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= ], ¢ast:
- definice a vymezeni
molekularni patologie
- funkeéni klasifikace
mutaci
- rozdéleni a

charakteristika efektu
mutaci

= [I. ¢ast - priklady:

- diagnosticky a
terapeuticky pf¥inos
molekularni patologie

= diabetes mellitus typu 1

- prediktivni vyznam
molekularni patologie
pro stanoveni prognézy
a planovani |é&by

= familiarni
hypercholesterolemie

Definice patologie

" studuje etiopatogenezi Stiolegle: . oissiopicus sy
nem0C| J = patologie
- etiologie = pfi¢ina vzniku
nemoci (vyvolavajici ¢initel)
- patogeneze = soubor déju
provazejicich vyvoj nemoci
* soubor morfologickych a

homeostaza (%)

funkéni zmény
{ = patoivznolcgle

funk&nich zmén, které nelze trvéni (mésice)
striktné oddélit (pat
anatomie vs. fyziologie)
= v klasickém pojeti rovnéz
diagnosticky obor
zabyvajici se diagnostikou
nemoci a pFi¢in umrti na
makro- a mikroskopické
arovni

- na drovni organismu, organu,
tkani a buné

organizmus

Metody klasické patologie

® pitva - inspekce
" nekropsie (post
mortem)
= biopsie (in vivo)
- (imuno)histochemie
- mikroskopie
= svételna

= elektronova
= fluorescenéni

metody klasické patologie
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Metody molekuldrni patologie

= objasnéni pro¢ a jakym
mechanismem vede zména
sekvence DNA, RNA ¢&i proteinu
ke konkrétnim patologickym
projevium
- zména vétsinou ziskana, v
somatickych bb. nebo vrozené
u tzv. komplexnich nemoci
= diagnostika na molekularni
urovni
- nukleové kyseliny
- proteiny
= cytogenetika, FISH

= PCR + RFLP, heteroduplexy,
SSCP, DGGE, sekvenovani

microarrays

hybridizace

RNA/real time PCR

klonovani, transfekce,

mutageneze

= jzolace, separace proteind,
blotting, ......

= detekce apoptdzy - DNA

fragmentation TUNEL, ......

metody molekularni patologie

Lékarska genetika

obor zabyvajici se prevazné
monogennimi, vrozenymi
nemocemi
- mendelisticka dédi¢nost
= autozomalni
* recesivni
*dominantni
* kodominantni
= gonozomalni
- tzv. geny velkého G¢inku
= 1 gen = 1 nemoc
*ale napf. CF >500 mutaci,
LDL receptor >700 mutaci
naplni oboru:
patogeneze
diagnostika a predikce
poradenstvi
screening
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= Onkologie

—  detekce zbytkové choroby po chemoterapii (MRD) a relapsu  Pred translokaci

- zpresnéni klasifikace tumort

= chromosomalni translokace (RT-PCR detekce bcr-abl mRNA,

t(9;22)

= mutace onkogend, supresorovych a reparaénich genu

- mozaicismus po allogenni BMT
= Hematologie

- koagulopatie (poruchy kr. srazeni)
= hemofilie, von Willebrandova chordba, ...

- familiarni trombofilie

= Factor V Leiden, protrombin 20210A, C677T MTHFR,

- anemie/pietizeni zelezem
= hereditarni hemochromatéza
= Mikrobiologie
- detekce viru
= EBV, CMV, HIV, HVB, C, .....
- detekce bakteridlnich patogenu
= Helicobacter pylori, Mycoplasma tuberculosis, ...
= Metabolismus, diabetologie a kardiologie
- identifikace rizikovych markera nemoci

PHILADELPHSKY CHROMOZOM

po translokaci
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- identifikace genet. faktoru ovlivﬁujjl'cich efekty faktora

prostiedi a diety (= nutrigenetika

= 1/D ACE, HLA DB, DQ, MTHFR, apo(a), apoB, LDL receptor, .......... E

" MTHFR, ...

- identifikace genet. faktort ovliviiujicich efekt 1é¢by (= 1 2 3 4 5

farmakogenetika)
= cytochrom P450 (CYP2DSE, ........)
= Forenzni patologie
- DNA fingerprinting
- DNA profiling
7 - paternita
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(A) strukturni = podle mechanizmu vzniku

- délkové
= delece (1bp - MB)

= inzerce + duplikace
" inverze
= translokace
- bodové mutace a SNP
= silent (2adny efekt)
= missense (zdména AK)
= nonsense (stop kodon)
= splice site (exon/intron splicing 3
(B) pozi¢ni = podle pozice v genu
mutace vs. efekt)
- 5’UTR (tj. promotor genu)
= kvantitativni efekt (napf. rizna intenzita
- exony
= kvalitativni efekt (napf. rizna sekundarni a t&ciarni
struktura, aktivita, afinita, ...)
- introny
= kvalitativni efekt (zména sestfihového mista)
= kvantitativni efekt ? (vazba represort nebo enhancel})
- 3'UTR
= efekt na stabilitu mRNA
(C) funkeni
- ztrata funkce (loss-of-function)

L] rodukt genu je v disledku mutace nefunkéni & je jeho

unkce nedostatecna
- ziskani nové funkce (gain-of-function)
= produkt genu ma v dusledku mutace abnormalini funkci
- gene dosage effect
= odstupriovany efekt podle mnozstvi produktu




Funkcéni klasifikace mutaci

= (1) “loss-of-function” mutace - recesivni fenotyp
- 50% mnozstvi produktu stagi
- vétsina vrozenych chorob metabolismu
= nemocni/prenaseci
= celd fada DNA zmén muze vést k loss-of-function efektu
- delece celého genu nebo ¢asti genu

- poruseni struktury bodovou mutaci (missense resp. non-synonymni
mutace)

- translokace, inverze nebo inzerce do genu
- porucha transkripce

= promotorova mutace snizujici mRNA

= pokles stability mRNA
- frameshift mutace

= inaktivace mista sestfihu nebo vytvofeni alternativniho mista sestfihu
nebo nonsense mutace

- porucha posttranslaéni modifikace
- porucha celularni lokalizace
- porucha parenteralniho imprintingu a metylace

Funkcéni klasifikace mutaci

= (2) “gain-of-function” mutace
- zména DNA, ktera vede k vytvoreni néjaké nové kvality
- dominantni fenotyp

= typicky béhem maligni transformace (mutace onkogenu vs.
supresor()

- dominantné negativni

* nejen ztrata funkce produktu jedné alely, ale navic blokada
funkce produktu normalni alely

®* mechanismy vzniku “gain-of-function” efektu
- zmeéna afinity k substratu, popt. vazba jiného substratu
- overexprese genu
- receptor neni degradovan, trvale obsazen
- iontovy kanal neustale otevien
- expanze trinukleotidového repeatu (CAG)n
- strukturdlni abnormalita multimerickych proteind
- vznik chimerického genu
- neznamy
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Funkcéni klasifikace mutaci

= (3) “gene dosage” mutace
- tyka se vétsSinou genu, jejichz produkty:
= jsou soucasti signadlnich nebo metabolickych kaskad
= soutéZi s jinymi béhem embryonalniho vyvoje a v metabolismu
= funguji ve stochiometrickém poméru s jinymi
= pa X-chromozom vazané nemoci
- napf. hemofilie
= muzi nemocni / Zeny prenasecky (ale!!!)
* inaktivace jednoho z paru X-chrom. vede k ruzé vyjadfenému onem. i zen
= chromozmalni numerické aberace
- polyploidie
= triploidie (69 XXX, XXY, XYY) - cca 2% vSech poceti, éasny potrat
- aneuploidie
= gonozomalni
* XXX, XXY, XYY - normalni oéekavana délka Zivota, poruchy fertility
45, X - 99% letalni, jinak poruchy fertility a fyzické zmény
= autozomalni
@ nulisomie (chybéni paru chromozomu) - preimplantacné letalni
< monosomie (chybéni 1 chromozomu) - embryonalné letaini
@ trisomie (1 chromozom navic) - az na vyjimky vétsinou embryonalné ¢i
fetalné letalni
» trisomie 13 (Pataudv syndrom) - éasné poporodni amrti
11 » trisomie 18 (Edwardav syndrom) - ¢asné poporodni Gmrti
» trisomie 21 (Downdv syndrom) - doziti cca 40 let
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Vyuziti mol. patologie k pochopeni

etiopatogeneze nemoci

= Priklady
- (A) diabetes mellitus
= (piiklad 1) typ 1 (T1DM) ~5%

* (ptiklad 2) maturity-onset diabetes of the young
(MODY) ~1%

= typ 2 (T2DM) ~90%
— (B) primarni hyperlipoproteinemie
= (ptiklad 3) familidrni hypercholesterolemie
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(A) T1DM - piiklad 1
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v dusledku autoimunitni destrukce
B-bb. LO u geneticky dispono-
vanych jedincu

- 30 - 50% konkordance u MZT

- 15% u DZT

cytotoxickd autoimunita (Th1)

zprostfedkovana T-lymfocyty vede
k postupné destrukci az Uﬁlnemu

chybéni B-bb. a tim produkc

inzulinu

spoustéci faktory autoimunity -

¢asova a geografickd variabilita!!!
- virova infekce

= zardénky, spalni¢ky, coxsackie B,
CMV, EBV, enteroviry, retroviry)

- zevni faktory
= proteiny kravského mléka - pili§ brzy!

= nedostatek vitaminu D (severojizni gradient)
* sev. Evropa >>> prevalenci nez jizni - slunce??

= toxiny (dieta, voda, bakterie)
dynamika

- manifestace obvykle v détstvi, ve vétsiné pripadu
autoimunita dokon¢ena, absolutni zavislost na

exogennlm inzulinu

Pancreatic lymph node

Islet “5
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Genetika TIDM

* |DDM1 (HLA II lokus, 6p21)

asociace je vysledkem mnohocetnych
vazebnych studif
- hlavni rizikové determinanty (alely)
u bélocht jsou DRB1 a DQB1 geny
= DRB1*04_DQ8
= DRB1*03_DQ2
* cca 10% je non DRB1*04/DRB1*03 al
* jiné HLA II haplotypy
- DQ6 antigen (DQA1*0102 a DQB1*0602) ma silny
protektivni efekt )
L] neJS|IneJS| riziko nese genotyp DRB1*04_DQ8/
DRB1*03_DQ2
= heterozygotnost pro jednu z vySe uvedenych alel v
kombinaci s jinymi pfedstavuje mensi riziko
= jakykoliv genotyp obsahujici DQ6 ma dominantné GOOH
protektivni efekt
= molekularni podstata asociace
- rizikové a ﬁrotektlvnl varianty HLA II méni 3-D strukturu
povrchového antigenu (krystalografie)
= antigen-binding cleft
- rozdily v selektivité prezentovanych peptldu (APC) a
stabilité komplext ant|gen/moleku|a HLA I
- protektivni molekuly maji stabiln&jsi vazbu antigenu
- hypotézy
= nedostate¢na delece autoreaktivnich T v thymu

14 = rozdilna vazna na TCR a tim rozdilnd imunomodulace T-lymf. cooH
(proliferujici x regulaéni)
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MHC |

NHp MHC 11
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COOH

HLA Il molekuly - prezentace
antigenu - imunotolerance
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MHC class 11

Superantigen
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Capsule

Thymic corpuscle
Cortex
Medula

Interlobular saptum

Thymic lobile
_ Thyrus

Thymus

Direct Pathway
T

€04

Activoted cytotoxic T cell ' -{.‘

Alloa nlwbochus

Indirect Pathway

R

Delayed typo
hyparsensitivity

Genetika TIDM

= IDDM2 (INS lokus, 11p15)

- asociace je vysledkem vazebnych studii
- minisatelit (VNTR) v 5’'UTR
= repetice 14-15bp:
*alela 1 (26 - 63 repetic) - rizikova
*alela 2 (64 - 139 repetic)
®alela 3 (140 - 210 repetic) - protekéni (AD)
- asociace neni tak jednoznaéna jako u HLA
II ENEULIN + C-PEFTID.
= naznaky paternalni transmise (maternalni 9"‘"“"”"
imprinting)

* molekuldrni podstata asociace Q Q

- insulin jako autoantigen
® rizikova varianta vede k nizsi expresi ""“‘:""“'"

genu a tim navozeni mensi ('\
imunotolerance??? i

1 6 INZULIN + C-PEPTID

PREFROINIULIN (118 pDa)

ROTNEULEN (8 koa)




Etiopatogeneze TIDM

(A) MODY (Maturity-onset
diabetes of the young) - priklad 2

pusobeni
spoustécich faktoru

100 {7} A4——— protilatky
4 1 GAD, TCA, TAA
2 genetickd | ¢ )
- 80 dispozice
£ 70 :
;'.' 60 | | porucha sekrece
inzulinu
2 501 : - a
[=s] insulitis
e 40 I
g 30 4 : E absence C-peptidu
£ | porucha casne
20 4 i faze sekrece l
10 inzulinu
b, NORMOGL\'KEMI# NORMOGLYKEMIE | NORMOGLYKEMIE DM
doba (mésice - roky)
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= cca 1% vsech diabetika v populaci
- skupina monogennich diabetd s familiarnim vyskytem a dobre
definovanym mendelistickym zpusobem dédi¢nosti gzprawdla AD), ¢asnou
manifestaci (détstvi, adolescenci ¢i ¢asna dospélost) a bez vztahu k obezité
- cca 6 typu (MODY1-6)

- patofyziologie: geneticky podminéna dysfunkce B-bunék ale dlouhodobé
méfitelny C-peptid bez znamek autoimunity

- dvé podskupiny
= MODY v dusledku mutaci v glukokinaze (MODY2)
* |eh¢i forma bez vyrazného rizika pozdnich komplikaci
= MODY v dusledku mutaci v transkripénich faktorech (ostatm’ch 5 typu)
* t&ézké defekty B-bunék progresivné vedouci k diabetu se zadvaznymi pozdnimi nasledky

Bostlzena glukdzou stimulovana tvorba a uvolnéni inzulinu a proliferace a diferenciace p-
unék

MODY | lokus | gen produkt prim. defekt zavaznost | komplikace
1 20g | HNF4A hepatocyte nuclear factor-4o. | pankreas vysoka Casté
2 7p GCK glukokinaza pancreas/jatra | mirna vzacné
3 12q | TCF1 (HNF1A) | hepatocyte nuclear factor-1lo | pancreas/ledviny | vysokd Casté
4 13g |IPF1 insulin promoter factor-1 pancreas vysoka ?
5 17q | TCF2 (HNF4B) | hepatocyte nuclear factor-1p | pancreas/ledviny | vysoka renalni
6 2032 | NEUROD1 NEUROD1 pankreas vysoka ?

* . vychytdvani glukozy ] glukokina'za
S % = A ATP-senzitivni - “gl,UkOZOVy §enz,or:"
* L a@ltuT2 draslikové (vazne uvolnovani

a produkce
inzulinu)

« * ox fosfonyace /‘N [} H N F

Gluknkmaj @‘ @ - Vét§|na
ATP

transkripénich

ADP faktor pavodné
popsanych ve
spojeni s jaternim
metabolizmem je
rovnéz zapojena ve
vyvoji pankreatu a

B-bb.
- = JPF1 a NEUROD1
g . - ovliviiuji transkripci
napetove rizene - . inzu”nu

il vapnikové kanaly
uvolnéni inzulinu
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= etiologicky jsou to onemocnéni
bud

- primarni - geneticky zalozena
P ge etic y zalozena A. veikera populace — yziclogickd populadni variabilita
- sekundarnj - doprovazeji jina /
onemocnéni b , 20272 idita / mortalita
= genetickd dispozice el
- polygenni — porhas
= podobng jako u dalsich g rehotestarolamie
,,C|V|I|zacn|ch chorob™ (tzv. g “normalni” CH monogenai
“sttadavy” genotyp) g (FEb (=T poruchy
® na manifestaci poruchy se 8 | | | : :
vyraznou mérou podili faktory A5 B0 SO SE 68 A5 70 % 300
zevniho prostiedi, predevsim
dieta chaolesterol (mmaol/1)

- m?Pnogenm - vétsina primarnich s

= plynuld distribuce znaku - hladin
cholesterolu - v populaci
- kvantitativni znak (QTL)
= osoby s FH
- monogenni nemoc

cetnost (%)

cholesterol (mmol/1)
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Cholesterol - LDL - LDL

receptor
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Fam. hypercholesterolemie (FH)

= nejéastéjsi primarni HLP
- heterozygoti se vyskytuji s frekvenci 1:500
- homozygoti 1:1 mil.
" I;g)je zpusobena mutaci v genu pro LDL receptor (chromosom

- bylo popséno vice nez 700 raznych mutaci
= LDL receptor (spolu s ¢asti membrany - “coated pits”) periodicky
(cca 1 x 10min) recykluje mezi cytoplazmou a membranou a |
pohlcuje LDL ¢&astice, po jejich uvolnéni se vraci zpét do membrany
- LDL je pusobenim lysozomalnich enzymu rozlozen na volny cholesterol a AK
(z apolipoproteint, zejm. apoB)
=z funkénjho hlediska spadaji jednotlivé mutace do jedné z péti
kategorii, podle toho zda vedou k:
- 1) UplIné ztraté receptoru (17 % pfipadu)
- 2) poruse transportu receptoru do plazmatické membrany (54 %)
- 3) poruse vazby LDL
- 4) poruse internalizace receptoru po vazbé LDL
- 5) poruse uvolnéni z endozomu po internalizaci a navratu do plazmatické
membrany (22 %)
= zvy3eni plazmatického cholesterolu se liSi podle typu mutaci a
hetero- ¢i homozygotnosti (tzv. ,gene-dosage" efekt), ale je vzdy
znacne
- cca dvojnasobek normalnich hladin [<5.2mmol/I] u heterozygotu a &tyi- az
pétinasobek u homozygotu
= dusledky FH
- u nemocnych se tvofi mnohoé&etné xantomy, pfip. $lachova xantelazmata a
arcus corneae
- ale hlavné nemocni s nerozpoznanou a nelécenou FH jsou zejm. ohroZeni
pfedéasnou aterosklerdzou a ¢asnym umrtim zpravidla na fatalni infarkt
myokardu
. H r;(etgyozygotﬂ se manifestni kardiovaskularni onemocnéni objevuje ve étvrté
lekade
= u homozygotu jiz v détstvi a pokud je FH nelétena, vede k Umrti ve druhé
dekade.
®= mortality of MI in very young age in unrecognised homozygotes, before the
4t decade in heterozygotes
* molekularné-geneticka diagnostika suspektnich pfipadu a rodin,
dispenzarizace nemocnych a agresivni hypolipidemicka lé¢ba je
22 podstatou sekundarni prevence




