Srpkovita anemie

Lidé v Africe jsou ohrozeni fadou nemoci, s kterymi se v nasich koncinach nesetkavame.
Vedle malarie, spavé nemoci, eboly a dalSich je to i srpkovita anémie.
V Ugandé je touto dédicnou chorobou nakazeno tri ¢tvrté milionu lidi.
Malokdo se dozije vice nez 25 let.

Nemoc je diagnostikovana pomoci krevnich test(, které v Ugandé provadi jen nékolik nemocnic.

Dédi se autosomalné recesivné

U muzl a Zen je stejna pravdépodobnost projevu choroby, presto lidé na vesnicich véfi,

Ze dité ziskavd onemocnéni od matky. Nezfidka je to dlivodem rozvodu ze strany otce.

Ugandané se bohuzel ¢asto obraci o pomoc na tradicni léCitele a Samany.

Pouha bylinna terapie zdravotni stav pfi tomto onemocnéni nezlepsi.

V Ceské nemocnici slouzi nemocnym specializovana ambulance pro onemocnéni srpkovitou anémi.

Kazdy mésic je v nemocnici hospitalizovano 5 - 8 pacient( v kritickém stavu zplisobeném srpkovitou anémii.



Srpkovita anemie

dédicné onemocnéni, ktera se projevuje zménou tvaru cervenych krvinek
z tzv. promacknutych piskotd na protazené srpky.

Tato zména tvaru je zpisobena mutaci genu pro hemoglobin,
pfi niZ je na 6. pozict v B-fetézci valin misto glutamové kyseliny
(vznika hemoglobin oznacovany jako ,,HbS®).

r Start of coding sequence

DNA CAC GTG GAC TGA GGA CiJ¥c cTC
sequencé GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG

fmnoacd | Valine:  Histidine ~ Leucine — Threonine ~ Proline
DNA CAC GTG GAC TGA GGA

sequence g TGl (CAC cCTG ACT CCT

Amino acid | ! : |

Mutant Sickled red blood cells

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



The haemoglobin molecule is a tetramer with two alpha subunits and
two beta subunits. The mutation occurs in the beta subunit when

a valine(V) replaces glutamate(E) in position 6 of the beta subunit, the
replacement is referred to as Glu6Val L.In those who show symptonms
of sickle cell anaemia, on the beta globin chain in the sixth amino acid
position the base A, which is the second codon for the amino acid, is
swapped with a T during transcription of the DNA duplex, causing an
A-T —>T -A transgression
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Srpkovita anemie

Sickle Cell hemoglobm
forms long, inflexible chains

G | u 6va I Normal eglobin

Valin je hydrofobni aminokyselina, ’
glutamova kyselina je hydrofilni. orma” Sickl

Blood

Blood Cells

Vznikla molekula HbS vykazuje odlisné vlastnosti a
ve své deoxygenované podobé (tzn. kdyZ neni navazan kysI|k
se molekuly hemoglobinu shlukuji a deformuiji krvinku.
To snizuje flexibilitu buriky a ma za nasledek ® . (
mnoho rlznych komplikaci.

o ®

. Normal red blood cells
are compact and
flexible, enabling them
to squeeze through
small capillaries

‘/

Sickled red blood cells
are stiff and angular,
causing them to
become stuck in small
capillaries




Srpkovita anemie

Mutation in codon 6 of 8 globin Learning deficit eat
GAG ——» GIG T
(Glu) (val) Brain
Frequently ill affected
[Hemoglobiﬁ-A_j | Hemoglobin S| 1 t
2. g Heart Liver
Normal solubility Less soluble, Infections failure damage
cristalizes ' ? ?
l Erythrocytes l ’ Oxygen deficit | |Ane;n;‘
Normal Sickle cell —— Small arteries and —P@S
capillaries plugged

B. Consequences of a mutation: sickle cell anemia

frekventovana v Africe a Cerné populaci severni Ameriky

C 1: 500

eautozomalné recesivni dédi¢nost



Srpkovita anemie

Ehtvotye Malaria infection Malaria

s ,\ ¢ .. |
Homozygote HbA/HbA Multiplication of parasites Release
Malaria infection
Yo i No or slight
TS | ', ., ‘ i
e | gl malaria
No

Heterozygote HOS/HbA  Little or no multiplication of parasites sickle cell anemia

> » | Sickle cell anemia

No malaria !
{

Homozygote HBS/HBS Sickle cells {

C. Selective advantage of HbS heterozygotes in areas of malaria

1. Malaria ‘ , 3. Sickle-cell anemia

Doména:Eukaryota
Rie:Chromalveolata
Nadkmen:Alveolata
Kmen:yytrusovci (Apicomplexa)
Trida:krvinkovky (Haematozoea)
Réd:Haemosporida
Celed:Plasmodiidae

Rod: Plasmodium



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Malaria.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chromalveolata
http://cs.wikipedia.org/wiki/Alveolata
http://cs.wikipedia.org/wiki/V%C3%BDtrusovci
http://cs.wikipedia.org/wiki/Krvinkovky
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Haemosporida&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Plasmodiidae&action=edit&redlink=1

Srpkovita anemie
molekularni diagnostika

PCR amplifikace s naslednym restrikCnim Stépenim




Srpkovita anemie
molekularni diagnostika

scoring Glu6Val v genu Hbl metodou metodou melting curve
genotyping na High Resolution Melting (HRM) na platformé LightCycler®
480 System pomoci.LightSNiP assay.
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Myotonicka dystrofie typu 1

autozomalné dominantni neuromuskularni choroba
vrozené onemocneéni svalstva pricné pruhovaného, ale i hladkého a srdecniho

polysystémova manifestace

mohou se objevit i patologické nalezy na dalSich organovych systémech,

u vice postizenych jedincl v prubéhu onemocnéni snizeny intelekt, postizeni srdce,

oCi (Sedy zakal) a Zlaz s vnitrni sekreci, napriklad cukrovka nebo atrofie pohlavnich organd.

progrese nemoci je pomérné pomal3,
Casto dochazi ke komplikacim srde¢nim onemocnénim, slabost nékdy vede
(az ve vysSSim véku) k upoutani na vozik.

nejcasteéjsi forma svalové dystrofie
postiZzeno je asi 1 dité z 8 tisic Zivé narozenych

klinicky extrémné variabilni
priznaky onemocnéni jsou rlzné zavainé
plati, ze v kazdé dalSi generaci je onemocnéni zavaznéjsi.



Myotonicka dystrofie typu 1

patri mezi onemocnéni TREDs

Trinucleotide repeat expansion diseases

pric¢ina

expandované trinukleotidové repetice (TREs)



Expanze trinukleotidovych repetic



mutace

v

TR TREs ——» |[TRED

trinucleotide trinucleotide trinucleotide
repeat expansion

repeat _repaet-expansion—

iIcpncpc
T AT T

Expanding afiele

expanze
novy typ mutace, popsan 1991

‘Normal allela



TR - trinukleotidové repetice

e Siroce rozSireny v lidském genomu
* vintronech

* v exonech
- v prekladanych oblastech -uvnitr ¢tecich ramcu

- v neprekladanych oblastech

enestabilita, zavisici na:
* typu sekvence
* délce repetitivni sekvence



Expanze a delece trinukleotidu pfri replikaci

l Replikace opoZdujiciho se Fetézce J
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e ka na Okazakiho fragmentu rna templatu
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Rozdéleni chorob zapricinénych expanzi

trinukleotidovych repetic podle lokalizace TREs

1 TR lokalizovany uvnitr ORF

expanzi narusena struktura proteint
(Huntingtonova chorea)

2 TR lokalizovany vné ORF - v 3’UTR nebo 5°UTR
- v intronech

patrné inaktivuji nebo ovliviuji expresi genu
(Myotonicka dystrofie)



Prehled a zakladni charakteristika nekterych
chorob asociovanych s expanzi trinukleotidu




Myotonicka dystrofie typu 1

C expanze trinukleotidu CTG
ve 3'UTR (3 untranslated region)

genu DMPK (myotonic dystrophy protein kinase gene).

DMPK

lokus 19q13.3 - |
@_ exon 1 234 56 78 9 101121314 15

—E_]HH[H]—W

(CTG),

Normal 5-30 repeats

[TT TTTTTT TTT TTT TTT
CTG CTGCTGCTG CTGCTG

?Y? E)|VC|) EJIVO OVIOVIOVO
I Y O I I

Altered 50-3000 repeats

[TT TIT TIT TIT TIT TQ LI TTTTTT TTT TTT 111
< CTGCTGCTGCTG CTGCTGCTGCTGCTGCTG CTGCTG L

it i W
I I I

gl3.




normalni produkt

DMPK gen DMPK protein

expanzivni
mutace

neovlivnéna funkce DMPK proteinu

vznik patologického fenotypu neobjasnén
pravdeépodobné priciny vzniku MD:

* naruseny transport a uprava mRNA

* naruseni struktury chromatinu expandovanym

repetitivnim traktem — porucha exprese genu
lokalizovanych v okoli genu DMPK

» vysyceni DNA vazebnych proteinu — naruseni
funkce genu v okoli genu DMPK



Alely genu DMPK

Normalni alela
5 - 35 CTG repetic stabilni z generace na generaci

Premutantni alela

35-49 CTG repetic muzZe expandovat béhem gametogeneze,
transmise alely s delsi trinukleotidovou
repetice nez ma rodic

Mutantni alela
50 a vice CTG repetic asociovano s manifestaci choroby
u 100% jedinci s MD1



Klinicka anticipace
spojena s expanzivnim prodluzovanim
trinukleotidovych repetic

-

-~
asymptomaticky prarodic

(MD1 : 5 -50 CTG repetic)

rodic s mirnym klinickym projevem
(MD1: 100 CTG repetic)

'

§ potomek s tézkym pribéhem choroby
(MD: 1500 CTG repetic)




Korelace genotypu a fenotypu u MD1




Kongenitalni MD (CMD)

CMD je povazovana za subtyp MD,
ale symptomy a rozvoj choroby je odlisSny od MD

eochablost svalstva
etézka hypotonie
eoblicejova ochablost
erespiracni problémy
epostizeni srdce
ementalni retardace
estrabismus

eneprojevuje se myotonie
katarakta rozviji se pozdéji




Kongenitalni MD (CMD)

Vevys

epopsana pouze u MD typu 1
edédi se prevazné maternalni cestou
epopsany pripady CMD po prenosu expandované alely od otce

dité MD1 .‘

riziko 50% @
dité CMD dité adultni MD1
riziko 40% existuje riziko CMD




Pohlavim ovlivnéné efekty
na transmisi CMD

expandované alely se dédi od otce i od matky

nestabilita alel je prevazné maternalni

CMD se dédi prevazné !aternélni cestou

S

pricina
esnizena fertilita muzd s adultni formou MD1
ekontrakce repetitivniho traktu béhem transmise muzskych gamet
ematernalnidédic¢nost abnormalit mitochondrialni DNA,
ktera interaguje s produktem genu DMPK
ematernalni imprinting
etransplacentarni faktory



Diagnostika MD1

jednoznacné
vyvrati
nebo
potvrdi diagnézu



Diaghostika MD1

provadéna u clenli rodiny se zatézi MD1
analyza DNA extrahované z fetalnich bunékziskané
e amniocentéza (14.-19.tg)

e biopsie choriovych klk{ (10.-12.tg)
z lymfocytl perifernikrve

testovani pritomnosti expandované alely DMPK

jednoduchy PCR systém zahrnuijici 2 PCR reakce



PCR P1/P2

P1

(CTG),

alely < cca 100 (CTG)

P2

M1 2 3 4 5 6 7
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Strategie molekularné genetického
vysetreni MD1

N ——
— =




TP PCR PCR ( P1/P2)




Stanoveni dg. MD1
pri prenatalnim vysetreni

asymptomaticky . /->

[13]+[expanze] [5]+[13]

symptomy MD . Q

[13]+ [expanze]

[13];[expanze] - genotyp (CTG),

prokdazana expanze trinukleotidovych repetic
na jedné alele genu DMPK
[5-13];[13-21] - genotyp (CTG),

velikost repetic je na obou alelach [13]+[21] [21]+[expanze]

ve fyziologickém rozhrani Il
prokazana MD1




Prukaz expanze CTG repetice v genu DMPK
metodou TP-PCR

enemtiZe byt stanoven vék nastupu nemoci a jeji zdvaznost

@expanze CTG repetici asociovana se 3 fenotypy
-moznost somatického mozaicismu

epresné urceni délky expanze:730-1000 a vice repetic
velmi pravdépodobnad asociace s CMD
eultrazvukové vysetreni ve 2. a 3. trimestru muiZze odhalit CMD:
-zmenseny fetalni pohyb
-polyhydroamnion



Myotonicka dystrofie typu 1
Lécba

PriCinna |écba nemoci neni, je mozné pouze zmirnit nékteré priznaky.
Vhodna je pravidelna rehabilitace.

Myotonie se mUze zmirnit podavanim nékterych léku.

Poruchy srdecniho rytmu lze resit bud' Iéky, nebo implantaci pacemakeru
V pfipadé endokrinopatie je mozna substituce nékterych hormondu.

Pripadnou kataraktu (Sedy zakal) |ze operovat.



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

Je porucha poprvé popsana v roce 1872 americkym lékafem Georgem Huntingtonem.
Jedna se o neurodegenerativni autosomalné dominantné dédicné onemocnéni

patri mezi polyglutaminové poruchy

Ma incidenci 4-10 na 100 000.

Manifestuje se nejcastéji ve strednim véku.

Mezi priznaky dominuje porucha motoriky, zmény osobnosti, progredujici demence
a nakonec smrt.



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

Asociovana s genem HTT (objeven v roce 1993).

Gen koduje protein huntingtin.

Presna funkce proteinu stale neni znama, predominantné je exprimovan v CNS.
Interaguje s fadou transkripcnich faktord, je tedy pravdépodobna jeho vyznamna role
pfi normalnim vyvoji CNS,

rovnéz byla demonstrovana jeho dulezitost pro normalni prabéh mitézy v CNS



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

Pfi¢ina onemocnéni

zmnozené opakovani tripletli CAG, coz je kodon pro glutamin
*normalni jedinci nesou ve svém genu 9-35 repetic CAG,
*postizeni jedinci jich maji vice nez 40.

Cim je pocet repetic vétdi, tim je nastup onemocnéni ¢asnéjsi.

Expandovana repetice se dédi od postizeného rodice.

Pri prenosu ovsem nékdy dochazi béhem replikace pred tvorbou gamety k dalsi expanzi této repetice.
MdUzZe 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 dlivod, proc jsou tézké, ¢asné se objevujici formy s poc¢tem repetic 70-120 dédény od otce.

Mohou se objevit i nové mutace — asi 25 % pacientd ma negativni rodinnou anamnézu.



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

HD je typickou chorobou s pozdnim nastupem (/ate onset disease).
Vétsina nositelll mutované alely onemocni okolo 40. roku véku,
ale vzacné se priznaky mohou objevit prakticky kdykoliv (ve 2 Ci v 80 letech).

Béhem prenosu choroby v rodiné mize dochdzet k progresi dynamické mutace
— tedy zmnoZeni jiz patologického mnozstvi tripletl - anticipace.

Pacienti trpi: choreou — mimovolnymi rychlymi pohyby, které postihuji rizné ¢asti téla.
Objevuje se deprese, psychdza, paranoia a progresivni demence.

Nemoc trva 10-30 let.

Mezi pri¢iny smrti patfi aspiracni pneumonie, nasledky padd nebo sebevrazda.



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

HD je charakterizovana selektivni ztratou neuront v bazalnich gangliich,
ktera se podileji na koordinaci pohybd.

Oranzové inkluzni télisko v jadre postizeného neuronu v popredi,
modra jadra zdravych neuron( v pozadi


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cf/Neuron_with_mHTT_inclusion_zoomed.jpg

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

Mechanismus poskozeni neuron(i neni zcela jasny.

UvaZuje se

epretizeni neuronll glutamatovou neurotransmisi,

*snizeni antiapoptotickych ucinkd normalniho huntingtinu

*mitochondridlni dysfunkce (pacienti maji nizsi metabolickou
aktivitu v postizenych oblastech).

MRI: mozkova atrofie, zejména zmenseni bazalnich ganglii,



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/67/Huntington.jpg

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)

K dispozici je primé genetické testovani na pfitomnost expanze v genu HT'T
* zjiSténi statutu pacienta v genetickém riziku

eprenatalni

*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 treba pristupovat s rozvahou a peclivé informovat pacienta o veskerych aspektech
testovani.

Pred prediktivnim (presymptomatickym) molekularné genetickym vysetfenim na HD
se postupuje podle specidlniho protokolu, ktery kromé opakovanych konzultaci s klinickym genetikem
zahrnuje také vysSetreni neurologické, psychiatrické a psychologickeé.

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



Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea
(HD — Huntington’s Disease)
Lécba

[Lécba HD v soucasné dobé neexistuje.
Zkoumaji se latky, které by mohly ptisobit neuroprotektivné
Vétsina z nich vsak nepfinesla signifikantni vysledky.

Nad¢jné vypadaji transplantace novych zdroji neuronda.
Problém - HD postihuje vice oblasti mozku,
etické otazky



