Mutace vedouci k porucham
strukturnich proteinii

Priklad: Duchennova a
Beckerelova muskularni dystrofie




Duchennova muskularni dystrofie

tezka X-recesivni monogenné dédicna choroba
primarni pricina: mutace v dystrofinovem genu (Xp21)
incidence choroby 1:3500

destrukce svalovych viaken (dystrofin intracelularni protein
exprimovany v hladkych, kosternich a srdecnich svalech)

Fenotyp:

1) spatné drzeni téla, potize pri zvedani se ze zeme
2) narlstajici svalova slabost (3 — 5 let)

3) pseudohypertrofie lytek

4) lordoza

vétsSina pacientll ma abnormalni EKG

zvysenou hladinu kreatinkinazy

nekteri trpi gastroporézou

1/3 vykazuje mirnou mentalni retardaci

pacienti neprezivaii 20. rok zivota




Duchennova muskularni dystrofie

The Symptoms

* Signs of muscle weakness as early as 3 years old.
* Gradual weakening of skeletal or voluntary muscles in

* Incidence of DMD = 1/3500 males
BMD = 1/30.000 males

arms, legs or trunk.
* By early teens may be confined to wheelchair. Heart and + Dystrophin gene has 79 exons and spans 2.4Mb

respiratory muscles may be affected. « Maps to chromosome Xp21

Dl  427kDa Protein that localises to muscle cell

BMD membranes

* Milder version — onset in late teens or early adulthood.
* Slower course and less predictable than DMD.
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Duchennova muskularni dystrofie

* Small mutations within exons
30%
* Intragenic duplications
5%
*So, exon screening will pick up 65% of DMD Mutations
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*Helps stabilize membrane during muscle contraction and
relaxation
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Mutace v dystrofinovém genu - delece

Portion of dystophin gene

/\

Small deletion breaking Larger deletion breaking
within codon between codons

RNA with stop codon Shortened RNA

T,

Severely truncated Internally deleted but
dystrophin functional dystrophin
b ase i R R,

Rapidly degraded Persists in cell with some
DMD pathology f;;‘[:)ﬁontﬁ :
pathology

iagram indicating how disruption of mrere-frame explains

nces in the pathology of DMD and BMD. Deletions
reaking within codons, even when comparatively small, may
generate a stop codon (X) in the transcribed RINA and encode a
severely truncated dystrophin protein that is rapidly degraded by
the cell. Deletions that do not interrupt the reading frame may
lead to internally deleted, but still functional, dystrophin protein
with consequent milder pathology.




Klinické projevy DMD

1. Normal dystrophin

1. Calf hypertrophy 2. Difficulty in rising .
and lordosis (Gower's sign) L

A. Clinical signs of Duchenne muscular dystrophy S =

Recombinant

Allele 1
Allele 2

(2)

: 3. Areas lacking dystrophin
Bl = DMD patient (@) = Obligate heterozygote in heterozygotes

C. Investigation of a family with DMD B. Dystrophin analysis
by DNA marker in muscle cells




Mechanismy mutace u Duchennovy a
Beckerovy muskularni dystrofie (muzi i zeny)

Molekularni nebo geneticky defekt Fenotyp

U postizenych muzi:

Genova delece (1 exon aZ cely gen) asi 60 % DMD nebo BMD
Bodové mutace asi 34 % DMD nebo BMD
Parcialni duplikace genu asi 6 % DMD nebo BMD

Delece prilehlych gen( vzacné DMD plus jiné fenotypy, podle
dalSich deletovanych gent

postizenych Zen:
Nenahodna X-inaktivace vzacné
TurnerGv syndrom (45,X) vzacné
Translokace X;autozom vzacné

Gen DMD ma mutacni frekvenci 104, tj. asi o jeden rad vyssi
nez u ostatnich genti !!!




Analyza mutaci u DMD — molekularni
metody

Marker N P P2 P3

QLUoST O ™o

Q2

i a g b c d e f h

5'-

exon 4 8 12 17 19 44 45 48 51

Obrézek 12.18 Diagnéza Duchenneovy muskulérni dystrofie zahrnuje screening deleci a duplikaci pomoci metody zvané mul-
tiplexova polymerdzova fetézova reakce (PCR). Chybéni nebo pfitomnost abnormélnich pruhii v DNA pacienta je analyzovana
s pouZitim sad primert (pary Sipek), které amphtlkup rizné oblasti genu (a—7) v jedné reakci, a gelovou elektroforézou. Draha 2
ukazuje devét PCR produktii u normalniho jedince (N), coz svédé pro piitomnost odpovidajicich exonii. U pauenta 1 (drdha
P1) chybi prouzky e a f, coZ znamena deleci zahrnujici exony 45-48. U pacienta 2 (P2) chybi prouzky f a h, coz svédéi pro dele-
ci postihujici exony 48-51. U pacienta 3 (P3) chybi pruuzek d a ma tedy deleci postihujici exon 44. (Publikovano s laskavym
svolenim P. N. Ray, The Hospital for Sick Children, Toronto.)




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.

Amplifikagni produkty byly analyzovény v polyakrylamidovém gelua

nasledné barveny dusi¢nanem stfibrnym.
Starty 1,6 - exony 4(196bp),8(360bp),19(459bp)
2,7 - exony Pm(535bp),3(410bp),6(202bp), 13(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




Analyza mutaci u DMD — molekularné
cytogenetické metody (FISH)
Multiprobe

* 65% of DMD Mutations involve deletions of one or more exons.
*  98% of deletions occur within two hotspots in the gene

8 1213 17 19 32-34 43 44 45 46-47 48 50 51
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DNA sondy pouzivané pro detekci
prenasecek DMD

=S

Expected FISH
patterns

- Exon and gene specific probes test for deletions (red)

e X and Y centromere control probes (green or blue)

DMD gene —» n
Centromere —» N - - @
A Y X X X

Xy

~ ¥ 1\"
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Multisondovy system urceny k detekci deleci jednotlivych
exonl pomoci techniky FISH
(vSechny exony jsou na jednom sklicku)

The DMD Panel

5 6 7 8

Exon 12 SExon 13 aExan 17 aExon 19
Xc I’ - gy X C

a Exons 3-6

10 13 14 15

gExons 32-34 SEXOH 44 ; Exon 45 EExons 46-47 a Exon 48
Xc X . & < =

: :

3 Exon 50 § Exon 60 S ESK SAHC

Xc control probes provided in alternating green and blue = chequerboard pattern.

18 22

Provides control for the hybridisation.
«Allows confirmation that are looking at the correct square for each probe.

«Allows any slippage of devices during use to be monitored.

=Y c probe included as a control to determine sex of patient

‘\», .
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Delece exonu 12 u prenasecky genu pro DMD

:’ T L
£ { ' ¢ ] ¢ i f

Female carrier for deletion of exon 12

I




~—MLPA—

MLPA®

Multiplex Ligation Probe
Amplification




MLPA

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

Minimum of only 20 ng DNA
Partially degraded DNA
e DNA extracted from paraffin

e Formalin treated tissues
e Free fetal DNA obtained from maternal plasma

Discriminates sequences that differ in only a single
nucleotide.

45 different mRNAs
To determine the methylation status of promoters
Detection of known mutations and SNPs.




MLPA technique

1. Denaturation
2. Hybridization
3. Ligation

4, Amplification




SALSA MLPA probes

Egn’rhe’ric oligonucleotide M13-derived oligonucleotide
50-60 bp 60-450 bp

PCR primer sequence Y #. PCR primer sequence X
M — Stuffer sequence

=y 01 (different for each probe)
Hybridization sequence Hybridization sequence




Hybridysation

1. The MLPA probemix is added to denatured genomic
DNA

2. The two parts of each probe hybridise to adjacent
target sequences




Ligation

3. Probes are ligated by a thermostable ligase

5 Termostable ligose -  Termostable ligase

1




Amplification

4, A universal primer pair is used to amplify all ligated
probes.

The amplification product of each probe has a unique
length (130 480 bp).




Separation and quantification by
capillary electrophoresis

1A

Each peak is the
amplification product
of a specific probe.

\ ’ 21 \ lc ‘
Samples are ’ L r ‘ ' ‘ H ‘ ﬂ H “ ‘ .‘l|| \ ‘l|| | M |'|| |
compared to a control i JuU U U UL
sample.

A difference in relative
peak height or peak
area indicates a copy
number change of the
probe target sequence

L




MLPA products

Detection of aneuploidy of chromosomes 13, 18, 21, X and Y

Detection of large chromosomal deletions or duplications:
DiGeorge syndrome, Williams syndrome, Spinal Muscular
Atrophy (SMA), subtelomeric regions etc

Detection of gains and losses of genes in cancer tissues:
Her2-neu (ERBB2), TP53, MYC etc.

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

Copy number of all CFTR exons.

Copy number of all 79 DMD exons in 2 MLPA reactions
MS-MLPA Kkits

Visit www.mlpa.com for all our products




DMD — dedicnost a geneticka prognoza

vysoka frekvence novych mutaci
alelova heterogenita
manifestace u prenasecek
fenotypova variabilita

zhruba tretina matek majicich jednoho postizeneho syna
neni nosickami mutace DMD genu. Je-li matka nosicka
ma kazdy syn 50 % riziko a kazda dcera 50 % riziko, ze
zdedi mutaci DMD genu

e /u zen inaktivace X chromozomu — nizke riziko pro
onemocnéni DMD/

e germinalni mozaicismus !!!




Mapovani genu pro DMD

e priklad mapovani genu pomoci genove davky —
vyuziti strukturalné prestavénych chromozomd

e chlapec s prokazatelnou intersticialni deleci
pruhu Xp21

(Bruce Bryer: 1966-19835, Washington)
e 4 choroby:

e DMD, chronicka granulomatoza, retinitis
pigmentosa, vzacna krevni skupina

e |okalizace genu do deletovane oblasti
(Lou Kunkel, 1987)




Tabulka 16. Souhrn kroka pouzitych k izolaci genu pro Duchenneovu muskuldrni dystrofii
(DMD)

* Objev vazby DMD a ndhodné préby z X-specifické knihovny.
* Proba mapuje do oblasti Xp21 s maximdalnim lod score ve vzdalenosti 15 cM.
* Chromozomadlni delece a transloka¢ni zlomy v oblasti Xp21.
Pacient BB:
Viditelna delece. DMD, chronicka granulomatézni choroba a retinitis pigmentosa.
Genomicka knihovna z normdlniho X-chromozomu odpovidajici sekvencim deletova-
nym u pacienta BB.
Jeden klon (pert-87) detekuje deleci u BB a ddle u 5 z 57 postizenych chlapcti.
Krd¢eni po chromozomu (chromosome walking) do vzdéalenosti 110 kb obéma sméry od
pert-87.
Klony z prochazky po chromozomu jsou pouzity jako préby na zoo-blot.
Klony pozitivni na zoo-blotu jsou pouzity jako préby pro hybridizaci se svalovou mRNA
Pozitivni klon p87-25 je pouzit jako proba do svalové specifické cDNA-knihovny.
Z pozitivné screenovanych CDNA kl:mu je sestaven 14kb transkript.
' lnokyselin; protein pojmenovén dystrofin.

si 52 exonu roztazenych po délce 2 megabazi DNA Djen 0,7 % genu })r{?dbt{IVU]t.‘ koduji-
ci sekvence.

Duchenneova muskuldrni dystrofie je zptisobena delecemi exont, pfi nichZ se posouva
¢teci ramec.

Beckerova muskuldrni dystrofie vznika pfi delecich exonti, které neméni ¢teci ramec zby-
lého transkriptu.




DMD - klinické aplikace

Prenatalni diagnostika a stanoveni prenasecstvi

e U rodin, s prokazanou deleci Ci duplikaci
vysetreni fetalni krve (multiplexova PCR, MLPA)

e tam, kde nezname molekularni defekt —
prenatalni diagnostika pomoci markert ve vazbé
S genem




Tabulka 4. Klinicky vyznamnd autozomalné dominantni onemocnéni v severni
Evropé

Organova
soustava

nervovy systém

stfeva

ledviny

ocCi

kostra

metabolismus

Onemocnéni

neurofibromatéza
tuber6zni skleréza
Huntingtonova choroba
myotonni dystrofie

adenomatézni polypdza

polycystické ledviny

retinoblastom
retinitis pigmentosa’

otoskleréza
hypercholesterolémie
vrozend sférocytéza

hereditarni trombofilie
diafyzdlni aplazie

Marfantiv syndrom

osteogenesis imperfecta

achondroplazie
Ehlerstiv — Danlostiv
syndrom

akutni intermitentni

porfyrie

2

0,5

0,4
0,06

0,13

Vyskyt na 10 000 Hlavni klinické
poroditi

symptomy

benigni koZni neurofibromy;
hnédé skvrny na kazi
epilepsie; mentdlni retardace;
bilé skvrny na kizi

vili neovladatelné pohyby;
demence; pozdni ndstup
progresivni svalova slabost,
zpozdéna relaxace

benigni polypy v tlustém
stfevé, z nichZ nékteré ¢asem
pfechdzeji v maligni nadory
renalni cysty; progresivni
selhdni ledvin; pozdni nastup
maligni nddory sitnice
ztrata noéniho vidéni

a zrakové ostrosti
progresivni ztrdta sluchu;
pozdni ndstup

rand ateroskleréza vénditych
tepen

chronicka hemolyticka
anémie; splenomegalie
opakujici se Zilni tromboézy
¢etné nadorovité vyruastky
(exostézy) na konci kosti
arachnodaktylie; skolidza;
dilatace kofene aorty;
dislokace ¢ocek

lomivé kosti; zlomeniny;
deformita; hluchota
nanismus; deformita
ochablost ktiZe a kloub1x;
aneurismy

akutni zachvaty bolesti
bficha; respiratorni paralyza

1 Vyskytuje se rovnéz v autozomalné recesivni a X-vdzané recesivni formé&. Zdroj:
[77, 95].




Dominantni mutace v genech pro kolagen:
Osteogenesis imperfekta (OI)

e dedicna onemocneéni kolagenu I jsou charakterizovana nachylnosti
ke snadne lomivosti kosti Ci deformitam skeletu

e molekula prokolagenu I je tvorena ze dvou retézct
proal(chromozom 17) a jednoho retézce proa2 (chromozom 7)

e cCasty vyskyt mutaci prokolagenu branici v asociaci podjednotek
(nalezeno vice nez 200 mutaci )

Prokolagentypu | @ —4—— 5

Misto Misto
Stépeni Mineralizace (v kosti) Stépeni
proteazou T proteazou

Ko}agenni fibrily

<— Kolagen typu | ——}l

pro 1{I}

oot — SOV INANUNN

Amino- Karboxy-

terminaini | 1 _ﬂ_—__>| terminalni |
peptid TrojSroubovic peptid

Obrazek 12.20 Struktura prokolagenu typu L. I\”i?‘] \th kolagenu je tvofeno jako trojSroubovice proke l‘aa,e nu, kte n]
ernc ovana 1 extra a ke / i

: a je (Prev an s PH Diso; ( structure. In Scriver
CR, Bmu'l ot AL, Sly WS, Valle D (ed.) The Metabolic Bases of Inherited Disease, 6. vyd., New York, McGraw-Hill 1989,
2805-2842.




Souhrn rtznych typu
Osteogenesis imperfecta

Fenotyp Dédicnost Biochemicky defekt Genovy defekt

Porucha produkce kolagenu typu I*

Lehky: modré sklery, kiehké | AD Bézny: vSechen kolagen je Bézny: nulové alely, které
kosti, ale bez kostnich normalni (z normalni alely, rusi produkci fetézct
deformit; casto presenilni ale jeho mnozstvi je sniZeno proa1(l), jako defekty, které
hluchota na polovinu. Ziidka substituce interferuji se syntézou mRNA
Gly (viz obr. 12.21)

Poruchy struktury kolagenu typu |

Perinatalné letalni: tézkeé AD (nove Bézny: produkce abnormainich Bé&zny: mutace ménici smysl
abnormality (fraktury, mutace) molekul kolagenu diky substituci | kodénu v kodénech pro glycin
deformity), tmavé skléry, Gly v (Gly-X-Y) trojitého helixu, genl pro fetézce a1 a a2
smrt do 1 mésice s urcitou pfevahou COOH-
sterminalni poloviny proteinu
(viz obr. 12.22)

Progresivné deformujici: Abnormalni molekuly kolagenu: Mutace ménici smysl koddénu
fraktury, ¢asto pfi narozeni, substituce Gly mnoha typt v kodonech pro glycin
progresivni deformity kosti, v trojitém helixu. Lokalizovany genl pro fetézce al a a2
omezeny rust, modré skléry, po celem proteinu (viz obr. 12.22)
dentinogenesis imperfecta,
ztrata sluchu

Deformujici, s normalnimi Abnormalni molekuly kolagenu: Mutace ménici smys| koddnu
sklérami: lehkeé az stredni mnoho typ( substituce Gly v kodonech proglycin
deformity kosti, mala postava, v trojitém helixu. Lokalizovany po | gent pro fetézce a1 a a2
fraktury, ztrata sluchu, celém proteinu (viz obr. 12.22),
dentinogenesis imperfecta

* Nékolik pacientti s chorobou typu I md substituci glycinu v jednom kolagennim fetézci typu I (viz obr. 12.22).

** Vzdcné pripady jsou autozomdlné recesivni.

Modifikovano podle Byers PH Disorders of collagen biosynthesis and structure. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle (ed.)
The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease. 6. vyd. New York, McGraw-Hill 1989, 2805-2844; a Byers PH Brittle
bones - fragile molecules: Disorders of collagen structure and expression. Trends Genet 1990;6:293-300.




Mutace u OlI

e A) mutace snizujici tvorbu kolagenu

e B) mutace menici strukturu kolagenu




DUsledky mutaci prokolagenu typu I

edky mutace

Proa1° stechiometricky efekt:

Prool ll—l

Proa1® nulova alele : Nomalni kolagen typu |
Proa2 [} 1

Proa2 CFH—1

1/2 normalniho mnozZstvi
snizen pocet fibril typu |
Ol typu |

Proa1M stechiometricky efekt:

Normalni kolagen typu |

ProciM il =
[

Abnommalni kolagen typu |

Prooe [ FH—11 3 J Rychlost tvorby trojsroubovice

+ Posttransla¢ni modifikace
NHz-terminalné od mutace

J Sekrece a t degradace

Defektni kolagenni fibrily

v

Pomér normalnich Nedostate¢na mineralizace (v kosti)
a mutantnich molekul = 1:3 ¢

Ol typu I, I, 11l nebo IV
(fenotyp zavisi na substituci)

Proa2M stechiometricky efekt:

Normalni kelagen typu |
Proai

Proa
Proa2
Prc A
Abnommalni kolagen typu |

Biochemické abnormality p bné
vyse uvedenym, mohou byt méné zavazné

Ol typu Il, Il nebo IV
(fenotyp zavisi na substituci)
Obrizek 12.21 Pato genu dostupné pro
usporadani do trojsroubo & Ani T MO h molekul kolagenu
tvofenych u mutaci feté: g . pr Aalé k 2 dém Fetézci prokol rmuji posttranslacni
riz text). Pra s < rac i kolagenu. / tézec proal s mutaci méni-
110 = nulov >le zce prood.




Genetika Osteogenesis imperfecta

vetsina mutaci ucinkuje dominantné

mirny fenotyp OI typu I — je tvorena polovina mnozstvi
normalnich molekul, ale maji normalni funkci (nulova
alela Pro a19)

alely s mutaci menici smysl kodonu (proo 1™ poskozuiji
funkci jak normalni alely Proa1, tak i normalni alely
proo2 — dominatné negativni alely (brani vzniku
trojSroubovice)

disledek - OI typu II, III a IV — tézsi postizeni

e |ecba bisfosfonaty — zvysuiji kostni denzitu




Ehlerstiv-Danlostv syndrom
(AD dedicnost — mutace kolagenu

choroba pojivove tkané
charakterizovana fragilitou a
hyperextenzibilitou klze

defekty v genech pro retezce kolagenu
I nebo III — porucha postranslacni
modifikace

deficit lyzylhydroxylazy

dominantne negativni efekt
(defekni produkt jednoho genu vede k
nefunkcnosti proteinoveho komplexu)

Collagen Disorders
Disorder

Alport syndrome
Aortic aneurysm
Chondrodysplasia
Dystrophic
epidermolysis

bullosa

syndrome

Osteoarthritis

Osteogenesis
imperfecta type

Stickler syndrome

Mutation in type IV collagen that
interferes with tissue bound.
Missense mutation substitutes an
arg for gly in alpha 1 gene
Deletion, insertion, or missense
mutation replaces gly with bulky
amino acids

Collagen fibrils that attach
epidermis to dermis break down

sense mutations replace gly
with bulky amino acids; deletions

for arg in alpha 1 gene
Inactivation of o allele reduces
collagen triple helic

Nonsense mutation in procollagen

Procollagen molecule

Signs and Symptoms

Deafness and inflamed
kidneys

Aorta bursts

Stunted growth,
deformed joints

Skin blisters on any
touch

Stretct ily scarred
skin, Iz
Painful joints

Easily broken bones;
blue eye whites:

of vitreous gel and
retina

N-terminal
propeptide

Collagen molecule (3,000 A)

C-terminal
propeptide

Triple-helical domain

ollagen has a very precise conformation. The a1 collagen gene encodes the two
ue polypeptide chains, and the 2 procollagen gene encodes the third, red chain. The
ocollagen triple helix is shortened before it becomes functiondl, forming the fibrils and
Ehworks that comprise much of the human body.




Mutace vznikajici v dusledku fluze genu
barvoslepost

FUSION MUTATIONS
Unequal crossing-over between non-homologous genes can also
result in a class of fusion gene mutations. These are best illustrated by
defects in colour v n genes leading to different kinds of colour
blindness. Humans have three different colour genes; a blue pigment
gene on chromosome 7 and contiguous red and green pigment genes
at the tip of the long arm of the X chromosome. There is a single red
pigment gene but one to three (occasionally more) green pigment
s situated to the 3’ side of the red gene. Red and green pigment
e highly homologous and are assumed to have evolved from

ommon ancestral red pigment gene.

> 5 f % of Caucasian males,
with deuteranopia (green-colour blindedness) being some three times
as common as protanopia (red-colour blindedness). Many different
f mutation account for these defects, but among the more
ting are fusion genes resulting from unequal crossing-over
between red and green pigment genes. In the example shown in Fig.
4.9, meiotic misalignme nt of a red pigment gene on one X chromo-

B W

\:‘ Green pigment gene
e = e poin goe

Green opsin gene

{ Misalignment of
homologous

\/
S'H—D—D*? Anomalous green vision ; : ' romosomes

5'—']—1:'—3‘ Defect in red vision

Fig. 4.9. Schematic re ntation of meiotic misalignment and unequal
X-linked red and green colour-vision genes.
, in one case resulting in anomalous green
(the chromosome still has two normal green pigment
and in the other defective red vision (no intact red pigment

Homologous chromosomes
after crossing over




Priklady

Honzik ma CF. Jaka je pravdépodobnost, ze je homozygotem pro
mutaci AF508 ? (Predpokladejme, ze v dobé konzultace muize byt
zjisteno 85 % CF mutaci a ze rodice jsou ze severni Evropy, kde
ma alela AF508 frekvenci 0,70)

Jakub je jediny clen rodiny postizeny DMD. Ma jednoho zdravého
bratra, Josefa. DNA-analyza ukazuje, ze Jakub ma deleci v genu
DMD a ze Josef zdedil stejny maternalni X-chromozom, ale bez
delece. Jakou genetickou konzultaci byste poskytli rodiciim
ohledne rizika rekurence DMD v dalsim tehotenstvi ?2??

Vliv dominantné ne%ativnivalely odrazi jeden obecny mechanismus,
kterym mutace v bilkovine zpusobuje dominantne dedicne

onemocneni. Jaky jiny mechanismus je bézne sdruzen s dominanci
v genech kodujicich podjednotky multimernich proteinu?




Mutace vedouci k
farmakogenetickym chorobam

Priklad: maligni hypertermie




Farmakogenetika

e specialni oblast biochemickeé genetiky, ktera pojednava o
variabilite odpovédi na Iéky (..ale i jiné chem. latky)
zpUsobené genetickou variabilitou

e geneticka variabilita, ktera meéni schopnost organismu
absorbovat, transportovat, metabolizovat Ci vylucovat
leky (chem. latky) nebo jejich metabolity

e polymorfizmus pro Iekovou odpoved’
(6,7 % - nezadouci reakce na leky)

ucinna davka leku — 50 % populace !!!




Maligni hypertermie

AD porucha, u které se muze vyskytnout dramaticka
nezadoucl reakce na aplikaci vsech bezne

pouzivanych inhalacnich anestetik (napr. halothanu)
a myorelaxancil

vznik vysoke horecky, pretrvavajici svalova
kontrakce, vystupnovany katabolismus

priCina smrti pri anestézii (zejména u deti) —
mortalita 10 — 20 %

incidence 1 : 15 000 u deti
1 : 50 000 u dospelych




Svalova bunka
dejiste primarni abnormality pri MH

MH - porucha kalciového metabolismu pricné pruhovaného svalstva !!!

stoupayjici a klesajici mnozstvi kalcia
zpusobuje svalove kontrakce a relaxace

rozhodujici vyznam pro homeostazu kalcia
{
- ryanodinovy receptor -
kalciovy releasing kanal
na sarkoplasmatickem retikulu

Release =

-~ Chamnel |
Lol * kontrakce svalu

S uvolnéni Ca?* do myoplasmy

 relaxace svalu
< relsorbce Ca?"do ER

ATPdependentni

~ Conractile o




Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici spojeni
endoplasmatickeho retikula a T-tubulu ukazuje polohu
ryanodinového receptoru RYRI

:f? Terminal

= - ermina

| cisternae

Ryanodine ===t e t-tubule
receplors «——-=——ip

> Terminal

cisternae

' mhg
a -
L]




Podstata onemocneni MH

Za hlavni pri¢inu je povazovana
porucha funkce ryanodinového receptoru RYR1

)

_ Konfokalné nasnimany obraz nahromadéni Ca?*
(zelena a zluta barva) v cytosolu svalove bunky
za 1s (bila ¢ara) béhem jednoho ak¢niho potencialu.

R. Corado




~Iriggersubstance* (spoustéce) - substance
vyvolavajici u MHS pacientu rozvoj MH - krize

Latky bézné uzivané k uvodu a vedeni celkové anestezie:

 volatilni ¢il1 prchava anestetika - vSechny halogenové uhlovodiky
jako halotan, 1sofluran, desfluran,
sevofluran

» depolarizujici svalova relaxancia - zejmeéna sukcinylcholin




MH episoda

Triggersubstance
volatilni anestetika "> MHS (MH susceptible) pacient

depolarizujici svalova relaxancia




Kauzalni terapie MH Dantrolen

Schvalen 1979

pusobi na urovni
dyhydropyrimidinoveho receptoru

pravdépodobné¢ zde blokuje
prenos membranoveho potencialu

 tlumi tak uvolinovani Ca*" ze SR
* neovliviiuje zpétné vstiebavani Ca’*

Jeho zavedeni prispélo ke snizeni mortality pf1i MH — krizi
ze 70-80 % (konec 70.let) na 5-10%.




In vitro Kontrakceni test

Molekularné geneticka
diagnostika




In vitro kontrakcni test

vzorek svalove tkané ziskané otevienou biopsii
vystaven pusobeni klasickych spoustéct
’ halotanu a kofeinu ve stoupajicich koncetracich

meérena velikost kontrakce svalového vlakna

sval s dispozici k MH se kontrahuje zietelné vice
a pi1 nizSich koncentracich nez zdravy sval

specifita 94%




Molekularné geneticka diagnostika —
mutacni analyza genu RYRI

Komplikace:

* diskordance mezi MH susceptibilitou and RYR1 mutacemi
potieba nezavislého biochemickeho ditkazu, zZe kandiddtni MH mutace je patogenni

* nizka incidence kazdé RYR1 mutace

* rozsahlost RYRI1 genu




- lokalizace: 19q12.1-13.2
- 106 exontl
- cDNA 15 301bp

Exprese RYRI1 genu v lidskych

tkanich

0.00o1

1e-04

1e-05

le-06

ErMA

SFL TMS

ERM

5FLC
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[] Min-max range for duplicates




RYRI1 gene

2 6 11 12 14 15 102

. DDDDHHH ....................... DDD ..... D ................ |:| .......... 3’

RYRI protein

Transmembrane /

Myoplasmatic ?(RI domain lumenal RYR1 domain
4 AY4 \
MH/CCD region 1 MH/CCD region 2 MH/CCD region 3
NH, I COOH
C35R  G341R Y5228  R614C T2206M R2452W
R533H R614L T2206R  R2454C
RERVAWY R2454H RURTRAYY
R2458C L4793p 14898T
R2458H Y4796C G4899R
R163  1403M R552W R2163C  A2350T R4825C G4899Q
G248R  R471C R2163PR G2434R T48261 A4906V
2163H  R2435H R4861H R4914G

V2168M R2435L G4891R




e vice nez 50% MH rodin a vétsina CCD rodin
* detekovano 45 mutaci - 41 nukleotidovych substituci
- 4 malé delece

0 nucleotide substitions ( missense / nonsense )
o small deletions

¢ 00 00 00NOFC 0 0 000 0G0 (0000 0 Q0 0000000
0 0 0 000 00000
0 0 0




- zameéiena na dva regiony s nejvetSim vyskytem mutaci

Je provadéna PCR amplifikace

PCR fragmenty jsou pfimo sekvenovany na ABI PRISM 310.




Exons: 6 11 12 17 39 40 45 46 M

PCR produkty analyzovanych exonu RYRI1 genu
5% PAG

draha 1 - 8: exony RYR 1 genu

draha 9: molecular weight marker pBR322/Alul




RYRI1 ¢DNA sekvence/

0 nucleotide substitions ( missense / nonsense )
distriduce RYR1 mutaci

0 small deletions

o o O
o oo 38 8 3 =S S Sfh: = S = S = 3
Sllcllc SR 5 e s 8§ 8 & Y 2
| N N N S S | N I S N S N S
0O 00 000000 0 0 000 € (00 00 (000000
0 0 0 000 00000
0 0 0
RNA
§ rr
§ rcr
:]:]:]:] | — | — | ——

1 -9 cDNA fragmenty 1l
délky 600 -700bp sekvenovani




1 2 3 456 0 8 9 381

Model 310 59/02mht/usF S13 Signal G:140 A:162 T:155 C:139 Page 1 of 2
Version 3.3 DT310POP6&{BDv3}vi.mob Tue, Apr 22, 2003 9:36
ABI-CE2 59/02mht/usF Seq Mtx v3 E Sat, Apr 19, 2003 20:17
Version 3.3.2 Lane 13 Points 1282 to 10200 Pk 1 Loc: 1282 Spacing: 12.19{12.19}

CGGCGGAGEGAT TCCT@BAGCTCTGGGCATGGACCTGGC CACACTAGAGATCACAGCCCACAATGAGCG CAAGCCCAAC CCGCCG
60 70 80

LCCAG GGCTGCTGAC CTGGCTCATG TCCATCGATG TCAAGTACCA GATCTGGAAG TTCGGGGTCA TCTTCACAGA CAACT
%0 100 110 12e 130 140 150 160

rCCTTC CTGTACCTGG GCTGGTATAT GGTGATGTCC CTCTTGGGAC ACTACAACAA CTTCTTCTTT GCTGCCCATC T(
i70 180 190 200 210 220 230 240

CCTGGACAT CGCCATGGGG GTCAAGACGC TGCGCACCAT CCTGTCCTCT GTCACCCACA ATGGGAAACA GCT
250 260 270 280 290 300 310

M WA A W VI I A W

TGGTGATG ACCGTGGGCC TTCTGGCGGT GGTCGTC TAC C TG TACACCG TG G TGGCC T TCAAC
320 330 340 350 360 370

AN IINAAAMANINAMNAA MAAAAACNANBONNL NN X

I TTC TTC C GC AAG TTC T ACAACAAG AG C GAGG ATG AG G ATG AACC TG ACATG AAGTG TG A
430

TG ACATG ATG ACGTGTT ACC TG T TTCA CATG TACGTG GG TG TCCGGG C TG GCGGAAG CATTG
440 £ 460 470 480 490

o 0NN AN OO A~ OO N

GGGG AC NAGATCGAGG ACCCCGCNGG TG ACGA ATAC NAGCTCTAC, AGGGNGG TCTT CG ACATCAC

([C TTC TTCTTCT TCGTC ATCG NCATCCTGTTG GGCATCAT CCANGGTCTGAT NATCC ACNCT TTTGNGGGAN
.60 570 2 6

NNTCC AAAANA AAAANNNNNMINNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNBINNNNNNNCNNNNNNGI
30 640 650 660 670 680 690 700

M




Kdy je nalezena mutace kauzalni ?

e nutny nalez alespon 2 rodokment (nepribuznych MH
vhnimavych rodin) s danou mutaci, mutace musi byt
potvrzena u vice nez 1 clena dané rodiny

e negativni nalez u 100 MHN jedinct pokrevné
nepribuznych (vylouceni polymorfizmu)




Narodni centrum pro diagnostiku MH
(NCDMH) v Brné

e ARO FN Brno
e ARK USA
e OLG FN Brno

e vyhledavaani a databaze rizikovych rodin
(99 k 15.6. 2004)

e diagnostika MH




Farmakogenomika

Cile:

e vytvoreni garmakogenomického profilu kazdeho
jednotlivce na zaklade uziti husté mapy SNP
(zkraceny profil SNP) pro kazdeho jedince

e predikce nezadoucich ucinkd na leky

e predpoved’ ucinnosti medikace pred podanim
leku




Mutace a poruchy srazlivosti krve

Tromboembolicka nemoc a
geneticke rizikove faktory




Tromboembolicka nemoc
(trombofilie)

e vrozena ci ziskana porucha hemostatického
mechanismu — pricina vzniku tromboz (venozni Ci
arterialni)

e patri mezi nejcastejsi priciny umrti

e incidence 1 — 5 pripadti /1000 osob rocné
e /trombofilie x hemofilie/




Klinické symptomy

> vznik zilni trombozy do 45
let, arteriarni do 35 let

> opakovaneé ci atypicke
trombozy

> hypertenze v tehotenstvi
> infarkt placenty - potraty




Zilni tromboembolismus

Vneisi faktory
e Vrozena predispozice
koureni
urazy - Leidenska mutace
chirurgicky zakrok (mutace v genu koagulacniho
hormondalni antikoncepce faktoru V)
obezita
imobilizace - mutace v genu pro protrombin

nedostatek pohybu (faktor I1)




Koagulace krve

e koagulace —fyziologicky
mechanismus chranici
organizmus pred ztratou krve

e komplexni mechanismus
kontrolovany rliznymi
skupinami plazmaproteint (30)

e proces vyzadujici jemnou
rovhovahu mezi
koagulacnimi a
antikoagulacnimi faktory

a
ltMﬂmhm

> F“ﬁgﬁ;*

e zpéetnovazebny system

fibrin




Gen pro faktor V

Geneticka mapa: 1g23

Leidenska mutace: Exon 10

Bodova mutace G1691A, AD typ dedicnosti
Substituce Arg506(CGA) to GIn(CAA)

Faktor V (proakcelerin) — plazmaticky protein 2196 AMK
— prekurzor kofaktoru Va — syntéza trombinu —
koagulace

e mutovany faktor Va neni spravne inaktivovan proteinem
C (tzv. APC rezistence) !!!




Funkce faktoru V
v procesu krevniho srazeni

A) fyziologicky proces B) patologicky proces
faktor V faktor V
trombin l trombin
propeptid propeptid
+ +
faktor Va faktor Va s mutaci (G1691A)
APC )j( APC
inaktivni faktor V aktivni faktor V

|

}@mby tromby




Prehled vyskytu Leidenské mutace v
nekterych populacich

e Recko 13%

e Svédsko 11%

e Francie 10%

e V. Britanie 9%

e Némecko 9%

e Holandsko 5%

e Polsko 5% CR-—5,7 %
e Argentina 5,1%

e \enezuela 2,4%

e (Costa Rica 2%

e Indie 1,3%

e Cina vzacné

e Ceno$ska populace nedetekovano
e Japonsko nedetekovano




Riziko trombozy u nosicti 1691A mutace

e riziko vzniku trombdzy u nosicl mutantni alely se zvysuje
oproti normalnimu genotypu 5 — 10x u heterozygotii
a 50 — 100x u homozygotti

e U nosicll mutaci jsou trombotické epizody Casto
vyvolany: tehotenstvim, uzivanim horm. antikoncepce,
traumatem, chir. zakrokem, kourenim

e riziko trombdzy pri uzivani horm. antikoncepce je u

NNy

heterozygotli 28 — 35 x vyssi !!!




Mutace v genu pro protrombin

e substituce G na A Pokud je Zena nosickou mutantni
(G20210A) alely faktoru V, zaroven nese

mutaci pro protrombin a uziva

hormonalni antikoncepci —

F 0
e frekvence v CR 2,3 % riziko trombozy je 149x vyssi !l

e U nosictl mutantni alely

stoupa riziko trombozy Interakce dvou mutantnich

7 —6 X alel a jednoho vnéjsiho
faktoru !!!




Metody pro detekci LM

RFLP - restrikcni enzym Mnll

SSCP
detekcni kit , Factor V Gene Mutation
Assay"

Real Time PCR (LightCycler)




Stanoveni prenasec
| eidenské mutace v Brnée

Oddeleni klinické hematologie FN
Brno - Bohunice

Slavime 70. virni;:"i"




Priklady

Onemocneéni galaktosemie se dedi jako
autozomalne recesivni znak. Zdrava dvojice ma
postizene dite. Jaka je pravdepodobnost, ze
nastanou nasledujici situace:

A) nasledujici dveé déeti budou mit galaktosemii

B) otec ditéete s galaktosemii je heterozygotem ve
sledovaném znaku

C) dité, které ma zdrava sestra nemocného je
heterozygotem ve sledovaném znaku

D) jakykoliv potomek bude nemocny

E) nevyskytne se zadny nemocny potomek u 3
nasledujicich deti

F) jakékoli dite bude divka s galaktosemii, zdravy
chlapec ?




