4. Genetické vySetireni (MUDr. Renata Gailyova)

4.1. Genetické poradenstvi

Klinicka genetika ma v soucasné dobé tii zakladni charakteristické rysy:
1. vyuziva zcela nedirektivnich pfistupt vici pacientovi a jeho rodiné
2. neni v soucasné dobé oborem terapeutickym, ale predevsim diagnostickym, preventivnim

3. genetické poradenstvi je zalozeno na presné klinické diagnoze

Klinicka genetika se zabyva diagnozou dédi¢nych chorob a stara se o jejich medicinské, socidlni a psychologické
aspekty. Stejné jako ve vSech ostatnich oblastech mediciny i v genetice je zasadni stanovit spravnou diagnozu a
poskytnout vhodnou péci, ktera musi zahrnovat pomoc postizenému jedinci a ¢lenim jeho rodiny tak, aby
porozuméli povaze a disledkiim onemocnéni a vyrovnali se s nimi. Je-li v§ak choroba dédicna, pristupuje dalsi
rozmér: potfeba informovat ostatni ¢leny rodiny o jejich riziku a moznostech, jak toto riziko mohou modifikovat.
Jako je specifickym rysem genetické choroby jeji tendence vyskytovat se v rodin€ opakované, je specifickym
rysem genetického poradenstvi nejen zamétovat se na pivodniho pacienta, ale také na ¢leny jeho rodiny, a to
soucasné i budouci. Genetické poradenstvi, zakladni ¢innost v 1ékai'ské genetice, se zabyva nejen informovanim
pacienta a jeho rodiny, ale také poskytuje psychologickou podporu, aby pomohlo jednotlivym ¢leniim rodiny,

prizpusobit se vlivu a disledkim dédi¢né choroby.

Zavedené standardni metody lékaiské péce vyzaduji, aby ti, kdo poskytuji genetické sluzby, znali anamnézu,
kterd zahrnuje rodinné a etnické informace, poradili pacientim, jaké je jejich genetické riziko a riziko ¢lent
jejich rodiny, nabidli diagnostické genetické vySetfeni nebo prenatalni diagnostiku, je-li indikovana, a nastinili
rizné moznosti pée nebo lécby ke snizeni rizika choroby. Obecné vzato pacientim nefikaji, jak se maji
rozhodnout s ohledem na rizna vySetfeni a moznosti péce, ale misto toho se jim snazi poskytnou maximalni
mnozstvi informaci o tom, jak by se rozhodnout mohli a podporuji je pii realizaci jejich rozhodnuti. Tento
pfistup oznacujeme jako nedirektivni a je Siroce pfijat do standardni praxe genetického poradenstvi. Je vhodné
zduraznit, ze genetické poradenstvi neni omezené na poskytovani informaci a vypocet rizika onemocnéni, ale jde

spiSe o proces komunikace

4.2. Geneticka onemocnéni

Hlavni vyznam genetiky v klinické praxi je osvétlovani tlohy genetické variability a mutaci v etiologii
rozsahlého poctu onemocnéni. Prakticky kazdé onemocnéni je vysledkem kombinace ptisobeni genii a prostredi.
Vyznam genetické komponenty mize byt mensi nebo vEtsi.
Rozlisujeme tii hlavni typy onemocnéni, ktera jsou zcela nebo ¢astecné podminéna genetickymi faktory:

1. Chromosomalni poruchy

2. Monogenné podminénd onemocnéni

3.  Multifaktorialné dédi¢nd onemocnéni



4.2.1. Chromosomalni poruchy

U chromosomalnich poruch se jedna o nadbytek nebo nedostatek gend obsazenych v celych chromosomech nebo
jejich segmentech. Abnormality chromosomi mohou byt bud’ numerické nebo strukturni a mohou zahrnovat
jeden nebo vice autosomti nebo pohlavnich chromosomi. Nejcasteéj$im klinickym problémem jsou aneuploidie,
kdy je abnormalni pocet chromosomi zplsoben absenci chromosomu nebo pfitomnosti nadbyte¢ného
chromosomu. Naptiklad ptitomnost nadbytecné kopie jednoho chromosomu 21 vyvola charakteristické postizeni
— Downtiv syndrom. Jako skupina postihuji chormosomové abnormality asi 7 z 1000 zivé narozenych jedinci.
Vyskyt chromosomovych abnormalit u zivé narozenych déti je tedy asi 0,7%. ZvySeny vyskyt zjistujeme u déti
mrtvorozenych a umirajicich v novorozeneckém obdobi (okolo 10%). Déle je zvySeny vyskyt chromosomovych
abnormalit u déti s vyvojovymi vadami, mentalni retardaci, abnormalitami somatického a sexualniho vyvoje.

Chromosomové aberace podminuji asi polovinu spontannich potratii v prvnim trimestru.

4.2.2. Monogenné podminéna onemocnéni

Monogenni onemocnéni jsou zpusobena mutacemi jednotlivych genii. Mutace muze byt pfitomna pouze na
jednom chromosomu zparu nebo na obou chromosomech paru. Vzicnéji je mutace pfitomna
v mitochondridlnim namisto jaderném genomu. V kazdém piipadé se jedna o kritickou chybu v genetické
informaci jednoho genu. Monogenni onemocnéni vykazuji v rodokmenech obvykle zfetelné a charakteristické
rysy. Monogenni znaky nazyvame Casto mendelovskymi, protoze se v potomstvu pii specifickém zpiisobu
ktizeni objevuji v priméru ve stalych pomérech popsanych J. G. Mendlem. Dosud znamé monogenni fenotypy
jsou uvedeny v klasické praci Victora Mc Kusica (Mendelian Inheritance in Man). Pribézné aktualizovana on

line verze je dostupna na internetu - OMIM.

Vétsina monogennich defektll je vzacna, frekvence mlze dosahovat az 1:500, ale obvykle je mnohem nizsi.
Prestoze jednotlivé jsou monogenné¢ dédicnd onemocnéni vzacna, jako skupina jsou tato onemocnéni
zodpovédna za vyznamnou ¢ast onemocnéi a umrti. V populaci postihuji v nékterém obdobi zivota asi 2%
jedincti. V populaci vétsi nez milion zivé narozenych je incidence vaznych monogennich onemocnéni v détském
véku 0,36%, mezi hospitalizovanymi détmi je pravdépodobné 6-8% pacientli s monogenné dédicnymi
chorobami. Monogenné podminénd onemocnéni jsou primarng, nikoli v§ak vyluéné chorobami détského véku.

Méné nez 10% z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1% se objevi po skonéeni reprodukéniho véku.

4.2.3. Multifaktorialné dédi¢na onemocnéni

Multifaktorialni dédi¢nost podminuje fadu vyvojovych poruch, vyastujicich v kongenitalni malformace, a dale
mnoho populaéné castych chorob dospélého véku. U mnoha téchto onemocnéni neexistuje jedind porucha
genetické informace. Postizeni je spiSe nasledkem kombinace plisobeni malych genovych variant, které v souctu
podminuji predispozici k zavaznému defektu, ¢asto za spolutiasti environmentalnich faktord. Multifaktorialné
podminénd postizeni maji tendenci se vrodinach opakovat, ale vrodokmenech nevykazuji typické
charakteristiky monogenni dédi¢nosti. Odhady stanovujici populacni zdvaznost multifaktoridlnich onemocnéni

udavaji 5% u détské populace a vice nez 60% v celé populaci.



4.3. Indikace ke genetickému vySeti‘eni

K nejcastéjsim pacientim genetickych poraden patfi rodiny s ditétem s potencialnim nebo zndmym genetickym
postizenim, ale konzultujici mohou byt také dospéli s abnormalitou, reprodukénimi problémy nebo s vyskytem
abnormality v rodinné anamnese.
Nejcastéjsi indikace ke genetickému vysetfeni v pediatrii:
1. izolované vyvojové vady
mnohocetné kongenitalni anomalie
psychomotoricka a mentalni retardace
poruchy somatického vyvoje (maly vzrist, vysoky vzrist)
poruchy sexualniho vyvoje (pubertas praecox, pubertas tarda)
stigmatizace — vyskyt vét§inou mnohocetnych odchylek od normy ve fenotypu

prematurita, neprospivani, poruchy pifijmu potravy, poruchy chovani
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podezieni na monogenné podminéné onemocnéni

9. neobjasnénd porucha védomi, kiece, nervosvaloveé postizené
10. rodinné anamnesa s dédi¢nym postizenim

11. vySetfeni v navaznosti na provedenou prenatalni diagnostiku

12. positivni test v novorozeneckém screeningu

Dalsi indikace ke genetickému vysetieni — bez vékové vazby:

1. predchozi dit¢ s izolovanou nebo mnohocetnou vyvojovou vadou
rodinna anamnesa s dédiénym onemocnénim

prenatalni vysetfeni pti vy$$im veéku rodict nebo z jiné indikace
konsanquinita

vystaveni G¢inkiim teratogenu

opakovany samovolny potrat nebo sterilita
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podezieni na hereditarni nadorové onemocnéni

4.4. Klinicko-genetické vySetieni

P1i genetickém vysetfeni ditéte se vedle klasického komplexniho pediatrického vysetieni zaméfujeme na nekteré
specifické detaily:

1. antropometrické parametry — vySka, hmotnost, obvod hlavy, ristova rychlost, proporcionalita

2. stigmatizace — drobné odchylky od normy, které izolované nachazime ve fenotypu mnoha zdravych jedincd,

které vSak mohou v kombinaci byt vyznamné pro spravnou diagnosu onemocnéni.

Hlava — tvar lebky, vlasova hranice, hypo- a hypetelorismus, plochy kofen nosu, hypolasticka stfedni cast

obliceje, srostlé ¢i velmi sporé oboci, vyrazné nebo chybéjici fasy, antevertované nostrily, atypicky tvar nosu,



kratké, dlouhé nebo vyhlazené filtrum, uzké nebo vyrazné plné rty, gotické patro, ortodontické anomalie,
charakter skloviny, rozstépy rtu, patra, uvuly, atypicky tvarované, nizko nasedajici usni boltce, fistuly, vyrustky
kozni apod.

Krk — kratky, pterygia...

Hrudnik — siroky, uzky, stitovity, ulozeni prsnich bradavek...

Bricho — hypotonie, hernie, rozestup pfimych svalt bfisnich...

Genital — hypoplaticky, dysgeneticky, infantilni. ..

Koncetiny — proporcionalita, abnormality (ectro- , poly-, syndaktylie), klinodaktilie patého prstu, atypické
dermatoglyfy — pfi¢na dlanova ryha, atypické drzeni prsti, protahlé paticky...

Ortopedické a neurologické abnormality — hypotonie, atrofie, spasticita, vadné drzeni téla, vyvojové vady,
skoliosa, pedes planovalgi, pes equinovarus, calcaneovalgus....

Kuze, vlasy, nehty — poruchy pigmentace, hemangiomy, atrofie, dystrofie nehtt, alopecie...

Pro komplexni zhodnoceni vzdy spolupracujeme s Iékati - specialisty, dopliiujeme konziliarni, zobrazovaci a

laboratorni vySetfeni.

4.5. Genealogické vySetieni

Soucasti kazdého genetického vySetieni je sestaveni minimalné tfigeneracniho rodokmenu - genealogie.
V pediatrii je nutno tuto ¢ast vySetieni doplnit s rodi¢i détského pacienta. Genetické vySetieni je proto vzdy
nutno spojit s konzultaci s rodici.

Pro zdznam genealogického vysetfeni vyuzivame bézné uzivanych symboll. Neexistuje sice zadny jednotny

systém zapisu rodokmentl, symboly uvedené na obrazku 1 odpovidaji souc¢asnym doporucenim.
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Obrazek 4.1: Symboly pouZivané k zakresleni rodokmenti

4.6. Cytogenetické vySetireni

Cytogenetickym  vySetienim stanovujeme nejcastéji  karyotyp za ucelem vyhledavani vrozenych

chromosomovych abnormalit. Karyotyp vySetiujeme v téch pfipadech, kdy mame podezieni, ze klinické potize



souvisi se zménou poctu nebo struktury chromosomii. Pokud diagnéza nebyla stanovena bez cytogenetického
vySetieni, méla by byt chromosomalni analyza zajiSténa tém pacientim, u kterych se vyskytla néktera

z uvedenych potizi nebo jejich kombinace.

Indikace k postnatalnimu stanoveni karyotypu v pediatrii:
1. neprospivani

opozdény vyvoj

dysmorficka facies, stigmatizace

vyvojova vada

mnohocetné malformace

mala postava

indiferentni genital

mentalni retardace
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narozeni mrtvého plodu, tmrti novorozence

10. vrozena chromosoma aberace u rodice
Dalsi indikace k postnatalnimu cytogenetickému vySetieni — bez vékové vazby:
1. sterilita
2. opakované spontanni potraty
3. znama nebo suspektni chromosomalni abnormalita v rodiné
4

nadorové onemocnéni (onkocytogenetické vysetfeni ma sva specificka kriteria, kterd nejsou soucasti

tohoto textu)

G TR ?i i

AR IRIRT
b gg 3c, i ) i
-35 u 'O;a' & ' ¥ m

Obrazek 4.2 : Normalni muzsky karyotyp, G - pruhy
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Obriazek 4.3: Karyotyp Downova syndromu — trisomie 21

Karyotyp vySetfujeme vétSinou z lymfocytl periferni krve. Odbér krve provadime sterilné do heparinu (2-3ml

krve do 0,3 ml Heparinu).

4.7. Molekularné cytogenetické vySetieni

S rozvojem cytogenetickych metodik se objevuji metody vyuzivajici soucasné cytogenetické a molekularné
genetické postupy umoziujici detailn€jsi analyzu chromosomu a vyhledavani submikroskopickych zmén, které
pii klasickém cytogenetickém vySetfeni ve svételném mikroskopu nejsme schopni odhalit. Mezi tyto metody
patii napiiklad fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) v riznych variantach, spektralni karyotypovani (SKY)
nebo komparativni genomova hybridizace (CHG). Tyto metody umoznuji zji§téni pfitomnosti ¢i absence
urcitych sekvenci DNA nebo studium poétu poptipadé usporadani chromosomil nebo jejich ¢asti. Tyto metody
zvysily vyznamné rozsah a presnost rutinni chromosomalni analyzy.

Pti metodé FISH se pouzivaji sondy specifické pro jednotlivé chromosomy, chromosomalni oblasti nebo geny,
aby bylo mozno identifikovat pfislusné chromosomalni pfestavby nebo rychle diagnostikovat abnormalni pocet

chromosomu.

DiGeorge syndrom

-«—— del 22q11

Obrazek 4.4: Metoda FISH, priikaz mikrodele¢niho syndromu
Di George, del 22q11 (metafize)



+21 (mozaika)

Obrazek 4.5: Metoda FISH, trisomie 21 v mozaice (interfaze)

Pro postnatalni vysetfeni metodou FISH nejéastéji vyuzivame suspenzi, pfipravenou pro cytogenetické vysetieni,

pro vysetfeni metodou CHG je nutno izolovat DNA pacienta.

4.8. VySetrovani monogenné podminénych onemocnéni - analyza DNA / RNA

Molekularné genetickd vySetfeni jsou zalozena na vyhledavani znamych nebo neznamych zmén — mutaci
v sekvenci DNA/RNA jedince. Mutace maji ruzny charakter a rovnéz prfistupy kjejich detekci vyzaduji
individualn€ volené metodiky specializovaného pracovisté. VySetfeni DNA / RNA je vzdy cilené zamétfené na
urcité onemocnéni. Pro molekularné genetické vysetfeni vyuzivaji specializovana pracovisté Casto specielni
indikacni protokoly zahrnujici vysledky odbornych a laboratornich vySetieni, ktera vedla k podezfeni na dané
onemocnéni - diagnézu. Molekularné genetické vySetfeni by mélo byt provadéno vzdy s informovanym
souhlasem pacienta nebo jeho zakonného zastupce, cileng, na zaklad¢ vysokého podezieni na urcité onemocnéni.
Interpretace vysledku molekularné genetického vysetfeni by méla byt provadéna klinickym genetikem a spojena
s genetickym poradenstvim. VySetieni se nejcastéji provadi z DNA / RNA izolované z lymfocytl periferni krve.

Odbér se provadi sterilné¢ do EDTA.
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Obrazek 4.6: Rodokmen rodiny se zachytem 3 mutaci v genu pro

cystickou fibrosu



Obrazek 4.7: Detekce mutace F508del CFTR genu
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Bandy oznadené 95,98 jsou 95 a 98 pari bazi
dlouhé PCR produkty.

Band znaceny H jsou heteroduplexy formované
chybné sparovanymi jednoietézci DNA (95/98 a
98/95).

1. non F508del / non F508del
2. F508del / F508del

3. F508del / non F508del

4. marker pBR322/Alul

4.9. Terminologie

alela - alternativni varianta genetické informace v konkrétnim lokusu
mutace — trvald zména nukleotidové sekvence nebo uspotadani DNA
genotyp — sada alel, které tvoii genetickou vybavu jedince

fenotyp — pozorovatelna exprese genotypu

monogenni choroba — choroba determinovana alelami v jednom lokusu
homozygot — jedinec s identickymi alelami v jednom lokusu
heterozygot — jedinec s rozdilnymi alelami v jednom lokusu (pfenasec)
slozeny heterozygot — genotyp, kde se vyskytuji dvé rizné mutantni alely
proband — osoba, kvili které je rodina vySetifovana

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

autosom — nepohlavni choromosom (1-22)

gonosom — pohlavni chromosom (X,Y)



