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VSTUP DO ZÁKULISÍ LIDSKÉHO GENOMU

• Jaderný genom běžné diploidní lidské buňky v pre-syntetické fázi buněčného cyklu se ukrývá ve 46 DNA 
makromolekulách a má 6,4 miliard písmen, což odpovídá počtu lidí na této planetě v roce 2004. 

• Transkripčně a současně translačně aktivní DNA: pouze 1 %– 1, 5 % genetické informace kóduje 
proteiny, tzv. kódující sekvence obsažena ve 20.000 strukturních genech.

• Pouze transkripčně aktivní DNA: podle současných poznatků tvoří až 90 % celkové DNA (přepisuje se do 
různých typů nekódující RNA a především se jedná o intronovou RNA tvořící 26 % genomu, 
pseudogenovou RNA, ribozomální, transferovou RNA, retrotranspozony a mikro RNA).

• Transkripčně neaktivní DNA: nepřepisuje se do RNA, regulační,  repetitivní (neaktivní transpozony), 
heterochromatinové, centromerické, telomerické sekvence…



VARIABILITA LIDSKÉHO GENOMU

• Záměna nukleotidu (SNP): 15 miliónu.

• Delece nebo inzerce (Indel změny): 2 milióny (většinou v nekódujících oblastech). 

Jdu rád sám tam kam mám 

SNP INDEL

NON-FRAME SHIFT INDEL

Jdu rád sám tam kam mám 

FRAME SHIFT INDEL

Jdu rád sám tam kam mám 

Jdu rád sát amk amm ám

WILD TYPE



DOPAD VARIANT NA FENOTYP – INDICIE PATOGENNÍHO NÁLEZU

Protektivní – neutrální (benigní) - patogenní ⇒ Riziková – patogenní s nízkou/vysokou 
penetrancí.

Indicie: 

1. Populační frekvence.

2. Typ mutace – synonymní, mimo cDNA, missens, non-sense, splicing, IN/DEL…

3. Segregace varianty s postižením v rodině

4. Evoluční konzervace.

5. Pozice změny v proteinu (v doméně).

6. Dostupné odborné publikace - funkční analýzy.



DETEKCE VARIANT POMOCÍ ČTENÍ SEKVENCE DNA 
(SANGEROVO SEKVENOVÁNÍ, MASIVNÍ PARALELNÍ SEKVENOVÁNÍ (NGS) A SEKVENOVÁNÍ 3. 
GENERACE)

• Sangerovo sekvenování: čtení DNA (100 -700 nukleotidů) pomocí  elektroforetické separace směsi PCR 
amplifikovaných molekul lišících se o jeden nukleotid.



NGS – MASIVNÍ PARALELNÍ SEKVENOVÁNÍ NOVÉ GENERACE – PROHLÍŽENÍ DESÍTEK AŽ 
TISÍCŮ GENŮ, CELÉ KÓDUJÍCÍ SEKVENCE, CELÉHO GENOMU

1. Příprava knihovny



NGS – MASIVNÍ PARALELNÍ SEKVENOVÁNÍ NOVÉ GENERACE – PROHLÍŽENÍ DESÍTEK AŽ 
TISÍCŮ GENŮ, CELÉ KÓDUJÍCÍ SEKVENCE, CELÉHO GENOMU

2. Sekvenace – platforma Illumina IonTorrent



TS  - Raw traces – electrical signal measurement is
based on pH change (.dat files)

Signal Processing step 

TS  - Raw data are converted to single number
per well per flow (1.well data) 

Base Caller step 

TS  - Converted data from one well are translated
into base sequence into an unaligned BAM file
format

Torrent Mapping Alignment
Program (TMAP – map4)  
alignment step

TS  - BWA (Burrows-Wheeler Alignment Tool) based
mapping against reference sequence – (.BAM files)

Ion Reporter Uploader step

IR  - BAM files are upploaded into Ion 
Reporter

IR – Final variant report

Variant calling, anotation and filtering
for rare variant (MAF ˂ 0.01) step 

NGS – MASIVNÍ PARALELNÍ SEKVENOVÁNÍ NOVÉ GENERACE – PROHLÍŽENÍ 
DESÍTEK AŽ TISÍCŮ GENŮ, CELÉ KÓDUJÍCÍ SEKVENCE, CELÉHO GENOMU

3. Analýza dat – platforma IonTorrent



TECHNOLOGIE 3. GENERACE – SEKVENOVÁNÍ JEDNOTLIVÝCH (DLOUHÝCH) 
MOLEKUL DNA – SMRT, NANPORE



VYUŽITÍ NGS PRO VYHLEDÁVÁNÍ NEZNÁMÝCH VARIANT  U VELKÉHO 
RODOKMENU S ČASTÝM VÝSKYTEM PARKINSONISMU

Trio A
Trio B



ZÁKLADNÍ SEKVENAČNÍ DATA CELOEXOMOVÉ ANALÝZY



ANOTACE A FILTRACE VARIANT EXOMOVÉHO TRIA



POSOUZENÍ NALEZENÉ VARIANTY 
SLC18A2:P.GLY195SER;C.583G>A



SIFT SCORE 0,002

POLYPHEN-2 SCORE 1



POSOUZENÍ EVOLUČNÍ KONZERVACE VARIANTY 



EXPRESNÍ PROFIL GENU SLC18A2



GEN SLC18A2

• 10q25.3, 16 exonů, VMAT2.

• ATPázový antiporter, přenáší široké spektrum substrátů - serotonin, dopamin  a norepinefrin.

• Sbaluje monoaminy (dopamin, norepinefrin, serotonin, epinefrin a histamin) do synaptických vezikul k 
jejich následnému uvolnění z neuronu.

• Sbaluje toxický cytosolický dopamin – dopamin je velmi reaktivní molekula, více než 90 % je uloženo v 
koncových váčcích a je chráněno před degradací malá část je v cytosolu a je předpokládaným zdrojem 
cytotoxicity (3,4-dihydroxyfenylacetová kyselina, homovalinová, peroxid vodíku). 

• SLC18A2 hladiny ovlivňují citlivost dopaminergních neuronů k toxinům.



FUNKCE SLC18A2 U MODELOVÝCH ORGANISMŮ

• U SLC18A2 deficientních organismů byla pozorována výrazná deplece dopaminu, 
progresivní ztráta dopaminergních neuronů a akumulace α-synucleinu.

• Myši se zvýšenou hladinou SLC18A2mají zvýšenou kapacitu pro ukládání 
dopaminu v neuronech→ zvýšení celkové hladiny dopaminu → uvolňování 
dopaminu a ochrana proti neurotoxickému působení.

• Modulace SLC18A2může být terapeutickým cílem pro řešení deficitu 
neurotransmiterů.



FUNKCE GENU SLC18A2 U LIDSKÝCH ONEMOCNĚNÍ

Brighina et al. 2013 popsali dvě SNP v promotorové oblasti genu SLC18A2 v 
souvislosti se sníženým rizikem PD, předpokládá se, že zvýšená hladina SLC18A2
přispívá k ochraně proti tomuto onemocnění.

Ověření patogeneze „naší“ varianty pomocí CRISPR/Cas9
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