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Pan Mendel by mél jisté radost
aneb co dokaze moderni genetika
v mediciné pfi péci o pacienta”™ =




Pronasledovana genetika

V zemich komunistického bloku byla genetika nejprve povazovana za pavédu,
az v 60. letech se to zménilo a genetika se zacala vyucovat na vysokych skolach.

V roce 1965 se konalo v Brné prelomové Mendel Memorial Symposium,
které za Ucasti snad péti stovek odbornik( z celého svéta v nové otevrené Janackoveé opere.
Tenkrat jsme se i my za Ceskoslovensko znovu pFihlasili k Mendelovi.

Prvé zacatky rozvoje lékarské genetiky po letech zavrzeni datujeme do roku 1963.
Tehdy byla ustavena Komise pro Iékarskou genetiku.
Samostatna Spoleénost lékaiské genetiky CLS byla zaloZena v r. 1967.



LékaFskd genetika

Mnoho lékaru si z dob svych studii pamatuje,
ze |ékarska genetika se zabyva relativné vzacnymi monogennimi onemocnénimi
¢i chromozomalnimi poruchami.

S vyjimkou pediatr( a gynekologl-porodnikd se vétsSina |ékard v primarni péci s
témito chorobami setkavalo velmi vzacné,
a lékarskou genetiku proto povazovali za okrajovy obor mediciny.

Soucasny rychly vyvoj molekularné genetickych metod,
prekotné odkryvani lidského genomu
a systematicky popis polymorfism( jednotlivych nukleotid( (SNPs)
lékarskou genetiku posouvaji z periferie akademické mediciny do centra kazdodenni praxe.
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Genenka

hraje dulezitou roli v medlcmel a2

"My doctors estimated that
| had an 87% risk of
breast cancer and a 50%

risk of ovarian cancer.”
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Lékarska genetika
je samostatnym védnim oborem v systému |ékarskych véd.

Specifickymi metodami analyzuje podil dédi¢nosti, genetickych zmén a faktor( prostredi
v etiologii a patogenezi chorob a vrozenych vad.

Jeji vyznam velmi rychle vzrista,
nebot po zvladnuti hlavnich problém( predchozich generaci - podvyzZivy a infekci —
v soucasné klinické praxi prevazuji genetické choroby a vady,
vCetné chorob vyvolanych zhorSovanim zivotniho prostfedi u osob s genetickymi dispozicemi.



Lékarska genetika

Moderni genomické metody, mezi néz cela plejada vysoce citlivych a presnych metod,
umoznuji identifikaci specifickych genetickych zmén zplsobujicich onemocnéni.

Velké zmény genomu lze studovat cytogenetickymi metodami.

Analyzou zmén rozsahem pfrilis malych pro cytogenetické vysetreni
a studiem vlivu téchto zmeén na zdravotni stav Clovéka se zabyva molekularni genetika.
Moderni technologie molekularni genetiky dokazi identifikovat i velké prestavby genomu
a postupné nahrazuiji klasické cytogenetické postupy.
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onemocnéni, ktera jsou prenasena (dédéna) v ramci rodiny z rodi¢ na potomky.
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Dia@\tika genetickych onerWni

ORGANIS™ CELL. CHROMoSVE GEME

sekvencni zmény DNA

aberace chromosomu

Cytogenetika Molekularni diagnostika
Molekularni cytogenetika



Dia@gtika genetickych one\rrpc(ém'

ORGANIS™M cELL. CHROMOSOME GENME

Cytogenetika Molekularni diagnostika
Molekularni cytogenetika
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e Cytogenetika

Vysetreni karyotypu (hodnoceni barvenych metafazickych chromosomu v optickém
mikroskopu)

Karyotyp
je soubor vSsech chromosomU v jadre bunky.

V bunécnych jadrech urcitého druhu je konstantni do poctu, velikosti i tvaru chromosomd a
jako takovy se pouziva jako druhovy znak

* vyzaduje kultivaci ziskanych bunék ve specialnim médiu
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"Molekularni cytogenetika

Nezbytnou metodou zjistovani chromosomovych aberaci je

fluorescencni in situ hybridizace (FISH).

* umozniuje pomoci fluorescenéné znacenych sond vizualizaci konkrétnich chromosomu
nebo jejich oblasti nejen na mitdzach, ale i v interfaznich jadrech

* prokaze i malé zmeény, které klasickou cytogenetickou analyzou neni mozno stanovit.

DalSi vyuzivané metody vysetreni patri
* komparativni genomova hybridizace (CGH)
* multicolour FISH (m-FISH),

které jsou pouzivané pro upresnéni a doreseni vysledkl vySetieni.

K hodnoceni prepardtl jsou pouzivany mikroskopy s fluorescenénimi filtry,
digitalni kamerou a prfipojeného softwaru Lucia Laboratory Imaging

pro snimani a archivaci obrazka.


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjznparjr_bAhXEa1AKHY2rCrwQjRx6BAgBEAU&url=http://www.clgenetics.com/our-services/fluorescence-in-situ-hybridization/&psig=AOvVaw3kIi4ZrXdgFSXLNd6udMVe&ust=1528377043274764
https://www.clgenetics.com/wp/wp-content/uploads/2014/05/17-paint.jpg




Multicolour FISH
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/' Pocetni chromosomové aberace
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Pocetni chromosomoveé aberace

Down(v syndrom
@
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Jedna se o genetickou poruchu, ktera postihuje priimérné jedno z 800 déti narozenych
u vSech etnickych skupin. Roéné se na svété narodi 100 tisic postizenych déti, v CR je
to v soucasnosti pf¥iblizné 50 za rok.

Vék matky = rizikovy faktor

Pokud je matka starsi nez 35 let, je riziko narozeni ditéte s Downovym syndromem 1:400, pokud je
matce nad 40, stoupa riziko na 1:100. Dalsi rizikovou skupinou jsou rodice, ktefi maji tzv. Robertsonskou
translokaci chromozomii (pohlavni buiiky matky ¢i otce maji dva chromozomy spojené).

Jak Ize nemoc odhalit

plodova voda nebo nové krev. Porucha se ¢asto odhali'i pri ultrazvuku ci
prenatalnim screeningu.

VZP v lofiském roce uhradila zdravotni péci za 1136 klientfi
s Downovym syndromem.
Celkové naklady na kompletni péci o né cinily 60 848 993 korun.
Priimérné naklady na kompletni pééi o jednoho klienta s uvedenou
chorobou tedy loni byly 53 564 korun.

Matky starsi 35 let by mély podstoupit prenatalni diagnostiku, kdy se odebere

|

Lidé s Downovym syndromem maji
na 21. paru chromozomii jeden chromozom
navic (misto béznych 46 chromozomii 47).

Typické priznaky

- Sikmo posazené oéi s kozni fasou, ktera
se tahne od vnit¢niho koutku oka
ke koFeni nosu

« kulaty obli¢ej, kratky krk

« ochably jazyk a mala ustni dutina, postizeni
maji obcas otevrenou pusu a vyplazuji ho

- niZsi postava

« sniZené napéti svali

« Siroké ruce s kratkymi prsty, napric dlanémi
se nékdy tahne jedna Ci dvé ryhy

- mentalni retardace, pomalejsi vyvoj

« nachylnost ke srde¢nim vadam, Spatné
funkci $titné Zlazy, porucham dychani, horsi
imunité a vadam zraku a sluchu

« mentalni opoZdéni

t ZDROJ: VZP, DOBROMYSL.CZ, KLUBNEJMENSICH.CZ, WWW.DS-INT.ORG FOTO: SHUTTERSTOCK PRIPRAVILA: MICHAELA KOUBOVA



///Eukturm' chromosomové aberace
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Syndrom Di George

e vrozené srdecni vady

* typické konotrunkalni vady
e facialni dysmorfie

* hypoplasie

- aplasie thymu

- event. pristitnych télisek

* munodefekty

* hypoparathyreoidismus




Strukturni chromosomové aberace

DiGeorge syndrom

-+—— del 22q11




/%kularne geneticke metody

V posledni dobé doslo diky vyznamnym objevum
v oblasti molekularni biologie k prudkému rozvoiji
celé rady novych modernich technik,
které podstatné zvysily citlivost a pfesnost molekularné genetickych testa.




,-@ekulérm’ diagnostika

Analyza zacina izolaci DNA ze vzorku.

Biologicky material pro izolaci DNA

Teoreticky z jakéhokoliv dostupného biologického materidlu (s jadrem)



‘Mole

/ ekularni diagnostika

Analyza zacina izolaci DNA ze vzorku.

Obvykle se k tomu pouziva smés chloroformu
a fenolu nebo solny roztok, ktery oddéli DNA
od ostatni hmoty bunécného jadra.

Automaticka izolace
vychytani DNA pomoci magnetickych kulicek




"Molekuldrni diagnostika

Izolaéni postup vétSinou nedoda dostatek DNA
pro analyzu, takze dalSim postupem je umélé
zvyseni mnozstvi DNA ve vzorku za pouziti
technicky nazyvané
"polymerazova fetézova reakce" (PCR)  » ==
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http://enfo.agt.bme.hu/drupal/sites/default/files/pcr_0.png

Metody molekuldrni diagnostiky

*Restrikéni analyza PCR produktu

*Hybridizace PCR produktu s alelové specifickymi oligonukleotidy
*PCR s aleloveé specifickymi primery (ARMS)

*PCR s primery ohranicCujicimi pfredpokladané delece v DNA
*Analyza teploty tani PCR produktu pomoci real-time PCR
*Triplet primed PCR (TP PCR)

*Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA)

sjednoretézcovy konformacni polymorfizmus (SSCP)
edenaturacni gradientova elektroforéza (DGGE)

*heteroduplexni analyza (HD)

*detekce zkraceného proteinu (PTT)

edenaturacéni vysokotlaka kapalinovd chromatografie (DHPLC)
*analyza teploty tani na real-time PCR, analyza teploty tani s vysokym rozliSenim (HRM)
*sekvenovani

*masivné paralelni sekvenovani



ary Banks Mullis

R (polymerazova retézova reakce)

Tato metoda byla ve své dobé doslova prevratna
a nejen ze méla obrovsky dopad na védeckou komunitu,
ale ovlivnila i mnoho aspektll naseho kazdodenniho
Zivota.
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Elektroforeza

K @nalyze jsou fragmenty vytfidény
elektrofrézou druhem elektrického "zavodu'".
DN A ma negativni elektricky naboj
aje| pFitahovana ke kladné elektrods,

tak jako se vzajemé pfitahuiji jizni
. 3'severni pdl na magnetu.
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Elektroforéza /













" Sekvenace




Cely obor zenou v poslednich letech neskutecné rychle dopredu technologie.




Cely obor zenou v poslednich letech neskutecné rychle dopredu technologie.

New Applied Biosystems SeqStudio Genetic Analyzer

il

Nothing has changed,
except everything




_Sekvenovani nove generace




Vyvoj sekvenacnich metod za poslednich 30 let

Single
molecula?
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Stratton et al. 2009 Nature 458:719-724



Kapilarni vs. Masivneé paralelni sekvenovani

Miniaturizace a paralelizace

II{III{III{III{“”JII{HIIJHIJII?

i

96 DNA fragmentu Miliony DNA fragmentu
sekvenovano zaroven sekvenovano zaroven




MPS

V soucasné dobé se MPS v klinické diagnostice presunuje od sekvenovani malého rozsahu
zaméreného na analyzu jednotlivych genl nebo vybranych skupin genli asociovanych

s konkrétnim onemocnénim k panelovému sekvenovani az stovek genl asociovanych s
diagndzou az k exomovému sekvenovani se zameérenim na klinicky vyznamné geny.
,Bohaté” [aboratore uz nyni sekvenuji celogenomové.

RozliSuji se postupy:
amplikonové sekvenovani - vyuziti zejména k ultrahlubokému sekvenovani
(hybridization-based capture sequencing, Hyb-Seq - panelové sekvenovani — sekvenacni

knihovna je pripravena hybridizaci sond komplementarnich k cilové sekvenci zdjmu) —
vyuziti k ultrasSirokému sekvenovani




Output Range
Run Time

Reads per Run

Maximum Read Length
Samples per Run#
Relative Price per Sample#

Relative Instrument Price?

Panelové sekvenatory firmy lllumina

- vyuziti v diagnostice

MiniSeq MiSeq" MiSeq Dxt MiSeq FGx* NextSeq'
1.8-7.5 Gb 0.3-15 Gb 0.3-15Gb 0.3-15 Gb 20-120 Gb
4-24 hr 5-55 hr 4-55 hr 4-55 hr 11-29 hr
8-25 million 1-25 million 1-25 million 1-25 million 130-400 million
(for research)
2x150 bp 2x300 bp 2 x 300 bp 2x300 bp 2x 150 bp
1-96 1-96 N/A N/A 12-36
Higher Cost Mid Cost Mid Cost Mid Cost Highest Cost
Lower Cost Mid Cost Mid Cost Mid Cost Lowest Cost



Celogenomové sekvenatory firmy lllumina

- vyuziti ve vyzkumu

.
——
NextSeq HiSeq 4000° NovaSeq 600071

Output Range 20-120 Gb 125-1500 Gb 134-6000 Gb
Run Time 11-29 hr <1-3.5 days 13-44 hr
Reads per Run 130-400 million 2.5-5 billion Up to 20 billion
Maximum Read Length 2x 150 bp 2x 150 bp 2x 150 bp
Samples per Runt 1 6-12 4-45
Relative Price per Samplet Highest Cost Lower Cost Lowest Cost

Relative Instrument Pricet Lowest Cost High Cost Higher Cost



Technologie single-molecule sekvenovani
treti generace sekvenovani

Predstavuje vyraznou zménu ve vyvoji novych sekvenacnich metod
Nevyuziva zadny amplifikacni krok pred vlastnim sekvenovanim,
coz zkracuje dobu pripravy DNA a snizuje chybovost pramenici z amplifikace DNA
Redukuje cenu
Umoznuje vyssi flexibilitu v délce Cteni
Umoznuje presnou kvantifikaci DNA molekul, protoze signal je zaznamenavan
v realném Case




Celogenomove sekvenovani: vsechny varianty v jednom
experimentu

DNA z krve/slin — Genom se ‘vSemi’ variantami

TTAACCCCTTCGAATGCTCATCARATCGTATCTCCCGARRATGTCTTTTATE
TATCTTACTTCCACCACATAATCTACGAACTATCAATGTTTAT GATGGT CAC
CGTTTETTAACAACTCATTTCGAATCTGAT A CGAAGAGTTGCTAATAATGA
GCAAAAATACAAAARATCTTGGATTCTATCGATAACAGCCGAGGT GCCAATC
TACAAATAAARAGCTTACTTTGGATACT TT GACAGGT GGACACT CARAARAGAR
TECCAAGTTATATTAATCGCAAACGCTATTCCTGAGACTGCCAGAGCT GT AAT
TCTATGAATAAAACTCCCTTTATTGAAGTACCATCTTACATTT TAAACAAGT
TETTGETCTTTTATAATCACGT TACGAAAGATAACATACT CAAAAGTCTTCAA
AAGCTTTTCTAACATATATCAAAAGTGATCATAATTCTGARAATCCTTATAT
GATTTAGCACAGAAGAATGCATATTTAACCTTGGCTCCTAATTT CGGT GATA
‘J AAAAACCAAACACCAACCTCGCTTTTGTAACTATTTGCAGACAT CCATCTATC

¥
r j— CTAATATCCAATCTGGTATAATAAARAGAT CAGAAGGET TTACTATTAACAT
| 4 r 4 ACAATTTGCACATCTTTT ATGACAATAT
’ CAAATCCCCATGTGCCAATCTCGAACAAGCTTTGAT TAT GAACT CACGARAT

AAAATTCTATAACAACCAATCCAATCTTCGGCTTGGT CCAAGAT CAAATACC
AATAAGTTATATAGACGACAARATTATACATATAACGAT GCGTTGETGATTT

- L R AT LR LR E P R P LT

Presnost
Rychlost
Cena




Masivné paralelni sekvenovani

Presnost

Kratké Cteni sekvence spolehlivé pro vétsinu aplikaci

Primérné sekvencni pokryti spolehlivé pro detekci bodovych mutaci
Dlouhé ¢teni sekvence lepsi pro strukturalni variace, opakované expanze,
ale vysoka mira chyb pro detekci variace jednotek nukleotidu

Rychlost

Technologie kratkého ¢teni umoznuje sekvenaci exomu a genomu ve dnech
Lze sekvenovat tisice genom( na jednotlivych platformach ro¢né

Dlouha ¢teni genomd stale trvaji delsi dobu



Masivné paralelni sekvenovani

Cena za precteni jedné baze DNA klesla béhem minulych deseti let vice nez milionkrat.
Takto prudké snizeni nema precedens v déjinach ekonomie zbozi na svété

1980 byla schopna jedna laborator sekvenovat 1 000 pb za den,
2000 1 000 pb za vterinu.

2003 byl precten genom ¢lovéka za 3 miliardy dolaru.

2005 byl precten genom Simpanze za 50 milion0 dolard.

2007 byl publikovan prvni genom konkrétniho ¢lovéka, C. Ventera za 100 miliond dolaru.
2008 publikovan genom J. Watsona - sekvenovan za ¢tyri meésice, za jeden milion dolart

V r. 2011 sekvenovani genomu trva jeden den, stoji 1 000 dolarl a je sekvenovano 1 000 lidi.
V r. 2016 je cena pod 1 000 dolar( a sekvenovani genomu kohokoli z nas trva nékolik hodin.



Naklady na sekvenovani lidského genomu

(s rozumnou kvalitou pro identifikaci variant)

#==Newcastle .
University Joris Veltman




The UK 100,000 Genomes Project
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by Dr. Richard Scott, clinical lead Genomics England

100,000 genomes

?D,UUD patients and family
members

21 Petabytes of data.
1 Petabyte of music would take 2,000
years to play on an MP3 player.

13 senomic Medicine Centres, and

83 NHS Trusts within them are
involved in recruiting participants

1,500 nHs staff

(doctors, nurses, pathologists,
laboratory staff, genetic counsellors)

2,500 researchers and trainees Genomics ==
from around the world RAgHnG S g



Declaration for delivering cross-border
access to genomic database

1 million genomes accessible
in the EU by 2022

(= ' Linking access to existing and
BV future genomic database across the EU

o Providing a sufficient scale for
z’ new clinically impactful .
associations in research




Declaration for delivering cross-border

access to genomic database

19 evropskych zemi (do 12. 11. 2018) podepsalo prohlaseni o poskytnuti pristupu
napric hranic k jejich genomové informaci.

Jedna se o vyznamnou udalost pro evropsky zdravotni vyzkum a klinickou praxi:
sdileni vice genomickych dat zlepsi porozumeéni a prevenci nemoci,

coz umozni lépe individualni Iécbu (a cilené léky), zejména u vzacnych onemocnéni,
rakoviny a nemoci souvisejicich s mozkem.




Declaration for delivering cross-border

access to genomic database

Toto prohlaseni predpoklada zejména:
e Sloucit fragmentovanou infrastrukturu a odborné znalosti podporujici spolecny
a hmatatelny cil: Jeden milion genom dostupnych v EU do roku 2022;
¢ \Vlyuzit a maximalizovat investice, které jiz provedly ¢lenské staty na vnitrostatni Urovni
a na urovni EU, zejména v oblasti sekvencovani, biobankovnictvi a datové infrastruktury;
e Dosazeni vetsi kohorty, ktera poskytne dostatecnou miru pro novy klinicky ucinny vyzkum.

Ceska republika patii k zakladajicim zemim - 10. 40. 2018,
e urceni haploskupin, mt skupin
» sekvenace 1000 genom/90 mil. K¢



Vyspélé technologie umoznuji molekularnim genetikiim ziskat stale vice informaci
o genetické vybave analyzovaného cClovéka.

Otazka je:
Vime, jak s nimi nalozit?
Vime, jak je pouzit ve prospéch cloveka?



Identifikace genu

700
— All

—— X-linked

— Autosomal recessive

6009 | — Autosomal dominant

500+

400
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Number of novel ID genes identified over time
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Vissers, Gilissen & Veltman. Nat Rev Genet 2016



GUINNESS WORLD RECORDS

Stephen Kingsmore, M.D., D.Sc., president and CEO of Rady Children’s Institute for

Genomic Medicine at Rady Children’s Hospital-San Diego
rekord pro nejrychlejsi diagnézu sekvenovanim genomu.

Dr. Kingsmore receives the GUINNESS WORLD
RECORDS™ certificate for the fastest genetic diagnosis.

2016 — 26 hodin
2018 - 19.5 hodin!



Sekvence nasi DNA,
vhodné zasifrovana,

se zanedlouho stane
standardni soucasti nasi
elektronické zdravotni

dokumentace.

Collins, F., (2010) The Language of Life. Profile
Books LTD. London, GB.




Interpretace genetickych analyz

Problematickou ¢ast genetické analyzy predstavuje interpretace vysledkd,
jiz by mél se vsi obezretnosti provadét pouze odbornik.
Vypovédni hodnota nékterych genetickych variant je vysoka, zatimco u jinych je nejasna.
Jen asi sedm tisic nemoci je monogennich (cysticka fibroza, hemofilie),
zatimco vétsina znakd i nemoci je disledkem sloZité souhry mnoha gend,
casto v kombinaci s plsobenim vlivl prostredi.




Predikcni programy patogenicity

o

All sites D Missense variation C Missense variation (all defined)

1.0 4 . b
0.8 . 1
= ] | ]
= 0.6
o (0.4 R ~ M C score (93.05%) - * m C score (93.02%)
0 B GerpS (85.14%) B GerpS (84.42%)
PhCons (83.65%) PhCons (82.83%)
0.2 4 W C score (91.64%) | - B phyloP (83.46%) - B phyloP (82.71%)
B GerpS (84.79%) W PolyPhen (87.52%) W PolyPhen (91.42%)
y PhCons (83.09%) W SIFT (87.92%) W SIFT (89.18%)
04" B phyloP (83.03%) | 4. Grantham (63.45%) | H{ * Grantham (63.68%)
0 0.2 04 0.6 0.8 10 0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 O 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 — specificity 1 — specificity 1 — specificity
CADD Combined 63 annotations into one meta-score (C score)  http://cadd.gs.washington.edu/
for the entire genome based on a SVM
Eigen Spectral approach to the functional annotation of genetic  http://www.columbia.edu/~112135/eigen.html
variants in coding and non-coding regions.
DANN DANN used the same feature set and training data as https://cbel.ics.uci.edu/public_data/DANN/
CADD to train a deep neural network (DNN).
FitCons Predictions of pathogenicity for the entire genome based  http://compgen.cshl.edu/fitCons/
on evolutionary conservation and functional data
SPANR/SPIDEX Trained a model optimized for the prioritization of splice  http://www.deepgenomics.com/spidex
site variants with a deep learning approach
HAL Prioritization of splice site variants based on their effect  http://splicing.cs.washington.edu
of (alternative) RNA splicing
PHIVE Analysis of exome variants by computing phenotype http://www.sanger.ac.uk/resources/databases/exomiser
similarity between human disease phenotypes and
phenotype information from knockout experiments in
model organisms
RVIS The Residual Variation Intolerance Score or RVIS is a http://genic-intolerance.org/

gene based score to prioritize disease genes based on
intolerant to genetic variation

Kircher et al. Nat Genet 2014; Lelieveld, Veltman & Gilissen. Hum Genet 2016



Klasifikace variant:
ACMG-AMP doporuceni

American College of Medical Genetics and Genomics
Association for Molecular Pathology
2015



ACMG-AMP GUIDELI NES (publikovano 2015)

Genetics
e snstancmsgeo s ocns ANCIVIG STANDARDS AND GUIDELINES | inMedicine

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology

Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD?', Sherri Bale, PhD?, David Bick, MD?, 5oma Das, PhD?,
Julie Gastier-Foster, PhD®™8, Wayne W. Grody, MD, PhD*'™", Madhuri Hegde, PhD",
Elaine Lyon, PhD™, Elaine Spector, PhDY, Karl Voelkerding, MD™ and Heidi L. Rehm, PhD'S;
on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

- tyka se pouze sekvencnich variant

K ¢emu?
- nutny vznik jasného klasifikacniho systému po nastupu NGS technologii a celoexomovych a
celogenomovych sekvenacnich platforem — vysoka frekvence genetickych variant
- vylouceni subjektivniho hodnoceni variant a sjednoceni klasifikace detekovanych variant
napfi¢ riznymi laboratoremi
=> 5 tfid
- pro kazdou tridu existuji specificka klinicka doporuceni



Klasifikacni systéem

{" . NIH Public Access Proposed Classification System for Sequence Variants Identified by Genstic Testing
@97 Author Manuseript
Bt — - . ,
Peblished in final sdited form a2 Class | Description Probability of being Pathozeaic
e it 208 Noverober | 290110 12821290 doa L0100 ik 20680
5 Defirately Pathogenic =099
Sequence variant classification and reperting; recommendations 4 Likely Fahegenie 055059
for impreving the interpretation of cancer suscoptibility genetic 3 Uncertam 00504549
test results 2 Likely Mot Pathogenic or of Little Climcal Sipraficance 00010049
Sharon E. Plon’ " * Diana M. Ecclea”, Dowglas Easton”, William 0. Foulkes®, Maurizic 1 Mot Patkogense or of o Clinical Sigrificance <0001
Genuardi® Mars 5. Gresnblatt? ElrlrnE.LHn-nurua':t" Hicoline Hoogerbruggs”, Amanda
8. Spurdie”, and Szan Tavtigian' for the IARC Unclassified Genetic Variants Working
roun 5 classes linked to validated quantitative measures of causality/ pathogenicity
Survelllance Kecommendations iF A Risk Eesearch Testing of Family
Class | Clindeal Testing Relative is Positive Aembers
5 Tesl atrisk relarmnves for Vet Full haglierisk surveallance gimdelnes Mol mdacaned
1 Test at-risk relatives for varians Full high-risk smveillance guidelines T\.rrl':r'.H:r: I1¢I|.'-I'l.|.l ta furthier
clessify variant
Do ot vse for pradictive testing m at-nsk Basad on family history (and other risk factors) May be helpfinl to further
relatives clissify variant
2 Dy not use for prediciive testing i at-risk [reat as “no martation detected” for this May be helpfinl to further
relatives * disorder classity variant
| D ot nse for predictive testing m at-nsk Treat as “no nuetation detecied™ for this Mot indicated
relatives” disorcer

All 5 classes are linked to clinical recommendations



ACMG-AMP doporuceni

- kvalitativni zhodnoceni dostupnych informaci o varianté
=> 28 definovanych kritérii = dikazl s pfifazenym kddem a hodnotou
(stand-alone, very strong, strong, moderate, supporting) a smérovanim (benign/pathogenic)

- dle navazuijicich pravidel pak zarazeni varianty do jedné z kategorii
5) patogenni
4) pravdépodobné patogenni
3) varianta nejasného vyznamu
2) pravdépodobné benigni
1) benigni



De novo mutace neexistuji!?




Whole genome sequencing (WGS)

Celogenomové analyzy prokazaly

De novo mutace — jsou to mozaiky u rodicud, které jsme nevidéli
Zarodecny genom - nutno analyzovat vSechny zarodecné listy

Zarodecny list
tfi hlavni skupiny bunék, které vznikaji béhem embryogeneze
ektoderm

vyviji se ve stadiu gastruly spole¢né s entodermem.

Vznika z néj vétsina epitelll, pokoZka a jeji derivaty (vlasy, nehty), vystelka zac¢atku a konce zaZivaci trubice, dale napriklad cichové buriky, mozecek, tycinky, ¢ipky,
dren nadledvin.

Specifickym typem ektodermu je neuroektoderm, z néhoz vznika nervova soustava a neuralni lista.

entoderm

Z entodermu se vyviji epitel travici soustavy(vyjma ¢asti Ust, hltanu a fiti).

Také z néj vznikaji buriky lemujici obé Zlazy, které jsou otevieny do travici soustavy (jatra, slinivka bfisni), epitel Eustachovy trubice, ¢ast stfedniho ucha, epitel pridusnice,
pradusky a plicnich alveol, povrch mocového méchyre a ¢asti mocové trubice

mezoderm

Mezi lidské organy mezodermalniho plvodu patti naptiklad svaly, kostra, obéhova soustava,
Vylucovaci soustava, pohlavni soustava, v podstaté vsak také organy vzniklé ze stén coelomu
(napf. ¢ast cévni soustavy) a dale struna hrbetni



Detekce mozaicismu

Vysetreni trech zarodecnych list(

e Ektoderm —izolace DNA z bukalniho stéru
* Mezoderm - izolace DNA z periferni krve
* Entoderm - izolace DNA z moci



Molekuldrné geneticka diagnostika

o

* motor personalizované mediciny
*» liguid biopsy

* neinvazivni prenatalni screening
» prekoncepcni testovani

o

o

o



Molekularni diaghostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy:

1) geneticky

X/

%+ genetické priciny jsou dnes odhalovany u stale vétsiho poctu onemocnéni

2) diagnosticky

‘0

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

musi vSak byt potvrzena jejich klinicka validita a ovéren jejich uzitek

dokazou urcit nebo upresnit diagnozu

K/ K/
0.0 0.0

3) prediktivni

%+ slouzi k ureni nositele patologické varianty genu asociovaného s nemoci
odhaleni genetické predispozice nebo nachylnosti k nemoci

%+ vysetreni, ktera predpovidaji geneticky podminéné nemoci pred jeji manifestaci

4) prognosticky
+* stanoveni rizika dédi¢ného prenosu

Ve

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi Gcinky

6) terapeuticko-indikacni

** pomoci genetickych testl je mozné dopredu urcit, ktefi jedinci budou mit nejvétsi prospéch
z uzivani konkrétniho léku a u kterych pacient(i bude naopak podavani |éku spojeno
se Spatnou odpovédi a astymi a zavaznymi nezadoucimi ucinky

/

** motor personalizované mediciny a cilené biologické lécby



rdl
/

Molekularni diagnostika ma dnes tyto hlavni praktické p¥inosy:

1) geneticky
¢ genetické priciny jsou dnes odhalovany u stéle vétsiho poctu onemocnéni

|dentifikace gen( asociovanych s chorobani

wTig

S 4 O Total
o O Autosomal 4620
B Xlinked ]
B Y linked P
g B Mitochondrial =
S 3843 3852
3 e [
3525
o
o _|
o
™
o 2048
g — 1851
N _—
o
o _|
o
-
277 287 319
169
2 26 4 28 4 28 4 3
e acl C
2007 2013 2014 2017

Fernandeze-Marmiesse et al. Current Medicinal Chemistry 2018



Molekularni diaghostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy:

2) diagnosticky
v okamziku, kdy jsou genetické faktory podilejici se na vzniku onemocnéni jsou

zavedeny diagnostické testy do bézné klinické praxe
musi vSak byt potvrzena jejich klinicka validita a ovéren jejich uzitek

\/
0’0

\/
0’0

s dokazou urcit nebo upresnit diagndzu

stanovi nebo upresni diagnozu



Molekularni diagnostika ma dnes tyto hlavni praktické pfinosy:

3) prediktivni

¢ slouzi k ur€eni nositele patologické varianty genu asociovaného s nemoci
odhaleni genetické predispozice nebo nachylnosti k nemoci

*» vysetreni, kterd predpovidaji geneticky podminéné nemoci pred jeji manifestaci

umoznuji prediktivni diagndzu, tzn. identifikaci genetickych onemocnéni
pred jejich manifestaci



Molekularni diagnostika ma dnes tyto hlavni praktické pfinosy:

S
~

3) prediktivni

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

* Je porucha poprvé popsana v roce 1872 americkym Iékafem Georgem Huntingtonem.
* Jednd se o neurodegenerativni autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni

* Patfi mezi polyglutaminové poruchy

* Mad incidenci 4-10 na 100 000.

* Manifestuje se nejc¢astéji ve stfednim véku.

* Meazi pfiznaky dominuje porucha motoriky,
zmény osobnosti, progredujici demence
a nakonec smrt.

Asociovana s genem HTT (objeven v roce 1993).

Gen kdduje protein huntingtin.

*  Presna funkce proteinu stdle neni zndma

*  Predominantné je exprimovan v CNS.

* Interaguje s radou transkripcnich faktord, je tedy pravdépodobna
jeho vyznamna role pfi normalnim vyvoji CNS,

*  RovnézZ byla demonstrovana jeho dulezZitost pro normalni prabéh
mitdzy v CNS

‘*

-

http://sk.tdmed.ru/diagnoz/24849-hvoroba-gentngtona-simptomi-lkuvannya.html


http://sk.tdmed.ru/uploads/posts/2014-09/hvoroba-gentngtona-simptomi-lkuvannya_652.jpeg

Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea

Expanding asls

5 — — 3 —
‘.' 3 —_— N S—
‘ I |3 Jv Replikace opoZdujiciho se Fetézce l
‘Normal’ allala
\ \
- \
PFicina onemocnéni
zmnozené opakovani tripletl CAG, coz je kodon pro glutamin % >
*normadlni jedinci nesou ve svém genu 9-35 repetic CAG,
*postiZzeni jedinci jich maji vice nez 40. / /
37 37
Cim je pocet repetic vétsi, tim je nastup onemocnéni casnéjsi. Viasenka na Okazakino fragmenty Visanka na templatu
Expandovana repetice se dédi od postizeného rodice. l l
Pfi pfenosu ovsem nékdy dochazi béhem replikace pred tvorbou gamety k dalsi
) i EXPANZE DELECE
expanzi této repetice. 5 - .
o v . ’ -V v . Ve ré - - 37— - EN
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. 5 - P -
I —— I ——

Expanze se u HD objevuje ¢astéji béhem muzZské gametogeneze
coz je dlivod, proc jsou tézké, ¢asné se objevujici formy s poctem repetic 70—-120 dédény od otce.

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




Huntingtonova choroba téz Huntingtonova chorea

K dispozici je pfimé genetické testovani na pritomnost expanze v genu HTT
* zjisténi statutu pacienta v genetickém riziku

*prenatalni

*preimplantacni diagnostice

Vzhledem k neexistenci |éCby je testovani spojeno s psychickymi a etickymi probléemy
*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 vysetfenim na HD
se postupuje podle specialniho protokolu, ktery kromé opakovanych konzultaci
s klinickym genetikem zahrnuje také vysetreni neurologické, psychiatrické a psychologické.

HD je charakterizovanad selektivni ztratou neuront
v bazdlnich gangliich,
ktera se podileji na koordinaci pohybd.

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

Vysetreni déti a nezletilych osob v riziku na zakladé zajmu/Zadosti jejich rodicl je nepripustné

(zachovani prava nevédét).



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

Molekularni diagﬁostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy:

4) prognosticky

/7

+** stanoveni rizika dédicného prenosu

Priklad
DARCOVSKY PROGRAM IVF

Riziko vybranych recesivnich chorob pro potomky pacientek vyuZivajicich darcovské spermie/vajicka/embrya pocitané
dle Hardy-Weinbergova zdkona

A?x2Aaxat=1

/ \

Frekvence nepostizenych jedincl Frekvence postiZzenych jedincl

Frekvence heterozygotl




Molekularni diagﬁostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy: /

T ‘

4) prognosticky

NG

% stanoveni rizika dédicného prenosu

Priklad
Vypocet frekvence
Darce Pacient L. Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygotl v VF.>V i . Riziko pro
Onemocnéni ) . postizenych potomkud
genotyp genotyp detekce ost stanoveni populaci potomka
(genotyp: aa)
1/3600;
CF Devyser 90,84 % 1/30* 1/30*1/30*1/4°2
y 6 / / / / 0,028 %
1/6400;
SMA MLPA 95,00 % 1/40%** 1/40 *1/40* 1/4° /
. e Y. 0,016 %
NevysSetreny | NevySetfeny - —
Prelingualni
hluchota Sekvenace 1/3600;
. 99,00 % 1/30*** 1/30 *1/30*1/4°2 /
(connexin exonu 2 0,028 %
26)
Vypocet frekvence postizenych
Darce Pacient . Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygoti v vp p y Riziko pro
Onemocnéni i . potomkd
genotyp genotyp detekce ost stanoveni populaci potomka
(genotyp: aa)
[1/30 * (1-0,9084)] * 1/30 *
CF Devyser 90,84 % 1/30 1/4° 1/39301
1/40 * (1-0,9500)] * 1/40 *
Homozygot SMA MLPA 95,00 % 1/40 [/ ( , = 1/128 000
b Nevysetieny 1/4
(AA) Prelingudlni
hluchota Sekvenace [1/30 * (1-0,9900)] * 1/30 *
. 99,00 % 1/30 1/360 000
(connexin exonu 2 1/42
26)




Molekularni diagﬁostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy: /

4) prognosticky

/7

pal

+** stanoveni rizika dédicného prenosu

Priklad
A . . . . Vypocet frekvence .
Darce Pacient Onemocné Metoda Pravdépodobn Frekvence heterozygotid v ., . Riziko pro
i 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 v/ ( i ) / 1/429 053
[1/40 * (1-0,9500)]? * 1/4
Homozygot SMA MLPA 95,00 % 1/40 i 1/2 560 000
R Homozygot ©
AA . z
(AA) (AA) Prelln,gual
ni
Sekvenace 1/30 * (1-0,9900)]2 * 1/4
hluchota 99,00 % 1/30 v/ ( 2 / 1/36 000 000
. exonu 2 a
(connexin
26)
Darce Pacient
genotyp genotyp
CF Devyser 90,84 % 1/30 1/1 *1/30*1/4° 1/120; 0,833 %
Heterozygot SMA MLPA 95,00 % 1/40 1/1 *1/40* 1/4° 1/160; 0,625 %
Nevysetreny
(Aa) - .
Prelingudln
i hluchota | Sekvenace exonu
99,00 % 1/30 1/1 *1/30*1/4°2 1/120;0,833 %

(connexin
26)

2




e
Molekularni diagnostika ma dnes tyto hlavni praktické pfinosy:

Ve

5) preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejSimi Gcinky

umoznuiji identifikaci prenasecu genetickych
onemocnéni

(napr. Prekoncepcni testovani autozomalné
recesivnich a X-vazanych recesivnich chorob

umoznuji prenatalni a preimplantacni
diagnostiku

odhaluji zavazné genetické onemocnéni pred
narozenim ditéte



Prekoncepcni testovani autozomalneé recesjvnich a
X-vazanych recesivnich chorob

¢ Za nejvhodnéjsi dobu k provedeni screeningu je povazovano obdobi pred pocetim.
s Vétsinou se jedna o obdobi rané dospélosti.

) e . . . . ’ v ’ 4 ’ . ’

s V tomto obdobi je k dispozici nejvice reprodukcnich moznosti, pokud se zjisti,

Ze jsou oba partnefri prenaseci autozomalné recesivni choroby

K reprodukénim moznostem dostupnym pred pocetim patri

upusténi od (dalsiho) téhotenstvi

e pfijetirizika, Ze se narodi dité ovlivnéné chorobou

* adopce

e prenatalni diagnostika s moznosti ukoncit nebo neukoncit ovlivnéné tehotenstvi
* preimplantacni geneticka diagnostika pfi technikach in vitro fertilizace (IVF)

* nahradni materstvi

* pouziti darovanych spermii/vajicka od jedince, ktery neni prenasec.



| testovani autozomalné reces
1% X-vazanych recesivnich ch

Kritéria volby nemoci

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

(2) Vécny cil screeningu by mél byt jasné definovan na pocatku programu.

(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 dlivérnost, respekt k autonomii jedince, a Giéast v ném by méla byt podminéna
informovanym souhlasem.

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

(9) Zavérecné zhodnoceni screeningového programu by mélo byt naplanovano na jeho zacatku.

(10) Celkovy pfinos screeningu by mél prevazovat nad negativy.




Prekoncepcni testovani autozomalné recesivnich a

X-vazanych recesivnich chorob
Etické otazky

V souvislosti se screeningem se objevuje nékolik etickych otazek,

které byly formulovany zdravotnickymi odborniky i laickou verejnosti:

* Moina diskriminace, soukromi pacientl a ochranu dat nebo podavani informaci tfetim stranam.
*  Domnénka, Ze by jedinci urceni jako prenaseci mohli citit tlak ze strany Sirsi spolecnosti,
aby ucinili specificka rozhodnuti o reprodukci, patfi k nejzavaznéjsim etickym tématam.

* Screening a nasledna selekce nezasazenych potomkd v rdmci preimplantaéni diagnosticky
nebo prenatdlniho testovani mlze byt vnimana jako eugenicky nebo diskriminacni pfistup.

* Na osoby s nemocemi, na které byva provadén screening,

vsak 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 zarucuje reprodukéni svobodu, nedirektivni genetické poradenstvi a interpretaci testl a

nutnost informovaného souhlasu. V ramci Evropské unie, Evropského hospodarského spolecenstvi a

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

v souvislosti s aplikaci biologie a mediciny. V kapitole 1V, ¢lanku 11 s uvadi: ,Jakakoliv forma diskriminace osoby

z ddvodu jejiho genetického dédictvi je zakazana.’ To je upfesnéno v zakoné ¢ 373/2011 Sbh.,

kde se uvadi, ze vysledky genetickych vysetreni nesméji byt vyuzity k diskriminaci testovaného ani geneticky pribuznych osob



Cysticka fibroza

nejcastéjsi autozomalné recesivni onemocnéni u evropskych populaci "=~

. , i . . TENKE STREVO
multlorganove onemocneni

enadmérné mnoistvi soli v potu Y HH;RRC:}[;LKYEM
eplice a dychaci cesty ¥

eslinivka brisni

emuzska sterilita o :f:;'

eprimarni pri¢ina — mutace v genu kdédujicim CFTR protein -
iontovy kanal

Upraveno die: http:/fwww.cfriief/anatomy. htmi

hlavni funkce CFTR proteinu — chloridovy kanal -
prenos chloridovych aniontl pfes membranu
echybéjici/nefunkéni protein - nerovnovaha iontového prostiedi = porucha
transportu vody - abnormalné viskdézni hlenovity sekret na epitelech - klinické
projevy



Cysticka fibroza

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

efrekvence prenasecl — priblizné 1 z 26-30

evyskyt u 1 ditéte na 2500-4500 novorozencu

ev CR udavan 1 ze 4023 (dle vysledkd NS niz&i — 1 z 6946)

—7? vliv prenatalni/preimplantacni diagnostiky a moznych disledkt z pozitivniho
nalezu?

Riziko u ditéte
Oba rodi¢e nemocného ditéte jsou zdravymi nosici patologie zplsobujiciho CF.
Riziko narozeni ditéte s CF je u kazdého téhotenstvi takového paru 25%.



Prekoncepcéni testovani autozomalné recesivnich a
X-vazanych recesivnich chor

Cysticka fibroza

CFTR gen 2000 patologickych variant
Cystic Fibrosis Mutation Database

Exon # 1 23 4 5 Ga &b 7 & @ 10 11 12 13 14a 14b1S 16 172 176 15 14 o210z 23 24

Missense 1 (LN I (RO 0 T A Q00T R A0 TP nee i o (o W v e

Nonsense LI T 1 1 111 T A T/ A O O I O

Frameshift IR Wt 0 (e v e e weme o em wenee vwer weienene e e wm we norn nef

In frame in/del I LI I I 1 I I I l

Splicing I L N T I U O B O I N R O |

Promotaor |

sequence Yariddibh [T TIURTECOC 0 (0000 toeemee e twe e 0t e rmieeee e e wewer i ewee 0 e
Legend Exon Region MM  Intron Regiontnot to scaled —— Exon Mutation | Intron/Promotor Mutation |

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




7 Cysticka fibréza

TRIDA MUTACI
STANDARDNI TYP

[ 1 R i N +
cr L+ I + i

cr CIf or cr o
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D e [0 | 9 )| 9 | 9| 9 ) &%)
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Amaral, M.D., 2015. Novel personalized therapies for cystic fibrosis: treating the basic defect in all patients. J. Intern. Med. 277, 155-166. upraveno

Trida | — NarusSena syntéza proteinu

Trida Il = Abnormalni zpracovani a intraceluldrni transport proteinu

Trida Ill = Porucha regulace proteinu

Trida IV — Naruseni vodivosti chloridového kanalu

Trida V — Redukovana syntéza a zhorseny intraceluldrni transport proteinu
Trida VI — Snizena stabilita proteinu



Cysticka fibroza

Molekularni diagnostika

LightCycl

® 480 Software release 1.5.0 SP3 =8 x]
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Metoda analyza teploty tani pomoci real-time PCR
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Metoda fluorescenéni multiplex ARMS (amplification refractory mutation system)
Elucigene CF-EU



Cysticka fibréza £

Molekularni diagnostika ovlivnuje 1écbu I

Ivacaftor
Pro pacienty s cystickou fibrézou (CF), ktefi maji mutaci tfidy Il G551D,
je od roku 2012 k dispozici kauzalni |é¢ba. Mechanismus ucinku Iéku K x H
spociva v opravé funkce chloridového kandlu CFTR, poskozeného touto 1
mutaci.
Aktivuje nefunkéni CFTR na povrchu bunék a otevird jej pro chloridové
ionty.

Potvrzend ucinnost nového lé¢ebného postupu, reprezentovaného zj:%gg

pravé lékem ivacaftor, pfindsi redlnou nadéji, Ze bude ¢asem mozné

fesit zakladni pfi¢inu onemocnéni i u pacientd s dalSimi typy mutaci v
genu CFTR.

Pokud chloridovy kandl na povrchu bunék zcela chybi,
coz odpovida stavu u vibec nejéastéjsi mutace zpusobuijici CF,
tj. F508del, samotny ivacaftor zlstdva nedcinny.
Pro takovy typ molekuldrniho poskozeni je zapotrebi vyuzit
jiné skupiny léku, které dovedou ovlivnit vlastni tvorbu

bilkoviny ve vnitru buriky a jimz se souhrnné fika korektory F w %
proteinu CFTR. Mezi nejlépe prozkoumané korektory CFTR *
patfi lé¢ebny pripravek %
lumacaftor -
(nékdy oznacovany jako latka VX-809; Vertex Pharmaceuticals). o .
lumacaftor usnadnuje transport proteinu CFTR na buné¢nou membranu gm?’js

a interferuje s potransla¢nim procesem jeho seskladani




Molekularné genetickeé testy Cini
oreventivni kroky

What is
Long QT Syndrome?

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

ePainAssist.com



Srdecni kanalopatie

Dédi¢na arytmogenni onemocnéni

—> defektni iontové kanaly, jejich podjednotky nebo asociované proteiny

=> chyba v akénim srdec¢nim potencialu Normal ECG Long-QT
=> arrhythmie o "
p T i T
Syndromy N\
- Long QT Syndromes Q Q
5 5

QT Interval QT Interval

- Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia

- Brugada Syndrome

Manifestace
kratka pauza v srde¢nim tepu, chvéni srdce, zavraté a blackout =>synkopa, nahla smrt



Long QT syndromy

Prevalence 1:2000

13 gend — 3 major gend => 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 genl



Diagnostika

Kardiologicka vysSetreni — ECG, testing after physical exercise, Holter
Genetické testovani — Sanger sequencing, Next generation sequencing
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Therapie

Beta blockers pasenatier

Pacemaker —

Pacemaker

Implantable
cardioverter
defibrillator (ICD)
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Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - invazivni vykony

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

e choriové klky
0,5-1% riziko spontannich potrat

» fetalni krevni bunky — pri kordocentéeze

vy$3i riziko spontannihgp ot%\

amniocentézy
vysoke riziko aloimu



Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - neinvazivni vykony

Volna DNA cfDNA

Krev je sloZzena z bunék a plazmy.
V plazmé kazdému z nas koluji krvi ulomky jeho vlastni dédi¢né informace, jeho DNA.
Pochazeji z rozpadlych jader uhynulych a zni¢enych bunék nejriznéjsich organ.

—y
—
Voda —
47 %
Plazma
55 % Latky
obsazang
W plazme
B 9% ™
, VR
Bilé krvinky — 1 Plazma
a desticky 1 % .
¥ 2 Desticky
3 Bilé krvinky
Cernveng — 4  Cervené krvin

krvinky 44 %




Volna fetalni DNA cffDNA

Zendm se pomérné zahy po ot&hotnéni objevi v krvi také zlomky dédi¢né informace
vyvijejiciho se embrya. V plazmé téhotné Zeny se nachazi smés ulomktd DNA matky a plodu.

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




Neinvazivni prenatalni screening NIPS

Detekce fetalnich aneuploidii

Metodou masivné paralelni sekvenace (MPS)




Masivné paralelni sekvenovani (MPS)

lon Torrent PGM lon Proton lon S5

Kapacita 2GB/béh Kapacita 10+GB/béh Kapacita 10+GB/béh

HiSeq X Ten - kapacita 18.000 genomu ro¢né, cena za genom $1.000, cena $10M

HiSeq 4000 NextSeq 500 MiSeq
Kapacita 12 genomu/béh Kapacita 1 genom/béh Hepacita 0.’1 B
(24ltyden), 1,5TB/béh (3/tyden), 120GB/b&h genamuban,

15GB/béh


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiWiN6c7bHZAhUOLFAKHRB-DYYQjRwIBw&url=http://slideplayer.cz/slide/12116967/&psig=AOvVaw2erFcCDDU2__sSt1kQu6GH&ust=1519125354286880

Detekce fetalnich aneuploidii

MaterniT21 PLUS
Sequenom, US
VisibiliT
Sequenom, US
Harmony Ariosa,
us
Prenascan BGI,
Honkong

Verifi Verinata,
us

Panorama Natera

LifeCodexx
Germany

Gendia Belgium

BambniTest, Berry
Genomics Co.,Ltd,
Shanghai

Clarigo
Multiplicon
Belgium

Chromozomy

21,18,13,X
Y, 16, 22

21,18,Y

21,18, 13, X,
Y
21,18, 13, X,
Y
21,18, 13, X,
Y
21, 18, 13, X,
Y

21,18,13

21,18,13

21,18, 13, X,
Y

21,18,13,X,
Y

Metodou masivni paralelni sekvenace (MPS)

Aneuploidie,
pohl.chr.

ANO

ne

ANO

ANO

ANO

ANO

ne

ne

ANO

ANO

NIPS — srovnhani

Mikrodeleéni  Vicecetna Stanoveni

syndromy téhotenstvi IVF fetalni frakce RIS
ANO ANO ANO ANO do 7 dnti
ne ANO ANO ANO do 7 dnd
ne A’.\{O ANO ANO do 11 dnl
(dvojcata)
ANO ANO ANO ne Do 2-3 tydnu
ANO ANO ANO ANO 7-11dn0
ANO ne ne ANO 9-12 dnli
ne ne ? ne 6/10
ANO
? ? vdn
ne (eterel ? ? Do 2 tydnd
ne ? ? ? ?
ne ne ANO ANO Do 2 tydnd

* Informace uvedené v tabulce jsou doplnény na zakladé dostupnych publikaci a firemnich materialQ

Tyden
téhotenstvi

10

10
10
10

10

10

10

12(8)

Nepro-
kazatelny Cena
vysledek
<15% 25.500,- K¢
<15% 13.850,- K¢
<4% 16.500,- K¢
v fadu procent 13.950,- K¢
5 cca 1000
’ usD
2 Cca 800
’ usD
3 1.150/825
’ EUR
? 690 EUR
= cca 500
’ usD
v fadu procent 12.500,- K¢



Neinvazivni prenatalni screening NIPS

RH faktor
Pohlavi‘plodu \

monogenni choroby ziskané od rodicu

moznost detekce de novo mutace » e




Objektivni detekce of de novo variant!
Genom/exom sekvenovani , patient-parent trios”

U Pro filtrovani de novo mutace

trio pristup

Veltman & Brunner. Nat Rev Genet 2012



Geneticka analyza ,Patient-parent trio“

chr14:101,575 486-101,575,525

I |
pi2 pitz  pill 92 l2 qi31 gi33 212 2.3 221 q222 0231 32 (TN} [FLE] 431.1 9313 13212 932.2 3231

39 bp

101,575,490 bp 101,575,500 bp 101.575.510 bp 101,575,520 bp
|

Coverage

Coverage

Coverage

Patient
reads

EreE |

Mother
reads

Father
reads

- ¢ ~ ¢ T G ¢ T T C C T T T C€C A G A T A C A CT T C T T G T A € C A G T A €C T C CJa
s

4 miliony zdédénych variant, 100 de novo variant na osobu



De novo mutace

Vysoce kvalitni sekvencovani genut na bazi tria spolehlivé detekuje a mapuje
de novo bodové mutace a CNV

* De novo mutace jsou vétSinou otcovského plivodu a jejich pocet se
zvysuje s pokrocilym vékem otci

e De novo mutace mohou hrat dllezitou roli v genetice muzské neplodnosti



Geneticke choroby

1) Genomove — pocetni chromozomove aberace
— dojde ke zméné celého genomu
(polyploidie, aneuploidie)
2) Chromozomoveé -
— mutacni zmeéna postihla strukrutu chromozomu

3) Genoveé - mutacni zména v genu



Eva 35 let
Jan 51 let

ocCekavaji potomka




Pocitejme s vékem

Dosud se vSechny studie zameérovaly na zvysené riziko posSkozeni u starSich matek.
Je naptiklad zndmo, Ze ¢im je Zena starsi, tim vice vzrista riziko,
ze se ji narodi dité postizené Downovym syndromem.

VysSi veék otce predstavuje riziko pro vyvoj takovych neuropsychiatrickych poruch,
jako je schizofrenie a autismus, achondroplazie, détské rakoviny a vrozené srdecni vady.



Births (n})

1000000
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10000
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Parental ages at childbirth

18 22 26 30 34 38

Japan (Mothers)

—
—a- Germany (Mothers)
—s— Japan (Fathers)

-

Germany (Fathers)

42 46 50 54 58 62 66 70
Age in years




V dobé narozeni Zeny vajecniky obsahuji asi 1 mil. folikuld s vajicky, v puberté toto cislo
klesne na zhruba 300 000.
V reprodukénim véku dojde k ovulaci max. 450 vajicek.

VSechna jiz pfedtim, nez se narodi proziji 24 déleni. Meidza, tzn. tvorba zralého oocytu je
zapocata 3 tydny pred narozenim Zeny, zastavi se v profazi 1. meiotického déleni a
pokracuje v ovulaci v aktudlnim véku Zeny.

S postupujicim vékem Zeny klesa kvalita achromatického aparatu a zvySuje se hormonalni
nestabilita, kterd muize zplsobit nondisjunkci chromozomd.



Vyskyt geneticky abnormalnich
embryi v zavislosti na veku zeny

100%
80%
60%
40%

20%

0%
do 35 let 35-40 41 a vic let



Riziko vzniku trizomie stoupa s vékem matky (viz obrazek).
V soucasnosti neexistuje ani ucinna prevence,
ani cilena lécba téchto chromozomalnich vad
a zivotni progndza postizenych je Casto nepfizniva.

RIZIKO VZNIKU DOWNOVA SYNDROMU

—

Vek matky

. 20 & 26 — 30 —» 35 —» 40 —» 45
pri porodu

Riziko trizomie  1/1500  1/1400 1/1000  1/380 1/110 1/30
¢.21

.

K VEKU MATKY )




MUZ

Spermatické bunky se vSak od okamziku, kdy chlapec vstoupi do puberty,

déli kazdych 16 dni.

V puberté odhadovan pocet mitdz od zygoty po zralou spermatogonii v puberté na 30 - 31.
Ve véku 20let tak muzské zdrodecné bunky maji za sebou jiz priblizné 150 cykl( déleni.

Ve véku 50 let je to jiz 840 déleni.

Cim vice takovych cykla podstoupi, tim vickrat dojde k nezddoucim mutacim

VvV eV/

nebo neurologickou abnormalitu.
(Strachan, T., Read, A.P., (2004) Human Molecular Genetics 3rd ed., Garland Science, London and New York, p. 326)



Studium generace de novo mutaci: Fyziologie zarodecnych linii se lisi u muzu a Zen

Gametogeneze: zakladni rozdily mezi pohlavimi

matky: ~22 replikaci genomu

Mlady otec : ~100 replikaci genomu
Starsi otec: ~1000 replikaci genomu

Figure adapted from Campbell et al. 2014



De novo mutace: , Parent-of-origin“

II Otec  Matka
Informativni SNP
it IO Il
Pocet

Dité DNMsudl'téte4

20 30 4 50 6D
Vék otce pfi koncepci

De novo mutace
Informativni SNP
/ ()
1,576 maternal
5,640 paternal

28,577 unphased ______ 30%

Efekt véku otce
~0.93 DNMs/rok

Efekt véku matky
~0.25 DNMs/rok

80% de novo mutaci je otcovského pivodu!

Goldmann et al. Nature Genetics 2016, see also Jonsson et al. Nature 2017



De novo mutace v muzské infertilité?

Frekvence neplodnosti: postihuje témér 7% vSech paru

e Popsano mnoho genu, o nichz je znamo, Ze hraji roli v reprodukci

e De novo mutace jsou znamou pricinou muzské neplodnosti:

-De novo chromozomalni abnormalita: Klinefeltertv syndrom XXY

-De novo delece AZF oblasti na chromozomu Y

¢ Velmi malo znamych autozomalnich genl muzskeé infertility.
Vétsina identifikovanych genu zplsobuje recesivni onemocnéni



Incidence Rate Ratio

Incidence rate ratio for psychiatric disorders
3.25-

3.004 B Paternal age O Maternal age

2 754 Paternal age also adjusted ~ ® Maternal age also adjusted
for age of other parent for age of other parent

2.50-
2.25-
2.00-
1.75-
1.50-
1.254 &

1.00
0.75-
0.50

12-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

Parental Age, y
McGrathet al. JAMA Psychiatry2014



Paternal Age at Childbearing and Offspring Psychiatric and Academic Morbidity ONLINE FIRST
Brian M. D’Onofrio, PhD?!; Martin E. Rickert, PhD!; Emma Frans, MSc?; Ralf Kuja-Halkola, MSc?;
Catarina Almqvist, MD?3; Arvid Sjolander, PhD?; Henrik Larsson, PhD?; Paul Lichtenstein, PhD?
IDepartment of Psychological and Brain Sciences, Indiana University, Bloomington

2Department of Medical Epidemiology and Biostatistics, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden
3Lung and Allergy Unit, Astrid Lindgren Children’s Hospital, Stockholm, Sweden

JAMA Psychiatry. Published online February 26, 2014.

Importance Advancing paternal age is associated with increased genetic mutations during spermatogenesis, which research suggests may cause psychiatric morbidity in the offspring.

The effects of advancing paternal age at childbearing on offspring morbidity remain unclear, however, because of inconsistent epidemiologic findings

and the inability of previous studies to rigorously rule out confounding factors.

Objective To examine the associations between advancing paternal age at childbearing and numerous indexes of offspring morbidity.

Design, Setting, and Participants We performed a population-based cohort study of all individuals born in Sweden in 1973-2001 (N =2 615 081),

with subsets of the data used to predict childhood or adolescent morbidity. We estimated the risk of psychiatric and academic morbidity associated with advancing paternal age using several quasi-experimental designs,
including the comparison of differentially exposed siblings, cousins, and first-born cousins.

Exposure Paternal age at childbearing.

Main Outcomes and Measures Psychiatric (autism, attention-deficit/hyperactivity disorder, psychosis, bipolar disorder, suicide attempt, and substance use problem)

and academic (failing grades and low educational attainment) morbidity.

Results In the study population, advancing paternal age was associated with increased risk of some psychiatric disorders (eg, autism, psychosis, and bipolar disorders)

but decreased risk of the other indexes of morbidity. In contrast, the sibling-comparison analyses indicated that advancing paternal age had a dose-response relationship with every index of morbidity,
with the magnitude of the associations being as large or larger than the estimates in the entire population. Compared with offspring born to fathers 20 to 24 years old,

offspring of fathers 45 years and older were at heightened risk of autism (hazard ratio [HR] = 3.45; 95% Cl, 1.62-7.33), attention-deficit/hyperactivity disorder (HR = 13.13; 95% Cl, 6.85-25.16),

psychosis (HR = 2.07; 95% Cl, 1.35-3.20), bipolar disorder (HR = 24.70; 95% Cl, 12.12-50.31), suicide attempts (HR = 2.72; 95% Cl, 2.08-3.56), substance use problems (HR = 2.44; 95% Cl, 1.98-2.99),

failing a grade (odds ratio [OR] = 1.59; 95% Cl, 1.37-1.85), and low educational attainment (OR = 1.70; 95% Cl, 1.50-1.93) in within-sibling comparisons. Additional analyses using several quasi-experimental
designs obtained commensurate results, further strengthening the internal and external validity of the findings.

Conclusions and Relevance Advancing paternal age is associated with increased risk of psychiatric and academic morbidity, with the magnitude of the risks being as large or larger than previous estimates.
These findings are consistent with the hypothesis that new genetic mutations that occur during spermatogenesis are causally related to offspring morbidity.



SetFeni, které provedla univerzita v Indiané a $védsky Institut Karolinski
na vzorku 2,6 milionu lidi

Bylo dokazano, Ze otcové ve véku nad 45 let maji mnohem vyssi pravdépodobnost,
Ze zplodi nemocné dité nez muzi ve véku 24 let.
U spermatu starsich otcl je totiz vyssi riziko, Ze vzniknou genové mutace.

Napriklad

13x pravdépodobnéjsi je vznik hyperaktivity u déti

2x vysSSi je pravdépodobnost dusevnich poruch

25x vyssi je riziko maniodepresivni psychdzy

2,5x vyssi pravdépodobnost, Zze potomek spacha sebevrazdu

2,5x vyssi pravdépodobnost, Ze dité podlehne drogdm nebo jiné zavislosti.

Tyto déti narozené starsSim otcim nad pétactyricet let navic maji horsi Skolni vysledky



Achondroplazie

Nejcastéjsi pricina lidského trpaslictvi, je geneticky podminénou chorobou pohybového aparatu,
predevsim receptorl d u fibroblasta.
Autozomalné domina

Incidence achondroplz ych novorozencd,

postihuje obé pohlavi

Jedna se o autozomal
specifickymi bodovym
(fibroblast growth fact
FGFR3 mutace spojené
které podminuji na liga
Tato konstitutivni akti
v ristové ploténce ad

b genu FGFR3
hromozému (4p16.3).
zisku funkce,

liferaci chondrocyt(
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Achondroplazie

Kratké koncetiny jezevcikl Ci baseta jsou zplUsobeny achondropldzii, poruchou osifikace




Achondroplazie

Velka vétsina déti s achondroplazii se narodi v rodinach, kde se maly vzrist dosud nikdy
nevyskytoval.
80-90 % pripadl achondroplazie je zplsobeno mutacemi de novo,
které se objevuji v otcovské zarodecné linii,
jejich frekvence se zvysuje s vékem otcl (>35 let).
Rizikovym faktorem je vyssi vék otce ditéte




Achondroplazie

Vice nez 99% pripadl achondroplazie zpUsobuji mutace G1138A (cca 98 %) a
G1138C (1-2 %).

Obé bodové mutace zplsobuji zdménu aminokyseliny glycinu za arginin v pozici 380

(G380R). ‘

4p1B2

8 B 2 & F = W ¥ 5 o
2} F s 80 0§ 200§ 8
sier«— A G ——*mspl
N7

5-- AGC TAC *GGG GTG GGG 3’
Ser Tyr %11 Val Gly

Arg

Tyto mutace bud vzniknou pri gametogenezi nebo jsou na plod preneseny od postizeného rodice.



Achondroplazie

Velka vétsina déti s achondroplazii se narodi v rodinach, kde se maly vzrist dosud nikdy
nevyskytoval.
80-90 % pripadl achondroplazie je zplsobeno mutacemi de novo,
které se objevuji v otcovské zarodecné linii,
jejich frekvence se zvysuje s vékem otcl (>35 let).
Rizikovym faktorem je vyssi vék otce ditéte




Achondroplazie

neinvazivni prenatalni vysetreni analyzou
fetalni DNA izolované z krve matky
scoring mutace G380R v genu FGFR3 metodou
analyza teploty tani na High Resolution Melting (HRM)
na platformé LightCycler® 480 System pomoci LightSNiP assay.




Achondroplazie

LightCycler®480 Instrument LightSNiP Analysis

metoda genotypovani pomoci analyzy teploty tani
na High Resolution Melting (HRM) na platformé LightCycler® 480 System
pomoci LightSNiP assay.

s

LT 2
s




Achondroplazie

rs28931614 FGFR3 (Exon 10) [G380R]

rs28931614 Melting Curves 1s28931614 Melting Peaks
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ACH: G380R Probe sequence (5-3")
TGTGTATTGCGGATCCTCAGCTAC[A/C/G]GGGTGGGCTTCTTCCTGTTCATCCT

Krivky tani a teploty tani homozygotnich jedincli bez mutace G380R (zelené);
A homozygotni jedinec s mutaci na obou alelach (Cervené)
Analyzovano pomoci LightSNiP assay Tm



Neinvazivni prenatalni screening (NIPS)
WGS

Arthur Beaudet, pediatr a vedouci genetiky ¢lovéka na Lékarské fakulté Baylor v Houstonu

,Myslim si, ze budeme analyzovat genom kazdého ¢lovéka - kazdého plodu - v prvnim trimestru,
prinejmensim ¢astecné. Dnes nékteri pacienti maji své genomoveé sekvence,
aby osvétlily geneticka onemocnéni,
ale jednoho dne lidé nebudou cekat, dokud nebudou nemocni.
UZ budeme znat udaje pri narozeni.
To se nestane hned.
Za prvé, tridéni volné DNA plodu a matky
vyzaduje analyzu obrovského mnozstvi opakujicich se sekvenci,
coz je pro rutinni vyuziti prilis nakladné.
(lumina v soucasné dobé uctuje 9 500 dolart za ucelem sekvenovani genomu dospélé osoby
a doposud pokusy o sekvenci fetalni DNA stoji mnohem vic.)
A stale existuji technické problémy:
vysledky fetalniho genomu nejsou dosud presné pro diagnodzu.
Eticky je technologie minové pole.
Pokud zjistime geneticky osud nasich déti, kdyz jsou jeSté v déloze,
jaky druh rozhodnuti budeme udélat?



Neinvazivni prenatalni screening (/NI’PS)
| WGS

A

Dennis Lo se domniva,

ze pokud postupuje sekvence fetalnich DNA, testovaci pracovnici by se méli omezit na hlaseni
pouze 20 nejcastéjSich zavaznych onemocnéni.

,Budeme Celit vyzvé toho, co hledat a jak radit téhotnym zenam.

Myslim, ze musime tuto technologii pouzivat eticky a neméli bychom analyzovat véci,
které nejsou zivot ohrozujici. Jako predispozice k cukrovce ve 40 letech.

Dokonce ani nevime, jaky |ék bude za 40 let, tak procC se stresovat matku? ,,




DNA TEST OTCOVSTVi BEHEM TEHOTENSTVIi Z MATERSKE KRVE
JIZV 9. TYDNU JIZ OD 29900,- K¢




Molekularni diaghostika ma dnes tyto hlavni praktické prinosy:

6) terapeuticko-indikacni

¢ pomoci genetickych testl je mozné dopredu urcit, ktefi jedinci budou mit nejvétsi prospéch
z uzivani konkrétniho léku a u kterych pacientl bude naopak podavani Iéku spojeno

se Spatnou odpovédi a ¢astymi a zavaznymi nezadoucimi ucinky

motor personalizované mediciny a cilené biologické lécby

\/
0’0

Jedinci s rUznymi variantami gen( rtzné reaguji na lécbu,
metabolizuji Iéky rdznou rychlosti, proto Ize oCekavat,
ze |éky budou Sity na miru pravé podle pacientova genomu.

Dnes lékar ¢asto dlouho hled3, ktery z podobnych Iéku
pacientovi nejlépe vyhovuije,
coz prodluzuje i prodrazuje |éCbu, snizuje ucinek l1ékd nebo hrozi
nezadouci vedlejsi ucinky

Lékar pred vyplnénim receptu pozaduje genetické vysetreni,
aby zjistil, ktery lék je pro pacienta nejvhodnéjsi.



Farmakogenetika

Cytochrom P450 (CYP)

Nejvice pripad(, kdy je v dlsledku variant gen(i pro jeho rizné formy alterovdan metabolizmus léciva

Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9), VKORC1 »Warfarin

+* podili se na metabolizmu a mechanizmu antikoagulancia warfarinu; preménuje warfarin na hlavni metabolit

++» v dlsledku variantnich alel pro formu cytochromu sniZzena ucinnost tohoto enzymu participujiciho v aktivaci
prothrombinu

¢ Spojeno s rizikem tromboembolickych prihod

0

0

Dulezitymi faktory pro vyuziti genotypizace v klinické praxi jsou predevsim

¢ rychlost a cena vysetieni ve srovnani s cenou léCiva (prasugrel vs. klopidogrel aktivovany geneticky polymorfnim

CYP2C19 apod.)

+» podil metabolického genotypu na vysledné farmakokinetice, jez je ovlivnéna i dalSimi faktory (vék, jaterni a ledvinné
funkce, Iékové interakce apod.

¢ Vysetfeni variant ovliviiujicich metabolizmus warfarinu se tak z jiz celkem bézné praxe stava spise zalezitosti pro
pacienty, u nichz je obtizna optimalizace davkovani |é¢iva podle béznych klinickych schémat a je vhodné hledat pfic¢inu
jejich neadekvatni odpovédi na [é€bu.

+» Volba antiagregacni [éCby by mohla profitovat ze znalosti pacientova genotypu vice a optimalné vyvazit pouZiti
nakladnéjsiho prasugrelu, jehoZz metabolizmus a Uéinnost sice nejsou alterovany defektem cytochromu P450 formy
CYP2C19, avsak ma vyssi vyskyt zavaznych (i fatalné) krvacivych prihod oproti klopidogrelu



Warfarin
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& warfarinum natricu™
] ~ Warfarin sodny
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neprimé peroralni antikoagulans ‘i{r.' *ai.j&
dlouhou dobu byl viceméné jedinym pouzitelnym peroralnim

plsobenim

patfi mezi tzv. kumariny

blokuje vitamin K, jaterni burika nemuze syntetizovat koagulacni faktory Il, VII, IX a X (=

vitamin K-dependentni koagulacni faktory)
WARFARIN

vitamin K-reduktaza

tzn. v jatrech blokuje syntézu ’/\

vitamin K-dependentnich koagulacnich faktort
Vitamin K je kofaktorem karboxylace kyseliny glutamové na y-karboxyglutamovou;
v-karboxyglutamat je zdsadni pro vazbu Ca?* na koagulaéni faktory,

které vyuzivaji Ca?* jako kofaktor.

Podili se ale i na funkci dalSich bilkovin interagujicich s kalciem,

napf. osteokalcinem , funkce téchto bilkovin bude rovnéz warfarinem ovlivnéna.

redukovany oxidovany
vitamin K vitamin K

k‘U,/
R
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/" "Personalizovana medicina
farmakogenetika

Cytochrom P450 (CYP)

+»* nejvice pripadu, kdy je v dlisledku variant gent pro jeho rGzné formy alterovan metabolizmus léciva
+¢ je znam jakometabolisator 20% bézné posanych léku
+» je primarné lokalizovan v jatrech

Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9)

Summary of drugs metabolized through cytochrome P450 2C19

1. Substrates metabolized through cytochrome P450 2C19:

Antiplatelet agents: clopidogrel

Anticonvulsants: mephenytoin, phenytoin, primidone, mephenytoin,

Antidepressants: amitriptyline, citalopram, S-citalopram, clomipramine, imipramine, fluoxetine, escitalopram,
moclobemide, trimipramine, sertraline

Antineoplastic drugs: cyclophosphamide

Antiretroviral/antifungal drugs: nelfinavir, voriconazole, vfend

Proton pump inhibitors: lansoprazole, omeprazole, pantoprazole

Miscellaneous drugs: diazepam, progesterone, propranolol, R-warfarin, proguanil, malarone, carisoprodol,
flunitrzaepam, soma

2. Inhibitors of cytochrome P450 2C19: Co-administration of the following drugs will decrease the rate of metabolism of
drugs and increase the possibility of toxicity.

Chloramphenicol, cimetidine, delavirdine, efavirenz, felbamate, fluconazole, fluoxetine fluvoxamine, indomethacin,
isoniazid, ketoconazole, lansoprazole, modafinil, omeprazole, oral contraceptives, oxacarbazepine, probenicid,
ticlopidine, topiramate, voriconazole

3. Inducers of cytochrome P450 2C19: Co-administration of the following drugs will increase the rate of excretion of drugs
and reduce the drug’s effectiveness.

Carbamazepine, ginko biloba, prednisone, rifampin, secobarbital, St. John’s wort



;/\ Farmakogenetika

Cytochrom P450 (CYP)

Nejvice pripad(, kdy je v dlsledku variant gen(i pro jeho rizné formy alterovdan metabolizmus léciva

Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6)
+»» doposud popsano 80 rliznych alel

Genotype Frequency in the African American
Frequency in the U.S. Caucasian population* Predicted Enzyme Activity
population®

None 37 to 40% 29t0 35% Normal

ZI -1584C>G, 1661G>C, 2850C>T, 4180G>C 26 to 33% 1810 27% Normal
ER 2549A> del 1% 0.2t0 0.6% None
100C>T, 1661G>C, 1846G>A, 4180G>C,
18t0 20% 6to 9% None
2850C>T
_ deletion 2to 4% 6to0 7% None
T 1707T>del, 4180G>C 1% 0.5% None
2935A>C Not known Not known None
FIN 1661G>C, 1758G>T, 2850C>T, 4180G>C Not known Not known None
EI 2613delAGA 2t03% 0.3% Reduced
100C>T, 1661G>C, 4180G>C 2t08% 0.3t00.4% Reduced
*11 883G>C, 1661G>C, 2850C>T, 4180G>C Not known Not known None
*15 138insT Not known Not known None
*17 1023C>T, 1661G>C, 2850C>T, 4180G>C 0.2t00.3% 15 to 26% Reduced
1659G>A, 1661G>C, 2850C>T, 3183G>A,
Not known® Not known® Reduced
4180G>C
-1584C>G, 31G>A, 1661G>C, 2850C>T,
7.4%° 1%5 Normal
4180G>C
I 1661G>C, 2850C>T, 2988G>A, 4180G>C  9%° 11%¢ Reduced
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c
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=
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Farmakogenetika

Cytochrom P450 (CYP)

Nejvice pripad(, kdy je v dlsledku variant gen(i pro jeho rizné formy alterovdan metabolizmus léciva

Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6)

Priblizné 5-10% z zakavkazské populace je postizeno nefunkénimi alelami, které maji za
nasledek fenotypy pomaly nebo intermediatni metabolizer.
Alely CYP2D6*3, CYP2D6*4 and CYP2D6*5 representuji vice nez 90% inaktivujicich alel

Alela CYP2D6*3 - frameshift mutace 1-bp delece (2637delA) v exonu 5
Alela CYP2D6*4 - incorrect splicing - transition 1934G-A na hranici intron 3 / exon 4.
Alela CYP2D6*5 - delece genu CYP2D6 gene.



Alely CYP2D6*3, CYP2D6*4 and CYP2D6*5 representuji vice nez 90% inactivujicich alel
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LightCycler®
2.0 Instrument
Roche Master:
Fast Start
Sample data
for

CYP 2D6 *3
Channel 530
wt: 61.3°C

mt: 55.8°C

het: 55.8/61.3°C

LightCycler®
2.0 Instrument
Roche Master:
Fast Start
Sample data
for

CYP 2D6 *4
Channel 640
wt: 56.5°C

mt: 65.5°C
het: 56.5/65.5°C

2.0 Instrument
Roche Master:
Fast Start
Sample data
for hCR5
Channel 705
Control : 47.4°C
Missing peak
(baseline)
indicates

PCR failure or
missing DNA.



Epigenom

V prvni dekddé tisicileti doslo k boutrlivému rozvoji studia epigenetiky

a epigenetické dédicnosti, kdy se prokazuje, Ze rozhoduijici je, kdy, kde a jak moc se dany gen bude prepisovat.
Dnes se odhaduje, Ze béhem Zivota buriky se kazdy nukleotid nékdy prepise

do né jaké RNA, mame popsano na tisice dlouhych nekddujicich RNA,

o nichZ presné nevime, co v jadre délaji, mohou napt. fungovat jako leSeni a prostorové usporadani DNA.

Mikrobiom (treti genom)
Projekt lidského mikrobiomu byl zahajen v r. 2008.
Zkoumad populace mikroorganism( na péti vytipovanych mistech téla
—na k0zi, v ustni dutiné, nosni dutiné, gastrointestindlnim a urogenitdlnim traktu.
Pocet rliznych genli mikrobiomu se odhaduje mezi 2—20 miliony,
jde o geny vSech eubakterii, archei, mikroskopickych eukaryot, kterych je 1 000x vice nez nasich gena.
Z genetického pohledu jsem ¢lovekem jen z 1-0,1 %, statni geny na a v mém téle patfi do
mikrobiomu.
Mikrobiota a jeji geny maiji zrejmé klicovy vliv na rozvoj imunitniho systému u déti,
vyrabéji vitaminy, které sami vyrobit ne umime,
drzi v Sachu ,Skodlivé” bakterie,
pomahaji s travenim,
ovliviuji expresi nasich genl(
Mikrobiota je nyni chapana jako novy organ lidského téla.

V budoucnosti se tak Usili vyzkumnikd nepochybné zaméfi na ziskani znalosti
proteomu (atlasu vSech proteind, které v Zivoté lidské télo vyprodukuje),
metabolomu (vSech metabolit(),

viromu (genl vSech virl Zijicich na a uvnitf naseho téla)

mikrobiomu jako celku.



Vyssi stupen genetické mediciny predstavuje oprava vadné ¢asti genomu

CRISPR/Cas9 &
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CRISPR/Cas9 pujcuje prirodni imunitni mechanismy k presnému navedeni
ke kyZzené ¢asti DNA (pomoci kratkého retézce ribonukleové kyseliny),
kde genové nlizky Cas (skrze stejnojmenny enzym nukleazy) dovedou
do Sroubovnice "stfihnout" a vlozit gen novy, popfipadé ustfihnout gen nezadouci.
Ackoliv CRISPR neni vzdy tak prfesny jako jiné, konkurencni systémy vyvinuté az o néco pozdéji,
jeho vyhodou je zejména cena a rychlost.



Vyssi stupen genetické mediciny predstavuje oprava vadné ¢asti genomu

Casem muUze genova terapie a zvlast imunoterapie nahradit dokonce

i chemoterapii u nemocnych lidi s rakovinou.

Dnes je zakladni |é¢ebnou strategii u onkologickych pacientd

e chirurgické vyjmuti nadoru,

e zniceni nadorové tkané ionizujicim zarenim

e zabiti nadorovych bunék chemoterapii.

Tyto klasické postupy ale mohou vylécit rakovinu vétsSinou jen v ¢asnych stadiich.
Chemoterapie navic organismus pacient( oslabi — toxické léky lidem utlumi krvetvorbu
nebo poskodi vnitrni organy.

V budoucnosti se proto budou vyuzivat jiné postupy.

UZ nyni existuji vyzkumy zamérené na umélé povzbuzeni imunitniho systému pacienta tak,
aby obranné mechanismy nadoru sam prekonal.

CRISPR se pouziva k preprogramovani imunitnich bunék tak, aby rozeznaly rakovinové buriky
a zautocily na né. Télo se tak dovede zbavit nadort daleko efektivnéji a samo.

Nékteré metody uz dokonce uspésné prosly i klinickymi zkouSkami a ziskaly vSechna povoleni.
Zacinaji se Siroce vyuzivat k 1é¢bé pacientl onkologickych

a se zavaznymi genetickymi onemocnénimi.

Ve Spojenych statech probiha nékolik uspésnych studii genoveé terapie akutni leukemie.

Védci z West China Hospital nasadili CRISPR u pacientu s rakovinou plic

a pozdéji doslo na rozsireni programu i na dalSi formy nadorovych onemocnéni.



V soucasné dobé se genetika nachazi ve velmi dynamické fazi,

kdy se z diagnostiky presouva do lécby.

Nejen ve smyslu vyléceni ditéte a eventudlné i

vyléCeni zarodecné linie v rodiné tak, ze se ,zarazi” prenos onemocnéni do dalSich generaci.

To ale bohuzel otevird i velkou spoustu etickych otazek.

Totiz kde je pfilezitost, tak je i moznost komercniho vyuziti, ale i zneuziti. Bohuzel

tyhle genové editovaci metody se mohou vyuzit nejen pro pomoc tézce postizenym rodinam,
ale i tam, kde chtéji ,vytvaret déti, které maji treba modré oci, dlouhé nohy a blond vlasy...
Prosté se do genetiky zacinaji vkladat lidské tuzby a nadéje a zacina

se tak tento obor povazlivé komercionalizovat mimo jeho primarni zdravotnicky ,,mandat®,
kde jde predevsim o pomoc rodinam se zavaznymi vzacnymi onemocnénimi

Prof. MUDr. Milan Macek jr., DrSc., MHA



Sydney Brenner :
,vedou nejvice hybou nové technologie, nové objevy a
nové myslenky, a to pravé v tomto poradi“
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Princip
molekularné genetické
diagnostiky

Rozpoznani a identifikace mutaci v genech,
které jsou v asociaci s danou chorobou.

Jakmile je identifikovana geneticka pricina

onemocnéni na urovni DNA,

mUZe se vyvinout specificky test

k analyze relevantnich genetickych charakteristik pacienta

Neni zatim mozné vysetrit,
zda proband bude trpét jakoukoliv dédicnou chorobou,
vzdy se vysetruje moznost poskozeni urcitého konkrétniho genu.

Existuji i vySetreni, které nezapadaji do této definice,
z téch béznych napf. molekularné geneticka detekce aneuploidii



Princip
molekularné genetické
diagnostiky

Rozpoznani a identifikace mutaci v genech,
které jsou v asociaci s danou chorobou.

Jakmile je identifikovana geneticka pricina

onemocnéni na urovni DNA,

mUZe se vyvinout specificky test

k analyze relevantnich genetickych charakteristik pacienta

SEKVENOVANI EXOMU, GENOMU

Existuji i vySetreni, které nezapadaji do této definice,
z téch béznych napf. molekularné geneticka detekce aneuploidii



Molekularné geneticka diagnostika

V molekularné genetické diagnostice jsou
dva zakladni a navzajem zcela odlisné
metodické pristupy vysetreni:

enepiimé (gene tracing)
epfimé (direct testing).



Prima molekularné geneticka diagnostika

Detekce kauzalnich mutaci v odpovédném genu
vzdy potvrdi klinickou diagndzu

musime znat:
 gen, ktery ma byt analyzovan
« standartni (wild type) sekvenci tohoto genu



P¥ima molekularné geneticka diagnostika
Metody detekce znamych mutaci (scoring)
v genu asociovaném s danou chorobou

Metody pfimého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)
v genu asociovaném s danou chorobou



Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody detekce znamych mutaci (scoring)
detekce urcité kauzalni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Detekce znamé sekvencni zmény je mozna u:
1) chorob s predpokladanou alelickou homogenitou, tzn. ze
patologicka alela prislusného genu je reprezentovana
* jedinou mutaci (srpkovita anemie)
* omezenym pocCtem mutaci (al-antitrypsinovy deficit)
* rozsahlou fadou mutaci rozmisténych pres cely gen,
kdy jedna nebo vicemutaci se vyskytuji s prevalujici cetnosti
(CFTR, DMD)
* expanzi trinukleotidovych opakujicich se sekvenci (HD, MD)

2) v rodinach s jiz charakterizovanou mutaci v prislusném genu

3) ve vyzkumu (k potvrzeni kandidatniho genu
a k odliseni nepatogeniho polymorfismu)



Priklady chorob s vymezenym poctem mutaci

Srpkovita anemie mutace E6V v HBB genu

Cysticka fibréza mutace F508del v CFTR genu

Huntingtonova chorea, Myotonicka dystrofie,

Fragilni X nestabilni expanze trinukletidovych repetici

Hemofilie A velka inverze v genu pro faktor 8

Duchennova muskularni dystrofie 60-70% mutaci tvoii velké delece

Tay-Sachsova choroba inzerce 4pb v exonu 11 genu HEXA
mitochondrialni mutace nukleotidu v pozici 3460,

Iebrova opticka atrofie 11778, 14484




Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody detekce znamych mutaci (scoring)
detekce urcité kauzalni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Amplifikace useku s predpokladanou
deleci

detekce deleci

Restrikéni analyza PCR produktu

mutaci vznikéd nebo zanika specifické misto v DNA,
rozliSované restikénim enzymem

Hybridizace PCR produktu s alelové
specifickymi oligonukleotidy

detekce bodovych mutaci

PCR s alelové specifickymi primery
(ARMS test)

detekce bodovych mutaci

PCR s primery ohranicujicimi
predpokladané delece v DNA

uspésna amplifikace odhali pfitomnost specifické
prestavby v DNA

Analyza teploty tdni PCR produktu
pomoci real-time PCR

zména teploty tani v porovnani s pozitivni a standartni
kontrolou odhali specifickou sekven¢ni zménu

Triplet Primed PCR

detekce expanze trinukleotidovych repetici v DNA

Multiplex Ligation Probe
Amplification MLPA

detekce rozsahlych deleci a duplikaci, vhodna pro
stanoveni SNP genotypl a testovanani metylaci v
promotorové oblasti genti




Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody primého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)

postupné nebo multiplexni screenovani Usekl genu asociovaného s danou chorobou pomoci
vyhledavacich metod

odhali jakékoliv odchylky v analyzované sekvenci DNA pacienta
ve srovnani se standartni sekvenci

neodliSi patogenni a nepatogenni zmény v sekvenci DNA

jsou narocnejsi casove i financné
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Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody primého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)




DIAGNOSTIKA
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RNA DNA

EXPRESE  SESTRIH ,,SEKV. EXONU“ o
PRIMA NEPRIMA

analyza mikrosatelitQ

SCORING SCANNING
*Restrik¢ni analyza PCR *analyza teploty tani (SYBR Green)
produktu *sekvenovani

*Hybridizace PCR produktu s
alelové specifickymi
oligonukleotidy

* detekce variant pomoci sond

* ARMS

* MLPA

*Triplet Primed PCR



