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Molekularni biologie

* Metodiky vyuzivané stdle Sireji v
laboratorni praxi mnoha obord

+ Vyuziti v klinické genetice je jednou z
moznosti vyuziti metod molekularni biologie



Diagnostika chorob na
molekularni drovni

- Stdle se rozsiruje pocet onemocnéni s objasnénou
molekularni podstatou

+ Stale se zvysuje poCet onemocnéni s moznosti
DNA diagnostiky

+ Stale se rozsiruje spektrum metod vyuzivanych v
DNA diagnostice - pri vyhledavani mutaci
zpusobujicich zavazna dédicnd onemocnéni



DNA analyza dédicnych
onemocheni

* Prima - detekce mutaci - potvrzuje
klinickou diagnosu

* Neprima - segregacni - nepotvrzuje
klinickou diagnosu



DNA analyza dédicnych
onemocheni

+ Diagnostické testy - potvrzeni klinické diagnosy
na molekularni drovni, pripadné potvrzeni
segregace patologické alely v rodiné

* Prediktivni (presymptomatické) testovani -
onemocnéni s pozdnim ndstupem klinickych
priznaku, onkologie

* Prenatalni testy



Genetické poradenstvi a DNA
analyza

+ Vysetreni na molekuldrni drovni by vzdy mélo
doprovazet genetické poradenstvi

* Diagnostika na molekularni drovni musi byt vzdy
provddéna s informovanym souhlasem pacienta
nebo jeho zdkonného zastupce

* Vysledek molekularne genetického vysetreni by
meél byt vzdy interpretovan erudovanym |ékarem
- klinickym genetikem



Molekularné genetické
vysetreni

* Protokoldrni postupy - cilene vysetreni vysoce

suspek’rmho onemochéni

* Pokud mozno presna klinicka dg.

» Informovany souhlas

» Interdisciplindrni spoluprdce

(klinicky lékar, klinicky genetik, molekularni
biolog, pacient)

+ Genetické poradenstvi pred provadénym
molekularné genetickym vysetrenim a pri
predani - interpretaci vysledku vysetreni



DNA banka

+ Slouzi k uchovani biologického materialu,
ktery bude mozno vyuzit v pripadé zavedeni
novych metodik, F‘os'rupu Ci vysetreni u
ruznych dedicnych onemocneni

- Izolace a ulozeni DNA v DNA bance se

souhlasem pacienta nebo rodiny umoznuje
zachovani vzacného materialu, ktery v
budoucnu muze umoznit rodinam vyuzit
diagnosticke, presymptomaticke ci
prenatalni vysetreni



Geneticka prevence u monogennich
dédicnych chorob

» ¢asnd diagnostika

- vyhledavani heterozygotu (AR, XR)

- prenatalni diagnostika

+ prediktivni a presymptomatické testy

» preventivni lécba pred rozvojem
priznaku

+ genetické poradenstvi



Autosomalné Recesivni

- Recesivni alela na autosomu

* horizontalni typ dédicnosti

* riziko pro sourozence 25%

* pomeér pohlavi 1:1

- postiZeni se objevi pouze u homozygotu
+ Castéjsi u pribuzenskych snatku

+ Cysticka fibrosa, Fenylketonurie, Kongenitalni
adrendlni hyperplasie, Spinalni muskularni
dystrofie...



Rodokmen - AR dédi¢nost

« Riziko
postizeni
dalsiho ditéte
dvou prenasecu
25% bez
rozdilu pohlavi
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Rodokmen - obvykla situace
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Rodokmen - pribuzni partneri
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AR dédicna onemocneni
priklady

» Cysticka fibrosa (prenaseci 1/26)

* Fenylketonurie (1/40)

» Kongenitdlni adrendlni hyperplasie -
drive adrenogenitalni syndrom
(1/40)

* Mnohé dédicné poruchy metabolismu
* Nejcastéjsi typ vrozené dédicné
nesyndromové hluchoty



Cysticka fibrosa

- Lokalizace 7q

+ Frekvence nemocnych v CR
cca 1/2000 - 1/4000

+ Frekvence prenaseéi v CR
cca 1/25-1/29

*+ Gen zmapovan v roce 1989

- V roce 2002 znamo 1002

mutace

- V soucasnosti znamo cca 1500

mutaci v CFTR genu



Klinické priznaky

* Respiracni trakt

- GIT

+ Tontova dysbalance, zvysena koncentrace
chloridu v potu

* Poruchy reprodukce
» Poruchy ristu



Priubéh onemocnéni

- Typické formy

- Atypické formy



Prirozeny prubéh
- V dobé stanoveni diagnosy primérny vék
6-8 mésicu, 66% do 1 roku
» Zavaznost limituje predevsim postizeni plic
* Median preziti v roce 1976 - 18 let, v
roce 1995 - 30 let, od 1990 velmi malé
Zlepseni

» Klinicka heterogenita na zakladé mutaci
CFTR genu

»+ 10/2009 - novorozenecky screening CF



Strategie genetického
vysetreni

- F508del - 68,8%

* 6 mutaci - cca 80-85 (90 a vice???)%

+ R117H, IVS8polyT - vztah k muzské
sterilite

+ 36 mutaci - cca 95%
» skrinovaci metody + sekvenace
* neprima DNA analyza



V oV /?

Nejcasteisi mutace v CFTR

J J F
genu

Mutation Czech Republic OLG Brno

F508del 68,8 % 70,32 %

CFTR dele 2,3 4,64 % 5,56 %

G551D 4,03 % 1,85 %

N1303K 3,02 % 1,11 %

G542X 2,22 % 5,56 %

1898+1 G-A 2,04 % 0,37 %

2143 del T 1,11 % 0,37 %

R347 P 0,74 % 1,29 %

W1282X 0,55 % 0,37 %

E92X 0,37% 0%




Genetické poradenstvi u CF

+ Retrospektivni - po porodu ditéte s
cystickou fibrosou - riziko opakovani pro
dalsiho sourozence 25% bez rozdilu pohlavi

* Prospektivni - prevence prvniho vyskytu CF
- sterilini a infertinli pary, pribuzni

partneri, vyhledavani dalSich osob v riziku
- prenasecu v CF rodinach

* Novorozenecky screening CF - 2009



SMA

- 5q12.2-13.3 - gen SMN1
* typ I, IT a ITII

+ vyhleddvani homozygotu - nemocnych
- Casnd postnatalni diagnostika

+ prenatdlni diagnostika
- vyhledovani prenasecu



Pribuzenské pary

+ Riziko predevsim vzacnych autosomalné
recesivné dédicnych onemocnéni



X- Recesivni

+ postizeny je vétsinou muz, jeho synove
jsou zdravi a dcery jsou prenasecky
onemocnéni

- Zeny-prenasecky maji 1/2 synu
nemocnych a 1/2 dcer prenasecek

* vzdcneé vyskyt u Zzen - dcera postizeného
muze a zeny prenasecky, zeny s
karyotypem 45,X, 46,XY, female....



Rodokmen X- recesivni
dedicnost
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prenasecek XY XX
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XR - priklady onemocnéni

* Hemophilia A and B

- Duchenneova/Beckerova svalova
dystrofie

» Syndrom fragilniho X chromosomu
(X-vazané onemocnénti)



Duchenneova/Beckerova
svalova dystrofie

- XR, lokalizace Xp21

- incidence u chlapcu asi 1/3-6 000
» dystrofinopathie - chybéni proteinu
dystrofin ve svalovych bunkach

* DMD -progresivni dystrofie, imrti kolem
20 roku veku

* BMD - pomala progrese



DMD/BMD

* molekularné genetické vysetreni - 60%
mutaci jsou velké delece

+ vyhleddvani Zzen prenasecek - neprima DNA
diagnostika, neurologie, UZ, emg, biochemie
( JT, CK), svalova biopsie, RNA dg.
imunohistochemické vysetreni, FISH

* prenatalni dg.



Duchnneova/Beckerova svalova
dystrofie (Xp)

+ Casnad diagnostika
» vyhledavani prenasecek

- prenatalni diagnostika



MozZnosti vySetreni pacientt DMD/BMD

* prima DNA analyza genu pro dystrofin syntézou
19 exonu dle Abbse 1991 (oblast Pm, ex 3, 4,
6, 8, 13, 19, 42, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50,

52, 53, 60)

* neprima DNA analyza s vyuzitim intragenovych
polymorfnich mist STR44, STR45, STR49,
STR50,5° (CA)n,3" (CA)n

* MLPA - detekce deleci a duplikaci

* RNA analyza svalove tkdné, reverzni transkripce,
PCR, sekvencni analyza

+ PT test
+ od 2006 DHPLC u probandu bez delece a RNA



Moznosti vysetreni
potencialnich prenasecek

* neprimda DNA analyza
* mRNA ze svalové biopsie

* real time PCR vyuzivajici fluorescencnich sond
a koamplifikace referencniho genu

* FISH - detekce deleci v genu pro dystrofin -
sondy Cytocel (ex 3-6, 8,12,13,17,19,32-
34,43,44,45,46-47,48,50,51,60)

* MLPA - detekce deleci a duplikaci



Prenatdlni diagnostika
DMD/BMD

» volba pohlavi

prima DNA analyza detekce deleci genu pro
dystrofin u plodu muzského pohlavi

* neprima DNA analyza
* FISH deleci genu pro dystrofin
+ vySetreni deleci a duplikaci metodou MLPA

* Preimplantacni geneticka diagnostika (IVF) -
FISH, DNA analyza

» svalova biopsie plodu



Hemofilie

casna diagnostika

vyhledavani zen - prenasecek

prenatalni diagnostika

specializovana péce o gravidini - prenasecku
Hemofilie, perninatalni péce na
specializovaném pracovisti, informovany
oSetrovatelsky tym



Hemofilie

+ Hem A - Xq28, deficit f VIII
- frekvence cca 1/5 000 chlapci

* Hem B - Xq27.1-27.2, deficit faktoru
IX

- frekvence cca 1/25-30 000 chlapcu



Autosomalné Dominantni

» dominantni mutace na autosomu

» vertikalni typ dédicnosti

+ postizeni vétsinou heterozygoti

* riziko opakovani pro potomky a
sourozence 50% bez rozdilu pohlavi

- ¢asto nove mutace, variabilni
expresivita, neuplna penetrance



Rodokmen - AD deéedicnost

« 50% riziko

pro deti _
nemocného
bez rozdilu

pohlavi

. Deti QL L zdravy
zdravého
jsou vetsinou 5 ||

zdravé ] nemocny

O




AD dediéna onemocnéni

* Myotonicka dystrofie I a IT

- Neurofibromatosa

» Huntingtonova choroba

+ Syndrom prodlouzeného QT intervalu -
dedicné arytmie srdecni

* Leidenska mutace v genu pro f V -
dédicné trombofilie



Preventivni vysetreni - LQT
syndrom
+ 10% nosic¢u mutace ma béhem Zivota

klinické potize, prvni projev onemocnéni
muzZe byt ndhla srdeéni srmt

» diagnostika
+ vyhledavani nosict mutace v rodinach

- preventivni terapie positivné testovanych
na kardiologii

» prenatdlni diagnostika - malo vyuzivana



AEC syndrom

Ankyloblepharon, ectodermal dysplasie, cleft lip/palate

- Autosomalné dominantni dédic¢nost

* Erose ve vlasaté casti hlavy, hypoplasie mandibuly, _
prevodni porucha sluchu, atypicky tvar usnich boltcu,
ankyloblepharon, atresie slznych cest, sporé oboci,
rasy, rozstep patra, rtu, anomalie dentice, srdecni
vady, syndaktile 2-3 prstu DKK, zarudnuti jemne
kuze, hyperkeratosy, hyperpigmentace, castecna
anhydrosa - hypohydroticka ektodermalni dysplasie,
dystroficke nehty, jemné sporé ochlupeni a vlasy,
normalni inteligence.



Trombofilie

* frombembolickych prihod a u Preventivni
vysetreni v rodindch s positivni anamnesou
pacientek s opakovanymi fetdlnimi
ztratami

+ preventivni vysetreni a dispenzarizace na
hematologii, predoperacni vysetreni apod.,
vysSetreni pribuznych

* Preventivni péce v gynekologii v gravidité



Leidenska mutace G1691A f V

- gr'ek\é%/nce v bilé evropské populaci asi
+ AD dédicnost
» zvySeni rizika trombembolismu u

litgmozygo‘rﬁ 50-100x, u heterozygotu 5-
X

* asociace s rizikem c¢asnych fetalnich ztrat
neni potvrzena

+ zvysuje riziko fetalnich ztrat od konce I.
frimestru, ve II. a III. frimestru



G20210A f II Prothrombin

* v heterozygotnim stavu se mutace
vyskytuje asi u 2-3% populace

» zvysSeni rizika trombembolismu

* nosicstvi je spojeno se zvySenym
rizikem fetalnich ztrat, abrupce,
preeklampsie, IUGR

» riziko Casnych SA neni potvrzeno



