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Abstrakt

Lidské inverze jsou balancované strukturni variace, coZ zplisobuje potiZe pfi jejich analyze. Diky
metodé PEM (paired-end sekvenovani a mapovani) doslo k obrovskému pokroku pfi studiu inverzi. Inverze
maji dilezitou roli jako evoluc¢ni ¢initel, prispély ke vzniku gonozém1, speciaci Simpanzi a lidi a inv17q21.3
a inv 8p23.1 vykazuji znaky prirozeného vybéru. Inverze byly spojeny s patogennimi zménami fenotypu, at’
uZ primym ovlivnénim struktury genu (napr. inv5p15.1q14.1), regulace genové exprese (inv7q21.3q35) nebo
funguji jako predispozice k sekundarnim genomovym prestavbam (inv7q11.23). Polymorfismus lidskych
inverzi je dokumentovan databazi InvFEST, avSak jen malé ¢ast z uvedenych inverzi je validovana a detailni

analyzu komplikuje predevsim casté lokalizace bodti zlomu v repetitivnich oblastech.

Klicova slova: inverze, chromozom, gen, onemocnéni, evoluce, PEM, polymorfismus

Abstract

Human inversions are a type of balanced structural variations, making it difficult to analyze them.
Thanks to PEM (paired-end sequencing and mapping), there has been tremendous progress in studying
inversions. Inversions plays an important role as an evolutionary factor, contributing to the formation of
gonosomes, speciation of chimpanzees and humans, and inv17q21.3 and inv 8p23.1 exhibit natural selection
features. Inversions have been related to phatogenic phenotypic changes both by directly affecting gene
structure (e. g. inv5p15.1q14.1), regulation of gene expression (inv7q21.3q35) and by predisposing to other
secondary arrangements (inv7q11.23). Polymorphism of human inversions is documented by the InvFEST
database, but only a small fraction of these inversions is validated, and detailed analysis complicates the

frequent location of breakpoints within repeated regions.
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1. Uvod

Inverzie patria medzi klasické Struktirne chromozomalne prestavby l'udského genému spolocne
s deléciami, inzerciami, translokdciami a duplikdciami. Inverzie su balancovanymi prestavbami
charakterizovanymi zmenou smeru, ale nie mnoZstva genetickej informacie bunky, mézu byt paracentrické,
alebo pericentrické, ktoré v sebe zahffiaju aj centromerickii oblast' a zasahuju tak obe chromozomalne
ramena. Inverzie, paracentrické alebo pericentrické, boli najdené na vSetkych 22 autozémoch (Thomas et al.,

2008).

Vroku 1921 publikoval Alfred Sturtevant clanok zaoberajici sa chromozomdlnymi prestavbami
Drosophily, v ktorom sa domnieva, Ze jednym zo zdvaznych dosledkov inverzii vyskytujicich sa
v heterozygotnom stave je potlacenie rekombindacie (Sturtevant, 1921). Jedna sa o prvu historicky doloZend

zmienku inverzii vobec.

Druhd polovica 20. storocia je charakterizovanad obrovskym nastupom novych molekularnych metéd,
ktoré prispeli k rozvoju naSich poznatkov o Struktdrnych varidcidch genému, inverzie nevynimajtic. Inverzie
s v svojej podstate mutaciami, napriek tomu ma len mala frakcia skutoc¢ne patogenicky vplyv prejavujtci sa
fenotypovo, dokonca je chromozomadlna zmena casto nedetekovatelna beZnymi cytogenetickymi met6dami,
velka Cast’ z nich je totizZ krypticka (Kirkpatrick, 2010).

Inverzie su trvalou sticastou l'udského genému vo forme polymorfizmov, hraji vyznamnu dlohu pri
nasej snahe o pochopenie evolicie a adaptacnych procesov a mézu byt pric¢inami réznych zavaznych
ochoreni. Stiidium inverzif je teda ddleZité pre porozumenie najrozli¢nej$im procesom, napriek tomu sa ale
zda, Ze ich vyskum zaostava za vyskumom inych chromozomalnych aberacii a objektom zaujmu casto nie je
Clovek. Aj preto som sa rozhodla napisat tato pracu, v ktorej sa pokisim zhrnit' doterajSie poznatky
o problematike so zameranim na speciacny vplyv inverzii, asociaciu s klinickymi prejavmi a polymorfizmus

inverzii v I'udskej populdcii.



2. Vznik inverzii a techniky ich studia

2.1. Vznik a Sirenie inverzii

Inverzia vznikd preruSenim chromozému v dvoch bodoch a spdtnym zaclenenim segmentu
ohranic¢eného bodmi zlomu v opac¢nom smere. Vac€Sina 'udskych inverzii sa vyvinie ako jedinecné udalosti,
zo vzorky 257 inverzii bolo aZ 153 (60 %) najdenych len u jedného probanda (Thomas et al., 2008). V inej
studii bolo z kohorty 220 inverzii 10 % pericentrickych a 7 % paracentrickych inverzii oznaCenych za

de novo pripady (Youings et al., 2004).

Castou pri¢inou vzniku inverzii je tzv. nealelickd homolégna rekombinacia (NAHR) prebiehajica
medzi invertovanymi opakovanymi usekmi (Lupski, 1998). Medzi d'alSie spdsoby vzniku inverzii patria
paradoxne opravné mechanizmy dvojvlaknovych zlomov na molekule DNA, ako je non-homologous end
joining (NHEJ) alebo iné na replikcii zaloZené mechanizmy, napr. pokiznutie alebo zmena templatového
vldkna na zablokovanej (fork stalling and template switching, FoSTeS) replikacnej vidlicke (Pang et al.,
2013). NHEJ je nepresnym opravnym DNA mechanizmom, principom ktorého je sfuzovanie koncov dvoch
vzdjomne nehomolégnych dvojvldknovych DNA, k FoSTeS moZe dbjst’ v pripade zablokovania replikécie,
kedy polymerdaza preskoCi na mikrohomologickii oblast akejkol'vek v blizkosti sa nachadzajiicej

jednovlaknovej DNA (Escaramis et al., 2015).

NAHR NHEJ FoSTeS

Obr. 1: Porovnanie mechanizmov NAHR, NHEJ a FoSTeS (Gu et al., 2008)



Nasledna fixacia, alebo naopak elimindcia novovzniknutej inverzie je urcena vplyvom evolu¢nych
procesov. Utinkom prirodzenej selekcie a nahodného driftu navySe ddjde ku geografickej distribicii a

frekvencnému rozmiestneniu inverzie v populécii (Kirkpatrick 2010).

2.2. Techniky Studia inverzii

Vzhl'adom k balancovanému charakteru inverzii a Castej lokalizacii zlomovych bodov v regionoch
s opakovanymi nukleotidovymi sekvenciami je ich Stidium pomerne narocné, nie je ich mozné detekovat
len pouZitim ¢ipovych technik.

Jednym zo zakladnych spdsobov pre odhalenie inverzii je klasické farbenie chromozémov napr. G-
pruhovanie (Thomas et al.,, 2008), pouZitie tejto techniky u cicavcov je ale obmedzené a inverzie su
detekované s nizkym rozliSenim. Inymi detekénymi technikami si FISH (fluorescenc¢na in situ hybridizacia)
(Antonacci et al.,, 2009), PFGE (pulznd gélova elektroforéza) (Osborne et al., 2001), pripadne aj
hybridizacna technika Southern blot (Feuk, 2010). Spominané techniky boli v minulosti uZito¢né pri
odhalovani prvych Tudskych inverzii vébec, nevyhodou kvdli ktorej sa dnes uprednostiiuji modernejSie
pristupy (vid d’alej) je obmedzena rozliSovacia schopnost’ redukovana na pomerne vel'ké inverzie (Feuk,
2010). Zaujimavou technikou, ktord bola tspeSne vyuZitd pri odhaleni niektorych inverzii je tzv.
jednomolekulovy haplotyping (Turner et al., 2006). V sucasnosti si najpouzivanejSimi postupmi sekvenacné
techniky, menovite celogenémové sekvenovanie (Levy et al., 2007) a paired-end sekvenovanie (Korbel et al.,
2007). Osekvenovanim nahodne vybranych genémovych zostdv a nasledne porovnavanim vysledkov
celogendmového sekvenovania je takisto mozZné odhalit’ invertovany segment (Martin et al., 2004; Khaja et
al., 2006).

Najnovsie vytvorené metddy si uZ dokdZzu poradit’ aj s pritomnost'ou repeticii, ktorymi si inverzie
Casto ohranicené a oproti sekvena¢nym technikdm maju tieto vypoctové techniky aj ekonomickd vyhodu.

Medzi takéto techniky patri napr. iPCR (inverse PCR) (Aguado et al., 2014).

2.2.1. PEM

PEM (paired-end sekvenovanie a mapovanie) spdsobilo v oblasti skiimania inverzii prevrat. Sttdie
zamerané na sekvenovanie vybranych genémov vo vel'kej miere vyuZivaju tto metédu na identifikaciu
Struktirnych variacii napr. pri prvom sekvenovani diploidného gendmu ézijského jedinca (Wang et al.,
2008), sekvenovani genému osoby afrického (McKernan et al., 2009) alebo korejského povodu (Ahn et al.,
2009) atd’. Prvé pouzitie tejto techniky je datované do roku 2005, kedy sa eSte pracovalo s fosmidovymi

klonmi a tradi¢nym Sangerovym sekvenovanim (Tuzun et al., 2005).

Principom PEM je sekvenovanie dvoch koncov donorovej fragmentovanej DNA a ich mapovanie
s referenénym gendmom. Struktirne variacie o vel'kosti 3 kb a viac sd identifikované pri zisteni rozdielu
medzi osekvenovanymi DNA fragmentami a im naleZziacou DNA oblastou referencniho genému, v pripade

inverzif je rozdielom odliSna orientacia paired-end tisekov (Korbel et al., 2007). Ak obsahuje donorovda DNA



inverziu, koncové sekvencie fragmentov prekleni bod zlomu a spoja sa v rovnakej orientacii (+/+ alebo -/-),
na rozdiel od norméalneho + a — usporiadania (vid obr.1). Ziskané informdcie st d’alej spracovavané jednym

alebo kombinaciou Styroch réznych pouzivanych postupov (Escaramis et al., 2015).

Technika PEM na jednej strane odhalila mnozZstvo dovtedy nepoznanych Struktirnych wvariacii, na
strane druhej ma ale ako kaZda ina technika svoje limity a nevyhody. Vzhl'adom na vyuZivanie dvoch
odliSnych nekompletnych DNA tsekov mozZe dojst' k faloSne pozitivnemu vysledku. V pripade, Ze
referencnd DNA zostava v sebe zahina zriedkavo sa vyskytujuice alely, ktoré samy obsahuju inverzie, bude
DNA donora vZdy identifikovana ako homozygotna inverzia, ako to bolo potvrdené u exénu v géne DOCK3
na chromozéme 3 (Khaja et al., 2006). Dalsim nedostatkom tejto techniky je jej nespolahlivost uréit
inverzie nachadzajice sa v blizkosti dlhych repetitivnych sekvencii (Onishi-Seebacher et al., 2011), alebo
duplikovanych usekov (Lucas Lledé et al., 2013). BeZne pouZivanymi sekvenacnymi technikami sa detekuje

len pribliZzne 20 % inverzii ohranic¢enych repetitivnymi sekvenciami (LCR) (Lucas Lled¢ et al., 2013).

Referencna vzorka

DNA obsahujiica T~
inverziu
‘ + _ _ + ‘
A B Cc D
Paired-end sekvenovanie - = =e @mm - =
- = - - - . L
A B

Paired-end mapovanie

3

Referencna vzorka

+ —

mC  om
+
\—Y—f Oblast’ inverzie lj—J

Zlomova oblast’ 1 Zlomova oblast’ 2

Obr. 2: Princip met6dy PEM (Feuk, 2010; upravené)

2.3. Databazy inverzii

Databaza genomovych varidcii (the Database of Genomic Variants, http://dgv.tcag.ca) je volne
pristupnou databazou sumarizujicou informadcie z viac ako 55 Stadii, ktoré obsahuju >2,5 miliéna zdznamov

ziskanych z >22 300 genémov, z toho 583 zaznamov sa tyka inverzii (MacDonald et al., 2014).



Novsia databaza InvFEST (http://invfestdb.uab.cat) je databaza Specidlne zamerana na kompletizaciu
informdcii o 'udskych polymorfnych inverzidch vratane informacii o bodoch zlomu, asociacii s génmi
a duplikovanymi segmentmi, validacii tdajov, populacnej frekvencii, funkénych dosledkoch a evolucnej
historii. Databaza obsahuje udaje o 1092 inverziach, avSak len 85 z nich bolo experimentalne potvrdenych
a 82 % uvedenych inverzii bolo hlasenych iba 1 Stidiou. Pre inverzie bez experimentalnych dat poskytuje

databaza udaje o ich spol'ahlivosti (Martinez-Fundichely et al., 2014).



3. Evolucia a inverzie

Jeden z funkcnych dosledkov inverzii je aj ich preukdzany vplyv na evoliciu, klasickym prikladom je
ich schopnost’ potlacovat’ priebeh rekombinacie v heterozygotnom stave stratou vzniknutych
nebalancovanych gamét. Dokazom podporujlicim angaZovanost' inverzii v adaptacnych procesoch je

geograficky podmienena variacia vo frekvenciach ich alel (Kirkpatrick, 2010).

3.1. Evolucia pohlavnych chromozémov

Predpoklada sa, Ze pohlavné chromozémy X a Y sa vyvinuli z autozémov (Rice, 1996). Inverzie sa
vyznamnym sposobom podielali na tomto vyvoji tym, Ze séria inverzii na chromozéme Y postupne
zmenSovala vel'kost” pseudoautozomalnej rekombinantnej oblasti chromozémov X a Y a umoznila tak ich
postupnu diferenciaciu. Tato diferenciacia chromozéomov X a Y prebiehala v 4 fazach, dokazom st
4 evolucné vrstvy vyskytujice sa na chromozéme X (Lahn et al., 1999). Chromozom Y neschopny
rekombindacie nasledne v priebehu svojej evolicie stracal gény a degeneroval, zatial' ¢o chromozém X bol
stale schopny rekombindcie v sami¢om organizme a tak si vac¢Sinu svojich génov udrzal (Charlesworth et al.,

2000).
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Obr. 3: Vznik pohlavnych chromozémov z autozémov (Lahn et al., 1999; upravené)



3.2. Uloha inverzii v evolucii primatov

Stvrta a poslednd inverzné udalost’ na chromozéme Y nastala relativne nedavno a vyskytuje sa len v evolicii

primatov (Lahn et al., 1999). LCudia a Simpanzy sa vyvinuli zo spolocného predka. Tato kladogenéza nastala

pred asi 6 milionmi rokov (Takahata et al., 1997) a rozli¢ny vyvoj sposobil 1,24 % variabilitu v ich DNA

sekvenciach (Navarro et al., 2003). Genémy Simpanzov a l'udi sa rozroznili a stratili svoju homolégiu kvoli

rozdielom v nukleotidovej sekvencii, génovej expresii,
prestavbam (Marqués-Bonet et al., 2004).
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Obr. 4: Distribticia 1576 inverzii na chromozémoch ¢loveka (vl'avo) a Simpanza (vpravo), Cervena Ciara
oznacuje inverziu, hribka Ciary je zavisla na velkosti inverzie (Feuk et al., 2005)



Vlastnost’ inverzii fungovat’ ako reprodukcna bariéra medzi novovzniknutymi druhmi je zndma uz
pomerne dlho a je poloZend na myslienke zniZenej fertility u heterozygotov obsahujicich inverzie. AvSak
nizke fitness heterozygotov spdsobené pritomnost'ou inverzii nevysvetluje vel'mi dobre speciaciu, pretozZe
Sirenie takychto inverzii je obmedzené na populacie o nizkej denzite (Hey, 2003). Speciacny vplyv inverzii
lepSie vysvetluje Riesebergova teoria, ktora popisuje supresivny vplyv inverzii na rekombinaciu
u heterozygotov v invertovanych tsekoch a tisekoch k nim blizko leZiacich (Rieseberg, 2001). Tato tedria
popisuje stav dvoch blizkych populécii, kde v oboch sa vyskytuju alely inkompatibilné s génmi v druhej
populécii. Inkompatibilné alely vytvaraji genetickil bariéru pre vymenu génov, ktoré si s nimi v izkom
spojeni (Barton et al., 1986). Ak sa teda bude v jednej populacii na rozdiel od druhej vyskytovat inverzia
a invertovany aj neinvertovany chromozém budu niest' inkompatibilnt alelu v rozsahu inverzie, geneticka
bariéra sposobend tymito alelami zahifia aj celd oblast” tesnej védzby na alely, Co je oblast,, v ktorej inverzia
potlaca rekombinaciu v heterozygotoch. Tato geneticka bariéra je stabilna, pretoZze chromozémy sa nemozZu
navzajom nahradit’ z dovodu pritomnosti nekompatibilnych alel. Inverzia sp6sobi akumulaciu dalSich alel
priaznivych len pre jednu z dvoch populécii. Podstatou celého modelu je teda fakt, Ze inverzie zvySuju
pravdepodobnost’ stabilnej konfiguracie inkompatibilnych alel (Noor et al., 2001). Inverzie su ako speciacny
Cinitel' dolezité hlavne v pripade existencie vysokého génového toku medzi populaciami, pretoze vytvaraju
oblasti s vyrazne zniZenym génovym tokom, kde vznikaju a pretrvavajui inkompatibilné alely, ktoré nemozu
byt’ vytlacené v oboch populaciach sa vyskytujiicimi mutdciami (Navarro et al., 2003). Podl'a tohto modelu
by mali gény blizko genetickych bariér akumulovat’ zmeny vysSou rychlost'ou ako gény od génovej bariéry
vzdialené. Clovek a3impanz sa liSia 10 hlavnymi prestavbami, ide o pericentrické inverzie na
chromozémoch 1, 4, 5, 9, 12, 15, 16, 17, 18 a fuziu dvoch akrocentrickych chromozémov do sticasného
I'udského chromozému 2 (Yunis et al.,, 1982) a evolticia proteinov prebiehala priblizne 2,2x rychlejSie na
tychto chromozémoch, nez na chromozémoch, v ktorych sa so Simpanzami nijako neliSime (Navarro et al.,
2003). Viaceré vedecké prace podporuju tvrdenie, Ze prestavané chromozomalne oblasti maji vySSiu mieru

rozdielnosti v expresii medzi 'ud'mi a Simpanzmi (Ebersberger et al., 2002; Yi et al., 2002).

Aj ked’ komparativne genomové techniky potvrdzuji casty vyskyt chromozomalnych variacii (Korbel
et al.,, 2007; Tuzun et al.,, 2005), tazkosti s dokazovanim centrdlneho postavenia supresivneho vplyvu
chromozomaélnych variacii v speciacii sposobili protichodnost néazorov na tento vplyv. Pojem
chromozomaélnej evolicie bol vo vicSine vedeckych kruhov odmietnuty a preferovalo sa alopatrické
vysvetlenie speciacnych procesov (Faria et al., 2010). Na rozdiel od prvotnych prac, novsie prace nielenZe
neobjavili Ziadne signifikantné prepojenie chromozomalnej a molekularnej evolicie (Zhang et al., 2004), ale
niektoré z nich dokonca zistili opac¢ny trend (Szamalek et al., 2007). Rovnaki autori publikovali prace, ktoré
podporuju (Marqués-Bonet et al., 2004) aj vyvracaju (Marqués-Bonet et al., 2007) zasadny speciacny vplyv
inverzii. Nizka uroven rekombindcie v rdmci invertovanych tisekov moZe nakoniec vytstit' v stratu tolko
zdoraziovanej rozdielnosti v porovnani s kolinedrnymi chromozémami, avSak sami autori prizvukuju, Ze ich
scenar nie je dynamicky, kedZe pouZili len obmedzené mnoZstvo inverziami fixovanych inkompatibilit

(Feder et al., 2009).



Aj pri zisteni rozdielov v ramci chromozoméalnych variacii je naroc¢né potvrdit ich stvislost so
speciaciou a nezistenie rozdielov tieZ nie je jednoznacnym markerom, nie kazda chromozomadlna variécia,
ktorou sa dva druhy liSia musela hrat’ tlohu v speciacii (Noor et al., 2009). Interpretaciu vysledkov navyse
komplikuje fakt, Ze vzdialené druhy vykazuji vy3Siu mieru diverzity v tisekoch chromozomalnych variacii

ako druhy blizke (Marqués-Bonet et al., 2005).

Chromozomalna specidcia mala vo vyvoji niektorych druhov napr. u Drosophily strategicku dlohu, ale
jej uloha v speciacii primatov je zanedbatelnd. Na pojem chromozomalnej specidcie nielen u I'udi
a Simpanzov, ale vo vSeobecnosti, by sa malo nazerat' ako na stbor evoluc¢nych procesov, v ktorych

chromozomalne prestavby prispeli k vzniku reprodukc¢nej izolacie (Faria et al., 2010).

3.3. Ludské inverzie a prirodzeny vyber

Na rozdiel od udajov o postaveni inverzii v speciacii priméatov st informécie o tlohe inverzii pri
formovani ludskej populacie len ciastocné, dovodom je predovSetkym nedostatok vhodnych technik,
ktorymi by sme mohli zistit', ¢i a aka vyhodu pripadne naopak nevyhodu, maju jednotlivé inverzie. V tomto
zmysle je asi najpreskiimanejsi chromozomalny lokus 17q21.31, ktory existuje v dvoch haplotypoch: ako
priamy haplotyp H1 a ako invertovany haplotyp H2, pricom medzi tymito haplotypmi nedochadza v asi
2 Mb vel'kom tseku k rekombinécii a to ma za nasledok ich populac¢na vazbovi nerovnovahu (Stefansson et
al., 2005). Invertovany H2 haplotyp sa v eur6pskej populacii vyskytuje s relativne vysokou frekvenciou
dosahujicou az 30 % (Steinberg et al., 2012), na rozdiel od populécie africkej (6 %) a azijskej (<1 %).
Dovodom mozZe byt to, Ze linia s H2 podstupuje pozitivhu selekciu, ako bolo preukizané na islandskych
Zenach, kde nosicky H2 mali viac deti ako Zeny bez H2 (Stefansson et al., 2005). AvSak rovnaky haplotyp je
asociovany s mikrodeléciami spdsobujicimi ochorenia v eurépskej populacii (Koolen et al., 2006). Jeden a
ten isty haplotyp je teda spojeny s nebezpecnymi mikrodeléciami, ale zaroven prinaSa vyhodu Zenskym
nositelkdm a okrem toho svojich nosicov chréni — asponi Ciastocne — pred neurodegenerativnymi
ochoreniami (Webb et al., 2008). Preto sa niektori autori domnievaju, Ze vysoké frekvencie H2 u eur6pskej
populacie st vysledkom efektu zakladatela a nie selekénych mechanizmov (Zody et al., 2008). Dalsia
hypotéza tvrdi, Ze H1 sa ako prvy objavil v Afrike a ostatné komplexné haplotypy obsahujtice duplikacie sa
objavili a rozSirili medzi neafrické populdcie aZ neskor (Steinberg et al., 2012). U 15 Mb velkej
nepatogenickej paracentrickej inverzie chromozému 21, ktora sa v Ceskej populécii u nositel'ov vyskytuje
s frekvenciou 1/660 je takisto predpoklad, Ze sa rozsirila vplyvom efektu zakladatel'a (Drabova et al., 2014).

Inverzia 8p23.1 (8p23-inv) je aZ 4,5 Mb velka inverzia a tym sa radi medzi najvacSie polymorfné
T'udské inverzie vobec (Giglio et al., 2001). Viaceré miesta v ramci inverzie boli popisané ako tdajné ciele
prirodzeného vyberu (Deng et al, 2008), vratane miest asociovanych s kardiovaskularnymi
a autoimunitnymi ochoreniami, napriek tomu ale neboli najdené jasné dokazy priebehu pozitivnej selekcie

(Salm et al., 2012).
Alela nestica inverziu na 16p11 je rozne populacne stratifikovand, od 10 % vo vychodnej Afrike po 49

% v severnej Eurépe, Co naznacuje pravdepodobnu existenciu selektivnych mechanizmov po migracii l'udi

z Afriky (Gonzalez et al., 2014).



HsInv0030, 17 120 bp dlha inverzia, ktord sa vyskytuje na chromozéme 16 je ancestrdlna a je
asociovana s deléciou exénu 6 v géne CTRB2, ktory koduje prekurzor chemotrypsinogénu B. Frekvencia
haplotypov bola r6zna v zavislosti na type populacie, a to by mohlo byt vysledkom adaptacie na rozli¢né
stravovacie navyky populacii (Pang et al., 2013). Casto je ale néro¢né odliSit' ¢i st rozdielne frekvencie
inverzii medzi roznymi populdciami a kontinentami vysledkom prirodzeného vyberu, alebo je této
stratifikacia sposobend demografiou. Demografické dévody st predpokladanou pric¢inou néarastu vyskytu
inverzie HsInv0059 v &zijskej populacii, naopak u HsInv0006 (frekvencia 90 % v Afrike, 33-43 % na inych

kontinentoch) je pravdepodobne;jsi vplyv prirodzeného vyberu (Vicente-Salvador et al., 2017).
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4. Inverzie asociované s klinickym prejavom

4.1. Inverzie ako jednoduché mutacie s fenotypovym prejavom
Z medicinskeho hl'adiska je najvécSia pozornost’ venovana inverziam prejavujicim sa patogenickymi
zmenami fenotypu. Na rozdiel od beZne sa vyskytujicich polymorfnych inverzii, ktoré nemaju pre svojich

nositel'ov zdravotné dosledky, su inverzie popisané v nasledujticej casti asociované s klinickym prejavom.

Existuji dva Casté mechanizmy vzniku takychto ochoreni. Jednym z nich je priame preruSenie
génového tseku, napr. inverzia na chromozome 5 moZe zasiahnut' gén AP3BI1 kddujici B3A podjednotku
proteinového komplexu, ktory je ddleZity pre dopravu cargo proteinov do lyzozémov, v pripade pritomnosti
inverzie ale dochadza k naruSeniu tohto génu, a to sa fenotypovo prejavi ako autozomalne recesivna porucha
Hermanského-Pudléakov syndrom (Jones et al., 2013). Podobne je inverzia na chromozome X, ktora naruSila
gény XIAP a TMEM47 kédujtce proteiny z rodiny PMP22/EMP/Claudin, ktoré si exprimované v 'udskych
tkanivach vratane mozgu, spojend s prejavom imunodeficiencie a mentalnej zaostalosti u sledovanych

pacientov (Utami et al., 2014).

Druhym castym mechanizmom vzniku ochorenia kvOli vyskytujicej sa inverzii je pozmenenie
expresie génu. Dysregulacia génu POU3F4 na chromozéme X bola sposobena upstream inverziou, ktora
oddelila gén od regulacnych elementov, Co sa prejavilo stratou sluchu pacienta (Anger et al., 2014). Rovnaku
situdciu je mozné sledovat aj na chromozome 7, kde vzniknuta paracentrickd inverzia inv(7)(q21.3q35)
pozmenila expresiu génov DLX5 a DLX6 oddelenim tychto génov od ich regulacnych prvkov a to vo
fenotypovom prejave vyustilo v stratu sluchu a kraniofacialne defekty (Brown et al., 2010). De novo inverzia
dlhého ramena chromozému 7 oddelila gén sonic hedgehog od enhancerov, ktoré riadia expresiu v prednom
mozgu (Lettice et al., 2011). Nositel tejto inverzie javil priznaky poruchy holoprosencefalického spektra,
zavaznej syndaktylie hornej koncatiny a synpolydaktylie dolnej koncatiny. Okrem vysSie uvedenych mozno
ako d’alSiu zaujimavu klinicky prejav spésobujticu inverziu uviest’ aj submikroskopicku inverziu vyskytujticu
sa na chromozéme 2, ktora skracuje transkripcny faktor ZNF804A, ktory je asociovany so schizofréniou a

bipolarnou poruchou (Blake et al., 2014).

Okrem vzniku ochorenia kvoli interakcii inverzie a génu moze ddjst’ u potomkov nositelov inverzie
k vzniku nebalancovaného genému nezlucitelného zo Zivotom. Takyto pripad bol popisany u matky

s inv(21)(p12; g22), u ktorej dochadzalo k opakovanym potratom (Tayebi et al., 2011).

VSetky spominané mutécie sa u pacientov vyskytli de novo, popripade bol zaznamenany iba rodinny
vyskyt a teda nejde o polymorfné inverzie. Tieto mutacie sa objavuju zriedkavo a choroby s nimi asociované
su vacSinou vzacne, preto ma Stadium tychto inverzii iba klinicky vyznam pre jednotlivych pacientov.
U niektorych inverzii bola ale opakovane preukazana stvislost’ s celosvetovo sa vyskytujicimi ochoreniami.
Medzi takéto inverzie patri inverzia int22h, ku ktorej dochddza v chromozémovej oblasti Xq28 a ktora
vznika rekombindciou repeticie v intréne 22 génu F8 kédujiceho koagulacny faktor VIII a jednou z dvoch
repeticii nachadzajtcich sa na distdlnom konci kratkeho ramena chromozému X (Turner et al., 2006). Podl'a

typu rekombindcie sa rozliSuje inverzia typu 1, tzv. distalna inverzia, ktora bola pri¢inou vzniku hemofilie
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A u 37 % pacientov a inverzia typu 2, tzv. proximadlna, ktord naruSila gén F8 u 7 % pacientov, priCom
pacienti trpiaci hemofiliou A a zaroven nestci inverziu maju vysSie riziko vyvinu inhibitora faktoru VIII

(Antonarakis et al., 1995).

U metabolickej poruchy mukopolysacharidézy druhého typu — Hunterovho syndromu, je asi u 13 %
pacientov pri¢inou vzniku inverzia, ku ktorej dochadza rekombinaciou medzi X viazanym génom IDS, ktory
kéduje enzym idunorat 2-sulfatdzu a medzi prilahlym pseudogénom IDS2 (Bondeson et al., 1995; podla
Puig et al., 2015). Dalej st popisané pripady, kedy boli inverzie pri¢inou vzniku nadorov, napr. inverzia
o vel'kosti 10 Mb na exdénoch 1-7 génu MSH?2 je predpokladanou pric¢inou vzniku Lynchovho syndromu
u sledovanych jedincov (Rhees et al., 2014), alebo mala inverzia na kratkom ramene druhého chromozo6mu,
ktorej dosledkom je sfizovanie génu EML4 s génom ALK zapriifiuje vznik nemalobunkového plicneho
karcinému u 6,7 % pacientov (Soda et al., 2007). Sfizovanie dvoch génov sa vyskytuje aj v niektorych
pripadoch akiitnej megakaryoblastickej leukémie kedy inverziou podmienend fiizia nastdva medzi génom pre

jadrovy korepresor CBFA2T3 a génom pre transkripény faktor GLIS52 (Gruber et al., 2012).

Tab. 1: Inverzie ako jednoduché mutécie s fenotypovym prejavom

Lokalizacia inverzie | Postihnuté gény Fenotypovy prejav Zdroj
5p15.1q14.1 AP3B1 Hermanského-Pudlakov syndrom Jones et al., 2013
X XIAP, TMEM47 |imunodefiencia, mentalna zaostalost’ Utami et al., 2014
Xq21.1g22.3 POU3F4 hluchota Anger et al., 2014
7q21.3q35 DLX5, DLX6 hluchota, kraniofacialne defekty Brown et al., 2010
7q22.1; q36.3 SHH I:;;‘;ZlgylﬁzlOSI;FSSE?;SjiIt‘;EhO spektra, 1 tice et al., 2011
2p25qg31 ZNF804A schizofrénia, bipolarna porucha Blake et al., 2014
21p12; q22 - opakované potraty u nositel’ky inverzie Tayebi et al., 2011
Xq28 F8 hemofilia typu A Turner et al., 2006
Xq IDS, IDS2 Hunterov syndréom Bondeson et al.,
1995 podla Puig et
al., 2015
2p MSH?2 Lynchov syndrém Rhees et al., 2014
2p EML4, ALK nemalobunkovy plticny karciném Soda et al., 2007
16p13.3q24.3 CBFA2T3, akutna megakaryoblasticka leukémia Gruber et al., 2012
GLIS52
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4.2. Polymorfné inverzie ako pricina zmeny fenotypu a vzniku ochoreni

Napriek nedostatku informacii o védcSine polymorfnych inverzii v I'udskom genéme boli niektoré
invertované génové useky asociované so vznikom fenotypového prejavu, ¢asto patogenického, alebo naopak
posobia protektivne voci vzniku ochoreni. Dokonca bola vicSina znamych polymorfnych inverzii na
Tudskych chromozémoch objavena Studiom réznych chordb. Takto bolo odhalenych 6 vel'kych inverznych
polymorfizmov (z toho 3 nové: 1,2 Mbp inverzia na 15924, 1,5 Mbp inverzia na 17q12 a 1,9 Mbp inverzia
na 3q29), vyskytujucich sa s odliSnou frekvenciou v troch populaciach: nigérijskej, europskej a azijskej
(Antonacci et al., 2009). V pripade inverzie na 17q12 bola potvrdena jej asocidcia so syndromom RCAD
(syndrom rendlnych cyst a diabetu), inverzie na 15924 a 3q29 boli spojené so vznikom mikrodele¢nych

syndromov (Antonacci et al., 2009).

NajpreStudovanejSim prikladom asocidcie polymorfnej inverzie s nejakym ochorenim je
900 kb usek nachadzajici sa na 17g21.31, na ktorom dochadza k inverzii HsInv0573, ktord zahriia
v populdcii sa vdvoch haplotypoch vyskytujici gén MAPT (Stefansson et al., 2005). Homologia
neinvertovaného haplotypu H1 a invertovaného haplotypu H2 je 99,524 %, odchylky st spdsobené vyskytom
mikrodelécie na H1 a duplikécii, ktoré ohranicuji body zlomu a vo vd¢Som rozsahu boli lokalizované na H2
(Zody et al., 2008). Haplotyp H1 ma preukazané spojenie s vyskytom rozlicnych tauopatii (Pittman et al.,
2006), vratane progresivnej supranukledrnej obrny (Baker et al., 1999), frontotemporalnej demencie
(Verpillat et al., 2002), kortikobazalnej degeneracie (Webb et al., 2008), Alzheimerovej (Myers et al., 2005) a
Parkinsonovej choroby (Skipper et al., 2004). Haplotyp H2 teda prinaSa svojim nositefom urcity druh
ochrany voci tymto neurodegenerativnym ochoreniam (Webb et al., 2008) a Zeny s haplotypom H2 maju
navySe preukdzane vyssi pocet deti (Stefansson et al., 2005). Nevyhodou je asociacia tohoto haplotypu

s mikrodele¢nymi syndromami (Koolen et al., 2006).

Na chromozomadlnom udseku 8p23.1 sa vyskytuje 4,5 Mb velka inverzia HsInv0501, u ktorej bol
popisany podobny protektivny vyznam ako u haplotypu H2 génu MAPT, invertovana alela chrani pred
vyvinutim systémového ochorenia lupus erythematosus (Namjou et al., 2014) a rovnakd ochranu poskytuje
aj proti vyvinu reumatoidnej artritidy (Salm et al., 2012). Zaroven je vSak inv8p23.1 spojena nielen s rizikom
vzniku potomstva s nebalancovanym genémom (Hollox et al., 2008), ale zahffia v sebe potencialne rizikové

lokusy asociované s autoimunitnymi a kardiovaskularnymi chorobnymi fenotypmi (Salm et al., 2012).

Pét’ nezavislych Studii potvrdilo, Ze inverzia na 16p11.2 o rozsahu 0,45 Mb, resp. cely haplotyp tohto
chromozomaélneho tseku chrani svojho nositela nielen pred vznikom astmy, ale hlavne pred spolo¢nym

vyskytom astmy a obezity u sledovanych jedincov (Gonzalez et al., 2014).

Patogenicky vplyv niektorych inverzii konkrétne ich previazanost' so vznikom psoridzy, chronického
zapalového ochorenia koZe postihujiiceho 2-3 % svetove]j populacie, sa pokusil ukazat’' Ma a kol. (Ma et al.,
2014). Vysledky st vSak sporné. Iba u dvoch kandidatnych inverzii bolo potvrdené prepojenie medzi
psoridzou a invertovanymi segmentami aj sekundarnym siborom dat a lokalizcie tychto inverzie sa
neprekryvaji so Ziadnou so znadmych inverzii uvedenych v databaze InvFEST (Puig et al., 2015).

Rozporuplné vysledky boli ziskané aj pfi Stidiu inv(9)(p11q12) (vyskyt v beZnej populdcii 1 — 3 %), kde
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jedna praca spojila tito inverziu s pripadmi infertility (Ceylan et al., 2008), ale ina tiito stuvislost’ zamietla

(Dana et al., 2012).

Tab. 2: Polymorfné inverzie ako pricina zmeny fenotypu a vzniku ochoreni

Lokalizacia inverzie | Vel'kost’ inverzie Mozny vplyv na nositel’a Zdroj
17q12 1,5Mb RCAD
3929 1,9 Mb

mikrodelecny syndrom Antonacci et al.,
15924 1,2 Mb 2009

mentalna retardacia, epilepsia,

15q13.3 2Mb e .
schizofrénia, autizmus
mikrodele¢ny syndrém Koolen et al., 2006
Webb et al., 2008
17q21.31 900 kb ochrana proti neurodegenerativnym Stefansson et al.,
ochoreniam, vyssia pérodnost 2005
riziko vzniku autoimunitnych a
kardiovaskularnych chordb Namjou et al., 2014
8p23.1 4,5 Mb
ochrana pred lupus erythematosus a Salm et al., 2012
reumatoidnou artritidou
16p11.2 0,45 Mb ochrana pred spolocnym vyskytom astmy | o 410 o a1 2014

a obezity

4.3. Inverzie ako predispozicia inych genomovych prestavieb

Niektoré inverzie nemaju priamy patogenicky nasledok, avSak ich vyskyt v 'udskom genéme znamena
vySSie riziko vyskytu inych Struktirnych prestavieb, a to sa v kone¢nom do6sledku méZe opit prejavit
patologickym fenotypom. Indikatorom inverzie takéhoto typu je jej zvySena frekvencia u rodicov
postihnutého v porovnani s beZnou populaciou, ako vzorovy priklad sa uvadza Williams-Beurenov syndrém,
ochorenie charakterizované vyvojovymi poruchami spésobené az 1,5 Mb velkou deléciou zahimajticou 17
génov na 7q11.23, v pripade ktorého bola u 33 % rodin s probandom objavena inverzia (Osborne et al.,
2001), ktorej velkost' kolisa v rozmedzi 1,79 az 2,56 Mb (Bayés et al., 2003). ZvySené riziko vzniku
syndromu eSte viac vystipi do popredia pri porovnani frekvencii inverzie u rodicovov pacientov s Williams-
Beurenovym syndromom s kontrolnou rodi¢ovskou kohortou, kde miera vyskytu inverzie bola iba 5,8 %

(Hobart et al., 2010).

Inverzia HsInv0389 invertuje aZ dva gény a to FLNA a EMD a jej vyskyt sa spaja s deléciou, ktora

sposobuje vznik svalovi dystrofiu Emery-Dreifuss (Aguado et al., 2014). Ako d'alSie priklady inverzii, ktoré
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predisponuju k vzniku delécie sa uvadzaji inverzie identifikované u rodicov pacientov s Angelmanovym
(Gimelli et al., 2003) ¢ Sotovym syndromom (Visser et al., 2005), rovnakd asocidcia bola objavena
u mikrodele¢ného syndrému na 17q21.31 (Koolen et al., 2006). Za pricinou vzniku spomenutych ochoreni sa
povazuje haploinsuficiencia jedného z deletovanych génov, mnoZstvo produktu druhej koépie génu na
pacientovom nepoSkodenom chromozéme nie je dostato¢né pre normalnu funkciu organizmu. Vo viacerych
pripadoch vSak eSte nebol zisteny konkrétny postihnuty gén, pretoZe delécia postihuje velké useky
zahffajuce viac génov (vid napr. Williams-Beurenov syndrom), navySe haploinsuficiencia nevysvetluje
vznik X viazanych ochoreni ako napr. svalovii dystrofiu Emery-Dreifuss (Small et al., 1997). Rovnako
pri¢inou Angelmanovho syndromu nie je haploinsuficiencia, ale strata funkcie paterndlne imprintovaného
génu UBE3A na 15q11.2—q13, ktord mozZe byt sposobend mutaciou (napr. 5-7 Mb deléciou) maternalnej
alely, paternalnou uniparentalnou disomiou, alebo defektom imprintingu (Buiting et al., 2016).

Inverzie mézu byt aj predispoziciou komplexnejSich genémovych prestavieb nez len delécii.
Maternalna génova oblast 8p23.1 nesiica 4,5 Mb inverziu predisponuje u potomka vznik r6znych
intrachromozomalnych (klasické invertované duplikacie a delécie) a interchromozomalnych (dicentricky
chromozém) prestavieb, ktoré si vysledkom ektopickej meiotickej rekombinacie (Hollox et al., 2008).
Takéto velké chromozémové imbalancie sa prejavia na fenotype pacientov zavaznymi poruchami
vyskytujicimi sa v roznych frekvenciach, medzi inymi vaZznou mentalnou retardaciou, dysmorfiami tvare,

agenézou corpus callosum, a kongenitalnymi defektami srdca (Guo et al., 1995).

Inym prikladom komplexnej chromozomadlnej prestavby, vznik ktorej je podmieneny pritomnostou
inverzie, je CastejSie generovanie nebalancovanej translokacie t(4; 8)(p16; p23) u matiek, ktoré nesu inverziu
na 8p23.1. a zaroveil na chromozéme 4 prejavujtica sa ako Wolf-Hirschhornov syndrém (Giglio et al., 2002).
Reciproka translokdcia génov PRKX na Xp a PRKY na Yp sposobujica tzv. sex reversal je takisto CastejSia na
chromozéme Y, ktory obsahuje inverziu vel'ka 4 Mb (Jobling et al., 1998).

Aj ked je frekvencia spominanych inverzii v populécii pomerne vysokd, ich kone¢ny vplyv na vznik
inych Struktirnych prestavieb s patogenickym prejavom je nizky, kedZe vy3Sie zmienené ochorenia sa
vyskytuji pomerne vzacne. Napriklad inverzia 15q11-ql3 je v beZnej populacii pritomnd na 4,5 %
chromozomov, ale incidencia delécie spojenej s Angelmanovym syndrémom je menej ako 1 %, takZe
penetrancia inverzie, vzhladom na riziko vzniku delécie génov BP2/BP3 u potomstva matiek s touto
inverziou, je len 0,1-0,2 % (Gimelli et al., 2003). Navyse nie u vSetkych pacientov je dané ochorenie
sposobené deléciou (pripadne inou s inverziou asociovanou prestavbou) a u tychto jedincov je pritomnost
inverzie urodiCov Uplne irelevantna. Niektoré vedecké prace na rozdiel od pévodnych stidii dokonca
nepotvrdili spojitost’ inverzie s inou genémovou prestavbou spésobujticou patologicky prejav, ako to bolo
napr. aj v pripade Williams-Beurenovho syndréomu (Frohnauer et al., 2010). V rekombinécii vSak md&Ze
existovat' individudlna variabilita, vd’aka ktorej dochddza k zmene nachylnosti k d’alSim Struktirnym
prestavbam (Gimelli et al., 2003).

Pre lepSie objasnenie ulohy inverzii ako predispozicii k inym prestavbam v gendéme su potrebné d’alSie
Studie, napriek tomu sa ale da tvrdit, Ze nositel' inverzie ma relativne vysSiu Sancu postihnutého dietat’a

v porovnani s nenositel'om.
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Tab. 3: Inverzie ako predispozicia inych gendmovych prestavieb

Lokalizacia Velkost’ Sekundarna Fenotypovy prejav Zdroj
inverzie inverzie prestavba
7q11.23 1{/’[19_2’56 Williams-Beurenov syndrém Hobart et al., 2010
svalova dystrofia Emery-Dreifuss Aguado etal,
Xq28 48 kb 2014
15q11-q13 4 Mb Angelmanov syndrém Gimelli et al,
2003
535 1,9 Mb delécia syndrém Sotos Visser et al., 2005
Koolen et al.,
17g21.31 970 kb 2006
3429 1,9 Mb mikrodele¢ny syndrém
Antonacci et al.,
15q13.3 1,8 Mb 2009
15924 1,2 Mb
mentdlna retardacia, dysmorfie tvére, | Hollox et al., 2008
delécie, duplikacie |agenéza corpus callosum,
8p23.1 4,5 Mb kongenitalne defekty srdca Guo et al., 1995
t(4; 8)(p16; p23) o
Wolf-Hirschhornov syndrém Giglio et al., 2002
translokacia Y s Jobling et al.,
Ypl1.2 4 Mb PRKX/PRKY sex reversal, muzZska neplodnost 1993
4p16 6 Mb t(4; 8)(p16; p23) Wolf-Hirschhornov syndrém Giglio et al., 2002

4.4. Efekt inverzil na gény a ich expresiu

Inverzie, ktoré priamo postihuji gény mo6zZzu mat pre svojho nositela rozne nasledky, ktorych

zavaznost' koliSe od miernych a7z po drastické. Pre diagnostiku je dbleZité determinovat tento vplyv.

V pripade, Ze st zname presné body zlomu inverzie je pomerne jednoduché dokazat, ¢i dana inverzia nartiSa

gén, narocnejsie sa dokazuje vplyv inverzie na génovu regulaciu. Priblizne 12 % inverzii nachadzajucich sa

v databaze InvFEST nartdsSa aspoil jeden gén, u inverzii HsInv0030 a HsInv0159 existuje validacia toho, Ze

nardsajui dva gény a predpoklad naruSenia dvoch génov existuje u d'alSich 30 inverzii (Martinez-Fundichely
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et al., 2014). Prikladom choroby, ktora sa vyvinula kvoli inverziou naruSenému génu je Hunterov syndrom
(mukopolysacharidéza 2. typu), ktory sposobila inverzia génu pre idunorat 2-sulfatdézu na chromozéme X

(Bondeson et al., 1995, podl'a Puig et al., 2015).

Inverzia nemusi mat" na expresiu génov Ziaden vplyv, ako je to moZné sledovat napriklad
v troch pripadoch génov lokalizovanych v bodoch zlomu, kde sekvencie génovych exénov boli identické
s kratkymi repeticiami inverzii (HsInv0124, HsInv0344 a HsInv0393) a v sekvencii mRNA nenastala Ziadna
zmena (Aguado et al., 2014). Podobny pripad bol najdeny na 16q23.1 kde 16,6 kb inverzia spdsobila, Ze si
gény prekurzoru pre chymotrypsinogén B CTRBI1 a CTRBZ2, ktoré st aZ z 97 % sekvencne homologické,
vymenia exén 1 (Pang et al., 2013).

Inverzie mozu naruSit’ gén tak, Ze sa jeho cCasti dostani na dlhé vzdialenosti od seba. Inverzia
HsInv1051 presunula prvé dva exény 87,8 kb vel'kého génu CCDC144B do vzdialenosti 200 kb, inverzia
HsInv0340 zasa podobnym mechanizmom skratila dlhi nekédujicu RNA LINC00395 (Aguado et al., 2014).
Gén ZNF257 mo6ze byt naruSeny vyskytom inverzie HsInv0379 (Martinez-Fundichely et al., 2014), gén
VIPR2 bol u 1 % zdravych jedincov naruseny inverziou HsInv0626 (Beri et al., 2013). Pre vacSinu tychto
inverzii bohuZzial’ neexistuju detailné Stidie skimajice ich vplyv na génovi expresiu. MoZnou hypotézou je
premiestnenie génu do oblasti heterochromatinu, na rozdiel od Stidii na Drosophile (Vogel et al., 2009), ale

nebol podobny jav zaznamenany v I'udskom gendme.

Vplyv inverzii na génovua expresiu bol Studovany hlavne na pripade ¢astych polymorfnych inverzii,
vysledky ukazuju napr. asocidciu medzi inv8p23 a mnoZstvom mRNA génov BLK, PPPI1R3B, XKR6,
FAM167A a CTSB (Salm et al., 2012). Medzi dalSie priklady patri inverzia 16p11.2, ktora ovplyviiuje
expresiu génu pre mitochondridlny regulator energetickej rovnovahy TUFM, kandidatnych génov pre obezitu
APOB48R a SH2BI1 a astmu IL27 (Gonzalez et al., 2014). VSetky tieto Stiidie sa vSak ststredili len na urcenie
génovej expresie vo vybranych tkanivach, napr. v pripade inverzie na 17q21.31 sa zistila zvySena expresia
génov LRRC37A4, PLEKHIM, MAPT a zniZena expresia génov MGC57346, LRRC37A, CRHRI1 u haplotypu
H1 v tkanive I'udského mozgu, alebo v celej krvi (De Jong et al., 2012). Dal$im obmedzenim, ktoré brani
zovseobecneniu vysledkov tychto Stddii je fakt, Ze sa zameriavali len na gény v rdmci inverzie a nebol
vykonany vyskum na vplyv inverzii na vidcSie sekvenCné wvzdialenosti, aj ked inverzia na 16pll
preukazatel'ne ovplyvnila aj gény, ktoré sa nenachadzaji priamo v invertovanom udseku, ale s inverziou len
susedia (Gonzélez et al., 2014), ¢o naznacCuje, Ze vplyv inverzii moZe siahat na vacSie vzdialenosti ako sa
povodne predpokladalo. Okrem toho boli niektoré z pozorovanych rozdielov v expresii génov najdené len
vramci jednej populacie, ako to bolo v pripade nalezu zmeny expresie génu BLK v eurdpskej, ale nie
azijskej a africkej populécii (Salm et al., 2012). U inych génov, napr. u génu PPP1R3B na 8p23 (Salm et al.,
2012), bola asociadcia zretelna v roznych populaciach, napr. zvySenad expresia Tau transkriptu vplyvom
inverzie zasahujicej gén MAPT u haplotypu H1 bola objavena celoplosne nezavisle na Studovanej populacii

(Myers et al., 2007).

Viécsina rozdielov v expresii ukazuje, Ze heterozygoti pre inverziu maji mieru expresie v strednych
hodnotach v porovnani s homozygotmi, ale to nevylucuje existenciu vynimiek, napr. gén NEIL2 na 8p23.1

odporuje tomuto aditivnemu modelu (Bosch et al.,, 2009). Rozdiely v expresii medzi Standardnou a
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invertovanou alelou v pripadoch polymorfnych inverzii na 8p23.1, 17q21.31 a 16p11.2 by mohli byt
sposobené oddelenim kédujiicej oblasti génu od jeho regulacnych elementov, pripadne pritomnostou
funkcnych jednonukleotidovych polymorfizmov udrZiavanych inverziou (De Jong et al., 2012), ale z vySSie
uvedenych vysledkov §tadii je zretelné, Ze vplyv inverzii na génovi expresiu sa neda jasne predikovat’ a
jednd sa o pomerne komplexnu zaleZitost'.

Niektoré prace popisuju aj rozdielnu expresiu v génoch vyskytujicich sa v mnohonasobnych képiach
(multiple-copy genes) v oblasti kratkych repeticii v blizkosti bodov zlomu inverzie. Medzi takéto gény patria
gén LRRC37A exprimovany v mozgu a gén LRRC37A4 exprimovany v krvi, ktoré st lokalizované v bodoch
zlomu inverzie na 17q21.31 (De Jong et al., 2012) a gény EIF3C, SULT1A1 a SULT1A4 na 16pl11.2
(Gonzélez et al., 2014). Mnohonasobné kopie génu komplikuji analyzu vplyvu inverzie na expresiu, kedze
zmeny expresie mozZu byt spésobené nepresnym stanovenim expresie jednotlivych génov, inak povedané
nepresnou vazbou pouZitej sondy. V pripade Studia inverzie na 17q21.31 sa sonda okrem Studovaného génu
LRRC37A viazala zaroven na gény LRRC37A2, LRRC37A3 a LRRC37A4 (De Jong et al., 2012). Rozli¢na
hladina expresie génov na 17q21.31 moZe mat’ eSte d’alSie vysvetlenie a sice, Ze dva rozli¢né haplotypy H1 a
H2 sa liSia poctom génovych kopii nachadzajicich sa na zlomovych miestach chromozému a zmeny
expresie mozu byt’ sposobené tymto odliSnym poctom (De Jong et al., 2012).

Niektoré inverzie meniace expresiu génov su zaroven asociované s klinickymi prejavmi a zmena
génovej expresie moze byt teda mechanizmom, vd'aka ktorému dochddza k fenotypovej zmene. Typickym
prikladom je zmena expresie génu BLK, ktora zvySuje riziko vyskytu systémového lupusu erythematosus a
reumatoidnej artritidy u nositela inverzie na 8p23.1 (Salm et al.,, 2012). Nadprodukcia Tau proteinu
kédovaného génom MAPT, ktord vznikd v pripade vyskytu inverzie na 17q21.31 u H1 je zase pricinou
vzniku niektorych neurodegenerativnych ochoreni (Webb et al., 2008). Naopak inverzia 16pll
sprostredkujica zmenu expresie génu TUFM, ktory kdduje mitochondridlny proteinovy regulator
energetickej balancie a inhibitor interferénu 1. typu ma protektivnu funkciu proti vzniku astmy a obezity
(Gonzélez et al., 2014).

Pre lepSie porozumenie vplyvu inverzii na expresiu vybranych génov je potrebné vykonat

celogenomovu analyzu zmeny expresie a zaroven celoploSny screening inverzii v rozliénych typoch tkaniv.
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5. Polymorfizmus inverzii

Kompeticia dvoch roznych chromozomalnych foriem vyusti bud’ v ich koexistenciu ako stabilnych
polymorfizmov, alebo k Gplnému vyluceniu jednej z nich. Distribicia a frekvencie inverzii v réznych
populéciach st d’alej ovplyvnené roznymi evolucnymi silami ako je geneticky drift, selekcia, ¢i migracia
jedincov. Polymorfné inverzie mdZu pochadzat’ z jedného dévneho predka, alebo vznikaju opakovane.
Opakovany vznik bol potvrdeny u inv(2)(p11.2q13) (Fickelscher et al., 2007), naopak u 8p23 sa zistil silny

e wwe

2008).

Velkost' Tudskych polymorfnych inverzii koliSe v rozmedzi od niekolko 10 az 100 kb, ktorych je
vacSina, aZ po vynimocne vel'ké inverzie, napr. 800 kb velka inverzia na 7p22, 1,1 Mb vel'ka inverzia na
16p12, alebo eSte vdcSia aZ 1,2 Mb inverzia na chromozéme 10 (Bansal et al., 2007). Rozdiely vo
frekvenciach inverzii nemusia byt len medzipopulacné. Medzikontinentalne frekvencné rozdiely boli
pozorované u HsInv0068, ktora sa vyskytuje aZ u 92 % Americanov, nie je vSak vobec pritomna u azijskej
populéacie (Vicente-Salvador et al., 2017). NajpreStudovanejsSimi udskymi polymorfnymi inverziami su
inverzie na 8p23.1 a 17g21.31, ktorych patogenicky vplyv bol bliZSie popisany v Casti 4.2. tejto prace.
Invertovany H2 u inv17q21.31 je v I'udskej populacii rozmiestneny nasledovne: az 25 % u Eurépanov, 5 %
v populécii centralnej Azie a 0% u vsetkych ostatnych populacii (Evans et al., 2004) a inv8p23.1 sa
vyskytuje s frekvenciou 79 % v populécii AlZirov, 63 % u Talianov a 25 % u MandZuov, pricom tieto udaje

korelujd s modelmi migracie I'udi z Afriky (Salm et al., 2012).

5.1. Inverzie pozorovatel'né cytogenetickymi metédami

Pouzitie cytogenetickych met6éd na odhalenie inverzii ma dlht histériu a okrem objavenia inverzii
spojenych s klinickym prejavom (vid’ Cast’ 4.2.) viedlo k objaveniu inverzii, ktoré nemaji plyv na fenotyp
svojho nositel'a. Klasickym farbenim boli objavené inverzie v heterochromatinovych oblastiach na
autozémoch 1, 9a 16 a na dlhom ramene gonozému Y a euchromatinové pericentrické inverzie
chromozémov 2, 3, 5a 10 (Gardner et al., 1996). Casty vyskyt zmienenych inverzii moze byt vysvetleny
rekombindciou medzi homologickymi tsekmi v oblastiach bodov zlomu, inverzie potom vykazuju
heterogenitu v bodoch zlomu, ako to bolo preukazané u inv(2)(p11q13) (Fickelscher et al., 2007). U inych
polymorfnych inverzii bol dokézany spolo¢ny pévod, napr. inv(10)(p11.2g21.2) sa pravdepodobne
v populdcii severnej Eurépy rozsirila z jedného zakladatel'a (Gilling et al., 2006) a aj ked sa tato 12 Mb
velka inverzia v Svédskej populaci vyskytuje s frekvenciou 0,11 % jej vyskyt nie je spojeny so Ziadnym
typickym fenotypovym prejavom (Entesarian et al., 2009).

Inverzie su najCastejSie detegovanou aberdciou konstitucného karyotypu na cytogenetickych
pracoviskach (Schmidt et al., 2005). Cytogenetické techniky maju ale obmedzenu rozliSovaciu schopnost’ a

az nové metody boli schopné odhalit’ skuto¢nu variabilitu inverzii v 'udskom genome.
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5.2. Vyskyt inverzii v 'udskom genome podl'a databazy InvFEST

Pouzitim modernych technik sa zistilo, Ze vyskyt inverzii a Struktirnych variacii vobec, je ovel'a
Castejsi ako sa predpokladalo. Jedna praca odhalila aZ 1695 regiénov Struktirnych variacii (Kidd et al.,
2008), ind 217 inverzii, z toho v&cSina novoobjavenych lezala mimo rozliSovaciu schopnost’ dovtedy
pouzivanych metdd (Tuzun et al., 2005). Porovnavanim I'udského gendmu a genému Simpanza boli ndjdené
tri nové polymorfné inverzie (730 kb inv7p22, 13 kb inv7qll a 1 1065 bp inv16q24), ¢o bolo az 13 %
z ndjdenych inverzii a to podporuje hypotézu o vysokej variabilite inverzii I'udského genému (Feuk et al.,
2005). Novsia praca potvrdila 22 polymorfnych inverzii z 90 predpokladanych s vel'kostou od 83 bp do 16,5
kb a frekvenciou alel 0,01 az 0,80 (Vicente-Salvador et al., 2017). Prva populacna Stidia mapujica celé
spektrum Struktdrnych variacii chorobného l'udského genoému bola vykonand aZ v roku 2017 na 689
jedincoch trpiacich na autizmus alebo iné vyvojové poruchy. Pri tejto rozsiahlej Stidii bolo objavenych viac
ako 11 000 roznych Struktirnych variacii, 16,8 % z nich bolo komplexnych alebo balancovanych, z toho az

42,6 % bolo polymorfnych a 84,4 % obsahovalo inverziu (Collins et al., 2017).
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Obr. 5: Distribticia polymorfnych inverzii v 'udskom genéme (Puig et al., 2015; upravené)
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Inverzie v databaze InvFEST maji r6zne oznacenie. Validovand inverzia ma aspon jeden
experimentalne potvrdeny bod zlomu, predpokladand inverzia nebola experimentidlne overend, ale je
predikovana pouZitim modernych metdd, nespol'ahliva inverzia takisto nebola potvrdena experimentalne a
navyse predikcie nespliiaju kritéria vierohodnosti, pripadne sa predpokladané body zlomu nachéadzaju z viac
ako 90 % v oblasti repetitivnych sekvencii a faloSna inverzia bola experimentélne preukdzana za neplatnd

alebo predpoklady, ktoré ju podporovali boli nespravne (Martinez-Fundichely et al., 2014).
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Obr. 6: Distribucia polymorfnych inverzii z databazy invFEST podl'a vel'kosti.

Podla grafu A st najspolahlivejSie inverzie <10 kb dlhé a viac ako polovica ostatnych inverzii
moZe byt faloSne pozitivna. Graf B zobrazuje Statistiku po odstraneni nespol'ahlivych a faloSnych
inverzii. (Puig et al., 2015; upravené)
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Inverzia sa v fudskom genéme méZe nachadzat’ v oblasti intergénovej, intronovej, alebo génove;j.
Intergénova inverzia neposkodzuje génovu sekvenciu, moZe vSak v sebe zahffat celé gény, intronova
inverzia sa cela nachadza v intronovej oblasti a génova inverzia naruSuje génovu sekvenciu bud’ na jednom

konci génu, alebo invertuje jeden alebo viac exénov vntitri génu.

Intergénové (787)

8%

Intronové (147) Exénové (158)

B Overené M Predpokladané Nespol'ahlivé MFalosné

Obr. 7: Klasifikacia polymorfnych inverzii z databazy invFEST podl'a vztahu ku
génovym oblastiam (Puig et al., 2015; upravené)
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6. Zaver

Uvedené informdacie st dokazom komplexnosti inverzii v I'udskom genéme. Inverzie plnia doleZitu
ulohu nielen v sticasnom modernom genofonde, ale podla viacerych zdrojov si déleZitym evolu¢nym
Cinitel'om. Vplyvom inverzii doSlo k vzniku gonozémov, niektori autori sa domnievaju, Ze plnili vyznamnu
funkciu aj v speciacii Simpanzov a I'udi. K tymto informéaciam je ale potrebné pristupovat’ s opatrnostou,
kedZe vdcSina prac sa zaoberala len evolucnymi vplyvmi jednotlivych inverzii. Niektoré z nich v3ak moéZu
na priebehu evolticie spolupracovat’ a navzajom sa r6zne ovplyviiovat'.

Vplyv prirodzeného vyberu na inverzie je tieZ nejasny. NajpreskiimanejSia polymorfnéa inverzia, na
ktorej sa skuimala selekcia je 17q21.31, vo vysledku bol ale zisteny stiCasny negativny aj pozitivny vplyv
tejto inverzie na svojho nositela. Demografické dovody st d'alSimi faktormi, ktoré spésobuju komplikacie

pri ur¢ovani vplyvu prirodzeného vyberu na inverzie.

Zriedkavo sa vyskytujlce inverzie m6zu narusit’ génovu oblast’ (napr. inverzia na chromozéme 5 a gén
AP3B1), pripadne pozmenia génovu reguléciu (inverzia chromozému X a gén POU3F4) ¢o sa vo vysledku
prejavi negativnymi zmenami fenotypu. Vyrazna asocidcia bola preukdzana v pripade muta¢ného vplyvu
inverzie Xq28 na vznik hemofilie typu A. MnoZstvo inych inverzii bolo zase pricinou vzniku nadorov.
U polymorfnych inverzii, napr. 17q21.31 ¢i 8p23.1, bolo takisto dokazané, Ze su pri¢inou roznych patogenéz.

Zlozitost' Stddia inverzii najlepSie dokumentuje ich u€inok na vznik inych Struktirnych prestavieb.
NajcastejSie je pritomnost’ vybranych inverzii predispoziciou pre vyskyt delécie, napr. v pripade Williams-
Beurenovho syndrému, iné inverzie, napr. inv8p23.1 zvySujd riziko vyskytu komplexnych genémovych
prestavieb. Zmena génovej expresie moze vzniknit jednoduchym naruSenim génu ako to bolo v pripade
Hunterovho syndrému a inverzie na chromozéme X. Inverzia ale nemusi mat na génovi expresiu Ziaden
vplyv, pripadne sa pozmenené hladiny mRNA vyskytuju len v urcitych typoch tkaniv.

Vyskyt polymorfnych inverzii v ludskych populacidch bol povodne Studovany klasickymi
cytogenetickymi metédami a cielilo sa hlavne na morbidne fenotypy. AZ pouZitim modernych postupov sa
odhalila skuto¢na variabilita vo vyskyte inverzii, a to predstavuje mozny podklad budicich stidii. Mnoho
otazok ostava nezodpovedanych a stava sa vyzvou pre d’alSie badanie. Cielom budticich vyskumov tak moze
byt’ zistenie presného mechanizmu vzniku inverzii, charakterizovania bodov zlomu, Stidium vzajomného
ovpyvihovania sa roznych inverzii ¢i vytvorenie prostriedkov pre Stidium inverzii v celogenémovych

populacnych Stadiach.
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