
Mutace vedoucMutace vedoucíí k poruchk porucháám m 
strukturnstrukturníích proteinch proteinůů

PPřřííklad: klad: DuchennovaDuchennova a a 
BeckerelovaBeckerelova muskulmuskuláárnrníí dystrofiedystrofie



DuchennovaDuchennova muskulmuskuláárnrníí dystrofiedystrofie

�� ttěžěžkkáá XX--recesivnrecesivníí monogennmonogenněě dděědidiččnnáá choroba choroba 
�� primprimáárnrníí ppřřííččina: ina: mutace v mutace v dystrofinovdystrofinovéémm genugenu (Xp21)(Xp21)
�� incidence choroby 1:3500  incidence choroby 1:3500  
�� destrukce svalových vldestrukce svalových vlááken (ken (dystrofindystrofin intracelulintraceluláárnrníí protein protein 

exprimovanýexprimovaný v hladkých, kosternv hladkých, kosterníích a srdech a srdeččnníích svalech)ch svalech)

�� FenotypFenotyp: : 
1) 1) ššpatnpatnéé drdržženeníí ttěěla, potla, potíížže pe přři zvedi zvedáánníí se ze zemse ze zeměě
2) nar2) narůůstajstajííccíí svalovsvalováá slabost (3 slabost (3 –– 5 let)5 let)
3) 3) pseudohypertrofiepseudohypertrofie lýteklýtek
4) lord4) lordóózaza

�� vvěěttššina pacientina pacientůů mmáá abnormabnormáálnlníí EKGEKG
�� zvýzvýššenou hladinu enou hladinu kreatinkinkreatinkináázyzy
�� nněěktekteřříí trptrpíí gastroporgastroporéézouzou
�� 1/3 vykazuje m1/3 vykazuje míírnou mentrnou mentáálnlníí retardaci retardaci 
�� pacienti neppacienti nepřřeežžíívajvajíí 20. rok 20. rok žživotaivota



DuchennovaDuchennova muskulmuskuláárnrníí dystrofiedystrofie



DuchennovaDuchennova muskulmuskuláárnrníí dystrofiedystrofie



Mutace v Mutace v dystrofinovdystrofinovéémm genu genu -- delecedelece



KlinickKlinickéé projevy DMDprojevy DMD



Gen DMD má mutační frekvenci 10-4, tj. asi o jeden řád vyšší
než u ostatních genů !!!

Mechanismy mutace u Mechanismy mutace u DuchennovyDuchennovy a a 
BeckerovyBeckerovy muskulmuskuláárnrníí dystrofie (mudystrofie (mužži i i i žženy)eny)



Analýza mutacAnalýza mutacíí u DMD u DMD –– molekulmolekuláárnrníí
metodymetody





Analýza mutacAnalýza mutacíí u DMD u DMD –– molekulmolekuláárnrněě
cytogenetickcytogenetickéé metody (FISH)metody (FISH)



DNA sondy pouDNA sondy použžíívanvanéé pro detekci pro detekci 
ppřřenaenaššeečček DMDek DMD



MultisondovýMultisondový systsystéém urm urččený k detekci ený k detekci delecdelecíí jednotlivých jednotlivých 
exonexonůů pomocpomocíí techniky FISHtechniky FISH

(v(vššechny echny exonyexony jsou na jednom skljsou na jednom sklííččku)ku)



DeleceDelece exonuexonu 12 u p12 u přřenaenaššeeččky genu pro DMDky genu pro DMD



MLPAMLPA®®
Multiplex Ligation Probe Multiplex Ligation Probe 

AmplificationAmplification



MLPAMLPA

�� Detection of aberrant copy number of 45 genomic DNA Detection of aberrant copy number of 45 genomic DNA 
sequences in one easy to perform, PCR based reaction.sequences in one easy to perform, PCR based reaction.

�� Minimum of only 20 ng DNAMinimum of only 20 ng DNA
�� Partially degraded DNAPartially degraded DNA

�� DNA extracted from paraffinDNA extracted from paraffin
�� Formalin treated tissuesFormalin treated tissues
�� Free fetal DNA obtained from maternal plasmaFree fetal DNA obtained from maternal plasma

�� Discriminates sequences that differ in only a single Discriminates sequences that differ in only a single 
nucleotide.nucleotide.

�� 45 different mRNAs45 different mRNAs
�� To determine the methylation status of promotersTo determine the methylation status of promoters
�� Detection of known mutations and Detection of known mutations and SNPsSNPs..



MLPA techniqueMLPA technique

1.1. DenaturationDenaturation
2.2. HybridizationHybridization
3.3. LigationLigation
4.4. AmplificationAmplification



SALSA MLPA probesSALSA MLPA probes



HybridysationHybridysation

1.1. The MLPA probemix is added to denatured genomic The MLPA probemix is added to denatured genomic 
DNADNA

2.2. The two parts of each probe The two parts of each probe hybridisehybridise to adjacent to adjacent 
target sequencestarget sequences



LigationLigation

3.    Probes are ligated by a 3.    Probes are ligated by a thermostablethermostable ligaseligase



AmplificationAmplification

4.4. A universal primer pair is used to amplify all ligated A universal primer pair is used to amplify all ligated 
probes.probes.
The amplification product of each probe has a unique The amplification product of each probe has a unique 
length (130 480 bp).length (130 480 bp).



Separation and Separation and quantification by quantification by 
capillary electrophoresiscapillary electrophoresis

Each peak is the 

amplification product 

of a specific probe.

Samples are 

compared to a control 

sample.

A difference in relative 

peak height or peak 

area indicates a copy 

number change of the 

probe target sequence 



MLPA productsMLPA products

�� Detection of Detection of aneuploidyaneuploidy of chromosomes 13, 18, 21, X and Yof chromosomes 13, 18, 21, X and Y
�� Detection of large chromosomal deletions or duplications: Detection of large chromosomal deletions or duplications: 

DiGeorgeDiGeorge syndrome, Williams syndrome, Spinal Muscular syndrome, Williams syndrome, Spinal Muscular 
Atrophy (SMA), subtelomeric regions etcAtrophy (SMA), subtelomeric regions etc

�� Detection of gains and losses of genes in cancer tissues: Detection of gains and losses of genes in cancer tissues: 
Her2Her2--neu (ERBB2), TP53, MYC etc.neu (ERBB2), TP53, MYC etc.

�� Detection of deletions / duplications of single genes and Detection of deletions / duplications of single genes and 
exons: RHD, BRCA1 and 2, MSH2, MLH1, VHL, SHOX, MECP2, exons: RHD, BRCA1 and 2, MSH2, MLH1, VHL, SHOX, MECP2, 
APC and NF2 etc.APC and NF2 etc.

�� Copy number of all CFTR exons.Copy number of all CFTR exons.
�� Copy number of all 79 DMD exons in 2 MLPA reactionsCopy number of all 79 DMD exons in 2 MLPA reactions
�� MSMS--MLPA kitsMLPA kits
�� Visit Visit www.mlpa.comwww.mlpa.com for all our productsfor all our products



DMD DMD –– dděědidiččnost a geneticknost a genetickáá prognprognóózaza

�� vysokvysokáá frekvence nových mutacfrekvence nových mutacíí
�� alelovalelováá heterogenitaheterogenita
�� manifestace u pmanifestace u přřenaenaššeeččekek
�� fenotypovfenotypováá variabilitavariabilita
�� zhruba tzhruba třřetina matek majetina matek majííccíích jednoho postich jednoho postižženenéého syna ho syna 

nenneníí nosinosiččkami mutace DMD genu. Jekami mutace DMD genu. Je--li matka nosili matka nosiččka ka 
mmáá kakažždý syn 50 % riziko a kadý syn 50 % riziko a kažžddáá dcera 50 % riziko, dcera 50 % riziko, žže e 
zdzděěddíí mutaci DMD genu mutaci DMD genu 

�� /u /u žžen en inaktivaceinaktivace X chromozomu X chromozomu –– nníízkzkéé riziko pro riziko pro 
onemocnonemocněěnníí DMD/DMD/

�� germingermináálnlníí mozaicismusmozaicismus !!!!!!



MapovMapováánníí genu pro DMD genu pro DMD 

�� ppřřííklad mapovklad mapováánníí genu pomocgenu pomocíí genovgenovéé ddáávkyvky ––
vyuvyužžititíí strukturstrukturáálnlněě ppřřestavestavěěných chromozomných chromozomůů

�� chlapec s prokazatelnou intersticichlapec s prokazatelnou intersticiáálnlníí delecdelecíí
pruhu Xp21pruhu Xp21

((BruceBruce BryerBryer: 1966: 1966--1983, Washington)1983, Washington)

�� 4 choroby:4 choroby:
�� DMD, chronickDMD, chronickáá granulomatozagranulomatoza, retinitis , retinitis 

pigmentosapigmentosa, vz, vzáácncnáá krevnkrevníí skupinaskupina
�� lokalizace genu do lokalizace genu do deletovandeletovanéé oblasti oblasti 

((LouLou KunkelKunkel, 1987), 1987)





DMD DMD –– klinickklinickéé aplikaceaplikace

PrenatPrenatáálnlníí diagnostika a stanovendiagnostika a stanoveníí ppřřenaenaššeeččstvstvíí

�� u rodin, s proku rodin, s prokáázanou zanou delecdelecíí čči duplikaci duplikacíí
vyvyššetetřřeneníí fetfetáálnlníí krve (krve (multiplexovmultiplexováá PCR, MLPA)PCR, MLPA)

�� tam, kde nezntam, kde neznááme molekulme molekuláárnrníí defekt defekt ––
prenatprenatáálnlníí diagnostika pomocdiagnostika pomocíí markermarkerůů ve vazbve vazběě
s genem s genem 





DominantnDominantníí mutace v genech pro kolagen:mutace v genech pro kolagen:
OsteogenesisOsteogenesis imperfekta (OI)imperfekta (OI)

�� dděědidiččnnáá onemocnonemocněěnníí kolagenu I jsou charakterizovankolagenu I jsou charakterizovanáá nnááchylnostchylnostíí
ke snadnke snadnéé lomivosti kostlomivosti kostíí čči deformiti deformitáám skeletum skeletu

�� molekula molekula prokolagenuprokolagenu I je tvoI je tvořřena ze dvou ena ze dvou řřetetěězczcůů
proproαααααααα1(1(chromozom 17) a jednoho chromozom 17) a jednoho řřetetěězce zce proproαααααααα22 (chromozom 7)(chromozom 7)

�� ččastý výskyt mutacastý výskyt mutacíí prokolagenuprokolagenu brbráánnííccíí v asociaci v asociaci podjednotekpodjednotek
(nalezeno v(nalezeno vííce nece nežž 200 mutac200 mutacíí ))



Souhrn rSouhrn růůzných typzných typůů
OsteogenesisOsteogenesis imperfectaimperfecta



Mutace u OIMutace u OI

�� A) mutace sniA) mutace snižžujujííccíí tvorbu kolagenutvorbu kolagenu

�� B) mutace mB) mutace měěnnííccíí strukturu kolagenustrukturu kolagenu



DDůůsledky mutacsledky mutacíí prokolagenuprokolagenu typu Itypu I



Genetika Genetika OsteogenesisOsteogenesis imperfectaimperfecta

�� vvěěttššina mutacina mutacíí úúččinkuje inkuje dominantndominantněě
�� mmíírný rný fenotypfenotyp OI typu I OI typu I –– je tvoje tvořřena polovina mnoena polovina množžstvstvíí

normnormáálnlníích molekul, ale majch molekul, ale majíí normnormáálnlníí funkci funkci (nulov(nulováá
alelaalela Pro Pro αααααααα1100))

�� alelyalely s mutacs mutacíí mměěnnííccíí smysl smysl kodkodóónunu (pro(proαα11M M popošškozujkozujíí
funkci jak normfunkci jak normáálnlníí alelyalely ProProα1α1, tak i norm, tak i normáálnlníí alelyalely
proproαα2 2 –– dominatndominatněě negativnnegativníí alelyalely (br(bráánníí vzniku vzniku 
trojtrojššrouboviceroubovice) ) 

�� ddůůsledek  sledek  -- OI typu II, III a IV OI typu II, III a IV –– ttěžěžšíší postipostižženeníí

�� llééččba ba bisfosfonbisfosfonáátyty –– zvyzvyššujujíí kostnkostníí denzitudenzitu



EhlersEhlersůůvv--DanlosDanlosůůvv syndromsyndrom
(AD d(AD děědidiččnost nost –– mutace kolagenumutace kolagenu

•• choroba pojivovchoroba pojivovéé tktkáánněě
charakterizovancharakterizovanáá fragilitou a fragilitou a 
hyperextenzibilitouhyperextenzibilitou kkůžůžee

•• defekty v genech pro defekty v genech pro řřetetěězce kolagenu zce kolagenu 
I nebo III I nebo III –– porucha porucha postranslapostranslaččnníí
modifikacemodifikace

•• deficit deficit lyzylhydroxyllyzylhydroxyláázyzy
•• dominantndominantněě negativnnegativníí efektefekt

((defekndefekníí produkt jednoho genu vede k produkt jednoho genu vede k 
nefunknefunkččnosti proteinovnosti proteinovéého komplexu)ho komplexu)



Mutace vznikajMutace vznikajííccíí v dv důůsledku fsledku fúúze genze genůů --
barvoslepostbarvoslepost



PPřřííkladyklady
HonzHonzíík mk máá CF. JakCF. Jakáá je pravdje pravděěpodobnost, podobnost, žže je homozygotem pro e je homozygotem pro 
mutaci mutaci ∆∆∆∆∆∆∆∆F508 ? (PF508 ? (Přředpokledpokláádejme, dejme, žže v dobe v doběě konzultace mkonzultace můžůže být e být 
zjizjiššttěěno 85 % CF mutacno 85 % CF mutacíí a a žže rodie rodičče jsou ze severne jsou ze severníí Evropy, kde Evropy, kde 
mmáá alelaalela ∆∆∆∆∆∆∆∆F508 frekvenci 0,70)F508 frekvenci 0,70)

Jakub je jediný Jakub je jediný ččlen rodiny postilen rodiny postižžený DMD. Mený DMD. Máá jednoho zdravjednoho zdravéého ho 
bratra, Josefa. DNAbratra, Josefa. DNA--analýza ukazuje, analýza ukazuje, žže Jakub me Jakub máá delecideleci v genu v genu 
DMD a DMD a žže Josef zde Josef zděědil stejný dil stejný maternmaternáálnlníí XX--chromozom, ale bez chromozom, ale bez 
delecedelece. Jakou genetickou konzultaci byste poskytli rodi. Jakou genetickou konzultaci byste poskytli rodičůčům m 
ohlednohledněě rizika rizika rekurencerekurence DMD v dalDMD v dalšíším tm těěhotenstvhotenstvíí ??????

Vliv dominantnVliv dominantněě negativnnegativníí alelyalely odrodráážžíí jeden obecný mechanismus, jeden obecný mechanismus, 
kterým mutace v bkterým mutace v bíílkovinlkoviněě zpzpůůsobuje dominantnsobuje dominantněě dděědidiččnnéé
onemocnonemocněěnníí. Jaký jiný mechanismus je b. Jaký jiný mechanismus je běžěžnněě sdrusdružžen s dominancen s dominancíí
v genech kv genech kóódujdujííccíích ch podjednotkypodjednotky multimernmultimernííchch proteinproteinůů??



Mutace vedoucMutace vedoucíí k k 
farmakogenetickýmfarmakogenetickým chorobchorobáámm

PPřřííklad: malignklad: maligníí hypertermiehypertermie



FarmakogenetikaFarmakogenetika

�� specispeciáálnlníí oblast biochemickoblast biochemickéé genetiky, ktergenetiky, kteráá pojednpojednáávváá o o 
variabilitvariabilitěě odpovodpověědi na ldi na lééky (..ale i jinky (..ale i jinéé chemchem. l. láátky) tky) 
zpzpůůsobensobenéé genetickou variabilitougenetickou variabilitou

�� genetickgenetickáá variabilita, ktervariabilita, kteráá mměěnníí schopnost organismu schopnost organismu 
absorbovat, transportovat, absorbovat, transportovat, metabolizovatmetabolizovat čči vylui vyluččovat ovat 
llééky (ky (chemchem. l. láátky) nebo jejich metabolitytky) nebo jejich metabolity

�� polymorfizmus pro lpolymorfizmus pro léékovou odpovkovou odpověďěď
(6,7 % (6,7 % -- nenežžáádoucdoucíí reakce na lreakce na lééky)ky)

úúččinninnáá ddáávka lvka lééku ku –– 50 % populace !!!50 % populace !!!



MalignMaligníí hypertermiehypertermie

�� AD porucha, u kterAD porucha, u kteréé se mse můžůže vyskytnout dramaticke vyskytnout dramatickáá
nenežžáádoucdoucíí reakce na aplikaci vreakce na aplikaci vššech bech běžěžnněě
poupoužžíívaných inhalavaných inhalaččnníích anestetik (napch anestetik (napřř. . halothanuhalothanu) ) 
a a myorelaxancimyorelaxanciíí

�� vznik vysokvznik vysokéé horehoreččky, pky, přřetrvetrváávajvajííccíí svalovsvalováá
kontrakce, vystupkontrakce, vystupňňovaný katabolismusovaný katabolismus

�� ppřřííččina smrti pina smrti přři anesti anestéézii (zejmzii (zejmééna u dna u děěttíí) ) ––
mortalita 10 mortalita 10 –– 20 %20 %

�� incidence 1 : 15 000 u dincidence 1 : 15 000 u děěttíí
1 : 50 000 u dosp1 : 50 000 u dospěělýchlých



SvalovSvalováá bubuňňka ka 
dděějijiššttěě primprimáárnrníí abnormality pabnormality přři MHi MH

stoupající a klesající množství kalcia

způsobuje svalové kontrakce a relaxace

rozhodující význam pro homeostázu kalcia 

- ryanodinový receptor -
kalciový releasing kanál 

na sarkoplasmatickém retikulu

• kontrakce svalu  

uvolnění Ca2+ do myoplasmy

• relaxace svalu        
resorbce Ca2+ do ER

ATPdependentní

MH – porucha kalciového metabolismu příčně pruhovaného svalstva !!!



SnSníímek z elektronovmek z elektronovéého mikroskopu zachycujho mikroskopu zachycujííccíí spojenspojeníí

endoplasmatickendoplasmatickééhoho retikula a Tretikula a T--tubulu ukazuje polohu tubulu ukazuje polohu 

ryanodinovryanodinovééhoho receptoru RYR1receptoru RYR1



Podstata onemocnPodstata onemocněěnníí MHMH

Za hlavní příčinu je považována

porucha funkce ryanodinového receptoru RYR1

sval se změněnou funkcí RYR1              vnímavý sval

při kontaktu s triggersubstancí

vzniká nekontrolované uvolňování Ca2+  ze SR s poruchou jeho 

zpětného vychytávání

Konfokálně nasnímaný obraz nahromadění Ca2+

(zelená a žlutá barva) v cytosolu svalové buňky 

za 1s (bílá čára) během jednoho akčního potenciálu.

R. Corado



„„TriggersubstanceTriggersubstance““ (spou(spouššttěčěče) e) -- substance substance 

vyvolvyvoláávajvajííccíí u MHS pacientu MHS pacientůů rozvoj MH rozvoj MH -- krizekrize

Látky běžně užívané k úvodu a vedení celkové anestezie:

• volatilní čili prchavá anestetika - všechny halogenové uhlovodíky 

jako halotan, isofluran, desfluran,

sevofluran

• depolarizující svalová relaxancia - zejména sukcinylcholin



MH episodaMH episoda

Triggersubstance
volatilní anestetika 

depolarizující svalová relaxancia
MHS (MH susceptible) pacient



KauzKauzáálnlníí terapie MHterapie MH DantrolenDantrolen

působí na úrovni 

dyhydropyrimidinového receptoru

pravděpodobně zde blokuje

přenos membránového potenciálu

• tlumí tak uvolňování Ca2+ ze SR

• neovlivňuje zpětné vstřebávání Ca2+ 

Jeho zavedení přispělo ke snížení mortality při MH – krizi 

ze 70-80 % (konec 70.let) na 5-10%.

Schválen 1979



Diagnostika MH

In vitro kontrakční test

Molekulárně genetická

diagnostika



Diagnostika MHDiagnostika MH

In vitro kontrakční test

vzorek svalové tkáně získané otevřenou biopsií

vystaven působení klasických spouštěčů
halotanu a kofeinu ve stoupajících koncetracích

měřena velikost kontrakce svalového vlákna

sval s dispozicí k MH se kontrahuje zřetelně více

a při nižších koncentracích než zdravý sval

specifita 94%



Diagnostika MHDiagnostika MH

Molekulárně genetická diagnostika –

mutační analýza genu RYR1

• diskordance mezi MH susceptibilitou and RYR1 mutacemi

potřeba nezávislého biochemického důkazu, že kandidátní MH mutace je patogenní

• nízká incidence každé RYR1 mutace

• rozsáhlost RYR1 genu

Komplikace:



-- lokalizace: 19q12.1lokalizace: 19q12.1--13.213.2
-- 106 106 exonexonůů
-- cDNAcDNA 15 301bp15 301bp

RYR1 gen

Exprese RYR1 genu v lidských 

tkáních



RYR1 gen a protein, RYR1 gen a protein, 
lokalizace MH mutaclokalizace MH mutacíí

5´
2 11 12 14

3´

6 15 17 39 464540 102

106 EXONSRYR1 gene

A2350T

G2434R

R2435H

R2435L

COOHNH2

Myoplasmatic RYR1 domain

Transmembrane /

lumenal RYR1  domain

RYR1 protein

C35R T2206M

T2206R

R2452W

R2454C

R2454H

R2458C

R2458H

R2163C

R2163PR

2163H

V2168M

R614C

R614L

R163

G248R

I403M

R471C

Y522S

R533H

R552W

R552W

L4793P

Y4796C

R4825C

T4826I

R4861H

G4891R

G341R

MH/CCD region 1 MH/CCD region 2 MH/CCD region 3

R4893W

I4898T

G4899R

G4899Q

A4906V

R4914G



Mutace v RYR1 genu

• více než 50% MH rodin a většina CCD rodin  

• detekováno 45 mutací - 41 nukleotidových substitucí

- 4 malé delece

jsou nahromaděny ve třech regionech genu RYR1 :

MH/CCD region 1 : N-terminalní AK 35 -614

MH/CCD region 2 : centrálně lokalizované AK 2163 - 2548  

MH/CCD region 3 : C-terminální
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nucleotide substitions ( missense / nonsense )

small deletions
RYR1 amino acid sequence



Strategie v mutaStrategie v mutaččnníí analýze  RYR1 genu analýze  RYR1 genu 

(dr. I. Val(dr. I. Valášáškovkováá, OLF FN Brno), OLF FN Brno)

• N-terminalní region 

• centrálně lokalizovaný region

Je prováděna PCR amplifikace  exonů 6, 11, 12, 17, 39, 40, 45,46

PCR fragmenty jsou přímo sekvenovány na ABI PRISM 310.

- zaměřena na dva regiony s největším výskytem mutací



PCR produkty  analyzovaných exonů RYR1 genu
5% PAG

dráha 1 - 8: exony RYR 1 genu

dráha 9: molecular weight marker pBR322/AluI

Exons:   6     11    12   17    39   40   45   46     M

1     2     3      4      5      6    7     8     9



Strategie mutační analýzy RYR1 genu

RNA

cDNA RT

PCR

sekvenování

1 2 3
4 5

6
7

8
9

1 - 9  cDNA fragmenty

délky 600 -700bp

RYR1 cDNA sekvence/ 

distriduce RYR1 mutací
nucleotide substitions ( missense / nonsense )

small deletions

3
0
0

1
4
4
0
0

1
4
7
0
0

1
5
0
0
0

5
4
0
0

5
7
0
0

6
0
0
0

6
3
0
0

6
6
0
0

6
9
0
0

7
2
0
0

7
5
0
0

6
0
0

9
0
0

1
5
0
0

1
2
0
0

1
8
0
0



Electroforeza PCR produktů

RYR1 cDNA segmentů 1-9
5% PAG, silver stained

weight marker 100 bp DNA Ladder

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

600bp

700bp

Chromatogram cDNA segment 9 (670 bp) 



Kdy je nalezenKdy je nalezenáá mutace kauzmutace kauzáálnlníí ??

�� nutný nnutný náález alespolez alespoňň 2 rodokmen2 rodokmenůů (nep(nepřřííbuzných MH buzných MH 
vnvníímavých rodin) s danou mutacmavých rodin) s danou mutacíí, mutace mus, mutace musíí být být 
potvrzena u vpotvrzena u vííce nece nežž 1 1 ččlena danlena danéé rodinyrodiny

�� negativnnegativníí nnáález u 100 MHN jedinclez u 100 MHN jedincůů pokrevnpokrevněě
nepnepřřííbuzných (vyloubuzných (vylouččeneníí polymorfizmu)polymorfizmu)



NNáárodnrodníí centrum pro diagnostiku MH centrum pro diagnostiku MH 
(NCDMH) v Brn(NCDMH) v Brněě

�� ARO FN BrnoARO FN Brno
�� ARK USAARK USA
�� OLG FN BrnoOLG FN Brno

�� vyhledvyhledáávavaáánníí a databa databááze rizikových rodin ze rizikových rodin 
(99 k 15.6. 2004)(99 k 15.6. 2004)

�� diagnostika MHdiagnostika MH



FarmakogenomikaFarmakogenomika
CCííle:le:
�� vytvovytvořřeneníí garmakogenomickgarmakogenomickééhoho profilu kaprofilu kažžddéého ho 

jednotlivce na zjednotlivce na záákladkladěě uužžititíí husthustéé mapy SNP mapy SNP 
(zkr(zkráácený profil SNP) pro kacený profil SNP) pro kažžddéého jedinceho jedince

�� predikce nepredikce nežžáádoucdoucíích ch úúččinkinkůů na lna léékyky

�� ppřředpoveedpoveďď úúččinnosti innosti medikacemedikace ppřřed poded podáánníím m 
lléékuku



TromboembolickTromboembolickáá nemoc a nemoc a 
genetickgenetickéé rizikovrizikovéé faktoryfaktory

Mutace a poruchy srážlivosti krve



TromboembolickTromboembolickáá nemoc nemoc 
((trombofilietrombofilie))

�� vrozenvrozenáá čči zi zíískanskanáá porucha hemostatickporucha hemostatickéého ho 
mechanismu mechanismu –– ppřřííččina vzniku trombina vzniku trombóóz (venz (venóóznzníí čči i 
arteriarteriáálnlníí))

�� patpatřříí mezi nejmezi nejččastastěějjšíší ppřřííččiny iny úúmrtmrtíí

�� incidence 1 incidence 1 –– 5 p5 přříípadpadůů /1000 osob ro/1000 osob roččnněě
�� //trombofilietrombofilie x hemofilie/x hemofilie/



KlinickKlinickéé symptomysymptomy

88 vznik vznik žžilnilníí trombozytrombozy do 45 do 45 
let, let, arteriarteriáárnrníí do 35 letdo 35 let
88 opakovanopakovanéé čči atypicki atypickéé
trombtrombóózyzy
88 hypertenze v thypertenze v těěhotenstvhotenstvíí
88 infarkt placenty infarkt placenty -- potratypotraty



ŽŽilnilníí tromboembolismustromboembolismus

�� VnVněějjšíší faktoryfaktory

–– koukouřřeneníí
–– úúrazyrazy
–– chirurgický zchirurgický záákrokkrok
–– hormonhormonáálnlníí antikoncepceantikoncepce
–– obezitaobezita
–– imobilizaceimobilizace
–– nedostatek pohybunedostatek pohybu

�� VrozenVrozenáá predispozicepredispozice

–– LeidenskLeidenskáá mutacemutace
(mutace v genu koagula(mutace v genu koagulaččnníího ho 

faktoru V)faktoru V)

–– mutace v genu pro mutace v genu pro protrombinprotrombin
(faktor II)(faktor II)



Koagulace krveKoagulace krve

�� koagulace koagulace ––fyziologický fyziologický 
mechanismus chrmechanismus chráánnííccíí
organizmus porganizmus přřed ztred ztráátou krve tou krve 

�� komplexnkomplexníí mechanismus mechanismus 
kontrolovaný rkontrolovaný růůznými znými 
skupinami skupinami plazmaproteinplazmaproteinůů (30)(30)

�� proces vyproces vyžžadujadujííccíí jemnou jemnou 
rovnovrovnovááhu mezi hu mezi 
koagulakoagulaččnníími a mi a 
antikoagulaantikoagulaččnníímimi faktoryfaktory

�� zpzpěětnovazebnýtnovazebný systsystéémm



Gen pro faktor VGen pro faktor V

�� GenetickGenetickáá mapa: 1q23mapa: 1q23
�� LeidenskLeidenskáá mutace: mutace: ExonExon 1010
�� BodovBodováá mutace G1691A, AD typ dmutace G1691A, AD typ děědidiččnostinosti
�� Substituce Arg506(CGA) to Substituce Arg506(CGA) to GlnGln(CAA)(CAA)
�� Faktor V (Faktor V (proakcelerinproakcelerin) ) –– plazmatický protein 2196 AMK plazmatický protein 2196 AMK 

–– prekurzorprekurzor kofaktorukofaktoru VaVa –– syntsyntééza trombinu za trombinu ––
koagulacekoagulace

�� mutovaný faktor mutovaný faktor VaVa nenneníí sprspráávnvněě inaktivovinaktivováánn proteinem proteinem 
C (tzv. APC rezistence) !!!C (tzv. APC rezistence) !!!



Funkce faktoru V Funkce faktoru V 
v procesu krevnv procesu krevníího srho sráážženeníí

Proces krevnProces krevníího srho sráážženeníí
A) A) fyziologický procesfyziologický proces B) B) patologický procespatologický proces

faktor V                                    faktor Vfaktor V                                    faktor V
trombintrombin trombintrombin

propeptidpropeptid propeptidpropeptid
+                                    +                                    ++

faktor faktor VaVa ffaktor aktor VaVa s mutacs mutacíí (G1691A)(G1691A)
APC                                           APCAPC                                           APC

inaktivninaktivníí faktor V                       aktivnfaktor V                       aktivníí faktor Vfaktor V

tromby                                       trombytromby                                       tromby



PPřřehled výskytu Leidenskehled výskytu Leidenskéé mutace v mutace v 
nněěkterých populackterých populacííchch

�� ŘŘeckoecko 13%13%
�� ŠŠvvéédskodsko 11%11%
�� FrancieFrancie 10%10%
�� V. BritV. Britáánienie 9%9%
�� NNěěmeckomecko 9%9%
�� HolandskoHolandsko 5%5%
�� PolskoPolsko 5%      5%      ČČR R –– 5,7 % !!!5,7 % !!!
�� ArgentinaArgentina 5,1%5,1%
�� VenezuelaVenezuela 2,4%2,4%
�� CostaCosta RicaRica 2%2%
�� IndieIndie 1,3%1,3%
�� ČČíínana vzvzáácncněě
�� ČČenoenoššskskáá populacepopulace nedetekovnedetekováánono
�� JaponskoJaponsko nedetekovnedetekováánono



Riziko trombRiziko trombóózy u nosizy u nosičůčů 1691A mutace1691A mutace

�� riziko vzniku trombriziko vzniku trombóózy u nosizy u nosičůčů mutantnmutantníí alelyalely se zvyse zvyššuje uje 
oproti normoproti normáálnlníímu genotypu mu genotypu 5 5 –– 10x u heterozygot10x u heterozygotůů
a a 50 50 –– 100x u homozygot100x u homozygotůů

�� u nosiu nosičůčů mutacmutacíí jsou trombotickjsou trombotickéé epizody epizody ččasto asto 
vyvolvyvoláány: tny: těěhotenstvhotenstvíím, um, užžíívváánníím m hormhorm. antikoncepce, . antikoncepce, 
traumatem, traumatem, chirchir. z. záákrokem, koukrokem, kouřřeneníímm

�� riziko trombriziko trombóózy pzy přři ui užžíívváánníí hormhorm. antikoncepce je u . antikoncepce je u 
heterozygotheterozygotůů 28 28 –– 35 x vy35 x vyššíšší !!!!!!



Mutace v genu pro Mutace v genu pro protrombinprotrombin

�� substituce G na A substituce G na A 
(G20210A)(G20210A)

�� frekvence v frekvence v ČČR 2,3 %R 2,3 %

�� u  nosiu  nosičůčů mutantnmutantníí alelyalely
stoupstoupáá riziko trombriziko trombóózy     zy     
2 2 –– 6 x6 x

Pokud je Pokud je žžena nosiena nosiččkou kou mutantnmutantníí
alelyalely faktoru V, zfaktoru V, záároveroveňň nese nese 
mutaci pro mutaci pro protrombinprotrombin a ua užžíívváá
hormonhormonáálnlníí antikoncepci antikoncepci ––

riziko trombriziko trombóózy je 149x vyzy je 149x vyššíšší !!!!!!

Interakce dvou Interakce dvou mutantnmutantnííchch
alelalel a jednoho vna jednoho vněějjšíšího ho 

faktoru !!!faktoru !!!



Metody pro detekci LMMetody pro detekci LM

��RFLP RFLP -- restrikrestrikččnníí enzym enzym MnlIMnlI
��SSCPSSCP
��detekdetekččnníí kitkit „„FactorFactor V Gene V Gene MutationMutation
AssayAssay““

��RealReal TimeTime PCR (PCR (LightCyclerLightCycler))



StanovenStanoveníí ppřřenaenaššeečůčů
LeidenskLeidenskéé mutace v Brnmutace v Brněě

OddOdděělenleníí klinickklinickéé hematologie FN hematologie FN 
Brno Brno -- BohuniceBohunice



PPřřííkladyklady
OnemocnOnemocněěnníí galaktosemiegalaktosemie se dse děěddíí jako jako 
autozomautozomáálnlněě recesivnrecesivníí znak. Zdravznak. Zdraváá dvojice mdvojice máá
postipostižženenéé ddííttěě. Jak. Jakáá je pravdje pravděěpodobnost, podobnost, žže e 
nastanou nnastanou náásledujsledujííccíí situace:situace:

A) nA) náásledujsledujííccíí dvdvěě dděěti budou mti budou míít t galaktosemiigalaktosemii
B) otec dB) otec dííttěěte s te s galaktosemigalaktosemiíí je heterozygotem ve je heterozygotem ve 
sledovansledovanéém znakum znaku

C) dC) dííttěě, kter, kteréé mmáá zdravzdraváá sestra nemocnsestra nemocnéého je ho je 
heterozygotem ve sledovanheterozygotem ve sledovanéém znakum znaku

D) jakýkoliv potomek bude nemocnýD) jakýkoliv potomek bude nemocný
E) nevyskytne se E) nevyskytne se žžáádný nemocný potomek u 3  dný nemocný potomek u 3  
nnáásledujsledujííccíích dch děěttíí

F) jakF) jakéékoli dkoli dííttěě bude dbude díívka s vka s galaktosemigalaktosemiíí, zdravý , zdravý 
chlapec ?chlapec ?


