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Monogenni nemoci

mendelisticka dédi¢nost

dédi¢ny podklad - velky faktor, tj. je pritomen prakticky u vsech
nemochych a jednd se prokazatelné o faktor pri¢inny (napr. defekty
v u muskularnich dystrofii), k némuz se priddvaji
jen jako pridatné dalsi faktory genetické i faktory zevniho prostredi

pri¢inou téchto nemoci byvaji predevsim tzv. vzacné alely

je determinovana alelami v jednom lokusu

variantni alela, kterd vznikla mutaci nékdy v neddvné nebo vzddlené
minulosti a je vétdinou relativné mdlo Castd, nahrazuje plvodni
.divokou" alelu na jednom nebo obou chromozomech

maji charakteristicky zplisob pfenosu v rodindch



Monogenni nemoci

choroby détského véku

méné nez 10 % z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1 % se
objevi po skonceni reprodukéniho véku

¢asto vyrazné patologické

v populaéni studii na 1 milionu Zivé narozenych déti byla incidence
vaznych monogennich chorob odhadnuta na 0,36 %, u 6-8%
hospitalizovanych déti se uvazuje o monogennich chorobach

doposud zndmé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in
Man)

~ 6000 Klinicky vyznamnych fenotypl



Monogenni nemoci

Zdkladni typy dédi¢nosti:

dominantni

recesivni

autozomalni

autozomadlné dominantni (AD)

autozomalné recesivni (AR)

. | X-vdzany

X-dominantni (XD)

X-recesivni (XR)




Monogenni nemoci

Typy prenosu
« autozomdlni - geny na obou autozomech aktivni

« gonozomdlni (X-chromozom vdzané)
o muzi hemizygotni
' o u zen 1 X-chromozom inaktivovan!!

« jiné

! o imprinting = aktivita uréitého genu regulovdna v zdvislosti na tom, od kt.
m rodice byl gen zdédén
{ o mozaicizmus = pFitomnost dvou (nebo vice) bunécnych linii s riznym
karyotypem, pochdzejicich z jedné zygoty

- asnd ztrdta chromozomu z trizomické zygoty mize vést i k
tzv. uniparentdlni dizomii

VS.

o chimerismus - oplozenim vaji¢ka a polového téliska, nebo 2 vajic¢ek -
hermafrodit




Monogenni nemoci

Podle projevu genotypu ve fenotypu
* recesivni - nemoc jen u mutovaného homozygota
4 « dominantni - nemoc stejnd u heterozygota a mutovaného homozygota

« nedplné dominantni - odstupriovand tize nemoci u heterozygota a mutovaného
homozygota

I+ kodominantni - jak normdlni tak patologicka alela jsou vyjadreny ve fenotypu




Monogenni nemoci - AD

nemoci jsou dusledkem jak mutaci prendsenych mezi generacemi tak
vzniklych nové

nemoc se projevuje v kazdé generaci - postiZzeny jedinec ma postizeného
rodi¢e (a prarodic¢e), a to matku nebo otce

riziko pro potomka 0,50 (pokud by byli oba rodice postizeni pak 0,75, ale
to je vzdcné)

familiarni hypercholesterolemie (1/500),
myotonickd svalova dystrofie (1/1000)
Huntingtonova chorea (1/3000)




Huntingtonova chorea

,'W 3
fatdlni neurologické onemocnéni s ndstupem v dospélosti,

projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou
motoriky

Vv genu pro je repetitivni sekvence (CAG),, kterd kéduje
dsek bilkoviny tvoreny zbytky glutaminu (polyglutaminovy dsek,
polyglutamine tract)

za normdlnich okolnosti maji lidé méné nez 20 trinukleotidi CAG
a tedy i glutamint v huntingtinu, kde tyto tvori dileZitou doménu
pro interakce s jinymi proteiny

pokud se v3ak mutaci toto mnozstvi zvétsi nad 30 glutamind,
protein nepracuje spravné s vyslednym progresivnim odumirdnim
neuronll v hucleus caudatus



Huntingtonova choroba

trinukleotidovd expanze

ancestral mutant

4 DNA . TAC-GTC-... TAC-(GTC-GTC-GTC),,-GTC-...

| mRNA -AUG-CAG-.. | .-AUG-(CAG-CAG-CAG),;-CAG-..

..-met-gln-... ..-met-(gln-gln-gln),o-gln-...
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Science.1983 Jul 29;221(4609):459-62.
The cheetah is depauperate in genetic variation.
O’ Brien SJ, Wildt DE, Goldman D, Merril CR, Bush M.

il
B

. Geneticka uniformita

A sample of 55 South African cheetahs (Acinonyx jubatus jubatus) from two
geographically isolated populations in South Africa were found to be genetically
monomorphic at each of 47 allozyme (allelic isozyme) loci. Two-dimensional gel
electrophoresis of 155 abundant soluble proteins from cheetah fibroblasts also
revealed a low frequency of polymorphism (average heterozygosity, 0.013). Both
estimates are dramatically lower than levels of variation reported in other cats
and mammals in general. The extreme monomorphism may be a consequence of a
demographic contraction of the cheetah (a population bottleneck) in association
with a reduced rate of increase in the recent natural history of this endangered
species.



Monogenni nemoci - AR

u heterozygoti s 1 mutovanou alelou staéi produkt k udrzeni
normadlni funkce

 velmi ¢asto enzymové defekty

# ° postizen je mutovany homozygot (popF. sourozenci), heterozygotni
rodiCe jsou prenaseci (asymptomaticti) - riziko 0,50 x 0,50 = 0,25
s+ frekvence prenasec¢t nemoci v populaci >> frekvence nemocnych

| + hejcastéjsi AR nemoci u bélocht je (f nemocnych
1/2000, f prenasect 1/22)

 konsanguinita (pribuzni rodice) a geneticky izolované populace
(napr. Askenazi zidé - Tay-Sachsova choroba )




Monogenni nemoci - AR

manifestni onemocnéni u heterozygota je dusledkem:

haploinsuficience - pro normdlni funkci je potreba >50 % aktivniho
genového produktu

dominanté negativniho efektu - syntéza abnormdlniho proteinu,
ktery “soutéZi” s normdlnim a ovlivfiuje fenotyp

zesileni funkce ("gain-of-function") - mutaci je posilena prirozenad
vlastnost proteinu

ztraty heterozygotnosti  (loss-of-heterozigosity, LOH) v
somatické bufice - napP. familidrni predispozice k nddorim v
disledku mutaci v supresorovych genech (napf. retinoblastom)




Cysticka fibroza

« v zakavkazské populaci s incidenci 1: 3000 Zivé narozenych déti a
frekvenci prenasect 1:25

* onemocnéni multiorgdnové, zasahuje rizné orgdny, plice, pankreas,
trdvici trakt, reprodukéni organy

§ + vice nez 30 mutaci, které zplisobuji toto onemocnéni

Diivody k vy3etreni jsou:

=2« podezfeni na Klinické onemocnéni
.* «  pribuzensky vztah rodiéi

56 +  opakované potraty

%% . |é¢end neplodnost




Cysticka fibréza

zdkladni fyziologicky defekt pri tomto onemocnéni je porucha v transportu
iontl chléru, sodiku a vody pres apikdlni membranu specializovanych
epitelidlnich bunék, ktery je regulovdn chloridovym kandlem (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Protein = CFTR)

Mutant
_|CFTR Channel |

Qutside cell

Normal O o s v
CFTR Channel ' o ©

Chloride ions




Cysticka fibroza

A Normal airway (hydration) B Cystic fibrosis airway (dehydration)
Airway Mucociliany
surface liquid clearance Reduced airway Excessive ;
| - surface liquid mucus production
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Cysticka fibroza

 delec¢ni mutaci genu produkujiciho protein CFTR (chloridovy ABC
transportér na bun. membrané) — nefunkéni protein

delece 3 bp v pozici 1652 az 1655 v exonu 10 (delece phe v kodonu
508)

ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- | -TAA-CCA-
mMRNA -AUC-UUU-6GGU- | -AUU-GGU-
AA -ile-phe-gly- -ile-gly-




Metody |éCby

Symptomaticka

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

 karenéni terapie - vylouceni nebo omezeni slozky potravy,
kterd v diisledku defektu enzymu neni odbourdvand (pr-.
fenylketonurie - potrava bez phe)

Kauzalni

* genovd terapie - ndhrada mutovaného, nefunkéniho genu
standardnimi, funkénimi geny




Genova terapie

zahrnuje véechny postupy, které vyuzivaji prenosu
genetického materidlu do bunék pacienta k [é¢ebnym
uceltim

metodologie GT je uplatnitelnd tam, kde je

vzhledem k tomu, Ze poznatkl o patogenezi chorobnych
stavll ha molekuldrni drovni pribyvd, rozdifuje se i okruh
indikact pro GT

v nejblizsich letech zméni zdsadnim zplsobem lé¢bu mnoha
lidskych nemoci



Genova terapie

Vyuziti pri lécbé

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

i ziskanych chorob - jakdkoliv manipulace s DNA, kterd priznive
ovlivni priibéh nemoci (zhoubné nddory, Ié¢ba kardiovaskuldrnich

a metabolickych chorob, degenerativnich nervovych onemocnéni,
AIDS, v transplantaéni medicina)

Principy

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

preneseni nového genu (terapeuticky gen)




Genova terapie

Postup pri genové terapii

« vytvoreni genetické informace uréené pro transport do
bunék

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

Vlastnosti idedlniho vektoru

- prinik do velkého poétu cilovych bunék
prenos genu v transkripéné aktivnim stavu
netoxicky pro cilové buriky

plazmidy, virové Cdstice, liposomy




Genova terapie

Virové vektory

* interakce s receptory na povrchu cilovych bunék +

* vybaveni regula¢nimi elementy zajist'ujicimi G¢innou expresi
transgent

* integrace transgenu do bunéé¢ného genomu

* ndro¢néjsi priprava (mimo jiné se musi se zbavit vsech
virovych gend, aby nebyly infekéni) -

« maly rozmér Cdstic

« vys$i biologickad 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

Co je treba zndt pred za¢dtkem genové terapie?

kompletni informace o defektnim genu - umisténi,
mechanizmus patologického uUcinku

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

souhlas pacienta



Genova terapie

opravu, vloZeni, vyrazeni genu |ze provadét /n vivo a ex vivo

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

geny |ze do genomu zaclenit v ¢asné embryogenezi (Ié¢ba v
zarodecné linii)

gen mize byt zaclenén pouze do somatickych bb., které
Jsou nejvice poskozené (v tomto pripadé se gene’rlcky
opravend DNA nepreddva ndsledujicim generacim potomku)



from patient. a wirus iz altered
=0 that it cannot

1. Cells are removed i 2. In the laboratory,
f reproduce.
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&. The altered cellz are
injected into the patient.

4. The altered virus is
mixed with cells from
the patient.

5. The ¢ells from the patient
becorme genetically altered.




Genova terapie

Monogenné podminéna onemocnéni teoreticky vhodné pro
genovou terapii

« Parkinsonova choroba (gen pro dopamin -> do bb. subst.
higra)

« cystickd fibroza (gen CFTR -> epitel v plicich, pankreatu
aj.)

 fenylketonurie (gen pro phenylalanin hydroxyldzu - >
hepatocyty)

« hemofilie A, B (gen pro faktor VIIT a IX -> hepatocyty)

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

« a-p-talasemie (gen pro a- p-globin -> ery)

* srpkovitd anémie (gen pro p-globin -> ery)



Genova terapie

Cystickd fibréza
 genovd terapie i v prenatdlnim obdobi

il-.
Gens therapy wﬁ}d dall*-'al.a working gene into a CF

patient’s cells,
[courtesy of BG Scionoo 9, © MoliresHil Ryersan Limed, 2004




Monogenni nemoci - X-vdazané

Zeny 3 genotypy, muzi pouze 2

X-vdzané nemoci se manifestuji u véech muzi, kteri zdédili
mutaci, a pouze u homozygotnich Zen

hemofilie A
Duchenneova muskuldrni dystrofie
Wiskott-Aldrichlv syndrom (imunodeficience)




Duchennova svalova dystrofie

« frameshift" mutace = posun
¢tectho rdmce v genu pro
protein dystrofin

C-terminus =
Dystrophin -

<« N
.F.

ancestral mutant
DNA -CAC-TGT -CAC-TTG-T..-
MRNA -GUG-ACA- -GUG-AAC-A. -
AA -val-thr- -val-asn-




Duchennova
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dystrofie
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Komplexni nemoci

multifaktoridlni, multigenni
roli hraji kombinace uréitych genii a uréitych faktort zevniho prostredi

v klinické praxi Casto kolisa nazor na vysledky genetickych studii, které se
snaZi odhalit geneticky podklad komplexnich nemoci, od neodtivodnéného
oCekdvani nad nalezenymi geny velkého GCinku az po velkou skepsi
vzhledem k existenci genetického podkladu v populaci ¢etnych nemoci
(nad 1 %), jako je v kardiologii napt. esencidlni hypertenze

pokud choroba md prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekdvat podil
genetického podkladu na jeji manifestaci

své genetické pozadi maji i tak relativné vzdalené proximdlni fenotypy,
jako je napr. kvalita Zivota u nemocnych s chronickym kardiovaskuldrnim
onemochnénim

Kazdd choroba ma néjaké genetické pozadi, jehoZz podil na manifestaci
dané choroby je rizny.



Komplexni nemoci

nedplna penetrance patologického fenotypu

u urcité Cdsti osob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve smyslu
souboru vicero genl) se patologicky fenotyp nerozvine

existence fenokopii

patologicky fenotyp milZe byt prFitomen u lidi, ktefi nejsou nosiéi
zminéného genotypu

genetickou heterogenitou (lokusovou a alelickou)

klinicky obraz neni specificky, ale mize se rozvinout v disledku zdmén v
genech leZicich na riznych lokusech (= lokusovd heterogenita), v
jednotlivych genech mize byt pritom vicero mutaci ¢i polymorfizmi (=
alelickd heterogenita)

polygenni dédicnosti

predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysSuje pouze pri
simultdnnim vyskytu urcitého souboru alel

vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického
fenotypu

kaZzdd jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni sama o sobé
vyrazné patogenni

spolupiisobenim dal§ich mechanizmii prenosu

mitochondridlni dédi¢nost, imprinting
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Komplexni choroby

choroby, na jejichz vzniku a progresi
se podili .komplex" genetickych,
epigenetickych a vnéjsich faktord

fenotyp nevykazuje klasickou

mendelistickou dominantni Ci
recesivni dédicnost jako dusledek

zmén v jediném lokusu  (tzv.
jednolokusovych)

predisponujici “geny” zvysuji
pravdépodobnost onemocnéni, ale
nedeterminuje  jednoznaéné jeho
pritomnost

je nutné spoluplsobeni negenetickych
faktorl (prostredi) = dieta, fyzickd
aktivita, kourfeni, ... a interakci gent
mezi sebou

nejcastéjsi komplexni nemoci
diabetes (1. i 2. typu)
dyslipidémie

esencidlni hypertenze
alergie

cetnost (%) cetnost (%)

cetnost (%)

fyziologickd populaéni variabilita

optimum riziko
polygenni nebo
monogenni

porucha

glukéza (mmol/l)
fyziologickd populacni variabilita
optimum riziko

polygenni porucha

normotenze

hypertenze

krevni tlak (mmHg)

fyziologicka populaéni variabilita

optimum riziko
hypecholesterolemie
polygenni porucha

monogenni

normolipidemie porucha

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

Obezita - Hypotéza typu ,thrifty genotype"

« V sou€asné populaci jsou selektovdny alely, které favorizuji prirtstek véhy
a skladovdni tukl, aby byl zajistén dostatek Zivin pro castd obdobi
nedostatku potravy.

« Pri konstantné vysoké nabidce potravy a poklesu fyzické aktivity tato
predispozice vede k pandemii obezity v rozvinutych zemich.




JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNI NEMOQCI

Zavaznost
nemaoci,
manifestace

Narusuji homeostdzu zdsadnim
zplsobem a porucha se objevuje brzy
v prib&hu Zivota. Zavaznost je pro
konkrétniho nositele je znacna.

Z hlediska populaéni morbidity a
mortality jsou vSak nevyznamné!

Rovnéz zdsadné narusuji homeostdzu, oviem
efekt nastupuje postupné a efekt kulminuje
v pozdéjsim obdobi Zivota. Hlavni faktor
ovliviiujici morbiditu a mortalitu v populaci,
zejm. v rozvinutych zemich!

Interakce
s prostredim

Nékteré se vyvinou bez ohledu na
prostredi, u jinych je nutny specificky
etiologicky Cinitel (napf. u fenylketonurie
pfitomnost fenylalaninu v dieté) nebo
nékolik &initeld {napf. oxidaéni stres u
hemolytické anemie pfi GEPD deficitu).

Manifestace je pravidelné vvsledkem
spoluplisobeni komplexu gend interagujicich

s prostiedim b&hem vyvoje, dospivani a zejm.
starnuti.

Variabilita Modifikujici geny, nékdy pohlavi {(napf. Fenotyp je vysledkem interakce efekti

fenotypu heredit. hemochromatéza) a efekt jednotlivych genll, pfitem2 charakter interakce
prostredi Cini fenotyp do jisté miry muZe byt heterogenni, aditivni & multiplikativni.
variabilni, ale ne tak jako u komplexnich
onemocneéni; efekt hlavniho
patologického genu vzdy dominuje a
kvalitativhé jsou znaéné homogenni,

Penetrance |Obecné vysoka. Typicky nekompletni (avSak pojem penetrance
tzce souvisi s definici fenotypu, coz je u
komplexnich onemocnéni svébytny problém).

Populaéni Obecné velminizkd jako dlsledek Frekvence minoritnich alel jsou vyssi, ¢asto se

frekvence vysokého selekcniho tlaku; vyjimku z jednd o tzv. bé&2né polymorfizmy. Varianty gend

genetickych |pravidla pfedstavuji nemoci, které pfinadsi |jsou pravdépodobné evoluéné starsi; evoluéni
variant urcitou selekcni vvhodu (napf. konzervace je soucasti lidského vyvoje.
hereditarni hemoglobinopatie
v malarickych oblastech).
Geneticka Pomérné velmi velkd lokusova Je pfedmétem intenzivniho v¥zkumu. Lokusova

architektura

homogenita (tj. stejny gen), ale jsou
vyjimky (napf. retinitis pigmentosa,
Ehlers-Danlostiy syndrom aj.). Typicky
extrémneé vvsoka alelicka heterogenita
(tj. rizné mutace) jako dlsledek
otistujici selekce (napf. ~160 mutaci u
hemofilie B, ~270 mutaci u cystické
fibrézy, ~700 u familiarni
hypercholesterolemie).

heterogenita bude zfejmé vyssi, alelicka uz by
nemusela byt, protoze zodpovédné varianty
nejsou predmétem tak silné selekce (hézné
polymorfizmy).




Genetickeé studie

Zdkladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zacind
od strategie vybéru tzv. kandidatnich gend. Tato otdzka je
podstatné jednodussi u mendelisticky dédénych nemoci, kde se
zménénad funkce jednoho genu snadnéji identifikuje.

Celogenomové asociacni studie (GWAS = Genome-Wide
Association Study) vyhleddvaji polymorfizmus jednotlivych
nukleotidll nebo bézné genové variace, které se typicky chovaji
jako ukazatelé genovych oblasti s malym efektem u stoupajiciho
rizika nemoci.

Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie,
kterd zhodnoti silu asociace genl s chorobami. MoZnosti jsou
v zdsadé dvé: linkage (vazebnd) analyza a asociaéni studie.
K detekci specifickych genetickych oblasti a genli, které se
dcastni v transmisi nemoci, je v principu mozné pouzit obé
metody.



Genetickeé studie

Kandidatni geny
« s intermedidlnim fenotypem
W . "+ s klinickou manifestaci nemoci
Mt « s klinickou zdvaznosti nemoci
F ‘4 * s odpovidavosti nemoci na IéCbu
Ik E Linkage (vazebna) analyza
Y - testuje kosegregaci genového markeru a fenotypu nemoci v rodiné
« marker a nemoc se v dané rodiné maji vzdy vyskytovat spolu




Genetickeé studie

Asociaéni studie

0O O O O O

vySetruji souvyskyt markeru a nemoci ha populaéni drovni, tj. u
nepribuznych  jedincl, obvykle srovndnim frekvenci markerd u
nepribuznych nemocnych a kontrolnich subjektt (studie case-control)

statistickou silu asociace je mozno ddle zvysit obohacenim o dalsi kritéria,
jako napr.:

klinické subtypy nemoci (studie case-case)

zavaznost nemoci

¢asny za¢atek nemoci

rizikové faktory pro nemoc véetné pohlavi

vhodné biologické znaky (napf. plasmatické hladiny cytokinl pri asociaci
genetickych polymorfizml v cytokinovych genech; studie genotyp-fenotyp).



Klinicka genetika

« zabyva se diagnostikou, lécenim a prevenci genetickych nemoci

« genetické poradenstvi

- vrozené vady - poruchy utvdreni orgdnt, které vznikly v obdobi
nitrodélozniho Zivota, i poruchy funkcni (napr. dusevni opozdéni) a poruchy
na drovni biochemické a molekuldrni (napr. vrozené vady metabolizmu)

Skupina Pricina Zastoupeni

chromozomalni o
mozom 10 %
aberace

monogenni dédi¢nost 20 %
Sekunddrné (prostiedi) Iéky, infekce, zdreni 5 %

porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni 7 %

Primarné (geneticky)

Nezndmé

(multifaktoridini) geny + prostiedi 46 %




Klinicka genetika

Prenatdlni diagnostika

« zahrnuje vysetrovaci postupy smérujici k
vyhleddvani statisticky vyznamné odchylky ve
strukture nebo funkci, kterd presahuje hranice
fenotypové variability

|« umozhuje v zdvaznych pripadech ukonceni

gravidity, u dalSich je mozno v predstihu

planovat optimdlni perinatdlni péci

« vék matky v dobé porodu je vyssi jak 35 let
s nebo soucet véku rodié¢d nad 70 let
« pozitivni biochemicky screening z krve matky

« ultrazvukovy ndlez, ktery zvysuje riziko
pritomnosti chromozomalni aberace
(nahromadéni tekutiny v podkoZi, nepritomnost
nosni kiistky, srdeéni vada plodu aj.)

« pritomnost chromozomadlni aberace v rodiné




Vysetreni karyotypu plodu o ‘f

Klinicka genetika

invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych /% 1} .
klk{l, kordocentéza

cytogenetické vysetreni - karyotypizace

i

FISH - fluorescecni hybridizace /n situ

vazba denaturované sDNA se specifickou sondou
AmnioPCR - genetické vysetreni plodu

porovndni DNA markerl matky i plodu — stanoveni
po¢tu jednotlivych chromozomi u plodu

vysledek  je  ndsledné
cytogenetickym vysetrenim

potvrzen  klasickym

Odbér plodové vody -
Amniocentéza V|

k dispozici je v soucasné dobé vysetreni 21.
chromozomu - amnioPCR, nebo sada vysSetrujici
chromozomy 13, 18, 21, X a Y - tzv. multiamnioPCR.




ol

.+ od 10. tydne téhotenstvi

Klinicka genetika

Stanoveni pohlavi plodu
« volné fetdlni DNA kolujici v krvi matky "
* neinvazivni s prresnosti ~98 % p

« DNA plodu z vendézni krve matky

=¥« z Klinického hlediska je ur&eni pohlavi plodu diileZité v pFipadé rizika

néjaké genetické choroby vazané na urcité pohlavi (napf. hemofilie)

Preimplantacni diagnostika

'3« metodu Casné prenatdlni diagnostiky, kterd je vdzdna na techniky umélého

oplodnéni, za Ucelem minimalizace chyby genetického vysetreni je treba
k oplozovdni vajicek pouzit metody intracytoplazmatické injekce spermie

« buriky pro genetické vySetreni jsou odebirdny z embrya nejCastéji ve
stadiu 8 bunék nebo blastocysty

Postnatalni diagnostika
« napr. trombofilie, celiakie, cysticka fibréza...

" fﬁ’

u



DNA fingerprinting
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Lidsky genom

EXPANSION TIMES {8575 5g0)

Alrica 120,000 - 150,000
Out of Africa 55,000 - 75,000
e 40,000 - 70,000
Australia®HG 40,000 - 50,000
Ewxnpe 35,000 - 50,000
Amerseas 15,000 - 35,000
Na-Dene/Eskibieuts 8,000 - 10,500

mitochondrion:
DMA comes

nucleus:
from mother

DNA comes
from both
parents

offspring cell

FamilyTreccDNA

mtDNA Migrations Map



Lidsky genom

Y-DNA Human Migration (Haplogroups)
Thousands of Years Ago

Family

Copyright 2006®




Klinicka genetika

Celiakie

celoZivotni autoimunitni onemocnéni zplsobené nesndgenlivosti lepku
(glutenu)

lepek méni povrch sliznice tenkého streva, mizi zde mikroklky a klky,
povrch tenkého streva snizuje, s tim se zmensuje jeho schopnost trdveni a
vstrebdvani Zivin

priznaky: prijem, plynatost, kieCe, pokles hmotnosti nebo (nava, anémie
z nedostatku Zeleza, zvraceni, snizend chut’ k jidlu, osteopordza, zvysend
kazivost zubl, bolesti kloubl, deprese

od détstvi, nebo pozdéji - po zdtézi (hemoc, téhotenstvi)

bezlepkovd dieta



Celiakie

Antigen-presenting cell

)
Gluten 1 Mechanisms
i
A 1. Innate immune detection
2. T-cell development
. 3. T-cell and B-cell co-stimulation
‘* \ 4. Cytokines, chemokings and
their receptors
2 O
Inﬂammatur\‘ -
,’ cytokines F -
I T-cell (for example, TNF) 4 LY |
o
( o /
Ed
i Intestinal
Autoantibodies inflammation

(for example, anti-tTG)

B-cell




Celiakie

Diagnostika
- stanoveni v krevnim séru

 pri pozitivnim vysledku je indikovdna biopsie sliznice dvandctniku u
nemocného, ktery konzumuje stravu s obsahem lepku

Cileny screening

pro osoby s rizikovymi chorobami

s podezrelymi nebo nespecifickymi symptomy
s autoimunnimi chorobami asociovanymi s celiakii (TIDM...)

u pribuznych jedinct s celiakii




Celiakie

AD s nedplnou penetranci
Genetické vysetreni predispozi¢nich HLA alel II. tridy kédujicich

heterodimer DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201 nebo
DQA1*02:01/DQB1*02:02)

a heterodimer DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302)

(jen
ve 20 % u kontrolnich osob)

Riziko pro jednotlivce spojené s pritomnosti heterodimeru HLA-DQ2 je
50x zvyseno oproti primérnému riziku v populaci.

Mensina pacientd, ktefi jsou HLA-DQ2 negativni, byvaji pozitivni na HLA-
DQ8, asto jesté ve spojeni s alelou HLA-DRB1*04.

Genetické vysetreni ma vysokou negativni prediktivni hodnotu,

Oproti sérologickému vysetreni protilatek vykazuje mensi vyskyt falesné
negativnich vysledku, zejména u déti mladsich 2 let a u pacienti ha
bezlepkové dieté.



Farmakogenetika

* zabyvd se hledanim vztahu mezi metabolizmem, pripadné
efektivitou 1é€iva a pritomnosti polymorfizmi geni, které se na
absorbci, distribuci, metabolismu, eliminaci podileji
procesy spojené se vstirebdvdnim €k
Jjejich vazbou na proteiny
distribuci v organismu
prenosem prres bunécnou membranu
interakce s bunécnymi receptory

biotransformace i vylu¢ovani z organismu

.5+ pro urceni, ktery dostupny Iék bude mit u konkrétniho pacienta
nejvétsi terapeuticky benefit, zatimco nezddouci dcinky budou
minimalni

» volba nejefektivnéjsi a nejbezpecnéjsi zplsobu léCby




Farmakogenomika

zkouma vztah dcinku I€ku na drovni celého genomu, resp.
transkriptomu

screening zndmych genovych polymozfism
d¢elnd farmakoterapie, minimdlni nezadouci G€inky

identifikace a genetické urceni tzv. ,drug targets" (cilovych
struktur léCiva)

stanoveni genetickych polymorfizmi, které mohou tyto cilové
struktury pozménovat i polymorfizmi asociovanych s rozvojem
choroby a |ékovou odpovédi

vyvoj uéinnéjSiho lé€iva s mensim potem nezddoucich U¢inka



Farmakogenetika a genomika

Kandidatni geny
enzymy |ékového metabolismu
membrdnové transportni prenasece
receptorové proteiny
proteiny iontovych kandll




Farmakogenetika

Mendelisticka dédiénost

deficience glukézo-6-fosfatdzy (favismus) - GR - hemolyticky sy
po poddni analgetik, sulfonamidd, antimalarik, antibakt. l€kd, vit. K,
chininu. Zemé s endemickou maldrii.

deficience glutathion reduktdzy - AD - spojeni s gluk6zo-6-
fosfatdzou hemolytickd anémie po poddni fenylbutazonu a IékQ
jako pri favismu

hemoglobinopatie se zvydenou citlivosti k Iékim u lidi s
nestabilnimi typy hemoglobinu: Hb-Ziirich, Hb-Torino pri poddni
|kl s oxidacnimi vlastnostmi - jako pri favismu



Farmakogenetika

Mendelisticka dédiénost

polymorfizmus acetyltransferdzy - AR - inaktivace I€kil v jatrech
- pomali inaktivatori x rychli inaktivatori - INH, sulfamethazin,
prokainamid, hydralazin - periferni neuropathie - prevence:
pyridoxin

T nitroocni tenze po apl. glukokortikoidl - AR - 50 % bélochd -
100x vy3si riziko glaukomu u reces. homozygotl - enzymaticky
defekt neni zndm

deficience methemoglobion-reduktdzy - AR - odbourdvdni
methemoglobinu po podani léki, které jej zvysuji -
methemoglobinémie s cyandzou stejné Iéky jako u favismu

atypickd pseudocholinesteraza - AR - precitlivélost na
suxamethonium - protrahovand apnoe po myorelaxans antidotum -
¢erstva plasma nebo ¢isty enzym



Farmakogenetika

Mendelisticka dédiénost

maligni hypertermie - AD
porucha Ca mtb svalové b.

hypertemie az 44,4°C po inhal. narkotikdch - halothan, éther,
methoxyfluran, suxamethonium

tachykardie, hypoxie, hyperkalémie, acidéza - antidotum: prokain,
Dandrolen (myorelax.)

rezistence na kumarin - AD
rezistence na p.o. antikoagulancia
odchylny typ receptort v jaternich burikdach

zvysenad afinita k vit. K



Farmakogenetika

Protinddorova terapie

Azathioprin

je antimetabolit purinovych bdzi, ktery se pouZzivd pri léCbé
HEMONK onemocnéni u déti, k terapii AL onemocnéni nebo
strevnich zanétl u pacientl rezistentnich k jiné 1é¢bé

pro odbouravani je zdasadni enzym thiopurinmethyltransferdza
(TPMT)

u evropského obyvatelstva je TPMT polymorfni, s vyskytem
priblizné 11 % jedincd, ktefi maji jednu funkéné deficitni alelu v
genomu — snizeni katalytické aktivity enzymu — myelotoxicita po
poddni azathioprinu

analyza genotypu TPMT je pred zahdjenim podavani azathioprinu
doporucovdna zejména u détskych pacientl s akutni
lymfoblastickou leukemii, protoZe v pripadé deficitu TPMT je u
pacientl nutné z divodu toxicity odloZit cyklus chemoterapie a
tudiZ je u nich potom horsi progndza



Farmakogenetika

Polygenni dédicnost

« digoxin, nortryptylin, fenylbutazon, prokainamid, salicyldty,
propanolol - zvysené riziko trombdzy po HAK

» odchylnd reakce na léky u riznych etnickych skupin - zpomalend
inaktivace etanolu u severoam. Indidnt a Eskymdku

CH3CH,0H + NAD® <—> CH3CH=0 + NADH + H'

o
|

3 a ‘:"“‘Acetyl—CoA /
F X
=

2 CO,

dychaci fetézec | —— 14 ATP + H:0

tNADH—zhorsend preména laktdtu na pyruvdt—mtb acidéza
3 NADH+H" + FADH,

 vyssi aktivita ADH vede k vyssi tvorbé acetaldehydu - nevolnost
» nizkd aktivita a ALDH u asiatl .asijsky flush®
 polymorfizmy v genech pro enzymy - 50-60% podil na alkoholismu

« mtb tolerance - mikrosomadlni oxidace (MEQOS), p450, kataldza



Farmakogenetika

geny kédujici proteiny Na a K iontovych kandlt (geny skupiny
LQTS)
nalezeno v nich bylo prinejmensim 35 SNPs

nekteré nalezené polymorfizmy vedou k dramatické redukci
hustoty kandll nebo ke zméné jejich elektrofyziologie, tj. ke
zméndm v aktivaci, inaktivaci a regeneraci kandlu

tyto mutantni zmény pak mohou vydstit az v patologickou arytmii

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




Farmakogenetika

mtb xenobiotik (zvyseni polarity, konjugace s glutathionem, kys.
glukuronovou)

pomali, stredni, rychli a ultrarychli metabolizdtori - farmkinetika
CYP 3A4,2C9 a 2D6...

55 % lé€iv, mtb: statiny, blokdtory Ca kandlu, makrolidova ATB,
steroidy i nékterd antiarytmika a cytostatika

indukce — selhani p.o. kontraceptiv * .

inhibice : antiulcerézum cimetidin, rada makrolidovych ATB,
metronidazol, methylprednisolon, antimykotika, nékteré blokatory

Ca kandlu (diltiazem a verapamil) ¢i grapefruitova stava, i

nékteré f|avonoidy Zz vina 1c p.o. poddvanych 16Ziv a2 300krdt, kofeinu o 31%

indukce:dexamethason, fenobarbital, omeprazol, antidiabetika E™
glitazonové rady ¢i trezalka :




Farmakogenetika

Geneticky podminéné choroby se zménénou citlivosti na léky

- alkohol zhorsuje vylu¢ovdni kys. mocové ledvinami porucha
mtb purind, krystalky kys. mocové v kloubech — zdnét a
degenerace

!+ alkohol - kompetice s tubularni sekreci kys. moCové

™ . podobny Gc¢inek chlorothiazidu ¢i furosemidu

- zvyseni syntézy kys. delta-amino-levulinové
exacerbace této AD choroby po barbituranech, sulfonamidech,
estrogenech (HAK), etanolu, hydantoinu, sedativech
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Farmakogenetika

Geneticky podminéné choroby se zménénou citlivosti na léky

krvacivé stavy - nemochi s von Willebrandovou chorobou a ¢dst

hemofilika

| ASA

ireverzibilni inhibice
agregace desticek
(prenosem acetylové
skupiny z molekuly
ASA na koenzym) —
krvdceni

John Robert Vane -
1992 NP
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Figure 2. Mechanism of action of asplrin.

COX1 (homodimer) COX1 plus aspirin

Adive site Serine-529 e— Serine-529

Cfy

) /%géj %&5

Hydrophobic Hydrophobic
channel channel

Irreversible inhibition
| Thromboxane-A2 of COXT adivity

v

Platelet inhibition

Plareler
adivation

COX1; cyclooxygenase-1; PGH2: prostaglandin-H2.

Image courtesy of Remedica Journals
httpffwoneer remedicajournal s . comfAcute-Coronary- Syndromes/Browse lssuesNValume- 10-1ssue-2F At cl e-The- Geneti cs-of - Anti pl atelet-Therapies



Farmakogenetika

Geneticky podminéné choroby se zménénou citlivosti na léky

+ osteogenesis imperfecta - suxamethonium a halothan zptsobuji
horeénaty stav bez maligni hypertermie

¥ - familidrni dysautonomie AR - sy Riey-Daylv - precitlivélost na
parasympatomimetika - labilni TK pri narkdze




Farmakogenetika

Limity

nezbytnou predchozi identifikaci vyznamnych genovych
polymorfizml na zdkladé dlouhodobych klinickych vyzkumdi

variabilita Iékové odpovédi neni obvykle dana jen variabilitou
jednoho genu (monogenni variabilita) ale variabilitou mnoha gend
(multigenni variabilita)

véechno dohromady to pak vytvdri ,individudlni lékovou odpovéd

negenetické faktory, tj. faktory vnéjsiho prostredi znemoZniuji
predpovédét icinnost nebo bezpecnost IéCiva POUZE na zdkladé
farmakogenetické informace

genotyp sice neni citlivy na vnéjsi faktory, ovéem interakce drug-
drug (léCivo s [éCivem) a Iékovd odpoved' pacienta mohou byt
témito vnéjsimi faktory ovlivnény.

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



Farmakogenetika

Vyhody individualizace farmakoterapie

« maximalni G¢innost 1éCby (efektivita farmakoterapie i z hlediska
finan¢niho pohledu)

« minimalni nezddouci Ucinky lé¢by (ochrana zdravi a prevence
zdvaznych komplikact)

1 \/ "

Drug toxic but
beneficial

Drug toxic but
n NOT beneficial

trlﬂ_ / v \ { :
m Same diagnosis, ARl
lr’

, same prescription
Drug NOT toxic and Drug NOT toxic

NOT beneficial and beneficial




