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DNA analyza deédicnych
onemocheéni

* Prima - detekce mutaci - potvrzuje
klinickou diagnosu

* Neprima - segregacni - nepotvrzuje
klinickou diagnosu




DNA analyza dédiénych
onemocnheéeni

» Diagnostické testy - potvrzeni klinické diagnosy
na molekularni drovni, pripadné potvrzeni
segregace patologické alely v rodiné

» Prediktivni testovdni - onemocnéni s pozdnim
nastupem klinickych priznaku, onkologie

* Prenatalni testy




Genetickée poradenstvi a DNA
analyza

* VySetreni na molekularni drovni by vzdy
meélo doprovdzet genetické poradenstvu

* Diagnostika na molekularni drovni musi byt
vzdy provddeéna s informovanym souhlasem
pacienta nebo jeho zakonného zdstupce

+ Vysledek molekularné genetického
vySetreni by mél byt vzdy interpretovan
erudovanym lékarem - klinickym genetikem




Molekularné genetické
vysetreni

* Protokolarni postupy - cilené vysetreni

vysoce suspektniho onemocnéni

* Pokud mozno presna klinicka dg.

» Informovany souhlas

- Interdisciplinarni spoluprace klinika a

klinického genetika a pacienta

* Genetické poradenstvi pred provadénym

molekularné genetickym vysetrenim a pri

predani - interpretaci vysledku vysetreni




DNA banka

+ Slouzi k uchovani biologického materialu,
ktery bude mozno vyuzit v pripadé zavedeni
novych metodik, ﬁostupu Ci vysetreni u
ruznych dedicnych onemocneéni

- Tzolace a ulozeni DNA v DNA bance se

souhlasem pacienta nebo rodiny umoznuje
zachovani vzacného materialu, ktery v
budoucnu muze umoznit rodinam vyuzit
diagnosticke, presymptomatickeé Ci
prenatalni vysetrenti




Autosomalné Recesivni

- Recesivni alela na autosomu

* horizontdlni typ dédi¢nosti

* riziko pro sourozence 25%

* pomér pohlavi 1:1

- postiZeni se objevi pouze u homozygott
+ Castéjsi u pribuzenskych snatku

+ Cysticka fibrosa, Fenylketonurie, Kongenitalni
adrendlni hyperplasie, Spinalni muskularni
dystrofie...




* Riziko
postiZeni
dalsiho ditéte
dvou prenasecu
25% bez
rozdilu pohlavi

+ 50% deéti
dvou prenasecu
jsou zdravi
prenaseci
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Cysticka fibrosa

» Lokalizace 7q

* Frekvence nemocnych
v CR cca 1/2000 -
1/3000

- Frekvence prenasecu v
CR cca 1/25-1/29

* Gen zmapovan v roce
1989

+ V roce 2002 znamo
1002 mutace




Dychaci
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Mutace v genu cysticke fibrosy

Mutace Frekvence v CR v %
F508del 70,7
CFTRdele2,3(21kb) 6,4

6551D 3,7

N1303K 2,8

6542X 2,1

1898+1 GtoA 2,0

2143delT 1,1

R347P 0,74

Ww1282X 0,6




Indikace k analyze CFTR genu
na OLG FN Brno

+ Suspektni Cysticka fibrosa

+ Cystickd fibrosa v rodiné

* Neprospivani

» Infertilita zeny

(2x SA, opakované nedspeésny IVF cyklus)

- Sterilita muzi

(patologicky SPG)

- Zatéz v rodé

(Umrti v kojeneckém a détském véku)
+ Pribuzensky vztah




Klinicke priznaky

+ Respiracni trakt

- GIT

+ Tontova dysbalance, zvysena koncentrace
chloridu v potu (slané dité)

* Poruchy reprodukce
» Poruchy ristu




Prubéh onemocnéni

- Typické formy

- Atypické formy




Prirozeny prubéh

- V dobé stanoveni diagnosy prumérny vék
6-8 meésicu, 66% do 1 roku

+ Zavaznost limituje predevsim postizeni plic

* Median preziti v roce 1976 - 18 let, v
roce 1995 - 30 let, od 1990 velmi malé
zlepseni, dnes v Némecku cca 36 let

+ Klinickd heterogenita na zakladé mutaci
CFTR genu




Strategie genetického
vysetreni

- F508del - 68,8%

+ 6 mutaci - vice nez 80%

»+ 36 mutaci - cca 95%
+ skrinovaci metody, sekvenace
* neprima DNA analyza




Genetické poradenstvi u CF

+ Retrospektivni - po porodu ditéte s
cystickou fibrosou - riziko opakovani pro
dalsitho sourozence 25% bez rozdilu pohlavi

* Prospektivni - prevence prvniho vyskytu CF
- sterilini a infertinli pary, pribuzni
partneri, vyhledavani dalSich osob v riziku
- prenasecu v CF rodindch




SMA

+ 5q12.2-13.3 - gen SMN1
* typ I, IT a III

+ vyhledavani homozygotu - nemocnych
- Casnd postnatalni diagnostika

- prenatalni diagnostika
- vyhledovani prenasecu




X- Recesivni

+ postizeny je vétSinou muz, jeho synové
jsou zdravi a dcery jsou prenasecky
onemocneéni

- Zeny-prenasecky maji 1/2 synu
nemochych a 1/2 dcer prenasecek

» vzacné vyskyt u Zen - dcera postizeného
muzZe a zeny prenasecky, zeny s
karyotypem 45,X, 46 ,XY, female....




X- recesivné vazana

onemocheni
- Hemofilie A a B

- Duchenneova / Beckerova svalova
dystrofie




Rodokmen X- recesivni
dedicnost

ma 50%

nemocnych synu a /
50% dcer
prenasecek XY XX

XX
hd o ¥ ol ‘
» Zena prenasecka O/

* Nemocny muz

ma vsechny syny
zdravé a vsechny XY
dcery prenasecky




Duchenneova/Beckerova
svalova dystrofie

+ XR, lokalizace Xp21

- incidence u chlapcu asi 1/3-6 000
» dystrofinopathie - chybéni proteinu
dystrofin ve svalovych bunkdch

* DMD -progresivni dystrofie, imrti kolem
20 roku veku

* BMD - pomala progrese




DMD/BMD

* molekuldarné genetické vysetreni - 60%
mutaci jsou velké delece

+ vyhledavani Zen prenasecek - neprima DNA
diagnostika, neurologie, UZ, emg, biochemie
( JT, CK), svalova biopsie, RNA dg.
imunohistochemické vysetreni, FISH

» prenatalni dg.




Duchnneova/Beckerova svalova
dystrofie (Xp)

- ¢asnd diagnostika
» vyhledavani prenasecek

- prenatalni diagnostika




Hemofilie

casna diagnostika

vyhledavani zen - prenasecek

prenatalni diagnostika

specializovana péce o gravidini - prenasecku
Hemofilie, perninatdini péce na
specializovaném pracovisti, informovany
oSetrovatelsky tym




Hemofilie

+ Hem A - Xq28, deficit f VIII
- frekvence cca 1/5 000 chlapcu

* Hem B - Xq27.1-27.2, deficit faktoru
IX

- frekvence cca 1/25-30 000 chlapcu




Autosomalné Dominantni

» dominantni mutace na autosomu

+ vertikalni typ dédicnosti

+ postizeni vétsinou heterozygoti

» riziko opakovani pro potomky a
sourozence 50% bez rozdilu pohlavi

- ¢asto nové mutace, variabilni
expresivita, nedplna penetrance




Rodokmen - AD dédi¢nost
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AD dédi¢na onemocnéni

* Myotonicka dystrofie I a IT
* Neurofibromatosa
* Huntingtonova choroba




Neurofibromatosa typ I

- Frekvence onemocneni cca 1/3000
* Lokalizace 17q11.2

+ Dédicnost - autosomadlné dominanantni
s temér 100% penetranci a velmi
variabilni expresivitou

+ Cca 50% pripadu jsou nové mutace
* Progredujici onemocnéni




Neurofibromatosa typ IT

* Onemocnéni mnohem vzacnéjsi

+ Vyskyt neurinomu akustiku,
mnohoéetnych Schwanomu a
meningeomu

» Kozni projevy mirné
* Lokalizace genu 22q11
+ Dedicnost AD




Molekularné geneticka analyza

+ Gen NF I - 60 exonu

 Nejsou zndma mista s vyssi frekvenci mutaci
- 50% onemocnéni zpusobeno de novo mutacemi

* V rodindch s opakovanym vyskytem je mozna neprima
DNA analyza

* V soucasné dobé ukoncujeme primou DNA analyzu 8
exond, které predstavuji asi 13% genu a zachyt mutaci
byl rovnéz 13%

* Pokracujeme v zavedené RNA dg. celé kdodujici oblasti
jako prvni krok mol. genetické analyzy

* Rozvoj MLPA

+ Gen NF IT - 17 exond

- DNA diagnostika - SSCP
* RNA analyza - prima sekvenace




Kasuistika

2002 - geneticka konzultace - chlapec ze 3. gravidity, rodice a
dva sourozenci zdravi, v 8,5 mésicich odeslani z kozni ambulance,
od 2 meésicu se na kuzi objevuji skvrny café au lait, PMV
priméreny.

2002 DNA anagza 8mi exonl genu NF1
6,12b,16,28,29,30,31,37 (17q11,2), mutace nenalezena

2004 zahajena RNA analyza

2005 odhalena zmeéna v exonu 19b na jedne alele genu NF1, pro
ob&asném genomické podstaty teto zmeny byla provedena
sekvenace DNA exonu 19b, potvrzena kombinovana inzerce/delece
3200-3201 delATinsC, touto zménou nastava _Fosun ¢tectho ramce
a v 9. kodonu od detekovane mutace vznika STOP kodon, po
translaci tedy zrejmé vznika zkrdceny protein

U obou rodi¢l nebyla mutace nalezena - v.s. vznikla u chlapce de
novo

VySetreni je mozno pouzit i pro prenatdlni diagnostiku

Dale pokracuje komplexni dispenzarizace ditéte -
kozni, neurologie, ,MRI, ocni, ortopedie,
rehabilitace...




Huntingtonova chorea

»+ AD, lokalizace 4p

+ presenilni demence, atetoidni
mimovolni pohyby

+ amplifikacni mutace - expanze CAG
30-100x

- nastup v dospélosti
» asociované problémy




Huntingtonova chorea

- diagnostické testovani
* testovani osob v riziku
» genetické poradenstvi
- prenatalni diagnostika




Preventivni vysetreni - LQT
syndrom
+ 10% nosi¢u mutace ma béhem Zivota

klinické potize, prvni projev onemocnéni
muzZe byt nahla srdeéni srmt

» diagnostika
- vyhledavani nosicu mutace v rodinach

+ preventivni terapie positivné testovanych
na kardiologii

» prenatalni diagnostika - madlo vyuzivana




Trombofilie

* frombembolickych prihod a u Preventivni
vysetreni v rodindch s positivni anamnesou
pacientek s opakovanymi fetalnimi
ztratami

+ preventivni vysetreni a dispenzarizace na
hematologii, predoperacni vysetreni apod.,
vysSetreni pribuznych

* Preventivni péce v gynekologii v gravidité




Leidenska mutace G1691A f V

- gr'ek\guglnce v bilé evropské populaci asi
+ AD dédicnost
+ zvySeni rizika trombembolismu u

li\gmozygo’rﬁ 50-100x, u heterozygotu 5-
X

* asociace s rizikem casnych fetalnich ztrat
neni potvrzena

+ zvysuje riziko fetalnich ztrat od konce I.
frimestru, ve II. a III. trimestru




G20210A f IT Prothrombin

* v heterozygotnim stavu se mutace
vyskytuje asi u 2-3% populace

- zvySeni rizika trombembolismu

* nosicstvi je spojeno se zvySenym
rizikem fetalnich ztrat, abrupce,
preeklampsie, TUGR

» riziko ¢asnych SA neni potvrzeno




Vznik mutaci u cloveka
Pohlavni rozdily

* Mutace genomove -
plcidie -
numericke
chromosomove
aberace

- Mutace chromosomové
- strukturalni
chromosomové
aberace

* Mutace genové -
zZmény genu




Vrozené mutace u c¢lovéeka

- Spermatogenese

* Nepretrzity sled bunécnych déleni
probihajici po cely zivot, jejichz
vysledkem je asi miliarda spermii

+ ,Copy errors” - spermie je
produktem

- asi 200 déleni u 20ti leteho muze
- asi 430 déleni u 30ti leteho muze
- asi 770 déleni u 45ti letého muze




Frekvence novych mutaci

* Napr. u 27-letého muze je spermie
produktem asi 300 bunécnych déleni
tedy - kazda spermie ponese
odhadem 3 x 102 x 6 x10% x 10-10 =
180 novych mutaci jako dusledek

chyb pri replikaci

* Odhaduje se, ze novou ,Skodlivou
mutaci” ponese asi jedna z 10
spermii




Rizikova onemocnéni, ktera mohou

souviset s vyssim vekem otce

» Achondroplasie

» Crouzonuv syndrom

- Apertuv syndrom

* Mentalni retardace nejasné etiologie
- Autismus

+ Schizofrenie

* Mnohocetna endokrinni neoplasie

* Neurofibromatosa I

- Hemofilie B




Achondroplasie (ACH)

1964 Maroteaux-Lamy

Vyskyt 1 : 15 000-40 000
dédic¢nost autozomalné dominantni
90% jsou déti zdravych rodicu
Starsi otcové

Identifikace genu FGFR3

2 mutace vedouci k zaméne
jedné AMK (98% c.11386-A,
2% c.11386-C)

Paternalni puvod mutaci

FGFR3 nukleotid mutovany u ACH
se jevi jako najvice mutovany
nukleotid v lidskem genomu

Prvni znazorneéni
achondroplazie
v odborné literature
z roku 1791




