Genetika, genomika

. genetlka spoleény predek

Geneticka podminénost
specializovanV bioloaickv_ obor zabyvajici se variabilitou a d&diénosti %

nemoci . e oot

¢ studuje variabilitu a dédi¢nost u ¢lovéka

+ klinicka genetika //
Podstata dédi¢nosti ' Zatfyvii§‘§n?i.l%“é‘%”etﬁii°é29;§':ny§'3. S et genetceh nemar! (nefen s paconin ¥
ale celé rodiny!

Geneticka variabilita (mutace x cytogenetika :

. « studium chromozom{
pOIymorflszS) molekularni genetika

7 7 . * studium struktury a funkce jednotlivych gend .

Monogenni x komplexni nemoci populaéni genetika mader

¢ studium proménlivosti populaci
komparativni a evoluéni genetika
* mezidruhové srovnani a studium evoluce druhd
. genomlka
studuie strukturu a funkci aenomi, pomoci genetického mapovéni,
sekvenovani a funkéni analyzy genl
snaZi se o pochopeni vedkeré informace obsaZené v DNA Zivych
organizmd
¢ strukturni genomika = pochopeni struktury genomu

konstrukce detailnich genetickvch. fvzickvch a transkrinénich man aenom(
prislusnych or anizm(, kone¢nym cilem je kompletni znalost DNA sekvence (napf.
HUGO projek ?

¢ funkéni genomlka = studium funkce genu a ostatnich Casti genomu
Vyuzivd poznatku strukturni genomiky a snaZi se o poznéni funkce gendl; velmi Zasto
k'tomu vvuziva modelové oraanizmv (mvs. kvasinka, negnatoda. Drosofila ai. ) jako
casové a financné vyhodnou alternativu vyssich zZivocichu (zejm. pro moznost

1 2 studovat mnoho generaci v relativné kratkém case

* DNA, RNA, proteiny

+ DNA nese potfebnou informaci potfebnou pro
. r . [¢] .
regulaci vyvoje, rustu, metabolismu a
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+ zbytky deoxyribézy a kys. fosforecné spojené

fosfodiesterovou vazbou e e o
* DNA dvojsroubovice - 2 polynukleotidové retézce ® N [Cukr |—|Base ) H
v opacné orientaci W@q N
* jedno vldkno v 5’ » 3’ sméru, druhé opatné %y S o
« vodikové vazby mezi pary bazi (A=T, G=C) i‘)ﬁ@ﬁi ® )
+ dvojSroubovice se rozpada pfi replikaci a $ oy L o 7 "N "
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DNA replikace

Lagging strand New complementary DNA
strands forming

News'

New complementary
DM strands

Buanote [E] T [ E [ [ E ] T [E]
(B Entire gene (both introns and exons) is
transcribed to RNA by RNA polymerase enzymes.
Nuclear.
membrane

e N NER G T

transcript

Processing enzymes remove introns.

Pore in
nuclear
membrane

- E}E

FE l = l E l E | introns

(C) Exons are spliced together, without
introns, forming mRNA 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

* DNA obsahuje definované
Useky zvane geny - zakladni
jednotky dédiCnosti kel

* gen = segment molekuly '
DNA, ktery obsahuje kod pro
AK prisl. polypeptidu a
nezbytné regulacni sekvence
pro regulaci své exprese

+ promotor (5’-konec)

* vazebna mista pro
transkripéni faktory

« exony
+ introny
+ 3’ neprepisovana oblast (UTR)
* pri transkripci vznika RNA

+ 1) hnRNA je komplementarni
celému genu (1. exon — poly-
A konec) &

+ 2) mRNA vznikd sestfihem
hnRNA (intronu)

* translaci vznika protein

Direction of synthesis.

Exon | Exon 2 Exon 3 Exon 4
Inron 1 1 Intron 2 ™ intron 3 1
Gen (DNA)
l Transkripce
Primar. transcript (RNA)
— L -

l Splicing (sestfin)

" Matureranskript (mRNA) s ——1

l Tranzlace

Protein DI

6 ONA
Strand 'RNA polymerase Sugar-phosphate New RNA strand

Translace

508 ribosome
Step 1 subunit
o . S pisosome attaches
3 to mANA.
4 | Codons
i \ R
T O Tl

&
i) l
s3] WL &4
,"XJ ‘/' /[ A second tRNA
£ attaches at next
[ L codon on mRNA.
A\
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308 rbosome vl
subunit &

Second ‘/ Oxg)

Ribosome moves
along mRNA as
next tRNA attaches

Step2 First amino acid
i 4
RNA ©
~g[¥
M tANAanticodon attaches to
G, the matching mHNA codon.

Peptide bond

[oie] L0

Peptide bond forms
enzymatically

& between first two
( K amino acids.
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;
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eneticky ko

Codon MENA

* urcuje poradi AK

g
i
i 1. pozice 2. pozice 3. pozice \ prOtean
Anticodon
u (] A G . . 7 7
UUU Phe [UCU Ser [UAU Tyr [UGU Cys | U univerzalni
o[l | o e s 7 s | ¢ * podobny princip u
eu r op op v, v. s
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Trp | G Vetsm_y Zl})/YCh
- CUU leu |CCU Pro | CAU His [CGU Arg | U organizmu
e CUC Leu | CCC Pro | CAC His |CGC Ag | C . .
- ©lcua Leu | CCA Pro [CAA Gin |CGA Ag | A * tripletovy
CUG leu [CCG Pro | CAG GIn |CGG Arg | G « trojkombinace z
X = unusuzl or AUU lle ACU Thr | AAU Asn [ AGU Ser | U
By o Al AUC lle | ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser | C celkem 4.
AUA ll= | ACA Thr | AAA Lys |AGA Ag | A nukleotidu (A, C,
e SH AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |AGG Ag | G G, T)
Aincaci oo GUU Val [GCU Ala | GAU Asp |GGU Gly | U ,
l binding site e G| GUC val | GCC Ala | GAC Asp |GGG Gly | C . degenerovany
e — \8' Gl GUA Val |GCA Ala | GAA Glu | GGA Gy | A 3
b GUG Val |GCG Ala | GAG Glu |GGG Gly | G * 43 = 64, ale
S aminokyselin jen
-Amino acid (Trp) 2 1
9 @ 10
Jdie Chromosom
__ ~Télomera
* DNA je organizovana v Shortregion of
chromozomech B cousils hol
. 7 e ——CLentromera
+ chromatin + chromozomalni
proteiny (hlst_ony2 ] Benl ARG
L4 Chromozom =°||nearn| form of chromatin
sekvence genu o 4
prerusovanych nekodujicimi P Telomera
[:| se ky 30-nm chromatin
vir v i fibra of packed T
* v nedelici se bunce je 5 e 2 sestireke
chromatin rozprostren volne
A\ _]ad re Sectionof B
* u délici se oraanizuie dq e 1
viditelnych chromozomu —
* struktura chromozomu Lt 2
* centromera Condensed section i 3
- f ch ¥ ) > ;
+ telomery (raménka) L gﬂ © I ; oA
. dlouhé -q double hf-ll—x—__ )
o krétké - p I@l %
* dvé kopie daného A _
chromozomu po replikaci Entire mitotic
(pfed delenim) = sesterske chromosome
11 chromatidy 12




[GYZ - detail

MEIOSIS

MITOSIS

paternal
hamolog

* mitoéza
+ 1 cvklus DNA replikace ndsleduje
ONA REPLEATION | rozdéleni chromozom{ a jadra

@ (profdze — prometafdze — metafjze

me
homolog

DNA REPLICATION preparation for cell division

Chromatin  Nucleolus

Nucleus

— anafdze — telofdze) a ndsl. celé
bunky (cytokineze)

vzniknou 2 dcefinné buikv s
diploidnim poctem chromozomu

Nuclear
envelope
- ucleolus
Ssansune wron * meioza 3
» 1 cvklus replikace nasledovan 2 cvklv
segregace chromozomd a bunééného
rbhsanes délenr
LINE UP INDIVIDUALLY v v s
SHFHESHI ¢ 1. meiotické (redukéniy déleni —

rozdéleni homolognl’ch chromozomd
* vyznamné - odehrava se zde meijoticky
crossing-over (rekombinace) - Zadna z
gamet neni identicka!
¢ poruchy rozestupu - napf. trisomie
¢ 2. meiotické déleni - rozestup
sesterskych chromatid
+ 2 dcefinné bufiky s haploidnim poltem
chromozomd
¢ vznik pohlavnich bunék (spermie,
vaji¢ko)

DUPLICATED
HOMOLOGOUS CHAOMDSOMES
i) Centrioles

e

CELLDIVISION |

. /
)

@
@

Daughter
chromosomes

8
8®

an DIVISION

-

Figure 1.3
Diagram of mitosis in animal cells.

¢ dodateéné promichani genetického During interphase, the DNA i doviled
materidlu crossing-overem L oo diveiops il
down and a spindle forms between the
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gametos

aryotyp clovek

* kazdy biologicky druh ma svou
charakteristickou chrom. vybavu (pocet a

+ gen - zakladni jednotka dédi¢nosti

o + genové rodiny

morfologii) = karyotyp

u Elovéka maji somatické diploidni bb. 46
chromozomu

» 22 péard homolognich autozomi

» 1 par gonozomil (44XX nebo 44XY)
gamety (vajicko, spermie) 23 - haploidni

¢ sekventné podobné geny, které vznikly ziejmé
duplikaci béhem evoluce

napf. geny pro hemoglobiny, imunoglobuliny, nékteré
enzymy, ...

+ pseudogeny

* podobné konkrétnim genfim ale nefunkéni
kazdy gen je umistén na konkrétnim misté
konkrétniho chromozomu = lokus (napr.

lokus pro geny kodu]lcl

barvu srsti

homologni
pan)

chromozom{l

+ standardni klasifikace Cislovdnim podle 12q21.5) .
Ve“qutl, . + lokalizace gend je u viech lidi stejna, sekvence ale e S
* zpracovani vzorku bunék pro karyotyp P ne! L alels o bl pgment
+ nejlépe hodnotitelné jsou kondenzované \ \/ * alela - konkrétni varianta genu b
chromozomy v metafazi nebo prometafazi mitézy - v pobulaci se bro napbrostou vétdinu aend yvskvtuie e
lymfocyty perif, krve nutno uvést do mitézy mitogenem a zastavit vicero variant (= alel), které mohou byt ruzne casté «-—\j§\
v metafazi napf. colchicinem = genetlcky polymorflzmus
+ barvenim chromozomii (napf. Giems) se dosahne + genotyp - kombinace alel v ur&itém lokusu na HAPLOTYP

GENOTYP

charakteristického pruhoyani a tim rozliseni
Jednotllvych chromozomd

* hodnoceni karyotypu

. manualn| - obarveny chromozomovy
“rozptyl” (nejt. mitotické lymfocyty nebo bb.

paternalnim a materndlnim chromozomu
diploidniho genomu

» hablotvp - linedrni kombinace alel na jenom z
homolognich paru chromozomd

+ fenotyp - vnéjsi projev (vyjadreni) genotypu

> (D + (NN RO
o

plodové vodv) se po obarveni vyfoti, t2os 6 7 8 9 10 M2 ) & N VIER S A
vystfihnou a sefadi do paru + znak - jednoduse méfitelna, vétsinou spojita
. g proménna
automatizované (mikroskop + software) : _ . fenotyp - sobor znakd
= B ﬁ + intermedidrni fenotyp - podobny znaku, ne vzdy
13 14 15 17 18 19 20 21 22 X Y musi byt spojity

15 16



Epigenetika

studuje zmény v genové expresi (a tedy
obyvkle i ve fenotvou). které neisou
zpusobeny zménou nukleotidové

sekvence DNA

vviimkv z obecného pravidla. Ze dé&di¢né
fenotypické zmény jsou zpusobeny zménami
v genech

epigenetické jevy mohou byt dédény
z buniky na bunku tedy jak pfi mitéze
Z generace na generaci, tj. pfi meioze

“epigenetick{/ kéd”

17

Kooperace DNA metylace a modifikace Tl

19

pienasi se pfi replikaci DNA a déleni bunék
(tj. identicky fenotyp dcefiné bunky)

chromatin

DNA

histony
nehistonové proteiny
typy epigenet. modifikaci

(1) heterochromatin = modifikace histont
(2) euchromatin = DNA metylace
5-methylcytosin se chové analogicky pfi replikaci

(3) micro-RNAs (silencing)
translace ale i DNA metylace

ale jinak pri transkripci

(4) priony

mozZnd transmise na dcefiné bunky - ale nejasné

u cloveka

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 histones. These
alter the activity of the DNA
wrapped around them.

Chromesome

Transoription factors
RNA polymerase

Transcription t 0 Acetylation

Methyl-CoG (O)
binding proteins
and associated

o-repressos

() Histone deacetylase

o°
O Deacetylztion
Transcription fastors

Transcription

Chromatin compaction
Transoriptional silencing

Nature Reviews | Genetics.

DNA metylace a modifikace histont

18

oEIastl DNA s >55% CG (linedrné&) se nazyvaji CpG
oblasti
cile DNA-metyltransferaz = 5-methylcytosin
»  “maintenance” metylace
¢ metyltransferdzy
- de novo metylace

velmi &asto v promotorovych oblastech gendl

- ne u “housekeeping” genli rye

hyper- nebo hypometylace méni “assembly”

transkripéniho komplexu a tim intenzitu exprese

spolupracuie s ostatnimi enzymy podilejicimi se na
modifikaci histonu

acetylace lyzin ~transkripce,
I kondenzace, )
reparace,
replikace
metylace lyzin I transkripce,
(mono-, di-, tri-M) reparace

I transkripce

arginin
(mono-, di-M)
fosforylace serin, treonin  transkripce,
reparace,
kondenzace
ubiquitinylace lyzin transkripce,
reparace
sumoylace lyzin transkripce
0-GlcNac serin, treonin transkripce
glykace ??? ?7?? ???

R FECOgN

DA mamyranclecaie

Epigenetika ve

patofyziologickem kontext

* fyziologicky
« (1) diferenciace bunék v mnohobunécném eukaryotickém
organizmu = epigenetika
¢ totipotentni kmenova bunka
* embryo: zygota ---> blastocysta
e fetus: pluripotentni buiiky ---> progenitorové buiiky ----> diferencované buiiky
* regenerace diferencovanych bunék = prenos epigenetickych zmén
- zejm. diky konformaci histont
- a setrvalé tvorbé faktorll zodpov&dnych za epigenetické zmény
. . . [+] W
* (2) inaktivace jednoho z X-chromozomu u zen
* (3) evoluce ??2?7?7?
* patofyziologie
« (1) germinativni bunka
* nemoci na zakladé genomického imprintingu
¢ behavioralni poruchy a mentalni retardace!
- Angelmanlv/Prader/Williho syndrom, fragilni X syndrom, nékteré thalasémie,
* fetalni programovani
« (2) somaticka bunka
* nadory a dalsi choromozomalni instability
» hypometylace protoonkogen( nebo hypermetylace supresorii (inaktivace Rb, p53,
. .r.T.1ikrosateIitové instabilita
20 * nenddorovd onemocnéni

¢ diabetes, obezita, ateroskleroza




Lidsky genom

21

23

Human Genome Project (HUGO) -
1990 - 2003
+ v haploidni genom obsahuje cca 3.3x10° bp
+  799.9% identicka sekvence
*  pouze 3% jsou kodu_'||C| sekvence
proteinv) exprimovanvch v libovolném Case
v prubéhu Zivota organizmu
. ~75% se sklada z jedinecné (neopakujici
se) sekvence
+  zbytek tvori repetitivnl' sekvence
* neiasna funkce. zfeimé udrzu1| strukturu
chromozomu mozna JSOU “evolucni”rezervou
* typy repetic
* tandemové
mikrosatelity
minisatelity
Alu-repetice
oLl-repetice
hustota genu na jednotlivych i
chromosomech je dost heterogenni
mitochondrialni DNA
+ nekolik desitek genl kéduiicich proteiny
zapojené v mitochondrialnich procesech
+ pfenos pouze od matky!
HapMap project 2003 - 2005
na n=269 osob 4 etnik (Yoruba, Han,
Japanese, Caucasian) popisuie charakter

LD a rozsah geneticke variability (=
0.1%)

popsano_cca 30 000 genli genli (20 - 25 000 ectomilka C. e'egans

19,500

Microsatellite
or

Short Tandem Repeat

(STR)

+ Dispersed throughout genome
+ Core repeat length: 2~ 7 bp
+ Up o ~40 repeats per locus
*+ Detected by PCR amplification

20,000 45000

Variable Number of

+ Commonly subtelomeric
* Core repeat length: 8 - 80 bp

+ Varisble total length of -0 $ 10 30 kb
* Detected by Southern hybridization

Minisatellite
or

Tandem Repeats
(VNTR)

pfi meidze ziskava kazda gameta nahodné 1 z paru homologniho
chromozomu - paternalniho (CHp) nebo maternalniho (CHm)

+ pii celkovém mnoZstvi 23 pdru je tedy teoreticky moznych 223 kombinaci (=

8,388,608 rliznych gamet)

ve skutecCnosti alg aameta obsahuie smés homoloaniho CHm a CHp
chromozomu v dusledku procesu béhem prvniho meiotického déleni =

crossing-overu a rekombinace

* takZe napf. alely, které plivodné pochézely od riiznych prarodi¢li, mohou byt na

jednom chromozomu

« vznik3 tedy mnohem vy&si potet kombinaci nez 8 milién{
pravdépodobnost rekombinace ale neni pro kazdy Usek DNA stejna,

ale zalezi na vzdalenosti

« &im blize jsou geny u sebe tim mensi je pravdépodobnost rekombinace
» vzdélenost se miiZe udévat i v centimorganech (1cM = 1% pravd&podobnost

rekombinace)

>
>

-
<

N
N

v YRY|

zWZ8z =7

eneticka variabilita (~0.1%

£
A
B} Chromosomes
- replicate
"'A Homologous
P chromasomes pair up
25
4 Homologues swap
s sections of DNA
S
Homologous pairs
mulr%LajvsoDmes PARN divide. Daughter nuclei
DAUGHTER 7 R have single chromosomes
NUCLEI ™
Y &3
j = L Tee
z Chromosomes divide
DAUGHTERS
SUBDIIDE N 7 v Gametes have
g ¢ R, single chromosomes,
FOUR > = 7 8 2 and a new mix of
GAMETES L / € genetic material

NNA cekvence knr‘(l)unrlrh i

nekoduiicich Useku genomu je
variabilni
v pobulaci pro danv aen
\/vckvhly:- vicero variant (:
alel) s ruznou pooulaéni
frekvenci = gf(ene ticka
varlahlllfa tera ia
[o]
vysledkem nékolika procesu
« 1) sexuadlni reprodukce
« 2) nezavislé meiotické
ségregace
e 23 pAr ch. = 223 kamhinacgi =
8,388,608 rliznych gamet
- 3) rekomblnace (meioticky
crossing-over)
» >> kombinaci nez 8 milion(
* 4) mutageneze de novo
* chyba pfi DNA replikaci
* proof-readina DNA

polymerazy ani mismatch DNA
repair neni 100%

+ plsobeni externich mutagen(
« 5) geneticky drift
- 6) pfirozena selekce

* existence haplotypd

+ linearni kombinace alel
(SNPs) na vicero sousednich
lokusech jednoho z
homolognich chromozomdl
pfenasena pohromadé (&
rekombinace)

- statisticka asociace mezi
DNA variantami

* linkage disequilibrium (LD)

« na dané chromatidé se tedy
vyskytuji skupiny tésné
vazanych variant =
haplotypové bloky

22
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Gennt-ged SNPs.
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Entrez genes
NH_000631

Fa:

eutraphi] cytosolic factor 4 (40KD) isoform 1

m o138

eutrophil cytesolic factor ¢ (4OKD) isoforn 2

Ncf4_rs17811059
Ncf4_rs738148

Nef4_rs746713
Ncf4_rs760519

Ncf4_rs2072708
Ncf4_rs3827352
Ncf4_rs3788523
Ncf4_rs2075939

Nefd_r

@ & | Nets_rs7a0749

Block2 (1
4 5

8
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ﬁros! ka historie (antropologie_

 plvod haplotypovych blokd

- rekombina¢ni historie ancestralnich chromozomi

¢ soucasna populace je potomstvem anatomicky moderniho Homo sapiens (Afrika pred
cca 150 000 let)

* migrace malych populaci ({ effective breeding pool) + selekce + drift + “bottlenecks”
aJ — vétsina neafrickych populaci je homogennéjsich
+ soucasna (inter-breeding) populace = urcity pocet “hybridnich”
chromozomdi

Human Migration  Extlinction Events
00 ka [Z] 30ka (15 ka}
P | - avg0ka [0 1012k

25 — 315ka  [2] 1-6ka

ka = thousands of yaars ago

27

Fidska’ populac! ni histori_

Early Homo mpmls 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]

Klasifikace geneticky podminenych

omrakrlrkv ka7dA nemoc (fi. 1p1| vznik a nroarese)
ia 11 Aandhn 1nr||nrno mnrl f| n\/ana %enphp Qu

vhavou, avsak s ruznym podilem Ta finalnim
enotVDu
¢ anad s vyiimkan ||ra7|| 7Avaznvch intoxikaci a vvsoce

virulentnich infekci. kde individualni geneticka konstituce
nehraije prakticky zadnou roli

+ chromozomalni poruchy

® nai nA ca n banbvrdtni chvhi ala A nadbhwtal /nadact

aenu obsazenych v celvch chramozomech nebo jejich
segmentech (“gene dosage” efekt)

i monogennl nemoci
¢ jedna kriticka “chvh j
konkrétniho aeni maqa(n*} alela)
0 snhé nehn v homazvaotni
lmmhmam témer vvhradne |
;o poved na 7a rozvol gemoc;
fenotvny) nehn nrenadedatvi A
tedy zvysenemu riziku pro_potomk
+ komblexni (polv-, mulhgenmg[
nemoci (tzv. cwlllzacnl)
¢ aeneticka (‘||enn7|rn nnrln’unnna

kombpinaci alel n&knlika aenl
ie vvgazne manifestovana

prostredim a komorbiditami

28



hromozomalni poruch

29

31

én genetické

vznikaii v disledku z
od monogennich a

informace, ale na roz d,|’
I

v

komplexnich se nedéd

anctlatgplmdle (zména poc&tu chromosom{ v
Sade
+ porucha rozdé&leni sesterskych chromozomu
[meioticka non-disjunkce]
* monosomie
. gonozomalm
* Turnerliv sy. (45, X0)
* trisomie
. autozomalm
* Downlv Sv. (47, XX/XY + 21)
. Edwardsuv sy. (47, XX/XY +18)
» Pataudv sy. (47, XX/XY +13)
* gonozomalni
 Klinefelterliv sy. (47, XXY)
polvploidie (porucha rozdéleni celvch_sad
nebo oplozeni 2 spermiemi [dispermie])
s u cIoveka neslucitelné se Zivotem
té&hotenstvi je potraceno
* molla, hvdatidosa (a pak téhotenstvi nutno
ukoncit potratem)
. Ioc%rclnd novorozence s triploidii — velmi ¢asna
etalita

py DNA zame

na zakladé populacni frekvence se tradi¢né rozliSuji polymorfizmus a
mutace
+  polymorfizmus = existence nékolika (pfinegjmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz
nejméné ¢asta ma populacni frekvenci alespoh 1%
+  mutace = méné ¢astd alela ma populaéni frekvenci <1%

* pozor, existuje ale znacnd nejednotnost v terminologii - nékdy se mutaci mysli zdména v kédujici
oblasti genu a polymorfizmem zédména v nekddujici, jindy napf. mutag:i zdména vedouci k rozvoji
patologického fenotypu, polymorfizmem zdména bez patologického dusledku

typy zamén
+ 1) genomové
* zména pot¢tu chromozomd (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
e kratsi zmény (1 - tisice bazi) = mutace a polymorfizmy v pravém slova smyslu
naprosta vétsina DNA zamén lezi v nekéddujicich oblastech genomu
« repetitivni — mikrosatelity CTGACTTTGAGACACACACACACACATGGTCTGATGCG
« nerepetitivni — SNPs CTGGCTAGTCGGCTATAGC[A/GIGTCAGGAACGTCGAG

Kompletni aneuploidie vs. mozaicismus

Either the sperm or the
eqq involved in the
conception has an extra

chromosome 21, due
to nondisjunction in meiosis

The Tertilized egg has
4 chromosomes,
including three
chromsomes 21

The fertilized egg / \

begins dividing,

making more cells

(mitosis)
The cell with
4§ chromosomes
does not make
copies (cannot

survive)

\ \ / Dunng mlh:l(ll: divisions, there is
. y
4T 4-6

of the ¢hr
2, causing one cell to have 46

\ l chrosomes (two 21°s), while the

other has 45 (four 21's)

Both cell types continue making more cells

A
Thig results in mosaicism

3 0 (two types of cells) for trisomy
21 in the developing baby

Klasifikace genovych mutaci/polymorfizm

. bodové (tranzice a transverze)
. ne_}c 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 genul!
. v kédujici oblasti (exonech)
. Zadny (tzv. silent)
. substituci vytvofen stop-kodon (tzv. nonsense) - napf. thalasemie
. zaména aminokyseliny (tzv. missense) - napf. patologické hemoglobiny
. zména ¢teciho ramce (tzv. frameshift) - nap¥. Duchennova muskularni dystrofie, Tay-Sachs

expanse trinukleotidovych repetici — napf. Huntingtonova choroba
delece vede ke zkraceni proteinu - napf. cysticka fibroza
ke zméné mista sestrlhu

vysledkem miZe byt kvalitativni efekt (napf. rizné primérni, sekunddrni a tercidrni struktura, aktivita
proteinu, afinita, %

. v nekédujicich oblastech
. 5’ UTR (tj. promotor genu) = kvantitativni efekt (napf. riizna intenzita transkripce)

. intronv - kvalitativni efekt (zmé&na sestfihového mista) nebo kvantitativni efekt (vazba
represor(i nebo enhancert)

. 3’ UTR - efekt na stabilitu mRNA

vysledkem miZe byt zndsobeni dévky genu (tzv. gene-dosage effect)
«  dUsledky
. gamety — fyziologicka variabilita a geneticky podminéné nemoci
32 - somatické bb. = nadory



Missense a frameshift substituce Mikrosatelity

Original mRNA Amino —
DNA transcript acid 7

7 V4 7 7 | v
alelefalT[e[alalc|T]T]T] CHROMOSOME

(o]

| ——> Phenylalanine Normal
A A /L /L A
7 7 174 174 7 I i
[uulc]u]c]e|c]alc]u]ufa[ala]A]
Phenylalanine Serine  Histidine * Leucine ~ Lysine

CHROMOSOME FIBER

Species Microsatellite Vasopressin Social
DNA Receptor Gene Behavior

et o | 0
DNA DOUBLE HELIX Montane Voles 1T N | &

2
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> Phenylalanine Flanking Microsatellite Flanking

Insertion @ Sequence Sequence (TTA)g Sequence
e e e d N
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b y 4 b 4 %

(c) Base Phenylalanine Valine ~ Alanine  Leucine Glun?gwic
— aci

33 34

| —>> Leucine Delstion @ @

Y i i a /a 7 rd .,
IVU\U]U\Vc|e|cLA|c|uLu|G\ALA\A| )™
Phenylalanine Arginine Threonine Terminator
(b) Base
substitution L Rl

Chimpanzees

Nemoci podle poctu etiologickych faktoru a

* fyziologickd interindividualni variabilita

znakd je dusledkem genetické variability o] e,

Spicemiclogis spajity IM fenotyp (QTL)
s typicky pozdni manifestaci

« pokud pUsobi na dany znak hodné faktord,
které se vzajemné neovlivhuji, blizi se
populacni distribuce normalnimu rozlozeni

aligagenni
(TIDM, celiakie, AMDY
Crohnova chroba, ...)

. . 4 e . Y . vr N binarni fenotyp s
» pokud je jeden faktor vyznamné silnéjsi néz , G [/t
komplexni | manifestaci (obezita),
10— (hypertenze, obezita, infekee) degenerativni

ostatni, nebo pokud jsou mezi nimi interakce,
je pak distribuce asymetricka, vice vrcholova
aj.

* interindividudlni variabilita daného znaku je

T2DM, nédory, ...) onemocnéni,
1 gend v interakei

monogenni

(cysticka fibroza, familarni

/hyuerdwmestermemwe, )
bindrni fenotyp s cbvykle casnou manifestac

potet predisponujicich genfi

monofaktori&lni dlicogenni celkovy potet etiologickych faktordi

v . ; A

pritomna v cele populaci (tedy zdravych i Gawises /T e,
virulentni Crohnova chroba, ...) (obezita),
infekce) “major”/ “modifier” geny cegenerativni

nemocnych)
« nemoc jako plynula funkce znaku
* etiologie nemoci L e )
' nemQC z _]egn? Velke prICIny x nemoc celkovy potet etiologickych faktordi s
multifaktorialni
. doominantnl’ pri¢inou nebo &asti z mnoha pficin
muzou byt faktory genetické, pak specificky

hovorfime 0 monogennich a komplexnich

nemocech
3 5 3 6 celkovy potet etiologickych faktord

onemocréni,

monogenni
(cystické fibréza, familami

potet predisponujicich geni

fenokopie
(obezita),
degenerativni
anemoengni,

infikce)
parametrické
linkage
i studie
monogenni
/[ (oysticks forcea, familari
hypercholesterdlemie, ...)

potet predisponujicich genfi




Z ceho |ze poznat, ze na vzniku urcite nemoci (|
?

fenotypu) se podili genetické fakto

Menozygotic Twins Dizygotic Twins

99 iR
49 A1
9.9 i.i

weight weight
correlation correlatlun

\ Double e e o the comlations /

Heritabilty Coefficiant
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* binarni fenotyp (ano/ne)
« familidrni agregace
* prevalence v rodinach
postizenych probandu >
prevalence v celk. populaci

* plati iak pro monogenni tak
komplexnl nemoci

+ segregalni analyza
* nalezeni modelu dédicnosti
daného fenotypu rodindch (tj.
recesivni nebo dominantni)
* pouze u monogennich (pro
major” geny)
* spojity fenotyp (jak moc)
- intra-family correlation
coefficient
* proporce celk. variability ve
fenotypu zpusobena
variabilitou mezi rodinami
» heritabilita
* procento variabilitv fenotvou v
dusledku variability genotypu
(studie na dvojcatech MZT,
DZT)

onogenni nemoci (an
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onemocnéni je disledkem mutace v jediném lokusu (=

]ednolokusove)

pfenos mutace (a fenotypu) odpovidéd Mendelovym zdkonidm (=

mendelistické nemoci)
konstrukce rodokmen(
typy pfenosu
autozomalni
geny na obou autozomech aktivni
gonozomalni (X-chromozom vazané)
muzi hemizygotni
u Zen 1 X-chromozom inaktivovan!!
(imprinting, mozaicizmus)
podle projevu genotypu ve fenotypu
recesivni
nemoc jen u mutovaného homozygota
dominantni
nemoc stejnd u heterozygota a mutovaného homozygota
neuplné dominantni

odstupnovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota

kodominantni

jak normdlini tak patologicka alela jsou vyjadfeny ve fenotypu

JZF‘-Q

Kay

[male [ affected male 7] deceased maie

Q female @ affected 1ema\e/®’uer>eased female

doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man)

~6000 klinicky vyznamnych fenotypt
typické znaky

¢asna manifestace (détstvi)

mala frekvence v populaci

vétsinou vyrazné patologické

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

+ pokud ne = dominantni
« onemocnéni je dlsledkem:

+ haploinsuficience
e pro normalni funkci je potieba
>50% aktivhiho genového
produktu
+ dominanté negativniho efektu
. synteza abnormalniho proteinu,
ktery “sout&Zi” s normalnim a
ovlivituje fenotyp (napt.
osteogenesis imperfecta)
« zesileni funkce (“gain-of-
function”)
¢ mutaci je posilena pfirozena
vlastnost proteinu (napr
Huntingtonova chorea
- familidrni predispozice k nddorlim
e ztrata heterozygozity (loss-of-
heteroziaositv. LOH) u
supresorovych genu (napt.
retinoblastom)

* nemoci jsou diisledkem jak
mutaci prenasenych mezi
generaceml tak vzniklych
nové
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autozomalné recesivni (AR)
+ velmi ¢asto enzymové defekty
+ postizen je mutovany homozygot (popf.
sourozenci), heterozygotnl rodi¢e jsou
prenasedi (asymptomatlctl)
¢ riziko 0.50 x 0.50 = 0.25
+ muzia zeny vetsmou postizeni stejné
. frekvence pfenadell nemoci v populaci
>>> frekvence nemocnych
. nejéast&jsi AR nemoci u bélochl je
cysticka fibréza
* fnemocnych 1/2000, f pfenase& 1/22 111
+ konsanguinita (pfibuzni rodice) a
imbreeding vyznamné zvy$uje riziko AR
(pfenasedi v rodinach)

¢ domluvené silatky (napf. bratranec /
sestienice)

¢ geneticky izolované populace (napf.
Agkenazi Zidé - Tay-Sachsova choroba )
autozomalné dominantni (AD)
* nemaoc se projevuie v kazdé generaci -
postizeny jedinec mé postiZzeného rodice
(a prarodice) a to matku nebo otce
¢ riziko pro potomka 0.50 (pokud by byli oba
rodice postiZzeni pak 0.75, ale to je vzacné)
« priklady nejéasté&jsich AD
¢ familiarni hypercholesterolemie (1/500),
¢ myotonicka dystrofie (1/1000)
* Huntingtonova chorea (1/3000)
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vazane monogenni nemoci

Zeny 3 genotypy, muzi pouze 2
X-vazané nemoci se manifestuii u
vSech muzu, ktefi zdédili mutaci,
pouze u homozygotnlch zen
+ ale vyjimky viz dale
priklady
- hemofilie A
+ Duchenneova muskularni dystrofie
«  Wiskott-Aldrichdv syndrom
(imunodeficience)
inaktivace X-chromozomu u zen
+ kompenzace davky a exprese X-
vazanych genl
+ hypotéza Lyonové (“lyonizace”)

* v somatickych bb. je 1 X inaktivovany
a v interfazj se zobrazuje jako
“Barrovo” télisko (viz sporné
identifikace pohlavi)
* proces je ndhodny, miize se tykat jak
otcovského tak matefského X
. dasledkem ie varlabllnl exprese X-
vazanych qenu u heterozygotek
(“manifestujici prenasecka”)
¢ funkéni mozaicismus

Early Divisions
Random
X-chromosome

l Inactivation
Inactivation
passes to
all cell’s
Descendants

K

Producing a
MOSAIC



omplexni chorobylLJfiiy fenotyp)]

Komplexni chorob

fyziologickd populacni variabilita

optimum riziko

polygenni nebo
menogenni
porucha

&etnost (%)

glukéza (mmol/1)
fyziologicka populaéni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

&etnost (%)

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologick populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni

normolipidemie porucha

&etnost (%)

4 1 cholesterol (mmol/I)

rovhani zakl. charakteristi

avaznostB Obvykle narusuji homeostazu zasadnim

Pomérné velmi velka lokusova homogenita, ale
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choroby, na jejichZ vzniku a progresi * komplexni onemocnéni jsou charakterizovéna:

se podili ..komplex™ aenetickvch, - nedplnou penetranci patologického
epigenetickych a vnéjsich faktoru fenotypu
« fenotyp nevykazuie klasickou * U urcité Casti osob, prestoze zdédi nevyhodny

mendelistickou dominantn& & enotyp (tedy soubor vicero alel) se patologicky

recesivni dédi¢nost jako dusledek _ fenotyp nerozvine |
zmén v jediném lokusu (tzv. - existenci fenokopii =~ o
jednolokusovych) ¢ patologicky fenotyp muze byt pritomen u lidi, ktefi

di P ” [ nejsou nosi¢i zminéného genotypu
predisponujici ~geny” zvysu]l - genetickou heterogenitou (lokusovou a

pravdépodobnost onemocnéni, ale alelickou)
ngldetermanJe jednoznalné jeho * klinickV obraz neni specifickv. ale mize se
pritomnost rgzvinout v dusledku zdmén v aenech leZicich na

ruznvch lokusech (= lokusové heteroaenita). v =
iednotlivich agnech muze bvt pfitom vicero mutaci
&i polymorfizmu (= alelickd heterogenita)

+ ie nutné snolunfisobeni .
negenetickych faktoru (prostfedi)

« dieta, fyzickd aktivita, koufeni, .... . polygenni dédiénosti
« komorbidit +  predispozice k rozvoii patologického fenotypu se
« ainterakci genﬁ mezi sebou ggzilgreug?:lze pfi simultdnnim vyskytu urcitého

« vysokou populacni frekvenci alel
zodpovédnych za rozvoj patologického
fenotypu

+ kazda jednotlivd predisponuiici alela
pravdépodobné neni sama o sobé& vyrazné
patogenni

- spoluplisobenim dalSich mechanizmi}
prenosu
¢ mitochondridlni dédi¢nost, imprinting

* nejcastéjsi komplexni nemoci

« esencidlni hypertenze
porucha gluk. tolerance / diabetes (1. i 2. typu)
dyslipidemie
atopie

* vazebna (linkage) studie

+ sleduie pfenags aenetickéhg (neic.
mikrosateljtv) a_fenotypoveho znaku
mezi primvmi pribuznvmi y )
postizenvch rodinach, popr. mezi
sourozeneckymi pary

* podle toho zda ie &i neni stanoven
model dédi¢nosti se dale déli na
¢ parametrické
¢ neparametrické

- concordant sibling pairs (oba nemocni)
. diqm'mr?erit sibling pairs (jeden ano

Masicka vazebnd analyza

e
[%%%mo;m cm-%

e druhy_
* asociacni studie
ssociatni- studie « srovpava vyskyt genetického znaku

e o o 0 (neic. SNPs) mezi fenotvpicky |

HE N, O 0O¢p odlisnymi skupinami nepribuznych
H e m U o 5 osob

He oo * studie kontrolv x pfipady (case x

L o control) - retrospektivni

e N o Qg o

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



