Genom a nemoci

2. 5. 2005

Genomika=nauka o genomu

 Strukturalni genomika-analyza
DNA

* Funk¢ni genomika- exprese ve
mRNA tkanich

* Proteomika-nauka o bilkovinach.

Povaha informace skladované v
DNA

» Kazd¢ vldkno DNA se skladad s
tandemové usporadanych gentl délky
1-2000 kb.

* Geny jsou oddéleny spacerovymi
sekvencemi, jejichz funkce neni
znama.

» Sekvence jednoho vldkna se ptepisuje
do komplementarni molekuly RNA.

Povaha informace skladované
v DNA

* Nckteré geny koduji protein. Jejich
transkribovand RNA se nazyva heterogenni
nuklearni RNA (hnRNA). Ta se upravuje
(processing) na mRNA.

* Messenger RNA (mRNA) je linearni kod,
ktery je mozno pirevést (translace) do
sekvence AK polypeptidu pomoci kodont a
antikodonl (o 3 znacich) pro kazdou AK.




Povaha informace v DNA

» Nckteré geny nekdduji protein. Funkce
transkribované RNA v tomto piipadé¢ je:

* processing mRNA (malé¢ nuklearni RNA
Cili snRNA

* translace mRNA do proteinu (transfer
RNA-tRNA, ribosomalni RNA-rRNA).
tRNA a rRNA koduje 3D strukturu ve
vyslednych  produktech RNA,  které
umoznuji jejich funkei.

Syntéza DNA ve zvirecich
bunkach

« DNA je ve zvifecich bunkich ve formé
chromosomt (1-10cm celkové délky). Kazdy
chromosom ma 2000 zacatkl (origins) replikace.
Od kazdého tohoto mista probiha obousmérné
syntétza DNA. AZ se jednotlivé kousky
syntetizované¢ z mist zacatku replikace setkaji,
vznika dcefinné vldkno DNA. Zacatky jsou od
sebe vzdaleny cca 30-100 um.

« Casova synchronizace syntézy 50000-60000
replikontll v kazdém genomu.

Struktura NK

» Nukleove kyseliny buice umoziuyji:

* 1. Skladovat informaci v podobé¢
linearni sekvence nukleotidi.

» 2. Selektivné tuto informaci utilizovat
(dana bunka vyuziva jen asi 1%
dostupn¢ informace.

* 3 Precisné tuto informaci
reprodukovat.

Struktura DNA

» Baze A, T (- vazby), G, C (= vazby)

* Cukry-N-glykosidick¢ vazby bazi
mezi C1 deoxyribozy (DNA) a ribozy
(RNA) a N1 pyrimidinovych bazi a N9
purinovych bazi.

» Fosfaty jsou esterifikovdny na
C5’deoxyribozy a vytvareji ANMP

 ANMT+P=dNDP+P=dNTP




Mnozstvi informace v DNA
(genomu) savci bunky
* 3x10° bp /haploidni genom

« DNA koduje sekvence vSech proteini a
RNA exprimovanych v libovolném case v
pribehu Zivota organismu. Umoziiuje vyvoj
stovek rozdilnych bunécnych typl s
charakteristickymi  funkcemi ve vSech
vyvojovych a Zivotnich stadiich.

Typy tkani podle regeneracni schopnosti

* Labilni (intermitotick¢ a postmitoticke
bunky: kiiZze, sliznice, hemopoeticka tkan,
semenny epitel)

 Stabilni (reverzibiln¢ postmitotické bunky:
Jatra-ledviny pankreas, endotelie,
mezotelialni bunky, synovidlni kryci buiky,
vazivova tkan, lymfocyty s dlouhym
polocasem)

* Permanentni (irreverzibilné¢ postmitotické
bunky- gangliové, svalové, vajecné,
plasmatické, makrofagy)

Zitrata kontroly nad syntézou
DNA u rakoviny

 Béhem GI1 faze bunééného cyklu vnima
bunka signaly z prostfedi (hormony,
vitaminy, latky poSkozujici DNA), které ji
,,sd€luji, zda vstoupit ¢i nevstoupit do faze
syntézy DNA, replikace DNA a rozdéleni
buiikky na dvé dcefinné. Jakmile se jednou
bunika rozhodne replikovat DNA, nasleduje
vZzdy jeji rozdéleni. Pro bunécny rlst a
déleni je tedy rozhodujicim mechanismem
zacatek replikace DNA.

Zitrata kontroly nad syntézou
DNA u rakoviny

* Bunéény cyklus je u zdravého jedince
regulovan tak, ze kazdy bun&tny typ v
daném organu ,,vi*, kdy pfestat s ristem. U
dospéleho jedince jsou témet vSechny tkané
kontinualné¢ regenerovany a bunky opét
,,vedi®, kdy prestat s délenim.

* U rakoviny burnka selhava ve schopnosti
prijmout nebo interpretovat signaly
prostredi.
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Typy mutaci

¢ Normalni stav
« DNA

* Mutace typu ,,missense*
« DNA

+ ATGCAGGTGACCTCAGTG  * ATGCAGCTGACCTCAGTG
e TACGTCCACTGGAGTCAC « TACGTG ACTGGAGTCAC

« RNA

« RNA

.« AUGCAGGUGACCUCAGUG °* AUGCAGCUGACCUCAGUG

« PROTEIN
¢ Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

« PROTEIN
¢ Met-GIn-Leu-Thr-Ser-Val

» Priklady-hemoglobin S u
srpkovité anemie

Typy mutaci

e Normalni stav

« DNA

» ATGCAGGTGACCTCAGTG
» TACGTCCACTGGAGTCAC

« RNA

» AUGCAGGUGACCUCAGUG

« PROTEIN
¢ Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

Mutace typu ,,nonsense*

DNA
ATGCAGGTGACCTGAGTG
TACGTCCACTGGACTCAC

RNA
AUGCAGGUGACCUGAGUG

PROTEIN
Met-Gln-Val-Thr-Stop

Piiklady: B° thalasemie

Typy mutaci

Normalni stav

DNA .
ATGCAGGTGACCTCAGTG .
TACGTCCACTGGAGTCAC .

RNA .
AUGCAGGUGACCUCAGUG.
PROTEIN

Met-Gln-Val-Thr-Ser-Val °

Mutace typu trinukleotidové
expanze
DNA

ATG(CAGCAGCAG),,CAGGTGACCTCAGTG
TAGTCGTCGTC) ,,GTCCACTGGAGTCAC

RNA

AUG
(CAGCAGCAG),,CAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-(GIn-GIn-Gln),,GIn-Val-Thr-Ser-Val

Priklady: Huntingtonova nemoc




Typy mutaci
* Mutace typu ,,frameshift*
Normalni stav (posun &teciho ramce)
DNA « DNA

ATGCAGGTGACCTCAGTG  « ATGCAGGTGAACCTCAGTG
TACGTCCACTGGAGTCAC « TACGTCCACTTGGAGTCAC

RNA * RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG  « AUGCAGGUGAACCUCAGUG

Typy mutaci

» Normalni stav * Mutace typu ,inserce*

« DNA « DNA
+ ATGCAGGTGACCTCAGTG  + ATGCAGGTG-3000 bp-ACCTCAGTG
+ TACGTCCACTGGAGTCAC TACGTCCAC-3000 bp-TGGAGTCAC

« RNA « RNA
+ AUGCAGGUGACCUCAGUG  + AUGCAGGUG-3000 bp- ACCUCAGUG

PROTEIN « PROTEIN « PROTEIN « PROTEIN
Met-GlIn-Val-Thr-Ser-Val e Met-Gln-Val-Asn-Leu-Ser
- «  Met-Gln-Val-Thr-Ser-Val * Met-Gln-Val----------m----- ?
* Priklady: Duchennova + Priklady:

muskularni dystrofie, [°
thalasemie Tay-Sachsova
choroba

velké: Hemofilie A

Typy mutaci T¥idy mutaci u lidské DNA

» Mutace typu ,,delece* Tiida Vysledek
Normalni stav « DNA 1. Genové mutace
DNA « ATGCAGGTG Bodové mutace
ATGCAGGTGACCTCAGTG  * TACGTCCAC Alterovana struktura genového Zaména jedné AK.
produktu (missense, nonsense mutace a Terminacni kodén.
TACGTCCACTGGAGTCAC « RNA porucha RNA splicingu) Ztrata exonu.
RNA . AUGCAGGUG Alterovana kvantita genového Alterace transkripce.
produktu Alterace stability
AUGCAGGUGACCUCAGUG o mutace v regulacnich sekvencich mRNA.
e PROTEIN ® mutace v processing RNA
® vy translaci
PROTEIN * Met-Gln-Val Inserce nebo delece Posun ¢teciho ramce.
Met-Gln-Val-Thr-Ser-Val o Pf‘iklady: e 1-2 pary bazi(frameshift mutace) Vetsi ztraty genu.
, . , , o vEtsi pocet pard bazi
* malé-cysticka fibréza Expanze trinukleotidovych repeat |Alterace produkce nebo
« velké: DMD sekvenci s truktury daného genu

2. Chromosomalni aberace Inverze, translokace,
duplikace, geneticka

amplifikace




Typy chorob z hlediska
dedicnosti
> ,,Monogenni“ (mendelistické):
» Vlastnosti:
»>jeden velky geneticky faktor,
obvykle se projevuijici jiz v détstvi
> nizka koncentrace nemoci v populaci

(selekce velkého genetického
faktoru)

> mendelisticka dédicnost v rodinach

Typy nemoci z hlediska
dédicnosti
» Multifaktorialni

> Vlastnosti:

»nékolik samostatné neutralnich
genetickych variant nékolika genu

»interakce s prostredim

»familiarni vyskyt

» Civilizaéni choroby, vyskyt v
populaci v desitkach procent

1 4

Civilizacni multifaktorialni
choroby

> U vSech osob muze dojit k rozvoji téchto
chorob

>V populaci je vhimavost ("susceptibility")
k témto chorobam odstupnovana a
kontinualni a je odrazem genetické
variability, na ni navazujici variability
biochemickych parametru, fyziologickych
a patofyziologickych procesu v interakci
s podminkami zevniho prostredi.
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Fig. 1. A general model depicting the role of polygenes, major genes and environmental factors in the aetiology of a chronic multifactorial
disease (adapted from Ref. [7] with permission from the authors and Oxford University Press, Oxford). The figure illustrates how genetic
variation at level 1 (in polygenes, indicated by genes A, B...Z and in major genes indicated by LDLR mutations at the right) through
altered gene products (level 11, indicated by shifts in the distribution) and interactions between them and environmental factors contribute to
variations in biological risk factors (level 111) and ultimately to disease outcome (level 1V). Note that the contribution of polygenic variation
to biological risk factor variability is far more than that of major genes.




Civilizacni multifaktorialni
nemoci

»Protoze tyto nemoci zahrnuji interakci
mnohych faktori na mnoha hierarchickych
urovnich pfi€innosti, vztahy mezi fenotypy
a genotypy jsou komplexni, a to
ocekavatelné.

»>Alelicka variabilita geni vyvolavajicich
malé az stfedni ucinky pfrispiva k variabilité
biologickych rizikovych faktori v populaci
mnohem vice nez mutace v jednom genu s
velkym uc€inkem.

PCR amplifikace

acnomo Klony f—
o cDNA —

z

[

mi u]igonukleoudv (primery) které se pdruif s termnplatovou DINA nz
nplifikovaného fragmentu, k

1 vlAknem

FdAy s jin

oveé molekuly DNAL
ovany, PCIR mtiz

Protoze prim musi byt
byt pouzita pouzc pro klonovani
DNA, u které zname alespon z: reéni a koncovou nukleotidovou
sekvenci. Pomoeci t&chto primerti nasyntetizuje DNA-polymeraza
obvykle nékolik miliard kopii poZudovand sekvence. Celd metoda je
vysvétlena na obr. 10-22. PCR je velice citliva 11#(’?11(1(1 ktera nmazin-

kontrola
krev neinfikované
oy

geloua
cloktrotarcza

odstranani

bunsk
centrifugact

misto §tépeni -
kostra cukernych fosfata
7 ~

Not |

6%@-—(;—65"-‘6 i
R -
: 2o

T45Y deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat
(base] [ba=s
EXEXG P%uftlh o EEE—o—cH. o, |
5 k&
r\* —f o
Je morne prodioushl fetsses na 3 -konc nenf mokno prodicliit Fotdzos no 3* konal
By nmrma\nr prekursory malé mnoZstvi jedno
honukleosidrri- A ES A dideoxyribonukleosidtrifosfatu
rnsra(v {dATP ACTP, G (AT
AGTP, dTTP) A
g vzécna inkorporace
sligsRuKisaHasYY Brirer ey mae e o STty
pre DNA polymerazu DNA polymerazou zactavi daléi
s P'% st roidkcy DNA
CGATGGACOTACCTCTOAAGCS EEm—
=
Jednoretezcova DNA,
e Dt ke
© = IGCATATGTEAGTCEAS o | dvoursiszcova
5 COTATACAGTCAGGTC 5 | DN
omateri priimes
S il jednofetézcova
5 COTATACAGTCAGGTC &' S
+ madhyek AT
T
oTE
a
TaanTE T TagcTe + daaTP
I BNA polymeraza I ONA polymardsa b BNA polymeraza 41 DNA-Dolymeraza
GCAT QCAT ~T GCAT C GCAT G
GCAT cA GacAaT T ST AT C CAGTC GCAT - > (]
GCAT - CA A GCAT AGT EEERTE AT C A C EGaaT TG A C CAG

e T B

] ]

e — A

ree c

_ €

o— 55

i e

] A

— <

PRSNE. T

s &

pe—. v

—— A
A T c []




Fig. 1: G(8002)A ET-1: genotypes

Fig.2: -3A/-4A (-138) ET-1: genotypes

3A3A=176+19 pb : 4A4A=195 pb

i g - -
AA=358 bp GA=358+150+208 bp

s

3A4A=176+195+19 pb

Zdravi €esti dobrovolnici stfedniho véku (41-50 let) Zdravi CeSti dobrovolnici stfedniho véku (41-50 let)
Polymorfismus -596 A/G v genu pro IL-6 Polymorfismus -3A#4A v genu pro endotelin-1 (EDN1)
Srdeéni frekvence Koufeni
60
80 Pg=0,003
60 - Pg=0,006 40 Pa=0,003
Pa=0,01 [%]
40 20 A
o i ] off -
0 0 3A3A 3A4A 4A4A
AA AG GG Muzi - kufaci (102) 53 45 2
Osoby s HR < 78/min (99) 28 51 21 Muzi - nekufaci (90) 37 50 13
Subjekty s HR > 78/min (71) 8 62 30
_ _ : |8 Muzi - kuf4ci (102) B Muzi - nekuraci (90) |
@ Osoby s HR < 78/min (99) @ Subjekty s HR > 78/min (71) ‘

Genotypy 3A3A a 3A4A jsou castéjsi u zdravych muzi kurakl oproti muzim

Genotypy AG+GG uvedeného polymorfismu jsou éastéjsi u jedinct nekufakim (OR = 7,69, 95% Ki 1,67-35,38, P=0,002).

s vysSi srdecni frekvenci (OR=4,27, 95% Kl 1,66-10,98, P=0,0009). “p o . . .
Vaskd A et al. Physiol Res 2003 Vasku A et al. Experimental and Clinical Cardiology 2003




Chronické srde¢ni selhani
Asociovany genotyp/8002 G/A a -3AH4A FDN -1

P \

---------- 40 @ Big endotelin < 0,7 pmol/L
30 (19)
20 0 Big endotelin > 0,7 pmollL
_______________ 10 ’-H (84)
o M = o

X X W oY W W oF W W
XX WSRO W X oY Y
RR GO \& (2

Asociovany genotyp AG3A4A nese 5x vyssSi OR
pro chronické srdeéni selhani ve skupiné

s nizkou hladinou big endotelinu oproti skupiné
pacientd s vysokou hladinou:

OR = 5,38;
95% Kl = 1,75-16,58; Vasku A et al. Experimental and Molecular Pathology
P= 0,005 73: 230-233, 2002

Chronické srde¢ni selhani
Dilata¢ni kardiomyopatie (DCM), plicni méstnani (PCG)

RVTACE

100

Pg=0,02
50 Pa=0,0007

- -

Pacienti s DCM (29), PCG=1 | Pacienti s DCM (9), PCG=2

oMM 14 56
OMN 28 33
ONN 59 11

Genotyp MM nese 8x vys$si OR pro DCM s PCG=2 oproti DCM s
PCG=1: OR=7,81, 95% Kl = 1,45-42,17, P=0,02

Goldbergova M et al. Clinical Genetics, v recenzi

Chronické srdeéni selhani
Polymorfismus RXRa 39526 A/AA

Krevni skupiny ABO
100
Pg=0,006
501 Pa=0,002
: = ]
NA AA ANAA
Pacientis CHF - KS A (84) 9 5 0
Pacienti s CHF - KS nonA (117) 79 20 1

Alela AA prinasi 5x vyssi OR pro pacienty s CHF a krevni
skupinou nonA (B+AB+0): OR=5,16; 95%KI 1,72-15,50;
P=0,0009

Goldbergova M et al. Journal of Endocrinology, v recenzi

Chronické srdeéni selhani
Polymorfismus -790T/G v genu pro MMP-2

Celkovy cholesterol
100
Pg=0,03
50 Pa=0,01 ’_1_‘

0 T TG GG
Muzis CHF, TC <5 30 34 36
mmol/l (58)
Muzis CHF, TC>5 10 40 50
mmol/l (58)

@ Muzis CHF, TC < 5 mmol/l (58)
O Muzis CHF, TC > 5 mmol/l (58)

Genotypy TG + GG pfiinaseji 3,59x vyssi OR pro muze s CHF a vysSi
hladinou celkového cholesterolu: OR=3,59; 95% Kl 1,30-9,93; P=0,009

Vaski A et al. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2003




Chronické srdec¢ni selhani Model terapie hypertenze (podle Lindpaintnera, bi‘ezen 2003)

Polymorfismus -735C/T v genu pro MMP-2 160
Hypertenze '
Celkovy cholesterol
100
Pg=0’°1 M1
50 A Pa=0,171 :::
0 1 — T
cc cT TT
Muzi s CHF, normotenzni, TC< 5 76 24 0
mmol/l (45)
Muzis CHF, normotenzni, TC > 5 91 4 5 i
mmol/l (47) ap - = .} ¥ ¥
B Muzi s CHF tenzni, TC< 5 mmol/l (45 A B C °cE FG Ho1 o
o Muf! N CHF, normotenzm’, 1o > 5mm° I/I( 47) A=fyziologicky stav: tfi molekularni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na
uas » normotenznt, mmoll (47) determinaci znaku (TK), B=hypertenze D1: selhani M1 (pfi¢ina/ucast)

C=hypertenze D1: kauzalni terapie T1 (cilena na M1), D= hypertenze D3: selhani

Genotyp CT pf¥inasi 7,28 x vy$$i OR pro muze s CHF, normotenzi a vy$si M3 (pfi€ina ucast), E=hypertenze D3, léCeni T1: terapie neni kauzalni,
hladinou celkového cholesterolu: OR=7,28; 95% Kl 1,51-35,03; P=0,006 F=hypertenze D1, paliativni terapie T2, cilena na M2, G=hypertenze D1, terapie T2,
Vaskii A et al. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2003 reéfrakterni varianta na T2 v M2, H= fyziologicky stav: odliSny podil M1 a M2 na
normalnim znaku, | = varianta hypertenze D1: selhani M1; J =varianta hypertenze

D1: terapie T2

Viz také

* http://www.bio.davidson.edu/courses/Immu
nology/Flash/RT PCR.html

* http://www.rvc.ac.uk/Extranet/DNA 1/7 P
CR.htm




