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Komplexni choroby

Charakteristika

— multifaktorialni, Casto polygenni

— roli hraji interakce rtznych vlivu:

» genetickych,

 epigenetickych,

* behavioralnich,

* psychosocialnich a

« environmentalnich

podilejicich se na vysledném stavu — vzniku,

rozvoji a prubéhu onemocnéni

3  Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

Faktor 1 zevniho prostiedi

Genotyp 1

Genotyp 2

Genotyp 6
A

Genotyp 4

Genotyp 5

Zevni faktor 3

» Faktor 2 zevniho prostredi
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Komplexni choroby

Charakteristika

Reduced penetrance
— pokud choroba ma prokazatelné familiarni vyskyt, musime Genetic |
v p ’ . . . ey . . Multifactorial'with single
o¢ekavat podil genetického podkladu na jeji manifestaci P ralorlocus
— epidemiologickou charakteristikou komplexnich chorob je -
y viuftiigetor

statisticka kumulace v rodinach

Komplexni Nemoci zpusobené
zevnimi vlivy

y

Monogenni

\
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m geny = dalSi faktory
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Komplexni choroby

Charakteristika
— fenotyp nevykazuje klasickou mendelistickou dominantni Ci recesivni dédi¢nost jako dusledek

zmeén v jediném lokusu (tzv. jednolokusovych)

— predisponujici ,geny” zvySuji pravdépodobnost onemocnéni, ale nedeterminuje

jednoznacné jeho pfitomnost

* je nutné spolupusobeni negenetickych faktoru (prostredi) = dieta, fyzicka aktivita, koureni, ....

* ainterakce genu mezi sebou

— stoji na vrcholu pomysiné pyramidy slozitosti celé genetiky
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Komplexni choroby

Charakteristika
— dédicny znak nebo postizeni, které budto je nebo neni pfitomno = diskrétni (kvalitativni)

znak

— meéfitelné vlastnosti (fyziologické nebo biochemické veliCiny — TK, vySka, hladina cholesterolu,

BMI) = kvantitativni znaky

— pochopeni dédiéné podstaty variability kvantitativnich znaku je zakladem pro porozuméni

tomu, jak se geny podileji na vzniku komplexnich nemoci
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Komplexni choroby s i

optimum riziko

Piklady i e
2 parucha
* diabetes ?g’
- NGT IGT
» esencialni hypertenze 3 DM
glukéza (mmol/I)
¢ dySIipidémie fyziologickd populacni variabilita
] optimum ” riziko
- alergie
. — polygenni porucha
» obezita — hypotéza typu ,thrifty genotype” }} X
, . .y wvrsr o , . ° § normotenze
oselekce alel, ktere favorizuji prirustek vahy a skladovani tuku 3 L.

krevni tlak (mmHg)
— fyziologicka populacni variabilita
optimum f riziko
| hypecholesterolemie
G polygenni porucha
|

monogenn i

normolipidemie / . porucha
/:N

cholesterol (mmol/I)

cetnost (%)
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Komplexni choroby

Problematika studia komplexnich chorob

— neuplna penetrance patologického fenotypu

* U urcCité cCasti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp
(zde ve smyslu souboru vicero genu) se patologicky
fenotyp nerozvine

— Imprinting

« modifikace maternalnich a paternalnich gent béhem
gametogeneze tak, ze maji odliSnou expresi v zygote

* vétSinou pouze maternalni nebo paternalni alela daného

genu je exprimovana, druha je utlumena

Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti
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Different genes are epigenetically
silenced in eggs and sperm.,
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Komplexni choroby

Problematika studia komplexnich chorob

— spoluptisobenim dalSich mechanizmu prenosu

» mitochondrialni dédiCnost

— existence fenokopii

« patologicky fenotyp muze byt pfitomen u lidi, ktefi nejsou nosici zminéného genotypu
* navozeno vnéjSimi faktory - napf. kortikoidy indukovany DM

— geneticka heterogenita klinicky obraz neni specificky, ale muze se rozvinout v dusledku

zamen:
v genech lezicich na riznych lokusech (= )
* v jednotlivych genech muze byt pfitom vicero mutaci ¢i polymorfizmu (= )
Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti R/lll lEJ IBI I



Komplexni choroby

Problematika studia komplexnich chorob

— geneticka heterogenita

10 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

a Genetic heterogeneity
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https://www.researchgate.net/figure/47812495_fig3_Figure-3-Genetic-and-
allelic-heterogeneitya-Genetic-heterogeneity-When-alternative

<«

-—

I

Nature Reviews | Genetics



Komplexni choroby

Problematika studia komplexnich chorob

— vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického fenotypu

— polygenni dédi¢nosti
* predispozice k rozvoji patologickeho fenotypu se zvySuje pouze pfi simultannim vyskytu

urcitého souboru alel - vice faktoru - tzv. ,malé” faktory

gene effect gene effect
O QO O O
@, >
@), @
O »Q
e st b shi b oy MUN
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Komplexni choroby

Problematika studia komplexnich chorob

— jev, kdy jeden gen ovlivni organizmus mnoha zpusoby se nazyva

gene effect
@
O
) http://www.grossmont.edu/people/bo
nnie-yoshida-levine/online-

Pleiotropy: A gene has Polygenic traits and pleiotropy lectures/genetics-mendel.aspx
multiple effects.

/- /»-
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— frekvence raznych typu dédi¢énych onemocnéni

Typ dédiénosti Incidence Prevalence Prevalence

chorob pri narozeni | ve véku 25let | v populaci
(na 1000) (na 1000) (na 1000)

genomove 6 1,8 3,8

a chromozomové

mutace

monogenni mutace 10 3,6 20

multifaktorialni ~ 50 ~ 50 ~ 600

13 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti
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JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNI NEMOCI

Zavaznost
nemaoci,
manifestace

Narusuji homeostazu zasadnim
zplsobem a porucha se objevuje brzy
v pribéhu Zivota. Zavaznost je pro
konkrétniho nositele je znac¢na.

Z hlediska popula¢ni morbidity a
mortality jsou vSak nevyznamne!

Rovnéz zasadné narusuji homeostazu, ovsem
efekt nastupuje postupné a efekt kulminuje
v pozdeéjsim obdobi Zivota. Hlavni faktor
ovliviiujici morbiditu a mortalitu v populaci,
zejm. v rozvinutych zemich!

Interakce
s prostiedim

Nékteré se vyvinou bez ohledu na
prostiedi, u jinych je nutny specificky
etiologicky Cinitel (napf. u fenylketonurie
pfitomnost fenylalaninu v dieté) nebo
nékolik &initeld (napf. oxidaéni stres u
hemolytické anemie pfi G6PD deficitu).

Manifestace je pravidelné vysledkem
spoluptsobeni komplexu genl interagujicich

s prostfedim béhem vyvoje, dospivani a zejm.
starnuti.

Variabilita | Modifikujici geny, nékdy pohlavi (napf. Fenotyp je vysledkem interakce efektl

fenotypu heredit. hemochromatéza) a efekt jednotlivych gen(, pfic¢emz charakter interakce

prostredi Cini fenotyp do jisté miry muze byt heterogenni, aditivni & multiplikativni.
variabilni, ale ne tak jako u komplexnich

onemocnéni; efekt hlavniho

patologického genu vZzdy dominuje a

kvalitativné jsou zna¢né& homogenni.

Penetrance |Obecné vysoka. Typicky nekompletni (avsak pojem penetrance
Uzce souvisi s definici fenotypu, coz je u
komplexnich onemocnéni svébytny problém).

Populacni Obecné velmi nizka jako disledek Frekvence minoritnich alel jsou vyssi, Casto se

frekvence vysokého selekcniho tlaku; vyjimku z jedna o tzv. b&zné polymorfizmy. Varianty gend

genetickych |pravidla predstavuji nemoci, které prinasi |jsou pravdépodobné evolucné starsi; evolucni
variant urcitou selek¢ni vyhodu (napf. konzervace je soucasti lidského vyvoje.
hereditarni hemoglobinopatie
v malarickych oblastech).
Geneticka Pomérné velmi velka lokusova Je predmétem intenzivniho vyzkumu. Lokusova

architektura

homogenita (tj. stejny gen), ale jsou
vyjimky (napf. retinitis pigmentosa,
Ehlers-Danlostv syndrom aj.). Typicky
extrémné vysoka alelicka heterogenita
(tj. rGzné mutace) jako dlsledek
ocistujici selekce (napf. ~160 mutaci u
hemofilie B, ~270 mutaci u cystické
fibrozy, ~700 u familiarni
hypercholesterolemie).

heterogenita bude zifejmé vyssi, alelicka uz by
nemusela byt, protoze zodpovédné varianty
nejsou pfedmeéetem tak silné selekce (béznée
polymorfizmy).
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavi — modely

— 1918 R. A. Fisher - polygenni model

(A) One locus Aa (B) Two loci
AAbb
AaBb
aaBB
aa AA Aabb AABDb
aaBb AaBB
l aabb AABB l
L 1 J 1 1 1 1 1 1 1
70 80 90 100 110 120 130 AaBBCC 70 80 90 100 110 120 130
(C) Three loci (D) Many loci
AABbcc
Ascies
AAbbcc | Aa ¢l AABBcc
aabbGo | AabbCc | AaBBcc | AAbbCC
aa C | 2aBbCe aagsgg AaBBCC
aabbCC {aa AaBbCC |
aabbcc ; aaBBcc : aaBBCC : AABBCC
70 80 90 100 110 120 130
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavi — modely

— v poloviné 60. let pfiSel s tzv. prahovym modelem D.S. Falconer (limitni poCet recesivnich

alel zpusobi vznik onemocnéni)

Threshold value

| Distribution of liability in
of liability

| the general population

m Affected people

-

Liability

S '
Distribution of liability in the : =
sibs of affected people .

m Affected sibs

Average liability in — — Avera?e liability among
general population sibs of affected people

==
m e
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavil — modely

— prahovy model s
pohlavné rozdilnym

prahem

17 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

Distribution of liability |
| in general population

Male threshold
Female threshold

m Affected boys only
Affected children of either sex

| Distribution of liability
in sibs of affected boys

i m Affected brothers
Affected sibs of either sex

Distribution oﬁability in
| the sibs of affected girli‘

1 m Affected brothers
= Affected sibs of either sex

Mean liability for: \
general population —
sibs of affected boys ————

sibs of affected girls —
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m
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu — modely

— soucasny model

— se od tech klasickych v nékolika ohledech dost zasadné liSi

* je jasné, Zze genotypova slozka komplexnich znaku neni tak rozsahla, jak se predpokladalo
(nezahrnuje stovky, max. desitky genu)

» genotypova sloZzka neni homogenni ve smyslu rozsahu uc€inku jednotlivych genu (zahrnuje
geny jak relativné velkého, tak i malého a stfedniho ucinku)

 vzajemny vztah jednotlivych predisponujicich gent neni v Zzadném pfipadé uniformné
aditivni U

vyjadieno

==
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Multilocus/multiallele hypothesis
Genes A B C D E F G H | J K L.

Komplexni choroby G,

Zaklady genetiky komplexnich stavi — modely

— multiplikativni model

— souhrnny ucinek predisponujicich genu je

roven soucinu jejich dilCich ucinku Aleles 4
Genes A B C D..

Common diseasef/common variant hypothesis

(interakCni efekty)

\ Polygenes
— uvazuje existenci dvou a vice rizikovych L/
V4

lokusu, kdy dispozice k nemaoci je 5 \

c N .

e \ Oligogenes
zvysSena pri sou¢asném pusobeni obou ¢i £ \\ /‘
VI'Ce r|Z|kOVYCh genOtprOJ \\\ Majog genes

;
2 Effect \\\ A =7.5

e =19

19 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC138348/
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Podklady pro hledani genetické determinace

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

» Dédi¢nost intermediarnich fenotypu
o neuplna dominance (heterozygot je intermediarnim fenotypem)
omezi nejCasteji pouzivané intermediarni fenotypy patri profily genove exprese (transkriptom),

variabilita v mnozstvi proteinu (proteom), metabolitu (metabolom), atd.

=
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Familiarni vyskyt nemoci — Familiarni agregace
* je charakteristikou komplexnich nemoci, protoze pfibuzni sdileji vétsi podil genu navzajem

mezi sebou nez s nepfibuznymi osobami

» obraceneé to platit nemusi — FA neznamena, Ze se na chorobé musi podilet dédicnost =

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

* nutno posoudit podil genetickych a negenetickych faktoru

==
m e
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Familiarni vyskyt nemoci
* meri se — vyjadruje, kolikrat vySsi pravdepodobnosti 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 obecné pfibuzny (,relative®), v praxi se méfi napf. As (,,sibs®), Ap (,parents®)

 Cim vysSi je hodnota A, tim snazsi je geneticka analyza daného komplexniho znaku

==
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Familiarni vyskyt nemoci
« definovany pfibuzny — 1. stupné (dité, rodiC, sourozenec - Ag)
Naptr. u DM 1. typu - A=15

u DM 2. typu - A=3,5
u astmatu - A=3,5
u cystické fibrozy ma A kolem 500

* hlavni priCiny rozptylu hodnot A mezi jednotlivymi chorobami nejsou v absolutni velikosti

geneticky podminéného rizika, ale v obecné populacni zateézi, ktera napr. u DM 1. typu Cini

0,4 %, u 2. typu 6-7 % (ve véku 80 let je kumulativni riziko kolem 17 %)
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

* maji-li 2 pfibuzni jedinci v rodiné stejnou nemoc — konkordantni
* je-li jeden postizeny a druhy ne — diskordantni

= |ze vysvétlit vlivem dalSich faktoru nutnych k nastartovani patologického procesu

« naopak — konkordantni fenotyp muze vzniknout i pfi rozdilnych predisponujicich genotypech

= nemoc u jednoho z nich je genokopii nebo fenokopii druhého
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

« ¢im blize jsou si 2 rodinni pFislusnici, tim vice alel zdédénych od spolecnych pfedku maji
totoznych

* pokud geny prispivaji ke vzniku onemocnéni vyznamne, stoupa konkordance pro dané
onemocheéni s rostoucim stupném pribuznosti

o extréemni pfipad: MZ dvojCata

opfibuzni 1. Fadu: rodi€¢ + dité (spolecna 1 alela s kazdym z rodicu)

opar sourozencu ve. fraternalnich (DZ) (25% ma stejnou dvojici alel nebo Zadnou alelu, 50%

ma stejnou 1 alelu) 0,25 (2 alely) + 0,5 (1 alela) + 0,25 (0 alel) = 1 alela
25 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti IVI U I\I I
MED



Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Pokud tedy geny k nemoci predisponuji, Ize oCekavat, ze A, bude nejvyssi pro MZ dvojcCata,

nizsSi pro pribuzné 1. stupne a dale klesa umerne poctu sdilenych alel
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Podily relativniho rizika A,
pribuznych probandu s
vybranym onemocnénim

* hodnota A, = 1 znamena, ze
pribuzny nema veétsi
pravdépodobnost vzniku
nemoci nez kterykoliv jedinec

Vv populaci

27 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

Onemocnéni Vztah Ay
Schizofrenie MZ dvojcata 48
Sourozenci 12
Autismus MZ dvojtata 2000
Sourozenci 150
Manio-deprasivni MZ dvojtata 60
{bipolarni) porucha Sourozenci 7
Diabetes meilitus MZ dvojcata 80
| typu Sourozenci 12
Crohnova choroba MZ dvojCata 840
Sourozenci 26
Rortroudena sklerdza MZ dvojdata 800
Sourozenci 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 J1, Motulsky AG. The Genetic Basis of Com-
mon Diseases. Oxford, England, Oxford University Press 1992.

General population [l 17 . 12.5% yrd degree relatives
First Cousing 2% [:| 263 2nd degree relatives
Unclesfaunts [ 2% I so% 15t degree rettives

. e

Nephews/Mieces 4%
iGrandchildren
Half siblings
Parents

Siblings

Children
Fraternal bwing

Identical Twins

http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/15199/title/ The-Infection-Connection-in-Schizophrenia/
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Studie dvojcat

 .experiment prirody na lidech”

 zakladnim pfistupem je tradicné uMZaDZ
dvojCat — minimalizace relativnich vlivu zevniho prostredi

« ¢im vySSi je fenotypova shoda MZ oproti DZ dvojcatiim, tim vysSi je relativni geneticky

prispévek studovaného komplexniho znaku

* vyhody: umoznuji abstrahovat od variability prostredi

28 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Studie dvojcat

¢ omezeni:

oMZ dvojCata i pfes totozny genotyp nemaji stejnou genovou expresi (napr. nahodna X-
Inaktivace u zen)

ove skupinach lymfocytu se MZ budou liSit diky somatickym chromozomalnim pfestavbam
v lokusech pro Ig a T-bunécny receptor

o nitrodelozni prostredi nemusi byt pro obé stejné

o expozice faktorum zevniho prostfedi nemusi byt stejna (zejména u chorob s pozdni

manifestaci)
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m e

29 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

=



Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu — o
MZ Dz

— Porovnani konkordance u MZ Netraumaticka epilepsie | 70 3

. Roztroudena sklerbza 17.8 [ 2

a DZ dVOjcat | Diabetes mellitus 1. typu 40 48

« vy38i konkordance u MZ dvojcat R il -

Osteoartréza 32 16

oproti DZ dvoj¢atum je silnym | Revmatoidni artritida 123 35

.. Psoridza 72 15

argumentem pro pfitomnost Rozétép rtus/bez 30 5

. ; Lro:étépu patra —

genetICkyCh faktoru (Zejmena u Systémovy lupus erythematudﬁ 22 0
ANT1 ~ Y Udaje pfevzaty a upraveny z Rimoin DL, Connor M, Pyeritz
onemocneni s Casnym RE Emery and Rimoin’s Principles and Practice of Medical
, Genetics, 3. vyd., Edinburgh, Churchill Livingstone 1997;
VySkytem) 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.

30 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

* je definovana jako relativni podil variability podminéné geneticky na celkové

variabilite znaku

» variabilita fenotypu (Vp) = geneticka variabilita (V) + variabilita zevnich faktort (Vi)

« ¢im je vyssi a blizi se jedné, tim vyssi je obecny prispevek genetické slozky ve
fenotypu

* nejjednodussi zpusob odhadu znaku H? je = dvojnasobek rozdilu korelacniho koeficientu
MZ a DZ dvojcCat
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Odhad heritability

1. pomoci rozptylu F1 a F2 generaci

rozptyl u F1 —rozptyl u F2
rozptyl F2
— Je-li variabilita znaku urCena zejména prostredim, je rozptyl u F2 blizky rozptylu u F1 a Citatel,
a tim i hodnota H?, se bude blizit 0

— pokud je variabilita dana pouze genetickym slozenim, rozptyl u F1 je nulovy a H? je rovna 1

MUNI
MED
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Odhad heritability

2. pomoci sledovani inbredniho kmene pokusnych zvirat
3. ze studii dvojcat

— dle Holzingerova indexu heritability (H)

relativni zastoupeni konkordantnich paru ve skupiné MZ dvojcat — DZ

1 — relativni zastoupeni konkordantnich paru ve skupiné DZ dvojcat
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Heritabilita béznych komplexnich nemoci (znakii)

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 90%
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Geneticka analyza komplexnich nemoci
« dulezité je definovat studovany fenotyp

komplexni choroby

konglomerat fenotypu nizsich urovni
= intermediarni fenotypy

 vagni stanoveni fenotypu = komplikace pfi porovnavani riznych nezavislych studii
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Komplexni choroby

Zaklady genetiky komplexnich stavu

— Geneticka analyza komplexnich nemoci
* ma vzdy statisticky charakter
— zdédeni jednotlivé patologickeé alely neni ani nezbytné, ani dostateCné pro manifestaci

komplexniho fenotypu
FENOTYP = ZEVNI FAKTORY + GENETICKE FAKTORY

« dosud se nepodarilo charakterizovat zadnou komplexni polygenni chorobu ve formé uplného

souboru ,patologickych® alel a jejich interakci (navzajem a se zevnimi faktory)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Geneticka analyza komplexnich nemoci — faze studia:
 formulace hypotézy

* selekce kandidatnich genu

o's intermediarnim fenotypem

o s klinickou manifestaci nemoci

o s klinickou zavaznosti nemoci

oS odpovidavosti nemoci na IéCbu

* studium FA (studie na dvojCatech)

« asociacni studie (case-control studie)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Geneticka analyza komplexnich nemoci — faze studia:

» tvorba modelu dédi¢nosti

 hledani oblasti, kde se gen nachazi (vazebna nerovnovaha, haplotypy)

 analyza struktury a fce genu

» odhad frekvence ruznych mutaci a zhodnoti se rizikovost kazdé z nich, a to v kombinaci s

dalSimi faktory, napfiklad vék nebo prostredi

* urceni miry asociace - statisticky vyznamna zavislost dvou promennych. Silu asociace
zjistujeme pomoci statistického testu, napf. t-testu, chi-kvadrat test, analyzou variance

nebo mnohocCetnymi linearnimi nebo logistickymi regresemi.
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

h 4

Model dédicnosti

Komplexni

Y

— Metodologie
Na zakladé hypotéz

Hledani kandidatnich genu

Celogenomovy screening

Bez hypotéz

genetického vyzkumu
komplexnich nemoci ﬁ i

—

[

Kandidatni geny

v v

Rodinné studie Populaéni studie
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Genetické studie

* strategie vybéru tzv. kandidatnich genu

ojednodussi u mendelisticky dedénych nemoci

 studie na modelovych organizmech

 studie na lidech (jednotlivci, rodiny, populace)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie na modelovych organizmech
« identifikace genetickych determinant komplexnich onemocneéni u experimentalnich

modelu
 vychazime ze dvou inbrednich kmenu (potkana, mysi), tedy takovych kmenu, kde

vSichni jedinci (téhoz pohlavi) kazdého z kmenu jsou geneticky identicti
* tyto dva parentalni kmeny se

normotenzni kmen
 pokud jedince téchto dvou kmenu navzajem krizime, jejich potomstvo (F1) je

heterozygotni v rozsahu celého genomu

41 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie na modelovych organizmech
 dale postupujeme pres zpétné krizeni (F1 s P) nebo kfizime navzajem dvojice F1 a
ziskame populaci druhé filialni generace (F2, zpravidla nékolik set jedincu)
 nejCastéji se pouziva sada nékolika set tzv. mikrosatelitnich markeru, které jsou
rovnomerne rozmistény po celém genomu
* U kazdeho jedince F2 zjistime, jestli zdédil obé alely daného markeru od jednoho Ci
druhého progenitora (parentalnino kmene), pfip. jestli ma po jedné alele od kazdého a
je tedy pro dany usek genomu heterozygotni (u zpétného krizeni samozrejme pfipada v

uvahu jen jeden typ homozygota nebo heterozygotni stav)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie na modelovych organizmech
« za pomoci specializovaného softwaru zkoumame, jestli nékteré alely nejsou vyrazné

predavany potomkim soucasné s dispozici pro vysoké nebo naopak nizké hodnoty

sledovaného kvantitativhiho znaku

* nejjednodussi variantou je porovnani hodnot
* napf. inzulinémie - mezi skupinami rozdélenymi podle genotypu postupné v kazdém markeru
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie na modelovych organizmech
* "marker regression, - pokud budou jednotlivé genotypové tfidy vykazovat signifikantné
rozdilné parametry sledované charakteristiky (napf. krevniho tlaku), Ize predpokladat, ze
dany marker, pfipadné variace DNA v jeho blizkosti néjakym zpusobem ovlivauje tuto
charakteristiku
* nevyhody:
o FP - nahodné odlisSna distribuce markeru kvantitativnino znaku (! P-hodnota)
otestujeme asociaci jen primo v mistech, ve kterych se nachazeji nami typizovane markery,

coz v experimentu béznych parametri znamena pomijeni desitek megabazi DNA mezi nimi

MUNI
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie na modelovych organizmech
* metoda tzv. intervalového neboli QTL (quantitative trait locus) mapovani

oumoznuje odhadovat genotyp i v usecich mezi nami genotypizovanymi markery
opokud se QTL (tedy lokus, ktery vyrazné ovlivnuje variabilitu ve zkoumaném znaku) podari

identifikovat, nastava faze pozi¢niho klonovani, ktera je v principu velmi podobna strategii

popsané u studii lidskych
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Studie nalidech
» zhodnoceni sily asociace genu s chorobami
olinkage (vazebna) analyza - para a neparametricka

oasociacni studie — retro, prospektivhi a TDT studie

napr. case-control — studium nekolik SNPs
napr. celogenomové asociacni studie (GWAS = Genome-Wide Association Study) - vyhledavaji
SNPs nebo bézné genove variace, které se typicky chovaji jako ukazatelé genovych oblasti

s malym efektem u stoupajiciho rizika nemoci
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— vazebné vs. asociacni studie

Effect size

High

Intermediate

Modest

Low

47 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

Rare variants
with small effects:
hard to identify

Very rare Rare
MAF<0.1%  0.1%<MAF<0.5%

e
0.5%<MAF<5% MAF>5% i

http://www.intechopen.com/books/type-1-diabetes-pathogenesis-genetics-
and-immunotherapy/genetics-of-type-1-diabetes



Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Linkage (vazebna) analyza — dva zakladni principy:

« geny umisténé na ruznych chromozomech segreguji nezavisle a neni tedy mezi nimi Zadna
vazba

 Cim blize u sebe lokusy na stejném chromozomu lezi, tim je pravdépodobnost rekombinace 6
mezi nimi mensi, pfiéemz muze dosahovat maximalné hodnoty 0,5. Jestlize jsou dva lokusy
na jednom chromozomu pfriliS blizko u sebe, mezi témito lokusy existuje vazba a dochazi ke
spoleCné segregaci alel. Pokud napfiklad zjistime, ze rekombinacni pomeér genetického
markeru s urcitou nemoci je nizky, muzeme usoudit, ze se tento marker nachazi blizko genu

pPro nemaoc.
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Linkage (vazebna) analyza
* testuje kosegregaci genoveho markeru a fenotypu nemoci v rodine

* marker a nemoc se v dané rodine maji vzdy vyskytovat spolu

o parametrické metody - je-li stanoven model dédi¢nosti

oVS. neparametrické metody

49 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

=

=

m
O =



Komplexni choroby $%?m 5 E

Design genetickych studii

— Linkage (vazebna) analyza — parametrické metody
* je-li stanoven model dedicnosti (pfi genetickém mapovani monogennich nemoci)
o dostatek rodin, ve kterych dana nemoc postihuje alesporn dvé generace, a jasné definovany

fenotyp
ohodnoceni dle LOD skore - logaritmus Sance (odds), ze tato vazba existuje. Konvencne je

LOD skoére 3 (S8ance 1000:1 ve prospéch existence vazby) pfijimano jako dukaz vazby a LOD
skore — (minus) 2 (1:100 proti) jako dukaz, Ze lokusy nejsou vazany

oporovnani NULOVE HYPOTEZY (neexistuje vazba, 8 = 0,5) s alternativni hypotézou
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Komplexni choroby
Design genetickych studii ey B

— Linkage (vazebna) analyza — neparametrické metody Q ‘ @

* U komplexnich chorob

s identical by descendent Gen mght ot be identical by

v . ° , , © —f om same ancestor V] descendent
o napf. studium sourozencu, sdileni alel

ozjiStuje se, jestli par zdedil dany marker Castéji nez v pripadé nahodné segregace. K tomu
slouzi pocCet tzv. IBD alel (identical by descent, identické pivodem)

oNULOVA HYPOTEZA = oba sourozenci sdileji dv& IBD alely s pravd&podobnosti 25 %,
jednu IBD alelu s pravdépodobnosti 50 % a zadnou takovou alelu s pravdépodobnosti 25 %

oMozna vazba by se projevila tim, ze oba nemocni sourozenci by sdileli vice IBD alel nez

kdyby Slo 0 nahodu
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Linkage (vazebna) analyza

* Posun zjisténi (ascertainment bias)
orozdil v pravdépodobnosti, s jakou budou nahlaseni postizeni pfibuzni pacientu ve srovnani s

postizenymi pribuznymi kontrol

* Posun hlaseni (recall bias)
oVvetsi motivace pribuznych probanda k vyplnéni dotazniku, protoze je jim dané onemocnéni

blizSi
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Komplexni choroby

Design genetickych studii
— Asociaéni studie
« vySetfuji souvyskyt markeru a nemoci na populacni urovni, tj. u nepfibuznych jedincu,

obvykle srovnanim frekvenci markert u nepfibuznych nemocnych a kontrolnich subjektu

(studie case-control)

* retrospektivni studie
 prospektivni studie

 TDT studie
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociacni studie
» statistickou silu asociace je mozno dale zvysit obohacenim o dalsi kritéria, jako napf.:

oklinické subtypy nemoci (studie case-case)
ozavaznost nemoci

o Casny zaCatek nemoci

orizikove faktory pro nemoc vcetné pohlavi
ovhodné biologické znaky (napf. plazmatické hladiny cytokinu pfi asociaci genetickych

polymorfizmu v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

« srovnavani frekvenci alel studovaného genu mezi dvéma skupinami nepfibuznych osob ze
stejné populace (zamezeni tzv. stratifikace)

* U metod retrospektivnich se vyvinula dana nemoc a az poté se zjiStuje, zda postizena osoba
byla nebo nebyla vystavena sledovanému rizikovému faktoru (napfiklad pfitomnost urcité

formy genu)
* nutné definovat kritérium, podle kterého se subjekty rozdéli do skupin (napr. dle klinického

vySetreni)
 charakteristika skupin — srovnatelnost (napf. vek, pohlavi nebo rasa) = strukturalni
vyvaZovani pfipadu a kontrol ( ) MUNI
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociacni studie — retrospektivni — studie pripadi a kontrol (case-control studies)

a Case—control € Quantitative measurement

Each participant
assigned an
individual score

Cases Controls b Extreme selection

Number of individuals
Number of individuals

Phenotypic score or polygenic risk score Phenotypic score or polygenic risk score

Cases SUP‘EI’ controls

MNumber of individuals

http://www.nature.com/nrg/journal/v10/n12/box/nrg2670_BX3.html

Phenotypic score or polygenic risk score IVI U I\I I
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

» funkéni kandidatni geny

o produkty genu se patofyziologicky uplatfiiuji u dané choroby

 poziénich kandidatnich genu
omohou tak navazovat na vazebné metody, u nichz se vymezil usek chromozomu, kde se

pravdepodobné hledany gen nachazi, a tento gen odhalit
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Design genetickych studii
— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

o sila asociace je vyjadfena podilem nadégji vypocitanym z frekvence dané alely u pacientu a

kontrol
o]je-li frekvence studované alely shodna u pacientu i kontrol, je podil nadéji = 1
o OR=(80*50)/(50*20)=4 T
- _ A0 _ (e
AlelaG 80 B0 50 " (1o S
Alela A 20 50 fotal ot B0 ABICID
MUNI
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Vyjadreni rizika u komplexnich chorob

e riziko = pravdepodobnost vyvoje onemocneni

numericky: 0 -1
» znaky (genetické, environmentalni,...), které zvysuji tuto pravdépodobnost = rizikové
faktory

ovysledky ruznych studii daného RF by mély byt konzistentni

oasociace by méla byt silna a specificka (nezavisla na jinych faktorech)

o odpovéd davka/efekt

o biologicka verohodnost

59 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nosti

=

=

m
O =



Komplexni choroby

Design genetickych studii
— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

* pfima asociace
o predpoklada se, ze sledovany marker je zaroven patogenetickym lokusem pro nemoc a ma

tedy hypoteticky primy (kauzalni) efekt na fenotyp
oje tedy nutné vybrat nékolik kandidatnich lokusu, které by mohly byt pfimo zodpovédné za

danou nemoc
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

» pokud kandidatni lokusy nezname, muzeme vyuzit nepfimé studie, kde genotypizaci musi

projit daleko vice vétSinou disperzné rozptylenych markeru

o U asociovaného markeru/u pfedpokladame, ze se nachazi v blizkosti lokusu pro nemoc

(] L]
1 ! | :

alo| © 2lo| 3| 3
S (o} 6 : §‘o 3 [ 3

L1 L2 L1 L2 - v

a0 | —> vazebna | x rovhovaha / «— voln& kombinovatené
nerovnovaha v v alely
(je 100% vazba) (neni vazba)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii
— Asociaéni studie — retrospektivni — studie pripadu a kontrol (case-control studies)

* nepfimé studie
okdyz jsou alely v tésné blizkosti, segreguji spoleCné a dochazi zde k minimalnimu

crossing-overu - dva lokusy jsou ve vazebné nerovnovaze (Linkage disequilibrium, LD,

allelic or gametic disequilibrium)
osila LD, a tedy hustota pokryti genomu markery, je pro tyto studie stézejni
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Design genetickych studii

— Asociacni studie — prospektivni
« “cohort” studie

oz populace se vybere vzorek subjektu (kohorta), ktefi v dobé vybéru netrpi danou

chorobou

ozjistovanim prfitomnosti pfislusnych genetickych markert v jejich genetické vybavé se
vymezi skupina, u které se vyskytuje studovany rizikovy faktor

o skupina je po urcitou dobu sledovana, zpravidla jde o nekolik let

opoté se porovnavaji alelické frekvence osob, u nichz doslo k rozvoji dané choroby

(fenotypu) a ostatnich, u kterych se tato choroba neprojevila
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie — prospektivni — “cohort” studie

o pomer incidence onemocnéni v exponovaneé skupine ku incidenci v neexponované skupiné
o porovnava riziko vzniku nemoci pfi nosiCstvi urcité alely s rizikem bez nosicCstvi této alely

o u vzacnych onemocnéni se pfiblizné rovnai OR (B<D a A< C)

| condton:  [EEEUWIEN

Yas Mo
Yos 349 1437 1786
{A) (B) [AeB)

RR = ASA+B - {3481 786) = 1.45

ChC+D (1OTEHTaT4d) Mo 1706 Fana 7074
[ D C4D
Total 1425 B335 9760
Al B+l AebdL4l)
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie — prospektivni — “cohort” studie
* nejprve je tedy urCen rizikovy faktor a az poté sledujeme, zda dojde k rozvinuti

onemocneni
* rovnéz je mozno sledovat populaci nemocnych napr. s ohledem na rychlost progrese

nemoci Ci umrti
- jestlize se smifime s délkou trvani techto metod (a tedy typicky vétsimi finanCnimi a

personalnimi naklady), ziskame hned nékolik vyhod
 muzeme vyjadfit RR dané alely a nemusime resSit ¢asty problém s vybérem kontrolni

skupiny
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Design genetickych studii

— Asociaéni studie — Test nerovnovahy prenosu (angl. transmission disequilibrium

test, TDT)
» ke studiu se vyuzivaji tzv. tria, které tvori vzdy dite, postizené danou chorobou, a jeho

rodiCe, ktefi ovSem museji byt v kandidatnim lokusu heterozygoty

* protoze se jedna o0 heterozygoty, muzeme snadno zjistit, ktera alela pochazi od kterého
rodiCe

* meri se frekvence, s jakou se na dité prenaseji kandidatni alely, a frekvence, s jakou se na
néj prenaseji alely alternativni — porovnavani

oshoda = alela se na vzniku onemocnéni neucastni
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orozdil = alela je s chorobou v asociaci (jedna se o aplikaci McNemarova testu)
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Design genetickych studii

— Asociacni studie - TDT

* nevyhoda pro nemoci s pozdnim nastupem

Transmitted alleles

2_(b-0)? (50-20)°

T b+c

20 = 12.86; 1df; p<0.001. The difference is significant.

Trio Number of trios Al A2

1 20 40

2 10 10 10

3 5 10
50 (b) 20 (©)
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Al
Transmitted allele

A2

Trio 1

AlTA2 AlA2

O—1

AlAl

Nontransmitted allele

Al A2
AlAl AlAZ
(a) (b)
AlA2 A2A2
(©) (d)
Trio 2
AlAZ
AlA2

Trio 3

ATAZ ATAZ

O—

®

AZAZ
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociaéni studie
 kauzalni souvislost
* pfirozena selekce
 populacni stratifikace
» statisticky artefakt
o hodnoty pravdepodobnosti asociacnich studii musi byt korigovany:
ne p=0,05 (event. 0,01) ale p=0,05/m (Bonferonni correction)

m=pocet zaroven provedenych testu

* linkage disequilibrium
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Komplexni choroby

Design genetickych studii

— Asociacni studie
* v klinické praxi Casto kolisa nazor na vysledky genetickych studii

oneoduvodnéné oCekavani nalezeni genu velkého ucinku

ovelka skepse k existenci genetického podkladu u nemoci, které jsou v populaci Casté (>1

%)
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Komplexni choroby

Metody molekularni genetiky pfi studiu téchto chorob

— Variabilita po¢tu kopii genu (CNV)
v roce 2004 objevena nova forma strukturni
variability lidského genomu
* CNV dnes tvori asi 12 % lidskeho genomu

* CNV se podileji na genetické variabilité jedincu
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Komplexni choroby

Metody molekularni genetiky pfi studiu téchto chorob

— Variabilita po¢€tu kopii genu (CNV)
« pokud CNV ve formé deleci/duplikaci postihuji
dulezité geny, mohou zpusobovat genetické choroby

Dalation Duplication

* CNV mapovani (cytogenetické techniky, karyotypizace

se SNP sondou, NGS)
« CNV asociovany s nadorovymi onemocnenimi,

I | WG

autismem, schizofrenii a dalSimi

|

One copy of “C” Three copies of “C”

http://slidedeck.io/yulingl/cnv-cs374 I\/I U I\I I
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Komplexni choroby

Metody molekularni genetiky pfi studiu téchto chorob

— Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs)
* vV regulacnich oblastech, intronech i exonech
» dusledkem muze byt:

ozmeéena AA

o ukonceni translace, a tim padem zkraceni polypeptidu (Casto dochazi k rychlé degradaci)

oVliv na sestrih, transkripci nebo stabilitu mRNA
 cca 7 milionu znamych lidskych SNPs v dbSNP databazi
« HapMap projekt — bézné SNPs s MAF>5 %, populacni rozdily

« Haploview — k vizualizaci LD struktury dané oblasti genu
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Komplexni choroby

Metody molekularni genetiky pfi studiu téchto chorob
— Nové smeéry (tzv. high-throughput techniky)
« multiplexing (ur€eni velkého mnozstvi markeru v jedina reakci) nebo DNA pooling (zjisténi

alelické frekvence pfi smiseni DNA vzorku vice jedincu)

 DNA microarrays, SnaPshot, NGS, MS a dalsi
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Komplexni choroby

Metody molekularni
genetiky pri studiu téchto

chorob
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https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1004259

Komplexni choroby

Zavér — Otazky k hodnoceni vyznamu genetickych faktoru u komplexnich nemoci

— 1. Jak dulezité jsou genetické vlivy u nej¢astéjSich forem téchto nemoci?

— 2. Jaky je vliv prostredi na vznik nemoci?

— 3. Které jsou nejslibnéjsi pristupy k determinaci genetickych faktort pro nemoc?
— 4. Které geny jiz byly vybrany jako mozni kandidati?

— 5. Které cesty prispivaji ke genetické vnimavosti pro danou nemoc?
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Komplexni choroby

Zavér — Otazky k hodnoceni vyznamu genetickych faktoru u komplexnich nemoci

— 6. Kolik genu se podili na vnimavosti k nemoci?

— 7. Jsou nejCastéjsi formy polygenni nemoci asociovany s ¢astou nebo vzacnou genetickou
variabilitou v populaci? (hypotéza casta variace/Casta nemoc vs. geneticky heterogenni
model)

— 8. Pro¢ alely, které jsou asociovany s nemoci, nebyly z populace eliminovany?

— 9. Jak dulezité jsou pro danou nemoc interakce geny-prostredi a geny-geny?

— 10. Jakeé jsou dusledky pro farmakogenetiku?
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Komplexni choroby

Zavér — Geneticka analyza komplexnich nemoci vs. monogennich chorob

Gen

A

y

Nalezeni ,,variant“

v prislusném genu

A

y

Analyza genovych variant

/\

Mendelistické nemoci

Komplexni nemoci

\ 4

!

Lécebna
intervence

Prognosticky|

indikator

Genetické
poradenstvi

Klinicky vyznam dosud
»problematicky*
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Komplexni choroby

Zavér — Cile genetického vyzkumu u komplexnich nemoci

Identification of susceptibility variants |

/

Novel biological insights

Clinical advances

/ 1\

Therapeutic
targets

Biomarkers

Prevention

\

Improved measures of individual
aetiological processes

!

Personalized medicine

/)N

78 Genetika onemocnéni s komplexni dédi¢nost

Diagnostics

Prognostics

Therapeutic
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doi: 10.1038/nrg2344
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Komplexni choroby

Zaver — Cile genetického vyzkumu u komplexnich nemoci

— zlepsit porozumeéni patofyziologii uvedenych chorob
— prispét k diagnostice onemocnéni

— nalézt parametry rizika progrese nemoci Ci stupné jeji zavaznosti

— Nové poznatky by mély napomoci upresnéni diagnostickych a/nebo Ié¢ebnych postupli

(individualizovany pristup k terapii).
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Informace o dusevnim vlastnictvi

— Tato prezentace je autorskym dilem vytvorenym zamestnancem Masarykovy univerzity.
— Studenti kurzu/pfedmétu maji pravo poridit si kopii prezentace pro potreby vilastniho studia.

— Jakékoliv dalsi sireni prezentace nebo jeji Casti bez svoleni Masarykovy univerzity je v

rozporu se zakonem.
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