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Uvod

Piima DNA diagnostika

Genetické choroby se vyskytuji ve vSech medi-
cinskych oborech, genom v&ak ovliviiuje nejvice
zadatek ontogeneze, a proto se s genetickymi
poruchami setkavaji pfedeviim pediat#i. Chro-
mosomalni aberace jsou cytogenetickymi metoda-
mi zjistitelné jiz 40 let a nové metody piinaseji
zpresnéni detekce, monogenné determinované
afekce byly donedavna diagnostikovany vyhrad-
né analyzou fenotypu a rodokmenu.

Nové moznosti molekularné-genetickych vyset-
feni dovolily objasnit nejen pfi¢iny genovych afek-
ci, ale poudily nas i o raznych p¥i¢inach ovliviiu-
jicich stejny patogeneticky proces a piinesly tak
nova kritéria pro jejich klasifikaci. Molekularng-
genetické vySetfeni je vysoce specifické, dosud
velmi naroéné a nakladné, a proto jeho indikace
musi byt uvazliva a cilena. Klinik ma pfesné defi-
novat poZadavky, na néz ofekava odpovéd, a zva-
#it omezeni jejich vypovédni hodnoty. Tak jako
nepfima molekularné-geneticka analyza privedla
k renesanci peélivé genealogické vySetieni (exakt-
ni znalost postaveni vySetfovaného-v rodokmenu
je podminkou spravné interpretace ziskanych
vysledkil), tak pfima molekuldrné-geneticka dia-
gnostika nutné vede k renesanci podrobné analy-
zy fenotypu probanda.

Pripomenme si rozdily mezi témito typy DNA
diagnostiky.
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Pf¥ima DNA diagnostika odhaluje kauzalni
mutaci, ktera odpovida za manifestaci poruchy,
je tedy maximalné pfesna a dovoluje:

a) Potvrdit u pacienta gemetickou etiologii
poruchy a tak jeji odlifeni od femokopii napf.
teratogennich embryopatii & perinatalnich
poruch (nap¥. dédiénou kongenitalni kataraktu od
rubeolézni embryopatie, d&di¢nou kongenitalni
sluchovou poruchu od embryopatie ¢i perinatalni-
ho ototoxického vlivu 1ééiv, chondrodystrofii punc-
tata gonosomalng recesivné dédiénou od warfari-
nové embryopatie). Potvrzeni genetické pficiny
poruchy ditéte, pfed niZ nikdo nejsme chranéni,
mnohdy zbavi rodife tryznivych vyéitek, éeho se
mohli v téhotenstvi vyvarovat, co mohli ovlivnit.

b) Potvrzeni diagnézy pacienta i u atypic-
kych ¢i abortivnich manifestaci nebo pribéha
poruchy.

c) Zjistit prenaSeée mutace (heterozygoty)
autosomalné a gonosomalné recesivné dédiénych
poruch nejen v rodiné pacienta, ale i v populaci
(napf. u jejich snoubencil, manzel). U nékterych
gonosomalné recesivnich poruch odhali pfi¢inu
obtiZi u pFenasedek (napf. syndromu fragilniho X
chromosomu, Duchennovy muskularni dystrofie,
Fabryho choroby), v jejichZ rodiné se dosud nevy-
skytl postiZeny hemizygot — muzZsky jedinec
s klasickou formou poruchy.

d) Zjistit mutaci v preklinickém obdobi
u autosomalné dominantné dédi¢nych chorob abio-




trofického charakteru (manifestace odloZena do
dospélosti) pro dispenzarizaci, véasnou diagnosti-
ku & prevenci a 1é¢bu komplikaci uréitych onko-
logickych, neurologickych, nefrologickych, gast-
roenterologickych chorob, jako nap¥. Li Fraumeni
syndromu, Gardnerova syndromu, Huntingtono-
vy choroby, dystrofické myotonie, okulofarynge-
alni myopatie, polyeystézy ledvin dospélého
v8ku. Nékteré z nich (10 % p¥ipadd polycystozy
ledvin dospélého typu, aZ 30 % pravodnich hyper-
tenzi nebo 10 % familidrni adenomatézni polypé-
zy stfeva) mohou byt problematikou détského
véku. Jiné nap¥. vlivem genomického imprintin-
gu (Huntingtonova choroba dédéna od otce nebo
dystrofickd myotonie dédéna od matky) se mani-
festuji v détském véku a jejich klinicky obraz je
odlisny od klasického obrazu dospélych.

e) Zjistit mutaci v plodovych bufikach, ziska-
nych jiz v 11. gestaénim tydnu choriovou biopsii
pro prenatalni diagnostiku zévaZnych poruch
s vysokym rizikem (25-50 %) postiZeni plodu.

Uskali a limitace metody

I tato exaktni diagnostickd metoda ma sva
uskali a limitace, které ma klinik zvazovat a mit
na paméti p¥i dalsim postupu.

a) Priukaz mutace nic neprozradi o jeji expre-
sivité u konkrétniho jedince, tedy neinformuje,
kdy, jak zavazné, pfip. zda viibec se mutace bude
manifestovat. Nékteré faktory ovliviiujici geno-
vou expresivitu znadme — genomicky imprinting,
mozaiky, premutace, pohlavi nositele, jiné jen
tusime — modifikujici geny ¢éi zevni faktory, lyoni-
zace.

b) Heterogenita genetickd (rtizné geny) nebo
molekuldrni (rizné mutace stejného genu), kdy
stejna klinicka jednotka miiZe byt projevem poru-
chy funkce nékolika gen, které ovliviiuji stejnou
patogenetickou cestu a rezultuji ve stejné piizna-
ky. Ne vidy se tedy i u nespornych klinickych
obrazil poda¥i mutaci odhalit (nap¥. u neurofibro-
matosy Recklinghausenovy se udava v 85 %,
u ataxie teleangiektatické v 50 %, u Fanconiho
anémie v 50 %, u adrenogenitalniho syndromu ve
40 %, u Rubinsteinova-Taybiho syndromuv54 %).
Neni-li mutace nalezena, nevyvraci to klinickou
diagnézu.

c) Digenicka determinace — souvisi s gene-
tickou heterogenii. Tak jako molekuldrni hetero-
genie vede bé&ind k sloZenym heterozygotiim
autosomalné recesivné dédiénych poruch (napi.
Fanconiho anémie, Louis-Barové syndrom), tak
také genetickd heterogenita se mtZe klinicky
prajevit u dvou recesivnich mutaei, ale v riiznych
genech, ovliviiujicich stejnou patogenezi (napf.
sluchové vady z defektu connexinu 26 a connexi-
nu 30).

d) Vyuziti pro prenatalni diagnostiku je spoje-
no s dalsimi dilematy pii rozhodovani o osudu
jedinee, u ného? nic nevime o expresivité mutace,
a navic choroba, kterou zplsobuje, mtZe byt
v budoucnu lé¢itelna.

K pfimé DNA analyze vZdy indikujeme paci-
enta a jeho rodice, aby bylo mozno rozhodnout,
zda mutace vznikla de movo, nebo je dédéna
(pak od kterého z rodiéii, aby bylo mozno riziko-
vym jedincim v jeho rodiné zajistit genetickou
prevenci, pokud o ni projevi zijem). PFima DNA
diagnostika umoZiiuje zjistit mutaci i v popula-
ci, tedy i nep¥ibuznych snoubenctt (napt. syn-
drom fragilniho X chromosomu, Friedreichova
ataxie, spindlni muskulérni atrofie, okulofaryn-
gealni myopatie), pokud ovSem neni zndma gene-
ticka a molekularni heterogenie, nebo existuje
vyznamné vysokd incidence predominantni
mutace (tfeba v urdité populaci jako nap¥. delta
F508 u cystické fibrézy nebo 35delG u kongeni-
talni hluchoty v evropské populaci, 657del5 u Nij-
megen breakage syndromu ve slovanské popula-
ci).

Neprima molekularné-geneticka
diagnostika

Nepfima molekularné-geneticka diagnostika
spodivd na principu genetické vazby mezi
genem a tésné vedle na stejném chromosomu
lokalizovanym znakem, jehoZ zjisténi je snadné.
Genetické vazby bylo vyuZivano davno pfed obdo-
bim DNA diagnostiky, kdyZ bylo pozorovano, Ze
nékteré choroby se dédi spoleéné napi. s krevni
prislusnosti k uréité skupiné jako napf. Waar-
denburgtiv syndrom se systémem ABOQO, eliptocys-
téoza s Rh systémem. V nékterych rodinach se
hluchota nebo jen heterochromie duhovek ¢&i poli-
6za dédila s alelou A, v jiné s alelou O & B a pod-
le podilu rekombinantnich osob v rodiné (krevni
skupina nesouhlasila s ofekavanym klinickym
obrazem, napft. slysel ten, ktery mél krevni sku-
pinu jako ostatni neslySici v roding, nebo neslysel
ten, ktery mél nerizikovou krevni skupinu pro
tuto rodinu) byla zjisténa vzdalenost 5 ¢M (centi-
Morgani, tj. procento crossing-overit). Dnes jsou
pro genetickou vazbu uZivany polymorfismy dél-
ky restrikénich fragmenta (RFLP).

Neptima DNA analyza ma podobné cile jako
piima DNA diagnostika, jeji spolehlivost je viak
omezena:

1. NemiiZze potvrdit diagnézu, nebot nezjistu-
je mutaci, nybrz jen sledovany ,rizikovy“ haplo-
typ v genu, jehoz mutace je pravdépodobné odpo-
védna za afekci, ktera nas zajima. O diagnoze
musime mit klinicky maximalni jistotu a pfedpo-
kladat, Ze se nejedna o genetickou heterogenii.
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Pfima DNA dg
typy genetické determinace fenotypu mendelovsky dédi¢nych poruch

a) etiologie geneticky homogenni

L r J Jeden gen s jednou prevalentni mutaci (napf. NBS1)
a b c - o - rs -
ﬁ.m-m Ampilifikace tripletli: a - normalini alela, b - premutace, ¢ - plna mutace
(fragilni X, Friedreichova ataxie, Huntingtonova chorea, myotonicka dystrofie)

b) molekularni (alelicka) heterogenita

[TT1 - TTTT1 Jeden gen s jednou prevalentni mutaci a stovky dalSich “privatnich” mutaci
: (CFTR u cystické fibrosy, GBJ2 u hiuchoty)

TTTITTTIT] Jeden gen s Zadnou prevalentni mutaci, vesmés "privatni” mutace (NF1
pro neurofibromatosu, ATM pro ataxia telangiektasia

c) geneticka heterogenita

I ITTTT1y
Nékolik genti s prevalentnimi i dal$imi mutacemi (CMT neuropatie
W . [ I 1 11 p nachromosomu 1,17 i X; Noonantiv syndrom v 50 % PTPN11, dalsi
v K-RAS genu; ADPKD na chromosomu 4,16, a 777
[ITTTTTTT7T -

LITETPTTT IS

MMTTTTTTTT1S Nékolik genii s mnoha privatnimi mutacemi (Fanconiho anemie, hluchota,
retinitis pigmentosa, xeroderma pigmentosum

HENEEEER N

d) digenicka determinace

HEEREREE | Mutace ve dvou rtznych genech ovlivilujici stejnou patogenesu

TTTTTTT . (GJB2 a GJB6 u sluchovych vad)

e) trialelicka determinace

Teprve tii mutace ve dvou riznych genech vedou ke klinické manifestaci
H (Bardet-Biedliv syndrom)

f) pseudogeny

IZFF HEN l Cast genu prekryta pseudogenem a nedovoli v prekrytém tseku mutaci
detekovat (adrenogenitalni sy.)

g) jeden gen - vice fenotyp(

e Mutace v raznych tsecich jednoho genu jsou pfi€inou riiznych fenotypi
Zl I J

= (fibrilinovy gen - Marfandv sy, kontrakturalni arachnodaktylie, Bealstv sy;
RMRP gen - anauxeticka dysplasie, cartilago-hair sy, metafyseaini dysplasie)

Obr. 1. Prima DNA analyza a jeji limitace.
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2. NemuZe byt pouzita v pfipadé prvni mani-
festace dominantni poruchy disledkem éerstvé
mutace, nebot neni moZno vazbu zjistit (obr.
2-IV).

3. Zjisténa vazba u nemocného mize informo-
vat o pravdépodobném pi¥enosu poruchy na
potomky, nikoli vSak o pfitomnosti poruchy
u jeho pFedk, nebot nevime, kdy mutace vznik-
la (obr. 4a, b).

4. MtaZe piedpokladanou diagnézu vylouéit,
a to tehdy, zjistime-li identicky polymorfismus
u nemocného a jeho zdravého sourozence, nebo
kdy% dva stejné postiZeni sourozenci maji rozdil-
né haplotypové polymorfismy (obr. 5a, b}. Proto je
nezbytné vidy vySetfit polymorfismy vSech sou-
rozencd, at zdravych & nemocnych.

5. MuzZe zjistit non-paternitu — cizi poly-
morfismus, podobna situace jako pii vySetfova-
ni krevnich skupin (cbr. 7).

6. Nemuize vyloudit genetickou heteroge-
nitu - potvrzeni vazby pozadu]eme proto u vice
ptibuznych.

7. MiZe byt neinformativii — je-li osoba
s poruchou homozygotni pro sledovany polymor-
fismus vézany s poruchou, neni moZno rozlisit,
zda piedd polymorfismus, ktery je ve vazbé
s poruchou, nebo polymorfismus bez vazby (obr.
2-TIT). Resi se pouzitim jinych polymorfisma. Pro
ziskani tak zavazné informace, jako je pfenasSec-

stvi, preklinicka a prenatalni diagnostika, jsou

pozadovany alespofi 3 informativni polymorfis-
my. Informativni nalez poskytne jedinec hetero-
zygotni pro sledovany polymorfismus (obr. 2-I,
).

8. Nemiuize vylouéit rekombinaeci — vznikne-
-li crossing-over mezi mutaci odpovédnou za

poruchu a sledovanym polymorfismem (obr. 3
a 6), je interpretace podle sledovaného polymor-
fismu chybna, nebot jiZ neni ve vazbé s poruchou.

Jaké jsou indikace nepiimé DNA analyzy?

a) Lokalizace genu je jiZ zndma (nap¥. 8g21),
ale gen dosud nebyl identifikovan. VyuZivame
polymorfismy regionu 8921. S rozvojem moleku-
larni genetiky téchto situaci ubyva.

b) Gen je jiZ znam, je vSak piili§ velky a ma
mnoho mutaci, z nichZ Zadna neni predominant-
ni (vétEinové se vyskytujici), jak zname u neuro-
fibromatosy von Recklinghausen, Marfanova
syndremu, nedeleéni formy Duchennovy musku-
larni dystrofie aj.

c¢) U sloZenych heterozygoti autosomalné rece-
sivné dédiénych poruch se poda¥i najit jen jednu
mutaci, cof nam potvrzuje, Ze jsme nasli gen
odpovédny za poruchu a vySetfeni druhé mutace
muZeme nahradit sledovanim rizikového poly-
morfismu.

d) V pripadech, kdy je vhodné ovéfit paternitu
nebo zygositu dvojéat.

e) Vazbu mtiZzeme zjistit jen vySetfenim zdra-
vych i nemocnych osob ve dvou- i t¥igeneraéni
roding, je pouZitelna, jen spolupracuje-li Siroka
rodina.

Jaké jsou podminky pouzZiti nep¥imé
DNA analyzy?

a) Musi byt k dispozici exakini rodokmen
s jednoznaé¢nou identifikaci postaveni vySetfova-
nych osob v rodiné a jejich vztahy k nemocnému
— odliSeni plnych sourozencdi a polosourozencii,
ktefi mohou byt maternaini & paternalni, jedno-
znaéné rozhodnuti, zda vySetfovany je zdrav &

Nepfima DNA dg

/'Bc

nizke riziko

/ BB

vysoké riziko

AA BB AA AB
4
‘AB CcC BC
de novo mutace
vazba nezjistitelna

/AB

noninformativita

neni indikovano

k nepfimé DNA dg BC AC

47 4
rekombinace
Z crossing overu

Obr. 2. 1, VII, ]III, IV: Nep#ima DNA analyza - informativni a neinformativni znak, V - rekombinace.
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Nepiima DNA dg

!

U
mutace M ve vazbé
s polymorfismem B

mutace M ve vazbhé
s polymorfismem A

crossing over
rekombinace

Obr. 5a Qbr. 5b

DEEJT.Q Df}Q
HEdE Gl

vylouci
dg AR onemocnéni

vylouci
dg AR onemocnéni

Obr. 4a

Obr. 4b

- 2
5
4

nepotvrdi
dg pfenaSeéstvi

Obr. 6

L ©

nejista dg v prenat. dg
crossing over u matky

6

5

d 4
nonpaternita

cizi haplotyp u dcery

Obr. 3. Nepfima DNA analyza - geneticka vazba a rekombinace.

Obr. 4. Nepiima DNA analyza. a) Stejny haplotyp neinformuje, zda je pFitomna i mutace (babicka
chlapce s hemofilii A ma normilni hladinu antihemofilického globulinu, zatimco matka ma antihemo-
filicky globulin sniZen), b) stejny haplotyp jako chlapec s gonosomﬂné recesivné dédi¢nou chorobou

ma i jeho materndlni pradéd, ktery byl zdrav.

Obr. 5. Nepifima DNA analyza - a) vylouéila diagnézu uvaZované autosomilné recesivni poruchy,
nebot zdravy i nemoeny sourozenec maji identické haplotypy, b) dva nemocni sourozenci maji rozdil-

né haplotypy.

Obr. 6. Nepiima DNA analyza - u matky doslo k rekombinaci a nelze zjistit, zda zdédéna Sast riziko-

vého chromosomu u plodu obsahuje mutaci.

Obr. 7. Nepiima DNA analyza - non-paternita — dité ma jiny haplotyp neZ otec.

nemocny, u konsanguinnich spojeni pfesny stu-
pen pokrevniho pfibuzenstvi.

b) Musi byt zachovan bunéény jaderny
material postiZeného (tkanova kultura, histo-
logické preparéaty, krevni skrvny na papircich pro
screening metabolickych poruch), aby bylo moZno
zjistit rizikovy haplotyp, ktery je klidovy pro sle-
dovani jeho vyskytu u pfibuznych.

¢) Musi se jednat o familiarni vyskyt poru-
chy, aby bylo mo#no zjistit genetickou vazbu mezi
predpokladanou mutaci a sledovanym polymor-
fismem.

Indikace k primé a nepfimé DNA analyze
se mohou kombinovat v téchto pripadech:

a) nepodafi se identifikovat mutaci a o klinic-
ké diagnéze neni pochyb (nap#. v 15 % neurofib-
romatosy von Recklinghausen, kdy je pfima DNA
analyza neefektivni),

b) porucha je etiologicky heterogenni (napf.
deleéni a non-deleéni forma Duchennovy musku-
larni dystrofie, Holtova-Oramova syndromu aj.).
Mikrodeleéni mutace, které zpusobuji ztratu
i nékolika geni, se obvykle manifestuji zavaZnéji
(mentalni opozdéni u mikrodeleéni formy neuro-
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fibromatozy, zdvaznéjsi mentalni defekt a nevy-
vin feti u Angelmanova syndromu, zévaZnéjsi
srdeéni anomalie u Holtova-Oramova syndromu).

Molekularné-genetické vysetfeni miize byt pro
klinika velmi \i¢innym diagnostickym nastro-
jem. Podle typu mutace miize hodnotit:

a) klinickou prognézu nositelti mutace (ger-
minalni mutace onkogenu u Costello syndromu,
germinalni mutace tumor supresor genu u ataxie
telangiektasie, mikrodelece a bodové mutace
u neurofibromatosy von Recklinghausenovy nebo
u Angelmanova syndromu apod.),

b) pfi genetické heterogenii charakter pie-
nosu — dominantni & recesivni, autosomalni &1
gonosomalni — pro posouzeni, u koho dale vyset-
feni indikovat,

¢) genetickou prognézu reprodukce nositeli
mutace a zda, jak a kdy je moZno éelit genetické-
mu riziku.

Pied indikaci molekularné-genetického vyset-
feni, jejichZ celou paletu dnes nabizi i nékteré
soukromé laboratofe, by si lékai mél rozvazit,
zda vysledky odpovi na jeho otdzky, s jakou spo-
lehlivosti (porovnat s vyskytem klinickych sig-
nalnich pf¥iznakd — napf. vysokd hladina AFP
u 98 % pacientl s ataxie teleangiektasie, konge-
nitalni retinalni dysplazie u 98 % pacienti
s Gardnerovym syndromem apod.) a jaké pod-
minky musi byt splnény, aby vysledky byly inter-
pretovatelné.

Redakéni poznamika:

Zaveér

Efektivni vyuZivani modernich moZnosti mole-
kularni genetiky piedpoklada dobrou klinickou
znalost fenotypové Sife rtznych poruch, jejich
etiologické heterogenity, znalost signalnich p¥i-
znakn pro diferencidlni diagnostiku a dobrou
mezioborovou spolupraci, nebot vétSina genetic-
ky determinovanych poruch ma multisystémovy
charakter. V souéasné dobé jiZ existuje fada kon-
zultaénich diagnostickych systémt béZné dostup-
nych na internetu (OMIM, PubMed) a jejich
informace jsou cenné zejména pro vzacnéji se
vyskytujici afekce. Nové zpravy o rozpoznani
novych genu, genetické a molekularni heteroge-
nii tak zvyduji efektivitu molekuldrné-genetické-
ho vySetfeni.
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