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Program prezentace

» Zakladni etickeé principy ve zdravotnictvi i vyzkumu
e Dedicné hematologické nemoci a jejich diagnostika
* Interpretace variant lidského genomu



Zakladni etické principy

Autonomie: kazdy zodpovida za své zdravi a za své rozhodovani na zakladé plné
informovanosti

Beneficence: Iékaf kon pouze to, co je pro pacienta prospésné
Nonmaleficence: nesmime pacienta poskodit nebo dovolit, aby k poskozeni doslo

Spravedlnost: vyvazenost toho, co jedinec potrebuje a co je spolecnost schopna poskytnout



Diagnostika v hematologii

Zakladni diagnostické testy:

Krevni obraz: erytrocyty, leukocyty, trombocyty, hemoglobin,
hematokrit, objem ERY, diferencial ERY a dalsi ukazatele ERY

Protrombinovy cas

Parcialni tromboplastinovy Cas

Specializovana vysetreni:

Biopsie a aspiraty kostni drené




Diagnostika v hematologii

HODNOCENI MOLEKULARNI NEBO FYZIOLOGICKE FUNKCE:
1) Genetické vysetreni

2) Charakteristika fenotypu krevnich bunék
- imunofenotypovani: imunohistochemie a pritokova cytometrie
- pratokova cytometrie pro testovani dédicné sférocytozy
paroxysmalni nocni hemoglobinurie
- Fluorescencni in situ hybridizace

3) Funkéni testovani

- visceoelastické testovani: tromboelastografie a rotacni tromboelastometrie
- funk¢ni testy trombocyt(: analyza funkce Plt a PIt agregometrie

- testovani anti-fosfolipidovych protilatek



Vzacné nemoci: Diagnhostika nebo vyzkum?

Evropa: < 1/2000 lidi
vzacné jen v urcité oblasti (napfr. srpkovitd anémie), jinde Casté

etnicky specificke
zavazné, casto chronické a progredujici
d narozeni nebo od détstvi / 50 % aZ v dospélosti
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https://www.researchgate.net/figure/Incidence-of-cystic-fibrosis-in-Europe_fig3_339768770 https.//Www.nature.com/artlcles/nrdp201810/f|gures/2



Dédi¢na hematologicka onemocnéni

* Trombofilie: faktor V Leiden a protrombinova mutace
* Hemofilie: A, B

* Deficience srazecich faktoru

* Poruchy trombocytu

* Talasémie

* von Willebrandova choroba

* Srpkovita anemie

* Nadorova onemocnéni (myeloproliferace, syndromy...)



Lidsky genom — referencni sekvence
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m " CGGCTGCAACAGGATCAGCATCACAACAGGATCA

https://www.genome.gov/about-genomics/educational-resources/fact-sheets/human-genomic-variation



Lidsky genom

" Velkost Gbp) | Délka lam) | Viha [pg]

Muzsky 6.27 205.00
Zensky 6.41 208.23

Insertion (T W W )

Deletion CH—=—8)
Copy Number Variant (& & )

Inversion

Reference [T

6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18

https://stock.adobe.com/cz/images/human-chromosomes-male-and-female-karyotype-3d-illustration/168785541

https://www.hgsc.bcm.edu/human/medical-and-population-genomics

Genom

* kazdych dvou Zen nebo muzl je
identicky 2 99.9 %

* muze a zeny je identicky z 98.5 %

* Clovéka a Simpanze je identicky
298.5%



Etické aspekty vyzkumu

Dobrovolna
ucast

Informovany

Sdéleni
souhlas

vysledku

vyzkumu
dilezita?
Budovani
dlvéry ve

Moznost

poskozeni

DUvérnost

PFi vyzkumu nejsou jasna doporuceni, zda a v jakém rozsahu reportovat vysledky vyzkumu dcéastnikim studie!



Genetickeé testovani

Molekularné biologické metody: masivni paralelni sekvenovani
a) Somatické genetické informace

b) ZarodecCné genetické informace ntps/m.coe 1680457

Nékdy ale mlze i vySetfeni somatické tkané ukazat na zarodecéné varianty!

https://www.solutionfocusedsa.com/p i
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Jde o celou rodinu, nejen o konkrétniho jedince. e e—

—> Vysledek ma dopad na celou rodinu!!!




Ka ZU |St| ka 1 : Marron a Joffe, Blood 2017

Jan Novak, 55 let — zdravy ucastnik klinické studie

— vysledek analyzy exomu obdrzi kazdy ucastnik
spolu se svym osetrujicim lékarem



Ka ZU |St| ka 1 : Marron a Joffe, Blood 2017

Jan Novak, 55 let — zdravy ucastnik klinické studie

— vysledek analyzy exomu obdrzi kazdy ucastnik
spolu se svym osetrujicim lékarem

Vysledek vyzkumu: patogenni varianta genu JAK2: V617F v 48 %
—>pravdépodobné somatického puvodu

Je to premaligni stav?
Zucastnil by se studie, kdyby védél, co mu to muze prinést?



Ka ZU |St| ka 2 : Marron a Joffe, Blood 2017

Eva Schmidt, 35 let — z komunity Ashkenazi Zid
- ma 2 zdraveé deti
- aktualné progresivni bledost a unava

- negativni rodinna anamnéza



Ka ZU |St| ka 2 : Marron a Joffe, Blood 2017

Eva Schmidt, 35 let — z komunity Ashkenazi Zidd
- ma 2 zdravé déti
- aktualné progresivni bledost a Unava

- negativni rodinna anamnéza

Vysledek vyzkumu: patogenni varianta genu BRCA1: 185delAG ve 49 %
typicka pro Ashkenazi populaci

—> velmi pravdépodobné zarodecného puvodu

Riziko zhoubného nadoru pro jeji deti?
Podstoupila by genet. vys., kdyby védéla, ze se dozvi takovou informaci?



Kazuistika 3:

Ruby, 4 roky — stabilni klinické potize

- ma vzacné onemocnéni s neznamou (pravdépodobné genetickou)
pricinou

- rodice souhlasi s genet. vys. pro vyzkum priciny vzacnych nemoci



Kazuistika 3:

Ruby, 4 roky — stabilni klinické potize

- ma vzacné onemocnéni s neznamou (pravdépodobné genetickou)
pricinou

- rodice souhlasi s genet. vys. pro vyzkum priciny vzacnych nemoci

Vysledek nenalezl genetickou pricinu nemoci, ale identifikoval
zarodecCnou patogenni variantu genu MLH1 asociovanou s rizikem

Lynchova SY u ni i u matky.

Co bude s nemocnym ditétem, pokud matka onemocni nadorem?



Informovany souhlas s genetickym vysetrenim

~ souhlas, ktery pacient/klient dava lékari/vyzkumnikovi k provedeni
testu, postupu, léCby, sluzby nebo ucasti na vyzkumu poté, co lékar/
vyzkumnik plné vysvetlil ucel

~proces komunikace mezi klientem a jeho lékarem/vyzkumnikem

Pacienti/Ucastnici vyzkumu maji pravo autonomné rozhodovat o svém
téle (princip autonomie).



Principy informovaného souhlasu

Pacient/klient musi byt zpUsobily (nebo schopny) ucinit rozhodnuti.

2. Poskytovatel zdravotnich sluzeb/poskytovatel vyzkumu musi sdélit
informace o dané lécbe, testu nebo postupu, vCetné ocekavanych
prinosu a rizik a pravdépodobnosti, Ze prinosy a rizika nastanou.

3. Pacient/klient musi prislusSnym informacim porozumét.

Pacient/klient musi udélit souhlas dobrovolné, bez natlaku nebo
donuceni.

Potreba, aby pacienti/klienti dostate¢né porozuméli informacim.
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Informovany souhlas v genomice

Co znamena "dostatecné informace"?

Genomové sekvenovani: vsechny mozne vysledky jsou prilis poCetne na to, aby se
daly vysvetlit

— mnoho rizik a prinosu zustava neznamych

Rizika spojena s MPS: eticka
socialni aspekty
psychologicka
rodinna
pravni



ELSI: ethical, legal and social implications of clinical genetics

ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics):

Klinicka uzitecnost = zdravotni i psychologické prinosy pro pacienta a rodinu +
hodnoty, které muze diagndza prinést jednotlivci, rodiné a spolec¢nosti

Neklinické dopady: vétsi klid a schopnost zvladat situaci
lepsSi sebepoznani
schopnost vyuzit informace ziskané z testovani k planovani
moznost diskriminace



Narodni i mezinarodni iniciativy

sdileni znalosti o genetickych @ 0
variantach a klinickém obrazu 00

0
0 ? #R0 W '* 0
mezinarodni databaze genomi 0¥ R U5 e
a prislusnych informaci 0.9 % 0
o zdravotnim stavu  Saiu VL &




Diagnostika/vyzkum

V CR doporuéeni SLG JEP:
pred genetickym vysetrenim konzultace s klinickym genetikem
report vysledkl vysetreni klinickym genetikem

ACMG doporuceni pro rozsah sdéleni vysledku genet. vys.:
vysledek  a) k indikaci vysetreni
b) ,actionable results” (nahodné, necekané nalezy)
c) revize vysledku v ¢ase



Diagnostika/vyzkum

CR nem3 specialni legislativu regulujici problematiku genomu ani legislativu
definujici etické komise a upravujici jejich pravomoci

Aktualni doporuceni cileného genetického vysetreni:
yvirtualni panely genu” pro predpokladanou diagnozu

X neexistuje jednotny informovany souhlas (IS) pro vSechny nemocnice
v ramci stejného vysetreni

X ruzné biobanky maji rtzné IS pro vyzkumné vyuziti vzorkd
x variabilni rozsah vysledkd v rémci jednotlivych laboratori
X variabilni interpretace vyznamu nalezenych variant



Laboratore se
neshodly na |

Vyznam variant v genomu %67

ProcC je i dnes interpretace variant obtizna?
- Nomenklatura dédi¢nych nemoci ztézuje hledani dukazt

> 74 % variant v publikacich neni uvedeno dle normalizované
nomenklatury 74%

nnnnnnnnnnnn

- Data jsou skryta v textu a prilohach, které nejsou soucasti
hlavniho sdéleni:

< 6 % variant je obsazeno v nazvu nebo abstraktu

wwwwwwwwwwwww

https://www.genomenon.com/mastermind-lp-gads-plg-acmg/?gad_source=18&gclid=EAlalQobChMIta2tqp2DhgMVf2IBAh2JOWqGEAAYASAAEELMOVD BwE



Klasifikace genomovych variant - ACMG

5 tfid podle mozné patogenity:
Trida 1: benigni
Trida 2: pravdépodobnée benigni

Trida 3: varianta nejasného vyznamu (VUS)
Trida 4: pravdépodobnée patogenni
Trida 5: patogenni

vetsina variant je klasifikovana jako trida 3, tj. VUS



Obecneé predpoklady pri klasifikaci variant:

1) Patogenni varianty se vyskytuji velmi sporadicky, tj. < 1 % populace.
2) Varianty s vyssi frekvenci v populaci jsou polymorfismy, tj. neskodné.

Fakt: cca 30 % NFE populace ma genetickou variantu pro osteoartrozu.

Fakt: vetsina rodin s podezrenim na dedicne onemocneni ma VUS segregujici
s fenotypem v genu asociovaném s onemocnénim.

Fakt: dnes jsme schopni odhalit priCinu poruch krvetvorby do nedavna mimo
zajem klasické mediciny (SY, nadorové SY... manifestujici se nejen jako mirna
trombocytopenie a neutropenie)



Aktualni poznani vyznamu variant

Cim vice genomickych dat budeme shromazdovat, tim pravdépodobnéji

budeme mozna schopni casem reinterpretovat Rubyinu genomickou
informaci.

Dnes benigni varianta se muze ukazat jako patogenni...

Kdo by meél reinterpretovat vysledky? Laborator? Klinicky genetik?
Kdo by mél v pfipadé novych poznatku kontaktovat vysetrené?



Kdy provést geneticke testovani?

Jedenkrat za zivot osekvenovat cely genom kazdého Clovéka: prenatalné
nebo po narozeni?

Kdo ma byt o vysledku tohoto vysetreni informovany?
,Pravo nevedet”

Hypotéza: kaskadovy screening pribuznych v riziku je:

a) nakladove efektivnéjsi nez celopopulacni screening

b) umoznuje v€asné odhaleni a zasah, ktery zabrani naslednym zdravotnim
nakladim



e “pravo vedet” a “pravo nevédet” informace relevantni pro me zdraV|
e Paradox: meél bych védét, co odmitam védét...

- obé ovlivni autonomii a mohou poskodit rodinné prislusniky, nejen
pacienta samotného

- mohou byt omezena v pripadech, kdy je to nezbytné pro ochranu prav a
svobod jinych osob

67% z 2646 zenskych pribuznych prvniho stupné pacientu se znamou
patogenni variantou genu BRCA1/2 si zvolilo nebyt testovan (risher c, clin Genet 2012]



Vyznam geneticke informace Ethics

https://www.uib.no/en/med/81597/research-

ethics-committee-faculty-medicine

Geneticka informace je nejednoznacna — viz priklad kazuistika 1.

V genomice se hranice mezi vyzkumem a klinickou praxi stale vice stira.
Z Ceho je treba vychazet pri rozhodovani, co v dané situaci déelat?

- Jaky soubor pravidel nebo ridicich struktur respektovat?

- Je treba posoudit etiku vyzkumu EK nebo se ridit spravnou klinickou praxi?

—> Optimalné kazdy zamér, kdy je provadeno genetické sekvenovani velkého
rozsahu (exom, genom) nechat jako vyzkumny zamér posoudit EK



Kompetence vyzkumniku a |ékaru

Vyzkumnici respektuji autonomii ucastniku, i kdyz s vyzkumem
nesouhlasi nebo nechtéji byt o vysledku informovani.

VS

Lékari maji povinnosti vuci svym pacientum — musi védét dostatek
informaci k tomu, aby mohli konat v pacientové nejlepsim zajmu a
neuskodili mu.



Povinnost informovat pribuzné o genetickém riziku

Kdo ma informovat prfibuzné o tom, ze jsou v genetickém riziku?
Lékar? Vyzkumnik?

Povinnost zachovat mlcenlivost o svém pacientovi?



Kazuistika 4

Elis Jones, 35 let

2019 podala stiznost k soudu na necinnost zdravotnického zarizeni
a poruseni jejiho prava byt informovana o tom, ze je v genetickém
riziku:

U otce byla stanovena dg v roce 2009 pri hospitalizaci poté, co zabil
SVOji zenu.

Elis 3 roky na to otéhotni, Iékari zadaji otce o dovoleni porusit
mlcenlivost — odmita s argumentem, ze by dcera mohla ukoncit gr.

Za dalsi 2 roky je u Elis diaghostikovana stejna nemoc jako u jejiho otce.



Povinnost informovat pribuzné o genetickém riziku
Kdo ma informovat pribuzné o tom, ze jsou v genetickém riziku?
Lékar? Vyzkumnik?

Povinnost zachovat mlcenlivost o svém pacientovi?

- V krajnim pripadé muze Iékar mlcenlivost porusit — mél by o tom
informovat pacienta.

Realita: |ékari presouvaji odpovednost o povinnosti informovat na pacienty.



Dilema: mlcenlivost VS pravo védét

Co kdyz pacient nikoho z rodiny nebude informovat?

MiIcCenlivost |ékare neni absolutni v zadné klinické situaci:

pokud lze prokazat, ze zabrani vyznamné ujme u jiné osoby a ze v souhrnu je
tato Ujma vétsi nez Ujma pacienta zplsobena porusenim jeho dlvérnosti.

Lze zachovat mlcenlivost napfr. sdélenim rodinnym pfrislusnikiim: "Mame
divod se domnivat, Ze jste vystaveni zvySenému riziku dédicného
onemocnéni,,.

X ne vzdy ma lékar kontakt na pribuzné v riziku (medicina 21. stoleti neni
dobre nastavena na tento konkrétni typ vyhledavani kontaktt)



Nasledky znalosti genetické informace

Precizni medicina:
Aplikace ucinnych Iéku (napr. onkologie)
Optimalni davkovani léku: pomaly
stredné rychly
rychly metabolismus
Genova terapie: spinalni svalova atrofie
dedicna slepota
nemoci krve (hemofilie)



Downuv syndrom — klonalni hematopoéza
Clonal hematopoiesis

Hematopoiesis

HSC HSC
Riziko vzniku ALL vyssi 20x A Time, Aging 3
. o . vV HSC, unaffected Somatic mutation in
Riziko vzniku AML vyssi 150x HSC
HSC Renewal
Increased
HSC renewal
Differentiation
CHIP

/ )\ o
“ <'/ ONT “'. -3

Cytokine Release
Syndrome

Malignant Transformation
Inflammation

Increase Cytokines,
Chemokines

Malte von Bonin et al.: Leukemia 35 (2021);Clonal
hematopoiesis and its emerging effects on cellular therapies



Vyvoj prenatalni [éCby Downova syndromu

Diana W. Bianchi, M.D.

Senior Investigator

Center for Precision Health Research

NHGRI|

Director

NICHD

Cil: snizeni oxidacniho stresu a zanétu — podpora tvorby novych
nervovych bunék plodu a tim zlepsSeni ristu mozku za Ucelem zlepsit

mozkové funkce, u¢eni a pamét po narozeni

Diskriminace na zakladée fenotypu po zlepseni kognitivnich funkci?



Aktualni otazky bioetiky:

T4
~

https://news.harvard.edu/gazette/story/2014/12/new-parents-weigh-in-on-genomic-testing/

Rodiny se vzacnym onemocnénim se dozvi svoji genetickou diagnozu
Budeme upravovat genom embryi? (Designer babies)

Diskriminace na zakladée genetické informace



Biobanking a bezpecné ulozeni dat

Sbér a skladovani biologického materialu:

- Souhlas obou darct gamet s pouzitim embrya ke specifickym ucelim
(rekonsentovani)

Duvéryhodnost: dozorci rady a kontrolni etické komise

Kolektivita: zapojeni verejnosti, dialog o spolecenskych zajmech
a hodnotach

Adaptivita: informovany souhlas



Rizika podstoupeni genetického vysetreni

nespravné urceni vztahu (non-paternita)

odhaleni genetického statusu prostrednictvim vztahu s jinymi cCleny
rodiny

neocCekavané nalezy souvisejici s danym onemocnénim
varianty nejasného vyznamu (VUS)
geneticka diskriminace (zivotni pojisténi)

Nemame komplexni znalosti absolutniho vyznamu konkrétnich variant



Informovany souhlas — nahodné nalezy

zjisténi mimo primarni nebo puvodni Ucel, pro ktery byl test proveden
klienti/pacienti musi byt informovani o moznosti ziskat sekundarni
nalezy.

Doporuceni ACMG pro hlaseni sekundarnich nalezu - v2.0; 2016-
hlaseni v prenatalnim obdobi? [Amor DJ, Prenat Diagn 2020].

Vysledky genetickych testu jsou hlaseny na zakladé aktualnich poznatku

Aktualizace a revize anotace a klasifikace variant - iVar [Castellano S,
Genes 2020].



,1ake home message”

Genetika zahrnuje celou rodinu

YOUR DECISION >

IS je komunikacni proces

Genomika je kombinace diagnostiky
a vyzkumu

Pacienti maji pravo nevedeéet

Svoboda jednotlivce konci tam, kde
zacina svoboda druhého

https://edoc.coe.int/en/health-care/5480-genetic-tests-for-health-purposes.html



