Geneticke asociacni studie
u komplexnich onemocnéni

!'_ v neurologii
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‘L Dédi¢nost
= Monogenni dédicnost

- mendelovské znaky
- mutace 1 genu

= Komplexni (multifaktorialni) dedicnost

- vétsina onemocnéni (roztrousena
skleroza, Alzheimerova choroba)


http://static.guim.co.uk/sys-images/Education/Pix/pictures/2002/05/16/G_Mendel.jpg

i Polymorfismus a mutace

= polymorfismus = variace v nukleotidoveé
sekvenci DNA urcitého lokusu (alely)
- frekvence polymorfni alely v populaci > 1%

- variace po kazdych 200 - 400 bp (daleko
Casté&ji napr. v sekvencich gentl HLA 1)

fenotypove vyjadreny x nevyjadreny
- vyhodny, nevyhodny, neutralni
- vyuziti v neprimé DNA diagnostice



i Polymorfismus a mutace

Podle rozsahu:
genomove — zmeny celé chromozom.
sady (aneuploidie)

chromosomalni — translokace, delece
duplikace (v€. CNV — submikroskopické
varianty, VNTR, mirkosatelity)

bodové — delece, inserce, zameny (Vc.
SNP)
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i Komplexni dédi¢nost

. — barva odi,
pritomnost onemocnéni
(pritomny/nepritomny)

- — vaha, vyska,
krevni tlak - rdzné hodnoty,
Gausovskeé rozlozeni

= Variabilita znak{



* Komplexni onemocnéni

= Komplexni interakce

Genyv{nilého ﬁ Vnéjsi prostredi
ucinku




i Komplexni onemocnéni

= Studie dvojcat

= Rodinné studie — (FBA — Family based
association studies)

= Asociacni studie
- Genome wide studie
= Heritabilita



i Studie dvojcat ) »

= Monozygoticka dvojéata (MZ): steJny
genotyp

= Dizygoticka dvojcata (DZ): sourozenci

g : shoda ve znaku

s Konkordance MZ nizsi nez 100% svedci
pro vliv negenetickych faktord na vzniku
onemocneéni



Konkordance MZ a DZ dvojcat

Onemocneni |MZ (%) DZ (%)
Epilepsie /0 6
Roztrousena 17,8 2
sklerdza

DM 1.typu 40 4,8
Revmatoidni [12,3 3,5
artritis

Systémovy LE |22 0




Rodinné studie — linkage

i studie

- sdileji geny
- Castéjsi vyskyt onemocnéni v rodiné
= Relativni riziko zavisi na

= - pribuzni 1.stupné (sourozenci, rodice)
- sdileni 2 alel
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Rodinné studie — linkage

i studie

= Sdileni alel u pribuznych
- rekombinace v priibéhu meidzy
= Vazebna analyza

= Markery — polymorfismy = alely s frekvenci v
populaci vice nez 1%

= LOD skore: Pomeér pravdépodobnosti
pritomnost vazby opoti jeji nepritomnosti

= Typ dédicnosti
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i Rodinné studie - limity

= Dostatecny pocet postizenych jedincl v
rodiné

= Geneticka heterogenita

= VEk vznikl obtizi v dobé vysetreni

= Vzacneé varianty v populaci



Asociace v genetice

QQQ

Pacienti Kontroly
SNP1 C-20%/G-80% C-22%/G-78% - bez asociace
SNP2 A-30%/C-70% A-20%/C-80% - signifikantni

asoclace



i Asociacni studie

= Asociace alely Ci genotypus
onemocnénim <&===)» Kauzalni gen

= SNPs (single nucleotide polymorfisms)
= Linkage dyseqvilibrium



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Dna-SNP.svg

‘_L Vysledky asociacni studie

Gene SNP ID Genome r2 (95% (Cl)(?nf Int) P nom P corr

2p MEIS1 rs6710341 | 66611925 0.84 (0.64-1.11) 0.30646 1

2p MEIS1 rs12469063 | 66617811 | 0.603 1.43 (1.16-1.78) 4.15E-06 4.15E-05
2p MEIS1 rs2300478 | 66634956 | 0.953 1.47 (1.18-1.82) 1.26E-06 | 1.26E-05
6p BTBD9 rs9296249 | 38473818 1.59 (1.26-2.01) T 0.00011 0.00107
6p BTBD9 rs3923809 38548947 | 0.445| 1.58(1.28-1.96) 4.11E-06 4.11E-05
6p BTBD9 rs4236060 | 38578315 | 0.869| 1.49(1.19-1.86)t 1.93E-05 0.00019
15q MAP2K5 rs11635424 | 65824631 1.26 (1.02-1.55) 0.00602 0.06023
15q MAP2K5 rs3784709 | 65859328 | 0.820| 1.24 (1.01-1.52) } 0.00530 0.05301
15q MAP2K5 rs1026732 | 65882138 | 0.960 | 1.27 (1.03-1.56) } 0.00428 0.04278
159 | MAP2KS5/ rs6494696 | 65890259 | 1.000| 1.27 (1.03-1.56) 0.00476 0.04764

LBXCOR1




i Genome wide studie (GWS)

= Celogenomova analyza

= SNPs (single nucleotide polymorfisms)
- 100 000 a vice/chip

= Porovnani frekvence alel

= Replikace v nezavislych populacich

= Narocni statistické vyhodnoceni
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i Asociaéni studie - limity

= Asociace x kauzalni gen

= Etnicka variabilita — populacni
stratifikace

= Vék vzniku
= Neuplna penetrance
= Fenokopie



Asociacni studie
v ramci rodin

BB | AB AB | AC BC | AB BB| BC AB | BC

AB AC AB BC AC

*Pouziva se jako neparametricky test asociace alel (nebo haplotypu) s
genetickym znakem i v pritomnosti vazby. Testuje nerovnovahu
prenesenych alel od rodicu u postizenych probandi. Odchylka od
rovnhomérného rozdéleni alel v ramci informativnich pfenosu je
dukazem jak vazebné nerovnovahy, tak asociace mezi testovanym a
lokusem pro sledovanou chorobu.

*Testuje zaroven vazbu a vazebnou nerovnovahu

*Neni ovlivnén nerovhomernym rozdelenim alel v populaci

*Poskytuje analytickou metodu pro volny model dedicnosti.

*Muze byt pouzit i na rodokmeny
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i Copy Number Variations (CNV)

= Submikroskopické strukturalni abnormity
chromosomu, zpusobené ztratou ¢i naopak
duplikaci segmentu delSich nez 10 000 paru
basi

= Podobne jako jiné polymorfismy v genomu
prispivaji jako zdroj geneticke variability
jedincu

= Vykazuji CNV vliv i u pacientu s narkolepsii?




Affymetrix 6.0 Mapping array

GeneChip® Probe Array

128 cm

Hybridized Probe Feature

Single stranded, fluocescontly
labeled DNA targot

Qlgonucieotide probe

Image of Hybridized Probe Array

Each probe feature contains
melhons of copies of a specific
obgonucieotide probe

Over 200,000 difleront probes
complementary 10 genetic




Cetnost CNV u 270 Jedlncu v HapMap
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i Narkolepsie s kataplexii

= Prevalence 0.03-0.16%
- zavislost na etnicite, s vyraznou variabilitou

= Haplotyp HLA Il. tridy DRB5*0101-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602
= az Vv 98%, Casty i v evropské populaci (15-25%)
= Autoprotilatka proti TRIB2 s afinitou vuci

hypocretinovym neuronum v hypotalamu asi
u 24% pacientu
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i Celoexomové sekvenace

= Pomoci sekvenatorll nové generace
(NGS) s masivni paralelni sekvenaci

= Generuje 80-130 miliond sekvenci u
jednoho pacienta, o délce 80Gbp

= Pokryvaji vice jak 21 tis gen( (357 tis
exond), o celkové délce 50MB

= Mozna resekvenace celého genomu



i Celoexomové sekvenace

= Vyhledavani odchylek od referencni
sekvence

= Porovnavani frekvence s verejnymi
databazemi (1000G, ExAC, Wellderly)

= In silico hodnoceni patogenicity varianty
(SIFT, PPH2, CADD) a klinickou korelaci
(Clinvar, HGMD)
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‘L Priklad bodové mutace - PD

= 4418524 chr12:40734202-40734202
LRRK2 140 (11) 609007 ad snp
missense probably damaging 36
rs34637584 CMO050659 Pathogenic
0,00046 by-1000genomes 3 PARK
66422 6055G->A, Gly2019Ser:



file://ihg3/barbara/unix_files/listPosition.pl?idsnv=4418524
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr12:40734201-40734203
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr12:40734201-40734203
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr12:40734201-40734203
file://ihg3/barbara/unix_files/searchGene.pl?g.genesymbol=LRRK2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/609007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs34637584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs34637584
http://ihgseq3.helmholtz-muenchen.de/hgmd/pro/mut.php?accession=CM050659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000002017
http://localhost:60180/load?file=https://ihgseq3.helmholtz-muenchen.de/data/isilon/seq/analysis/exomehg19//S0024/66422/exomicout/paired-endout/merged.rmdup.bam&locus=chr12:40734202-40734203&merge=true

Komplexni onemocneéni -

i shrnuti

= Neni mendelovska dédicnost
= Familiarni agregace

= Negeneticke faktory (vnejsi prostredi,
somatické mutace, inaktivace X)




