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Epigenetika a vliv zivotniho prostredi
Farmakogenetika
Mgr. David Galuska



Historie

— brnénsky knéz a stfedoSkolsky profesor Johann Gregor Mendel

se zabyval kfizenim rliznobarevnych odrdd hrachu

— Genotypové zakony:
o Zakon o samostatnosti alel
Genotyp je soubor samostatnych gen( uréujicich znaky.
KaZdy znak je uréen dvojici samostatnych alel.
o Zakon o segregaci alel
Dvojice samostatnych alel se pfi zrani rozchézeji a
do kazdé gamety prechazi jedna z obou alel. gt s .';_m' SR

o Zakon o nezavislé kombinaci alel

— Fenotypové zakony

o Zakon o uniformité hybrida
KFizime-li dominantniho homozygota s homozygotem recesivnim, jsou jejich potomci F1 generace v sledovaném znaku vSichni stejni. Reciproka kfizeni u jakychkoliv jedinct F1 generace
davaji shodné vysledky.

o Zakon o stépeni v potomstvu hybridt

Pfi kfiZzeni heterozygot( Ize genotypy a fenotypy vzniklych jedinct vyjadrit pomérem malych celych Cisel. Vznika genotypovy a fenotypovy $tépny pomér.
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ING HIS PEA STUFET0O MORAVIAN FARMERS

GREGOR MENDEL EXPLAIN
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WHAT DID WATSON AND CRICK

DNA DISCOVER? \

.

molekula DNA jako takova byla objevena v roce 1869, kdy se Svycarskému
I€kati Friedrich Miescherovi podatilo vyizolovat DNA z bilych krvinek
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1962 obdrzeli spolecné¢ Francis Crick, James Watson a Maurice
Wilkins Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi. Rosalyn Franklin se pro
tragické umrti této ceny nedockala.



Zakladni genetické pojmy

gen, alela, genom, chromozom
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Gene Alleles
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~ At the simplest level, chromatin
is a double-stranded helical DNA double helix

structure of DNA.
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" Each nuclecsome consists of ‘

)
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to form nucleosomes.

" DNA is complexed with histones

eight histone proteins around
g\ which the DNA wraps 1.65 times,

Nucleosome core of 708

J

(6)

)
. that forms loops averaging
’ 300 nm in length.

a)
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eight histone molecules \

r H1 histone
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=— Chromatosome

()
" The nucleosomes
fold up to produce
a 30-nm fiber...

A chromatosome consists
of a nucleosome plus the
H1 histone.

—

~ The 300-nm fibers are
compressed and folded to
produce a 250-nm-wide fiber

8/
Tight coiling of the 250-nm
fiber produces the chromatid
of a chromosome,




Karyotyp cloveka

« kazdy biologicky druh ma svou e =~ J
charakteristickou chrom. vybavu (pocet a o 7/ P
morfologii) = karyotyp ) e 1 {

* U Clovéka maji somaticke diploidni - 46 - - Y
chromozomd N I

22 part homolognich autozom r v N '
1 par gonozomu (44XX nebo 44XY) \\\ F A %% LY -

. gamety (vaji¢ko, spermie) 23 — haploidni N N 4 ?

- standardni klasifikace Cislovanim podle velikosti . { ¥iS\~ P

e zpracovani vzorku bunék pro karyotyp «j’ A

* nejlépe hodnotitelné jsou kondenzované chromozomy v /--* l--—
metafazi nebo prometafazi mitozy \ \/

lymfocyty perif. krve nutno uvést do mitézy mitogenem a zastavit v metafazi
napr. colchicinem

* barvenim chromozomu (napf. Giems) se dosahne
charakteristického pruhovani a tim rozliseni jednotlivych

chromozomu
* hodnoceni karyotypu
* manualni — obarveny chromozomovy “rozptyl” (nejC.
mitotickeé lymfocyty) se po obarveni vyfoti,
3 4

vystfihnou a sefadi do paru
« automatizované (mikroskop + software)



Mimojaderna DNA

mitochondrialni DNA

puavod: alfaproteobakterie pohlcena eukaryotickou burfikou

mnoho gent béhem evoluce bylo z mtDNA horizontalné pfeneseno do bunécného jadra (geny v jadfre
kodujici rizné mitochondrialni proteiny silné pfipominaji bakterialni proteiny)

~ 16,5 tisice bp L Tug
koduje 37 gent /
024 genu pro raznou nekédujici RNA .

013 genu kéduje vlastni mitochondrialni polypeptidy zapojené v mitochondrialnich procesech (vyuZivésy = m i

bunits

bé&hem oxidativni fosforylace) - g

maternalni dédi¢nost \ P Sl
i | Cytochrome Oxidase

genetické analyzy: na zakladé mtDNA urCena migrace lidstva - ,mitochondrialni Eva“, ktera zila ~ pfed
140 000 lety v mistech dnessni Etiopie, Keni nebo Tanzanie

22 tANA-en

something that dad never could



NUCLEUS DIVIDES

Chromosomes
replicate

Hemologous
chromosomes pair up

Homologues swap
sections of DNA

Homologous pairs
divide. Daughter nucle
have single chromosomes

Chromosomes divide
A
i Pl (Gametes have
i single chromosomes,
e and a new mix of
g genetic material

Geneticka variabilita

DNA sekvence kodujicich i
nekodujicich useku genomu je
variabilni _
v populaci pro dany gen vyskytuje
vicero variant (= alel) s riznou
populacni frekvenci = geneticka
variabilita, ktera je vysledkem
nékolika procesu
1) sexualni reprodukce
2) nezavislé meiotické segregace
23 paru ch. — 223 kombinaci =
8,388,608 riznych gamet
3) rekombinace (meioticky crossing-over)
>> kombinaci nez 8 miliénu
4) mutageneze de novo
chyba pfi DNA replikaci
proof-reading DNA polymerazy ani
mismatch DNA repair neni 100%
pusobeni externich mutagenu

5) geneticky drift
6) pfirozena selekce



Geneticka vybava jedince je sice osudové zadana v okamziku zplozeni, ale neni pro dalSi
Zivot konec€na, protoZe v prubéhu Zivota se muze ménit jak pod vlivem Cetnych faktoru
epigenetickych (vlivy prostfedi), tak pod vlivem dalSich faktori genetickych (napf.
mutacemi somatickych bunék v priabé&hu maligni transformace).

* Biologické mutageny:
onkogenni Viry: adenoviry, herpes viry, virus
Epsteina-Barrové, Rousiiv sarkomalni virus a
Rauschertv virus leukémie

* Fyzikalni mutageny:
zafeni (rentgenové, gama, UV — tvorba
thymidinovych dimert)

* Chemické mutageny:
organické,  alkylaéni  cCinidla  (ATB),
anorganické latky, alkaloidy, kationty tézkych
kovi,  peroxidy, dusitany, aromatické
chlorované derivaty, volné radikaly (O)




Klasifikace geneticky podminenych nemoci

prakticky kazda nemoc (ij. jeji vznik a progrese) je u
daneho jedince modifikovana genetickou vybavou,

avsak s ruznym podilem na finalnim fenotypu
snad s vyjimkou urazul, zavaznych intoxikaci a vysoce virulentnich
infekci, kde individualni geneticka konstituce nehraje prakticky
zadnou roli .

monogenni nemoci
jedna kriticka “chyba” (ij. alela) konkrétniho genu je sama o sobé
nebo v homozygotni kombinaci temer vyhradne zodpovedna za rozvoj
nemoci (fenotypu) nebo prenasecCstvi a tedy zvySenému riziku pro
potomky

chromozomaini poruchy
nejedna se o konkrétni chybu ale o nadbytek/nedostatek genu
obsazenych v celych chromozomech nebo jejich segmentech (“gene
dosage” efekt) _

komplexni (poly-, multigenni) nemoci
geneticka dispozice podminéna kombinaci alel nékolika genu je
vyrazné manifestovana prostfedim a komorbiditami



enove mutace

A
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Srpkovita anemie

missense mutace genu pro hemoglobin na . | /
6. pozici v B-fetézci (hydrofébni valin y P ;
misto hydrofilni glutamové kyseliny, — L Normal Blood Cell

tvorba shlukt Hb a tim zména tvaru ery) —» HbS
autosomalné recesivni

ancestral mutant
DNA -CTC- -CAC-
MRNA -GAG- -GUG-
AA -glu- -val- ke call

Srpkovité Cervené krvinky mnohem hur prenaseji kyslik. Lidé se
srpkovitou anémii maji proto ve srovnani s obyCejnymi lidmi Cervenych
krvinek vic. To jim dava proti malarii velkou vyhodu, diky niz maji lepsi
sanci prezit.



Genové mutace

Hemofilie A

= nedostatek srazeciho faktoru VI

iInzerce 3000 bp — sniZeni tvorby proteinu

gonozomalne recesivni — vazba na X chromozom

Zena je prenasecka

Member of European Royalty-
Alas! My baby has hemophilia!

Queen Victoria-




nigeneticke rakto

¢ 4« Methyl Group

- Chromatin

Epigenetic
Factor

EPIGENETICS: GENES ARE H%YOUB IIESTIIIY ,
Histone

Histone Tails
s

4 Chromosome >

ALSO EPIGEHI:'IIGS YOUR GRANDMOTHER'S
““DIET HAS DOOMED YOU




Kojeni a obezita

— Mléko aktivuje Peroxisome proliferator-activated receptor a
— PPARa
— Ten zpusobuje demetylaci genu potrebnych pro (3-oxidaci MK v

jatrech
— LepSi utilizace MK v prubéhu zivota

ARTICLE

Epigenetic modulation of Fgf21 in the perinatal
mouse liver ameliorates diet-induced obesity in

adulthood
Xunmei Yuan]-|4, Kazutaka Tsujimoto', Koshi Hashimotoz, Kenichi Kawahori], Nozomi Hanzawa], I\/I U I\I I
14 D f t , t, , t b .vtv Miho Hamaguchi““, Takami Seki', Makiko Nawa3, Tatsuya Ehara'®, Yohei Kitamuraz’, lzuho Hatadas,
ennujte zapatl — nazev prezentace nebo pracovisie Morichika Konishi®, Nobuyuki Itoh?, Yoshimi Nakagawa® 8%, Hitoshi Shimano®?, Takako Takai-lgarashi'®,
Yasutomi Kamei'l & Yoshihiro Ogav\ra'-m-u-]‘1



Interplay between Maternal Nutrition and Epigenetic Programming on

Offspring Hypertension

You-Lin Tain , Chien-Ning Hsu

PII: S0955-2863(24)00037-8
DOI: https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2024.109604
Reference: JNB 109604

Maternal malnutrition — Epigenetic programming

DNA methylation

Histone modification .
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15 Definujte zap:
Nutritional Interventions + Reprogramming >

+ Adult Hypertension

Gut microbiota

dysbiosis

‘,’ Oxidative

stress
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Prevent Hypertension



Intervence
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Amino acids

Afters histone modifications, DNA
methylation, and miRNAs

Nutritional
Intervention
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nigeneticke rakto

ProC nejsou dvojCata stejna?
John Gurdon (1958, Filadelfie) — klonovani zab -> Dolly
Shinya Yamanaka (~2000) klonovani mysi

Odstranéni epigenetickych znacek za pomoci proteint a
RNA pritomnych ve vajicku (pouZzil 4 geny, c-myc)

geny

klere EQV W—“

epigenomy mRMNA
ovliviujici ( ) pro wystavhu
prostiedi proteind

klere unim\ Ai‘icichiregulujicmh
organisiny



Aomplexni nemoci

multifaktorialni, multigenni, polygenni

roli hraji kombinace urcitych genu a urcitych faktort zevniho prostredi

Na odhaleni nejobecnéjSich principl genetiky multifaktorialnich nemoci se na rozdil od genetiky nemoci mendelistickych v sou¢asné
dobé stale jesté Ceka.

v klinické praxi Casto kolisa nazor na vysledky genetickych studii, které se snazi odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od
neoddvodnéného ocekavani nad nalezenymi geny velkého ucinku az po velkou skepsi vzhledem k existenci genetického podkladu
v populaci etnych nemoci ( nhad 1%), jako je v kardiologii napf. esencialni hypertenze.

pokud choroba ma prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekavat podil genetického podkladu na jeji manifestaci, a to i v tom
pfipadé, Ze neni dosud dobfe definovan nebo dosavadni znalost nepovazujeme za pfesvédcivou.

Své genetické pozadi maji i tak relativné vzdalené proximalni fenotypy, jako je napf. kvalita zivota u nemocnych s chronickym
kardiovaskularnim onemocnénim.

Kazda choroba ma néjaké genetické pozadi, jehoZ podil na manifestaci dané choroby je rtzny.

& Genetic risk & Aape @ Envirenment, Lifestyle, Discases
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eneticke studie

Zakladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zaCina od strategie vybéru tzv.
kandidatnich genul. Tato otazka je podstatné jednodussi u mendelisticky dédénych nemoci,
kde se zménena funkce jednoho genu snadnéji identifikuje.
Celogenomové asociacni studie I\

(GWAS=Genome-Wide Association Study) vyhledavaji groneam

polymorfismus jednotlivych nukleotidti nebo bézné N
genoveé variace, které se typicky chovaji jako ukazatelé 5 l 5 l 9t stilonsir
genovych oblasti s malym efektem u stoupajiciho T X} NP1
rizika nemoci. 283 239 S
DalSim vyznamnym momentem je vybér statistické |
metodologie, ktera zhodnoti silu asociace genu s
chorobami. Moznosti jsou v zasadé dvé: linkage 282 280 e
(vazebna) analyza a asociaéni studie. K detekci 19 839, i
specifickych genetickych oblasti a genu, které se
ucastni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouzit

SNP 3

0be metody.
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Farmakogenetika



Na zaklade interdisciplinarniho integrace
znalosti farmakologie a genetiky popsat
vliv dédicnosti na odpovéd organismu na
ruzné leky.

»Farmakogenomika
v'Farmakodynamika: popisuje  zadouci i
nezadouci ucinky lIékl na organismus

(Iek— organismus)
v'Farmakokinetika: se zabyva hladinami léku a
jeho metabolitd v riznych tkanich a vstfebavanim
lékU, jejich distribuci, metabolismem a eliminaci

(organismus — lek)

21



Klicove slozky farmakogenetiky

22 Definujte zapati — nazev ¢

Pharmacogenetics

Drug
Drug Drug i
matabolizing
targets transporters enzymes
\_+ _________ ) |
'
Pharmacodynamics Pharmacokinetics

THENDS i Genefics
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Faze a faktory rozhodujici o reakci subjektu na 1é¢ivo

L =1é¢iva
R = receptor

T kompenzac¢ni E = efekt
podanl mechanizmy S
cilovy organ ucinky na
postreceptorové jinych organech
déje r X
L® | | [ I ....p| E |—» UCINEK REAKCE
: (odpovéd’ subjektu)

KINETIKA DYNAMIKA

v

intra a interindividualni
variabilita v
odpovédi na léCivo

faktory
ovlivilujici
reakci

23 Definujte zapati — nazev prezentace nebo pracovisté
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Vztah ke genum

Téemeér kazda draha metabolismu léku, jeho transportu nebo
aktivace je ovlivnéna genetickou variabilitou.

Klinicka variabilita v odpoveédi
Riziko vedlejSich ucinku
Genotypové specifické davkovani
Polymortni cile léku

24



25 Definujte zapati — naze

Klinicky potencial farmakogenetiky

Patients with samea dagnoss

/N

ba 1.4 ¢
TR ANRY
LR AR YT

Fradscled good Fradicled poor Pradicied incraasad
responsa o ar Non response baxicity risk
tesied drug Use different drug Decrease dose or

use different drug

T HENDS & Genafice
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b) Geneticky polymorfizmus

O

mcu

Ultrarychli metabolizatofi
Rychli metabolizatori

®m [ntermediarni metabolizatori
Pomali metabolizatori

jed

N
=
>
-
—

A T I e EE—— | VA €
Metabolicka aktivita enzymu

26 Definujte zapati — nazev prezentace nebo pracovisté
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Vyhody klinicke genetiky

* Odhaleni onemocneéeni v ranéem
stadiu, kdy je snadnejsi ucinne
l€Cit;

« Usnadneéni vybéeru optimalni |eCby
a omezit léCbu pokus-chyba;

e Snizeni vyskytu nezadoucich
ucinku;

« ZvysSeni odpovidavosti pacienta na
léCbou

27 Definujte zapati — nazev prezentace nebo pracovisté

 ZlepSeni vybéru cilu ve vyvoiji Iéku a
snizit cas, naklady a selhani
Klinickych zkousek;

« DUraz na prevenci;

 Snizeni celkovych nakladu na

zdravotni péeci
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Kolik lidskych genu predstavuje cile sou¢asnych léku?

1) ~500 (5% celkového genomu)
2) ~1,000 (10%)

3) ~5,000 (25%)

4) ~10,000 (50%)

5) ~ 15,000 (75%)

6) ~20,000 (100%)

28



Metabolizace xenobiotik

CYP3A4 — 50% metabolizovanych léku
CYP2D6 — 20%

CYP2C9 + CYP2C19- 15 %

CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2AG6 byly
prokazany jako funkcne polymorfni

Napr. ovliviauje metabolismus warfarinu, acenocoumarolu a
dalSich Iéku (phenotyoin, tolbutamid, glipizide a dalSi peroralni
antidiabetika typu sulfonylurey).

29



Cytochrom P,.,2C9 (CYP2C9)

« dvé alelické varianty genu CYP2C9 1.2
« CYP2C9*2

zaména C#30T v exonu 3 vede k substituci Arg#4Cys
- CYP2C9*3

zaména Al%75C v exonu 7 vede k substituci lle3%°Leu

 invitro ma CYP2C9*1 normalni, zatimco varianta CYP2C9*2 vykazuje
menSi a CYP2C9*3 podstatné mensi enzymatickou aktivitu 3 4

« fenotypickym projevem je snizeni clearance léku zavislych na CYP2C9

1. Stubbins MJ et al: Pharmacogenetics 1996; 6:429-329 3. Rettie AE et al: Pharmacogenetics 1994; 4:39-42
2. Veronese ME et al: Biochem J 1993; 289:533-8 4. Haining RL et al: Arch Biochem Big@ys 1996; 333:447-58



CYP2C9 ACTIVITA

Warfarin Dose* Genotype

5.63 (2.56) *1/%1
4.88 (2.57) %1%
3.32 (0.94) *1/%3
4.07 (1.48) %2 %2
2.34 (0.35) *Q[*3
1.60 (0.81) *3/%3

From: Higashi MK, et al. Association between CYP2C9 genetic variants and anticoagulation-related
outcomes during warfarin therapy. JAMA 287:1690-1698, 2002

31



Glioma with unmethyhted MGMT

o ,;t‘_. A;';‘-.;_ : - ,.,
TR JANN
MGMT promoter Exon1 Intron?

Glioma with methylated MGMT

MGMT promoter Gene machvation

Epigenetika

MGMT — methylguanine-DNA
methyltransferase

Metylatilace promotoru MGMT
silencing genu

From: Esteller M, et al. Inactivation of the DNA-repair gene MGMT and the clinical response of gliomas to

alkylating agents. NEJM 243:1350-1354, 2000.

32



Glioma with unmethylated MGMT

Chemoresistant tumor

K T o s DA DNA cross-links cut,
MGMT promoter Exon1 Introni : tumor cells unharmed
base guanine

Glioma with methylated MGMT Chemosensitive tumor

Carmustine cross-links DNA

strands, and there is no active DNA remains cross-linked,
MGMT promoter Gene inactivation MGMT to repair it and tumor cells die

From: Esteller M, et al. Inactivation of the DNA-repair gene MGMT and the clinical response of gliomas to
alkylating agents. NEJM 243:1350-1354, 2000. 33



Cost per Human Genome
$100,000,000

$10,000,000

Moore’s Law
$1,000,000

$100,000

$10,000

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

$100 i
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
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Doporucena literatura

SIDDHARTHA MUKHERJEE

RO SIDDHARTHA MUKHMERJEE
1711 2 L 4 W
v

VSECH |
NEMOCI

Pribéh rakoviny

-

Pribehy vedy: rakovina
BiO001

Pribehy vedy: gen

COREO0O1
nttps://www.ceskatelevize.cz/
porady/10441294653-hyde-
park-
civilizace/220411058090919/
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