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Program

|
O I. ¢ast: O II. ¢ast - priklady:
B definice a vymezeni m diagnosticky a
molekularni patologie terapeuticky pfinos
m funkéni klasifikace molekuldrni patologie

mutaci O diabetes mellitus typu 1
B rozdéleni a

charakteristika efekti  m prediktivni vyznam

mutaci molekularni patologie pro

stanoveni prognézy a

planovani lécby

o familidrni
hypercholesterolemie

Definice patologie

.|
O obor studujici patogenezi a etiologie ologickd 2m
etiologii nemoci T patologie
B etiologie = pfri¢ina vzniku
nemoci
B patogeneze = soubor d&jl
provazejicich vyvoj
nemoci

O soubor morfologickych a
funkénich zmén, které

funkéni zmény
= patofyziologie

homeostaza (%)

trvant (masi
nelze striktné oddélit (pat. rvanf (mesice) organizmus

anatomie vs. fyziologie)

O v klasickém pojeti rovnéz

diagnosticky obor zabyvajici

se diagnostikou nemoci a

pric¢in amrti na makro- a

mikroskopické Urovni

® na L]roovni organismu,

organu, tkani a bunék

Metody klasické patologie

|
O pitva - inspekce
O nekropsie (post
mortem)
O biopsie (in vivo)
B (imuno)histochemie
B mikroskopie
O svételna P S
O elektronova
O fluorescen¢ni

metody klasické patologie

Metody molekularni patologie

m] objasnénl' proE a jak)'lm metody molekularni patologie
mechanismem vede zména =
sekvence DNA, RNA ¢i
proteinu ke konkrétnim
patologickym projeviim
O diagnostika na molekularni
drovni
B nukleové kyseliny
B proteiny
o PCR + RFLP, heteroduplexy,
SSCP, DGGE, sekvenovani
microarrays
hybridizace
RNA/real time PCR
klonovani, transfekce,
mutageneze
izolace, separace proteind,
blotting, ......

o detekce apoptozy - DNA
fragmentation TUNEL, ......

opoao

[u}

Lékarska genetika

|
O obor zabyvajici se vétsinou monogennimi

(mendelisticky dédénymi), vrozenymi

nemocemi

m geny velkého ucinku (1 gen = 1 nemoc) 2

O ale napf. CF cca 500 mutaci!!!!!! T

O napln oboru:

m patogeneze

B diagnostika a predikce

m poradenstvi

B screening




Diagnostické vyuziti mol. patologie

|
O Onkologie a hematologie
m  detekce zbytkové choroby po chemoterapii (MRD) a relapsu
m  zpiesnéni klasifikace tumord
o chromosomalni translokace (RT-PCR detekce bcr-abl mRNA, t(9;22)
o mutace onkogendl, supresorovych a reparaénich geni
mozaicismus po allogenni BMT
familiarni trombofilie
o Factor V Leiden, protrombin 20210A, C677T MTHFR,

O Mikrobiologie
m  detekce vird (EBV, CMV, HIV, HVB, C, ..... )

m  detekce bakteriglnich patogend (Helicobacter pylori, Mycoplasma
tuberculosis, ...)

O Metabolismus, diabetologie a kardiologie
m /D ACE, HLA DB, DQ, MTHFR, apo(a), apoB, LDL receptor, ..........

O Forenzni patologie
® DNA fingerprinting
® DNA profiling
®  paternita

Klasifikace mutaci - strukturni
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O inverze 2
O translokace \

B bodové mutace a SNP
O missense (zaména AK)
O nonsense (stop kodon)
O splice site (exon/intron

splicing site)
O vSechny typy mohou vést
k posunu ¢teciho rdmce
(frameshift)

Vztah lokalizace mutaci vs. efekt

.|
O podle pozice v genu
O 5’ UTR (promotor)

m kvantitativni efekt?
O exony

m kvalitativni, kvantitativni efekt?
O introny

m kvalitativni, kvantitativni efekt?
O 3" UTR

W stabilita mRNA?

Klasifikace mutaci - funkcni
|

O ztrata funkce (loss-of-function)

m produkt genu je nefunkéni &i je jeho funkce
nedostatecna

O ziskani nové funkce (gain-of-function)
® produkt genu ma abnormalni funkci

O gene dosage effect
B odstupnovany efekt podle mnozstvi produktu

“Loss-of-function” mutace

.|
O recesivni fenotyp
B 50% mnozstvi produktu staci
m vétsina vrozenych chorob metabolismu
O nemocni/prenasedi
O celd fada DNA zmé&n mize vést k loss-of-
function efektu

Mechanismy vzniku “loss-of-function” efektu
|
O delece celého genu O vytvofeni alternativniho
O delece &asti genu mista sestfihu

O porudeni struktury O frameshift translace
B translokace O nonsense mutace
B inverze O missense mutace
O inzerce do genu O porucha posttranslaéni
O porucha transkripce modifikace
O promotorovd mutace O porucha celularni
snizujici mRNA lokalizace
O pokles stability mRNA O porucha parenteralniho

O inaktivace mista sestfihu imprintingu a metylace




“Gain-of-function” mutace

.|

O zména DNA, ktera vede k vytvoreni néjaké
nové kvality

O dominantni fenotyp

m typicky béhem maligni transformace (mutace
onkogend vs. supresor()

O dominantné negativni

B nejen ztrdta funkce produktu jedné alely, ale
navic blokada funkce produktu normdini alely

Mechanismy vzniku “gain-of-function” efektu
|

O zména afinity k
substratu, popfr.
vazba jiného
substratu

O overexprese genu

O receptor neni
degradovan, trvale
obsazen

O iontovy kanal
neustdle otevien

O expanze
trinukleotidového
repeatu (CAG),

O strukturalni
abnormalita
multimerickych
protein{

O vznik chimerického
genu

O neznamy

“Gene dosage” mutace
.|

O tyka se vétdinou gend, jejichz produkty:
B jsou soudldsti signalnich nebo metabolickych
kaskad

B soutézi s jinymi b&hem embryonadlniho vyvoje
a v metabolismu
m funguji ve stochiometrickém poméru s jinymi
O na X-chromozom vazané nemoci
® napf. hemofilie

O chromozmalni numerické aberace

Numerické aberace chromozomu

O polyploidie

| triploidie (69 XXX, XXY, XYY)
O cca 2% vsech poceti, ¢asny

potrat
O aneuploidie
® gonozomalni

o XXX, XXY, XYY

= normalni otekavana délka
Zivota, poruchy fertility

o 45, X
m 99% letdlIni, jinak poruchy
fertility a fyzické zmény
B autozomalni
o nulisomie (chybéni paru
chromozom()
= preimplantaéné letalni

o monosomie (chybéni 1
chromozomu)

m  embryonalné letalni

o trisomie (1 chromozom
navic)

m  aZna vyjimky vétSinou
embryonalné ¢&i fetédlné
letalni

trisomie 13
(Pataullv syndrom)
- ¢asné poporodni
umrti

trisomie 18
(Edward{v syndrom)
- ¢asné poporodni
umrti

trisomie 21
(Down{lv syndrom)
- doZiti cca 40 let

Molekularni patologie T1DM - priklad 1

.

O onemocnéni je disledkem absolutniho
deficitu inzulinu

O v dasledku zni¢eni p-bunék
Langerhansovych ostrivki slinivky bfigni

O destrukce je zplsobena autoimunitnim
procesem u geneticky predisponovanych
osob za vyznamné spolutéasti faktort
zevniho prostiedi

O autoimunitni proces je vysoce specificky a
zasahuje pouze B-bunky

Etiopatogeneze T1DM

E
(HIA DR3DG2,
HLADRADGE)

doba ( mésice az roky) reennE
hyperglykémie, ketoacid6za, event. koma
porusena glukézova tolerance
virova infekce, dieta, stres
autoimunitni proces - pozitivita protilatek GADA, ICA, IAA
Th1-zprostfedkovana cytotoxicita

familiarni vyskyt, konkordance u dvojcat - geneticka
dispozice




Geneticka dispozice

0O IDDM1 O IDDM2
m chromozom 6p21 - m chromozomu 11p15 -
oblast MHC gen pro inzulin
O cca 3.5MB, cca 200 H minisatelitni
genl polymorfizmus (VNTR

o II. tfida (HLA-D)
W rizikové haplotypy
DR3-DQ2 a DR4-DQ8
O nejvyssi riziko genu .
heterozygotni O 20 - 63 repetic
genotyp DR3- m  rizikovy !l
DQ2/DR4-DQ8 O 64 - 139 repetic
m protektivni haplotyp O 140 - 210 repetic
DQ6.2 m  protektivni

- variabilni pocet
tandemovych 14-15 bp
repetici) v promotoru

Role haplotypu DR3-DQ2 a DR4-DQ8
v etiopatogenezi TIDM
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Hyperlipoproteinemie - priklad 2

noma (referenéni interval)

familiami
hypercholesterolémie

cholesterol {(mmol/l)

Cetnost

O plynuld distribuce hladin cholesterolu v populaci
m kvantitativni znak

O osoby s FH
u monogennl’nemoc

Familiarni hypercholesterolemie

|

O zplsobena mutacemi v genu pro LDL receptor

O popséno vice nez 700 rliznych mutaci

O heterozygoti se vyskytuji s frekvenci 1:500,
homozygoti 1:1 mil.

O z funkéniho hlediska - ,gene-dosage" efekt:
B (plna ztrata receptoru (17% ptipadi)

porucha transportu do pl. membrany (54%)

porucha vazby LDL

porucha internalizace receptoru po vazbé LDL

porucha uvolnéni z endozomu po internalizaci a
navratu do plazmatické membrany (22%)




