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1. Uvod

Vazeni kolegové, vazeni zékaznici,

pro piehlednou orientaci jsme pro Vas ptipravili Laboratorni pfirucku, ktera popisuje pokyny
k odbérim biologického materialu, identifikaci vzorkd, pfijem vzorkt, analyzy a vydavani
vysledkovych zprav.

Nasi snahou je minimalizace chyb a maximalni spokojenost Vas, zakaznikli, proto prosim
vénujte tomuto dokumentu pozornost.

Laboratorni ptirucka je pravidelné aktualizovana na www.unilabs.cz.

Vétfime, ze Vam tato Laboratorni pfirucka v mnoha smérech poradi a pfispéje ke zkvalitnéni
vzajemné spoluprace.

Kolektiv laboratote
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. Informace o laboratori

2.1Z:4akladni udaje o spoleCnosti

Obchodni nazev: Unilabs Diagnostics, k.s.
Sidlo spole¢nosti: Evropska 2589/33b, 160 00 Praha 6
Webova stranka: http://www.unilabs.cz/

Zikladni idaje o laboratofi:
Nazev: Laboratof forenzni a 1ékatské genetiky

Vedouci laboratofe: ~ Mgr. Jan IStvanek, Ph.D.

Adresa: Skrobarenska 502/1, 617 00 Brno
tel.: 515 511 460
Identifikaéni idaje: ICO: 60470488

DIC: CZ 60470488

Provozni doba laboratoie: Po— Pa: 7:00 — 15:30

Piijem vzorki: Po —Pa: 7:00 — 15:30

Verejné
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2.2 Zaméreni laboratore

Laboratori forenzni a lékarské genetiky (dale laboratoi) vznikla v roce 1998 v Brn¢
jako nestatni zdravotnické zatfizeni a zafadila se mezi prvni pracovisté, kterd zacala provadét
forenzné geneticka testovani v Ceské republice. Primarnim cilem spolednosti je provadét
klinickou DNA diagnostiku pro lékaie z tad klinickych genetikli, hematologt, kardiologti,
internistl, pediatrl, gynekologt a dalsich.

V srpnu 2009 byla spoletnost zapsana do prvniho oddilu Seznamu ustava
kvalifikovanych pro znaleckou &innost, vedeného Ministerstvem spravedlnosti Ceské
republiky. Rozsah znaleckého opravnéni zahrnuje obor zdravotnictvi, specializace identifikace
osob a urCovani piibuzenskych vztah analyzou DNA. V soucasnosti patii mezi nejvétsi
privatni znalecké pracoviité v Ceské republice.

V kvétnu 2010 obdrZela spolecnost rozhodnutim feditele Statniho Ustavu pro kontrolu
1é¢iv povoleni k ¢innosti diagnostické laboratoie k provadéni laboratorniho vySetfovani vzorki
biologickych materialii odebranych darctim pro posouzeni zdravotni zptsobilosti a vybér darce.

V roce 2012 doslo k rozsiteni znaleckého opravnéni o obor kriminalistika, jez zahrnuje
opravnéni pro vyhledavani, identifikaci, dokumentaci, zajisténi stop biologického plvodu a
forenzni genetiku.

Spolecnost se pravidelné Ucastni externich kontrol kvality klinickych vySetfeni. Ve
forenzni oblasti se i€astni mezinarodnich testli odbornosti GEDNAP, pofadanych Institutem
pro forenzni védy a soudni medicinu v Némecku.

Od roku 2017 je laboratof soucasti spole¢nosti Aeskulab k.s., kterd se 1.6.2023
prejmenovala na Unilabs Diagnostics, k.s.

2.3 Stav akreditace pracovisté

Laboratof je akreditovana dle CSN EN ISO 15 189. Konkrétni rozsah akreditovanych
vySetifeni najdete na webovych strankach www.cai.cz pod ¢islem 8141. Laboratot vyuziva
flexibilni rozsah akreditace.
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2.4 Organizace laboratore, vnitini ¢lenéni
Pracovisté: Laboratof forenzni a 1ékarské genetiky
Pracovnici laboratore

Mgr. Jan Istvanek, Ph.D. — vedouci laboratofe, VS odborny pracovnik se specializaci:
bioanalytik pro klinickou genetiku

Mgr. Jana Necasova — zastupkyné vedouciho laboratote, VS odborny pracovnik se specializaci:
bioanalytik pro klinickou genetiku, znalkyné¢ v oboru zdravotnictvi, odvétvi genetika,
specializace identifikace osob a urovani ptibuzenskych vztahd analyzou DNA

Mgr. Toma§ Pexa — VS odborny pracovnik, znalec v oboru zdravotnictvi, odvétvi genetika,
specializace identifikace osob a ur¢ovani ptibuzenskych vztahti analyzou DNA, znalec v
oboru kriminalistika, odvétvi kriminalistika, specializace forenzni genetika

Mgr. Alexandra Bittnerova — VS odborny pracovnik se specializaci: bioanalytik pro klinickou
genetiku

Mgr. Klara Mollova - VS odborny pracovnik

MUDr. Ditta Leznarova — 1€kat, klinicky genetik s atestaci

Bc. Jana Dederova — vedouci laborantka, zdravotni laborantka s atestaci
Dana Olejnickova — zdravotni laborantka s atestaci
Lenka Pokorna — zdravotni laborantka s atestaci

Leona JaroSova — zdravotni laborantka s atestaci
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2.5 Spektrum nabizenych sluzeb
Klinicka DNA diagnostika

Seznam vysetfeni najdete v Kap. 6. Seznam jednotlivych vysetieni.

Informovany souhlas najdete na webovych strankach: http://www.unilabs.cz

Forenzni DNA diagnostika

Znalecké posudky v rozsahu znaleckého opravnéni jednotlivych znalcii

Soukromé DNA testy - urceni otcovstvi

vyhotoveni znaleckych posudkil do jednoho mésice od obdrzeni opatieni/usneseni (po
domluve lze provést v expresni lhité za ptiplatek) za podminky, ze vzorky ke
zpracovani v dané véci jsou kompletni

odborné posouzeni relevantnosti zajisténych vzorkl ve vztahu k ptipadu (vylouceni
vzorki s ptipadem zjevné nesouvisejicich — tispora materialnich prostiedki)

roz$ifeni jiz vyhotovenych znaleckych posudku, popf. odbornych vyjadieni v rozsahu
znaleckého opravnéni

konzultaéni a poradenska cinnost pro policejni organy, statni zastupce, soudce,
advokaty a ostatni laickou i odbornou vetejnost

na zéklad¢ predbézné domluvy je mozné v nejkrat§im mozném cCase na kterémkoliv
misté v republice odborn¢ poradit a pomoci pii tkonech, které mohou ucast odborného
personalu nasi laboratofe vyZzadovat
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3. Informace pro uzivatele sluzeb

3.1 Zakladni informace

Pracovnici laboratoie provadi odbéry pro forenzni vySetieni na pracovisti Brno. Postupy
pro preanalytickou, analytickou a postanalytickou fazi, véetné pfijmu a evidence zaddanky a
biologického materialu jsou podrobné popsany v kap. €. 6 tohoto dokumentu laboratote.

3.2 Zadanky

Laboratof ma vytvofenou svou vlastni Zadanku s rozsahem vysetieni dle pracovisté.
Aktualni verze zadanky je k dispozici na webovych strankach: http://www.unilabs.cz

V Zadance musi lékai/zadavatel vySetieni vyplnit:

o identifikaci pacienta - jméno, pfijmeni, rodné ¢islo, ¢islo pojistovny ¢i samoplatce

e pohlavi pacienta

e druh primarniho vzorku

e jméno lékate (zadatele o vySetteni), adresa ambulance

o identifikacni ¢islo zdravotnického zatfizeni

e odbornost indikujiciho 1ékare

e soupis pozadovanych vySetfeni

o klinické informace o pacientovi (hlavni klinické4 diagndza a ptipadné vedlejsi diagnozy)
e datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

Prijem / odbér vzorkii k vySetieni

Vzorky k vySetieni ptebira pracovnik laboratote od svozové sluzby spolec¢nosti Unilabs
diagnostics, k.s.

V ptipad€ pozadavku na forenzni analyzu DNA dopravi vzorky do laboratote zadavatel,
tj. policie, soud, soukroma osoba, v nékterych piipadech mize byt biologicky vzorek odebran
pfimo v laboratofi.

Odbérove nadobky musi byt nezameénitelné oznaceny.

Odebrany biologicky materidl je pfi pfijmu pfezkouman pracovniky laboratote spolecné
s zadankou.

Piezkoumani pozadavkii na vySetieni vzorki

Utelem piezkoumani je zajistit, aby se k dal§imu zpracovani nedostal biologicky vzorek,
k némuz neni pfipojena zadanka, piipadné vzorek, k némuz je pfipojena zadanka s netiplnymi
informacemi. V zadném piipadé nelze analyzovat vzorek s nedostate¢nou identifikaci.
Ptezkoumani uplnosti informaci v zddance a ovéteni identifikace vzorkd probihd pfi pfijmu
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vzorki. Ptijem provadi pracovnik laboratote, ktery pted zpracovanim piezkoumavé, zda vzorek
je vhodny k pozadovanému vysetieni.

Potvrzenim shody s pozadavky je ptfidéleni identifika¢niho ¢isla danému vzorku a jeho
zaneseni elektronickym zpiisobem do databdze v Laboratornim informa¢nim systému.

Forenzni vzorky jsou zapsany do knihy ,,Evidence/Ptijem forenznich vzorka®.

Pokud je dodan material bez zadanky a jedna se o nenahraditelny vzorek, laboratof tento
vzorek vySetti, ale vysledek bude uvolnén, az zadavatel doplni identifikacni udaje, tedy
zadanku. Pokud je dodan neoznaceny vzorek a jedna se o nenahraditelny vzorek (likvor, apod.)
se zadankou, tak laboratof tento vzorek vysetii, ale vysledky uvolni, az zadavatel pfevezme
odpovédnost za identifikaci a pfijeti vzorku nebo za poskytnuti informace, nebo za vSechno
soucasné.

V ptipadé, Ze pacient nedad souhlas (uvedeny na zadance) s ulozenim vzorku pro dalsi
analyzu, nebo s anonymnim vyuzitim DNA k I¢katskému vyzkumu, je vzorek zlikvidovan do
1 mésice po poslednim vysetieni.

Nakladani s osobnimi udaji

Pracovnici laboratofe nakladaji s osobnimi tidaji pacientii podle Ptedpisu ¢. 372/2011 Sb.
— Zakon o zdravotnich sluzbach a jejich poskytovani, a to podle § 51 o zachovani ml€enlivosti
a podle § 65 o nahlizeni do zdravotnické dokumentace.

3.3 Ustni dodate¢né pozadavky na vySetieni

Laboratof pfijima ustni pozadavky na vySetieni. Lékat nebo zdravotni sestra mlize, dle
stability biologického vzorku a mnozstvi dodané¢ho vzorku, doobjednat dalsi vySetteni.
Zadavatel je povinen vzdy dodat novou zddanku s dodateCnymi pozadavky na vySetfeni.
V opacném ptipad¢ vzorek nebude vysetien. Vysledkova zprava je vydana po dodani Zadanky.

3.4 Odbérovy systém

Pracovnici laboratofe provadi forenzni odbéry, stéry bukalni sliznice, sami. Tyto odbéry
spadaji do oblasti forenzni DNA diagnostiky.

V piipadé¢ klinické DNA diagnostiky jsou odbéry provadény zadavateli. Stav pacienta,
vlastni odbér materialu, jeho transport do laboratote, uchovavani a dal§i manipulace se vzorkem
pfed analyzou mohou vyznamnou mérou ovlivnit vlastni kone¢ny vysledek analyzy. Dalsi
informace k odbérovému systému viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.

Odbér vzorku, typ a mnoZzstvi vzorku

Mnozstvi vzorku souvisi se zadanym poctem vySetfeni na zadance - viz kapitola 3.5
Odbéry primarnich vzorkd.
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Podstatné nedodrzeni odebiraného objemu, zplsobené naptiklad vadnou technikou
odbéru, ¢i technickou zadvadou materialu mize byt diivodem k neprovedeni vySetieni.

3.5 Odbéry primarnich vzorki

3.5.1 Klinicka DNA diagnostika

LP

Ke genetickému vysetfeni je mozné dodat:

3.5.1.1 Nesrazliva periferni krev — vysetreni DNA

zkumavka s protisrazlivou latkou K3EDTA nebo citratem sodnym.

Krev nesmi byt odebrana do heparinu!

Pro molekularné-genetické vySetieni sta¢i jedna mala zkumavka krve (2 ml).
Odbér neni tfeba provadét nalacno!

Odebrany biologicky material je tfeba skladovat pfi 4-8 °C, pokud neni
bezprostiedné¢ po odbéru zasldn do laboratofe. Za téchto podminek je mozné
biologicky material uchovavat 7 dnu.

Pokud se ptedpoklada delsi uskladnéni biologického materidlu pfed odeslanim do
laboratoie, je vhodné odebrany biologicky materidl zamrazit, kromé vySetieni
zalozenych na analyze RNA a vySetfeni, u kterych jsou specifikovany jiné
podminky odbéru a transportu (viz nize).

U vySetieni dédi¢nych nadorovych onemocnéni zaSlete dva nezavislé odbéry,
pro pripadné ovéreni pozitivniho vysledku.

U onkohematologickych vysSetieni somatickych variant v DNA odebrat min.
6 ml nesrazlivé krve. Krev ulozit pti teploté do 4-8 °C bezprosti‘edné po odbéru.

3.5.1.2 Nesrazliva periferni krev — vysetireni RNA

o

do specialni odbérové zkumavky Tempus Blood RNA Tube s modrym vickem,
ktera stabilizuje RNA aZ na 5 dni pii pokojové teploté a nejméné mésic pri 4°C.
Odebrat minimalné 3 ml periferni krve!

zkumavka s protisrazlivou latkou K3EDTA. V tomto piipadé je potieba odebrat
minimaln¢ 4 ml periferni krve. Odebrany biologicky materidl je tfeba skladovat pfi
4-8 °C a odeslat do laboratote tyz den, kdy byl proveden odbér. Nemrazit!

Odbér neni tieba provadéet nalacno!

Krev nesmi byt odebrana do heparinu!

3.5.1.3 Krevni skvrna — vySetireni DNA

Tento odbér je mozZné vyuZit u pacienti s komplikovanym odbérem periferni krve pro
vySetieni vrozenych genetickych variant a predispozic. Tento odbér NENi VHODNY pro
somatické varianty a vySetieni dédi¢nych nadorovych onemocnéni.

@)

Odbeér tii kapek krve (jedna kapka na ter¢ik) na dodanou kartu pro odbér suchych
kapek krve (odbér provadime opatrné, oblasti ter¢ikii se nedotykdme holyma
rukama z divodu mozné kontaminace; pouzivejte vysetiovaci rukavice).

Lancetou ¢i injek¢ni jehlou propichnout kiizi na paticce ditéte (u vétSich déti
muizeme krev odebrat i z prstu). V momenté kdy se zformuje kapka krve, pfilozime
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odbérovou kartu a na jeden terCik tuto krev otiskneme. Toto opakujeme, dokud
nemame odebrany alespon tfi ter¢iky. Formaci dostateéné velké kapky krve,
piipadné dalsich kapek, mizeme podpofit mirnym tlakem v okoli vpichu. Po odbéru
alesponn tii ter¢ikli nechame krev vsaknout do filtracniho papiru (staci 10-20
sekund). Slozime odbérovou kartu, popiSeme jménem a rodnym ¢islem pacienta,
vyplnime zédanku, informovany souhlas (ten si lékai zakladd do zdravotnické
dokumentace pacienta) a zasleme svozem ¢i postou do laboratoie.

o Stabilita vySetifeni: Odebrané¢ krevni skvrny jsou stabilni pfi pokojové teploté
po dobu min. 14 dni. Skladovat vsuchu, nevystavovat vysokym teplotam,
slune¢nimu zareni a UV zafeni.

3.5.1.4 Stér z bukalni sliznice — vvSetieni DNA

Tento odbér je mozné vyuzit u pacientii s komplikovanym odbérem periferni krve
pro vySetieni vrozenych genetickych variant a predispozic. Dale je tento typ
odbéru preferovan pro identifikaci osob a urceni pribuzenskych vztahii (napfr.
testy otcovstvi). Tento odbér NENi VHODNY pro somatické varianty, KREC/TREC
— vySetfeni primarnich imunodeficienci SCID a XLA a vySetfeni dédi¢nych
nadorovych onemocnéni.

o

o

Nejméné 60 minut pfed odbérem nejezte, nepijte nic mimo neslazené nesycené
vody, nezvykejte ani neprovadéjte ustni hygienu.

Pfed manipulaci se stérovou sadou si umyjte ruce, pouZijte vySetfovaci
rukavice.

Vyjméte zkumavku z uzaviratelného sacku, popiste ji identifikatory pacienta.
Pii odbéru vice osob dbejte zvySené opatrnosti, aby dané osoby byly
odebrany do spravné zkumavky.

Vyjméte stérovou ty€inku ze zkumavky (ty€inku drzte pouze za koncovou,
nesterilni ¢ast). Béhem celého procesu odebirani vzorku dbejte vZdy na to,
aby sterilni c¢ast odbérové sady (cela tyfinka zakoncena kartac¢kem)
nepfisla za Zadnych okolnosti do styku se Zadnym jinym materidlem nez
s buiikami bukalni sliznice osoby, u které ma byt provedeno pozadované
vySetieni!!!

Stérovou tycinku vlozte do tst a dikladné otirejte bukalni sliznici dutiny ustni
(tzn. vnitini strany tvari) a zahybli mezi dasnémi pohybem doptedu a dozadu
(jako pfi Cisténi zubil) a zéroven tyCinkou otacejte, aby byla pln€ vyuzita cela
plocha koncového kartacku. Pro uspésny odbér je vhodné vyvijet stérovou
tyCinkou pfiméieny tlak na povrch sliznice a otirat sliznice obou tvafi ptiblizné
po dobu 30-60 sekund. Pokud se Vam v pribéhu stéru tvoii sliny, polknéte je
(settit sliny tamponem je nezadouci!).

Po odbéru vlozte tampdn zpét do ptivodniho obalu (zkumavky). Dbejte, aby byla
zkumavka tésné uzaviena vickem, jehoz soucasti je odberova tyc¢inka.

Pted odeslanim zkumavky vzdy uchovavejte pii pokojové teploté, nemrazte je,
ani nevkladejte do lednice.

DNA rozpusténou napt. v TE pufru nebo ve sterilni H2O. DNA izolovana z raznych
materidlti mize byt skladovana kratkodobé¢ pii 4 — 8 °C a dlouhodobé pii minimalné -
18 °C. Vzorky musi byt dopravovany v chlazené¢ nadob¢ a odd€lené od piislusnych
zadanek. Na kazdém vzorku musi byt uvedeno celé jméno pacienta a rodné cislo.
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Vsechny tdaje uvedené na vzorku musi byt shodné s tidaji uvedenymi na zéddance!

3.5.2 Forenzni DNA diagnostika

Pro testovani otcovstvi a ptibuzenskych vztaht je mozné odebrat vzorek bun¢k sliznice
dutiny ustni od domnélého otce, ditéte (déti) a matky (neni podminkou). NepFijimame vzorky,
u kterych lze predpokladat, Ze byly odebrany bez védomi dospélé, svépravné osoby nebo
bez souhlasu zakonného zastupce.

3.5.3 Bezpecnostni aspekty

Kazdy vzorek biologického materidlu je povazovan za potencialné infekcni, proto je
nutné zamezit moznému kontaktu pacientl 1 vefejnosti s biologickym materidlem po odbéru.
Svoz vzorki je zajiStovan v uzavienych chladicich boxech tak, aby béhem transportu nedoslo
k jeho rozliti nebo jinému znehodnoceni, nedoslo ke kontaminaci osob nebo dopravnich
prostredkti pouzitych k ptepravé. V ptipadé rozliti je tfeba se fidit platnymi zasadami
dezinfekce a dekontaminace.

3.6 Doprava vzorki

Transport biologického materialu

Svoz biologického materialu je zajistovan oddélenim logistiky spole¢nosti Unilabs Diagnostics
K.s.

V ordinaci Iékafe €1 na jiném misté, vZdy ale s ohledem na dodrzeni pravidel GDPR, fidi¢ nacte
carovy kod na zddance pomoci pienosné ¢tecky. Tim dojde k zaevidovani vzorku a propojeni
se zaznamem transportni teploty v transportnim boxu. Pii pfijezdu do mista vykladky
biologického materialu fidi¢ nacte RFID kod ptisluSného mista a ukon¢i tak sledovani vzorku.
Primérni vzorky jsou transportovany do laboratotfe v plastovych stojancich, ¢1 ptepravkach ve
svislé poloze, a to z diivodu eliminace znehodnoceni primarnich vzorki. Ojedinéle jsou vzorky
transportovany ve dvoukomorovych saccich, kde je odd€lena Zadanka od primarniho vzorku z
diivodu prevence kontaminace zZadanky. Samotné Zadanky jsou transportovany oddélené od
primarnich vzorkt v neprihlednych plastovych a omyvatelnych deskach.

Biologicky materidl je transportovan ve dvou zonovych transportnich boxech umisténych do
vestavby vozidla. Box aktivné fidi teplotu v obou teplotnich zénach, a to 15-25°C a 2-8°C. Po
vyloZeni vzorku v laboratofi jsou informace o teploté transportu dostupné VS pracovniktim
laboratofe v LIS pfimo na Zadance pro dand vySetfeni. Data o teplotich jsou pravidelné
pfenaSena a zalohovéna.

V pfipadé, Zze neni vozidlo vybaveno aktivnim boxem, je vzorek pievdzen v pasivnim
transportnim boxu s manudlni regulaci teploty pomoci chladicich vlozek nebo termoforu.
Transportni teplota je po pfichodu do laboratofe zaznamenédna pracovnikem laboratofe nebo
logistiky do pfislusného formulafe.

Konkrétni pozadavky na teplotu transportu naleznete v kapitole 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Vzorky se specidlnimi pozadavky na transport (napf. led, suchy led aj.) jsou transportovany dle
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doporuceni.

druh vzorku

stabilita
vzorku 15-25
°C

stabilita vzorku
2-8°C

stabilita vzorku
-20 °C

nesrazliva periferni krev 7 dnti 1 mésic mozno déle
(K3EDTA nebo citrat sodny) - vySetfeni DNA

DNA rozpusténa napf. v TE pufru nebo ve sterilni H20. 7 dnti 1 mésic mozno déle
kapka zaschlé periferni krve na Guthrieho karté nebo jiném vhodném nosiéi - stabilni - -

pouze vysetieni DNA

nesrazliva periferni krev nestabilni! 3dny nemrazit!
(K3EDTA) - vyseti'eni RNA

nesrazliva periferni krev odbér do Tempus odbérové zkumavky se stabilizaénim | 5 dni mozno déle nemrazit!
médiem - pouze vySetieni RNA

bukalni stér/vytér - pouze vysetteni DNA 14 dnt mozno déle -

FFPE stabilni - -

4. Preanalvticka faze v laboratori

4.1 Prijem Zadanek a vzorki

Biologicky materidl je pfijiman béhem celé provozni doby.

Aktualni Zadanky:

Aktualni verze zadanky je k dispozici na webovych strankach: http://www.unilabs.cz

Pracovnik na prijmu provede:

> pftifazeni biologického materialu k Zadance dle identifika¢nich tidajh: jméno a pifijmeni
pacienta a rodné Cislo, piipadné rok narozeni a kontrolu materialu.

> kontrolu zadanky - identifikace pacienta

e jméno a piijmeni pacienta

e rodné Cislo, pfipadné rok narozeni

e pohlavi pacienta

e zdravotni pojisStovnu pacienta

e zikladni diagnozu

o7 1

- identifikace odesilajiciho subjektu
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e jméno lékare (zadatele o vySetteni), adresa
ambulance

e identifika¢ni ¢islo zafizeni
e odbornost indikujiciho 1ékare

e razitko a podpis l1ékare
e telefon nebo jiny kontakt pro sdéleni vysledku

- identifikace materialu
e datum odbéru primarniho vzorku
e druh primarniho vzorku

e soupis pozadovaného vysetieni

- kontrolu vstupnich atributi
e neporusenost obalu
e spravnost odbéru — protisrazlivé ¢inidlo, zkumavka
® mnoZstvi

Na potvrzeni shody s pozadavky ptidéli pracovnik laboratofe vzorku identifikacni ¢islo a
zapiSe ho elektronickym zplisobem do Laboratorniho informaéniho systému. Soucasné vzorek
oznaci pridélenym identifikacnim Cislem, které rovnéZ poznamena na zadance vcetné data a
¢asu piijmu vzorku a podpisu pracovnika laboratote, jez vzorek piijima. Kritéria pro odmitnuti
primarnich vzorka

- nedostate¢na identifikace vzorku se zadankou z hlediska nezaménitelnosti

- neoznacenou nadobu s biologickym materidlem — laboratof takovyto vzorek piijme
pouze Vv ptipadé, Ze se jedna o nenahraditelny vzorek. Za takovyto vzorek musi pievzit
pisemné odpovédnost poZzadujici 1€kat. Pokud tak neucini, nebude uvolnén vysledek.

- nespravny odbér
4.2 VySetrovani ve smluvnich laboratofich

Laboratot smluvni laboratofe nevyuziva.

5. Postanalyticka faze - Vvdavani vvsledki a komunikace
S laboratori

5.1 Typy vydavani vysledkovych zprav

Laboratot vydava vysledkové zpravy v tisténé formé.
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Pted vydanim vysledkové zpravy jsou vysledky zkontrolovany a uvolnény opravnénou
osobou vcetné jeji autorizace kvalifikovanou osobou. Vysledkové zpravy jsou vydavany ve
formatu pdf.

Vysledkové zpravy musi vzdy obsahovat:

jasnou identifikaci laboratoie, kterd vysledek vydala
identifikaci vySetieni

identifikaci pacienta (jméno a piijmeni, rodné ¢islo nebo rok narozeni)
identifikaci zadatele (jméno, adresa, ICP)

datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

datum a ¢as piijmu vzork

diagndzu pacienta

vysledek vysetfeni

druh biologického materidlu

slovni vyjadieni

datum a ¢as vydani vysledkové zpravy

identifikace pracovnika uvoliujiciho vysledkovou zpravu

* na vysledkové zpravé oznacuje vySetieni v rozsahu akreditace.

Vydavani vysledki piimo pacientiim

Samoplatcim se vydavaji tist€né vysledky po ptedloZeni prikazu totoznosti, nebo jsou
zasilané postou, ptipadné Sifrovanym e-mailem. Heslo pro zobrazeni vysledkové zpravy je
generovano pracovnikem laboratofe. Zplsob generovani hesla je dostupny u vedouciho
laboratote. V piipadé poskytnuti e-mailové adresy i mobilniho telefonniho ¢&isla je vyuzit
automaticky systém, kdy je na e-mailovou adresu odeslan odkaz na vyzvednuti vysledku a SMS
zpravou heslo pro jeho vyzvednuti.

V piipadé forenzni DNA diagnostiky je zadavateli vysledek zaslan doporucené postou
nebo si jej mliZze osobné pievzit.

Opakovana a dodate¢na vySetieni

Viz kapitola 3.3 Ustni dodate¢né pozadavky na vySetfeni.

5.2 Zmény vysledki a nalezi

U vydanych vysledkovych zprav se provadéji opravy:
e Videntifikacni casti

e ve vysledkové Casti
Oprava identifika¢ni ¢asti

Opravou Vv identifikacni casti vysledkovych zprav je myslena oprava rodného Cisla,
pfijmeni, pojistovny po odeslani vysledkii zadavateli. V laboratoii je dohledatelna ptivodni
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chybn¢ odeslana vysledkova zprava a opravena vysledkova zprava.

Oprava v nalezové ¢asti

V ptipad¢ opravy komentaie nebo hodnoty vydaného vysledku se vydéava tzv. revidovany
vysledek k ptivodnimu vysledku, véetné€ uvedeni zmény a podpisu osoby odpoveédné za zménu.
V laboratoii je dohledatelnd plivodni chybné odesland vysledkovd zprava a opravena
vysledkova zprava.

Opis vysledkové zpravy

V piipadé pozadavku na vySetfeni, které jiz bylo pacientovi v nasi laboratoii v minulosti
provedeno na germindlnim genomu, se pievezme vysledek z databaze a neuctuje se vySetieni.
Je vydan opis pivodni vysledkové zpravy a do komentare je vloZzen text: TOTO JE OPIS
VYSLEDKOVEHO PROTOKOLU. PACIENT(KA) JIZ BYL(A) VYSETREN(A) NA TOTO
GENETICKE VYSETREN{ V NASI LABORATORI DRIVE. VYSLEDEK TESTOVANI
ZARODECNEHO GENOMU SE V PRUBEHU ZIVOTA NEMENT.

5.3 Doby odezvy jednotlivych vySetieni

Doba odezvy je stanovena jako doba nezbytna od ptijmu vzorku po vydani vysledkové
zpravy, kterou nase laboratof deklaruje zdkaznikovi.

Jednotlivé doby odezvy jsou uvedeny v kapitole 6. Seznam jednotlivych vySetieni

5.4 Konzulta¢ni ¢innost

Konzultacni ¢innost laboratofe je poskytovana zadavateli vySetfeni k vysledklim
vySetfeni odbornymi pracovniky laboratote.

5.5 Stiznosti

V piipadé€ oficidlni pisemné stiZnosti piipadného stéZovatele vedeni laboratote do 30 dnli
po pievzeti proSetii stiznost a vyjadii se formou pisemného zdznamu, ktery mize byt ptipadné
stézovateli pfedan na osobni schiizce.

V piipad€ drobnych stiznosti, napt. telefonickych, je stiZnost interné zaznamenéina
a feSena vedoucim pracovisté. Odstranéni stiZznosti je interné zaznamenano.

Stiznosti lze podavat na:

pribéh laboratorniho vysetfeni

rozsah laboratorniho vysetfeni

termin provedeni laboratorniho vysetieni
vysledky laboratorniho vysetieni

zpusob jednani pracovnikil laboratote

YYVYY
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5.6 Skladovani vzorki a jejich likvidace

Primérni vzorky se uchovavaji v mrazéku min. 1 mésic, izolovand DNA v ledni¢ce do
kone¢ného zpracovani (max. 1 mésic), ndsledné v mrazaku, a to podle velikosti skladovacich
prostor laboratofe. Likvidace biologického materidlu, o niz se u¢ini zaznam do formulare IF-
57 ,,Likvidace biologického materialu®, se provadi dle Provozniho tadu laboratote.

V ptipadé, Ze pacient nedé souhlas (uvedeny na zadance) s ulozenim vzorku pro dalsi analyzu,
nebo s anonymnim vyuzitim DNA k 1ékatskému vyzkumu, je vzorek zlikvidovan do 3 mésicti
po poslednim vySetfeni.
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6. Seznam jednotlivych vySetreni
a-1 antitrypsin (varianty P1*S = E288V a P1*Z = E366K v genu SERPINA1)

Alfa-1 antitrypsin patfi mezi inhibitory serinovych proteaz (SERPINA = serine protease
inhibitors) a jeho funkci je regulace neutrofilni elastazy v plicich. Varianty v genu pro a-1
antitrypsin zpusobuji zménu ve struktufe vysledného proteinu, ktery neni schopen vykonavat
svou funkci. Deficit a-1 antitrypsinu je ma za nasledek vazné onemocnéni plic, chronickou
obstrukéni plicni nemoc (CHOPN). Koufeni, pobyt v prasném prostiedi ¢i opakované infekce
dychacich cest jsou poté rizikovymi faktory ovlivitujici nastup piiznakti tohoto onemocnéni.
Deficit a-1 antitrypsinu se projevuje také onemocnénimi jater, jako je hepatitida ¢i cirh6za jater.
Muze dochazet az k orgdnovému selhani s nutnosti transplantace jak u déti, tak dospélych.

Nejcastéjsi varianty zpusobujici deficit a-1 antitrypsinu jsou PI*S a PI*Z. Varianta PI*S je
charakterizovana zaménou E288V a zpiisobuje mirné snizeni hladiny proteinu. Varianta PI*Z
je charakterizovana zaménou E366K a zptsobuje vyznamné snizeni mnozstvi a-1 antitrypsinu
v krevnim séru. Frekvence varianta PI*S je v Evropé okolo 3,5%, pficemz vyssi vyskyt je
Vv jizni Evropé (9-11%). Mén¢ Casta varianta PI*Z ma vyskyt okolo 1%, pfi¢emz vyssi vyskyt
je v severni Evropé (2-4%)

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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B-fibrinogen (-455G>A) — zvySené riziko infarktu myokardu a ischemické
mozkové prihody

Fibrinogen, koagula¢ni faktor I, je 340 kDa velky rozpustny glykoprotein, ktery se bézné
vyskytuje v krevni plazmé a v granulich krevnich desticek. Patfi mezi kli¢ové proteiny
hemokoagulace, ucastni se agregace desticek a ovlivituje viskozitu plazmy. Jednotlivé fetézce
fibrinogenu a, B, a y jsou kodovany tfemi rGznymi geny na 4. chromozému v oblasti g28.
Experimentalni studie prokézaly, ze substituce nukleotidii G za A v pozici -455 v promotorové
oblasti ma vyznamny efekt na jeho transkripci. Pfitomnost A-alely (v populaci rozsitena
pfiblizn€ ve 20 %) je spojena s vyrazné zvySenou promotorovou aktivitou genu a tim se
zvySenou hladinou fibrinogenu v plazmé. Polymorfizmus -455 G>A je tedy vyznamny ve
vztahu k hladin¢ fibrinogenu u osob s koronarni nemoci i u pacienti po revaskularizaci
bypasem. Nebyl vSak prokazan piimy vztah polymorfizmu ke koronarni nemoci a infarktu
myokardu. Je obecné piijimanou skutecnosti, ze zvySeni koncentrace fibrinogenu je ve vztahu
k tizi postizeni koronarniho fecisté, vztah mezi polymorfizmem a nemoci vSak zatim prokazéan

nebyl.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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ACE (Ins/Del) — predispozice k hypertenzi

Angiotenzin konvertujici enzym (ACE) je karboxyl-terminalni dipeptidyl-exopeptidaza
obsahujici Zn, kterd hraje dilezitou roli v regulaci krevniho tlaku jako soucast
reninangiotenzinového systému (RAS). Umoziuje konverzi angiotenzinu I na vazokonstrikéni
aldosteron stimulujici peptid angiotenzin II (ATII). ACE odstranuje z dekapeptidu angiotensinu
| dvé karboxy-terminalni aminokyseliny a tvofi oktapeptid AT II, ktery byva oznacovany jako
prozanétlivy, protoze zvySuje hladinu prozanétlivych cytokini. Angiotenzin II se podili na
vazokonstrikci a plsobi pti vzniku a rozvoji aterosklerdzy, chronického srde¢niho selhéni,
cévni mozkové piihody, schizofrenie, demence, Alzheimerovy choroby a dalSich akutnich nebo
chronickych zanétlivych onemocnéni. ACE je pfitomny na endotelidlnich bunikdch v mnoha
tkanich (naptiklad déloha, placenta, srdce, mozek, ledviny, leukocyty, alveolarni makrofagy,
periferni monocyty, neurony). Gen tvofi 26 exontl, je lokalizovany na chromozomu 17923, a
obsahuje inzeréné(I)/delecni(D) polymorfizmus v intronu 16 charakterizovany piitomnosti
nebo absenci 287 bp dlouhé Alu repetitivni sekvence. Mechanizmus uc¢inku inzeréné dele¢niho
polymorfismu neni pfesné¢ zndm. Pfitomnost alely D je spojovana se zvySenou aktivitou
enzymu a vysSimi hladinami ACE v plazmé.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type =Ins/Ins;
Heteroz. — heterozygot = Ins/Del,;

Homozyg. - mutovany homozygot = Del/Del;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné

Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Alfa-talasémie - detekce 21 patogennich variant v genech HBA1 a HBA?2

Alfa-talasémie je forma talasémie, ktera zahrnuje geny HBA1 a HBA2. Talasémie je skupina
dédicnych onemocnéni, které maji za nasledek naruSenou produkci hemoglobinu. Normalni
hemoglobin se sklada ze dvou alfa fetézcli a dvou beta fetézcl. U alfa-talasémie dochazi ke
kvantitativnimu sniZzeni mnozstvi alfa fet€zcil, coZ ma za nasledek tvorbu mensiho mnozstvi
normalnich molekul hemoglobinu a k tvorb¢ nestabilnich molekul beta globinu, které zptsobuji
zvysenou destrukci ¢ervenych krvinek. Stupen poskozeni a vaznost onemocnéni pritom zavisi
na poctu postizenych alel HBA gend.

Symptomy onemocnéni:

-bézné:

» Anémie: U lidi s alfa-talasémii dochazi ke snizeni produkce ¢ervenych krvinek a ke zvyseni
destrukce Cervenych krvinek, coz vede k dalSim ptiznaktim, jako je Ginava a zavrat¢.

* ZvétSena slezina

« Zlu¢ové kameny

* Zpozdény rust

-vzacné:

« Zloutenka

* Vyrazné ¢elo: K tomu dochézi v diisledku zvétSeni objemu kostni diené v ¢elni kosti lebecni,
ktera tvoti vétsi pocet Cervenych krvinek ke kompenzaci anémie. [8]

» Extramedularni hematopoéza (tvorba krve mimo kostni dien)

* Hypertenze (v t¢hotenstvi)

SniZena produkce alfa-globinovych fetézcl vede k nadbytku B fetézcl u dospélych a piebytku
y fetézcli u novorozencu. Prebytek B fetézcl tvoii nestabilni tetramery nazyvané hemoglobin H
nebo Hb H, ktery tvoii Ctyfi beta fetézce. Piebytek y fetézcl tvoii tetramery, které maji ptilis
velkou afinitu ke kysliku a ten tak neni v periferiich uvoliovan do tkani. Homozygotni a°
talasémie, kde se vyskytuje jen hemoglobin tvofeny y4 fetézci (oznacovano jako Hb Barts),
Casto kon¢i smrti brzy po narozeni.

V diagnostice alfa-talasémie se uplatiuje pfedevsim genetické vySetfeni. Toto onemocnéni totiz
muze byt zaménéno za anémii zpusobenou nedostatkem Zeleza, protoze oba stavy maji za
nasledek mikrocytarni anémii. Genetické vySetieni také odhali ptipadné nositele postizenych
alel a-globinovych gent, ktefi na sobé nepozoruji pfiznaky nebo jsou jejich ptiznaky mirné
(delece nebo varianty pouze v jednom nebo dvou alfa-globinovych genech). Tato diagnostika
ma pfitom vyznam piedev§im do budouci generace s ohledem na moZnost narozeni ditéte
postizeného touto nemoci zavaznéji.
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Typy a-talasémie:

Pro a-globin existuji dva geny (HBA1 a HBA?2), kazdy ¢lovék tak ma ve svém genomu Ctyii
kopie (alely) genu pro a-globin. Dv¢ alely jsou mateiského a dvé otcovského piivodu.
Zavaznost a-talasémie koreluje s poc¢tem postizenych alel a-globinu: ¢im vic postizenych alel,

wewvr

Pocet Popis Genotyp
postizenych

alel

1 Tzv. ticha alfa-talasémie ma na syntézu hemoglobinu |- /oo

minimalni dopad. Tti funk¢ni alely a-globinu jsou dostate¢né
pro normalni produkci hemoglobinu. Jedinym projevem je
mikrocytéza (malé erytrocyty). Takto muize byt vadny gen
nepozorované predan do dalsi generace. Casto jsou lidé s tichym
nosic¢stvim odhaleni az poté, co se jim narodi dité s talasémii.
Jedinou moznosti diagnostiky je v tomto pfipad¢é genetické
vySetfeni DNA.

2 Alfa-talasémie minor — 2 postizené alely zpisobuji lehkou | - /oo
chronickou mikrocytarni (maly MCV - stiedni objem | n€bO
erytrocytu), hypochromni (snizené mnozstvi krevniho barviva v | =%~ ¢
cervené krvince) anémii. Anémie je vétSinou bezptiznakova.
Nemoc v této formé milZze byt zaménéna za anémii zpisobenou
nedostatkem Zeleza, avSak nereaguje na substitucni terapii
Zelezem.

3 Tento stav se nazyva onemocnéni hemoglobinu H. V tomto | - /-«
pfipadé je jiz produkce o-globinovych fetézii natolik
redukovana, Ze dochazi k vyraznému piebytku B fetézcli.
fetézce se shlukuji do tetramert, tzv. hemoglobinu H, ktery je
viditelny uvnitf ¢ervenych krvinek pfi vySetfeni natéru periferni
krve. Choroba Hb H se projevuje stiedné tézkou az tézkou
anémii ale mize zplsobit vazné zdravotni problémy jako je
splenomegalie (zvétSeni sleziny) a deformity kosti. Klinicky
obraz je extrémné ruznorody. Néktefi pacienti nemaji zadné
pfiznaky, jini maji téZkou anémii, zvétSeni jater, sleziny a
zloutenku a potiebuji pravidelnou Iékatskou péci.
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Alfa-talasémie major (také nazyvana choroba hemoglobinu
alfa-talasémie. Nejsou produkovany zadné alfa fetézce, a proto
nemuze vzniknout HbA ani fetdlni HbF. Plod se stava
anemickym jiz v Casné fazi tchotenstvi, dochazi k rozvoji
zvétSeni srdee a jater a celkovému hydropsu. Diagnoza je Casto
stanovena pozd¢, az v poslednich meésicich tehotenstvi, na
zéklad¢€ nalezu hydropsu plodu pfi ultrazvukovém vysetieni. Asi
v 80% pripadi ma matka zaroven toxémii a mize se u ni
vyvinout 1 t&zké poporodni krvaceni. Plody postizené alfa-
talasémii major jsou obvykle potraceny nebo umiraji kratce po
porodu. Ve velmi raritnich ptipadech tyto déti prezily po podéani
nitrod¢loznich transfuzi a po narozeni jsou léfeny pomoci
transplantace kostni diené a pokracujici chronické transfuze.

n.n

o

oznacuje funkéni alfa fetézec; "-" patologicky.

Referencni hodnoty:

Viz tabulka vyse.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x 2 tydny
Doba odezvy: 20 pracovnich dnti
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Androgenni alopecie - vySetieni 5 predispozi¢nich variant v genech EDA2R
a AR

Androgenni alopecie (AGA) je nejbéznéjsi typ plesSatosti charakterizovany typickym
progresivnim vzorcem vlasové ztraty. Podil postizenych muzi se zvysSuje s vékem, existuji
odliSnosti v zavislosti na etnické prisluSnosti, a ackoliv je to biologicky benigni onemocnéni
muze mit AGA vliv na psychicky a socidlni stav postizeného jedince a vyznamné ovliviiovat
jeho kvalitu Zivota. Etiologie AGA byla poprvé popsdna Hamiltonem na zdklad¢ genetické
predispozice a hormonalni nedostatecnosti.

AGA je polygenné dédi¢né X-vazané onemocnéni. Bylo popsano né€kolik genetickych faktort
jako je androgenni receptor (AR), ektodysplazinovy receptor A2 (EDA2R) a oblast 20p11, které
brani riistu vlasu a to v zavislosti na ¢asti lidského téla. Paradoxn€ mohou zvétSovat vlasovy
folikul v androgen-dependentnich oblastech, zatimco v oblasti skalpu mohou u suspektnich
jedincii riist vlasu zpomalovat a vlas miniaturizovat, coz vede v zavéru k jeho ztraté.

Lécba je v soucasné dobé mozna farmakologickd (minoxidil, finasterid - spojeno ale s fadou
vedlej$ich ucinki), chirurgicka a kosmeticka.

Polymorfismy asociované se ztratou vlast jsou:
rs1385699 (EDA2R, NM_021783.5, c.170G>A),
rs6152 (AR, NM_001348061.1, c.639G>A),
rs6625163 (chromozom X),

rs1160312 a rs2180439 (chromozom 20).

Referen¢ni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné

Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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ApoB (R35000) — familiarni hypercholesterolémie a zvvSené riziko
aterosklerozy

Familiarni defekt apolipoproteinu B-100 (FDB) je autozomalné¢ kodominantni onemocnéni,
spojené s hypercholesterolemii a zvySenym rizikem onemocnéni koronédrnich arterii. Pfi¢inou
je defekt ligandu pro LDL receptor - apolipoproteinu B100. V genu ApoB (lokalizace 2p24) se
zjistila fada variant, které méni konfiguraci ApoB-100, a tak znemozni jeho vazbu na LDL
receptor. Z nichz nejrozsifenéjsi a nejlépe prostudovand je varianta R3500Q. V typické
heterozygotni formé jsou v krvi pacienta pfitomny 2 subpopulace LDL ¢astic: jedna s funk¢énim
ApoB100, druha s vadnym. Céstice LDL s vadnym ApoB-100 nejsou dostateéné rychle
odstraniovany z krve a tim se enormné zvysSuje hladina LDL cholesterolu. Frekvence
heterozygoti je 1:500, frekvence mutovanych homozygoti 1:1 000 000. Koncentrace
cholesterolu u heterozygoti se pohybuje 8-12 mmol/l, u homozygotl je vétsi nez 15 mmol/l.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dntt
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ApoE (E2, E3, E4) — zvySené riziko Alzheimerovy choroby a ¢asného infarktu
myokardu

Apolipoprotein E je z pfevazné vétsiny syntetizovan parenchymatickymi bunikami v jatrech a
je rovnéz hlavnim apolipoproteinem chylomikronti. ApoE je soucasti VLDL, jehoz hlavni
funkci je odstranovani piebyte¢ného cholesterolu z krve a jeho transport do jater k dalSimu
zpracovani, a proto se vyznamnou meérou podili na zajisténi normalni hladiny cholesterolu (a
tudiz prevenci kardiovaskularnich onemocnéni). Byly identifikovany tfi bézné se vyskytujici
alely genu pro ApoE (E2-E2, E3-E3, E4-E4) kodujici tii izoformy lipoproteinu (ApoE2, ApoE3,
ApoE4). Nejbéznéjsi alela E3 je charakteristickd cysteinem na misté 112 a argininem na misté
158 v AMK fetézci. Alela E2 mé na misté 158 cystein a alela E3 ma na misté 112 arginin
vzhledem k alele E3. Varianta ApoE2 vykazuje méné¢ nez 2% normalni vazebné aktivity k
receptoru (vzhledem k variantdm ApoE3 a ApoE4), coz vede ke zvysSené hladiné lipidd,
ptipadné lipoproteinti v krevni plazmé. Homozygot E2/E2 je tak vystaven vyS$imu riziku
vyskytu hyperlipoproteinémie typu III (familiarni dysbetalipoproteinémie). Naopak izoforma
ApoE4 v heterozygotni, ale hlavné homozygotni konstituci, je predikujicim faktorem pro
ateroskler6zu diky zvySené hlading€ celkového cholesterolu a souc¢asné pro vyvoj Alzheimerovy
choroby. Navic alela E4 byla shledana jako vyznamny a nezavisly (na véku, pohlavi a
aterosklerotickém onemocnéni) prediktivni faktor pro vyvoj aortalni stenozy.

Referen¢ni hodnoty:
Genotyp pacienta: E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dntt
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Astma - varianty R16G a Q27E genu ADRB?2

Na zaklad¢ n¢kolika populacnich studiich byla varianta G16R (Glyl16Arg) v genu ADRB2 (genu
pro adrenergni beta-2-povrchovy receptor) asociovdna nokturndlnim astmatem, s tézko
lé¢itelnym astmatem, urychlenym poklesem plicnich funkei a vyssi prevalenci hyperreaktivity
dychacich cest.

Varianta G16 (Gly16) je asociovana s predispozici k nokturndlnimu astmatu. Tato varianta totiz
zvysuje negativni regulaci adrenergniho receptoru jeho antagonisty v porovnani s variantou
R16 (Argl6). Pokud je spolu s variantou R16 (Argl6) nalezena varianta Q27 (Glu27; lokus
Q27E), je vysledny receptor k negativni regulaci rezistentni, na rozdil od varianty E27 (GIn27).
U pacientd s astmatem je zaména nukleotidi c.46G>A (alela R16 = Argl6) obecné spojovana
s hor$im priibéhem onemocnéni, predevsim u pacientll, ktefi denné nebo ¢astéji inhaluji 1é¢iva
na bazi kratkodob¢ i dlouhodobé ptisobicich beta(2)-receptor antagonist.. Pouziti téchto 1é¢iv
(albuterolu nebo salmeterolu) mize byt u mladsSich nositelt jedné nebo dvou téchto alel spise
kontra-produktivni.

Referencni hodnoty:

- urceni genotypu pacienta:
- lokus R16G: G/G, G/R, R/IR
- lokus Q27E: Q/Q, Q/E, E/E

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za tyden
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Autozanétliva onemocnéni (analyza celych geni, jejich kédujicich oblasti a
mist sestiihu: ACP5, ADA2, ADAM17, ADAR, CARD14, COPA, ELANE,
HOIL1, IFIH1, ILIRN, 1L10, IL10RA, IL10RB, IL36RN, LPIN2, MEFV,
MVK, NLRC4, NLRP1, NLRP3, NLRP12, NOD2, OTULIN, PLCGZ2,
PSMB8, PSTPIP1, RNASEH2A, RNASEH?2B, RNASEH2C, SAMHD]1,
SH3BP2, SLC29A3, TMEM173, TNFAIP3, TNFRSF1A, TREX1)

Autozanétliva neboli autoinflamatorni onemocnéni (autoinflammatory diseases, AID)
predstavuji skupinu vzéacnych zéanétlivych nemoci, zptisobenych dysregulaci mechanismi
vrozené (nespecifické) imunity. Jednd se o heterogenni skupinu pfevdzné monogennich
onemocnéni, pii nich dochézi ke spontannim periodicky se vyskytujicim zanétlivym projeviim
bez zjevné vn&j§i pficiny. Casto lze sledovat familiarni vyskyt onemocnéni. Typickymi
priznaky jsou horecka, unava, bolesti kloubtl a kozni projevy. Nejdéle znamou skupinou AID
jsou syndromy periodické horecky, kam fadime familidrni stfedomotiskou horecku (FMF),
deficit mevalonatkinazy (MKD), periodicky syndrom asociovany s receptorem pro tumor
nekrotizujici faktor (TRAPS), periodické horecky asociované s kryopyrinem (CAPS) a
periodickou horecku s afty, faryngitidou a kréni adenitidou (PFAPA). VétSina téchto
onemocnéni se projevuje jiz v détském véku a dlouhodobé nedostate¢né 1écené onemocnéni je
spojeno s rizikem rozvoje sekundarni amyloidézy.

Nejcastéjsi autozanétliva onemocnéni, které jSou vV ramci této analvzy vySetfovany:

Familiarni stfedomoiska horecka (FMF) - OMIM: 249100 (AR), gen MEFV

Deficit mevalonatkinazy
Mevalonova acidurie (MKD) - OMIM: 610377 (AR), gen MVK
Syndrom hyper-1gD (HIDS) - OMIM: 260920 (AR), gen MVK

Periodicky syndrom asociovany s receptorem pro tumor-nekrotizujici faktor (TRAPS) -
OMIM: 142680 (AD), gen TNFRSF1A

Periodické syndromy asociované s kryopyrinem (CAPS)
Familiarni chladova kopiivka (FCAS) - OMIM: 120100 (AD), gen NLRP3 (CIAS1)
Muckle-Wellsav syndrom (MWS) - OMIM: 191900 (AD), gen NLRP3 (CIAS1)
Chronicky infantilni neurologicky kutanni artikularni syndrom (NOMID/CINCA) -
OMIM: 607115 (AD), gen NLRP3 (CIAS1)

Autoinflamatorni onemocnéni s artritidou a dyskeratézou (AIADK) - OMIM: 617388 (AD,
AR), gen NLRP1

Syndrom NLRP12-vazané hereditarni periodické horecky (FCAS2) - OMIM: 611762
(AD), gen NLRP12

Autozanétlivy syndrom s periodickymi hore¢kami a infantilni enterokolitidou (AIFEC) -
OMIM: 616050 (AD), gen NLRC4

Syndrom pyogenni artritidy, pyoderma gangrenosum a akné (PAPA) - OMIM: 604416

LP Verejné
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(AD), gen PSTPIP1 (CD2BP1)
Sarkoidéza (Blautv syndrom) - OMIM: 186580 (AD), gen NOD2 (CARD15)

STING-asociovana vaskulopatie s nastupem v détstvi (SAVI) - OMIM: 615934 (AD), gen
STING1 (TMEM173)

Vaskulopatie typu nodo6zni polyarteritidy, deficit adenozindeaminazy 2 (DADA2) -
OMIM: 615688 (AR), gen ADA2 (CECR1)

Spondyloenchondrodysplazie (SPENCD) - OMIM: 607944 (AR), gen ACP5

Aicardi-Goutiéres syndrom

AGS1 - OMIM: 225750 (AD, AR), gen TREX1
AGS2 - OMIM: 610181 (AR), gen RNASEH2B
AGS3 - OMIM: 610329 (AR), gen RNASEH2C
AGS4 - OMIM: 610333 (AR), gen RNASEH2A
AGS5 - OMIM: 612952 (AR), gen SAMHD1
AGS6 - OMIM: 615010 (AR), gen ADAR
AGS7 - OMIM: 615846 (AD), gen IFIH1

Deficit antagonisty interleukinu 1 (DIRA) - OMIM: 612852 (AR), gen ILIRN
Deficit 1L-36 receptor antagonisty (DITRA) - OMIM: 614204 (AR), gen IL36RN

Autozomalné recesivni zanétliva stfevni nemoc s ¢asnym nastupem (VEO-1BD)
IBD25 - OMIM: 612567 (AR), gen IL10RB
IBD28 - OMIM: 613148 (AR), gen IL10RA
IBD23 - OMIM: 612381, gen 1L10

Syndrom zahrnujici periodické horecky, panniculitidu a dermatézu s nastupem v
kojeneckém véku (AIPDS) - OMIM: 617099 (AR), gen OTULIN

Autoinflamace, PLCG2-asociovany deficit protilatek a imunitni dysregulace (APLAID) -
OMIM: 614878 (AD), gen PLCG2

Familiarni chladova koprivka s béZnou variabilni imunodeficienci (PLAID) - OMIM:
614468 (AD), gen PLCG2

Chronicka atypicka neutrofilni dermatoza s lipodystrofii a zvySenou teplotou (CANDLE)
- OMIM: 256040 (AR), gen PSMBS8

Autoinflamatorni syndrom s pyogenni bakterialni infekci a amylopektinézou - OMIM:
615895 (AR), gen HOIL1 (RBCK1)

Majeediv syndrom (MJDS) - OMIM: 609628 (AR), gen LPIN2

Familiarni Behcet-like autoinflamatorni syndrom 1 (AIFBL1) - OMIM: 616744 (AD), gen
TNFAIP3

H syndrom - OMIM: 602782 (AR), gen SLC29A3
Cherubismus - OMIM: 118400 (AD), gen SH3BP2
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Syndrom zahrnujici autoimunitni intersticialni plicni chorobu a artritidu - OMIM: 616414
(AD), gen COPA

Psoriaza 2 (PSORS2) - OMIM: 602723 (AD), gen CARD14
Neonatalni zanétlivé onemocnéni kiize a stirev - OMIM: 614328 (AR), gen ADAM17
Cyklické neutropenie - OMIM: 162800 (AD), gen ELANE

Pri tvorbé knihovny je pouZivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdkoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readu, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni beh se opakuje.

V pripadé nalezeni patologické ¢i suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pritomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzoviny pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekunddarnim/nevyzadanym nalezim.

Referencni hodnoty:

Nalezené varianty fadime dle uc¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zadvérecné zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1 x 45 dnt

Doba odezvy: 45 pracovnich dnti
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Bechtérevova nemoc — ankylozujici spondylitida (pritomnost alely
HLA-B*27)

U ftady chorob existuje pfimy vztah kuréitym HLA-znakiim (povrchovym bunéénym
antigenim). Napiiklad antigen HLA-B27 je asociovan s revmatickymi chorobami, jako jsou
ankylozujici spondylitida - Bechtérevova nemoc, uretro-okulo-artikularni syndrom - Reiterova
nemoc, artritida u yersiniové infekce apod.

Bechtérevova nemoc je systémové chronické zanétlivé onemocnéni osového skeletu, kloubti a
nekdy 1 vnitinich organt. Patii do skupiny asociovanych artritid s HLA B27.

Antigen HLA B27 se vyskytuje u 90 — 95 %pacientt a je tedy jasné, Ze tento povrchovy antigen
hraje rozhodujici roli v dispozici k tomuto onemocnéni.

Bechtérevova nemoc postihuje ve vétsi mife muze nez zeny. Nejcastéji se onemocnéni projevi
mezi 15. a 30. rokem Zzivota. Onemocnéni je neléCitelné, avSak Casna diagnostika pomaha
snizovat nasledky a zlepSovat pribéh choroby.

Pfi¢ina rozvoje onemocnéni neni dosud zcela znadma. Spoustécim mechanismem pro to, aby
imunitni systém zacal nicit vlastni buiiky je pravdépodobné napadeni organismu bakteriemi,
které nesou na svém povrchu antigen podobny HLA-B27. Rizikovymi faktory pro nemoc je
tedy dédi¢nost ve spojeni s vnéjSimi faktory (nejspis infekci).

Referen¢ni hodnoty:
Negat. - negativni = HLA-B27 neprokazéan
Pozit.- pozitivni = HLA-B27 prokazan

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Beta-talasémie - detekce 22 patogennich variant v genu HBB

Beta-talasémie jsou skupinou dédi¢nych poruch krvetvorby, které jsou zpusobené snizenou
nebo chybéjici syntézou B fetézct hemoglobinu. To vede k riznym klinickym projevim nemoci
od tézké anémie po klinicky asymptomatické jedince. Beta-talasémie je vysledkem varianty v
genu HBB pro B-globinovy fetézec, pri¢emz bylo popsano vice nez 250 variant tohoto geni, ale
pouze 20 z nich se vyskytuje ¢astéji. Druh varianty urcuje stupen poklesu produkce beta fetézct
(pak mluvime o B* talasémii) nebo uplné chybéni tvorby beta fetdzct (B° talasémie) a tim i
zavaznost anémie.

Lze rozlisit dvé hlavni skupiny variant:

* Nedeletované formy: Tyto defekty obecné zahrnuji substituci jedné baze nebo malé inzerce v
blizkosti genu a v regulacnich oblastech pfed genem pro B-globin. K témto variantdm dochazi
nejcasteji. Méné Casto k nemoci prispivaji abnormalni sestiihové varianty.

* Dele¢ni formy: Delece rtiznych velikosti zahrnujici gen pro B-globin maji za nasledek rtizné
klinické piiznaky onemocnéni, jako je Bnebo dédi¢né pietrvavani fetdlnich hemoglobinovych
syndromdi.

Byly popsany tfi hlavni formy: beta-talasémie major, beta-talasémie intermedia a beta-
talasémie minor.

Nazev Popis Genotyp

Beta-talasémie | Jedna kopie (alela) genu HBB je mutovana. Jedna se o | B*/p
minor nejéastéjsi formu, ktera vede jen k mirnému poklesu tvorby | nebo
beta fetézcl. MizZe byt zcela bezpiiznakova (talasémie | /B
minima), kdy je pfitomna pouze mikrocytdza. Pfipadné se
muZze projevit lehka anémie, kterd nereaguje na substituéni
terapii Zelezem. Genetické vySetieni je dulezité, protoZe se
mutovany gen muze nepozorovan¢ pienést do dalsi

generace.

Beta-talasémie | PostiZzena osoba ma ob¢ alely genu HBB abnormadlni, ale | B*/p*
intermedia stale produkuje urcité mnozstvi beta fetézct. Tize anémie a | nebo
zdravotnich obtizi zavisi na druhu varianty. Na rozdil od | B%p*
talasémie major se piiznaky objevuji pozdéji a jsou
mirnéj$i. Rozdil mezi talasémii intermedia je dan stupném
anémie, poctem a frekvenci podavanych transfuzi krve.
Pacienti s talasémii intermedia potiebuji krevni transfuze
spiSe prilezitostné.
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Beta-talasémie | Také znama jako Cooleyova anémie. Jedna se o nejtézsi | B%/p°
major formu beta-talasémie. Tito pacienti maji obé alely genu
HBB abnormalni, coz ma za nésledek bud’ tézky pokles
nebo Uplné zastaveni produkce [B-globinovych ftetézcu.
Vysledkem je vyrazné omezeni az uplné znemoznéni tvorby
HbA. Onemocnéni se obvykle projevi u déti jiz po 3. mésici
veéku, kdy je fyziologicky nahrazovana tvorba plodového
HbF za HbA. Dochazi k rozvoji az Zivot ohrozujici anémie,
omezeni rastu a k rozvoji abnormalit skeletu. Anémie
vyzaduje dozivotni pravidelné podavani krevnich transfuzi
a trvalou lékatskou pé&i. Casté krevni transfuze vedou k
rozvoji pretizeni organismu nadbytkem zeleza. Nadbyte¢né
zelezo se pak uklada do jater, srdce a jinych organti a mize
zpusobit selhani jejich funkce a pfedcasnou smrt. Pacienti
s opakovanymi krevnimi transfuzemi proto mohou
potfebovat chelatacni 1é€bu, kterd omezi nadbytek Zeleza.

Symptomy onemocnéni:
e bolest bficha zpiisobena hypersplenismem
e infarkt sleziny
e Dbolest zplisobena Zlucovymi kameny
Vedlejsi ptiznaky onemocnéni svédéici o zavaznosti onemocnéni: bledost, Spatny rist,
neadekvatni pfijem potravy, splenomegalie, zZloutenka, maxilarni hyperplazie, malokluze zubt,

v 7w

cholelitiaza, systolicka ejekéni Selest v pfitomnosti té¢Zké anémie a patologické fraktury.

V diagnostice beta-talasémie se uplatiiuje i genetické vySetieni. Genetické vySetieni také odhali
ptipadné nositele postizenych alel B-globinového genu, kteti na sobé nepozoruji ptiznaky nebo
jsou jejich ptiznaky mirné. Tato diagnostika ma pfitom vyznam piedev§im do budouci generace
s ohledem na moZnost narozeni ditéte postizeného touto nemoci zavaznéji.

Referen¢ni hodnoty:
Viz tabulka vyse.
Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.

Provadi se: 1x 2 tydny
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Calreticulin — myeloproliferativni neoplasie (nejé¢astéjsi varianty v exonu 9
genu CALR - del52bp, ins5bp)

Chronické myeloproliferativni poruchy (CMPDs) piedstavuji velmi heterogenni skupinu
onemocnéni myeloidni fady krvetvornych bunék. Pii diferencidlni diagnostice se uplatni
piedevsim detekce tii molekularnich zmén. Jsou to vySetfeni fizniho genu BCR-ABL, genu
JAK2 (V617F a varianty v exonu 12) a detekce variant W515K a W515L v genu MPL. BCR-
ABL/Ph1 charakterizuje pfedev§im chronickou myeloidni leukémii (CML) a JAK2 varianta se
naopak vyskytuje u BCR-ABL/Phl negativnich myeloproliferativnich chorob, predev$im u
Polycytemia vera (PV), esencialni trombocytémie (ET) ¢i idiopatické myelofibrozy (CIMF).
Zakladnim rysem MPN je deregulace drahy JAK/STAT. Krom¢ variant v genu JAK2 byly
objeveny varianty v dalSich genech, které se nachazeji u pacientli s JAK2 negativni MPN a
ovliviiuji epigenetickou kontrolu genové exprese a rovnez sestiith RNA. Mezi n¢ patii varianty
vexonu 10 genu MPL a inzerce/delece v exonu 9 genu pro Calreticulin (CALR).
CALR je hlavni chaperonovy protein lumen endoplazmatického retikula, ktery se vyznamné
podili na regulaci signalni transdukce. Bylo popsdno mnoho indel variant v exonu 9 tohoto
genu, které byvaji detekovany u 70 % pacienti s JAK2 - negativni esencialni trombocytémii
(ET) a u 60-80 % nemocnych s JAK2-negativni primarni myelofibr6zou (MF). Nejcastéji se
vyskytuji u pacienti dvé specifické varianty: delece (52bp deletion; ¢.1092 1143del, p.
Leu367Thrfs*46) a inzerce (5bp insertion; ¢.1154 1155insTTGTC, p. Lys385Asnfs*47), které
jsme schopni detekovat nasi metodikou.

Molekularni testovani specifickych variant v genech JAK2, CALR a MPL jsou soucasti
diagnostickych kritérit WHO (2017) pro primarni myelofibrozu a esencidlni trombocytémii.

Referen¢ni hodnoty:

Negativni — v genu CALR nebyla detekovana zadna z testovanych variant.

Pozitivni — v genu CALR byla detekovana patogenni varianta; popis nalezené varianty
Analyticka senzitivita pouzitého testu je 1 % mutovanych alel.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x 20 dnil
Doba odezvy: 20 dnt
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Celiakie — predispozice k abnormalni imunitni odpovédi na lepek (DOAI,
DOB1, serologické ekvivalenty DQ2 a DQ8)

Celiakalni sprue (CS) neboli celiakie je velmi Casté chronické gastrointestinalni onemocnéni s
autoimunnimi rysy. Jeho frekvence se udava zhruba 1 postizeny na 200 - 300 jedinct s tim, ze
sttevni symptomatologie se objevuje jen u 10 — 20% postizenych. Odhaduje se, Ze na jednoho
diagnostikovaného pacienta piipadd 5 — 7 nediagnostikovanych. Onemocnéni je
charakteristické intoleranci organismu ke gliadinovym frakcim pSenice, ptipadné k obdobnym
proteiniim jinych obilnin. Piijjem glutenu s potravou ma prokazatelné ucinky na bunécné
struktury sliznice tenkého stfeva. Dochazi k poSkozeni gastrointestindlni muk6zni membrany,
které posléze vede k reverzibilni atrofii klki tenkého stfeva. Exprese tohoto onemocnéni je
velmi heterogenni a pfedevsim zanétlivé zmény sliznice tenkého stieva a jejich tize jsou velmi
variabilni. CS je asociovana s HLA geny tfidy II, které jsou lokalizovany na Sestém
chromozomu, v oblasti 6p21.3. Za rizikové genotypy jsou povazovany DQA1*05:01 spolu s
DQB1*02:01, nebo DQA1*05:05 spolu s DQB1*02:02 (95% postizenych) a DQA1*03:01,
DQB1*03:02. Podle doby manifestace a klinickych projevli rozeznavdme formu klasickou,
oligosymptomatickou, tichou a potencialni. Oligosymptomatickd forma CS se manifestuje az
Vv pozd€j§im veéku a je charakteristickd jak gastrointestinalnimi tak extraintestindlnimi
symptomy. Oproti tomu je tichd forma CS bez klinickych ptiznakl. Sérologie a histologie je
to mohou byt lymfom nebo karcinom traviciho ustroji (az 15% pacient). Vyjimkou nejsou také
nadory mimo travici trakt, naptiklad v plicich, mocovém tustroji, pohlavnich organech ¢i mlécné
zlaze. O potencialné form¢ mluvime v ptipad€, kdy ma pacient pozitivni sérologii avSak
normalni histologicky nalez na sliznici pfi normalni stravé s lepkem.

Referencni hodnoty:

Vysoka predispozice k celiakii:

1) Pritomnost genotypu DQA1*05/DQB1*02 (sérologicky ekvivalent DQ2.5
pozitivni)

Genotyp pacienta(ky): DQA1*05/DQB1*02 (sérologicky ekvivalent DQ2.5 pozitivni).

U PACIENTA(KY) BYLY NALEZENY ALELY DQAl A DQBI LOKUSU
ASOCIOVANE S CELIAKIL.

Vzhledem ke genetickému riziku predispozice k celiakii doporuujeme vysetiit i ptibuzné
prvniho stupné (rodice, déti, sourozence).

Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie. Diagnézu je
potieba potvrdit dal§imi diagnostickymi postupy.

2) Pritomnost genotypu DQA1*03/DQB1%03:02 (sérologicky ekvivalent DQS8

pozitivni)

Genotyp pacienta(ky): DQA1*03/DQB1*03:02 (sérologicky ekvivalent DQS8 pozitivni).
U PACIENTA(KY) BYLY NALEZENY ALELY DQAl A DQB1 LOKUSU
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ASOCIOVANE S CELIAKIL.

Vzhledem ke genetickému riziku predispozice k celiakii doporucujeme vysettit 1 ptibuzné
prvniho stupné (rodice, déti, sourozence).

Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie. Diagnozu je
potieba potvrdit dalsimi diagnostickymi postupy.

3) Pritomnost genotypu DQA1*02/DQB1*02 (sérologicky ekvivalent DQ2.2 pozitivni)
Genotyp pacienta(ky): DQA1*02/DQB1*02 (sérologicky ekvivalent DQ2.2 pozitivni).

U PACIENTA(KY) BYLY NALEZENY ALELY DQAl A DQB1 LOKUSU
ASOCIOVANE S CELIAKII.

Vzhledem ke genetickému riziku predispozice k celiakii doporucujeme vysettit 1 ptibuzné
prvniho stupné (rodice, déti, sourozence).

Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie. Diagnézu je
potteba potvrdit dalSimi diagnostickymi postupy.

Celiakie vysoce nepravdépodobna (bez predispozice):

HLA GENOTYP NALEZENY U PACIENTA(KY) NENI ASOCIOVANY S RIZIKEM
CELIAKIE.

Vysledek s vysokou pravdépodobnosti diagnozu celiakie vylucuje.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1-2x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Crohnova choroba - varianty R702W, G908R, 3020insC Vv genu
NOD2/CARD15

Crohnova choroba se spolu s ulcerézni kolitidou (UC) fadi mezi nespecifické stievni zanéty
(IBD-Inflammatory Bowel Disease). Ob¢ tyto klinické jednotky se vzajemné¢ li§i anatomickou
lokalizaci, intenzitou a rozsahem postizeni. Projevy CD mohou byt nalezeny v jakékoliv Casti
traviciho traktu, nejcastéji vSak v oblasti spojeni tenkého a tlustého stieva. Pro toto onemocnéni
je typické, ze zanét postihuje stievni sténu v celé Sifce a nasledné¢ se mohou tvofit stendzy
stfeva, abscesy a pistéle.

Hlavnimi symptomy onemocnéni jsou bolesti v podbiisku, hubnuti, inava, zvySena teplota a
prijmy, vétsinou bez krve. CD miize mit projevy i mimo travici Gstroji, napt. kozni vyrazky,
kloubni zanéty, o¢ni zanéty ¢i vyskyt aftozni stomatitidy. Piestoze pfi¢ina CD neni presné
znama, vSeobecné se usuzuje, Ze se jednd o nemoc autoimunniho charakteru. Nachylnost k
onemocnéni je dana geneticky. Spoustécim faktorem u citlivych osob mohou byt rizné
environmentalni vlivy. Pfi rozvoji CD se také uplatiuji faktory infekéni a nésledné
imunologické. Mnozi pacienti maji pfiznaky fadu let pfed stanovenim diagnézy.

Nemoci, ktera vykazuje velmi podobné ptiznaky jako CD, je UC. Stanovit, o kterou z téchto
klinickych jednotek se jednd, je pomérné slozité, ale velmi dilezité¢ vzhledem k odliSnému
zpusobu 1é¢by kazdé z nich.

Scitlivosti k CD je spojovano né¢kolik kandidatnich gend. Ty jsou umistény na riznych
chromozémech (napt. na chromozému Sp13.1, 6p21). Statisticky nejvyznamnéj$im z gentd se
Vv soucasnosti jevi NOD2/ CARD15, nachazejici se na chromozému 16q12.

Tti varianty, které mohou byt v uvedeném genu nalezeny (R702W, G908R, 3020insC)
predstavuji az 82% variant nalezenych u pacientt s CD.

Uvadi se, Ze relativni riziko rozvoje CD je 2-4x vys§i u pfenasecii jedné varianty (heterozygoti)
a az 4-35x vyssi u prenasecu dvou variant (homozygoti, slozeni heterozygoti). V nasi laboratofi
vySetiujeme vSechny tii uvedené varianty v NOD2/CARD15 genu.

Referen¢ni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Cysticka fibroza - 68 nejcastéjSich patogennich variant v¢. polyT a polyTG
v genu CFTR

Cysticka fibréza (CF) je jedno z nejCastéjSich metabolickych onemocnéni s autozomalné
recesivnim typem dédicnosti. Jednd se o velmi vazné onemocnéni s vyskytem 1 postizeny na
2500-3000 ziveé narozenych déti. Ptiblizné kazdy tficaty jedinec je nepostizenym pienasecem
varianty pro tuto chorobu.

V genomu pacienti postizenych CF bylo zaznamenano vice nez 2000 variant v genu CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance reguldtor). Pfevaznd vétSina z nich se vSak
vyskytuje velmi zfidka. Nej€astéjsi variantou je varianta F508del, kterd se nachazi ptiblizné u
70% pacientl v evropskych populacich a Severni Americe.

CFTR je transmembranovy protein, ktery fidi tok chloridovych iont pfes membranu bunky
v zavislosti na ATP a cAMP. Varianty v CFTR genu zptisobuji, Ze se membranovy kanal stava
nepropustnym pro chloridové ionty. V disledku toho se méni sloZeni a fyzikaln€ — chemické
vlastnosti hlenu na povrchu sliznic. Hlenovy sekret na povrchu epitelu se zahust'uje, coz
narusuje normalni funkci organti a je pfi¢inou vétSiny klinickych pifiznaki CF.

CF se projevuje opakovanymi kombinovanymi infekcemi dychacich cest, chronickym
onemocnénim plic, pankreatickou exokrinni insuficienci a zvySenym obsahem soli v potu.

Pfed exonem 9 v intronu 8 genu CFTR se nalézaji dvé polymorfni repetice nukleotidovych bazi
V piimé souslednosti (ve sméru 5°-3" transkripce DNA): T(n) a TG(n). Se vzristajicim poctem
repetice TG(n) a naopak se snizujicim se poftem repetice T(n) se snizuje i podil spravné
sestfizenych exontl 8 a 9 v prubchu sestiihu mRNA. Transkripty mRNA bez exonu 9 nejsou
dale zpracovany v endoplazmatickém retikulu a transportovany dale z jadra k povrchu bunky.
Z tohoto diivodu je na povrchu epitelidlnich bunék mensi mnozstvi funkénich proteini CFTR.
V piipadé alely 5T pocet TG repetic v pozici cis ur¢uje vysledné mnozstvi pln¢ funkcnich
proteinii — chloridovych kanaltt CFTR, které zajistuji normdalni transport iontd na povrchu
epitelialnich bunek. Pokud jejich mnozstvi klesne pod kritickou hranici 5-10% normy, dojde
k rozvoji patogenetické kaskady vedouci k rozvoji atypickych ¢i dokonce vzacné i typickych
forem CF. Asociace 5T-12TG nebo 5T-13TG (oboji v pozici cis) v homozygotnim stavu nebo
ve slozené heterozygotni podob¢ s dal§i patogenni variantou v genu CFTR v pozici trans
obvykle vede K rozvoji onemocnéni pfibuzného CF, jako je napf. kongenitalni bilateralni
absence vas deferens (CBAVD) nebo chronickd idiopatickd pankreatitida. Kombinace 5T-
11TG je velmi nepravdépodobné spojena s rozvojem CF. V piipadé CBAVD je vétSina variant
5T asociovana v pozici cis s TG12/TG13 (v 90% vsech piipadt. VEasna postnatalni diagnostika
a soustavna racionalni 1é¢ba velmi zlepsily prognézu CF. Dnes pieziva polovina nemocnych 30
let.

Referen¢ni hodnoty:
Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; 7T/7T; 9T/9T; 5T (9TG)/5T
(9TG); 5T (10TG)/5T (10TG); 5T (11TG)/5T (11TG)
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Heteroz. — heterozygot = wt / mut; 7T/9T; 5T (9TG)/7T; 5T (10TG)/7T; 5T (11TG)/7T; 5T
(12TG)/7T; 5T (13TG)/7T; 5T (9TG)/9T; 5T (10TG)/9T; 5T (11TG)/9T; 5T (12TG)/9T; 5T

(13TG)/9T

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; 5T (12TG)/5T (12TG), 5T (13TG)/5T (13TG)

Zachytnost pouzitého kitu je 91,91% variant v CFTR genu.

Seznam vysetfovanych sekvencnich variant v genu CFTR:

Nézev cDNA Tradi¢ni Nézev cDNA Tradi¢ni
varianty nazev varianty nazev
.948delT 1078delT €.1624G>T G542X
€.1021_1022dupTC 1154insTC €.1652G>A G551D
€.1029delC 1161delC €.254G>A G85E
€.1393-1G>A 1525-1G->A c.1007T>A 1336K
€.1477_1478delCA 1609delCA €.1519_1521delATC 1507del
€.1545_1546delTA 1677delTA C.2128A>T K710X
€.1585-1G>A 1717-1G->A c.617T>G L206W
€.1680-886A>G 1811+1.6kbA->G C.653T>A L218X
€.1680-1G>A 1812-1G->A €.3302T>A M1101K
c.1766+1G>A 1898+1G->A €.3909C>G N1303K
c.1766+5G>T 1898+5G->T c.200C>T P67L
€.1911delG 2043delG c.1477C>T Q493X
€.2012delT 2143delT €.2668C>T Q890X
€.2051_2052delAAInsG | 2183AA->G €.3196C>T R1066C
c.2052delA 2184delA c.3472C>T R1158X
€.2052dupA 2184insA €.3484C>T R1162X
€.2657+5G>A 2789+5G->A €.349C>T R117C
€.2737_2738insG 2869insG c.350G>A R117H
€.2988+1G>A 3120+1G->A €.3848G>A R1283M
€.3140-26A>G 3272-26A->G €.1000C>T R334W
€.3528delC 3659delC c.1040G>A R347H
€.3718-2477C>T 3849+10kbC->T €.1040G>C R347P
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€.3773dupT 3905insT c.1657C>T R553X
€.262_263delTT 394delTT €.1679G>C R560T
c.489+1G>T 621+1G->T €.3752G>A S1251N
C.489+2T>C 621+2T->C c.1646G>A S549N
c.579+1G>T 711+1G->T C.695T>A V232D
€.580-1G>T 712-1G->T €.1558G>T V520F
€.1364C>A A455E €.3846G>A W1282X
€.1682C>A A561E €.3276C>A Y1092X (C>A)
c.54- €.366T>A Y122X
5940_273+10250del21kb
CFTRdele2,3
€.3454G>C D1152H c.1705T>G Y569D
c.178G>T E60X 5T (TG9-13) ¢.[1210-12[5];1210-
34TG[9-13]]
C.274G>A E92K 7T ¢.1210-12[7]
c.274G>T E92X oT €.1210-12[9]
€.1521 1523delCTT F508del

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dntt
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Delece v AZF genu na Y chromozému (AZFa.b,c)

V populaci je postizeno pfiblizné 15-20% part v reprodukénim véku neplodnosti. MuZi i Zeny
se na ni podileji pfiblizn€ stejnou mérou. Pficinou muzské neplodnosti mtize byt mimo jiné také
pfitomnost mikrodeleci vtzv. AZF oblasti (lokalizace: Yqll.3). Frekvence vyskytu
postizenych muzi se odhaduje na 1/10 000 jedinci. Geny, které se nachazeji ve tiech
podoblastech, oznacovanych jako AZFa, AZFb, AZFc, ovliviluji proces spermatogeneze a tim
1 muzskou reprodukci. Predpokldda se, ze kazdda podoblast je aktivni vjiné fazi
spermatogeneze.

Na stejném principu je zalozena i identifikace Y specifickych sekvenci u zen s gonadalni
dysgenezi a u zen s Turnerovym syndromem.

Referencni hodnoty:

+ sledovany tsek piitomen
- del sledovany usek neptitomen = mikrodelece

Pro oblast AZFa analyzujeme STS markery sY84, sY86, pro oblast AZFb STS markery sY 127,
sY134 a pro oblast AZFc STS markery sY254, sY255 (kit Devyser AZF v2). Pomoci kitu
Devyser AZF Extension dale zpfesiiujeme analyzu pfi nalezu delece markeru kitem Devyser
AZF v2 pomoci STS markert sY160, sY1191, sY1291, sY88, sY1065, sY82, sY83, sY153,
sY121, sY1192 asY105.

Pro interni kontrolu PCR amplifikace analyzujeme geny ZFX/ZFY (Ypl11.3), které amplifikuji
specificky tisek na obou pohlavnich chromozomech X a Y (ZFX a ZFY).

Pro kontrolu ptitomnosti TDF (testis determining factor) je analyzovéan tsek SRY genu
(sY14), ktery se nachazi na hornim raménku Y chromozomu (Yp11.2) a tim v ptipadé
nepfitomnosti ZFY oblasti umoziiuje kontrolu pfitomnosti Y specifickych sekvenci.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnti
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Fragilni X — stanoveni poc¢tu CGG repetic v promotoru genu FMR1

Syndrom fragilniho X chromozomu (FXS, FRAXA, syndrom Martin-Bell) je dédi¢né X vazané
onemocnéni, které zptisobuji varianty v genu FMR1 (fragile X mental retardation 1 gene). Jedna
se o dynamické varianty - expanze trinukleotidi CGG v 5" neptekladané ¢asti tohoto genu,
ktery se nachazi v oblasti Xq27.3.

Rozséhl¢é expanze vedou k metylaci CpG ostrovll a transkripénimu umléeni FMR 1 genu.
Inaktivace genu mé za nasledek nulovou expresi FMRI1 proteinu, ktery se dominantné
vyskytuje v neuronech. FMRP ma vyznamnou roli v synaptické plasticit¢ a dendritickém
rozvoji. Uml¢eni FMRP ma za nasledek manifestaci FXS, coz je (hned po Downové syndromu)
jedna z nejcastéjSich pticin dédi€né mentalni retardace u muzu.

Je ale ztejmé, ze protein FMRP ovlivituje expresi i mnoha desitek dalSich genti, ¢imz ovliviiuje
hladinu fady proteini v bunikach a tim i velké mnozstvi riiznych regulacnich signalnich drah.
Zmény v regulaci se neodehravaji pouze v mozkové tkani, ale i ve tkani pohlavnich z1az (gonad)
— napiiklad vajecnikl. Ostatné souvislost syndromu fragilniho X chromozomu s abnormalné
velkymi varlaty (u muzi) a pfedCasnym ovaridlnim selhdnim (u Zen) je zndma jiz del$i dobu.
Ukazuje se tak, ze v ptipad¢ syndromu Fragilniho X chromozomu je ovliviiovdna cela fada
gend, tudiz dopad na vyvoj organizmu je komplexni, ale zdroven také pomérné variabilni.

V disledku mitotické nestability expanze trinukleotidi CGG je mozZné nalézt u nékterych
pacientil somaticky mozaicismus (koexistence premutace a plné mutace), coz vysvétluje velkou
variabilitu klinické manifestace.

Na zéklad€ rozsahu varianty - trinukleotidové expanze délime pacienty do ndasledujicich
alelickych tfid: normélni forma (NL), intermediédlni forma, Sed4 zéna (IM), premutace (PM) a
plna mutace (FM).

U normalni formy FMR1 genu kolisa pocet opakovani (CGG)n mezi 6 a 44. V populaci jsou
nejbézngjsi alely 29-30. Ty mohou obsahovat 1-3 pteruSeni AGG triplety. U intermediarni
formy (tzv. Sedé zony) najdeme alely s rozsahem opakovani 45-54. Nosici téchto alel mivaji
zdravé déti, avSak existuje riziko vzniku alely s plnou mutaci v dalSich generacich. Alely s
rozsahem 55-200 opakovani bez abnormalni metylace se oznacuji jako premutace. Nosici
premutace nejsou postizeni mentalni retardaci, ale premutace s nizkou penetranci zplisobuje
dvé zcela rozdilné choroby, presenilni tremor/ataxii (FXTAS) a pted¢asné ovaridlni selhani u
20 % Zen - ptenaSecek. Premutace jsou v prubéhu meidzy nebo rané embryogeneze nestabilni
a jestlize jsou pfenaSeny Zenou, hrozi expanze CGG-repetice do plné mutace. Oproti tomu
premutace pienasené muzi jen zcela vyjimecné expanduji do plné mutace. Riziko vzniku plné
mutace se odviji od délky matetfské premutace, je vice nez 95% u alel s vice nez 100
opakovanimi. Nejkratsi alela, u které byla popsana expanze v plnou mutaci v jedné generaci,
ma 59 opakovani bez AGG preruseni. Frekvence premutovanych alel v populaci se uvadi 1:100-
300 u Zen a 1:250-800 u muza.

PIna mutace, tedy alely s poCtem repetic vétsim nez 200 a s metylaci, vede k FXS. Takto
postizeni jedinci maji mentalni retardaci Casto spojenou s dysmorfickymi rysy (protahly oblicej
s prominujici bradou a velkyma odstavajicima uSima), u muza se vyskytuje makroorchidismus.
U postizenych byvaji popisovany rizné zavazné poruchy chovani, jako jsou poruchy uceni,
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autismus, hyperaktivita (ADHD). Fenotypicka manifestace u prepubertalnich muzl je pomérné
nespecifickd a variabilni, coz znesnadiiuje klinickou diagnostiku. Postizeny mohou byt také
zeny, ptiblizné polovina nosicek plné mutace ma mirnou az sttedni formu mentalni retardace.

Referencni hodnoty:

Normalni forma (NL) = pfitomnost 6 az 44 repetic CGG
Intermedialni forma (IM) = pfitomnost 45 az 54 repetic CGG
Premutace (PM) = pfitomnost 55 az 200 repetic CGG

PIna mutace (FM) = pfitomnost > 200 repetic CGG

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 14 dnt
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Fruktézova intolerance — varianty A149P, A174D, N334K a delece del4E4
v genu ALDOB

Hereditarni frukt6zova intolerance je autozomalné recesivni onemocnéni zpisobené
nedostatkem enzymu aldolasa B, ktery je nezbytny v metabolismu fruktozy. Frekvence vyskytu
frukt6zové intolerance je ptiblizné 1 z 10 000 az 100 000 jedincti. Mezi nejcastejsi varianty,
zodpoveédné az za 87% vsech piipadu fruktézové intolerance, patii A149P, A174D, N334K a
delece del4E4.

Klinickymi pfiznaky fruktézové intolerance je zvraceni, nevolnost, prijmy, pomaly rist a
metabolické poruchy (hypoglykémie, hyperurikémie, hypomagnesémie a laktoaciddza).
Frukt6zova intolerance muize vést az k selhéni jater a ledvin. Dédi¢na frukt6zova intolerance se
objevuje jiz v détském veéku u déti, které nejsou krmeny matetskym mlékem, ale potravou
obsahujici sacharézu a fruktézu. Pokud takové dité pfijima velké mnozstvi fruktdézy, mohou se
u ngj projevit letargie a kiece. VCasna diagnostika je dilezitd z hlediska mozného poskozeni
organtl a stanoveni spravné 1écby.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Gilbertuv syndrom — chronicka nekonjugovana hyperbilirubémie (inzerce
nukleotidi TA v promotoru genu UGT1A1:; detekce alely UGT1A1*28)

Gilberttiv syndrom (GS), nékdy téz Meulengrachtiv syndrom, je dédi¢na porucha metabolismu
zluCového barviva bilirubinu, kterda se projevuje mirnou chronickou nekonjugovanou
hyperbilirubinémii (17 - 100 mol/l) bez pfitomnosti jaterniho onemocnéni €i zjevné hemolyzy.
Jedna se o geneticky podlozené onemocnéni s autozomalné recesivni dédiCnosti, které se
objevuje u 3 - 15 % indoevropské populace (v CR 15 % populace).

Genotypova frekvence onemocnéni je u obou pohlavi stejna, avSak u muzii a Zen se GS
projevuje v poméru 4:1. To je zplisobeno ziejm¢ vlivem muzskych pohlavnich hormont
(testosteronu) na snizeni aktivity enzymu UDP-glucuronosyltransferasa.

Z genetického hlediska je onemocnéni zptisobeno inzerci dvou nukleotidit TA do promotorové
oblasti UGT 1A1 genu, ktery je umistén na druhém chromozomu, v oblasti 2q37. Normalni
alela obsahuje 6 TA sekvenci, u mutované alely se po inzerci zvysi pocet TA sekvenci na 7.
Postizeni jedinci s GS maji na obou alelach 7 TA (genotyp 7TA/7TA). PfenasSec¢i maji genotyp
6TA/TTA (heterozygoti). U GS pacientl se genotyp 7TA/7TA vyskytuje v 98%. Nasledkem
vySe zminéné varianty dochazi ke snizeni aktivity (20-30% aktivita oproti normalu) enzymu
UDP-glucuronosyltransferasa. V disledku toho je v krevni plazmé ptebytek nekonjugovaného
bilirubinu (nerozpustny ve vod¢), ktery je pomaleji konjugovan s kyselinou glukuronovou nez
u zdravych jedinci.

Klinicky jde o benigni syndrom nevyzadujici zddnou terapeutickou intervenci. Tim dualezitéjsi
je ovSem jeho spravna diagnostika a odliSeni od zavaznych onemocnéni jaterniho parenchymu.

Onemocnéni byva nejcastéji diagnostikovano mezi 15. - 30. rokem Zivota. GS se projevuje
predevsim zezloutnutim ktiZze a o¢niho bélma v disledku ukladani ptebyte¢ného bilirubinu do
tkani.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; 6TA/6TA
Heteroz. — heterozygot = wt / mut; 6 TA/7TTA

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; 7TA/7TA

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 7 dnil
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Glykoprotein  GPla (C807T) — zvySené riziko infarktu myokardu a
ischemické mozkové prihody

Destickovy glykoproteinovy komplex GP Ia/lla zprostiedkovavd v organizmu adhezi
trombocytll na kolagen typu I. Variabilitu exprese komplexu GPIa/lla na povrchu desticek
vyznamné ovliviiuje polymorfizmus (C807T) v genu pro podjednotku Gpla. Desticky
homozygotli a heterozygotl alely GPIa (807T) se vyznacuji 2x vys$i expresi GPIa/lla na
povrchu desticek, coz zvySuje jejich trombogenni potencidl. Pritomnost alely GPIa 807T je
spojena s vyskytem arteridlnich tromboéz, infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové
ptihody zejména u mladSich pacientil. Riziko vyznamné nartsta v koincidenci s konven¢nimi
riziky (v kombinaci s koufenim 25x vyssi riziko oproti bézné populaci).

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Glykoprotein GPllla (L33P) — trombocytopenie, rizikovy faktor ¢asného
infarktu myokardu a mozkové prihody

Destickovy glykoproteinovy komplex IIb/Illa (02pP3) je soucasti integrinové rodiny
adhezivnich receptori, které se podileji na bunécnych interakcich a které zahrnuji vazebna
mista pro fibrinogen, von Wilebranduv faktor, fibronektin a vitronektin. Polymorfismus v
genech kodujici tyto glykoproteinové komplexy muze ovliviiovat mnoho déji v lidském téle
(rezistence na aspirin, kardiovaskularni onemocnéni, zména antigennich vlastnosti molekuly,
coz muze vést ke vzniku posttransfuzni purpury, zivot ohrozujici trombocytopenii a neonatalni
trombocytopenické purpury). Nejbéznéjsi a klinicky nejdilezitéjsi alely genu pro GPIlIa jsou
P17l (HPA-1a) a P1”? (HPA-1b). Jednonukleotidova substituce T za C v pozici 12548
(respektive T1565C; HPA-1b) zpisobuje substituci leucinu za prolin v pozici 33 AMK fetézce
(L33P). Alela HPA-1b muize v nékterych piipadech zvySovat agregabilitu trombocyti.
Heterozygoti a homozygoti pro HPA-1b maji ¢astéji tenkosténné, vulnerabilni aterosklerotické
plaky nachylné k rupturdm s néslednou masivni trombozou. NosiCstvi alely HPA-1b vSak
pfedstavuje pouze mirné riziko rozvoje korondrni nemoci, vzniku infarktu myokardu nebo
restendzy po perkutannich zakrocich. Toto riziko se vSak vyznamné zvySuje pfi soucasném
vyskytu dalSich polymorfizmi, napt. v genech pro eNOS a PAI-1. Vyskyt alespon jedné alely
HPA 1b je vSak v soucasné dobé povazovan za jeden z trombofilnich faktort vzniku
preeklampsie u t€hotnych zen.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt

LP Verejné


http://www.unilabs.cz/

M s Laboratof forenzni a lékai'ské genetik strana: 52/ 109
s Unilabs jexarste genetiy
Laboratorni prirucka verze: 21
Tento dokument je soucasti fizené dokumentace. Aktualni verze je umisténa na www.unilabs.cz.
Po jeho stazeni ma tento dokument informativni charakter.

Hemochromatoza - porucha metabolizmu zeleza (varianty C282Y., H63D a
S65C v genu HFE)

Hereditarni hemochromat6za (HCH) je v kavkazské populaci velmi bézné dédicné onemocnéni
s autozomalné recesivnim typem dédicnosti s prevalenci 1 z 200 az 1 z 500. Je charakterizovana
zvySenou absorpci Zeleza z dvanacterniku s naslednym zvySenym ukladanim zeleza
V nejruznéjSich parenchymatickych tkadnich, jako jsou jatra, srdce, slinivka bfiSni, hypofyza,
klouby a pokozka. Nadmérné ukladani Zeleza v téchto organech vede k poskozeni jejich
struktury a funkce. Klasickymi pfiznaky je kozni hyperpigmentace, diabetes mellitus a
hepatomegalie. Dalsi klinické ptiznaky zahrnuji bolesti bficha, abnormalni jaterni testy,
hepatoceluldrni karcinom, kardiomyopatie, poruchy pievodniho systému srdecniho,
hypogonadismus, hypotyroidismus, impotence a artropatie.

Objev kandidatni genu HFE v roce 1996 znamenal prilom v pochopeni podstaty tohoto
onemocnéni. Gen HFE se nachazi na 6. chromozomu (6p21.3) v blizkosti HLA komplexu. Gen
HFE koduje bilkovinu o velikosti 343 AMK. Protein HFE se exprimuje v kryptickych bunikach
dvanacterniku ve spojeni s f2-mikroglobulinem a transferinovym receptorem TfR, se kterym
protein HFE tvoii komplex. Protein HFE usnadnuje absorpci Zeleza a v komplexu s TfR pilisobi
jako senzor zasob Zeleza v téle. ZvysSené zasoby zeleza a nésledujici narlst zeleza ve formée
transferinu vede ke zvySené absorpci zeleza. Nasledn¢ enterocyty migrujici do vrcholkl
sttevnich klkl reguluji produkci transportéru Zzeleza DMT1 tak, Ze se sniZuje jeho mnoZstvi.
Tim se snizuje absorpce Zeleza ze stravy. Tento proces je obraceny pii nedostatku zeleza, kdy
se naopak zvySuje syntéza DMT]1, a tim dochézi také ke zvySené absorpci zeleza z potravy.

Varianta v genu HFE muize vyznamné poskodit TfR zprostiedkovavanou absorpci zeleza
vazaného na transferin do bun€k, ¢imz vznikéd faleSny signéal o tdajnych nizkych zasobach
zeleza. Zdanlivy nedostatek zeleza v bunikdch stfeva ma tak za nasledek zvySenou expresi
transportéru iontl zeleza DMT-1, ¢imz se absorpce Zeleza ve stievé vyznamné zvysuje.

V genu HFE bylo n¢kolik jednobodovych variant, pficemZ s hemochromatdzou jsou nejcastéji
spojovany dvé tyto varianty. Jednou z nich je zaména cysteinu na misté 282 za tyrosin (C282Y)
a druhou zaména histidinu v pozici 63 za kys. asparagovou (H63D). Alelova frekvence C282Y
se v kavkazské populaci pohybuje kolem 6,3%, ptficemz piiblizn€¢ u 10 % lidi z b&loSské
evropské populace se vyskytuje jako heterozygot. Vice nez 80% pacienti s typickymi ptiznaky
dédicné hemochromatézy jsou homozygoti pro C282Y. Alelova frekvence H63D je
Vv kavkazské populaci pfiblizné€ 16%. S vyskytem této varianty je vSak spojovana spiSe mirn&jsi
forma hemochromato6zy. Asi u 25% evropské populace se vyskytuje v heterozygotnim stavu,
avSak vaznéj§i fenotypovy projev hemochromatdézy je spojovan s formou smiSeného
heterozygota C282Y/H63D. Jako mozné pficiny spiSe mirnéjSich forem hemochromatdzy byly
nedavno identifikovany dals$i varianty v genu pro HFE, jako jsou S65C (Ser65Cys), G93R
(Gly93Arg), 1105T (11e105Thr), T281K (Thr281Lys).
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Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dni
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Histaminova intolerance — vySetieni 4 variant v genu pro DAO asociovanych
s jeji snizenou produkci a aktivitou

Histaminova intolerance (v sou€asné dob¢ trapi 2-3% populace) je onemocnéni, které vznika
pfi poruseni rovnovahy mezi pfisunem a odbourdvanim histaminu v téle a jeho naslednym
hromadénim. Tato nerovnovaha mize byt zptusobena jednak zvySenym pfisunem histaminu v
potravé, vlastni nadprodukci histaminu ¢i sniZzenou schopnosti histamin odbourat v dusledku
snizené hladiny ¢i aktivity enzymt. Hlavnimi dvéma enzymy odbouravajici histamin jsou
diaminoxidasa - DAO (kodovana genem AOC1) a N-methyltransferasa (kodovana genem
HNMT). Avsak pouze DAO se vyskytuje extracelularné, a tudiz v odbourdvani histaminu hraje
hlavni roli.

Aby se predeslo zbytecné celoZivotni dieté, je potfeba ovétit, zda je nedostatek DAO zpiisoben
priméarnimi (genetickymi) nebo sekundarnimi vlivy. I proto je geneticky test nepostradatelny u
pacientl s potvrzenou nizkou aktivitou DAO v séru. Vysledek tohoto vySetieni totiz bude mit
podstatny dopad na vyslednou 1é¢bu, protoze odlisi permanentni nedostatek DAO podminény
geneticky od reversibilni 1é¢itelné histaminové intolerance zplsobené jinymi vlivy (napft.
poskozenim stfevniho epitelu pii celiakii, laktézové intoleranci ¢i Crohnové chorobé¢, snizenym
vstiebdvanim a pfijmem médi a zinku, pfijmem alkoholu, drog a 1€k, které snizuji aktivitu
DAO).

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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HLA typizace — typizace lokusa HLA-A, HLA-B a HLA-DR

Stanoveni genotypu v lokusech HLA-A, HLA-B, HLA-DR je dilezitou metodikou pii uréovani
histokompatibility pacienta s darovanym organem, tkani nebo bunikami od alogenniho darce.
Stanoveni genotypu je dilezité také v ptipadé stanoveni pfitomnosti predispozic¢nich alel HLA,
které jsou asociovany s nejriiznéjsimi genetickymi predispozicemi.

Referencni hodnoty:

- urceni genotypu pacienta v lokusech HLA-A, HLA-B, HLA-DR

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za dva tydny
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Chronicka pankreatitida - vySetieni nejcastéjSich patogennich variant v
genech PRSS1 a SPINK1

Asi u 20% vSech ptipadii chronické pankreatitidy neni zndma pficina onemocnéni. V téchto
ptipadech hovotime o idiopatické chronické pankreatitide, u které se predpokladd geneticky
podklad, ¢asto v kombinaci s exogennimi faktory. Dédi¢nd chronickd pankreatitida je vzacna
autozomalné¢ dominantni porucha s variabilni expresivitou a neiplnou penetranci. Pacienti
trpici timto onemocnénim pfitom maji 50 az 60x zvysené riziko karcinomu pankreatu. Pacienti
trpi opakujici se akutni pankreatitidou obvykle pted dosazenim 10 let véku, kterd mé tendenci
k chronifikaci. Pii zobrazovacich technikach miize byt kalcifikace a tvorba pseudocyst v
pankreatu zjisténa relativné pozdé. Vyskytuji se u nich exokrinni a/nebo endokrinni
insuficience pankreatu s diabetem mellitus se mize v ramci rodiny lisit.

Etiologie dédi¢né pankreatitidy souvisi s patogennimi variantami v genu PRSS1 (OMIM
276000) u asi 70% piipadi. Tento gen je umistén na chromozomu 7q35 a kdduje kationtovy
trypsinogen. Tento kationtovy trypsinogen je serinovd protedza, kterd patii k nejvice
syntetizovanym sekrecnim proteinim pankreatu. NejCasté€js$i predisponujici varianty v genu
PRSS1 jsou p.R122H, p. R122C, p.R116S, p.L104P v exonu 3 a p.N29 v exonu 2. Tyto varianty
maji za nasledek pfedC¢asnou a zejména zvySenou autokatalytickou aktivaci (,,zisk funkce
zpisobeny variantou®) z trypsinogenu do aktivniho trypsinu. Varianta p.R122H navic zvySuje
stabilitu trypsinu v pankreatu. Mnohem méné Casté varianty, které se nachazeji v ojedinélych
pripadech u dédi¢né pankreatitidy, a pravdépodobné také souvisi s aktivaci trypsinogenu, jsou
p.K23R, p.D22G nebo p.A16V (vSechny v exonu 2).

U pacientt s dédicnou chronickou pankreatitidou (pfiblizné 20%) byvaji nalézany také varianty
v genu SPINK1 (OMIM 167790), ktery je umistén na chromozomu 5q32 a koéduje kazalni
inhibitor serinové protedzy typu 1. Nejcastéjsi je varianta p.N34S v exonu 3 s frekvenci od 80-
90% nebo p.E35*. Varianta p.N34S, kterou nese 1-2% populace, se ¢asto vyskytuje u pacientd
bez rodinné anamnézy, predpoklada se moznost smiSené heterozygozity, v kombinaci s jinymi
patogennimi variantami (napt. v genu CFTR). Dulezity vliv maji i rizikové faktory zivotniho
prostiedi (alkohol, nikotin, zivotni styl). Varianta genu SPINK1 brani autolytické nebo inhibi¢ni
inaktivaci trypsinu.

V piitomnosti variant v genu PRSS1 nebo SPINK1 dochdzi k nerovnovaze mezi
intrapankreatickymi protedzami a jejich inhibitory, které vedou k autodigesci organu.

Kromé PRSS1 a SPINK1 byly identifikovany varianty v genu CFTR (OMIM 602421), které
maji pravdépodobné souvislost s onemocnénim chronickou pankreatitidou. Varianty v genu
CFTR meéni viskozitu sekrece pankreatu, coz podporuje aktivaci trypsinogenu.

Indikace pro molekularni genetickou analyzu:
- povinng:
- nosi¢ varianty v rodiné
- chronickd pankreatitida pted dosaZzenim véku 30 let
- karcinom pankreatu pied dosaZzenim véku 45 let

- volitelné:

- recidivujici a nejasné bfiSni ptihody v détstvi, pfipadné zvySené koncentrace
sérové amylazy a lipazy
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Referencni hodnoty:
wt / wt= wild type= nebyla nalezena zZadna testovana patogenni varianta;

wt / mut =heterozygot = byla nalezena testovana patogenni varianta v heterozygotnim stavu;
popis nalezené varianty

mut / mut =mutovany homozygot = byla nalezena testovana patogenni varianta
V homozygotnim stavu nebo slozeny heterozygot; popis nalezené(ych) variant(y);

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.

Provadi se: 1x za dva tydny
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Chronicka pankreatitida - 68 nejcastéjSich patogennich variant v¢. polyT a
polyTG v genu CFTR

CFTR je transmembranovy protein, ktery fidi tok chloridovych iontli pfes membranu bunky
v zavislosti na ATP a cAMP. Patogenni varianty v CFTR genu zptisobuji, ze se membranovy
kandl stava nepropustnym pro chloridové ionty. V disledku toho se méni slozeni a fyzikaln¢ —
chemické vlastnosti hlenu na povrchu sliznic. Hlenovy sekret na povrchu epitelu se zahust'uje,
coz naruSuje normalni funkci organd.

Genetické testovani patogennich variant v genu CFTR muize napomoci u rizikovych pacientd
s klinickymi pfiznaky idiopatické pankreatitidy. Varianty v genu CFTR méni viskozitu sekrece
pankreatu, coz podporuje aktivaci trypsinogenu. Pankreatitida se objevuje u 1 az 2% pacientt
s cystickou fibrézou. Neobjasnénd pankreatitida miize byt zplisobena patogennimi variantami
v genu CFTR, pfevazné u starSich pacienti. CFTR varianty mohou zvysit riziko pankreatitidy
po vystaveni alkoholu nebo ur¢itym 1ékiim a vy¢lenuje tak podskupinu pacientt s idiopatickou
pankreatitidou, ktefi maji varianty na obou alelach genu CFTR.

Referencni hodnoty:
Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; 7T/7T; 9T/9T; 5T (9TG)/5T
(9TG); 5T (10TG)/5T (10TG); 5T (11TG)/5T (11TG)

Heteroz. — heterozygot = wt / mut; 7T/9T; 5T (9TG)/7T; 5T (10TG)/7T; 5T (11TG)/7T; 5T
(12TG)/7T; 5T (13TG)/7T; 5T (9TG)/9T; 5T (10TG)/9T; 5T (11TG)/9T; 5T (12TG)/9T; 5T
(13TG)/9T

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; 5T (12TG)/5T (12TG), 5T (13TG)/5T (13TG)
Zachytnost pouzitého kitu je 91,91% variant v CFTR genu.

Seznam vySetfovanych sekvenc¢nich variant v genu CFTR:

Nazev cDNA varianty Tradi¢ni nazev Nazev cDNA varianty Tradi¢ni nazev
€.948del T 1078delT €.1624G>T G542X
c.1021_1022dupTC 1154insTC c.1652G>A G551D
€.1029delC 1161delC €.254G>A G85E
.1393-1G>A 1525-1G->A c.1007T>A 1336K
c.1477_1478delCA 1609delCA 1519 _1521delATC 1507del
c.1545_1546delTA 1677delTA €.2128A>T K710X
€.1585-1G>A 1717-1G->A C.617T>G L206W
€.1680-886A>G 1811+1.6kbA->G C.653T>A L218X
.1680-1G>A 1812-1G->A €.3302T>A M1101K
c.1766+1G>A 1898+1G->A €.3909C>G N1303K
c.1766+5G>T 1898+5G->T c.200C>T P67L

LP Verejné



http://www.unilabs.cz/

1
s Unilabs

Laborator forenzni a lIékarské genetiky
Laboratorni prirucka

strana: 59/ 109

verze: 21

Tento dokument je soucasti fizené dokumentace. Aktualni verze je umisténa na www.unilabs.cz.
Po jeho stazeni ma tento dokument informativni charakter.

€.1911delG 2043delG c.1477C>T Q493X
€.2012delT 2143delT €.2668C>T Q890X
€.2051_2052delAAinsG | 2183AA->G €.3196C>T R1066C
c.2052delA 2184delA c.3472C>T R1158X
€.2052dupA 2184insA €.3484C>T R1162X
€.2657+5G>A 2789+5G->A €.349C>T R117C
€.2737_2738insG 2869insG c.350G>A R117H
€.2988+1G>A 3120+1G->A €.3848G>A R1283M
€.3140-26A>G 3272-26A->G c.1000C>T R334W
c.3528delC 3659delC c.1040G>A R347H
€.3718-2477C>T 3849+10kbC->T €.1040G>C R347P
c.3773dupT 3905insT c.1657C>T R553X
€.262_263delTT 394delTT €.1679G>C R560T
c.489+1G>T 621+1G->T €.3752G>A S1251N
c.489+2T>C 621+2T->C €.1646G>A S549N
c.579+1G>T 711+1G->T C.695T>A V232D
€.580-1G>T 712-1G->T €.1558G>T V520F
€.1364C>A A455E €.3846G>A W1282X
€.1682C>A A561E €.3276C>A Y1092X (C>A)
c.54- c.366T>A Y122X
5940 273+10250del21kb
CFTRdele2,3
€.3454G>C D1152H €.1705T>G Y569D
c.178G>T E60X 5T (TG9-13) ¢.[1210-12[5];1210-
34TG[9-13]]
C.274G>A E92K 7T ¢.1210-12[7]
C.274G>T E92X 9T ¢.1210-12[9]
€.1521_1523delCTT F508del

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x tydné

Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Chronicka pankreatitida - detekce deleci/duplikaci v genech PRSS1, SPINK1
aCTRC

Hereditarni pankreatitida je vzacné genetické onemocnéni, které je charakterizovano
opakujicimi se pankreatickymi ataky, které se mohou vyvinout v chronickou pankreatitidu.
Geneticka etiologie onemocnéni chronickd pankreatitida je asociovana s autosomalné
dominantni variantou genu PRSS1 a CTRC a autosomalné recesivnich variant geni CFTR,
SPINK1 a PRSS1. Chronicka pankreatitida, 1 kdyz je ve vétSin€ ptipadt zptisobena bodovymi
patogennimi variantami (SPINK1 - N34S a E35*, PRSS1 - N29I, L104P, R116S a R122H),
muze byt 1 vysledkem velkych prestaveb genti PRSS1, SPINK1 a CTRC. Detekce deleci a
duplikaci v genech PRSS1, SPINK1 a CTRC pomoci MLPA technologie dokaze tyto velké
piestavby identifikovat.

Indikace pro molekulirni genetickou analyzu:
- povinng:
- nosi¢ varianty v rodin¢
- chronické pankreatitida pied dosazenim véku 30 let
- karcinom pankreatu pied dosazenim véku 45 let

- volitelné:

- recidivujici a nejasné biisni ptihody v détstvi, pfipadné zvySené koncentrace
sérové amylazy a lipazy

Referencni hodnoty:

bez dup/del: v genu ¢i jeho ¢asti nebyla nalezena duplikace ani delece.

del: v genu ¢i jeho ¢asti byla nalezena delece, ktera je popsana v ramci Zavéru vysledkového

listu.

dup: vgenu ¢i jeho casti byla nalezena duplikace, ktera je popsana v ramci Zavéru

vysledkového listu.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x za dva tydny

Doba odezvy: 20 pracovnich dnti
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Ichtyvoza (nejcastéjsi varianty v senu FLG)

Filaggrin (FLG) je kliCovy protein epidermis, ktery hraje zasadni roli v procesu terminalni
diferenciace keratinocytli a v udrzovani integrity kozni bariéry. Je prekurzorem profilaggrinu,
ktery se $tépi na funkéni filaggrinové monomery, jez zajist'uji agregaci keratinovych filament,
a tim pfispivaji k tvorbé kompaktni rohové vrstvy (stratum corneum). Soucasné degradacni
produkty filaggrinu vytvareji slozky ptfirozené¢ho hydratacniho faktoru, ktery udrzuje hydrataci
a spravnou funkci kiize. Genetické varianty ve FLG, zejména nonsense varianty jako R501X a
2282del4, vedou ke ztraté funkeéniho proteinu, kterd se projevi koznim onemocnénim. Mezi
nejznamejsi z nich patii ichty6za vulgaris. Tato forma ichtyozy je autozomalné dominantni
porucha, kterd se projevuje snizenou nebo Uplnou absenci filaggrinu, coZ zplisobuje vyraznou
poruchu kozni bariéry. Klinické projevy zahrnuji suchou, hrubou kizi se Supinatymi lézemi,
Supiny objevuji i na trupu a jsou ¢asto doprovazeny jemnymi, bilymi az Sedymi Supinami.
Defekt v produkci filaggrinu snizuje schopnost kiize udrzovat vlhkost, coz vede k zvySené
transepidermalni ztrat¢ vody a ke zvySené propustnosti pro alergeny, drazdivé latky a
mikroorganismy. U pacientll s FLG variantami je proto také vyznamné zvysené riziko rozvoje
atopické dermatitidy (AD), cozZ je chronické zanétlivé onemocnéni kiiZze spojené s intenzivnim
svédénim a zvySenou citlivosti na environmentalni faktory. Varianty v FLG mohou rovnéz
ptispivat k rozvoji dalSich atopickych onemocnéni, jako je astma nebo alergickd ryma, coz
ukazuje na dilezitou roli filaggrinu nejen v kozni, ale i v systémové imunitni odpovédi. Do
soucasnosti je znamo asi 185 kauzélnich patogennich variant napfi¢ celou kodujici sekvenci
genu filaggrin, které¢ vedou ke ztraté funkce proteinu (fijen 2024, dle Franklin by Genoox).
Vétsinou se jednd o delece €1 nonsense patogenni varianty. Mezi nejcastéji se vyskytujici
varianty v evropské populaci patii c.1501C>T (R501%*) a ¢.2282 2285del (S761fs), dale pak
€.3702del (S1235fs), ¢.4420C>T (R1474*), c.5360del (G1787fs), c.7264G>T (E2422*),
c.7267 _7268del (Q2423fs), c.7339C>T (R2447%), c.9740C>A (S3247*). V asijské populaci se
nejcastéji vyskytuji variant ¢.7661C>G (S2554%*) a c.3321del (G11091s).

Referen¢ni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.

Provadi se: 1 x 45 dnt
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Ichtyvozy (analyza celvch genu, jejich kodujicich oblasti a mist sestrihu:
ABCA12, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, CERS3, CYP4F22, KRT1, KRT2,
KRT10, NIPAL4, PNPLA1, SPINKS5, STS, TGM1)

Ichtyoza je skupina dédicnych koznich poruch, u kterych dochazi k nadmérnému ristu a
zrohovaténi kiize. Mezi bézné ptiznaky patfi suchd, Supinatd plet, svédeéni, zarudnuti a u
nékterych typt ichty6ézy mize byt zvySené riziko infekci. Pfi¢inou vzniku ichtydzy jsou
patogenni varianty V genech fidicich proces keratinizace, které maji za nasledek abnormalni
tvorbu keratinu a naruseni normalni stavby pokozky.

Ichtyézy, které jSOU V ramei této analyzy vySetFovany:

Anularni epidermolyticka ichtyéza (AEI1) - OMIM: 607602 (AD), gen KRT10
Anularni epidermolyticka ichty6za (AEI2) - OMIM: 620148 (AD), gen KRT1
Superficialni epidermolyticka ichtyéza (IBS) - OMIM: 146800 (AD), gen KRT2

Autosomalné recesivni kongenitalni ichtyézy (ARCI)
ARCI4B - OMIM: 242500 (AR), gen ABCA12
ARCI2 - OMIM: 242100 (AR), gen ALOX12B
ARCI3 - OMIM: 606545 (AR), gen ALOXE3
ARCI6 - OMIM: 612281 (AR), gen NIPAL4
ARCI9 - OMIM: 615023 (AR), gen CERS3
ARCI10 - OMIM: 615024 (AR), gen PNPLA1
ARCI1 - OMIM: 242300 (AR), gen TGM1
ARCI4A - OMIM: 601277 (AR), gen ABCA12
ARCI5 - OMIM: 604777 (AR), gen CYP4F22
ARCI - AR, gen ALOX12

X-vazana recesivni ichtyéza (XLI) - OMIM: 308100 (XLR), gen STS (ARSC)
Nethertontv syndrom - OMIM: 256500 (AR), gen SPINK5

Pri tvorbé knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdkoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readii, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni beh se opakuje.

V pripadeé nalezeni patologické ci suspektne patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pFitomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym ndleziim.

Referen¢ni hodnoty:
Nalezené varianty fadime dle ucinku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
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varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérené zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.

Provadi se: 1 x 45 dna
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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JAK?2 — polycytemia vera (somaticka varianta V617F v genu JAK?)

Chronické myeloproliferativni poruchy (CMPDs) piedstavuji velmi heterogenni skupinu
onemocnéni myeloidni fady krvetvornych bunék. Pii diferencidlni diagnostice se uplatni
predevsim detekce dvou molekularnich zmén. Jsou to vySetfeni fizniho genu BCR-ABL a
varianty V617F v genu JAK2. BCR-ABL/Ph1 charakterizuje ptedevs$im chronickou myeloidni
leukémii (CML) a JAK?2 varianta se naopak vyskytuje u vSech tzv. BCR-ABL/Phl negativnich
myeloproliferativnich chorob, pfedevsim u Polycytemia vera (PV), esenciadlni trombocytémie
(ET) ¢i1 idiopatické myelofibrosy (CIMF).

Ptitomnost varianty JAK2 V617F se proto povazuje za ,,velké diagnostické kritérium pravé
polycytemie®“ PV je charakterizovdna abnormalni proliferaci nebo dysfunkci jednoho nebo vice
myeloidnich kmenii bun¢k. Zmnozeni erytrocytii a krevnich desti¢ek je spolu s vékem
nejvetsSim rizikovym faktorem tromboembolickych komplikaci. Varianta V617F v genu JAK2
je ziskana zména, ktera se vyskytuje v rizné velké frakci granulocytti periferni krve a u pacientii
s PV je ji pfisuzovan zasadni vyznam v patogenezi tohoto onemocnéni.

Literarni prameny uvadéji, ze varianta JAK2 V617F se vyskytuje u 65-97% pacientu s PV.
S nizsi, av8ak stale vyznamnou frekvenci se vyskytuje i u pacienti s CIMF (35-95%) a pacientii
S ET (30-57%).

U jinych onemocnéni jako je chronickd myeloidni leukémie, chronickd myelomonocyticka
leukémie, myelodysplazie, akutni lymfoblastické leukémie a chronické lymfocytické leukémie
se tato varianta bézn¢é nevyskytuje.

Referencni hodnoty:

Negativni — varianta V617F genu JAK2 nebyla nalezena

Pozitivni — varianta V617F genu JAK2 byla nalezena.

Limit detekce pouZitého testu je 0,26% bunck nesoucich testovanou variantu.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 7 dnil
Doba odezvy: 10 pracovnich dnti
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JAK?2 exon 12 — polycytemia vera (nejcastéjsi varianty v exonu 12 genu JAK?)

Chronické myeloproliferativni poruchy (CMPDs) piedstavuji velmi heterogenni skupinu
onemocnéni myeloidni fady krvetvornych bunék. Pii diferencidlni diagnostice se uplatni
predevsim detekce tifi molekuldrnich zmén. Jsou to vysetieni fizniho genu BCR-ABL, genu
JAK2 (V617F a varianty v exonu 12) a detekce variant W515K a W515L v genu MPL. BCR-
ABL/Ph1 charakterizuje ptedevsim chronickou myeloidni leukémii (CML) a JAK2 varianta se
naopak vyskytuje u BCR-ABL/Phl negativnich myeloproliferativnich chorob, pifedev§im u
Polycytemia vera (PV), esencialni trombocytémie (ET) ¢i idiopatické myelofibrozy (CIMF).
Zakladnim rysem MPN je deregulace drahy JAK/STAT. Kromé variant v genu JAK2 byly
objeveny varianty v dalSich genech, které se nachéazeji u pacientli s JAK2 negativni MPN a
ovliviiuji epigenetickou kontrolu genové exprese a rovnez sestiith RNA. Mezi n¢ patii varianty
v exonu 10 genu MPL a inzerce/delece v exonu 9 genu pro Calreticulin (CALR).

Somatické varianty v exonu 12 genu JAK2 byly nalezeny u pacienti bud’ s polycytemia vera
nebo idiopatickou erytrocytdzou, ktefi nenesou specifickou variantu V617F a maji klinicky
fenotyp charakterizovany pfedevsim izolovanou erytrocytdzou. Ve studiich byly tyto somatické
varianty detekovany u ¢asti pacientl s nizkymi hladinami erytropoetinu v séru. Tito pacienti
tedy maji myeloproliferativni poruchu charakterizovanou pfedev§im autonomni nadprodukci
cervenych krvinek spojenou se sekundarni supresi syntézy erytropoetinu. Dosud bylo popsano
velikosti 6 bp. Nenarusuji ¢teci rdmec genu, ale spiSe méni konecné slozeni aminokyselin
odstranénim dvou zbytkl. Varianty p.N542-E543 a p.E543-D544del jsou nejcastéjsi z téchto
deleci. Vyskyt téchto variant v exonu 12 genu JAK2 u polycytemia vera a idiopatické
erytrocytdzy naznacuje, ze tyto stavy jsou odlisSnymi stadii stejného erytrocytdzniho
myeloproliferativniho onemocnéni.

Referen¢ni hodnoty:

Negativni — nebyla nalezena Zadna testovana patogenni varianta
Pozitivni — byla nalezena testovana patogenni varianta, popis varianty

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 14 dnt
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Karcinom prsu, vajecniku a prostaty (NGS) - geny BRCA1 a BRCA?2 -
analvza celyvch genu, jejich kodujicich oblasti a mist sestirihu

Karcinom prsu je v CR nejéast&j§im zhoubnym nadorem u Zen (incidence pfiblizné 100 Zen ze
100 tis. ro¢n¢), avsak vzacné onemocni 1 muzi, kteti tvofi necelé 1% nemocnych. Existuje fada
faktorti, které jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu u zen. Patii sem faktory
faktorem je vSak ve€k. Jejich incidence totiz zaCinad vyrazné stoupat v obdobi kolem 30. roku a
nadory objevujici se ve véku nad 45 let piedstavuji valnou vétsinu.

Z genetickych faktorl jsou nejvyznamnéjsi predevsim patogenni varianty v genech BRCA1L a
BRCAZ2, kter¢ jsou autosomdln¢ dominantni a inaktivace jedné kopie genu mé patogenni efekt.
Proteiny BRCA1 a BRCA2 jsou spojeny s aktivaci reparace dvoufetézcovych zlomi a
homologni rekombinace a jsou dilezité v udrzovani stability genomu. Poskozeni genu BRCAL
se zvySen¢ objevuje praveé u karcinomu prsu, vajeénikit (HBOC; hereditary breast and ovarian
cancer) a v mens$i mife téz u muzu s karcinomem prostaty. Pfenasecky maji celozivotni riziko,
ze onemocni karcinomem prsu (55-85%) nebo karcinomem vaje¢nika (15-45%). Porucha genu
BRCAZ je spojena obvykle z hor$i prognozou.

Nadory vajecniki a vejcovodil piedstavuji asi 15 % vSech zhoubnych novotvart u Zen. Pfi¢ina
vzniku nadord vajecnikl neni zndma. Vyznamna role se vSak pfipisuje Zenskym pohlavnim
hormontim a jejich vlivu na ovulaci. Proto uzivani hormonalni antikoncepce, které blokuje
ovulaci, vede ke sniZeni rizika nadorového bujeni. Zda toto sniZeni rizika trva 1 po ukonceni
uzivani hormonalni antikoncepce, neni znamo.

Jsou znamy i dédicné formy nadort vajecnikti. Tim jsou ohrozeny nejvice Zeny s patogenni
variantou geni BRCA1 a BRCA2. Tyto nadory postihuji mladsi Zeny do 40 let véku. Obecné
postihuji zhoubné nadory vajecnikl nejcastéji Zeny ve véku mezi 50 a 75 lety.

U muZzh patogenni varianty v genu BRCAZ zvySuji riziko rakoviny prostaty aZ sedmkrat.
Poskozeny gen BRCAL zdvojnésobuje riziko vzniku tohoto onemocnéni u muzii mladSich 65
let. Zarodecné varianty BRCA1 a BRCA2 spojeny s onemocnénim vyssi agresivity, coZ se
projevuje nizSim stupném diferenciace a vysSim stadiem v dobé& diagndzy. Kromé toho jsou
varianty BRCAL1 a BRCA2 vyznamné spojeny se zvySenym rizikem recidivy, progrese do
metastatického onemocnéni a imrti na karcinom prostaty.

Je také pozorovano zvySené riziko vzniku karcinomu pankreatu u nositelti variant genu BRCA1
i BRCA2. Karcinom prsni zlazy se muze vyskytovat i u muzi, ale jeho incidence je stokrat nizsi
nez u Zen. Rizikové faktory jsou shodné s t€émi u Zen a zahrnuji vys$si vek, nadorové onemocnéni
prsu v roding, vystaveni se vysSimu mnozstvi estrogenti nebo ionizaénimu zéateni, neplodnost
nebo obezitu.

BRCA (BReast CAncer) jsou tumor supresorové geny. Produkty téchto gent se ticastni kontroly
bunécného cyklu a oprav poSkozené DNA. Proteiny pBRCA1 a pPBRCA2 se nachazi v jadre.
Obsahuji vazebné domény, které¢ jim umoziuji interagovat s dalS§imi proteiny. Prokézanou
interakci je vazba s produktem genu RADS1. Na poskozeni DNA zareaguje produkt genu ATM.
Proteinkinasa ATM spusti fosforylacni kaskadu, béhem niz se fosforyluje protein pPBRCAI.
Ten nésledné interaguje s proteinem pRADS51, ktery se ucastni oprav dvouietézcovych zlomi
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DNA procesem homologni rekombinace. Protein pBRCA2 také interaguje s timto komplexem.
Jeho ulohou je transportovat pPRADS51 do mista posSkozeni.

Pri tvorbe knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakakoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readii, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni beh se opakuje.

V pripade nalezeni patologické ci suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pritomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym nalezim.

Referencni hodnoty:

Nalezen¢ varianty fadime dle u¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérecné zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1 x 45 dni
Doba odezvy: 45 pracovnich dntt
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Karcinom prsu, vajeénika a prostaty (MLPA) - BRCA1 a BRCA2 — vySetreni
velkvch genovvch prestaveb

BRCAL (lokalizovana na chromozomu 17) a BRCA2 (na chromozomu 13) jsou dva tumor
supresorové geny kodujici proteiny, které se pfimo ucastni oprav poskozené DNA a tim
kontroluji rist a déleni bunék. Varianty v téchto genech, resp. v jejich exonech, jsou korelovany
se zvySenym rizikem vzniku hereditarnich karcinomi prst a vaje¢nikd. V obou genech byla
popsana cela fada variant jak patogennich, tak nepatogennich (zmény bez vlivu na funkci genu).
Tyto varianty se pfitom nachazi v ramci celé délky obou genti, nestaci se tudiz zaméfit jen na
konkrétni varianty v né€kolika pozicich. Spravny diagnosticky postup vsak zahrnuje
sekvenovani vSech 23 exonu (BRCAL), resp. 27 exoni (BRCAZ2). V obou genech se také
vyskytuji delece velkého rozsahu, které jsou jednoznaéné patologické. Proto je sekvenaéni
vySetieni doplnéno také o vysetfeni velkych piestaveb obou gend. Tato diagnostika je doplnéna
o vySetfeni deleci exond 1 a 9 genu CHEK2 a vysSetfeni 2 indel variant. V genu BRCA2 je to
varianta ¢.156_157insAlu a v genu CHEK2 varianta ¢.1100delC.

Referencni hodnoty:

bez dup/del: v genu ¢i jeho ¢asti nebyla nalezena duplikace ani delece.

del: v genu ¢i jeho ¢asti byla nalezena delece, ktera je popsana v ramci Zavéru vysledkového
listu.

dup: vgenu ¢i jeho casti byla nalezena duplikace, ktera je popsana v ramci Zavéru
vysledkového listu.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x 45 dnil

Doba odezvy: 45 dnt
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Karcinom prsu a vaje¢niku - rozsireny NGS panel 21 geni (analyza celych
genid, jejich koédujicich oblasti a mist sestiihu: ATM, BARD1, BRCAI,
BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK12, FAM175A, FANCD2, CHEK?2, MRE11,
MSH6, NBN, PALB2, PMS2, RAD51B, RAD54L, TP53, RAD50, RAD51C,

RADS1D)

Karcinom prsu je v CR nejéast&j§im zhoubnym nadorem u Zen (incidence p¥iblizné 100 Zen ze
100 tis. ro¢n¢), avsak vzacné onemocni 1 muzi, ktefi tvoii necelé 1% nemocnych. Existuje fada
faktort, které jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu u zen. Patii sem faktory
genetické, hormonalni, nutricni a faktory zevniho prostfedi. Nejdilezitéjsim rizikovym
faktorem je vSak vék. Jejich incidence totiz za¢ina vyrazné stoupat v obdobi kolem 30. roku a

nadory objevujici se ve véku nad 45 let predstavuji valnou vétSinu.

Z genetickych faktorti jsou nejvyznamnéjsi predevsim varianty v genech BRCA1 a BRCAZ2,
které jsou autosomaln¢ dominantni a inaktivace jedné kopie genu mé patogenni efekt. Proteiny
BRCA1 a BRCA2 jsou spojeny s aktivaci reparace dvoufetézcovych zlomt a homologni
rekombinace a jsou dulezité v udrzovani stability genomu. PoSkozeni genu BRCAL se zvysSené
objevuje praveé u karcinomu prsu, vaje¢niktit (HBOC; hereditary breast and ovarian cancer) a v
mensi mife téZ u muza s karcinomem prostaty. PfenaSecky maji celoZivotni riziko, Ze onemocni
karcinomem prsu (55-85%) nebo karcinomem vaje¢nikid (15-45%). Porucha genu BRCA2 je
spojena obvykle z horsi prognozou.

Nadory vajec¢nikll a vejcovodu piedstavuji asi 15 % vSech zhoubnych novotvarti u Zen. Pfic¢ina
vzniku nadord vajecnikl neni zndma. Vyznamna role se vSak pfipisuje Zenskym pohlavnim
hormontim a jejich vlivu na ovulaci. Proto uzivani hormonalni antikoncepce, které blokuje
ovulaci, vede ke sniZeni rizika nddorového bujeni. Zda toto sniZeni rizika trva 1 po ukonceni
uzivani hormonalni antikoncepce, neni znamo.

Jsou znamy 1 dédi¢né formy nadord vajecnikd. Tim jsou ohroZeny nejvice Zeny s patogenni
variantou genit BRCA1 a BRCA2. Tyto nadory postihuji mladsi Zeny do 40 let v€ku. Obecné
postihuji zhoubné nadory vajecniki nejcastéji Zeny ve véku mezi 50 a 75 lety.

U muzt varianty v genu BRCAZ2 zvysuji riziko rakoviny prostaty az sedmkrat. Poskozeny gen
BRCAL zdvojnasobuje riziko vzniku tohoto onemocnéni u muzd mladsich 65 let. Zarodecné
varianty BRCA1 a BRCA2 spojeny s onemocnénim vyssi agresivity, coZ se projevuje nizs§im
stupném diferenciace a vy$$im stadiem v dob€ diagnézy. Kromé toho jsou patogenni varianty
BRCA1 a BRCA2 vyznamné spojeny se zvySenym rizikem recidivy, progrese do metastatického
onemocnéni a umrti na karcinom prostaty.

Je také pozorovano zvySené riziko vzniku karcinomu pankreatu u nositelli patogenni variant
genu BRCAL i BRCA2.

Karcinom prsni Zlazy se miiZze vyskytovat 1 u muzi, ale jeho incidence je stokrat niZs§i nez u
zen. Rizikové faktory jsou shodné s t€émi u zZen a zahrnuji vyssi vék, nadorové onemocnéni prsu
v rodiné, vystaveni se vy$§imu mnoZzstvi estrogenll nebo ionizaénimu zafeni, neplodnost nebo
obezitu.

BRCA (BReast CAncer) jsou tumor supresorové geny. Produkty téchto gent se ucastni
kontroly bunééného cyklu a oprav poskozené DNA. Proteiny pBRCA1 a pBRCA?2 se nachazi
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v jadfe. Obsahuji vazebné¢ domény, které jim umoziluji interagovat s dal$imi proteiny.
Prokézanou interakci je vazba s produktem genu RAD51. Na poskozeni DNA zareaguje produkt
genu ATM. Proteinkinasa ATM spusti fosforyla¢ni kaskadu, béhem niz se fosforyluje protein
pBRCAI1. Ten nasledn¢ interaguje s proteinem pRADSI, ktery se tucastni oprav
dvouretézcovych zlomti DNA procesem homologni rekombinace. Protein pBRCA2 také
interaguje s timto komplexem. Jeho ulohou je transportovat pPRADS1 do mista posSkozeni.
Bylo prokazano, ze BRCAI interaguje s MSH proteiny. Tyto MSH proteiny se podileji na
opravach 1ézi DNA vzniklych v disledku spontannich chyb béhem replikace DNA, na opravach
poskozené DNA a opravé dvoufetézcovych zlomii DNA. BRCAI1 hraje roli pfi fizeni
transkripce genil a nejnovéji bylo popsano, ze se podili i na ubikvitinaci (BRCA1-BARD1
komplex). Zarode¢né varianty genu pro E-cadherin (CDH1, membrany epitelialnich bunék)
jsou spojeny s karcinomem zaludku ale 1 s dédi¢nou predispozici ke karcinomu prsu. Podle
novych studii jsou 1 varianty v genu PMS2 spojeny se zvySenym rizikem rakoviny prsu. TP53
je nadorovy supresorovy gen, ktery je ¢asto mutovan u riznych druht rakoviny vcetné rakoviny
prsu. Zmény v tomto genu vedou ke zméné exprese ruznych gend, které jsou pfimo nebo
nepiimo pod transkripcéni kontrolou p53.

Pri tvorbé knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdkoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozZstvi osekvenovanych readi, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni beh se opakuje.

V pripadé nalezeni patologické ¢i suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pritomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V' ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym ndlezim.

Referen¢ni hodnoty:

Nalezené varianty fadime dle Gi¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérecné zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1 x 45 dnt
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Karcinom prostaty - rozSifeny NGS panel 26 genu (analyza celych geni,
jejich kodujicich oblasti a mist sestrihu: AKT1, APC, AR, ATM, BRAF,
BRCA1, BRCA2, CDH1, CDK12, CTNNB1, HOXB13, CHEK?, IDH1, KRAS,
MED12, MLH1, MSH2, MSH6, MYC, PIK3CA, PIK3R1, PMS2, PTEN, RB1,
SPOP, TP53)

Karcinom prostaty je tieti nejéast&jsi zhoubné nadorové onemocnéni muzi v CR (po karcinomu
plic a tlustého stieva). Tvoii asi 4 % vSech nadort. Existuji vyrazné geografické a rasové
rozdily. V CR je incidence pfiblizné 100:100 tis. a stoupa s vékem. Mezi rizikové faktor, pro
rozvoj onemocnéni patii vek (ze sekci vyplyva, ze 70 % muza starSich nez 90 let ma alespon
jedno loZisko karcinomu prostaty), genetické faktory (pfedpoklada se, Ze az u 9 % je to AD
dédicnost, vyssi riziko maji ptimi ptibuzni prvniho stupné postizeného), faktory hormonalni —
pusobeni DHA (dihydroandrosteron), testosteron nema piimy vztah ke kancerogenezi, ale mize
se podilet na manifestaci, dieta (vysoky pfijem zivociSnych tuktli, ¢ervené maso), sexualni
aktivita (promiskuita a pohlavné pfenosné choroby) a faktory profesionalni (expozice RTG
zéfeni, pesticidy, nekteré t€zké kovy).

VétSina piipadi rakoviny prostaty je pomalu rostouci. Rakovinné buiikky se mohou S§ifit do
jinych ¢asti téla, zejména do kosti a lymfatickych uzlin. Zpoc¢atku nemusi vyvolavat zadné
ptiznaky. Kdyz se objevi, jsou ¢asto podobné ptiznakiim nezhoubného zbytnéni prostaty. Patii
k nim ¢asté moceni, nokturie (zvySené moceni v noci), potize se zahdjenim a udrzenim stalého
proudu mo¢i. V pozdéjsich stadiich patti mezi ptiznaky bolest nebo potize s mocenim, krev v
moci nebo bolest v panvi ¢i zadech. K dalsim pozdnim ptiznakiim patii inava zptisobena nizkou
hladinou ¢ervenych krvinek. Ptiblizn¢ 99 % ptipadi se objevuje po 50. roce véku. Diagnostika
se provadi pomoci biopsie. K posouzeni, zda jsou pfitomny metastazy, 1ze provést 1ékarské
zobrazovaci vySetfeni.

Epidemiologické studie prokazaly, Ze rodinnd anamnéza rakoviny prostaty vyznamné zvysuje
jeji riziko. Ptibuzny prvniho stupné s timto onemocnénim zvysuje riziko dvakrat az tfikrat.
Studie dvojcat ukazaly, ze rakovina prostaty patii mezi nejvice dédi¢nd nadorova onemocnéni;
studie GWAS (Genome-wide association studies) identifikovaly mnoho lokust asociovanych s
rakovinou prostaty. Genomické studie identifikovaly rodinné varianty v genu HOXB13 a v
genech pro opravu DNA, jako je BRCA2, ATM, CHEK2, BRCA1, RAD51D a PALB2. Kromé
toho byly pozorovany rozdily ve vyskytu rakoviny prostaty u muzii z rtznych
rasovych/etnickych skupin, coz Ize ¢astecné pficist genetickym faktorm. Genetické zmény v
signalnich drahdch AR, PI3K-PTEN, WNT, zmény v opravé DNA a mnohé dalsi byly popsany
u vSech metastazujicich karcinomi prostaty, ale i u velké ¢asti primarnich karcinomi.
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Dalsi geny, které jsou zapojeny do mutageneze rakoviny prostaty:

APC - antagonista signaliza¢ni drahy WNT, zapojen také do dalSich bunéénych procest jako je
migrace, adheze, transkrip¢ni aktivace a apoptdza.

AR - steroidnim hormonem aktivovany transkripcni faktor, ktery je velmi dilezity pro vyvoj;
amplifikace a varianty genu pfispivaji k rozvoji rakoviny prostaty a selhani ADT (androgen
deprivation therapy) tim, Ze je neustale aktivovana AR signalni draha.

ATM - jeden z hlavnich kontrolori bunécného cyklu, nutny pro odpovéd organismu na
poskozeni DNA a udrZeni stability genomu.

BRCA1, BRCA2 - hraji kli¢ovou roli pfi transkripci, opravé dvouietézcovych zlomu a
rekombinaci DNA.

PTEN - role v supresi PI3BK-AKT-mTOR signalni drahy, kterou je regulovano bunécné preziti,
proliferece a hospodateni s energii.

RB1 - negativni regulator bunééného cyklu, stabilizuje konstitutivni heterochromatin pro
udrzeni jeho celkové struktury.

SPOP - sou¢ast BTB-CUL3-RBX1 E3 ubikvitin-protein ligazového komplexu; varianty SPOP
zpusobuyji stabilizaci onkogennich substrati, jako jsou JINK, NCOA3, DEK a BET proteiny.

TP53 - reguluje odpovéd’ na bunéény stres, expresi gend, zahrnutych v zastaveni bunééného
cyklu, apoptdze a opravé DNA.

Pri tvorbé knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdkoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readii, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych useki, apod., sekvenacni béh se opakuje.

V pripadé nalezeni patologické ci suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pFitomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym ndleziim.

Referen¢ni hodnoty:

Nalezené¢ varianty fadime dle u€inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérené zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpravé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1 x 45 dnt
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Kolorektalni karcinom a karcinom pankreatu - NGS panel 13 genu (analvza
celvch genu, jejich kodujicich oblasti a mist sestirihu: APC, BRAF, CTNNBI1,
KRAS, MLH1, MSH2, MSH6, MYC, PIK3CA, PMS2, PTEN, STK11, TP53)

Kolorektalni karcinom (CRC) je nddorové onemocnéni traviciho systému postihujici tlusté
stievo a kone¢nik. Riziko rozvoje onemocnéni CRC je asi 4-5 % a toto riziko je spojeno s
vékem, chronickymi onemocnénimi a zivotnim stylem. CRC je také zplisobeno patogennimi
variantami v onkogenech, tumor supresorovych genech a genech souvisejicich s mechanismy
opravy DNA. Podle ptivodu varianty Ize kolorektalni karcinomy klasifikovat jako sporadické
(70 %); vrozené (5 %) a familiarni (25 %).

Molekularni patogeneze sporadického karcinomu je heterogenni, protoZe varianty mohou cilit
na rizné geny, zejména geny jako c-MYC, KRAS, BRAF, PIK3CA, PTEN mohou byt pouzity
jako prediktivni markery pro vysledek pacienta. Ptiblizné¢ 70 % ptipadi CRC vsak nasleduje
po specifické posloupnosti variant, které jsou poté pievedeny do specifické morfologické
sekvence, poc¢inaje tvorbou adenomu a konce karcinomem. Prvni patogenni zména se vyskytuje
v APC, tumor supresorovém genu, spoustéjicim tvorbu nemalignich adenoml, nazyvanych také
polypy. Pfiblizn€¢ 15 % téchto adenomi se béhem 10 let zméni v karcinom. Po této APC
patogenni zméné nasleduji patogenni zmény v KRAS a TP53.

Vrozené typy rakoviny jsou zpusobeny zdédénymi patogennimi variantami, které ovliviiuji
jednu z alel mutovaného genu, coZ znamend, ze bodova varianta v druh¢ alele spusti vznik
nadorové buiky a nasledné karcinomu. Aby bylo moZné vytvofit piesnéjsi klasifikaci
vrozenych nadordi, byly stanoveny dvé skupiny, polypdzni a nepolypdzni formy. Polypozni
varianta zahrnuje predev§im familiarni adenomatézni polypozu (FAP), kterd je
charakterizovana tvorbou mnohocetnych potencidlné malignich polypl v tlustém stieve.
Naproti tomu dédicny nepolypozni kolorektalni karcinom (HNPCC) souvisi s patogennimi
variantami v genech zapojenych v mechanismech opravy DNA. Hlavni pficinou HNPCC je
Lynchitlv syndrom, ktery je zpiisoben d&dicnymi patogennimi variantami v jedné z alel
kédujicich proteiny opravy DNA, jako jsou MSH2, MLH1, MLH6 a PMS2. Lynchtiv syndrom
1ze nalézt u 2-3 % vSech ptipadii kolorektalniho karcinomu, a je proto nejcastéjSim syndromem
ve skupiné HNPCC. Familiarni kolorektalni karcinom pfedstavuje pfiblizné 25 % vSech
pfipadli a je také zpisoben dédicnymi patogennimi variantami, ackoli sim o sob& neni
klasifikovan jako dédi¢ny karcinom, protoze nemuize byt zahrnut do Zadné dédi¢né varianty
karcinomu.

Spatnd véasna diagnéza u karcinomu slinivky bfisni byla diive pfipisovana pozdnim
ptiznakim. V pribéhu let se zlepsila diagnostika rakoviny slinivky btisni, coz mize byt spojeno
s pokrokem v zobrazovacich technikdch a také s rostoucimi znalostmi o genetice. Ke
zvySenému riziku rakoviny slinivky bfiSni pfispivaji rizikoveé faktory: koufeni, nadvaha,
obezita, expozice chemikaliim (benzen, petrochemie, barviva a pesticidy), vek, pohlavi, rasa,
rodinna anamnéza, dédicné genetické syndromy, cukrovka, chronickd pankreatitida, cirh6za
jater, zalude¢ni problémy, diety, kdva a alkohol.
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APC - antagonista signaliza¢ni drahy WNT, zapojen také do dal$ich bunéénych procesii jako je
migrace, adheze, transkrip¢ni aktivace a apoptoza.

BRAF - koduje kinasu umisténou v EGFR signdlni draze za KRAS. Nejcastéji variantou BRAF
je missense varianta (V60OE), kterd vede k aberantni aktivaci MEK-ERK drahy a CRC
karcinogenezi. Predpoklada se, ze v pfipad¢ nadord bez varianty (wt) genu KRAS muze mit
varianta BRAF prediktivni/prognostickou roli v odpovédi na anti-EGFR 1é¢iva.

CTNNBL1 - B-Catenin hraje klicovou roli v signalizaci Wnt kaskada. -Catenin je mutovan az u
10 % vsSech sporadicky kolorektalni karcinom. Bylo zjiSténo, ze buniky obsahujici mutantni
APC maji zvySené hladiny B-kateninu a 80 % piipadi rakoviny tlustého stieva maji APC
varianty.

KRAS - patii do rodiny RAS (retrovirus associated DNA sequences) puvodné¢ izolovanych z
mysich sarcoma viril. Sekvence vS§ech RAS genti jsou vysoce konzervovany a maji podobnou
exon intronovou strukturu. Proteinovym produktem je p21 protein s vnitini GTPazovou
aktivitou. Je soucasti signalnich bunécnych kaskad, které zprostiedkovavaji pienos signali z
aktivovanych receptori do bunécného jadra a tak stimuluji bunéénou proliferaci a diferenciaci.

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 - Lynchiv syndrom je autozomalné¢ dominantné¢ dédi¢ny
syndrom, ktery je zplisoben zarode¢nymi patogennimi variantami genu pro reparaci DNA, jako
jsou MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. 90% variant CRC je v genech MLH1a MLH2. Gen PMS2
poskytuje instrukce pro tvorbu proteinu, ktery hraje zasadni roli pti opravé DNA (pfi replikaci
DNA).

MYC - indukuje tumor genezi tim, Ze obchazi kontrolni body bunétné proliferace, apoptozy
a/nebo starnuti. Pfi supresi MYC jsou tyto bariéry obnoveny, cozZ umoziuje trvalou regresi
nadoru.

PIK3CA - katalytick4 podjednotka PI3K, je mutovana v mnoha riznych nadorech, véetné¢ CRC.
Varianta PIK3CA nalézame u 10-20 % CRC, asi 80 % variant nalezenych ve dvou hot spotech
v exonu 9 a exonu 20. U CRC divokého typu RAS byly varianty PIK3CA spojeny s hor§im
klinickym vysledkem a negativni predikci odpovédi na cilenou terapii anti-EGFR
monoklondlnimi protilatkami. Varianty PIK3CA se jevi jako slibny prediktivni biomarker.

PTEN - role v supresi PI3BK-AKT-mTOR signalni drahy, kterou je regulovano bunééné preziti,
proliferece a hospodafeni s energii.

STK11 (také nazyvany LKB1) - poskytuje instrukce pro tvorbu enzymu serin/threonin kinaza
11. Tento enzym ma roli nadorového supresoru.

TPS3 - reguluje odpoveéd’ na bunécny stres, expresi genll, zahrnutych v zastaveni buné¢ného
cyklu, apoptdze a opravé DNA.
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Pri tvorbe knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakdakoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readii, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych usekii, apod., sekvenacni béh se opakuje.

V pripade nalezeni patologické ¢i suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pFitomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.

V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym ndleziim.

Referencni hodnoty:

Nalezen¢ varianty fadime dle u¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérecné zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpravé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1 x 45 dnli
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Kolorektalni karcinom — Lynchiiv syndrom (MLPA) — geny MLH1, MSH2,
PMS2, EPCAM, MSH6 a MUTYH — vySetfreni velkych genovych prestaveb

Nédory tlustého stfeva a konecniku patii k nejcastéjSim nadorovym onemocnénim, z nichz
dédi¢ny podklad mé Lynchiiv syndrom (dédi¢ny nepolypdzni kolorektalni karcinom; HNPCC)
a familiarni adenomatézni polypéza (FAP). Tyto dva syndromy se podileji na vzniku
karcinomu tlustého stfeva pouze u 5 % ptipadi, presto 90-95 % pacientti s dédi¢nou formou
karcinomu tlustého stfeva ma geneticky podklad.

Pfi¢inou jsou varianty v n¢kterém z genli kddujicich proteiny ucastnici se oprav chybného
parovani bazi v DNA (,,mismatch repair geny, MMR), nejCastéji se jedna
0 geny MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, EPCAM a PMS2. Karcinomy tlustého stfeva spadajici
pod Lynchliv syndrom se vyznacuji ¢asnym nastupem u pacienta (v€k 40-45 let) a CastéjSim
viceCetnym vyskytem v dob& diagnézy (10% pacientll). CeloZivotni riziko onemocnéni
karcinomem tlustého stieva je ~ 80%. Odhadovany podil riznych genil na Lynchové syndromu
je 15-40 % MLH1, 20-40 % pro MSH2, 12-35 % pro MSH6, 5-25 % pro PMS2 a <10 % pro
EPCAM.

Referencni hodnoty:

bez dup/del: v genu ¢i jeho ¢asti nebyla nalezena duplikace ani delece.

del: v genu ¢i jeho Casti byla nalezena delece, ktera je popsana v ramci Zavéru vysledkového
listu.

dup: vgenu ¢i jeho casti byla nalezena duplikace, ktera je popsana vramci Zavéru
vysledkového listu.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x 45 dnil

Doba odezvy: 45 dnu
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Kolorektalni karcinom - polypézni (MLPA) - gen APC - vySeti‘eni velkych
genovych prestaveb

Nadory tlustého stieva a koneéniku patii k nejcastéjSim naddorovym onemocnénim, z nichz
dédi¢ny podklad mé Lynchiiv syndrom (dédi¢ny nepolypdzni kolorektalni karcinom; HNPCC)
a familiarni adenomatézni polypéza (FAP). Tyto dva syndromy se podileji na vzniku
karcinomu tlustého stfeva pouze u 5 % ptipadi, presto 90-95 % pacientti s dédi¢nou formou
karcinomu tlustého stfeva ma geneticky podklad.

Familiarni adenomat6zni polyp6za (FAP) je dédicny syndrom predisponujici pacienta ke
karcinomu tlustého stfeva. Jedna se o autosomalné dominantni onemocnéni zpisobené
germinalnimi patogennimi variantami v genu APC. Predpokladd se, Ze 8-12 % vSech
patogennich variant genu APC tvoii velké piestavby, které nelze standardni sekvenacni
analyzou odhalit.

Dal$im syndromem se zvySenym rizikem vzniku karcinomu tlustého stfeva a zaludku je
MUTYH-asociovand polypdéza (MAP). Jednd se o autosomdlné recesivni onemocnéni a
pfi¢inou mohou byt jak velké genové prestavby, tak bodové patogenni varianty. Az 70 %
pacientll s MAP je nositelem alespon jedné z variant p.Tyr179Cys nebo p.Gly396Asp.

Duplikace v upstreamové oblasti genu GREM1 vede ke vzniku onemocnéni HMPS1 (Dédicny
syndrom smisené polypdzy 1), které je téz predispozi¢ni pro vznik kolorektalniho karcinomu.

Referen¢ni hodnoty:

bez dup/del: v genu ¢i jeho ¢asti nebyla nalezena duplikace ani delece.

del: v genu ¢i jeho ¢asti byla nalezena delece, ktera je popsana v ramci Zavéru vysledkového
listu.

dup: vgenu ¢i jeho casti byla nalezena duplikace, ktera je popsana vramci Zavéru
vysledkoveého listu.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x 45 dnil

Doba odezvy: 45 dnt
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KREC/TREC - vy$etieni primarnich imunodeficienci - SCID a XLA

Mezi primarni imunodeficience patii vice nez 200 riznych nemoci, jejichz klinické ptiznaky
mohou byt velmi variabilni (Iehké problémy az zivot ohrozujici). I proto je velmi dilezité mit
spolehlivou metodu detekce téchto onemocnéni jiz v raném détstvi, difive nez dité ztrati
protilatkovou ochranu od své matky. Metodika detekce TREC (T-cell receptor excision circles)
postavena na zékladé PCR (polymerdzova fetézova reakce) se v soucasné¢ dobé ukazuje jako
idealni metoda pro identifikaci pacientii trpicich tézkou kombinovanou imunodeficienci
(SCID). Stejn¢ tak detekce KREC (Kappa-deleting excision circles) dokaze spolehlivé
identifikovat pacienty s agamaglobulinemiemi. Oba pfistupy jsou pfitom zalozeny na zaklad¢
identifikace spravného vyvoje T- i B-lymfocyti daného pacienta. JelikoZ jsou obé tyto
onemocnéni zivot ohroZujici stavy, vzhledem k Castym a tézko 1é¢itelnym infekcim, je v€asna
identifikace obou skupin pacienti velmi dilezitd s ohledem na moznosti jejich 1é¢by a kvality
jejich nasledného zivota.

Toto vySetfeni by mélo byt provedeno také u déti, u nichz bude probihat o¢kovani Zivou, tzv.
atenuovanou, vakcinou (TBC a rotaviry), abychom si byli jisti, Ze je jejich imunitni systém v
poradku.

Referencni hodnoty:

Detekovany (zdravy jedinec) / Nedetekovany (suspektni imunodeficience)

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1-2x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Laktézova intolerance — varianty -13910C>T a -22018G>A v genu LCT

Jako laktézovou intoleranci ozna¢ujeme ¢asteénou nebo tplnou neschopnost traviciho traktu
zpracovavat laktézu. Jedna se o enzymatickou poruchu (absence enzymu laktaza), kterou nelze
zaménovat s alergii na kravské mléko, tedy autoimunitnim onemocnénim, kdy se v organizmu
tvoti specifické protilatky vici mlécné bilkovin€ kasein. Pfiznaky u obou téchto onemocnéni
jsou vsak velmi podobné. Enzym lakt4dza — phlorizin hydrolaza je kddovana genem LCT, ktery
je lokalizovan na druhém chromozomu, Vv oblasti 2q21. Kontrolni mechanizmy exprese genu
jsou asociovany s jednonukleotidovymi zaménami — polymorfismy (-13910C>T, -22018G>A).

Slozeny mléény cukr laktéza je pro lidsky organizmus vstiebatelny az po enzymatické
hydrolyze na jednotlivé slozky, tedy gluk6zu a galaktézu. Neroz§tépeny a nevstiebany cukr je
ve stfeveé nadbytecny, dostava se do dalSich ¢asti zaZivaciho traktu, kde dochdzi k jeho kvaseni.

V soucasné dobé se predpoklada, ze je postizen piiblizné kazdy Sesty jedinec v populaci.
U jiznich narodii a ¢erné fasy je Cetnost postizeni mnohondsobné vysSi. Absence laktazy
V organismu muze mit rizné pfi¢iny. Primarni pfi¢inou je geneticky podminéné snizovani
produkce tohoto enzymu. Nazyva se adultni, tedy dospély typ laktézové intolerance. Syntéza
enzymu piirozené klesa zhruba od dvou let véku. Vzéacny je vrozeny deficit laktazy, ktery se
projevi ihned po narozeni. Sekundarni pfi¢inou vzniku intolerance k laktéze je poskozeni
sliznic stfeva jinymi vlivy, pfedev§im infekénimi prlijmovymi onemocnénimi, uzivanim
nekterych 1€kt (antibiotik), a také nékterymi chronickymi onemocnénimi stfeva, jako je
Crohnova nemoc nebo celiakie.

Referencni hodnoty:

Urceni genotypt v lokusech -13910C>T a -22018G>A:

- genotypy C/C a G/G = laktézova intolerance - hypolaktazie
- genotypy C/T nebo T/T a G/A nebo A/A = tolerance laktozy

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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LTA (C804A) — silné prozanétlivy faktor spojen s Kkoronarnimi
onemocnénimi

Lymfotoxin — alfa, jako ¢len tumor nekrézové rodiny cytokinti, byl pivodné izolovan na
zaklad¢ své protinadorové aktivity. Pozdéji bylo prokazané, Ze tento cytokin vykazuje zanétlivé
a imunologické aktivity. Gen LTA je lokalizovan v ramci tieti tfidy hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) na chromozému 6p21.3. Zanétlivy proces hraje predni
roli pfi vzniku aterosklerdzy, coz je nejrizikovejsSim faktorem pro cévni piihody. Zda se, Ze
LTA jako zanétlivy cytokin se exprimuje v aterosklerotickych 1ézich. V této souvislosti byla
nalezena spojitost mezi polymorfizmem C804A (T26N) v genu pro LTA a koronarnimi a
cerebrovaskularnimi ptihodami.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Metabolismus antikoagulancii, antidepresiv, antiepileptik, inhibitoru
protonové pumpy, antikonvulziv, hypnotik, sedativ, antimalarik,
antiretrovirik, antimykotik aj. (gen CYP2C19 alely *1, *2, *3, *17)

CYP2CI19 je klinicky vyznamny enzym, ktery se podili na biotransformaci fady léciv ze
skupiny antidepresiv (fluxetin, citalopram), antikoagulancii (klopidogrel, warfarin),
antiepileptik (fenytoin, karbamazepin), antihistaminik (cetirizin, loratadin), antimykotik
(flukonazol a itrakonazol) a inhibitorti protonové pumpy (omeprazol a lansoprazol). Pomali
metabolizatofi jsou v kavkazské populaci nejcastéji nositeli alely *2 a *3 a ultrarychla
metabolizace je spojovana s alelou *17.

Zavazné nasledky maji vedlejsi ucinky souvisejici s 1écbou klopidogrelem. Klopidogrel je
velmi ucinné antiagregans, jehoz ucinek je zalozen na nevratné inhibici P2RY12 receptoru
desticek. Jde o prolécivo, které je aktivovano komplexem cytochromu P450, pfevazné formou
CYP2C19. Rozdily v odpovédi k ptsobeni klopidogrelu vyplyvajici z farmakogenetiky, tj.
Z genotypu pacienta, spolu s 1ékovymi interakcemi vysledné ovliviiuji terapeutickou odpovéd'.

CYP2C19 je *1 normalni alela neboli alela "divokého typu" s frekvenci vyskytu v populaci
zapadni Evropy 0,63. Alely CYP2C19 *2 a *3 jsou nejcastéjsi alely se ztratou funkce (LoFA)
a nositelé jedné z nich (tj. *1/*2 nebo *1/*3) jsou oznacCovani jako "intermediarni"
metabolizatofi a produkuji tak méné aktivniho metabolitu. Zatimco kazdy jedinec, ktery je
nositelem dvou LoFA, je pomaly metabolizator. Naopak CYP2C19 *17 je nejcastéjsi alela se
zvySenou funkci a je spojena se zvySenou pfeménou na aktivni metabolit.

Referen¢ni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; normalni metabolizator
(CYP2C19*1/*1)

Heteroz. — heterozygot = wt / mut; intermediarni metabolizator (CYP2C19*1/*2;
CYP2C19*1/*3), ultrarychly metabolizér (CYP2C19*1/*17)

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; pomaly metabolizator (CYP2C19*2/*2;
CYP2C19*3/*3), ultrarychly metabolizér (CYP2C19*17/*17)

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1 x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Metabolismus médi — vySetreni nejéastéjSich patogennich variant v genu
ATP7B

Porucha metabolismu médi nazyvana také jako Wilsonova choroba (OMIM#277900) je
autozomalné recesivni dédicné onemocnéni zptsobené patogennimi variantami v genu ATP7B
v lokusu 13ql4. Patogenni varianty jsou pfi¢inou dysfunkce proteinu méd transportujici
ATPazy, zptisobujici poruchu vylu€ovani médi z hepatocytt do zluce a jeji hromadéni v mozku,
jatrech, CNS a v fad¢ dalSich organti. Patogenni varianty se mohou vyskytovat ve kterémkoliv
z 21 exonl tohoto genu nebo v prilehlych nekodujicich regulacnich oblastech. Nejcastéjsi
patogenni varianta zpusobuje zaménu histidinu za glutamin v pozici 1069 (c.3207C>A,
p.His1069Gln), kterou nese ve stfedni Evropé asi 50 az 60 % nemocnych. Spolu s dals§imi 7
nejCastéjSimi  patogennimi variantami: c¢.3402del (p.Alal135GInfs*13), ¢.2336G>A
(p.Trp779%), ¢.2332C>G (p.Arg778Gly), ¢.1340_1343del (p.GIn447Leufs*50), c.2304dup
(p.Met769Hisfs*26), ¢.3649 3654del (p.Vall217 Leul218del) a ¢.3190G>A (p.Glu1064Lys)
je odpovédna za 70% piipadii Wilsonovy choroby v CR (Vrabelova et al, 2005).

Referencni hodnoty:
Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 14 dnl
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Metabolismus _myorelaxans, napi. suxamethonia, mivacuria (gen BCHE
alely A, K, F1, F2, S1)

Butyrylcholinesterasa (BCHE), také znama jako pseudocholinesterasa, je enzym podilejici se
na metabolismu svalovych relaxantii vyuzivajicich se pii chirurgické anestezii jako jsou
suxamethonium (sukcinylcholin) a mivacurium. SniZzena aktivita tohoto enzymu ma za
nasledek vyssi plazmatickou koncentraci 1éCiva, coz muze vést k delsi paralyze svalstva,
postanestetické apnoe a dechové depresi s nutnosti plicni ventilace. Nositeli alel se snizenou
katalytickou aktivitou jsou az 4 % kavkazské populace.

Nejbéznéjsi varianta, ktera ovliviiuje mnozstvi enzymu je BCHE K (Kalow). Tato varianta K je
spojena s mirngjsim, asi 30% snizenim aktivity enzymu ve srovnani s wild type variantou. Mezi
dalsi genetické varianty vedouci k pseudocholinesterazové deficienci patii varianty BCHE A
(atypicka), BCHE F1 a BCHE F2. Tyto missence varianty jsou spojeny s vaznym, 60-70%
snizenim aktivity enzymu v dusledku zhorSeni katalytické vlastnosti enzymu. Varianta A se

vvvvvv

samostatna varianta K. Varianta BCHE S1 se nazyva ticha (silent-1) a jedna se o frameshift
variantu, z takové alely poté nevznika aktivni enzym.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type (WT) = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot (HET) = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot (MUT) = mut / mut;

Vysledek (Fenotyp) Kritéria (detekované varianty)

normalni aktivita enzymu WT ve vsech sledovanych variantach

mirnd BCHE deficience HET pro variantu K, ostatni varianty WT
stfedné tézka BCHE deficience HET pro jednu z variant A, F1, F2 nebo S1
stiedné tézka BCHE deficience MUT pro variantu K, ostatni varianty WT
tézka BCHE deficience MUT pro jednu z variant A, F1, F2 nebo S1
tézka BCHE deficience HET pro dvé a vice z variant A, F1, F2 nebo S1

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.
Provadi se: 1 x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dni
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Metabolismus Thiopurinu — stanoveni genotypu ovliviiujiciho metabolismus
thiopurinu (gen TPMT alely *1, *2.*3A, *3B, *3C)

Thiopurinové derivaty jsou Siroce pouzivany pro lécbu akutni leukémie, pro imunosupresivni
1écbu pacientii po organové transplantaci a pro 1lécbu chronickych zanétlivych onemocnéni
(napt. Crohnova choroba, revmatoidni artritida). Aromatické a heterocyklické sulthydrylové
komponentythiopurinovych 1é¢iv, veetné 6-thioguaninu, 6-merkaptopurinu a azathioprinu, jsou
metabolizovany v organizmu pies S-metylaci, katalyzovanou enzymem p¥itomnym v cytosolu
- thiopurin S-metyltransferazou (TPMT). Dostate¢na aktivita TPMT hraje kli¢ovou roli pti
biodegradaci thiopurini, které urcuji efekt 1é¢iv a vznik vedlejSich nezadoucich G¢inkd pii
jejich odbourdvani, jako je neurotoxicita, hepatotoxicita, myelosuprese a zanéty sliznic.

Snizend metabolickd aktivita enzymu TPMT je disledkem pfitomnosti funkénich
polymorfizmi v kodujici oblasti genu TPMT, z nichz mezi nejéastéjsi deficitni alely v evropské
populaci patii TPMT*2 (varianty G238C), TPMT*3A (varianty G460A a A719G), TPMT*3B
(varianty G460A) a TPMT*3C (A719G).

Klinické projevy deficitu TPMT mohou byt zadvazné pro pacienty, kteti jsou heterozygoty nebo
homozygoty pro funkéné variantni alely.

Referen¢ni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; *1/*1

Heteroz. — heterozygot = wt / mut; *1/*2; *1/*3A; *1/*3B; *1/*3C; *2/*3A; *2/*3B; *2/*3C,;
*3A/*3B; *3A/*3C; *3B/*3C

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; *2/*2; *3A/*3A; *3B/*3B; *3C/*3C

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt

LP Verejné


http://www.unilabs.cz/

N7 ilab Laboratof forenzni a lékarské genetiky strana: 85/ 109
#ee Unilabs AR
Laboratorni prirucka verze: 21

Tento dokument je soucasti fizené dokumentace. Aktualni verze je umisténa na www.unilabs.cz.
Po jeho stazeni ma tento dokument informativni charakter.
Metabolismus Warfarinu - stanoveni_genotypu ovliviiujiciho davkovani
warfarinu (polymorfismy v cytochromu CYP2C9*1, *2, *3, a genu VKORC1)

Warfarin patii mezi antikoagulacni 1éky s vysokou interindividudlni variabilitou v ddvkovani.
S-warfarin je pievazné metabolizovan polymorfnim cytochromem P450 CYP2C9. Enzym
cytochrom P450 CYP2C9 (rodina 2, podrodina C, polypeptid 9), kdédovany genem na
chromozému 10 (10g24), je clenem superrodiny enzymi P450. Proteiny P450 jsou
monooxygenazy, které katalyzuji mnoho reakci zahrnujici metabolizmus drog a syntézu
cholesterolu, steroida a dalSich lipida. Cytochrom P450 CYP2C9 je produkovén v jatrech a je
zodpovédny za 50% epoxygenazové aktivity v lidskych jatrech. V builkach se tento protein
nachazi v endoplazmatickém retikulu.

v

Dosud bylo identifikovano dvacet ctyfi alel, z nichz klinicky nejvyznamnéjsi jsou alely
CYP2C9*2 a CYP2C9*3. Tyto alelické varianty jsou zndmé tim, Ze zvySuji antikoagulacni
efekt warfarinu a snizuji denni davky pottebné pro zachovani INR v terapeutickém rozsahu.
V alele CYP2C9*2 dochazi k nukleotidové substituci (tranzice C za T v pozici 430 ve 3. exonu)
tak, ze se ve vysledném polypeptidovém fetézci na mist¢ 144 nachdzi misto argininu cystein
[R144C], a v polypeptidovém fetézci kddovaném alelou CYP2C9*3 se na misté 359 nachazi
misto izoleucinu leucin [I359L] (tranzice A za C v pozici 1075 v 7. exonu nukleotidového
fetézce), na rozdil od béZzné alely CYP2C9*1. Mezi populacemi vSak existuji rozdily
Vv distribucich jednotlivych alel. V ,bilé* populaci se frekvence alely CYP2C9*2 pohybuje
v rozmezi 8 — 12,5% a frekvence alely CYP2C9*3 v rozmezi 3 — 8,5%.

Nizsi davkovani warfarinu se uplatiiuje u nositelti jedné nebo dvou polymorfnich alel (*2, *3)
nez u nositeltt dvou béznych alel (*1).

Gen VKORCL1, ktery je lokalizovan na chromozomu 16p12-q21, kéduje hlavni podjednotku
transmembranového proteinu - vitamin K epoxid reduktizu (VKOR) o velikosti 163
aminokyselin. Komplex VKOR recykluje vitamin K 2,3-epoxid na vitamin K hydrochinon,
ktery je esencidlnim kofaktorem posttranslacni y-karboxylace koagula¢nich faktora FII, FVII,
FIX, FX a proteini C, S a Z. V genu VKORCL1 byly zjistény dva nejcastéjsi polymorfizmy:
1173 C>T lokalizovany v intronu 1 a -1639 G>A nachézejici se v promotoroveé oblasti. U téchto
dvou polymorfismil byla prokdzana tésna vazba, a proto je zcela dostacujici detekce jedné
varianty, v tomto piipad¢ varianty -1639 G>A.

Efekt polymorfizmi CYP2C9 a VKORCL1 na velikost denni davky warfarinu potebné k udrzeni
terapeutického rozmezi se navzdjem potencuje. Cca 20% populace patii k vysoce rizikové
skupin¢ lidi s genotypem wt / mut. -1639 G+A nebo mut. -1639 G*A / mut. -1639 G+A v genu
pro VKORC1, kteti soucasné¢ nesou alespon jednu polymorfni alelu (*2, *3) v genu pro
CYP2C9. Tito pacienti jsou ve vysokém riziku piedavkovani warfarinem, zejména v uvodu
1écby.
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Referenéni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; *1/*1
Heteroz. — heterozygot = wt / mut; *1/*2; *1/*3; *2/*3

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; *2/*2; *3/*3

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dni
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MPL — myeloproliferativni neoplasie (nej¢astéjSi varianty v exonu 10 genu
MPL - W515L, W515K, W515A, S505N

Chronické myeloproliferativni poruchy (CMPDs) piedstavuji velmi heterogenni skupinu
onemocnéni myeloidni fady krvetvornych bunék. Pii diferencidlni diagnostice se uplatni
piedevsim detekce tfi molekularnich zmén. Jsou to vysetieni fuzniho genu BCR-ABL, genu
JAK2 (V617F a varianty v exonu 12) a detekce variant W515K a W515L v genu MPL. BCR-
ABL/Ph1 charakterizuje piedevsim chronickou myeloidni leukémii (CML) a JAK2 varianta se
naopak vyskytuje u BCR-ABL/Phl negativnich myeloproliferativnich chorob, piedevsim u
Polycytemia vera (PV), esencialni trombocytémie (ET) ¢i idiopatické myelofibrozy (CIMF).
Zakladnim rysem MPN je deregulace drahy JAK/STAT. Krom¢ variant v genu JAK2 byly
objeveny varianty v dalSich genech, které se nachazeji u pacienti s JAK2 negativni MPN a
ovliviiuji epigenetickou kontrolu genové exprese a rovnéz sestiih RNA. Mezi né patii
inzerce/delece v exonu 9 genu pro Calreticulin (CALR) a varianty v exonu 10 genu MPL.
MPL koduje receptor pro trombopoetin, kli¢ovy rastovy faktor a faktor pfeziti pro
megakaryocyty. MPL varianta W515L je nejcastéjsi variantou u JAK2 V617F-negativnich PMF
pacientt, k dalSim substitucim patii W515K, W515A a SS05N. Nasi metodikou jsme schopni
detekovat vSechny tyto Ctyfi specifické nejcastéjsi varianty v genu MPL.

Molekularni testovani specifickych variant v genech JAK2, CALR a MPL jsou soucasti
diagnostickych kritériit WHO (2017) pro primarni myelofibrozu a esencidlni trombocytémii.

Referencni hodnoty:

Negativni — v genu MPL nebyla detekovana zadna z testovanych variant.

Pozitivni — v genu MPL byla detekovéana patogenni varianta; popis nalezené varianty
Analyticka senzitivita pouzitého testu je 1 % mutovanych alel, resp. 5% u varianty S505N.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x 20 dnu
Doba odezvy: 20 dni
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Myeloidni panel - DNA (vySeti‘eni nejcastéjSich somatickych variant v DNA
u pacienti s AML, MDS, MPN, CML., aj.)

Myeloidni malignity jsou heterogenni skupina onemocnéni, ktera je charakterizovana
nadmérnou tvorbou buné¢k myeloidni krevni fady (zahrnuje tvorbu bilych krvinek granulocytd,
cervenych krvinek a krevnich desticek). Nadmérnd tvorba jednoho typu krvinek vede k
vytlatovani ostatnich z kostni dfené, ke snizovani jejich tvorby a tim i poklesu jejich poctu v
periferni krvi. Pfiznaky onemocnéni jsou tedy dany jak nadbytkem, tak i nedostatkem krvinek,
ale i poruchou jejich funkce.

Mezi myeloidni onemocnéni se fadi akutni myeloidni leukémie (AML), myelodysplasticky
syndrom (MDS), myeloproliferativni onemocnéni (MPN), chronickd myeloidni leukémie
(CML), chronickda myelomonocyticka leukémie (CMML) a juvenilni myelomonocyticka
leukémie (JMML).

Akutni myeloidni leukémie (AML) patii do skupiny zhoubnych onemocnéni krvetvorné tkané
charakterizované hromadénim abnormalnich nezralych bun¢k (blasttl) a utlakem krvetvorby v
kostni dfeni rychle se mnoZicimi nddorovymi buiikami. V krvi je snizeny pocet normalnich
Cervenych krvinek (vznika anémie - chudokrevnost), krevnich desti¢ek (zvySené riziko
krvaceni) a také je zde mén¢ funkénich bilych krvinek, coz vede ke sniZeni obranyschopnosti
nemocnych, ktefi jsou vice nachylni k infekcim. AML tvoii az 80 % akutnich leukémii u
dospélych a 15-20 % u déti. Jejich vyskyt narista s vékem a nejcastéji postihuje jedince nad 60
let.

Chronicka myeloidni leukémie (CML) — obvykle postihuje dosp€lé nad 65 let a predstavuje asi
15-20 % nové zjiSténych leukémii. Pacienti s CML casto nemaji Zadné piiznaky a byvaji
diagnostikovani nahodné pii bézném screeningovém vysetfeni. Nelé¢ena CML vede k anémii,
sniZzeni imunity, krvaceni, tvorbé modfin a znaénému zvétSeni sleziny.

Tato ziskand onemocnéni krvetvorné tkané€ jsou charakteristickd monoklonalni proliferaci a
jejich pii¢inou byvaji somatické varianty v kli¢ovych genech signalnich drah. Ukolem
laboratofe je analyzovat klicové geny téchto drah a detekovat sekvenc¢ni varianty ¢i fuzni geny
tak, aby pacient mohl byt diagnostikovan a mohla mu byt nabidnuta cilena 1écebn4 strategie ¢i
sledovana minimalni rezidualni choroba (relaps, remise, progrese).

Nasi metodikou analyzujeme biologicky material pacienta na urovni DNA a jsme schopni
genetickou naloZ 1 kvantifikovat.

Pomoci naseho testu mizeme vySetfovat varianty ve 45 cilovych genech na tirovni DNA.
Vysetieni je pouzitelné pro studium hlavnich myeloidnich onemocnéni véetné AML, MDS,
MPN, CML, CMML a JMML. V jediném testu se zaméfujeme na analyzu hlavnich
onkologickych markert, mezi néz patii napt. FLT3-1TD, CEBPA, JAK2, CALR, TP53, NPM1
a IDH1/2.

Mutacéni analyzu provadime u téchto gent: ANKRD26, ABL1, BRAF, CBL, CSF3R, DDX4,
DNMTS3A, FLT3-ITD-TKD, GATA2, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, MYD88,
NPM1, NRAS, PPM1D, PTPN11, SMC1A, SMC3, SETBP1, SF3B1, SRSF2, U2AF1, WT1,
ASXL1, BCOR, CALR, CEBPA, ETV6, EZH2, IKZF1, NF1, PHF6, PRPF8, RB1, RUNX1,
SH2B3, STAG2, TET2, TP53 a ZRSR2.
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Referencni hodnoty:
Negativni — patogenni/pravdépodobné patogenni varianta/ptfestavba nebyla nalezena
Pozitivni — patogenni/pravdépodobné patogenni/piestavba byla nalezena

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorki.
Provadi se: 1x za 45 dnt
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Myeloidni panel - RNA (vySetieni nejcastéjSich somatickych genovych fuzi a
abnormalni exprese u pacienti s AML, MDS, MPN, CML, aj.)

Myeloidni malignity jsou heterogenni skupina onemocnéni, ktera je charakterizovana
nadmérnou tvorbou buné¢k myeloidni krevni fady (zahrnuje tvorbu bilych krvinek granulocytd,
cervenych krvinek a krevnich desti¢ek). Nadmérna tvorba jednoho typu krvinek vede k
vytlatovani ostatnich z kostni dfené, ke snizovani jejich tvorby a tim i poklesu jejich poctu v
periferni krvi. Pfiznaky onemocnéni jsou tedy dany jak nadbytkem, tak i nedostatkem krvinek,
ale i poruchou jejich funkce.

Mezi myeloidni onemocnéni se fadi akutni myeloidni leukémie (AML), myelodysplasticky
syndrom (MDS), myeloproliferativni onemocnéni (MPN), chronickd myeloidni leukémie
(CML), chronickd myelomonocyticka leukémie (CMML) a juvenilni myelomonocyticka
leukémie (JMML).

Akutni myeloidni leukémie (AML) patii do skupiny zhoubnych onemocnéni krvetvorné tkané
charakterizované hromadénim abnormalnich nezralych bun¢k (blasttl) a utlakem krvetvorby v
kostni dieni rychle se mnoZicimi nddorovymi buiikami. V krvi je sniZeny pocet normalnich
cervenych krvinek (vznikd anémie - chudokrevnost), krevnich desticek (zvySené riziko
krvaceni) a také je zde mén¢ funkénich bilych krvinek, coz vede ke sniZeni obranyschopnosti
nemocnych, ktefi jsou vice nachylni k infekcim. AML tvoii az 80 % akutnich leukémii u
dospélych a 15-20 % u déti. Jejich vyskyt nariista s vékem a nejcastéji postihuje jedince nad 60
let.

Chronicka myeloidni leukémie (CML) — obvykle postihuje dosp€lé nad 65 let a predstavuje asi
15-20 % nové zjisténych leukémii. Pacienti s CML casto nemaji Zadné piiznaky a byvaji
diagnostikovani nahodné pii bézném screeningovém vyseteni. Nelé¢ena CML vede k anémii,
sniZzeni imunity, krvaceni, tvorbé modfin a znaénému zvétSeni sleziny.

Tato ziskand onemocnéni krvetvorné tkané€ jsou charakteristickd monoklonalni proliferaci a
jejich pii¢inou byvaji somatické varianty v kli¢ovych genech signalnich drah. Ukolem
laboratofe je analyzovat klicové geny téchto drah a detekovat sekvenc¢ni varianty ¢i fuzni geny
tak, aby pacient mohl byt diagnostikovan a mohla mu byt nabidnuta cilena 1é¢ebna strategie ¢i
sledovana minimalni rezidudlni choroba (relaps, remise, progrese).

Nasi metodikou analyzujeme biologicky material pacienta na Grovni RNA a jsme schopni
genetickou naloz i kvantifikovat.

Pomoci naseho testu mizeme vySetfovat fuze 35 fidicich genti na trovni RNA (>700 unikatnich
fuzi). Vysetfeni je pouzitelné pro studium hlavnich myeloidnich onemocnéni véetné AML,
MDS, MPN, CML, CMML a JMML.

Fuze analyzujeme u genti ABL1, ABL2, BCL2, BRAF, CCND1, CREBBP, EGFR, ETV6,
FGFR1, FGFR2, FUS, HMGAZ2, JAK2, KAT6A-MOZ, KAT6B, KMT2A, KMT2A-PTDs
MECOM, MET, MLLT10, MRTFA-MKL1, MYBL1, MYH11l, NTRK2, NTRK3, NUP214,
NUP98, PAX5, PDGFRA, PDGFRB, RARA, RUNX1, TCF3, TFE3 a ZNF384.

Referen¢ni hodnoty:
Negativni — patogenni/pravdépodobné patogenni varianta/ptestavba nebyla nalezena
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Pozitivni — patogenni/pravdépodobné patogenni/piestavba byla nalezena

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 45 dnt

Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Nadorové syndromy - NGS panel 50 genu (analyza celych genu, jejich
kodujicich oblasti a mist sestfihu: AKT1, APC, AR, ATM, ATR, BARD1,
BLM, BRAF, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK12, CTNNB1, EPCAM,
FAM175A, FANCD2, GATA3, GEN1, HOXB13, CHEK2, IDH1, KRAS,
MED12, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, MYC, NBN, NF1, PALB2,
PIK3CA, PIK3R1, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51B, RAD51C, RAD5S1D,
RAD54L, RB1, RET, SPOP, STK11, TP53, VHL, WT1, XRCC?2)

Hereditarni nadorové syndromy ptedstavuji skupinu nadorovych onemocnéni, u kterych lze
pozorovat silny vliv dédi€nosti na jejich rozvoj. Nekteré diagndézy nadorovych onemocnéni
opravdu maji tendenci vyskytovat se v uritych rodinach opakované. Typicky se jedna
napiiklad o nadory prsu ¢i tlustého stieva.
Dulezité je ovSem upozornit, ze naprosta vétSina naddort neni dédi¢nych, ale vznikaji tzv.
sporadicky, tedy bez rozhodujici dédi¢né pii¢iny. Samotny proces onkogeneze je zdlouhavy a
mnohostupiiovy; genetickd predispozice miize tento proces podstatné urychlit; jako jiné
predispozice se ale rovnéz uplatnit nemusi. V ptipad¢ hereditdrnich nddorovych syndromi je
ovSem genetickd predispozice Casto natolik silnd, Ze vede k rozvoji prislusného onemocnéni ve
velké vétsing€ pripadu.
Pro hereditarni nddorové syndromy jsou charakteristické nasledujici projevy:

e Opakovany vyskyt pfislusného nddorového onemocnéni v roding.

e Nizky vék pii diagndze nadorového onemocnéni (Casto 35 let 1 méng!).

e Vicenasobny ¢i opakovany vyskyt nadorového onemocnéni u postiZené osoby.
Z hlediska genetické patogeneze jsou hereditarni nadorové syndromy spojeny s:

e Patogennimi variantami tumor-supresorovych gent

e Patogennimi variantami mutatorovych gent

e Ncékterymi geneticky podminénymi chorobami a komplexnimi syndromy
Typicky jde zejména o varianty tumor-supresorovych gent. Tyto varianty maji recesivni
charakter, tedy ke kompletnimu vyfazeni tumor-supresorového genu je zapotiebi vyfazeni
(patogenni zména) obou alel tohoto genu (tzv. Knudsonova teorie dvou zasahti). Z hlediska
klinické genetiky se tyto hereditarni nadorové syndromy ovsem dédi autozomalné
dominantné (byt' s netiplnou penetranci). Divodem je skutecnost, ze vrozena (zarodecna)
varianta pfislusného tumor-supresorového genu je vyraznym rizikem pro rozvoj ptislusného
onemocnéni, které se tak rozviji u naprosté vétSiny osob s piislusnou zarodecnou variantou.

Nejcastéjsi hereditarni nadorové syndromy, které jsou v ramci této analyzy vySetirovany:
Syndrom Li-Fraumeni (OMIM: 151623), varianty tumor-supresorového genu TP53
(17p13.1) a genu CHEK2 (22912.1)

Hereditarni karcinom prsu a ovarii (OMIM: 114480), nejcastéji varianty geni BRCAL
(17921), BRCA2 (13912.3), BARD1 (2935), BRIP1 (17g23.2), PALB2 (16p12.2), RADS50
(50931.1), RAD51C (17g22), RAD51D (17912), ATM (11922-9q23), CDK12 (17ql2),
FAM175A (4921.23), FANCD2 (3p25.3), CHEK2 (22912.1), MRE11 (11921), NBN (8921),
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RAD51B (14q24.1), RAD54L (1p34.1), TP53 (17p13.1), CDH1 (16022.1), MSH6 (2p16),
PMS2 (7p22.2), ABRAXASL (4g21.23), GATA3 (10p14), MRE1l (11g21), PIK3CA
(3026.32)

Faconiho anemie, varianty genit BRIP1 (17¢23.2), PALB2 (16p12.2), RAD51C (17g22),
FANCD2 (3p25.3) a XRCC2 (7936.1)

Familiarni adenomatézni polypéza (OMIM: 175100), varianty genu APC (5021-022) a
MUTYH (1p34.1)

Kolorektalni karcinom, varianty v genech APC (5¢921-922), BRAF (7g34), CTNNB1
(3p22.1), KRAS (12p12.1), MLH1 (3p21.3), MSH2 (2p22-p21), MSH6 (2pl16), MYC
(8924.21), PIK3CA (3726.32), PMS2 (7p22.2), PTEN (10923.3), STK11 (19p13.3), EPCAM
(2p21), TP53 (17p13.1), KRAS (12p12.1) a BRAF (7q34)

Cowdentiv syndrom (OMIM: 58350), varianty genu PTEN (10g23.31) nebo BMPR1A
(10922.3)

Peutz—Jeghersuv syndrom (OMIM: 175200), varianty genu STK11 (19p13.3)
Familiarni karcinom Zaludku (OMIM: 192090), varianty genu CDH1 (16¢22)
Ataxia teleangiectasia (OMIM: 208900), varianty genu ATM (11g22.3)

Nijmegen breakage syndrom (OMIM: 251260), varianty gentt NBN (8921.3), RAD50
(5931.1)

Neurofibromatéza typu 1 (OMIM:162200), varianty genu NF1 (17911.2)
Bloomuyv syndrom (OMIM: 210900), varianty genu BLM (RECQL3, 15026.1)

Hereditarni karcinom prostaty (OMIM: 176807), varianty geni AKT1 (14932.33), APC
(50921-922), AR (Xqgl2), ATM (11g22-g23), BRAF (7g34), BRCA1l (17921), BRCA2
(13g12.3), CDH1 (16g22.1), CDK12 (17g12), CTNNB1 (3p22.1), HOXB13 (17¢21.32),
CHEK2 (22g12.1), IDH1 (2934), KRAS (12p12.1), MED12 (Xq13.1), MLH1 (3p21.3), MSH2
(2p22-p21), MSH6 (2p16), MYC (8g24.21), PIK3CA (3qg26.32), PIK3R1 (5913.1), PMS2
(7p22.2), PTEN (10g23.3), RB1 (13¢14.2), SPOP (17¢21.33), TP53 (17p13.1)

Burkitiv lymfom (OMIM 113970), varianty genti PIK3R1 (5¢q13.1) a RET (10g11.21)
Retinoblastom (OMIM: 180200), varianty genu RB1 (13914.2)

Karcinom ledviny (OMIM: 144700), varianty genu VHL (3p25.3)

Wilmsiiv tumor (OMIM: 194070), varianty genu WT1 (11p13)

Pri tvorbe knihovny je pouzivano amplifikacni obohaceni. Pokud by se zjistila jakakoliv
odchylka, napr. nedostatecné mnozstvi osekvenovanych readu, jejich horsi kvalita,
nedostatecné pokryti jednotlivych useki, apod., sekvenacni béh se opakuje.

V pripadé nalezeni patologické ci suspektné patologické varianty analyzou NGS dat, se jeji
pFitomnost potvrzuje Sangerovym sekvenovanim.
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V ramci hodnoceni NGS dat jsou filtry nastaveny tak, aby byly analyzovany pouze vyse uvedené
geny vyzadané lékarem. Nedochazi tedy k sekundarnim/nevyzadanym ndleziim.

Referencni hodnoty:

Nalezen¢ varianty fadime dle u¢inku do kategorii: patologicka, suspektné patologicka,
varianta nejasného vyznamu, suspektné benigni a varianta benigni. Nalezené varianty jsou
detailnéji popsany v zavérené zprave.

Varianty suspektné benigni nebo benigni vydavame ke zpraveé na vyzadani.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1 x 45 dnli
Doba odezvy: 45 pracovnich dnt
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Narkolepsie — priukaz predispozi¢niho haplotypu DRB1*1501-DOA1*0102-
DOB1*0602

Narkolepsie je chronicka neurologicka porucha, kdy mozek neni schopen spravné regulovat
cyklus spanku a bdéni. Postizeny ¢lovek upada nadhle béhem dne do spanku nebo trpi extrémni
ospalosti, bez ohledu na spanek ptedchozi noci. Ospalost se nedé vili potlacit. Postizeni mohou
také trpét kataplexii, hypnagogickymi halucinacemi ¢i spankovou obrnou. Primérné je pfitom
touto chorobou postizeno ptiblizné 0,02 az 0,18 % bézné populace.

Narkolepsie je zptisobena selektivni ztratou neuronti produkujici hypokretin v hypothalamu. Jiz
dlouho je zndma asociace tohoto onemocnéni s HLA systémem. 85-95 % vSech pacientl
s narkolepsii je nositeli specifického haplotypu HLA DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602
oproti 30 % nositeld v bézné populaci. Nejvétsi asociace byla pritom dokdzana u nositelt alely
DQB1*0602, ktera se vyskytuje az u 98% vsech narkoleptickych pacientli. Narkolepsie tedy
muze byt s vysokou pravdépodobnosti vyloucena u pacientdi, u kterych alela DQB1*0602
nebyla nalezena. Nicméné v ptipad¢ nalezeni této alely se diagnoza narkolepsie musi potvrdit
jesté dalsimi diagnostickymi postupy.

Referencni hodnoty:

Vysoka predispozice k harkolepsii:

Pritomnost alely DQB1%06:02, piip. kompletniho predispoziéniho genotypu
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02

U PACIENTA(KY) BYLA NALEZENA ALELA DQBI1*06:02 ASOCIOVANA S
NARKOLEPSIH.

Doporucujeme vySetiit 1 ptibuzné prvniho stupné (rodicCe, déti, sourozence) vzhledem ke
genetickému riziku predispozice k narkolepsii.

Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni narkolepsie. Diagndzu je
potieba potvrdit dal§imi diagnostickymi postupy.

Narkolepsie vysoce nepravdépodobna (bez predispozice):

U PACIENTA(KY) NEBYLA NALEZENA ALELA DQB1*06:02.
Vysledek s vysokou pravdépodobnosti diagndzu narkolepsie vylucuje.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Osteoporoza — pritomnost predispozi¢nich alel v genech VDR a COLIA1

Osteopordza je generalizované onemocnéni kosti, charakteristické redukci denzity kosti a
porusenou strukturou tkané skeletu. To pfedevs$im u starSich pacientli a postmenopauzalnich
zen zvysuje riziko zlomenin. Osteopor6za ma slozitou etiologii. Na onemocnéni se podili cela
fada faktort, jako je zpusob vyzivy, celkovy zivotni styl a hormonalni vlivy. Siln¢ se vsak
uplatiiuje 1 uplatituje geneticka slozka. Testy provedené na dvojcatech ukdzaly, ze genetické
faktory jsou odpovédné za 80% variability v hustoté kosti.

V soucasnosti je popsano nékolik polymorfismu, které jsou spojeny s ubytkem kostni tkan¢, a
tudiz se zvySenym rizikem osteopordzy. Mezi hlavni pfitom patii polymorfismus popsany
Morrisonem a kol., ktery je umistén v pfirozen¢ se vyskytujicim restrikénim misté restrikéniho
enzymu Bsml v intronu mezi exonem 8 a 9 genu receptoru vitaminu D (VDR) a polymorfismus
nachazejici se v regula¢nim regionu genu pro kolagen typu 1 (COLIAL), ve vazebném misté
transkripéniho faktoru Sp1.

VDR - gen receptoru vitaminu D: Alela b je spojena s vyssi denzitou kosti, na rozdil od alely
B. Genotyp BB je spojen s vyznamnym zvySenim rizika zlomenin u starSich lidi a také s
vyraznou ztratou denzity kosti u zenskych pacientek trpicich ¢asnou formou revmatoidni
artritidy. Pacienti s genotypem BB ztraceji ptiblizné 4,9% density kosti v oblasti bederni patete
béhem obdobi 36 mésicti, zatimco pacienti s genotypem bb ztraceji pouze 0.1%.

COLIAL —gen pro kolagen typu 1: Alela s je spojena s nizkou denzitou kosti a se zvySenym
rizikem fraktur. U postmenopauzélnich Zen mély Zeny s genotypem SS nebo Ss piiblizné o 2%
nizsi denzitu kosti v kréku a bederni patefi. Zeny s genotypem ss mély denzitu kréku snizenou
0 4% a 0 6% sniZenou denzitu v bederni patefi.

Referen¢ni hodnoty:

Homozygot — b/b, S/S (bez zvySeného rizika osteoporozy)
Heterozygot — B/b, s/S (s mirné zvySenym rizikem osteopordzy)
Homozygot — B/B, s/s (se zvySenym rizikem osteoporozy)

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Ovéreni konkrétni varianty

Ovéfeni konkrétni varianty se u pokrevnich ptibuznych, nejcastéji prvniho stupné (rodice,
sourozenci, déti) provadi s ohledem na potvrzeni €i vyvraceni nosicstvi dané sekvenc¢ni varianty
po nalezu této varianty u probanda.

Pro spravnou identifikaci sekvencéni varianty uved’te referencni sekvenci dle hg19, symbol genu
a piesny zapis varianty dle HGVS (napt. NM_007294.4(BRCA1):c.3748G>T).

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x 45 dnil
Doba odezvy: 45 dnt

LP Verejné
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Predispozice k Zilnim trombo6zam

Faktor Il Protrombin (G20210A)

Jednonukleotidova substituce G za A na mist¢ 20210 v 3’-nepiekladané oblasti v genu pro
protrombin (faktor II), ktera u postizenych jedinct vyvola zvyseni produkce protrombinu (jeho
koncentrace v plazmé je pak ¢ 130% normy), a tim i vétsi dispozici ke srazeni krve.

Faktor V Leiden (G1691A)

Nejbéznéjsi geneticka predispozice k trombdzam. Bodova varianta v podobé& substituce
nukleotidu G za A na mist¢ 1691 v molekule DNA genu pro faktor V. Tato nukleotidova
substituce ma za nésledek substituci argininu za glutamin v peptidickém fetézci na misté 506.
To ma za nasledek rezistenci faktoru V K antikoagulaéni aktivité APC (aktivovany protein C).

Faktor V R2 (H1299R)

K dal§im genetickym variantdm faktoru V patii téz tzv. haplotyp HR2. Je vyvolan
polymorfizmem A4070G v exonu 13 genu pro faktor V, ktery zptisobi zaménu histidinu (R
alela) za arginin (R2 alela) v mist¢ 1299 B domény. Tato zaména je odpovédna za snizeni
hladiny faktoru V, kdy pokles k 20 % normalu zptisobi mimo jiné i rezistenci na aktivovany
protein C. Defektni je zejména kofaktorova ucast faktoru V pro inhibici aktivovaného faktoru
VIl s aktivovanym proteinem C.

Faktor X111 (V34L)

Faktor X111 neboli fibrin stabilizujici faktor je transglutaminaza, skladajici se z tetrametru dvou
jednotek A a dvou jednotek B. Nukleotidova zaména C za T v exonu 2 genu FI3A1 ma za
nasledek zdménu valinu za leucin v pozici 34 peptidického fetézce. Homozygoti pro tuto
variantu vykazuji vyznamné vyssi aktivitu tohoto enzymu nez jedinci bez varianty, zatimco
heterozygoti vykazuji stfedni aktivitu enzymu. Bylo prokazéano, Ze varianta Leu 34 ma
vyznamny protektivni efekt proti Zilnimu tromboembolizmu.

PAI-1 (4G/5G)

Inhibitor aktivatoru plazminogenu je zdkladnim inhibitorem tkanového plazminogenového
aktivatoru (tPA) a urokinazy (uPA), aktivatort plazminogenu a tedy fibrinolyzy. V promotoru
genu PLANHI, jez koduje PAI-1, se vyskytuje polymorfizmus znamy jako 4G/5G s tim, Ze
alela 5G je méné¢ transkripcné aktivni nez alela 4G. Primarni zvySeni hladiny PAI-1 je nalézano
u jedincil s polymorfizmem 4G/4G. Predpoklada se vSak, Ze tento polymorfizmus je spjat jen
S vyssi incidenci tepennych tromboz.

MTHER (C677T, A1298C)

Enzym 5,10-metylentetrahydrofolatreduktaza (MTHFR) je klicovym enzymem v metabolizmu
homocysteinu. Vlivem bodovych variant v genu pro MTHFR vznikd enzym se zvySenou
termolabilitou a snizenou aktivitou, coz vyznamné koreluje s vy$si hladinou homocysteinu
Vv plazmé. Homocystein tak mize ptfispét ke vzniku aterosklerozy a trombdzy diky zmeéné
Vv proliferaci cévnich buné€k a podporovanim protrombotickych aktivit v cévni stén¢. NejCastéjsi
a nejznam¢jsi variantou v genu pro MTHFR je substituce C za T v pozici 677, coz ma za
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nasledek substituci alaninu za valin na misté 223 v peptidickém fetézci. Homozygoti pro tuto
variantu maji cca 30% a heterozygoti cca 65% aktivitu MTHFR oproti zdravym homozygotim.

VvV wew

Druhou nejbéznéjsi variantou je substituce A za C v pozici 1298, coz ma za nasledek substituci
kys. glutamové za alanin na misté 429 v peptidickém fetézci. Tato varianta sama o sobé¢ (at’ uz
V homozygotni nebo heterozygotni form¢) nemeni plazmatickou hladinu ve zvySené mite, ale
u smiSeného heterozygota sC677T se stava rizikovym faktorem pro mirnéjsi
hyperhomocysteinémii.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; 1a/ la
Heteroz. — heterozygot = wt / mut; 1a/ 1b

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; 1b/ 1b

5G/ 5G - negativni = wild type = nemutovany homozygot

4G / 5G - heterozygot

4G /4G - mutovany homozygot

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1 — 2x tydné
Doba odezvy: 7 pracovnich dnt
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Prelingualni _hluchota - vrozena nesyndromova ztrata sluchu (vSechny
varianty v kodujici sekvenci a intrononova varianta c.-23+1G>A genu GJB2)

v

Ztrata sluchu, pripadné caste¢na hluchota, je nejcastéjsi lidskou smyslovou vadou. Miize byt
vrozena nebo ziskand. Vrozena nebo také prelingudlni ztrata sluchu postihuje kazdého tisiciho
novorozence a zhruba 60% piipadu je geneticky determinovano. VétSina genetickych forem je
podlozend monogennég, s riznym typem dédi¢nosti. Z toho 80% geneticky podminénych
nesyndromovych (izolovanych) ztrat sluchu se dédi autozomalné recesivné (AR). Asi u
poloviny pacientii s AR typem dédi¢nosti jsou pfi¢inou varianty v genu GJB2 (gap junction
beta-2 protein), ktery je umistén na tfinactém chromozomu, v oblasti 13q12. Je to gen pro
transmembranovy protein connexin 26 (Cx26), ktery je dllezitou soucasti transmembranovych
kanalti vnitiniho ucha. V evropské populaci se vyskytuje jedna prevalentni varianta v tomto
genu -35delG. Pro romskou populaci je zase typicka varianta W24X.

V na$i laboratofi jsme schopni odhalit vSechny varianty v kodujici sekvenci genu GJB2.
Zaroven vysetfujeme sestiihovou variantu c.-23+1G>A v nekodujici ¢asti genu, ktera je treti
nejéastéjsi variantou u pacientt v CR.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;

Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 14 dnl
Doba odezvy: 20 pracovnich dnti
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Psoriaza — L upénka — geneticka predispozice HLA-C*06

Psoriaza (lupénka) je jednim z nejcastéjSich koznich neinfekénich onemocnéni postihujici
kromé ktze i nehty a klouby (10-20 % pacientit). Vyskytuje se priblizné u 2-3% populace a
postihuje témét jakékoli misto na téle, véetné vlasové casti hlavy a genitalii. Ne u vSech
pacientii jsou vSak jeji ptfiznaky stejné. Nejcastéjsi formou je psoridza loziskova (psoriasis
vulgaris). U pacientli jsou pozorovdna Cervend Supinata loziska na kuzi, kterd se olupuji
predevsim na loktech a kolenou. Na rozdil od ekzému se psoridza nejvice projevuje na vnéjsi
(extenzorové) stran¢ loktl a kolen. Pfi mirnych formach choroby se na téle vyskytuji nevelka
loziska Cervené kiuize s bilymi olupujicimi se Supinami, v zadvaznych piipadech vSak muze
olupujici se pokozka pokryvat téméf celé té€lo. V ptipadé postizeni kloubtl (tzv. psoriaticka
artritida) se jedna o chronicky zanét jednoho nebo vice kloubi, ktery mize vést az k deformaci
kloubu a ztraté jeho funkce.

Psoridza je komplexni nemoc, jejiz vznik je ovlivnén genetickou predispozici k nemoci, stavem
imunitniho systému (autoimunita) i faktory vnéj$iho prostiedi (stres, infekce, hormonalni vlivy,
atd.). Mezi nejdulezitéjsi genetické rizikové faktory patii predevsim piitomnost HLA-Cw6
alely v genomu pacienta. Nositelé HLA-Cw6 alely maji 10-krat zvySené riziko propuknuti
psoriazy oproti bézné populaci. U téchto pacientl byl také pozorovan diivéjsi nastup nemoci,
pfiemZ u Zen se onemocnéni projevilo dfive nez u muzi. Cast&ji jsou u téchto pacientd
pozorovana také vétsi kozni loZiska postiZzend psoridzou, psoridza se u nich 1€¢i slozitéji, maji
veétsi incidenci tzv. Koebnerova fenoménu a psoridza se u nich ¢asto zhorSuje béhem nebo po
infekcich hornich cest dychacich. Tito pacienti vSak maji lepSi odpovéd’ na vystaveni
slune¢nimu svitu. Naopak HLA-Cw6 negativni pacienti s psoridazou trpi €astéji postiZenim

nehta a kloubu.

Referen¢ni hodnoty:
Negat. - negativni = nepfitomnost alely HLA-C*06;
Pozit. - pozitivni = ptitomnost alely HLA-C*06;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za tyden
Doba odezvy: 10 pracovnich dnt
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Revmatoidni _artritida - prikaz sdileného epitopu u vSech znamych
HLA-DRBI alel a rozliSeni homozygotii a heterozygoti

Revmatoidni artritida (RA), neboli chronickd polyartritida, je systemické autoimunitni
onemocnéni, které postihuje ptiblizné 1% lidské populace. Etiologie tohoto onemocnéni je
nezndma, ale v mnoha studiich z poslednich let se ukazuje, Ze existuje geneticka predispozice
pro RA zplsobena alelami HLA-DRB1 regionu (HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*10 a HLA-DRB1*14).

Vsechny s RA spojené alely HLA-DRB1 koduji ve svych tietich hypervariabilnich regionech
na pozici 70-74 aminokyseliny QKRAA, QRRAA nebo RRRAA. Tyto tzv. revmatoidni
epitopy neboli sdilené epitopy jsou pfitomné pfiblizné u 80-90% pacientti s RA. Vedle vyssiho
rizika RA muize byt sdileny epitop také prognostickym markerem pro klinicky pribch a
zavaznost tohoto onemocnéni. Mnohé studie ukazuji na tzv. dose-gene efekt. Pacienti

wewvr

jednu alelu sdileného epitopu.

Navic se ukazuje, Zze provedeni genetického testovani na ptitomnost nebo absenci motivu
sdileného epitopu umoziuje lepsi a vhodnéjsi diagnostiku onemocnéni, lepsi volbu terapie a
lé¢iva. Pacienti homozygotné pozitivni na sdileny epitop nevykazuji dobré vysledky pfi
podavani metotrexatu, oproti pacientiim s heterozygotnim genotypem nebo negativnim na
sdileny epitop. Pacienti homozygotni na sdileny epitop maji naopak lepsi vysledky s jinymi
1é¢ivy, jako je etanercept nebo pii kombinované 1€cbé.

Referencni hodnoty:

Urceni genotypu pacienta u alel HLA-DRB1: HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*10 a HLA-DRB1*14.

Urceni pfitomnosti a zygotnosti sdileného epitopu (QKRAA / QRRAA / RRRAA) v genomu
pacienta.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x 14 dni
Doba odezvy: 20 pracovnich dnt
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Rezistence k viru HIV - varianta chemokinového receptoru CCR5

Chemokinové receptory hraji centralni roli v progresi infekéniho onemocnéni, jsou zahrnuty v
aktivaci prichodu viru do bun¢k a usnadnuji i jeho celkovy vstup do buiiky. Chemokinovy
receptor CCRS hraje dulezitou roli v imunitnim systému, je ve velké mife exprimovan na
makrofazich a CD4 T-lymfocytech. Gen pro CCR5 (NM_000579) lezi na 3p21.3. Existuje 5
CCRS haplotypt, kdy CCRS - A32 alela je oznacovana jako G*2 (rs333). Jedna se sekvencni
variantu, kdy je v exonu 2 deletovano 32 bp. Homozygoti pro tuto sekvencni variantu jsou
rezistentni k infekci virem HIV, u heterozygott, kteti jsou HIV pozitivni, je propuknuti AIDS
zpozdéno o 2-3 roky. Homozygott je v kavkazské populaci piiblizné€ 1 %, heterozygoti je vice
jak 20 %. Funkénim zékladem rezistence k virové infekci je setrvani mutovaného proteinu v
cytoplazmé a znemoznéni jeho migrace k bunéénému povrchu. Béhem M-trofické faze infekce
virem HIV se totiz jeho transmembranovy povrchovy glykoprotein gp120 vaze k CCRS na
povrchu makrofagovych bunék.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type =+/+;
Heteroz. — heterozygot = +/-;
Homozyg. - mutovany homozygot = -/-;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dntt
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Sklerodermie - varianta -945C>G genu CTGF

Sklerodermie (systémova skler6za, scleroderma) je autoimunitni onemocnéni pojivové tkane.
Postizeny byvaji obvykle zeny (4—8krat Castéji nez muzi) ve véku 35-55 let. Jeji projevy jsou
viditelné predevsim na kiizi, kde se v ¢asné fazi projevuje tzv. prosaknutim. Zvysena produkce
kolagenu nasledné vede ke ztuhnuti klize, které ptechdzi do atrofickych zmén kiize i koznich
adnex. Jsou znamy dv¢ formy sklerodermie: lokalizovand a systémova. U lokalizované formy
je postizena ktize koncetin a oblieje, zatimco u systémové sklerodermie jsou kromé kiize
ruznych casti téla postizeny i vnitini organy (ledviny, srdce, plice, gastrointestinalni trakt).
Kozni projevy jsou doprovazeny riznym stupném fibrozy; zanétlivé postizeni orgdnt pak
cévnimi vazospastickymi projevy a ndlezy organove specifickych autoprotilatek.

Na zakladé¢ nckolika populaénich studii byl identifikovan polymorfismus -945C>G v
promotoru genu CTGF, ktery je s timto onemocnénim vyznamné asociovan. Alela G totiz
zpisobuje zvySenou produkci ristového faktoru pojivové tkan€ (Connective tissue growth
factor; CTGF). Homozygoti s genotypem GG tak maji vétsi riziko rozvoje sklerodermie.

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt;
Heteroz. — heterozygot = wt / mut;
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut;

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za tyden
Doba odezvy: 10 pracovnich dntt
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Spinalni muskularni atrofie - delece/duplikace exonu 7 a 8 v genech SMN1 a
SMN2

Spinalni muskularni (svalova) atrofie (SMA) patii mezi vrozené neuromuskularni choroby s
progresivnim priabé¢hem. Po Duchennové svalové dystrofii (DMD) se jedna o druhé nejcastéjsi
nervosvalové onemocnéni zacinajici v détském véku. Je to také druhd nejcastéjsi pficina
umrtnosti kojencti na autozomaln¢ recesivni onemocnéni.

Pro toto onemocnéni je charakteristicka apoptoza alfa — motoneuronti pfednich rohti misnich a
Casto také degenerace motorickych jader hlavovych nervii, které se projevuje narstajici
periferni kvadruparézou s naslednymi deformitami skeletu pti svalové dysfunkci a mnohdy i
ventilacni insuficienci, jez byvéa pfi¢inou imrti pacienta.

Patogeneze ani kauzélni terapie SMA doposud neni zndma, diagnostika je zalozena na
molekularné-genetickém vysetfeni. V 95 % klasickych forem SMA jiz byla prokézana kauzalni
varianta v SMN (survival motor neuron gene) genu na chromozomu 5q.

Gen SMN ma 9 exonti a v 5q13 oblasti se nachédzi ve dvou kopiich, telomerické a centromerické
(SMN1 a SMN2), pfi€emz ale pro télo potiebny plnohodnotny uplny protein SMN produkuje
ptedevsim SMN1 gen. Geny SMN1 a SMN2 se odliSuji pouze dvéma jednonukleotidovymi
zdmeénami, jedna se nachédzi v exonu 7 a jedna v exonu 8. Klasické formy SMA jsou zplisobeny
z 95 % deleci v SMNI1 genu s tim, Ze se jedna o deleci v exonu 7, ktery ma hlavni podil na
tvorbu funk¢niho proteinu SMN. Proto je-li v genu SMN1 deletovan pouze exon 8, je vysoce
pravdépodobné, Ze dany jedinec neni pienasecem.

Dé&dic¢nost u zdkladnich typh SMA je autosomalné recesivni (AR), kdy je nutné predani
mutované formy SMN genu od obou rodi¢t k rozvinuti choroby u potomka.

Pocet kopii genu SMNZ2 je velmi variabilni s tim, Ze pouze 60-70% jedinci ma dvé kopie. Za
predpokladu, Ze jedinec mé alespoil jednu funkéni alelu genu SMN1, kompletni absence genu
SMN2 pravdépodobné nema zadny klinicky nasledek. Nicméné stanoveni kopii genu SMN2 je
dilezité pro pacienty postizené SMA: ¢im vice ma pacient kopii genu SMN2, tim mén¢ zavazné
projevy SMA se u néj objevi.

Spindlni svalova atrofie je relativné vzacna nemoc, nicméné se jednd o nejCastéjsi fatalni
nervosvalové onemocnéni kojeneckého véku a je tfetim nejcastéjSim neuromuskularnim
postizenim diagnostikovanym u déti do 18 let. Frekvence pfenasec této nemoci je totiz od 1:34
do 1:60. I proto je dnes detekce ptrenasecu (heterozygott) kliCovou zaleZzitosti v prenatalni
diagnostice (prevalence 1-2:100 000 jedinct, incidence 1:10 000 porodit).

Za timto Ucelem naSe laboratof nabizi preventivni vySetfeni nosi¢stvi SMA, které je spojeno s
rizikem rozvinuti onemocnéni SMA u potencidlniho potomka. Jedna se o stanoveni poctu kopii
exonu 7 a 8 jak u genu SMN1, tak SMN2 pomoci technologie MLPA.
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Referencni hodnoty:

dv¢ kopie = sledovany tisek neni deletovan, ani duplikovan,

méné nez dvé kopie = sledovany tsek je deletovan,

vice nez dvé kopie = sledovany usek je duplikovan.

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: 1x tydné
Doba odezvy: 10 pracovnich dnti
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Stanoveni DNA profilu — identifikace osob, urcovani otcovstvi a

pribuzenskvch vztahu pomoci STR analvzy

Oznaceni na vysledkové zpravé: DNA profil (amelogenin X, amelogenin Y, D1S1656,
D2S441, D2S1338, D3S1358, D8S1179, D10S1248, D12S391, D16S539, D18S51, D19S433,
D21S11, D22S1045, FGA, SE33, TH01, vVWA)

STR — (tandemové se opakujici kratké repetice) vysoce variabilni iseky DNA, které nejsou
asociovany s zadnymi vlohami nebo nemocemi. Nevypovidaji tudiz nic o zdravotnich
predispozicich nebo vlastnostech daného jedince. Diky vysoké variabilité¢ se pouZzivaji pro
identifikaci plvodce DNA. Stejné¢ tak jsou velmi dobfe vyuzitelné pii stanovovani
ptibuzenskych vazeb. Aby bylo dosazeno dostatecné vypovidaci hodnoty testu, je nutno vySetfit
vice STR polymorfismi. Jednotlivé vySettované STR polymorfismy musi byt na sobé&
nezavislé. Zpravidla se vysetiuje 15 STR polymorfismti a oblast pro amelogenin, kterd se
vyuziva pro stanoveni pohlavi. K vySeteni jsou vyuzivany komercné¢ vyrabéné identifikacni

kity.

Referen¢éni hodnoty: Ladder — vyrobcem dodavany mix nejcastéji se vyskytujicich a
definovanych alel, ke kterému jsou vztazeny alely detekované ve zkoumaném vzorku

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.

Provadi se: do lhiity dohodnuté se zadavatelem

Doba odezvy: dle pozadavku zakaznika
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Stanoveni_fiizniho genu BCR-ABL — Phl chromozom (prestavby M-bcr,

m-ber a p-bcr)

Chronické myeloproliferativni poruchy (CMPDs) predstavuji velmi heterogenni skupinu
onemocnéni myeloidni fady krvetvornych bunék. Pii diferencidlni diagnostice se uplatni
predevsim detekce dvou molekularnich zmén. Jsou to vysetfeni fuzniho genu BCR-ABL a
varianty V617F v genu JAK 2. BCR-ABL/Ph1 charakterizuje predev§im chronickou myeloidni
leukémii (CML) a JAK 2 varianty se naopak vyskytuje u vSech tzv. BCR-ABL/Ph1 negativnich
myeloproliferativnich chorob, pfedevsim u Polycytemia vera (PV), esenciadlni trombocytemie
(ET) ¢i idiopatické myelofibrosy (CIMF).

Jako u prvniho lidského nddorového onemocnéni byl u CML odhalen vztah onemocnéni ke
konkrétni chromozomové aberaci — K Filadelfskému (Phl) chromozomu. Phl je zkraceny
chromozom 22, ktery vznika reciprokou translokaci t(9;22)(q34;q11). Nachazi se u 95 % vSech
CML a také u 25 % akutnich lymfoblastickych leukemii (ALL) dospé€lého véku. Protoonkogen
c-ABL, ktery koduje tyrozin kindzu (TK), lezi na chromozomu 9. V disledku jiz zminéné
translokace dochazi k fizi se sekvenci genu BCR, kterd se nach4zi na chromozomu 22. Takto
vznikd onkogen BCR-ABL, kodujici konstitutivné vysoce aktivni BCR-ABL TK. BCR-ABL
TK aktivuje mnozstvi signélnich drah, nasledkem ¢ehoz dochézi ke zvySeni proliferace, inhibici
apoptdzy a zméné adheze hematopoetickych bunck ke stromatu kostni dfen¢. Na rozdil od
fyziologické formy proteinu c-ABL, kterd se nachazi v jadie a jejiz aktivita je pfisné
regulovana, fizni varianta BCR-ABL ma cytoplazmatickou lokalizaci.

Referencni hodnoty:
Negativni — pfestavba bcr/abl nebyla nalezena
Pozitivni — pfestavba bcer/abl byla nalezena, popis nalezené piestavby

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 14 dnQ
Doba odezvy: 20 pracovnich dnti
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Toxicita Irinotecan (gen UGT1A1)

Lidé s TA7 variantou UGT1AL genu (oznaCovana také jako UGT1A1*28) tvofi méné enzymu
UDP-glucuronosyltransferasa a casto trpi také tzv. Gilbertovym syndromem (chronicka
nekonjugovana hyperbilirubinémie). Tento enzym je vSak diilezitou soucasti metabolismu
irinotecanu, ktery se pouziva pfredevSim v chemoterapii u kolorektalniho karcinomu a
malobunécného karcinomu plic. Kvili jeho nedostatku enzymu se irinotecan hromadi v téle
takového pacienta, pisobi toxicky a zpusobuje zavazné neutropenie a nevolnosti. U téchto
pacientl je nutné zvazit podavani irinotecanu, pfip. snizené davky.

Jelikoz je irinotecan velmi rozsifené chemoterapeutikum, FDA od roku 2004 doporucuje
testovat vSechny pacienty na homozygotnost varianty UGT1A1*28 pfed podanim této 1écby. V
CR je ptitom dle dostupnych pramenti az 15 % populace tvoii homozygoti UGT1A1%28
(genotyp 7TTA/TTA).

Referencni hodnoty:

Negat. - negativni = nemutovany homozygot = wild type = wt / wt; 6TA/6TA
Heteroz. — heterozygot = wt / mut; 6 TA/7TA
Homozyg. - mutovany homozygot = mut / mut; 7TA/7TA

Odbér a biologicky material: viz kapitola 3.5 Odbéry primarnich vzorkd.
Provadi se: 1x za 7 dnil
Doba odezvy: 7 pracovnich dnd
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