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ANOTACE

Cilem této prace je objasnit problematiku inbreedingu. Porovnat situaci
V historii a soucasnosti, s ptiklady nékterych dédicnych onemocnéni. Soucasti prace je
1 prakticka ¢ast mapujici zkuSenost laboratoii a nakladani s inbrednimi vzorky
pacientl. Zavér prace je zaméien na konkrétni molekuldrné genetické ptistupy

diagnostiky dédi¢nych onemocnéni.
KLICOVA SLOVA

Inreeding, inbredni deprese, genetické onemocnéni, genotyp, fenotyp, molekularné

genetickd diagnostika
TITLE
Inbreeding Depression in the Human Population

ANOTATION

The aim of this work is to clarify the issue of inbreeding. It compares the
situation in history and the present, with examples of some hereditary diseases. The
work also includes a practical part mapping the experience of laboratories and the
handling of inbred patient samples. The conclusion of the thesis is focused on specific

molecular genetic approaches to the diagnosis of hereditary diseases.
KEYWORDS

Inbreeding, inbreeding depression, genetic disease, genotype, phenotype, molecular

genetic diagnostics
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UvoD

Téma inbreedingu je Ve vétsing pripadi brano jako velké tabu, které je davano
do souvislosti s obdobim davné historie dlouho pied vznikem moderni civilizace.
Bakalaiska prace je zaméfena na projevy genetického zatizeni vzniklého inbreedingem
Vv historii, ale také v soucasnosti. Poskytuje popis, pribéh, prevalenci a diagnostiku
vybranych genetickych onemocnéni. Hlavnim cilem prace bylo poukézat na stalou
aktualnost této problematiky a na zptisob zachazeni s pacienty se specifickou rodinnou
genealogii. Prace dale ptiblizuje zpusoby molekularné genetické diagnostiky a jejich
vzajemné porovnani.

Genetické mutace vzniklé inbredni depresi mohou mit fatdlni nasledky,
a to nejen pro piimé potomky, ale i pro spousty dalSich generaci. Nasledné odstranéni
chyby z genofondu populace muze trvat az stovky let, dle zdvaznosti onemocnéni.

V soucasnosti se S inbreedingem stale setkavame. Jeho zachyceni miize byt
velmi slozité, zejména Vv piipadech domaciho sexualniho nasili. Ob&ti mohou tuto
skuteCnost zatajit a znesnadnit tak I€kaii vCasnou indikaci onemocnéni. Diky
modernim technikdm molekuldrn€ genetické diagnostiky muize byt v takovych
ptipadech pacientovi poskytnuta rychla a diskrétni analyza genetickych predispozic

a vrozenych vad.
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1 PRIBUZENSKA PLEMENITBA
1.1 Inbreeding

Inbreeding neboli ptibuzenské kiizeni je jev, ktery nastava v piipadé, ze se
na matetské i otcovské strané rodokmenu objevi spole¢ny predek. Potomek pak ziska
IBD (Identical By Descent) alelu, tedy zdédénou pravé od piibuzného piedka.
Ptibuzenské kiizeni muize vést k vySSim frekvencim genetickych defekth
a k postupnému zvySovani poétu homozygoti (autozygdtni genotyp) Vv populaci.

Moznym projevem inbreedingu je inbredni deprese. [1]

1.1.1 Inbredni deprese

Inbredni deprese je jednim zhlavnich projevli ptibuzenského kiiZeni.
Projevuje se snizenou schopnosti pieziti a snizenou plodnosti potomkl piibuznych
jedinct.

Pomoci pfirodniho vybéru dochazi k odstranéni skodlivych alel z populace.
Pokud se projevi dominantni Skodliva alela, dojde ke snizeni zdatnosti pfenaSece
a Vv dalsi generaci se vytvoifi méné kopii. Recesivni §kodlivé alely jsou pied pfirozenym
vybérem ,.skryty svymi dominantnimi neskodlivymi protéjsky. Jedinec nesouci
jedinou recesivni Skodlivou alelu bude zdravy a miize snadno piedat Skodlivou alelu
do dalsi generace. Pokud je populace dostatecné velkd, mize nést vétSi mnozstvi
Skodlivych recesivnich alel, které se jen malokdy projevi. Pokud se populace zmensi
a dojde k vzajemnému patfeni mezi piibuznymi, zvétSuje se pravdépodobnost, Ze tito
piibuzni jsou kazdy nosi¢em jedné Skodlivé recesivni alely. Jejich potomci zdédi dvé
kopie stejné skodlivé recesivni alely a trpi jejich expresi. [2]
1.1.1.1 Hardy-Weinbergova rovnovaha

Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE) se pouziva k odhadu poétu
homozygotnich a heterozygotnich variantnich pfenasecli na zéklad€ frekvence alel

v populacich, které se nevyvijeji. [3]

1.1.2 Koeficient pribuznosti

Koeficient pfibuznosti se zna¢i r a vyjadiuje pravdépodobnost, ze dva
ptibuzni jedinci zdédili alelu t€hoz genu od jednoho spolecného piedka [4]. koeficient
ptibuznosti se blizi hodnot¢ 1 u jedinct pochazejicich z uplné inbredni populace a blizi

se hodnot¢ 0 pro jedince s libovolné vzdalenymi spole¢nymi piedky. [5]
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Lze vypocitat podle vzorce:
— (Iyn
r=G)

Kde n je pocet generaci neboli pocet spojovych ¢ar rodokmenu

1.1.3 Koeficient inbreedingu

Koeficient inbreedingu se zna¢i F a vyjadfuje cCasteCné snizeni
heterozygotnosti inbredni subpopulace ve vztahu k ndhodné se pafici subpopulaci se
stejnymi frekvencemi alel. Efekt inbreedingu mize byt kvantifikovan porovnanim
poméru heterozygotnich genotypli mezi inbrednimi organismy s podilem
heterozygotnich genotypt ocekavanych za nahodného oplozeni. Uvazujeme-li gen se
dvéma alelami A a a, kde frekvence heterozygotnich genotypi v subpopulaci
inbrednich organismi je Hi. HWE frekvence heterozygoti by byla 2pq

a je oznacovana symbolem Ho . [6]
Lze ho vyjadfit nasledujicim pomérem:

F= (Ho—H1)
Hy
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2 VLIV INBREEDINGU SE SOCIO-KULTURNIM
PODTEXTEM

2.1 V historii

Prvni zminky o incestnich vztazich sahaji hluboko do historie napt. Antika,
Egypt, Bible a dalsi. Zamérem casto dohodnutych ptibuzenskych siatkl bylo udrzeni
majetku v roding, nabozenské vyznani, mirové souziti s okolnimi staty nebo zachovani
,,Cistoty* linie rodu. S mnohymi z pfipada se setkavame ve spojitosti se Slechtickymi
rody, ale existuje spousta kulturnich mensin, ve kterych se kvuli striktnimu vyznavani
tradicniho stylu zivota rovnéz vyskytovaly piedem dohodnutd manzelstvi v rdmci
rodiny. V téchto mensinach nastavaji situace, kdy se komunita stane pftili§ uzavienou
a izolovanou. V takovém piipadé dojde k naruseni Hardy-Weinbergovy rovnovahy

a dochazi k asortativnimu (nenahodnému) parovani. [7]

2.1.1 Tay-Sachsova choroba

Tay-Sachsova choroba je vzacné autozomdlné recesivni progresivni
neurodegenerativni onemocnéni zpisobené mutaci v genu Hex A (ktery koduje enzym

beta-hexosaminidazu A) na 15923, (viz Obr. 1). [8]

Centromere
PWACR Proximal

iq arm

Distal

Chromosome |5

Obr. 1 - Delece na diouhém raménku patndactého chromozomu, prevzato z: [1]

Vlivem této mutace dochazi k nedostatku enzymu Hex A, ktery je zodpovédny

za degradaci GM2 gangliosidi a dochazi tak jejich akumulaci. [8]
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Tay-Sachsova choroba je v béZné populaci vzacna a jeji incidence je ptiblizné
1 z 100 000 zivé narozenych déti, zatimco frekvence prenasecu je piiblizné 1 z 250.
Onemocnéni je Castéjsi u lidi s askenazskym Zidovskym puvodem (tzn. ze stiedni nebo
vychodni Evropy). Epidemiologické studie stavu nosi¢stvi v zidovské komunité
v USA ukazaly prevalenci asi 1 z 29 a postizeno je 1 z 3 500 zivé narozenych déti. [8]

Tay-Sachsova choroba se projevuje v Sirokém spektru a ma infantilni, juvenilni
a dosp¢lé formy. Infantilni forma Tay-Sachsovy choroby je prototypem
degenerativniho onemocnéni Sedé hmoty v kojeneckém veku. Dité je pii narozeni
obvykle normalni a ptiznaky se objevuji mezi 3 az 6 mésici, ale mohou se projevit jiz
v jednom tydnu zivota. Klasickymi pocate¢nimi klinickymi pfiznaky jsou mirna
motorické slabost, podrazdénost, precitlivélost na sluchové a jiné smyslové podnéty.
Specifickym nalezem u pacienti s Tay-Sachsovou chorobou je tfesfiové Cervena
skvrna na sitnici, (viz Obr.2). Tento nalez byl zaznamenan jiz ve dvou dnech Zivota.
Do Sesti mésict véku se tento nalez rozvine u vSech pacientii a ve véku 12 az 18 mésicti
se zrak snizuje a do 30 mésict vétSina pacientl oslepne. U pacientl se také rozvine
zuzeni retinalnich cév, nystagmus a optickd atrofie. Pacienti maji tvafe podobné
panenkam. Ve véku 18 mésicti se u pacienti obvykle rozvine makrocefalie. Do dvou
let v€ku se u pacientli rozvine decerebrované drzeni tcla, dysfagie, nereagujici
a vegetativni stav. U pacientl se ¢asto rozvinou infekce dychacich cest, které jsou
Casto uvadény jako ptic¢ina smrti. [8]

Juvenilni forma se projevuje v raném détstvi ve véku od dvou do deseti let.
Cim difve se symptomy projevi, tim rychleji onemocnéni postupuje. Mezi Easné
pfiznaky patii nekoordinovanost, nemotornost a svalova slabost. Dal§imi pfiznaky
jsou ataxie, dysartrie, dysfagie a progrese spasticity. TteSfioveé Cervena skvrna neni
dusledné pozorovana. Opticka atrofie a retinitis pigmentosa mohou byt pozorovany
pozdéji. Vegetativni stav s decerebrovanym drzenim téla nastava ve véku 10 az 15 let
a nasleduje béhem nékolika let smrt, obvykle na respiracni infekci. [8]

Dospéla forma je méné agresivni, coz je disledkem niZ§i miry mutace a vysoké
zbytkové aktivity Hex A, ktera je alespont 5 % az 20 % normalni aktivity. Typické
ptiznaky zacinaji v adolescenci nebo rané dospélosti, ale mohou se objevit pozdéji (20
az 30 let zivota). Postizeni jedinci maji nckolik riznych fenotypli, vcetné
progresivniho onemocnéni motorickych neuronil, dystonie, spinocerebelarni

degenerace, (viz Obr. 3). Asi u 40 % jedincii se rozvinou psychiatrické projevy
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bez demence, véetné rekurentnich psychotickych depresi, hebefrenni schizofrenie

s dezorganizaci myslenek, bludd a halucinaci, paranoie a bipolarnich symptomd. [8]

Obr. 2 - Tresiiové cervena skvrna u deviti mésicniho chlapce s Tay-Sachsovou chorobou;

prevzato z: [2]

Obr. 3 - Magnetickd rezonance mozku u deviti mésicniho chlapce s Tay Sachovou chorobou. A.-T1
vazeny axialni snimek ukazujici hyperintenzitu thalami (Sipky). B.-T2W axialni snimek ukazuje
hypomyelinizaci, hyperintenzivni zmény signdlu v bazdlnich gangliich (Sipky) a hypointenzivni zmény

signdlu v thalami (malé Sipky); prevzato z: [3]

2.1.1.1 Diagnostika Tay-Sachsovy choroby

Tay-Sachsovu chorobu diagnostikujeme pomoci cilené molekularné genetické
diagnostiky. U testovanych pfenaSecu askenazského zidovského puvodu provadime
bud’ komplexni screening nebo screening samotné Tay-Sachsovi choroby. Komplexni
panel zahrnuje Tay-Sachsovu, Canavanovu chorobu, familiarni dysautonomii,
Gaucherovu chorobu, Bloomovu chorobu, Niemann Pick typ A a B, Mukolipidézu IV

a Fanconiho anémii typu C. [9]

19



Molekularn¢ genetické testovani zahrnuje sekvenovani, cilenou analyzu
na patogenni varianty a analyzu deleci/duplikaci. Cilena analyza se provadi, pokud
aktivita enzymu chybi nebo je nizka pii prvnim testovani. Panel se sklada ze Sesti
béznych patogennich variant. Panel obsahuje tfi nulové alely p.Tyrd27IlefsTerS,
c.1421+1G>C a ¢.1073+G>A, které jsou v homozygotnim nebo slozeném
heterozygotnim stavu asociovany s Tay-Sachsovou chorobou. Alelu p.Gly269Ser,
kterd je spojena s formou deficitu Hex A u dospélych. Dvé pseudodeficitni alely
(p.Arg247Trp a p.Arg249Trp), které nejsou spojeny s neurologickym onemocnénim,
ale se snizenou degradaci syntetick¢ho substratu, kdyz je aktivita Hex A stanovena
in vitro. [9]

Lze provést prenatalni testovani na fetdlnich bunikdch odbérem choriovych
klki v 10 az 12 tydnech téhotenstvi nebo amniocentézou v 15 az 18 tydnech
téhotenstvi v rodinach, kdy enzymovy test Hex A ukdzal, Ze rodice jsou heterozygoti
a molekularné genetické testovani vyloucilo alelu pseudo deficitu u obou rodica.
V rodinach s identifikovanymi patogennimi variantami je moznost preimplanta¢ni
genetické diagnostiky, ktera je vazana na in vitro fertilizaci, kdy muzeme vySetfit
prislusny gen v blastomerach odebranych z jednotlivych embryi. Nasledné se
implantuji pouze embrya, ktera nejsou homozygotni pro gen Tay-Sachsovy choroby.
[9]

2.1.2 Porfyria variegata

Porfyrie jsou skupinou metabolickych onemocnéni, zpiisobenych
abnormalnim fungovanim enzymi biosyntézy hemu. Disledkem enzymatického
defektu je zvySena tvorba porfyrinti, porfyrinogent ¢i jejich prekursort, vedouci
k jejich hromadéni v tkanich, popfip. ke zvysenému vylucovani do moci a stolice.
Existuje sedm rtiznych typi porfyrie, v zavislosti na tom, ktery enzym je v této draze
postiZen. Protoporfyrinogenoxiddaza (PPOX) je sedmym enzymem zapojenym do této
drahy a caste¢ny nedostatek vede k porfyrii variegate (PV). Gen PPOX se nachazi
na chromozomu 1 (1922-23), pokryva genomickou oblast o velikosti 5,5 kb a obsahuje
jeden nekodujici a 12 kddujicich exonti. [10]

Porfyria variegata je autozomaln¢ dominantni porucha s netiplnou penetranci,
spojena s 50 % snizenim enzymatické aktivity u heterozygotnich jedincti. Nazyva se
také nékdy jako jihoafrickd porfyrie pro jeji vysokou prevalenci v béloSské populaci

Jihoafrické republiky (v Jizni Africe je asi 95 % pripadd zptisobeno mutaci RSOW
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missense). Tato prevalence dosahuje az 3 ptipady na 1000 obyvatel a je dusledkem
etnych shatki v imigrantské populaci holandskych osadniktl. V Ceské republice je
pomérné vzacna. [10]

Jedna se o jaterni a kozni porfyrii, mize se projevit koznimi lézemi, akutnimi
zachvaty nebo obojim. Kozni fotosenzitivita je charakterizovana kiehkosti kuze,
erozemi, puchyfti, miliemi a pigmentovymi zménami v oblastech vystavenych slunci,
(viz Obr. 4). Neurologické pfiznaky zahrnuji intermitentni zachvaty, bolesti bficha,
zacpu, zvraceni, hypertenzi, tachykardii, horecku a rtzné projevy periferniho

a centralniho nervového systému. [10]

Obr. 4 - Kozni projevy u pacienta s PV; prevzato z: [4]

2.1.2.1 Diagnostika Porfirie variegata

Diagnoza PV je stanovena biochemickym vySetfenim a potvrzena identifikaci
heterozygotni mutace v PPOX. [11]

Diagnostické testovani u pacientll s podezienim na porfyrii je zaloZeno
na stanoveni prekurzori hemu v moc¢i (PBG a ALA) a mocovych, fekalnich,
erytrocytarnich a plazmatickych porfyrind. Polymerazova fetézova reakce (PCR)
a pifimé sekvenovani analyzovanych exond a jejich sousednich oblasti jsou
nejbéznéjsimi mutacnimi analyzami, které obvykle postacuji k detekci missense,
nonsense, posunové a sestfihové mutace. Pro detekci velkych intragennich deleci
a duplikaci jsou doporuc¢eny MLPA (amplifikace sondy zavislé na multiplexni ligaci)
nebo analyza davkovani genu fluorescencni PCR. Citlivost pro detekci mutace u genti
HMBS, CPOX a PPOX je 97-100 %. [11]
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2.1.3 Huntingtonova nemoc

Huntingtonova nemoc (HN) je autozomalné¢ dominantné dédicné
neuropsychiatrické onemocnéni, vznikajici mutaci genu IT 15 na kratkém raménku
4. chromozému. Hlavnimi klinickymi projevy jsou hybné symptomy (pfedevsim
choreatické dyskineze, poruchy volni hybnosti) azmény psychiky (pfedevsim
kognitivni deteriorace, poruchy chovani). Podstatou mutace je expanze tripletu
obsahujiciho cytosin, adenin a guanin (CAG) s kritickou hranici 40 a vice repetici.
Tato mutace méni strukturalni a funkéni vlastnosti proteinu huntingtinu, (viz Obr. 5).
Diagnéza HN spociva na pozitivni rodinné anamnéze, charakteristickych klinickych
nalezech a detekci expanze 36 nebo vice CAG trinukleotidovych repetic u genu HTT
(huntingtin). [12, 13]

Obr. 5 - Protein huntingtin; prevzato z: [5]

Gen HTT poskytuje instrukce pro vyrobu proteinu zvané¢ho huntingtin. Pfesna
funkce tohoto proteinu neni zcela prozkoumana. Nejvice se exprimuje v mozku
a varlatech, vyskytuje se vSak ve vSech bunkach lidského téla. V neuronech se
vyskytuje piedevs§im v cytoplazmé, kde je zapojen do interakci s velkym mnozstvim
dalsich proteini a hraje roli v transkripénich procesech a v axonalnim transportu. Jeho
vyznamnou vlastnosti je také regulace exprese neurotrofnich faktord. BDNF
(mozkovy neurotroficky faktor) hraje zasadni roli v podpofe striatalnich bunék a jejich
vyvoje v ramci ontogeneze. Zda se, ze huntingtin ma také anti-apoptotické vlastnosti.

Podle nékterych studii hraje roli pti opravé poskozené DNA. [12, 13]
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Prevalence HN je pfiblizné 1:10 — 15 000. Jednotlivei zijici v oblasti jezera
Maracaibo ve Venezuele maji nejvyssi prevalenci HN na svété. V 50. letech 20. stoleti
objevil 1ékai Americo Negrette ve Venezuele ohnisko HN v izolovaném spoleéenstvi
U jezera Maracaibo, kde Zije cca 10 000 osob s vice nez 100 nemocnymi HN. Ze vzorki
krve postizenych osob této oblasti také pochazi objev mutace. [12]

Hlavnimi neuropatologickymi zménami centralni nervové soustavy v ¢asnych
stadiich HN je selektivni postizeni specifickych neurondlnich subpopulaci —
GABAergnich neurond, tzv. sttedn¢ velkych ostnitych neuronti ve striatu. Jako prvni
odumiraji ty striatalni neurony, které produkuji mimo GABA (Kyselinagama-
aminomaselna) také enkefaliny a na nichZ jsou uloZzeny D2 dopaminové receptory.
Teprve v dalSim pribéhu nemoci za¢nou degenerovat ty striatalni neurony, které mimo
GABA produkuji také substanci P a na nichz jsou uloZzeny D1 dopaminové receptory.

V disledku bunééné ztraty dochazi i k makroskopické atrofii striata, (viz Obr. 6). [12]

Obr. 6 - Magneticka rezonance, obraz atrofie caput nuclei caudati u HN; prevzato z: [6]

S dalSim postupem nemoci se objevuji postizeni dal§ich neuronélnich
subpopulaci. Paralelné¢ s degeneraci subkortikdlnich struktur se odehravaji
neuropatologické zmény i v kortexu. Spole¢né s neurodegenerativnimi zménami se
objevuje gliova proliferace reparativniho razu. V pozdnich stadiich nemoci dochazi

k tézké atrofizaci mozku, (viz Obr. 7). [12]
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Obr. 7 - Celkova atrofie mozku u pokrocilé HN; prrevzato z: [7]

2.1.3.1 Diagnostika Huntingtonovi nemoci

Diagnozu HN je jednoduché stanovit za situace, kdy zname rodinnou
anamnézu zavazné¢ neuropsychiatrické nemoci (napf. postizeny piedek zemiel
v psychiatrické lécebn€) a souCasné jsou u aktualniho nemocného piitomny
dyskinetické projevy spolecné s poruchou chovani a kognitivnim deficitem. Rodinna
anamnéza muze relativné Casto chybét (non-paternita, neinformovanost o jednom
z rodicl, napt. po rozvodu predkil, novad mutace atd.) ¢i ji pacient a rodina v ramci
,»Vytésnéni problému® popira. Klinicky obraz mize byt u jednotlivych pacientl velmi
rozdilny, zavisly na dominanci projevil (jsou rodiny s dominujici psychiatrickou ¢i

neurologickou symptomatikou) a stadiu choroby. [12]

Diagnosticky (konfirmacni) test

Provadi se v pripadé divodného klinického podezieni na HN. Test klinickou
diagnézu potvrdi ¢i vylouci, a to s jistotou témét 100 %. Pacient vzdy musi byt
informovan, Ze je odebirdna krev na provedeni genetického testu k vylouceni ¢i
potvrzeni HN. Pacient musi s provedenim testu souhlasit a svij souhlas pisemné
potvrdit. Vyjimku lze provést pouze v piipadé postizeni pacienta takového stupné,

ktery znemoznuje spolupraci. [12]

Prediktivni test (presymptomaticky a prenatalni)
Provadi se u doposud zdravych osob s rizikem HN (presymptomaticky test).
Dale jej 1ze provadét v priabéhu gravidity Zeny nemocné, ptipadné pozitivné testované

(¢i zeny nemocného nebo pozitivné testovaného partnera), ktera si preje znat geneticky
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status svého jesté nenarozeného ditéte (prenatalni test) z plodové vody (amniocentéza,

bio-psie choria). [12]

2.1.4 Hemofilie B

Hemofilie B je gonozomalné recesivni dédi¢na krvaciva porucha souvisejici
s X-chromozomem, ktera postihuje primarné¢ muze, ale u pfenaSeCek se snizenou
hladinou aktivity faktoru IX (FIX) mize také dochazet k ur¢itému krvaceni. Hemofilie
B je nedostatek koagula¢niho faktoru vyplyvajici ze snizenych hladin nebo uplné
absence faktoru IX, ktery je dan mutaci genu F9, (viz Obr. 8). Jeho funkci je Stépit
a aktivovat FX (faktor X) v koagula¢ni kaskadé. FIX je plazmaticka proteaza zavisla
na vitaminu K, ktera se ucastni vnitini drahy koagulace krve. FIX cirkuluje jako
zymogen a je aktivovan na aktivovany FIX (FIXa) sekven¢nim $tépenim na p.Argl191-
Alal92 a p.Arg226-Val227 aktivovanym FXI nebo FVII aktivovanym tkanovym
faktorem. S aktivovanym FVIII (faktor VI1II) jako kofaktorem zajist'ujicim spravnou
orientaci FIXa $tépi FX na p.Argl82-Serl83 a p.Arg234-Ile235, coz vede k jeho
aktivaci. [14]
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Obr. 8 - Mutace genu F9 lokalizovand na Xq27.1-927.2; prrevzato z: [8]

Prevalence hemofilie B je 1 z 30 000 muzil. v riznych zemich se zna¢n¢ lisi
a pravdépodobné ¢astecné zavisi na trovni poskytovani zdravotni péce. V prizkumu
vyuzivajicim udaje Svétové federace pro hemofilii se prevalence hemofilie B na 100
000 muz ve 103 zemich pohybovala od 0,01 (Nigérie) do 8,07 (Irsko). Vysoka
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prevalence se vyskytuje v rodokmenu kralovny Viktorie a Ve Svycarské horské vesnici
Tenna. [14]

Hemofilie byla Casto nazyvéana ,nemoci kralti*“ nebo ,.kralovskou nemoci®,
protoze timto stavem bylo postizeno nékolik ¢lenti evropské kralovské rodiny. Slavna
anglicka kralovna, kralovna Viktorie (1837-1901), byla pienaseCkou hemofilie
a prenesla ji na svého syna Leopolda, ktery casto krvacel a zemiel na krvéaceni
do mozku ve véku 31 let. Tento stav se prostfednictvim dvou dcer kralovny Viktorie
rozitil do dalsich kralovskych rodin v Némecku, Spanélsku a Rusku. Nejzndméjsim
ptipadem ,kralovské nemoci® byl carevi¢ Alexej, syn ruského cara Mikulase II.. [15]

Ptiznaky a zavaznost hemofilie B se mohou u jednotlivych osob zna¢né lisit.
Hemofilie B se mize pohybovat od mirné, stfedni az tézké. Jedinci s mirnou hemofilii
maji hladiny faktoru IX mezi 5 a 40 % normalu, ti se stfedné tézkou hemofilii maji
hladiny faktoru od 1 do 5 % normalu. Jedinci s t€Zkou hemofilii maji hladiny faktoru
nizsi nez 1 % normalu. [16]

V mirnych piipadech hemofilie B mohou jedinci zaznamenat modfiny
a krvaceni po operaci, stomatologickych zdkrocich, zranéni nebo traumatu. Mnoho
jedinci s mirnou hemofilii B nemusi byt diagnostikovano, dokud neni nutny
chirurgicky zakrok nebo nedojde k poranéni. Jedinci s mirnou hemofilii nemusi zazit
prvni krvacivou epizodu az do dospélosti. [16]

Jedinci se stfedné téZkou hemofilii B mohou mit pfilezitostné epizody
spontanniho krvéaceni z hlubokych tkéni, jako jsou klouby a svaly. Tyto epizody jsou
obvykle spojeny se zranénim nebo podnécujici udalosti. Jedinci se stiedné tézkou
hemofilii B jsou vystaveni riziku prodlouzeného krvaceni po operaci nebo traumatu.
PostiZeni jedinci jsou obvykle diagnostikovani do péti az Sesti let véku. Spontanni
krvaceni se tyka krvacivych epizod, ke kterym dochézi bez identifikovatelné pficiny.
Cetnost epizod spontanniho krvaceni u jedinct se stfedné tézkou hemofilii B je velmi
variabilni. [16]

U zavaznych piipadi hemofilie B jsou nejcastéjSim piiznakem casté epizody
spontanniho krvaceni. Epizody spontdnniho krviaceni mohou zahrnovat krvéceni
do svalt a kloubu (hemartr6za). Pokud neni 1é¢ena, mtze dojit k dlouhodobému
poskozeni vCetné zanétu membrany vystylajici klouby (synovitida) a onemocnéni
kloubt (artropatie), svalové slabosti, otoku, napéti a omezeni pohybu v postizeném

kloubu. MiiZe dojit az k trvalému poskozeni kloubu. Mezi dalsi pfiznaky postihujici
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jedince s t¢Zkou hemofilii B patii snadnd, Castd a zdvazna tvorba modfin a mén¢ Casto
krvaceni z nosu. [16]

Jedinci se stiedné tézkou nebo tézkou formou hemofilie mohou zaznamenat
spontanni krvaceni do jakéhokoli organu vcetné ledvin, zaludku, stfev a mozku.
Krvaceni do ledvin nebo zaludku a stfev muze zpusobit krev v mo¢i (hematurie)
a stolici (melena nebo hematochezie). Krvaceni do mozku miize zptisobit bolest hlavy,
ztuhlost §ije, zvraceni, zachvaty a zmény duSevniho stavu véetné nadmérné ospalosti,

Spatné arousability. MuZe mit za nasledek smrt, pokud je nelé¢ena. [16]

2.1.4.1 Diagnostika hemofilie B

Diagnostika se provadi na zaklad¢ rodinné a osobni anamnézy. K potvrzeni
diagndzy je potieba provést n¢kolik specializovanych testi, které méfi dobu srazeni
krve. Jednim z testt je aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT). Pokud jsou
zjistilo, zda je pficinou abnormalniho aPTT nedostatek faktoru IX/hemofilie B, faktoru
VIll/hemofilie A nebo jiného srazeciho faktoru. Specificky faktorovy test také urcuje
uroven zavaznosti deficitu faktoru. Jakmile je u jedince diagnostikovana hemofilie B,

mize byt identifikovana specificka mutace v genu F9. [16]

2.1.5 Habsburska celist

Mandibularni prognatismus (MP) je dentofacialni deformita charakterizovana
prertistanim dolni Celisti s nebo bez podristu horni ¢elisti. Nesoulad mezi horni a dolni
celisti mize zptisobit nedostate¢nou artikulaci feci a nizkou zvykaci Gi¢innost. [17]

Dédi¢nost MP nebyla donedavna jednoznac¢né stanovena. V expresi tohoto
onemocnéni hraji roli jak genetické, tak i environmentalni faktory. Pfi rozboru
nékolika rodokment S$lechtickych rodi bylo Wolffem, Wienkerem a Sanderem
stanoveno nejasné genetické pozadi. Nebylo jednoznacéné, zda se jedna o dédicnost
autozomalné recesivni ¢i autozomalné¢ dominantni. Z pozdé&jsi analyzy rodokmenu
rodu Habsburki a dalSich evropskych Slechtickych rodin vysla zjevna autozomalné
dominantni dédi¢nost MP. [18]

Vysledky analyzy z roku 2019 v Annals of Human Biology ukazaly zvysenou
citlivost spodni tretiny oblic¢eje na inbreeding a potvrdily homozygotné recesivni
dedi¢nost MP. [19]
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Mira prevalence MP se pohybuje od 0,48 % do 4,3 % u kavkazské populace
aod 2,1 % do 10 % u ¢inské populace. Vysoka prevalence byla zaznamenana v mnoha
evropskych Slechtickych rodindch, k nejzndméjsim nositelim MP patii rod

Habsburkd, kde nejvice zasazenym piedstavitelem byl Karel V., (viz Obr. 9). [17, 18]

Obr. 9 - Karel V. Habsbursky a Karel II. Spanélsky; prevzato z: [9]

Vlevo: Karel V. Habsbursky - Cisaf Svaté fise fimské, Kunsthistorisches
Muzeum, Viden.
Vpravo: Karel II. Spanélsky - kral $panélsky, Academy of San Fernando, Madrid

2.1.5.1 Diagnostika MP

Diagnostika je provadéna pohledové, podle markantné¢ deformované dolni
Celisti, a pomoci genetického sekvenovani. K dnesnimu dni bylo hlaseno 11 béznych
genetickych lokust spojenych s MP véetné 1p22.1, 1q32.2, 3926.2, 11922, 12q13.13,
12923, 19256, 6 19p13.2, 140924.3-31.2 a 4p16.1. Navic bylo také hlaseno, ze 1p22.3
a1g32.2 jsou spojeny s MP pomoci genomové asociaéni studie (GWAS). Existuje také
fada gent, které mohou ovliviiovat MP, jako jsou: GHR11, EPB4112, MATN113
aMYO1H14. [17]

2.2 Soucasné hledisko
V dnesni dobé¢ je jiz znamo, Ze z piibuzenskych snatkii prameni mnoho

zavaznych genetickych chorob, které postihuji dalsi generace a jejich odbourani je
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velmi zdlouhavé. Z tohoto divodu nejsou ve vétsiné kulturach povoleny, spousta

nabozenstvi je téz odmita ¢i dokonce zakazuje. [20]

2.2.1 Kultura a nabozenstvi

Stale existuji zemé a kultury, kde je upfednostiiovan ekonomicky a socialni
pifinos vyplyvajici z tohoto typu manzelstvi. Timto svazkem je zajist€éno udrZeni
majetku v ramci rodiny, stejné nabozenské vyznani, zachovani rodinnych tradic
a hodnot. Prevalence piibuzenskych snatki je vyssi napt. v africkych, muslimskych
a arabskych zemich. [20, 21]

V severni a stiedni Indii se pfibuzenské snatky vyskytuji v oblastech
s prevahou muslimského obyvatelstva, na jihu Indie pfetrvavaji mezi hinduisty (20 -
45 %). Vysoky je zejména pomér snatku stryce s netefi. V Turecku snatky uzavirané
v rodinném kruhu tvoii 25-28 % a mezi kurdskym obyvatelstvem na jihovychod¢ zemé
az 35 %. Turecké rodinné klany si chtéji zachovat stabilitu a vyhnout se vyplaceni
véna. Ve vychodnich provinciich si bere bratrance spousta Zen, rodiny ptrednostné
nabizeji dcery strycovym syntim, za nékoho jiného jsou provdany pouze po odmitnuti
navrhu. Ve Velké Britanii je nejvice pifibuzenskych manzelstvi mezi Pakistanci
(55 %). [20]

2.2.2 Sexualni nasili

Kinbreedingu a incestnim vztahlim nedochazi jen vramci kulturnich
a nabozenskych skupin, ale také v dasledku sexudlniho nésili pachaného
na clenovi/¢lenem rodiny [22]. Hlavnimi rizikovymi faktory pfispivajicimi
k sexualnimu zneuzivani jsou prostfedi niz§ich socialnich vrstev, nezdravé a narusené
rodinné vztahy. Pfi takovém incidentu muze dojit k ot€hotnéni (vétSinou obéti)
a zplozeni potomka. Obét’ pak muze byt zahanbena nebo je na ni rodinou ¢i okolim
vyvijen takovy natlak, ze je pivod jejiho potomka ¢asto i jemu samotnému zatajen
[23]. Potomek si nasledné neni védom svého pivodu, coz mize znesnadnit 1ékatska
vySetfeni, zejména preventivni zachyceni onemocnéni plynoucich 2z rodinné

anamnézy. [24]

2.2.3 Inbreeding v laboratorni praxi
Nasledujici analyza mapuje zkuSenost pracovnikli zdravotnickych zafizeni
s inbredni depresi v praxi, navrhy jeji v€asné indikace u béznych pacientti a pacientti

se specifickou rodinnou genealogii. Cilem praktické ¢asti je zjistit, zda je problematika

29



inbreedingu stale aktualni. Zhodnoceni role rodinné anamnézy v prevenci
a diagnostice. Dale poukazani na zachazeni s pacienty se specifickou rodinnou
genealogii. Ke sbéru dat byla pouzita metoda dotaznikového Setfeni. Dotaznik byl
zaslan a vyplnén pracovniky zdravotnickych zafizeni, jez splinovaly pfedem stanovené

pozadavky. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci grafii a tabulek.
Jednotlivé kroky analyzy:

Stanoveni cilt a prizkumnych otazek

Stanoveni kritérii pro vybér dotazovanych pracovist’
Sbér dat

Analyza ziskanych dat

o B~ w D P

Vyhodnoceni dat

Kritéria pro vybér dotazovanych pracovist’

Dotazovand pracovisté se musela sklddat z laboratorni ¢i laboratorni
a ambulantni ¢asti, kde probihaji geneticka vySetieni pacientti. Aby bylo zamezeno
zkreslovani vysledkt odpovéd'mi od pracovnikd, ktefi nepfijdou s pacientem do styku,
byly nékteré odpovédi (tj. pokud to bylo nutné) rozdéleny do skupin ambulantni
a laboratorni.

Data skupiny ambulantni obsahuji nejcastéji odpovédi 1ékari, ktefi provadi
konzultace s pacientem pted samotnym vysetienim.

Data skupiny laboratorni obsahuji nej¢astéji odpovédi laboranti/laborantek
nebo vedoucich laboratofi, kteti ptichazi do styku pouze s pacientskym vzorkem nikoli

samotnym pacientem a nemusi tak mit ptistup ke v§em informacim o pacientovi.

Prizkumné otazky

Kucelim demonstrace analyzy byly vybrany klicové otazky. Dotaznik
s kompletnim seznamem dotazovanych otazek je ptiloZen na konci bakalatské prace;
(viz. Ptiloha 1).

Dotaznik vyplnilo celkem 21 respondentti; (viz. Pfiloha 2). Do ambulantni
skupiny (skupina 2) byli umisténi dva respondenti, zbyli respondenti byli umisténi
do skupiny laboratorni (Skupina 1).

Otazka ¢.5: Je potieba, aby pacienti pro vySetfeni ve Vasi laboratofi ptedlozili

rodinnou genealogii (rodokmen)?
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Znacna cast respondentll v obou skupinach odpovédéla, ze je na jejich
pracovisti vyzadovano ptredlozeni pacientova rodokmenu pted samotnym vySetfenim;
(viz. Ptiloha 3).

Otazka ¢.9: Setkali jste se pii praci v laboratofi se vzorkem pochézejiciho od pacienta,
jehoz rodice byli jakkoli ptibuzni?

Témér polovina respondentii odpovédéla, ze se na jejich pracovisti setkala
s inbrednim vzorkem; (viz. Pfiloha 4).

Otazka ¢.10: Setkali jste se u pacienta s genetickou vadou, ktera mohla vzniknout
vlivem inbreedingu?

Cast respondentt uvedla, Ze inbredni vzorky, s nimiZ se na jejich pracovisti
setkala, vykazovaly znamky mutace, které mély souvislost s inbreedingem;
(viz. Ptiloha 5).

Otazka ¢.12: Myslite, ze by mél byt geneticky screening nabidnut pacientovi
v aktivnim reprodukénim véku jako soucast prevence, aby si byl védom nékterych
moznych rizik napft. pted pocetim ditcte?

Vice nez polovina respondentii odpovédéla, Ze by souhlasila s nabidkou
preventivniho screeningu pro pacienty v aktivnim reprodukénim véku,

(viz. Priloha 6).
Otazka ¢€.13: Jak by méli postupovat pacienti, ktefi své ptibuzné nikdy nepoznali
nebo se s nimi nestykaji a svou rodinnou anamnézu neznaji a nejsou si tak védomi
moznych rizik?

Valna ¢ast respondentt se shodla, Ze v takové situaci by mohla pro pacienta
byt vhodnym feSenim nabidka preventivniho screeningu; (viz. Pfiloha 7).

Otazka ¢.14: Jak by mél postupovat pacient, jehoZ matka byla znasilnéna rodinnym
ptislusnikem, ale bala se tuto skutecnost pfiznat?

VétSina respondentti z obou skupin odpovédéla, ze v takovéto situaci by mohl
byt pro pacienta vhodnym feSenim preventivni screening; (viz. Pfiloha 8).
Vyhodnoceni dat

Z dostupnych dat vyplyva, ze inbreeding je stailym problémem
I v soucasnosti. Vysledky analyzy poukazuji na skutecnost, Zze pacient Casto neni
schopen dolozit vlastni rodinnou anamnézu nebo s ni neni seznamen. Tato skute¢nost
komplikuje 1ékafi predikci a vcasnou detekci vrozenych onemocnéni. Az 71 %

respondentl se shoduje, Ze V ptipad¢, kdy neni pacient dostatecné seznamen se svou
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rodinnou anamnézou a hrozi mu genetické zatizeni, by mohlo pomoci nabidnuti
specialné sestaveného balicku preventivniho screeningu.

Pacienti ¢asto z riznych divodi svou rodinnou anamnézu taji (napf. stydi se
za duSevni onemocnéni, jsou obétmi sexudlniho nasili v rodin€, jeho rodice jsou
ptibuzni atd.). Balicek preventivniho screeningu by takovymto pacientim mohl

poskytnout potfebnou anonymitu a pocit bezpeci.
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3 MOLEKULARNE GENETICKA DIAGNOSTIKA

Molekularni diagnostika je oznaCovéana jako detekce genomovych variant,
jejimz cilem je usnadnit detekci, diagnostiku, subklasifikaci, prognézu a sledovani
odpovédi na terapii. Molekularni diagnostika je vysledkem souhry mezi laboratorni
medicinou, znalostmi genomiky a technologii v oblasti molekularni genetiky. VSechny
tyto faktory pfispivaji k identifikaci a charakterizaci genetického zdkladu dédi¢nych
chorob. Tyto poznatky jsou dulezité pro ptesné stanoveni diagnozy. [25]

3.1 Molekularni a DNA markery

Molekularni DNA marker mize byt primer nebo sada primeru, restrikéni
enzym (enzymy) nebo kombinace primeri a enzymil. Typicky se cilovy gen,
exprimovany znak nebo biologickd funkce a souvisejici t€sn¢ spojeny molekularni
marker dédi spolecné. Specifické genomové umisténi molekularniho markeru
v chromozémech oznacovanych jako lokus muze byt znamé ¢&i nikoliv. Markery
neovliviiuji vlastnosti spojené s expresi nebo funkci spojeného genu nebo gentl.
Souvislost molekularnich markerti s rysem nebo genem konkrétni biologické funkce
umoziuje markerim slouzit jako praktické znaky, které signalizuji konkrétni genovy
lokus a napomahaji detekci ¢i identifikaci souvisejicich vlastnosti. DNA markery
mohou byt uzite¢né pro urceni individuélnich genotypovych rozdili u stejnych nebo
riznych druhd, pokud existuji rozdily oznaCované jako polymorfismy
v nukleotidovych sekvencich markertt mezi jednotlivci nebo druhy. [26]

Markerové polymorfismy v organismech jsou zpusobeny bodovymi
mutacemi vznikajicimi v disledku substituci jednoho nukleotidu, pfeuspofadanim
(zahrnujici inzerce nebo delece), duplikacemi tisekit DNA, translokace, inverze a chyb
v replikaci DNA, které se tandemové opakuji. Signaly molekuldrnich markert, které
se pouzivaji k odhaleni genotypovych rozdili mezi jednotlivei v disledku rozdild
v sekvenci markeril, se nazyvaji polymorfni markery. DNA markery, které nelze
pouzit k rozliSeni mezi genotypy, se oznacuji jako monomorfni markery.
Charakteristikou dobrého a velmi uzitecného DNA markeru je, ze marker
je vSudyptitomny a rovnomérné distribuovany v celém genomu, snadno se testuje, je
efektivni a mize byt automatizovan. [26]

Molekularni marker neni jen souvisejici polymorfismus, ale souhrn

podrobnych protokolti nebo postupti pro jeho detekci nebo identifikaci [26].
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DNA markery jsou v celém genomu organisml nejvice vSudypiitomné
a obvykle se nachdzeji v oblastech genomu, které nekoduji proteiny. DNA markery,
které jsou polymorfni, lze Klasifikovat jako dominantni nebo kodominantni
molekularni markery zaloZené na zptsobu ptisobeni genu a dédi¢nosti. DNA markery
jsou kategorizovany do raznych tfid v zéavislosti na metodé detekce: hybridizace,
polymerazova tetézova reakce (PCR) a molekularni markery zavislé na sekvenci

DNA. [26]

3.1.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je laboratorni technika pro rychlou
produkci (amplifikaci) milionti az miliard kopii specifického segmentu DNA, které
pak lze studovat podrobné&ji. PCR zahrnuje pouziti kratkych syntetickych fragmentt
DNA nazyvanych primery k vybéru segmentu genomu, ktery ma byt amplifikovan,
a poté nékolik cyklu syntézy DNA k amplifikaci tohoto segmentu, (viz Obr. 10). [27]

Technika PCR pro amplifikaci tseku DNA ve velkém mnozstvi byla vyvinuta
C. Mullisem v roce 1983. Nasledna automatizace PCR byla hlavnim technologickym
prilomem ve vyzkumu souvisejicim s genomem a molekularni biologii. Dulezitymi
faktory pro dosazeni Gsp&$né amplifikace produktu v jakémkoli markerovém systému
zalozeném na PCR jsou kvalita a typ Tag DNA polymerazy, ktera se pouziva. Je to

proto, Ze tyto vlastnosti enzymu urcuji jeho ucinnost. [26]

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle nth cycle
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Obr. 10 - Polymerdzova retézova reakce, prevzato z: [10]
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3.1.2 Hybridizace in situ

Hybridizace in situ (HIS) je technika, kterd umoziiuje piesnou lokalizaci
specifického segmentu nukleové kyseliny v histologickém fezu. Zakladem HIS je,
ze nukleové kyseliny, pokud jsou adekvatné zachovany v histologickém vzorku,
mohou byt detekovany pomoci aplikace komplementarniho vlakna nukleové kyseliny,
ke které je pfipojena reportérova molekula (molekula, jejiz fenotypové vlastnosti I1ze
jednoduse identifikovat a zméfit). Vizualizace reportérové molekuly umoziuje
lokalizovat sekvence DNA nebo RNA v heterogennich bunéénych populacich vcetné
vzorkll tkdni a vzorkli Zivotniho prostfedi. Ribosondy také umoznuji lokalizovat
a posoudit stupen genové exprese. [28]

In situ hybridiza¢ni sondy zahrnuji: sondy dvouvlaknové DNA (dsDNA),
sondy jednovladknové DNA (ssDNA), RNA sondy (ribosondy), Syntetické
oligonukleotidy (PNA, LNA). [28]

Ozna¢ovani probiha pomoci radioaktivnich izotopt napi. 3P, *S, H
nebo neradioaktivnimi znaCkami napt. biotin, digoxigenin, fluorescencni barvivo

(FISH), (viz Obr. 11). [28]

Obr. 11 - Metoda FISH, chromozomy jsou ve fluorescencnim mikroskopu modre, a to az na bod na
Jjednom z chromozomuii, ktery je zeleny a cerveny. To je misto, kde se nachdzi sekvence zpiisobujici

Jeden z typu leukemie; prevzato z7: [11]

3.2 Genetické sekvenovani
Sekvenovani DNA se tykéa obecné laboratorni techniky pro stanoveni piesné
sekvence nukleotidii nebo bazi v molekule DNA. Sekvence bazi (Casto oznaCovana

prvnimi pismeny jejich chemickych nazvi: A, T, C a G) kdduje biologickou informaci,
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kterou bunky pouzivaji k vyvoji a ¢innosti. Stanoveni sekvence DNA je kli¢em

k pochopeni funkce genti a dalsich ¢asti genomu. [29]

3.2.1 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je technika cileného sekvenovani, ktera vyuziva
oligonukleotidové primery k vyhledani specifickych oblasti DNA. Za¢ina denaturaci
dvouvldknové DNA. Jednoietézcova DNA poté nasedé na oligonukleotidové primery
a prodluzuje se pomoci smési deoxynukleotidtrifosfatd (dNTP), které poskytuji
potiebné adeninové (A), cytosinové (C), thyminové (T) a guaninové (G) nukleotidy
pro vytvoieni nové dvouvlaknové struktury. Sekvence se bude nadale rozSifovat
o dNTP, dokud se nepiipoji ddNTP (dideoxynukleotidtrifosfat). Protoze dNTP
a ddNTP maji stejnou Sanci na ptipojeni k sekvenci, kazda sekvence konc¢i v riizné
délce. Kazdy dANTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) také obsahuje fluorescen¢ni
marker. Kdyz je ddNTP piipojen k elongacni sekvenci, bude baze fluoreskovat
na zéklad¢ asociované¢ho nukleotidu. Podle konvence je A oznafeno zelenou
fluorescenci, T Cervenou, G ¢ernou a C modrou. Laser v automatizovaném pfistroji
pouzivaném ke Cteni sekvence detekuje fluorescencni intenzitu, kterd je prevedena
na ,pik“. Kdyz se v sekvenci vyskytne heterozygotni varianta, lokusy budou
zachyceny dvéma fluorescenénimi barvivy stejné intenzity. KdyZz je pfitomna
homozygotni varianta, ofekavana fluorescencni barva je zcela nahrazena barvou

nového paru bazi. [30]

Vyhody

Pomoci Sangerova sekvenovani lze urcit, zda je pfitomna bodova mutace
nebo mala delece/duplikace. Primery mohou byt vytvofeny tak, aby pokryly nékolik
oblasti (amplikonil), a aby pokryly oblast zajmu jakékoli velikosti. [30]

Omezeni

Tento testovaci ptistup mizZe byt nakladny ve srovnani s jinymi systémy
multiplexniho testovani. Sangerovo sekvenovani je schopné identifikovat mozaikové
mutace nachazejici se i u pouhych 20 % bunék. Avsak vysledek sekvenovani neni
pfesné kvantifikovatelny. Napt. nelze vyvodit zavér, zda je mutace ptitomna ve 25 %
oproti 40 % bunck na zaklad¢ velikosti piku, pro kvantifikaci je tfeba pouzit dalsi

testovaci strategie. [30]
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3.2.2 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (NGS) lze Siroce definovat jako jakoukoli
technologii sekvenovani DNA nad ramec Sangerova sekvenovani. Piistupy NGS maji
mnoho podobnosti se Sangerovym sekvenovanim. Ob¢ sekvenovani vyuzivaji
piirozené mechanismy replikace DNA k odvozeni sekvence DNA. Prvnim z rysi
typickych pro NGS je aplikace na jednotlivé molekuly DNA, zatimco Sangerovo
sekvenovani sleduje vSechny molekuly DNA v ,sekvena¢ni reakci souhrnné.
Druhym rysem je generace sekven¢nich dat v redlném case, kdyz je kazdy novy
nukleotid zac¢lenén do vznikajiciho fetézce DNA. [31]

Zvysena citlivost NGS umoziuje detekci mozaikovych mutaci. Mozaikové
mutace jsou ziskavany jako postfertiliza¢ni jev a nasledné se vyskytuji s riznou
frekvenci v buiikach a tkéanich jedince. NGS poskytuje mnohem citlivéjsi Cteni a lze
jej proto pouzit k identifikaci variant, které se nachazeji pouze v né€kolika procentech
bunék, vcetné variaci mozaiky. Kromé toho lze citlivost NGS sekvenovani zesilit
zvySenim hloubky sekvenovéni. Diky tomu se NGS pouzivd pro velmi citliva
vySetfovani, jako je ¢teni fetdlni DNA z matefské krve nebo sledovani hladin

nadorovych bunék u pacientt s rakovinou. [32]

3.3 DNA microarray

DNA microarray je soubor mikroskopickych skvrn DNA pfipojenych
k pevnému povrchu. Kazda skvrna DNA obsahuje mnoho tisic kopii specifické
sekvence DNA, znamé jako sondy. Ty obvykle odpovidaji kratké ¢asti genu-obvykle
na 3’ konci. Kazdy mikro¢ip obsahuje jednu nebo nékolik sad sond pro kazdy
dotazovany gen. DNA mikro¢ip umoziiuje provadét experimenty na tisicich genech
soucasné. MikroCipy lze také pouzit ke studiu rozsahu, v jakém jsou urcité geny
zapnuty nebo vypnuty v buiikach a ve tkdnich. V tomto piipad¢ se misto izolace DNA
ze vzorkl izoluje a méfi RNA. Testy microarray byvaji levnéjsi nez sekvenovani, takze
je lze pouzit pro velmi rozsahlé studie a pro nékteré klinické testy. [33, 34, 35]

Ptevladajici aplikaci DNA microarrays je méfeni hladin genové exprese.
Mikroc¢ipy jsou také pouzivany v kombinaci s chromatinovou imunoprecipitaci
ke stanoveni vazebnych mist transkripénich faktord. Dale jsou microarrays Siroce
pouzivany jako platformy pro genotypovani jednonukleotidovych polymorfisma
(SNP) a mutaci, klasifikaci nadord, identifikaci cilovych genti nadorovych supresort,

identifikaci nadorovych biomarkert, identifikaci genti spojenych s chemorezistenci
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a objevovani 1ékli. Miizeme napf. porovnat riizné vzorce hladin genové exprese mezi
skupinou pacientd s rakovinou a skupinou normalnich pacientii a identifikovat gen
spojeny s touto konkrétni rakovinou [36, 37]. Mezi dalsi vyuziti microarray patii
analyza bakterialni DNA kmend, u kterych by jejich rezistence na antibiotika mohla

znesnadnit jejich spravnou identifikaci a kultivaci. [36]

Omezeni

Mikro€ipy slouzi k méfeni pouze relativnich koncentraci mnoha riznych
sekvenci DNA nebo RNA. Aby byl signdl linearni je potieba dodrzet urCitou
koncentraci vzorku v roztoku, ktery ma hybridizovat s mistem na mikro¢ipu. Dal§im
uskalim je samotné navrhovani Cipli, zejména pro komplexni sav¢éi genomy. Obtizné
je (ne-li nemozné) navrhnout Cipy, ve kterych se vice pfibuznych DNA/RNA sekvenci
nebude vézat na stejnou sondu na ¢ipu. NavrZend pole na mikroc¢ipech pak dale mohou
detekovat pouze sekvence, pro které bylo pole navrzeno. To znamena, Ze pokud
roztok, ktery je hybridizovan s ¢ipem, obsahuje druhy RNA nebo DNA, pro které na
poli neni zddnd komplementdrni sekvence, tyto druhy nebudou detekovany.
Pro analyzu genové exprese to typicky znamend, Ze geny, které jesté nebyly anotovany
v genomu, nebudou v poli zastoupeny. Kromé toho nekodujici useky RNA, které
nejsou rozpoznany jako exprimované, nejsou typicky reprezentovany na poli. Navic
pro vysoce variabilni genomy, jako jsou genomy bakterii, jsou pole typicky navrzena
s pouzitim informaci z genomu referen¢niho kmene. V takovych polich miize chybét

velka ¢ast gent pfitomnych v daném izolatu stejného druhu. [36]

3.4 Karyomapping

Karyomapping je metoda hojné vyuzivana jako alternativa k jinak invazivnim
metodam prenatalni diagnostiky. VyuZiva principy genetické vazby k detekei jakékoli
monogenni poruchy a umoznuje diagnostikovat pfitomnost nebo nepfitomnost alely
zpusobujici onemocnéni. Proces zahrnuje celogenomovou analyzu SNP rodici,
reference (napf. postizené¢ho ditéte) a amplifikovanou DNA embryi. Poté se

identifikuji ,,informativni lokusy* a porovnaji se s referenc¢ni DNA. [38, 39]
Vyhody
Hlavni vyhodou celogenomového karyomappingu ve srovnani s cilenymi

pfistupy je to, Ze je aplikovatelné na jakykoli familiarni jednogenovy defekt (SGD)

nebo jakoukoli kombinaci lokusit v chromozémovych oblastech pokrytych
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informativnimi lokusy SNP, aniz by bylo nutné vyvijet specifické lokusy pro pacienta
nebo onemocnéni. Dalsi hlavni vyhodou je, Ze analyza SNP markerti pro kazdy
rodic¢ovsky chromozdm také umoznuje identifikaci fady chromozomovych abnormalit
ve vysokém rozliSeni, vcetné trizomii meiotického ptvodu, ve kterych lze
v omezenych oblastech chromozomu detekovat oba haplotypy od jednoho rodice

a monosomie ¢i ¢astec¢né delece. [38]

Omezeni

Béhem detekce mize dojit k jevu, kdy heterozygotni lokusy vypadaji jako
homozygotni. Tento proces je znamy jako vypadek alely (ADO) a mize vést
k diagnostickym chybam. Aby se pfedeslo pfi¢indm potencidlnich diagnostickych

chyb, je nutné zavést informativni a referencni lokusy. [38, 39]
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ZAVER

Bakalaiska prace shrnuje a popisuje téma inbredni deprese v lidské populaci
u nas i ve svete, v historii a v soucasnosti. V uvodnich kapitolach fesi problematiku
z obecné¢ho hlediska, kde uvadi piiklady jejiho vzniku a mozny vliv na lidsky genotyp
a fenotyp. Obsahuje vzorce pro vypocet pravdépodobnosti ziskani a projevu
poskozené alely.

Nasledujici kapitoly obsahuji vycet genetickych onemocnéni vzniklych
inbreedingem v historii, v souvislosti s geografickou vazbou nebo sociokulturnim
podtextem. V kazdé z téchto podkapitol je uveden projev onemocnéni, prevalence
v populaci a komentovany zpusob diagnostiky zahrnujici nejnovéj$i molekularné
genetické piistupy. V dalSich Castech prace je uvedeno soucasné hledisko spolu
s praktickou ¢asti zahrnujici dotaznikové Setfeni (mapujici redlnou zkuSenost
pracovnikt zdravotnickych zatizeni s inbreedingem v praxi). V téchto kapitolach je
uvedeno napf. procentualni zastoupeni Cetnosti piibuzenskych snatki ve svéte.

V zavérecnych kapitolach prace popisuje nejnovéjsi nebo nejcastéji uzivané
metody molekuldrné genetické diagnostiky. Kazdd metoda obsahuje struény popis,
zpisob a vhodnost jejiho vyuziti. U vybranych metod je uvedeno porovnani jejich
vyhod a nevyhod pro uziti v praxi.

Prace poukazuje na inbredni depresi jako na staly problém, a to jak
vV rozvojovych zemich, tak 1 ve vyspélych regionech svéta. Vyznam diagnostiky
a 1écby téchto onemocnéni je zcela zasadni v udrzeni zdravého genofondu populace
a prevenci jejich dalsiho Sifeni. Diky pokroku v oblasti molekularni genetiky jsou
k dispozici efektivni metody diagnostiky, které umozni identifikovat osoby nachylné
K projeviim inbredni deprese a poskytnout jim pfiméfenou 1é¢bu. Bakalarska prace
poskytuje diilezité informace a ptispiva k porozuméni inbredni deprese a jejiho vlivu

na lidskou populaci.
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PRILOHY

Priloha 1: Nahled dotazniku

INBREEDING V LABORATORNI PRAXI

Dobry den, jmenuji se Johana Hradkova a jsem studentkou 3. roéniku bakalaiského
studia na Univerzit& Pardubice oboru zdravotni laborant. Timto bych Vas chtéla pozadat o
vyplnéni dotazniku k mé bakalaiské praci mapujici zkuSenost pracovnikit zdravotnickych

zafizeni s inbreedingem v praxi. Dotaznik je zcela anonymni a jeho vyplnéni zabere 3-5 minut.
Budu velice rdda za jeho pfipadné pfedani dals$im kolegiim. D&kuji.

1. Pohlavi
o Muz
o Zena

o Jiné

2. Nejvyssi dosaZené vzdélani
oSS s maturitou

o VOS§

o VS

o Jiné

3. Nazev Vaseho pracovisté

4. Jaka je VaSe pracovni pozice

o Zdravotni asistent/ka

o Zdravotni laborant/ka

o Vrchni zdravotni laborant/ka

o Klinicky konzultant/ka

o Zastupce/zastupkyné vedouci/ho laboratore
o Vedouci laboratofe

o Odborny pracovnik

o Jiné
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. Je potieba, aby pacienti pro vySetieni ve Vasi laboratoii pfedloZili rodinnou
genealogii (rodokmen)?

Ano

Ne

Takovou informaci ke své praci nepotiebuji

Nevim

. Setkali jste se se situaci, kdy pacient nebyl schopen rodinnou genealogii doloZit
nebo si nebyl jisty jeji spravnosti?

Ano

Ne

Nevim

. Jak ¢asto tato skuteénost nastava?

Ztidkakdy
Obdas
Casto
Velmi ¢asto

Nikdy jsem se s takovou situaci nesetkal/a

. PovaZujete za duleZité, aby pacient znal a byl schopen dolozit v pripadé potieby
svou rodinnou genealogii a anamnézu?

Ano

Ne

. Setkali jste se pFi praci v laboratofi se vzorkem pochazejiciho od pacienta, jehoz
rodice byli jakkoliv p¥ibuzni?

Ano

Ne
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10. Setkali jste se u pacienta s genetickou vadou, kterd mohla vzniknout vlivem
inbreedingu?

o Ano

o Ne

11. Kolik generaci miiZe takovato vada podle Vas ovlivnit?

12. Myslite, Ze by mél byt geneticky screening nabidnut pacientovi v aktivnim
reprodukénim véku jako soucdst prevence, aby si byl védom nékterych moznych
rizik nap¥. pied pocetim ditéte?

o Ano

o Ne, pouze v pfipadé indikace na zakladé rodinné anamnézy

o Vibec, je to zbyteéné

13. Jak by méli postupovat pacienti, ktefi své piibuzné nikdy nepoznali nebo se s
nimi nestykaji a svou rodinnou anamnézu neznaji a nejsou si tak védomi
mozZnych rizik?

o 'V takové situaci by si m&li pomoct sami a doufat, Ze nedojde u jejich potomka k
projevu Zadné genetické choroby

o Tuto situaci by mél hlidat 1ékaf

o 'V takové situaci by mohl pomoci preventivni screening

o Jiné

14. Jak by mél postupovat pacient jehoZ matka byla zn4silnéna rodinnym
prislusnikem, ale béla se tuto skute¢nost p¥iznat?

oV takové situaci by si méli pomoct sami a doufat, Ze nedojde u jejich potomka k
projevu zadné genetické choroby

o Tuto situaci by mél hlidat 1ékaf

oV takové situaci by mohl pomoci preventivni screening

o Jiné
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Piiloha 2: Tabulka s rozdeélenim respondentii

Pohlavi Vzdélani Pracovisté Pracovni pozice
muz VS Laboratot Brno jiné
muz VS Laboratot molekularni odborny pracovnik
diagnostiky a cytogenetiky -
KNTB, a.s.
muz VS ULBLD VFN a 1.LF UK vedouci laboratoie
Zena VOS Cmbg laborantka
zena sS FNKYV Centralni laboratoie asistentka
zena SS Laboratoi novorozeneckého odborny pracovnik
screeningu
zena VS Cytogeneticka laboratof vedouci laboratote
Genetika Plzen
zena VS Ferti Care odborny pracovnik
zena VS FN Ostrava odborny pracovnik
zena VS GENLABS s.r.o. vedouci laboratote
zena VS Gennet zdravotni sestra
Zena VS Gen-Trend odborny pracovnik
Zena VS KNL, GHC Praha klinicky konzultant
zena VS Laboratot 1€karské genetiky vedouci laboratoie
zena VS Laboratot molekularni vedouci laboratoie
diagnostiky a cytogenetiky
KNTB Zlin
zena VS Laboratot molekuldrni  vedouci laboratote
genetiky
zena VS Odd. genetiky a molekularni vrchni laborantka
diagnostiky
zena VS OGMD, KNL vedouci laboratote
zena VS OLG FTN primar
zena VS Transfuzni odd¢€leni odborny pracovnik
zena VS Ustav molekularni a translaéni  odborny pracovnik
mediciny
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Piiloha 3: Graf srozdélenim nutnosti predkladat rodokmen pred vysetrenim;

otazka ¢.5

Skupina 1

42% 37%

0% 21%

=ano =ne = takovou informaci ke své praci nepotfebuji = nevim

Priloha 4: Graf cetnosti inbrednich vzorkii v laboratori; otazka ¢.9

43%

57%

" ano =ne
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Ptiloha 5: Graf cetnosti genetickych onemocneni vzniklych inbreedingem; otdzka ¢.10

"ano =ne

Piiloha 6: Graf souhlasu s ndvrhem preventivniho screeningu; otdzka ¢.12

0%

43%

57%

" ano ®ne, pouze v piipade indikace na zakladg rodinné anamnézy = ne, je to zbytecné
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Piiloha 7: Graf screeningu pro pacienty s nezndmou rodinnou anamnézou,

otazka ¢.13

Skupina 1

11%
‘ Skupina 21%

0%

= doufat v neprojeveni nemoci u potomka

= tuto situaci by mél hlidat [ékaf

= v takove situaci by mohl pomoci preventivni screening
= jiné

Piiloha 8: Graf ndvrhu screeningu pro pacienty se specifickou genealogii; otdzka ¢.14

Skupina 1

16%
16% .
ﬁh

50% 50%

0%

68%

= doufat v neprojeveni nemoci u potomka
= tuto situaci by mel hlidat 1ékat
= v takove situaci by mohl pomoci preventivni screening

= jiné
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