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Genetika alias DNA diagnostika

Polymorfismus vs. mutace — o polymorfismu se mluvi
pokud frekvence pfislusné zmeény (zmen) genu v
populaci > 1%

Polymorfismus genu — hlavni pfedmét farmakogenetiky
(nejznamejsi pripad: rychla a pomala acetylace
antituberkulotika isoniazidu, nejjednodussi varianta je Single
Nucleotide Polymorphism = SNP) = 90% z odhadovanych 10-
15 milidnu polymorfismu — testovani pomoci DNA Cipu

Monogenni genetické choroby jsou dusledkem mutaci, jejich ovlivnhéni
vnejsSim prostredim byva minimalni. Databaze OMIM (Online Mendelian

inheritance in man), pristupna na adrese
http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=0OMIM , obsahuje v

soucCasnosti pres 5000 popsanych monogennich chorob.
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Zakladni pouzivané analyticke metody:

— RFLP (restriction fragment lenght polymorfism)
— FISH (flourescent in situ hybridization)

— RTgPCR (Real Time qPCR)

— NGS (Next Generation Seguencing)
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps -
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Vysledek: 68 miliard kopii
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PCR:

2 primery (= oligonukleotidy)

PCR je metoda specifického znasobeni (amplifikaci)
genetickeho materialu, specifita je definovana
volbou primeru

Pristrojové vybaveni: termocycler — zajistuje
programovanou zmenu teplot

Produkt PCR je dale analyzovan (detekovan)
elektroforézou v agarézovém gelu, detekce NK napr.
ethydiumbromidem



Verification of PCR product on
agarose or separide gel

3kb -

1kb

ladder PCR fragments

ladder = standard, 1-5 = vzorky, 3 — gen (resp. jeho
fragment) neni pritomen ve vzorku, 5 — nespecifické primery
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— RFLP (restriction fragment lenght polymorfism)

— FISH (flourescent in situ hybridization)

— gPCR nhttps://lwww.youtube.com/watch?v=LBrVspSgDj4
—NGS

https://nanoporetech.com/platform/technology

Disruption of ionic current
measured in signal trace



https://www.youtube.com/watch?v=LBrVspSqDj4
https://nanoporetech.com/platform/technology
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Zapati prezentace

Priklady Casto sledovanych mutaci u onkologickych onemocnéni:
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR, TP53

Neonkologicka onemocneéni:
- Fenylketonurie (porucha odbouravani fenylalaninu na tyrosin (nefunkéni enzym

fenylalaninhydroxylasu), v krvi se hromadi i jiné produkty - kys. fenylmlécna,
fenylpyrohroznova a fenyloctova

— Hemochromatoza (zvy$eném vstiebavani zeleza z traviciho traktu a jeho
nadmérné ukladani v jatrech, pankreatu, srdec¢ni svalovingé, kizi (spolu s melaninem), v
pohlavnich zlazach, v 80% pfipadu se jedna o mutaci C282Y nebo H63D (gen HFE, protein
ovliviiuje vazbu transferinu na receptor transferinu), zdravy vstfebava 10-20mg Fe denné z
potravy, nemocny az 40mg,

— Familiarni hypercholesterolémie (mutace v genu pro receptor pro néktery

z apolipoproteinu, nejc¢astéji ApoB — porucha metabolismu lipoproteint) 0
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— Urcéovani rodicovstvi

A 4 L aLD N 4

genu

— Trombofilni mutace
mutace genu F5 a F2, které ovlivnuji slozeni a funkci dvou bilkovin:

faktoru V a faktoru Il

Leidenska mutace (FV Leiden)
Mutace genu pro srazlivy faktor Il (FIl protrombin)

zvysSena srazlivost krve i u heterozygotu!



— Cysticka fibroza (CF)

U zdravych lidi jsou bunky dychaciho a zazivaciho traktu pokryty ridkym,
tekutym hlenem, u lidi postizenych cystickou fibrézou (CF) jsou pokryty hlenem
velmi hustym a viskoznim (pfiblizne 10x hustSim nez u zdravych lidi).
Dusledkem je, Ze z plic nemohou byt fadné a rychle odstranény ¢astecky
prachu a baktérie. Tyto zadrzené necistoty zpusobuji dychaci obtiZze a zanéty s
naslednym tezkym poskozenim pilic.

Vyskyt v populaci: u 1 z 3000 dojde k rozvoji onemocneni (predevsim v détstvi
ale i dospélosti), ale vyskyt mutace genu CFTR (defekt CFTR je pricina CF) je
mnohem CastéjSi — kazdy 25. ¢lovek. Mutace muze byt zjisténa ruznych mistech
genu, ale 70% nemocnych ma mutaci ,Delta F508%, kdy chybi triplet CTT (chybi
fenylalanin v poloze 508, protein CFTR ma 1480 aminokyselin). Delta F508 + 5

~ r /4 I 4 /4 v N4 o I\II U I\I I
o)
dalSich mutaci pokryva 90% vsech pripadu. DHARNM



CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) je gen
lokalizovany na chromozomu 7, funkcné je to chloridovy kanal. Jde
o0 autosomalne recesivni onemocneni. Diagnostika — | prenatalne.

Klinické projevy: Caste infekce plicniho epitelu, sipave a zrychlené

dychani, ucpavani zlucovodu, malabsorbce, infekce slinivky, u deti
vyrazne slany pot
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Patofyziologie CVS

-ischemicka choroba srde¢ni (diagnostika pomoci biochem. markeru)
-kardiomyopatie

-srdecni arytmie

-vrozené onemocneni

-dysfunkce endotelu

- hypertenze

Bézné diagnostické postupy zahrnuji: EKG (elektrokardiografie), ECHO
(echokardiografie), CT, NMR, koronarografie ...



Nejvyznamnejsi z hlediska klinicke biochemie je Ischemicka
CHoroba Srdecni (ICHS)

- zahrnuje infarkt myokardu s elevaci (i bez elevace) useku ST na EKG, nestabilni angina

pectoris a chronické formy ICHS
- nedostateCné zasobovani srdce krvi - hypoxie - nekroza
- metabolismus: 35% objemu kardiomyocytu jsou mitochondrie, e: ATP se tvofi betaoxidaci

MK a naslednou ox. fosforylace, hlavni energ. zdroj: FFA (70%), glukosa, ketolatky

AIM (akutni infarkt myokardu, Acute Myocard Infarction = AMI)

EKG

A
W .




— chronické srdecni selhani (

- jedna se o selhani srdce jako pumpy — nedostatecné prokrveni perifernich
organu

- hlavni priCiny levostranného srdecniho selhani: ICHS, chlopenni vady,
tezka hypertenze

- hlavni pfiCiny pravostranného srdecniho selhani: nejCastéji plicni
onemocneéni (naprf. CHOPN, ARDS), plicni embolie

- klasifikace: NYHA (I bez omezeni.....IV omezeni i v klidu, dusnost)

= =
poll



Ischemicka CHoroba SrdecCni (ICHS)

Biochemickeé testy
enzymy: kreatinkinaza, laktatdehydrogenaza,

neenzymove: toponin, myoglobin
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Ischemicka CHoroba Srdecni (ICHS)

Biochemické testy
enzymy: kreatinkinaza, laktatdehydrogenaza,
Neenzymove: toponin, myoglobin

Kreatinkinaza (CK)

3 cytosolickeé izoenzymy : CK-1 (BB), CK-2 (MB), CK-3 (MM) a 1 mitochondrialni (CK-
Mt), 3 geny koduji podjednotky CK-M, CK-B a CK-Mt

Vyskyt: kosterni svalstvo, srdce, mozek

Diagnosticky nejvyznamegjsi: celkovy CK, CK-2 (CK-MB )

CK je dulezity parametr pro stanoveni dg. AIM
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Kreatinkinaza (CK)

3 cytosolické izoenzymy : CK-1 (CK-BB), CK-2 (CK-MB), CK-3 (CK-MM) a 1 mitochondrialni (CK-Mt), 3
geny kéduji podjednotky CK-M, CK-B a CK-Mt

Diagnosticky nejvyznamegjsi: celkovy CK, CK-2 (CK-MB )

Ackoli CK-MM je nejvice zastoupenou formou CK v srde¢nim i kostenim svalstvu, CK-MB je mnohem vice
specificky pro burnky srdec¢niho svalu

- srdce: CK-MB tvofi 10-20% celkového CK e— AIM: zvyseni celk CK +
- kosterni sval: CK-MB tvofi 2% celkového CK zvyseni % CK-MB

Nespecifické pfi diagnostickém hodnoceni na zakladé pouze celkové CK — v dusledku poskozeni
kosterniho svalstva vzroste konc. celkového CK,

ALE % zastoupeni CK-MB se nemeéni (do 2% hodnoty celk. CK)!!

U AIM je kvantitativni stanoveni CK-MB nutnosti, hrozi ,prekryti“ v disledku poskozeni kosterniho svalstva
(sportovci, uraz nebo pad pacienta) MUNI
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Alternativné: stanoveni pomeéru celk. CK / AST (aspartataminotransferaza),
konc . AST je (relativné) mnohem vyssSi u srdeCniho svalu nez kosterniho, u AIM vzroste AST cca 10x,
coz je 2-nasobné vice nez CK (5x) — pomér celk. CK / AST klesa (povazovano ale za obsolentni pro

dg. AIM)

CK-MB prekroci horni limit za cca 3-8 hodin po zaCatku AIM a vraci se do referencnich hodnot (,do

normalu®) po 48-72 hodinach
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Stanoveni CK (plasma, ne serum)
— Stanoveni celkove aktivity predevsim enzymaticky:

K
krestin - P+ A0P = kreatin  + ATP

hexokinaza
ATP + glukdza —= glukdza -6 - P + ADP

J dehydrogensza
glukdza - 6 - P + MADP = 5 - P - glukonst +

NADPH +H *

— NADPH + H+ se detekuje fotometricky (340nm) nebo
tetrazolivou barvickou (fotometrie ve viditelné oblasti)
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— Stanoveni jednotlivych izoenzymu

A) elfo v agarézovém gelu (maiji ruzné pl), detekce chromogennim
substratem

B) chromatograficky (DEAE = anion exchange chromatography) —
rozdilné pl

C) Imunochemické metody:

1) Imunoprecipitace — pomoci spec. Ab proti jednotce B odstranéen
CK-1 a CK-2 ---> stanoveni CK-3 anebo pomoci spec. Ab
proti jednotce M odstranén CK-2 a CK-3 ---> stanoveni CK-1
celk CK = CK1 + CK2 + CK3

2) Imunoinhibice — specifické Ab se vazi v aktivnim misté enzymu,
Cimz se eliminuje aktivita pfislusné jednotky (M,B)

= =
poll
—



Referencni hodnoty celk. CK (enz. aktivita) v krvi zavisi na veku,
pohlavi, mnozstvi svalové hmoty, fyzicke aktivité

Muzi - priblizne: 4ukat / L
Zeny - priblizné: 2ukat / L

Referencni hodnoty CK-MB (enz. aktivita): do 0.5 ukat/L
a pri zvyseneé celk. CK nesmi presahnout 6% celk. aktivity CK

celk CK/AST < 10 pak se jedna o AIM

celk CK/AST > 10 pak se jedna o poSkozeni kosterniho
svalstva I
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Jiny diagnosticky zamer nez dg. AlM:

- prognosticky vyznam pacientu s nestabilni AP - nadlimitni

celk. CK a CK-MB souvisi s vySSi pravdépodobnosti AIM

- monitorovani reperfuze (po trombolyticke terapii)
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Laktatdehydrogenaza (LD, LDH)

- zjiSténa v radeé tkani: kosterni svalstvo, jatra, srdce, ledviny, Cervené krvinky...
- 5 cytosolickych izoenzymu (LD-1,...LD5), kazdy ma 4 podjednotky, které mohou byt dvojiho typu (M=
muscle, H= heart): LD-1 = H4, LD-2 = H3M1, LD-3 = H2M2, LD-4 = H1M3, LD-5 = M4

LD neni tkanové specificky enzym = neni ani dg. specificky, diagnosticky se nejvice vyuziva celk. LD a

LD-1 (LD-1 je pfitomen nejen v srdci ale i kosternim svalstvu — vysledek je ovlivnén fyzickou aktivitou)

Celkova akt. LD pfekroCi horni limit za cca 12-18 hodin po zaCatku AIM, maximum dosahne za 48-72 hod
a vraci se do referen¢nich hodnot po 6-10 dnech (plati i pro LD-1). LD-1 je pouzivan v diagnostice

pfedevSim u pacientu, ktefi si stézuji na symptomy AIM trvajici vice nez 24 hod. a pomér LD-1/LD-2 pro

monitoring postoperacniho stavu (poSkozeni srdce nezjisténé pred operaci). MUNI
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Stanoveni LD (plasma, ne serum)

Enzymaticky (neutralni nebo alkal. prostredi):

. . LD : +
laktat + MAD == pyruvat +  MADH + H

— Stanoveni jednotlivych enzymu: elektroforeticky v
agarozovem gelu

— Referencni hodnota: dospéli do 7.5 ukat / |
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Troponin

Existuji 3 ruzné proteiny: troponin C, troponin | a troponin T, TroponinC  TroponinT
- . . . ., o Troponin |
fada izoforem,fyziologie: soucast myofibril (stah svalu),

/__\

Vg VIV /s

cTnT acTnl (c= cardiac specific) maji o 31 resp 11 AK vice

nez izoformy m (m=sceletal muscle)

cTnT a cTnl prekrogi horni limit za cca 3-8 hodin po za&atku AIM a vraci se do referenénich

hodnot (,do normalu“) po 4-10 dnech

Troponin v diagnostice pacientu AIM je specificky laboratorni ukazatel.
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Troponin se pouziva v dg.:

— RozliSeni bolesti na hrudniku srde¢niho a nesrde¢niho puvodu
(Casto kdyz EKG, ECHO nejsou typicke)

— Posouzeni anginy pectoris — jsou-li troponiny nad limitem, pak je
treba zahajit preventivni antiagregacni IéCbu (nestabilni angina
pectoris)

— Postoperativni monitoring (neni mozné pouzit stanoveni CK-MB)

— Srovnani cTnT vs. cTnl: cTnT je ,prirozené” zvysSen take u

dialyzovanych pacientu (poSkozeni ledvin) msmp cTnl je
pouzivan jako marker poskozeni myokardu u dialyzovanych

pacientu

Referencni hodnoty: cTnl < 0.01 - 0.2ug /| (podle vyrobce)
cTnT < 0.014ug /|
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— cTnl je hlavnich 8 dodavateli v CR — problémy se srovnatelnosti
metod (refer. hodnotami), imunochemické metody

— ¢TnT do 2013 chranéno patentem - Roche - odpada problém viz.
vySe s harmonizaci vysledku, novy fenomém hs/ultrasensitivni
cinT

Prognosticky (ne diagnosticky) je ale vyznamna jakakoli namérena

hodnota cTn (cTnT nebo cTnl); cTn souvisi s némymi koronarnimi
lézemi a jsou prognostickym indikatorem kardiovaskularniho rizika.

Rychla diagnostika na bazi imunochromatografie: . "
y g g OV
olna krev, dg. AIM = G



Rok 2017: zména v klasifikaci (dg.) — u pacientu, jejichz koncentrace
troponinu neprekrocCi horni limit 99. percentilu se zavadi nove ,delta 1
hodina" a ,delta 3 hodiny*®

podminka: nutno pouzit dg soupravu hs/ultrasenzitivni troponin
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Dignostické schema AIM:

diagnosis

Bio-chemistry

Diagnosis

adl

STIT -

abnormalities

Acute Coronary Syndrome

normal or

undetermined

ECG

troponin troponin
rise/fall normal

[ ]
ey

Ref: Acute Coronary Syndromes (ACS) in
patients presenting without persistent ST-
segment elevation (Management of)
Guidelines (2015)

European Heart Journal, Volume 37, Issue
3, 14 January 2016, Pages 267-315



AMI: diagnhosis

Suspected NSTEMI

Y v

' Oh<B ng/l

Oh <A*ng/l or  and
1 AO-Th <C ngll

. .

Other

v

Oh >D ng/l

or

AO-1h >E ng/l

'

Observe
A B C D E
hs-cTnT (Elecsys) 5 12 3 52 5
hs-cTnl (Architect) 2 5 2 52 6
hs-cTnl (Dimension Vista)* 0.5 5 2 107 19

@ESC

European Society
of Cardiology

Ref: Acute Coronary Syndromes (ACS) in
patients presenting without persistent ST-
segment elevation (Management of)
Guidelines (2015)

European Heart Journal, Volume 37, Issue
3, 14 January 2016, Pages 267-315



cTnT-high sensitive

0 h 252 ng/L
or
A1h25ng/L

0 h<12ng/L
0 h<5ng/L and
A1h<3ng/L

Observational
zone

(retest later, e. g. 3h)

Ref: Acute Coronary Syndromes (ACS) in patients
presenting without persistent ST-segment elevation
(Management of) Guidelines (2015)

European Heart Journal, Volume 37, Issue 3, 14
January 2016, Pages 267-315



Troponin — porovnani vyrobcu, vliv véku a pohlavi

\lyrobce / analyt Horni limit 99. percentilu (ng/l)

Roche Elecsys/ cTnT 12-16
Abbott ARCHITECT / cTnl 14-26
Beckman Access / cTnl 9-32
Singulex / cTnl 10-40
Siemens Vista / cTnl 9-58

ssas | assa | ssei | s

99. percentil - muzi

(ng/1) 20 20 37 47
99,percentil - zeny
(ng/1) 8 8 19 37
MUNI
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Myoglobin

fyziologie: vaze kyslik v kosternim a srdeCnim svalstvu

V Kkrvi (seru) se objevuje velmi kratce po poskozeni svalu
(kosterniho nebo srdecCniho) ----> neni ale specificky, ma
nejrychle|Si nastup

Stanovuje se take proto pri monitorovani reperfuze po
trombolyticke terapii u AlM.

Referencni hodnoty:
MuZi pod 80ug / | Zeny pod 60ug / |
AIM: obvykle nad 500ug /| I
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Metody stanoveni myoglobinu

RIA, latexova aglutinacni metoda (30min, pouze
semikvantitativni), sandwich ELISA s pouzitim
monoklonalnich protilatek (2hod) ----> noveé

nefelometrie (15 min), turbidimetrie (2min) v rezimu
STATIM

Rychla diagnostika: imunochromatografie

|
8 min, plna krev, dg. AIM \ O,



Troponin T

§

Shrnuti

i3

2

Muitiples of the Upper Reference Limit
o

0 1 2 3 ‘ s
Days After Onset of AMI

Myoglobin
V laboratorich prevazuje nasledujici schéma:
cTnl nebo cTnT (+ delta 1hod nebo 3hod)
(cTnl nebo ¢cTnT) + CK-MB

I
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Reinfarkt

Reinfarkt v datech:
Do 30D: 3-5%

Do 1R: 5-10%
Dlouhodobé: 20-30%

Problem:
pretrvavajici zvyseni srdecCnich
markeru

37 Zapati prezentace

Diagnostika reinfarktu v laboratori:
delta (hs/ultrasensitivni cTnT)

+ CK-MB
+ myoglobin
+ H-FABP (FABP3)
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Dalsi ukazatele CV poskozeni

— NP (natriuretické peptidy): ANP (pfedevsim v sinich myokardu), BNP
(pfedevsim v komorach myokardu), CNP (endotel, hypofyza) — fyziologie:
natriuretické a vazodilatacni ucCinky

patofyziologie: stimulem pro uvolneni do cirkulace je objemove a tlakoveé

pretiZzeni pfislusnych srdecnich oddilu (marker srde¢niho selhavani)
= dg srdecCniho selhavani

v rutiné se vyuziva pfedevsim NT-proBNP (delSi biolog. poloCas nez vilastni BNP)

— Ischémii modifikovany albumin

— Endothelin (ET-1) (marker endotelialni dysfunkce)
— Cytokiny (TNF alfa, IL-6, IL-1)
— Metaloproteinazy
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NT-proBNP

— Diferencialni diagnostika dusnosti: rozliSeni srde¢niho puvodu
(srdecni selhani) od nesrdecniho (CHOPN, ARDS....)
— Odhad rizika krvacivych stavu u pacientu s fibrilaci

s
v
©
a ° B
39 Zapati prezentace ; §§_ I\II U
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NT-proBNP

— Diferencialni diagnostika dusnosti: rozliseni srdecniho
puvodu (srdeéni selhani) od nesrde¢niho (CHOPN....)

akutni srdecni selhani chronické srdecni selhani

450 pg/ml pokud < 50 let véku
Roche NT-proBNP -
d ywoche Ni=propess 900 pg/ml pokud 50-75 let veku

< 125 pg/ml > 125 pg/ml < 300 pg/ml > 1800 pg/ml pokud > 75 let véku

v @3 o v g8

40 Zapati prezentace
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Cumulative Incidence (%)

Ref: Berg DD et al. Performance of the ABC Scores for Assessing the Risk of Stroke
or Systemic Embolism and Bleeding in Patients With Atrial Fibrillation in ENGAGE

AF-TIMI 48. Circulation. 2019 Feb 5;139(6):760-771

ABC rizikové skore

odhad rizika krvacivych stavl anebo trombdzy u pacientt na antikoagulacni |éCbé (pacienti s AF)

KRVACIVE STAVY TROMBOZA
hsTnT a GDF-15 hsTnT, NT-proBNP a GDF-15

10%1 Annualized rate of major bleeding 10% {1 Annualized rate of S/SEE predicted
predicted by ABC-bleeding score: . by ABC-stroke score:
3% >2% / year X 89 - >2% / year
—— 1-2% / year Y —— 1-2% / year
67- <197 year o <1% / year
o ]
° 3.32%/year 5 %
E 3.24%/year
[}
4% = 29/ -
] 1.50%/year ® 4% 1.48%/year
o |
&
2% | 0.51%/year a 2% 1
0.75%/year
0%
0%
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 0 05 10 15 2.0 25 3.0

Time (vears) Time (years)



Ischemii modifikovany albumin

— stanoveni ischemii modifikovaného albuminu (IMA) pomoci testu zjiStujiciho
vazebnou kapacitu albuminu pro kobalt (ACB) v diagnostice akutni ischemie
myokardu wmmm) UV/\/IS stanoveni

— senzitivita ACS 82 % (pro srovnani senzitivita EKG cca 45 % a troponinu T cca 20 %.
Pfi kombinaci IMA +a troponin T + EKG senzitivita cca 95% w=mp uziteCné pro
pacienty s podezrenim na ACS bez zmen EKG a negativnimi troponiny

i .’-LT{‘:,'H‘.MJ‘ Cyclo Analyt'cal |nSIg|ItS |||t0 MetllOdS |O| MeaSU| |||g
Alb! ite IMA -
umin Site (Asp1-Ala2) iscl ia-Modified All in. Mol | 03 I, ' H A R |\/|



Kazuistika: takotsubo kardiomyopatie

syndrom zlomeného srdce
frekvence: cca 1-2 % vsech
pripadu pacientu prijatych s
podezrenim na akutni koronarni
syndrom

mortalita: 1- 5%

43 Zapati prezentace

Zena 55 let, dudnost, bolest na
hrudi, mirna elevace ST
segmentu na EKG, CB-MB: 8%,
cTnT: 1.5 ng/ml, dovysetreni
NT-proBNP 1140 pg/ml

!

vysokeé cTnT pfri prijeti, nizka
dynamika cTnT, EKG: Q viny

chybi, T viny vyrazné  MUN1
4 a4 PHARM
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