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GENOM VE 7DRAVI A NEMOC]

x Genefickd vybava jedince (souhrn vsech
genu=genom) je sice osudove zadana
v okamziku zplozeni, ale neni pro dalsi zivot
kone&nd, protoze v prubéhu zZivota se muze
menit jak

x pod vlivem cetnych faktorU prostredi, tak

x faktorU epigenetickych (metylace, acetylace
histonu, glykace),

x tak pod vlivem dalSich faktord genetickych
(napr. mutacemi somatickych bunek
v prubéhu maligni fransformace).



GENOMIKA

x je obor genetiky, ktery se snazi stanovit Uplnou
genetickou_informaci organismu a inferpretovat ji v
ferminech Zivotnich pochodu. Nékdy se genomika
rozdéluje na fzv. strukturni genomiku, spocivajici ve
sfanoveni sledu nukleotidU genomu organismu, na
bioinformatiku, jez pocitaCovymi metodami a praci
v databdzich interpretuje prectenou dedicnou
informaci a na funkéni genomiku, kde se
experimentem, napriklad vyrazenim nejokeho genu
z Cinnosti (zvifeci modely typu knock out), snazime
prlrodl’r funkci nezndmym genum, pripadné funkci

genu studovat.



STRUKTURALNI SOUCASTI DNA
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STRUKTURA DNA

Cukry-N-glykosidické vazby bazi mezi CI
deoxyribozy (DNA) a ribdzy (RNA) a NI
pyrimidinovych bazi a N9 purinovych bazi.
Baze A, T (- vazby), G, C (= vazby)

Fosfaty Nel¥, esterifikovany gle
C5 deoxyribdzy a vytvareji dNMP
ANMP+P=dNDP+P=dNTP



POVAHA INFORMACE SKLADOVANE V DNA

x Nékteré geny koduji protein. Jejich
franskribovand RNA se nazyvd heterogenni
nukledrni RNA (hnRNA). Ta se upravuje
(processing) na mRNA.

x Messenger RNA (mRNA) je linedrni kod, ktery
je mozno prevést (translace) do sekvence
AK polypeptidu pomoci kodonu a
antikodonu (o 3 znacich) pro kazdou AK.



POVAHA INFORMACE V DNA

x Nékteré geny nekoduji protein. Funkce
franskribované RNA v tomtfo pripadé je:

x processing mRNA (malé nukledrni RNA Ccili
SNRNA)

x franslace mRNA do proteinu (transter RNA-
IRNA, ribosomalni RNA-rRNA. tRNA a rRNA
koduje 3D strukturu  ve  vyslednych
produktech RNA, které umoznuiji jejich funkci.



SYNTEZA DNA VE ZVIRECICH BUNKACH

x DNA e ve zvifecich bunkach ve formé
chromosomu (1-10cm celkové délky). Kazdy
chromosom md 2000 zacdtkU (origins) replikace.
Od kazdého tohoto mista probihd obousmerne
syntéza DNA. Az se jednotlivé  kousky
syntetizované z mist zacdatku replikace setkaj,
vznika dcerinné vidkno DNA. Zacdatky jsou od

sebe vzddaleny cca 30-100 um.

casova synchronizace syntézy  50000-60000
replikonU v kazdém genomu.
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Val Ala Glu Gly &

The Genetic Code



Lidsky gen
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ZAKLADNI TERMINOLOGIE

x Gen

x Lokus

x Alela

x Genotyp

x Homozygot, heterozygot,
hemizygot (X-linked)

x Genom
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DELEN| BUNEK
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x

mitéza
+ 2 dcefinné bunky s diploidnim poctem
chromozomU

+ 1 cyklus DNA replikace ndsleduie rozde€leni
chromozomU a iddra #profme -
prometafdze - metardze — anafdze —
’relofoze) a nasl. celé bunky (cytokineze)

meiodza

+ 1 cyklusreplikace ndsledovan 2 cykly
segregace chromozomu a bunécného
deleni

x 1. meiotické (redukni) déleni —
rozdéleni homolognich chromozomu

* vyznamné - odehrava se zde meioticky
crossing-over (rekombinace) - zadnd z
gamet neniidentickdl

* poruchy rozestupu — napr. trisomie

x 2. meiofické déleni - rozestup
sesterskych chromatid

+ 2 dcerfinné bunky s haploidnim poctem
chromozomuU

x vznik pohlavnich bunék (spermie,
vajicko)

x dodatecne promichdni genetického
materidlu crossing-overem



TYPY TKANI PODLE REGENERACNI SCHOPNOSTI

x Labilni (intermitotické a postmitotické bunky:
kUze, sliznice, hemopoetickd tkdn, semenny
epitel)

x Stabilni (reverzibilné postmitotické bunky: Jatra-
ledviny-pankreas, endotelie, mezotelidlni
bunky, synovidlni kryci bunky, vazivova fkan,
lymfocyty s dlouhym polocasem)

x Permantni (irreverzibilné postmitotické bunky-
gangliové, svaloveé, vajecné, plasmaticke,
makrofagy)



LIDSKE CHROMOSOMY

« morfologicky
barvitelné pouze v
prubéhu mitdézy nebo
meiozy, kdy dochadzi
ke kondenzaci

short arm

centromere region

« v diploidni bunce 23

- long arm péro hOmO|Ogn|,Ch
chromosomu (22 pdru
DNA - histone fiber OUTOSOmo a 2 pOhlg\/ni

chromosomy)




KARYOTYP CLOVEKA

kazdy biologicky druh md svou
charakteristickou chrom. vybavu
(pocet a morfologu) karyotyp
+ U Clovéka maiji diploidni bb. 46
chromozomU

x 22 pdaru homolognich
autozomu, 1 pdr gomozomu
(44XX nebo 44XY)

+ zarodecCné (vajicko, spermie) 23 —
haploidni
struktura chromozomu
+ centromera
+ telomery (raménka)
x dlouhé - g
x kratké — @)
+ barvenim chromozomU se
dosdhne charakteristickénho

pruhovani a tim rozliseni
jednotlivych chromozomU
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KARYOTYP PODLE DENVERSKE
KLASIFIKACE




CHROMATIN x CHROMOZOM

Chremosom

Telomera

Short region of
DNA double helix

Centromers

*‘Beads on a string”
form of chromatin

Z sastarske
chromatidy

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Pary bazi
(A.T.G.0
L

Section of
chromosome in an
extanded form

Condensed section
of chromosome

x Vv nedeélici se bunce je chromatin
rozprostren volné v jadre

x U délici se organizuje do N
VidiTelnyCh chromozomu chromosome




CHROMOSOMOVE A GENOVE ABERACE

x Chromosomové aberace
Strukturni
Numerické

x Genove mutace
Vzacné alely
Polymorfismy



CHROMOZOMALNI| PORUCHY

x aneuploidie (zména poctu chromosomU v sadé)

x porucha rozdéleni sesterskych chromozom
[meiotickd non-disjunkce]

x pozdéji béhem ryhovdni » somatickd mozaika
+ monosomie

x gonozomdalni
% TurnerOv sy. (45, X0)

+ frisomie Short stature
x autozomdini Characteristic
% DownQv sy. (47, XX/XY + 21) G Bl ety
% EdwardsOv sy. (47, XX/XY +18) = Fold of skin
C 3 Caonstriction
E PQTOU,UV?"' YT Shield-shaped —fﬁ_ Wi of aorta
x gonozomalni thorax L. @ ——— Poor breast
* KlinefelterOv sy. (47, XXY) Widely spaced ,L i development
x polyploidie (porucha rozdéleni celych sad nebo ke / { o g .
oplozeni 2 spermiemi [dispermie]) shorenel S8 y oG\ | detormiy
+ U Cloveka nesluCitelné se zivotem i i [ g * e
E ¥ Small Y\ "I B Rudimentary
x téhotenstvi je potraceno finger nails — HP ovaries
x molla hydatidosa (a pak téhotenstvi nutno \ it
ukoncCit potfratem) o |( ¢ gonadal
x porod novorozence s triploidii — velmi Casnd o sata (e Jr 0 fi s
letalita | ,|I'| : I.I = Mo menstruation
o y j
4
f



GENOVE MUTACE

x 7 hlediska patogeneze nemoci je dulezité, zda se jednd o
mutace v somatickych bunkach, které vznikaji v probéhu
zivota, vetsinou jsou bunecne nebo tkdnove specifické a
neprendseji se na potomstvo, nebo zda jde o tzv.
zarodecné mutace, které vznikgji v zarodecnych burikach
(vajiCko nebo spermie), stavaji se soucdsti vrozene
genetické predispozice, jsou obsazeny ve vsech bunkach
a prendseji se na potomstvo.

x Mutaci vzniklé alely jsou v populaci z roznych duvodu
vzacné (napr. jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z
populace odstranovany selekci, nelbo vznikly nedavno @
nestacily se v populaci rozsifit) a casté (polymorfismy).



GENOVE MUTACE-TYPY

X X X %

x

Normalni stav

DNA
ATGCAGGTIGACCICAGIG
TACGTCCACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

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

X X X X

D 4

Mutace typu , missense*

DNA
ATGCAGCIGACCICAGITG
TACGTICGACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGCUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-Gln-Leu-Thr-Ser-Val

Priklady-hemoglobin S u
srpkovité anemie



GENOVE MUTACE-TYPY

X X X X

D 4

Normalni stav

DNA
ATGCAGGTIGACCICAGIG
TACGTCCACTGGAGTCAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

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

X X X X

X

Mutace typu ,,nonsense

DNA
ATGCAGGTIGACCIGAGTG
TACGTCCACTGGACTICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUGAGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val-Thr-Stop

Priklady: B° thalasemie



X X X X

X X

%

GENOVE MUTACE-TYPY

Normdalni stav %
DNA x
ATGCAGGIGACCICAGTIG x
TACGICCACTGGAGICAC «
RNA x
AUGCAGGUGACCUCAGUG 4
PROTEIN

Met-GIn-Val-Thr-Ser-Val

Mutace typu trinukleotidové expanze

DNA
ATG(CAGCAGCAG),,CAGGIGACCICAGIG
TAC(GTCGICGIC),,GTCCACTIGGAGICAC

RNA
AUG (CAGCAGCAG),,CAGGUGACCUCAGUG

PROTEIN
Met-(GIn-GIn-GlIn),,GIn-Val-Thr-Ser-Val

Priklady: Huntingtonova nemoc



GENOVE MUTACE-TYPY

X 8 X X X x X X

Normalni stav

DNA
ATGCAGGTGACCTCAGTG
TACGTCCACTGGAGTCAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

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

X

x

R

X

x

X X

Mutace typu ,frameshift*
(=posun c¢teciho ramce)

DNA
ATGCAGGTGAACCTCAGIG
TACGTCCACTIGGAGTCAC

RNA
AUGCAGGUGAACCUCAGUG

PROTEIN

Met-GIn-Val-Asn-Leu-Ser

Priklady:

Duchennova muskuldarni dystrofie,
RO thalasemie, Tay-Sachsova
choroba



X X X X X X

X X

GENOVE MUTACE-TYPY

Normalni stav

DNA
ATGCAGGTIGACCTCAGTG
TACGTCCACTGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

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

X X X X X X

X X X X

Mutace typu ,inserce*

DNA
ATGCAGGITIG-3000 bp-ACCTICAGTG
TACGTCCAC-3000 bp-TGGAGICAC

RNA
AUGCAGGUG-3000 bp- ACCUCAGUG

PROTEIN
Mel-Gln-Vdl:3+t++3133 ¢

Priklady:
velké: Hemofilie A



GENOVE MUTACE-TYPY

X X X X X X

L

Normdalni stav

DNA
ATGCAGGIGACCTICAGTG
TACGICCACTGGAGTICAC

RNA
AUGCAGGUGACCUCAGUG

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

X X X X X b 4

x

x

X X X

Mutace typu , delece

DNA
ATGCAGGTG
TACGTCCAC

RNA
AUGCAGGUG

PROTEIN
Met-GIn-Val

Priklady:
malé-cysticka fibréza

velké: Duchennova muskularni

dysirofie



MONOGENNI NEMOCI

x Rozvo] molekularné biologickych metod umoznil
detailni analyzu genetického podkladu mnoho

mendelisticky dédénych, tzv. monogennich
nemoci.

x U téchto chorob se dédicny podklad uplathuje
jako velky faktor, 1j. je pritomen prakticky u
vsech nemocnych a jednad se prokazatelne o
faktor pricinny (napt. defekty v dystrofinovem
genu u muskularnich dystrofii), k nemuz se
pridavaji jen jako pridatne dalsi faktory
geneticke i faktory zevniho prostredi. Pricinou

’relclh’ro nemoci byvaiji predevsim tzv. vzacné
alely



CTYRI ZAKLADNI TYPY MONOGENNI

DEDICNOSTI

dominantni recesivni

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

X-vazany X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)




MITOCHONDRIALNI DEDICNOST

x L hlediska genetiky je zasadni fakt, Ze miDNA je predavdna
dalsi generaci vyhradné matkou (matroklinni dédi¢nost), kdyz
po oplodnéni jsou zachovany pouze mitochondrie lidského
vajicka. To pafrné neni pouhym dusledkem nepomeéru poctu
mitochondril lidského oocytu (cca 100 000) a spermie (50-70),
ale predpokladad se aktivni proces, kitery po oplozeni zlikviduje
mitochondrie paterndinino puvodu Tomu odpovidd i typicky
materndini pfenos chorob zpUsobenych mutacemi miDNA v
rodokmenu (viz obrdzek). Pokud je heteroplazmickd mutace
zdédeéna nebo k ni dojde v Casnych fdzich embryogeneze,
normalni i mutovand varianta jsou ndhodneé predavany pri
bunécném deleni dcerfinnym bunkam (mitofickd i meiotickd
segregace). Distribuce a zastoupeni mutované miDNA v
jednotlivych orgdnech jsou proto patrné zavisle na case a
vzniku mutace a rovnéz na typu posfizené bunky.



RODOKMEN PRO MITOCHONDRIALNI

LANOT

(ONY




MONOGENNI CHOROBA

x Monogenni choroba je determinovdana alelami v jednom
lokusu.

x Variantni alela, kterd vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo
vzddlené minulosti a je vétsinou relativné malo casta,
nahrazuje puvodni ,,divokou" (,,wild") alelu na jednom
nebo obou chromosomech.

x Ma-li jedinec padr identickych alel, rikadme, ze je homozygot,
pokud jsou alely rozdilng, jedinec je heterozygot.

x Pokud se jednd o dédicnost vazanou na X, rozlisujeme u
zeny tfi genotypy (XX, Xx, xx), U muzu jen dva hemizygoty
(XO,x0)

x Monogenni choroby maiji charakteristicky zpUsob prenosu
v rodindch.



MONOGENNI NEMOCI

x Monogenni choroby jsou primarng, i kdyz ne
vlucné, chorobami détského véku.

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

x V populacni studii na 1 milionu zivé
narozenych déti byla incidence vaznych

monogennic
U 6-8% hospil

N chorob odhadnuta na 0,36%,
‘alizovanych déti se uvazuje o

mMonogennic

N chorobadach.



POLYMORFISMY V DNA

X

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

Asi 90 % z nich jsou polymorfismy se zdmeénou
jednoho nukleotidu (single nucleotide
polymorphisms - SNP), jejichz podstatou je
substifuce jedné bdaze.

Vetsina téchto polymorfismu lezi v nekodujicich
(infronovych) sekvencich, na jejichz funkcni
vyznam existuji odlisné nazory.



POLYMORFISMY V DNA

x

X

Kromé& SNP se vyskytuji faké minisatelitni a mikrosatelitni
polymorfismy, které vznikaji v dusledku variace v {zv.
tandemovych repetitivnich sekvencich. Minisatelitni
polymorfismy jsou obvykle dlouhé 0,1-20 kilobdzi, zatimco
mikrosatelitni casto méné nez 100 pdru bazi.

VétSina mikrosatelitnich polymorfismu jsou dinukleotidove
opakovaci (repeat) sekvence, jako je napr. opakovani
motivu CA. SNP jsou obvykle bialelicke (existuji jen dve alely),
rT}IﬂlIS)OTe“TﬂI polymorfismy multialelické (existuje vice nez dve
alely

Ackoliv vétsina polymorfismu je zrejmé funkéné neutrdini, Cast
z nich zieimeé ma alelicky specifické UCinky na regulaci
genoveé exprese nebo funkce kddovaného proteinu, coz
determinuje interindividudini variabilitu v biologickych znacich
i vnimavost vuci nemoci.



vV V4

VZACNE ALELY A POLYMORFISMY

Vzacné alely jsou ,,Spatné’ (,loss of function, gain
of function)

Jsou casto pod tlakem selekce
Polymorfismy (> 1% frekvence v populaci)
Vyznam:

Zdroj vrozenée variability genomu

Faktor pFeZi’rl' vzhledem k patogenum?

Jak vzacneé mutace, tak polymorfismy jsou
Zpusobeny genovymi mutacemi

P 4

X X X X X X



GERMINATIVNI VS. SOMATICKE
MUTACE

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

x Somatické mutace vznikaji v

somatickych bunkdch v prubéhu
zivota (maligni fransformace).



KOMPLEXNI (MULTIFAKTORIALNI,

{OCI

x /[a  genetickou  predispoziCi mnoha
biologickych procesu, evoluCnich adaptaci a
tedy take tzv. komplexnich nemoci ziejme
odpovidaji kombinace urCitych genu a
urcitych faktory zevniho prostred.

x Interakéni efekty a vliv vnéjSich faktoru vsak
nutn€ musime ocekavat i v pripade
mendelisticky dédeénych nemoci, coz se
koneckoncu projevuje ve vieobecn& zndmé
|€karske zkusenosti se SirSim klinickym spektrem
priznaku stejného onemocnéni.



KOMPLEXN| (MULTIFAKTORIALNI, MULTIGENNI) NEMOCI

x NO odhaleni nejobecnejsich principu genetiky
multifaktoridinich nemoci se na rozdil od genetiky nemoci
mendelistickych v souCasné dobé stdle jeste Cekda. Take z
fohoto duvodu zatim v klinické praxi Casto kolisd ndzor na
vysledky genetickych studii, které se snazi odhalit geneticky
podklad ~ komplexnich nemoci, od neoduvodnéneho
ocekavani nad nalezenymi geny velkeho UCinku oz po
velkou skepsi vzhledem k existenci genetického podkladu
v populaci cetnych nemoci ( nad 1%), jako je v kardiologii
napr. esencialni hypertenze.

x Nemoci sporadicke, familiami (tumory)- velky vyznam
znalosti rodokmenu



KOMPLEXNI (MULTIFAKTORIALNI,

MULTIGENNI] NEMOCI

x Jinak receno, v 21. stolefi jiz

musime pocitaf s tim, ze fakticky
kazda choroba ma nejake
geneticke pozadi, jehoz podil na
manifestaci dane choroby je
razny.



JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNi NEMOCI

Zavaznost




GENETICKE STUDIE

x ZAkladni debata nad genefickym podkladem
nemoci logicky zacCind od strategie vyberu fzv.
kandiddtnich genu. Tato otdzka je podstatné
jednodussi u mendelisticky dédénych nemoci,
kde se zmeénénad funkce jednoho genu snadnéji
idenfifikuje.

x Dalsim vyznamnym momentem je vyber
statistické metodologie, kterd zhodnofi silu
asociace genu s chorobami. Moznosti jsou
v zasadeé dve: linkage (vazebna) analyza a
asociacni_studie. K detekci specifickych
genetickych oblasti a genu, které se Ucastni
v fransmisi nemoci, je v principu mozné pouzit
obe metody.




GENETICKE STUDIE

x Linkage (vazebnd) analyza testuje
kosegregaci genového markeru a
fenotypu nemoci v rodiné. Cili
marker a nemoc se v dané rodiné
maji vzdy vyskytovat spolu.




GENETICKE STUDIE

Asociacni studie vysetruji souvyskyt markeru a nemoci
na populacni Urovni, tj. U nepribuznych jedincu,
obvykle srovndnim frekvenci markerd u nepribuznych
nemocnych a kontrolnich subjektU (studie case-
control). Stafistickou silu asociace je mozno dadle
zvysit obohacenim o dalsi kritéria, jako jsou klinické
subtypy nemoci (studie case-case), zdvaznost
nemoci, casny zacdatek nemoci, rizikove faktory pro
nemoc vcetné pohlavi a vhodné biologické znaky
(napr. plasmatické hladiny cytokinU pfi asociaci
genetickych polymorfisim0 v cytokinovych genech;
studie genotyp-fenotyp).




MODEL TERAPIE HYPERTENZE (PODLE LINDPAINTNERA, BREZEN 2003)

160+

190+~ |

120
100

| o 1
80 ‘-ME
60+ = M3

A B C D E
A=fyziologicky stav: ffi molekuldrni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na

determinaci znaku (1K), B=hypertenze D1: selhani M1 (pficina/dcast)

C=hypertenze D1: kauzdlni terapie T1 (cilend na M1), D= hypertenze D3: selhani M3 (pricina
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 72 v M2, H=
fyziologicky stav: odlisSny podil M1 a M2 na normdinim znaku, | = varianta hypertenze D1:
shc'ml' M1; J =varianta hypertenze D1: terapie T2


http://link.springer.de/link/service/journals/00109/contents/02/00416/paper/s00109-002-0416-5ch100.html#IntRef4
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x U komplexnich nemoci se ukazuje, ze je mozno asocioval alely
mnohych polymorfismu s vyskytem komplexni nemoci nebo nékterymi
infermedidinimi  znaky onemocnéni (hladiny proteind, rodinnd
anamnéza q;.) asociovat, Cili prfinejmensim 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 bezriz. genotypu x pocCet zdravych s riz. genotypem

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



PRIKLAD:

B1-allele

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

01 ] 28 11 0.163 0.02 0.008
Al 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.



SROVNA,NI' S,TRATEGII' GENETICKEHO VYZKUMU:
KANDIDATNI GENY VS. ,, GENOME-WIDE ,, STUDIE

Raciondini (patofyziologickd) selekce genu bez
moznosti objevit nove (je mozno ovsem objevit nove
klinicky validni morkery uvnitr genu)

Limitovany pocet genu snizuje riziko faleSné pozitivity
vysledku

Redukovaneé ndklady, pokud je fento pristup Uspesny
(vede k signifikantnim vysledkum=klinicky validnim
markeriom).

Je mozno se dopracovat statisticky adekvaine
velkym souborUm vysetrenych osob



SROVNA,NI' S,TRATEGII' GENETICKEHO VYZKUMU:
KANDIDATNI GENY VS. , GENOME-WIDE ,, STUDIE

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

- Zvysuje se riziko nepravdiveho vysledku

- Zvysené ndklady, také na zaklade zvyseného
poctu signifikantnich vysledku

- Statisticky adekvatné cetnych souboru je
Mozno dosahnout jen obtizné



PERSONALIZOVANA MEDICINA

Umoznuje zlepsovat ucinnost terapie na zaklade
vysokého respektu k interindividudlni variabilité
pacienta

x /droje:
x Klinicky relevantni znalost genetického podkladu

X X X X

nemoci

Bunécnad ferapie

Genova terapie
Farmakogenetika
Farmakoekonomické aspekty



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

 Identification of single gene polymorphisms that influence |
(BRI outcome of therapy ety - 48]
" Connexin VDR ) ( xrcC3 ) (&)

l

Generation of multi-gene pharmacogenetic profile

; Improved survival with “profile adjusted” therapy

. !

Personalized prdﬁle geherated for éll patients |
| before treatment for leukemia; population based |
' _application |

HEMATOLOGY

ASH Education Program Book

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

Copyright ©2006 American Society of Hematology. Copyright restrictions may apply.
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PACIEN’TI S RAKOVINOU KOLOREKTA VS. KONTROLY
DVOJNASOBNY GENOTYP V GENU PRO ATG (-6A/G A M235T ATG)

60 -

40

20 1

- |

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

TN

MMGG

MTAA

MTAG

MTGG

TAA | TTAG | TTGG

B CC-men (N=79)

23

56

4

12 3 0

O Control men (N=59)

25

25

15

24 0 0




Pacientky s roztrousenou sklerdzou 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
50 -
B SM-Women
O Controls-Women
0
AGMM Other
B SM-Women 15 85
O Controls-Women 1 99

OR=17,65 (95% konfidencniinterval 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 -
50-
0
AGTT Other
B SM-Women 12 88
O Controls-Women 3 100

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




FARMAKOGENETIKA - CILE

x Popsat vliv dedicnosti na odpoved organismu na
ruzné latky s vyuzitim interdisciplindrniho pristupu

Farmakogenomika se znalosti
celeho genomu

x Farmakodynamika: popisuje zddouci ¢i nezadouci
UCinky I€ku na organismus

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



Patiernts with same diagnosis

- Klinicky potencial farmakogenetiky \\\\
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Pradicted good Pradicted poor Pradicted incraased

response o ar Non response baxicity risk
testad drug Use different drug Decrease dose or

use different drug




FARMAKOKINETIKA

x Absorpce (GIT, motilita¢, pH zaludecni
sekrece?, intestindlni flora2, misto
absorpce)

x Distribuce (frakce I€Civa vazana na
bilkoviny sera, afinita jednotlivych leciv k
BS — tenylbutazon-wartarin)

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

x Eliminace (pH modci, lithium-thiazidy)



FARMAKOKINETIKA X FARMAKOGENOMIKA

x Rozdilné hladiny Iéku v séru pacientU
téze skupiny, vahy, atd. po poddni stejné
ddavky

x Rychlejsi x pomalejsi nastup ucinku

x RUzNnd doba eliminace 1éCiva z
organismu

x Inferakce (alkohol, tabdk, barbituraty)



FARMAKODYNAMIKA X FARMAKOGENOMIKA

x RUznd odpoved pacientU téze populacni
skupiny na tentyz lek

x RUznd odpoved pacientl na kombinace
tychz |€kU

x Geneficky determinovanad precitlivelost
na danou latku



FARMAKOGENETIKA A VYVOJ LEKU

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

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

x Polovina vSech dosud pouzivanych |€kU je
metabolizovana enzymy P450.



Klicove slozky farmakogenetiky

Fharmacogenatics

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

TRENDS i Gemafics



P450

x CYP3A4 — 50% metabolizovanych
|ekU

x CYP2D6 — 20%

x CYP2D9 + CYP2D19- 15 %

x CYP2Dé6, CYP2D9, CYP2D19 ©
CYP2A6 byly prokdzany jako
funkcné polymorfni




MODEL TERAPIE HYPERTENZE (PODLE LINDPAINTNERA, BREZEN 2003)

160 AL
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 molekuldrni mechanismy (M1, M2, M3) se podileji na
determinaci znaku (1K), B=hypertenze D1: selhdni M1 (pricina/ucast)
C=hypertenze D1: kauzdlni terapie T1 (cilend na M1), D= hypertenze D3: selhani
M3 (pficina UcCast), E=hypertenze D3, léCeni T1. terapie neni kauzdini,
F=hypertenze D1, paliativni terapie T2, cilend na M2, G=hypertenze D1, terapie
% 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 genehckych parametrech

x Skupina A: 11 pacientu s psoriGzou
s adalimumabem, u nichz byla Ieécba timto
biologikem ukoncena

x Skupina B: 14 pacientu s psoridzou, u nichz le€ba
adalimumalbem Uspésné probihd

x Skuplna C: 12 pacientu s jinou diagnézou, u nichz
Vv prubéhu I1écby 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 vysetrili nékolik
genetickych polymorfismu v genech
participujicich na rozvoji zanétu (TNF alfa,
TNF beta, TACE, IL-6, MMP-2, MMP-9,
TIMP-2, ACE, CD147) a v genu
potencidlné ovlivhujicim farmakokinetiku,
orip. farmakodynamiku biologika
(MDR1).



= v
Rok narozeni 1953 (1928-1991) 1969 (1943-1992)

12/2 0,02
T -1
14,5 (6,3-28,2) 12,9 (10,40-40,00) NS
rozsah)
25 (5-60) 25,5 (8-75) NS
rozsah)

6/5 (55%) 14/0 (100%) 0,009
raice 0 pn
Soucasny stav - 10/1 (21%) 14/0 (100%) NS
zlepseni
Onset psoridzy 21,5 (0-60) 21,0 (7-53) NS
(median, rozsah,
roky)

Pozdni onset 20% 8% NS

psoridzy (nad 40 let
véku)




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

Pozitivni rodinnd 0%

anamnéza jini nez
R/S/D

+RAKVRemocl [
craom
TRabmor B
Radegi P

38%

8%

31%

85%
62%
8%

23%

NS

NS

NS

NS
NS
NS
NS



Dg. Psoridza-

Komorbidity

Komorbidity - ?20%
pocet

Kardiovaskularni F{e)A
nemoci

Diabetes mellitus WPI0yA

Anginy v détstvi/ PIA
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

signifikantné nizsi efekt lecby
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 skupingé A je signifikantné asociovan

» genotyp v I/D ACE s hodnotou PASI a
BSA pred zacatkem terapie biologiky @

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


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

Skupina A — adalimumab - studie

___ukoncena
/D AcE 3|PAS! pred|PASI pred PASI pred|PASI pred|PASI pred
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
D ACE3 BSA pred|BSA pred|BSA prfed|BSA pred|BSA pred
pramer N Minimum|Maximum| median
ID+DD 19,9 8 5 40 15,5
[ 49,3 38 60 50,0 P=0,03
VS.skup. 27,9 11 ) 60 25,0
MMP9- | Rodice/ 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. / 3 10


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

VYSLEDKY

Ve skupiné B jsme prokdzali

- delsi |EéCbu biologiky u genotypu GG
v polymorfismu TNFalfa — 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 — ADALIMUMARB — 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 [éEby 3M Radk.
-790T/G Ano Ne soucty
TT 3 (30%) 4 (100%) 7
TG 7 (70%) 0 (0%) 7 P=0,04
V§.skup. 10 4 14

MMP9-1575 C/T Efekt IeCby 3M Efekt |eéCby 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

Rok
narozeni

1957
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Skupina C: pacienti |éCeni biologiky se vznikem psoriazy

Muz
Muz
Muz
Muz

lena
lena
lena
lena

Muz
lena
lena

Muz

_

Hidradenitis
suppurativa

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

adalimumab
adalimumalb
golimumab

adalimumalb

adalimumab

adalimumalb
infliximalb
infliximab
infliximalb
infliximalb
infliximalb

certolizumab

Délka pod.
biologika

12
10
45
42

38
91
66

49
66



VYSLEDKY

o Délka poddavani biologika vysoce
signifikantne korelovala ve skupine C
s dobou vzniku psoridzy od zacatku [ECby
(P=0,00002).

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

- Poddavani dalsi lecby v pripade
neuspesnosti lecby biologicke bylo
AsOCIovAano 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 |
o 50F + 5
2 gl /
& 30! el
- P=0,00002
2 20} e
= 10 b o{f"#;’
0 #,,rgf
-10 _ : - - - - - - - -
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100
Délka pod. biologika
MDRA- Délka pod. Délka pod. Délka pod. Délka pod.
biologika biologika biologika biologika
C3435T 1. : 4
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




Tt Ees DaléiAlfg;ba [ Dal3i I\Iléeéba I Sﬁ;i%l:}./
GT 0 (0%) 4 (66%) 4
TT 6 (100%) 2 (33%) 8

Vs.skup. 6 6 12

P=0,03



ZAVER

x Zaverem je tedy mozno konstatovat, ze
uspech biologické |€Cby souvisi s nekterymi
vrozenymi genotypy v prozdanétlivych
genech.

x Rozvoj psoridizy u pacientu s biologickou
leCbou zrejmé souvisi s genotypy
v polymorfismech v MDR1. Produkt tohoto
genu je schopen snizovat hladiny xenobioftik
v bunkach.



CHRONICKE SRDECNi SELHANI . TiAA
FARMAKOGENETICKE ROZDILY V DAVKOVANI BETA BLOKATORU A ACEI- I/D ACE

Pacienti s nizsi nez 50% ddavkou z
doporucené ddavky BB+ACEI maiji
2,84 x Castéji genotyp Il,
P=0,002

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% A
40% -
30% -
20% -
10% -

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

Pg=0,006, Pa=0,009



Route of out-of-Afnca for early humans

—'rm

Frequency of D allele

0.1292 - 0.2123
02123 - 02791
0.2791 - 0.2328
03328 - 0. 3760
03780 - 0.4108
0.4108 - 0.4388
04358 - 0.4813
04813 - 0.4793

D 04793 - 0.4909

U 0.4939 - 0.5058

D 05056 - 0.5173

B 05173-0.5318

I 05318 - 05459

B 05400 - 0.5724
B 05724 - 06004
B 06004 - 0.6352
B ocas2- 06784

B o67ea- 07321
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