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Genetika onemocnGenetika onemocněěnníí s komplexns komplexníídděědidiččnostnostíí
� Dědičnost se podílí na většině běžných onemocnění
� U téměř 2 ze tří jedinců způsobuje během života morbiditu a 

předčasnou mortalitu nemoci, jako jsou IM, rakovina, duševní
choroby, diabetes apod.

Frekvence různých typů dědičných onemocnění:



� Dědičný znak nebo postižení, které buďto je nebo není
přítomno  ⇒ diskrétní (kvalitativní) znak

� Měřitelné vlastnosti (fyziologické nebo biochemické veličiny –
TK, výška, hladina cholesterolu, BMI)

⇒ kvantitativní znaky
Pochopení dědičné podstaty variability kvantitativních znaků je 
základem pro porozumění tomu, jak se geny podílejí na vzniku 
komplexních nemocí.



ProblProbléémy, kterými se budeme zabývatmy, kterými se budeme zabývat

� Jak zjistit, zda určité geny přispívají ke vzniku častých 
nemocí a  k variabilitě v kvantitativních fyziologických 
znacích

� Popíšeme metody studia těchto chorob
� Vysvětlíme metody, které se používají k určení, kolik genů
se na vzniku určitého fenotypu podílí a metody, jimiž je 
zjišťována lokalizace těchto genů v genomu

� Nakonec si ukážeme řadu příkladů komplexních nemocí



KomplexnKomplexníí nemocinemoci

Monogenní nemoc Komplexní choroba

CFTR gen

Cystická fibróza

Mutace



Spektrum lidských chorob

Bomprezi et al. 2003





KomplexnKomplexníí nemocnemocíí (znaky)(znaky)
� Stojí na vrcholu pomyslné pyramidy složitosti celé genetiky
� Genotypovou složkou komplexních chorob není striktní determinizmus, 

nýbrž predispozice k fenotypové manifestaci nemoci
� Řada interakcí : genotyp – genotyp

genotyp – prostředí
� Epidemiologickou charakteristikou komplexních chorob

⇓
je statistická kumulace v rodinách, tj. statisticky významně zvýšená
frekvence onemocnění u pokrevních příbuzných daného postiženého 
jedince bez jasného mendelistického způsobu přenosu



PolygennPolygenníí modelmodel
� Základy genetiky komplexních stavů položil v r. 1918 R.A. 
Fisher



Prahový modelPrahový model
� V polovině 60. let přišel s tzv. prahovým modelem D.S. Falconer



Prahový model s pohlavnPrahový model s pohlavněě rozdrozdíílným lným prahemprahem



DneDneššnníí modelmodel
- se od těch klasických v několika ohledech dost zásadně liší
� Je jasné, že genotypová složka komplexních znaků není tak rozsáhlá, jak 

se předpokládalo (nezahrnuje stovky, max. desítky genů)
� Genotypová složka není homogenní ve smyslu rozsahu účinku 

jednotlivých genů (zahrnuje geny jak relativně velkého, tak i malého a 
středního účinku)

� Vzájemný vztah jednotlivých predisponujících genů není v žádném 
případě uniformně aditivní

⇓
vyjádřeno multiplikativním modelem
⇒ souhrnný účinek predisponujících genů je roven součinu

jejich dílčích účinků (interekční efekty)



Podklady pro hledPodklady pro hledáánníí genetickgenetickéédeterminace:determinace:

� Zvýšený výskyt v rodinách

� Zvýšená incidence u dvojčat : MZ > DZ

� Dědičnost intermediárních fenotypů:



FamiliFamiliáárnrníí výskyt nemocvýskyt nemocíí

Familiární agregace

� Je charakteristikou nemocí s komplexní dědičností, protože 
příbuzní sdílejí větší podíl genů navzájem mezi sebou než s 
nepříbuznými osobami

� Obráceně to platit nemusí – FA neznamená, že se na chorobě
musí podílet dědičnost
⇒ rodina nesdílí jenom stejné geny, ale i vnější prostředí,

kulturní návyky, vzorce chování apod.
� Nutno posoudit podíl genetických a negenetických faktorů



Konkordance a Konkordance a diskordancediskordance
� Mají-li 2 příbuzní jedinci v rodině stejnou nemoc – konkordantní
� Je-li jeden postižený a druhý ne – diskordantní

⇒ lze vysvětlit jiným vlivem dalších faktorů nutných k
nastartování patologického procesu

� Naopak – konkordantní fenotyp může vzniknout i při rozdílných 
predisponujících genotypech

⇒ nemoc u jednoho z nich je genokopií nebo
fenokopií druhého



Konkordance a sdKonkordance a sdíílenleníí alelalel mezi mezi ppřřííbuznýmibuznými
� Čím blíže jsou si 2 rodinní příslušníci, tím více alel zděděných 
od společných předků mají totožných

� Pokud geny přispívají ke vzniku onemocnění významně, stoupá
konkordance pro dané onemocnění s rostoucím stupněm 
příbuznosti
- extrémní případ: MZ dvojčata
- příbuzní 1. řádu: rodič + dítě (společná 1 alela s každým z rodičů)

pár sourozenců vč. fraternálních (DZ) (25% má stejnou
dvojici alel nebo žádnou alelu, 50% má stejnou 1 alelu)

⇒ s každým lokusem je tedy průměrný počet mezi sourozenci sdílených alel
0,25 (2 alely) + 0.5 (1 alela) + 0.25 (alel) = 1 alela



� Pokud tedy geny k nemoci 
predisponují, lze očekávat, 
že λ r bude nejvyšší pro MZ dvojčata, nižší pro příbuzné
1. stupně a dále klesá
úměrně počtu sdílených alel



PodPodííl relativnl relativníího rizika (ho rizika (λλrr))
⇒ vyjadřuje, kolikrát vyšší pravděpodobnosti onemocnění čelídefinovaný příbuzný nemocného jedince ve srovnání s obecným rizikem populace

prevalence nemoci u příbuzných „r“ postižené osoby
λ r = ------------------------------------------------------------------------------------------------------------

prevalence nemoci v populaci

r – znamená obecně příbuzný („relative“), v praxi se měří např. λs („sibs“), λp („parents“)



PodPodííly relativnly relativníího rizika ho rizika λλ rr ppřřííbuzných buzných probandprobandůů s s 
vybraným onemocnvybraným onemocněěnníímm

� Čím vyšší je hodnota λ, tím větší je familiární agregace a tím snažší je genetickáanalýza daného komplexního znaku.
� Hodnota λ r = 1 znamená, že příbuzný nemá většípravděpodobnost vzniku nemoci než kterýkoliv jedinec v populaci



Studie dvojStudie dvojččatat
� „experiment přírody na lidech“
� Základním přístupem je tradičně stanovení stupně fenotypovéshody u MZ a DZ dvojčat  → minimalizace relat. vlivů zevního

prostředí
⇓

čím vyšší je fenotypová shoda MZ oproti DZ dvojčatům, tím
vyšší je relativní genetický příspěvek studovaného
komplexního znaku

� Výhody: umožňují abstrahovat od variability prostředí



PorovnPorovnáánníí konkordance u MZ a DZ dvojkonkordance u MZ a DZ dvojččatat

� Vyšší konkordance u MZ 
dvojčat oproti DZ dvojčatům 
je silným argumentem pro 
přítomnost genetických 
faktorů (zejména u 
onemocnění s časným 
výskytem)



OmezenOmezeníí studistudiíí dvojdvojččatat
� MZ dvojčata i přes totožný genotyp nemají stejnou genovou 
expresi (např. náhodná X-inaktivace u žen)

� Ve skupinách lymfocytů se MZ budou lišit díky somatickým 
chromozomálním přestavbám v lokusech pro Ig a T-buněčný 
receptor

� Nitroděložní prostředí nemusí být pro obě stejné
� Expozice faktorům zevního prostředí nemusí být stejná
(zejména u chorob s pozdní manifestací)

� Posun zjištění – 1 postižené dvojče přivede 2. (volunter based
ascertainment = zjištění na základě dobrovolnosti) místo toho, 
aby byla nejprve zjištěna jako dvojčata a pak vyšetřena 
(population based ascertainment -



HeritabilitaHeritabilita (h(h22))
� Je definována jako relativní podíl variability podmíněné
geneticky na celkové variabilitě znaku
h2 = VG/VP

[Variabilita fenotypu (VP) = genetická variabilita (VG) + variabilita 
zevních faktorů (VE) ]

� čím je vyšší a blíží se jedné, tím vyšší je obecný příspěvek 
genetické složky ve fenotypu

Nejjednoduší způsob odhadu dědivosti (heritability) znaku je
⇒ dvojnásobek rozdílu korelačního koeficientu MZ a DZ dvojčat



Odhad Odhad heritabilityheritability ze studize studiíí dvojdvojččatat
� Rozptyl hodnot fyziologických měření u množiny párů MZ 
dvojčat (100% genů) je porovnán s rozptylem hodnot měření u 
dvojic DZ dvojčat (50% genů)

rozptyl u DZ dvojčat – rozptyl u MZ dvojčat
h2 = -----------------------------------------------------------------

rozptyl u DZ dvojčat  
� Je-li variabilita znaku určena zejména prostředím, je rozptyl u 
DZ dvojčat blízký rozptylu u MZ a čitatel a tím i hodnota h2 se 
bude blížit 0.

� Pokud je variabilita dána pouze genetickým složením, rozptyl 
u MZ dvojčat je nulový a h2 je rovno 1.



HeritabilitaHeritabilita bběžěžných komplexnných komplexníích ch nemocnemocíí (znak(znakůů) ) 

50%Ulcerativní kolitida
60%Revmatoidní artritida
50-70%Osteoartritida
50-90%Obezita
70%IDDM
60-80%Degenerace plotének
60-80%Kostní denzita
40-70%Krevní tlak
60 %Astma



Vztah mezi incidencVztah mezi incidencíí v populaci a incidencv populaci a incidencíí u u 
ppřřííbuzných postibuzných postižžených osobených osob



GenetickGenetickáá analýza komplexnanalýza komplexníích chorobch chorob
� Důležité je definovat  studovaný fenotyp

Komplexní choroby (astma, cukrovka)
⇓

konglomerát fenotypů nižších úrovní
⇒ Intermediární fenotypy – např. hladiny IgE, bronchiální

hyperreaktivita u astmatu
Vágní stanovení fenotypu komplikace při porovnávání

různých nezávislých studií



GenetickGenetickáá analýza komplexnanalýza komplexníích ch nemocnemocíí
� má vždy statistický charakter
⇒ zdědění jednotlivé patologické alely není ani nezbytné, ani 
dostatečné pro manifestaci komplexního fenotypu

=                         +              +
� Dosud se nepodařilo charakterizovat žádnou komplexní
polygenní chorobu ve formě úplného souboru 
„patologických“ alel a jejich interakcí (navzájem a se zevními 
faktory)

Fenotyp Zevní faktory Geny + zevní faktoryGenet. faktory



HledHledáánníí gengenůů Mendelistických a Mendelistických a 
komplexnkomplexníích chorobch chorob



MolekulMolekuláárnrníí zzááklad komplexnklad komplexníích nemocch nemocíí u u 
ččlovlověěkaka



Metodologie genetickMetodologie genetickéého mapovho mapováánnííkomplexnkomplexníích znakch znakůů (nemoc(nemocíí))

Wills-Karp M and Ewart SL
Nature Review 2004, 5: 376-387 



Metodologie genetického mapováníkomplexních znaků (nemocí)
� Studie na modelových organizmech

� Vazebné studie – parametrické
neparametrické

TDT analýza

� Asociační studie – retrospektivní („case-kontrol“)
prospektivní

Celogenomová analýza x   studium jednoho (několika)
polymorfizmů



Vazebné studie (linkage studies)
parametrické neparametrické



TDT analýza (transmision disequilibrium test)

Bomprezzi et al. 2003



Asociační studie



Rodinné a asociační studie – dva konce kontinua



Asociace je principem zcela odlišná od 
vazby

Linkage (vazba) - je vztah mezi lokusy
Asociace – je statistický údaj o společném výskytu alel či fenotypů

(vztah mezi alelami či fenotypy)

⇓

Alela A je asociována s chorobou D, když osoby, které trpí D mají A více 
(nebo méně často) než lze předpokládat z výskytu frekvencí D a A v 
populaci.

!!! Problematika výběru kontrolní skupiny!!!



Možné příčiny „pozitivní“ asociace

� Kauzální souvislost

� Přirozená selekce

� Populační stratifikace

� Statistický artefakt

!Hodnoty pravděpodobností asociačních studií musí být korigovány:
ne p=0.05 (event. 0.01) ale p=0.05/n (Bonferonni correction)

� Linkage disequilibrium



� Posun zjištění (ascertainment bias)
- tj. rozdíl v pravděpodobnosti, s jakou budou nahlášeni 
postižení příbuzní pacientů ve srovnání s postiženými 
příbuznými kontrol

� Posun hlášení (recall bias)
- větší motivace příbuzných probanda k vyplnění
dotazníku, protože je jim dané onemocnění bližší



Problematika studia komplexnProblematika studia komplexníích ch nemocnemocíí
Polygennost → více faktorů - tzv. „malé“ faktory



Heterogenita Heterogenita 
(klinick(klinickéého ho fenotypufenotypu -- genetickgenetickáá –– populapopulaččnníí)    )    



Interakce faktorInterakce faktorůů



Inkompletní penetrance – zděděné příslušné sady patologických
alel ještě nemusí nutně vést ke klinicky
manifestnímu onemocnění

Pleiotropie- tytéž geny mohou mít různé účinky na jednotlivé složky 
atopického fenotypu

Impriting – modifikace maternálních a paternálních genů během
gametogeneze tak, že mají odlišnou expresi v zygotě



GenetickGenetickáá analýza komplexnanalýza komplexníích nemocch nemocíí
vs. vs. monogennmonogennííchch chorobchorob

Gen

Nalezení „variant“ v příslušném genu

Analýza genových variant

Mendelistické nemoci Komplexní nemoci

Diagnostika „Náchylnost“ (susceptibility) 

Klinický význam dosud
„problematický“

Léčebná
intervence

Prognostický
indikátor

Genetické
poradenství



VyjVyjááddřřeneníí „„rizikarizika““ u komplexnu komplexníích ch nemocnemocíí
� Riziko = pravděpodobnost vývoje onemocnění

Numericky:  0 – 1

Znaky (genetické, environmentální,…), které zvyšují tuto pravděpodobnost
⇒ rizikové faktory:

� Výsledky různých studií daného RF by měly být konzistentní
� Asociace by měla být silná a specifická (nezávislá na jiných faktorech)
� Odpověď dávka/efekt
� Biologická věrohodnost



SSííla asociacela asociace

� Síla asociace je vyjádřena 
podílem nadějí (odds ratio) 
vypočítaným z frekvence dané
alely u pacientů a kontrol

� Je-li frekvence studované alely
shodná u pacientů i kontrol, je 
podíl nadějí = 1



� Jinou, ale podobnou mírou 
asociace je vyjádření relativního 
rizika (RR), které porovnává
riziko vzniku nemoci při nosičství
určité alely s rizikem bez 
nosičství této alely

� U vzácných onemocnění se 
přibližně rovná i podílu nadějí
(b < d a  a < c)



AlergickAlergickéé choroby choroby –– ppřřííklad klad komplexnkomplexníích chorobch chorob
� Celosvětově řazeny mezi závažnou skupinu civilizačních 

nemocí - komplexní nemoci

� „Alergie“ - z řečtiny (allos ergeia) =
změněná schopnost reakce 
(von Pirquet,1906)

„anafylaktická reakce“ - už z r. 2140 př. n.  l. 
(faraon Menes po bodnutím hmyzem)



AlergieAlergie
= imunopatologický stav neúčelné obrany organismu, 

⇓
vyjádřen nepřiměřenou specifickou odpovědí na antigenní
podnět 

⇓
navozující zánětlivé změny ve tkáních a vedoucí k poruše 
funkce orgánů





KandidKandidáátntníí geny a patogeneze astmatugeny a patogeneze astmatu
2q14:   IL-1
5q31:   IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13,

GM-CSF, CD14 receptor
5q32:   B2-adrenergní receptor

(polymorfizmus 16 a 27)
6p21:   HLA komplex, TAP geny, 

TNF alfa  (polymorfizmus -308)
TNF beta (polymorfizmus NcoI)

10:       5-LO
11q13: Receptor pro IgE
12q:     Interferon gamma
12q:     Syntetáza oxidu dusnatého

(ecNOS)
13q:     Esteráza D protein
14q:     TCR alfa/gamma komplex
+  řada dalších oblastí na různých 
chomozomech Wills-Karp M and Ewart SL

Nature Review 2004, 5: 376-387 



Celogenomové analýzy u alergických nemocí
� dosud 12 celogenomových studií

(http://cooke.gsf.de/asthmagen)
� Detekce oblastí chromozomů s možnou vazbou na výskyt alergických chorob nebo intermediárních znaků (IgE, eosinofily, kožní testy apod.)
� celogenomová signifikance – vzácná, většinou „podezřelé“ oblasti
� některé výsledky se opakují, některé rozdílné (jinápopulace, jiná metoda, jinak definovaný fenotyp)



Oblasti chromozomOblasti chromozomůů „„podezpodezřřelelé“é“ z z úúččasti na genetice astmatuasti na genetice astmatu

Haagerup et al. 2002



Astma a dalAstma a dalšíší alergickalergickéé nemocinemoci

Eichenfield et al. 2003



Gen pro ADAM33Gen pro ADAM33
((A A DDisintegrinisintegrin AAnd nd MMetalloproteinaseetalloproteinase 33)33)

� první gen asociovaný s astmatem a 
BHR nalezený na základě
celogenomové vazebné analýzy 
(Eerdewegh et al. 2002)

� exprese: fibroblasty a hladká
svalovina bronchů

� funkce:
– zinek-dependentní metaloproteináza , 

zakotvená v plazmatické membráně
– mj. interakce s membránově vázanými 

enzymy a receptory, extracelulární
komunikace

– účast v remodelaci dýchacích cest u 
astmatu
gen: chromozom 20p13 Wills-Karp M and Ewart SL

Nature Review 2004, 5: 376-387 





Gen pro DPP10Gen pro DPP10
( ( DDiiPPptidylptidyl PPeptidaseeptidase 10)10)

� Allen et al (2003)  - vazebnou analýzou na chromozomu 2q
� Potvrzení TDT analýzou 144 rodin
� Sekvenování oblasti o 1,5 MB → 105 SNP

⇓
nejsilnější asociace s WTC122 

nejběžnější alela asociována s astmatem a fenotypy
(také haplotypy s touto alelou)

� Case-control studie 1047 dětí z Mnichova
⇓

asociace s prick testy, atopií a astmatem
� Funkce: - modulace zánětlivého procesu v dýchacích cestách ?

- regulace neuronální (parasymatická ganglia) ?      



Gen pro PHF11Gen pro PHF11
( ( PPlantlant HHomodomainomodomain (PHD) (PHD) FFingeringer proteinprotein--11)11)

� Cookson et al.  (2003) identifikovali PHF11 na chromozomu 13q
⇓

podobným přístupem jako u DPP10
� 49 SNP, 4 del/ins a (GGGC) repetice → 3 (intron 5, 9 a 3´oblast)

⇓
associace s Ln IgE a astmatem

� Funkce: - negativní regulace transkripce ?



Gen pro Gen pro TimTim 1 1 
(T(T--cell cell immunoglobulinimmunoglobulin andand mucinmucin--
domaindomain containingcontaining moleculesmolecules))

Gen pro C5 Gen pro C5 
((complementcomplement factorfactor 5 gene)5 gene)

Wills-Karp M and Ewart SL
Nature Review 2004, 5: 376-387



Výzkumné hypotézy & cíle genetického výzkumu v naší laboratoři
� Asociace „kandidátních“ genů s vybranými patologickými stavy metodou „case-control“
� Role genetické variability (polymorfizmů) v těchto lokusech při:
- predispozici/náchylnosti k onemocnění
- modulaci penetrance (např. klinické manifestace), progrese či
závažnosti 

- tkáňové/orgánové preferenci
� Interakce alelických variant v genu/genech s jiným genem/geny či zevními faktory



Přístupy ke studiu genetického pozadí
na našem pracovišti

� Metoda pozičního klonování(genetické mapování) 

� Metoda hledání kandidátních genů

Patologický stav (nemoc)

Defekt

Gen

Polymorfizmus

způsobený

kódovaný

obsahuje



Oxid dusnatý a NOS

eNOS
L-Arginin

L-Citrulin
Ca2+ iNOS

L-Arginin

L-Citrulin

Transkripce

Agonista Cytokiny

NO
Agonista

Ca2+

Kontrakce

↑CGMP aKca kanálotevřený

Relaxace

Epitel

Hladká svalovina dých. cest

NO
Zánět,

cytotoxicita

NO
nNOS

NANC nervy

Ca2+ Modifikováno dle 
Meurs H et al.

Trends in Pharmacol
Sciences

2003, 24 (9): 450-455



� C/T záměna v exonu 29 (5266)  
NOS1 genu

⇓
asociována s astmatem v japonské

populaci

� studie 688 osob v české populaci 

368 s astmatem I. typu     320 kontrol
Holla LI et al.

Allergy 2004, 59 (5): 548-552

Výsledky analýzy polymorfizmů v genu pro nNOS (NOS1)

Geometrické průměry hladin  IgE

P < 0.05
5,01 ± 1,61TT
4,58 ± 1,53CT
4,34 ± 1,40CC

Ln IgE (mean ± SD)NOS1 
(5266C/T)

Leung et al.
Clin Exp Allerg 2005, 35 (10): 1288-94� Potvrzeno nově také v čínské populaci



CD14 receptorCD14 receptor
� Receptor rozpoznávající LPS
� protein-2 typy: mCD14+sCD14
� 1 gen

↓
poziční kandidátní gen atopie

(5q31) 
� několik polymorfizmů

↓
-159C/T a -1359G/T

� inverzní korelace sCD14 a IgE
(Baldini et al. 1999)

-159C/T polymorfizmus



Analýza polymorfizmu v CD14 receptoru v Analýza polymorfizmu v CD14 receptoru v 
ččeskeskéé populacipopulaci

C-159T PT plis neg PT plis poz
CC 20.8% 40.5%
CT 50.5% 51.4%
TT 28.7%   8.1%

p= 0.002

mutace (EMBL : AJ491310)mutace (EMBL : AJ491310)

Bučková D. et al. 
Allergy 2003; 58 (10):1023-1026



CCííle genetickle genetickéého výzkumu u ho výzkumu u komplexnkomplexníích nemocch nemocíí
� Zlepšit porozumění patofyziologii uvedených chorob
� Přispět k  diagnostice onemocnění
� Nalézt parametry rizika progrese nemoci či stupně její závažnosti

� nové poznatky by měly napomoci upřesnění diagnostických 
a/nebo léčebných postupů (individualizovaný přístup k terapii)



1. Jak důležité jsou genetické vlivy u nejčastějších forem multigenních
nemocí?

2. Jaký je vliv prostředí na vznik nemoci? 
3. Které jsou nejslibnější přístupy k determinaci genetických faktorů pro 

nemoc? 4. Které geny již byly vybrány jako možní kandidáti?
5. Které cesty přispívají ke genetické vnímavosti pro danou nemoc?
6. Jak mnoho genů se podílí na vnímavosti k nemoci?
7. Jsou nejčastější formy multigenní nemoci asociovány s častou nebo 

vzácnou genetickou variabilitou  v populaci? (hypotéza  častá variace/častá
nemoc vs. genetický heterogenní model)?8. Proč alely, které jsou asociovány s nemocí, nebyly z populace eliminovány?

9. Jak důležité jsou pro danou nemoc  interakce geny-prostředí a geny-geny?
10. Jaké jsou důsledky pro farmakogenetiku?

OtOtáázky k hodnocenzky k hodnoceníí významu genetických významu genetických 
faktorfaktorůů u komplexnu komplexníích nemocch nemocíí



DalDalšíší multifaktorimultifaktoriáálnlníí (komplexn(komplexníí) ) chorobychoroby
� Diabetes mellitus
� Hypertenze
� Schizofrenie
� …..

Výsledky genetického výzkumu se netýkají jen relativně malého 
počtu nešťastníků postižených některou z více či méně
vzácných monogenních chorob, ale desítek miliónů lidí na světě.

⇓
obtížný interdisciplinární problém



Děkuji Vám za pozornost


