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Geneticka podminénost nemoci

1  Zapati prezentace



Genetika, genomika

genetika spoledny predek
specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a dédi¢nosti u vSech Zivych organizm
lidska genetika

studuje variabilitu a dédi¢nost u ¢lovéka
klinicka genetika

zabyva se genetikou patologickych stavu
diagnostika, genetické poradenstvi a prevenci genetickych nemoci (nejen u pacienta ale celé rodiny!)

cytogenetika
studium chromozom K
molekularni genetika
studium struktury a funkce jednotlivych gent
populacni genetika
studium proménlivosti populaci
komparativni a evolucni genetika
mezidruhové srovnani a studium evoluce druht
gen°m|ka roderai
studuje strukturu a funkci genomt pomoci genetického mapovani, sekvenovani a funkéni analyzyrimati & Ik
genu
snazi se o pochopeni veskeré informace obsazené v DNA Zivych organizm
strukturni genomika = pochopeni struktury genomu

konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map genom pfislusnych organizm, konec¢nym cilem
je kompletni znalost DNA sekvence (napf. HUGO projekt)

funkéni genomika = studium funkce gen( a ostatnich ¢asti genomu
vyuZiva poznatkd strukturni genomiky a snazi se o poznani funkce gend; velmi ¢asto k tomu vyuzivd modelové
organizmy (mys, kvasinka, nematoda, Drosofila aj.) jako ¢asové a finan¢né vyhodnou alternativu vyssich Zivocicha
(zejm. pro moznost studovat mnoho generaci v relativné kratkém case




Chromozomalni podstata dédicnosti

DNA, RNA, proteiny

DNA nese potrebnou informaci potfebnou pro regulaci vyvoje,
rastu, metabolismu a reprodukce
sloZzena z nukleotidu (zbytek kys. fosforecné, deoxyribdza a dusikata
baze [A, G, C, T])
DNA kostra — polynukleotidovy retézec
zbytky deoxyribdzy a kys. fosforecné spojené fosfodiesterovou
vazbou
DNA dvojsroubovice - 2 polynukleotidové retézce v opacné
orientaci
jedno vlakno v 5’ — 3’ sméru, druhé opacné
vodikové vazby mezi pary bazi (A=T, G=C)
dvojSroubovice se rozpada pfi replikaci a transkrinci
molekularné-biologické dogma: DNA — RNA — protein




Nukleosid x nukleotid x baze x DNA
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DNA replikace

Lagging strand MNew complementary DNA
; strands forming
Mew 3
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Gen

DNA obsahuje definované
useky zvané geny — zakladni jednotky
dédicnosti
gen = segment molekuly DNA, ktery
obsahuje kéd pro AK pfisl. polypeptidu a
nezbytné regulacni sekvence pro regulaci
své exprese
promotor (5’-konec)

vazebna mista pro transkrip¢ni faktory
exony
introny
3’ neprepisovana oblast (UTR)
pfi transkripci vznika RNA
1) hnRNA je komplementarni celému genu (1.
exon — poly-A konec)
2) mRNA vznika sestfihem hnRNA (intron()
translaci vznika protein

Direction of synthesis

DNA

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Promaoter ) Intron 1 1 niron 2 M
ﬂlﬂ._ L _Iwi\

Gen [DNA])
‘ Transkripce
Prnmar. transcript (RNA)

S S S A A

‘ Sphicing (=estfin)

l Translace

bt bbb

Intron 3

" Mature"transkript (mRMA) s

Protein

5 )2

RNA polymerase New RNA strand

Sugar-phosphate



RNA “splicing”

cuanct (T N
@ @ Entire gene (both introns and exons) is
transcribed to RNA by RNA polymerase enzymes.
Nuclear
membrane
Nl - D B e

Processing enzymes remove introns.

Pore in
nuclear
membrane

.
o

I_E | introns

E | €

ey e e e
!

| E

© Exons are spliced together, without
introns, forming mRBNA that can pass
through the nuclear membrane into
the cytoplasm and be translated.
Note that although introns were
transcribed, they will not be translated.

Cytoplasm

Nucleus




Translace

50S ribosome

subunit

Ribosome attaches
to mRNA.

First amino acid

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

5

A second tBNA
attaches at next
codon on mRNA.

Peptide bond

Peptide bond forms
enzymatically
between first two

amino acids.
Third

amino
acid

Ribosome moves
along mRNA as
Ul next tRNA attaches

\ to next cidwn/
e .-“‘i :,q ...




Translace — detail tRNA / AK
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Geneticky kod

urcuje poradi AK v

3. pozice protein u

1. pozice 2. pozice
U c A G
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys
UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Trp
CUU Leu | CCU Pro | CAU His | CGU Arg
c CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg
CUA leu | CCA Pro | CAA GIn | CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro | CAG GIn | CGG Arg
AUU lle ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser
Al AUC e ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
AUA e ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg
GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
G GUC Val GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly
GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly
GUG Val GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

ODrPrPO0C OPOC OPOC OPOC

univerzalni
podobny princip u vetsiny
zivych organizmu
tripletovy
trojkombinace z celkem 4
nukleotjdl (A, C, G, T)
degenerovany
43 = 64, ale aminokyselin
jen 21



Chromatin x chromatida x chromozom

DNA je organizovana v chromozomech
chromatin + chromozomalni proteiny
(histony)
chromozom = linearni sekvence genl
prerusovanych nekddujicimi useky
v nedélici se burice je chromatin
rozprostren volnée v jadre
u délici se organizuje do viditelnych
chromozomU
struktura chromozomu
centromera
telomery (raménka)

dlouhé - g

kratké — p
dvé kopie daného chromozomu po
replikaci (pred délenim) = sesterské
chromatidy

Short region of
DNA double helix

*Beads on a string”
form of chromatin

a0-nm chromatin
fire of packed
nucleosomes

Section of
chromosome in an
extanded form

Condensed section
of chromosome

Entire mitotic
chromosome




Centromersz

2 sesterské
chrormatidy

Pary bazi
(AT, &, 00



Bun
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cyklus

Cytokinesis

division of
cytoplasm .
—~9

Mitosis
division of
chromosomes

Gap 2
cell growth,
preparation
for division

Synthesis
DNA replication
Copyright © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Déleni bunék

MEIOSIS MITOSIS

pateraa mitdza

1 cyklus DNA renlikace nasleduie rozdéleni chromozomtl a
jadra (profaze — prometafdze — metafaze — anafdze —»
telofaze) a nasl. celé buriky (cytokineze)

vzniknou 2 dcefinné bunky s diploidnim poctem

chromozom{
E’Sﬁ'&'fa%%ﬂ%"c‘é%ﬁgm MES me i 6 Za
; 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly segregace
chromozomU a bunééného déleni
BVALENTS LNE UP On 1. meiotické (redukéni) déleni — rozdéleni homolognich
chromozom
vyznamné — odehrava se zde meioticky crossing-over
A (rekombinace) — Zzadna z gamet neni identicka!
CHROMOSOMES porUChy rozestupu — hapr. trisomie
l ONTHE SPINDLE " 2. meiotické déleni — rozestup sesterskych chromatid
w 2 dcefinné bunky s haploidnim po¢tem chromozom{
vznik pohlavnich bunék (spermie, vajicko)
dodatecné promichani genetického materidlu
/LCEL“"‘"S"’“' crossing-overem

|

CELL
DIVISION It CELL DIVISION

e0ee ©0

gametes



Mitoza - detail

Prophase:
The nuclear envelope breaks
down and a spindle forms

Intetphane: between bwo centrioles.
DNA is doubled in Prometaphase:
preparation for cell division. The chromosomes attach
to the spindle fibers.
Chromatids
of chromosome

Centromere
region

Nuclear envelope

Metaphase:
The chromosomes align
at the equator of the cell.

Telophase:
The chromosomes reach
the mitotic poles and the
cell begins to pinch in.
Figure 1.3
Anaphase; Diagram of mitosis in animal cells.
The duplicated chromosomes During interphase, the DNA is doubled
{called chromatids) are separated. in preparation for cell division. During
prophase, the nuclear envelope breaks

down and a spindle forms between the



Karyotyp clovéka

kazdy biologicky druh ma svou charakteristickou chrom. d
vybavu (poéet a morfologii) = karyotyp & ( A
u ¢lovéka maji somatické diploidni bb. 46 chromozomu - & ‘4:;3 ‘

22 par( homolognich autozomu Ve l g

1 par gonozomU (44XX nebo 44XY) ¢$ 2 8
gamety (vajicko, spermie) 23 — haploidni ‘a L - o
standardni klasifikace Cislovanim podle velikosti l‘; \‘? B '? ey
zpracovani vzorku bunék pro karyotyp ! - .5\
nejlépe hodnotitelné jsou kondenzované chromozomy v metafazi nebo Y - % AW, N °;
prometafazi mitézy Ty, ™ ’ o { {

lymfocyty perif. krve nutno uvést do mitézy mitogenem a zastavit v metafazi napfr. - ¢’ v . U ¥

colchicinem i s # 7”5
barvenim chromozom (napf. Giems) se dosahne charakteristického -
pruhovani a tim rozlieni jednotlivych chromozomd /..A l.._—
hodnoceni karyotypu \ \/

|II

manualni — obarveny chromozomovy “rozptyl” (nej¢. mitotické
lymfocyty nebo bb. plodové vody) se po obarveni vyfoti, vystfihnou
a seradi do par(

automatizované (mikroskop + software)

5 6 7 8 9 10 11 12

HLEHEEY ﬁgg

13 14 15 16 17 18 19 20 22

& CHo



Gen x alela x genotyp x fenotyp

gen — zakladni jednotka dédi¢nosti
genové rodiny

sekvencéné podobné geny, které vznikly zfejmé duplikaci béhem evoluce
napf. geny pro hemoglobiny, imunoglobuliny, nékteré enzymy, ...

pseudogeny
podobné konkrétnim gentim ale nefunkéni

kazdy gen je umistén na konkrétnim misté konkrétniho
chromozomu = lokus (napf. 12g21.5)
lokalizace genl je u viech lidi stejna, sekvence ale ne!

4 ! H lokus pro gen; kédujic h?mz’bg“f
alela — konkrétni varianta genu barvu sret pary
v populaci se pro naprostou vétsinu gen( vyskytuje vicero variant (= alel), cﬁrgmozomu
které mohou byt rGzné ¢asté = geneticky polymorfizmus P v o
genotyp — kombinace alel v ur¢itém lokusu na paternalnim a — —
maternalnim chromozomu diploidniho genomu ) o .
haplotyp — linearni kombinace alel na jenom z homolognich par( alels pro bily pigment
chromozomi

fenotyp — vnéjsi projev (vyjadreni) genotypu
znak — jednoduse méfritelna, vétsSinou spojitd proménna
fenotyp — sobor znak{

intermediarni fenotyp — podobny znaku, ne vidy musi byt spojity GENOTYP HAPLOTYP




Epigenetika

estuduje zmény v genové expresi (a tedy obvykle i
ve fenotypu), které nejsou zplsobeny zménou

nukleotidové sekvence DNA
*vyjimky z obecného pravidla, ze dédicné fenotypické zmén
jsou zplsobeny zménami v genech
eepigenetické jevy mohou byt dédény
*z bunky na bunku tedy jak pfi mitoze
*z generace na generaci, tj. prfi meioze
«“ . . s ORTY))
*“epigeneticky kéd
*prenasi se pfi replikaci DNA a déleni bunék (tj. identicky
fenotyp dceriné burky)
*chromatin
DNA
histony
nehistonové proteiny
*typy epigenet. modifikaci
(1) heterochromatin = modifikace histon(
(2) euchromatin = DNA metylace
*5-methylcytosin se chova analogicky pfi replikaci ale jinak
pfi transkripci
(3) micro-RNAs (silencing)
translace ale i DNA metylace
(4) priony
*mozna transmise na dcefiné bunky — ale nejasné u ¢lovéka

The two main components
of the epigenetic code

DNA methylation

Methyl marks added to certain
DNA bases repress gene activity,

Histone modification

A combination of different
molecules can attach to the ‘tails’
of proteins called histanes. These
alter the activity of the DNA
wrapped around them,

Chromosome



DNA metylace a modifikace histonu

eoblasti DNA s >55% CG (linearné) se nazyvaji CpG oblasti

ecile DNA-metyltransferaz = 5-methylcytosin

*“maintenance” metylace

metyltransferazy

*de novo metylace

*velmi ¢asto v promotorovych oblastech gent

*ne u “housekeeping” gend

*hyper- nebo hypometylace méni “assembly” transkripéniho "EIRENENINI

komplexu a tim intenzitu exprese

espolupracuje s ostatnimi enzymy podilejicimi se na

modifikaci h!

acetylace

metylace

fosforylace

ubiquitinylace

sumoylace
O-GlcNac
glykace ???

lyzin

lyzin
(mono-, di-, tri-M)

arginin
(mono-, di-M)

serin, treonin

lyzin

lyzin
serin, treonin
?7?

—transkripce,
I kondenzace,
reparace,
replikace

I transkripce,
reparace

I transkripce

transkripce,
reparace,
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reparace
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transkripce
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Kooperace DNA metylace a modifikace histonu

- o I l L) 1
, L ‘ . /) . ) ~ D
® 0)
J‘ l‘ J‘ 1‘ J‘
ethyl- () Histone deacetylase
binding proteins
and associated
CO-repressors
£5 k3 E -




Epigenetika ve fyziologickém a patofyziologickém kontextu
fyziologicky

*(1) diferenciace bunék v mnohobunécném eukaryotickém organizmu = epigenetika
totipotentni kmenova burika
cembryo: zygota ---> blastocysta
fetus: pluripotentni bunky ---> progenitorové bunky ----> diferencované bunky
‘regenerace diferencovanych bunék = prenos epigenetickych zmén
*zejm. diky konformaci histon(
*a setrvalé tvorbé faktor(l zodpovédnych za epigenetické zmény
*(2) inaktivace jednoho z X-chromozomu u Zen

*patofyziologie
(1) germinativni bunka
nemoci na zakladé genomického imprintingu
*behavioralni poruchy a mentalni retardace!
*Angelmantv/Prader/Williho syndrom, fragilni X syndrom, nékteré thalasémie,
fetalni programovani
*(2) somaticka burika
nadory a dalSi choromozomalni instability
*hypometylace protoonkogent nebo hypermetylace supresor( (inaktivace Rb, p53, ...)
*mikrosatelitova instabilita
nendadorova onemocnéni
«diabetes, obezita, aterosklerdza



Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO) - 1990 - 2003

v haploidni genom obsahuje cca 3.3x10° bp

2 99.9% identicka sekvence

pouze 3% jsou kodujici sekvence

popsano cca 30 000 genl gend (20 - 25 000 proteiny)
exprimovanych v libovolném case v pribéhu Zivota organizmu

~75% se sklada z jedineéné (neopakuijici se) sekvence i r_yfe_ . k_"'f"_'”ff
zbytek tvofi repetitivni sekvence sSEsss EEseE
nejasna funkce, zfejmé udrzuji strukturu chromozomd, sesse seses
mozna jsou “evolucni”’rezervou TTEY TELIE]
typy repetic SEsEE SESES
tandemové . Geny $64ss susaes
oSy 13,600 19500 30,000 45000 @ 50,000
Alu-repetice
L1-repetice
hustota genU na jednotlivych chromosomech je dost
heterogenni
mitochondrialni DNA
ne:kollk desﬁcgk genu kddujicich proteiny zapojené v Microsatellite Minisatellite
mitochondrialnich procesech
pfenos pouze od matky! ool ., BE
HapMap project 2003 — 2005 Short Tandem Repeat Variable Number of
na n=269 osob 4 etnik (Yoruba, Han, Japanese, Caucasian) (STR) Tandem Repeats
popisuje charakter LD a rozsah genetické variability (= (VNTR)
0.1%) + Dispersed throughout genome + Commonly subtelomeric
+ Core repeat length: 2 - 7 bp + Core repeat length: 8 - 80 bp
+ Up to ~40 repeats per locus » Variable total length of ~0.5 to 30 kb
+ Detected by PCR amplification + Detected by Southern hybridization




Geneticka variabilita (~0.1%)

DNA sekvence koédujicich i nekddujicich
usekl genomu je variabilni

v populaci pro dany gen vyskytuje vicero
variant (= alel) s rznou populacni frekvenci

. = geneticka variabilita, ktera je vysledkem
= nékolika procesu
4 oplcat 1) sexudlni reprodukce
= 2) nezavislé meiotické segregace
<2 23 parl ch. — 223 kombinaci = 8,388,608
s Homalogous rdznych gamet
CAromaosomes pair up . . . s .
=~ 3) rekombinace (meioticky crossing-over)
%é >> kombinaci nez 8 milién(
4 Hmjolcguesmwap 4) mutageneze de novo
= sections of DNA chyba pri DNA replikaci
proof-reading DNA polymerazy ani
S& _ mismatch DNA repair neni 100%
NUCLEUS DIVDES PN e et e plUsobeni externich mutagenu
DAUGHTER ‘ v R have single chromosomes 5) geneticky dr|f‘t
MNUCLEI E'E Ve 4
b =3 6) prirozena selekce
comonoe. & 7 Camelon nave
INTD e i single chromosomes,
FOUR =) and a new mix of
GAMETES Py / "’g dﬁ( genetic material



Crossing-over a rekombinace

pri meidze ziskava kazda gameta ndhodné 1 z paru homologniho chromozomu - paterndlniho
(CHp) nebo maternalniho (CHm)
pri celkovém mnozZstvi 23 paru je tedy teoreticky moznych 223 kombinaci (= 8,388,608 rliznych gamet)
ve skute€nosti ale gameta obsahuje smés homologniho CHm a CHp chromozomu v dasledku
procest béhem prvniho meiotického déleni = crossing-overu a rekombinace

takze napfr. alely, které plvodné pochdzely od rliznych prarodi¢i, mohou byt na jednom chromozomu
vznikd tedy mnohem vyssi pocet kombinaci nez 8 milidn(
pravdépodobnost rekombinace ale neni pro kazdy usek DNA stejna, ale zalezi na vzdalenosti

¢im blize jsou geny u sebe tim mensi je pravdépodobnost rekombinace
vzdalenost se mUZe uddvat i v centimorganech (1cM = 1% pravdépodobnost rekombinace)

y
zZEzHZ




Haplotypové bloky

existence haplotypt
linedrni kombinace alel (SNPs) na vicero sousednich lokusech .-

35580k 35500k 35591k 359592k 35503k 35594k 35505k 35596k 35597k 35508k 35590k 35600k  35601K

jednoho z homolognich chromozom( pfendsena pohromadé  ctuped sw.

(& rekombinace) Entres gones ilieantanantAAn A 0
statisticka asociace mezi DNA variantami VP sl cytosolic fator ¢ @) Taofon 1
“n kage d iseq u i | i bri u m (LD) lNEF‘II: mlautmphll lcytosolu: factor 4 (4OkD)J llsoﬁorm f L l I - : ﬁ_]
na (.:Iane chromatidé se tedy vyskytuji skupiny tésné vazanych NN Y / \
variant = haplotypové bloky S
SN T R T B
: ¢ § § § § § R ®: §} R ¥ R G

Block 3 (4 kb)

Block 2 (1 kb)

-
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Troska historie (antropologie)

*puvod haplotypovych blokU

rekombinacni historie ancestralnich chromozomu

soucasna populace je potomstvem anatomicky moderniho Homo sapiens (Afrika
pred cca 150 000 let)
migrace malych ponulaci ({ effective breeding pool) + selekce + drift +
“bottlenecks” aj. — vétsSina neafrickych populaci je homo enné}éich

*soucasna (inter-breeding) populace = urdity pocet “hybridnich’ chramnzom(

iy

Human Migration  Exlinction Events
100 ka [7] 30 ka (=15 ka)
460 ka [ 10-12ka

w— 315k [2] 1-6ks
ka = thousands of yaars ago




Lidska populacni historie

Early Homo sapiens sapiens
in Africa

Homo sapiens sapiens
~40,000 BP

Homo sapiens sapiens
colonizing south west Asia

~100,000 BP

[© 1999 Kenneth K Kidd, Yale University]



Evoluce — selekce na kontinualné se ménici prostredi??




Klasifikace geneticky podminénych nemoci
prakticky kazda nemoc (tj. jeji vznik a progrese) je u daného
jedince modifikovana genetickou vybavou, avsak s riznym

podilem na finalnim fenotypu
snad s vyjimkou Uraz(, zavaznych intoxikaci a vysoce virulentnich infekci, kde
individualni geneticka konstituce nehraje prakticky zadnou roli
chromozomalni poruchy
nejednd se o konkrétni chybu ale o nadbytek/nedostatek gent obsazenych v
celych chromozomech nebo jejich segmentech (“gene dosage” efekt)
monogenni nemoci
jedna kriticka “chyba” (tj. alela) konkrétniho genu je sama
o sobé nebo v homozygotni kombinaci témér vyhradné
zodpoveédna za rozvoj nemoci(fenotypu) nebo prenasecstvi a
tedy zvySenému riziku pro potomky
komplexni (poly-, multigenni) nemoci (tzv. civilizacni)
genetickd dispozice podminénd kombinaci alel nékolika gent
je vyrazné manifestovana prostredim a komorbiditami




Chromozomalni poruchy

*vznikaji v disledku zmén genetické informace, ale na
rozdil od monogennich a komplexnich se nedédi!

eaneuploidie (zména poctu chromosomuU v sadé)
eporucha rozdéleni sesterskych chromozomu [meioticka non-
disjunkce]
*monosomie
gonozomalni
*TurnerQv sy. (45, X0)
*trisomie
autozomalni
-Downqv sy. (47, XX/XY + 21)
*Edwardslv sy. (47, XX/XY +18)
*Pataudv sy. (47, XX/XY +13)
gonozomalni
Klinefeltertv sy. (47, XXY)

*polyploidie (porucha rozdéleni celych sad nebo oplozeni 2
spermiemi [dispermie])
*u Clovéka neslucitelné se Zivotem

téhotenstvi je potraceno

molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno ukondit potratem)
porod novorozence s triploidii — velmi ¢asna letalita




Kompletni aneuploidie vs. mozaicismus

Either the sperm
eqqg involved in the

)
or the y
or
conception has an extra

chromosome 21, due
to nondisjunction in meiosis \

The fertilized egg has

47 chromosomes,
including three
chromsomes 21

The fertilized egg

(mitosis)

begins dividing,
making more cells

The cell with

48 chromosomes
does not make
copies {cannot

survive)

\ \ / During mitotic divisions, there is

] 0 nondigjunction of the chromosomes
" 445 21, causing one cell to have 46

chrosomes (two 21's), while the
& i other has 48 (four 21's)

Both cell types continue making more cells

Lt
Thi= results in mosaicism

{two types of cells) for trisomy
21 in the developing baby



Typy DNA zameén

na zakladé populacni frekvence se tradi¢né rozlisuji polymorfizmus a mutace
polymorfizmus = existence nékolika (pfinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz nejméné casta ma populacni
frekvenci alespon 1%
mutace = méné Casta alela ma populacni frekvenci <1%
pozor, existuje ale znacna nejednotnost v terminologii — nékdy se mutaci mysli zaména v kddujici oblasti genu a polymorfizmem
zameéna v nekdduijici, jindy napf. mutaci zaména vedouci k rozvoji patologického fenotypu, polymorfizmem zaména bez
patologického dlsledku
typy zdmén
1) genomové
zména poctu chromozomu (trisomie, monosomie)
zmény celych sad (aneuploidie, polyploidie)
2) chromozomové (aberace)
vyrazna zména struktury jednotlivych chromozomu (duplikace, delece, inzerce, inverze, translokace)
3) genové - podili se na genetické variabilité v populaci
krat$i zmény (1 — tisice bazi) = mutace a polymorfizmy v pravém slova smyslu
naprosta vétSina DNA zamén leZi v nekddujicich oblastech genomu

repetitivni — mikrosatelity CTGACTTTGAGACACACACACACACATGGTCTGATGCG
nerepetitivni — SNPs CTGGCTAGTCGGCTATAGC[A/G]IGTCAGGAACGTCGAG




Klasifikace genovych mutaci/polymorfizmu

bodové (tranzice a transverze)
nejc. bi-alelické jednonukleotidové polymorfizmy (angl. single nucleotide polymorphisms, tzv. SNP) — cca 100 000
v lidském genomu
délkové
repetice
nej€. mikrosatelity (napf¥. CA,,)
delece (1bp — MB)
inzerce + duplikace
inverze
translokace

funkéni dopad substituci — podle lokalizace v genu!

v kddujici oblasti (exonech)
zadny (tzv. silent)
substituci vytvoren stop-kodon (tzv. nonsense) — napft. thalasemie
zaména aminokyseliny (tzv. missense) — napf. patologické hemoglobiny
zména cteciho ramce (tzv. frameshift) — napf. Duchennova muskularni dystrofie, Tay-Sachs
expanse trinukleotidovych repetici — napt. Huntingtonova choroba
delece vede ke zkraceni proteinu — napf. cysticka fibréza
ke zméné mista sestfihu
vysledkem muZze byt kvalitativni efekt (napf. riznd primdrni, sekundarni a terciarni struktura, aktivita proteinu, afinita, ...)
v nekddujicich oblastech
5" UTR (tj. promotor genu) = kvantitativni efekt (napf. riznd intenzita transkripce)
introny - kvalitativni efekt (zména sestfihového mista) nebo kvantitativni efekt (vazba represord nebo enhancert)
3’ UTR - efekt na stabilitu mRNA
vysledkem muZe byt zndsobeni davky genu (tzv. gene-dosage effect)
dlsledky

gamety — fyziologicka variabilita a geneticky podminéné nemoci
somatické bb. = nadory



Missense a frameshift substituce

Original mRNA Amino —
DNA transcript acid S} 4 4 4 J
DNA

7 v A AT
Alala|ala|c|a|T|a|a|alc|T|T|T

——"> Phenylalanine Normal

A A A A

sy & i /77
ululcfulclalc|alc|ulula|ala]a

Phenylalanine Serine  Histidine Leucine  Lysine

7777 /”//f”//’DNA
alalalalcla|T]|alalalc|T|T|T]
C— > Leucine Deletion @ @

mRNA

Va P/ 2/
ulululclelc|a]c]|ulu]a]a]a
Phenylalanine Arginine Threonine Terminator
(b) Base codon
substitution

/A | mRBNA

/1 A |

/'//L‘l? /i a7 7 7 ONA
alalg|Clalaicla|T]G[A|A[C] 7] |

> Phenylalanine ,
Insertion

u|u|c7G_|u|c alc[alcl[ulula[a]a]a] |
Phenylalanine Valine  Alanine 3 Leucine G|utEIlI"I"IiC
substitution - acid

—
_|

mRNA




Mikrosatelity

CHROMOSOME

CHROMOSOME FIBER Spedes  Micosatelite  Vasopressin  Socia
DNA Receptor Gene Behavior

et o | @Ry

»* DNA DOUBLE HELIX Montane Voles il I |
Chimpanzees I |

Bonabos

Humans

TAAGCCCATGCATGCAGC TTATTATTATTA TTATTATTATTA CCGATAGCACGATAGCG H
ATTCGGGTACGTACGTCG AATAATAATAAT AATAATRATAAT GGLTATCGTGCTATCGC

- 7\ AN J
Y

v
Flanking Microsatellite Flanking
Sequence  Sequence (TTA)g Sequence



Interindividualni variabilita

fyziologicka interindividualni variabilita znakU je dusledkem
genetické variability

pokud plsobi na dany znak hodné faktord, které se vzajemné
neovlivnuiji, blizi se populacni distribuce normalnimu rozlozeni
pokud je jeden faktor vyznamneé silnéjsi néz ostatni, nebo pokud
jsou mezi nimi interakce, je pak distribuce asymetricka, vice
vrcholova aj.

interindividualni variabilita daného znaku je prfitomna v celé
populaci (tedy zdravych i nemocnych)

nemoc jako plynula funkce znaku

etiologie nemoci

nemoc “z jedné velké priciny” x nemoc multifaktorialni

IV

dominantni pfi¢inou nebo ¢asti z mnoha pricin mUzou byt faktory
genetické, pak specificky hovorime o monogennich a
komplexnich nemocech
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Z Ceho lze poznat, Zze na vzniku urcité nemoci (IM fenotypu) se podili genetické

faktory?

Monozygotic Twins Dizygotic Twins

$
0

+

e

-

L
¥ U

E

weight weight
correlation correlation

\ Double the difierenceof the comelaions /

Heritability Coefficient

e j _ﬁ:u
!*! *:*‘

binarni fenotyp (ano/ne)
familiarni agregace
prevalence v rodindch postizenych proband( > prevalence

v celk. populaci
plati jak pro monogenni tak komplexni nemoci

segregacni analyza
nalezeni modelu dédi¢nosti daného fenotypu rodinach (tj.
recesivni nebo dominantni)
pouze u monogennich (pro “major” geny)

spojity fenotyp (jak moc)

intra-family correlation coefficient
proporce celk. variability ve fenotypu zplsobend
variabilitou mezi rodinami

heritabilita
procento variability fenotypu v dlsledku variability
genotypu (studie na dvoj¢atech MZT, DZT)



Monogenni nemoci (ano / ne)

onemocnéni je disledkem mutace v jediném lokusu (= jednolokusové)

prenos mutace (a fenotypu) odpovida Mendelovym zdkonlm (= mendelistické nemoci)
konstrukce rodokmenu

typy prenosu

autozomdlni o Pedigree JZ/_%
geny na obou autozomech aktivni

gonozomalni (X-chromozom vazané)

muzi hemizygotni
u Zzen 1 X-chromozom inaktivovan!!
(imprinting, mozaicizmus) 4@/ JZP‘% 4@/
podle projevu genotypu ve fenotypu
recesivni
nemoc jen u mutovaného homozygota
dominantni
nemoc stejna u heterozygota a mutovaného homozygota I:I
neuplné dominantni

odstupnovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota Key
kodominantni [ male [ affected male Edeoeased mile
jak normalni tak patologicka alela jsou vyjadieny ve fenotypu , i G S
doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man O female @ affected female 21 deceased female

~6000 klinicky vyznamnych fenotyp
typické znaky

¢asna manifestace (détstvi)

mala frekvence v populaci

vétSinou vyrazné patologické



Gregor Mendel

Zakladatel klasické genetiky

Johan Mendel narozen 1822 v selské rodiné na severu Moravy, ktera v té
dobé byla soucasti Rakousko-Uherské monarchie.

Rakousky augustiniansky mnich (pusobil v Brné, kde mu bylo umoznéno
velkorysym nadrizenym, opatem F.C. Nappem pracovat a badat)



Gregor Mendel

Od roku 1856 Mendel studoval hrach, ktery péstoval v zahradé vedle
opatstvi, kde zil (Mendelovo namésti v Brné)

Podarilo se mu prokazat, ze znaky, které sledoval, se chovaly podle
presnych matematickych principt a vyvratil tak teorii ,michanych
znaka”.

Mendelova prace byla znovuobjevena v roce 1900 tremi botaniky

Carl Correns (Némeckcl)ij
Erich von Tschermak (Rakousko)
Hugo de Vries (Holandsko)



Historickeé souvislosti

1866 publikoval svoje dilo

1875 poprveé popsana mitdza

1890 poprveé popsana meidza

1900 znovuobjeveno Mendelovo dilo

1902 Walter Sutton, Theodore Boveri ad dalsi popsali paralelu mezi
chovanim chromosomu a alel.



ProcC hrach?

Mendel pouzil pro studium genetiky hrach, protoze:

Byly komercné dostupné vhodné odrudy
Hrach je jednoduché péstovat

Hrach ma mnoho pozorovatelnych znaku:

Barva semen — zelena nebo zluta

Tvar semen — okrouhla nebo svrastéla
Barva lusku — zelena nebo zluta

Tvar lusky — hladky nebo svrastely
Barva kvétu — bila nebo cervenad )
Pozice kvétu — Axidlni nebo termindlini
Rozmer kvétiny — Vysoka nebo trpaslici

semeny et plod stonek
tar delohy umisteni ket ieliast

0 0§ @»@}%ﬁ
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1% % e b,
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ProcC hrach?

Kvetiny hrachu jsou takové konstituce, ze se v
typickém pripade samoopyluji

Diky tomu lze relativné jednoduse kontrolovat
krfizeni u této rostliny

PraSniky

. Blizna
Rostlina hrachu



Proc hrach?

Odstranénim prasnikl z jedné rostliny a umélého
oplodnéni za pomoci opylovaciho kartacku lze
dosahnout u hrachu snadno kontrolovaného krizeni.

L
=




Proc¢ hrach?

Odstranénim prasnikl z jedné rostliny a umélého
oplodnéni za pomoci opylovaciho kartacku lze

dosahnout u hrachu snadno kontrolovaného kf _eni.




Proc hrach?

Odstranénim prasnikl z jed é rostliny a umélého
oplodnéni za pomoci opylr /aciho kartacku lze

dosahnout u hrachu snace¢ 0 kontrolovaného krizeni.




Proc hrach?
Odstranénim prasnikl z jedné rostliny a umélého
oplodnéni za pomoci opylovaciho kartacku lze
dosahnout u hrachu snadno kontrolovaného krizeni.




Mendelovy vysledky

Pri kfizeni hrachu s ¢ervenou a bilou barvou kvétu
ziskal Mendel nasledujici vysledky: :

V prvni dcerinné generaci (F,) mély vSechny rostliny
cerveneée kvety

Ve druhé generaci (druha dcefinna neboli F,):

705 cervenych
224 bilych
Pomér Cervenych k bilym cca 3:1



Mendelovy vysledky li

Protoze generace F1 neméla zadné svétle Cervené kvéty a
protoze se v generaci F2 znovu objevily kvéety bilé, vyvratil
Mendel teorii ,,miseni znaku”.

Mendel formuloval, ze pokud dvé rodicovskeé rostliny
hrachu maji dvé sady vSech genu, maji také i dvé kopie
genu pro barvu kvétu

Kazdy gen ma dveé varianty zvané alely

V pripadeé alel pro barvu kvétu hrachu je to alela pro
cervenou a alela pro bilou barvu.



Vysvétleni Mendelovych experimentu

V prvni dcerinné generaci, tedy F, generaci, byla bila

alela schovana za dominantni ¢ervenou alelu

Ve druhé dcefinné generaci, tedy F, generaci, 1/4
potomstva ziskalo dvé kopie alel pro bilou barvu, proto
mely kvéty barvu bilou Heterozygotni

rodice tvoii oba
typy gamet,
dominantni 1
recesivni

Homozygotni rodice tvoii alely
pouze jednoho typu, bud’
dominantni nebo recesivni

F Generace
1 F2 Generace

Gamety z — 1 | |
d. W k 14 N
;0 i¢ovské generace | C ‘ C I ( <

y | i Generace F1 je ryze heterozygotmi

C

C N /| ¢




Mendelovy vysledky

Sechny kulaté
Vsechny zelene
VSechny plné

Vsechny zelene

VSechny axialni

VsSechny Cervené

Sechny vysokée



Autozomalni monogenni nemoci

u heterozygotll s 1 mutovanou alelou staci
produkt normalni k udrzeni normalni funkce =
recesivni

pokud ne = dominantni

onemocnéni je disledkem:

haploinsuficience
pro normalni funkci je potfeba >50% aktivniho
genového produktu

dominanté negativniho efektu
syntéza abnormalniho proteinu, ktery “soutézi” s
normalnim a ovliviiuje fenotyp (napf.
osteogenesis imperfecta)

zesileni funkce (“gain-of-function”)
mutaci je posilena prirozend vlastnost proteinu
(napt. Huntingtonova chorea)

familiarni predispozice k nddordm
ztrata heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH)
u supresorovych genu (napf. retinoblastom)

nemoci jsou disledkem jak mutaci
prenasenych mezi generacemi tak vzniklych
noveé

autozomalné recesivni (AR)
velmi ¢asto enzymové defekty
postizen je mutovany homozygot (popf. sourozenci),
heterozygotni rodice jsou prenaseci (asymptomaticti)
riziko 0.50 x 0.50 = 0.25
muZi a Zeny vétsinou postiZeni stejné
frekvence prenasecli nemoci v populaci >>> frekvence
nemocnych
nejcastéjSi AR nemoci u béloch je cysticka fibrdza
f nemocnych 1/2000, f pfenasecd 1/22 1!
konsanguinita (pfibuzni rodice) a imbreeding vyznamné zvysuje
riziko AR (prenaseci v rodindach)
domluvené snatky (napt. bratranec / sestrenice)
geneticky izolované populace (napf. Askenazi zidé — Tay-
Sachsova choroba )
autozomalné dominantni (AD)
nemoc se projevuje v kazdé generaci - postizeny jedinec ma
postizeného rodice (a prarodic¢e) a to matku nebo otce

riziko pro potomka 0.50 (pokud by byli oba rodice postizeni
pak 0.75, ale to je vzacné)
priklady nejcastéjsich AD
familiarni hypercholesterolemie (1/500),
myotonicka dystrofie (1/1000)
Huntingtonova chorea (1/3000)



X-vazané monogenni nemoci

zeny 3 genotypy, muzi pouze 2

X-vdzané nemoci se manifestuji u vsech muzg,
ktefi zdédili mutaci, a pouze u homozygotnich zen
ale vyjimky viz dale

priklady

hemofilie A @ Zyyote
Duchenneova muskularni dystrofie

Wiskott-AldrichGv syndrom (imunodeficience) C 0y

inaktivace X-chromozomu u Zen S
kompenzace davky a exprese X-vazanych gend ary Tivisions
hypotéza Lyonové (“lyonizace”) YA I.L"

v somatickych bb. je 1 X inaktivovany a v interfazi se

zobrazuje jako “Barrovo” télisko (viz sporné

identifikace pohlavi) @ @ @ @
proces je nahodny, mize se tykat jak otcovského tak J, J, J,

materského X J,

Inactivation
passes to
all cell’s

Descendants

dlsledkem je variabilni exprese X-vdzanych gen(i u
\l/ Producing a

heterozygotek (“manifestujici prenasecka”)

Random

X-chromosome
Inactivation

funkcéni mozaicismus

&
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Komplexni choroby (spojity fenotyp)

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko

polygenni nebo
monogenni
porucha

glukéza (mmol/1)
fyziologickd populaéni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni

normolipidemie porucha

cholesterol (mmol/I1}



Komplexni choroby

choroby, na jejichz vzniku a progresi se

podili ,, komplex” genetickych,
epigenetickych a vnéjsich faktor(

fenotyp nevykazuje klasickou mendelistickou dominantni ¢i recesivni

dédicnost jako dlisledek zmén v jediném lokusu (tzv. jednolokusovych)

predisponujici “geny” zvysuji
pravdépodobnost onemocnéni, ale
nedeterminuje jednoznacné jeho
pritomnost

je nutné spoluplsobeni negenetickych faktor( (prostredi)
dieta, fyzicka aktivita, kouteni, ....
komorbidit

a interakci genl mezi sebou

komplexni onemocnéni jsou charakterizovana:

neuplnou penetranci patologického fenotypu
u urcité casti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (tedy soubor
vicero alel) se patologicky fenotyp nerozvine

existenci fenokopii
patologicky fenotyp muize byt pfitomen u lidi, ktefi nejsou nosici
zminéného genotypu

genetickou heterogenitou (lokusovou a alelickou)
klinicky obraz neni specificky, ale m(Ze se rozvinout v disledku zdmén v
genech lezicich na rliznych lokusech (= lokusova heterogenita), v
jednotlivych genech miZe byt pfitom vicero mutaci ¢i polymorfizm (=
alelicka heterogenita)

polygenni dédicnosti
predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysuje pouze pfi
simultannim vyskytu urcitého souboru alel

vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického

fenotypu
kazda jednotliva predisponuijici alela pravdépodobné neni sama o sobé
vyrazné patogenni

spolupisobenim dalsich mechanizmi prenosu
mitochondrialni dédi¢nost, imprinting

nejcastéjsi komplexni nemoci

esencialni hypertenze

porucha gluk. tolerance / diabetes (1. i 2. typu)

dyslipidemie

atopie



Srovnani zakl. charakteristik

Obvykle narusuji homeostazu zasadnim
zpu .

VétSinou. . .. . ... .

Modifikujici geny a efekt prostifedi Cini fen. ... .

Obecné vys. . .

Obecné velmi nizka jako dusledek vysok . .

Pomérné velmi velka lokusova homogenita, ale




Mapovani kauzalnich variant = geneticka epidemiologie

vazebna (linkage) studie
Kasické vazebnd analjza sleduje prenos genetického (nejc. mikrosatelity) a
.—l—o fenotypového znaku mezi primymi pribuznymi v

postizenych rodinach, popr. mezi sourozeneckymi
[ Yu[ [ :
pary
podle toho zda je i neni stanoven model
O dédi¢nosti se déle déli na
parametrické

neparametrické

concordant sibling pairs (oba nemocni)
discordant sibling pairs (jeden ano druhy ne)

, asociacni studie
asociacni studwe L, ., L, - .
o o o 0 srovnava vyskyt genetického znaku (nej¢. SNPs) meazi
E N, 0 O o fenotypicky odlisnymi skupinami nepribuznych osob
e v Sk © 0 studie kontroly x pripady (case x control) —
N e ° [1 O o retrospektivni
' B 0o kohorty = prospektivni




“Candidate-gene” strategie vs. GWAS

“candidate-gene” AA
hypotéza o funkénosti
SNP jako kauzalni faktor

znalost patofyziologie limitujicim faktorem

“indirect” AA

predchozi indikace asociace na zdkladé neparametrické linkage
zména v uvazovani diky pozndni LD a haplotypové struktury lidského genomu

SNP jako marker

pokrok v designu GWAS diky HapMap

~dor. 2005

detekéni metody pro vSech ~10 mil. SNPs

shromazdit ~1000 ptipadd a ~1000 kontrol

genotypovat vSechny DNA pro vSechny SNPs

tedy ~20 miliard genotypl

s tehdejsi cenou (~0.5 USD/genotyp = $10 billion USD pro kazdou komplexni nemoc) = naprosto nemyslitelné
od ~2007

detekce setu ~300,000 “tagging SNPs”
shromazdit ~1000 ptipadd a ~1000 kontrol
genotypovat vSsechny DNA pro vSechny SNPs

tedy ~600 miliont genotypt

s dnedni cenou (~0.001 USD/genotyp = $800,000 USD pro kazdou komplexni nemoc) = naprosto realné



GWAS

Studie GWAS je definovana jako jakakoli studie genetickych variaci v celém
lidském genomu, ktera je urcena k identifikaci genetickych asociaci s
pozorovatelnymi rysy (jako je krevni tlak nebo vaha) nebo s pritomnosti
nebo nepritomnosti onemocnéni (jako je nadoroveé onemocnéni) nebo stav.

JR. Petric & al /Biochemicl Pharmamilogy 81 (2011) 471-477
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Table 1
38 validated type 2 diabetes msocated vaniants and impact on glumse-insulin homeostasis
Clhromasome  SNP Nerest gene Description Reduced Beta  Reduced insulin
cell function action
1 sl (E2 3931 NOTCH2 Notch Homolog 2
1 <408 74 PROX1 Prospero hameobax 1
2 780094 GCOKR Glucolomase (hexakanase 4) regulaor Yes
2 ] 1899863 THADA Thyroid adenama assocated Yes
2 Ba1IA B-cell CLLlymphaoma 11A (zinc finger protein)
2 s insulin receptor substrate 1 Yes
3 PPARC Peroxso me proki feratar- atvated receptor gamma Yes
| ADAMTS ADAM metallopeptidase with thrombos pondin type 1 matif 9 Yes
3 31 1708067 ADCYS Adenylate cydase 5 Yes
3 1420579 Icr2ee? Insulinlike growth fador 2 mRNA binding protein 2 Yes
4 msnng wrs1 Walfram syndrome 1 (wo lframin, Yes
5 ZBED3 Zinc finger, BED-type containing 3
[ CDKALY CDKS regulatary subunit associsted protein 1-like 1 Yes
7 DOKB-TMEMISS Diacylghyceral kinase, beta Yes
7 JAZF1 JAZF zinc finger 1 Yes
7 467517 GCK Glucoki nase Yes
7 9724 KLR4 Kruppel-like fator 14 Yes
8 IPS NPT Tumor protein p53 mduable nuclear protem 1
] SLOWAS Solute carner family 30 (zinc tramsporier), me: r 8 Yes
9 COKN2A/B Cydm-dependent kinase inhibitar 2A/8 Yes
9 CHCHDS Cailed -cail- heli x-coiled -coil -helix domain mmtaming 9
10 CAMK1D Caloum/calmodul in-dependent protein kinase 1D Yes
10 rS015480 HHEXADE Hemato poetically expressed homeobax/msubin degrading ereyme Yes
10 7903146 L& F] Transcription factor 7 -like 2 Yes
1n 2 134499 Imprinted region
n 23362163184 KONQ1 Pomssium voitage-gated channel. KQT -like subfamily. member 1 Yes
n S 215 Koum Potssium inward ly-rectifying channel, subfamily ), member 11 Yes
n 1552224 CENTIZ? Centaurin, delta 2 Yes
1n 1 3847153 MINR 1B Melxtanin recepior 18 Yes
12 1531343 HMCA? High mability group AT-hook 2 Possible
12 =4 760790 TSPANS Tetraspanin 8 Yes
2 7957197 HNF1A Hepatic nudear fxtor 1 alpha
15 1 1634397 ZFANDS Zinc finger. AN 1-type domain 6
15 00680 ma Prowin regulatar of cytokinesis 1
16 311642841 FIC Fat mass and abesity associated Yes
17 4430796 HNF1B Hepatic nudear factor 1 beta Yes
19 rs10423928 am Castric inhibi ory pol ypeptide receptor Yes
X rS94S 126 DUsPe Dual spedficity phasphatase 9 Possible

SNF, smgle nudeotide palymarphrsm

[reviewed in McCarthy M and Zeggini E. Curr Diab Rep 2009,
Steiger H et al. Endocrine Rev 2009]



GWAS

Informace o celém genomu v kombinaci s
Drmast o GETEM EENOME ., . Selekce SNP pro GWAS:
epidemiologickymi, klinickymi a jinymi

fenotypovymi  udaji  usnadnuji  pochopeni 1) Molekularni (Affymetrix, IIIumina)
zakladnich biologickych procest ovlivaujicich 2) Analytické
lidské zdravi, zlepseni predikce nemoci a péce o

pacienta a v konecném dulsledku pro realizaci
prislibu personalizované mediciny. Bl Kromé toho

rychly pokrok v porozuméni vzorim lidskych
genetickych variaci a zrani vysoce vykonnych a

nakladové efektivnich metod genotypizace
poskytuji vykonné vyzkumné nastroje pro L

identifikaci genetickych variant, které prispivaji
ke zdravi a nemocem.

3
-
Bl 1



“You're lucky nobody was injured. Your base pairs are out of alignment and
that has your reading frames all messed up.”



