Molekularni pato(fyzio)logie




Osnova

|. Cast:

— definice a vymezeni oborU patologie a
patofyziologie

— geneticka podminénost nemoci

— vztah genotyp (mutaci resp.
polymorfizmus) a fenotyp z hlediska
nemoci

* jejich diagnostiky
* prognozy a predikce

e ||. Cast — priklady:
— (A) diagnosticky a terapeuticky prinos
molekularni patologie
* diabetes mellitus typu 1
« MODY
« T2DM
— (B) prognosticky a prediktivni vyznam
molekularni patologie (, precision
medicine”)
* diabetické komplikace
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ETIOPATOGENEZE NEMOCI Z HLEDISKA
PATO(FYZIO)LOGIE
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Patofyziologie (PF) jako Iékarsky obor

|ékarska disciplina (obor) zabyvajici se studiem nemoci, konkrétné jejich etiologii a
patogenezi a rovnéz tim jak se nemoc rozviji v Case a jaké adaptace a kompenzace
vyzaduje od ostatnich organovych systému
— fyziologie = jako funguje zdrave télo
— patofyziologie = jako (ne)funguje nemocné télo
* PF je “fyziologii naruseného zdravi”
* PF vysvétluje funkéni konsekvence chorobného procesu
—otazky proc? a jak?
PF studuje zejména dva procesy
— etiologie nemoci = pri¢ina nemoci, tj. co (jaké faktory) zpusobuje nemoc, proc se zacne rozvijet
— patogenezi nemoci = rozvoj nemoci, tj. jakym zpUusobem se nemoc rozviji
pribuzné discipliny
— patologie (patologicka anatomie) = popisuje anatomické zmény, které nemoc zpusobuje
— epidemiologie = studuje choroby na urovni populace
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Patofyziologie vs. patologie

jsou to pribuzné discipliny
— patologie (patologicka anatomie) = popisuje anatomickeé (tj.

makroskopické) a histologické (tj. mikroskopické) zmény, které nemoc
zpUsobuje

organizmus

patofyziologie vysvétluje funkcni zmény na vsech Urovnich
a jejich ¢asovy rozvoj

oba obory se zabyvaji etiopatogenezi nemoci = soubor morfologickych
a funkénich zmén, které nelze striktné oddélit (pat. anatomie vs.
patofyziologie)

v klasickém medicinské a zdravotnickém pojeti je patologie
diagnosticky obor zabyvajici se diagnostikou nemoci a pricin umrti
na makro- a mikroskopické urovni

na urovni organismu, orgdnda, tkani a bunék

obé discipliny Uzce souvisi s dalSimi obory

molekularni biologie — metodologie vyzkumu a rovnéz rutinni
diagnostiky

epidemiologie = studuje choroby na Urovni populace
imunologie — aktivace imunitniho systému je témér vzdy soucasti
chorobného procesu

genetika — jen velmi malé ¢ast nemoci nema vibec zadny podil
dédi¢nosti Ci dispozice

homeostaza (%)

v

etiologie o
morfologické zmeny
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funkéni zmény
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Metody klasické a molekularni pato(fyzio)logie

metody klasické patologie

klasickeé
— pitva—inspekce
— nekropsie (post mortem)
— biopsie (in vivo)
* klasické barveni vs. (imuno)histochemie
* mikroskopie
— svételnd
— elektronova
— fluorescenéni
molekularni = objasnéni proc¢ a jakym mechanismem vede zména
sekvence DNA, RNA ¢i proteinu ke konkrétnim patologickym projevim

— zména vétsinou ziskand, v somatickych bb. nebo vrozené u tzv. komplexnich
nemoci

diagnostika na molekularni drovni

— nukleové kyseliny

— proteiny
* cytogenetika, FISH
* PCR + RFLP, heteroduplexy, SSCP, DGGE, sekvenovani
* microarrays
* hybridizace
*  RNA/real time PCR
* klonovani, transfekce, mutageneze
* izolace, separace proteind, blotting, ......
* detekce apoptdzy - DNA fragmentation TUNEL, ......

metody molekularni patologie
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GENETICKA PODMINENOST VZNIKU A ROZVOII
NEMOCI
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Etiologie nemoci — podil genetiky

endogenni = vnitrni faktory

— vrozené (kongenitalni)
* genetické
— hereditarni (monogenni vs. polygenni dédi¢nost)
» determinace vs. predispozce
— ne-hereditarni (napf. aneuploidie)
* malformace v disledku prenatalni expozice virdm a toxinim
* fetadlni programovani
— ziskané
* v dlsledku komorbidit (napf. zmény metabolické, imunitni, cirkulac¢ni apod.)
* interindividualni variabilita
exogenni = zevni faktory
— fyzikalni
* mechanické, termické, ionizujici zareni, elektrika, ...
— chemické
* xenobiotika v¢. [ék{l (vedlejsi a nezadouci ucinky)
* toxiny a jedy
* environmentalni kontaminanty
— potravni fetézec
* koufeni a znecisténi ovzdusi
* nadbytecny nebo nedostatecny nutricni prijem

\

— biologické
* infekce (bakterie, viry, kvasinky, parasité, ...)
* toxiny
* priony
— psychologické a socialni
*  mentdlni trauma e
* stres

naprosta vétsina chorob
ma multifaktoridlni plvod
u vétsiny je takeé jista (vetsi
Ci mensi) ucast genetiky

X
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/ ceho lze poznat, ze na vzniku urcité nemoci (IM fenotypu) se
podili genetické faktory?

* binarni fenotyp (ano/ne)
— familiarni agregace

e prevalence v rodindch postizenych probandt >
prevalence v celk. populaci

— segregacni analyza

* nalezeni modelu dédicnosti daného fenotypu
rodinach (tj. recesivni nebo dominantni)

* pouze pro “major” geny
* spojity fenotyp (jak moc)

— intra-family correlation coefficient

» proporce celk. variability ve fenotypu
zpUsobenad variabilitou mezi rodinami

— heritabilita

* procento variability fenotypu v disledku
variability genotypu (studie na dvojcatech)

Pedigree /E'/—j@/

Key

—

|:| male [ affected male Edeceased male

O fermale @ affected famale /Q‘)’ deceased female

Phenotypic Yalue for Mid-Parent
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Mira vlivu jednotlivych faktoru

nemoci z jedné velké priciny (monofaktorialni) —
,alternativni model nemoci“

— jeden faktor je dostatecné potentni k tomu vyvolat
sam o sobé nemoc

— prostredi a Zivotni styl hraji obecné malou Ci
zanedbatelnou roli
— priklady
multifaktorialni (= komplexni) nemoci — ,,nemoc
jako plynula funkce znaku“
— jsou vysledkem spoluputsobeni vicero faktor( jak
vnitrnich tak vnéjsSich
* tzv. “civiliza¢ni nemoci”
— priklady
* obezita
* diabetes
» aterosklerdza
* alergie
* nadory

pocet predisponujicich gen{

10—

komplexni
(hypertenze, obezita,

T2DM, nadory, ...)
n gent v interakci

monofaktorialni oligogenni

(Urazy, vysoce (T1DM, celiakie, AMD, fenokopie

virulentni Crohnova chroba, ...) (obezita),

infekce) “major” /" "modifier” geny degenerativni
onemocnéni, ...

monogenni
(cysticka fibréza, familarni

/ hypercholesterolemie, ...)
“single” gen

10—}

celkovy pocet etiologickych faktort
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Nemoci podle poctu etiologickych faktoru a genetické

icich gen(

r

t predisponuj

poce

10—

podminénosti

komplexni
(hypertenze, obezita,

T2DM, nadory, ...)
n geni v interakci

r'r]onofaktoriélni oligogenni
(Urazy, vysoce (T1DM, celiakie, AMD,

virulentni Crohnova chroba, ...)
infekce) “major”/"modifier” geny

monogenni
(MODY, cysticka fibroza,

familarni
/ hypercholesterolemie, ...)

“single” gen

fenokopie
(obezita),
degenerativni

onemocnéni, ...

| | [ |

celkovy pocet etiologickych faktort

10

10— predmét komplexni
genetické (hypertenze, obezita,
epidemiologie T2DM, nadory ...)

oligogenni
(T1DM, celiakie, AMD}
gt Crohnova chroba, ...)
monofaktor\alnl binarni fenotyp s
(urazy, vysace / obvykle pozdé&js
virulentni

infekce) manifestaci

monogenni
(MODY, cysticka fibroza, familarni

/hypercholestero\emie, )
binarni fenotyp s obvykle gasnou manifestaci

pocet predisponujicich genl

spojity IM fenotyp (QTL)
s typicky pozdni manifestaci

fenokopie
(obezita),
degenerativni
onemocnéni, ...

I I I I

celkovy pocet etiologickych faktort

10—

monofaktori
(urazy, vysoce
virulentni
infekce)

parametrické
linkage
studie

monogennf
(MODY, cysticka fibroza,

/_— familarni

hypercholesterolemie, ...)

pocet predisponujicich gend

10

fenokopie
(obezita),
degenerativni
onemocnéni, ...

I | I

celkovy pocet etiologickych faktorl




obor zabyvajici se prevazné monogennimi,

vrozenymi nemocemi

— mendelistickd dédic¢nost

e autozomalni
— recesivni
— dominantni
— kodominantni

e gonozomalni

— tzv. geny velkého ucinku
* 1gen=1nemoc

— ale napr. CF >500 mutaci, LDL receptor >700 mutaci

napln oboru:

— patogeneze

— diagnostika a predikce
— poradenstvi

— screening

Lékarska genetika

postiZena rodina

[®] nhemocny -
B zdravy m

“nadorovy”™ gen

“nadorovy”™ geneticky marker
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Diag. vyuziti mol. patologie skrz obory

Onkologie

—  detekce zbytkové choroby po chemoterapii (MRD) a relapsu

—  zpresnéni klasifikace tumorf

*  chromosomalni translokace (RT-PCR detekce bcr-abl mRNA, t(9;22)
*  mutace onkogend, supresorovych a reparacnich genl

— mozaicismus po allogenni BMT
Hematologie
—  koagulopatie (poruchy kr. srazeni)
* hemofilie, von Willebrandova choroba, ...
—  familiarni trombofilie

*  Factor V Leiden, protrombin 20210A, C677T MTHFR,

—  anemie/pretizeni zelezem
*  hereditarni hemochromatéza
Mikrobiologie
—  detekce vira
. EBV, CMV, HIV, HVB, C, ......
—  detekce bakterialnich patogent

*  Helicobacter pylori, Mycoplasma tuberculosis, ...

Metabolismus, diabetologie a kardiologie
— identifikace rizikovych markert nemoci

* |/D ACE, HLA DB, DQ, MTHFR, apo(a), apoB, LDL receptor, ...
— identifikace genet. faktor( ovliviiujicich efekty faktorl prostredi a diety (= nutrigenetika)

* MTHFR, ......

— identifikace genet. faktor( ovlivriujicich efekt 1éCby (= farmakogenetika)

*  cytochrom P450 (CYP2DS, ........ )
Forenzni patologie
—  DNA fingerprinting
—  DNA profiling
—  paternita

PHILADELPHSKY CHROMOZOM

pred translokaci po translokaci
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\YLXWAGE MUTANTN/INJA

FENOTYPOVY PROJEV JAKO DUSLEDEK
MUTACE/POLYMORFIZMU
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Klasifikace mutaci

1
(A) strukturni = podle mechanizmu vzniku oy : G E G 1)
—  délkové — 2
* delece (1bp — MB)

* inzerce + duplikace 3

* inverze (ﬁnc Ij

* translokace
— bodové mutace (SNP)

* silent (Zadny efekt)

*  missense (zdména AK)

* nonsense (stop kodon)

* splice site (exon/intron splicing site) . -.

(B) pozi¢ni = podle pozice v genu (lokalizace mutace v&: = = s = L)

— 5’ UTR (tj. promotor genu)

* kvantitativni efekt (napf. rliznd intenzita transkripce)
— exony

»  kvalitativni efekt (napf. rlizna sekundarni a terciarni struktura, aktivita, afinita,

)

— introny

*  kvalitativni efekt (zména sestfihového mista)

* kvantitativni efekt ? (vazba represord nebo enhancer()
— 3'UTR

» efekt na stabilitu mRNA

(C) funkeni

—  ztrata funkce (loss-of-function)

* produkt genu je v disledku mutace nefunkéni ¢i je jeho funkce nedostatecna
—  ziskani nové funkce (gain-of-function)

* produkt genu ma v disledku mutace abnormalni funkci
— gene dosage effect

* odstupniovany efekt podle mnozstvi produktu




Funkcni klasifikace mutaci

(1) “loss-of-function” mutace - recesivni fenotyp

50% mnozstvi produktu staci

vétsina vrozenych chorob metabolismu
* nemocni/pfenaseci

cela rada DNA zmén muze vést k loss-of-function efektu

delece celého genu nebo ¢asti genu

portgﬁer;l' struktury bodovou mutaci (missense resp. non-synonymni
mutace

translokace, inverze nebo inzerce do genu
porucha transkripce

*  promotorova mutace snizujici mRNA
* pokles stability mRNA

frameshift mutace

* inaktivace mista sestfihu nebo vytvoreni alternativniho mista sestfihu nebo
nonsense mutace

porucha posttransla¢ni modifikace
porucha celuldrni lokalizace
porucha parenterdlniho imprintingu a metylace

e (2) “gain-of-function” mutace - dominantni
fenotyp
— zmeéna DNA, ktera vede k vytvoreni néjaké nové

kvality

* typicky béhem maligni transformace (mutace onkogenl
vs. supresor()

dominantné negativni

* nejen ztrata funkce produktu jedné alely, ale navic
blokada funkce produktu normalni alely

 mechanismy vzniku “gain-of-function” efektu

zmena afinity k substratu, popr. vazba jiného
substratu

overexprese genu

receptor neni degradovan, trvale obsazen
iontovy kanal neustale otevren

expanze trinukleotidového repeatu (CAG)n
strukturalni abnormalita multimerickych proteind
vznik chimerického genu
neznamy
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Funkcni klasifikace mutaci

(3) “gene dosage” mutace
— tykd se vétSinou gend, jejichZ produkty:
* jsou soucasti signalnich nebo metabolickych kaskad
* soutézi s jinymi béhem embryonalniho vyvoje a v metabolismu
* funguji ve stochiometrickém poméru s jinymi

copy-number mutace

na X-chromozom vazané nemoci

— napt. hemofilie
* muzi nemocni / Zeny prenasSecky (ale!!!)
— inaktivace jednoho z paru X-chrom. vede k rlzé vyjadienému onem. i Zen
chromozmalni numerické aberace
— polyploidie
* triploidie (69 XXX, XXY, XYY) - cca 2% vSech poceti, ¢asny potrat
— aneuploidie
*  gonozomadlni
— XXX, XXY, XYY - normalni o¢ekdvana délka Zivota, poruchy fertility
— 45, X -99% letalni, jinak poruchy fertility a fyzické zmény
* autozomalni
— nulisomie (chybéni paru chromozomd) - preimplantacné letalni
— monosomie (chybéni 1 chromozomu) - embryonalné letalni
— trisomie (1 chromozom navic) - aZz na vyjimky vétSinou embryonalné ¢i fetalné letalni
» trisomie 13 (Pataullv syndrom) - ¢asné poporodni imrti

» trisomie 18 (Edwardiv syndrom) - ¢asné poporodni umrti
» trisomie 21 (Downuv syndrom) — dofZiti cca 40 let

=
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ERECTUS SAPIEANS DIABETES

PRIKLADY VYUZITi MOL. BIOLOGIE K POCHOPENI ETIOPATOGENEZE
RUZNYCH TYPU DIABETU A JEJICH KOMPLIKACI
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P¥iklady

* (A) molekularni diagnostika diabetes mellitus
» (ptiklad 1) typ 1 (TIDM) ~5%
* (priklad 2) maturity-onset diabetes of the young (MODY) ~1%
* (priklad 3) typ 2 (T2DM) ~90%

* (B) stratifikace pacientu a , precision medicine”

— komplikace diabetu
* (priklad 4) diab. nefropatie
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(A) TIDM — pFiklad 1

v dusledku autoimunitni destrukce B-bb. LO u geneticky
disponovanych jedincu

— 30 -50% konkordance u MZT

— 15% u DZT

cytotoxicka autoimunita (Th1) zprostredkovana T-lymfocyty vede

k postupné destrukci az uplnému chybéni B-bb. a tim produkce
inzulinu

spoustéci faktory autoimunity — ¢asova a geograficka variabilita!!!
— virova infekce
* zardénky, spalnicky, coxsackie B, CMV, EBV, enteroviry, retroviry)
— zevni faktory
* proteiny kravského mléka - pfilis brzy!

* nedostatek vitaminu D (severojizni gradient)
— sev. Evropa >>> prevalenci nez jizni — slunce??

* toxiny (dieta, voda, bakterie)
dynamika

— manifestace obvykle v détstvi, ve vétsiné pripadu autoimunita
dokoncena, absolutni zavislost na exogennim inzulinu

b
Pancreatic lymph node

“h
Islet ‘ ‘5 -’*'p

q
P Peri-insulitis

7 0E N Sirhen

# Antigen-presenting cell

Schwann cell- R
specific T cell A Schwann cell antigen

Schwann cell/ @ Schwann cell/

‘ fi-cell specific f cell shared antigen
T-cell

‘ E'((:Illl specific o geell antigen

E‘ .m.ﬁ a:s, PP cells "i #‘#
Schwann cell o)
td

)

Invasive
insulitis



masa B-bb. (%)

100

Etiopatogeneze T1DM

p&sobeni :
spoustécich faktoru
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geneticka
dispozice

insulitis

NORMOGLYKEMIE | NORMOGLYKEMIE

<+—— protilatky
(GAD, ICA, 1AA)

porucha sekrece

=l inzulinu \

porucha casné
faze sekrece
inzulinu
NORMOGLYKEMIE

doba (mésice - roky)
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Genetika T1IDM

 |IDDM1 (HLA Il lokus, 6p21)

asociace je vysledkem mnohocetnych vazebnych studii
hlavni rizikové determinanty (alely) u béloch( jsou DRB1 a
DQB1 geny

« DRB1*04_DQS8

« DRB1*03_DQ2

* cca 10% je non DRB1*04/DRB1*03

— jiné HLA Il haplotypy

DQ6 antigen (DQA1*0102 a DQB1*0602) ma silny protektivni
efekt

* nejsilngjsi riziko nese genotyp DRB1*04_DQ8/ DRB1*03_DQ2

* heterozygotnost pro jednu z vySe uvedenych alel v kombinaci s

jinymi predstavuje mensi riziko
* jakykoliv genotyp obsahujici DQ6 ma dominantné protektivni efekt

 molekularni podstata asociace

rizikové a protektivni varianty HLA Il méni 3-D strukturu
povrchového antigenu (< krystalografie)

* antigen-binding cleft
rozdily v selektivité prezentovanych peptid( (APC) a stabilité
komplex( antigen/molekula HLA Il
protektivni molekuly maji stabilnéjsi vazbu antigenu
hypotézy

* nedostate¢nd delece autoreaktivnich T-lymfocytl v thymu

* rozdilnd vazba na TCR a tim rozdilnd imunomodulace T-lymf.
(proliferujici x regulacni)

HLA

DP DN DM DO DQ DR

1
TAPBP o o o

— = —
B LMPTAP B Bo BB o

-
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HLA Il molekuly — prezentace antigenu - imunotolerance

AFC

FHC class 11

Superantipen

P TCR

Siznal Algnal
Transdvetion Transdvetion

- -
/
{

Medula

Thymic corpuscle

Contex

Interlobular sapturm —

A
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J

J

f

|

led o

_ ) Thymic lobule
AN Thynﬁs
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X
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Y ' Thymus

Direct Pathway
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Activated eytotoxic T eoll
*{ hyporsensitivity

Alleantibodies
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— asociace je vysledkem vazebnych studii rsommoset resng: &
mikrovezikuly PROII__NZ!.._IL}:I:F ‘(;QI'kDa)

— minisatelit (VNTR) v 5’UTR ‘
* repetice 14-15bp:

"\\ "'-‘_\Golgiho organ

— alela 1 (26 — 63 repetic) - rizikova

\\ sekrecni granula ® @
— alela 2 (64 — 139 repetic) O ® e
— alela 3 (140 — 210 repetic) — protekéni (AD) i —
— asociace neni tak jednoznaénad jako u HLA II 9
* naznaky paternalni transmise (maternalni imprinting) "~ ..
7
* molekularni podstata asociace @ 9
— inzulin jako autoantigen l
* rizikova varianta vede k nizsi expresi genu a tim r\
navozeni mensi imunotolerance??? e

INZULIN + C-PEPTID
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(A) MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) — priklad 2

e cca 1% vsech diabetikd v populaci

— skupina monogennich diabett s familiarnim vyskytem a dobre definovanym mendelistickym zptisobem
dédi¢nosti (zpravidla AD), ¢asnou manifestaci (détstvi, adolescenci i Casna dospélost) a bez vztahu k
obezité

— cca 6 typld (MODY1 - 6)

— patofyziologie: geneticky podminéna dysfunkce 3-bunék ale dlouhodobé méfitelny C-peptid bez znamek
autoimunity

— dvé podskupiny
* MODY v disledku mutaci v glukokindaze (MODY2)
— leh¢i forma bez vyrazného rizika pozdnich komplikaci

* MODY v disledku mutaci v transkripcnich faktorech (ostatnich 5 typ()
— tézkeé defekty B-bunék progresivné vedouci k diabetu se zavaznymi pozdnimi nasledky
— postiZzena glukdzou stimulovana tvorba a uvolnéni inzulinu a proliferace a diferenciace 3-bunék

MODY Jlokus  gen produkt prim. defekt zavaz = | .
HNF4A hepatocyte nuclear factor-4a | pankreas vysoka Casté
GCK glukokinaza pancreas/jatra mirna vzacneé
TCF1 (HNF1A) | hepatocyte nuclear factor-1a | pancreas/ledviny | vysoka Casté
. N IPF1 insulin promoter factor-1 pancreas vysoka ?
5 17q | TCF2 (HNF4B) | hepatocyte nuclear factor-1p | pancreas/ledviny | vysoka renalni
6 2g32 | NEUROD1 NEUROD1 pankreas vysoka ? M lEJ I[\]I 1




Funkcni vyznam asociaci

? . vychytavani glukozy ¢ gIUkOkinéza

. ATP-senzitivni — “glukdzovy senzor” (vazne
GLUT2 draslikoveé

- kané,v uvolnovani a produkce
B o inzulinu)

., * ox. fosforylace @f-\n e HNF

lukokinaza Ke
G )Lm S — vétsina transkripénich
ARk ' faktor( plvodné popsanych
ve spojeni s jaternim
metabolizmem je rovnéz
Zapojena ve vyvoji
pankreatu a B-bb.

: * IPF1 a NEUROD1
napétové Fizené — ovlivnuji transkripci inzulinu

vapnikové kanaly e

uvolnéni inzulinu



(A) T2DM — p¥iklad 3

<25%0Q

% populace

» patofyziologicky nerovhovaha mezi
sekreci a u€inkem inzulinu

— pfi manifestnim T2DM je soucasné

A citlivost k inzulinu

predispozice k DIABETU

pritomna inzulinova rezistence a -
porucha sekrece inzulinu 5 | Sosma
—ale co je “slepice” a co “vejce” ???? 2
* inz. rezistence — primarni + sekundarni pfri ) rrece oot
obezité
— kompetice glukdzy a NEFA v citratovém cyklu
zejm. ve svalu!ll :
* inz. sekrece — redukce B-bb. 0 20-40% ale U P orddi relativn; msuimopente .
v 7 7. . : Y 1) nedostatecna supresa v/ e
80% redukce uvolnovani inzulinu!!l S hedostatetng utilizace glukozy ( )glukoneog.enezepv= 7 ' ;
i (porucha translokace hyperglykemie nalacno Fjy /
, v 7 v ; 0 c“:‘ GLUT4) = postpra_ndiélnl’ (2) nedostatc¢na st.lprese i
 komplexni choroba se vsim vsudy Ui bl |-
‘ nedostate¢nd suprese lipolyzy
~ . o /s . ‘ = nadprodukce NEFA
* U ~90% pacientll nadvaha/obezita — ‘ ——

metabolicky syndrom ~ @A



glykemie (mmol/I)

Dynamika T2DM

- edipokiny {leplin, resistin,
adiponakin, THF-a, ..}

sakundami selhani B-bundk
(apopbdza?, depozice armyloidu?, glukdzova Laxicita 7)

progrese (roky)
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Genetika T2DM

— (1) final disease-endpoint (dg. kritéria DM na zdkladé hyperglykemie)
— (2) intermedidarni fenotypy

— inzulinovad sensitivita/rezistence

— sekrece inzulinu

— mnoistvi/ztraty B-bb.

problém metodologie
— vazebné analyzy — pfili$ se nehodi (diky pozdni manifestaci vétSinou nedostatecny pocet generaci)
— asociacni studie (vétSinou “under-powered” pfi malych velikostech soubort — jen tisice!)

* s kandidatni hypotézou
* bez (genome-wide association study)
reprodukované LOD/asociace (min. 3 populace nebo meta-analyzy)
— stovky asociacnich studii — replikované — 4 geny
*  PPARYy - receptor/transkripéni faktor (i TI1DM !)
*  KCNJ11(Kir6.2) - receptor — glukézovy senzor 3 bunék
*  HNF1B - transkrip¢ni faktor  bunék
*  WFS1 - Ca kanal ER - insulinova sekrece/UPR v 3 burikach
— > 30 vazebnych studii — replikované - 2 geny
* CAPNI10 - nelysozom. neutr. Ca-dep. cystein. protedza —insulinova sekrece
*  TCF7L2 - transkripéni faktor  bunék (OR 1.56 ) celogenomové studie (GWAS) — doposud cca 38 gend
—  typicky OR 1.1 - 1.2, vysvétluji max. 5 - 10% genetické predispozice - missing heritability ???
»  copy-number variations (CNV-aware chips)
»  vzacné varianty — whole genome sequencing

— GWAS asociace

e TCF7L2 2 SNP transkrip¢ni faktor

* PPARy Prol12Ala receptor/transkripéni faktor

* KCNJ11(Kir6.2) Glu23Lys receptor — glukdzovy senzor

e HNF1A Ala98Vval transkripcni faktor

* IRS-1 Gly972Arg signalni kaskada ins. receptoru

podle dosavadnich poznatkl se tedy
zda, Ze se dilema mezi prvotni
poruchou sekrece inzulinu vs. inz.
rezistenci pfiklani k prvni moznosti,
tedy ¥ sekreci
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“Candidate-gene” strategie vs. GWAS

* “candidate-gene” AA

— hypotéza o funkénosti
* SNP jako kauzalni faktor
— znalost patofyziologie je limitujicim faktorem

e  “indirect” AA

— predchozi indikace asociace na zakladé neparametrické linkage

— zména v uvazovani diky poznani LD a haplotypové struktury lidského genomu
* SNP jako marker

e pokrok v designu GWAS diky HapMap
— ~dor. 2005

* detekéni metody pro vSsech ~10 mil. SNPs

* shromazdit ~1000 pripadli a ~1000 kontrol

* genotypizovat vSechny DNA pro vSechny SNPs
* tedy ~20 miliard genotypl

* stehdejsi cenou (~0.5 USD/genotyp = $10 billion USD pro kazdou komplexni nemoc) = naprosto
nemyslitelné

— od~2007
* detekce setu ~300,000 “tagging SNPs”
*  shromazdit ~1000 pripadd a ~1000 kontrol
* genotypovat vSechny DNA pro vSechny SNPs
* tedy ~600 milion(i genotypu
* sdnesni cenou (~0.001 USD/genotyp = $800,000 USD pro kazdou komplexni nemoc) = naprosto redlné




Pokroky v metodologii genotypizace

A @ i = il
a ".i'll-g“. y et I.II.
= 102_
2
c
S ABI
° SNPlex
& 10 _ Illumina
"5 Golden Gate
S ~ Affymetrix
o \ ‘ ’ Affymetrix MegAllele
0 , 10K Illumina
o 1 | Infinium/Sentrix Perlegen
@ N — N, Affymetrix
S 100K/500K
| | | | | — Nb of
1 10 102 103 104 105 106 SNPs

2001 —— R ——— 2005

[S. Chanock, NCIJ

==
m e
O =




GWAS pro T2DM

an LR Petrie & al [Biochemical Pharmacology 81 (2011) 471-477

Table 1
38 vahdated type 2 diabetes xsocated variants and impact on glumse-insulin homeostasis

Chromasome  SNP Nemrest gene Description Reduced Beta  Reduced insulin
cell function actan

1 10823931 NOTGH2 Notch Hamolog 2

1 340874 PROX1 Prospero homeobax 1

2 780094 [~ Glucokinase (hexokinase 4) regulaor Yes
2 =1 1899863 THADA Thyraid adenoma assocated Yes

O S TNV SO T an e SO 2 24321 BATIA nﬁcu,tmam 11A (zinc finger protsin)

—CPr1%5 - CAr1G wm CA1T e CRe1 8 CAr19 wm Ce20 v CAQY s CO22 wmm X 2 7578426 1851 Insulin receptor substrate 1 Yes
3 13081389 PPARG Perox: prolife . | receptor gamma Yes
3 675735 ADAMTS ADAM peptidase with thrombos pondin type 1 matif 9 Yes
3 11708067 ADCYS Adenylge cydase 5 Yes
3 1470579 e Insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 Yes
4 18214 wrs1 i yndrome 1 (wolf Yes
s 4457053 ZBED? Zinc finger, BED-type containing 3
6 108408 33 CDKALY CDKS regulatary subunit associated proten 1-ike 1 Yes
7 2191349 DCKB-TMEMISS  Diacylglyceral kinase, beta Yes
* 849134 JAzR JAZF zinc finger 1 Yes
7 AN 517 oK Glucokimnase Yes
7 rS7283 Kins Kruppel-ike factor 14 Yes
8 rH968 54 TPS3NP1 Tumor protein p53 inducble nuclear protein 1
8 3802177 SLC0AS Salute carner family 30 (zinc transporter), member § Yes
9 rs10965250 COKNASB Cydin-dependent kinase inhibitar 2A/8 Yes
9 13292136 CHCHDS Coailed -cail- helix-coiled -coil -helix domain mntaining 9
10 12779790 CAMK1D Cal imodulin-dependent protein kinase ID Yes
10 5015480 HHEXADE + 7 ally expressed b mnsulin-degrading erzyme  Yes
10 7903146 cre Transcription factor 7-like 2 Yes
n 2334499 Imprinted region
n r231362/rs163184 KONQ1 Potassium voltage gated channel, KQT -like subfamily, member 1 Yes
n 5215 Kovm Potassium inward ly-rectifying channel, subfamily ), member 11 Yes
n 1552224 CENTD2 Centaurin, delta 2 Yes
n 1387153 MINR1B Melatonin recepior 18 Yes
12 1531343 HMCA2 High mability group AT-hook 2 Possible
12 4760790 ISPANS Tetraspanin 8 Yes
12 7957197 HNF1A Hepatic nudear factor 1 alpha
15 11634397 ZFANDS Zinc finger, AN1-type domain 6
15 02680 RG Protein regulator of cytokinesis 1
16 511642841 FIo Fat mass and obesity associated Yes
17 4430796 HNF1B Hepatic nudear factor 1 beta Yes
19 10423928 e Gastric inhibiory palypeptide receptor Yes
X 5945326 DUsPY Dual specificity phasphatase 9 Possible

SNP, single nudeatide palymorphism.

[reviewed in McCarthy M and Zeggini E. Curr Diab Rep 2009,
Steiger H et al. Endocrine Rev 2009]
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Funkcni vyznam T2DM asociaci

* hypoteticky patomechanizmus
asociaci

— pouze 3 geny se tykaji inzulinové
- crrLa rezistence - PPAR y, IRS-1 a FTO (ale

- TCF7L2/Wnt-kaskada - produkce GLP-1 - produkce inzulinu 1 | )
< diferenciace a funkce B-bb. Vla B M I .
\ - adlE 4

CAPN10

- 77?7

- mitochondrialni energetika
- translokace GLUT4?

— vSechny ostatni se tykaji sekrece
inzulinu

* embryogeneze 3 bunék (transkripcni

P sekrece inzulinu
HNF1A

- vyvoj pankreatu

- jaterni metabolizmus

PPAR-gama =
- vychytavani glukézy a metabolizmus fa ktory)
- diferenciace adipocytd, metabolizmus lipidG

. * senzitivity k inkretinGm (TCF7L2)
\ °j e \ * glukézového senzoru 3 bunék (KCNJ11)

IRS1 . . .
. : . - metabolické efekty inzulinu b prO|nSL|||n pl"OCESSIﬂg
. - translokace GLUT4
. e exocytdzy inzulinu (CAPN10)
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(B) Diabetes — sladky (?) zabijak — priklad 5
(precison medicine)
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DM neskodi akutné ale chronicky - chronicka
hyperglykemie

glykemie {(mmol/l)

hyperglykemie - nalaéno + postprandialni

— — —|—11 mmol/l-

diabetes

6.1 mmaol/l-

snidané obé&d vedefe
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e Postihuje ~ % — % pacientu s TIDM ¢i T2DM

Diabeticka choroba ledvin (DKD)

* DN je charakterizovana

postupné se zvysujici exkreci albuminu (UAE) a

neselektivniho proteinu do moci
hypertenzi

postupnym poklesem GFR
soucasnou pritomnosti retinopatie

Etiopatogeneze

neovlivnitelna rizika:
* vék, pohlavi, genetika

— castecneé ovlivnitelna rizika:

e vek pfi nastupu DM a jeho trvani

— ovlivnitelna rizika:

* kompenzace DM a TK, hyperlipidemie, dieta/BMI,

koureni, fyzicka aktivita

OPTIMISMUS

s

S 1965-1969
940 -

c | 1970-1974
S -

-U - - 1

830

£ 9 :

- 1 1980-1984
510 - .

2 4_,_,—/—/,7

E |

O j : : :

0 10 20 30 40
Duration of diabetes (years)

The decreasing prevalence (and possibly later onset) of diabetic
nephropathy in subsequent year-cohorts [Hovind, Diabetes Care 2003]

PESIMISMUS
roste prevalence DM a tedy i DKD




Glukotoxicita

glutathionreduktaza

NADPH NADP NAD* NADH POLYOLOVA DRAHA
gIUI(éza aldézareduktaza > SOFbit0| sorbitoldehydrogenéza# frUktéza
9|Ukéia'6'P HEXOSAMINOVA DRAHA
fruktd6za-6-P ——gg7> 9lukosamin-6-P —— UDP-GIcNAC
AKTIVACE PROTEIN KINAZY C NAD P H d ;
Xidaz
DHAP —» glycerol-P —» DAG —» PKC —»[: (P)H oxidaza
/ eNOS
glyceraldehyd-3-P ———* methylglyoxal>
: AGEs
GAPDH
i chggva — fruktosamin ~—_
pyruvat ~—_
J ‘ (1) zesitovani extracel. protein{
. O 2*- (2) modifikace intracel. proteind
laktat NF-kB / IkB (ubiquitin / proteasom)
<>1k|3 (3) vazba na receptory a aktivace

poskozeni DNA
PARP-1

NF-kB

RAGE, TNF-a, LTA,
... dalsi geny

1 (TGF-b, PAI-1, ...)

signalnich drah
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Genetika DKD

na vzniku DKD se podili genetické faktory
— etnické rozdily v prevalenci

— familiarni agregace
— heritabilita 20] -
Normoalbuminuria ESRD DN controls
* GFRO0.75 (T2DM, Caucasians) ﬁ
* ACR0.46 (T2DM, Caucasians) WP/ GWA studies Patient blood urine/ biopsy
* glomerular number & size i / e i G Opreasion
. ’, s s Macroalbuminuria ON . &':::L";::;g:vxremmne) S:Z‘;::n?;ms
d ge n et I Cke m a pova n I g cases * Rare variants
— stovky asociacnich studii <
¢ min. replikace v GWAS £ s .
_ I|nkage StUdle § Mlcroalbummqna \\\ genes
- 3q13-26, 7p, 6¢22-27, 10p11-15, 15¢21, 16p11-13 (UMOD), 18922 (CNDP1), & \ oot
20q11, 22q (MYHg) \\\ * Pathway interrogation
— GWAS - konsorcia 5 cadns
* GoKind UK, GoKind USA, Warren 3, EURAGEDIC, FinnDiane, FIND, SUMMIT, N
GENIE !
Dataset integration
* Prioritize candidate genes ,’
Normoalbuminuria « Protein-protein interactions Ko
0 (normal GFR) * Enriched pathway analysis

* celogenomové signifikance
— T1DM: FRMD2, CERS, CHN2, CPVL, ZMIZ1, GLRAS3, ...

— T2DM: ELMO1, LIMK2, SFI1, ...
meta-analyzy — inconclusive so far

— dalsi

NGS — rare variants, EWAS, non-coding RNAs
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PROFESSOR... YOU WON'T BELIEVE HOW SIMPLE
ITs GENOME TURNED OUT TO BE.

Jarapelab Gyahoo.com
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