Genetika komplexnich znaki

Geneticka slozka komplexnich onemoami

Pricinou sodasnéeho prudkého ni#stu prevalence diabetu a dalSich "civiéiaich"

onemocgni evident& neni markantni zéma genetického fondu lidstva, ale spi$ se jedné o
disledek m¢nici se slozky progtdi, zejména pak nastupu tzv. zapadniho Zivotrtito, $j.
predevsim zvySeného energetickéliignpu a snizené miry fyzické aktivity. Nicm&tento
stav vyplyva z kombinovaného (interaktivnih@spbeni zrany prostedi, ktera se projevuje
pusobenim na citlivy genotyp. N&ifomnost genetické sloZky v patogenezi diabetu ujkaz
nékolik pozorovani:

1. Hromadéni (agregace) znaku v rodinach

Pokud ma §jaky znak #etelnou tendenci &asgjSimu vyskytu v rodinach, jednim z moznych
davoda je vySSi mira sdileni gémmezicleny rodiny, z nichz &které predisponuji svého
nositele k danému onemagn. Je ¥ejmeé, Ze samotny fakasgjSiho vyskytu znaku v
rodinach neniikazem pro existenci vyznamni genetické slozky.WNakiazuji mj. i dalSi
indicie. Jednou z nich fze byt odhad rizika manifestace znakurilbpznych diabetik s
koeficientem pibuznosti 0,5 (&i, sourozenci). Najklad ma-Ili jeden rodidiabetes 2. typu,

je priblizné 40% pravdpodobnost, Ze se diabetes vyvine u jeho potomka-llpostizeni

oba rodte, riziko se zvySuje na 70%. Navic se ukazuje,radiabetiti pribuzni diabetik

mayji zhorSenou inzulinovou senzitivitu a vy3Si adnzulinu oproti kontrolam.

2. Studie dvogat

Dvojc¢ata jsou jedingnym "experimentemifrody na lidech" a studium souliodvojcat

prispélo znanou nErou k prvotni identifikaci genetické sloZksdy onemocni.

Jednovajéna (monozygoticka - MZ) dvéata vznikaji roz&penim jedné zygoty a jsou tedy
geneticky identicka (s vyjimkou nahodné inaktivacehromozomu u dvaépt Zenského
pohlavi) a sdileji row¥ i intrauterinni prosedi. Naproti tomu dvojvai@a (dizygoticka -

DZ) dvojcata vzeSla z oplo@ni dvou fiznych oocyit sdileji navzajem jen jednu polovinu
ger (stejré jako jakykoli sourozenecky par). U studii dda se zjiuje konkordance, tedy
shoda a diskordance - neshoda uvmétru dvo§at pro sledovany znak, tedy rfagiabetes.
Porovnanim konkordance MZ a DZ dvaf je mozné odhadovat péngenetické a
negenetické determinace daného znaku, kde plgtokied naleznemestsi konkordanci

mezi MZ dvofaty ve srovnani s DZ duigty, s\wdci to pro gitomnost genetické slozky
sledovaného znaku. Pokud konkordance mezi MZ&dwpjnaopak neni Uplna, povazuje se to
za indikaci ulohy negenetickych faktoiZajimavym zji&nim jedné studie bylo, Ze kdyZ byla
opakovag vySetena skupina MZ dvoat patnact let potwodni studii, 76% pdirpavodre
klasifikovanych jako diskordantni pro dany znalstdo konkordantnimi.

3. Etnicka variabilita

Pri globalnim pohledu je mozné zjistit mnohonasobwedilnou frekvenci mnohych
komplexnich onemoemi mezi jednotlivymi etniky. Bkteré etnické skupiny vykazuji
extrémr vysokou prevalenci civilizanich chorob, které je vystlovana recentni selekci tzv.
"Usporného genotypu" mechanismerazivani jeding nejodolrgjSich Wic¢i ¢asto se
sttidajicim obdobim nedostatku a nadbytku potravy. i@nzecast rozdilu frekvence
civiliza¢nich onemocEni mezi jednotlivymi etniky pada na vrub negenstiok kulturre-
socialnim faktoitm, protieci fakt, Ze rozdily mzeme pozorovat i mezi skupinami s
podobnym Zivotnim stylem a dietnimi navyky.



Metody a uskali zkoumani genetické komponenty kompknich onemoc#ni

V z&sad jsou pouzivany dva postupy identifikace gedpowdnych za komplexni
onemocgni. Prvni zjisob vychazi z jiz existujici znalosti vztahu dangbau/proteinu ke
konkrétnimu onemoami anebo se takovy vztah da vzhledem k dosud zyskgnoznatkm o
jeho funkcici strukture predpokladat. Takovy "furthi* kandidat je pak podroben detailni
genetické a molekul&érbiologické analyze a jsou testovany hypotézy ciaso/

kosegregaci specifickych variant (polymorfisndaného genu se zkoumanym znakem, tedy
piimo diabetem neboshterym z tzv. pechodnych fenotyjp Tento postup je v literate
nazyvan "functional cloning" (¥estire odpovida nefiliS pouzivanému vyrazu futhi
klonovéani). Oproti tomu druha metoda vychazi wptuz identifikace oblasti genomu, kde se
na zaklad vazebnych studii nachazi misto (lokus), ktery ayare ovliviiuje variabilitu
zkoumaného znaku. V méshejsilrgjSi vazby se pak v idealnintipad molekularr
genetickymi metodami shrnutymi v pojmu p&i klonovani ("positional cloning™) podia
identifikovat zodpowdny gen, resp. jeho alelu kauz&Bpjatou se segregujicim znakem.
Diky prudkému narstu p@tu znamych gein ke kterému doslo vigledku rozsahlych

projekii sekvenace genantlovéka a modelovych organismse ok metody nejast;i
pouzivaji zarovi, kdyZ jsou identifikovany prawgodobné kandidatni geny v iseku genomu,
jehoz spojitost se zkoumanym znakem ukazala vazahaigza. Pro tuto strategii se pouziva
"pozi¢né-kandidatni pistup” (positional candidate gene approach). Tedétspekty
genetické analyzy komplexnich zrigkou detaild popsany v dostupnych publikacich
(Hatina a Sykes, Lékska genetika 1999), takZze se omezime jen na z4ktadnakteristiku
dvou majoritnich postup

1) Vazebna analyza

Pro vazebnou analyzu (linkage mapping) komplexai@ii jsou nefastji uzivané tzv.
neparametrické metody, tedy takové, kde a priguiedpokladame zadny konkrétniizob
dedicnosti, p@et gerii nebo miru vlivu negenetickych faktorJ vybrané skupiny rodin s
frekventnim vyskytem onemoéni, pripadré u souboru sourozeaedilejicich wity fenotyp
zkoumame, jestli postizeni jedinci vyznafriiastiji nesdileji rekteré alely. Toto testovani
predpoklada znalost genotypu pro stovky mist v genojeding: ze souboru. Pro
genotypizaci se n&jstji pouzivaji stovky anonymnich markerozmistnych po celém
genomu, charakterizujicich polymorfismy typu milatediti (kratkych repetic di-, tri- nebo
tetranukleotid) s vysokou mirou heterozygocie, ktera je zaklageminformativnost
analyzy.



»Pozicné-kandidatni pfistup®
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2) Asociani studie

Asociani studie se {fimo zangtuji na testovani vztahu mezi konkrétni alelou, ggpem
nebo haplotypem (souborem Uzce vazanych gefiptypnemoceénim. VEtSinou maji
asoci&ni studie charakter "case-controltifead-kontrola), kdy je porovnavano relativni
zastoupeni witého polymorfismu mezi skupinami, z nichz jedna&anemoceni vykazuje
(diabetici), zatimco druha nikoli. Pokud jeti pachovani zasad spravného #tbobou
skupin a po statistickém odfiltrovani fal€Jozitivnich vysledt nalezena asociace mezi
zkoumanou genetickou variantou a onengoém, |ze vyslovit pedpoklad, Ze tato alela
n¢jakym zpisobem s onemoé&nim souvisi, nebo je ve vazebné nerovnovaze (liekag
disequilibrium) se skut@mou kauzalni alelou a slouzi tedy vicem@ko jeji marker. Je
samozejme¢ mozné takto testovat polymorfismisté funkenich kandidatnich gémebo
takovych, na které ukédzaléguichozi vazebna analyza. Z principu této stratsgie Zejma i
jeji omezeni a tak je obetnutné konkrétni vysledek replikovat alespojedné nezavislé
studii, aby byl povaZzovan za biologicky vyznamnycitbu renesanci asociai analyza
proziva s nastupem novych technologii, kdyfngf pouZziti ¢ipt umoziujicich sodasné
testovani desitek az stovek tisic jednonukleotidokiypolymorfisni (SNP, viz nize) se stava
realizovatelnou vpravdcelogenomova asociai analyza, i kdyZz s mnozstvim testovanych
polymorfismi prudce nalsta riziko faleS# pozitivnich pozorovani a jégba velké opatrnosti
pii interpretaci vysledk téchto studii.

Uskali genetiky komplexnich znak

Zasadnim problémentigkoumani genetické slozky multifaktorialnich oremeni je
samotné vymezeni analyzované nosologické jednMkypho "diagndz" (autismus, obezita,
hypertenze apod.}edstavuje souhrn geneticky odliSnych onemdaénMezi hlavni problémy
analyzy i proto pét:



1) Oligogenni az polygenni &diénost komplexnich onemoc#ni.

Metody genetické analyzy doposud aplikované na kexmp onemocéni byly powtSinou
vytvoieny pro mapovani monogennich zagajgou tedy zaloZzeny na matematickych modelech
piedpokladajicich existenci jediného lokusu s vyrazmjektem na variabilitu zkoumaného
znaku. U komplexnich onemaimi se naopakipdpoklada, Ze jejich geneticka komponenta je
vyslednici fisobeni vice gan které interaguji mezi sebou a s faktorgjgitho prostedi
(oligogenni epistaticky model), kazdy z nich vSakiabilitu znaku ovliviuje pouze malo.

2) Geneticka heterogenita

Muze byt dvojiho druhu. Prvni z nich je heterogesé@émotného znaku, kdy jedna "diagn6za”
zahrnuje gkolik geneticky oddlenych entit, jak bylo zmimo vySe. Tomu séast&né da
celit prechodem od kvalitativni analyzy (tedy dichotomiokéblleni nemocny/zdravy) k
analyze kvantitativni, vyuZivajicékterych z pechodnych fenotypuzce vazanych k
samotnému onemoéni, nag. specifickych biochemickych vy&eni. Druhou formou je
potom tzv. alelick& heterogenita, tedy asociace oeazym znakem (onemoé&mim) a déma
¢i vice alelami stejného lokusu. Tyto faktory mugi damozejme reflektovany v pouziti
novych statistickych modela postup, nikoli matematického aparéatu, ktery kalkuluje s
jednoduchym monogennim typer&ditnosti. Jsou proto vyvijenyizné varianty
shlukovacich, faktorovycti Bayesianskych analyz.

3) Rizny vék nastupu (age of onset),

diky imuz je mozné, Ze u jeditic nediagnostikovanym onemaaoim v dok provadni
studie dojde v gib¢hu ¢asu k manifestaci geneticky determinovaného znaddisniZzuje
informativnost skupiny takto klasifikovanych jedinc

4) Nelplna penetrance

Stav, kdy ne u vSech nositadisponujicich alel dojde k manifestaci daného cy@a¥mi, &
uz proto, Ze je geneticka dispozice "titrovana“raah pasobicimi alelami dalSich géma
interakci, pipadre priznivym vlivem slozky progedi (nap. Zivotni styl).

5) Etnick& heterogenita

Dosavadni vysledky analyz genetické komponentyifaktorialnich onemoaini potvrzuiji
piedpoklad, Ze pro populacéznych etnik se budou skupiny odgadwnych gef do ugité

miry liSit a vyznam jednotlivych variant bude mitdznych populacich jinou miru relevance
pro vysledny fenotyp - pro ogeni etnické heterogenity kohorty je pak nutnd’ Ipji
stratifikace nebo pouZiti speciélnich statistickpobdet zahrnujicich fedpoklad tzv.
genetického "pmiseni” (admixture). Podstatmensi heterogenitu vykazuiji tzv. popina
izolaty, tedy populace izolované geograficky, kuitunebo naboZensky, které v mnohych
piipadech historicky vznikly jen z velmi omezenéhdétpgivodnich zakladatél(viz naf.
Hamet et al., 2005).

6) Fenokopie
Projev daného fenotypu u jedindteri nezadili piisluSnou sadu patologickych alel - hap
dasledku .

Komplexni znaky u eperimentalnich modai
Klasicka strategie pro identifikaci genetickychetetinant komplexnich onemaosmi u

experimentalnich modeby se dala shrnout asi takto: vychazime ze dvbreamich kmein
(potkana, mysi), tedy takovych kmierkde vSichni jedinci (t€hoz pohlavi) kazdého z kine



jsou geneticky identti. Tyto dva parentalni kmeny se liSi ve zkoumazéaku - nap
hypertenzni kmen vs. normotenzni kmen. Pokud jedifuhito dvou kmeth navzajem

ktizime, jejich potomstvo (prvni filialni generacEZl) je heterozygotni v rozsahu celého
genomu. Dale mame 8wnoznosti, bd'to postupujeme cestou&pého Kizeni (tedy kizeni

F1 s parentalni generaci) nelitkne navzajem dvojice F1 a ziskdme populaci dfiliééni
generace (F2, zpravidl&kolik set jediné). V obou gipadech dosahneme stavu, kdy v
experimentalni skupinsegreguji jak alely obou parentalnich krinetak i viohy pro

zkoumany znak (v naSentikladé hypertenzi). V dalSim kroku jégba, abychom celou
populaci zgtnych Kizend (backcross) nebo FZikend (intercross) charakterizovali z
hlediska fenotypu (n&pstanoveni denniho profilu systolickiho a diasta@ho krevniho
tlaku), tak z hlediska genotypu. Nagtji se pouziva sadakolika set tzv. mikrosatelitnich
markefi, které jsou rovnogrné rozmistény po celém genomu. U kazdého jedince F2 zjistime,
jestli zasdil ob¢ alely daného markeru od jednatialruhého progenitora (parentéalniho
kmene), pip. jestli ma po jedné alele od kazdého a je tedydany Usek genomu
heterozygotni (u ziného KiZzeni samazjme pipada v Uvahu jen jeden typ homozygota
nebo heterozygotni stav). KdyZz mame k dispozid tjtarakteristiky, zkoumame (za pomaoci
specializovaného software), jestéikteré alely nejsou vyraZmiedavany potomkm

souwasre s dispozici pro vysoké nebo naopak nizké hodnetjosaného kvantitativnihno
znaku.

Nejjednodussi variantou je porovnani hodnotinagzulinémie mezi skupinami roignymi
podle genotypu postupv kazdém markeru. Pokud budou jednotlivé genotgiday
vykazovat signifikantéirozdilné parametry krevniho tlaku, Izeegpokladat, Ze dany marker,
piipadreé variace DNA v jeho blizkostigiakym zpisobem krevni tlak ovliwije. Tato
metoda, nazyvana "marker regression"”, ma &elik nevyhod. Pedrg, pii testovani mnoha
set (a dnes mnohdykolika tisic) markeil je pravépodobné, Ze alespal jednohci

n¢kolika nahods odliSnou distribuci kvantitativniho znaku objevinmddychom se vyhnuli
takovym faleSa pozitivnim nale#m, je poteba pati¢né upravit hladinu signifikance. DalSi
zasadni nevyhodou tohotdigtupu je, Ze testujeme asociaci jémm v mistech, ve kterych
se nachazeji nami typizované markery, coz v exg@rimi@znych parametrznamena
pomijeni desitek megabazi DNA mezi nimi. Protoejéastji pouziva metoda tzv.
intervalového neboli QTL (quantitative trait locus@apovani, ktera umagnje odhadovat
genotyp i v isecich mezi nAmi genotypizovanymi reerkPokud se QTL (tedy lokus, ktery
vyrazre ovliviiuje variabilitu ve zkoumaném znaku) poéddentifikovat, nastava faze
poziéniho klonovani, kterd je v principu velmi podobi@tegii popsané u studii lidskych.

Priklad onemocreéni s komplexni ddiénosti: obezita

Obezita, definovana jako body mass index (podilthasti a druhé mocninglesné vysky)
vetSi nez 30 kg/m2, je typickynildadem komplexniho onem@ai Je nasnad] Ze se na
vzniku obezity podili zadaou nerou slozka progedi, pedevSim nerovnovaha mezi
energetickym fijmem a vydejem, ale ukazuje se, Ze nemalou Ulatjiu Faktory genetické.
Mapa doposud zji8hych genetickych variant asociovanych s obezit&wjéoveéka, tak u
modelovych organisty je k dispozici na internetu na nize uvedené adres



http://obesitygene.pbrc.edu/




