DNA analyza genu CETR
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Organs Affected by Cystic Fibrosis
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CF pancreas — molekularni podstata

A Normal pancreas B Chronic pancreatitis

Molecular

\ comparison /

Numerous differences
(defines pathalogic stage)

vesicles
Apical (CFTR)
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CF potni Zlazy — molekularni podstata

Epithelial Cell

Cat

Mermlirane
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Mucus clogs the
lunas and leads to
chronic respiratory
infections.
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eSterilni v 95%

*Porucha vyvoje vas diferentia (CBVAD);
epididymis a vesiculi seminalis

Obstruktivni azoospermie gre byt zcela izolovanyn¥fznakem

NejéastéjSi mutace asociované s CBVAD:
5T vatianta v intronu 8
R117H

Zeny
*Plodnost snkzena pro viskozitu cervikalniho hlenu

«Casté primarni nebo sekundarni amenorrhea
v dusledku poruch vyzivy a plicnich zmén




{en

ToappnfBng  Fa
| AA8AA80E T

H Pratein (1280 amino a

cell membrane




ger

*lokalizovan na chromozomu 7 (7q31)
*250 kb dlouhy

«27 exonll
*cDNA sekvence dlouha 6129 bp kéduje

1480 aminokyselin CFTR proteinu

8 9 10 11 12 3 14a 14b 15 1617a 17b 18 19 20 21 22 23 24 Exons
B-EHZH}D-[H}T H}}D-D-I}I__ HHH HHH HH M r[FJﬂ-ZJ

=2 =
1. CF gene approx. 230 kb (Introns (Introns not to scale)

13 Tdaldbk 15 16 17a 17b 18 19 2122 23 24 Exons
COOH

transmembrane MNuclectide Regula- ' Mucleotide Domains
kinding tory (R) binding

outside

B CeFI membrane

Mutation

3. CFTR protein AEGDH NBD1

C. CF gene and CFTR protein
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1500 CFTR mutaci bylo nalezeno v CFTR genu

(CFTR Mutation Table; http://www.genet.sickkids.on.ca./ cftr-cgi-
bin/FullTable

Vétsina z nich je raritni, ,,ptivatni nebo jejich vztah k CF
nebyl prokazan

pouze 7 mutaci vyskytuje na vice neZ 1% CF patologickych
alel

Je pozorovano Siroké rozpé€ti ve frekvenci jednotlivych mutaci
u rlznych populaci

ne]Caste]s1 mutatace F508del je detekovana u cca 66% CF
pacientU
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inzerce
vCetné duplikaci
jednobazové substitutce
missense transverze
nonsense tranzice
splice site
posunové (frameshift)

v dusledku deleci, inzerci, poruch
splicingu
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CFTRdele2,3(21kb)  4,64%
G551D 4,03%
N1303K 3,02 %
G542X 2,22%

1898+1GtoA 2,02%
2143delT 1,21%
R347P 0,81%

W1282X 0,60%

e 4374+1GtoA, 1717-1GtoA, R1162X, E92X, 2184insA, 3849+10kb
kaZda 0,4%
. R334W, R553X, 621+1GtoT,
kaZda 0,2%




IR mutel

Normalni CFTR

Golgi Cell
Apparatus Membrane

Endoplasmic
Nucleus Reticulum

*CFTR gen - pfepsan (transkribce) do messenger RNA
 mRNA CFTR - pfeloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postranslaCni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bun€€né membrané




IR mutel

CF mutace: tfida I

Golgi Cell

Endoplasmic
Apparatus Membrane

Nucleus Reticulum
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chromo f
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*CFTR gen — stop kodén
xzkricena , nefunkCni messenger RNA




IR mutel

CF mutace: tfida I1

Golgi Cell

Endoplasmic
Apparatus Membrane

Nucleus Reticulum

Chmm(’li I LY

*CFTR gen - pfepsan (transkribce) do messenger RNA
 mRNA CFTR - pfeloZena (translace) do proteinu

mutace F508del dava CFTR nespravny tvar
de¢gradovan proteolyzou




TR mutael

CF mutace: tfida III

Golgi Cell

Endoplasmic
Apparatus Membrane

Nucleus Reticulum
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cifg Linactivatabl /
LY  CFIR

*CFTR gen - pfepsan (transkribce) do messenger RNA
 mRNA CFTR - pfeloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postranslaCni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bun€€né membrané

mutace G551D — nefukCni NBD1 doména




TR mutael

CF mutace: tfida IV

Golgi Cell

Endoplasmic
Apparatus Membrane

Nucleus Reticulum

L 7

*CFTR gen - pfepsan (transkribce) do messenger RNA
 mRNA CFTR - pfeloZena (translace) do proteinu

*CFTR protein — postranslaCni modifikace (glycosylace)
*CFTR maturovany protein — umistén v bun€€né membrané

mutace R347P - sniZuje chloridovou konduktanci




IR mutel

CF mutace: tfida V

Golgi Cell

Endoplasmic
Apparatus Membrane

Nucleus Reticulum
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= Splicing
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*CFTR gen — sestfihova mutace
é‘ést mRNAs defektni

l

sniZené mnoZstvi CFTR proteinu

mutace 3849+10kb setfihova (splicing) mutace
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SV Vet genu G R

196 sekven€nich variaci v genu CFTR

Poly-T alelické varianty (Tn) v intronu 8 genu CFTR

konfigurace polypyrimidinového traktu:
9 tymidinl — u€inné akceptorové misto sestfihu
7 tymidinl — u€inné akceptorové misto sestfihu

chybi exon 8

u 90% syntetizovaného CFTR chybna funkce CFTR

5T alela povaZovana za mutaci
asociavanou s §itokym spektrem pfiznakd
Zena: zdravi --------eoeeoe- atypicka CF typicks CF
Muz: CBVAD atypicka CF typrekaCF




popsano 25 mutaci asociovanych s CBVAD

v exonech missense

v intronech mRNA splicing defekt

Frekvenkventované
CBVAD mutace:

5T vatianta v intrv IVSS8
R117H
10,11,12 TG v IVSS8
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Chromosome 7 Sequence of Amino acid

nucelotides sequence of
in GFTR gene CFTR. protein

isolaucin& 406

izoleucine 307
: deleted in many
. pafients with
phenylalanine 305 cystic fibrosis

I— glycine 509

4 OlHE B4A»

-1

-0 00

|— valine 510

ELFO - 5% PAGE, 200V, 20°C, 2h6d

delece tfi nukleotidll CTT v CF exonu 10

ztrdta jedné amin OsteIin y — fenylalaninu
v pozici 508 v CFTR proteinu

Prouz ky znaCené 95,98
jsou 95- a 98-pirll bazi dlouhé PCR produkty
Prouzky zna€ené H jsou heteroduplexy

formované chybné spirovanymi jednofetézci DNA
(95/98 2 98,/95)

1. non dF508 / non dF508
2. dF508 / dF508

3. dF508 / non dF508

4. marker pBR322/Alul




Detekce mutace CEFTRdele2,3(21kb)

Polyacrylamidova gelova elektroforéza
duplex PCR produktu:
Primery 2,3F a 2,3R -ohraniCuji deleCni bod zlomu

amplifikace 207bp diouhého produktu

pfitomnost gelece

Kontrolni primery 3i-5 a 3i-3

amplifikace 309bp dlouhého produktu obsahujictho exon 3

ELFO: 5% PAGE, nepfitomnost delece
200V, 20°C, 2houts

Duplex PCR zajistuje interni amplifikaCni kontrolu
a umoZNuje rozlisit mezi homozygtem a heterozygotem
pro deleci

1. CFTRdele2,3(21kb) / non
2. wt
3. CFTRdele2,3(21kb) / non
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PCR: primer F,R hybridizace: donor, akceptor proby

Sy 0088
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R: Analyza bodu tani:

jeden pér primerud

LC Red 640

Anchor probe

Fluorescein

Mutation probe

jeden systém prob

Primer

Mutation site
A

Primer

according to Burgraf, 2001

Fluorescen €éni monitoring dF508 lokusu

Fluorescence d(F3)/dT

———— dF508/nondF508

K-DNA

v
54.0

Temperature (°C)




Fluorescen €éni monitoring

PCR: Analyza bodu tani G551D/R553X lokusu

jeden par primerQ dva systémy

1 oowt
2wt
33— R553X/non
4——— G551D/non
LC Red 640 Fluorescein LG Red 705 Fluorescein 5 G542X/non

-DNA
Mutation K

Mutation probe A Anchor probe A probe B Anchor probe B Primer

Mutation position A Mutatiop position B

Fluorescen éni monitoring
G542X lokusu

.
3
®
=
v
o
Q
£
@
i}
n
2
5]
3
i

Fluorescence -d(F3M/dT

s60 S0 mon

Temperature {°C)

620

80

700

720730




3

/ 1,2,4,56
T ooe-
® oo
L
T owr
0000t
PCR: : g
i i 4 Fluorescen ¢éni analyza 8 ommr-
jeden F primer y 8
S . p g oms
dva specifické R primery lokusu s deleci e
E 0.0001-|
(RS 1 T ) 0 T T 0 0 0 T T 1 ) 0 T T 0 0 T T T 1 T T i
wt 430 430 470 490 430 300 510 520 330 440 B0 W0 £70 20 50 690 610 o2 630 Ao 230 230 670 20 B0
; wt Temperature (°C)
\\ 3 CFTRdele2,3(21kb)/nor
. 4 wt
Fl i . LG Red 64 Fl Primer 0.0000-
LC Red70 wregeEn - Primer . YRR position: 59 154| 5 wt
. Position: 38 200 : 6 0.0008-
Anchor probe Mutation probe Anchar probe Mutation probe K-DNA
15 oser
| o oo
A T oo
8 coma
. B v s - c
Primer breakpoint Primer deletion2,3(21kb) Fluorescen €ni analyza 8 oo
Position: 37 889 Position: 37 889 lokusu bez delece ﬂ —
B 0.0000-|

Temperature (°C)

450 47.0 480 400 SO0 S10 520 530 $40 S50 S50 E70 £2.0 £0.0 800 810 620 6.0 640 €50 E6.0 7.0 520 590



19 a 17 CF mutatci

a jejich wild-type sekvence
Identifikuje

polymorfni Tn misto(intron 8)
asociované s CBVAD




Mutace

Delta F508
G542X
N1303K
1717-1G>A
W 1282X
G551D
R553X
Delta 1507
R560T

390 insT
Q552X
S1251N
394delTT
G85E
621+1G>T
R117H
1078delT
R347P
R334W
E60X
711+5G>A
R1162X
3659delC
3849+10kbC>T
2143delT
A455E
2183AA>G
2184delA

CFRT12
X

INNO-LIiPA INNO-LiPA

CFTR17+Tn

XX XX XXX XX XX

A

XU XXX X XXX X X)X XX X %




INNO-LiPA

Reverse hybridization principle

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate

Alkaline Phosphatase

Streptavidin

Biotin
Amplified target

Nitrocellulose strip ———



INNO-LiPA CFTR 19 INNO-LiPA CFTR 17 + Tn

\ 7

Jeden vzorek
Jedna amplifikace
Dva stripy

Vysledek multihybridizace do
3 hodin po amplifikaci




Elucigene CF-EU

Metoda fluorescenCni multiplex ARMS (amplification tefractory mutation system)

Mutations detected by CF-EU1
CFTRdele 2,3
E60X

P67L

G85E
R117H
621+1G>T
711+1G>T
1078delT
R334W
R347P
A455E
1507del
F508del
1717-1G>A
G542X
S549RT>G
G551D
R553X
R560T
1898+1G>A
2184delA
2789+5G>A
3120+1G>A
M1101K
D1152H
R1162X
3659delC
3849+10kbC>T
S1251N
3905insT
W1282X
N1303K
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File Edit Wiew Tools Alleles Help

Plet Setting: Microsatelite Defaut ~ | [ Panes: (2

W

Sample File 'Sample Hame

EFEU2_2010-09-29_F07_$361_10A fsa | 5361 104 CFEUZ A mix POP?

8 5 2 O o 50 L B 8§ A 5 o B B ERE

200 300 400 500

508del WT
67 40
0437

0s

CFEU? 1010-00-20_A0D_S$361_10B fia Is261 108 | CFEUZ B mix [ ]

EREEEE BEE E ME R R EE EE B A FEEEE R E EEREEE B EE &

200 300 400 500

AMUM fU\MM .ZLM A

GG 52LET (86 4530 70| T2 0335069007 3608 0601 06|14 /1.16
o I 0 wls 05 ili]
B |57 7 0




Piot Sefting: Microstelite Defaut ¥ [l panesilz v (8 [ | ()
(e | (e ]
Sample File | Sample Hame | Pand. sQo (05 (5Q
CFEU2_2010-10-11_Fi 1993 104 fia 1992 104 | CFEIR A mix POP? . |. i.
EEE EEEREE FETE [ EH EE AE R HEEE EEE EEEEE EEEEEE E EH EEEE
200 300 400 500
4000
2000
2000
1000
AR AR gl gy 1 1 Eyl]

al Falddel MT
sz 165,37 357
ar 43563 1k

bt 4316 bs
CFEUZ_7010-10-12_G07_1993 108 fia (1993 10m -~ [cFEU Bmix i |.—[.—
FREEERE EE R R BE EE EE R E R R EE EE BE FEEEE EE EREEEEE EEE E
200 300 400 500
7000
5000
5000
000
3000
2000
1000 L‘ A 't
D & e S ¥ e & J lei T & ey 4 ‘-Jll "L J IJL ' IL& i}l LA‘
a1l 10 1 i
s 113,25 1439 38( 2647 lsx 1755706 ko6 847 925075 445 30| 9006 62| 345 60| 8500] 713 12(10 435 51| 59|94 B2bora) 71| 22|04 44|53 06| 0| 20[67)12| 14 74 63 (89 03P 24 leep1 41
ar 25330 25 [0 100 (56 10 |lar 28054 |5 11369 152 1035 D0 (90 F4 |5 G0 55 |56 B3 D 6D (97 K7 45 G70 B0 F6 [+ 5 B (T D4 § Pl KT B2 (35 56 4D |4 BD [ pS4 5139 1336 19 (541
Lt 3215 e [5 | (besws | pess o pzw b hob 5 b9 |3 | bm e bs (2 b | k| B ol b | D5 [sse bes 5 o2




1993 104 CFEU? A mix POPT |. |.
[R334W | [IE07del | [FE08del | T6TTdelTA |

1350 180 170 180 140 200 20

[F849+L.. | [T07T8delT | [VEZOF | 206

i pR—Y e F—— — & i P - b & & & & F & &
T T

4l Fa02del B al 9T

= 16537 5% 183.57
ur 43563 ar TO6S
bt 4346

1993 _10B CFEN! B mix . | .

[E33aw | [Bo7del | F849+L.. | [1677dellA | [T07T8delT | VEZOF

130 160 170 180 130 200 210

JLL b e -4 e & i b &
]

4l 5 al 4l ? 41 10 al 11 al 12
o 145.26( |z 15147 sz 18206 5% 196 .84 ez 20792

s 17557




ol File Edit Wiew Tools Alleles Help
Plot Setting: Microsatelite Defaut v penesz  v| (HIM| 8w ERGTAL) (] D
(w s | T o)
VAR S =S T R
Sample File | Sample Name | Pand |sgo |os  sQ
CFEU?_2010-10-11_G03_1994_104 54 1004 104 |EFEUZ & mix POF? |. i.
R 5 0 W e 1 | e e o 9 A 5
200 200 400 500
3000
2000
1000
D_ IiJJllill d Sd b o b obe bioh did.dhdd Aok M 4k oAb Ao b Mld Ao ddh Mk BLd M 24 M OM M b dbod 4 44 2 4k & 4 4 4 4o b & &4 44 e
17T Josdel M|T al 41-CFDeld_2
oz 143 435 39 59 oz 437 65
o 11129 |633 ] o 23540
bt 1143 fos bt 2117
CFEUZ_1010-10-12_HO7_1994_10B f5a (1904 108 [CFEU? B mix [ ii_|.—
5 e 5 e 1 B
200 300 400 500
5000
4000
3000
2000
D JL s JIJll iA i]ul JLJL& r ™ & AA&I Y LAHJL‘IIL i}\iJ’LA s ! & AK
al 1 1 fr
oz 113.36/25(79|.08] 9907 | 32075 5106 |97 04 ] 6320.30|40% 22|53 /07|51| 195 50| 59 06 .70 0107 [265.33| 45|88 F1 b6 2p.61) 78|05 362|735 87| 73|48 03 04 pa 54 38 a3pz.0TBabLOT
w040 7 (04 f2 4927 | (5165 57 1450 B4 [30 54 (0 RS NI G6I B4 (7195 (03 4G FOT BTGB S R(L N | R(ADO(2 B B |SE B 093 BEll pl41 1 [
it 946 8 195 | lnss 20 4 9 5 f4 9 10 2 s B se 167 bhas ) Je
< I |
[¥ 21479 ¥ 3104] [Peak Data Point 5220 Size 437 63 Height 2117 &lele 41-CFDel2 3] [Bin 13-L 206w Marker L2084




) Samples Plot
File Edit Wiew Tools alleles Help

Plot Setting: |

T Y

YIRS

d |

Sample Fle

:Sample Hamne

CEEU2_2010-10-11_G03_1994_104 fsa

1994 104

| CFEUZ A mix POP?

CFDel2_3

[FETL

2143delT

435 434

435

436

440

446 447

CFEU2_H010-10-12_HU?_1994_10B f5a

(1994 108

41 41-CFDeld 3
sz 437 63
T 23540

bt 2117

~ [CFEU2 B mix

[CTDelZ_3

BETL

2143delT

433 434

433

A3E

440

AdE 47

\

[X 43830 ¥ 607] [Bir: 41 Marker CFDel2_3]

4l 42

sm 443 48
ar $220
it 400

A
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File Edit Yiew Tools Alleles Help

Plat Setting: icrozatelite Default S i E'] Panes: :2 . ' |£!;| |M|ﬁ3 J!IIII
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Sample Fle 'SampleNme

'sqo (05 |50

| W N
| E0Tdel F£08del 3849+ 10K

154 156 138

CFEUZ_2010-10-11_G03_1904 104 fsa 11994 T04 | CFEU? & mix POP?

164 172 174

4l F305del bi| |al F303de]l WT
sz 165.39 sz 167,72

ar 16683 ar 30542

It 1696 bt 3133

| CFEU2_2010-10-12_HO7_1994. 108 f5a 1994 108
[E0Tdel

156 138

[cFEU? B mix [ |.—|.—

BRI I0KE

172 174

[X 15359 ¥ 932]
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(7] Samples Plot
File Edit %iew Tools Aleles Help

Plot Setting iMlcrosatellrte Defauilt Vl 2 : : = _!E|;| |Miﬁ‘: Jilf

(il
—

|Samgle Hame '$Qo 05 [sQ

$369_104 | CFEU2 A mix PO |. |.
BIZ0T | FIIEL [EEaw. [E07del | [FE0del 3840+ 10KK [T6TTdelTA [1078deIT

140 130 B0 150

CFEUZ_3010-10-11_BU5_5369_10B fsa | s369_10E | CFEUZ B mix
| [EmTD | [ETEEE FIZ0:T [FI=T W EEELERI] 1) TETTa=ITA [T0TEdeIT

450 180

E i @ Service Console [ E‘; Sequendng Analysis ... [ 2% Devyser Decision Base | E Foundation Data Coll. ..




# ] Samples Plot
File Edit Wiew Tools alleles Help

Plot Sefting: Microsatelite Detault b ‘

| (=

b | | e (e

uldy

-

Sample File

iSquﬂ.eNm

{Pand

isgo o5 [sq

CFEUL_2010-05-26_A11_$215_10A fsa

|S215_10A

i CFEUL Amix 3130

[E3TPT | [FIZ7ESE

3120+1

] [IFI=L [RFFTw T [E0Tdel | [FEORdel BEAS-10KN. [1078dell

120

140

150 160

CFEUL_2010-05-26_B11_$215_10B fsa.

[sn15 108

[E34TE | [ETEE

3120+1

3l FS02de1 WT
em 16774

ar 6030

b 677

[T i T078d=1T

120

130 160

<

[} 172.23 ¥ 712] [Peak: Data Point 2373 Size 14963 Height 358] [Bin: 08 - 3549+1 0Kk Marker 3349+10kh]

€ B | I service Console

@‘j Sequencing Analysis ...

[ 2% Devyser Dedsion Base [ Foundation Data Call... ¥ [ GeneMapper ID V3,2 ... (# ] samples Plot
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File Edit view Tools Aleles Help

Plot Setting: Microsatelite Defautt

v‘|
(R | | [ e | |

i
Sample File

-

Panes: 2

i Sample Name 1SQo oS
CFEU2_2010-10-11_C03_5369_104 fia |53 104
[FII+1

'sqQ
| CFEUZ Amiix POP?

[E07del | [FEO3eX

X || [m
|

3849+ 10Kh [167TdeITA
170

[1078delT
180

[+l F5084e1 BAJS084e1 WT|
lex 16539 a0

lar 3093
fhr 324

CFEUZ_2010-10-12_D07_$3t3_10B fsa

5380 108
[T e ]

150

[BEA9+10EL

[I67TdeITA

180

078delT

| EE Sequendng Analysis

M Foundation Data Coll... | (*GeneMapper D v3,2... (7. Samples Plot
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Sample File | samople Namae 1 'sQo |05 |sQ

CFEUZ_2010-10-11_HO1_S376_10A fra $376_104 |CFENZ Auix POF? | |. ‘.
E3TH FIZ0-T i 2 O R ) [E0Tel ] [FE0adeL BEO-T0KR | [T6TTaeITA. [I0TEd=IT

110 120 130 140 150 160 170 120

sda

al 5T (11 4l Fi02de] W'T
ez 122.01 ez 167.65

Jar 2318 lar 11682

ft 281 it 1157

CFEUZ_2010-10-11_A06_5376_10B 51 | 5376 108
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Model 310 59/02mht/ugF S13 Signal G:140 A:162 T:155 C:139 Page 1 of 2
Version 3.3 DT310POP6{BDv3}vi.mob Tue, Apr 22, 2003 9:36
ABI-CE2 59/02mht/usFk Seq Mtxv3 E Sat, Apr 19, 2003 20:17
Version 3.3.2 Lane 13 Points 1282 to 10200 Pk 1 Loc: 1282 Spacing: 12.198{12.19)

CGGCGGAGEGAT TCCTAAGCTCTGGGCATGGACCTGGC CACACTAGAGATCACAGCCCACAATGAGCG CAAGCCCAAC CCGCCG

FCCTTC CTGTACCTGG GCTGGTATAT GGTGATGTCC CTCTTGGGAC ACTACAACAA CTTCTTCTTT GCTGCCCATC T(

ICCTGGACAT CGCCATGGGG GTCAAGACGC TGCGCACCAT CCTGTCCTCT
270 280
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1. CF gene approx. 230 kb (Introns (introns not to scale)

erychlaanalyza 23 CFTR €xon u
dopln ena simplex DGGE analyzou zbylych exon u
*Sekvenace Usek G'se zachycenou sekven ¢ni zménou













B AF508/ non CFTRdele2,3(21kb) / non




enotyp F508del / F508del
potvrzena dg. CF




dF508 / non non / non
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F508del / non non/ non E508del / G542X
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e incidence : 1/10.000 novorozenych chlapc
» deficience koagukniho faktoru VIlI
e X-vazana choroba

Factor VIII activity

Hemophilia A under 2% 2-10% 10 - 30%

Severity Spontaneous bleeding Bleeding after Bleeding
into joints, muscle, light trauma, after trauma
internal organs sometimes

spontaneously

Proportion of patients 48% 31%
C. Severity of hemophilia A and factor VIl activity




egen pro faktor VIII : mutace v genu pro f VIII:
—lokalizace Xp28 susbstituce, inzerce, delece,duplik

—26 exo 30% de novo
—186 kb (0,1 % celého X chromozomu)
—9kb mMRNA

50 000 43 000

1. Activated factor VI

TAcﬂvation by thrombin 2332 Amino acids

2. Factor VI

1 3456 ?3‘310111"13 14 l‘?161 18 1320"1«_ 2324 26 Exons
8 IIII 1100 11118 ]II S

3. Gene 10 kb

RFLP
near exons

17 and 18 Hemophilia A L——

17 18 Il

;—:— o 1165bp ==
- —— 879 bp- »i< 286 bp »T 7

Bel 1 Bell Bel I
4. RFLP Variant resjfricﬁon site Mutation-carrying fragment

B. Blood coagulation factor VIII 5. RFLP diagnosis
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Komlexni diagnostika

Duchennovy svalove dystrofie




Duchennova svalova dystrofie

KdyZ jde do prvni tfidy, uzZ se velmi §patn€ hybe, nema rovnovahu a hodné pada.
NeZ vyjde z devitky, je trvale invalidni, pFipoutany na voziku.
A pfijima€ek na vysokou se nejspis vlibec nedoZije.
Tak to vypada, kdyZ ma chlapec Duchennovu svalovou dystrofii.

Sestilety Daniel trpi svalovou dystrofii.
Je upoutan na voziku a jeho svalstvo postupn€ ochabuje.
Nadéje, Ze se chlapec doZije dospe€losti, je velmi mala.

http://zdraviidnes.cz/zdravi_deti.asp?r=zdravi_deti&c=A060213_155355_zdravi_deti_ad




Duchennova svalova dystrofie

geneticka choroba

télo nemocného pri ni neni schopné produkovat
svalovou bilkevinu dystrofin

dusledku toho zacnou svaly postupné ochabovat:
nejprve kosterni, pak dychaci a nakenec i stdce

svetove nejrozsiren€jsi forma svalove dystrofie
postihne jednoho ze tfi tisic narozenych chlapci

v Cesku je evidovano asi pet stovek nemocnych




Duchennova svalova dystrofie
poptvé posana

Guillaume Benjamin Amand Duchenne
narozen. 17. za ri 1806, Boulogne, Francie
zemprel 15. zaFi 1875, Pafiz, Francie

» francouzsky neurolog
 popsal n ékolik nervovych a svalovych poruch

*Aplikoval elektrody,za jejichz pomoci
se zjis toval pr ubéh stahovani
svalovych viaken.

*\VySet foval vSechny hlavni povrchni
svaly za pouziti elektrod

*Byl schopen rozlisit normalni a
nenormalni svalovou reakci.




Beckerova svalova dystrofie
mirnejsi verze

napor nemaoci se projevi obvykle pozdéji (propuka
kolem desatéeho roku Zivota)

progrese je pomalejsi

prognozy hure predvidatelné

u chlapcu s timto typem nemoci sice t€lo dokaze
dystrofin vyrobit, ale pouze v malém mnozstvi a ve
Spatné kvalité

vyskytuje se u 1 chlapce z 18 000 narozenych

jako prvni popsal némecky genetik
Peter Emil Becker v roce 1955




Duchennova svalova dystrofie
prub€h nemoci

° prvni priznaky se ptrojevi mezi 3. — 6. rokem
Sivota za(“f’nou pozd€ji chodit
zvetseneé lytkoveé svaly - hypertrotie
jsou nemotorni
Casto padaji
nemohou poladn€ behat Ci chodit do
schodU

maji potiZe pli vstavani ze zeme




Duchennova svalova dystrofie
PtUb€h nemoci

* ve skolnim veku

] vetsinou chodi po $piCkich, protoZe maji drasticky
8Y zkracene Achillovy slachy

meni se i drZenf t€la, zada se prohybaji,
bricho se naopak vysunuje vpred




Duchennova svalova dystrofie
PtUb€h nemoci

* do 13. let definitivhé€ prestanou chodit a jsou
odkézéni na invalidni vozik
vSechny aktivity, pli kterjch musf byt zapojeny

svaly rukou a2 nohou a trupu vyZaduji pomoc

* 20. narozeniny uz zpravidla neoslavi.




Duchennova svalova dystrofie

dédicnost X-recesivni

* DMD lokus Xp21

DMD v 99,9% postihuje vyluCné€ chlapce (ve vzicnych pffpadech mohou onemocné€t dévCata)




Duchennova svalova dystrofie
dystrofinovy gen

Jeden z nejvétsich znamych lidskych gentl 2,4 Mb
*79 exonUl
*14 kb mRINA transkript

exprese ve skeletalnim svalstvu a mozku
produkt —

Mutace
96% frameshift mutaci

60-70% rozsahlych deleci a duplikaci
30%,novych mutaci

10-20% novych mutaci jsou gonodalni mozaiky




Duchennova svalova dystrofie
Dystrofin

*427 kDa

| whnole °sarklear'f11 pr(.)tem . _

Muscle spoleCne s jinymi proteiny zajist'uje
spojeni extracelularni matrix a

Bundle of cytoplasmatického cytoskeletonu

muz cle fibers

Mus cle fiber membrane
(location of dystraphin]

Muzcle Cell
Membrane Collagen ) . _ Extraceitular
Extracogar mafrix a9 —r ] - : | z
Biglycan =— Sarcospan
Dystroglycant —4 o Lr y
‘\, — -’f L Caveolin-3

ulll \
e A

B |: a 1

—— Drymtretrevin
Syncalin

Diystrophin

dystrofin asociovany proteinovy komplex




Duchennova svalova dystrofie

Dystrofin

DMD pacienti
dystrofin fakticky chybi

normalni dystrofin dystrofin chybi oblasti chyb€jiciho °
dystrofinu u heterozygotUu
BMD pacienti
*10-40% normalniho mnoZstvi dystrofinu

sprodukce CasteCné funkCniho dystrofinu v alternativnim mnoZstvi

Determinace kvantity a distribuce dystrofinu imunohistochemickym batvenim
svalovych biopsii

*mUZe potvrdit pFitomnost dystrofinopatie

*umoZNuje diferenciaci mezi DMD a BMD

vysledek nemusi byt vZdy presny




Duchennova svalova dystrofie

Algoritmus molekuliarneé genetického vySetreni

. Detekce deleci DMD exonl v Aot spot oblastech dystrofinového genu
. MLPA
. Sekvenovani kodujicich oblasti DMD genu

. Neprima DNA dignostka




Duchennova svalova dystrofie

Zikladni molekularn€ geneticka diagnostika
zaloZena
na detekci deleci DMD exonl v Aot spot oblastech dystrofinového genu

DMD hot spot oblasti
DMD exony 1 — 22
DMD exony 44 - 54

Provadéna multiplex PCR — amplifikace promotorové oblasti a 18 DMD exonU

-
—__




Duchennova svalova dystrofie
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4 sety multiplex PCR

Zkumavka 1
Pm 535 pb
exon 3 410 pb
exon 43 357 pb
exon 13 238 pb
exon 6 207 pb

Zkumavka 2

exon 49 439 pb
exon 50 271 pb
exon 47 181 pb
exon 60 139 pb
exon 52 113 pb

Zkumavka 3

exon 19 459 pb
exon 8 360 pb
exon 4 196 pb

Zkumavka 4

exon 48 506 pb
exon 44 426 pb
exon 51 388 pb
exon 45 307 pb
exon 53 212 pb
exon 42 155 pb




Duchennova svalova dystrofie




Duchennova svalova dystrofie

Multiplex Ligation Probe
Amplification




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

“Multiplex gene dosage analysis made easy”

Poprvé popsana: Schouten JP et al. (2002)
-Relative quantification of 40 nucleic acid sequences

by multiplex ligation-dependent probe amplification.
Nucleic Acids Res. Jun 15;30(12):e57.

*detekce aberantnich DNA sekvenci jednoduchym provedenim na zikladé PCR reakce
sminimum pouze 20 ng DNA
I .ze analyzovat degradovanou DINA
- extrahovanou z tkani v parafinovych bloCcich
- extrahovanou z tkani ve formalinu
- volnou fetalni DNA zisknou z maternalni plasmy
*diskriminuje sekvence lisici se pouze v jednom nukleotidu
sdeterminuje metylaCni status promotrl
*detekce znamych mutaci a SNP




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Pristroje

t kl
ermocykiler DNA analyzator




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

MLPA techniky

Denaturace
.  Hybridizace
. Ligace
. Amplifikace




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

SALSA MLPA proby

ggn’rh etic oligonucleotide M13-derived oligonucleotide

-60 bp 60-450 bp

PCR primer sequence Y PR primer sequence X
e, —_— P T Sepiite

) (different for each probe)
Hybridization sequence Hybridization sequence




Duchennova svalova dystrofie

MIPA

Hybridizace

MLPA probemix je pridan k denaturované genomické
DNA

Dve Casti kazdé proby hybridizuji k odpovidajici
sekvenci




Duchennova svalova dystrofie

MIPA

Ligace

3. Proby jsou ligovany termostabilni ligasou

5 Termostable ligase »  Termostable ligase




Duchennova svalova dystrofie

MIPA

Amplitikace

4.  Par univerzalnich primerl je pouzit k amplifikaci vSech ligovanych
prob.
AmplifikaCni produkt kazdé proby ma unikatni délku (130 —480 bp)




Duchennova svalova dystrofie
A &

Separace a kvantifikace kapilarni elektroforézou

Kazdy pik je
amlifikaCni produkt
specifické proby

11-2
C
-1 12 13, 15 18

16 19 ¢
17

Vzorky jsou porovnavany [
s kontrolnim vzorkem

Rozdil v relativni vySce
nebo plose piku
v cilové sekvenci proby




Duchennova svalova dystrofie

MIPA

Salsa MLPA Kit P034/P2035 DMD/Becker

Detekuje delece a duplikace vSech exontl DMD genu

DMD muZ
delece probé odpovidajici sekvence se projevuje absenci amplifikaCniho produktu proby

DMD) Zena pFenaseCka — heterozygot
30- 35% redukovana plocha piku amplifikaCniho produktu prislusné ptoby

Mutace /polymotfismy leZicich v mistech dosedani prob mohou také zpUsobit redukci
plochy piku — deleci jednoho exonu nutné overit jinou metodou




Duchennova svalova dystrofie
A

w0

DMD delece exonU 3 =7

Kontrola P35 DMD delece exonU 3 =7
P35
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Duchennova svalova dystrofie

ce exonu 8-41
P34

i I AA*&A* A sl
o Beoo] ool eo0iikdla] ko] feo o [od

Kontrola P35

s,




Duchennova svalova dystrofie

FISH

lokalizovat cilové nukleotidové sekvence
pfimo v bunkach (in situ).

Metoda FISH

je

zaloZena na schopnosti jednofetézcové DNA
sondy vazat komplementarni usek cilové DNA
fixované na mikroskopickém skle.




Duchennova svalova dystrofie

FISH

PrenasSéka delece exonu 46-4
v genu pro dystrofin na chr.X

Lymfocyty periferni krve

Kuglik, Slamova
Laboratof molekularni cytogenetiky,
OLG, FN Brno




Duchennova svalova dystrofie

Zivot s dystrofii se podoba temnému tunelu, kde je lepsi nevidét konec.
Svetylek nad€je na 1éCbu v ném blika malo.
Ale nyni se z temnoty tunelu ozvyva vesely psi stekot.




Duchennova svalova dystrofie
IL.éCba

Mesengioblasty

- kmenové bunky ziskané ze stén cév krevniho ob€hu
- schopné¢ difetenciace na svalova vlakna a produkce dystrofinu

- Ctyfi z péti psU se postavili na nohy

- transplantované bulky pronikly do svalll v tlznych Cistech t€la,
zapojily se do nich a pomohly k naprave

- v n€kterych svalech aZ 70% vliken darcovského pUvodu

Giulio Cossa, Nature, listopad 2006

Aminoglycosides

- AON (antisense oligonukleotid)
-zabtraNuje transkripci

poskozenych exonU Tanserpton
() r r r -4 r . { J\nlsense
- vznika zkraceny funkCni protein LA o SHgomciecite

RNA

DNA
""\-.\_ |dyst ophin)  (dystrophi n)

Exon skipping . [

— __/’




Mutation in codon 6 of § globin
GAG —» GIG

(Glu) (Val)
Hemaglobin A | | Her

Normal solubility Less soluble,
cristalizes

l Erythrocytes l

Normal Sickle cell

—————.

Learning deficit 47 (—bDeat

. Brain
Frequently il affected

t t

Infections Ht_eart
failure

Oxygen deficit | Anemia
Small arteries and »| Hemolysis
capillaries plugged '

B. Consequences of a mutation: sickle cell anemia

L

“sfrekventovana V. Africe aé&erné pt




Erythrocyte Malaria n

—

s
* 8

Homozygote HbA/HbA Multiplication of parasites Release

Malaria infection
g No or slight
malaria

No i
sickle cell anemia

=

Heterozygote HbS/HbA  Little or no multiplication of parasites

No malaria
> AR Sickle cell anemia

HomozyQoteHﬁSthi:S o tel Dot

C. Selective advantage of HbS heterozygotes in areas of malaria o Rige:
o : : " Nadkmen:
Khen: (Apicomplexa)
TFda: (Haematozoca),
Rad: i
‘Celed"

Rod: Plasmodium

1. Malaria




Myoglobin

Gy Ay wb

HI

: B globin genes
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0 10 20
Chromosome 16: o globin genes

30 40

B globin
gene

Intron 2

99 100 141 Codons
o. globin
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A. and B. Hemoglobin genes

1400 1600 bp
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CAC aTE GAG TG A GGA
GTG CAC CTG ACT CCT

cTC
GAG

CTC
GAG

CAC GTG GAC TGA GGA
GTG CAC CTG ACT CCT

! il [aite——
i | }
Sl i e e :';-—_.:.

CINC
GIRG

CTC

Sickled red blood calls

The change in amino acid sequence causes hemoglobin molecules to crystallize when oxygen levels
in the blood are low. As a result, red blood cells sickle and get stuck in small blood vessels.




Expanze trinukleotidovych
repetic




mutace

TR

trinucleotide
repeat

expanze
novy typ mutace, popsan 1991
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o

5
TREs ~<—2% TRED

trinucleotide trinucleotide

repaet estzon e } \ repeat expansion
e ! sudiseases
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*nestabilita, zavisici na:
* typu sekvence
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“Wilasenka na Okazakiho fragmentu
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Rozdélenti chorob zapricinénych expanzi
; Yo P‘ ‘ I. °

ttinukleotidovych répetic Bi;d\le lokalizace

I'R lokalizovany uvmtr_()‘R#Ek .
expanzi naru$ena struktura é%’teinﬁ e
- . i h"«.
1% 1

(Huntingtonova chorea)
\

o

TR lokalizovany vné OREF@5:3"UAR nebo 5 UTR

- v intrenech
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(Myotonicka dystrofie) g s




Prehled a zakladni charakteristika

nekterych choteb dsociﬁwan)'fch S expanzi
trinukleogidu

-

.ﬂ)tt

-

?(" ,

Choroba

Dédi¢nost

Frekvence

Popis

T

Pozice
-.expanze

Sekvence
trinukleotidu

PocCet opakovani

patologick

Plvod

Fragilni X (FRAX-A)

1/2500

mentalni
retardace

FMR-1
(FRAXA)

RNA
binding

¥

Gl CGG

normalni |é

200 az
4000

5az54

nestability

M

Hungtigtonova
chorea

1/5000 az
15000
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IT15
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.

11az34 (35az121

Myotonicka
dystrofie 1

1/8000

svalova slabost

14q13.3

iy
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proteinkin
aza

50 az 2000

Kenedyho choroba

1/50 000

atrofie svall

Xq11

androgen.’

ogen.

receptor
T

12 aZ 34 | 40 aZ 62

Spinicelebralni
ataxie 1

postiZeni

mi$nich provazct

a mozeCku

I\"L'

ataxin 1

40 az 80
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Myotonicka dystrd le typu 1 (MD1)
SE v
eautozomaln@ dominantni neu’romﬁskulémi choroba
*nejCastejsi forma svalové dystrofie
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*polysystémova manifestace
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Myotonicka dysttofie typu 1

expanze trinukleoéiﬂﬁt-C?fG
ve 3UTR (3 untranslategl r¢g10n)\

genu DMPK (myotomc dyst@}iy protem kmas‘F'gﬁne)
. h\

lokus 19q13.3

(CTG),

Normal 5-30 repeats

- CTGCTGCTGCTG CTGCTG
OVIOVO OVIDVIDVIDVO

Altered 50-3000 repeats

< CTGCTGCTGCTG CTGCTGCTGCTGCTGCTG CTGCTG >
OVO OV VIO VIOVIDVIDVOO VI DVOOVIDVOOVI
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DMPK gen >, DMPK protein

expanzivni
mutace ) >

neovlivnéna tunkce DMPK jl‘axtoteinu
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pravdépodobné priciny vzniku MD: R )
naruseny transport a L/zpr‘ra va mRNA

naruseni struktury chroma t112u expém dovanymi

repetitivnim trakterm— Eorucba e grese geni
lokalizovanych v okoli geﬁufDMP{{ y

vysyceni DINA vazebnych pro t’BII]lTZ’ narusent
funkce genu v okoli genu DAﬁ’K ' i,
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Kiinick driticipace
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Kongenitght MD (CMD)
. v
CMD je povaZQ¥ana Za-S ‘p MD,
ale symptommivo] fhoroby j §ny od MD

*ochablost svalstva
*t€Zka hypotonie
*obli€ejova ochablost
respiraCni problémy
*postiZeni srdce
*mentalni retardace
sstrabismus

*neprojevuje se myotonie
katarakta
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KongenitélnijMQF,(CMD)

*popsana pouze u MD typu 1) )
*dédi se pfeviZn€ maternalni cestou : )1
*popsany plipady CMD po pfenosu expandované alely od ofce
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CMD se dédi pfevaZné maternalni cestonl
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pfiCina (4
*sniZena fertilita muZl s adultni formou MD1 '
kontrakce repetitivniho traktu b€hem transmise muZskych gamet
*maternalnidédi€nost abnormalit mitochondrialniBNA,
ktera interaguje s produktem genu DMPK -
*maternalni imprinting
stransplacentarni faktory
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Triplet Primed PCR




Strﬁteglé molekularne
genetlckeho Vy“setrem MD1

DNA pacienta ( susp. MD1)

PCR P1/P2 P

b Al
detekce 2 alel genu DMPK detekce 1 alely genu DMPK
r TP PCR
vylou€eni diagnézy ‘2 ’_,

zdravy homozygot

heterozygot
s expandujici alelou

- J .
vylou€eni diagnozy potvrzeni diagndzy
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L inoVeni dg MD1
P prenatalmm vysetfeni
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asymptomaticky ' . /)

& ” ‘ﬂ3]"'*’[?XPng\e] [5]+[13]

v e

symptomy MDg

[13]+[expanze] - genotyp (CTG), (4

prokazana expanze trinukleotidovych repetic -

na jedné alele genu DMPK .

[5-13]+[13-21] - genotyp (CTG), | [13]+[215]‘ [21]+ [expanze]
velikost repetic je na obou alelach J

ve fyziologickém rozhrani Jv
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-polyhydroamnion -~




RNA v diagnostice

 pfima RNA diagnostika - skrinovani celé kodujici oblasti pFislu§ného
genu
* gene - expresni analyza:
— diferencia€ni diagnostika n€kterych typl nadorll (NB)
— detekce citkulujicich nadorovych bun€k v krvi, kostni dfeni
pacienta
— monitorovani prib&hu 1é€by a detekce rezidualni choroby
— kontrola §tépu pfed autologni transplantaci
— differential display, PTT test, funkCni testy....




RNA

savCi bufka:
* 10 - 30 pg celkové RNA
« rRNA (28S,18S, 5S) 80-85%
* tRINA, snRNA 15-20%
« mRNA 1-5%
360 000 mRNA molekul/bufiku ,
tj. 12 000 rozdilnych transkriptl
typicka délka 1 transkriptu cca 2kb



Nestabilita RNA

 pfitomnost ribonukledz (RN4zy) v bufice
* RNazy
velmi stabilni
nevyZaduji kofaktory
u€inné v nizkych koncentracich
obtiZna inaktivace
kontaminace RN4zami : lidska pokoZka

prachové Castice (bakterie,plisne)

* izolace a analyza RNA : specialni pFistup i techniky




Stabilizace RINA a ulozeni

gene-expresni analyza: analyzovana RNA musi reprezentovat zz vivo exprest vzorku
 komplikace b€hem odb€ru a zpracovani biologického vzorku:
— v okamZiku odb€ru RNA se stivd extrém€ nestabilni
— dva hlavni typy artefaktU:
1) redukce specifickych i nespecifickych druht mRNA

(downregulace genU a enzymaticka degradace RNA)
2) indukce exprese utrCitych genU

e stabilizace RNA ve vzorku pfi odbéru :
— okamZité zmrazeni v tekutém dusiku a uloZit pfi -80°C
— stabilizaCni roztoky: RNAlater (tkin€), RNAprotect (baktetie),
PAXgene (krev, kostni dfen)
* kontaminace DNA
— PCR primery prekryvajici hranici intron/exon
— $tépeni DN4zami
— cilena 1zolace mRNA

* izolovani RNA muUZe byt uloZena pfi-20 nebo -70°C (bez degradace RNA po 1 roce

uloZen)




RNA v diagnostice

- skrinovani celé kodujici oblasti pFislu§ného
genu
e gene - expresni analyza:
— diferencia€ni diagnostika n€kterych typl nadorll (NB)
— detekce citkulujicich nadorovych bun€k v krvi, kostni dfeni
pacienta

— monitorovani prib&hu 1é€by a detekce rezidualni choroby

— kontrola §tépu pfed autologni transplantaci

— differential display, PTT test, funkCni testy....




Prima RINNA diagnostika




Extrakce RNA

RT-PCR i

primer oligo(dT)

—> . e
<« genove specificky primer




RNA diagnostika NF1 genu

Struktura NF1 genu

E E = EcoRl restriction sites

E
¥

4 203
= 350 kb B. NF1 gen:ian chronf;;ome 17

NF1 peptide [ 700

- 60 exon loj Human GAPa .o 7001047

{GTPase-activating
protein) Homeologous
1150 1500 1880 2725 __2938 gene products

Yeast IRA1 e e T e R T

- 11 - 13 kb mRNA GAP‘hcmtrﬂcigy
C. NF1 gene product (neurofibromin)
- protein neurofibromin
- 2818 aminokyselin
- ZFejme tumor supresor




Neurofibromatoza typu 1

von Recklinhausen disease

Autosomaln@ dominantni
Frekvence 1:3000
Lokus 17q

50% mutaci de novo

Predispozice k tumorlim
nervového systému

Neurofibromy
Café-au- lait spots




Komplikace p ri molekul arni diagnostice NF1

- problematick a klinick a diagnostika
- az de novo
- vysok a muta cni rychlost
(350 kb, 60 exon )
- nutnost vyhled avani v celem genu
- nejasn a korelace mezi typem mutace a formou posti  zeni
- neurofibromin - znama funkee pouze jeho centr alni doméeny:

- ruzné klinick é projevy I'u pacient U nesouc ich stejnou mutaci




Strategie molekul arneé-genetick eho testov ani
NF1 pacient U

DNA / RNA NF1 pacienta

4

intragenovy DNA polymorfismus @8 DNA/RNA vyhledavaci metody
IVS27AAAT2.1, IVS27AC28.4 DGGE, SSCP
IVS38GT53.0 -i38 cDNA / SSCP

<5




cDNA - SSCP analyza

celkova RNA

cDNA

NF1 cDNA ( 60
exor )

P1

P4 P6

SSCP @ (~ 1000 - 1200bp)

Sekvenacni analyza




cDNA SSCP

semi-nested PCR cDNA ( segment P7)
P7 A (560bp) P7 B (614 bp)

podminky elektroforetické separace : 12% PAGE (60:1) / 150V / 16 hod. / r.t.




Sekvenace cDNA segmentu P7 NFE1 genu ( exony 28
-32/33)

standardni cDNA

.&.&TG.&TGQ.%TGCC.&.&.&CG.&C.&.&.&G.&GTTJ—%@CTGCl

cDNA NF1 pacienta, mt

)
&.&TG.&TG.&TGCC.&.&.&NG.&C.&.&.&G.&GTT.&CTGC
L5 26 ) 1@

A‘

) M‘M“ ‘ll | 'A\




Sekvenace vzorku DNA s odli sSnou elektroforetickou
mobilitou

GEN NF1 - exon 37

standard DNA

80, ) TZ0| o TEL " E=I=D=N

h € € T G A ca c [T T AC A A C A
| &) B¢

1200/01 mt 678% delTTAC: Thr>Thr, delece Tyr, posun ct. ramce
i 5 ¥} D\l A s |

T TN C N M C A G G
@




VVyhody a nevyhody RNA diagnostiky gen U

- jednodussi a rychlejsi

skrining multiexonickeho
genu (10 segmentu
cDNA misto 60 exonu),
MRNA je bez intronu

- zachyt sestrinovych mutaci

V Intronech

- zachyt delece celeho

exonu na jedne alele
genu

- NizSi ekonomicke naklady.

izolaci RNA
- nizSi stabilita RNA

- dlouhé Useky genu
obtizngjsi
elektroforeticka
separace a sekvenace

- nejasny efekt mutace na
fenotypové urovni
(stejné u DNA
diagnostiky!)




Molekularni analyza Rb1 genu
U deti s retinoblastomem




Retinoblastom

zhoubny nador oka, pochazejici z primitivnich bunék sitnice

incidence 1/5 000 az 1/20 000 zivé narozenych déti

manifestace do 5-ti let veku

projevy: ztrata zrakove ostrosti, strabismus, leukokorie, slepota,
zvetsovani oka, zarudnuti, otok

s postizeni: oko, mozek, micha
» lecba: chemoterapie, lokalni terapie (kryoterapie, nitroocni podani
cytostatik), enukleace oka
» Uspésnost lecby pri zahajeni: nador uvnitr oka — 95%
mimo oblast oka — 10%




Gen RB1

jediny znamy gen asociovany
se vznikem retinoblastomu (RBL)

lokalizace - 13g14.1-14.2

27 exonu,
>180kb genomicke DNA

koduje retinoblastomovy tumor-
supresorovy protein,(pRb,928 aa),

Vyiznamny negativni regulator
bunecneho cykiu

tumor-supresorova aktivita

deregulace bunécéného cyklu

!

vznik retinoblastomu




Funkce retinoblastomoveho proteinu (pRDb)

Medscapen www.medscape.com

Ras-GTP

e brzda“ bun écéného cyklu — kontrolni bod p restupu z G1 do S faze:

- pRDb v aktivni formé vaze transkripcni faktor E2F

- CyklinD- a CyklinE-dependentni kindzy fosforyluji - a tim inaktivuji - pRb

- inaktivovany pRb uvolfiuje E2F transkripéni faktory, které stimuluji expresi
cyklinu a dalSich genu potfebnych pro syntézu DNA a vstup do S faze




Formy: retinoblastomu

 vznik RBL vysvétluje Knudsonova teorie dvou zasahu:

Alfred G. » sporadicky retinoblastom
Knudson - 60% pacientu
- dvé somatické mutace
Knudson's - pozdéjsi rozvoj RBL (24.mésic veku)
hypothesis - unilateralni forma retinoblastomu

» hereditarni retinoblastom
Non-hereditary Retinoblastoma - 40% pacientu
" utation - prvni mutace germinalni
(o (o) 74 IO - druhy zasah® - mutace somaticka
REREB b rb - casngjsi rozvoj RBL (8.mésic)
Hereditary Retinoblastoma o - bilateralni/multifokalni forma
Mutation Mutation - vySSi riziko vzniku dalSich nadort
0O CIOETIO (osteosarkom, sarkomy mékkych
rb RB REBrb rb rb tkénl’, )

Germline Constitutional Retinoblastoma




Ztrata vrozené heterozygotnosti

,2druhym zasahem* vedoucim ke vzniku retinoblastomu byva €asto
ztrata vrozeneé heterozygotnosti (LOH — loss of heterozygosity)

_.. _b-
First hit: DMA
mutation of synthesis

RETto RBx

Retinoblast with
two normal copies of Nan-disjunction
REB1 on chromosome 13 at mitosis

d—
Second hit:
reduplication
of mutated RBi RB1 RBx
chromosome 13

Malignant retinoblast

Retinoblastoma tumour development: loss of heterozygosity

Expert Reviews in Molecular Medicine@ 2003 Cambridge University Press

e mechanismy LOH:
- delece - mitoticka rekombinace
- nondisjunkce a reduplikace - uniparentalni disomie




Molekularneé geneticka analyza genu RB1

v genu RB1 bylo popsano vice nez 500 mutaci

rozmistény po celé kodujici oblasti genu a zahrnuji vSechny
typy zmen

dale byla u retinoblastomu popsana hypermetylace eytosinu v
CpG dinukleotidech promotoru

]

rizné formy Iinaktivace Rbl genu vedou k rozd ilné
penetranci a expresivit é genu, a tud iz rozd ilnym klinickym
projev tm onemocn eni

rozliseni hereditarni a nehereditarni formy onemocneni




Hlavn i typy mutac I zapri€inujici vznik RBL

Typ mutace

vyskyt

metoda detekce

cytogenetické aberace

(delece a prestavby
13q14)

8% bilateralnich
RBL
1-5% sporadickych
RBL

testy heterozygozity

velke delece a prestavby

10% familiarnich
RBL

kvantitativni multiplex
PCR

jednonukleotidovée
substituce

40-50% RBL

small length mutations

25-30% RBL

hypermetylace
promotorové oblasti RB1

10% RBL




Materi al

» periferni krev, tkan RBL
 DNA, RNA

» pacienti s RBL a rodinni prislusnici

Metody

esekvenace cDNA
esekvenace DNA
‘MLPA

emetylaéni analyza promotoru




Strategie molekularni analyzy genu RB1

vzorek tumoru / periferni krve

= =

1zolace RNA
—

RT—IICR / l

nalez sekvenéni zmény sekvenace DNA
sekvenace cDNA > (substituce, delece, inzerce)

negativni vysledek

j A

metylacni analyza
promotorové oblasti

1zolace DNA

nalez rozsahlé delece —




Sekvenace cDNA a DNA

Sekvenace cDNA

izolace RNA
z tkain€ / lymfocytU periferni krve

RT-PCR
(reverzni transkripce do cDNA)

PCR amplifikace 6-t1
pFekryvajicich se usekU

sekvenaCni PCR

sekvenaCni analyza

(ABI 310, ABI 3130)

Sekvenace DNA

izolace DNA
z tkan€ / lymfocytU periferni krve

PCR amplifikace pfislusnych
exonU (1-27) a pfilehlych
intronovych oblasti

sekvenaCni PCR

sekvenaCni analyza

(ABI 310, ABI 3130)




Metyla eni analyza promotoru

nemetylovana DNA metylovana DNA

 hypermetylace CpG ostruvku
yP y P 5-A GT -3 5-A GT-3

promotoroveé oblasti vede k
represi transkripce - umléovani modifikace bisulfidem sodnym

genu 5-A GT-3 5-A GT-3
PCR s primery specifickymi pro metylovanou a

u TSG (RB1, BRCAL, pi5, nemetylovanou DNA

pPl16..) predstavuje

hypermetylace promotoru 1.cyklus PCR

jeden z mechanismu 5.A GA-3 5.A GT-3

SIOYTNTLL 3"-TACT-5’ 3-TG CA -5
PCR amplifikace

5-A GA-3 5-A GT-3

3-TACT-5 3 -TGCA-5

hypermetylace promotorove
oblasti popsana u
sporadickych

i hereditarnich retinoblastomc detekce metylacniho statusu pomoci PAG

elektroforézy / sekvenovani




Detekovan é mutace

GATGA GNTA ATT" 0.41954G>T (E137X)/non

g.45798G>A/non 220

G G NN N NN NGGNNN NN G

g.59749G>A/non j\/\ | /

0.150038delG/non
g.156768-156769insAT/non




RNA v diagnostice

 pfima RNA diagnostika - skrinovani celé kodujici oblasti pFislu§ného
genu

— diferencia€ni diagnostika n€kterych typl nadorl (NB)

— detekce citkulujicich nadorovych bun€k v krvi, kostni dfeni
pacienta

— monitorovani prib&hu 1é€by a detekce rezidualni choroby

— kontrola §tépu pFed autologni transplantaci

— differential display, PTT test, funkCni testy....




Expresni analyza




Metoda Real-time PCR

» Spolehliva
> Presna

* Rychla

> Univerzadlni

> Variabilita pouzitych sond
*Moznost detekce vice mutaci behem jedne
analyzy




Real-time PCR

. KVALITATIVNI ANALYZA
detekce snp

© KVANTITATIVNI ANALYZA
detekce mnozstvi amplikonu




Metody detekce

Pro detekci produktu v prubéhu PCR existuji ndsledujici metody:
- Na DNA se vazajici interkalacni barviva
* SYBR green I
- Na mensi zldbek dsDNA se vazajici barviva
- BEBO
- Technologie vyuzivajici fluorescencni vymeény.
» dvakrdt fluorescencné znacené sondy vazajici se na stredni cdst

amplifikovaného produktu
- TaqMan
- Molekularni majaky
- QZyme
* jedenkrat fluorescencné znacené sondy nebo primery

- LUX
- PNA
* dvakrdt fluorescencné znacené primery
- AmpliFluor
- Scorpions




Polytymidinove varianty v intronu
CFTR

GTGETGETTTITTTTIRAACAG 2T
- - T
sT

CFTR gene

Exwon Ewon Exon Exon
[ 7 [ 5[ 9] 0]
Mozl CETR mBMNA

Exonn Ewon Ewmon
| 7 [ &8 [ 10
CFTE mBMNA without exon 9




100




PCR analyza alel polyT sequenciv intronu 8 CFIR genu

enested PCR
srestrikCni St€peni
EI.FO




Kvantifikace cDNA PCR produktu CFTR exon 9 na LightCyclet

Transcripty byly izolovany z leukocytt perifrni krve.

R

2h2MG 105

3 hIMG 104

4 h2ZMG 103 —=
5 h2mG 10 2

12 128004 —
13 C11i0s —
14 G203 wi f—
16 k-

N
-
o
Q
@
@
o
T
]
=
i

Cycle Number

Reakce monitorovana pomoci SYBR Green 1.

Koncentrace vybranych transkriptl exonu 3 je vyjadfena v relaci ke koncentraci referenCniho

(housekeeping) genu.

1.Case (patient C127/04) 2.Case (patient C128/04)

3.Case (patient C 11/05) wt (C28/03)




Kvantifikace cDNA PCR produktu CFTR exon 9 na
LightCycler Transcripty byly izolovany z bunék bukalni sliznice

R.AET Frograrn: amplifi kace Run By: ini strator
Run

1 h2ZMG 106

2 C145i05 h2MG Rk

3C146I05 b2MG Bl
C147/05 hIMG B

7 C145/05
2 C146/05
9 C147/05

Cycle Number
Reakce monitorovana pomoci SYBR Green 1.

Koncentrace vybranych transkriptl exonu 3 je vyjadfena v relaci ke koncentraci referenCniho

(housekeeping) genu.
1.Case (patient C145/05) 2.Case (patient C146/05)

——3.Case (patient C147/05)







Expresni analyza v onkologii

Nddorové buriky se od normdlnich zdravych bunék |isi na molekuldrni drovni
svym expresnim profilem

nddorova burika exprimuje jiné geny ze své vybavy

projevi se zménou mnozstvi a spektra exprimované mRNA

vyuziti metody real-’rime-

hledanym znakem epitelidlnich nddorovych bunék je mRNA.




Onkomarkery

Nadorové markery jsou latky produkované malignimi buikami,
nebo organismem jako odpovéd’ na nadorove bujeni.

Od latek produkovanych normalnimi bunkami se lisi kvalitativng —
normalni buiiky je neprodukuiji, ¢i kvantitativné — produkované i
normalnimi bunkami.




Jaky maji onkomarkery
Klinicky vyznam

Klinicky vyznam jednotlivych markerd je i u samotnych odbornika,
zabyvajicich se problematikou onkomarkert znagné diskutovanym
problémem. I jejich stanoviska se postupem ¢asu ménila. Od pavodniho
piecefiovani az k uUplnému zatraceni a novému uznani. Verifikace
vyznamu onkologickych markerd a jejich vyuziti v ambulantni praxi
neustale probiha.




Statistické pojmy pro klinické hodnoceni

1. Cut off — referencni hladina
je definovana jako hladina markeru, pod kterou lezi vétSina
hodnot zdravé populace, ¢i pacienti s benignim onemocnénim, nebo
hladina pod kterou lezi vétSina hodnot pacienti v kompletni remisi
2. Senzitivita markeru
Udava procento spravnég pozitivnich vysledki z daného souboru
3. Specificita markeru
Udava procento spravné negativnich vysledki z daného souboru
4. PV+
pozitivni prediktivni hodnota — udava v procentech s jakou
pravdépodobnosti bude mit pacient hledanou chorobu, bude-li test
pozitivni
5.PV -
negativni prediktivni hodnota - udava v procentech s jakou
pravdépodobnosti nebude mit pacient hledanou chorobu, bude-li test
negativni




Kritéria idealniho
onkomarkeru

e je produkovan pouze u malignich onemocnéni

e je organové specificky

e vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e hladina koreluje s velikosti nadoru

e hladina koreluje se stadiem onemocnéni

e hladina koreluje s prognozou

e hladina koreluje s efektem lécby

e umoziuje prikaz zbytkoveé nadorove tkang




Rozdé&leni onkomarkert podle chemické struktury, nebo
biologické funkce

e onkofetalni antigeny

e enzymy

e hormony

e intracelularni onkomarkery

e ostatni blize nespecifikovatelné latky




Indikace a interpretace laboratorniho vysetieni

Indikace a interpretace laboratorniho vysetreni ma sva pravidla a téz
urgita uskali. Pro jejich vyuZiti v diagnostickem postupu je tieba mit na
paméti nasleduijici pravidla.

e volba vysetieni
e preanalyticka faze
e analyticka faze

o faze klinického zhodnoceni (vylougeni falesné pozitivity)




Onkomarkery: indikace podle organ

THYROID

PROSTA

S AT




Zvyseni nékterych onkomarkera za fyziologickych, nebo
nemalignich podminek

Podminka Fyziologicky zvySené onkomarkery
gravidita AFP, hCG, Cal25, TPS, TG
menstruagéni cyklus Cal25

kouteni CEA, TPS, TG

ethylismus CEA, TPS

katetrizace mo¢. méch. PAP, PSA

Podminka zvyseni onkomarkert u jinych chorob

Chron. onemocnéni jater CEA, TPS, Ca 15-3, Ca 19-9, Ca 125
Endometrioza Ca 125

Pankreatitida Ca 19-9, Ca 125

Hypertrofie prostaty PAP, PSA

cukrovka Ca 19-9




Co z toho plyne

Nadorové onkomarkery by se mély stanovovat jednou metodou
v jediné laboratori. Hodnoty onkomarkeri mohou byt ovlivhény
celou radou procesii.

Pro kvalitni zhodnoceni je nutna Gzka spoluprace laboratore a
klinického pracovisté.




... diagnosticky prah onkomarkeri umoziuje v priznivych
pripadech odhalit nador o hmotnosti 1 mg, tedy asi 10°

malignich bunék, zatimco klinicka diagndza byva urcéena
vétsinou az u nadoru, ktery obsahuje nejméné 10° bunék, tedy
nador v priméru 1 cm.




Aplikace a vyuZiti v onkologické praxi

Screening

Primarni diagnostika
Staging

Sledovani G¢innosti terapie

Sledovani prib¢hu choroby
Prognoza
Predikce




Analyza exprese molekularnich

onkomarkerU

Biologicky materidl (tkan tumoru, kostni dien, periferni krev)

Izolace RNA RT- PCR (cDNA)

Relativni kvantifikace exprese k housekeeping genu
(LightCycler)

* Pozitivni exprese markeru (napif. TH, TrKC, c-myc..) mOze upfesnit diagnozu
nebo poukdZe na remisi/ progresi €i na odpovidavost na lécbu.

*+ Odbéry chodi opakované — umozni sledovat minimalni rezidualni nemoc v
Case.




Detekce minimalni
reziudialni choroby

Detekujeme pfitomnost izolovanych nddorovych bunék
v krvi, kostni dfeni a lymfatickém systému - mozné prekurzory
metastdz

Detekce MRD (minimal residual disease) - detekce znakl epitelidlnich
bunék
v kompartmentech mesenchmadlniho plivodu

Imunohistochemie - citlivost 1 : 10 000
Prutokova cytometrie - citlivost 1 : 100 000
PCR - citlivost 1: 1 000 000

Real- time PCR - citlivost az 1 : 10 000 000




Princip detekce mimimalni rezidualni
choroby metodou
RT-PCR - studium genove exprese

Epitelialni (nadorova) burika Mezenchymalni (nenadorova) bunka

hledany mRNA znak

Izolace RNA-moZni
jen ze zivych bunek

Reverzni transkripce s
nahodnymi (random) primery

PCR reakce se specifickymi

primery x
gelu

Real time RT-PCR, detekce fluorescen¢né oznaceného amplikonu v redlném ¢ase v pribéhu PCR
reakce, fluorescencni znaceni je bud’ nespecificke (DNA interkalatory) nebo specifické (sondy),
diky standardiim je detekce kvantitativni




Vyuziti detekce minimalni rezidualni
choroby v klinické onkologii

Detekce MRD a rozhodnuti o adjuvantni 1€€bé

* Monitoring MRD v Case - relaps vs. remise

* V€asny zachyt recidivy

* Hodnoceni lé€ebné odpovédi

» Diferencidlni diagnostika

» Autologni transplantace pfi HD chemoterapii




ightCycler Data Analysis (Administrator) - [Quantification: 070516-TH; F2/E1; amplifikace seg 7]
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ightCycler Data Analysis (Administrator) - [Quantification: 070917-TH; F2/E1; amplifikace seg 7]

B File Quantification Report  Window  Help =[x
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Z prubézn

h vysledkU vyplyva detekce

onemocheéni s

od klinicky diagnostikovaného relapsu

Kazuistika R.E. s dg. neuroblastom IV. stadia

KD pozitivni
PK pozitivni

KD, metastazy
v obratlech bederni patefe
1.blok CHT

30.4.07

PK KD(PS,LS, sternum)
slabé pozitivni

pfed 2. Blokem CHT

26.6.07

KD (LS,PS  slabé pozitivni)

planovana separace PBSC

17.10.07

PK, KD negativni

lok. amp. N-myc
gainl7/q -

pfed 2. PBSC (1-4.11.01)
VGPR

5.11.07

0

N-myc -

16.11.07

0]

N-myr =

22.11.07

ABCD 3$tépy negativni
KD,PK negativni

0

25.1.08

PK negativni

pfed vysoce davkovanou
CHT s transplantaci PBSC

27.2.08

PK negativni

kontrola po transplantaci

29.3.08

KD-LS negativni
KD-PS pozitivni

26.4.08




Onkomarkery

Vysettovani onkomarkeri je obrovskym pokrokem pii diagnoze a
sledovani efektu légby nadorovych onemocnéni, jejichz pocet se nejen

v Ceskeé republice, ale i v celé Evropé kazdoro¢né vyrazné zvysuje.
Vzhledem k vySe uvedenym podminkam, pravidlim poufZiti a zna¢ne
finanéni nakladnosti patii jejich vyuziti v klinické praxi spise do ordinaci
odbornych lékait nez do ordinaci praktickych lékait. Vyjimku mohou
tvorit skupiny s vysokym rizikem vzniku nadoroveého onemocnéni, obecné
skupiny s profesnim rizikem vzniku karcinomu, nebo pfipady familiarnich
vyskytit nadorovych onemocnéni, tedy skupiny kontrolované praktickymi
|ékafi.




Molekularné geneticka diagnostika

strategie
Prima DNA diagnostika:
* zjisti, zda analyzovana DNA nese ¢ nenese  mutact

* detekce mutaci v genech asociovanych s chorobou

! Mﬁq] W H |

A LIALERCIRLENE |
TTT TTAT:

Nepfima DNA diagnostika
* uzitim vazebnich markertt v rodinnych studiich odhali

alelu genu v asociact s nemoci v rodine

* vyuzitf polymorfnich mist lidského genomu




Nepfima diagnostika byla daleko vice pouzivana v minulosti,
kdy u vétsiny chorob nebyla znama pfesna molekularni
povaha poskozeni genu,

popf. ani ktery gen presné je u dané choroby poskozen.

U nepfime diagnostiky postacuje,
je-li znama jen jeho priblizna poloha v genomu.

Dnes se tento typ vySetfeni pouziva tehdy, kdy sice vime,

porucha kterého genu je zodpovédna za dany patologicky fenotyp,
ale nevime, jake konkrétni posSkozeni genu chorobu

u vySetfovaného jedince vyvola.




nezkouma se pfimo pritomnost

nebo nepritomnost urcité poruchy v genu,

ale segregace markeru, ktery je ve vazbé na gen,
jehoz porucha vyvola vadny fenotyp.

Marker, jehoz segregace v rodokmenu se sleduje,

se dédi totiz spole€¢né s genem,
protoze je v genomu Vv jeho tésneé blizkosti,
sam ale s chorobou nema zadnou pfi¢innou souvislost.

Ve zkoumaném rodokmenu se porovnava segregace markeru
se segregaci choroby

Jako markery se pouzivaji DNA polymorfismy .




Sekvence DNA se liSi mezi jednaotlivci.
Pritomnost nékolika alel v ur€itém misté.
tjako misto v sekvenci DNA, v némz jsou jedinci rozdilni.

(single nucleotide polymorphism — SNP)

VNTR - variable number tandem repeats

(STR - short tandem repeats,)

EEENTE IR EE

TCCATCRIGICIA  AATCACRRCABRCABRCOAGA,  TCCCC T TTNGAGATEEAGERT
[

I
Microsatellite Minisatellite

(COATCBIGICT,  ACACERARATRAMACKS -— _700000bp

S Em'E B8 Ii] BES e
B. SNP, microsatellite, minisatellite Microsatellites ] ] 1

SNPs L I TR S N TT N AU O B B NN T

€. Genetic variabilty along a stretch of 100 000 bp




Jednobodovy polymorfismus
(single nucleotide polymorphism — SNP)

srozdily v jednom nukleotidu v urcitém misté
svyskytuje se asi jedenkrat na 1000 paru bazi.
cely lidsky genom obsahuje vice nez 1,5 milionu SNPs
svyskytuji se v intronech, v extragenovych oblastech
jen asi 50 000 SNP v kodujicich sekvencich genu

spfitomnost/nepfitomnost restrik¢. mista,
vznik RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)




Jednobodovy polymorfismus
(single nucleotide polymorphism — SNP)

Detekce
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
restrikéni stépeni genomické DNA s naslednym Southern blottingem
PCR amplifikace s naslednym restrikénim Stépenim
PCR amplifikace s naslednou sekvenaci
DNA array (Cipy) analyza az 100 tisic SNP v jedné analyze




Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

delka zakladni repetice 2 — 6 bp

pocet opakovani repetice 2 — 100 bp
Rozptylené rovhomérné v lidské genomu
Vyskytuji se bézné v populaci

i ¥ i A i TCCCAAGCTCTTCCTCTTCCCT AGATCAATACAGACAGAAGACA
Nejsou preplsovany do prOtelnu GGTGCGATAGATAGATAG ATAGATAGATAGATAGATAGATAGA

21 i TAGATAGATATCATTGAAAGACAAMACAGAGATGGATGATAGAT
|EZI v |ntr0neCh ACATGCTTACAGATGCACAC

Nejsou pfi¢inou choroby
N1 i TIEPESt peeeesn 0 0
Tvori vzorce bez vztahu s fenotypem s coeats Z

Mezi jednotlivci se velmi liSi Lt -
v esow - - , - FEpEats e <
Odlisuji jednoho Cloveka od druhého e 11 repeats prmmes :
R 12reEeats_ .
i R e e e e .

LS -
e

Target region
(zhort tandem repeat)




Vyuziti polymorfnich mist lidského
genomu

L' Identifikace osob/vzorkll DNA (A. Jeffreys 1985)
(lidé obvinéni z ktiminalnich €inll, obéti katastrof)

L)' UrCovani paternity (VNTR, STR)

' Nepfima diagnostika moenogénnich chotrob

L' Hled4ni novych genti (poziCni klonovani genti)

L SNP a multifaktorialni choroby




Neprima diagnostika




Neprima diagnostika

gelova elektroforéza

kapilarni elektroforéza

GXAlu ( AAAT)n repeats intron 27b
M ec

=
=

1 SRR (BT
135 bp,

1310~ MY eHNNN

100 bp- &

5% PAGE, 200V /20°C /2 h.
90 bo- »

barveno AgNOs
IVS38GT53.0 intron 38

Wl 118:Sample13/ 79/02 MATKA, STRS0/ 11R - Sample

6,5% denaturacni PAGE,
50W/ 50T/ 2,5h,

98 Samphed / 81/02 70TEC, BE 98 Sampled / 65 TAMRA 500 /




Neplrima diagnostika

N W W

Vazebna analyza je umoznéna:

— v rodinach s dvema a vice jedinci s klinicky potvrzenou diagn6zou
— rozliSenim dvou chromozomU pomoci markertl na DINA

— pFirazenim DNA marketU (tj. chromozomu) k patologii v todin€

Zakladni principy neprimé DNA diagnostiky

1) odliSeni dvou chtomozomu rodi€U (heterozygozyta markerl)
2) utCeni faze (urCeni haplotypu - souboru alel polymorfnich mist ve vazbe)
3) urCeni haplotypu (chromozomu) asociovaného s patologii v rodiné

Prisna rodinna specifita
Nikdy nepotvrzuje diagnozu




Rodokmen rodNPeP ‘r"ima'_ dia gn() S tika

uzitim vazebnich markeru v rodinych studiich
odhali chromozom v asociaci s nemoci v rodiné




Neprima diagnostika

TTCGG

od otce od matky

alela Al: alela A2:
GTAT TTCGG---- TTCGG---

delka alely m bp delka alely m+4 bp




Neprima diagnostika

chr.n

[P1+ (=]
[A1]+[A2]

chr.n
1=]+[=]
[A1]+[A3] informativni




Neprima diagnostika

chr.n

[mt]+[=]
[A1]+[A3]

<

chr.n

[P1+ (=]
[A1]+[AT1]

chr.n

[mt]+[7]
[A1]+[A1]

chr.n

=1+[=]

[A1]+[A3]

neinformativni




Neprima diagnostika
Neurofibromatoza typu 1

Autozomaln

€ dominantni dédiCbRost

131 131

i

&S

135 131 135 131

O

neznama mutace

131 135 135 131 Polymorfni systémy
GXAlu / i27b

135 135

haplotyp v asociaci s nezhamou mutaci




Neprima diagnostika
Cysticka fibroza

Autozomalné recesivni dédiCnost

O

AB

AC

O

O

AA

@

/

AC

O() F508del

O

neznama mutace

O

AA

@

Polymortni systémy IVS17BTA alely 1 -6
IVS8BTA alely A-D

haplotyp v asociaci s neznamou mutaci




Cysticka fibroza
Neprima diagnostika

Lokalizace extra a intragennich polymorfnich mist genu CFTR

XV-2C  KM19

Taql Pstl

IVS6/. TVSS T854T IVS17b TUB20

(GATTI)r (CA) Avall (CA)n PrsIl




Cysticka fibroza
Neprima diagnostika

genotyp zdravé sestry zemfelého probanda

K urCeni patologického haplotypu slouZi l |
A

O

D AA

A
D

/

AC

O() F508del Polymotfni systémy IVS17BTA alely 1 -6

O

IVS8BTA alely A -D

e~ haplotyp v asociaci s neznimou mutacf




Cysticka fibroza

Neprima diagnostika

O

AB

O O

AC AA AB AA

O

AC

O QOO

/

S 09

/ AD AD

AC

O() F508del Polymotfni systémy IVS17BTA alely 1 -6

O

IVS8BTA alely A -D

e~ haplotyp v asociaci s neznimou mutacf




Neprima diagnostika
Duchennova svalova dystrofie

X vazana deédiCnost

P2

@ 178,153
- 178

Legenda
STRA45

- neznama mutace haplotyp v asociaci s neznimou mutacf




Duchennova svalova dystrofie

Neprima diagnostika

Polymorfni mista v dystrofinovém genu

, STR45 STR50
5 (CA)N Taq STR44 STR49

TTEBEEED GO T

Legenda

*5 (CA)n alely 172 — 184 pb

*pERT 87-8/Taq I alela 145 pb (-), 71 pb a 74pb (+)

*pERT 87-15/BamH' I alela 216 pb (-), 166 pb a 50 pb (+)

*STR sekvence /(CA)n/: STR44 alely 174 — 204 pb, heterozygozyta 87%
STR45 alely 156 — 184 pb, heterozygozyta 89%
STR49 alely 227 — 257 pb, heterozygozyta 93%
STR50 alely 233 — 251 pb, heterozygozyta 71%

alely 131 — 137 pb




Duchennova svalova dystrofie

ABIA GeneScan® 3.1 GeneScan™ Project-14/3/2002 Display-9 Page 1 of 1
PRISM

210 270

proband

13B:Sample13 / 88/95 STR507/ »

sestra

14B:Sample14 / 89/95 STR50 / Aesrira

15B:Sample15 7 90/95 STR50 / wcaska

16B:Sample16 / 91/95 STR50 / e¢tec




Duchennova svalova dystrofie
Neprima diagnostika

K urCeni patologického haplotpu slouZi
genotyp zdravého bratra zemfFelého probanda

P Zm
&
@ 178,153 o
Zeny jsou jasné pFenaseky
l"_ 75,153 vzhledem k pi"ibuzn}'rm DMD muiﬁm
Legenda
O
STR45

- neznama mutace haplotyp v asociaci s neznimou mutaci




Duchennova svalova dystrofie
Neprima diagnostika

// Q Nelze urCit haplotyp probandky

vzhledem neznalosti genotypu
otce a matky

/

[184]+
[172]-
[226]-
[237]+

8
7

1
-[1
2

8]
0]
2]

C

Probandka neni DMD pFenaseCka

|
l
il
2

haplotypy polymorfnich markerU
STR44
STR45
STR49

[184]4%188] STR50

[172]«$170]

[230]%%240) :

237]‘_'[2 haplotyp polymorfnich markeru
ve vazb@ s patologii




Hemofilie A

Neprima diagnostika

; @ >
mutace mohla
vzniknout de novo pfFi - 4<l>

transmisi gamety

- neznama mutace haplotyp v asociaci s neznamou mutaci

Legenda

RFLP18




= Retinoblastom

O

Provedena mutaCni analyza genu Rb1

* sekvenace kédujici oblasti

* sekvenace promotorové oblasti

* MLPA pro deteket velkych deleci a duplikei
* metylaCni analyza

Nebyla detekovana patologie v genu Rbl




Retinoblastom
Neprima diagnostika

PouZivany polymorfni mista

sextragenova (DS13S 1307, DS13S 272, DS13S 164)
*intragenova (Rb1.20B)

[A1]+[A2] [A3]+[A4] [A7]+][A8] [A5]+][A6]

Al: DS 13S 1307 [141] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [179] Rb1.20B [3] O Q

A2: DS 138 1307 [151] DS 138 272 [133] DS13S 164 [188] Rb1.20B [4]
A3: DS 138 1307 [139] DS 13S 272 [127] DS13S 164 [179] Rb1.20B [1] :

A4: DS 13S 1307 [139] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [186] Rb1.20B [1]
A5: DS 138 1307 [139] DS 13S 272 [131] DS13S 164 [188] Rb1.20B [1]
AG: DS 13S 1307 [126] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [188] Rb1.20B [2]
A7: DS 138 1307 [126] DS 13S 272 [129] DS13S 164 [188] Rb1.20B [4] [A1]+[A3] [A6]+[A7]
A8: DS 138 1307 [139] DS 13S 272 [127] DS13S 164 [178] Rb1.20B [5]

Nelze urCit haplotyp v asociaci s patologii v RB1 genu

Vysvetleni:

* vyskyt mutace v jiném systému regulace bun€€ného déleni a rlstu
(napf. draha p14)

* nehereditirni forma retinoblastomu u obou bratranct




PreimplantaCni geneticka diagnostika
monogenn€ dediCnych chorob

Selekce embryi pro in vitro fertilizaci (IVF)
pro pary s rizikem pfenosu d€diCné choroby na potomky

Pro genetickou analyzu vhodné tfi typy buné€k ' ;:: ( e;‘wl
1.Polarni téliska odebrané ze stadia oocyt/zygota {é ) "’E htr@ ?
2.Buliky (blastomery) z embryi ve stadiu ryhovani | 0% ]m R, Tk
3.Bufliky trofoblastu z blastocyst L

Komplikace : ADO (alelic drop out)

amplifikace jedné alely pod urovni detekovatelnosti

Minimalizace ADO
protokol monitorujici vyskyt ADO:
*multiplex PCR (koamplifikace mutace s polymorfnimi markery)
*SSCP nebo DGGE analyzy ( detekujici obé€ alely sou€asné, potvrdi genotyp)
o fluorescenCni PCR - redukuje vyskyt ADO, detekce DNA fragmentu je aZ 1000x
citlivéjsi ve srovnani s konven€ni PCR technikou




PreimplantaCni geneticka diagnostika
Neprima diagnostika

Detekce mutace F508del v genu CFTR

Multiplex PCR — koamplifikace lokusu mutace F508del s intragennim
mikrosatelitem IVS17bTA

Kapilarni elektroforéza

IVS17bTA

hﬂ a A A] A _..rf 3 Jﬂ«;

F508del
nonF508del

| [ 2B :966/98 ivs17/proband / 96E/98 ivs17proband / BB 2R :988/98 ivs17/proband / GSS00T AMRA /

Bl 8B :dF508/nondFS08 CFTR / dFS08/nondFS08 CFTR /

Genotyp blastomery: [F508del]+[=]




1. Spolehlivost klinické diagnézy

Klinicka diagnéza onemoeéni musi byt naprostorpsna.

Je-li vyslovena Spatna klinicka diagnoza, uvedené kutdeni vySeteni nema smysl, protoze se sledovala segregace
markeru vazaného na gen, ktery nema s choroboyale:aého.

Vysledek molekularniho vySeni je v tom pipact nesmysiny a zavaci.

2. Moznost rekombinace mezi markerem a genem

Matersk& a otcovska chromozomalni DNA se vlgthu crossing-overu "promich&” v ramci homolognichoatozoni.
Pohlavni buka pak nese n@/'smichanou” DNA - takto se vedle sebe mohou v gachestat informace,

které spolu pvodné nesousedily

Napr. varianta markerugwodre leZici v nebo v sousedstvi mutované alely na otcovs$ka Be timto "smichanim™ octné
v nebo v sousedstvi "zdravé" alely pochazejici z rakéeDNA, neb6 mezi nim a markerem doslo k rekombinaci.
Pravdpodobnost rekombinace roste se vzdalenosti meas@gm markerem a genem.

3. Spolehlivost biologickych vztati v rodokmenu

Biologické otcovstvi vySébvanych osob v rodokmenu musi souhlasit s Gdaji ewgai v rodinné anamnéze,
ktera je ¥tSinou sestavena na podikdag/povedi probanda.

Je-li zapatebi vySetit Siroky rodokmen, proband nemiva&hto citlivych tdajich tykajicich se radi prarodén
nebo vzdalegSich gibuznych znalost.

Nékdy je jako vedlejSi produkt néimého molekularbigenetického vySetni odhaleno,

Ze u rekterych osob nesouhlasi biologické vztahy v rédin

Nékdy mize tato souvislostistat nepoznana atire vést k faleSnému vysledku.




Cysticka fibroza
Neplima diagnostika

~

/

[F508]+[=]
[A1]+[A3]

[=]+[=]
[A2]+[A5]

[F508]+[=]
[A1]+[A2]

[=]+[=]
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K provedeni je u rekterych chorob nutné
vySetit co nej\&tsi okruhc¢lend rodiny,

tedy i zdravych, u kterych se riredpoklada,

ze by mohli byt nositeli patologi@drtneii osob v riziku).

Z praktického hlediska je to komplikované&dy az nemozne,

v nékterych rodinach se jejiakienové ani pilis neznaji a nemaji ochotu
podstupovat vyse&tni kvili probandovi,

ktery je z jejich hlediska vzdalenyniipuznym.

Nepima molekulara geneticka diagnostika ma mnoho nevyhod
a jeji vyznam postugrklesa s tim,
jak se vyvijeji moznostiiimeho molekularbigenetického vyseatni.




Molekularne geneticka
diagnostika
predstavuje zasadni zlepseni
lekarske péce
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Molekularné geneticka diagnostika

Problémy

Vysoké niklady na molekulirn€ genetické vysetfent,
velmi drahé pouZivané chemikalie a pfistrojova technika

Pri pozitivaim nilezu znamend bolestnou zdravotni prognoz
bez moZnosti napravy.

Pacienta mUZe eticky, socialn€ i ekonomicky poskodit
prozrazeni jeho genetickych tudaju.




Genetika proziva svuj zlaty vek,
je stésti byt u toho




