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Geny a onemocneéni

y

Monogenni nemoci Komplexni nemoci Nemoci
vyvolané zev.
faktory
Huntingtonova ch. Alzheimerova nemoc

Spinocerebelarni Kardiovaskularni Influenza

ataxie choroby o
. s , ] Hepatitida

Tuberozni skleroza Autismus N
Spalnicky

Parkinsonova nemoc

- - Prostredi i,




Genetika onemocneéni s komplexni
dedicnosti
c ]

e Deédic¢nost se podili na vétsSiné béznych onemocnéni

e U témeér 2 ze tri jedincli zpusobuje béhem zivota morbiditu a
predéasnou mortalitu nemoci, jako jsou IM, rakovina, dusevni
choroby, diabetes apod.

Frekvence rtznych typt dédiénych onemocneéni:

Typ dédiCnosti Incidence pfi porodu Prevalence ve véku 25 let Prevalence v populaci
(na 1000) (na 1000) (na 1000)

Onemocném zplsobena 6 18 38

genomovymi a chromozomaovymi

mutacemi

Onemoccnéni zpusobena 10 36 20

mutacemi jednoho genu

Onemocnéni ~ 50 -~ 50 ~ 600

s multifaktonzlni dédiénosti

Udaje upraveny a pievzaty 7 Rimoin DL, Connor ]M, Pyeritz RE. Emery and Rimoin’s Principles and Practice of Medical Gene-
tics. 3. vyd., Churchill Livingstone 1997, Edinburgh.



e Dédicny znak nebo postizeni, které bud’to je nebo neni
pritomno = diskrétni (kvalitativni) znak

e Meéritelné viastnosti (fyziologické nebo biochemické veli¢iny —
TK, vyska, hladina cholesterolu, BMI)

= kvantitativni znaky

Pochopeni dédiéné podstaty variability kvantitativnich znaki je
zakladem pro porozumeéni tomu, jak se geny podileji na vzniku
komplexnich nemoci.



Problémy, kterymi se budeme zabyvat
Jak zjistit, zda urcité geny prispivaji ke vzniku €astych
nemoci a k variabilité v kvantitativnich fyziologickych
znacich

Popiseme metody studia téchto chorob

Vysvétlime metody, které se pouzivaji k uréeni, kolik gen
se na vzniku urcitého fenotypu podili a metody, jimiz je
zjiStovana lokalizace téchto genti v genomu

Nakonec si ukazeme radu prikladii komplexnich nemoci



Komplexni nemoci

Monogenni nemoc Komplexni choroba
Faktor 1 zevniho prostredi <+— » Faktor 2 zevniho prostiedi
Genotyp 1
CFTR gen
Genotyp 2 Genotyp3

Mutace
Pohlavi ——— «—  Vék
F 3 r' 3
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Cysticka fibréza Genotyp 6 Genotyp 5

Genotyp 4 Zevni faktor 3




Spektrum lidskych chorob
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Komplexni nemoci (znaky)

e Stoji na vrcholu pomysiné pyramidy slozZitosti celé genetiky

e Genotypovou slozkou komplexnich chorob neni striktni determinizmus,
nybrz predispozice k fenotypové manifestaci nemoci

e Rada interakei : genotyp — genotyp
genotyp — prostiredi

e Epidemiologickou charakteristikou komplexnich chorob

U

je statisticka kumulace v rodinach, tj. statisticky vyznamné zvySena
frekvence onemocnéni u pokrevnich pribuznych daného postizeného
jedince bez jasného mendelistického zptiisobu pirenosu



Polygenni model
|

e Zaklady genetiky komplexnich stavu polozil vr. 1918 R.A.
Fisher

(A) One locus As (B) Two loci
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Prahovy model

e V polovineé 60. let prisel s tzv. prahovym modelem D.S. Falconer

Distribution of liability in | Threshold value
the general population | of liability

/ \ I m Affected people

Liability

Distribution of liability in the ; T
sibs of affected people

m Affected sibs

Average liability in Average liability among
general population sibs of affected people



WIRS MEe

rahovy model s pohlavne rozdilnym
prahem

Distribution of liability e

Male threshold
in general populatnon

S, Female threshold
7 "\
i | Y
N m Affected boys only
" | ; Affected children of either

Distribution of liability P T
in sibs of affected boys -~ e
= e
il S N,
6 : l \\,_ m Affected brothers
~
Affected sibs of either sex
o - e
Distribution of liability in |
the sibs of affected girls » S
” "
/ [ L
rd | \"\\
' \
d m Affected brothers
~ | ‘ Affected sibs of either sex

Mean liability for:
general population
sibs of affected boys
sibs of affected girils

=1

ex



Dnesni model

se od téch klasickych v nékolika ohledech dost zasadné liSi

> Je jasné, Ze genotypova slozka komplexnich znaku neni tak rozsahla, jak
se predpokladalo (nezahrnuje stovky, max. desitky genti)

> Genotypova slozka neni homogenni ve smyslu rozsahu ac¢inku
jednotlivych genii (zahrnuje geny jak relativné velkého, tak i malého a
stifedniho ucinku)
> Vzajemny vztah jednotlivych predisponujicich genii neni v Zadném
pripadé uniformné aditivni
U
vyjadieno multiplikativnim modelem
—> souhrnny ucinek predisponujicich gent je roven soucinu
jejich dil¢ich ucinki (interekéni efekty)



Podklady pro hledani genetické
determinace:

> Zvyseny vyskyt v rodinach
> ZvySena incidence u dvojcat : MZ > DZ

> Dédicnost intermediarnich fenotypi:




V 4 ! 4

Familiarni vyskyt nemoci
|

Familiarni agregace

e Je charakteristikou nemoci s komplexni dédi€énosti, protoze
pribuzni sdileji vétsi podil genu navzajem mezi sebou nez s
nepribuznymi osobami

e Obraceneé to platit nemusi — FA neznamena, ze se na chorobé
musi podilet dédi¢nost

= rodina nesdili jenom stejné geny, ale i vnéjsi prostredi,
kulturni navyky, vzorce chovani apod.

e Nutno posoudit podil genetickych a negenetickych faktoru







Konkordance a diskordance
« ]

e Maji-li 2 pribuzni jedinci v rodiné stejnou nemoc — konkordantni

e Je-li jeden postizeny a druhy ne — diskordantni
= lze vysvétlit jinym vlivem dalSich faktor( nutnych k
nastartovani patologického procesu

e Naopak — konkordantni fenotyp muize vzniknout i pfi rozdilnych
predisponujicich genotypech
= nemoc u jednoho z nich je genokopii nebo
fenokopii druhého



Konkordance a sdileni alel mezi
pribuznymi
e Cim blize jsou si 2 rodinni pfislusnici, tim vice alel zdédénych
od spoleénych predku maji totoznych
e Pokud geny prispivaji ke vzniku onemocnéni vyznamné, stoupa

konkordance pro dané onemocnéni s rostoucim stupném
pribuznosti

- extrémni pripad: MZ dvojcata
- pribuzni 1. fadu: rodic + dité (spole¢na 1 alela s kazdym z rodict)
par sourozencu v¢€. fraternalnich (DZ) (25% ma stejnou
dvojici alel nebo zadnou alelu, 50% ma stejnou 1 alelu)

= s kazdym lokusem je tedy priimeérny pocet mezi sourozenci sdilenych alel
0,25 (2 alely) + 0.5 (1 alela) + 0.25 (alel) = 1 alela



e Pokud tedy geny k nemoci
predisponuiji, Ize ocekavat,
ze )\ .bude nejvyssi pro MZ
dvojcCata, nizsi pro pribuzné
1. stupné a dale klesa
umerne poctu sdilenych alel

Vztah k probandovi Podil § probandem
sdlenych ale
Monozygoticka dvojCata 1
Pribuzni pvniho stupné 12
Pribuzni druneho stupné f/4
Pribuzni trefiho stupné 18




Podil relativniho rizika (1))
c ]

= vyjadruje, kolikrat vyssi pravdépodobnosti onemocnéni celi
definovany pribuzny nemocného jedince ve srovnani s obecnym
rizikem populace

prevalence nemoci u pribuznych ,,r* postizené osoby

prevalence nemoci v populaci

r — znamena obecne pribuzny (,,relative®), v praxi se meéri napr. A
(,,sibs"), xp (,,parents*)



Podily relativniho rizika A , pfibuznych probandu s

vybranym onemocnénim

e Cim vyssi je hodnota A, tim
veétsi je familiarni agregace
a tim snazsi je geneticka
analyza daného
komplexniho znaku.

e Hodnota A =1 znamena,
ze pribuzny nema vétsi
pravdépodobnost vzniku
nemoci nez kterykoliv
jedinec v populaci

Onemocnéni Vztah -
Schizofrenie MZ dvojtata 48
Sourozenci 12
Autismus MZ dvojtala 2000
Sourozenci 150
Manio-depresivni MZ dvojcata 60
(bipolarni) porucha Sourozenci 7
Diabetes melhitus MZ dvojcata 80
. typu Sourozenci 12
Crohnova choroba MZ dvojtata B840
Sourozenci 25
Roztrousena sklerdza MZ dvojCata 800
Sourozencs 24

MZ = monozygoticki

Udaje upraveny a pfevzaty z Rimoin DL, Connor JM. Pyeritz
RE. Emery and Rimoin’s Principles and Practice of Medical
Genetics, 3. vyd., Edinburgh, Churchill Livingstone 1997;
a King RA, Rotter ]I, Motulsky AG. The Genetic Basis of Com-
mon Diseases. Oxford, England, Oxford University Press 1992.



Studie dvojcat
c ]

e ,experiment prirody na lidech*

e Zakladnim pristupem je tradicné stanoveni stupné fenotypové
shody u MZ a DZ dvojéat — minimalizace relat. vlivil zevniho

prostredi
U
¢im vyssi je fenotypova shoda MZ oproti DZ dvojcatim, tim
vyssi je relativni geneticky prispévek studovaného
komplexniho znaku

e Vyhody: umoznuji abstrahovat od variability prostredi



Porovnani konkordance u MZ a DZ dvojcat

° Vyééi konkordance u MZ Onemocnéni ;;nkordance;;)
dVOjéat OprOti DZ dVOjéatﬁm Netraumaticka epilepsie 70 6
je Siln)'/m argumentem pro Roztroudena sklerdza 17,8 2
p‘["itomnost genetickyCh Diabetes mellitus 1. typu 40 4.8
faktorl‘] (Zejména u Schizofrenie 53 15
onemocnéni s éasnym o = =

. Revmatoidni artritida 12,3 35
vySkytem) Psoriaza 72 15
Rozstép rtu s/bez 30 5
rozstépu patra
Systémovy lupus erythematodes 22 0

Udaje prevzaty a upraveny z Rimoin DL, Connor JM, Pyeritz
RE Emery and Rimoin’s Principles and Practice of Medical
Genetics, 3. vyd., Edinburgh, Churchill Livingstone 1997;
a King RA, Rotter JI, Motulsky AG The Genetic Basis of Com-
mon Diseases. Oxford, England, Oxford University Press
1992; Tsuang MT. Recent advances in genetic research on
schizophrenia. ] Biomed Sci 1998;5:28-30.



Omezeni studii dvojcat
|

e MZ dvojcata i pres totozny genotyp nemaji stejnou genovou
expresi (napf. nahodna X-inaktivace u zen)

e Ve skupinach lymfocytu se MZ budou liSit diky somatickym
chromozomalnim prestavbam v lokusech pro Ig a T-bunéény
receptor

e Nitrodélozni prostredi nemusi byt pro obé stejné
e Expozice faktoriim zevniho prostredi nemusi byt stejna
(zejména u chorob s pozdni manifestaci)

e Posun zjisteni — 1 postizené dvojcCe privede 2. (volunter based
ascertainment = zjisténi na zakladé dobrovolnosti) misto toho,
aby byla nejprve zjistéena jako dvojcata a pak vysetrena
(population based ascertainment)



Heritabilita (h?)
S

e Je definovana jako relativni podil variability podminéné
geneticky na celkové variabilité znaku

h2 =V./V,
[Variabilita fenotypu (V) = geneticka variabilita (V) + variabilita
zevnich faktoru (V) ]
° ¢im je vyssi a blizi se jedné, tim vyssi je obecny prispévek
genetické slozky ve fenotypu

Nejjednodusi zplisob odhadu dédivosti (heritability) znaku je
= dvojnasobek rozdilu korelacniho koeficientu MZ a DZ dvojcat



Odhad heritability ze studii dvojcat
c ]

e Rozptyl hodnot fyziologickych méreni u mnoziny para MZ
dvojéat (100% genu) je porovnan s rozptylem hodnot méreni u
dvojic DZ dvojcat (50% genu)

rozptyl u DZ dvojcat — rozptyl u MZ dvojcat
N2 = e e mmm e mmmmmm—m—m——————

rozptyl u DZ dvojcat

e Je-li variabilita znaku ur€ena zejména prostredim, je rozptyl u

DZ dvojcat blizky rozptylu u MZ a citatel a tim i hodnota h?se
bude blizit 0.

e Pokud je variabilita dana pouze genetickym slozenim, rozptyl
u MZ dvojcat je nulovy a h? je rovno 1.



Heritabilita beznych komplexnich
nemoci (znaku)

Astma 60 %
Krevni tlak 40-70%
Kostni denzita 60-80%
Degenerace plotének 60-80%
IDDM 70%
Obezita 50-90%
Osteoartritida 50-70%
Revmatoidni artritida 60%
Ulcerativni kolitida 50%




Vztah mezi incidenci v populaci a incidenci u

pribuznych postizenych osob

10000

1000

AS 100

10

Mendelian recessive

Phenyviketonuria

Cystic fibrosis

Pooulation incidence



Geneticka analyza komplexnich chorob
c ]

e Dulezité je definovat studovany fenotyp

Komplexni choroby (astma, cukrovka)
U

konglomerat fenotyput nizSich trovni

= Intermediarni fenotypy — nap¥. hladiny IgE, bronchialni
hyperreaktivita u astmatu

Vagni stanoveni fenotypu —— komplikace pfi porovnavani
riznych nezavislych studii



Geneticka analyza komplexnich
nemoci

e ma vzdy statisticky charakter

= zdeédéni jednotlivé patologické alely neni ani nezbytné, ani
dostatec¢né pro manifestaci komplexniho fenotypu

Fenotyp Zevni faktory | ¥ |Genet. faktory| ¥ Geny + zevni faktory,

e Dosud se nepodarilo charakterizovat zadnou komplexni
polygenni chorobu ve formé uplného souboru
,patologickych* alel a jejich interakci (navzajem a se zevnimi

faktory)



Number of human Mendelian traits

for which molecular basis found

Hledani genu Mendelistickych a
komplexnich chorob

1980

Human Mendelian traits

+— All complex traits

- .*_
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Molekularni zaklad komplexnich nemoci u

Trait

Type 1 diabetes
Type 1 diabetes
Type 2 diabetes
Crofin's disease

Altheimer's disease

Asthma

Angiotensin |-
corverting
anzyme lavals

Geng

HLA-DQEB
HLA-DCA
CAPYID
CARDTS®

Apek
ADAM33
ACE

cloveka

Molecular basis

Human

Aspartic acid at position 57 is protective

Multiple amino acid substitutions

Intronic haplobype

Multiple amino acid substitutions, single nucleotide
insertion at nuclaotide position 3020 causing
frameshift and protein truncation

Arginine substituted for cysteine at position 112

Coding and noncoding haplotype pairs

Multipla intraganic SNPs

cmplementation?

NG
Mo
Mo
Mo

i [

Mo



Metodologie genetickeho vyzkumu komplexnich nemoci

Model dédi¢nosti
Komplexni

A 4 A 4

Hledani kandidatnich gent Celogenomovy screening
Na zakladé hypotéz Bez hypotéz

-

A 4

Kandidatni geny B

|
¢ )

Rodinné studie Populacni studie

Modifikovano dle
Wills-Karp M and Ewart SL

Nature Review 2004




Allelic architecture and mapping strategy
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Metodologie genetickeho mapovani
komplexnich znakl (nemoci)

» Studie na modelovych organizmech

» Vazebné studie — parametrické
N\ neparametrické
TDT analyza

» Asociacni studie — retrospektivni (,,case-kontrol*)
prospektivni

Celogenomova analyza x studium jednoho (nékolika)
polymorfizmu



Vazebné studie (linkage studies)
parametrické neparametrickeé

Klasicka vazebna analyza v rodinach sdileni alel
(napf. sib pair metod)

AN A/C A/B "a/C

0 [0
1
R B R B

A/C AlA

Identity by Identity by
state descent




LOD skore
<« 1

Statisticka metoda vyhodnocujici genetické markery v
rodinach s cilem uréit, zda jsou 2 lokusy vazany. Lod skére
je logaritmus Sance (odds), ze tato vazba existuje.

Konvencne je LOD skoére 3 (Sance 1000:1 ve prospéch
existence vazby) prijimano jako dukaz vazby a lod skoére —
(minus) 2 (100:1 proti) jako dukaz, ze lokusy nejsou
vazany.



LOD Score Analysis

The likelihood ratio as defined by Morton (1955):

L(pedigree|0 = x)
L(pedigree | 6 = 0.50)

where O represents the recombination fraction and where 0 < x <0.49.

When all meioses are “scorable”, the LR is constructed as:
@ 1-0H")
LR.= (0=05)"

z(0) is the lod score at a particular value
of the recombination fraction
The LOD score (z) is the log,, (L.R.) :2(0) is the maximum lod score, which
occurs at the MLE of the recombination
fraction



TDT analyza (transmision disequilibrium test)

TDT test

AT AZSAT

m l-r"-:_‘;;}__- *_ n r?din

__.-"L “'1.__“
‘ prenesena neprenesena
alela alela

a1 =0 S0
Al SAJ a2 2D =0
a3 5 45
LA - s 1

Bomprezzi et al. 2003



Asociacni studie




Analyza kandidatnich genu

Pacienti Kontroly

i

5/20 5/20

Gen neni dulezity



Analyza kandidatnich genu

Pacienti Kontroly

10/20 5/20

Gen muze byt dalezity



Rodinné a asociacni studie — dva konce kontinua

100
Association
oY
=1 study
a
W
O
= Search for shared segments
E Homozygosity mapping
2 first and second cousins
= \ Three-generation
h families: lod score
= —— EeR— Sib-pair
O study

Median length of shared segment



Asociace je principem zcela odlisna od
vazby

Linkage (vazba) - je vztah mezi lokusy

Asociace — je statisticky udaj o spolecném vyskytu alel ¢i fenotypu
(vztah mezi alelami Ci fenotypy)

J

Alela A je asociovana s chorobou D, kdyz osoby, které trpi D maji A vice
(nebo méné Casto) nez lze predpokladat z vyskytu frekvenciD a A v
populaci.

!!! Problematika vybéru kontrolni skupiny!!!



Mozné priciny ,,pozitivni‘ asociace

e Kauzalni souvislost

e Prirozena selekce

e Populacni stratifikace
e Statisticky artefakt

'Hodnoty pravdépodobnosti asociacnich studii musi byt korigovany:

ne p=0.05 (event. 0.01) ale p=0.05/n (Bonferonni correction)

e Linkage disequilibrium



e Posun zjisteni (ascertainment bias)

- t. rozdil v pravdépodobnosti, s jakou budou nahlaseni
postizeni pribuzni pacientll ve srovnani s postizenymi
pribuznymi kontrol

e Posun hlaseni (recall bias)

- vétsi motivace pribuznych probanda k vyplnéni
dotazniku, protoze je jim dané onemocnéni blizsi



Problematika studia komplexnich
nemoci

Polygennost — vice faktori - tzv. ,,malé“ faktory




Heterogenita
(klinického fenotypu - geneticka — populacni)

Allelic heterogeneity Locus heterogeneity Phenocapy
Definition When two or more alleles of asingle locus  When two or mare DNA variations in The presence of a disease phenatype
are mtependently associated with the ghistinet geneatic loc are mdependently that has a non-genetic {random or
same trait associatod with the same trait environmental| basis
Diagram Allelic variant 1 Allelic variant i Allehicvananti  Allelic variant | Allelicvariantt  Emaronmental
of locts A of locus A of locus A of locus B oflocus A factor I
! ¥ 4 B 4 )
Uiseasa X Liseasa X Disease X
Trait heterogeneity Phanotypic variability
Definition When a trait, or disease, has been defined with insufficient Variation in the degree, severty ar age of onset of symptoms
specificity such that itis actually two ormore distinctundedying  exhibited by persons who actuslly have the same trait or
traits disoase pracess
Diagram Trait | Trait Il Symplom A Symplom B
Dizegsa X Moderate or sevara

Early onselaor lale onsel

f Y

Prasentation 1 of frail | Fresantation 2 of trait |

Cizaase X




Interakce faktoru

Gene=gene Interaction

Gana=anvironmant interactian

Definition When two or mare DNA varations Intaract sither directly
(DNA-DINA o DNA-mRNA interactions), to changs tran-

seription or translation evels, or indirectly by way of their
protan produdts, to alter disesse nsk separate from their

indapendant effects

Allelic varjant |
o I0CLS A

Didgram Allelic varfant |

oflocus B

-

—

s

No disaase Disaase X

Whan 2 DNA variaion intoracts with an enviconmental
factor, such hat ther combmed afiectis distinet fom their
independant effacts

Allelic variant | Emvronmental
of |oaus A factor K
i Y
N disease Uisease X




Genokopie
Genotyp determinujici velmi podobny fenotyp determinovany odliSnym
genotypem

Fenokopie

Fenotyp, ktery je obvykle podminén specifickym genotypem, je u fenokopie
podminén interakci néjakého faktoru zevniho prostiedi s normalnim
fenotypem

Inkompletni penetrance
zdédéné prislusSné sady patologickych alel jeSté nemusi nutné vést ke klinicky
manifestnimu onemocnéni

Pleiotropie
Mnohocetné fenotypové efekty jednoho genu nebo jednoho paru genu

Impriting

modifikace maternalnich a paternalnich genit béhem gametogeneze tak, Ze
mayji odliSnou expresi v zygoté (fenomén odliSné exprese alel v zavislosti na
rodi¢ovském prispévku)



Geneticka analyza komplexnich nemoci
vs. monogennich chorob

Gen

'

Nalezeni ,variant“ v pfislusném genu

'

Analyza genovych variant

/\

Mendelistické nemoci Komplexni nemoci
Diagnostika »Nachylnost" (susceptibility)
Lécebna Prognosticky  Genetické Klinicky vyznam dosud

intervence indikator poradenstvi »problematicky*



Vyjadreni ,,rizika“ u komplexnich
nemoci

e Riziko = pravdépodobnost vyvoje onemocnéni
Numericky: 0-1

Znaky (genetické, environmentalni,...), které zvySuji tuto pravdépodobnost
= rizikové faktory:

= Vysledky riznych studii daného RF by mély byt konzistentni

= Asociace by méla byt silna a specificka (nezavisla na jinych faktorech)
= Odpovéd’ davka/efekt

= Biologicka vérohodnost



Sila asociace

e Sila asociace je vyjadrena m

podilem nadéji (odds ratio) e | Mo
vypocitanym z frekvence dané
alely u pacienta a kontrol
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e Je-li frekvence studované alely
shodna u pacientii i kontrol, je
podil nadéji =1



e Jinou, ale podobnou mirou
asociace je vyjadreni relativniho
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e U vzacnych onemocnéni se
priblizné rovna i podilu nadéji
(b<da a<o)



Alergickeé choroby — priklad
komplexnich chorob

e Celosvétové razeny mezi zavaznou skupinu civiliza¢nich
nemoci - komplexni nemoci

e . Alergie® - z FeCtiny (allos ergeia) =
zménéna schopnost reakce
(von Pirquet,1906)

wanafylakticka reakce® - uz z r. 2140 pr. n. L
(faraon Menes po bodnutim hmyzem)



Alergie
c ]

= imunopatologicky stav neucelné obrany organismu,

U
vyjadren neprimérenou specifickou odpovédi na antigenni
podnét

U

navozujici zanétlivé zmény ve tkanich a vedouci k poruse
funkce organu
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Genetika astmatu 2006
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Pocet studii s pozitivhimi asociacemi
KCNS33 NAT2
VCAM1 (0) AGT (1) ILARN TLR4 IL10 IL13
CLCA1 (0) HMNT (3) IL1A c5 CTLA4 cD14
DAP (3) STAT4 (1) IL1B GATA3 SPINK5 ADRB2
SELP (0) CCR3 (2) DPP10 ALOX5 LTC4S HLA-DRB1
CHRMS (0) TLR9 (3) CCR5 CRTH2 LTA HLA-DQB1
ST2 (0) IL8 (1) IL5RA IL18 GRPA TNF
ICOS (0) EDNRA (1) TLR6 AICDA NOD1 FCER1B
MUC? (0) EDN1 (1) TLR2 IENG GSTP1 ADAM33
PGDS (0) IKAP (2) CSF2 PHF11 STAT6
IL15 (0) FLAP (2) IL5 CYSLTR2 NOS1
IRF2 (0) MCP1 (3) IL12B TCRAD CCL5
IRF1 (0) IFNGR2 (1) TIMA CMA1 TBXA2R
IL3 (0) IL13RA1 (1) ™3 PTGDR TGFB1
CYFIP2 (0) HLA-G CARD15
SDF1 (0) HLA-DQA1 NOS2A
C3AR1 (0) HLA-DPB1 CRHR1
PTGER2 (0) TAP1 ccL11
AACT (0) PAFAH TBX21
IL12RB1 (0) EDN1 STAT3
SSCE (0) IFNGR1 ITGB3
TIMP1 (0) ccL24 ACE
CXCR3 (0) cCL26 c3 pr s
CFTR GSTTH Modifikovano dle
NOS3 MIF Ober C a Hoffjan S

Genes Immun 2006,



Celogenomoveé analyzy u alergickych
nemoci

e dosud 12 celogenomovych studii
(http://cooke.gsf.de/asthmagen)

e Detekce oblasti chromozomul s moznou vazbou
na vyskyt alergickych chorob nebo intermediarnich
znaku (IgE, eosinofily, kozni testy apod.)

e celogenomova signifikance — vzacna, vetsinou
»podezrelé“ oblasti

e nektere vysledky se opakuji, nektere rozdilné (jina
populace, jina metoda, jinak definovany fenotyp)


http://cooke.gsf.de/asthmagen

Oblasti chromozomu ,,podezrelé“ z
ucasti na genetice astmatu

Cytogeneticky lokus
1p31 ® Atopie
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Astma a dalsi alergick
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Eichenfield et al. 2003



Gen pro ADAM33
(A Disintegrin And Metalloproteinase 33)

e funkce:

zinek-dependentni metaloproteinaza ,
zakotvena v plazmatické membrang

mj. interakce s membranové vazanymi
enzymy a receptory, extracelularni
komunikace

ucast v remodelaci dychacich cest u
astmatu

gen: chromozom 20p13

® prvni gen asociovany s astmatem a
BHR nalezeny na zakladé
celogenomové vazebné analyzy

(Eerdewegh et al. 2002)

e exprese: fibroblasty a hladka
svalovina bronchi

{—— Asthma
|— Asthma and BHR

i— Asthma and specific IgE
‘— Asthma and total IgE |

T T 1 1
10 20 30 40 50

cM

)4
',ﬁ_‘chm\moso{no 20p13

[

2.5-Mb rbqwon containing
40 genes, including ADAM33 and
flanking GFRA4 and SN

[GERAZ] [ADANMGE] SN -‘l

D205482 D205489

-

Case—control studies

of 135 regional SNPs 1 ‘—‘ )
|
ADAM33 SNPs
e tested by TDT and
Cases (130) Conftrols (217) haplotype analysis

Analysis of various tissues including
whole lung and five different primary
lung cell types

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



TABLE Il Asthma-related phenotypes associated with SNPs in ADAMS3
Population Phonotype ~ STV-1)  S2 ST STWT TI(MST)  T2P-§) V1 A

——————————————————
Dutch Positive ST~ P=037" P=0ldf P= dg* P= (50
Total serum [gh
African American Posiive ST P= 0t P= I}
Total serum [gE
US white Positive ST P= (3]} P= (033 P= 0037
Total serum IgE
US Hispanic ~~ Positive ST P= 03! P= (009 P=0092¢ P=0004
Total serum Igf

ST Skan fest,

*Common allele 18 recessive,
tCodomnant model.
$Common allele 1 dominant



Gen pro DPP10
( DiPptidyl Peptidase 10)

e Allen et al (2003) - vazebnou analyzou na chromozomu 2q
e Potvrzeni TDT analyzou 144 rodin

e Sekvenovani oblastio 1,5 MB —» 105 SNP

U
nejsilnéjSi asociace s WTC122
nejbéznéjsi alela asociovana s astmatem a fenotypy
(také haplotypy s touto alelou)
e Case-control studie 1047 déti z Mnichova

U

asociace s prick testy, atopii a astmatem

e Funkce: - modulace zanétlivého procesu v dychacich cestach ?
- regulace neuronalni (parasymaticka ganglia) ?



Gen pro PHF11
( Plant Homodomain (PHD) Finger protein-11)

e Cookson et al. (2003) identifikovali PHF11 na chromozomu 13q
U
podobnym pfistupem jako u DPP10

e 49 SNP, 4 del/ins a (GGGC) repetice — 3 (intron 5, 9 a 3 oblast)
U

associace s Ln IgE a astmatem

e Funkce: - negativni regulace transkripce ?



Gen pro Tim 1

(T-cell immunoglobulin and mucin-

domain containing molecules)

Congenic and

strains

Genetic linkage
studies polnl 4‘
to Kim1

Positional
cloning

Association
stud:

Validation in
humans ﬁ

High IL4 and BHR
BALB/c mice

High IL4 and BHR
HBA congenic mice
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Gen pro C5

(complement factor 5 gene)

Asthma-resistant Asthma-susceptible
C3H/He.J mice A/ mice

Genetic
linkage
studies

ra v

Doaitmel m
candidate genes

refined by
microarray

g R
A N

4 Chromosome 2

C8s exon 7 deletion and flanking sequence:

Connection C3H 5° CTGCATACTTT 3°

with a C5 A/ 5" C"IGCA CTTTGA 3’
mutation
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Wills-Karp M and Ewart SL
Nature Review 2004, 5: 376-387



Oxid dusnaty a NOS

. Agonista Cytokiny .
° ﬂ' J :
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Gen pro NOS1

« CArepeat (exon 29) s AB (Grasseman et al., 1999)
« CArepeat (exon 29) s AB (Grasseman et al., 2000)
« 3391C/T s poctem eozinofill
+ 5266C/T s IgE (Immervoll et al., 2001)
* AAT repeat (intron 20) s FE,, (Grasseman et al., 2001)
* AAT repeat (intron 20) s atopii (Ali et al., 2001)
« 5266C/T s IgE (Holla LI et al., Allergy 2004)
* GTrepeat vintronu2 s AB (Shao et al., 2004)
« 5266C/T s IgE
AAT repeat (intron 20) s IgE (Leung et al., 2005)

* NOS1 deficientni mysi maji nizsi ,,upregulaci“ NOS2
po LPS (nizSi pocty eozinofila, niz§i Feyg — lijima et al.,
2005 )




Gen pro NOS2

Promotor
-2447 CIG H -1026 G/T ﬂ
-718 AIC
| -2219 C/G -21CIT
| -1156ins T |
-2544 G/A | | -963 A/G | -277 AIG
| -1491 G/A |
7y A \ 4 A 4 ¢ A 4 A 4 A A 4 A 4 »
A A A g
. 1
(CCTTT), F— (TTTA),
-2.5 microsatellite -1659 C/T | -1173 C/IT | | -954 C/G | -0.7 repeat | -247 CIT

-2.5 kb (CCTTT),, repeat
(Konno et al., 2001) s atopii a AB

a

+231C/T v exonu 10 (Asp346Asp) :

(Grasemann et al., 2000) S atopii

-1659C/T, -0.7 rep, -277A/G - pozitivita na pefi
a

Ser608Leu (exon 16) — zavaznost astmatu :
(12 vs. 41%, p = 0.0005; OR=5.00, 95% CI: 1.88-13. 33)

-2447C/-1659C/-1026G/-0.7del/-277A/Ser608
haplotyp - protektivni pro AB

(Holla LI et al., Clin Exp Allergy 2006)



Gen pro NOS3

Exon 7 (894 G/T) 21 A
A 30 AG
Zafdtek transkripce l L -'I'
1181

§

promator T | T

I
Intron 4 YNTR' ' Intron 13(CA),

1067

|

7 ; 13 &) pAJs
’91231 578 9 QL1121 'EHEH}\ fg?nu / ﬁﬁﬁf

VNTR v intronu 4 s AB (Lee et al., 2000)

« VNTR Vv intronu 4 s IgE + pozitivitou koznich
testd (Holla LI et al., CEA 2002)

« VNTR vintronu 4 s terapii u respir. alergii
alela 4 rep: 8.9% vs. 31.6%
(Schuller et al., Allergy 2002)

Promotor
Zaddtak
468 T4 022 GIA WTC 1T transkripes
—

(W T NN W T

w1 w2 N
FHEAR HEF-1 TATA AP: GATASp

#i Estrogen-responziwmi elsment

* VNTR Vv intonu 4 s AB (Yanamandra et al., 2005)

:-786C/T s AB u muzl v ¢eské populaci

(Holla et al., Int Arch Allergy 2006)

-786T/-691C/27-bp 5 repeat/774C/894G/11T

protektivni pro astma v ¢eské populaci

= T exprese NOS3: | poéty lymfo, eozinofili v BAL
4 BHR (Ten Broeke et al., 2006)



Asociace dalsich vybranych komplexnich nemoci

Table 2 » Some polymorphic, moderate to low risk variants

Disease®

Alzheimer's disease

Thrombosis

Hemochromatosis

MIDDM
IDDM
HIv

Crohn's disease

Breast cancer
Colon cancer

Meural tube defects

FMF

Graves disease

Creutzfeld-lakob
Autoimmune diseases

Locus

APOE-APOE4
APOE-APOEZ
factor V Leiden
Hife
PPARY
INS
CCRS

NOD2ICARDTS

BRCAZ
APC
MTHFR

MEFV
CTLA4

PRNP
HLA B, DR, DO

Change

C112R
C158R
R5060)
H&3D
P12A
VNTR (promoter)
A32

1007 fs
G90BR
R702W
M372H
11307K
Ca7iT (A—\)
A1298C (E—A)
P3695
E1480
T17A
M129Y
NUMEerous amino

acid substitutions

Freguency

0.09-0.22
0.0:4-0.08
0.00-0.08 (Eur)
0.02-0.22
0,85 (Eur)
0.85 (Eur)

0.01-0.14
{(Eur)

0.02 (Eur)
0.01 (Eur)
0.04 (Eur)
0.25 (Eur)
0.03 (aJ)
0.30 (Eur)
.30 (Eur)
0.02 (aJ)
0.06 (AaJ)
0.35 (Eur)
0.65 (Eur)
polymarphic

Relative risk

4.0-15.0
0.5
5.0-10.0
4.0
1.25
1.5-2.5

high (resistance),
moderate (nonprogression)

6.0
6.0
3.0
1.3
2.0
2.0
2.0
7.0
3.0
1.5-2.0
3.0
low to moderate

*A), Ashkenazi Jews; Eur, European; FMF, familial Mediterranean fever; IDDM, insulin-dependent diabetes mellitus; NIDDM, non-insulin-dependent dia-

betes mellitus.

Vysledky genetického vyzkumu se netykaji jen relativné malého poctu
nest'astnikl postizenych nékterou z vice €i méné vzacnych monogennich

chorob, ale desitek milionu lidi na sveété.

J

obtizny interdisciplinarni problém



Cile genetickeho vyzkumu u
komplexnich nemoci

e Zlepsit porozumeéni patofyziologii uvedenych chorob
e Prispét k diagnostice onemocnéni

e Nalézt parametry rizika progrese nemoci €i stupné jeji zavaznosti

» nové poznatky by mély napomoci upresnéni diagnostickych
a/nebo lécebnych postupu (individualizovany pristup k terapii)



Perspektivy vyzkumu

Komplexni nemoci = komplexni asociace

Alela
U
Haplotyp
U
Gen
U
Komplex genu
U
Interakce genu a prostiedi
U
Epigenetické efekty

J

P9??7?7?7?




Otazky k hodnoceni vyznamu genetickych

faktoru u komplexnich nemoci

Jak dulezité jsou genetické vlivy u nejéastéjSich forem multigennich
nemoci?
Jaky je vliv prostredi na vznik nemoci?

Které jsou nejslibnéjsi pristupy k determinaci genetickych faktort pro
nemoc?

Které geny jiz byly vybrany jako mozni kandidati?
Které cesty prispivaji ke genetické vnimavosti pro danou nemoc?
Jak mnoho gent se podili na vnimavosti k nemoci?

Jsou nejcastéjsi formy multigenni nemoci asociovany s ¢astou nebo
vzacnou genetickou variabilitou v populaci? (hypotéza €asta variace/€asta
nemoc vs. geneticky heterogenni model)?

Pro¢ alely, které jsou asociovany s nemoci, nebyly z populace eliminovany?
Jak dulezité jsou pro danou nemoc interakce geny-prostredi a geny-geny?

10. Jaké jsou disledky pro farmakogenetiku?



Disease Gene Discovery In Complex Disease

[ 1. Define Phenotype ]

a. Consistency b. Accuracy

3

-
2. Define the Genetic Component
a. Twin Studies b. Adoption Studies c. Family Studies d. Heritability e. Segregation Analysis

'

3. Define Experimental Design

e 4. Ascertain Families

:

a. Case-Control b. Singleton c¢. Sib Pairs d. Affected Relative Pairs
¥
5. Collect Data

a. Family Histories b. Clinical Results c. Risk Factors d. DNA Samples
i

6. Perform Genotype Generation
a. Genomic Screen b. Candidate Gene

]
,
] 7. Analyze data
a. Model-dependent b. Model-independent ¢. Association studies —_—
— Lod score sib-pair, relative pair  case-control, family-based

=

8. Identify, Test, and Localize Regions of Interest
¥
9. Bioinformatics and Gene Identification

]

10. Identify Susceptibility Variation(s)
i

11. Define Interactions

a. Gene-Gene b. Gene-Environment




The Genome Sequence is not THE answer!
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