Geneticka kartografie

Vazba

U klasického dihybridismu podle Johanna Gregoradéémsegregujiizné alely dvou gen
nezavisle. Rekapitulace dihybridismu je na obr&Hu Toto schéma plati jen pro lokusy na
raiznych chromozomech (z&mé se vyhybam slovu gen, nabeoyznamn&ast

polymorfismi, které jsou pouzivany pro vazbu a vazebné map®gnéachazi mimo geny.
Pramérny gen je také vyznandrvétSi nez interval mezi éwna polymorfnimi lokusy.
Vzhledem k tomu, Ze locus (lat.)=misto, da se téermin bez potizi pouzit i pro
polymorfismy v jednom nukleotidu, SNPs). Pokud js8ak dva lokusy velmi blizko u sebe,
u sava reknéme v nefitku kilobazi (kb), alelydchto dvou lokus vibec nesegreguji a&di se
tedy jako fixni kombinace neboli haplotyp (haplofgkombinace witych alel dvou nebo
vice lokusi na jednom chromozomu. Genotyp pro danou chromolzoroBlast se pak u
vétSiny lidi sklada ze dvou haplotp Tato situace (fig. 8.2) se nazyva Uplna vazba.
Nicmérg, diky crossing-overuipmeioze existuje kontinuum meznito dwma okrajovymi
situacemi. Tato neuplna vazba je popsana na dhrP8zorujeme 4 genotypové a fenotypove
skupiny jako u klasického dihybridismu, alégty pongr jiz neni 1:1:1:1, nelbmnoZzstvi
jedinai s genotypem vzniklym na zakkadrossing-ovar (tedy rekombinarif je mensi nez
mnozstvi jeding s pivodnimi parentalnimi chromosomy (non-rekombiigan®becr
muzeme pedpokladat, Zéim blize lezi oba lokusy na chromozomu, tim sp&Skeusiou ddit
spolu a tim mensi bude mnozstvi rekombifant

Muzeme tedy stanovit genetickou (vazebnou) vzdalepo&ud zngiime, jakéasto se alely
dvou lokus deédi spolu a jakasto jsou odgleny crossing-overem. Nejlépe séfinvazebna
vzdalenost u experimentalnihoéapého Kizeni. Riklad zaloZeny na datech Herrona a spol. je
na obrazku 8.4. Mysi autosomallominantni mutace "opakovana epilace”, ktera popeus
strukturu epidermis, byla lokalizovana na mysi emoaom 4, diky vazbs mikrosatelitnim
markerem D4Mit204, respektive s jeho alelou a23Z #viat bylo 10+19=29 rekombinait

a 318+285=603 non-rekomninén¥azebna vzdalenost sehjako rekombinani zlomek

(6), coz je podil rekombinaintv celkovém mnozstvi potonik

(8.1)
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Minimum rekombinaniho zlomku je 0 - Zzadny rekombinarkt pazbs Gplné. Maximum je
50%, v gipadt, Ze jsou sledované geny riemych chromozomech nebo i na stejném
chromozomu, ale velmi daleko od sebe. 50% maximeichésvys¥tlit skutetnosti, ze fi
profazi 1. zraciho&eni dochazi ke crossing-overu duplikované dvajiceomozon, proto i
pokud mezi déma lokusy dochazi vzdy ke vzniku crossing-overtet2zce jsou stale bez
rekombinace (podroksi vyswtleni, které bere v Gvahu i dvojité rekombinaceletg v
angliéting nahttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=hmigdrp.1383.




Mapova funkce

Pri konstrukci genetickych map (tedy map chromo#aaloZenych na gadi a vzdalenosti
polymorfnich marker a znaki, viz dale, tibodovy pokus) dochazi kditym problénim pri
pouziti rekombinéniho zlomku jako réfitka vzdalenosti. UvaZzujme nidklad rekombinani
zlomek mezi A a B je 0,3 (30%) a mezi B a C 0,2630Jaky bude rekombitai zlomek
mezi A a C? Jistje 0,7, nebtt maximum je 0,5 neboli 50%. Rekombénd zlomky tedy
nejsou aditivni, coZ je pro mapovani nepraktickékdtnbin&ni zlomek také nereflektuje
intereferenci chiasmat (viz dale). Proto bylo namd mnoho matematickych transformaci
rekombing&niho zlomku, aby byla umo&na aditivita a korigovana nenahodna distribuce
chiasmat. Nejznagsi je Haldanova a Kosambiho mapova funkce:

Haldane (8.2):
W=—%1n{1—2(}]

Kosambi (8.3):
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Jednotka mapové vzdéalenosti je Morgan (M) né&dstji odvozeny centimorgan (1 cM =
1/100 M). Pro malé vazebné vzdalenosti odpovidi&l 1% rekombinaci.

Vazba ve fazi cis a trans

U dihybridismu neni mozné rozlisit tyto &imozné kombinace parentalnich gendtyp
genotypu prvni a druhé filidlni generace:

AARE x aabb
AaBh

neho

Abbb zaaBE
AaBh

V obou gipadech maji F1 hybridi stejny genotyp.

Predstavte si ale, Ze lokusy A a B leZi na stejnérarnbzomu. Pak haplotypy prvniho F1
hybrida budou AB/ab, zatimco druhy bude mit gen@tgfaB. A nyni provéme Kizeni
téchto F1 hybrid s parentalnim kmenem aabb. Je jasné, Ze v prvipad budou genotypy
potomstva s fvodnimi haplotypy AB/ab (AaBb) a ab/ab (aabb), rekmanti budou mit
genotypy Ab/ab (Aabb) nebo aB/ab (aaBb), tak jakvjedeno na obr. 8.3. V druhérfigadc
jsou genotypy rekombinainta non-rekombinaitpresré naopak (obr. 8.5). Prvni moznost
(fig. 8.3), kdy jsou dominantni respektive recesiziely obou lokus na tomtéZz chromozomu
se nazyva vazebna faze cis neboli coupling. Drufpag (fig. 8.5), tedy dominantni alela
lokusu A s recesivni alelou lokusu B na jednom ofopomu a obracena kombinace alel na
druhém chromozomu F1 hybrida, se nazyva vazebmeéaifaastili repulsion.

Vazba u interkrosu



Vazba niiZe byt hodnocena také v F2 generaci (interkrosa)dsdil od zptného Kizeni
nastava crossing-over s rekombinaci u obowtodiyhodou je zvySena efektivita vazebneé
analyzy pro kodominantni alely, nabkazdy F2 hybrid je vysledkem dvou informativnich
meidz. Nicmeéna i pro kodominantni markery existujecité nejistota, pokud jsou u daného
jedince F2 generace oba lokusy heterozygotni (kab®ill). Nasssti je tato nejistota mala pro
lokusy, které jsou blizko sebe. Rekomigimazlomek se p#ita takto:

(8.4)
D= podet rekombinant 2 x {aaBB+ AAbb)+ AABL + AaBEB +aaBb + Aabb

padfet meioz 2 x padet jedinci

Jestlize jsou &které z alel dominantni, mnoho F2 hylirijeé neinformativnich - netizeme
rozhodnout, jestli jsou rekombinanti nebo nikolaaébna analyza je tedy mozna jen u
informativnicasti F2 populace. Pro autozomhecesivni znaky izeme nafiklad pouzit
pouze postizené jedince (recesivni homozygotyjyj kiemeli byt homozygotni i pro dalsi
lokusy nachazejici se ¥dné vazh. Tento gistup se jmenuje homozygotni nebo autozygotni
mapovani.

U cloveka nelze pedem zajistit spravny typ fiZeni”. Je vSak mozné analyzovat rodokmeny,
které odpovidaji backcrossu nebo interkrosu. Rodokns autosomatndominantnimi znaky
odpovidaji prakticky vzdy zZpnému KiZeni, u autosomatrecesivnich znakse zase jedna
vétSinou o interkros. Rodiny jso&t&inou malé a mnoho lokaiskteré se pouzivaji jako
genetické markery, neni vzdy polymorfnich (viz sedaymorfismy). Proto se obvykle

slwuji data z vice rodin, aby vzrostla statisticka,sdl testuje se vice polymorfnich matker
aby byla ¥tSi prav@podobnost nalezeni informativnich gendtyp

LOD skoére

Pro stanoveni vazby je velicéldzité rozliSit mezi nAhodnymi fluktuacemidio potomki v
kazdé skupi& potomki a skuténou vazbou. Vzhledem k tomu, Zeip&ié statistické
testovani se provadi pgkud odliSr¢ od jinychc¢asto pouzivanych statistickych metod, budu
se timto problémem zabyvat vice do hloubky. LODrekbefastji pouzivana statistika, je
zaloZzeno naimém porovnani pravgodobnosti nulové hypotézy, ktera pravi, ze vazba
neexistuje (rekombirgai zlomek 1/2), s alternativni hypotézou, kterdivZe existuje vazba
s ukitym rekombingnim zlomkemb<1/2. Jak se toda? Sp@itame pesnou
praveEpodobnost ziskani nasich dat 2edpokladu platnosti alternativri{1/2) a nulové
(6=1/2) hypotézy, B respektive P(1/2). PamP@) a P(1/2) pedstavuje pak "kurs" pro
vazbu. Pro jednoduchost s&8inou pouZziva logaritmus se zakladem [b@#rithm of the
odds ratio =LOD score). Pro ziné KizZeni jsou vzorce pro vypet P@) a P(1/2) relativa
jednoduché. Mjme zgEtné Kizeni AaBb x aabb ve fazi cis. Mame r rekombigant
celkového mnozstvi N jedificZ toho plyne rekombirgai zlomek d = r/N. Pro jednoduchost
piedpokladejme, Ze d je nejlepsSi aproximaci redlelévinci rekombinace (tento
predpoklad jsme jiz uplatnili v rovnici 8.1, ale pspé, Ze zvladtv malych vylkérech je na
tento fedpoklad iteba pohliZet s opatrnosti). Prépddobnost, Ze ndhodrybrany jedinec
bude mit rekombinantni genotyp Aabb je d/2, podqgino rekombinanta aaBb.
Nerekombinantni genotyp AaBb bude mit prgpatobnost (1-d)/2, stejrpro aabb.
Pravd@&podobnost naSich dat bude rovna pegatiobnosti satasného vyskytu r
rekombinani, kazdy s pravgpodobnosti d/2, dohromady (d/23 N-r non-rekombinaiit
kazdy s pravépodobnosti (1-d)/2, dohromady ((1-djf2) Tedy:



P©) = P(d) = (d/2Y(1-d)/2)*"

Jestlize plati nulova hypotéza, a lokusy nejsovass, kazdy genotyp ma stejnou
pravdpodobnost, coz dava 1/4 pro 4 genotypy, které pgeore u zptného Kizeni. P(1/2)
je sokinem N pravdpodobnosti pro kazdého jedince:

P(1/2) = (1/4)
LOD skore je tedy (po Upray.

(8.5)

F di1—d P
LOD=logy, i —=1=log f———— ]
Z1n =P S, 1727

Jsou situace, kdy je spravnigpuistit, Ze d neni spravny odhad hodnétyzejména u malych
lidskych rodokmed. V tomto gipadt je mozné najit lepSi odh&doomoci rovnice pro LOD
skore, jako lokalni maximum LOD skore (prosape KiZzeni popsané vySe je vSak LOD skore
maximalni pra¥ pro d=r/N).

Pro nas fiklad s koZni abnormalitou je LOD skore:

29 w532 =29

LOD =242,4

1=2910g,, 004614603102, 1-0.046 14+ 632108, 21

Kdyz jsme ziskali hodnotu LOD skore, jako dalSikkj@ nezbytné &init rozhodnuti, jestli
pripustit nebo zamitnout vazbu studovanych ldkirav@podobnost nulové hypotézy
nebude nikdy nul&ili je zde vZdy moznost, Ze se ve skunesti nezavislé lokusy budou jevit
ve vazls. Otazka tedy zni, jak rozurdmald musi byt pravghodobnost nulové hypotézy,
abychom ji mohli zamitnout ve prasgh alternativni. Tuto hranici si musime stanovihsa
Musime vSak mit na patti, Ze je zde mala pragdodobnost omylu.

Ve vazebné analyze se LOD skéegsSV nez 3 povazuje za signifikantni, to znamenaigqgk
pravaspodobnost vazby 1000 kré&ktgi nez pravépodobnost nulové hypotézyasto je také
tieba vylowit vazbu, nagiklad aby bylo mozZno snizit mnozstvi kandidatniehigoro dalSi
studie. Pro vyloteni vazby je pozadovano LOD skdre menSi nez -2ogvgez 100X méh
pravdEpodobna nez zadna vazba). N&&lpd s mySi genetiky vede diky vysokémutoo
jedinax k velmi vysokému LOD skore 242,4, takZze o waztle nemize byt pochyb. V
lidskych rodokmenech je ale situace odliSna. Itiaté velka rodina, jako ta na obr. 8.6, s
lokusy v gsné vazb (jen jeden rekombinant) nest& potvrzeni vazby. Tento problém je
jese vyrazrejsi, jestlize ma rodina jen 2 informativni genergako na obr. 8.6B, nelbo
nezname vazebnou fazi, a tedy musime &iaqtgak cis tak trans fazi do vy LOD skore.

Poiadi lokusi a tfibodovy pokus

Vazba niize byt vyuZzita k nalezeni genu mutovaného u géew@tic onemoaini, jak v
experimentu, tak dlovéka v rodokmenu. V tomtoifpact predstavuje jeden polymorfni
lokus postizeny (nebo zdravy) fenotyp, ktery jededn na vazbu s polymorfnim DNA
markerem (Fig. 8.6) nebo v praxi spiSe se sadogmpwfnich markel rozmistnych na
vSech chromozomech. Nalezeni takové vazby nemoc-Didiker niize byt uziténé -



protoZe je sekvence lidského genomu, aZ na nepafjinéky znama, je znama i poloha DNA
markeru. Jestlize j€$na vazba mezi timto markerem a nemoci, je geomemockni
nedaleko. Lze tedy hledat v sekvenci v okoli tohmtrkeru kandidatni geny a testovat je,
jestli neobsahuji mutace, a to i kigac, Ze o patogenezi onemaecm a mozné funkci
mutovaného genu neni nic znamo, vime jen chromolrdmpdlohu. Tato metoda se proto
nazyva "pozini klonovani".

Jednoduchéa vazba nemoc-marker ma jedetelnou nevyhodu - vime jen, Ze gen pro nemoc
musi byt v blizkosti markeru, ale daleko lepSi Piotznat gresny Usek DNA, kde se musi
dany gen nachéazet. Pak by byl &dpv hledani mutace prakticky zaem, napiklad @i
sekvenaci celého takového Useku u postizenéhocediychom museli najit zodp&inou
mutaci. Tento Ukol (nalezeni kritického useku DN pledany gen) je nejsnaze splnitelny
pomoci stanoveni padi lokus - pokud bychom byli schopni provést vazebnou anatgk,
abychom obdrzeni gadi lokusi ve vazlg, pak by nél lokus pro nemoc "padnout” mezi dva
markery - a mame nas segment.

Minimalni paet lokusi pro stanoveni gadi je samazjmeé 3. Provedeme tedyifbodovy
pokus". Vezmdme fti lokusy 1, 2 a 3 v uvedenémiali. Crossing-over fize nastat mezi
lokusem 1 a 2 nebo mezi lokusem 2 a 3, nebo moholkvout 2 crossing-overy najednou,
odcElujice tak alelu lokusu 2 od alel 1 a 3. Prgwadobnost takové dvojité rekombinace bude
relativie mala - teoteticky satn pravdpodobnosti jednoduchych crossing-avelestlize je
vzdalenost 1-2 je né@jklad 5 cM a vzdéalenost 2-3 10 cM, souje 0,05x0,1=0,005. Na
obrazku 8.7 vidite zfiné KiZeni u potkana, kde gen H s mutantni aleloutsapujici sarti
neplodnost segreguje sesdva mikrosatelitnimi markery A a B.@®®kavame 8 genotypovych
skupin, které mizeme seskupit do 4 katerogiinkkeme vidt, Ze mimo nerekombinantni
genotypy jsou zde 3 skupiny rekombinante skupif ABh nebo abH (gen H je
rekombinovan od A a B) je jen jeden jedinec. To ninys$ dvojity rekombinant a gadi je
tedy A-H-B nebo ekvivalentni B-H-A. Pokud zndmeitkou polohu markeérA a B na
chromozomu, jeden z génkteré se nachazeji v genomické DNA mezi A a Biroys
mutovany gen H.

Spravné piadi bylo uteno splgnim podminky minimalniho gtu dvojitych rekombinarit
Tento gistup miZe byt roz&en na libovolné mnoZstvi lokisStanoveni p@di se nyni rive
zdat komlikovasjsi. Nicmér, i v ttibodovém pokusu, spravnéipdi znamena minimum
dvojitych rekombinaci a nasleéiminimalni délku genetické mapy. Spravna genetiok@a
je tedy ta nejkratSi - a hledani takové mapy sprd&nadno zautomatizovat pro mnoho
lokusi. Friklad takovych vysledk ukazuje obrazek 8.7C pro mapovani mysi mutacadyxo
zpasobujici poruchu vyvoje k@etin a infertilitu. VSimgte si, Ze zobrazeny usek
chromozomu je tak maly, Ze zde neni ani jeden tvmkombinant. Resto je péadi lokusi
stanovené autory (Buaas a spol., 2004) nejlepShéngepsitame-li moznost otot celou
mapu vzliru nohama).

Nyni, podivame-li se zp na iklad na obr. 8.7A a B, pragdodobnost rekombinace mezi A
a H a zarove mezi H a B, tedy dvojitd rekombinace, ktera byfarbyt sodasnym vyskytem
dvou nezavislych rekombinaci, byéka byt rovna sotinu prav@&podobnosti jednoduchych
rekombinaci. V naSemipact 0,127 x 0,088 = 0,0112. Skite frekvence je vSak niZsi,
0,0029. To je &né pozorovani, které bylo potvrzeno i na Urovigloe genomu. Zéthto dat
vyplyva, Ze vyskyt crossing-overu oulivje negativl vznik druhého crossing-overu v jeho
blizkosti. Tento jev se nazyva interference. Mimeiference se mozno spi@t jako

koeficient interference, ktery naiika, jak velky podil potencialnich dvojitych crasgiovefi
byl inhibovan pitomnosti prvniho crossing-overu:



(8.6)

i—1— pozoravany podid dvajitych relombinants

afaldvand pravdépodabnast dvajité rekambinacs

Poner aktuélni a sekavané frekvence dvojitych rekombinast nazyva koeficient
koincidence (coc). Pro nasiklad je i=0,74 a coc=0,26. Mame tedy pouze 2@#&kavanych
dvojitych crossing-ovei, jinymi slovy 74% moznych dvojitych rekombinacildynhibovano
po vytvaeni prvniho chiasmatu. Interference vede k rowragSimu rozlozeni crossing-
overi podél chromozomu, coz je prasgbdobré funkéné vyznamné, najklad vzhledem k
tomu, Ze chiasmata vytiena procesem crossing-overu jsou mistem kohezelbgrmioh
chromozoni v meidze a substituuji tak kohezni funkci, ktenoaji v mitbze centromery.
Rovnonerné rozlozZzeni chiasmatiie tak vést k mensSimu ¢ta poruch segregace a zajistit
vyskyt alespd jednoho chiasmatu na chromozom, jako nutnou pokimpno spravnou
segregaci.

Polymorfismy

Polymorfni lokusy neboli polymorfismy se v populagskytuji nejmeén ve dvou alelach.
Neékteré maji fenotypové projevy, ale vSechny jsouskpdku variace na urovni DNA, v
genotypu. Minimalni polymorfismus je pak polymorfigs v jednom nukleotidu, SNP.

Pro vys¥tleni, vSichni lidé maji najklad gen pro angiotenzin konvertujici enzym. Ale
nektefi mohou mit tento gen migrodliSny od druhych, mohou mit odliSny nukleotitery se
muze grekladat do odlisné aminokyselinyjpadre tyto varianty enzymu mohou konvertovat
angiotenzin | na angiotenzin liznou rychlosti, coz dze vést k odliSnému krevnimu tlaku u
téchto 2 skupin lidi. Ale pozor, tentettz pricin a nasledi je Zidka Uplny az na Urovie
fenotypu.

Technicky povazujeme lokus za polymorfni, pokudvz@crejSi alela ve studované populaci
frekvenci alespi 1%. JestliZze je frekvence alely mensi, hdwve o vzacné alele. RozliSeni je
to porekud svévolné, ale pomaha zjednodusit pofnilajiné genetické studie.

Jednotlivé druhy polymorfismu

« monogenyd podmirgné fenotypové znaky

« krevni skupiny

« Sérove proteiny

« HLA antigeny

- tandemoveé repetice - minisatelity, mikrosatelity
« SNPs - RFLP a ostatni SNPs

Pcatet viditelnych nebo snadno detekovatelnych polymiolf monogennich fenotyp
(napiklad 2 nebo vice mendelovskych zha#iko je barva kstu u hrachu) je limitovan na
malé mnozstvi. Pro uspokojeni fadiy vice polymorfnich lokusje nezbytné prozkoumat
organismus na hlubsi arovni.

Historicky prvnimi takovymi polymorfnimi lokusy bylkrevni skupiny, vysoce polymorfni
proteiny (MN, Ss, Rh) nebo sacharidy (ABO) nadiumé membra#icervenych krvinek,
snadno detekovatelné aglutinaci erytrécgpecifickymi protilatkami.



Varianty hojnych sérovych protdirse daji vySébvat pomoci rozdilné pohyblivostiip
elektroforéze.

MHC (HLA) antigeny, nejvice polymorfni skupina peotd, jsou velice vhodné pro vazebné
studie, které jsou ale limitovany na kratky Usekoomozomu 6, kde se tyto geny nachazi.
Daleko vice polymorfisiin existuje a Mmze se stanovovat na urovni DNA.

VNTRSs = variable number of tandem repeats, vamdlpitcet tandemovych repetic jsou
polymorfismy minisatelitnich sekvenci, které s¢Sinou analyzuji pomoci Southernova
blotu. Pokud na obou stranach fragmentu DNA obsaing tandemovou repetici a také
unikatni sekvenci lezi resttiki mista, nizeme vyrobit z unikatni sekvence Zaaou sondu,
ktera se mize hybridizovat se Southernovymi membranami, kdeasabilni mnozstvi
repetic projevi jakotzna elektroforeticka mobilita fragméntPokud je sonda vyrobena z
vlastni repetice, budou zviditeimy vSechny podobné minisatelity z celého genomu.
Dostaneme tak dosti komplikovany "otisk", diky vikéanie polymorfismu unikatni pro
kazdého jedince. Tato metoda byla uzivana ptowsmi identity. Nyni jsou vSak minisatelity
prakticky vygsnény pouzitim mikrosatelit jako genetickych mark&i pro forenzni gely.

Mikrosatelity (viz kapitola Repetitivni DNA), takéhamé jako kratké tandemoveé repetice
(short tandem repeats, STRS) jsou sekvence nackyméacim, diky mechanismu
nerovnondrné rekombinace a "skluzu" polymerazy na repetieiré néni paiet repetic.
Nicmért tato nestabilita je za normalnich okolnosti detekelna pouze v evainim
metitku, pokud srovname rychlost vyvoje mikrosateitvyvojem jinych sekvenci. To
znamena, Ze v tomt@asovém ramci doslo k akumulaci mnoha mutaci mikedisav
populaci, tyto mutace pak bylgt&inou neutralni (ani vyhodné, ani nevyhodné). ¥gkem
je piitomnost ®gkolika alel liSicich se pgem opakovani pro dany mikrosatelit v lidské
populaci. To dla z mikrosatelii uzitené genetické markery, nebdélka repetice fize byt
snadno zjisovana pomoci amplifikace metodou PCR, s oligonuldesymi primery
umisgnymi v unikatni sekvenci obklopujici repetici, ag@enani délky amplikoi gelovou
elektroforézou. VySéeni zaloZzené na mikrosatelitech je relatijgdnoduché a levné, a proto
se Siroce vyuziva ve vazebnych, aséieh a populénich studiich, pro DNA diagnostiku i
pro forenzni Gely.

Vyhodou mikrosatelit je vysok& mira jejich informativnosti v rodokmehe® rodokmenu je
marker neinformativni tehdy, pokud je jeden tdgbmozygotem, nebo pro 1/2 potofmk
pokud jsou oba rodé heterozygoti pro stejnou kombinaci alel. Jak@&gy pravédpodobnost,
Ze je marker informativni? Budiz p(i) frekvencelgliev populaci, p(if je pravépodobnost,
Ze je 1 rodi homozygot pro alelu i, 4pf(j) je pravépodobnost, Ze oba ragi budou
heterozygoti pro alely i a j. Potom se mira infotinmeosti daného polymorfismu
(polymorphism information content, PIC) bude rovnat

(8.7)

PIC=1-2,7{-2, 2, 2pip;

i=1 i=1 j=i+l

Pro typicky mikrosatelitni marker s 5 alelami, kdZdfrekvenci 0,2 je PIC 0,77 (nebo 77%),
zatimco pro RFLP polymorfismus saiwa alelami, s frekvenci 60% a 40% je PIC pouze 0,36
nebo 36%.



Podrobnosti ve Strachan a Read,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcqi?rid=hmection.1387

Hlavni nevyhoda mikrosatelife omezena moznost paralelniho viget vice markeirv
jedné zkumavce (multiplexovani). Nejvice uzivanytiplex je DNA vySeteni pro forenzni
Ucely, které obsahuje standa&dt3 mikrosatelitnich markér(databaze CODIS na FBI, vice
informaci také v databazi mikrosatelitnich matkeSTRbase,
http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/fbicore.htultiplexni zpracovani je mozné diky
pouZziti 4 fiznych fluorescentnich barviv na zZeai primet pro PCR aiizné délce
amplikon se stejnou barvouizné alely mikrosatelitniho markeru se obvykle ji$i o délku
1 nebo &kolika repetic, je tedy mozné najpro tetranukleotidovou repetici 0 12 alelach
navrhnout délku amplikonu PCR na 100-150 bp, adputiou podobnou repetici 200-250
atd., aby nedochéazelo kgkryvu. Riklady sekvenci mikrosateiita jejich podoby p
elektroforéze je na obr. 8.8.

SNP (vyslovuje se, alesp@ anglickém prosedi "snip"”) = single nucleotide polymorphism,
polymorfismus v jednom nukleotidu, je nejmensi miogeneticka z#éna, tykajici se pouze 1
paru bazi. ResrEji, SNP se objevuje tam, kde jeden nukleotid jakda adenin je nahrazen
jakymkoli jinym nukleotidem T, C nebo G, a to vezmamn&asti populace (>1%). Jeeba
mit na mysli, Ze jeden nukleotid znamena ve sigsti 1 par bazi v DNA. Jestlize je A
nahrazen C, musi byt v komplementarité@®zci T nahrazen G. Odhaduje se, Ze v lidském
genomu je pimérné 1 SNP na 1000 bp.&&ina SNP pak lezi mimo kodujici sekvence, ty
které lezi uvnitexoni jsou evazrié bez vlivu na aminokyseliny, diky degeneraci
genetického kodu. ekteré SNP jsou v restitkich mistech - jedna alela Woestrilkcni

misto, druha se liSi od konsenzu pripshi restrikni endonukledzou. Tyto SNP mohou byt
stanovovany jako RFLP (restriction fragment lengohymorphism, polymorfismus v délce
restrikinich fragment) pomoci Southernova blotu s DNA:Senou pisluSnou restriéni
endonukleazou a s detekci Zeaou sondou, nebo pomoci PCR, amplifikaci fragmsntu
primery okolo restrikniho mista a naslednym rogdenim produktu reakce resttik
endonukleazou (Obr. 8.9A). Ne vSechny SNP aleeggtrikcnich mistech, a proto jsou
tieba jiné metody. Ty jsou zaloZeny na hybridizaciOfNoligonukleotidy, sekveimeé
specifickymi pro kazdou variantu, nebo na jednokrekpolymerazové reakci s primerem
tésre vedle SNP a zri@nym nukleotidem. VyuZzitim DNA mikegpu Ize tyto metody
efektivre multiplexovat. Pomoci nejmodeijgiho 500k GeneChip od firmy Affymetrix I1ze
urcit najednou genotyp 500 000 SNP, na démpech o 250 000 SNP (princip viz obr. 8.9B,
ktery popisuje starsi, "jen" 100k set). Metodag®zena na gteni sily hybridizace
oligonucleotiai odpovidajicich jednotlivym sekveémim variantam, jako kontrola se pouZzivaji
oligonukleotidy se zagmné vnesenou chybou.

Nevyhoda SNP je omezené mnoZstvi alel v populamréticky zde izou byt az 4 alely na
SNP, ale obvykle jsou jen 2. Informativnost jedn&@idP je tedy relativhmala. Vygznost se
ovSem da zlepsit paralelnim zpracovanim vice SHRafyzou haplotypspiSe nez
jednotlivych polymorfisni. Je tedyiteba vice SNP k ziskani té samé informace jako
poskytuje jeden mikrosatelit, ale paralelni zprasd\SNP je daleko snazSi. SNiegstavuji
vyznamny pispivek ke genetické variabitittlovéka. Cast této variability raze byt funkni -
SNP v kédujicich sekvencich, které vedou keémhaminokyseliny, a SNP v regudlsich
sekvencich. Probih&a nyni velky mezinarodni projtdpMap
(http://www.hapmap.org/index.hthls ambicidznim planem postihnowtsinu této diverzity
pomoci typizace rozdilnych populaci na SNP. Prstifici, nejnowji prispéla data ziskana v




projektu HapMap k objagni genetické zrny, ktera je podkladem &tlé barvy pleti u
Evropari (Lamason a spol., 2005).

Referenéni genetické mapy pro¢lovéka

Proc¢loveka jsou nyni k dispozici 3 celogenomové genetickezébné) mapy. VSechny jsou k
dispozici na internetu, nappies lidsky genom v NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/

2 mapy (Genethon a Marshfield) jsou zaloZzeny nénémth z CEPH (Centre d'Etudes du
Polymorphisme Humaine in Paris), mapa od spraleti deCODE na 146 rodinach z Islandu.

Vztah genetické mapy a DNA sekvence

Paadi lokusi urcené pomoci vazby by &o byt vzdy stejné jako gadi €chto lokusi v DNA
sekvenci podél chromozomu. Kdykoli tedy nesouhpaiadi v sekvenci s genetickou mapou,
musi byt chyba v genetické mgw sekvenci nebo v obou. ProtoZe sestavovani sekve
genetickd mapa jsou na safiezavislé, mze byt geneticka mapa vyuzita k hledani a oprav
chyb v sekvenci.

Vztah mezi vazebnymi vzdalenostmi v cM a DNA seloige na druhou stranu slozity.
Celogenomoveé porovnani genetické mapy z deCODEegnéesekvence lidského genomu
vede k ptmérnému odhadu 1,13 cM/Mb (1,13 centimorganu na labégj, tedy 1000000
pari bazi v DNA), ale roz§ti hodnot je vice neZ jedé¢ad. Sodasny model fedpoklada
stiidani horkych mist pro rekombinace a rekoméimeh “"pousti” podél chromozomu. Lze
jmenovat ukita obecna pravidlaCetnost rekombinaci i variabilita tétetnosti je ¥tSi u zen.
Typické rekombinéni poust (tedy mista kde dochazi k nejnéé&rossing-oveaim) jsou
centromery, frekvence rekombinaci stoup&rem k telomeram. Typicka horka mista pro
rekombinaci jsou pseudoautozomalni oblasti na &omeich chromozomu X a Y, kde vznika
pii spermatogenezi obligatni chiazmankweajisSteni spravné segregace chromozomu X a'Y
do spermatid. Diky projektu HapMap bychondlinziskat nahled jemné rekombitra

struktury chromozorin, zejména sdileni SNP haplotygkteré nebyly ubec rozdleny
rekombinaci (haplotypy v Upiné vagdb

Klasické vyuziti vazby v medicir - nepFima DNA diagnostika

Vazba niize byt vyuZzita v DNA diagnostice. Pokud neznamstviegeneticky defekt, ktery
je podkladem monogesmodmirgného onemoaini, nebo pokud v daném genu existuje
velké mnoZstvittznych mutaci, Izefiesto konzultovat rodiny v riziku, pokud zname atésp
priblizné chromozomalni lokalizaci vlastniho genetickéhotigesi. MiZzeme jednoduse
pouzit rtjaky polymorfismus, ktery se nachazi na danéméngishomu, stanovit genotyp
zdravych i nemocnyclend rodiny (pro tento polymorfismus) a snazit se dexhakt, ktera
alela daného polymorfismu je ve v&zbpatogenni alelou a takto predikovat genotyp v
lokusu pro onemoemi a stanovit riziko v prenatalni nebo presymptackatdiagnostice,
pripadre riziko prenaseéstvi. Mizeme s vyhodou vyuzit i dosti vzdalené polymorfarkery.
Vezmeme si napiklad autosomakdominantni onemoeni a polymorfismus lezici 1 Mb od
patogenniho genu, typicky gkolika dalSimi geny mezgémito dwma misty. Pesto bude
praveEpodobnost rekombinace pouze kolem 1%, a tak busleapini diagndza spravna na
99% - vyznamneé zpsréni oproti genealogickému riziku 50%. Nevyhodou téeégiimé
metody je patba UpIné rodiny, s jiz postizenyieny. Jinym komplikujicim faktorem je
skute&nost, Ze v kazdé rodirbude onemocimi ve vazl s jinou alelou polymorfismu (je to



.....

tieba stanowt genotyp pro dalsi polymorfnl lokussZ najdeme lokus informativni.

Obréazky

Obr. 8.1 Dihybridismus podle Johanna Gregora Mendel

Pro lokusy naitznych chromozomech jsou v populacétrych Kizendi AaBb x aablityti
rizné genotypy, které mohou byt pozorovany jali rizné fenotypy jak pro kodominantni,
tak pro dominantni a recesivni alely. Kazdy genatgstejnou pravgbodobnost 25%,

Stpny pongr je 1:1:1:1.

parentalni gen. AABB | a_abb
L[
I * 1)

F,xP AaBb aabb
AI - a a--a
BR b b Wb
zpétni kfizenci AaBb ﬁiabb aaBb aabb
AI -a AI-'a a- -a a-—a
BI b b+ b BI--b bHAb
fenotyp AB Ab aB ab
Stépny pomeér 1 1 1 1
frekvence 25% 25% 25% 25%

Obr. 8.2 Lokusy v ®sné vazlg ve zgitném k¥izeni - vazba uplna
Lokusy které jsou fyzicky velmi blizko u sebe selidvzdy spoléné. V populaci zgtnych
kiiZzendi jsou jen d¥¢ genotypove i fenotypovéitly se stejnou pravgodobnosti 50%.



parentalni generace AABB aabb

N H
B||B X bl

F.xP AaBb aabb

b A —
2ils x gl

zpétni kfizenci AaBb aabb
a jA ara
b- BB bH Hb
fenotyp AB ab
Stépny pomeér 1 1
frekvence 50% 50%

Obr. 8.3 Vazba ve zpgtném kiizeni - obecny model

F1 hybrid maiizné alely v kazdém lokusu na dvou homolognich clemmmech, neboli
kazdy chromozom ma 8yhaplotyp. Pokud iZzime F1 hybrida zfiné¢ s parentalnim
kmenem, éekdvame , Ze v potomstvekteii zdedi Zluty chromozom, jinterveny (od F1
hybrida, od parentalni linie je to vzdy Zluty chramom). Jestlize vSak dojde ke crossing-
overu mezi lokusy A a B, vzniknou dalSiédyenotypovéifdy s novou kombinaci alel (s
rekombinantnim chromozomem), tito potomci se nagye&ombinanti. Kolik bude
rekombinani? Jak je vidt na obrdzku 8.2, pokud jsou lokusy velmi blizkemusi byt Zadny
rekombinant. Na druhou stranu maximalni mnozstomgbinanti je 50%, jak nize byt
dedukovéano ze skuteosti, Ze rekombinace nastava v paru duplikovaimgeholognich
chromozond. VSimrete si, Ze situace s 50% rekombingja ekvivalentni a nefize byt
rozliSena od fipadu volr rekombinovatelnych lokuisna iznych chromozomech (obr. 8.1).



parentalni generace AABB aabb

A A ara
X
B B bHHb

F,xP Ath aar_:r_b
a1 gA aa
bH BB b+ b
zpétni krizenci AaBb Aabb aaBb aabb
ar BA a--IA ariHa ar|a
b- §B bHHb b+ IB b+ Hb
fenotyp AB Ab aB ab
Stépny pomér  >1 1 1 >1
frekvence (25%:;50%) <25% <25% (25%:;50%)

Obr. 8.4 Zpétné kirizeni u modelového onemoemi u mysSi

"opakovana epilace" (repeated epilation, Er) j@aoinal® dominantni mutace s abnormalni
proliferaci a diferenciaci keratinogéyti heterozygdt. Er/Er homozygoti umiraji in utero. Aby
byl zjistn geneticky defekt, ktery je podkladem tohoto onemioi, byla testovana vazba Er
a genetikych markérv mySim genomu. Na obrazku vidite vazbu Er (mutaalela Er, alela
divokého typu [wildtype, wt] zngena +). a markeru D4Mit204 (DNA segment na
chromozomu 4, Massachusetts Institute of Technot@gly 204, se dsma alelami al a a2).
Tato studie (Herron a spol., 2005) vedla nakoneehtifikaci mutace v genu pro stratifin a
ukazala natlezZitost stratifinu jako regulatoru b&meého cyklu mySich i lidskych
keratinocyti.



wit
4-month-old

F,xP al/a2 +/Er alfal +/+

D4Mit204 a1 §a2 al rail

“epilace” + Ty *EH B *

backcross E'!.I"ELZ +/Er alla2 +/+ a1!;e_ﬁ_+fEr a1fa1_+f+

D4Mit204 a1 Ba2 al- §a2 alH Ha1l alH Ha1l

“epilace” +-{ BEr +HH+ +- BEr +I_ o
fenotyp postiZzen wi postiZzen wit
pocet zvirat 318 10 19 285

Obr. 8.5. Vazba ve fazi trans

Situace je velmi podobna obrazku 8.3. Jen u Flitiglye recesivni alela a na stejném
chromozomu s dominantni alelou B (haplotyp aB)aobr na druhém chromozomu. F1
hybrid mé tedy sestavu haplofypB/Ab. VSimréte si, Ze pokud napiSete genotyp klasicky
AaBb, nerozliite F1 hybrida z obr. 8.3, s haplgtyB/ab.Cetnosti potomk jsou obracené
ve srovnani s obr. 8.3. - non-rekombinanti z ol8.j8ou nyni rekombinanti a naopak. Na
tomto obrazku jsou uvedeny obecné vrozce pion§t ponér a frekvenci jednotlivych

genotyi.



A IA a| a
X
b| b B B
F,.xP AaBb aabb
AR 1A arfa
b- §B bH b
zpétni kfizenci AaBb Aabb aaBb aabb
ar jA a"'IA aria ara
b §B bHHb tJ—IB bH Hb
fenotyp AB Ab aB ab
stépny pomér 1 (1-0)/0 (1-0)/0 1
frekvence 0/2 (1-0)/2 (1-0)/2 0/2

Obr. 8.6. Vazba v lidském rodokmenu

A: Rodina s jedinci trpicimi autosoméldominantnim onemoénim byla genotypovana pro
vysoce polymorfni marker s alelami A1-A6. Onemindrje ve vazb s alelou Al, s vyjimkou
jedince lll/4, ktery je prawtpodobré rekombinant. Rekombigai zlomek je 0,1. LOD skore
1,6 je vSak nedostatee pro potvrzeni vazby.

B: Stejna rodina jako v A, ale genotypy pratagidiejsou znamy. To komplikuje vazebnou
analyzu, nebbneni jasné, jestli je ve vazlb onemocénim alela A1 nebo A2. | kdyz
vysledky teti generace mluvi pro alelu Al, LOD skére musim#tpt tak, abychom vzali do
Gvahy a priori stejapravépodobné moznosti, a tak je LOD skore pouze 1,3.
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Obr. 8.7 Paradi lokusi

A: gen h pro autosomairecesivi dédi¢nou infertilitu samé (hh homozygoti neplodni, HH
a Hh normalni) byl "zamapovan" mezi dva mikros&télnarkery D10Rat34 (s alelami A a a)
a D10Rat57 (s alelami B a b) ve¢amem Kizeni aabbhh x AaBbHh. aabbhh musela bylikv
neplodnosti sanicsamice. V tabulce je u potorinkouze jeden haplotyp, druhy (maternélni)
je vzdy abh. Genotypy jsou seskupeny tak, Ze rekaasb mezi lokusem A a lokusy B+H
vyusti v genotypy aBH/abh a Abh/abh. Dvoijity crogsover m&adow nizsi



praveEpodobnost nez jednoduchy, identifikace této skupakpmbinani je tedy snadna.

B: geneticka mapa vytwena z dat v tabulce A, s vazebnymi vzdalenostnentimorganech
(cM), vypcazitanymi pomoci Haldanovy nebo Kosambiho mapové denk

C: Mapovani mysi autosomélnecesivni mutace luxoid (lu), ktera ovliye vyvoj kortetin a
spermatogenezi s pouzitim marnke&a mySim chromozomu 9. Porovnanim gentyp
markerech (bilé jsou alely z postizeného kmeéamé z kontrolniho kmene) s fenotypem (+
je divoky fenotyp, lu je postizeny fenotyp) nam mlge, Ze luxoid musi lezet mezi markery
D9Mit256 a D9MIit99. Tato studie (Buaas a spol.,£208dhalila mutaci v Plzf
(promyelocytic leukemia zinc finger) a rozpoznalaf fako dilezity regulator proliferace
kmenovych buék.



A D10Rat34 = A, D10Rat57 = B, infertilita = h,
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genotyp pocet % rekombinace?

ig: 266 78,24 parentalni genotypyl
‘f‘Bh 1 0,29 dvojnasobny crossing over
abH
iillj 43 12,65 jednoduchy crossing over
aBh 30 8,82 jednoduchy crossing over
AbH - Jednoduchy crossing ove
340 100,00
B
Haldane 146 9,7 cM
Kosambi , 129 | 89  cM
| 1 I
A hd B
C
~
(11 I 1
oz ) ! + Olm O 1J (] -+ DOMIt256
r "L:L:_I'_‘J'.JIIUII.
punzss (11 9 v L'I_I ;II Jym l:]wa
e [0 L OfC W W W g e
oz (] (101 |0 MWW Iu
vrf-"-r.“.l‘.jll.“ﬂl n
ne i [] [;J_llf:]l n
o) O 0 @0 m|mom
‘ ‘ =+ DI9MIit99
) . I \.. .,J Bu.‘:asc ol 2004

Obr. 8.8 Dinukleotidové a trinukleotidové repeticgako priklady mikrosatelitnich
sekvenci.

Vlevo - mikrosatelity s okolni sekvenci DNA. Sekeemprimeru na 5” stréne ZIug, primer
na 3" straé je komplementarni k sekvenci ozeaé zele#. Vlastni mikrosatelit je mae.
VSimngte si utité degenerace trinukleotidového mikrosatelitu e¥\@nci obklopujici
dinukleotidovy mikorsatelit je je§jeden tetranukleotidovy.

Napravo - piklad elektroforézy v polyakrylamidovém gelu prcaamikrosatelity. DNA byla



obarvena flourescentnim barvivem ethidium bromidewyfotografovanaip ultrafialovéem
oswtleni. VSimrete si komplikované struktury amplifikovanych fragmig zvIast u
dinukleotidového mikorsatelitu. To sé&gsuje "skluzu" polymerazy (chybdigpolymeraci
vedouci k pidani nebo méhcasto odebranigkolika jednotek repetice, viz kapitola
repetitivni sekvence) a vzniku heteroduglgxi PCR (heteroduplexy maji niZSi pohyblivost,
zejména v polyakrylamidovém gelu).
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Obr. 8.9 Analyza polymorfismi typu SNP

A: SNP v restriknim mis€. DNA segment se amplifikuje pomoci PCR, s prin&iy 3" od
restrikkniho mista a produkt PCR reakce spiSpati¢nou restrikni endonukleazou.
Fragmenty jsou separovany elektroforézou v agamoyelu. Vzorky A a B jsou
homozygotni kontroly. Pokud oztiane alelu s restriinim mistem + a alelu bez resthikho
mista -, bude A +/+ kontrola, B kontrola -/- a gy v rodirg budou 130-132 +/+, 133
heterozygot +/- a 134 ¢phomozygot +/+.

B: . Analyza SNP na mikegpu. Genomicka DNA se &pi restrikini endonukleazou na
konstantnich mistech. Takto vzniklé fragmenty jpak ligovany k syntetickym
oligonukleotidovym adaptém a amplifikovany pomoci PCR (primer odpovida sekve
adaptoru). Pomoci PCR nelze amplifikovéti dlouhé fragmentyiimz se zredukuje
komplexita vzorku. Tyto fragmenty se rozlamou ndékausky, ozné fluorescexiné a
hybridizuji s mikr@ipem. Pro kazdy SNP mikégp obsahujgadu rékolika oligonukleotid,
které hybridizuji s alelou A (obsahuijici ifaguanin) a druhotadu oligonukleotid, které
hybridizuji s alelou B (obsahujici na@denin jako polymorfni nukleotid). Mikép se
vyfotografuje pod fluorescentnim mikroskopem a dgpy se odé&tou, jak je nazngno na
obrazku. Mikr@ip na obrazku je vyroben pro analyzu 50000 SNP.
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Tabulka 8.1. Vazba u interkrosu

Tabulka pedstavuje interkros, ale vyobrazeny jinak nez jey&lé u dihybridismu - zde je
jeden lokus ve sloupcich a druhyadcich. nr = non-rekombinant (fagenotyp AABB), c.o.
= crossing-over (n@pgenotyp AaBB), 2 x c.0. = crossing-over na obloromozomech
(neple‘te si s dvojitymi rekombinanty dibodového pokusu). Pro genotyp AaBb,
nerekombinovany haplotyp AB/ab nelze odliSit odjdésobr rekombinovaného Ab/aB. Pro
lokusy vzdalené 10 cM, dvojnasabrekombinovanych bude v genotypu AaBb asi 1,2%, a
nemusime tedy&Sinou tuto moznost brat v tvahu.
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