeérné 0.5 milionu variant

* pfi analyze exomu (2 % genomu) ziskame desitky tisic variant

Kterd varianta je ta, ktera zptisobi nemoc?



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

* kazda 1000. baze muze byt mutovana: 3.2 milionu variant
* jeden ¢lovék mayegumeérné 0.5 milionu variant

* pfi analyze exomu (2 78@manomu) ziskame desitky tisic variant

Ktera varianta je ta, plisobi nemoc?

Frekvence vniku

Mutace , .
mutaci je

vs. polymorfismus 11-13x10°



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

Mutace spontanni vs. indukované

Genoveé vs. chromozomove

Mutace meénici smysl — missense
Mutace beze smyslu — nonsense (terminachni triplet)
Mutace se stejnym smyslem — same sense
Posuvné mutace — frameshift



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
cgcgeggcctectecttgtggecatectggtectectaaaccacctggac

cgcgceggcctectecttgtggtcatectggtectectaaaccacciggac

Insertions/deletions (indels)
cgcgceggcctectecttgtggecatectggtectectaaaccacctggac

cgcgceggcctectectigtgg--——--- ctggtcctcctaaaccacctggac



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

Mikrosatelity (STR)
cgcgeggcctectectigtggecacacacacacacatectggtectectaaaccacctgga

cgcgeggcctectectigtggecacacacacacatectggtectectaaaccacctgga

Copy number variants (CNV)

>1 kb - 1MGb



Mutace
vs. variabilita lidského genomu

P. falciparum
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Mutace
vs. variabilita lidského genomu

P. falciparum

Leidenska mutace f. V

WA, 7 Hemochromatoza

Cysticka fibroza
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Germinalni vs. somaticka mutace



Germinalni vs. somaticka mutace

Germinalni mutace Somaticka mutace



Kolik lidi zilo na nasi planete?



Kolik lidi zilo na nasi planete?

> Na zemi zilo pres 100 miliard lidi

Year Population Births per 1,000 Births Between Benchmarks
50,000 B.C. 2
a000 B.C. 5,000,000 a0 1,137,789,769
1 A.D. 300,000,000 a0 46,025,332, 354
1200 450,000,000 60 26,591,343,000
1650 500,000,000 60 12,782,002,453
1750 795,000,000 50 3,171,931,513
1850 1,265,000,000 40 4,046,240,009
1900 1,656,000,000 40 2,900,237,856
1950 2,516,000,000 31-38 3,390,198,215
1995 2, 760,000,000 31 5,427 ,305,000
2011 6,967,000,000 23 2,130,327,622
Carl Haub:
How Many People

Have Ever Lived on Earth?
2011



Jsme Homo sapiens?



Jsme Homo sapiens?

Denisované, 41 000 let.
mMtDNA

Reich a kol.
Nature 2010



Jsme Homo sapiens?

V Evropé 1 — 3 % genomu
Nékteré nemoci neandrtalské — deprese,
kozni nemoci?




Analyza pravékych genomu



Genom z mladsi doby kamenné
a doby zelezné - Zagros, Iran

w0

Kostenki |

Broushaki a kol.,, Science 2017



Dva praveké genomy u dnesnich lidi

Broushaki a kol., Science 2017



Slavné praveké genomy

Otzi

Cheddarsky muz




Plivod podle mitochondrialni DNA



Sedm dcer Evinnych




Sedm dcer Evinych

> mitochondrialni Eva (pred 140 000 lety v Etiopii)
> 7 hlavnich mitochondrialnich haplotypt v Evropé
> 29 haplotyptl na celém svété

> vysSetreni neni tak presné ve srovnani s dalsimi

metodami, mitochondrialni DNA je si na celém
svéte velmi podobna

Potomci soucastnic mitochondrialni Evy ale mohou zit
Bryan Sykes, 2004



Sedm dcer Evinych u nas

Helena 42 % (dominuji linie z Polska a evropskeé casti
Ruska)

Ursula 18 % (dnes ziji hlavné v Britanii a Skandinavii)
Tara 13 %

Jasmina 10 %

Katerina 6 % (Askenazoveé)

Velda 4 %



Sedm dcer Evinnych po dobé ledoveé

Xenie
25 000 let

©
>,
)
>




Sedm dcer Evinnych po dobé ledoveé




Uloha genomu pfi vzniku nemoci

> Mendelovsky dedicna onemocnéni 8 %
> Multifaktorialni 90 %

> Ostatni 2 %



Uloha genomu pfi vzniku nemoci

> Mendelovsky dedicna onemocnéni 8 %
> Multifaktorialni 90 %
> Ostatni 2 %

=> Genetickeé pozadi hraje témeér vzdy roli
pri vzniku nemoci



Typy dedicnosti



Typy dedicnosti

Mendelovska dédicnost
(monogenni; jeden gen, jeden znak)

Vazana na pohlavni chromozomy

Polygenni
(vice genl malého Ucinku, jeden znak)

Mitochondrialni dedicnost

Role prostredi (zevni faktory)



Jaky je postup pri patrani
po dedicnhosti nemoci?
> Rodinné studie (rodokmeny, studium
dvojcat, podil nadéji ,,odds ratio",
relativni riziko)
> Zjist'ovani vyskytu nemoci v populaci

> Molekularné biologické metody

> Vazebné analyzy a funkcni testy
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Mitochondrialni dédicnost
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Dédicnhost chromozomu Y
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Dédicnhost chromozomu Y
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Co dédime jako chromozom Y?




Dédicnost autozomalni dominantni

A




Dédicnost autozomalni dominantni
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Dedicnost autozomalni recesivni
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Zevni faktory




Monogenni nemoci



Kolik mame monogenne
dédicnych nemoci?

~ 1 000
~ 10 000

~ 100 000



Kolik mame monogenne
dédicnych nemoci?

~ 1 000
~ 10 000

~ 100 000



Kolik mame monogenne
dédicnych nemoci?

~ 1 000
~ 10 000

~ 100 000



Recesivni nhemoci

hemochromatoza (1:10)

mutace faktoru V Leiden (1:20)
cysticka fibroza (1:25)

spinalni muskularni atrofie (1:40)
hluchota

rakovina prsu a vajecnikt



Plivod podle typti mutaci genti

> efekt zakladatele

> malé uzavreneé populace (Askenazove,
frankofonni Kanad'ané, Island, okoli jezera
Maracaibo...)

> snatky pribuznych



Mapa konsangvinity

Consanguinity (%) -~ .
[ ] Unknown )
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[ 10-19

I 20-29

B 30-39

Bl 40-49

B 50+



Mapa konsangvinity

Consanguinity (%) ~ .
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— Povinné genetické testovani partneri:
[ 20-29 Bahrajn

B 30-39 z Y sg =

B 50+ (Island)



Ceské genetické nemoci



Syndrom Nijmegen breakage,
syndrom Seemanové, NBS

NBS1 gen pro nibrin na 8g21
Heterozygoti 1:130-150
Spolecny predek |

Seemanova,
1985




Ceska dysplazie

COLZAI gen
typicky oblicej, ploché nohy, porucha
rlstu 3. a 4. prstu na nohou

Neumann,
2003



Jak objevujeme genetické nemoci?



Molekularne biologické metody

> Analyzy znamych geni a jinych
sekvenci DNA

> Srovnini zdravych a nemocnych clenti
rodiny

> Hledani novych zmén a ,,novych" gent

> Overeni funkcnimi testy



Zmeny DNA a nemoci

Poruchy
transkripCnich

faktort

IKZF, PAX5, ETV6,
CEBPA, RUNX1, GATA2

Poruchy
oprav DNA

Imunodeficity
NBS, BS, AT,
SDS, CMMRD

RASopatie

syndrom Noonanové

» geny i nekoédujici oblasti



Studium dvojcat

> Geneticke vs. negeneticke vlivy
- MZ dvojcata 100 % shodnych alel
- DZ dvojcata/sourozenci 50 %
shodnych alel

Role genetickych vlivli (konkordance MZ
a DZ dvojcat):

cukrovka, schizofrenie, lupénka, rozstepy
rtl, roztrousena skleroza



Jsou si jednovajecna dvojcata zcela
geneticky podobna?



Priklad z praxe



Priklad z praxe
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ETV6

« Exomove sekvenovani - srovhanim exomu zdravych
a nemocnych clenu rodiny nalezena varianta genu

ETV6: p.W380R
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Bioinformaticka a biostisticka analyza

- mapovani na referencni sekvenci (BWA-mem)
- vytvoreni dvou souborl variant (Samtools mpileup):

1. skupina — probandi s nemoci
2. skupina — probandi bez nemoci

vylouceni populacnich (a rodinnych) variant (VarScan):
vybrany varianty pritomné pouze ve skupiné trombocytopenie

identifikace potencialné kauzalnich variant:
anotace variant Annovarem;
filtry: coverage > 20
ponechany varianty v exonech, ncRNA exonic, downstream a
upstream
vynechany synonymni mutace
odstranény varianty anotované v dbSNP dtb. s rsXXXXX ID



DAPI FLAG Merge

Funkcni analyza

WT
ETVé6:
fluorescencni
mikroskopie

R418G

P214L

385_418
del




CYCS, exon2, p.T20l

z g p ]

—@ O O

ke
nedostupny O
vzorek
plt: 54. 6*109/| plt: 47. 7*109/|

® O

plt: 23.3*10%/1

*analyzované vzorky










Co by meél umeét klinicky genetik?

> Komplexni vysetreni

> Indikace analyz genti
- celoexomoveé sekvenovani
- celogenomoveé sekvenovani
- funkcni testy

> Interpretace vysledkl
(od praktickych lékard az po klinické genetiky)

> Navrh lécebnych nebo preventivnich
opatreni s ohledem na prani nemocnych
a etickeé aspekty



Co by mel umet klinicky genetik?

> Komplexni vysetreni

> Indikace analyz genti
- celoexomoveé sekvenovani
- celogenomoveé sekvenovani
- funkcni testy

> Interpretace vysledkl
(od praktickych lékard az po klinické genetiky)

> Navrh lécebnych nebo preventivnich
opatreni s ohledem na prani nemocnych
a etickeé aspekty

ANALYZOVAT INFORMACE JAKO CELEK
- CELEK JE ViC NEZ SOUHRN CASTi



Proc tedy genetika?

> Diagnostika nemoci
(vC. prenatalni, preimplantacni, genetickeé
poradenstvi)

> Terapie — framakogenetika a farmakogenomika,
iImunogenetika

» Prevence
> Genova terapie, editovani genomu
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Co vas ceka v tomto predmetu

> Monogenni nemoci (CF)
> Chromozomalni aberace
> Genetika nadorovych nemoci

> Genetika krevnich nemoci, genetika
neuromuskularnich nemoci

> Genetické syndromy

> Forensni genetika

> Genetika v reprodukcni mediciné

> Onemocnéni s komplexni dedicnosti
> Terapie a vyhled do budoucnosti



Co vas ceka v tomto predmetu

> Monogenni nemoci (CF)
> Chromozomalni aberace
> Genetika nadorovych nemoci

> Genetika krevnich nemoci, genetika
neuromuskularnich nemoci

> Genetické syndromy
> Forensni genetika
> Genetika v reprodukcni mediciné
> Onemocnéni s komplexni dedisnosti
> Terapie a vyhled do budoucnosti
Inikace, klinickeé vyuziti i etické aspekty!



CRISPR-Cas9
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Déti na objednavku?
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Pripitek genetiki



Ny =

Pripitek genetikti

Az do DNA!

Karel Plihal: Jako COOL v plote



