DNA diagnostika

Hlavni cile:

» potvrdit diagnozu choroby, ktera je
podminéna genovou mutaci

o zjistit genetické dispozice k onemocnéni v
rodinach s ur¢enim rizika u potomk

Strategie :
- pr umaUDNA diagnostika: zjisti, zda analyzovand DNA nese
¢1 nenese mutaci
- nepr umaDNA diagnostika: vzitim vazebnich markerd v

rodinych studiich odhali chromozom v asociaci s nemoci v rodiné




Pruma DNA diagnostika

Zjisti , zda DNA testované osoby nese gen normalni nebo mutovany

* Detekce mutaci v odpovédném genu vzdy potvrdi
klinickou diagnozu

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




Ptuma DNA diagnostika

- Metoda primé detekce jiz zndmychv mutaci

. PRESLPREASHS VRIS DA hEgndmych mutaci
WMW nou alelickou homogenitou, tzn. Ze

patologicka alela prislusSného genu je reprezentovana

* jedinou mutaci (srpkovitd anemie)

* omezenym poctem mutaci (al-antitrypsinovy deficit)

* rozsahlou fadou mutaci rozmisténych pres cely gen (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)




Metody detekce znamych mutaci

Metoda

Poznamky

Restrikéni analyza PCR produktu

mutaci vznika nebo zanika specifické misto v DNA,
rozliSovane restrikénim enzymem

Hybridizace PCR produktu s alelové—specifickymi
oligonukleotidy (ASQO) pomoci dot-blot, slot-blot nebo
Southern blot

zékladni metoda pro detekci bodovych mutaci

PCR s alelové-specifickymi primery (ARMS test)

zékladni metoda pro detekci bodovych mutaci

Oligonukleotid-ligaéni test ( OLA)

metoda pro detekci bodovych mutaci

PCR s primery, ohraniCujicimi misto piedpokladané
delece v DNA nebo bodu zlomu v translokaci

uspéSna  amplifikace odhali pfitomnost
piestavby DNA

specificke

Detekce expanze trinukleotidovych repetici v DNA

velké expanze se detekuji pomoci Southern blot a mensi
pomoci PCR




Priklady chorob s vymezenym poctem mutaci

Choroba Pricina
Huntingtonova chorea, Myotonickd dystrofie, | nestabilni expanze trinukleotidovych repetici
Fragilni X sy

Charcot-Marie-Tooth

duplikace 1,5Mb v 17p11.2

o — Thalasemie

rtizné delece v genu

B - Thalasemie

prevazné bodové mutace

srpkovita anémie

mutace E6V v HBB genu

Achondroplasie mutace G380R v genu FGFR3
Cysticka fibroza mutace dF508 v genu CFTR
Hemofilie A velkd inverze v genu pro faktor 8

Tay-Sachsova choroba

inzerce 4bp v exonu 11 genu HEXA

Lebrova opticka atrofie

mitochondridlni mutace nukleotidu v pozici 3460, 11778
nebo 14484

deficience 21-hydroxylazy

30% mutaci tvorii velké delece




Prima DNA diagnostika

- Metody primého- vyheddwvani negndmychv
mutact (screenovact metody)

- odhali jakékoliv odchylky v sekvenci DNA pacienta,
avSak vzdy jen ve srovnani se standartni sekvenci

- neodlisi patogenni a nepatogenni zmény v sekvenci DNA

- jsou naro¢néjsi Casove 1 financné




Nejcastéji pouzivané vyhledavaci metody

Metoda Vyhody Nevyhody
Jednotetézcovy konformacni jednoducha metoda doporucuje se pro kratké sekvence
polymorfismus (SSCP) DNA

neodhaluje pozici zmény

Denaturacéni gradientova gelova

elektroforéza (DGGE)

vysoka citlivost

primery s ,,GC- clampy*
neodhaluje pozici zmény

Heteroduplexni analyza (HD)

velmi snadna

doporucuje se pro kratké sekvence
DNA

limitivana citlivost

neodhaluje pozici zmény

Detekce zkraceného proteinu (PTT) |vysokd citlivost pro terminacni | pouze pro terminacni mutace
mutace draha a slozitd metoda
odhaluje pozici zmény

Sekvenovani detekce veskerych zmén v DNA [nadbytek informaci
sekvenci pracna a draha metoda

plné charakterizuje mutace

Chemické a enzymatické
DNA

Stépeni

vysoka citlivost
odhaluje pozici zmény

prace s toxickymi chemikéliemi
experimentalné obtizné
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SSCP na gelu

(Single-strand conformation polymorphism)
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SSCP v kapilare
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SSCP na gelu

SSCP Sekvenace
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Cysticka fibrosa
/mukoviscidosa/

» -autosomalné recesivni onemocnéni
» -frekvence 1:3000 Zivé narozenych déti
 -vyskyt nositeltl mutace v genu CF je 1:25




Zakladni fyziologicky defekt

pi1 onemocnéni CF

e Porucha absorbce 1ontt chloru, sodiku a
vody bunécnou membranou

» Zasahuje riizné organy - plice
. - pankreas
. - travici trakt

. - reproduk¢ni organy




Basic defect in CF

J

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator Protein - CFTR
is defective, reduced or absent in CF patient
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| HEESESS plice
e | Zahlenéni a infekce priidusek zn
Sekundarni infekce
= nejcastéjsi
: =~ | Ucpavani drobnych Zlucov
-4 = traveni a narusuj
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4 reprodukéni organy
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| je ucpani délozniho hrdl
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CFTR protein

(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
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Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator Protein
CFTR protein

T™MD]

cyclic adenosine monophosphate —
regulated chloride channel

‘localised in the apical membrane
of epithilial cells

COOH

made up of five major domain:
2 membrane spanning domains
2 nucleotide binding domains
1 regulatory domain
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CFTR gene

encoded CFTR protein

‘localised on the long arm of chromosome 7 (7qg31)
250 kb lenght

comprised of 27 exons

cDNA sequence of 6129 bp codes 1480 amino acids
of CFTR protein
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CFTR Mutations

 to date, more than 1500 CFTR mutations have been found

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

 many of these are rare, ,,private” or their relationship to
desease has yet to be estabilished

- fewer than 20 mutations account for majority of cases of CF

- the wide range of mutation frequence is observed in different
populations

* the most common mutation dF508 is found in approximately
70% of CF patients
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Mutace v genu CFTR u Ceskych

CF pacientu
(k 1.7.1999)

dF508 71,57%

dele2,3(21kb) 4,64%

G351D 4,03%

N1303K 3.02 %

G542X 2.22%

1898+1GtoA 2,02%

2143delT 1.21%

R347P 0,81%

W1282X 0,60%

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

R334W, R553X, 621+1GtoT, ........
kazd4 0,2%




Cilena mutacni analyza CF genu je
provadéna:

S W N =— o

A, pro potvrzeni diagnosy

. u pacientu s dg. CF

. u ¢lenu rodin s vyskytem CF

. prenatalné€ u plodu v riziku s pozitivni CF rodinnou anamnézou
. prenataln€ u plodu s patologickym ultrazvukovy nalezem

(abnormalita stievnich klicek)

. U novorozencu s mekoniovym ileem
. umuzu s poruchami reprodukce

B, prevence

. u pribuzenskych part

. u manzelskych part zarazenych do IVF programu
. u darcti gamet a embryi

. u partneru (partnerek) heterozygoti




Prehled mutaci CFTR genu
vySetrovanych na OLG, FN Brno

Zakladni vySetreni:

dF508, dele 2,3(21kb), G542X, G551D, R553X
RozSirené vySetreni:

N1303K, 1717-GtoA, W1282X, S1251N, R560T,
3905insT, Q552X, dI507, 394delTT, G85E, 621+1GtoT,
R117H, 1078delT,R347P, R334W, E60X,711+5GtoA.,

2789+5GtoA, R1162X, 3659delC, 3849+10kbCtoT,
2143delT,A455E, 2183AAt0G, 2184delA

Celkové vysettovano 30 mutaci v genu CFTR
95% viech mutaci detekovanych u CF pacientti v CR




Our ,,cascade” strategy
of the routine molecular diagnosis cystic fibrosis
suspicious CF patient or carrierL|

ajor CFTR mutations

g ==

one or both CF aleles not identified\

4

Scoring for 30 CFTR mutations

4

one or both CF aleles not identified

| > both CF aleles identified




Detekce 5ti nejcastéjSich CF mutaci
Klasickymi
molekularné genetickymi
metodami




Detekce mutace dF508

delece tri nukleotidi CTT v CF exonu 10 Chromosome 7 Sequence o £te 0
() i CETR yene CFTR protein
# l—isoleucin& 506

5}
p . , - - . o | isoleucine 507
Ztrata jedné aminokyseliny — fenylalaninu —— delgod n rany
v pozici 508 v CFTR proteinu IR i O
E I—gh_.rc:ine 409
Polyacrylamidova T JvalineSi0

gelova elektroforéza
PCR produktili exonu 10 DBandy znacené 95,98

jsou 95- a 98-pariu bazi dlouhé PCR produkty
U Band znacené H jsou heteroduplexy

formované chybné sparovanymi jednoretézci DNA
(95/98 a 98/95)

ELFO - 5% PAGE, 200 V, 20°C, 2hod

1. non dF508 / non dF508
2. dF508 / dF508

3. dF508 / non dF508

4. marker pBR322/Alul




Detekce CF mutaci
G542X, G551D, R553X

SSCP analyza PCR produktu exonu 11

1 8 9

ELFO -8% PAGE (40:1), 150V, 20°C, 16 hodin

1. G542X / non mt exon 11
2. R553X / non mt exon 11
3. G551D/ non mt exon 11
4. G542X/G542X

5.-9. wt




Mutace CFTR Dele 2,3 (21 kb)

Druha nejcastéjsi mutace v CFTR genu v nasi populaci,
fadi se do zakladni mutaCni analyzy péti nejCastéjSich
mutaci CFTR genu.

Delece v useku tohoto genu od intronu 1 az po intron 3 v
délce 21 080 pb

Zahrnuje okolo 25% 1n.1, ex.2, in.2, ex.3, a okolo 45%
n.3.

Analyza transkriptu ukazuje nepritomnost ex.2 a 3
v epitelialni CFTR mRNA.- vysledek : predCasné
ukoncena translace v kodonu 106 v ex. 4.

Dele 2,3, (21 kb) je frekventovana u populace zapado - a
vychodoslovanského puvodu.




Detekce

mutace CFTRdele2,3(21kb)

1 2 3

ELFO: 5% PAGE,
200 V, 20°C, 2hours

Polyacrylamidova gelova elektroforéza
duplex PCR produktu:
1. Primery 2,3F a 2,3R -ohraniCuji dele¢ni bod zlomu
amplifikace 207bp dlouhého produktu
pfitomno‘sgc'lelece
2. Kontrolni primery 3i-5 a 3i-3

amplifikace 309bp dlouhého produktu obsahujiciho exon 3

nepiitomnost delece

1. CFTRdele2,3(21kb) / non

2. wt

3. CFTRdele2,3(21kb) / non

Duplex PCR zajist’uje interni amplifikacni kontrolu
a umoznuje rozlisit mezi homozygtem a heterozygotem

pro deleci




Artefakt pr1 analyze

* Kkontrolni produkt 315 a 313 (309 pb)
projevuje nizsi intenzitu nez 207pb dlouhy spojov.
fragment - faleSn¢ pozitivni vysledek

* heterozygot se jevi jako homozygot

* chybu zpusobuje 1 nizka mol.hmotnost DNA a jeji
snizena kvalita




Oveéreni pozitivniho vysledku

ELFO: 5% PAGE,
200V, 25°C,
90 min

1.- 3. DNA pacientu
4. dele / non dele - kontrola

Vysledek :
1. dele / non dele -heterozygot
2. non dele/ non dele - zdravy
3. dele/non dele - kontrolni PCR produkt

slab. intenzity




Rodokmen rodiny P.

L OO & O O d— B O

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 10
e ‘JEXT

Bl AF508/ nonAF508 dele / non dele




Spektrum analyzovanych CF mutaci je rozSireno pouzitim

INNO-LIiPA CFTR 12
INNO-LIPA CFTR 17 + Tn

Identifikuje

12 a 17 CF mutatci polymorphism Tn (intron 8)
a jejich wild-type sekvence asociovany s CBVAD




Mutace

Delta F508
G542X
N1303K
1717-1G>A
W 1282X
G551D
R553X
Delta 1507
R560T

390 insT
Q552X
S1251N
394delTT
G85E
621+1G>T
R117H
1078delT
R347P
R334W
E60X
711+5G>A
R1162X
3659delC
3849+10kbC>T
2143delT
A455E
2183AA>G
2184delA

INNO-LiPA INNO-LiPA
CFRT12 CFTR17+Tn

P Bl Bad Bad Bl Bad Bad Bad Pad Bad Bad Bl Bad Bad Bl B




INNO-LiPA

Reverse hybridization principle

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate

Alkaline Phosphatase

Streptavidin

Biotin
Amplified target

Nitrocellulose strip




Jeden vzorek
Jedna amplifikace

Jeden strip

Vysledek
multihybridizace do
3 hodin po amplifikaci




dTTP, dATP, dGTR,dCTP
PRI

Biotinylated primers
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Pacientka Z.V., 15 let

duvod vySetieni: rok trvajici kasel

* CT prokazalo Cetné bronchiektasie v obou hornich plicnich lalocich
* hyperplazie maxillarnich, nosnich a sphenoidealnich dutin
* pankreas, jatra bez odchylek
« vySetieni chloridli v potu opakované se zvySenymi hodnotami
(82 - 88 mmol/ml)

e zvazovana dg.CF

1 Vysledek mutacni analyzy CFTR genu

HEEREEEEEENI]

154 /00 genotyp : dF508 / 3849+10kb

g il
i
i

T Dg.CF potvrzena




Pacientka Z. M., 6 let

duvod vysSetreni:Casté infekty,trvaly kasel

«Zanétliva lozZiska v plicich
*Opakované ridké stolice
*Pankreas a jatra beze zmén

*Potni testy hrani¢ni

1 1 Vysledek mutacni analyzy genu CFTR
u  genotyp: R347P / 711+5 GtoA

Yy,
740 (01 - dg. CF potvrzena




Uvedenymi postupy vsak nejsme schopni detekovat
raritni a neznamé CF mutace,
k jejich odhaleni musi byt vyuzZivany rozli¢né vyhledavaci metody

Analyza celé CFTR kodujici sekvence a prilehlych oblasti
Denaturacni gradientova geléva electroforéza
multiplex system

Sekvenace Useku se zachycenou sekvenéni zménou
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Revealed mutations in our CF program

number of
name consequence exon
chromosome

total 506




Duchennova muskularni
dystrofie

tézka X-recesivni monogenné dédicna choroba

rw e

primdarni pri¢ina: mutace v dystrofinovém genu (Xp21)
incidence choroby 1:3500 novorozenych chlapct
destrukce svalovych vlaken

fenotyp:

1) Spatné drzeni téla, potize pti zvedani se ze zemé
2) narustajici svalova slabost

3) pseudohypertrofie lytek

4) lorddza

vétSina pacienti ma abnormalni EKG

zvySenou hladinu kreatinkinazy

néktefi trpi gastroparézou

1/3 vykazuje mirnou mentalni retardaci




2. Difficulty in rising
(Gower's sign)

1. Calf hypertrophy
and lordosis

A. Clinical signs of Duchenne muscular dystrophy

: 1 A

- b Nt ¥
1. Normal dystrophin

2. Dystrophin absent

Reﬂmbfnant

[ 1
ST

' 'He

Allele] e= w= ee o —

- - o
Allele 2 == == - - - e
@ 2121 1 214 141 2-1 114 2-1 -1 22

M - DMD patient (® = Obligate heterozygote

C. Investigation of a family with DMD
by DNA marker

3. Areas lacking dystrophin
in heterozygotes

B. Dystrophin analysis
in muscle cells

Disease Chromosomal McKusick
location Nr.

X-chromosomal:

Muscular dystrophy Duchenne xXp21.2 310200

Muscular dystrophy Becker (allelic with DMD) Xp21.2 310200

Muscular dystrophy Emery-Dreifuss Xg28 310300
Autosomal dominant:

Myotonic dystrophy 19913 160900

Facioscapulo-humeral dystrophy 4g35-qter 158900

Oculo-pharyngeal muscular dystrophy Unknown 164300
Autosomal recessive:

Duchenne-like muscular dystrophy 13q12-13 253700

Congenital muscular dystrophy-type Fukuyama 9g31-33 253800

Limb-girdle muscular dystrophy 15q15-g22, other locj 253600

D. Important forms of hereditary muscular dystrophy in man




)MOSOME X LINKED DISEASES

Kchthyosis, Xinked
Placental steroid sulfotase deficiency
Kallmann syndrome =

Chondrodysplasio punctota, Xdinked recessive A

Hy ia

Aicardi syndrome

Hypomagnesemia, Xdinked

Adrenal hypoplasia
Glycerol kinase deficiency [

Chrenic granulomatous disease
Refinitis pigmentosa-3

Norrie disease
Inconfinentia pigmenti Retinifis pigmeniosa-2
Wiskott-Aldrich syndrome
Menkes syndiome | AlporHike hereditary nephrifis

> <

Androgen insensifivity

Sidetoblostic anemia
Aarskog-Scott syndiome| 13
CharcotarieTooh disease PGK deficiency hemolytic anemia
Clelt P;}:{:‘ﬁﬁm Anhicrolic ectodermal dysplasia [21.1
Spastiic poraplegia, Xlinked, uncomplicated [
geo’ness with stapes fixation Agommaglobulinemia 212
Kennedy disease 213
Peli . [22.]
Fabry disease ;gg
= 23 q
PRPSelated gout
24
Immunodeiciency, Xinked =25
mmu iciency, Xinked, b=
wim){,’m Ight lowe syndrome
Lymphoproliferative syndrome Albinism-deofness syndrome|
lesch-Nyhon syndrome / HPRT+eloled gw?:%

Hunter syndrome E27
Fragile X syndrome ——

~ EB
G6PD deficiency: !av'um

Drug sensitive anemia

Chronic anemia

Colorblindness [several forms)

Dyskeratosis o
TKCR

Adrenomyeloneurcpathy

Enuﬂm muscular dystrophy

Diabetes insipidus, nephrogenic
Myotubular

myopathy, Xinked




gen pro dystrofin: Xp21

2,4 MB (1% X chromozomu)
79 exonu

nejcCastéjs$i mutace:

—delece 1a vice exont (65%)
—posun Cteciho ramce
1/3 pacienti mutace de novo
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B. Model of the dystrophin molecule
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ex51

ex53

ex52

Vysledek multiplex PCR (19 exon() u kontrolni DNA( od zdravého
jedince - A) a DNA probanda s dg DMD (B) s deleci exont 51,52,53 v genu

pro dystrofin.
Amplifikacni produkty byly analyzovany v polyakrylamidovém gelu a
nasledné barveny dusicnanem stribrnym.
Starty 1,6 - exony 4(196bp),8(360bp),19(459bp)
2,7 - exony Pm(535bp),3(410bp),6(202bp), 1 3(238bp),43(357bp)
3,8 - exony 47(181bp),49(439bp),50(271bp),52(113bp),60(139bp)
4,9 - exony42(155bp),44(426bp),45(307bp),
48(506bp),51(388bp),53(212bp)
5 - marker pBR322/Alul S




Hemofile A

 incidence : 1/10.000 novorozenych chlapct
 deficience koagula¢niho faktoru VIII
e X-vazana choroba

Factor VIII activity
Hemophilia A under 2% 2-10% 10 - 30%
Severity Spontaneous bleeding Bleeding after Bleeding
into joints, muscle, light trauma, after trauma
internal organs sometimes
spontaneously
Proportion of patients 48% 31% 21%
C. Severity of hemophilia A and factor VIl activity




egen pro faktor VIII :
—lokalizace Xp28
—26 exonu

mutace v genu pro f VIII:
susbstituce, inzerce, delece,duplikace

30% de novo

—186 kb (0,1 % celého X chromozomu)

—9kb mRNA
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1. Activated factor VIII | i) B
73 000
1 TActivation by thrombin 2332 Amino acids
’ |
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1 12345£; (\3910111213 14 151617 1819202122 232425 26 Exons
N Rl R | [ ] l 3
L
3. Gene 10 kb W : :_‘_"'2
RFLP 3
near exons 1] AL il
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17 18 lif i
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T*-— ——— EThp— —>< 286 prT 879 bp CEIE, S0y S0, SIS i
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4. RFLP Variant resjfr;mfon site Mutation-carrying fragment
B. Blood coagulation factor VIIl 5. RFLP diagnosis
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Mispairing of inverted A gene
repeats on same chromatid
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Figure 10.18: Inversions disrupting the factor VIII gene result from intrachromatid recombination between inverted repeats.




Prince Albert

| von Sachsen-Coburg-Gotha D {::'u Queen Victoria
1 2 u Lj D Q D r"_“} ] : E?énnch
Alice | Ludwig v. Hessen Leapold Beatrice Battenberg
/1 Duke of Albary ,l ]
b B0 N OO Bl T )
Heinrich Irene Alexandra | Nikolaus || Alic
von Preussen Frederick

IV

- fr 'l'n‘.'l'

E"E" i

o
$ ¢

@
&
AT “-I““

& &
qs; ‘?f?
& &

& cé’” T
A. X-Chromosomal inheritance of hemophilia A

Eﬂ O000Om 6_3 émé El &

o .2

JZ‘
¢
T-h-




