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We now know how God
wrote the book of life

Bill Clinton




But do we know
how to read the book ?




Molekularni diagnostika

- Diagnostika infekénich onemocnéni
- Geneticka identifikace

- Diagnostika genetickych chorob



Diagnostika infekénich onemocnéni

Chlamydia
Hepatitis
HIV

Toxoplasmosis



Geneticka identifikace

- Paternitni testy

- Forenzni testy



Jsem biodetektiv,

jmenuji se DNA a usvédcim
kazdého!

eRedeni trestnich ¢inG — shoda mezi podezielym a stopou mista
¢inu

eObéti nestésti — havarie letadla, zemétreseni....

e\/ojaci ve valce — kdo je ,neznamy” vojak....

ePaternitni testovani — kdo je otcem....

ePribuzenské vztahy — narok na dédictuvi.........

eHledani pohresovanych osob — nalez téla a identifikace
e\/ytvareni databaze usvédcéenych zlocincu

Ve vsech pripadech se urcuji DNA profily pomoci STR markert a
nasledné je hleddna shoda s referencnim vzorkem



Mikrosatelity - kratké tandemove repetice STR

(Short Tandem Repeats)

délka zakladni repetice 2 — 6 bp
pocCet opakovani repetice 2 — 100 bp
Rozptylené rovhomeérné v lidské genomu
Vyskytuji se bézné v populaci
Nejsou prepisovany do proteinu

lezi v intronech
Nejsou pri¢inou choroby
Tvori vzorce bez vztahu s fenotypem
Mezi jednotlivci se velmi lisi
Odlisuji jednoho ¢lovéka od druhého
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Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

Short Tandem Repeats (STRs)

Fluorescent
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Mikrosatelity - kratké tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)




STR - urceni otcovstvi

Matka (4 3 5 opakovani)
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CODIS loci

CODIS loci jsou DNA oblasti / znaky, které pouziva FBI
a dalsi svétové agentury jako dohodnuty standard pro ukladani genetickych profill osob.

Ve vyhodnoceni paternitnich testld se v soucasné dobé pouziva 16 oblasti DNA.
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Dnesni genetika ovSsem béhem poslednich let nabizi moznosti,
o jakych se dfiv ani nesnilo.

Nejisty otec si bez problému ovéri,
jestli vychovava svoje dité
a nejista matka zjisti, ktery z tatink{ je ten pravy, biologicky.

DNA je natolik variabilni, Zze kazdy Clovék je de facto unikat
a otcovstvi se tak da potvrdit
nebo vyvratit s témér stoprocentni pravdépodobnosti.




Nakolik je cela tahle revoluce ve finale prinosna pro déti, je ovSem téma k dalsi diskuzi.




Di@)gtika genetickych one\rrp@m’

ORGANIS™ cCELL CHROMOSOME GENE

Cytogenetika Molekularni diagnostika
Molekularni cytogenetika


http://www.vtpup.cz/common/images/devices/img_173-pi_j01_04_readers2_download.jpg

Molekulérni diagnostika genetickych chorob

- Genetické rizikové faktory
- Farmakogenetika

- Patologické varianty u monogennich chorob



Genetickeé rizikové faktory

Monogenni choroby jsou zpUsobeny
patologickou variantou v jednom genu:

Chorobu zplisobujici (kauzalni) varianty

Multifaktoridlni choroby jsou zplisobeny
kombinaci variant nékolika genu:

Geneticke rizikoveé faktory



Genetickeé rizikové faktory

Thrombosis
Kardiovascularni choroby
Alzheimerova choroba

Osteoporosis



Genetickeé rizikové faktory

Vétsina jednotlivych rizikovych faktor(
nema zadny klinicky vyznam

u jednotlivych pacientu



Genetickeé rizikové faktory

Thrombosis

Factor V

Factor Il

MTHFR



Molekulérni diagnostika genetickych chorob

- Genetické rizikové faktory
- Farmakogenetika

- Patologické varianty u monogennich chorob



Farmakogenetickeé testy

*Lékova specificita

*Lékova ucinnost /toxicita



Lékova specificita

Herceptin : HER2

Tyrosine kinase inhibitors

BCR / ABL
KIT

PDGFR A/B
EGFR



Lékova ucinnost/toxicita

Cytochromy

CYP2D6
CYP2C9
CYP2C19



Molekulérni diagnostika genetickych chorob

- Genetické rizikové faktory
- Farmacogenetika

- Patologické varianty u monogennich chorob



Diagnostické hrdlo |ahve

. PocCet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

.Cena

. Pocet vzorki

. Organizace



Monogenni choroby

> 6.500 monogennich chorob



Diagnostické hrdlo lahve

. Pocet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

.Cena

. PocCet vzorku

. Organizace



Patologickeé varianty

Jednoduché testy bézné patologické varianty

Narocné testy: Privatni patologické varianty



Patologické varianty

Jedina patologicka varianta
Fragile X
Srpkovita anemie

Bézné patologické varianty
Nesyndromova ztrata sluchu
Hemochromatoza

Panel patologickych variant
Cysticka Fibroza

Privatni patologicka varianta
Rakovina prsu
LQT syndrom



Jednoduché testy

Disease Gene Mutation
Fragile X FMR1 Repeat

FRAXE FMR2 Repeat

Friedreich ataxia FRDA Repeat

Haw River DRPLA Repeat

Huntington type 1 HD Repeat

Kennedy AR Repeat

Myotonic dystrophy type 1 DMPK Repeat
Spinocerebellar ataxia SCAl1,2,3,6,7,8,10, 12,17 Repeat

Alpha 1 antitrypsin Pl 2 common mutations
Charcot-Marie-Tooth Type 1A PMP22 1 common mutation
Cystic fibrosis CFTR Common mutations
Deafness GJB2 1 common mutation
Hemochromatosis typel HFE 2 common mutations
Hereditary neuropathy (HNPP) PMP22 1 common mutation
Sickle cell anemia HBB 1 common mutation
Spinal muscular atrophy SMN1 1 common mutation
Beta thalassemia HBB 1 exon




Narocné testy

Disease Gene Mutation
Breast cancer BRCA1 Private
BRCA2 Private
Colon cancer MLH1 Private
MSH2 Private
MSHG6 Private




Diagnostické hrdlo |ahve

. Pocet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

.Cena

. Pocet vzorki

. Organizace



DIAGNOSTIKA

/\

RNA DNA

EXPRESE  SESTRIH ,SEKV. EXONU“ _ .
PRIMA NEPRIMA

analyza mikrosatelit(l

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

* MILPA

*Triplet Primed PCR



Detekce variant - scoring

[Amplifikace tseku s predpokladanou
deleci

detekce deleci

Restrik¢éni analyza PCR produktu

mutaci vznika 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 tani PCR produktu
pomoci real-time PCR

zména teploty tani v porovnani s pozitivni a standartni
kontrolou odhali specifickou sekvencni zménu

Triplet Primed PCR

detekce expanze trinukleotidovych repetici v DNA

Multiplex Ligation Probe
Amplification MLPA

detekce rozsahlych deleci a duplikaci, vhodna pro
stanoveni SNP genotypil a testovanani metylaci v
promotorové oblasti gentli




Detekce variant - scanning




Diagnostické hrdlo lahve

. Pocet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

. Cena

. Pocet vzorki
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Cena

Jedna patologicka varianta : levné
Prevalujici patologicka varianta : levné
Panel patologickych variant : mirné

Privatni patologicka varianta: drahé (1000 E)



Cena

*Socioekonomicka situace

*Socialni aspekty

*Hrazeni pojistovnou



Diagnostické hrdlo |ahve

. Pocet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

.Cena

. PocCet vzorku

. Organizace



Bezné geneticke choroby

Disease Frequency | Mutation | Genes | Mutations Conclusion
Hemochromatosis 1/600 1/400 HFE 3 common mutations Easy / cheap
Breast Cancer 1/20 1/500 BRCA1l Mutations in 23 exons Complicated /
BRCA2 Mutations in 28 exons expensive
Hypercholesterolemia 1/500 1/750 LDLR Mutations in 16 exons Complicated /
expensive
Colorectal Cancer 1/25 1/1.000 MLH1 Mutations in 19 exons Complicated /
MSH2 Mutations in 16 exons expensive
MSH6 Mutations in 10 exons
APC Mutations in 15 exons
MUTYH Mutations in 16 exons
Cystic fibrosis 1/6.500 1/2.500 CFTR Common mutations Easy / cheap
Prelingual deafness 1/1.500 1/4.000 GJB2 1 common mutation Easy / cheap
Fragile X syndrome 1/5.000 1/5.000 FMR1 Only 1 mutation Easy / cheap
SMA 1/10.000 1/10.000 SMN1 Only 1 mutation Easy / cheap
Beta Thalassemia variable variable HBB Only 1 exon Easy / cheap




Frekventované DNA testy

. Thalassemia
. Cystic fibrosis

. Breast cancer
. Colorectal cancer
FRAXA

F5 Leiden



Diagnostické hrdlo |ahve

. Pocet chorob

. Zavaznost varianty
. Technologie

.Cena

. Pocet vzorki

. Organizace



Organizace

* Malé lokalni laboratore: malé portfolio ( < 50 tests )
* Velké komercni laboratore: bézné + jednoduché testy

» Akademické laboratore: vyzkum -diagnostika



Pohled do budoucnosti




Next generation sequencing

Sekvenéni sila
Cena
Celoexomové/celogenomoveé sekvenovani

Sekvenovani vSech pacientu



