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ZAKLADNI TERMINOLOGIE

x Gen

x Lokus

x Alelo

x Genotyp (homozygot, heterozygot)
x Haplotyp

x Genom

!

x Fenotyp



C

tRNA

/

O

T

C

O

=4\

! ™,
U C A anticodon AUG
5I Jl"‘.\ G U Cﬂdﬂn LI J-‘i. ': mRNA 3!
—_—,—T"TTTYy
2nd base in codon
Fhe SE' Tyl l::-,|'$ U Promoter fE'—": Intron 1 E“'_‘i_"' . ntron 2 El‘j ? Int
LJ | phe | Ser | Tyr | Cys C W gy ~
E Leu Ser STOP | STOP A o Gen (DNA) =
L] Leu Ser STOP Trp G g Transkrpce
= = i Primar. transcript (RNA)
bt Leu | Pro His Arg U e -
= C Leu Pro His Arg C =1 -
a Leu Fro Gln Arg A o & Splicing (sestih)
E Leu Fro Gln Arg G g_ "Mature"transkript (MRNA) G —
. lle Thr Asn Ser ] o
< | Alte | The | Asn | Ser | C = [ Trensioce
le Thr LFS Al'[l ﬂ Protein QOIS0
Met | Thr | Lys Arg G
Val | Ala | Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
val | Ma | 6w | Gy | A
Val Ala Glu Gly G
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GENETIKA

+ specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou a
dedicnosti
+ klinickd genetika

x zabyva se diagnostikou, leCenim a prevenci genetickych
nemoci (nejen u pacienta ale celé rodinyl)

x genetické poradenstvi
+ lidska genetika
x studuje variabilitu a dedicnost u Cloveka
+ cytogenetika
x studium chromozomu
+ molekuldrni genetika
x studium struktury a funkce jednotlivych genu
+ populacni genetika
x studium proménlivosti populaci
+ komparativni a evoluéni genetika
x mezidruhové srovndni a studium evoluce druhU



GENOMIKA

+ studuje strukturu a funkci genomu pomoci genetického
mopovonl sekvenovdni a funkeni analyzy gent

+ snazi se o pochopeni veskeré informace obsazene v DNA
Zivych organizmu

x strukturni genomika = pochopeni struktury genomu
* konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripcnich
map genomu pnslusnych organizmu

* reprezentovala zejména inicidlni f&zi analyzy genomu;
konecnym cilem byla kompletni znalost DNA sekvence (nhapr.

HUGO projekt)
x funkéni genomika = studium funkce genuU a ostatnich

Casti genomu

* VYUZIVQ pozno’rku strukturni genomiky a snazi se o poznani
funkce genu; velmi Casto k fomu vyuzivd modeloveé organizmy
#mys kvasinka, nematoda, Drosofila aj.) jako casove a

inancné vyhodnou alternativu vyssich zivocichud (zejm. pro
moznost studovat mnoho generaci v relativné kratkem case

0 bioinformatika



LIDSKY GENOM

x Human Genome Project (HUGO)

% hustota gend na jednotlivych ectenilka € slegans e ko
chromosomech dost heterogenni *Re33 33:%i: s8383 s:3::
+ pouze ~10% kodujici sekvence HH R
’ 7 . . ~ s s 7 EEERS RS EE
+ ~75% se skladdd z jedinecné (heopakujici se) Geny 20000- ***%% 35333
sekvence 13,600 19,500 25000 45000 50,000
+ zbytek repetitivni sekvence
x nejasnd funkce, ziejme udrzups’rrukfuru
chromozomu, moznd jsou “evolucnirezervou
x typy repefic
* fandemoveé
x  mikrosatelity Microsatellite Minisatellite
x minisatelity or or
* Alu-repetice Short Tandem Repeat Variable Number of
* Ll-repefice (STR) Tandem Repeats
x mitochondridini DNA —— c T
* Disperse 1l outgcnomc * Commonly su telomenc
+ néekolik desVrek genu kéd UJ|C|Ch proteiny R g Vel g o 4510301
Zopojene Vv m|1'ochondr|0|n|ch procesech * Detected by PCR amplification + Detected by Souther hybridization

+ prenos pouze od matky!



GENOM VE ZDRAVI A NEMOC]

x Genetickd  vybava jedince (souhrn . vSech
genu=genom) je sice osudové zaddna v okamziku
zplozeni, ale neni pro dalsi zivot konecnad, protoze
v prubéhu zivota se mUze ménit

x pod vlivem faktord epigenetickych (indukovanych
faktory prostredi)

x pod vlvem dalSich faktor0 genetickych (napr.
mutacemi somatickych bunék v priobéhu maligni
transformace)

x VSechny tyfo faktory se mohou uplathovat take v
inferakci.



CHROMATIN A CHROMOZOM

Chromosom

Short regicn of
DNA double helix

‘Beads on a string”
form of chromatin

2 sesterské
chromatidy

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Pary bazi
(A TG.C)

Section of
chromosome in an
extended form

Condensed section
of chromosome

x Vv nedélici se burnice je chromatin
rozprostren volné v jadre

% U délici se organizuje do viditelnych
chromozomu Entire mitotic

chromosome




ZPDOSTUPNOST" CHROMATINU

x DNA je normdlné svinuta do B-DNA= jeden
pravotocivy zavit na 10,5 bp. Toto svinuti ovlivauiji
topoizomerdzy, vazba proteinu, transkripce,
replikace, zmény v iontovém slozeni.

x Zvysené zavinuti (,positive supercoiling stress")
x Snizené zavinuti (,,negative supercoiling stress*)

x Euchromatin - relaxovany, transkripéné
aktivovatelny

x Heterochromatin -kondenzovany, relativné
nedostupny



EPIGENETIKA

x = stabilni a heritabilni zmény v genovée
expresi, které nezahrnuji zmény v
sekvenci DNA

x Epigenetické procesy ridi genovou
expresi béhem bunécneho cyklu, vyvoje
a v odpovedi na modifikace prostredim
nebo biologickymi faktory



CHROMOSOMOVE A GENOVE ABERACE

x Chromosomové aberace
Strukturni
Numerické

x Genové mutace
VzAacné alely (méné nez 1% v populaci)
v'  jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z populace

odstranovany selekci
v nebo vznikly neddvno a nestacily se v populaci rozsirit)

Polymorfismy (nad 1 % v populaci)



GENOVE MUTACE

. hlediska patogeneze nemoci je
dulezité, zda se jednd o

x mutace v somatickych bunkach, které vznikaiji

Vv prubéhu zivota, vetsinou jsou bunecne nebo

’rkomove specmcke a neprendseji se na
potomstvo, nebo zda jde o

x tzv. zdrode¢né mutace, které vznikaji
v zdrodecnych bunkocq (vajicko nebo
spermie), stavaiji soucasti  vrozené
geneticke pred|sp02|ce jsSou olbsazeny ve
vsech bunkach a prendseji se na potomstvo.




GERMINATIVNI VS. SOMATICKE MUTACE

x Germinativni mutace pritomny ve vsech
bunkdch. V prubéhu zivota se neméeni
(geneticka predispozice?)

x Somatické mutace vznikaji v
somatickych bunkdch v prubéhu zivoto
(maligni transformace).



MONOGENN| NEMOC]

x Rozvo] molekuldrné biologickych metod
umoznil detailni analyzu genetickeho
podkladu mnoha mendelisticky dedenych,
tzv. monogennich nemoci.

x U téchto chorob se dédicny podklad
uplatfivje jako velky faktor, 1j. je pfitomen
prakticky u vsech nemocnych a jedna se
prokazatelné o faktor pricinny (napr. defekty
v dystrofinovém genu u muskularnich
dystrofii), k némuz se pridavaiji Jen#oko
pndc’rne dalsi faktory geneticke i faktory
zevniho prostredi. Pricinou téchto nemoci
byvaji predevsim tzv. vzacné alely



MONOGENN| NEMOCI

x Monogenni choroby jsou
primdarng, i kdyz ne vylucne,
chorobami détského véku.

x Méné nez 10% z nich se
manifestuje po puberte a Pedigree
pouhé 1% se objevi po

A
skonceni reprodukcniho veku. i ﬂ% %P
| — [ —
x V populacni studii na 1 milionu 7
Zivé narozenych déti byla ‘_D 1) rn

lnCIdence VéznyCh Kg male [ affected male Edeoeased male
monogennich chorob O tomale. @ atfoct fomalo 2 doceaser omale
odhadnuta na 0,36%, u 6-8%

hospitalizovanych déti se

uUvazZuje 0 monogennich

chorobdch.




MODELY MONOGENN| DEDICNOSTI (HWE!)

x Dominantni/ recesivni ) - 2 fenotypy
(AA + AQ) vs ag; aa vs (AA+AQ)

x Kodominantni — 3 fenotypy

AA Vs Ad Vs AO

x Vyhoda heterozygota

Ad vs (AA+ aq)

x Vyhoda alely — 2 fenotypy

A VS O



MITOCHONDRIALN| DEDICNOST

x I hlediska genetiky je zasadni fakt, Zze miDNA je predavana
dalsi generaci vyhradné matkou (matroklinni dédi¢nost), kdyz
po oplodnéni jsou zachovdny pouze mitochondrie lidskeho
vajicka. To patré neni pouhym dusledkem nepoméru pociu
mitochondril lidského oocytu (cca 100 000) a spermie (50-70),
ale predpokladd se akfivni proces, ktery po oplozeni zlikviduje
mitochondrie paterndlniho puvodu. Tomu odpovidd i typicky.
materndlni prenos chorob zpusobenych mutacemi mitDNA v
rodokmenu (viz obrdzek). Pokud je heteroplazmickd mutace
zdédena nebo k ni dojde v Casnych fdzich embryogeneze,
normalni i mutovand varianta jsou ndhodné predavany pfi
bunécnem deleni dcefinnym bunkdm (miftoticka i meiofickd
segregace). Distribuce a zastoupeni mutované mMIDNA v
jednotlivych orgdnech jsou proto patrné zavisle na case a
vzniku mutace a rovnéz na typu postizeneé bunky.
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POLYMORFISMY V DNA

x Jako polymorfismy v DNA se oznacuji pfirozen€ se objevujici zmeny
v sekvenci DNA s vice nez jednou variantou-alelou, s populacni frekvenci
vice nez 1 %. Objevuji se v pruméru jednou na kazdych 1000 pdr0 bdzi
genomove DNA.

x  Asi 90 % z nich jsou polymorfismy se zameénou jednoho nukleotidu (,single
gucleohde polymorphisms* - SNP), jejichz podstatou je substituce jedné
aze

x VétSina téchto polymorfismu lezi v nekédujicich (infronovych) sekvencich,
na jejichz funkcni vyznam existuji odlisné ndzory.

x Kromé& SNP se vyskytuji také minisatelitni a mikrosatelitni polymorfismy;,
které vznikaji v dUsledku variace v = tzv. tfandemovych repetitivnich
sekvencich. Minisatelitni polymorfismy jsou obvykle dlouhé 0,1-20 kilobdzi,
zatimco mikrosatelitni Casto méné nez 100 pdrd bazi.

x Véflina mikrosatelitnich polymorfismU jsou dinukleotidové opakovaci
(repeat) sekvence, jako je napr. opakovani motivu CA. SNP jsou obvykle
bialelicke (existuji Jen dve alely), mikrosatelitni polymorfismy multialelicke
#exm’rUJe vice nez dvé alely). Ackoliv veéfSina polymorfismU je zrejme
unkéneé neutrdini, Cast z nich zieimé ma alelicky specifické ucinky na
regulaci genové exprese nebo funkce kodovaneho proteinu, coz
determinuje  interindividualni variabilitu v biologickych znacich i
vhnimavost vuéi nemoci.



KOMPLEXNI (MULTIFAKTORIALNI, MULTIGENN!I)

NEMOC]

x Na odhaleni nejobecnéjSich principt genetiky multifaktoridinich
nemoci se na_rozdil od genetiky nemoci mendelistickych
v soucasné dobé stdle jesté Cekd. Také z tohoto duvodu zatim v
klinické praxi Casto kolisd ndzor na vysledky genetickych studii,
které se snazi odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od
neodUvodnéného ocekdvani nad  nalezenymi geny velkého
UCinku az po velkou skepsi vzhledem k existenci genetickeho
podkladu v populaci Cetnych nemoci ( nad 1%), jako je
v kardiologii napr. esencidini hypertenze. Jiste je, ze pokud
choroba mad prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekdavat
podil genetického podkladu na jeji manifestaci, a to i v tom
pripade, ze neni dosud dobre definovan nebo dosavadni znalost
nepovazujeme za presvedcCivou.

x Jinak receno, v 21. stoleti jiz musime pocitat s tim, ze fakficky kazda
choroba ma néjake geneticke pozadi, jehoz podil na manifestaci
dané choroby je rdzny.

x Své genetické pozadi maji i tak relativné vzddlené proximaini
fenotypy, joko je napr. kvalita zivota u nemocnych s chronickym
kordgjovaskulomlm onemocnénim, koznimi onemocnénimi, tumory
apo



KOMPLEXN| C

OROBY

choroby, na jejichz vzniku a progresi se podili
~komplex" genetickych, epigenetickych a
vnéjsich faktoru

+ fenotyp nevykazuje klasickou mendelistickou
dominantni Ci recesivni dédicnost jako
dusledek zmén v jediném lokusu (tzv.
jednolokusovych)

predisponujici “geny” zvysuji
pravdépodobnost onemocnéni, ale
nedeterminuji jednoznacné jeho pritomnost

+ je nutné spolupUsobeni negenetickych faktord
(prosﬁedlf

x dieta, fyzickd akfivita, koureni, ....
+ a interakci genU mezi sebou
komplexni onemocnéni jsou
charakterizovana:
+ Polygenni dedicnosti
+ Vyznamnou inferakci s vnéjsim prostredim
+ Zmeénou epigenetickych regulaci (metylace,
acetylace histonu)
nejcastéjsi komplexni nemMoci
+ diabetes (1.1 2. typu)
dyslipidemie
esencidini hypertenze
hypersenzitivity, autoagrese
sporadické tumory

+ + + +

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologickd populaéni variabilita

optimum riziko

polygenni nebo
monogenni
porucha

glukéza (mmol/l)
fyziologickd populacni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni
parucha

normolipidemie

cholesterol (mmol/I)



KOMPLEXN| CHOROBY-
CHARAKTERISTIKA

+ Polygenni dédicnost
+ Vyznamna interakce s vnéjsim prostredim
+ /ména epigenetickych regulaci (metylace, acetylace
histonu)
x nejcastéjsi komplexni nemoci
+ diabetes (1.1 2. typu)
+ dyslipidemie
+ esencialni hypertenze
+ hypersenzitivity, autoagrese
+ sporadické tumory



GENETICKE STUDIE

X X X x X

/Akladni debata nad genetickym podkladem
nemoci logicky zacind od strategie vybeéru fzv.
kandiddtnich genu. Tato otdzka je podstatne
jednodussi u mendelisticky dedénych nemoci, kde
se zménend funkce jednoho genu snadnégji
identfifikuje.

Kandiddtni gen muize byt asociovan:

s intermedidlnim fenotypem

s klinickou manifestaci nemoci

s klinickou z&vaznosti nemoci

s odpovidavosti nemoci na lécbu (farmakogenetikal)



GENETICKE STUDIE

x Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické
metodologie, kterd zhodnoti silu asociace genu
s chorobami. Moznosti jsou v zdasadé dvé: linkage
(vazebnad) analyza a asociacni studie. K detekcli
specifickych genetickych oblasti a genu, které se
ucastni v fransmisi nemoci, je v prinCipu mozneé pouzit
obe metody.

x Linkage (vazebna) analyza testuje kosegregaci
genoveho markeru a fenotypu nemoci v rodineé. Cili
marker a nemoc se v dané rodiné maiji vzdy
vyskytovat spolu.




GENETICKE STUDIE

Asociacni studie vysetruji souvyskyt markeru a nemoci
na populacni Urovni, fj. U nepribuznych jedincy,
obvykle srovndnim frekvenci markert u nepribuznych
nemocnych a kontrolnich subjektU (studie case-
control). Statistickou silu asociace je mozno dale
zvysit obohacenim o dalsi kritéria, jako jsou klinicke
subtypy nemoci (studie case-case), zdvaznost
nemoci, casny zacdatek nemoci, rizikoveé faktory pro
nemoc vcetné pohlavi a vhodné biologické znaky
(napr. plasmatické hladiny cytokinO pfi asociaci
genetickych polymorfismU v cytokinovych genech;
studie genotyp-fenotyp).




DNA MARKERY

x U komplexnich nemoci se ukazuje, ze je mozno asociovat alely
mnohych polymorfismU s vyskytem komplexni nemoci nebo nékterymi
infermedidlnimi  znaky onemocnéni (hladiny proteinu, rodinnd
anamnéza qj.) statisticky asociovat, Cili prinejmensim naqjit geneticky
marker, s touto nemoci asociovany.

x UrCity genotyp nebo alela daného polymorfismu tak predstavuje vyssi
(nizsI) riziko pro nemoc.
v

'Odds rafio (OR):

Pocet nemocnych s riz. genotypem x pocet zdravych bez riz. genotypu
PoCet nemocnych bezriz. genotypu x pocet zdravych s riz. genotypem

Senzitivita, specifita (nad 80%) a sila testu (nad 80%).



ZDRAVI CESTIi DOBROVOLNICI STREDNIHO VEKU (41-50 LET)
POLYMORFISMUS -3A/-4A V GENU PRO ENDOTELIN-1 (EDN1)

KOURENI

60 -
Pg=0,003
40 - Pa=0,003
[%0]
20 7
0 ==
3A3A 3A4A 4A4A
Muzi - kufaci (102) 53 45 2
Muzi - nekuraci (90) 37 50 13
O Muzi - kufaci (102) O Muzi - nekuraci (90)

Genotypy 3A3A a 3A4A jsou castéjSi u zdravych muzi kurakd oproti muzim
nekurakim (OR = 7,69, 95% Kl 1,67-35,38, P=0,002).



CHRONICKE SRDECNI SELHANI
POLYMORFISMUS RXRa 395246 A/AA

KREVNISKUPINY ABO

100 ~

Pg=0,006
Pa=0,002

50 1

AA ANAA AATAA

Pacientis CHF - KS A (84) 95 5 0
Pacienti s CHF - KS nonA (117) 9 20 1

Alela AA prinasi 5x vyssi OR pro pacienty s CHF a krevni
skupinou nonA (B+AB+Q0):. OR=5,16; 95%KIl 1,72-15,50;
P=0,0009



CHRONICKE SRDECNI SELHANI
POLYMORFISMUS -720T/G Y GENU PRO MMP-2
CELKQY - CHAOLESTERQE

100 -~
Pg=0,03
. Pa=0,01
50 -
[ 1
O T TG GG
Muzis CHF, TC <5 30 34 36
mmol/l (58)
Muzis CHF, TC>5 10 40 50
mmol/l (58)
8 Muzis CHF, TC < 5 mmol/l (58)
8 Muzis CHF, TC > 5 mmol/l (58)

Genotypy TG + GG prinaseji 3,59x vyssi OR pro muze s CHF a vyssi hladinou
celkového cholesterolu: OR=3,59; 95% Kl 1,30-9,93; P=0,009



CHRONICKE SRDECNI| SELHANI

POLYMORFISMUS -735C/T Y GENU PRO MMP-2

HYPERTENZE
CELKOVY CHOLESTEROL
100 -
Pg=0,01
50 - Pa=0,171
| b e 0 <« T T
, ﬂt::::n!*géngea : Muzi s CHF, normotenzni, TC< 5 76 24 0
' 3 mmol/l (45)
‘ Muzi s CHF, normotenzni, TC>5 91 4 5
mmol/l (47)

@ Muzi s CHF, normotenzni, TC< 5 mmol/l (45)
O Muzi s CHF, normotenzni, TC > 5 mmol/l (47)

Genotyp CT prinasi 7,28 x vyssi OR pro muze s CHF, normotenzi a vyssSi hladinou
celkového cholesterolu: OR=7,28; 95% Kl 1,51-35,03; P=0,006




CHRONICKE SRDECNi SELHANI
ASOCIOVANY GENOTYP 8002 G/A A -3A/-4A EDN-1
BIG ENDOTELIN

{/ \\

40 - ] 0 Big endotelin < 0,7 pmol/L
30 I (19)

20 ’_H _‘ 0 Big endotelin > 0,7 pmol/L
10- [ 8

o S R R
0?% %Vv Wv O%V% O%VV va o’b& O%VV va
I S S SO

Asociovany genotyp AG3A4A nese 5x vyssi OR pro
chronické srdeé¢ni selhani ve skupiné

s nizkou hladinou big endotelinu oproti skupiné
pacientd s vysokou hladinou:

OR = 5,38;

95% Kl = 1,75-16,58;

P= 0,005




CHRONICKE SRDECNI SELHANI ST TR
DILATACNI KARDIOMYQPATIE (RCM). PLICNI MESTNANI (PCG)

3'TACE

100

Pg=0,02
50 - Pa=0,0007
0 [ —
Pacienti s DCM (29), PCG=1 | Pacienti s DCM (9), PCG=2
oMM 14 56
OMN 28 33
O NN 59 11

Genotyp MM nese 8x vyssi OR pro DCM s PCG=2 oproti DCM s
PCG=1: OR=7,81, 95% Kl =1,45-42,17, P=0,02



HEMATOLOGY

ASH Education Program Book

Figure 2. Relationship between genome-wide and candidate gene pharmacogenetic studies

’ Rational Candidate
Gene Selection from
Knowledge of Drug
Metabolism Pathways
l and Drug Targets i

Genome-Wide

(Relatively few)
Studies
Identified
t‘ Candidate
i Genes
/\ | (Typically
/ Candidate many)
. Gene
\Q Positive | | > Replication in |
Study l:> Independent
" Negative ‘ Datasets |
haun SEUC

Davies, S. M. Hematology 2006;2006:111-117

Copyright ©2006 American Society of Hematology. Copyright restrictions may apply.



SROVNANI STRATEGII GENETICKEHO VYZKUMU:
KANDIDATNI GENY VS, ,, GENOME-WIDE ,, STUDIE

x Studie kandidatnich genu

Raciondlini (patofyziologickd) selekce genu bez
moznosti objevit nove (je mozno ovsem objevit nove
klinicky validni morkery uVvnitr genu)

Limitovany pocet genu snizuje riziko falesné pozitivity
vysledku

Redukované ndklady, pokud |e tento pristup Uspesny

(vede k signifikantnim vysledkum=klinicky validnim
markerim).

Je moZno se dopracovat statisticky adekvatne
velkym souborUm vysetfenych osob



SROVNA,NI' S,TRATEGII' GENETICKEHO VYZKUMU:
KANDIDATN| GENY VS, ,, GENOME-WIDE ,, STUDIE

x Studie ,,genome-wide"

- Analyza celych genomu muze vést k
identifikaci dosud nezndmych genetickych
souvislosti

- Zvysuje se riziko nepravdivého vysledku

- ZvySené ndklady, takeé na zaklade zvyseneho
poctu signifikantnich vysledkd

- Stafisticky adekvatné cetnych souboru je
Mozno dosahnout jen obtizné




GENOVA TERAPIE

> Zahrnuje jakoukoliv proceduru, urcenou k |eCeni
nemoci genetickou modifikaci bunék pacienta.

> Do bunék se transferuji: geny, jejich Casti nebo
oligonukleotidy.

> Genova ferapie in vivo: transfer priimo do bunék
pacienta

» Genovd terapie in vitro: genovée modifikace
probihaji MiMo organismus

> Genova terapie ex vivo: modifikované bunky se
vraceji do organismu



GENOVA TERAPIE: TYPY NEMOCi

x InfekCni nemoci

x Rakoviny

x Vrozené nemoci

x Nemoci imunitnino systému



GENOVA TERAPIE

X
X
X

Virové a nevirové vektory.
RUzné terapeutickeé strategie:

,gene-based" (tumor suppressor genes, suicide
genes, antiangiogenic genes, cytokine a oxidative
stress-based genes)

+RNA-based” (antisense oligonucleotides and RNA
interference) pristupy.

sJmmune response-based” strategies (dendritic
fell and T cell-based therapy) se rozvijeji v terapii
umoru.



GENOVA TERAPIE

> Klasicka geneticka terapie (dopravit
geny do vhodnych cilovych bunék, aby
bylo dosazeno optimdini  exprese
vhesenych genu) s cilem:

> 1. zajistit produkci latky, kterda chybi

> 2. akfivovat bunky imunitnino systému ve
snaze pomoci odstranit nemocné bunky



TECHNOLOGIE KLASICKE GENETICKE TERAPIE

x Jednd se o zacileni bunék nemocné tkdané

> Geny mohou inzertovany do bunék pacienta
PriMo a Nneprimo

> Inzertované geny se mohou

v Integrovat do chromozomu

v ZUstat extrachromozomdlné (epizomy)



V. V.V .Y

PRINCIPY GENETICKEHO TRANSFERU

cDNA s kompletni DNA kdodujici sekvenci je
modifikovana k zajisténi vysoké hladiny exprese, napr.
pomoci silného virového vektoru. Naslednd inzerce
genu se deje

A) do chromozomu
gen se bude rozsirovat do dalsich bunék
zajisténa vysokd Uroven exprese (kmenove bunky)

ndhodnd inzerce-ruznd lokalizace -rbznd Uroven
exprese-smrt  jednotlive bunky-rakovina (aaktivace

onkogenu, deaktivace supresoroveho nebo
apoptotickeho genu-vyhoda fransferu ex vivo.
B) extrachromozomadlné - nevyhoda nejistého

dlouhodobého Ucinku
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iqure 22.3: /n vivo and ex vivo gene therapy.
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NEKLASICKA GENOVA TERAPIE

> Inhibice exprese genu asociovanych s
patogenezou

» Korekce  genetfického - defekiu ©
obnoveni normalni genove exprese

> Soucasnd genova terapie se omezuje na
terapii somatickych mutaci.

> Etické problémy s potencidlni terapil
zarodec¢nych mutaci.



GENOVA TERAPIE A JINE TERAPEUTICKE MOLEKULARNE GENETICKE PRISTUPY

> Rekombinantni proteiny a ,,genetically engineered" vakciny

> Expresnim klonovdnim produkt normdlniho genu (klonované
geny jsou exprimovany v mikroorganismech  nebo
transgennich organismech), které slouzi k tvorbe velkych
mnozstvi medicinsky cennych produktU

> Produkci geneticky ,engineering” profiladtek (geny pro
protilatky jsou manipulovany k tvorbé novych castecneé nebo
plné humanizovanych protildtek) pro terapeutické pouziti

> Produkci ,,genetically engineered" vakcin-predevsim profi
tumorUm a infekénim agens.



REKOMBINANTNI BILKOVINY JE MOZNO PRODUKOVAT EXPRESNIM KLONOYANIM
V MIKROORGANISMECH NEBO V TRANSGENNICH ZVIRATECH

V mikroorganismech:

- Vyhody: dostate€nd mnozstvi produkovanych latek
-  Nevyhody:

x pozménéné produkty v dUsledku odlisnych

posttranslacnich Uprav bilkovin se stejnou primarni
strukturou (glykosylace)

x probléeémy s purifikaci
V transgennich zviratech:

-  moznost navodit podobné posttranslacni systemy
jako u Cloveka



CHIMERICKE A HUMANIZOVANE PROTILATKY

> Rekombinantni protilatky humdanni-hlodavci

> Humanizace hlodavCich mAb umoznuje ziskat
velké mnozstvi profildtek a zdroven zabranit
imunitni odpovédi lidského prijemce:

» chimerické V/C protilatky)

» CDR (complementarity determining regions) graff
profilatky

> Infekeni patogeny a antigeny naddorovych bunék



Humanized antibody Fully human antibody

Genetically engineered antibodies.



_.GENETICKY ENGINNERED" VAKCINY

0 Genetickd modifikace antigenu — napr. fuze
cytokinu s anfigenem ke zvyseni antigenicity

0 Genetickd modifikace viru- virové vektory

a Genetické modifikace mikroorganismu, které
zpUsobi:

. odstranéni genu nutnych pro patogenezu

. expresi exogenniho genu v bakterich nebo
parazitech po jeho inzerci do téchto organismu
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PERSONALIZOVANA MEDICINA

x Umoznuje zlepSovat Ucinnost terapie na zakladé
vysokého respektu k interindividudlni variabilité
pacienta

x /droje:

x Klinicky relevantni znalost genetického podkladu
NneMocCi

Bunécnad terapie

Genovad terapie
Farmakogenetika
Farmakoekonomickée aspekty

X X X X



Figure 1. The hoped-for pathway of development of personalized medicine for the treatment
of leukemia

‘ Iden_tiﬁcation of single gene polymorphisms that inﬂuenée
| e en iy outcome of therapy . Tl
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HEMATOLOGY

ASH Education Program Book

‘ Generation of multi-gene pharmacogenetic profile

. !

’ Ihproved survival with “p;roﬁle adjusted” therapy

. B

| Personalized profile generated for all patients z
' before treatment for leukemia; population based |
oo iie 5 - opplication © - |

Davies, S. M. Hematology 2006;2006:111-117

Copyright ©2006 American Society of Hematology. Copyright restrictions may apply.



FARMAKOGENETIKA - CILE

x Popsat vliv dediCnosti na odpoved organismu na
rozné latky s vyuzitim interdisciplindrnino pristupu

x Farmakogenomika

x Farmakodynamika: popisuje zddouci ¢i nezadouci
UCinky 1€kU na organismus

(lek— organismus)

x Farmakokinetika: se zabyvd hladinami 1€kU a jeho
metabolitd v rdznych tkdnich a vstrebdvanim léku,
jejich distribuci, metabolismem a eliminaci

(organismus — [€k)



Klicové slozky farmakogenetiky

Fharmacogenatics
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\_+ _________ ) |
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FARMAKODYNAMIKA X FARMAKOGENOMIKA

x RUznd odpoved pacientU téze populacni
skupiny na tentyz [ék

x RUznd odpoveéd pacientU na kombinace
tychz |éku

x Geneticky determinovand precitlivelost
na danou |atku



FARMAKOKINETIKA

x Absorpce (GIT, mofilita?, pH zaludecni
sekrece?, intestinalni florae, misto
absorpce)

x Distribuce (frakce leciva vazand na
bilkoviny séra, afinita jednotlivych IECiv k
BS — fenylbutazon-warfarin)

x Metabolismus (indukce, inhibice
metabolizujicich enzymu... rifampicin-
oralni kontraceptiva)

x Eliminace (pH moci, lithium-thiazidy)



FARMAKOKINETIKA X FARMAKOGENOMIKA

x Rozdilné hladiny Iéku v séru pacientu
téze skupiny, vahy, atd. po podadni stejné
ddavky

x Rychlejsi x pomalejsi nastup Ucinku

x RUznd doba eliminace |éciva z
organismu

x Interakce (alkohol, tabdk, barbituraty)



FARMAKOGENETIKA A VYVOJ LEKU

x Nutnost presné diagndzy (k fenotypicky
podobnym stavUm mohou vést ruzné
patobiochemické mechanismy).

x Individudini odpoved jedince na terapii
muUze zdlezet na genech, vstupujicich do
interakce s metabolismem |[éku nebo jeho
pusobenim.

x Polovina vSech dosud pouzivanych IekU je
metabolizovana enzymy P450.



P450

x CYP3A4 — 50% metabolizovanych
]

x CYP2D6 — 20%

x CYP2D9 + CYP2D19- 15 %

x CYP2D6, CYP2D9, CYP2D19 ©
CYP2A6 byly prokdzany jako
funk&né polymorfni




Wnilie

x Specificky geograficky vazané CYP geny
x Defektni alely CYP2C9, CYP2CI19 a CYP2Dé se

objevuji vSude; nékde maji extréemné vysokée
frekvence.

x CYP2C9 se snizenou metabolickou aktivitou je
obvykly v Evropé, CYP2C 19 ve vychodni Asii,

x /vySend metabolicka aktivity CYP2D6 v centralni
Africe a v nékterych oblastech vychodni Asie.

x Frekvence CYP3A5*3 (nejcastejsi defektni alela)
je 20 % v Africe, v Evropé je nejCastejsi, teémer
fixni v nékterych oblastech.



PharmGKB Irinotecan Pathway
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Copyright 2004 ‘
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TO THE PREVIOUS PICTURE:

x [rnotekan pathway. Model of human
iver with blood, bile and intestine
compartmets.

x Drug-purple frames

x Genes-transporters-turquoise ovals
x Metabolic enzymes-blue ovals

x Inferactive pathway

) 4 (See www.pharmgkb.org/search/pathway/irinotecan/liver/jsp).



CHRONICKE SRDECNI SELHANI - T
FARMAKOGENETICKE ROZDILY Y DAYKOVYANI BETA BLOKATORU A ACEI- I/D ACE

OR pro genotyp Il u
pacientu s nizsi nez 50%
davkou proti doporucené
"0 je (BB+ACEl) je 2,84,

oo

ol P:0,00Q

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50%
40% -
30% -
20% -

o . , | Pg=0,006, Pa=0,009

Others (177) Patients with lower than
50% dose of BB and/or
ACEI (60)




MODEL TERAPIE HYPERTENZE (PODLE LINDPAINTNERA, BREZEN 2003)
160+ ARAAY

140+ |
120+
100
M
80 m M2
10 R M3

A B C D E F G H 1 J

A=fyziologicky stav: tfi molekuldrni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na

determinaci znaku (TK), B=hypertenze D1: selhdni M1 (pricina/Jucast)

C=hypertenze D1: kauzdini terapie T1 (cillend na M1), D= hypertenze D3: selhdni M3 (pricina
ucast), E=hypertenze D3, |éCeni T1: terapie neni kauzdini, F=hypertenze DI, paliativni
terapie T2, cilend na M2, G=hypertenze D1, terapie T2, refrakterni varianta na T2 v M2, H=
fyziologicky stav: odlisny podil M1 a M2 na normdlnim znaku, | = varianta hypertenze D1:
selhdni M1; J =varianta hypertenze D1: terapie T2


http://link.springer.de/link/service/journals/00109/contents/02/00416/paper/s00109-002-0416-5ch100.html#IntRef4
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