
Funkční genetika



„Forward“ genetika

„Reverse“ genetika

Funkční genetika

Cílem je propojit konkrétní mutace/geny s fenotypem

fenotyp gen/mutace



Fenotypy

Vzniklé pomocí mutageneze

• náhodná mutageneze (mutageny)

• cílená mutageneze (knockouts, knockdowns, knockins)

Mutace v Hox genech



Fenotypy

Vzniklé pomocí přirozených mutací v přírodě

• Lidské choroby, adaptace



fenotypgenotyp

fenotypová plasticita

prostředí

Fenotyp musí být geneticky podmíněn



• Jedinec u kterého byl 

určitý gen inaktivován či 

odstraněn. 

• Využívá homologní 

rekombinaci v 

embryonálních 

kmenových buňkách.

• Změna ve fenotypu 

takového jedince 

poskytuje informaci o 

funkci genu.  

Reverse genetika

Metody cílené mutageneze

Genový knockout



Podmíněný genový knockout

• Umožňuje inaktivovat určitý gen pouze v určité tkáni.

• Využívá Cre-lox systém. 



Genový knockin

• Pomocí homologní rekombinace dojde k úpravě sekvence genu. 

Vytvoření nové funkce.  

Transgen

• Vložení jedné či více kopií určitého genu do genomu. 

Integrace je náhodná. 

Genový knockdown

• Snížení exprese určitého genu.

• Využití mechanismu RNA interference.  



CRISPR-Cas

• CRISPER (Clusters of 

Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats.

• Cas (CRISPER-associated) 

genes. 

• Bakteriální imunitní systém



Technologie umožňující cílené editování genomu.

• Klíčovým 1. krokem je dsDNA zlom 



Jak v genomu nalézt konkrétní mutace/geny

odpovědné za určitý fenotyp? 

Forward genetika



• Vytvoření seznamu kandidátních genů, které by mohly mít nějakou souvislost 

s pozorovaným fenotypem. 

• Hledání polymorfismů a jejich korelace s fenotypem.

• Takto objeveny geny podmiňující některé 

lidské nemoci (např. geny pro srpkovitou 

anémii) i některé geny pro adaptivní znaky 

(např. geny podmiňující různou barvu srsti 

u hlodavců). 

Metoda „kandidátních genů“

Pytlouš skalní (Chaetodipus intermedius)

Pytlouš skalní, obvykle světlý, na lávových polích 

černé populace. Černé zbarvení vzniká mutací v 

genu melanocortin-1-receptor gene (Mc1r), ale jen v 

některých populacích. V jiných populacích 

způsobuje černé zbarvení mutace v jiném genu 

zatím neznámém (Nachman et al. PNAS 2003).



Genetické mapování

1. experimentální křížení 

2. rodokmenová analýza

3. asociační mapování v přírodních populacích

4. admixture mapování (v přírodních hybridních populacích)

• Cílem nalézt vazbu fenotypu k molekulárním markerům, jejichž 

pozici v genomu známe (genetická mapa či známá sekvence 

genomu).



Genetické mapování pomocí experimentálního křížení

(QTL mapování)

• Zkřížením dvou kmenů, které se liší v námi studovaném znaku, vytvoříme 

segregující populaci (např. BC1 či F2). 

• V segregující populaci hledáme asociaci mezi fenotypem a molekulárními 

markery (polymorfními mezi danými kmeny – SNP, mikrosatelity). 



Zpětné křížení (backcross)

P:

F1:

BC1:



F2 křížení (F2 intercross)

P:

F1:

F2:



chr1 chr2 chr3 chr4

Genetické mapování pomocí BC1 či F2 křížení

segregující generace

LOD = LODa + LODd + LODi

LODa additivní efekt

LODd efekt dominance 

LODi       genové interakce

LOD skóre QTL (Quantitative Trait Locus)



Co když nemáme genetickou mapu?

• Díky next-generation sekvenačním metodám snadno vytvoříme i pro 

nemodelové organismy např. pomocí RAD sekvenování segregující 

generace. 

Henning et al. 2014



• Náročné na přípravu segregující populace a genotypování.

• Nízká rozlišovací schopnost (několik cM).

• Zjistíme spíše počet lokusů odpovědných za daný znak, 

interakce mezi nimi, a jejich hrubou lokalizaci v genomu. 

QTL mapování



Databáze QTL



Konsomické kmeny

(chromosomálně substituční kmeny)

…
..

• 10 generací zpětného křížení za současné 

selekce přenášeného chromosomu

PWD/Ph 

(M.m.musculus)

C57BL/6J 

(M.m.domesticus)



• Rychlé mapování na chromosom bez nutnosti genotypování. 

• Pro jemnější mapování potřeba další křížení. 

• Z konsomického kmene lze snadno vytvořit kongenní kmen.

Vazebná analýza pomocí konsomických kmenů
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Rekombinantně inbrední linie

• Vytvoření F1 hybridů a následně opakované křížení 

bratr-sestra (alespoň 20 generací)
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Rekombinantně inbrední linie

• samoopylení (alespoň 10 generací)



• Příprava sice zdlouhavá (20 generací křížení), ale nemusí se 

během ní genotypovat. Genotypuje se až konečná generace. 

• Jakmile hotové, rychlé mapování bez genotypování. 

• Vysoká rozlišovací schopnost 1cM a méně (záleží na počtu 

vytvořených RIL).

Vazebná analýza pomocí rekombinantě inbredních linií



Collaborative cross u myší

Zvýšení spektra fenotypů, které lze mapovat
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Mapování genů podmiňujících bílou korunku u WSB/EiJ

pomocí collaborative cross

dvě kandidátní oblasti dlouhé cca 5Mb



MAGIC lines u Arabidopsis thaliana



Fyzikální mapování a ověřování kandidátních genů

• Vymezení kritické oblasti na fyzikální mapě (fyzikální mapování)

• Vytvoření seznamu kandidátních genů v kritické oblasti

• Hledání polymorfismů korelujících se sledovaným genotypem

- nesynonymní mutace v kódujících oblastech 

- změny genové exprese

• Testování vlivu jednotlivých genů či SNP na fenotyp pomocí 

transgeneze či genových knockoutů.

Genetická mapa 

(cM)

Fyzikální mapa 

(bp)

např. u myši 1cM ~ 2 Mb



Dzur-Gejdošová et al. (2012) Evolution

Genetické mapování a identifikace genů F1 hybridní sterility 

Hst1 (Prdm9)

Hstx2

PWD/Ph 

(M.m.musculus)

C57BL/6J 

(M.m.domesticus)



Analýza rodokmenů

• Je třeba dostatek rodokmenů, ve kterých segreguje studovaný 

znak (např. choroba). 

• Rozlišovací schopnost daná počtem meióz zachycených v 

rodokmenech. Obvykle nízká (~1-10cM).

• Vhodné pro mapování znaků s jednoduchou Mendelovskou 

dědičností, ne však kvantitativních znaků.

• Hodí se pro oragnismy, které nelze křížit v laboratoři.



Identifikace genu odpovědného za cystickou fibrózu 

pomocí analýzy rodokmenů. 

Science (1985)



Asociační mapování 

• Mapování v přírodních populacích na základě vazebné nerovnováhy 

(linkage disequilibrium, LD). 

• Ke zjištění vazby znaku ke genetickým markerům je potřeba velmi vysoký 

počet markerů (~ 1 mil).

• Přesný počet markerů závisí na míře LD v genomu 

(čím větší LD tím méně je potřeba markerů). 



Vazebná nerovnováha („linkage disequilibrium“)

AB…. 25%

ab…. 25%

aB…. 25%

Ab…. 25%

• Nenáhodné kombinace alel ve dvou či více lokusech.

• Vazebná nerovnováha často mezi alelami v ležícími v těsné 

blízkosti na chromosomu. 

AB…. 40%

ab…. 40%

aB…. 10%

Ab…. 10%
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VAZEBNÁ ROVNOVÁHA VAZEBNÁ NEROVNOVÁHA

haplotypy

D = pozorované – očekávané frekvence haplotypů



Vazebná nerovnováha (D)

• Míra vazebné nerovnováhy závisí nepřímoúměrně na 

míře rekombinace (r) a efektivní velikosti poulace (Ne).

Populační rekombinační rychlost 

D =
1

4Ner
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Haplotypová mapa lidského genomu

(HapMap projekt)

• určen genotyp 1 mil SNP 

rozmístěných každých 5 kb v genomu 

u více než 250 jedinců z několika 

populací.

• zjištěno, že genom je rozdělen do 

bloků (haplotypů) s vysokým LD. 

Hranice mezi jednotlivými bloky 

korelují mezi populacemi a odpovídají 

rekombinačním hotspotům.

• Pro asociační mapování je třeba 

genotypovat ~ 0.5 mil SNP u Evropské 

populace a 1 mil SNP u Africké 

populace 

(tj. kapacita jednoho SNP 

genotypovacího čipu )

Nature 437, 1299-1320. 2005



• Má vysokou rozlišovací schopnost (~10kb).

• Vhodné i pro mapování kvantitativních znaků.

• Třeba analyzovat velký počet jedinců (~ 1000).

• Důležité mít správnou kontrolní skupinu 

(pozor na populační strukturu).

• Málo účinné pouze při mapování alel s velmi nízkou frekvencí v 

populaci a velmi komplexních fenotypů podmíněných velmi velkým 

množstvím genů s malými účinky.

Asociační mapování



Published GWA Reports, 2005 – 2013
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Published genome-wide association studies (GWA)



NHGRI GWA Catalog

www.genome.gov/GWAStudies

www.ebi.ac.uk/fgpt/gwas/ 



The Wellcome Trust Case Control Consortium, Nature 2007 

Asociační studie sedmi chorob v britské populaci



Asociační studie sedmi chorob v britské populaci

The Wellcome Trust Case Control Consortium, Nature 2007 



Personal Genome Project

• infer paternity or other features of the participant's genealogy

• claim statistical evidence that could affect employment or insurance or the ability to 

obtain financial services for the participant

• claim relatedness to criminals or incriminate relatives

• make synthetic DNA corresponding to the participant and plant it at a crime scene

• reveal propensity for a disease currently lacking effective treatment options

Risk of participation



• Genetické mapování v přírodních 

hybridních populacích. 

• Vyšší rozlišovací schopnost než 

klasické mapování pomocí 

laboratorního křížení, ale nižší než 

asociační mapování.

• Potřeba ~ 1000 - 5000 markerů.  

Admixture mapování



Ideální kombinace více přístupů

1. Laboratorní křížení 2. asociační mapování

Hrubé genetické mapování Jemné genetické mapování

- lze omezit jen na určitou 

předem vybranou oblast
- na úrovni celého genomu

Laboratorní 

křížení

Admixture

mapování

Asociační 

mapování

Počet markerů ~100 ~1 000 ~ 1 000 000

Rozlišovací

schopnost

~10 cM ~1 cM, ~1 Mb ~10 kb



Expression (e) QTL mapování

• Rozdíl v genové expresi jako kvantitativní znak.

• Pomocí eQTL mapování lze identifikovat regulační oblasti 

odpovědné za změnu v expresi daného genu (cis i trans).

cis regulace

promotory, 

enhancery, miRNA 

vazebná místa

trans regulace

transkripční faktory, 

siRNA, miRNA



Morley et al. 2004, Nature

cis e-QTL

trans e-QTL

multiple e-QTL

„Master transkriptional regulators“

Některé trans eQTL ovlivňují expresi 

mnoha genů

Pokud sledujeme v jednom 

experimentu expresi všech či 

většiny genů v genomu, lze 

vytvořit regulační sítě.  

Morley et al. 2007, Nature


