
DNA analýza genu CFTRDNA analýza genu CFTR



Molekulární postata choroby

porucha v transportu iontů
chlóru, sodíku a vody 
přes apikální membránu specializovaných epiteliálních buněk 



chloridový kanál
regulující transport iontů přes buněčnou membránu

lokalizovaný v apikální membráně epiteliálních buněk



•Tvořen 5ti doménami:
2 membrane spanning domains
2 nucleotide binding domains
1 regulatory domain



klidové stádium

aktivní stádium

hydrolysis Vyžaduje:
• cyclic AMP

•protein kinase A

•ATP 



CFTR
exprese ve všech tkáních

(vyjma nervové)

multiorgánové onemocnění



CF plíce – molekulární podstata



Plíce

normální plíce plíce z CF pacienta



CF pancreas – molekulární podstata



zdravý CF

Pankreas



Pankreas

normální pankreas pankreas z CF pacienta



CF potní žlázy – molekulární podstata





Fertilita nemocných CF

Muži

Ženy
•Plodnost snížena pro viskozitu cervikálního hlenu
•Častá primární nebo sekundární amenorrhea 
v důsledku poruch výživy a plicních změn

•Sterilní v 95%
•Porucha vývoje vas diferentia (CBVAD),
epididymis a vesiculi seminalis

Obstruktivní azoospermie může být zcela izolovaným příznakem

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





•lokalizován na chromozomu 7 (7q31) 

•250 kb dlouhý

•27 exonů

•cDNA sekvence dlouhá 6129 bp kóduje

1480 aminokyselin CFTR proteinu



• 1500 CFTR mutací bylo nalezeno v CFTR genu

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

• Většina z nich je  raritní, „privátní“ nebo jejich vztah k CF 
nebyl prokázán

• pouze 7 mutací vyskytuje na více než 1% CF patologických 
alel

• Je pozorováno široké rozpětí ve frekvenci jednotlivých mutací
u různých populací

• nejčastější mutatace F508del je detekována u cca 66%  CF 
pacientů



• delece
od 1 bp po kilobáze

• inzerce
včetně duplikácí

• jednobázové substitutce
missense transverze
nonsense tranzice
splice site

• posunové (frameshift)
v důsledku delecí, inzercí, poruch       
splicingu





• 4374+1GtoA, 1717-1GtoA, R1162X, E92X, 2184insA, 3849+10kb 
každá 0,4%

• R334W, R553X, 621+1GtoT, ........
každá 0,2%

• 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%

• delF508                      71,57% 



Normalní CFTR

Nucleus

chromosome 7

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

•CFTR gen - přepsán (transkribce) do messenger RNA
• mRNA CFTR - přeložena (translace) do proteinu
•CFTR protein – postranslační modifikace (glycosylace)
•CFTR maturovaný protein – umístěn v buněčné membráně



CF mutace: třída I

Nucleus

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

chromosome 7

•CFTR gen – stop kodón 
zkrácená , nefunkční messenger RNA



Nucleus

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

•CFTR gen - přepsán (transkribce) do messenger RNA
• mRNA CFTR - přeložena (translace) do proteinu
•CFTR protein – selhání maturace

mutace F508del dává CFTR nesprávný tvar
degradován proteolýzou

CF mutace: třída II

chromosome 7



Nucleus

chromosome 7

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

•CFTR gen - přepsán (transkribce) do messenger RNA
• mRNA CFTR - přeložena (translace) do proteinu
•CFTR protein – postranslační modifikace (glycosylace)
•CFTR maturovaný protein – umístěn v buněčné membráně
•CFTR protein není aktivní

mutace G551D – nefukční NBD1 doména

CF mutace: třída III



Nucleus

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

•CFTR gen - přepsán (transkribce) do messenger RNA
• mRNA CFTR - přeložena (translace) do proteinu
•CFTR protein – postranslační modifikace (glycosylace)
•CFTR maturovaný protein – umístěn v buněčné membráně
• maturovaný CFTR protein je defektní

mutace R347P – snižuje chloridovou konduktanci 

chromosome 7

CF mutace: třída IV



Nucleus

Endoplasmic
Reticulum

Golgi
Apparatus

Cell
Membrane

•CFTR gen – sestřihová mutace
část mRNAs defektní

snížené množství CFTR proteinu

mutace 3849+10kb setřihová (splicing) mutace 

chromosome 7

CF mutace: třída V





196 sekvenčních variací v genu CFTR

Poly-T alelické varianty (Tn) v intronu 8 genu CFTR
3 konfigurace polypyrimidinového traktu:

9 tymidinů – účinné akceptorové místo sestřihu
7 tymidinů – účinné akceptorové místo sestřihu
5 tymidinů – neúčinné akceptorové místo sestřihu

chybí exon 8 
u 90% syntetizovaného CFTR chybná funkce CFTR

5T alela považována za mutaci 
asociavanou s širokým spektrem příznaků

Žena:   zdravá atypická CF               typická CF

Muž:   CBVAD                      atypická CF               typickáCF



KongenitKongenitáálnlníí bilaterbilateráálnlníí absence vas defernsabsence vas deferns
(CBVAD)(CBVAD)

popsáno 25 mutací asociovaných s CBVAD

v exonech         missense

v intronech        mRNA splicing defekt

Frekvenkventované
CBVAD mutace:

• 5T vatianta v intrv IVS8
• R117H
• 10,11,12 TG  v IVS8 



MolekulMolekuláárnrněě genetickgenetickáá diagnostika CFdiagnostika CF



suspektní CF pacient nebo přenašeč

Scoring 36 CFTR mutací

Scanning celé CFTR-kodující sekvence

CF diagnóza potvrzena

obě CF alely identifikovány

jedna nebo obě alely neidentifikovány

Scoring  6 nejčastějších CFTR mutací

jedna nebo obě alely neidentifikovány





Detekce mutace  F508delDetekce mutace  F508del

delece tří nukleotidů CTT v  CF exonu 10

ztráta jedné aminokyseliny – fenylalaninu
v pozici 508 v CFTR proteinu

1. non dF508 / non dF508
2. dF508 / dF508
3. dF508 / non dF508
4. marker pBR322/Alu1

�Proužky značené 95,98
jsou  95- a 98-párů bazí dlouhé PCR produkty
�Proužky značené H jsou heteroduplexy 

formované chybně spárovanými jednořetězci DNA
(95/98 a 98/95)98 

95 

H
98
95

1           2            3            4

Polyacrylamidová
gelová elektroforéza 

PCR produktů exonu 10

ELFO  - 5% PAGE, 200 V, 20°C, 2hod



ELFO: ELFO: 5% PAGE,5% PAGE,

200 V, 20200 V, 20°°C, 2hoursC, 2hours

1               2                 3

1. CFTRdele2,3(21kb) / non
2. wt
3. CFTRdele2,3(21kb) / non

Polyacrylamidová gelová elektroforéza   
duplex PCR produktu:
1. Primery 2,3F a 2,3R -ohraničují deleční bod zlomu  

amplifikace  207bp dlouhého produktu

přítomnost delece 

2. Kontrolní primery 3i-5 a 3i-3 

amplifikace  309bp dlouhého produktu obsahujícího  exon 3 

nepřítomnost delece

Duplex PCR zajišťuje  interní amplifikační kontrolu
a umožňuje rozlišit mezi homozygtem a heterozygotem 

pro deleci 

Detekce mutace  CFTRdele2,3(21kb)Detekce mutace  CFTRdele2,3(21kb)



rychlý       bezpečný        snadno interpretovatelný

Test zaloTest založžený na analýze bodu tený na analýze bodu táánníí
fluorescenfluorescenččnněě znaznaččených probených prob

po vysokorychlostnpo vysokorychlostníí PCR na pPCR na přříístroji LightCycler stroji LightCycler 



Princip detekce mutací 
na přístroji Light Cycler

denaturace annealing

elongace

PCR: primer F,R hybridizace: donor, akceptor proby

konec elongace



dF508

CFTRdele2,3(21kb)
G542X
G551D
R553X

Five major CF mutations are detected
in less than 1 hour

•Set  3 separ ov aných PCR re akcí
u j ednoho testov aného j edince

•5 nej častěj ších  CF mutací
j e detekov áno za 1 hodi nu



Detekce mutace dF508

PCR:
jeden pár primerů

Analýza bodu tání: 
jeden systém prob

dF508according to Burgraf, 2001

Fluorescen ční monitoring dF508 lokusu

1

2

3

45

6

5

wt
wt
wt
wt
dF508/nondF508
K -DNA

1

2

3

4

5

6



Detekce mutací
G542X, G551D a R553X

PCR: 
jeden pár primerů

Analýza bodu tání : 
dva systémy prob

G542X G551D, R553X

according to Burgraf, 2001

6

5

1

3

4

2

5

5

6

1,2,3,4

wt
wt
R553X/non
G551D/non
G542X/non
K-DNA

1

2

3

4

5

6

Fluorescen ční monitoring
G542X lokusu

Fluorescen ční monitoring 
G551D/R553X lokusu



Primer
Position: 37 889

deletion2,3(21kb)

Primer
Position: 59 154

Primer
Position: 37 889

breakpoint

Primer
Position: 38 200

LC Red705

Detekce mutace CFTRdele2,3(21kb)

PCR: 
jeden F primer
dva specifické R primery 

Analýza bodu tání: 
dva systémy prob

Alela bez delece - wt Alela s delecí - mt

wt
wt
CFTRdele2,3(21kb)/non
wt
wt
K -DNA

1
2
3
4
5
6

3

1,2,,4,5,6

6

5

4

3

2

1

Fluorescen ční analýza
lokusu bez delece

Fluorescen ční analýza  
lokusu s delecí



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

Identifikuje

Spektrum analyzovaných CF mutací je rozšířeno použitím 

19 a 17 CF mutatcí
a jejich wild-type sekvence

polymorfní Tn místo(intron 8) 
asociované s CBVAD



Mutace
INNO-LiPA 

CFRT12

INNO-LiPA 

CFTR17+Tn
Delta F508 X
G542X X
N1303K X
1717-1G>A X
W 1282X X
G551D X
R553X X
Delta 1507 X
R560T X
390 insT X
Q552X X
S1251N X
394delTT X
G85E X
621+1G>T X
R117H X
1078delT X
R347P X
R334W X
E60X X
711+5G>A X
R1162X X
3659delC X
3849+10kbC>T X
2143delT X
A455E X
2183AA>G X
2184delA X





Jeden vzorek

Jedna amplifikace

Dva stripy

Výsledek multihybridizace do

3 hodin po amplifikaci

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



Elucigene CF-EU
Mutations detected by CF-EU1
CFTRdele 2,3
E60X
P67L
G85E
R117H
621+1G>T
711+1G>T
1078delT
R334W
R347P
A455E
l507del
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

Metoda fluorescenční multiplex ARMS (amplification refractory mutation system) 













Akce bude ohodnocena kredity 















Denatura ční gradientová gelová electroforéza
multiplex systémy

Uvedenými postupy však nejsme schopni detekovat 
raritní a neznámé CF mutace,

k jejich ž odhalení musí být vyu žívány rozli čné vyhledávací metody

•rychlá analýza 23 CFTR exon ů

dopln ěná simplex DGGE analýzou zbylých exon ů

•Sekvenace úsek ů se zachycenou sekven ční změnou

Analýza celé CFTR kódující sekvence a p řilehlých oblastí



Lenght Run Denatur. Annealing
Multiplex Exon of fragments time gradient temperature

(bp) (h) (%) (°C)

11 224
14b 168
17b 266
14a 276
15 390
20 302
3 323
12 296
23 242
6a 345
9 375
21 272
5 235
8 302
18 277
2 240
6b 301

13 (2) 454
4 369
19 407
22 340
10 336
16 323

A 3 10-60 50

B 5 10-60 55

C 3 10-60 50

D 5 10-60 55

E 3 10-60 45

F 3,5 10-60 50

G 5 10-60 55

H 3,5 10-60 55

Lenght of 
fragments

Run 
time

Denatur. 
gradient

Annealing 
temperature

(bp) (h) (%) (°C)

1 451 7 40-80 55
7 365 6 10-60 50

13 (1) 516 2 25-75 55
17a 283 4 10-60 50
24 362 4 30-80 60

 Exon

DGGE multiplex systems

DGGE simplex systems







Rodokmen rodiny P.

III.

I.

II.

∆F508 / non CFTRdele2,3(21kb) / non



Pacient J.F.

Suspektní CF Věk: 30 let !

Detekována mutace dF508 na obou alelách genu CFTR

genotyp F508del / F508del

potvrzena dg. CF

50% CF pacientů diagnostikováno do 3 let života
90% CF pacientů diagnostikováno do 10 let života



F508del / non                 non / non                         

dF508 / non                         non / non

F508del / G542X

Rodina M.



Rodina E.,K.

CFTRdele2,3 / non                 

mutace de novo
vznikla při transimisi gamety

non / non





Hemofile A

• incidence : 1/10.000 novorozených chlapců

• deficience koagulačního faktoru VIII
• X-vázaná choroba



•gen pro faktor VIII :                                           mutace v genu pro f VIII:
–lokalizace Xp28                                              susbstituce, inzerce, delece,duplikace
–26 exonů 30% de novo
–186 kb (0,1 % celého X chromozomu)
–9kb mRNA



Inverze v genu F8: najčastejší příčina hemofílie A

qter cen1 - 22

g e n   F 8

23-26

F8A F8B
≈ 500kb

hF8A

v intronu 22 jsou geny F8A
a   F8B; 500kb p řed genem 
je homologní F8A (hF8A)

23-26 cen

qter

F8A

hF8A

23-26
intróny 1 - 22

interchromatidová
rekombinace mezi 
F8A a hF8A

qter 22-1 23-26 cen inverze časti F8 génu

přibližně 45% všech mutací F8 genu při 
hemofílii A představuje tato inverze

orientace genů

i n v e r z e





KomlexnKomlexníí diagnostika diagnostika 
Duchennovy svalovDuchennovy svalovéé dystrofiedystrofie



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie

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

Šestiletý Daniel trpí svalovou dystrofií.
Je upoután na vozíku a jeho svalstvo postupně ochabuje. 
Naděje, že se chlapec dožije dospělosti, je velmi malá.  

Když jde do první třídy, už se velmi špatně hýbe, nemá rovnováhu a hodně padá. 
Než vyjde z devítky, je trvale invalidní, připoutaný na vozíku. 

A přijímaček na vysokou se nejspíš vůbec nedožije.
Tak to vypadá, když má chlapec Duchennovu svalovou dystrofii.



•• genetickgenetickáá chorobachoroba

•• ttěělo nemocnlo nemocnéého pho přři ni níí nenneníí schopnschopnéé produkovat produkovat 
svalovou bsvalovou bíílkovinu dystrofinlkovinu dystrofin

•• ddůůsledku toho zasledku toho začčnou svaly postupnnou svaly postupněě ochabovat: ochabovat: 
nejprve  kosternnejprve  kosterníí, pak dýchac, pak dýchacíí a nakonec i srdcea nakonec i srdce

•• svsvěětovtověě nejroznejrozšíšířřeneněějjšíší forma svalovforma svalovéé dystrofiedystrofie

•• postihne jednoho ze tpostihne jednoho ze třříí tistisííc narozených chlapcc narozených chlapcůů

•• v v ČČesku je evidovesku je evidovááno asi pno asi pěět stovek nemocných t stovek nemocných 

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie



Guillaume Benjamin Amand Duchenne 
narozen. 17. zá ří 1806, Boulogne, Francie
zemřel 15. září 1875, Paříž, Francie

• francouzský neurolog
• popsal n ěkolik nervových a svalových poruch

•Aplikoval elektrody,za jejichž pomoci
se zjiš ťoval pr ůběh stahování

svalových vláken. 
•Vyšet řoval všechny hlavní povrchní
svaly za použití elektrod

•Byl schopen rozlišit normální a 
nenormální svalovou reakci.

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
poprvpoprvéé posposáánana



•• nnáápor nemoci se projevpor nemoci se projevíí obvykle pozdobvykle pozděěji (propukji (propukáá
kolem deskolem desááttéého roku ho roku žživota)ivota)

•• progrese je pomalejprogrese je pomalejšíší
•• prognprognóózy hzy hůřůře pe přředvidatelnedvidatelnéé
•• u chlapcu chlapcůů s ts tíímto typem nemoci sice tmto typem nemoci sice těělo doklo dokáážže e 

dystrofin vyrobit, ale pouze v maldystrofin vyrobit, ale pouze v maléém mnom množžstvstvíí a ve a ve 
ššpatnpatnéé kvalitkvalitěě

•• vyskytuje se u 1 chlapce z 18 000 narozenýchvyskytuje se u 1 chlapce z 18 000 narozených

•• jako prvnjako prvníí popsal npopsal něěmecký genetik mecký genetik 
Peter Emil Becker v roce 1955  Peter Emil Becker v roce 1955  

Beckerova svalovBeckerova svalováá dystrofiedystrofie
mmíírnrněějjšíší verzeverze



•• prvnprvníí ppřřííznaky se projevznaky se projevíí mezi 3. mezi 3. –– 6. rokem 6. rokem 
žživota  ivota  

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
prprůůbběěh nemocih nemoci

zazaččnou pozdnou pozděěji choditji chodit

zvzvěěttššenenéé lýtkovlýtkovéé svaly svaly -- hypertrofiehypertrofie

jsou nemotornjsou nemotorníí

ččasto padajasto padajíí

nemohou ponemohou pořřáádndněě bběěhat hat čči chodit do i chodit do 

schodschodůů

majmajíí potpotíížže pe přři vsti vstáávváánníí ze zemze zeměě



•• ve ve šškolnkolníím vm věěkuku

vvěěttššinou chodinou chodíí po po ššpipiččkkáách, protoch, protožže maje majíí drasticky drasticky 

zkrzkráácencenéé Achillovy Achillovy ššlachylachy

mměěnníí se i drse i držženeníí ttěěla, zla, zááda se prohýbajda se prohýbajíí, , 

bbřřicho se naopak vysunuje vpicho se naopak vysunuje vpřředed

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
PrPrůůbběěh nemocih nemoci



•• do 13. let definitivndo 13. let definitivněě ppřřestanou chodit a jsou estanou chodit a jsou 
odkodkáázzááni na invalidnni na invalidníí vozvozííkk

•• 20. narozeniny u20. narozeniny užž zpravidla neoslavzpravidla neoslavíí.  .  

vvššechny aktivity, pechny aktivity, přři kterých musi kterých musíí být zapojeny být zapojeny 

svaly rukou a nohou a trupu vysvaly rukou a nohou a trupu vyžžadujadujíí pomocpomoc

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
PrPrůůbběěh nemocih nemoci



•• DMD lokus  Xp21DMD lokus  Xp21

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
dděědidiččnost Xnost X--recesivnrecesivníí

DMD v 99,9% postihuje výluDMD v 99,9% postihuje výluččnněě chlapce chlapce (ve vz(ve vzáácných pcných přříípadech mohou onemocnpadech mohou onemocněět dt děěvvččata)ata)



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
dystrofinový gendystrofinový gen

Jeden z nejvJeden z nejvěěttšíších znch znáámých lidských genmých lidských genůů 2,4 Mb2,4 Mb
••79 exon79 exonůů
••14 kb mRNA transkript 14 kb mRNA transkript 

MutaceMutace
96% frameshift mutac96% frameshift mutacíí
6060--70% rozs70% rozsááhlých delechlých delecíí a duplikaca duplikacíí
30% nových mutac30% nových mutacíí
1010--20% nových mutac20% nových mutacíí jsou gonodjsou gonodáálnlníí mozaikymozaiky

produkt produkt –– dystrofindystrofin
exprese ve skeletexprese ve skeletáálnlníím svalstvu a mozkum svalstvu a mozku



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
DystrofinDystrofin

•427 kDa
•sarkolemární protein
společně s jinými proteiny zajišťuje
spojení extracelulární matrix a 
cytoplasmatického cytoskeletonu

dystrofin asociovaný proteinový komplexdystrofin asociovaný proteinový komplex



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
DystrofinDystrofin

DMD pacientiDMD pacienti
dystrofin fakticky chybdystrofin fakticky chybíí

BMD pacientiBMD pacienti
••1010--40% norm40% normáálnlníího mnoho množžstvstvíí dystrofinudystrofinu
••produkce produkce ččáástesteččnněě funkfunkččnníího dystrofinu v alternativnho dystrofinu v alternativníím mnom množžstvstvíí

normnormáálnlníí dystrofindystrofin dystrofin chybdystrofin chybíí oblasti chyboblasti chyběějjííccíího ho 
dystrofinu u heterozygotdystrofinu u heterozygotůů

Determinace kvantity a distribuce dystrofinu imunohistochemickýmDeterminace kvantity a distribuce dystrofinu imunohistochemickým barvenbarveníímm
svalových biopsisvalových biopsiíí
••mmůžůže potvrdit pe potvrdit přříítomnost dystrofinopatie tomnost dystrofinopatie 
••umoumožňžňuje diferenciaci mezi DMD a BMDuje diferenciaci mezi DMD a BMD
••výsledek nemusvýsledek nemusíí být vbýt vžždy pdy přřesnýesný
Pouze identifikace patogennPouze identifikace patogenníí DMD mutace dDMD mutace dáávváá absolutnabsolutníí diagnostickou jistotudiagnostickou jistotu



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
Algoritmus molekulAlgoritmus molekuláárnrněě genetickgenetickéého vyho vyššetetřřeneníí

1.1. Detekce delecDetekce delecíí DMD exonDMD exonůů v v hot spothot spot oblastech dystrofinovoblastech dystrofinovéého genuho genu

2.2. MLPAMLPA

3.3. SekvenovSekvenováánníí kkóódujdujííccíích oblastch oblastíí DMD genuDMD genu

4.4. NepNepřříímmáá DNA dignostkaDNA dignostka



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
Detekce delece DMD exonDetekce delece DMD exonůů

ZZáákladnkladníí molekulmolekuláárnrněě genetickgenetickáá diagnostika diagnostika 
zalozaložženaena

na detekci delecna detekci delecíí DMD exonDMD exonůů v v hot spothot spot oblastech dystrofinovoblastech dystrofinovéého genuho genu

DMD DMD hot spothot spot oblastioblasti
DMD exony 1 DMD exony 1 –– 2222
DMD exony 44 DMD exony 44 -- 5454

ProvProváádděěna multiplex PCR na multiplex PCR –– amplifikace promotorovamplifikace promotorovéé oblasti a 18 DMD exonoblasti a 18 DMD exonůů



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
Detekce delece DMD exonDetekce delece DMD exonůů

4 sety multiplex PCR4 sety multiplex PCR

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

Zkumavka 2Zkumavka 2
exon 49  439 pbexon 49  439 pb
exon 50  271 pbexon 50  271 pb
exon 47  181 pbexon 47  181 pb
exon 60  139 pbexon 60  139 pb
exon 52  113 pbexon 52  113 pb

Zkumavka  3 Zkumavka  3 
exon 19  459 pbexon 19  459 pb
exon 8    360 pbexon 8    360 pb
exon 4    196 pb   exon 4    196 pb   

Zkumavka 4Zkumavka 4
exon 48  506 pbexon 48  506 pb
exon 44  426 pbexon 44  426 pb
exon 51  388 pbexon 51  388 pb
exon 45  307 pbexon 45  307 pb
exon 53  212 pbexon 53  212 pb
exon 42  155 pbexon 42  155 pbpotvrzena DMD: potvrzena DMD: 

delece DMD exondelece DMD exonůů 45, 47, 48 45, 47, 48 

PmPm
33
4343

1313
66

4949

5050

4747

6060
5252

1919
88

44

4848
4444
5151
4545

5353

4242



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
Detekce delece DMD exonDetekce delece DMD exonůů

Multiplex PCR neodhalMultiplex PCR neodhalíí žženu penu přřenaenaššeeččkuku

žženaena
ppřřenaenaššeeččkaka

žženaena
nepnepřřenaenaššeeččkaka

vvžždy PRC produktdy PRC produkt



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

MRC-Holland b.v.

MLPAMLPA®®

Multiplex Ligation Probe Multiplex Ligation Probe 
AmplificationAmplification



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

PoprvPoprvéé popspopsáána:na: Schouten JP et al. (2002) Schouten JP et al. (2002) 

--Relative quantification of 40 nucleic acid sequences Relative quantification of 40 nucleic acid sequences 
by multiplex ligationby multiplex ligation--dependent probe amplification.dependent probe amplification.
Nucleic Acids ResNucleic Acids Res. Jun 15;30(12):e57. . Jun 15;30(12):e57. 

“Multiplex gene dosage analysis made easy”

••detekce aberantndetekce aberantníích DNA sekvencch DNA sekvencíí jednoduchým provedenjednoduchým provedeníím na zm na záákladkladěě PCR reakcePCR reakce
••minimum pouze 20 ng DNAminimum pouze 20 ng DNA
••Lze analyzovat degradovanou DNALze analyzovat degradovanou DNA

-- extrahovanou z tkextrahovanou z tkáánníí v parafv parafíínových blonových bloččccííchch
-- extrahovanou z tkextrahovanou z tkáánníí ve formalve formalíínunu
-- volnou fetvolnou fetáálnlníí DNA zDNA zíísknou z maternsknou z maternáálnlníí plasmyplasmy

••diskriminuje sekvence lidiskriminuje sekvence lišíšíccíí se pouze v jednom nukleotiduse pouze v jednom nukleotidu
••determinuje metyladeterminuje metylaččnníí status promotrstatus promotrůů
••detekce zndetekce znáámých mutacmých mutacíí a SNPa SNP



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

PPřříístrojestroje

termocyklertermocykler
DNA analyzDNA analyzáátortor



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

MLPA technikyMLPA techniky

1.1. DenatuDenaturacerace

2.2. HybridizHybridizaceace

3.3. LigaLigacece

4.4. AmplifiAmplifikacekace



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

SALSA MLPA probSALSA MLPA probyy



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

HybridHybridizaceizace

1.1. MLPA probemix MLPA probemix je pje přřididáán k denaturovann k denaturovanéé genomicgenomickkéé
DNADNA

2.2. DvDvěě ččáásti kasti kažžddéé probyproby hybridhybridizujizujíí k odpovk odpovíídajdajííccíí
sekvencisekvenci



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

LigaceLigace

3.    Prob3.    Proby jsou ligovy jsou ligováány termostabilnny termostabilníí ligligáásousou



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

AmplifikaceAmplifikace
4.4. PPáár univerzr univerzáálnlníích primerch primerůů je pouje použžit k amplifikaci vit k amplifikaci vššech ligovaných ech ligovaných 

prpróób.b.
AmplifikaAmplifikaččnníí produkt kaprodukt kažžddéé prpróóby mby máá unikunikáátntníí ddéélku (130 lku (130 ––480 bp)480 bp)



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

Separace a kvantifikace kapilSeparace a kvantifikace kapiláárnrníí elektroforelektroforéézouzou

KaKažždý pdý píík je k je 
amlifikaamlifikaččnníí produktprodukt
specifickspecifickéé probyproby

Vzorky jsou porovnVzorky jsou porovnáávváányny
s kontrolns kontrolníím vzorkemm vzorkem

RozdRozdííl v relativnl v relativníí vývýššcece
nebo plonebo plošše pe pííkuku

v cv cíílovlovéé sekvenci prsekvenci próóbyby



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

Salsa MLPA Kit P034/P035  DMD/BeckerSalsa MLPA Kit P034/P035  DMD/Becker

Detekuje delece a duplikace vDetekuje delece a duplikace vššech exonech exonůů DMD genuDMD genu

DMD muDMD mužž
delece probdelece proběě odpovodpovíídajdajííccíí sekvence se projevuje absencsekvence se projevuje absencíí amplifikaamplifikaččnníího produktu probyho produktu proby

DMD DMD žžena pena přřenaenaššeeččka ka –– heterozygotheterozygot
3030-- 35% redukovan35% redukovanáá plocha pplocha pííku amplifikaku amplifikaččnníího produktu pho produktu přřííslusluššnnéé probyproby

Mutace/polymorfismy leMutace/polymorfismy ležžííccíích v mch v míístech dosedstech dosedáánníí prob mohou takprob mohou takéé zpzpůůsobit redukci sobit redukci 
plochy pplochy pííku ku –– deleci jednoho exonu nutndeleci jednoho exonu nutnéé ovověřěřit jinou metodou it jinou metodou 



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

Kontrola P34Kontrola P34

Kontrola P35Kontrola P35 DMD delece exonDMD delece exonůů 3 3 ––77
P35P35

DMD delece exonDMD delece exonůů 3 3 ––77
P34P34



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
MLPAMLPA

Kontrola P34Kontrola P34

Kontrola P35Kontrola P35

PPřřenaenaššeeččka delece exonu 8ka delece exonu 8--4141
P34P34

PPřřenaenaššeeččka delece exonu 8ka delece exonu 8--4141
P35P35



Metodou fluorescenční in situ hybridizace lze
lokalizovat cílové nukleotidové sekvence

přímo v buňkách (in situ). 

Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
FISHFISH

Metoda FISH 
je
založena na schopnosti jednořetězcové DNA
sondy vázat komplementární úsek cílové DNA
fixované na mikroskopickém skle.



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
FISHFISH

Přenašečka delece exonu 46-47
v genu pro dystrofin na chr.X

Lymfocyty periferní krve

Kuglík, Slámová
Laboratoř molekulární cytogenetiky,
OLG, FN Brno



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie

proband

sestra

matka

otec

ŽŽivot s dystrofiivot s dystrofiíí se podobse podobáá temntemnéému tunelu, kde je lepmu tunelu, kde je lepšíší nevidneviděět konec.t konec.
SvSvěětýlek nadtýlek naděěje na lje na lééččbu v nbu v něěm blikm blikáá mmáálo.lo.

Ale nynAle nyníí se z temnoty tunelu  ozvývse z temnoty tunelu  ozvýváá veselý psveselý psíí ššttěěkot.kot.

Na Na žžáádnou z podob svalovdnou z podob svalovéé dystrofie nebyl zatdystrofie nebyl zatíím nalezen m nalezen úúččinný linný léékk………………ale!!!ale!!!



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
LLééččba ba 

proband

sestra

matka

otec

Mesengioblasty Mesengioblasty 
-- kmenovkmenovéé bubuňňky zky zíískanskanéé ze stze stěěn cn céév krevnv krevníího obho oběěhuhu
-- schopnschopnéé diferenciace na svalovdiferenciace na svalováá vlvláákna a produkce dystrofinukna a produkce dystrofinu
-- ččtytyřři z pi z pěěti psti psůů se postavili na nohyse postavili na nohy
-- transplantovantransplantovanéé bubuňňky pronikly do svalky pronikly do svalůů v rv růůzných zných ččáástech tstech těěla, la, 

zapojily se do nich a pomohly k nzapojily se do nich a pomohly k náápravpravěě
-- v nv něěkterých svalech akterých svalech ažž 70% vl70% vlááken dken dáárcovskrcovskéého pho půůvodu vodu 

Giulio Cossa, Nature, listopad 2006Giulio Cossa, Nature, listopad 2006

Exon skippingExon skipping
-- AON (antisense oligonukleotid)AON (antisense oligonukleotid)
--zabrazabraňňuje transkripci uje transkripci 
popošškozených exonkozených exonůů
-- vznikvznikáá zkrzkráácený funkcený funkččnníí proteinprotein



Srpkovitá anemie

•frekventovaná v Africe  a černé populaci  severní Ameriky

•autozomálně recesivní dědičnost

1: 500



Srpkovitá anemie

Doména:Eukaryota

Říše:Chromalveolata

Nadkmen:Alveolata

Kmen:výtrusovci (Apicomplexa)

Třída:krvinkovky (Haematozoea)

Řád:Haemosporida

Čeleď:Plasmodiidae

Rod:Plasmodium



Hemoglobin



Srpkovitá anemie



Expanze trinukleotidových Expanze trinukleotidových 
repeticrepetic



TR
trinucleotide
repeat

TREs
trinucleotide
repaet expansion

TRED
trinucleotide
repeat expansion
diseases

expanze
nový typ mutace, popsán 1991

mutace



TR TR -- trinukleotidovtrinukleotidovéé repeticerepetice

•• šširoce roziroce rozšíšířřeny v lidskeny v lidskéém genomum genomu

* v intronech* v intronech

* uvnit* uvnitřř ččtectecíích rch ráámcmcůů (exonech)(exonech)

-- v pv přřeklekláádaných daných 

-- nepnepřřeklekláádaných daných 
oblastech

•nestabilita, závisící na:

* typu sekvence

* délce repetitivní sekvence



Expanze  a delece trinukleotidů při replikaci



RozdRozděělenleníí chorob zapchorob zapřřííččininěěných expanzných expanzíí

trinukleotidových repetic podle lokalizacetrinukleotidových repetic podle lokalizace
TREsTREs

11 TR lokalizovTR lokalizováány uvnitny uvnitřř ORFORF

22 TR lokalizovTR lokalizováány vnny vněě ORF ORF -- v 3v 3´́UTR nebo 5UTR nebo 5´́UTRUTR

-- v intronechv intronech

expanzí narušená struktura proteinů
(Huntingtonova chorea)

patrně inaktivují nebo ovlivňují expresi genu 
(Myotonická dystrofie)



PPřřehled a zehled a záákladnkladníí charakteristika charakteristika 
nněěkterých chorob asociovaných s expanzkterých chorob asociovaných s expanzíí

trinukleotidtrinukleotidůů

Choroba Dědičnost Frekvence Popis Lokus Gen Protein
Pozice 

expanze Sekvence 

trinukleotidu

Počet opakování

Původ 

nestabilitynormální

patologick

é

Fragilní X (FRAX-A) XD 1/2500
mentální

retardace
Xq27.3

FMR-1       

(FRAXA)

RNA 

binding 

5´UTR CGG 5 až 54 
200 až
4000

M

Hungtigtonova 

chorea
AD 1/5000 až

15000

demence 4p16.3 IT15 huntigtin ORF CAG 11 až 34 35 až 121 P

Myotonická

dystrofie 1
AD 1/8000 svalová slabost 14q13.3 DMPK

proteinkin

áza
3´UTR CTG 5 až 35 50 až 2000 M

Kenedyho choroba XR 1/50 000 atrofie svalů Xq11 AR androgen. 

receptor

ORF CAG 12 až 34 40 až 62 P

Spinicelebrální

ataxie 1
AD postižení

míšních provazců

a mozečku

6p22 SCA1 ataxin 1 ORF CAG 6 až 39 40 až 80 P



Myotonická dystrofie typu 1 (MD1)

•autozomálně dominantní neuromuskulární choroba
•nejčastější forma svalové dystrofie

celosvětová frekvence výskytu 1:8000

•polysystémová manifestace

•klinicky extrémně variabilní

expandované trinukleotidové repetice (TREs)

patří mezi onemocnění TREDs
příčina 



MyotonickMyotonickáá dystrofie typu 1dystrofie typu 1

expanze trinukleotidu CTG

ve 3´UTR (3´untranslated region)

genu DMPK (myotonic dystrophy protein kinase gene). 

lokus 19q13.3

(CTG)n

exon  1              234    56     7 8   9         101121314  15

DMPK

CAGCAG CAGCAGCAGCAG

CTGCTGCTGCTGCTGCTG

CAGCAG CAGCAGCAGCAG

CTGCTGCTGCTGCTGCTG

CAGCAG CAGCAGCAGCAG

CTGCTGCTGCTGCTGCTG

Normal 5-30 repeats

Altered 50-3000 repeats

q13.3

Chr. 19



DMPK gen                              DMPK proteinDMPK gen                              DMPK protein

neovlivnneovlivněěnnáá funkce DMPK proteinufunkce DMPK proteinu
vznik patologickvznik patologickéého fenotypu neobjasnho fenotypu neobjasněěnn

pravdpravděěpodobnpodobnéé ppřřííččiny vzniku MD:iny vzniku MD:

•• narunaruššený transport a ený transport a úúprava mRNAprava mRNA

•• narunaruššeneníí struktury chromatinu expandovaným struktury chromatinu expandovaným 
repetitivnrepetitivníím traktem         porucha exprese genm traktem         porucha exprese genůů
lokalizovaných v okollokalizovaných v okolíí genu DMPKgenu DMPK

•• vysycenvysyceníí DNA vazebných proteinDNA vazebných proteinůů narunaruššeneníí
funkce genfunkce genůů v okolv okolíí genu DMPKgenu DMPK

normální produkt

expanzivní

mutace



Alely genu DMPK

Normální alela
5 - 35 CTG repetic        p stabilní z generace na generaci

Premutantní alela
35 – 49 CTG repetic     může expandovat během gametogeneze,

transmise alely s delší trinukleotidovou
repetice než má rodič

Mutantní alela
50 a více CTG repetic    asociováno s manifestací choroby 

u 100% jedinců s MD1  



KlinickKlinickáá anticipace anticipace 
spojenspojenáá s expanzivns expanzivníím prodlum prodlužžovováánníím m 

trinukleotidových repetic trinukleotidových repetic 

asymptomatický prarodiasymptomatický prarodičč

(MD1 : 5 (MD1 : 5 -- 50 CTG repetic)50 CTG repetic)

rodič s mírným klinickým projevem 
(MD1: 100 CTG repetic)

potomek s těžkým průběhem choroby 
(MD: 1500 CTG repetic)



Korelace genotypu a fenotypu u MD1Korelace genotypu a fenotypu u MD1

mírná klasická neonatální
počet CTG 

trinukleotid ů 35 - cca. 49 50 - cca. 150 100 - 1000 až 1500 1000 až cca. 3000
propuknutí 

choroby ve v ěku - 21 - 40 let 11 - 20 let
od narození do 

cca. 10 let
průměrná délka 

života normální 64 let 48 - 55 let
přežije 

neonatální 
klinické projevy žádné postižení katarakta svalová slabost t ěžká hypotonie

vyjíme čně
mírná myotonie myotonie respira ční problémy

katarakta katarakta postižení srdce

předčasné mentální retardace
srde ční aritmie další
postižení 
endokrinního 
systému

typický výraz
obli čeje "maska"

další

premutace
klinická forma myotonické dystrofie



•ochablost svalstva
•těžká hypotonie
•obličejová ochablost 
•respirační problémy 
•postižení srdce
•mentální retardace
•strabismus

•neprojevuje se myotonie  
katarakta 

rozvíjí se později

CMD je považována za subtyp MD, 
ale symptomy a rozvoj choroby je odlišný od MD

Kongenitální MD (CMD)



KongenitKongenitáálnlníí MD (CMD)MD (CMD)

•nejzávažnější forma MD
•popsána pouze u MD typu 1

•dědí se převážně maternální cestou 

•popsány případy CMD po přenosu expandované alely od otce

matka MD1 otec MD1

rodič MD1

dítě MD1
riziko 50%

dítě CMD
riziko 40%

dítě adultní MD1
existuje riziko CMD



PohlavPohlavíím ovlivnm ovlivněěnnéé efekty efekty 
na transmisi CMDna transmisi CMD

expandované alely se dědí od otce i od matky

nestabilita alel je převážně maternální

CMD se dědí převážně maternální cestou

příčina

•snížená fertilita mužů s adultní formou MD1
•kontrakce repetitivního traktu během transmise mužských gamet
•maternálnídědičnost abnormalit mitochondriální DNA,
která interaguje s produktem genu DMPK

•maternální imprinting
•transplacentární faktory 



Klinické vyšetření

neurologické vyšetření
EMG, EEG

kardiologické vyšetření

Histologické vyšetření

postižených svalů
histochemie

elektron. mikroskopie

Molekulárně

PCR, TP PCR

Diagnostika MD1

jednoznačně
vyvrátí
nebo 

potvrdí diagnózu

genetické
vyšetření



Diagnostika MD1Diagnostika MD1

•prováděna u členů rodiny se zátěží MD1
•analýza DNA extrahované z fetálních buněk

•testování přítomnosti expandované alely DMPK

jednoduchý PCR systém zahrnující 2 PCR reakce  

získané
• amniocentéza  (14.-19.tg)
• biopsie choriových klků (10.-12.tg)



PCR P1/P2PCR P1/P2

P1 P2 

(CTG)n
alely < cca 100 (CTG)

M   1    2    3    4    5    6    7



P1 P2 

P4 

P3 

Triplet Primed PCR



Strategie molekulStrategie molekuláárnrněě
genetickgenetickéého vyho vyššetetřřeneníí MD1MD1

detekce 2 alel genu DMPK

heterozygot 
s expandující alelou

TP PCR

PCR P1/P2

DNA pacienta ( susp. MD1)

vyloučení diagnózy

zdravý homozygot

detekce 1 alely genu DMPK

vyloučení diagnózy potvrzení diagnózy



TP PCR                  PCR ( P1/P2)TP PCR                  PCR ( P1/P2)

*     *



StanovenStanoveníí dg. MD1dg. MD1
ppřři prenati prenatáálnlníím vym vyššetetřřeneníí

asymptomatický

symptomy MD

[13]+[expanze]

[13]+ [expanze]

[5]+[13]

[13]+[21] [21]+[expanze]

[13]+[expanze] - genotyp (CTG)n

prokázána expanze trinukleotidových repetic
na jedné alele genu DMPK
[5-13]+[13-21] - genotyp (CTG)n

velikost repetic je na obou alelách 
ve fyziologickém rozhraní prokázana MD1



Průkaz expanze CTG repetice v genu DMPK
metodou TP-PCR

•nemůže být stanoven věk nástupu nemoci a její závažnost

-expanze CTG repeticí asociována se 3 fenotypy
-možnost somatického mozaicismu

•přesné určení délky expanze:730-1000 a více repetic

velmi pravděpodobná asociace s CMD

•ultrazvukové vyšetření ve 2. a 3. trimestru může odhalit CMD:
-zmenšený fetální pohyb

-polyhydroamnion



• přímá RNA diagnostika - skrínování celé kódující oblasti příslušného 
genu 

• gene - expresní analýza:
– diferenciační diagnostika některých typů nádorů (NB)
– detekce cirkulujících nádorových buněk v krvi, kostní dřeni 

pacienta
– monitorování průběhu léčby a detekce reziduální choroby 
– kontrola štěpu před  autologní transplantací
– differential display, PTT test, funkční testy....

RNA v diagnosticeRNA v diagnostice



RNARNA
savčí buňka:        
• 10 - 30 pg celkové RNA

• rRNA   (28S,18S, 5S)           80-85%
• tRNA, snRNA                       15-20%
• mRNA                                      1-5%

360 000 mRNA molekul/buňku , 
tj. 12 000 rozdílných transkriptů
typická délka 1 transkriptu cca 2kb



• přítomnost ribonukleáz (RNázy) v buňce
• RNázy

– velmi stabilní
– nevyžadují kofaktory
– účinné v nízkých koncentracích
– obtížná inaktivace 
– kontaminace RNázami : lidská pokožka

prachové částice (bakterie,plísně)

• izolace a analýza RNA : speciální přístup i techniky

Nestabilita RNANestabilita RNA



• komplikace během odběru a zpracování biologického vzorku:
– v okamžiku odběru RNA se stává extrémě nestabilní
– dva hlavní typy artefaktů:

1) redukce specifických i nespecifických druhů mRNA
(downregulace genů a enzymatická degradace RNA)

2) indukce exprese určitých genů

• stabilizace RNA ve vzorku při odběru : 
– okamžité zmrazení v tekutém dusíku a uložit při -80°C
– stabilizační roztoky: RNAlater (tkáně), RNAprotect (bakterie), 

PAXgene (krev, kostní dřeň)                                                               

gene-expresní analýza: analyzovaná RNA musí reprezentovat in vivo expresi vzorku

• kontaminace DNA

– PCR primery překrývající hranici intron/exon
– štěpení DNázami
– cílená izolace mRNA 

• izolovaná RNA může být uložena  při -20 nebo -70°C (bez degradace RNA po 1 roce 
uložení)

Stabilizace RNA a uloStabilizace RNA a uložženeníí



• přímá RNA diagnostika - skrínování celé kódující oblasti příslušného 
genu 

• gene - expresní analýza:
– diferenciační diagnostika některých typů nádorů (NB)
– detekce cirkulujících nádorových buněk v krvi, kostní dřeni 

pacienta
– monitorování průběhu léčby a detekce reziduální choroby 
– kontrola štěpu před  autologní transplantací
– differential display, PTT test, funkční testy....

RNA v diagnosticeRNA v diagnostice



PPřříímmáá RNA diagnostikaRNA diagnostika



RNA A AA A A A A
T TT T TT T

T TT T TT TcDNA
PCR

RT-PCR

T TTT TT T primer oligo(dT)

genově specifický primer

Extrakce RNA



Struktura NF1 genuStruktura NF1 genu

-- 350 kb350 kb

-- 60 exon60 exon ůů

-- 11 11 -- 13 kb mRNA13 kb mRNA

-- protein neurofibrominprotein neurofibromin
-- 2818 aminokyselin2818 aminokyselin
-- zzřřejmejměě tumor supresortumor supresor

RNA diagnostika NF1 genuRNA diagnostika NF1 genu



Neurofibromatoza  typu 1Neurofibromatoza  typu 1
von Recklinhausen diseasevon Recklinhausen disease

Autosomálně dominantní
Frekvence 1:3000
Lokus 17q

50% mutací de novo

Predispozice k tumorům 
nervového systému

Café-au- lait spots
Neurofibromy

Lisch nodule



Komplikace pKomplikace p řři molekuli molekul áárnrn íí diagnostice NF1diagnostice NF1

-- problematickproblematick áá klinickklinick áá diagnostikadiagnostika

-- aažž 50 % p50 % přříípadpadůů de novode novo

-- vysokvysok áá mutamuta ččnníí rychlostrychlost

-- velikost genuvelikost genu (350 kb, 60 exon(350 kb, 60 exon ůů))

-- absence hot spot oblastabsence hot spot oblast íí -- nutnost vyhlednutnost vyhled áávváánníí v celv cel éém genum genu

-- nejasnnejasn áá korelace mezi typem mutace a formou postikorelace mezi typem mutace a formou posti žženeníí

-- neurofibromin neurofibromin -- znznááma funkce pouze jeho centrma funkce pouze jeho centr áálnln íí domdom éényny

-- rrůůznznéé klinickklinick éé projevy i u pacientprojevy i u pacient ůů nesoucnesouc íích stejnou mutacich stejnou mutaci



Strategie molekulStrategie molekul áárnrněě--genetickgenetick éého testovho testov áánníí
NF1 pacientNF1 pacient ůů

Prenatální diagnostika

intragenový DNA polymorfismus
IVS27AAAT2.1, IVS27AC28.4

IVS38GT53.0 - i 38

Vazebná DNA analýza

DNA/RNA vyhledávací metody
DGGE, SSCP
cDNA / SSCP

Mutační analýza Přímé sekvenování

Prenatální diagnostika

intragenový DNA polymorfismus
IVS27AAAT2.1, IVS27AC28.4

IVS38GT53.0 - i 38

Vazebná DNA analýza

DNA/RNA vyhledávací metody
DGGE, SSCP
cDNA / SSCP

Mutační analýza Přímé sekvenování

DNA / RNA  NF1 pacienta



cDNA cDNA -- SSCP analýzaSSCP analýza

RT
cDNA

PCR

NF1 cDNA ( 60 
exonů)

P1                P3                     P5                     P7                      P9

P2                   P4                       P6    P8               P10

SSCP (~ 1000 - 1200bp)

Sekvenační analýza

celková RNA



cDNA SSCP

P7 A (560bp) P7 B (614 bp)

semi-nested PCR  cDNA ( segment P7 )

mt C5242T

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

wt        C62 wt       C62



Sekvenace cDNA segmentu P7  NF1 genu ( exony 28 Sekvenace cDNA segmentu P7  NF1 genu ( exony 28 
--32/33)32/33)

C >T

cDNA NF1 pacienta, mt C5839T ( Arg > STOP)

standardní cDNA

5’ 3’

5’ 3’



Sekvenace vzorku DNA s odliSekvenace vzorku DNA s odli ššnou elektroforetickou nou elektroforetickou 
mobilitoumobilitou



Výhody a nevýhody RNA diagnostiky genVýhody a nevýhody RNA diagnostiky gen ůů

-- jednodujednoduššíšší a rychleja rychlejšíší
skrskrííning multiexonickning multiexonickéého ho 
genu  (10 segmentgenu  (10 segmentůů
cDNA mcDNA míísto 60 exonsto 60 exonůů), ), 
mRNA je bez intronmRNA je bez intronůů

-- zzááchyt sestchyt sestřřihových mutacihových mutacíí
v intronechv intronech

-- zzááchyt delece celchyt delece celéého ho 
exonu na jednexonu na jednéé alele alele 
genu genu 

-- ninižžšíší ekonomickekonomickéé nnááklady  klady  

-- slosložžititěějjšíší odbodběěr krve pro r krve pro 
izolaci RNAizolaci RNA

-- ninižžšíší stabilita RNAstabilita RNA

-- dlouhdlouhéé úúseky genu seky genu 
obtobtíížžnněějjšíší
elektroforetickelektroforetickáá
separace a sekvenaceseparace a sekvenace

-- nejasný efekt mutace na nejasný efekt mutace na 
fenotypovfenotypovéé úúrovni rovni 
(stejn(stejnéé u DNA u DNA 
diagnostiky!)diagnostiky!)



MolekulMolekuláárnrníí analýza Rb1 genuanalýza Rb1 genu
u du děěttíí s retinoblastomems retinoblastomem



•• zhoubný nzhoubný náádor oka, pochdor oka, pocháázejzejííccíí z primitivnz primitivníích bunch buněěk sk síítnicetnice
•• incidence 1/5 000 aincidence 1/5 000 ažž 1/20 000 1/20 000 žživivěě narozených dnarozených děěttíí
•• manifestace do 5manifestace do 5--ti let vti let věěkuku
•• projevy: ztrprojevy: ztrááta zrakovta zrakovéé ostrosti, strabismus, leukokorie, slepota,  ostrosti, strabismus, leukokorie, slepota,  

zvzvěěttššovováánníí oka, zarudnutoka, zarudnutíí, otok, otok

•• postipostižženeníí: oko, mozek, m: oko, mozek, mííchacha ((mmůžůže se e se šíšířřit do CNS pit do CNS přřes opticus)es opticus)

•• llééččba: chemoterapie, lokba: chemoterapie, lokáálnlníí terapie (kryoterapie, nitrooterapie (kryoterapie, nitrooččnníí podpodáánníí
cytostatik), enukleace oka cytostatik), enukleace oka (oko je u(oko je užž vvěěttššinou slepinou slepéé, jde o , jde o žživot zachraivot zachraňňujujííccíí výkon)výkon)

•• úúspspěěššnost lnost lééččby pby přři zahi zaháájenjeníí: n: náádor uvnitdor uvnitřř oka oka –– 95% 95% 
mimo oblast oka mimo oblast oka –– 10%10%

Retinoblastom 



•• jediný znjediný znáámý gen asociovaný  mý gen asociovaný  
se vznikem retinoblastomu (RBL)se vznikem retinoblastomu (RBL)

•• lokalizace lokalizace -- 13q14.113q14.1--14.214.2

•• 27 exon27 exonůů, , 
>180kb genomick>180kb genomickéé DNADNA

•• kkóóduje retinoblastomový tumorduje retinoblastomový tumor--
supresorový protein,(pRb,928 aa),supresorový protein,(pRb,928 aa),
významný negativnvýznamný negativníí regulreguláátortor
bunbuněčěčnnéého cykluho cyklu

•• tumortumor--supresorovsupresorováá aktivitaaktivita

Gen RB1

inaktivace
ztráta

mutace
RB1 gen

vznik retinoblastomu

deregulace  buněčného cyklu



Funkce retinoblastomového proteinu (pRb)

•„brzda“ bun ěčného cyklu – kontrolní bod p řestupu z G1 do S fáze:

- pRb v aktivní formě váže transkripční faktor E2F
- CyklinD- a CyklinE-dependentní kinázy fosforylují - a tím inaktivují - pRb
- inaktivovaný pRb uvolňuje E2F transkripční faktory, které stimulují expresi 
cyklinů a dalších genů potřebných pro syntézu DNA a vstup do S fáze



Formy retinoblastomuFormy retinoblastomu

•• sporadický retinoblastomsporadický retinoblastom
-- 60% pacient60% pacientůů
-- dvdvěě somaticksomatickéé mutacemutace
-- pozdpozděějjšíší rozvoj RBL (24.mrozvoj RBL (24.měěssííc vc věěku)ku)
-- unilaterunilateráálnlníí forma retinoblastomuforma retinoblastomu

•• heredithereditáárnrníí retinoblastomretinoblastom
-- 40% pacient40% pacientůů
-- prvnprvníí mutace germinmutace germináálnlníí
-- „„druhý zdruhý záásahsah““ -- mutace somatickmutace somatickáá
-- ččasnasněějjšíší rozvoj RBL (8.mrozvoj RBL (8.měěssííc)c)
-- bilaterbilateráálnlníí/multifok/multifokáálnlníí forma          forma          
-- vyvyššíšší riziko vzniku dalriziko vzniku dalšíších nch náádordorůů
(osteosarkom, sarkomy m(osteosarkom, sarkomy měěkkých kkých 
tktkáánníí,,…… ) ) 

• vznik RBL vysvětluje Knudsonova teorie dvou zásahů:

Alfred G. 
Knudson

Knudson’s 
hypothesis



Ztráta vrozené heterozygotnosti 

• „druhým zásahem“ vedoucím ke vzniku retinoblastomu bývá často 
ztráta vrozené heterozygotnosti (LOH – loss of heterozygosity) 

• mechanismy LOH:
- delece - mitotická rekombinace
- nondisjunkce a reduplikace     - uniparentální disomie 



-- v genu RB1 bylo popsv genu RB1 bylo popsááno vno vííce nece nežž 500 mutac500 mutacíí

-- rozmrozmííststěěny po celny po celéé kkóódujdujííccíí oblasti genu a zahrnujoblasti genu a zahrnujíí vvššechny echny 
typy zmtypy změěn n 

-- ddáále byla u retinoblastomu popsle byla u retinoblastomu popsáána hypermetylace cytosinu v na hypermetylace cytosinu v 
CpG dinukleotidech promotoru CpG dinukleotidech promotoru 

-- rrůůznznéé formy inaktivace Rb1 genu vedou k rozdformy inaktivace Rb1 genu vedou k rozd íílnln éé
penetranci a expresivitpenetranci a expresivit ěě genu, a tudgenu, a tud íížž rozdrozd íílným klinickým lným klinickým 
projevprojev ůům onemocnm onemocn ěěnníí

-- rozlirozliššeneníí heredithereditáárnrníí a neheredita nehereditáárnrníí formy onemocnformy onemocněěnníí

Molekulárně genetická analýza genu RB1



HlavnHlavn íí typy mutactypy mutac íí zapzapřřiiččiiňňujuj ííccíí vznik RBLvznik RBL

Typ mutace výskyt metoda detekce

cytogenetické aberace 
(delece a přestavby 

13q14)

8% bilaterálních 
RBL

1-5% sporadických 
RBL (+ mozaiky)

FISH

testy heterozygozity

velké delece a přestavby 10% familiárních 
RBL

MLPA
kvantitativní multiplex 

PCR

jednonukleotidové
substituce

40-50% RBL sekvenční analýza

small length mutations 25-30% RBL sekvenční analýza

hypermetylace 
promotorové oblasti RB1

10% RBL metylační analýza



MateriMateri áál l 

•• perifernperiferníí krev, tkkrev, tkááňň RBLRBL

•• DNA, RNADNA, RNA

•• pacienti s RBL a rodinnpacienti s RBL a rodinníí ppřřííslusluššnnííci ci 

Metody

•sekvenace cDNA
•sekvenace DNA
•MLPA

•metylační analýza promotoru



Strategie molekulární analýzy genu RB1 

sekvenace cDNA
sekvenace DNA 

MLPA

metylační analýza 
promotorové oblasti

nález sekvenční změny 
(substituce, delece, inzerce) 

nález rozsáhlé delece

MLPA

negativní výsledek

vzorek tumoru / periferní krve

izolace RNA izolace DNA

RT-PCR



Sekvenace cDNA

izolace RNA

z tkáně / lymfocytů periferní krve

RT-PCR 

(reverzní transkripce do cDNA)

PCR amplifikace 6-ti 

překrývajících se úseků

sekvenační PCR

sekvenační analýza
(ABI 310, ABI 3130)

Sekvenace DNA

izolace DNA 

z tkáně / lymfocytů periferní krve

PCR amplifikace  příslušných 

exonů (1-27) a přilehlých
intronových oblastí

sekvenační PCR

sekvenační analýza
(ABI 310, ABI 3130)

Sekvenace cDNA a DNASekvenace cDNA a DNA



MetylaMetyla ččnníí analýza promotoruanalýza promotoru

•• hypermetylace CpG ostrhypermetylace CpG ostrůůvkvkůů
promotorovpromotorovéé oblasti vede k oblasti vede k 
represi transkripce represi transkripce -- umlumlččovováánníí
genu genu 

•• u TSG (RB1, BRCA1, p15, u TSG (RB1, BRCA1, p15, 
p16..) pp16..) přředstavuje edstavuje 
hypermetylace promotorhypermetylace promotorůů
jeden z mechanismjeden z mechanismůů
onkogenezeonkogeneze

•• hypermetylace promotorovhypermetylace promotorovéé
oblasti popsoblasti popsáána u na u 
sporadických sporadických 

i herediti hereditáárnrníích retinoblastomch retinoblastomůů

nemetylovaná DNA metylovaná DNA  

5´-ACGT -3´ 5´-AC*GT-3´

modifikace bisulfidem sodným

5´-AUGT-3´ 5´-AC*GT-3

PCR s primery specifickými pro metylovanou a 
nemetylovanou DNA 

1.cyklus PCR

5´-AUGA-3´ 5´-AC*GT-3´

3´-TACT-5´ 3´-TG CA -5´

PCR amplifikace 

5´-ATGA-3´ 5´-ACGT- 3´

3´-TACT-5´ 3´-TGCA-5´

detekce metylačního statusu pomocí PAG 
elektroforézy / sekvenování



DetekovanDetekovan éé mutacemutace

g.156768-156769insAT/non
g.150038delG/non

g.59749G>A/non

g.41954G>T (E137X)/non
g.45798G>A/non



• přímá RNA diagnostika - skrínování celé kódující oblasti příslušného 
genu 

• gene - expresní analýza:
– diferenciační diagnostika některých typů nádorů (NB)
– detekce cirkulujících nádorových buněk v krvi, kostní dřeni 

pacienta
– monitorování průběhu léčby a detekce reziduální choroby 
– kontrola štěpu před  autologní transplantací
– differential display, PTT test, funkční testy....

RNA v diagnosticeRNA v diagnostice



ExpresnExpresníí analýzaanalýza



Metoda RealMetoda Real--time PCRtime PCR

•• SpolehlivSpolehliváá
•• PPřřesnesnáá
•• RychlRychláá
•• UniverzUniverzáálnlníí

•• Variabilita pouVariabilita použžitých sonditých sond
•• MoMožžnost detekce vnost detekce vííce mutacce mutacíí bběěhem jednhem jednéé

analýzyanalýzy



RealReal--time PCRtime PCR

•• KVALITATIVNKVALITATIVNÍÍ ANALÝZAANALÝZA
detekce snpdetekce snp

•• KVANTITATIVNKVANTITATIVNÍÍ ANALÝZAANALÝZA
detekce mnodetekce množžstvstvíí amplikonuamplikonu



Metody detekceMetody detekce

•• Pro detekci produktu vPro detekci produktu v prprůůbběěhu PCR existujhu PCR existujíí nnáásledujsledujííccíí metody:metody:
–– Na DNA se vNa DNA se váázajzajííccíí interkalainterkalaččnníí barvivabarviva

•• SYBR green ISYBR green I
–– Na menNa menšíší žžlláábek dsDNA se vbek dsDNA se váázajzajííccíí barvivabarviva

•• BEBOBEBO
–– Technologie vyuTechnologie využžíívajvajííccíí fluorescenfluorescenččnníí výmvýměěnyny

•• dvakrdvakráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé sondy vsondy váázajzajííccíí se na stse na střřednedníí ččáást st 
amplifikovanamplifikovanéého produktuho produktu

–– TaqManTaqMan
–– MolekulMolekuláárnrníí majmajáákyky
–– QZymeQZyme

•• jedenkrjedenkráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé sondy nebo primerysondy nebo primery
–– FRETFRET
–– LUXLUX
–– PNAPNA

•• dvakrdvakráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé primeryprimery
–– AmpliFluorAmpliFluor
–– ScorpionsScorpions



PolytymidinovPolytymidinovéé varianty v intronu 8 genu varianty v intronu 8 genu 
CFTRCFTR

DNA varianty v intronu 8  CFTR genu a jejich efektu na hladinu mRNA . 



PorovnPorovnáánníí podpodíílulu nnormalormalnníí CFTR mRNA, CFTR mRNA, 
kkliniclinickýchkých ffenotypenotypůů a a CFTR CFTR ggenotypenotypůů. . 



PCR PCR aanalnalýzaýza alelalel polyT polyT ssequencequencíí v iv intronntronuu 8  8  CFTR CFTR ggenenuu

(5% PAG, silver stained)

5T,5T 5T,7T 5T,9T 7T,7T 7T,9T 7T,7T M    

•nested PCR

•restrikční štěpení
•ELFO



KvKvantifiantifikkaacece cDNA PCR producDNA PCR produktuktu CFTR exon 9 CFTR exon 9 na na LightCycler LightCycler 
TranscriptTranscriptyy byly izolovbyly izolováány z leukocytny z leukocytůů perifrnperifrníí krvekrve..

Reakce monitorována pomocí SYBR Green I.

Koncentrace vybraných transkriptů exonu 3 je vyjádřena v relaci ke koncentraci referenčního
(housekeeping) genu. 

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

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



Reakce monitorována pomocí SYBR Green I.

Koncentrace vybraných transkriptů exonu 3 je vyjádřena v relaci ke koncentraci referenčního
(housekeeping) genu.

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

3.Case (patient C147/05) 

KvKvantifiantifikkaacece cDNA PCR producDNA PCR produktuktu CFTR exon 9 CFTR exon 9 na na 
LightCycler LightCycler TranscriptTranscriptyy byly izolovbyly izolováány z bunny z buněěk bukk bukáálnlníí sliznicesliznice





Nádorové buňky se od normálních zdravých buněk liší na molekulární úrovni 
svým expresním profilem

nádorová buňka exprimuje jiné geny ze své výbavy

projeví se změnou množství a spektra exprimované mRNA

využití metody real-time RT-PCR - studium genové exprese, 

hledaným znakem  epiteliálních nádorových buněk je mRNA. 

ExpresnExpresníí analýza v onkologiianalýza v onkologii



OnkomarkeryOnkomarkery

Nádorové markery jsou látky produkované maligními buňkami, 
nebo organismem jako odpověď na nádorové bujení. 

Od látek produkovaných normálními buňkami se liší kvalitativně –
normální buňky je neprodukují, či kvantitativně – produkované i  

normálními buňkami.



Klinický význam jednotlivých markerů je i u samotných odborníků, 
zabývajících se problematikou onkomarkerů značně diskutovaným 
problémem. I jejich stanoviska se postupem času měnila. Od původního 
přeceňování až k úplnému zatracení a novému uznání. Verifikace 
významu onkologických markerů a jejich využití v ambulantní praxi 
neustále probíhá. 

Jaký majJaký majíí onkomarkery onkomarkery 
klinický významklinický význam



Statistické pojmy pro klinické hodnocení

1. Cut off – referenční hladina
je definována jako hladina markeru, pod kterou leží většina 
hodnot zdravé populace, či pacientů s benigním onemocněním, nebo 
hladina pod kterou leží většina hodnot pacientů v kompletní remisi

2. Senzitivita markeru
Udává procento  správně pozitivních výsledků z daného souboru                                                      

3. Specificita markeru
Udává procento správně negativních výsledků z daného souboru

4. PV+
pozitivní prediktivní hodnota – udává v procentech s jakou 
pravděpodobností bude mít pacient hledanou chorobu, bude-li test 
pozitivní

5.PV -
negativní prediktivní hodnota - udává v procentech s jakou 
pravděpodobností nebude mít pacient hledanou chorobu, bude-li test 
negativní



• je produkován pouze u maligních onemocnění

• je orgánově specifický

• vyskytuje se ve vysokých koncentracích v biologických tekutinách 

• hladina koreluje s velikostí nádoru 

• hladina koreluje se stádiem onemocnění

• hladina koreluje s prognózou

• hladina koreluje s efektem léčby

• umožňuje průkaz zbytkové nádorové tkáně

KritKritééria ideria ideáálnlníího ho 
onkomarkeruonkomarkeru



Rozdělení onkomarkerů podle chemické struktury, nebo 
biologické funkce 

• onkofetální antigeny 

• enzymy

• hormony

• intracelulární onkomarkery 

• ostatní blíže nespecifikovatelné látky 



Indikace a interpretace laboratorního vyšetření

Indikace a interpretace laboratorního vyšetření má svá pravidla a též
určitá úskalí. Pro jejich využití v diagnostickém postupu je třeba mít na 
paměti následující pravidla.

• volba vyšetření

• preanalytická fáze

• analytická fáze

• fáze klinického zhodnocení (vyloučení falešné pozitivity)



Onkomarkery: indikace podle orgánů



Zvýšení některých onkomarkerů za fyziologických, nebo 
nemaligních podmínek

Podmínka Fyziologicky zvýšené onkomarkery
gravidita AFP, hCG, Ca125, TPS, TG

menstruační cyklus Ca125
kouření CEA, TPS, TG
ethylismus CEA, TPS
katetrizace moč. měch. PAP, PSA

Podmínka zvýšení onkomarkerů u jiných chorob

Chron. onemocnění jater CEA, TPS, Ca 15-3, Ca 19-9, Ca 125
Endometrióza Ca 125
Pankreatitida Ca 19-9, Ca 125
Hypertrofie prostaty PAP, PSA
cukrovka Ca 19-9 



Co z toho plyne

Nádorové onkomarkery by se měly stanovovat jednou metodou 
v jediné laboratoři. Hodnoty onkomarkerů mohou být ovlivněny 
celou řadou procesů.

Pro kvalitní zhodnocení je nutná úzká spolupráce laboratoře a 
klinického pracoviště.



ALE…

… diagnostický práh onkomarkerů umožňuje v příznivých 
případech odhalit nádor o hmotnosti 1 mg, tedy asi 106 

maligních buněk, zatímco klinická diagnóza bývá určena 
většinou až u nádoru, který obsahuje nejméně 109 buněk, tedy 
nádor v průměru 1 cm.



Aplikace a využití v onkologické praxi

Screening
Primární diagnostika
Staging
Sledování účinnosti terapie

Sledování průběhu choroby

Prognóza 

Predikce



Biologický materiál (tkáň tumoru, kostní dřeň, periferní krev)

RT- PCR (cDNA)

Relativní kvantifikace exprese k housekeeping genu
(LightCycler)

• Pozitivní exprese markeru (např. TH, TrKC, c-myc…) může upřesnit diagnózu
nebo poukáže na remisi/ progresi či na odpovídavost na léčbu.

• Odběry chodí opakovaně umožní sledovat minimální reziduální nemoc v   
čase. 

Izolace RNA

Analýza  exprese molekulAnalýza  exprese molekuláárnrníích ch 
onkomarkeronkomarkerůů



Detekce minimDetekce minimáálnlníí
reziudireziudiáálnlníí chorobychoroby

Detekujeme přítomnost izolovaných nádorových buněk
v krvi, kostní dřeni a lymfatickém systému – možné prekurzory 

metastáz

Detekce MRD (minimal residual disease) – detekce znaků epiteliálních 
buněk
v kompartmentech mesenchmálního původu

Imunohistochemie – citlivost 1 : 10 000
Průtoková cytometrie – citlivost 1 : 100 000
PCR – citlivost  1: 1 000 000
Real- time PCR – citlivost až 1 : 10 000 000



Princip detekce mimimPrincip detekce mimimáálnlníí rezidureziduáálnlníí
choroby metodouchoroby metodou

RTRT--PCR PCR –– studium genovstudium genovéé expreseexprese



VyuVyužžititíí detekce minimdetekce minimáálnlníí rezidureziduáálnlníí
choroby v klinickchoroby v klinickéé onkologiionkologii

Detekce MRD a rozhodnutí o adjuvantní léčbě

• Monitoring MRD v čase – relaps vs. remise
• Včasný záchyt recidivy
• Hodnocení léčebné odpovědi
• Diferenciální diagnostika
• Autologní transplantace při HD chemoterapii







 Z průběžných výsledků vyplývá detekce molekulárního relabsu onemocnění s 

měsíčním předstihem od klinicky diagnostikovaného relapsu

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

 datum odběru BM exprese TH genu FISH klinický stav

 1. 3. 07 KD pozitivní Nmyc - KD, metastázy

 PK pozitivní 1p36 - v obratlech bederní páteře

 1.blok CHT

 30.4.07 PK KD(PS,LS, sternum) 0 před 2. Blokem CHT 

slabě pozitivní

 26.6.07 KD (LS,PS slabě pozitivní) 0 plánovaná separace PBSC

 17.10.07 PK, KD negativní lok. amp. N-myc před 2. PBSC (1-4.11.01)

 gain17q - VGPR

 5.11.07                    0 N-myc -

 16.11.07 0 N-myc -

 22.11.07       ABCD štěpy negativní 0

 KD,PK negativní

 25.1.08 PK negativní 0 před vysoce dávkovanou 

CHT s transplantací PBSC

 27.2.08 PK negativní 0 kontrola po transplantaci

 29.3.08 KD-LS negativní molekulární relabs

KD-PS pozitivní

 26.4.08 klinický relabs



Vyšetřování onkomarkerů je obrovským pokrokem při diagnóze a 
sledování efektu léčby nádorových onemocnění, jejichž počet se nejen 
v České republice, ale i v celé Evropě každoročně výrazně zvyšuje. 
Vzhledem k výše uvedeným podmínkám, pravidlům použití a značné
finanční nákladnosti patří jejich využití v klinické praxi spíše do ordinací
odborných lékařů než do ordinací praktických lékařů. Výjimku mohou 
tvořit skupiny s vysokým rizikem vzniku nádorového onemocnění, obecně
skupiny s profesním rizikem vzniku karcinomu, nebo případy familiárních 
výskytů nádorových onemocnění, tedy skupiny kontrolované praktickými 

lékaři.

OnkomarkeryOnkomarkery



MolekulMolekuláárnrněě genetickgenetickáá diagnostikadiagnostika
strategiestrategie

PPřříímmáá DNA diagnostika:DNA diagnostika:

•• zjistzjistíí, zda analyzovan, zda analyzovanáá DNA nese DNA nese čči nenese      mutacii nenese      mutaci

•• detekce mutacdetekce mutacíí v genech asociovaných s chorobouv genech asociovaných s chorobou

NepNepřříímmáá DNA diagnostika DNA diagnostika 

•• uužžititíím vazebnm vazebníích markerch markerůů v  rodinných studiv  rodinných studiíích odhalch odhalíí

alelu genu v asociaci s nemocalelu genu v asociaci s nemocíí v rodinv rodiněě

•• vyuvyužžititíí polymorfnpolymorfníích mch mííst lidskst lidskéého genomuho genomu



Nepřímá molekulárn ě genetická diagnostika

Nepřímá diagnostika byla daleko více používána v minulosti, 
kdy u většiny chorob nebyla známa přesná molekulární
povaha poškození genu, 
popř. ani který gen přesně je u dané choroby poškozen. 

U nepřímé diagnostiky postačuje, 
je-li známa jen jeho přibližná poloha v genomu. 

Dnes se tento typ vyšetření používá tehdy, kdy sice víme,
porucha kterého genu je zodpovědná za daný patologický fenotyp, 
ale nevíme, jaké konkrétní poškození genu chorobu 
u vyšetřovaného jedince vyvolá.



Nepřímá molekulárně genetická diagnostika
nezkoumá se přímo přítomnost
nebo nepřítomnost určité poruchy v genu, 
ale segregace markeru, který je ve vazbě na gen, 
jehož porucha vyvolá vadný fenotyp.

Marker, jehož segregace v rodokmenu se sleduje,
se dědí totiž společně s genem, 
protože je v genomu v jeho těsné blízkosti,
sám ale s chorobou nemá žádnou příčinnou souvislost. 

Ve zkoumaném rodokmenu se porovnává segregace markeru
se segregací choroby

Jako markery se používají DNA polymorfismy .



DNA polymorfismy
Sekvence DNA se liší mezi jednotlivci. 
Přítomnost několika alel v určitém místě. 
tjako místo v sekvenci DNA, v němž jsou jedinci rozdílní.

•jednobodový polymorfismus 
(single nucleotide polymorphism – SNP)

• minisatelitové polymorfismy
VNTR - variable number tandem repeats

•mikrosatelitové polymorfismy (STR - short tandem repeats,)



Jednobodový polymorfismus 
(single nucleotide polymorphism – SNP)

•rozdíly v jednom nukleotidu v určitém místě
•vyskytuje se asi jedenkrát na 1000 párů bazí. 

•celý lidský genom obsahuje více než 1,5 milionu SNPs
•vyskytují se v intronech, v extragenových oblastech 
•jen asi 50 000 SNP  v kódujících sekvencích genů

•přítomnost/nepřítomnost restrikč. místa, 
vznik RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Jednobodový polymorfismus 
(single nucleotide polymorphism – SNP)

•rozdíly v jednom nukleotidu v určitém místě
•vyskytuje se asi jedenkrát na 1000 párů bazí. 

•celý lidský genom obsahuje více než 1,5 milionu SNPs
•vyskytují se v intronech, v extragenových oblastech 
•jen asi 50 000 SNP  v kódujících sekvencích genů

•přítomnost/nepřítomnost restrikč. místa, 
vznik RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)



Jednobodový polymorfismus 
(single nucleotide polymorphism – SNP)

Detekce
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

restrikční štěpení genomické DNA s následným Southern blottingem 
PCR amplifikace s následným restrikčním štěpením 

PCR amplifikace s následnou sekvenací
DNA array (čipy) analýza až 100 tisíc SNP v jedné analýze

Jednobodový polymorfismus 
(single nucleotide polymorphism – SNP)

Detekce
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

restrikční štěpení genomické DNA s následným Southern blottingem 
PCR amplifikace s následným restrikčním štěpením 

PCR amplifikace s následnou sekvenací
DNA array (čipy) analýza až 100 tisíc SNP v jedné analýze



Mikrosatelity - krátké tandemové repetice STR 
(Short Tandem Repeats)

délka základní repetice 2 – 6 bp
počet opakování repetice 2 – 100 bp

Rozptýlené rovnoměrně v lidské genomu
Vyskytují se běžně v populaci
Nejsou přepisovány do proteinu 

leží v intronech
Nejsou příčinou choroby
Tvoří vzorce bez vztahu s fenotypem
Mezi jednotlivci se velmi liší
Odlišují jednoho člověka od druhého

Mikrosatelity - krátké tandemové repetice STR 
(Short Tandem Repeats)

délka základní repetice 2 – 6 bp
počet opakování repetice 2 – 100 bp

Rozptýlené rovnoměrně v lidské genomu
Vyskytují se běžně v populaci
Nejsou přepisovány do proteinu 

leží v intronech
Nejsou příčinou choroby
Tvoří vzorce bez vztahu s fenotypem
Mezi jednotlivci se velmi liší
Odlišují jednoho člověka od druhého



VyuVyužžititíí polymorfnpolymorfníích mch mííst lidskst lidskéého ho 
genomugenomu

�� IdentifikIdentifikaceace ososoob/vzorkb/vzorkůů DNA (A. Jeffreys 1985)DNA (A. Jeffreys 1985)
(lid(lidéé obvinobviněěnníí z kriminz krimináálnlníích ch ččininůů, ob, oběěti katastrof) ti katastrof) 

�� UrUrččovováánníí paternity (VNTR, STR)paternity (VNTR, STR)
�� NepNepřříímmáá diagnostika monogdiagnostika monogéénnnníích ch chorobchorob
�� HHleleddáánníí nových gennových genůů (pozi(poziččnníí klonovklonováánníí ggenenůů))
�� SNP a multifaktoriSNP a multifaktoriáálnlníí chorobychoroby



NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika



NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika
gelová elektroforéza kapilární elektroforéza



NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

VazebnVazebnáá analýza je umoanalýza je umožňěžňěna:na:
–– vv rodinrodináách sch s dvdvěěma a vma a vííce jedinci sce jedinci s klinicky potvrzenou diagnklinicky potvrzenou diagnóózou zou 
–– rozlirozliššeneníím dvou chromozomm dvou chromozomůů pomocpomocíí markermarkerůů na DNAna DNA
–– ppřřiiřřazenazeníím DNA markerm DNA markerůů (tj. chromozomu) k(tj. chromozomu) k patologii vpatologii v rodinrodiněě

ZZáákladnkladníí principy nepprincipy nepřříímméé DNA diagnostikyDNA diagnostiky

1) odli1) odliššeneníí dvou chromozomdvou chromozomůů rodirodičůčů (heterozygozyta marker(heterozygozyta markerůů))
2) ur2) urččeneníí ffááze (urze (urččeneníí haplotypu haplotypu -- souboru alel polymorfnsouboru alel polymorfníích mch mííst ve  vazbst ve  vazběě))
3) ur3) urččeneníí haplotypu (chromozomu)  asociovanhaplotypu (chromozomu)  asociovanéého s patologiho s patologiíí v rodinv rodiněě

PPřříísnsnáá rodinnrodinnáá specifitaspecifita
Nikdy nepotvrzuje diagnNikdy nepotvrzuje diagnóózuzu



užitím vazebních markerů v rodiných studiích 
odhalí chromozom v asociaci s nemocí v rodině

NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostikaRodokmen rodiny P



chr.chr.nn

od matkyod otce

GTATCACACACATTCGG

alela A1:
------ GTATCACATTCGG----

délka alely m bp 

alela A2:
-----GTATCACACACATTCGG---

délka alely m+4 bp

NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika



chr.n chr.n

chr.n
chr.n

[mt]+[=] [?]+[=]

[mt]+[?] [=]+[=]

[A1]+[ A3] [A1]+[A2]

[A1]+[A2] [A1]+[A3] informativní

NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika



chr.n chr.n

chr.n
chr.n

[mt]+[=] [?]+[=]

[mt]+[?] [=]+[=]

[A1]+[A3] [A1]+[A1]

[A1]+[A1] [A1]+[A3] neinformativní

NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika



NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika
NeurofibromatNeurofibromatóóza typu 1za typu 1

135  135
181  185

135  131
181  179

131  131
179  179

135  131
181  179

135  131
187  179

131  135
179  179

135  131
181  179

Polymorfní systémy 

GXAlu / i27b

IVS38GT /i38

131  131
179  179

Autozomálně dominantní dědičbńost

neznámá mutace haplotyp v asociaci s neznámou mutací



A A
6  6

A C
3  5

A B
3  1

A B
3  1

A A
2  3

A C
2  2

A C
3  5

C A
5  6

C A
5  6

B A
1  3

A A
3  2

A D
2  2

A A
2  2

A D
2  2

A D
2  2A C

3  2

F508del

neznámá mutace

Polymorfní systémy IVS17BTA alely 1 -6

IVS8BTA   alely A - D

haplotyp v asociaci s neznámou mutací

A D
3  2

NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika
CystickCystickáá fibrfibróózaza

Autozomálně recesivní dědičnost



CystickCystickáá fibrfibróózaza
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

Lokalizace extra a intragenních polymorfních míst genu CFTR

CFTR

XV-2C
TaqI

KM19
PsrI

J44
Xba1

IVS6A
(GATTI)n

IVS8
(CA)

T854T
AvaII

IVS17b
(CA)n

TUB20
PrsII

0 50 100 150 200 230kb



A C
3  2

F508del

neznámá mutace

Polymorfní systémy IVS17BTA alely 1 -6

IVS8BTA   alely A - D

haplotyp v asociaci s neznámou mutací

CystickCystickáá fibrfibróózaza
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

B A
1  3

A A
3  2

A D
2  2

A A
2  2

A D
2  2

A D
2  2

K určení patologického haplotypu slouží
genotyp zdravé sestry zemřelého probanda



A A
6  6

A C
3  5

A B
3  1

A B
3  1

A A
2  3

A C
2  2

A C
3  5

C A
5  6

C A
5  6

B A
1  3

A A
3  2

A D
2  2

A A
2  2

A D
2  2

A D
2  2A C

3  2

F508del

neznámá mutace

Polymorfní systémy IVS17BTA alely 1 -6

IVS8BTA   alely A - D

haplotyp v asociaci s neznámou mutací

CystickCystickáá fibrfibróózaza
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika



NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika
Duchennova  svalovDuchennova  svalováá dystrofiedystrofie

243243
251251
178178
193193

243243
251251
175175
190190

243243
247247
170170
193193

243,251243,251
251,242251,242
178,153178,153
193,198193,198

243,251243,251
251,242251,242
175,153175,153
190,198190,198

243243
251251
175175
190190

243243
251251
178178
193193

243,251243,251
247,242247,242
170,153170,153
193,198193,198

LegendaLegenda
STR50STR50
STR49STR49
STR45STR45
STR50STR50

243243
251251
175175
190190

neznámá mutace haplotyp v asociaci s neznámou mutací

X vázaná dědičnost



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

STR44
STR45

STR49
STR50

5´(CA)n 3´(CA)n

15´UTR 3 4 52 6 12 13 44 45 46 47 48 49 50 79 3´UTR

LegendaLegenda
••55´́(CA)n                                        alely 172 (CA)n                                        alely 172 –– 184 pb184 pb
••pERT 87pERT 87--8/Taq I                       alela 145 pb (8/Taq I                       alela 145 pb (--), 71 pb a 74pb (+)), 71 pb a 74pb (+)
••pERT 87pERT 87--15/BamH I                  alela 216 pb (15/BamH I                  alela 216 pb (--), 166 pb a 50 pb (+)), 166 pb a 50 pb (+)
••STR sekvence /(CA)n/: STR44  alely 174 STR sekvence /(CA)n/: STR44  alely 174 –– 204 pb, heterozygozyta 87%204 pb, heterozygozyta 87%

STR45  alely 156 STR45  alely 156 –– 184 pb, heterozygozyta 89%184 pb, heterozygozyta 89%
STR49  alely 227 STR49  alely 227 –– 257 pb, heterozygozyta 93%257 pb, heterozygozyta 93%
STR50  alely 233 STR50  alely 233 –– 251 pb, heterozygozyta 71%251 pb, heterozygozyta 71%

••33´́(CA)n                                         alely 131 (CA)n                                         alely 131 –– 137 pb137 pb

Taq I
BamH I

PolymorfnPolymorfníí mmíísta v dystrofinovsta v dystrofinovéém genum genu



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

proband

sestra

matka

otec



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

243243
251251
178178
193193

243243
251251
175175
190190

243243
247247
170170
193193

243,251243,251
251,242251,242
178,153178,153
193,198193,198

243,251243,251
251,242251,242
175,153175,153
190,198190,198

243243
251251
175175
190190

243243
251251
178178
193193

243,251243,251
247,242247,242
170,153170,153
193,198193,198

LegendaLegenda
STR50STR50
STR49STR49
STR45STR45
STR50STR50

neznámá mutace haplotyp v asociaci s neznámou mutací

K určení patologického haplotpu slouží
genotyp zdravého bratra zemřelého probanda

Ženy jsou jasné přenašečky
vzhledem  k příbuzným DMD mužům



Duchennova svalovDuchennova svalováá dystrofiedystrofie
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

[184]+[188]

[172]+[170]
[226]+[222]

[237]+[239]

[184]

[172]

[226]

[237]
[184]    [188]
[172]    [170]

[230]    [240]

[237]    [241]

haplotypy polymorfních markerů
STR44
STR45

STR49

STR50

[xxx]
[xxx]

[xxx]

[xxx]

[xxx]

[xxx]

[xxx]
[xxx]

haplotyp polymorfních markerů

ve vazbě s patologií

Nelze určit haplotyp probandky
vzhledem  neznalosti genotypu 
otce  a matky

Probandka není DMD přenašečka



Hemofilie AHemofilie A
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

146146
7979
--

137137

142  142142  142
79  8179  81
-- ++

141  141  113535

LegendaLegenda
STR13STR13
STR22STR22
RFLP18RFLP18
STR24STR24

neznámá mutace haplotyp v asociaci s neznámou mutací

142142
8181
++

135135

142  142142  142
79  8179  81
-- ++

141  141  113535

142  146142  146
79  7979  79
-- --

141  141  113737

140 140140 140
79  8179  81
-- --

137  137  113737

140140
8181
--

137137

140  142140  142
81  8181  81
-- --

137  137  113737

?

?
? 
mutace mohla    
vzniknout de novo při 
transmisi gamety



RetinoblastomRetinoblastom

RB1

Provedena  mutační analýza genu Rb1
• sekvenace kódující oblasti 
• sekvenace promotorové oblasti 
• MLPA  pro detekci velkých delecí a duplikcí

• metylační analýza

Nebyla detekována patologie v genu Rb1



Používány polymorfní místa 
•extragenová (DS13S 1307, DS13S 272, DS13S 164) 
•intragenová (Rb1.20B) 

A1: DS 13S 1307 [141] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [179] Rb1.20B [3]
A2: DS 13S 1307 [151] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [188] Rb1.20B  [4]
A3: DS 13S 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 13S 1307 [139] DS 13S 272 [131] DS13S 164 [188] Rb1.20B  [1]
A6: DS 13S 1307 [126] DS 13S 272 [133] DS13S 164 [188] Rb1.20B  [2]
A7: DS 13S 1307 [126] DS 13S 272 [129] DS13S 164 [188] Rb1.20B  [4]
A8: DS 13S 1307 [139] DS 13S 272 [127] DS13S 164 [178] Rb1.20B  [5]

RB1

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

RetinoblastomRetinoblastom
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

Nelze určit haplotyp v asociaci s patologií v RB1 genu
Vysvětlení:
• výskyt mutace v jiném systému regulace buněčného  dělení a růstu 

(např. dráha p14)
• nehereditární forma retinoblastomu u obou bratranců

[A1]+[A3] [A6]+[A7]



�Selekce embryí pro in vitro fertilizaci (IVF) 
pro páry s rizikem přenosu dědičné choroby na potomky

Pro genetickou analýzu vhodné tři typy buněk
1.Polární tělíska odebrané ze stádia oocyt/zygota
2.Buňky (blastomery) z embryí ve stádiu rýhování
3.Buňky trofoblastu z blastocyst

PreimplantaPreimplantaččnníí genetickgenetickáá diagnostikadiagnostika
monogennmonogenněě dděědidiččných chorobných chorob

Monogenní choroby - metoda PCR

Komplikace : ADO (alelic drop out) 

amplifikace jedné alely pod úrovní detekovatelnosti
Minimalizace ADO 
protokol monitorující výskyt ADO:

•multiplex PCR (koamplifikace mutace s polymorfními markery)
•SSCP nebo DGGE analýzy ( detekující obě alely současně, potvrdí genotyp)
•fluorescenční PCR - redukuje výskyt ADO, detekce DNA fragmentu je až 1000x 
citlivější ve srovnání s konvenční PCR technikou



PreimplantaPreimplantaččnníí genetickgenetickáá diagnostikadiagnostika
NepNepřříímmáá diagnostikadiagnostika

Multiplex PCR – koamplifikace lokusu mutace F508del s intragenním 
mikrosatelitem IVS17bTA

Detekce mutace F508del v genu CFTR

Genotyp blastomery: [F508del]+[=]

n
o n

F
50

8d
el

F
5 0

8d
el IVS17bTA

Kapilární elektroforéza



Faktory, které ovlivňují spolehlivost nepřímého molekulárně genetického vyšetření
1. Spolehlivost klinické diagnózy
Klinická diagnóza onemocnění musí být naprosto přesná. 
Je-li vyslovena špatná klinická diagnóza, uvedené molekulární vyšetření nemá smysl, protože se sledovala segregace
markeru vázaného na gen, který nemá s chorobou nic společného.
Výsledek molekulárního vyšetření je v tom případě nesmyslný a zavádějící.

2. Možnost rekombinace mezi markerem a genem
Mateřská a otcovská chromozomální DNA se v průběhu crossing-overu "promíchá" v rámci homologních chromozomů.
Pohlavní buňka pak nese nově "smíchanou" DNA - takto se vedle sebe mohou v gametě dostat informace, 
které spolu původně nesousedily
Např. varianta markeru původně ležící v nebo v sousedství mutované alely na otcovské DNA se tímto "smícháním" octne 
v nebo v sousedství "zdravé" alely pocházející z mateřské DNA, neboťmezi ním a markerem došlo k rekombinaci.
Pravděpodobnost rekombinace roste se vzdáleností mezi sledovaným markerem a genem.

3. Spolehlivost biologických vztahů v rodokmenu
Biologické otcovství vyšetřovaných osob v rodokmenu musí souhlasit s údaji uvedenými v rodinné anamnéze,
která je většinou sestavena na podkladě výpovědi probanda. 
Je-li zapotřebí vyšetřit široký rodokmen, proband nemívá o těchto citlivých údajích týkajících se  rodičů, prarodičů
nebo vzdálenějších příbuzných znalost. 
Někdy je jako vedlejší produkt nepřímého molekulárně genetického vyšetření odhaleno,
že u některých osob nesouhlasí biologické vztahy v rodině. 
Někdy může tato souvislost zůstat nepoznána a může vést k falešnému výsledku.



[F508]+[=]       [=]+[=]

[F508]+[=]                        [=]+[=]                        [F508]+[G542X] 
[A1]+[A1]

[A1]+[A3] [A2]+[A5]

[A1]+[A2]                      [A3]+[A5]

Cystická fibróza
Nepřímá diagnostika



K provedenínepřímé diagnostiky je u některých chorob nutné
vyšetřit co největší okruh členů rodiny, 
tedy i zdravých, u kterých se nepředpokládá, 
že by mohli být nositeli patologie (partneři osob v riziku).

Z praktického hlediska je to komplikované a někdy až nemožné, 
v některých rodinách se jejich členové ani příliš neznají a nemají ochotu
podstupovat vyšetření kvůli probandovi, 
který je z jejich hlediska vzdáleným příbuzným.

Nepřímá molekulárně genetická diagnostika má mnoho nevýhod 
a její význam postupně klesá s tím, 
jak se vyvíjejí možnosti přímého molekulárně genetického vyšettření.



MolekulMolekuláárnrněě genetickgenetickáá

diagnostikadiagnostika

ppřředstavuje zedstavuje záásadnsadníí zlepzlepššeneníí

lléékakařřskskéé ppééččee
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MolekulMolekuláárnrněě genetickgenetickáá diagnostikadiagnostika

Problémy

Vysoké náklady na molekulárně genetické vyšetření,

velmi drahé používané chemikálie a přístrojová technika

Při pozitivním nálezu znamená bolestnou zdravotní prognóz

bez možnosti nápravy.

Pacienta může eticky, sociálně i ekonomicky poškodit

prozrazení jeho genetických údajů.



Genetika proGenetika prožžíívváá svsvůůj zlatý vj zlatý věěk,  k,  
je je ššttěěststíí být u tohobýt u toho


