Cysticka fibroza



Cysticka fibroza

|/ Klinické podezrieni
1. Chronické sinobronchialni onemocnéni
* recidivujici pneumonie a infekty dolnich cest dychacich (DCD),
* perzistujici kolonizace
* infekce DCD patogeny typickymi pro CF:
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia,
* chronicky produktivni kasel, piskoty,
* Palic¢kovité prsty
* typické radiologické zmény na skiagramu hrudniku a/nebo HRCT plic,
* pritomnost obstrukéni ventilacni poruchy jinak nevysvétlitelné.

2. Gastrointestinalni onemocnéni

* Postizeni pankreatu (zevni insuficience pankreatu, recidivujici pankreatitidy),

* postizeni stfeva (mekoniovy ileus, syndrom distalni stfevni obstrukce, prolaps rekta),
* chronické hepatobilidrni onemocnéni.

3. Malnutrice

* hubnuti,

* porucha rlstu

* steatorrhea,

* avitamindza vitamin( rozpustnych v tucich
* osteopenie,

* ostepordza

* hypoproteinemické otoky.

4. Obstruktivni azoospermie.
5. Syndrom ztraty soli

* akutni ztrata soli s hypovolemickym Sokem
* chronicka metabolicka alkaloza.



Cysticka fibroza

ll/Laboratorni vysetreni

— jsou nedilnou soucasti diagnostiky CF.
V soucasné dobé jsou pouzivany metody:

1. Potni test — stimulujeme poceni pilokarpinovou iontoforézou a v potu vysetfujeme koncentraci chlorid(.
Normalni koncentrace chloridl v potu je 10—-30 mmol/I,

Hrani¢ni hodnoty jsou 30-60 mmol/I.

Pri vysledku nad 60 mmol/I je vySetieni pozitivni.

2. Molekularné genetické vysetteni

Vysetfeni je pozitivni pfi ndlezu mutace obou alel genu CFTR.

Geneticky by méli byt vySetreni i rodi¢e, sourozenci a pokrevni pfibuzni CF pacientd.
Genetické vySetifeni mlZeme pouzit i v rdmci prenatdlni a preimplantacni diagnostiky.



Cysticka fibréza

Molekularni podstata choroby



Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator CFTR

chloridovy kanal
regulujici transport iontl pres buné¢nou membranu
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lokalizovany v apikalni membrané epitelidlnich bunék



Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator CFTR

Strukturalni nebo funkéni porucha CFTR zpUsobuje alteraci transport(

soli pres bunécnou membranu dvéma moznymi

zpUsoby:

1) zvySenou absorpci sodiku, ktery s sebou tahne do bunék vodu a dochazi k poklesu
mnozstvi tekutiny v hlenu, mukostaze a poruse mukociliarni clearence,

2) defektem transportu chloridovych iontd, jejichz koncentrace v hlenu vzrist3,
hlen prestava byt hypotonicky, a proto nedochazi k aktivaci antimikrobidlnich peptidd
— defenzind.

Tento proces vede k poskozeni plicnich obrannych mechanizmU a rozvoji perzistujici infekce
a zanétu.

Defektni CFTR mimo toho dysreguluje cytokinovou sit a alteruje sekrec¢ni funkci podslizni¢nich Zlazovych
bunék a tim také méni viskozitu a vlastnosti hlenu.

Protizanétliva aktivita je neadekvatni diky nedostatec¢né produkci protizanétlivych cytokin( a snizené ¢innosti
antiprotedaz a antioxidac¢niho systému.

Zanét je u CF primdrné zplsoben defektnim CFTR a infekce pristupuje az sekundarné a cely proces tkanového
postizeni stupnuje a urychluje.



Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator CFTR
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eTvoren 5ti doménami:

2 membrane spanning domains
2 nucleotide binding domains

1 regulatory domain




Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CFTR

el = klidové stadium

MNiBF2

aktivni stadium

Vyzaduje:
e cyclic AMP
sprotein kinase A

*ATP




Organs Affected by Cystic Fibrosis

The genetic defect undetying ozt fbrozis
dizrupts the functioning of sewveral organs by
cauzing ductz or other tubes to hecarne
clogged, usually he thick, sticky mucuz or
other zecretions.

AIRWAYS )
;»’CIuggmg and infection of bronchial passages

A Iy destroy the lungs. Lung disease accounts
_ for most deaths from cyshc fibrosiz.

. LIYER

#8" Plugging of small bile ducts im-
“ pedes digestion and disny

ﬂ lrver function in pethaps 2% of
v§ patients.

| PANCREAS
TOcclusinn of ducts prevents the

£ . | pancreas fom delivering crtical
i digestive enzymes to the howel

0 in B9% of patents. Diahetes can
i result s well
4 SHALL INTESTINE
7 Ohatruction of the gut by thick stool
| necessiftes surgery in shout 10%
§ of newboms .

|

1 REPRODUCTIVE TRACT
T Ahzence offine ducts, such as the
o the waz deferans, renders 99% of

Ay males infertle. Occazionally, wo-
men ate made inferfile by a denze
plug of mucus that blocks zperm
from ertdering the uterus.

W e

il SKIN

i Mafunctoning of sweat glands

i) cauzes perspiration to contain
J excessive salt (MaCl). Mea-
i surernent of chlonde in sweat
{ i a mainatay of diaghosis.

(i

"

v
RISEATROEM

/ impede breathing. The infections progressive-

CFTR

exprese ve vsech tkanich
(vyjma nervove)

multiorganové onemocnéni






CF pancreas

A Normal pancreas B Chronic pancreatitis

Molecular

comparison /

Numerous differences
(defines pathalogic stage)

Apical (CFTR)
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CF reprodukcni trakt

Muzi
Asi 98 % dospélych CF muzl je infertilnich, nikoliv sterilnich.
Pri¢inou je prenatalni obstrukce vasis deferentis (CBAVD) se slepym zakoncenim nadvarlete.

Obstruktivni azoospermie muze byt zcela izolovanym pfiznakem

Zeny
U Zen se mlze v déloZznim hrdle tvorit vazky hlen, ktery mUze zplsobovat obtize

pri oplodnéni.

Casta primarni nebo sekundarni amenorrhea v diisledku poruch vyZivy a plicnich zmén



1989

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) gene

objeven, klonovan, lokalizovan a sekvenovan

Lap-Chee Tsui, centre, with Francis Collins and John Riordan, on that special day in 1989
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zafi 1989 clanek o klonovani CFTR genu
s 4 letym Danny Bessettem, ditétem s CF

Danny Bessette po 20 letech

(Photo: Steve Barrett/Science)



*lokalizovan na chromozomu 7 (7q31)

*250 kb dlouhy

*27 exonu

*cDNA sekvence dlouha 6129 bp kéduje
1480 aminokyselin CFTR proteinu
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Gen CFTR
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1989

CF mutace F508del

CFTR Sequence:

Nucleotide: ATC ATIC TT|T GGT GTT
Amino Acid: lle llel| Phel Gly Val

506 508
Deleted in Delta F508

Delta F508 CFTR Sequence:
Nucleotide: ATC ATT GGT GTT

Amino Acid: lle 1lle Gly Val

506




CFTR gen 1932 mutaci
Cystic Fibrosis Mutation Database.

Exon # 1 23 4 5 Ga &b 7 & @ 10 11 12 13 14a 14b1S 16 172 176 15 14 o210z 23 24

Missense 1 (LN I (RO 0 T A Q00T R A0 TP nee i o (o W v e

Nonsense LI T 1 1 111 T A T/ A O O I O

Frameshift IR Wt 0 (e v e e weme o em wenee vwer weienene e e wm we norn nef

In frame in/del I LI I I 1 I I I l

Splicing I L N T I U O B O I N R O |

Promotaor |

sequence Yariddibh [T TIURTECOC 0 (0000 toeemee e twe e 0t e rmieeee e e wewer i ewee 0 e
Legend Exon Region MM  Intron Regiontnot to scaled —— Exon Mutation | Intron/Promotor Mutation |

http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html




CFTR gen 2000 mutaci
Cystic Fibrosis Mutation Database.

AF50E

vétsina z nich je raritni, ,privatni“

nebo jejich vztah k CF nebyl prokazan

e pouze 7 mutaci vyskytuje na vice nez 1% CF
patologickych alel

e je pozorovano Siroké rozpéti ve frekvenci

jednotlivych mutaci u rGznych populaci

nejcastéjsi mutatace F508del je detekovana

u cca 66% CF pacientu

TN+ G=T

AISD7

S54U8




ridy mutaci CFTR

Normalni CFTR

Endoplasmic Golgi Cell
Nucleus Reticulum Apparatus Membrane

L
AF s

*CFTR gen - prepsan (transkribce) do messenger RNA

* mMRNA CFTR - preloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postransla¢ni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bunééné membrané




ridy mutaci CFTR

CF mutace: trida |

Endoplasmic Golgi Cell
Reticulum Apparatus Membrane
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*CFTR gen — stop koddn
kracena , nefunkéni messenger RNA




Tridy mutaci CFTR

CF mutace: trida Il

Endoplasmic Golgi Cell
Reticulum Apparatus Membrane
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*CFTR gen - prepsan (transkribce) do messenger RNA
* mMRNA CFTR - preloZena (translace) do proteinu

mutace F508del dava CFTR nespravny tvar
degradovan proteolyzou




Tridy mutaci CFTR

CF mutace: trida Il
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*CFTR gen - prepsan (transkribce) do messenger RNA

* mMRNA CFTR - preloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postranslaéni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bunécné membrané

chromosom

mutace G551D — nefukcni NBD1 doména




ridy mutaci CFTR

CF mutace: trida IV

Endoplasmic Golgi Cell
Nucleus Reticulum Apparatus Membrane

*CFTR gen - prepsan (transkribce) do messenger RNA

* mMRNA CFTR - preloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postransla¢ni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bunééné membrané

mutace R347P — snizuje chloridovou konduktanci




ridy mutaci CFTR

CF mutace: trida V

Endoplasmic Golgi Cell
Nucleus Reticulum Apparatus Membrane

Incorna] &
= '1|:-I|-.|n|: ]
¥ K e
= e "':n
{.l'.ll'l'l.'t"l Srarme
qolicing CFTE o

*CFTR gen — sestfihova mutace
" &ast mRNAs defektni

!

snizené mnozstvi CFTR proteinu

mutace 3849+10kb setfihova (splicing) mutace




Tridy mutaci CFTR

Class V1
defaciies regulsiion of other lon chomnals
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Sekvencni varianty CFTR

196 sekvencnich variaci v genu CFTR

PolyT-TG alelické varianty (Tn) v intronu 8 genu CFTR

konfigurace traktu:

9 T- 10/11TG - G¢inné akceptorové misto sestiihu

7 T- 10/11TG - G¢inné akceptorové misto sestiihu
T-12/13TG - neucinné akceptorové misto sestfihu

chybi exon 9
u 90% syntetizovaného CFTR

chybna funkce CFTR

5T alela povaZovana za mutaci
asociavanou s Sirokym spektrem pfiznaku

Zena: zdrava ----------- + atypicka CF+-------- »typicka CF
Muz: CBVAD ------eeeem- atypicka CH-------- stypickaCF




Sekvencni varianty CFTR

196 sekvencnich variaci v genu CFTR

PolyT-TG alelické varianty (Tn) v intronu 8 genu CFTR

A 69 183 112

om/:ﬂf 9 1”//”*[10/OAT
TTTTGA(TG),, TTTTTAACAG
B
g 100 — —
2 80 —
2 60
o
= 40
: H
e 20
2
i 0 i

(TG)g (TG)y (TG),y (TG)yy (TG), (TG)y53 (TG),,
I |




Kongenitalni bilateralni absence vas deferns
(CBVAD)

popsano 25 mutaci asociovanych s CBVAD

v exonech missense

v intronech mRNA splicing defekt

| Frekvenkventované
CBVAD mutace:

e 5T vatianta v intrv IVSS8
 R117H
* 10,11,12 TG v IVSS8




Molekularni diagnostika

cysticke fibrozy



Mutacni analyza CFTR genu

Neprima dg.

Analyza exprese

Scoring nejcastéjSich mutaci

* Amplifikace useku s predpokladanou deleci

* PCR s primery ohranicujicimi pfedpokladané delece v DNA
*  SSCP s pozitivnimi kontrolami

* analyza teploty tani s pozitivnimi kontrolami

* PCR s primery ohranicujicimi pfredpokladané delece v DNAI
* hybridizace PCR produktu s alelové specifickymi oligonukleotidy
* PCR s alelové specifickymi primery (ARMS test)

Scanning raritnich mutaci

* jednoretézcovy konformacni polymorfismus (SSCP)

* denaturacni gradientova elektroforéza

* analyza teploty tani

* sekvenovani

* next generation sequencing

Vazebna analyza pomoci STR

IVS8 poly T-TG



Amplifikace useku s predpokladanou deleci

Sequence of Amino acid
Chtmnm ¢ nu?:eloﬁdes sequence of
in CFTR gene CFTR protein

l—isnleucine 506
T |-isoleucine 507

S deleted in many

. atients with
r phenylalanine 508 Cps,gfc ﬁhggis

ot e |
I—glycine 509
=

valine 10

lcFre GENE)T

Heteroduplex

A-HD 40D 44 o4 o-4»

CANEY BELLAED

delece tfi nukleotidd CTT v CF exonu 10
ztrata jedné aminokyseliny — fenylalaninu v pozici 508 v CFTR proteinu

woawN e

Marker
[F508del];[F508del]
[F508del];[=]

wt

[F508del];[=]



PCR s primery ohranicCujicimi predpokladané misto delece

— — Polyacrylamidova gelova elektroforéza
duplex PCR produktu:
» - 1. Primery 2,3F a 2,3R -ohranicuji dele¢ni bod zlomu

~ - - amplifikace 207bp dlouhého produktu

pfitomnost delece
2. Kontrolni primery 3i-5 a 3i-3
amplifikace 309bp dlouhého produktu obsahujiciho exon 3

nepfritomnost delece

1 2 3 Duplex PCR zajistuje interni amplifikaéni kontrolu
o a umozZnuje rozlisit mezi homozygtem a heterozygotem
ELFO: 5% PAGE, 200V, 20°C, 2hours pro deleci

1. [CFTRdele2,3(21kb)];[=]
2. wt
3. wt



Jednoretézcovy konformacni polymorfismus
SSCP

technika zaloZend na elektroforetické mobilité
jednoretézci DNA.

Cilovy produkt amplifikace DNA je teplotné
denaturovan na jednoretézce a

je podroben elektroforéze.

Za nedenaturujicich podminek zaujima ssDNA
sekundarni strukturu podminénou sekvenci
nukleotidd.

Pritomnost mutace tuto strukturu méni, tim je
ovlivnéna i rychlost migrace DNA a na gelu nebo v ¥
kapildfe mGZzeme detekovat nadbytecny prouzek
nebo pik.



Jednoretézcovy konformacni polymorfismus
SSCP

ELFO: 8% PAGE,200 V, 20°C, 2hours



Test zalozeny na analyze bodu tani
fluorescencné znacenych prob
po vysokorychlostni PCR na pristroji LightCycler

LithCycler 4



Test zalozeny na analyze bodu tani
fluorescencné znacenych prob

Pro detekci produktu v pribéhu PCR existuji nasledujici
metody:
Na DNA se vazajici interkalacni barviva
SYBR green |
Na mensi ZIdbek dsDNA se vazajici barviva
BEBO
Technologie vyuzivajici fluorescenéni vymeény
dvakrat fluorescenéné znacené sondy vazajici se
na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu
TaqMan
Molekularni majaky
QZyme
jedenkrat fluorescencné znacené sondy nebo
primery
FRET
LUX
PNA
dvakrat fluorescencné znacené primery
AmpliFluor
Scorpions



PCR: Analyza bodu tani:
jeden pér primerud jeden systém prob

LC Red 640 Fluorescein

Anchor probe Mutation probe Primer

5
utatlen site

Primer

according to Burgraf, 2001

Fluorescencéni monitoring dF508 lokusu

Fluorescence d(F3)/dT

1
&4.0

Temperature {*C)




RER=EP— Analyza bodu tanf:
jeden par primer( dva systémy prob

LC Red 640 Fluorescein LC Red 705 Fluorescein

. Mutation
Mutation probe A Anchor probe A probe B

Mutation

Fluorescenéni monitoring
G551D/R553X lokusu

wt
wt
R553X/non

G551D/non

G542X/non
K—DNA

Fluorescenéni monitoring
G542X lokusu

Fluorescence -d(F3)/dT

—
2
®
=
7
o
21
c
@
o
@
2
o
=2
w

540

Temperature (°C)




PCR: Analyza bodu tani:
jeden F primer
dva specifické R primery

dva systémy prob Fluorescencni analyza
lokusu s deleci

wt
wt
CFTRdele2,3(21kb)/non
wt

Fluorescein . . LC Red 640 Florescein  Primer

LC Red705 o8 Primer ( o o104
Position: 38 200 osition ——— wt

Anchor probe Mutation probe | Anchor probe Mutation probe K-DNA

Primer breakpoint Primer i ,3(21kb)

Position: 37 889 Position: 37 889

Fluorescenc¢ni analyza
lokusu bez delece

Fluorescence -d(F3)/dT

Fluorescence -d(F3)/dT

12,456

—

Temperature (°C)

Temperature (°C)




LiPA CFTR19 and INNO-LiPA CFTR17+Tn
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Metoda fluorescencni multiplex ARMS
(ampllflcatlon refractory mutatlon system)

Princip:
Mismatch PCR primeru na 3’konci znemoznuje PCR
eMetodické prevedeni:
-3 primery:
e]1 spec. pro normalni alelu(N) —forwardprimer
e]1 spec. pro mutovanou alelu(M) —forwardprimer
e1 spolecny (S) -reverse primer
eplus par primery pro kontrolni PCR reakci
—2 PCR reakce:
NN NM MM
e1. PCRS-N + + -
2. PCRS-M - + o+



Metoda fluorescencni multiplex ARMS
(ampllflcatlon refractory mutatlon system)

Forward N
C
G
Cc
Reverse S
Forward M
T
A
T
Reverse §
ARMS primery M+S N+S
PCR produkty: MM + -
PCR produkty: MN +
PCR produkty: NN -
24




Metoda fluorescencni multiplex ARMS (amplification refractory mutation system)
Elucigene CF-EU

Detekované mutace
CFTRdele 2,3
E60X

R560T 105 145 185 225 25 305 345 385 425 65 505 545
P67L 700
GSSE 1898+1G>A poe
2184delA
R117H 20d
2789+5G>A
621+1G>T o
3120+1G>A 7
711+41G>T
M1101K 200
1078delT
D1152H 100
R334W 1] b
R1162X 0
R347P 3659delC FT 7] [F508deI M[PTOT] 11- R560T]
AA455E F508d:L WT
1507del 3849+10kbC>T
€ S1251N 105 145 185 225 265 305 345 385 425 455 505 545
F508del 700
1717-1G>A 3905insT s
W1282X
G542X N1303K .
S549RT>G wo

ﬂg—-
BHE————

W
=3

G551D -
R553X =
i



Elucigene CF-EU
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System SeqNext Help
jrrrer el Sequence 145 95 / 123280002
Ls Order Ip.—omlpanﬁyl all 38 dismﬁ9|oh&9|homopdymerzol @ allGenes (" selected Gene
SeqNext Order No: 123280002 Pos. Isze | Nuc Change | Coverage | AA Change | c...| Hint | webRef.
> Patient:  P-145_95 136 (715) c G-> A (het) 58% (29) [64% (18) / 50% (11)] G->R (239) A
DNA No.: 145_95 +11 C C->T (het) 38% (22) [36% (12) /40% (10)]
Date: 11/23/2012 13:11:10 16 (1408) C G -> A (homo) 100% (260) [100% (119) / 100% (141)] V->M (470)
Settings: 129..131(1521..1523) / 3bp D CTT (het) 52% (135) [44% (52) / 59% (83)] IF -> 1 (507..508) L
Barcode: AGCACTGTAG = 13 (2503) | bp T (het) 61% (233) [56% (102) /6% (131)] [STOP] AA 835 (E15/13) RF changed
Processing: separated @ 39% (169) [34% (72) / 44% (97)] [STOP] AA 860 (E15/88) --
Distinct coverage: 10% 72 (zsez) T->G (het) 48% (209) [44% (94) / 52% (115)] T->T (859
Ignore coverage: 5%
Min absolute coverage: 0 4 147 (4389) c G->A (het) 42% (11) [14% (2) / 75% (9)] Q->Q(1463) =
State: compl. [ _ ’
Files
= = i Intron 14 Intron 15
1file : HUZHSS... 5623 9/
] 4
T.V. M.V, I """"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
ROIGroups — : : : : -
Neme | Bases|cw [var. [ 4 L L z H— N T it iR v | B v T
2 e
CFTR 5623 9/29 v oG P
% ¥ combined seq T A cl@es T ¢c ¢
forward TEEANE GGG
—IT'V' _lM.V. reverse T AL = G T G G
Genes / Chi I .

Gene Bases | Var. | Condit... | *

CFTR 5623 9/29

28 P — ,
TV, M.v.|
ROIs / Locations
Name | B... |v]cov..| «
CFTRE1S<f 170 3. low
CFTRE16<f 78 0.
CFTRE17<f 291 0.
CFTRE1B<f 120 0. 3
CFTRE19<f 191  0..low
CFTRE20<f 268 0. low
CFTRE21<f 141 O..low o
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44 = A T A L A e e A e S S G e Ol
43 3 I < O s O ST (O S s eI ST o o < T oI+ ST
41 § gy - N Gty it e ). Yoy ety ot Vo o S P - e (o s e
39 T € 6 A T A T 7 S ¢ A C G T [ SEIY o
Exon/Intron .I &0 65 70 75
CFTR/Exon 15 CFTR/Exon 15 CFTR/Exon 15 CFTR/Exon 15 LI
<« = »
-—J——
C Show Functions
read!ng web + mut Previous fext I
web +mL v _J .J
e |
edited het. pi s

[dioo > 1134 _| [l 1716 | Exm_>] Protocol |

F;eady.

[ jsi SeqN: |

16:05

2 GRS

23112012 | |
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System SeqNext Help

Administration

Sequence 2540 10 / 123280007

LIS

Order I Protocol | Family |
Order No: 123280007
Patient: P-2540_10
DNANo.:  2540_10
Date: 11232012 13:12:55
Settings:
Barcode: CGTGTCTCTA -
Processing: separated D
Distinct coverage: 10%
Ignore coverage: 5%
Min absolute coverage: 0 >

State: compl.

all29  distinct8 |oﬂ\er4|homopolymer17|

@ allGenes (" selected Gene

[ Type

| Nuc Change

I Coverage

| aa change

[c...| Hint

I web Ref, mut Ref,

408)

503) / 1bp
12863)
3367)

131(1521..1523) / 3bp

C
C
D

I (Dup)
C

C
C
C

C->T (het)
G-> A (het)

CTT (het)

T (het)

G->T (het)
T->G (het)
T-> A (het)

51% (41) [41% (13) / 58% (28)]
57% (128) [64% (52) / 54% (76)]
57% (127) [63% (51) / 54% (76)]
52% (193) [42% (73) / 60% (120)]
48% (151) [50% (66) / 46% (85)]
59% (257) [77% (244) [ 11% (13)]
59% (257) [77% (244) [ 11% (13)]
59% (257) [77% (244) / 11% (13)]

Vv ->M (470)
TF -> 1 (507..508)
[STOP] AA 835 (E15/13)

RF changed
(955)

G -> [STOP] (1123)
splicing

~Files

CFTR
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[Ex] v

Genes /Chromosomes ——————————————

Archiving

Mutation
[masterfile]

Bases| Var. | Condt...|"
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) mol

=

ROI
[master file]
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[Name  [B.. [v]cov..| «
CFTRE14-cf 764 0.
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0.
3.
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reading check
lZ 'l Iweb +m 'I

edited

Mo o

web + mut

R [
[
het. pos. mism.

iAol @A

0000

) | .|
Extras -> Protocol |

e (RS

SeqN: |
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23112012 | |



c.[1521_1523delCTT];[350G>A],

p.[Phe508del ];[Argl17His ],

legacy name: [deltaF508];[R117H],

IVS8 c.[1210-12T(7)];[1210-12T(9)]



Novorozenecky screening cystické fibrozy

Na cystickou fibrozu jsou od roku 2009 testovani vSichni novorozenci:
diagndza v prvnich tydnech zivota totiz znamena priznivéjsi progndzu tohoto onemocnéni.
Diky novorozeneckému screeningu je mozné lécbu vcas specificky zamérit —
zejména udrzet funkcni plice a co nejlepsi vyzivu do doby,
nez bude k dispozici genova terapie, ktera je velkou nadéji pro vyléceni nemoci.



Novorozenecky screening cystické fibrozy

1. vysSetreni hladiny imunoreaktivniho trypsinogenu
(IRT) imunoanalytickou metodou,

2. pfripodezreni na CF (vysoké IRT) je druhym
krokem molekuldrné geneticka analyza
nejCastéjSich, jednoznacné patogennich a
populacné vyznamnych mutaci v genu CFTR ze
stejnych suchych kapek krve na screeningové
karticce, ve kterych byla zjisténa zvysena
koncentrace IRT,

3. pfrivelmivysokém IRT a neprokazani mutace je
tretim krokem provedeni potniho testu pomoci
pilokarpinové iontoforézy

metoda odbéru tzv. suché kapky krve na novorozenecké screeningové karticce


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/16/Phenylketonuria_testing.jpg

