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Genetika a genomika v patofyziologii nemoci

Embryolog
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Genom ve zdravi a nemoci

— Geneticka vybavo jedince (souhrn vsech
genu=genom) je sice osudové zaddna v okamziku
zplozeni, ale neni pro dalsi zivot konecnd, protoze
Vv prubéhu Zivota se muze ménit jak
_ pod vlivem cetnych faktorU prostredi, tak

— faktor0 epigenetickych (metylace, acetylace histonu,
glykace),

—tak pod vlivem dalsich faktord genetickych (napf.
mutacemi somatickych bunék v probéhu maligni
transformace).
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Genomika

— je obor genetiky, kftery se snazi stanovit Uplnou genetickou
iInformaci organismu a interpretovat ji v terminech Zzivotnich
pochodU. Nekdy se genomika rozdéluje na tzv. strukturni
genomiku, spocivajici ve stanoveni sledu nukleotidu genomu
organismu, na bioinformatiku, jez poclitaCovymi metodami o
praci v databdzich inferpretuje prectenou dedicnou informaci
a na funkéni genomiku, kde se experimentem, napriklad
vyrazenim ne&jakeho genu z Cinnosti (zvireci modely typu knock
out), snazime priradit funkci nezndmym genUm, pripadné funkci

genu studovat.
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Strukturdlni soucasti DNA
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Strukiura DNA

— Cukry-N-glykosidické  vazby bazi mezi CI
deoxyribdzy (DNA) a ribdzy (RNA) a NI
pyrimidinovych bazi a N9 purinovych bazi.

—Baze A, T (- vazby), G, C (= vazby)

— Fosfaty jsou esterifikovany na C5’'deoxyribdzy o
vytvareji dNMP

— dNMP+P=dNDP+P=dNTP
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Povaha informace skladovanée v DNA

— Nékteré geny koduji protein. Jejich transkribovand RNA se
nazyva heterogenni nukledrni RNA (hnRNA). Ta se upravuje
(processing) na mRNA.

— Messenger RNA (mRNA) je linedrni kéd, ktery je mozno preveést
(franslace) do sekvence AK polypeptidu pomoci kodonu a

antikodonU (o 3 znacich) pro kazdou AK.
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Povaha informace v DNA

— Nékteré geny nekoduji protein. Funkce transkribované RNA v
tomto pripadeé je:

— processing MRNA (malé nukledrni RNA Cili SnRNA)

— translace mMRNA do proteinu (transfer RNA-IRNA, ribosomalni RNA-
rRNA. tRNA a rRNA kdéduje 3D strukturu ve vyslednych produktech

RNA, které umoznuiji jejich funkci.
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Syntéza DNA ve zvirecich bunkach

— DNA je ve zvirecich bunkdch ve formé chromosomuU (1-10cm celkové
délky). Kazdy chromosom md 2000 zacdtku (origins) replikace. Od
kazdého tohoto mista probihd obousmérné syntéza DNA. Az se
jednotlivé kousky syntetizované z mist zacdatku replikace setkaiji, vznikd
dcerinneé vidkno DNA. Zacdatky jsou od sebe vzddleny cca 30-100 um.

— Casovda synchronizace syntézy 50000-60000 replikonu v kozdém

genomu.
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tRMNA

C > C O

F ™,
U Cc A anticodon AUG
5" A G U codon UaAaC mRNA 3"
2nd base in codon

Phe | Ser Tyr Cys U
U Phe | Ser Tyr Cys c L
S Leu | Ser | STOP |sTOP | A —
b Leu | Ser | STOP | Trp G 4
o Leu | Pro His Arg u o
= C Leu Pro His Arg C 5
@ Leu | Pro Gln Arg A O
o Leu | Pro | Gin | Arg G 4
o e Thr Asn Ser () g

< | Al Me | Thr Asn | Ser c

lle Thr | Lys Arg A

Met | Thr Lys Arg G

Val Ala | Asp Gly U

G Val Ala Asp Gly C

val | Ala | Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G
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Koncepce ,Read and Write genome*

— Genomy jsou databdze DNA, které obsahuji kddujici a
formdatujici sekvence, které umoznuji dédi¢né predani
schopnosti syntetizovat biologicky adaptivni molekuly RNA a
proteinU. V prubéhu evoluce se kdduijici sekvence i
formatuijici signdly meéni, coz umoznuje stdle nové adaptace
pomoceé restrukturalizace genomu (Shapiro, 2011 a Shapiro,
2013).

— Dynamicky read-write (RW) genome stfida tradicni
predstavu ,,read only memory* (ROM) genomu.
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303264715001823#bib0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303264715001823#bib0015

Koncepce ,,Read and Write (RW) genome*

— Zakladni ideou této koncepce je myslenka, ze bunky pouzivaji
DNA jako modifikovatelny prostredek skladujici data (,,data
storage medium*), ktery kdduje RNA a proteinové molekuly:
tyto molekuly si museji poradit s ménicim se prostredim.

—Zména je pro zijici organismy kontinudlnim déjem. Ke zméndm
dochdzi béhem pruchodu bunék cyklem bunécného déleni, s
meéenicimi se vilastnostmi vnéjsino prostredi, se zkusenosti bunék
s posSkozenim, s vyvojem multiceluldrni morfogenezy a s

interakci bunék s jinymi bunkami a organismy.
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Koncepce ..Read and Write (RW) genome“

— Ke zvladdnuti kratkodobych zmén bunky primdrné nasazuji prechodné

vznikajici nukleoproteinové komplexy, které jsou schopny regulaci exprese
genomickych dat a umozniuji tak rst a replikaci bunék.

— Pro dlouhodobéjsi zmény, jako je bunécna diferenciace a multicelularni

morfogeneze, vstupuji do hry dedicné epigenetické modifikace genomu.

— Pro nejdlouhodobéjsi zmeny, které vytvareji nove biologicke funkce

13

béhem evoluce, bunky nasazuji schopnost ,,natural genetic
engineeringu", které umoznuji prebirat a alterovat sekvence DNA @
rekonfigurovat organizaci genomu. Nékdy tyto funkce méni strukturu DNA
také v zdjmu krdtkodobych cilb (napf. rychld nastolend diverzita mezi
receptory adaptivnino imunitnino systému).
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Tumorigeneze je komplexni evoluéni proces zahrnujici mnoho genetickych a
epigenetickych alteraci. Epigenetické zmény béhem iniciace a progrese
tumoru poskytuji abundantni zdroj variability, ktera podporuje rychlou
adaptaci tumoru a poskytuje bohaty zdroj labilnich biomarkert pro
genetickou analyzu.

14 Prof. Anna Vasku Tumour Biol. 2016 Jul 28. Biomarkers of genome instability

and cancer epigenetics. Reis AH, Vargas FR, Lemos B.



https://static-content.springer.com/image/art:10.1007/s13277-016-5278-5/MediaObjects/13277_2016_5278_Fig1_HTML.gif
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27468720
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lemos%20B%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=27468720

Geny vdrzujici stabilitu genomvu

— Oznacuji se nékdy jako mutatorni geny @
byvaji i fazeny k tumor-supresorovym genum.
Produkty t&€chto genu se uplatiuiji

v opravnych mechanismech poskozené DNA.

— Jejich mutace vede ke zvysené frekvenci
mutovanych onkogenu a tumor-
supresorovych genu, nékdy az 1000krdt.
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Geny udrzujici stabilitu genomvu

— Patfi sem geny, jejichz produkty zajistuji
vystfizeni poskozeného Useku DNA a umoznuiji
excizni opravny proces. Jejich recesivni
mutace zpUsobuje onemocnéni zvané
xeroderma pigmentosum a CockayenuUv
syndrom, coz jsou prekancerdzy se zvysenou
ndchylnosti ke karcinomum kuze navozenym
expozici na UV-zdareni.
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Geny vdrzujici stabilitu genomvu

Dalsi skupinou mutatornich genu jsou ,,mismatch*
opravneé geny; kdbdované proteiny opravuji chybné
zarazeni baze pri replikaci DNA (nikoliv vsak
komplementdrni). Projevem mutaci téchto genu je
instabilita na nukleotidové Urovni — mikrosatelitova
instabilita. Zarodecné mutace zeména MSH2 a MLH1
genu jsou podkladem hereditdrniho nepolypdzniho
kolorektalniho karcinomu (HNPCC) .

— Mutace genu, jejichz produkty zajistuji ,,opravné
cteni", jehoz Ukolem je identifikace chybnych UsekU
DNA pri replikaci, byly prokdzdany u karcinomu zaludku
a flustého streva. Jednd se predevsim o mutaci genu
pro polymerasu d.
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19 Prof. Anna Vasku

Geny vdrzujici stabilitu genomvu

Rozpozndni poskozené DNA a aktivace p53
vyzaduje pritomnost ATK. Tento gen koduje
kinasu, kterd aktivuje jak CHK2 tak p53 pri
poskozeni DNA. Déti trpici ataxii-
teleangiektazii maiji inaktivujici mutaci obou
alel.

—V klinickém obraze je pak imunodeficience,

mozecCkové priznaky a zvysené riziko vzniku
malignihno nddorového onemocneéni,
ofredevsim lymfomuU. Bunky t€chto pacienty
nemohou aktivovat pbd3 jako odpoved na
poskozeni DNA.
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Geny udrzujici stabilitu genomu

me syndrom oznacovany jako NBS (Nijmegen breakage syndrom) je zpusoben
homozygotni inaktivaci genu NBS, ktery se podili pfimo na opravach poskozené
DNA. Do tohoto mechanismu rozpoznavajicihno a opravujicino poskozenou DNA
vstupuje téz gen BRCAT. Mutace v jedné dlele zarodeCnych bunék nesoucich tento
gen je odpovednd asi za polovinu pripadu karcinomu miééné Zldzy s familiarnim
vyskytem. Pi UCinku proteinu BRCAT hraje dulezitou funkci jak ATM tak CHK2, které
umoznuji jeho fosforylaci, kdyz dojde k poskozeni DNA. ATM také fosforyluje kofaktor
BRCAT - CtIP, ktery reguluje franskripci genu BRCAT. Defekty DNA-opravného
mechanismu prispivaji k akumulaci genetickych defektu (viz genova nestabilita
navozena genem HNPCC = gen pro hereditarni nepolypozni kolorektdlni karcinom)
a podporuji progresi maligné transformovanych bunék.

=
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Tumor-supresorovy protein p53 (TP53)

— je jeden z nukledrnich proteinu, ktery mad klicovou Ulohu v regulaci cyklu
buneécného déleni pii prechodu z GO do Gl1-faze. Obsahuje domeny pro
vazbu na specificky usek DNA, ddle oligomerizujici a transkripci aktivujici
domény. Vaze se jako tetramer na vazebné misto na urCitém useku DNA
a tim aktivuje expresi genu, kddujicich faktory inhibujici proliferaci o
podporujici invazivitu bunék. )

— Mutanty genu pb3 jsou nalézdna u rady malignich tumoru. Pozmeéneny
TP53 zfraci schopnost vazby na prislusny lokus DNA, coz vede
k nedostateCné produkci faktoru potlacujicich naddorovy rust. Alterace
genu pb3 se objevuje nejen jako somatickd mutace, ale téz jako mutace
v zdrodecnych bunkach u nékterych ndadorovych onemocnéni
s familiarnim vyskytem (syndrom Li-Fraumeni
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Tumor-supresorovy gen p53

>je klicovym regulacnim faktorem, ktery monitoruje poskozeni DNA. |

»inaktivace p53 byva jednim z prvnich kroku, ktery vede k maligni transformaci pifi
vyvoji fady nddorovych onemocneni.

»Pacienti s Li-Fraumeniho syndromem maji obvykle jednu mutantni alely
v zarodecnych bunkdach a tim i riziko vzniku sarkomu, leukemie a karcinomu mlécné
Zldzy. Vzacne pacienti s Li-Fraumeniho syndromem nemaiji v zarodecnych bunkdach
tuto mutaci, ale mutaci genu CHK 2, kodujici proteinkinasu, kterd fosforyluje
protein p53, Cimz dochdzi k jeho aktivaci. Tito pacienti vsak mivaji alteraci v jinych
genech — MDM 2 a p14ARF, které reguluji expresi p53.
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Lidsky gen

5 | 3
DNA i Promotor Er<on I Intronl E2 | 12 |ES3 |3 Exon 4
3 5
RNA 3

l Transkripce

RNA- 5" 1 2 1| 3|1]| 4|3
transkript 5'UTR l Processing (capping, adice 3'UTR
poly A, splicing)
|
ZralamRNA  Cap- |1 2 3 4: - AAAAA,
5'UTR ' Translace 3'UTR
: 1 2 3 4
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Zakladni terminologie

—Gen

— Lokus

— Alela

— Genotyp

— Homozygot, heterozygot, hemizygot (X-linked)

— Genom
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Genova exprese - transkripce a franslace DNA
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Direction of synthesis

DNA
Strand

'RNA polymerase

Sugar-phosphate

New RNA strand

50S ribosome

subunit

Ribosome attaches
to mRNA.

~ First amino acid

o

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

A second tRNA
attaches at next
codon on mRNA.

Peptide bond

Peptide bond forms
enzymatically
between first two
amino acids.

Ribosome moves
along mRNA as
next tRNA attaches

to next cidmn/




Déleni bunék

MEIOSIS

- paternal
3 ~ homolog
W - maternal
i 4 homolog

{ DNA REPLICATION

MITOSIS

DNA REPLICATION [

PAIRING OF DUPLICATED
HOMOLOGOUS CHROMOSOMES

BIVALENTS LINE UP ON
THE SPINDLE

DUPLICATED

LINE UP INDIVIDUALLY
ON THE SPINDLE

l CHROMOSOMES

J\CELL DIVISION |

CELL
DIVISION It
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gametes

mitoza
2 dcefinné buriky s diploidnim poctem chromozomd
1 cyklus DNA replikace ndsleduje rozdéleni
chromozomU a jadra (profdze — prometafdze —
metafdze — anafdze — telofdze) a ndsl. celé bunky
(cytokineze)
meioza
1 cyklus replikace ndsledovan 2 cykly segregace
chromozomU a buné&ného déleni

1. meiotické (redukcni) déleni —rozdéleni

homolognich chromozomu
vyznamné - odehravd se zde meioticky
crossing-over (rekombinace) - z&dnd z gamet
neni identickdl
poruchy rozestupu — napf. trisomie

2. meiotické déleni — rozestup sesterskych
chromatid
2 dcefinné bunky s haploidnim poctem
chromozomU
vznik pohlavnich bungk (spermie, vajicko)
dodatecné promichdni genetického
materidlu crossing-overem



Typy tkani podle regeneracni schopnosti

— Labilni (infermitotické a postmitotické bunky: kuze, sliznice,
hemopoetickd tkan, semenny epitel)

— Stabilni  (reverzibilné postmitotické bunky: Jdatra-ledviny-
pankreas, endotelie, mezotelidini bunky, synovidlni kryci bunky,

vazivova tkan, lymfocyty s dlouhym poloCasem)

— Permantni (irreverzibilné postmitotické bunky- gangliové,

svalove, vajecneg, plasmatické, makrofagy)
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Lidské chromosomy

« morfologicky
barvitelné pouze v
porubéhu mitdzy nebo
meidzy, kdy dochdzi
ke kondenzaci

short arm

— centromere region

« v diploidni bunce 23

" b tongam oArU homolognich
chromosomu (22 pdru
DNA - histone fiber autosomu a 2 poh|CIVﬂ|'
chromosomy)
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Karyotyp clovéeka

kazdy biologicky druh ma& svou
charakteristickou chrom. vybavu

(pocCet a morfologii) = karyotyp
u Clovéka mgji diploidni bb. 46
chromozom(
22 pdrd homolognich autozomd, 1
pdr gomozomu (44XX nebo 44XY)
zarodecné (vaijicko, spermie) 23 — haploidni
struktura chromozomu
centromera
telomery (rameénka)
dlouhé - g
kratké — p
barvenim chromozomU se dosdhne
charakteristického pruhovani a tim rozliseni
jednotlivych chromozom(
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Karyotyp podle Denverské klasifikace

“grzr OO ey

3
i~
N
®
>
@®
c
c
<
u
(e
—
o
o
™



Chromatin x chromozom

Chromosom

Jadro
7

Télomera

Short regicn of
DNA double helix

‘Beads on a string”
form of chromatin

2 sesterské
chromatidy

% 30-nm chromatin
°b o o fibre of packed
ﬂ} AR nucleosomes
_/_
Pary bazi ?g_
(AT.G.0) Histony
Section of

chromosome in an
extended form

Condensed section
of chromosome
= v nedélicise bunce je chromatin
rozprostren volné v jadre
= u délici se organizuje do
viditelnych chromozom0 Ente miloi
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Chromosomové a genové aberace

— Chromosomoveé aberace
Strukturni

Numerické

— Genové mutace
Vzacné alely

Polymorfismy

32 Prof. Anna VaskU

=

=

m
O =



Chromozomaini poruchy

aneuploidie (zména poctu chromosomuU v sadg)
porucha rozdéleni sesterskych chromozomu
[meiofickd non-disjunkce]
pozdéji béhem ryhovani - somatickd mozaika
monosomie

gonozomdalni
) ) TurnerQv sy. (45, X0)
frisomie

autozomaini
DownOv sy. (47, XX/XY + 21)
EdwardsOv sy. (47, XX/XY +18)
Pataulv sy. (47, XX/XY +13)

gonozomalni
Klinefelterdv sy (3147 XXY)

polyploidie (porucha rozdéleni celych sad nebo
oplozeni 2 spermiemi [dispermie])
U Clovéka neslucitelné se zivotem
teéhotenstvi je potraceno
molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno ukoncit
potratem)
porod novorozence s triploidii — velmi casnd letalita

33 Prof. Anna Vaskl

Short stature

Characteristic
facial features
Low hairline :
Fold of skin
% Constriction
Shield-shaped —4—(— B ™ | of aorta
|

thorax

Widely spaced —
nipples

Shortened
metacarpal IV

Poor breast
development

Elbow
deformity

Small ﬂ:’ \ Rudimentary
finger nails . ] ovaries

Gonadal streak
(underdeveloped
gonadal
structures)
Brown spots (nevi)

No menstruation



Genoveé mutace

— Z hlediska patogeneze nemoci je dUlezité, zda se jednd o mutace v
somatickych bunkach, které vznikaji v pribéhu Zivota, vétsinou jsou
bun&cné nebo tkarove specifické a neprendseji se na potomstvo,
nebo zda jde o tzv. zdrodeéné mutace, které vznikaji v zérodecnych
bunkdch (vajicko nebo spermie), stavaji se soucasti vrozené
genetické predispozice, jsou obsazeny ve vsech bunkdch a
prendseji se na potomstvo.

— Mutaci vzniklé alely jsou v populaci z roznych duvodu vzacné (napf.
jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z populace odstranovany
selekci, nebo vznikly neddvno a nestacily se v populaci rozsifit) a
casté (polymorfismy).

34 Prof. Anna VaskU
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Genové mutace-typy

35 Prof. Anna VaskU

Normalni stav

DNA
ATGCAGGIGACCICAGIG
TACGTICCACTGGAGTICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

Mutace typu , missense”

DNA

ATGCAGCTGACCTICAGTG
TACGICGACTGGAGTICAC

RNA
AUGCAGCUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Leu-Thr-Ser-Val

Priklady-hemoglobin S u
srpkovité anemie



Genové mutace-typy
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Normalni stav

DNA
ATGCAGGIGACCICAGIG
TACGTCCACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

Mutace typu ,nhonsense”

DNA
ATGCAGGTIGACCTIGAGTG
TACGICCACTGGACTCAC

RNA
AUGCAGGUGACCUGAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Stop

Priklady: B° thalasemie



Genové mutace-typy

Normalni stav

DNA
ATGCAGGTIGACCICAGTG
TACGTCCACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

37 Prof. Anna VaskU

Mutace typu trinukleotidové expanze

DNA
ATG(CAGCAGCAG),,CAGGTIGACCTCAGTG
TAC(GICGICGTC),GTCCACTGGAGICAC

RNA
AUG (CAGCAGCAG),,CAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-(GIn-GIn-Gln),,GIn-Val-Thr-Ser-Val
Priklady: Huntingtonova nemoc



Genové mutace-typy

Mutace typu , frameshift*

Normdlini stav (=posun cteciho radmce)
DNA DNA
ATGCAGGTGACCTCAGTG ATGCAGGTIGAACCTCAGTG
TACGTCCACTGGAGTCAC TACGTICCACTTGGAGTCAC
RNA RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG AUGCAGGUGAACCUCAGUG
PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val PROTEIN

Met-GIn-Val-Asn-Leu-Ser

Priklady:

Duchennova muskuldrni dystrofie, AB°
thalasemie, Tay-Sachsova choroba

38 Prof. Anna VaskU



Genové mutace-typy

Normalni stav

DNA

ATGCAGGTIGACCTICAGTG
TACGTCCACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

39 Prof. Anna VaskU

Mutace typu ,inserce”

DNA

ATGCAGGTG-3000 bp-ACCTCAGTG
TACGTCCAC-3000 bp-TGGAGTCAC

RNA
AUGCAGGUG-3000 bp- ACCUCAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val--—-----—-—--——-- ¢

Priklady:
velkée: Hemofilie A



Genové mutace-typy

Normdalni stav Mutace typu ,delece”
DNA DNA
ATGCAGGTGACCTCAGTG ATGCAGGTG
TACGTCCACTGGAGTCAC TACGTCCAC
RNA RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG AUGCAGGUG
PROTEIN PROTEIN
Met-Gln-Val-Thr-Ser-Val Met-GIn-Val

Priklady:

malé-cysticka fibréza
velké: Duchennova muskularni
dystrofie
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Monogenni nemoci

— Rozvoj molekularné biologickych metod umoznil detailni
analyzu genefického podkladu mnoha mendelisticky
dédénych, fzv. monogennich nemoci.

— U téchto chorob se dedi¢ny podklad uplatiuje jako velky
faktor, tj. je pritomen prakticky u vsech nemocnych o
jednd se prokazatelne o faktor pricinny (napr. defekty
v dystrofinovem genu u muskularnich dystrofii), k némuz se
pridavaji jen jako pridatne dalsi faktory geneticke i faktory
zevniho prostredi. PriCinou teéchto nemoci byvaji predevsim
tzv. vzacné alely.
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Ctyfi zakladni typy monogenni dédiénosti

dominantni recesivni

autosomalni | autosomalné dominantni | autosomalné recesivni
(AD) (AR)

X-vazany X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)
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Mitochondrialni dédi¢nost

— 1 hlediska genetiky je zasadni fakt, Ze miDNA je preddvana
dalsi generaci vyhradné matkou (matroklinni dédi¢nost),
kdyz po oplodnéni jsou zachovany pouze mitochondrie
lidského vajicka. To patmné& neni pouhym duUsledkem
nepomeéru poctu mitochondrii lidskeho oocytu (cca 100
000) a spermie (50-70), ale predpokladd se aktivni proces,
ktery po oplozeni zlikviduje mitochondrie paterndlniho
puvodu Tomu odpovidd i typicky materndini prenos chorob
zpusobenych mutacemi mtDNA v rodokmenu (viz obrdazek).
Pokud je heteroplazmickd mutace zdédéna nebo k ni
dojde v Casnych fdzich embryogeneze, normdini i
mutovand varianta jsou ndhodné predavany pri bunecnem
déleni dcerfinnym bunkdm  (mitofickd I meiotickd
segregace). Distribuce a zastoupeni mutované mtDNA v
jednoftlivych orgdnech jsou proto patrne zavisle na Case o
vzniku mutace a rovnéz na typu postizené bunky.
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Rodokmen pro mitochondridlni dédicnost
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Monogenni choroba

— Monogenni choroba je determinovana alelami v jednom lokusu.

— Variantni alela, kterd vznikla mutaci nékdy v neddavné nebo vzddlené
minulosti a je vétsinou relativné mdlo ¢astd, nahrazuje pUvodni
,divokou" (,,wild") alelu na jednom nebo obou chromosomech.

— Mda-li jedinec pdr identickych alel, rikdme, ze je homozygot, pokud jsou
alely rozdilng, jedinec je heterozygot.

— Pokud se jednd o dédicnost vazanou na X, rozlisujeme u zeny ffi
genotypy (XX, Xx, xx), u muzU jen dva hemizygoty (X0,x0)

— Monogenni choroby maiji charakteristicky zpUsob prenosu v rodindch.

45 Prof. Anna Vasku

= =
m e
O =



Monogenni nemoci

— Monogenni choroby jsou primdarné, i kdyz ne vylucng,
chorobami détského véku.

— Méné nez 10% z nich se manifestuje po puberté a
pouhé 1% se objevi po skonceni reprodukéniho véku. |

—V populacni studii na 1 milionu zivé narozenych déti
byla incidence vaznych monogennich chorob
odhadnuta na 0,36%, u 6-8% hospitalizovanych déti se
uvazuje o monogennich chorobdch.
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Polymorfismy v DNA

— Jako polymorfismy v DNA se oznacuji prirozené se
objevujici zmeény v sekvenci DNA s vice nez jednou
variantou-alelou, s populacni frekvenci vice nez 1 %.
Objevuji se v pruméru Jednou na kazdych 1000 pdru bdzi
genomove DNA.

—Asi 90 % z nich jsou polymorfismy se zdménou jednoho
nukleofidu (single nucleotide polymorphisms - SNP), jejichz
podstatou je substituce jedné baze.

— VéfSina téchto polymorfismu lezi v  nekddujicich
(infronovych) sekvencich nebo dokonce v intergenovych
oblastech, na jejichz  funkCni vyznam existuji odlisSné
nazory.
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Polymorfismy v DNA

— Kromé& SNP se vyskytuji také minisatelitni a mikrosatelitni

polymorfismy, které vznikaji v dusledku variace v fzv.
tandemovych repeftitivnich sekvencich. Minisatelitni
polymorfismy jsou obvykle dlouhé 0,1-20 kilobdzi, zatimco
mikrosatelitni Casto méné nez 100 pdru bazi.

— VéfSina mikrosatelitnich  polymorfismu  jsou dinukleotidove
opakovaci (repeat) sekvence, jako je napr. opakovani
motivu CA. SNP jsou obvykle bialelické {exw’ruy jen dve alely),
rrrnlls)o’reh’rm polymorfismy multialelické (existuje vice nez dvé
alely

— Ackoliv  véfSina polymorfismu je zfejmé& funkéné& neutrdini,
Cast z nich ziejmé& ma alelicky specifické ucinky na regulaci
genove exprese nebo funkce kddovaneho proteinu, coz
determinuje interindividualni variabilitu v biologickych znacich
i vnimavost vUCi nemoci.
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Vzacné alely a polymorfismy

Vzacne alely jsou ,Spatnhe’ (,loss of function, gain of function®)
— Jsou casto pod tlakem selekce
— Polymorfismy (> 1% frekvence v populaci)
— Vyznam:
— Zdroj vrozené variability genomu
— Faktor preziti vzhledem k patogenums
— Jak vzacné mutace, tak polymorfismy jsou zpUsobeny genovymi
mutacemi
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Germinativni vs. somaticke mvutace

—Germinativni mutace pritomny ve vsech
bunkdch. V prubéhu Zivota se neméni (genetickd
predispozice?)

—Somatické mutace vznikaji v somatickych

bunkdch v prubéhu zivota (maligni transformace).

Il
M
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Komplexni (multifaktoridlni, multigenni) nemoci

—Za genetickou predispoziCi mnoha biologickych

procesu, evolu¢nich adaptaci a tedy také tzv.
komplexnich nemoci ziemé odpovidaji kombinace
urCitych genu a urCitych faktord zevniho prostred.
— Interakéni _efekty a viiv. vngjSich faktort viak nutné
musime ocCekdavat i v pripadé mendelisticky dédénych
nemoci, coz se koneckoncu projevuje ve vieobecné
zndmé |ékarske zkusenosti se  sirsim klinickym spektrem
ofiznaku stejného onemocnén.
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Komplexni (multifaktoridlni, multigenni) nemoci

— Na odhaleni nejobecnéfsich principu 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
oCekavani nad nalezenymi geny velkeho UCinku az po velkou skepsi
vzhledem k existenci genetickeho podkladu v populaci Cetnych
nemoci ( nad 1%), jako je v kardiologii napr. esencialni hypertenze.

— Nemoci sporadicke, familiarni  (fumory)- velky vyznam znalosti
rodokmenu
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Komplexni (multifaktoridlni, multigenni) nemoci

—Jinak receno, v 21. stolefi jiz musime
pocitat s tim, ze fakticky kazda choroba
ma nejake geneticke pozadi, jehoz podil
na manifestaci dané choroby je ruzny.
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DNA markery

— U komplexnich nemoci se ukazuje, Zze je mozno asociovat alely mnohych
polymorfismu s vyskytem komplexni nemoci nebo nékterymi intermedialnimi
znaky onemocnéni (hladiny proteint, rodinna anamnéza aj.) statisticky
asociovat, Cili pfinejmensim najit geneticky marker, s touto nemoci
asociovany.

— UrCity _genotyp nebo alela daného polymorfismu tak predstavuje vysSi (nizsi)

riziko pro nemoc.

"Odds ratio (OR):

Pocet nemocnych s riz. genotypem X pocCet zdravych bez riz. genotypu
PocCet nemocnych bez riz. genotypu x poCet zdravych s riz. genotypem

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

— = stabilni a heritabilni zmeny v genove expresi, které nezahrnuji
zmeny v sekvenci DNA

— Epigeneticke procesy ridi genovou expresi behem buneécného
cyklu, vyvoje a v odpovedi na modifikace prostredim nebo

biologickymi faktory
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Epigenetic Mechanisms of Gene Regulation

Cytosine DNA
methylation

@ Histone post-translational |\
modifications

. S

Nucleosome’

Chromosome

Matouk, C. C. et al. Circ Res 2008;102:873-887
Copyright ©2008 American Heart Association



Typy epigenetickych procesu

1. Metylace DNA = kovalentni vazba metylovych skupin na CpG

ostruvky v DNA:

— Typicky jsou metylovany v netranskribujicich se genech

— Typicky jsou snizené metylovany v genech, které jsou
transkribovany

— Zmeéena metylacnich programu jako vyraz dysregulace (,rakovinny
program®)

— 5 typu metyltransferaz (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L a
DNMT?2)
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eecee DNA Methylation

QIAGEN

* Stable, covalent DNA modification that

I, targets CpG dinucleotides
T -DNMT . - i i
Oz{“jw +DN5\; :<N |§ - " ) @ 70%-80% of the CpG dinucleotides are

,N Q. Fiiz methylated in healthy mammalian cells

AdoMet  AdoHcy R + These methylated regions are typical of

the bulk chromatin that is relatively

cytosine 5'methy|'cyt03ine inaccessible to transcription factors.

» Associated with gene silencing

[ > * CpG islands: CpG-rich regions in
Normal — oo @0 phiin® gham * wiwm Expression human gene promoters
Promoter

Region | * Promoter CpG islands are usually
KX unmethylated in normal tissues.
Cancer ——'—'—”—ﬂz-ﬁ&” smm® —wamm No S e
i . ved in
Expression xceptions include genes involve
Adapted from Herman, X-chromosome inactivation, gene
J. and Baylin, S. N. Engl. imprinting and tissue-specific
J. Med. 2003 expression.
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Typy epigenetickych procesu

2. Postranslacni modifikace

histonu

Nukleosom je zakladni jednotka
chromatinu skladajici se z 146 bp DNA
obtoené kolem oktameru proteinu, ktery
se sklada ze dvou podjednotek vsech 4
histont : H2A, H2B, H3 a H4.

2 typy modifikaci: acetylace a metylace
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/87/Nucleosome.jpg

Typy epigenetickych procesu

3. Mechanismy zalozene na RNA
— Zralé mikroRNA (MIRNA) jsou malé

jednoretezcove mo
nukleotidy.
— Poprve byly identifi

ekuly RNA, typicky s 22

Kovany u organismu

Caenorhabditis elegans v roce 1993, dosud
identifikovany u mnoha druhu zivo€ichu i rostlin.

—V lidskem genomu

bylo dosud identifikovano vice

nez 700 genu pro miRNA
(http://microrna.sanger.ac.uk/).

— Asi 30% lidskych genu je patrné regulovano

MIRNA.
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Acetylace histonu je katalyzovana histon acetyltransferazami
61 Prof. Anna Vaska (HATs) a deacetylace histonu histon deacetylazami (HDs nebo
HDACSs).



Role DNA metylace a histonové

modifikace v regulaci genu.

A. Metylace cytosinu v CpG pdrech
povolavd proteiny obsahujici methyl-CpG-
binding domain (MBD), jako jsou MeCP2. Pokud
se MBD navdaze, vytvdari komplex s histon
deacetyldzami (HDAC) nebo pfimo blokuje
vazbu transkripcnich faktord
B. MBD se nemohou vdzat na hypometylovanou B K b 4
DNA.
C. Acetylace pozitivhé nabitych lysinovych
amino skupin v histonech histonovymi
acetyliransferdzami (HAT) neutralizuje ndboj a I
HAT

Hypermethylated cytosines
and deacetylated histones
-Persistently silent

Hypomethylated DNA and
deacetylated histones

uvolnuje vazbu negativné nabitych fosfatd v
DNA. Takto"relaxovand” DNA podporuje vazbu C

. ’ . . Transcription
a aktivni franskripci. ‘

@)

O

Hypomethylated DNA and
acetylated histones promote
transcription

£ Chromodomain protein
© Methyl

[>~ Acetyl
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Compact DNA, non transcribing Transcriptionally active region

& >
- >

H3K9 me3 H3K9 ac
H3K27me3 H4K8 ac
H4K20me3 H4K12ac  yrapscription

H3K4 me3

(Unmethylated)
Transcription

Epigenetické madifikace nukleosomalnich histont a DNA, které reguluji expresi
genu. Histonové modifikace kompaktné svinutého heterochromatinu nebo
relaxovaného transkripéné aktivniho chromatinu. H, histone; K, lysine; me,
methylation; me3, trimethylation; ac, acetylation;, DNA methylation silencing the
gene; MCpG, methylated Cytosine in Cytosine-Guanine dinucleotide sequences
within the DNA.

Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2012 Jul;15(4)1323-9.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22669047

The pathways affected by HDAC activity.

v
/ Deacetylation \
Structural DNA
proteins R factors ethylation

Motility &
Invasion

Stimson L et al. Ann Oncol 2009;20:1293-1302
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,2Dostupnost“ chromatinu

— DNA je normalné svinuta do B-DNA= jeden pravotocivy zavit na 10,5 bp. Toto svinuti
ovlivAuji topoizomerazy, vazba proteind, transkripce, replikace, zmény v iontovém
slozeni.

— ZvysSené zavinuti (,positive supercoiling stress®)

— Snizené zavinuti (,negative supercoiling stress®)

— Euchromatin — relaxovany, transkripcné aktivovatelny

— Heterochromatin —kondenzovany, relativné nedostupny
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Normal heart

Transcriptional repression

i
o

stress
signals

stress

Pathological hypertrophy

Hyperactivation of IGF signalling genes
(Pathological hypertrophy)

>

signals
~((
Repression of foetal genes Reactivation of foetal genes,
myocardial stress response proteins
(Pathological hypertrophy)
Devalopmeiil

Active cell cycle genes
(Embryonic cardiac myocytes)
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W H3K9me3 7.7 H3K9 W H3K9Ac

Stably silenced cell cycle genes
(Adult cardiac myocytes)

Acetylacni a metylacni modifikace
H3K9 reguluji expresi srdeCnich
genda.

Signaly srde€niho stresu indukuji
patologickou hypertrofii
prostfednictvim ztraty transkripCni
represe modulované SIRT6 (=histon
acetylaza), kterou zajistuji geny pod
vlivem IGF (insulin-like growth
factor) (A, i) nebo prostrfednictvim
reaktivace fetalnich gent a
myokardialnich genl odpovidajicich
na stres (modulovano KDM4A
=histon demetylaza (A, ii).
Trimetylace H3K9me3 pomoci
Suv39h1l (=metyl transferaza) a
nasledna represe genlt bunééného
cyklu udrZuje postmitoticky fenotyp
zralych srdecnich kardiomyocytu

(B).

Biochemical Society Transactions (2013) 41,
(789-796) (Printed in Great Britain)


http://www.biochemsoctrans.org/bst/041/0789/bst0410789f02.htm

Geneticke studie

— Zakladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zaCina od

strategie vybéru tzv. kandidatnich genu. Tato otazka je podstatné

jednodussi u mendelisticky dedenych nemoci, kde se zmenéna funkce

jednoho genu snadneji identifikuje.
— Kandidatni gen muze byt asociovan:
— s intermedialnim fenotypem
— s klinickou manifestaci nemoci

— s klinickou zavaznosti nemoci

— s odpovidavosti nemoci na lé¢bu (farmakogenetika)
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Geneticke studie

— Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie, ktera
zhodnoti silu asociace genu s chorobami. Moznosti jsou v zasadé dveé:
linkage (vazebna) analyza a asociacni studie. K detekci specifickych
genetickych oblasti a genu, které se ucCastni v transmisi nemoci, je
V principu mozné pouzit obe metody.

— Linkage (vazebna) analyza testuje kosegregaci genového markeru a
fenotypu nemoci v rodiné. Cili marker a nemoc se v dané rodiné maji
vzdy vyskytovat spolu.
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Genetickeé studie

Asociacni studie vysetruji souvyskyt markeru a nemoci na populacni
urovni, tj. u nepfibuznych jedincu, obvykle srovnanim frekvenci
markeru u nepfibuznych nemocnych a kontrolnich subjektu (studie
case-control).  Statistickou silu asociace je mozno dale zvysit
obohacenim o dalsi kritéria, jako jsou klinické subtypy nemoci (studie
case-case), zavaznost nemoci, Casny zacCatek nemoci, rizikove
faktory pro nemoc vCetne pohlavi a vhodné biologické znaky (napf.
plasmatické hladiny cytokinu pfi asociaci genetickych polymorfismu
v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp).
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Zdravi ¢esti dobrovolnici stfredniho véku (41-50 let)

Polymorfismus -3A/-4A v genu pro endotelin-1 (EDN1)

Koureni
60 -
Pg=0,003
40 - Pa=0,003
[%0]
20 -
0 =
3A3A 3A4A ANAA
Muzi - kuFaci (102) 53 45 2
Muzi - nekuraci (90) 37 50 13
E Muzi - kuraci (102) O Muzi - nekuraci (90)

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



Chronické srdecni selhani
Polymorfismus RXRa 39526 A/AA
Krevni skupiny ABO

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+QO): OR=5,16; 95%KI 1,72-15,50;
P=0,0009



Chronické srdecni selhani
Polymorfismus -790T/G v genu pro MMP-2
Celkovy cholesterol

100 -
Pg=0,03
H Pa=0,01
50 -
1
O TT 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



Chronické srdec¢ni selhani
Polymorfismus -735C/T v genu pro MMP-2

Hypertenze
Celkovy choleste 100 -
Pg=0,01
50 - Pa=0,171
O CcC CT_| 'I_I"_|
Muzi s CHF, normotenzni, TC< 5 76 24 0
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



Chronické srdecni selhani

Asociovany genotyp 8002 G/A a -3A/-4A EDN-1

Big endotelin / \
50 \

40 - 1 0 Big endotelin < 0,7 pmol/L
30 I (19)

20 - 0 Big endotelin > 0,7 pmol/L
10- FH [ [ &
0 |_| (| (|

OISR SN S S SN N g

&

S S S S S ol ol
N I R N il

Asociovany genotyp AG3A4A nese 5x vyssi OR pro
chronické srdeéni selhani ve skupiné

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

OR = 5,38;

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

P= 0,005




Chronické srdecni selhani

Dilatacni kardiomyopatie (DCM), plichi meéstnani (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
ONN 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
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Figure 2. Relationship between genome-wide and candidate gene pharmacogenetic studies
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Srovnani strategii genetického vyzkumui:
kandidatni geny vs. ,genome-wide ,, studie

Studie kandidatnich genu

=Racionalni (patofyziologicka) selekce genu bez moznostsi
objevit noveé (je mozno ovSem objevit nové klinicky validni
markery uvnitf genu)

=l imitovany pocCet genu snizuje riziko falesné pozitivity vysledku
»Redukované naklady, pokud je tento pristup uspésny (vede k
signifikantnim vysledkum=klinicky validnim markerim).

=Je mozno se dopracovat statisticky adekvatné velkym
souborum vySetfenych osob



Srovnani strategii genetického vyzkumui:
kandidatni geny vs. ,genome-wide , studie

Studie ,genome-wide"”

*Analyza celych genomu muze vést k identifikaci
dosud neznamych genetickych souvislosti

=Zvysuje se riziko nepravdiveho vysledku

=Zvyseneé naklady, takeé na zaklade zvyseneho poctu
signifikantnich vysledku

=Statisticky adekvatné ¢etnych souboru je mozno
dosahnout jen obtizné




Personalizovana medicina

— Umoznuje zlepsovat ucinnost terapie na zaklade vysokeho respektu k
iInterindividualni variabilité pacienta

— Zdroje:

— Kilinicky relevantni znalost genetického podkladu nemoci

— Bunécna terapie

— Genova terapie

— Farmakogenetika

— Farmakoekonomicke aspekty
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Personalizovana medicina?!

— Také v souvislosti s komplexnimi nemocemi hleddme vhodné genetické/epigenetické
biomarkery, af uz diagnosticke, prognostické nebo prediktivni.

— Prediktivni biomarkery jsou velmi vyznamné v oblasti farmakogenetiky
(farmakogenomiky), protoze ndm mohou pomoci identifikovat pacienty, u nichz
bude Iék UCinny a zaroven nebude mit vyznamnéjsi vedlejsi UCinky
(farmakodynamika).

— Protoze v pripadé komplexnich nemoci se jednd u klinicky manifestnich jedinct o
souhru genetickych a epigenetickych faktord, nedd se objektivné predpoklddat
existence jen jednoho dostatecné ,,siiného* biomarkeru dostatecné vystihujicino
farmakogenetické aspekty |[eCby onemocnéni. Musime tedy na zdakladé statistickych
linedrnich a nelinedrnich modelU hledat mnohocetné kombinované biomarkery,
které budou dostatecné klinicky specifické i senzitivni. Ddle bude potreba srovnat
ruzné Urovné regulaci (DNA, transkriptom, proteom, metabolom al.) pomoci
integralni multi*omické" biologickée strategie (,,integromika*)
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Personalizovana medicina?!

— Mantrou personalizované mediciny, tedy ,[éCby na miru" v [ECbé komplexnich
nemoci je ,spravnda davka spravného léku ve spravné indikaci spravnému
pacientovi ve spravny cas'. Logika tohoto pristupu je jasnd: pokud rozumime
etiopatogenezi onemocnéni, muzeme ho Uspé&sné |€Cit. V soucasné dobé uz se
blizime k porozuméeni molekuldarni patofyziologii mnohych komplexnich nemoci, coz
nam umozni identifikovat cesty ridici klinickou manifestaci onemocnéni a klicové
cilové proteiny. Co se tyCe vysetreni vrozeného genetickéeho zakladu (germinativni
alely, pritomné ve vsech bunkdch organismu), je mozné je vysetrovati ,,preventivhé”,
pred vlastni klinickou manifestaci komplexni nemoci, zejména v rodiné s pozitivni
anamnézou této nemoci. Tuto moznost vyrazné podporuje technologicky rozvoj
molekuldrné biologickeé diagnostiky (,next generation sequencing*), kterd dnes
umoznuje determinovat celou sekvenci DNA jedince behem 24 hod.
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Personalizovana medicina?!

— V mediciné byly prokdzany tisice monogennich nemoci, u nichz je
geneticky marker soucdsti diagnostiky a v mnohych pripadech
implikuje i nejvhodnéjsi IeCbu.

— U komplexnich nemoci se pri jejich klinické manifestaci vyznamné
uplatniuji nejen faktory geneticke (vrozeneé) predispozice, ale také
mocny Vliv faktorU prostredi. Ty se ,,preklddaji'* do zmén exprese genu,
tedy do UcinkuU epigenetickych, které jsou celozZivotné zdrojem
subakutni az chronické adaptace na rychle se ménici charakteristiky
prostredi, ve kterém zijeme.

— Staticky model DNA matrice je tedy stale dynamicky opracovavan
tak, ze bunky méni sve transkripcni profily na zakladé relativné
jednoduchych zmén DNA (metylace a acetylace DNA, metylace
histonu, mikro RNA a dalsi mechanismy epigenetickych zmeén).
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Klicove slozky farmakogenetiky

Fharmacogenatics

Drug
Drug Drug i
matabolizing
targets trarssporters enzymes
\_+ __________ |
'
Pharmacodynamics Pharmacokinatics

TRENDS in Geneatics



Farmakogenetika - cile

— Popsat vliv dédi¢nosti na odpovéd organismu na rtzné latky
s vyuzitim interdisciplinarniho pristupu

— Farmakogenomika

— Farmakodynamika: popisuje zadouci Ci nezadouci ucCinky
|ékU na organismus

(Iek— organismus)

— Farmakokinetika: se zabyva hladinami |éki a jeho
metabolitl v ruznych tkanich a vstfebavanim léku, jejich
distribuci, metabolismem a eliminaci

(organismus — l€k)
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Klinicky potencial farmakogenetiky

Patients with same dagnosis

A
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LR LU XYY

Fradssled good Pradicled poor Pradicted incraasad
response o Or NoN response toxicity risk
tested drug Use different drug Decrease dose or

use different drug
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Farmakodynamika x farmakogenomika

— Ruzna odpovéd pacientu téze populacni skupiny na tentyz lék
— RuUzna odpovéd pacientt na kombinace tychz leku

— Geneticky determinovana precitlivelost na danou latku
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Farmakokinetika

—Absorpce (GIT, motilita?, pH zaludecCni sekrece?, intestinalni
flora”?, misto absorpce)

— Distribuce (frakce léCiva vazana na bilkoviny sera, afinita
jednotlivych IéCiv k BS — fenylbutazon-warfarin)

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

— Eliminace (pH modci, lithium-thiazidy)
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Farmakokinetika x farmakogenomika

— Rozdilné hladiny |éku v séru pacientu téze skupiny, vahy, atd. po
podani stejné davky

— Rychlejsi x pomalejsi nastup ucinku

— Ruzna doba eliminace |éCiva z organismu

— Interakce (alkohol, tabak, barbituraty)
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Farmakogenetika a vyvoj léku

— Nutnost prfesné diagnézy (k fenotypicky podobnym  stavim
mohou vést ruzné patobiochemické mechanismy).

— Individualni odpovéd' jedince na terapii muze zalezet na genech,
vstupujicich do interakce s metabolismem Iéku nebo jeho
pusobenim.

— Polovina vSech dosud pouzivanych |éku je metabolizovana
enzymy P450.
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P450

— CYP3A4 - 50% metabolizovanych Iéku

— CYP2D6 - 20%

— CYP2D9 + CYP2D19- 15 %

— CYP2D6, CYP2D9, CYP2D19 a CYP2AG6 byly prokazany jako

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

Identification of single gene polymorphisms that influence
outcome of therapy

Generation of multl-gene pharmacogenetic profile

. B

Improved survival with “profile adjusted” therapy

. B

Personalized profile generated for all patients
before treatment for leukemia; population based
application
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Farmakogenetické rozdily v davkovani beta blokatora a ACEI- |/D ACE
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Model terapie hypertenze (podle Lindpaintnera, brezen 2003)
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A=fyziologicky stav: ffi molekuldrni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na

determinaci znaku (TK), B=hypertenze D1: selhdni M1 (pfi¢ina/ucast)

C=hypertenze D1: kauzdini terapie T1 (cilend na M1), D= hypertenze D3: selhdni M3 (pficina

ucast), E=hypertenze D3, |éCeni T1: terapie neni kauzdini, F=hypertenze D1, 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
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http://link.springer.de/link/service/journals/00109/contents/02/00416/paper/s00109-002-0416-5ch100.html#IntRef4
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Worldwide haplotype distribution. The frequencies of 7 globally distributed haplotypes for 6 SNPs
in the VKORC1 gene are represented by pie charts over the country of origin of population samples
from which they were derived. The SNPs are listed in the order in which they occur along the
VKORC1 gene: —1639G>A, 497T>G, 1173C>T, 1542G>C, 2255C>T, 3730G>A. All haplotypes
occurring at frequencies of less than 2.5% in all population samples tested are grouped together in
the “Other” category. For the United States, the population samples are broken down into white (W),
black (B), and Mexican American (MA) subgroups and by the study under which they were
collected: International Warfarin Pharmacogenetics Consortium or National Health and Nutrition
Examination Survey IlI. Blood. 2010 May 6; 115(18): 3827—-3834.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2865873/

-1639G>A 1173C>T

Warfarin dose (mg/week)

Caucasians African—Americans Caucasians African—Americans

Polymorfismy v genech CYP2C9, VKORC1 a CYP4F2 byly asociovany se schopnosti udrzovat adekvatni
hladinu antikoagulace
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3463230/

Overview of genetic associations with warfarin dose requirements

The primary genes conftributing to warfarin dose requirements are vitamin K
epoxide reductase complex 1 (VKORC1) and cytochrome P450 2C9
(CYP2C?9). The CYP2C9 enzyme metabolizes the more potent S-enantiomer
of warfarin, while VKORC is the target protein for warfarin. Specifically,
warfarin inhibits VKORCT, thus preventing reduction of vitamin K to vitamin
KH,, a necessary co-factor for carboxylation and activation of clotting
factors. The gene for CYP4F2, which metabolizes vitamin K, provides a minor
conftribution to dose requirements, particularly in European and Asian
populations.

A single polymorphism in the VKORC ] regulatory region, c.-1639G>A
(rs9923231), predicts dose requirements across ethnic groups. The minor A
allele at this position is associated with approximately twofold lower gene
expression and significantly lower warfarin dose requirements compared to
the G allele. The frequency of the A allele varies by ethnicity with the
highest frequency in Asians, intermediate frequency in Europeans, and the
lowest frequency in African Americans. Differences in allele frequency
account for the lower dose requirements generally observed in Asian
populations and higher requirements in Africans compared to Europeans.

Trends in Cardiovascular Medicine
Volume 25, Issue 1, January 2015, Pages 33-41



http://www.sciencedirect.com/science/journal/10501738
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10501738/25/1
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