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Trombofilie

Leidenska mutace — koagulacni faktor V rs6025 G1691A, R506Q (arg—>gln)

v kavkazské populaci — v heterozygotni formé asi u 5% populace, smérem na sever vyskyt roste
(u Svédl aZ 7% populace), smérem na jih vyskyt klesa (jizni Evropa jen 2-3%). U asiatd a
¢ernoch( se vyskytuje jen vzdcné.

zvysuje riziko Zilni trombdzy dle rliznych literdrnich zdrojd asi 3-7 krat

Mutace genu pro protrombin rs1799963 G20210A

zvysuje koncentrace protrombinu v plazmé a tim zvySuje riziko trombdzy asi 3 krat (uvadéné
rozmezi relativnich rizik 2-8)

v kavkazské populaci - v heterozygotni formeé asi 2% populace. V nékterych oblastech je vyskyt
vy38i (4-5% u Italdl, Rek( ¢&i v Izraeli), naopak u asiat(l ¢i ¢ernochd se vyskytuje vzacné

v selektované populaci dospélych pacient, ktefi prodélali trombotickou ptihodu, se vyskytuje
v 5-6%. Riziko rekurence trombdzy je u nich pres 20%.

Hyperhomocysteinemie - mutace enzymu metyltetrafolatreduktazy (MTHFR) rs1801133 C677T

hladina homocysteinu stoupa s vékem

u zdravych mladych dospélych do 40 let je prevalence mirné hyperhomocysteinemie (do 30
umol/l) az 10%, u stejné starych pacientl s Zilni trombdzou pak 11-19%

relativni riziko Zilniho tromboembolismu je zvySeno 2-4 krat



Obsah prednasky

A . Metody molekularni biologie
* Funkcni genomika a proteomika

* Genova terapie a farmakogenomika




lzolace DNA

Vstupni material

* periferni krev (leu)

*  bunky bukalni sliznice (sliny, stéry)
* amniové burky

* choriové klky

*  bunky vlasovych kofinku

* spermie

* epitelidlni bunky pokozky
* uvolnéné bunky v télnich sekretech
* aj.

Odbéry
* bukalni stéry — na kartacek, nechat vysusit 3 dny (kvasinky)
* sliny—10 ml, hodinu prfed odbérem nejist a nekoufrit, skladovat 1 — 3 dny pri teploté 4°C

« periferni krev - odbér do chelatacniho roztoku EDTA (zabranéni srazeni krve a degradaci
DNA Dndzami), skladovat 1 - 5 dni pfi teploté 4°C, nebo dlouhodobé v zamrazeném
stavu




lzolace DNA

‘\? Metody izolace DNA
'\ * metody vyuzivajici rozdilnou rozpustnost biologického materialu
— fenol-chloroformova extrakce
— ethanolova (isopropanolova) precipitace
e adsorpce na pevny podklad
— vazba NK na kfemicité sklo (silikat) v pfitomnosti chaotropnich soli (Nal,
guanidin thiokyanat, guanidin hydrochlorid) — iontova sila, typ NA a pH
e vysolovani - lyza ery NH,Cl, b. membr. — proteinaza K, lyza jad. membr. a
precipitace proteinli — NaCl, ethanol — vysrazeni NA

* v hustotnim gradientu

— gradient CsCl — orotein
Low ‘ [
. - -, Genomic DNA
CsCl ‘
density g €T~ Nicked sircular DNA
1 XXX supercoiled DNA
High
RNA
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lzolace DNA

Princip

* lyze bunék (rozruseni bunéénych membran) — tenzidy, lysozym, zména osmotického
tlaku, zména pH, zména t

* odstranéni membranovych lipidi a proteinl
chemicky (detergenty)

o chemicky (napt. hydrolyzou bilkovin pomoci proteolytickych enzym ...proteinaza K,
jejich denaturaci apod.)

o vysolovani (precipitace proteint — NaCl)

fyzikdlné (na zakladé rizné afinity DNA a kontaminant( k rznym latkam...fenol-
chloroformova extrakce)

* odstranéni RNA - precistovaci enzymy (RNAazy)
» precipitace DNA — ethanol (isopropanol)

* purifikace DNA — 70% ethanol

* rozpusténi DNA — pufr (slabé alkalicky)




lzolace DNA

Fenol-chloroformova extrakce

DNA

recipi-
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Cistota a koncentrace DNA
» spektrofotometricky (napf. na pristroji NanoDrop)

* NA absorbuji UV zareni s maximem absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm,
zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm

* stupen Cistoty NA se stanovuje z poméru absorbance pri 260 a 280 nm (idedlni pomér
260/280 = 1,8)




PCR

&\ - popsal vr. 1983 Kary B. Mullis, 1993 NP

A

' princip: enzymaticka amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii
vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o trech teplotnich
fazich (denaturace, annealing, extenze)

» vysledek: pocet kopii dané sekvence DNA- 2" (n-pocet cykll)

 komponenty reakcni smési pro PCR:
— voda
— pufr
— dNTP (dATP+dTTP+dCTP+dGT)
— MgCl,
— termostabilni DNA polymeraza (napf. Taq z bakterie Thermus
aquaticus)

— oligonukleotidové sondy (“primery”) - specificka Ta
— templatova DNA




PCR

* teplotni rezim (v termocycleru):
1 1) 95 C 2‘inicialni denaturace
2) 96 C 30“denaturace
3) 40-72 C 20" annealing
4) 72 C30“ elongace

* kroky 2 — 4 celkem 30x
5) 72 C5‘zavérecna elongace
6) 4 C 10’ zchlazeni
http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnlwoZKU&feature=related



http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&feature=related

Elektroforéza

» separace NA v elektrickém poli v gelu
(molekularni sito) na zakladé rozdilného
naboje (amino ci fosfatovych skupin) a

velikosti

— gel z agardzy (horizontalné)

— linearni polymer z fasy Agar agar D-galaktosa 3 6-anhydro Lgalaktoss

» elektroforetickd pohyblivost vzorku je

srovnana se standardy o znamé velikosti

* Loading buffer — nanaseci pufr:

- Ficoll - husty, drzi vzorek na dné

- bromfenolova modr - vizualizace




Elektoroforéza




Elektoroforéza

DNA nutno vizualizovat

fluorescencni barviva x interkalacni barvivo (EtBr - UV svétlo

590nm, kancerogen, mutagen, teratogen!)
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PCR

Modifikace

* Reverzné transkripcni PCR
e Aleloveé specificka PCR

e PCRRFLP

e PCRVNTR

* Real-time PCR

* Nested PCR

- nejprve amplifikace genomické DNA

- v dalsi PCR reakci je templatem produkt reakce predchazejici
- zvySovani specifity

 Multiplex PCR
- detekce nékolika genll soucastné v jedné reakci
- pf. detekce deletovanych exont u Duschenovy muskuldrni dystrofie




PCR

Alelové specificka PCR
* ve dvou nebo vice paralelnich reakcich
* detekce SNP

vzorek ¢. 2 3




PCR

PCR RFLP = analyza délky restrikénich fragmentu

e analyza DNA pomoci specifického stépeni restrikénimi
endonukleazami (RE)

* enzymy bakterii vyvinuté béhem evoluce k stépeni cizi DNA
* nazev odvozen dle jejich plvodce - napt. EcoRl (E.coli)
e rozpoznavaci specif. oblast (palindrom)
5 -CCT GUAATTC AGG-3
3 -GGA CTTAATG TCC-5
e Stépi vnitfni fosfodiesterové vazby

* schopny rozpoznat a Stépit JEN specifické sekvence (zamezeni
bakt. naruseni vlastni DNA)

* maiji specifickou teplotu, pri které stépeni probiha optimalné
e vyuziti - pri detekci urc¢ité mutace (SNP)




PCR

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
Minisatelity

* polymorfni usek DNA (lokus), ktery je vytvoren tandemovym
usporadanim mnohocetnych kopii kratkych sekvenci DNA

* |okus ma v populaci nékolik alel

* vrozsahu kilobazi, které se vice vyskytuji v subtelomerickych oblastech
chromozomd, introny genll a mezigenové oblasti

* vysoky stupen interindividualni variability

Mikrosatelity

* jsou zpravidla tvoreny opakovanim 1-5 bp, s mnozstvim opakovani
zfidka prekracujicim stovky

* nejcCastéjsi jsou dinukleotidové repetice, ze kterych prevazuje typ
(CA)n

* jsouvgenomu velice Casté, vysoce polymorfni a jsou ¢asto pouzivany
jako genetické markery




PCR

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
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PCR 1. 4 repetice —412bp
IL-1RN 2. 2 repetice — 240bp
intron 2 3. 3 repetice —326bp
86bp repetice 4. 5 repet!c —498bp

5. 6 repetic —584bp

IL-1B +3953C/T

PCR
IL-1a -889C/T exon 5
T 99bp T 182bp +12bp

C 16bp + 83bp C 97bp + 85bp +12bp




A: LINE-1

Ten’ en rvt C-rich -
Transpozony p—— - e
SUTR " oRF1 ORF2 3UTR
. Non-LTR retrotranspozony 6 kb

* LINE (long interspersed repeats, dlouhé rozptylené repetice) jsou
zastoupeny LINE-1 (L1)

* element dlouhy 6 kb obsahuje dva otevrené Cteci ramce

* ORF2 obsahuje doménu s endonukleazovou aktivitou (en), reverzni
trankriptazovou aktivitou (rvt) a také doménu bohatou cysteinem (C-
rich)

* 5" neprekladana oblast (5"UTR) obsahuje interni promotor pro RNA
polymerazu Il (u obvyklého genu je promotor pred 5'UTR)

* 3" neprekladana oblast obsahuje kanonicky polyadenylacni signal
(AATAAA) a polyA konec (ten se také v genech normalné nevyskytuje,
pridava se az k mRNA prostrednictvim polyA polymerazy)

* L1 je obklopen duplikaci cilového mista ktera vznika béhem reverzni
trankripce




PCR

Reverzné transkripcni PCR

K amplifikace RNA

 RNA-dependentni DNA-polymeraza

* eliminace intronl — poskytuje informace o alternativnim sestfihu

* analyza genové exprese (detekce infekénich agens, genetickych chorob)




PCR

cilové misto

'étépeni

' druhé stépeni
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LTR-retrotranspozon (long terminal repeats, dlouhé termindlni repetice)
* endogenni retrovirus
e typicka struktura retroviru, resp. proviru, tj. formy integrované do DNA

* endogenni retroviry mohou byt na urovni sekvence odliseny od infekénich
na zakladé bodovych mutaci nebo deleci v genech nezbytnych pro
sestaveni infekCnich castic

« vétsSinou je to gen env (envelope = obal), gag (group specific antigen =
skupinové specificky antigen) je protein nukleokapsidy, pol (polymeraza)
ma aktivitu reverzni transkriptazy (rvt) pro syntézu prvniho a druhého
fetézce DNA, aktititu RNazy H pro Stépeni RNA v hybridu RNA/DNA po
syntéze prvniho retézce a aktivitu integrazy (int) (Stépi cilovou DNA a liguje
retrovirus do tohoto mista), prt (proteaza) je nezbytna pro sestavovani
viroveé castice tim, Ze Stépi proteinové prekurzory (napf. gag a pol jsou
Casto syntetizovany jako jeden velky polyprotein)

 LTR jsou identické sekvence na obou koncich retroviru

 LTRjeslozen z U3 (3" neprekladana oblast), R (oblast rekombinace) a U5
(5" neprekladana oblast). Nazvy jsou odvozeny od struktury retrovirové
MRNA, ktera je tvorena sekvenci pouze od 5" Rdo 3" R

* reverzni transkripce retrovirl se odehrava v cytoplazmé a teoreticky tedy
nepotrebuje duplikaci cilového mista, tato se obvykle také tvori, i kdyz

kratSinezu Ll B: ERV _
us R'-».J:'IE IWt RNazaH INt B“Bj

=)

st LTﬁ gag prt pol env LTR TsD
7-9 kb

-,
=




Transpozony

_ DNA-transpozon
* jerepresentovan 1,2 kb dlouhou rodinou "mariner" (namornik)

 syntheticky DNA transpozon Sleeping Beauty (Sipkova Riizenka) také
patri do této rodiny

e centralné ulozeny gen pro transponazu je obklopen invertovanymi
repeticemi

e pfriintegraci se vytvari duplikace cilového mista, ktera je zanechanav
genomu jako stopa po integraci, kdyzZ transpozon preskoci na jiné misto

C: DNA transpozon
TED _|:V[\TBD
ITR transpozaza ITR
mariner 1.2 kb




Transpozony

neautonomni nonlLTR retrotranspozony patri k SINE (short interspersed

repeat, kratka rozptylena repetice)

* rodina aktivni u lidi je reprezentovana 282 bp dlouhym Alu elementem

e Aluje dimerem slozenym z dvou témér shodnych monomert

 monomer je odvozen od 7SL RNA, coz je RNA podjednotka SRP (signal
recognising particle = astice rozpoznavajici signal)

* SRP je komplex rozpoznavajici signalni peptid protein(, které maiji byt
transportovany do lumen a nebo membrany ER

» oblast polyA neni ¢asti 7SL genu, ale je dulezita pro "uspéch" Alu jako
retrotranspozonu

D: SINE
7SL
Li-type TSD
[ o ] |mnD
levy monomer pravy monomer LitypeTsp

Alu 282 bp



Transpozony

_ * nemaji zddnou dulezitou funkci v burice

 odpadni DNA (junk DNA); nebo o sobecké DNA, transpozony se
propaguji na ukor bunéénych energetickych zdroju

* mobilita retrotranspozon( byt ale dulezita pro plasticitu genomu

» prilezitostnd inzerce do genu muize vyradit gen z funkce a zpUsobit
dédicné onemocnéni (Ali a L1 elementy)
| %LINE-‘I ;T1RNﬁ

 LTR a LINE elementy mohou také ménit genovou expresi, pokud se

inzeruji do blizkosti néjakého genu, nebot LTR a LINE 5"UTR maji silnou
promotorovou aktivitu v obou smérech




PCR

Real-time

DNA

* genotypizace (kvantifikace alel nebo SNP)

e urcovani druht, SNP, kvantifikace (HRM = analyza tani s vysokym
rozliSenim)

RNA
* kvantifikace transkriptu

* Interkalacni fluorescencni barva (SybrGreen)
* Tagman sondy




PCR

Real-time - postup

kromé primerd znaceny oligonukleotid -fluorescencni znacka (R) a
tzv. zhasecem (Q)

fluorescencni latka v tésné blizkosti zhasece - fluorescence
potlaCena

DNA polymeraza pri syntéze narazi na znaceny nukleotid -
vytésnéni z templatového vlakna a stépeni (Taq polymeraza - 5°-
exonukleasova aktivita)

uvolnéni fluorescencni sondy do roztoku

méreni fluorescence v prubéhu amplifikace

intenzita fluorescence je Umérna mnozstvi nasyntezovaného PCR
produktu



PCR

5 = R = Reporter
Polymerization Q= Quin cbor
Forward
Primer Probe
5' > 3
3 5
5' 3
e —
Reverse
Primer
Strand Displacement
S'E 3"
a 5
5' 3'
e e
Cleavage
5' — ) 3N
3'
5' 3
<& e

Polymerization
Completed 9
L '
- - ,\ 3\

5._

3-
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Molekularné biologické metody

Hybridizace DNA
Klonovani DNA
Sekvenovani DNA
DNA Microarray

ELISA




Hybridizace NA

v preparatech chromozomu, bunék a tkani (in situ)
fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

v roztoku
na pevnych podkladech (nitrocelulézovy filtr nebo nylonovda membrana)
o prenos po elektroforetické separaci
* kapilarni prenos
» elektroforeticky prenos
* vakuovy prenos
o typ prenasenych molekul
* DNA - Southernlv prenos (blotting)
* RNA - Nothernovy prenos
* proteiny - Westernovy prenos




HwnN e

Hybridizace NA

Prehybridizace (obsazeni volného mista na membrané)
Hybridizace (ponoreni membrany do roztoku s ss sondou)
Promyvani nenavazané sondy

Detekce sondy

RNA or DNA

32p.jabeled ==
size markers

Solution passes through
gel and filter to paper towels

Nitrocellulose filter

Hybridize with unique
nucleic acid probe
Gel
Filter

Salt solution

DNA transferred
to filter i Remove unbound
\ \ : { T probe
Filter in —
“Seal-a Meal” Expose tc
bag ] X-ray film
Probe hybridized to
complementary sequence

(URRRAT!
I

Autoradiogram
V& CerLr



Klonovani DNA

tvorba souboru identickych molekul,

donor DA vector
fragment( nebo Usekd DNA (klonG DNA) T O
v.!e-::tur and donor DN_A
napf. mnoZenim rekombinantnich l . O et e e " l
. , v . abTT
molekul DNA v hostitelské burice (in - 7

&
A
. , . . 4 o TTha T 4
vivo) nebo pomoci PCR (in vitro) /wﬂ#\/werhﬂ”gs T OTT‘A A‘A'T)
. , . ., ~ 1) !
rekombinantni DNA vznikne spojenim o | e |

AdTT mixing
inzertu (cizorodé DNA) s vektorem DNA ligase added, seals overhangs

ATl

Aplikace ARTT |
i *DiA molsoules
. . s o b t ial
* StUdlum funkce |ZO|OvanyCh genu cﬁgnﬁnrl;:clne DM A introduced into bacterial cells
e studium regulaénich oblasti gen( & ' '
. _ ) @F0) @O0 @O
« fyzikdlni a geneticka analyza genomt ¥ ¥ Y

recombinant DNA molecules replicate and cells divide

exprese cizorodych gen( a tvorba
rekombinantnich protein(

v
clanes ©) 2002 Encyclopsedia Britannica, Inc.



Klonovani DNA

Postup

* pfipravainzertu - gDNA, cDNA, PCR produkt

* prenos inzertu do vektoru - transformace, elektroporace

* selekce klonl obsahujicich inzert - inzeréni inaktivace, alfa-komplementace

Klonovaci vektory
plazmidové (2-15kb)
fagové (37-52kb)
kosmidy - hybridy mezi

plazmidy a fagy (32-47kb)

SELECTION




Sekvenovani DNA

Vyuziti

* Diagnostika chorob a ¢asné zjisténi nachylnosti jedince k ur¢itym nemocem
(rakovina, kardiovaskularni onemocnéni), genova terapie

* Celogenomové sekvenovani (evoluc¢ni biologie)
*  Fylogenetika (evolucni vyvoj) organizm

* Antropologie: srovnavani DNA k zjistovani migraci lidskych ras (zejména
podle mitochondridlni DNA a Y-chromozomadlni DNA)

*  Forenzni védy: dtkaz viny ¢i neviny v zloCinu, uréeni otcovstvi a podobné —
mikrosatelity (test paternity)

* Zemédélstvi: geneticky modifikované plodiny

Dvé principialné odliSné metody
*  Chemicka (Maxam-Gilbertova)

*  Enzymatickd (Sangerova) — v soucasnosti vyuzivano automatické
sekvenovani

*  ELFO — horizontalni, kapilarni


http://cs.wikipedia.org/wiki/Fylogenetick%C3%BD_strom

Sekvenovani DNA

Chemicka metoda

* Stépeni zkoumané molekuly v misté
modifikace

Postup
1. Priprava ssDNA

2. DNA na svém 5' konci radioaktivné
oznacena fosforem 32P

3. Rozdéleni vzorku DNA do 4 ¢asti a

kazdd je vystavena chemikaliim, G - dimetylsulfat (DMS) + piperidin
4. v kazdé ze 4 nadob docileno rizné G+A _hk\('js- mravenci +.dp_|per|d|n
dlouhych sekvenci DNA C + T - hydrazin + piperidin

. C — hydrazin + NaCl + piperidin
5. PAGE ELFO fragmentt DNA

6. Autoradiograficka (nebo jind) detekce
fragmentd DNA




Sekvenovani DNA

: Enzymatickda metoda

amplifikace kratkych fragmentu
ocCekavané délky

Postup

Soubor ssDNA s fluorescencné
definovanym koncem liSicich se o jednu
bazi

Rozdéleni elektroforézou

Vyhodnoceni

Citelnost: 25-50 nukleotid(

za 3' koncem (purifikace,

separace kap. ELFO)

DNA templat

primer

ddNTP-fluorescencné znacen
dNTP (100x vice nez ddNTP)
Taq DNA polymeraza

Pufr
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prmer
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DNA Microarrays

1+ http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7ys7LvM&feature=related

* analyza exprese gen(

*  DNA Cip — oligonukleotid ssDNA (sonda) - desticka (sklenéna, silikonova) — mnoho
sond

* vzorek —znacend ssDNA
* hybridizace — komplementarita

* omyti Cipu
* skenovani Cipu — excitace laserem, detekce na bazi fluorescence
e  zpracovani vysledk(

| nucleic acids
* DNA Cipy
4 * RNA Cipy

* Proteinové Cipy ,.f small molscules

EEE J'
Hﬁ-‘ﬂ-’fi fff:w,wﬁ

M’%L



http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related

ELISA

z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
imunologicka metoda slouzici k detekci protilatek

metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce a lze s ni rovnéz detekovat i
antigen

vyuziva dvou zakladnich vlastnosti imunoglobulin(

schopnost proteind (tedy imunoglobulind) vazat se na povrch plastl (napt.
polystyrenu)

schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty (,,nozicka“ imunoglobulinu je tvorena
tézkymi retézci, kt. tvori krystalizujici fragment) imunoglobulinovych molekul

Antigen - detekovany v testovaném vzorku, znamy, komercné pripravovany
Protilatka - detekovanad v testovaném séru, zndma, komeréné pripravovanad

Konjugat - jedna se opét o protilatku proti protilatce (konkrétné proti druhové
specifickym imunoglobulinim prislusného izotypu (proti IgG, IgM, IgA), na kt.
je navazany enzym

Substrat - je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem, a tim zméni svou barvu



ELISA

Primy prikaz HIV infekce

protein p24 je souldsti kapsidy virionu HIV (jeho
koncentrace v krvi strmé vzristd priblizné 2 tydny po
proniknuti viru do organismu)

ELISA

1.

NoO B~ w

k pevné fazi (polystyrénova desticka) je prichycena
protilatka proti p24

pridan vzorek testovaného séra, na néjz bylo predtim
plsobeno detergenénim Cinidlem (pro rozruseni viriont a
uvolnéni volnych antigent)

v pritomnosti antigenu p24 v séru vazba na protilatky
odmyti zbytku séra

priddna protilatka proti p24 s havazanym biotinem
pridan streptavidin v komplexu s peroxidazou

avidin se navdze na biotin, a vdzand peroxiddza poté
premeéni substrat (napr. tetrametylbenzidin) na barevny
produkt



ELISA

Streptavidin-HRP

Detection
Antibady

Target
Protain

Capturs
Antibody




CCR-5 - HIV a infekce

Nature. 1996 Aug 22;382(6593):722-5.

Resistance to HIV-1 infection in caucasian individuals bearing mutant alleles of the CCR-5
chemokine receptor gene.

Samson M et kol.
Abstract

HIV-1 and related viruses require co-receptors, in addition to CD4, to infect target cells. The
chemokine receptor CCR-5 (ref.1) was recently demonstrated to be a co-receptor for
macrophage-tropic (M-tropic) HIV-1 strains, and the orphan receptor LESTR (also called fusin)
allows infection by strains adapted for growth in transformed T-cell lines (T-tropic strains).
Here we show that a mutant allele of CCR-5 is present at a high frequency in caucasian
populations (allele frequency, 0.092), but is absent in black populations from Western and
Central Africa and Japanese populations. A 32-base-pair deletion within the coding region
results in a frame shift, and generates a non-functional receptor that does not support
membrane fusion or infection by macrophage- and dual-tropic HIV-1 strains. In a cohort of HIV-
1 infected caucasian subjects, no individual homozygous for the mutation was found, and the
frequency of heterozygotes was 35% lower than in the general population. White blood cells
from an individual homozygous for the null allele were found to be highly resistant to infection
by M-tropic HIV-1 viruses, confirming that CCR-5 is the major co-receptor for primary HIV-1
strains. The lower frequency of heterozygotes in seropositive patients may indicate partial
resistance.

Vznik mutace pred 1200 lety — severni Evropa
Infekce vyuZzivajici CCR5 receptor pro vstup do buriky:
cerné nestovice - Variola major, dyméjovy mor (14. stol.) - Yersinia pestis,



Genomika

* studuje strukturu a funkci genomd pomoci genetického mapovani,
sekvenovani a funkéni analyzy genl

e stanoveni Uplné dédi¢né informace jednotlivych organismu =
stanoveni sledu vSech nukleotidd

* snazi se o pochopeni veskeré informace obsazené v DNA zivych
organizmd

Bioinformatika
* shromazdovani, analyza a vizualizace biologickych soubor( dat

* vyuziva metod vypocetni techniky, tvorba databazi a softward




Genomika

Strukturni genomika
e pochopeni struktury genomu

* konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map genomu
prislusnych organizmd

* reprezentovala zejména inicidlni fazi analyzy genomu; konec¢nym cilem byla
kompletni znalost DNA sekvence (napf. HUGO projekt)

Funkcni genomika

e studium funkce gen( a ostatnich ¢asti genomu
* vyuziva poznatkl strukturni genomiky a snazi se o poznani funkce gen

e velmi ¢asto k tomu vyuziva modelové organizmy (kvasinka, nematoda,
Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus norvegicus, Mesocricetus
auratus aj.) jako casové a financné vyhodnou alternativu vyssich Zivocicht
(zejm. pro moznost studovat mnoho generaci v relativné kratkém case)




Dalsi obory

Transkriptomika

» stanovuje soubor mRNA transkriptl v urcitém typu bunék a zmény
exprese genl vyvolavané chorobami

Metabolomika

* analyzuje metabolom, uplny soubor malych molekul v burice, a hleda
jeho zmény v Case

Strukturni proteomika

» cilem je urcit strukturu vSech proteintd kédovanych urcitym genomem

Funkcni proteomika

» zjistuje, které soubory proteinl jsou pfitomny v bunce a jak na sebe
vzajemné pusobi




Proteomika

' * proteom je soubor proteind, které jsou produkované z genomu daného
organismu

* pojem proteom byl poprvé pouzit Markem Wilkinsem v roce 1995

* bunécny proteom je soubor proteind, ktery se pravé nachazi v urcité
bunce, nebo bunééném typu, za danych podminek (pr. ve proteom délici
se hematopoietické buriky v anafazi)

 kompletni proteom je potom proteom organismu, tedy suma proteomd
' vSech bunécnych typu. Do tohoto pojmu jsou zahrnuty i proteiny, které
se v organismu pouze mohou vyskytovat, ale v danou chvili
syntetizovany nejsou.




Proteomika

proteom je vétsi nez genom, zejména u eukaryot

je to hlavneé diky alternativnimu splicingu a posttranslacnim modifikacim
proteind, jako fosforylace, nebo stépeni peptidového retézce

genom je relativneé stabilni, proteiny se v bunce naopak méni velmi
rychle a riznym zplUsobem — analyza proteomu slozZitéjsi

vsechny proteiny dané bunky jsou analyzovany soucasné

' Bezprostredni cile proteomiky

proteom lidské plazmy (500 proteint)
proteom fagosomu (250 proteint)

proteom organel

vytvorit panel protilatek proti vSem proteinim



Proteomika

Analyza proteomu probiha ve dvou krocich
1. separace protein(

e pouziti dvoudimenziopnalni elektroforézy
(2D PAGE) je mozno v jednom vzorku oddélit
nékolik tisic protein(

2. identifikace proteinu

 hmotnostni spektrofotometrie: MALDI (Matrix assisted laser
desorption/ionisation), SELDI-TOF (surface-enhanced laser
desorption/ionisation time-of-flight)

 od kazdého proteinu se ziska jednoznacna charakteristika — Peptide

Mass Fingerprints, kterd se porovnava s databazi (SWISSPROT,
LocusLink)




Proteomika

. * proteiny jsou vétsinou denaturované, ztraci se informace jak o tercidrni
| a kvarterni strukture, tak o prirozené tvorbé komplext a funkci =
expresni proteomika

* variantou je studium zmén v proteinovém slozeni = diferencni
proteomika

e funkcni proteomika = pouziti technik, které nedenaturuji proteiny napt.
tvorba komplexu, posttranslacni modifikace, interakce, funkce

INTERAKCE

(.:e? A




Vyuziti metod molekularni biologie

Zakladni vyzkum

izolace genl nebo jejich ¢asti

* sekvencovani DNA

* mutageneza in vitro

 modifkace konci DNA

* analyza (selekce) klonl z genovych knihoven
e pfriprava znacenych sond

. Aplikovany geneticky vyzkum

e prenatdlni diagnostika (dédi¢nych chorob)
e detekce mutaci v genech

e studium polymorfizmu gent (napr. RAPD)
* populacni genetika

|  farmakogenomika




Vyuziti metod molekularni biologie

. - 1 Vyuziti v klinickych disciplinach
) - * detekce patogennich MO (baktérii, virtl, prvoku, hub)
* identifikace onkogenl
* typizace nador
e stanoveni pohlavi

Vyuziti v praxi

e archeologie

' *  soudnictvi

e kriminalistika — VNTR
e urcovani paternity

e evolucni biologie




|dentifikace patogenu molekularné
biologickymi metodami

« kvalitativni i kvalitativni prukaz virové nebo bakteridlni nukleové kyseliny
ve vzorku

* velky vyznam pro sledovani rozvoje virové infekce nebo odpovédi na Iécbu
antivirotiky (napf. u infekci HIV, hepatitidy B a C, CMV infekce)

* detekce useku genomu zodpovédného za prenos rezistence

* moznost presné urcit sekvence jednotlivych bazi, identifikovat genotypy
viru nebo bakterie, prokazovat mutace

VariOr Dento - diagnosticky test pro identifikaci parodontalnich patogent
* Fusobacterium nucleatum

e Actinobacillus actinomycetemcomitans

* Porphyromonas gingivalis

e Tannerella forsythensis

 Treponema denticola

* Peptostreptococcus micros

* Prevotella intermedia



|dentifikace patogenu molekularné
biologickymi metodami

Tabulka 4. Rozdéleni parodontilnich patogent podle zdvaZnosti.

Komplex Patogen Lavainost

A.actinomycetemcomitans Podle Sokranského patfi sice do zeleného
komplexu, ma ale vyjimecény
terapeuticko-diagnosticky vyznam




ldentifikace onkogenu

: " * podstata nadorové transformace je geneticka

 mutace postihuji geny signdlnich drah, kontrolnich bod bunécného
cyklu, bunécné diferenciace, apoptdzy, reparace DNA...

e v prubéhu bunécnych déleni jedné buriky nastava postupna
akumulace nékolika mutaci v uvedenych skupinach genu, které
resultuji v jeji nadorovou transformaci




Filadelfsky chromozom

derivova ny Chromozom 2 chrgln(ig:g%es Chrotr)r:ggﬁmes chﬁ)ﬁgsggg‘les
vznika reciprokou translokaci mezi Changod
chromozomy 9 a 22, pfi niz i i it netet ® Changod
. s v g ™ Chromosome ChioiNitoms Chromosome
je protoonkogen abl z koncové Casti = y %% i
dlouhého raménka chromozomu 9 - g °“’°"g"‘°’
’ 7 M -‘
fuzovan s genem BCR [j U
gen BCR se nachazi na dlouhém \s

raménku chromozomu 22, a jelikoz W
ma velice silny promotor, dochazi
touto fuzi k vzniku aktivniho
onkogenu

FISH

normal metaphase translocated metaphase



Metody lécby

Symptomaticka

* substitucni terapie - dodani proteinu, ktery je vdaném organismu
defektni nebo zcela chybi (pf. enzymopatie hemofilie - dodani
faktoru VIII)

* karencni terapie - vylouceni nebo omezeni slozky potravy, ktera v
dUsledku defektu enzymu neni odbouravana (pr. fenylketonurie -
potrava bez phe)

Kauzalni

* genova terapie - nahrada mutovaného, nefunkéniho genu
standardnimi, funkénimi geny




Genova terapie

zahrnuje vSechny postupy, které vyuzivaji prenosu genetického
materidlu do bunék pacienta k |1é¢ebnym ucéelim

metodologie GT je uplatnitelna tam, kde je znama molekularni
podstata nemoci

vzhledem k tomu, Ze poznatkl o patogenezi chorobnych stavu na
molekularni drovni pribyva, rozsifuje se i okruh indikaci pro GT

v nejblizSich letech zméni zdsadnim zplsobem Iécbu mnoha
lidskych nemoci



Genova terapie

Vyuziti pri lécbé

* vrozenych chorob — korekce abnormality (nemoci monogenni i
polygenni)

e i ziskanych chorob - jakakoliv manipulace s DNA, ktera pfiznivé
ovlivni pribéh nemoci (zhoubné nadory, Iécba kardiovaskularnich a

metabolickych chorob, degenerativnich nervovych onemocnéni,
AIDS, v transplantacni medicina

Principy

* nahrazeni neféniho genu fénim (homologni rekombinace)
e oprava neféniho genu (cilené mutace)

* preneseni nového genu (terapeuticky gen)




Genova terapie

Co je treba znat pred zacatkem genové terapie?

 kompletni informace o defektnim genu - umisténi, mechanizmus
patologického ucinku

* znalost presné sekvence zdravého genu
e volba vhodného vektoru, vytipovani cilovych bunék

* souhlas pacienta




Genova terapie

opravu, vlozeni, vyrazeni genu lze provadeét in vivo, in vitro a nejc.
ex vivo

odbér bb. z pacienta -> kultivace in vitro -> modifikace DNA ->
selekce -> proliferace selektovanych bb. -> prenos zpét do pacienta)

geny lze do genomu zaclenit v ¢asné embryogenezi (Iécba v
zarodecné linii)

gen muze byt zac¢lenén pouze do somatickych bb., které jsou
nejvice poskozené (v tomto pripadé se geneticky opravena DNA
nepredava nasledujicim generacim potomku)



Genova terapie

Postup pri genové terapii
e vytvoreni genetické informace urcené pro transport do bunék
» vytipovani cilovych bunék (provedeni in vivo x in vitro [ex vivo)

* vpraveni vektoru (vektory = nosice pro vpraveni genetické
informace do cilovych bunék)

Vlastnosti idealniho vektoru

e prunik do velkého poctu cilovych bunék

e prenos genu v transkripéné aktivnim stavu
* netoxicky pro cilové bunky

e plazmidy, virové Castice




Genova terapie

Virové vektory
* interakce s receptory na povrchu cilovych bunék +
* vybaveni regulaénimi elementy zajistujicimi icinnou expresi transgen(

* integrace transgenu do bunécného genomu

VvV ewv/

aby nebyly infekéni)
|
* maly rozmeér castic
* vysSi biologicka rizika (hrozi nebezpeci rekombinace a vzniku viru
schopnych replikace)
* nejcCastéji pouzivané virové vektory — retroviry (délici se bb.),
adenoviry (zacleni se i do nedélicich se bb.), poxviry, adeno-
asociované viry (AAV) a herpetické viry



Genova terapie

Monogenné podminéna onemocnéni teoreticky vhodna pro genovou
terapii

e Parkinsonova choroba (gen pro dopamin -> do bb. subst. nigra)

» cysticka fibrdza (gen CFTR -> epitel v plicich, pankreatu aj.)

» fenylketonurie (gen pro phenylalanin hydroxylazu - > hepatocyty)
 hemofilie A, B (gen pro faktor VIIl a IX -> hepatocyty)

* Duchennova svalova dystrofie (gen pro dystrophin -> svaly)

* a-,B3-talasemie (gen pro a-,B-globin -> ery)

e srpkovita anémie (gen pro B-globin -> ery)



Genova terapie

Genova terapie nadorovych onemocnéni

1.

zvySeni ucinnosti pfirozenych obrannych mechanismi
stimulace specifickych tumor infiltrujicich lymfocyt@ (TIL):

izolace TIL z primarniho tumoru - kultivace TIL in vitro - aktivace TIL interleukinem
2 - prenos TIL do pacienta (autologni prenos) = TIL znici tumor

zaClenéni genl pro — tumor asociované antigeny, IL-2, interferon

prenos vrazednych nebo sebevrazednych genl
TIL obsahujici vrazedny gen (napft. gen pro TNF — tumory nekrotizujici faktor

protinadorové vakciny
nadory maji vyvolavat imunitni reakci
reakci je mozno podpofit imunizaci tumor specifickymi peptidy

v pripadé, Ze nador neexprimuje HLA, je mozné prenést do bb. DNA kddujici tento
antigen a tim vyvolat imunitni reakci

je také mozné vytvofrit hybridni rekombinantni molekulu — tvorena epitopem nadoru
spojenym s velmi antigennim epitopem



Genova terapie

GENDICINE
e dostupny odr. 2004

« povolen v Ciné pro Ié¢bu dlazdicobunééného karcinomu (head and
neck squamous cell carcinoma)

* virové Castice (adenovirus) v injekéni formé s genem p53

* injekce 1 tydné (po 8 tydnech kompletni remise u 64% pacientt a u
32% Castecna regrese)
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Genova terapie

DM 1. typu

e vneseni genu pro inzulin do jader nékterych bunék => produkce
inzulinu primo v lidském organismu (testovano na mysich)

* moznost ziskani vétsiho mnozstvi bunék produkujicich inzulin je
dulezitym tématem nejen jako zdroj materidlu pro transplantace
ostrivkd, ale predevsim jako lakava moznost primé kauzalni [éCby
diabetu nahrazenim bunék autoimunitnim procesem jiz zni¢enych.

* Probihaji experimenty s diferenciaci novych beta bunék z riznych
pankreatickych tkani po jejich dediferenciaci, z multipotentnich
pankreatickych prekurzort i cilenym mnozenim beta bunék jiz néjakou
cestou regenerovanych




Genova terapie

DM 1. typu

kmenové buriky, at jiz embryonalni nebo dospélé, nabizeji dalsi
potencialni zdroj pro diferenciaci beta bunék

pri pouziti dospélych kmenovych bunék z jinych linii by navic
nedochazelo k autorejekcim, protoze by mohly byt pouzity pfimo
autologni kmenové bunky pacienta. Podobna strategie IéCby je
zalozena na premeéne jinych somatickych bunék na bunky produkujici
inzulin, jmenovité hepatocytl po vlozeni genu pro inzulin pod
kontrolou promotorového genu pro mysi inzulin

buniky ostriivkd se snizenou imunogenicitou, pochazejici z
transgennich prasat, jsou pripravovany k prvnim klinickym testiim u
lidi jako dalsi moznost

technické obtizi - pri trvale probihajici autoimunitni reakci bez vhodné
imunomodulace

cil: produkce bunék méné imunoreaktivnich a néjakym zptisobem
provedenou blokadu autoreaktivnich T lymfocyt(



Genova terapie

Geneticka nachylnost

Vyskyt protilatek Manifestace diabetu 1. typu
proti ostrivkim (zbyva < % beta bunék)

+

“ o~ “~
» * Regenerace beta bunék
* Obnovitelné zdroje
bunék ostrlvki
Prevence Lécba
Identifikace a odstranéni * Potlaceni T-bunék * Transplantace ostrivku
spoustéciho faktoru prostiedi * Navozeni tolerance * Genova terapie pro vytvoreni

* Regulace T-bunék L,super ostravkud"
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Genova mutace

Cysticka fibroza

delecni mutaci genu
produkujiciho protein CFTR
(chloridovy ABC transportér
na bun. membrané) -
nefunk¢ni protein

delece 3 bp v pozici 1652 az

Mutant
|CFTR Channel

Outside cell

1655 v exonu 10 (delece phe SR ° o
vV kOdonu 508) Chloride ionso o o
autozomalné recesivni )
ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- -TA A-CCA-
MRNA -AUC-UUU-GGU- -AUU-GGU-
AA -ile-phe-gly- -ile-gly-




Genova terapie

Cysticka fibroza
e genova terapie v prenatalnim obdobi

lu
Gene therapy oduld deliver-a warking gene into a CF

patient’s calls.
(couriesy of BC Science 9, © McGraw Hil Ryerson Limaed, 2003.)




Genova terapie

-
N

Nevyhody genové terapie

vysoka financni naroCnost

technicka a technologicka narocnost

problémy s uchycenim vnasené genetické informace => nizka
uspesnost

nebezpedi spusténi malignich procesu

etické problémy - [éCebna terapie x cilené ovliviiovani genotypu lidi
(tzv. superlidé)



Farmakogenetika a farmakogenomika

Farmakogenetika

e zabyva se hledanim vztahu mezi metabolismem, pripadné
efektivitou |éciva a pfitomnosti jednotlivych genetickych variant
(polymorfismi) gend, které se na absorbci, distribuci,
metabolismu, eliminaci podileji

Farmakogenomika

e zkouma vztah ucinku léku na Urovni celého genomu, resp.
transkriptomu

e screening znamych genovych polymorfism(
* Ucelna farmakoterapie, minimalni nezadouci ucinky




Farmakogenetika a farmakogenomika

Farmakogenetika

e pro urceni, ktery dostupny lék bude mit u konkrétniho pacienta
nejvetsi terapeuticky benefit, zatimco nezadouci ucinky budou
minimalni.

VvV evV/

* volba nejefektivnéjsi a nejbezpecnéjsi zplsobu lécby

Farmakogenomiky

* identifikace a genetické urceni tzv. ,drug targets” (cilovych struktur
|éciva)

| » stanoveni genetickych polymorfism(, které mohou tyto cilové

struktury pozménovat i polymorfismU asociovanych s rozvojem
choroby a lékovou odpovédi

e vyvoj ucinnéjsSiho Iéciva s mensim poctem nezadoucich ucinkU




Farmakogenetika a farmakogenomika

Kandidatni geny

* enzymy lékového metabolismu

* membranové transportni prenasece
* receptorové proteiny

e proteiny iontovych kanal(




Proteiny iontovych kanalu

geny kodujici proteiny Na a K iontovych kanalu (geny skupiny LQTS)
nalezeno v nich bylo pfinejmensim 35 SNPs

nékteré nalezené polymorfismy vedou k dramatické redukci hustoty
kanall nebo ke zméné jejich elektrofyziologie, tj. ke zméndm v
aktivaci, inaktivaci a regeneraci kanalu

tyto mutantni zmény pak mohou vyustit az v patologickou arytmii

mutace v genu pro Na kanal a souvislosti s rozdilnou odpovédi
pacientl na antikonvulziva, rovnéz jako s dédi¢nou dispozii k epilepsii
(sledovany jsou predevsim oblasti vazebnych domén)



1y Azathioprin
'+ je antimetabolit purinovych bazi, ktery se pouziva pfri lécbé
hematoonkologickych onemocnéni u déti, k terapii autoimunitnich
onemocnéni nebo stfevnich zanétu u pacientt rezistentnich k jiné |é¢bé

* pro odbouravani je zasadni enzym thiopurinmethyltransferaza (TPMT)

e u evropského obyvatelstva je TPMT polymorfni, s vyskytem priblizné 11
% jedincq, kteri maji jednu funkéné deficitni alelu v genomu - snizeni
katalytické aktivity enzymu - myelotoxicita po podani azathioprinu

| * analyza genotypu TPMT je pred zahajenim podavani azathioprinu

' doporucovana zejména u détskych pacientl s akutni lymfoblastickou

leukemii, protoze v pripadé deficitu TPMT je u pacienttd nutné z ddvodu

toxicity odlozit cyklus chemoterapie a tudiz je u nich potom horsi
prognodza



Farmakogenetika a farmakogenomika

Vyhody individualizace farmakoterapie
* maximalni ucinnost |éCby (efektivita farmakoterapie i z hlediska financniho pohledu)
* minimalni nezadouci ucinky |é€by (ochrana zdravi a prevence zavaznych komplikaci)

Limity
* nezbytnou predchozi identifikaci vyznamnych genovych polymorfism( na zakladé
dlouhodobych klinickych vyzkum(

* Variabilita Iékové odpovédi neni obvykle dana jen variabilitou jednoho genu (monogenni
variabilita) ale variabilitou mnoha genl (multigenni variabilita), nebot do odpovédi
organismu na lécivo je zapojeno mnoho genu a tedy i mnoho genovych polymorfismu.
Vsechno dohromady to pak vytvafi ,individualni Iékovou odpovéd™

| « negenetické faktory, tj. faktory vnéjsiho prostfedi znemoZiiuje pfedpovédét Géinnost
nebo bezpecnost IéCiva POUZE na zakladé farmakogenetické informace. Genotyp sice
neni citlivy na vnéjsi faktory, ovSem interakce drug-drug (IéCivo s IéCivem) a Iékova
odpovéd pacienta mohou byt témito vnéjsimi faktory ovlivnény.

* geneticky podminéné rozdily nejsou jen mezi jednotlivymi osobami, ale i mezi celymi
populacemi




Whither
Gene Therapy?

——

Success has been mingled with f
a few technical modifications cc

the method safer

i
LB

‘g- --n- . e |

"""""



