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¥ VSTUP DO ZAKULIS{ LIDSKEHO GENOMU

* Jaderny genom bézné diploidni lidské buriky v pre-syntetické fazi bunécného cyklu se ukryva ve 46 DNA
makromolekulach a ma 6,4 miliard pismen, coz odpovida poctu lidi na této planeté v roce 2004.

* Transkripcné a soucasné translacneé aktivni DNA: pouze 1 %— 1, 5 % genetické informace kdduje
proteiny, tzv. kddujici sekvence obsazena ve 20.000 strukturnich genech.

Schéma strukturniho genu

* Pouze transkripcné aktivni DNA: podle soucasnych poznatkl tvori az 90 % celkové DNA (prepisuje se do
raznych typu nekddujici RNA a predevsim se jedna o intronovou RNA tvofici 26 % genomu,
pseudogenovou RNA, ribozomalni, transferovou RNA, retrotranspozony a mikro RNA).

* Transkripcné neaktivni DNA: neprepisuje se do RNA, regulacni, repetitivni (neaktivni transpozony),
heterochromatinové, centromerické, telomerické sekvence...
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Y VARIABILITA LIDSKEHO GENOMU

e Zaména nukleotidu (SNP): 15 miliénu.
* Delece nebo inzerce (Indel zmény): 2 milidny (vétSinou v nekddujicich oblastech).

SNP INDEL
WILD TYPE
. SNP: Jdu rédd sdm tam kam mam
% GA
A S

M\/GA NON-FRAME SHIFT INDEL
Sc™ ah
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G T FRAME SHIFT INDEL

Jdu rad sam tam kam mam

Jdu rad sat amk amm am
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Y DOPAD VARIANT NA FENOTYP - INDICIE PATOGENNIHO NALEZU

Protektivni — neutralni (benigni) - patogenni = Rizikova — patogenni s nizkou/vysokou
penetranci.

Indicie:

Populacni frekvence.

Typ mutace — synonymni, mimo cDNA, missens, non-sense, splicing, IN/DEL...
Segregace varianty s postizenim v rodiné

Evolucni konzervace.

Pozice zmény v proteinu (v doméngé).

o vk wN R

Dostupné odborné publikace - funkcni analyzy.
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DETEKCE VARIANT POMO’CI' ’f:TENI' SEKVENCE DNA o o
(SANGEROVO SEKVENOVANI, MASIVNi PARALELNi SEKVENOVANI (NGS) A SEKVENOVANI 3.

GENERACE)

* Sangerovo sekvenovani: ¢teni DNA (100 -700 nukleotidt) pomoci elektroforetické separace smési PCR
amplifikovanych molekul liSicich se o jeden nukleotid.

e T T T oo ]
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NGS - MASIyNI' PARA:LELN’I' §EKVENOVAN|’ vaE GENERACE — PROHLIZENI DESITEK AZ
TISiICU GENU, CELE KODUJICi SEKVENCE, CELEHO GENOMU

1. Pfiprava knihovny

Hybridizace fragmentd
specifickymi sondami

B X Amplifikace fragmentd
Ligace adaptérQ 1 l a pfidani adaptéri
1 Znadeni 1
Larovymi kody”™
| Hybridizace | | Ampificace |
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NGS - MASIyNI' PARA’LELN,I' §EKVENOVAN|’ vaé GENERACE — PROHLIZENI DESITEK AZ
TISiCU GENU, CELE KODUJICi SEKVENCE, CELEHO GENOMU

2. Sekvenace - platforma lllumina lonTorrent

b) Bridge wrpification w.m

TR Eo -S L lﬂlgs, “

Picotitre wells containing DNA-bearing microbeads /
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Y NGS — MASIVNI P;ARALE‘I’.NI' SEKVENOVANI NOVE GENERACE — PROHLIZENI

3. Analyza dat — platforma lonTorrent

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

\l/ Signal Processing step

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

IR — Final variant report

\L Base Caller step

TS - Converted data from one well are translated

. . X X Variant calling, anotation and filtering
into base sequence into an unaligned BAM file

for rare variant (MAF < 0.01) step

format

Torrent Mapping Alignment

Program (TMAP — map4)

alignmentstep lon Reporter Uploader step
TS - BWA (Burrows-Wheeler Alignment Tool) based _—> IR - BAM files are upploaded into lon
mapping against reference sequence — (.BAM files) Reporter
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51 TECHNOLOGIE 3. GENERACE — SEKVENOVANI JEDNOTLIVYCH (DLOUHYCH)
MOLEKUL DNA — SMRT, NANPORE

Excitation E Fluorescence
(~600nm) | ¥
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ar VYUZITi NGS PRO VYI-!LEDA’VANI' NEZNAMYCH VARIANT U VELKEHO
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ZAKLADNI SEKVENACNI DATA CELOEXOMOVE ANALYZY

sn247770210-32-ShareSeq_201706
Loading Density (Avg ~ 75%)
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ANOTACE A FILTRACE VARIANT EXOMOVEHO TRIA
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POSOUZENI NALEZENE VARIANTY

SLC18A2:P.GLY195SER;C.583G>A
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3 POSOUZENI EVOLUCNI KONZERVACE VARIANTY

Senome Browser Tools Mirrors Downloads View Help About Us

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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EXPRESNI PROFIL GENU SLC18A2

SLC18A2 Gene Exprassion Irom GTEx (Rasase V6 )
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GEN SLC18A2

* 109g25.3, 16 exonli, VMAT2.
* ATPazovy antiporter, prenasi Siroké spektrum substratd - serotonin, dopamin a norepinefrin.

* Sbaluje monoaminy (dopamin, norepinefrin, serotonin, epinefrin a histamin) do synaptickych vezikul k
jejich naslednému uvolnéni z neuronu.

e Sbaluje toxicky cytosolicky dopamin — dopamin je velmi reaktivni molekula, vice nez 90 % je ulozeno v
koncovych vaccich a je chranéno pred degradaci mala ¢ast je v cytosolu a je predpokladanym zdrojem
cytotoxicity (3,4-dihydroxyfenylacetova kyselina, homovalinova, peroxid vodiku).

* SLC18A2 hladiny ovliviuji citlivost dopaminergnich neuront k toxintm.
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FUNKCE SLC18A2 U MODELOVYCH ORGANISMU

* U SLC18Aageficientnich organismu byla pozorovdna vyraznd deplece dopaminu,
progresivni ztrata dopaminergnich neurond a akumulace a-synucleinu.

* Mysi se zvySenou hladinou SLC18Amhaji zvysenou kapacitu pro ukladani
dopaminu v neuronech—> zvyseni celkové hladiny dopaminu = uvolfiovani
dopaminu a ochrana proti neurotoxickému pUsobeni.

* Modulace SLC18A&hlzZe byt terapeutickym cilem pro feseni deficitu
neurotransmiterd.
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3,

FUNKCE GENU SLC18A2 U LIDSKYCH ONEMOCNENI

Brighina et al. 2013 popsali dvé SNP v promotorové oblasti genu SLC18A2 v
souvislosti se snizenym rizikem PD, predpoklada se, ze zvysena hladina SLC18A2
prispiva k ochrané proti tomuto onemocneéni.

Ovéreni patogeneze ,nasi“ varianty pomoci CRISPR/Cas9
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