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GENETICKE STUDIE

x Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické
metodologie, kterd zhodnoti silu asociace genu
s chorobami. Moznosti jsou v zdsadé dveé:

K detekci
specifickych genetickych oblasti a genu, které se
ucastni v fransmisi nemoci, je v prinCipu mozné pouzit
obe metody.

x festuje kosegregaci
genoveho markeru a fenotypu nemoci v roding. Cili
marker a nemoc se v dané rodiné maiji vzdy
vyskytovat spolu.



GENETICKE STUDIE

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




x U komplexnich nemoci se ukazuje, ze je mozno asociovat alely
mnohych polymorfismU s vyskytem komplexni nemoci nebo nékterymi
infermedidlnimi  znaky onemocnéni (hladiny proteint, rodinnd
anamnéza aj.) asociovat, Cili pfinejmensim naijit geneticky
marker, s touto nemoci asociovany.

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

|<—

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

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



PRIKLAD:

B1-allele

Group TNFB-BIBT  TNFR-B2B2  TNFR-BIB2 o 2 P P,
00 12 /3 /6 0.311

01 | 28 11 0.163 0.02 0.008
All 13 101 87 201

1.Group 00: patients without a family history of psoriasis.

2.Group 01: patients with a family history of psoriasis in second- and third-degree
relatives.

3.0R for B2 allele in patients with psoriasis who had second- and third-degree
relatives with psoriasis = 4.5 (0.56-36.12), P_, = 0.02, sensitivity 0.834, specificity
0.311, power test 0.732.
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Figure 2. Relationship between genome-wide and candidate gene pharmacogenetic studies
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SROVNA,NI' S,TRATEGII' GENETICKEHO VYZKUMU:
KANDIDATN| GENY VS, ,, GENOME-WIDE ,, STUDIE

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 mozZno se dopracovat statisticky adekvatne
velkym souborUm vysetfenych osob



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

- 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



PERSONALIZOVANA MEDICINA

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

x /droje:

x Klinicky relevantni znalost genetického podkladu
NneMoci

Bunécnad terapie

Genovad terapie
Farmakogenetika
Farmakoekonomické aspekty

X X X X
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Figure 1. The hoped-for pathway of development of personalized medicine for the treatment
of leukemia
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ZDRAVi CESTi DOBROVOLNICI STREDNIHO VEKU (41-50 LET)
POLYMORFISMUS -3A/-4A V GENU PRO ENDOTELIN-1 (EDN1)

KOURENI

60

Pg=0,003

Pa=0,003
[%]

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



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

50
40 - [ Big endotelin < 0,7 pmol/L
30 -
20 -

10 1
0 |_| (| (|

7 pmol/L

SRV G S SN SN

FFE P LELEFL
R AN A c Y

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

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

OR =5,38;

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

P= 0,005



CHRONICKE SRDECNI SELHANI S
DILATACNI KARDIOMYOPATIE (DCM). PLICNi MESTNANI (PCG)

3'TACE

1 Pg=0,02
S 50- Pa=0,0007
0 [ 1
Pacienti s DCM (29), PCG=1 | Pacienti s DCM (9), PCG=2
O MM 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



CHRONICKE SRDECNi SELHANI
POLYMORFISMUS RXRa 39526 A/AA

KREVNI SKUPINY ABO

100 1
Pg=0,006
Pa=0,002
50 1
0 :
AA AAA AATAA
Pacienti s CHF - KS A (84) 95 5 0
Pacienti s CHF - KS nonA (117) 79 20 1

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



CHRONICKE SRDECNi SELHANI
POLYMORFISMUS -790T/G V GENU PRO MMP-2

CELKOVY CHOLESTEROL

Pg=0,03
Pa=0,01

GG

36

50

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



CHRONICKE SRDECNIi SELHANi

POLYMORFISMUS -735C/T V GENU PRO MMP-2
HYPERTENZE
CELKOVY CHOLESTEROL

100 A
Pg=0,01
50 -~ Pa=0,171
0 cc CT Trrﬁ

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 vyssi hladil
celkového cholesterolu. OR=7,28; 95% Kl 1,51-35,03; P=0,006
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PACIENTI S RAKOVINOU KOLOREKTA VS. KONTROLY
DVOJNASOBNY GENOTYP V GENU PRO ATG (-6A/G A M235T ATG)

60 -

40 -

20 A

- |

OR pro MTAG=3,82 (2,09-6,96)

| | P=0.0002, Pcorr=0,002

OR pro MTGG=0,24 (0,08-0,75)
P=0,007, Pcorr=0,05

MMGG

MTAA

MTAG

MTGG

.

TTAA TTAG TTGG

B CC-men (N=79)

23

56

4

1P 3 0

O Control men (N=59)

25

25

15

24 0 0




Pacientky s roztrousenou sklerézou vs. kontroly
Dvojndsobny genotyp v genu pro ATG (-6A/G a M235T ATG)

Rozdily v €etnosti genotypu AGMM v genu pro
angiotensinogen mezi zenami s RS a kontrolami

100 1
50 -
B SM-Women
O Controls-Women
0
AGMM Other
B SM-Women 15 85
O Controls-Women 1 99

OR=17,65 (95% konfidencni interval 2,31-134,71; P=0,00009, Pcorr=0,0006



Pacientky s roztrousenou sklerézou vs. kontroly

Dvojnasobny genotyp v genu pro ATG (-6A/G a M235T ATG)

Rozdily v €etnosti genotypu AGTT v genu pro
angiotensinogen mezi zenami s RS a kontrolami

B SM-Women
O Controls-Women

100
501
0
AGTT Other
B SM-Women 12 88
O Controls-Women 3 100

OR=4,67 (95% konfidencni interval 1,31-16,63); P=0,008, Pcorr=0,04




FARMAKOGENETIKA - CILE

x Popsat vliv dediCnosti na odpoved organismu na
rozné 1atky s vyuzitim interdisciplindrnino pristupu

Farmakogenomika se znalosti
celého genomu

x Farmakodynamika: popisuje zddouci ¢i nezadouci
Ucinky léku na organismus

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

x Absorpce (GIT, mofilitag, pH zaludecni
sekrece?, intestindlni florae, misto
absorpce)

x Distribuce (frakce leCiva vazana na
bilkoviny séra, afinita jednotlivych |ECiv k
BS - fenylbutazon-warfarin)

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

x Eliminace (pH modi, 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)



FARMAKODYNAMIKA X FARMAKOGENOMIKA

x RUznd odpoveéd pacientu téze populacni
skupiny na tentyz [ék

x RUznd odpoveéd pacientU na kombinace
tychz |ékU

x Geneticky determinovand precitlivelost
na danou |atku



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 |€kU je
metabolizovana enzymy P450.



Klicové slozky farmakogenetiky

Fharmacogenatics

Drug
Diruig) Dirug i
metabolizing
targets transporters enzymes
\_+ _________ ) |
'
Pharmacodynamics Pharmacokinatics

TRENDS i Gemafics



P450

x CYP3A4 — 50% metabolizovanych
]

x CYP2D6 — 20%

x CYP2D9 + CYP2D19- 15 %

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




MODEL TERAPIE HYPERTENZE (PODLE LINDPAINTNERA, BREZEN 2003)

160 ALY
140+ *
120 T
100
| o 1
80 ‘ m M2
B0+ mM3

A B ©C D E F G H 1 J

A=fyziologicky stav: tfi molekularni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na
determinaci znaku (TK), B=hypertenze D1: selhdani M1 (pricina/ucast)
C=hypertenze DI1: kauzdini terapie T1 (cilend na M1), D= hypertenze D3: selhani
M3 (prficina Ucast), E=hypertenze D3, léceni T1: terapie neni kauzdlni,
F=hypertenze D1, paliativni terapie T2, cilend na M2, G=hypertenze D1, terapie
1@, refrakterni varianta na T2 v M2, H= fyziologicky stav: odlisny podil M1 a M2 na
normdalnim znaku, | = varianta hypertenze DI1: 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

FARMAKOGENETICKA STUDIE

Cilem studie bylo porovnat 3 skupiny pacientu
s biologiky v klinickych a gene’nckych parametrech

x Skupina A: 11 pacientu s psoridzou
s adalimumabem, u nichz byla |ECba fimtfo
biologikem ukoncena

x Skupina B: 14 pacientu s psoridzou, u nichz lecba
adalimumabem Uspésne probind

x Skupmo C: 12 pacientu s jinou diagnézou, u nichz
v prubéhu leéCby biologiky doslo k vysevu psoridzy
(1 pripad hidradenitis suppurativa, 4 pripady m.
Crohn, 3 pripady ulcerativni kolitidy, 3 pripady.
ankylozujici spondylitidy, 1 pripad revmatoidni
artritidy).



MATERIAL A METODY

x U vSech pacientu jsme vyseffili nékolik
genetickych polymorfismu v genech
poarticipujicich na rozvoji zanétu (TNF alfa,
TNF beta, TACE, IL-6, MMP-2, MMP-9,
TIMP-2, ACE, CD147) a v genu
potencidalné ovlivaujicim farmakokinetiku,

orip. farmakodynamiku biologiko
(MDR1).



BSA pred (median, PSRRI
rozsah)

e
Soucasny stav - 10/1 (21%)
zlepseni

Onset psoridzy 21,5 (0-60)
(median, rozsah,

roky)

Pozdni onset 20%
psoridzy (nad 40 let

veku)

N NelicleN(aglcTollelal 14,5 (6,3-28,2)
rozsah)

1969 (1943-1992)

12/2

12,9 (10,40-40,00)

25,5 (8-75)
14/0 (100%)
14/0 (100%)

21,0 (7-53)

8%

e e
Rok narozeni 1953 (1928-1991)
(median, rozsah)

0,02
(OR=10)
NS

NS
0,009
(OR=11)
NS

NS

NS



Pozitivni rodinnd 40%
Pozitivni rodinnd 30%
anamnéza R/S/D

Pozitivni rodinnd 0%

anamnéza jini nez
R/S/D

0%
o
0
w0

38%

8%

31%

85%
62%
8%

23%

NS

NS

NS

NS
NS
NS
NS



Dg. Psoriaza-

Komorbidity

Komorbidity - 0%
pocet

Kardiovaskuldarni [E6)A
nemoci

Diabetes mellitus PA0yA

Anginy v déistvi/ PiOA
fonsilektomie

60%

38%

0%
8%
8%
31%

NS

NS

NS
NS
NS

NS
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x Mezi pacienty skupin A a B jsme prok. -ali

o~/

signifikantné nizsi efekt Ieécby
adalimumabem za 3 mésice od pocatku
(P=0,009), Casteji u zen.



https://en.wikipedia.org/wiki/File:Adalimumab_structure.png
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x Ve skupiné A je signifikantné asociovan

» genotyp v I/D ACE s hodnhotou PASI a
BSA pred zacatkem terapie biologiky o

> rodinnd anamnéza psoridzy v 1. lini
(rodice, deti, sourozenci) s genotypem
v MMP-9.


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Adalimumab_structure.png

Skupina A - adalimumab - studie

ukoncena
PASI pred|PASI pted|PASI pred|PASI pred|PASI pred
FEIPCE S pramer N Minimum |Maximum| median
ID+DD 12,5 8 6,3 24.5 9,1 P=0,02
[l 25,3 3 22,5 28,2 25,3
\/S.skup. 16 11 6,3 28, 14,5
BSA pred|BSA pred|BSA prfed|BSA pred|BSA pred
/D ACE3|” _ . ", 1 : 1
prumer N Minimum|Maximum| median
ID+DD 19,9 8 5 40 15,5
I 49,3 3 38 60 50,0 P=0,03
VS.skup. 27,9 11 5 60 25,0
MMP9- |  Rodite/ sourozenci/ déti | Rodice/ sourozenci/ Radk.
1575 nemaji psoriazu deti maji psoriazu soucty
CT 1 (14%) 3 (100%) 4 P=0,03
CC 6 (86%) 0 (0%) 6
Vs.skup. 7 3 10


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Adalimumab_structure.png

VYSLEDKY

Ve skupiné B jsme prokdzal

- delsilecbu biologiky u genotypu GG
v polymorfismu TNFalta — 308 A/G
(P=0,03),

- lepsi efekt |eCby biologikem u
genotypu TT (P=0,04) polymorfismu
v MMP-2 -790T/G a u genotypu CC
polymorfismu MMP- 9 -1575 T/C.


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Adalimumab_structure.png

SKUPINA B — ADALIMUMAB — STUDIE PROBIHA

TNF Délka | Délka lécby | Délka lécby | Délka [écby | Délka IéEby
ALFA [léEby (M) (M) (M) (M) (M)
-308 A/G | prumér N Minimum Maximum median
GG 15,9 8 2 30 14,5
GA 47,2 6 17 87 350 P=0,03
VS.skup. 29,3 14 2 87 26,5
MMP-2 Efekt IéCby 3M Efekt [éCby 3M Radk.
-790T/G Ano Ne soucty
TT 3 (30%) 4 (100%) 7
TG 7 (70%) 0 (0%) 7 P=0,04
V/S.skup. 10 4 14

MMP9-1575 C/T Efekt lécby 3M | Efektlécby 3M | Radk.

Ano Ne soucty
CT 6 (60%) 0 (0%) 6
CC 4 (40%) 4 (100%) 8 P=0,07

\/S.skup. 10 4 14



https://en.wikipedia.org/wiki/File:Adalimumab_structure.png
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1957
1970

1976
1976

1970

1976

Skupina C: pacienti léCeni biologiky se vznikem psoriazy

Muz
Muz
Muz
Muz

lena
lena
lena
Lena
Muz
lena
lena
Muz

Hidradenitis
suppurativa

Ankyl spondilitis
Ankyl. Spondilitis
Ankyl.spondilitis
Iridocyklitis,
m.Crohn
m. Crohn
m.Crohn
m.Crohn
Ulcerdzni kolitis
Ulcerdzni kolitis
Ulcerdzni kolitis
RA

_

adalimumab
adalimumab
golimumab

adalimumab

adalimumab

adalimumab
infliximalb
infliximalb
infliximalb
infliximalb
infliximalb

certolizumab

Délka pod.
biologika

12
10
45
42

38
?1
66

34

21
49
66



Manageme Protilatky proti
Rok narozeni Pohlavi nt PR Dalsi Iécba biologiku

Hidradenitis
Muz suppurativa B+ LL 0 ne 0
m Muz Ankyl spondilitis B+LL 0 ne 0
- Muz Ankyl. Spondilitis Enbrel SS ne B27
_ Muz Ankyl.spondilitis Enbrel NSAID ne B27
Iridocyklitis,
Zena m.Crohn B+SL 0 ne B27
B+SL, ARP,
Zena m. Crohn ustekinumab kortikoidy ano 0
B+SL,
Zena m.Crohn adalimumab ATP ano 0
m Zena m.Crohn B+LL 0 ano 0
- Muz Ulcerozni kolitis 0 0 ano 0
Mesalazin,
Zena Ulcerézni kolitis B+SL ATP ne 0
- Zena Ulcerdzni kolitis B+LL 0 ne 0
1964 [V RA B4LL MTX e 0



VYSLEDKY

O

Délka poddavani biologika vysoce
signifikantne korelovala ve skupine C

s dobou vzniku psoridzy od zacatku lecby
(P=0,00002).

Délka podavani biologika byla signifikantne
asociovana s genotypem v polymorfismu
C3435T genu pro MDR1 (P=0,02).

Podavani dalsi leCby v pripade
neuspesnosti lecby biologicke bylo
asociovano s genotypem v polymorfismu
MMP-2 -790 T/G (P=0,03).



Bodowy graf z Vznik psor od zatatku 1é€by B proti Délka pod. biologika
Urbantek 2017 48v*12c

Vznik psor od zafatku lé€by B =-0,2875+0,6836%x; 0,95 Int.spol.

70
60 | i
o 50} 0
% a0 | ,, |
T a0l [
- P=0,00002
2 20} s
> 10} O
L A
-10 _ -t ' : : : : : : : :
-10 1] 10 20 30 40 50 60 70 30 90 100
Délka pod. biologika
MDR1- Délka pod. Délka pod. Délka pod. Délka pod.
biologika biologika biologika biologika
C3435T x. : %
N Minimum Maximum median
TT 4 3 38 3
CT 7 5 66 22| P=0,02
CC 1 91 91 91
VS.skup. 12 3 91 17




GT 0 (0%) 4 (66%) 4
T 6 (100%) 2 (33%) 8
Vs.skup. 6 6 12

P=0,03



ZAVER

x /avérem je tedy mozno konstatovat, ze
Uspéech biologické |€Cby souvisi s nékterymi
vrozenymi genotypy v prozdanétlivych
genech.

x Rozvoj psoridzy u pacientu s biologickou
|IECbou zrejmée souvisi s genotypy
v polymorfismech v MDR1. Produkt fohoto
genu je schopen snizovat hladiny xenobiotik
v bunkdach.



CHRONICKE SRDECNI SELHANI - T
FARMAKOGENETICKE ROZDILY V DAVKOVANI BETA BLOKATORU A ACEI- I/D ACE

Pacienti s nizsi nez 50% ddavkou z
doporucené davky BB+ACEl maiji
2,84 x Castéji genotyp |l,
P=0,002

100% A
90% A
80% -
70% A
60% -
50% -

40% + NP PR i, Tkl -2

30% -+
20% -+ _Qaﬁa
10% -~
0%

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

Pg=0,006, Pa=0,009



Route of out-of-Africa for early humans
ﬁfm

Frequency of D aliele

01292 -02123
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TO THE PREVIOUS PICTURE:

x [Nnotekan pathway. Model of human
iver with blood, bile and intestine
compartments.

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).



GENOVA TERAPIE

> Zahrnuje jakoukoliv proceduru, urcenou k |éceni
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 viftro: 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 terapeutické 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, kterd chybi

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



TECHNOLOGIE KLASICKE GENETICKE TERAPIE

x Jednd se o zacileni bunék nemocné tkané

> Geny mohou inzertovany do bunék pacienta
PriMo a Nneprimo

> Inzertované geny se mohou

v Integrovat do chromozomu

v ZUustat extrachromozomdiné (epizomy)
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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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Cloned gene
X
Javal  aCauin
Gene
transfer

Select X cells:

Some cells
now X"

Return genetically modified
cells to patient

ure 22.3: In vivo and ex vivo gene therapy.
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Adenoviruses enter cells by receptor-mediated endocytosis.




NEKLASICKA GENOVA TERAPIE

> Inhibice exprese genu asociovanych s
patogenezou

> Korekce  genetfického  defektu ©
obnoveni normalni genove exprese

> Soucasnd genova terapie se omezuje na
terapii somatickych mutaci.

> Etické problémy s potencidlni terapil
zarodecénych mutaci.
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GENOVA TERAPIE A JINE TERAPEUTICKE MOLEKULARNE GENETICKE PRISTUPY

> Rekombinantni proteiny a ,,genetically engineered" vakciny

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

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

> Produkci ,,genetically engineered” vakcin-predevsim profi
tumorUm a infek&nim agens.



REKOMBINANTNI BILKOVINY JE MOZNO PRODUKOVYAT EXPRESNIM KLONOYANIM
YV MIKROORGANISMECH NEBO V TRANSGENNICH ZVIRATECH

V mikroorganismech:

- Vyhody: dostateCnd mnozstvi produkovanych latek
- Nevyhody:

x pozménéné produkty v dUsledku odlisnych

posttranslacnich Uprav bilkovin se stejnou primarni
strukturou (glykosylace)

x problémy s purifikaci
V transgennich zviratech:

-  moznost navodit podobné postiransiacni systemy
jako u Cloveka



CHIMERICKE A HUMANIZOVANE PROTILATKY

> Rekombinantni protilatky humanni-hlodavci

> Humanizace hlodavcCich mAb umoznuje ziskat
velké mnozstvi profilatek 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
zpuUsobi:

. odstranéni genu nutnych pro patogenezu

. expresi exogenniho genu v bakterich nebo
parazitech po jeho inzerci do téchto organismu
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2 In vivo liposome gene delivery.
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