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Molekularni diagnostika
geneticky podminenych chorob

lveta Valaskova

VLKG7X1c Klinicka genetika



MOIQku Iérni d iagnOSti ka ma dnes t&}to hlavni praktické prinosy

1) geneticky
*» genetické pfiCiny jsou dnes odhalovany u stale vétsiho poCtu onemocnéni

2) diagnosticky

s v okamziku, kdy jsou genetické faktory podilejici se na vzniku onemocnéni jsou
zavedeny diagnosticke testy do bézné klinické praxe

musi vSak byt potvrzena jejich klinicka validita a ovéren jejich uzitek

dokazou urcit nebo upresnit diagnozu

K/ X/
0’0 0‘0

3) prediktivni

¢ slouzi k urCeni nositele patologické varianty genu asociovaného s nemoci
odhaleni genetické predispozice nebo nachylnosti k nemoci

s vySetfeni, ktera predpovidaji geneticky podminéné nemoci pred jeji manifestaci

4) prognosticky
s stanoveni rizika dédi¢ného prenosu

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi ucinky

6) terapeuticko-indikaéni

% pomoci genetickych testl je mozné dopredu urcit, ktefi jedinci budou mit nejvétsi prospéch
z uzivani konkrétniho Iéku a u kterych pacientl bude naopak podavani [éku spojeno
se Spatnou odpovédi a Castymi a zavaznymi nezadoucimi ucinky

* motor personalizované mediciny a cilené biologické IéCby
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MOIQkUIarnl d |agn03t| ka ma dnes t?to hlavni praktické prinosy

1) geneticky
-+ genetické pficCiny jsou dnes odhalovany u stale vétsiho po¢tu onemocnéni

|dentifikace genu asociovanych s chorobani
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MOIQku Ié rhi d iag nOSti ka ma dnes t&to hlavni praktické prinosy

2) diagnosticky

% v okamziku, kdy jsou geneticke faktory podilejici se na vzniku onemocnéni jsou
zavedeny diagnosticke testy do bézné klinické praxe

s musi vSak byt potvrzena jejich klinicka validita a ovéren jejich uzitek

% dokazou urcit nebo upresnit diagnozu

stanovi nebo upresni diagnozu
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MOIQkUIarnl dlagnOStlka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

3) prediktivni
+ slouzi k urCeni nositele patologické varianty genu asociovaného s nemoci

odhaleni genetické predispozice nebo nachylnosti k nemoci
s vySetfeni, ktera predpovidaji geneticky podminéné nemoci pred jeji manifestaci

umoznuji prediktivni diagndzu, tzn. identifikaci genetickych onemocnéni
pred jejich manifestaci
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MOIQkUIérn dlagnOStlka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

3) prediktivni

\

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea

» Je porucha poprvé popsana vroce 1872 americkym lékafem Georgem Huntingtonem.

+ Jedna se o neurodegenerativni autosomalné dominantné dédiéné onemocnéni

» Patfi mezipolyglutaminové poruchy

* Maincidenci4-10na 100 000.

+ Manifestuje se nejCastéji ve stfrednim véku.

* Mezi pfiznaky dominuje porucha motoriky, , -
zmény osobnosti, progredujicidemence = 1 ALE
a nakonec smrt. 2 R o Rl

- NN

A

s
Asociovanas genemHTT (objeven vroce 1993). « “h y ' % 1
, . . . . ' \ y l"' > ( - Y !

Gen kéduije protein huntingtin. 1 o ¥ Ny AN
* Presnafunkce proteinu stale neni znama ‘,{ \ \\\, oS
* Predominantné je exprimovan v CNS. Y W S
* Interaguje s fadou transkrip&nich faktor(, je tedy >

pravdépodobna jeho vyznamna role pfi normalnim vyvoji .

CNS, —
* Rovnézbylademonstrovanajeho dulezitost pro normalni

prL'] béh mitézy v CNS http://sk.tdmed.ru/diagnoz/ 24 84 9-hvoroba-gentngtona-simptomi-lkuvanny a. html
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MOIQku Iarnl d |agn03t| ka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

3) prediktivni

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea

Expanding allele

eyl

Normal' allele

Pfri€ina onemocnéni

zmnozené opakovanitriplet CAG, coz je kodon pro glutamin
*normalnijedinci nesou ve svém genu 9-35 repetic CAG,
*postizenijedinci jich maji vice nez 40.

Cim je podet repetic v&tsi, tim je nastup onemocnéni&asné;jsi.

Expandovana repetice se dédiod postizeného rodice.

Pfi pfenosu ovSem nékdy dochazi béhem replikace pred tvorbou gamety k dalSi

expanzitéto repetice.

Muze proto nastat situace, kdy ma rodi¢ pocet repetic pfi horni hranici normy - premutace,
tj. je zdravy, potomek vSak ziskava alelu expandovanou, takZe u néj nemoc propukne.

Expanze se u HD objevuje Castéji béhem muzské gametogeneze
coz je duvod, pro€ jsou tézké, Casné se objevujiciformy s poétem repetic 70—120 dédény od otce.

Mohou se objeviti nové mutace — asi 25 % pacientd ma negativnirodinnou anamnézu.

W

/

a Okazakiho fragmentu a

EXPANZE DELECE
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MOIQku Iarnl d |agn03t| ka ma dne/é tyto hlavni praktické prinosy

3) prediktivni

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea

K dispozici je pfimé genetické testovani na pritomnost expanze v genu HTT

« Zjisténi statutu pacienta v genetickém riziku HD je charakterizovana selektivni ztratou neuronti
217 v bazélnich gangliich,
prenatalni : A o o
. v s . ktera se podileji na koordinaci pohybd.
.preimplantacni diagnostice

Vzhledem k neexistenci |éCby je testovani spojeno s psychickymi a etickymi problémy
*hrozi psychicka traumatizace pacienta,

«deprese

-v krajnim pripadé i sebevrazda.

Proto je k testovani tfeba pristupovat s rozvahou a peclivé informovat pacienta
o veskerych aspektech testovani.

Pred prediktivnim (presymptomatickym) molekularné genetickym vysetrenim na HD
se postupuje podle specialniho protokolu, ktery kromé opakovanych konzultaci

s klinickym genetikem zahrnuje také vysetfeni neurologické, psychiatrické a psychologicke. Oranzové inkluzni talisko v jadFe postizencho neuronu v popred,
modra jadra zdravych neuronll v pozadi

Vysetfeni déti a nezletilych osob v riziku na zakladé zajmu/Zadosti jejich rodicl je nepfipustné
(zachovani prava nevédét). IVI

UN I
MED



MO|eku Iarnl d |agn03t| ka ma dnes t&to hlavni praktické prinosy

4) prognosticky

J/

s stanoveni rizika dédi¢ného prenosu

Priklad

DARCOVSKY PROGRAM IVF
Riziko vybranych recesivnich chorob pro potomky pacientek vyuzivajicich darcovské spermie/vajicka/embrya pocitané
dle Hardy-Weinbergova zakona

A2 x 2Aa x a2 =1

/ \

Frekvence nepostizenych jedincu Frekvence postizenych jedincl

Frekvence

heterozygotd

= =
m &
O =

o



MOIQku Iarnl d |agn03t| ka ma dnes y&to hlavni praktické prinosy

4) prognosticky
-+ stanoveni rizika dédicného pfenosu

/,r

Priklad
Vypocet frekvence
Darce Pacient o . Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygotl v y:v 'ch potomkd Riziko pro
nemocnéni ostizenych potomk
genotyp genotyp detekce ost stanoveni populaci P yen e potomka
(genotyp: aa)
1/3600;
CF Devyser 90,84 % 1/30* 1/30 *1/30 * 1/4° /
0,028 %
1/6400;
SMA MLPA 95,00 % 1/40%* 1/40 *1/40 *1/4° 0/016 %
Nevysetfeny | Nevysetfeny —— . .
Prelingudlni
hluchota Sekvenace 99,00 % 1/30%** 1/30 *1/30 * 1/4 2 1/3600;
(connexin exonu 2 0,028 %
26)
Vypocet frekvence postizenych
Darce Pacient Onemocnén Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygotl v P " k.,p Y Riziko pro
i otomk{l
genotyp genotyp detekce ost stanoveni populaci P potomka
(genotyp: aa)
1/30 * (1-0,9084)] *1/30 *
CF Devyser 90,84 % 1/30 [/ ( 1/4 Ny 1/39 301
* (1 — * *
Homozygot SMA MLPA 95,00 % 1/40 [1/40 % {1~ 0,9500)] * 1/40 1/128 000
b Nevysetfeny 1/4°
(AA) Prelingualni
hluchota Sekvenace 99.00 % 1/30 [1/30 * (1 —0,9900)] * 1/30 * 1/360 000
A (]
(connexin exonu 2 1/42
26)
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MOIQku Iarnl d |agn03t| ka ma dnes y&to hlavni praktické prinosy

4) prognosticky

J/

-+ stanoveni rizika dédicného pfenosu

Priklad
Vypocet frekvence
Darce Pacient Onemocné Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygotl v VE , . Riziko pro
, i . postizenych potomk{
genotyp genotyp ni detekce ost stanoveni populaci potomka
(genotyp: aa)
1/30 * (1-0,9084)]2 * 1/4
CF Devyser 90,84 % 1/30 [/ ( a ) / 1/429 053
[1/40 * (1 - 0,9500)]2 * 1/4
Homozygot SMA MLPA 95,00 % 1/40 . 1/2 560 000
) Homozygot b
AA i 3
(AA) (AA) Prellnlgual
ni
Sekvenace [1/30 * (1-0,9900)]% * 1/4
hluchota 99,00 % 1/30 1/36 000 000
. exonu 2 a
(connexin
26)
Darce Pacient
genotyp genotyp
CF Devyser 90,84 % 1/30 1/1 *1/30*1/42 1/120; 0,833 %
SMA MLPA 95,00 % 1/40 171 *1/40* 1/4 @ 1/160; 0,625 %
Heterozygot Nevvietieny
(Aa) YSEIeNY I prelingual
ni Sekvenace I\/I U I\I
hluchota 99,00 % 1/30 1/1 *1/30* 1/42 1/120; 0,833 %
. exonu 2
(connexin
26 MED




MOIQkurérni diagnOSti ka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

- 5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi uc¢inky

umoznuji identifikaci pfenase€l genetickych
onemocnéni

(napf. Prekoncepcéni testovani autozomalné
recesivnich a X-vazanych recesivnich chorob

umoznuji prenatalni a preimplantacni
diagnostiku

odhaluji zavazné genetické onemocnéni pred
narozenim ditéte
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MOIQku Iérni d iagnOSti ka ma dnes t&}to hlavni praktické prinosy

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi u¢inky

Prekoncepénitestovani autozomalné recesivnich a X-vazanych recesivnich chorob

*

s Za nejvhodnéjSidobu k provedeni screeningu je povazovano obdobi pfed pocCetim.
% VétSinou se jedna o obdobi rané dospélosti.

* V tomto obdobi je k dispozici nejvice reprodukCnich moznosti, pokud se zjisti,

Ze jsou oba partnefi prenaseci autozomalné recesivni choroby

K reprodukénim moznostem dostupnym pred pocetim patfi

upusténi od (dalSiho) t€hotenstvi

» prijeti rizika, ze se narodi dité ovlivnéné chorobou

» adopce

» prenatalni diagnostika s moznosti ukoncit nebo neukoncit ovlivnéné téhotenstvi
« preimplantaCni geneticka diagnostika pfi technikach in vitro fertilizace (IVF)

* nahradni matefstvi

« pouziti darovanych spermiifvajiCka od jedince, ktery neni pfenasec.
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MO|eku Ié rni d iag nOSti ka ma dnes;'t&t; hlavni praktické prinosy

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi u¢inky

Prekoncepénitestovani autozomalné recesivnich a X-vazanych recesivnich chorob

Kritéria volby nemoci

(1) Screeningovy program by mél odpovidat na potreby spole¢nosti.

(3) Méla by byt definovana cilova populace.
(4) Efektivita screeningového programu by méla byt védecky podlozena.

(5) Screeningovy program by mél zahrnovat vzdélavani, testovani a klinické sluzby a management.

(6) Mély by existovat zaruky kvality a mechanismy k minimalizaci moznych rizik screeningu.

(7) Program by mél zarucovat divérnost, respekt k autonomii jedince, a uéast v ném by méla byt
podminéna informovanym souhlasem.

(8) Program by mél podporovat rovnost a pfristup ke screeningu pro celou cilovou populaci.

(9) Zavérecéné zhodnoceni screeningového programu by mélo byt naplanovano na jeho zac¢atku.

(10) Celkovy pFinos screeningu by mél prevazovat nad negativy.
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MOIQku Iérni d iagnOSti ka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi u¢inky

Prekoncepénitestovani autozomalné recesivnich a X-vazanych recesivnich chorob

Etické otazky

V souvislosti se screeningem se objevuje nékolik etickych otazek,

které byly formulovany zdravotnickymi odbormiky i laickou vefejnosti:

* Mozna diskriminace, soukromi pacientt a ochranu dat nebo podavaniinformaci tfetim stranam.
« Domnénka, zZe by jedinci ur€eni jako pfenaseci mohli citit tlak ze strany SirSi spolecnosti,

» Screening a nasledna selekce nezasazenych potomki v ramci preimplantacni diagnosticky
nebo prenatalniho testovani maze byt vnimana jako eugenicky nebo diskriminacni pFistup.

« Na osoby s nemocemi, na které byva provadéen screening,

v8ak nesmi byt nahlizeno jako na zatéz pro spole¢nost a je proto nutné zarucit nadale

podporu a zdravotni péci pro déti, které se narodily se specifickym onemocnéni,

ac jejich rodiCe védéli o jejich stavu jesté pred jejich narozenim.

Soucasti nastaveni screeningového programu mél byt i systém radné ochrany takovychto osob,

ktery zaru€uje reprodukéni svobodu, nedirektivni genetické poradenstvi a interpretaci testi a

nutnost informovaného souhlasu. V ramci Evropské unie, Evropského hospodarského spoleenstvia

Svycarské federace je toto zakotveno v Umluvé na ochranu lidskych prav a dastojnosti lidské bytosti

v souvislosti s aplikaci biologie a mediciny. V kapitole IV, ¢lanku 11 s uvadi: ,Jakakoliv forma diskriminace osoby
z ddvodu jejiho genetického dédictvi je zakazana.* To je upfesnéno v zakoné € 373/2011 Sb.,

kde se uvadi, ze vysledky genetickych vySetfeni nesméji byt vyuzity k diskriminaci testovaného ani geneticky pfibuznych osob.
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Cysticka fibroza

nejcastéjSi autozomalné recesivni onemocnéniu evropskych populaci

multiorganové onemocnéni |
*nadmérné mnozstvi soli v potu Ve .
*plice a dychaci cesty \ TENKE STREVO
-slinivka bfigni Or?
*muzska sterilita A

{ _ SLINIVKA BRISNI

REPRODUKCNI
ORGANY

sprimarni pri€ina — mutace v genu kédujicim CFTR protein —

iontovy kanal e POTNi
21AzZY

hlavni funkce CFTR proteinu — chloridovy kanal —

pfenos chloridovych aniontl pfes membranu

«chybéjici/nefunkcni protein — nerovnovaha iontového prostfedi — porucha
transportu vody — abnormalné viskozni hlenovity sekret na epitelech — klinické
projevy

Upraveno die: http://www. cfriie/anatomy.htm!
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Cysticka fibroza

» pfedevsim u evropskych populaci, v neevropskych populacich je vyskyt CF vyrazné nizsi

» frekvence pfenasecul — pfiblizné 1 z 26-30

« vyskyt u 1 ditéte na 2500-4500 novorozencu

« v CRudavan 1 ze 4023 (dle vysledkti NS nizsi — 1 z 6946)—? vliv prenatalni/preimplantaéni
diagnostiky a moznych dusledkl z pozitivniho nalezu?

Riziko u ditéte
Oba rodi¢e nemocného ditéte jsou zdravymi nosici patologie zpusobujiciho CF.
Riziko narozeni ditéte s CF je u kazdého tehotenstvi takového paru 25%.
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Cysticka fibroza

CFTR gen 2000 patologickych variant
Cystic Fibrosis Mutation Database

Exon # 1 2 3 4 S 6a 6b 7 & 9 10 11 12 13 14a 14b1S 16 17a 17b 13 19 20 21 22 23 24

Missense (U (1 W 0o (oo O e nee M e o moane rm s e e

Nonsense LI L L T O 11 I 1 MY MO NN A 1 D O I O B

Frameshift ST NVAT O O 1 L Y

In frame in/del | L1 | . | I |l |

Splicing I I T I N A I I 8 I A 1 e A A A RN |

Promotor 1

Sequence Varidibh [[ [0 LIETEDIE (0 (0000 coeemeeer ©ome et tF Wwereie et e mewer e ewee 0 Faef
Legend Exon Region B  Intron Region(not to scale) ——  Exon Mutation | Intron/Promotor Mutation |

http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html
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Cysticka fibroza

TRIDA MUTACI

STANDARDNI TYP

cr cr- cr Cr
cr o cr cr < cr crr cr
CFTR by deyed
Lieg N 7 © ¢ oVa & B A'amn mmamm
| v . A ] b g f ' ‘ I |
e or or ] 3 ¥ ¥ oo e oo © cr or
A

b RS [ €08 | 09 ) 9 | &

A ) N . AL .. J/

Amaral, M.D., 2015. Novel personalized therapies for cystic fibrosis: treating the basic defect inall patients. J. Intern. Med. 277, 155-166. upraveno

Tfida | — NaruSena syntéza proteinu

Trida Il — Abnormalni zpracovani a intracelularni transport proteinu

Trida lll — Porucha regulace proteinu

Trida IV — NaruSeni vodivosti chloridoveho kanalu

Trida V — Redukovana syntéza a zhorSeny intracelularni transport proteinu
Tfida VI — Snizena stabilita proteinu
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Cysticka fibroza

Molekularni diagnostika

480 Software release 1.5.0 SP3 =18 x|

Instrument: 25026 / Standby (MWP loaded) Database: Research DB [XDMS_R] (Research)

& LightCycl

Window: |1sn1zn F508del,G542X | User: genetika
Analyses | Calling for FsOsdel
Information [Progran: melting, Color Compensation: Off

Subset: |FE050e1 |
713 =

Melting Curves

B
I3
b
3
e
g
:
£

=
&
2
&

60 65 70

Temperature (°C)

Melting Peaks

| resulcs

@ none @/ 1 @ 2 4367
Display o
I~ Shoulders ¥ Tm I” Area I~ Height [~ Width | |}
3367
Samples ‘ Melting Peaks
Inc...| C...|P...|Name [ Tm [ Tm2 [ _oe
B 52 k- 5
I B4 45/19 s0.88 57.85 U § 2567
W 85 77/19 50.91 57.87 3
M 56 96/19 51.03 8 2167
W 57 102/19 51.05 g
M B8 104/19 50.99 57.92 2 1787
W B 105/19 51.14 E
W Bic110/19 51.08 58.01 31»357

55 58 60
Temperature (°C)

I~ Manual Tm Method

@ Information 3/20/2019 11:59:18 AM Instrument Warm Up. This may take several minutes.
@ Information 3/20/2019 12:01:23 PM Instrument Warm Up finished.

Metoda analyza teploty tani pomoci real-time PCR
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Cysticka fibroza

Molekularni diagnostika

CFEU1_2019-02-20_F03_CFEU2_111_19_mixA_opfsa CFEU2_111 19 mixA_op CFEU2 A mix POP? ‘. ‘.
e o 2 2 B B D EIR BT B B EIRIR EEIE I EE] DR BEEEEEE B R B B B f=]
200 300 400 500
3000
2000
1000
— A

al 7T 4l F508del WT
sz 146.35| sz 16766
jar 19051 | |ar 26101

e 1056 | (e 2890
CFEUL_2019-02-21_E06_CFEU2_111_19_mixB_op fsa |CFEU2_111_19_mnixB_op CFEU2 B mix T[]
e o e v o 9 ) BE BE B R BEEER BEE EE B BEE] EEEEE B B EEREIR B B B B
200 300 400 500
4000
3000 l
2000

‘LJ MLJ k \ J A ) J a UL L w'slu L A Jl A L.! J..;.m | ‘ JAALA A J,L A L

L
3 : ML k147 48 50

al 1 a9 11 a1z 3 5 1 # 8 # 5

sz 113.14|1.027.8186.3745.22| 4750.19|cz 175.40(34.90| 196.70 |z 210.64 220,80 (8 40)38.30(5.83| 85|9.6558.20078.5976.74§.20/02.75|12.06p .00 6.37 36 44 |45.632.95 | 85}.09|.55(79.6517.714 97 2.56 .55 7491Eﬁ 3 00.0558.04 4.99/74.57 5z 489.09 ¢ 502.09|0.08| 522.15)
ar 16119 199 F30 j261 D457 (87 D447 |ar 14677 B6T71 |16966 24346 |5768 (100 |1716 P59 |56 840 [477 16547 (194 p62 (3928 MO06 578 490 (9488 H314 539 23 (08 52 P103 (120 104 541 J44 [387 455 5983 DO1 |12 |551 P68 (1293 hr 34300 [ 38937 PO1 | 54022
ke 2069 |96 PO B77 B30 7 420 1680 [238 2130 w2525 1769 |51 335 |34 |2 |95 P58 D837 |24 1 |405 |406 A1 B6 001 [662 156 |1 |0 7 [328 )72 B8 [B4 DS P47 0SB M50 65 p7 §13 02 571 pe 2762 p3173 |33 | 3680

Metoda fluorescencni multiplex ARMS (amplification refractory mutation system)
Elucigene CF-EU
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Cysticka fibroza

Molekularni diagnostika ovliviuje IéCbu

Ivacaftor
Pro pacienty s cystickou fibrozou (CF), ktefi maji mutaci tfidy Il
G551D, je od roku 2012 k dispozici kauzalnilécba.
Mechanismus ucinku Iéku spociva v opraveé funkce chloridového
kanalu CFTR, poSkozeného touto mutaci.
Aktivuje nefunkéni CFTR na povrchu bunék a otevira jej pro
chloridové ionty.

Potvrzena uc€innostnového |éCebného postupu,
reprezentovaného praveé lékem ivacaftor, pfinasirealnou nadéji,
Ze bude Casem mozné feSit zakladni pfi€inu onemocnéniiu
pacientu s dalSimitypy mutaci v genu CFTR.

Pokud chloridovy kanal na povrchu bunék zcela chybi,
coz odpovida stavu u vibec nejcastéjsSimutace zpusobujici CF,
tji. F508del, samotny ivacaftor zlistava neucinny.

Pro takovy typ molekularniho poskozenije zapotfebivyuZzit
jiné skupiny |ékU, které dovedou ovlivnitvlastnitvorbu
bilkoviny ve vnitru bunky a jimz se souhrnné fika korektory
proteinu CFTR. Mezi nejlépe prozkoumané korektory CFTR
patfi |éCebny pfipravek
lumacaftor
(nékdy oznacovany jako latka VX-809; Vertex Pharmaceuticals).

lumacaftor usnadnuje transport proteinu CFTR na bunécnou membranu

a interferuje s potranslaénim procesem jeho seskladani
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MOIQku Iérni d iagnOSti ka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi u¢inky

What is
Long QT Syndrome?

It is a pathological cardiac condition which
involves fast irregular rhythms.
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Srdecni kanalopatie

DédiCna arytmogenni onemocneni

=> defektni iontové kanaly, jejich podjednotky nebo asociované proteiny
=> chyba v akénim srde¢nim potencialu

) Normal ECG Long-QT
=> arrhythmie
R R
P T p T

Syndromy P

- Long QT Syndromes

Q Q
- Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia gn..n.m. .

- Brugada Syndrome

Manifestace
kratka pauza v srdeCnim tepu, chvéni srdce, zavraté a blackout =>synkopa, nahla smrt |
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Long QT syndromy

Prevalence 1:2000

13 genl — 3 major gendl => 3 major syndromy

LQT 1 (physical exercise and emotional stress; KCNQ1)
LQT 2 (sudden noices; KCNH2)

LQT 3 (sleep and rest; SCNAS)

40 a vice asociovanych gend
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Long QT syndromy

Diagnostika

Kardiologicka vySetfeni — ECG, testing after physical exercise, Holter
Genetickeé testovani — Sanger sequencing, Next generation sequencing

46 T GTOG G A AG A G ACTG GC 6 C T G G &4 4ACC A6 TGTG G 4 &G & (

| Sequence 1246/12 / 143030001
onder | protoc | Famiy | al19 | dstrct 18| other 0| omopolme 1| ol Genes (" sekcted Gene
OrderNo: 143030001 [Print |mutbs___| Gene [ Name [ Locaton | pos. [Type. [ Nuc Change [ Coverage ~
Patient:  P-1246/12 o o SCNSA SONSAE23cp  E23 18 [chr3:9.38601937 (HomoSapiens)] c C->T (homo) 67%(2) [100% (1) / 50% (1))
AN 12612 5] 5] SCNSA SONSAEZmp  EZ -11.9/3p [dr3gI66019% 38601928 (Homosapens)]  IngfDel GTC -> ATCTCC (ret) 67%(2) [100% (1) 50% (1]
Date: 1070014 1418:11 E M SONsA SOsAERme B2 -3/%p [d3ig. 861521 38601919 (HomoSepiens)] Inspel TG ->C (ret) 67%(2) [100% (1) 50% (1)
Settngs: SCNSA SCNEA'EZ]'UU E2 0,10 (8207 . [deig 601008 601507 s sl CA-> GG (et) 2) [100% () / (1)]
Barcode: ACACGTAGTAT - D-_ 33(399) [dig 601887 (omaSapens)] _ ) (10 ()]
Processing: separated schAfsz 23 45 (4008) [chr3:0.38601875 (HomoSapiens]] C->T (homo) 67%(2) [1“0'/-(1)/50'/-(1)]
m:!;viw}:r E M SCNSA SOAENp3 B 435(5248) (i, 38592615 (omaSapiens)] c C-> A het) 0% () [50% (1) 35% ()
s coverage: 0 v ||E %) SCNSA SONSAERap4 B 1762 [ddig. 38591288 (HomoSapiens)] c C>Thet) 3% () [25% (1) 50% (1))
State: compl. < >
Fies
Fie ] EE . | | [] sz |
1fie: IRAHTIOLSFF
1fie: [RAHTZOLSF
<
ROl Goups : : : :
A Lo v s A | 3 s | " [ i v Lo L
Nore | Baces | OW JVar._LA | e 6 ¢ ¢ ¢ T 66 T 66 6 C6CcCc AT CECC|6T ¢ CATCATGEAACGETCCTCC
sk, 3. 5|, A DL v c A | [ s l [ [ L [ L
< , |ambedsq 6 € C C T 66 T GG 6 CGCCATCC TccATcATG A ANNG T CCTCC
— = ] 6 cCCT 66T 666 CG6CC ATLCEC T 6 C A TCATSG i 6 T ccTocc
AR e 6 6 cc T 66 T 666 C6CC AT CC T e oo TeoaT 6 Bl " ccTococ
Genes | Chromosomes :
Gene |Baes | Va | GA
KaNQr - 2031 /0
RR2 160 6/1 | | | | |
SCHSATN (626 ) /oI 16 ¢ ¢ T 661 666 GG6GCGC ATG i T C AT G T 6 ¢ c ¢
> 16 ¢ € € T 66 T 666 CGGCGCATGC S TCATG T ccToC¢
T T AT T AT T T
= L 6 6 €66 06 ¢C ¢ c c c g ¢ ¢ c ¢

R0 Loaors ,—Umm I » = M » « - B
[Ca——r conensens conen Ens [ souen Enzs
W§A$7'km 105 >

SegNext (JSI Medical Systems)
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MOIQku Iérni d iagnOSti ka ma dnes tyto hlavni praktické prinosy

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi u¢inky

Prenatalni vysetreni
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Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - invazivni vykony

amnioveé fibroblasty — pri amniocentéze
0,5-1% riziko spontannich potratd,

choriové klky
0,5-1% riziko spontannich potratd

fetalni krevni bunky — pfi kordocentéze
vySSi riziko spontanniho potratu nez u
amniocentézy
vysokeé riziko aloimunizace matky
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Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - neinvazivni vykony

Volna fetalni DNA cfDNA

Krev je sloZzena z bunék a plazmy.
V plazmé kazdému z nas koluji krvi ulomky jeho vlastni dédicné informace, jeho DNA.
Pochazeji z rozpadlych jader uhynulych a zni¢enych bunék nejriiznéjsich organa.

s 7
Voda -
47 %
Plazma
55 % Latky
obsazené
v plazme
8 % ™~
Bilé knvinky gt 1 Plazma
a desticky 1 % Y
4 2  Desticky
3  Bilé krvinky
Cervené —— 4 CervenéKkrvin
krvinky 44 %
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Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - neinvazivni vykony

Volna fetalni DNA cfDNA

Zenam se pomé&rné zahy po otéhotnéni objevi v krvi také zlomky d&diéné informace
vyvijejicino se embrya. V plazmé téhotné Zeny se nachazi smés ulomku DNA matky a plodu.

,Détské” fragmenty tvori asi desetinu vSech zlomkd DNA, jez Ize v krvi matky najit.
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Prenatalni vysetreni

Zdroje fetalni DNA - neinvazivni vykony

Cell-free DNA in placenta Cell-free DNA in maternal plasma

y VMaternaI DNA

£ %5 ) 7%'
— ik B
-
q Red blood cell
‘g&

Analyza volné fetalni DNA cfDNA

~ L
NIPS - A G,
P ’ . gy S Fetal DNA
» detekce chromosomalnich aneuploidii g, ¥
NIPS - M l
* genotypizace fetalni RhD -
. oy ’ ’ y M ic disord neuploidies
 determinae fetalnih pohlavi pro X,Y-vazané choroby R
e d |ag ostika monogen ich chorob RHD Massively parallel sequencing of total 1.3
DNA present in maternal plasma 12
‘_
l 114
Conventional or real-time PCR using -_- o et o LS
primers to genes unique to the fetus salnla i 0.9
and not present in the mother .]]]:l]j l
0849 Chr21
l Alignment of sequencing reads
to human genome sequence
and determination of relative l

N chromosome representation
\ 2/ Detection of aneuploidy
l

ROV e.g. trisomy 21
\

Detection of PCR products
corresponding to fetal-specific

genes such as RHD
https://doi.org/10.1073/pnas. 1617112113




Molekularni diagnostika
genetickych chorob

RNA DNA
EXPRESE SESTRIH ~SEKV. EXONU*“
PRIMA NEPRIMA
analyza mikrosatelitd
SCORING SCANNING
* Restrikéni analyza PCR produktu * analyza teploty tani (SYBR Green)
« Hybridizace PCR produktu s alelové * sekvenovani

specifickymi oligonukleotidy
* detekce variant pomocisond
* ARMS
* MLPA
* TripletPrimed PCR

= =
m &
O =



M &=
O =
e

Lékarska fakulta Masarykovy univerzity
2021



