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Diagnostika spolocensky
zavaznych ochoreni na Slovensku
zalozena na modernych
biotechnologiach
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

o Druh projektu:

projekt v ramci Transferu technologii

o Zodpovedny riesitel projektu a nazov prislusne;j
fakulty:

doc. RNDr. Ludevit Kadasi, DrSc.
Prirodovedecka fakulta UK
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Struktura projektu

Specificky ciel 1.
Vyvoj efektivnych diagnostickych postupov zavaznych dedicne podmienenych
ochoreni (UMFG SAV, UK v Bratislave)
= Aktivita 1.1. Molekularne-geneticka analyza spolocensky zavaznych ochoreni
= Aktivita 1.2. Vypracovanie a overenie efektivneho diagnostického postupu

Specificky ciel 2.
Vyvoj diferencialnej diagnostiky zavaznych herpetickych infekcii ludi (VU SAV)

Specificky ciel 3.
Nové diagnostické pristupy u pacientov s nddorovym ochorenim a diagnézou AIDS (UEO SAV)

Specificky ciel 4.
Multimodalny molekularno-diagnosticky postup na charakterizaciu pacientov s reumatoidnou
artritidou (MMC SAV)

\
.

i ® = N
\Ar ~7
: |"|ll|l|l 2

7 Operatn program
3 VISKUMaVive) g

\ \
\/\, M \A(
&

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Aktivita 1.1. Molekularne-geneticka analyza spoloc¢ensky
zavaznych ochoreni

V ramci aktivity sa budu analyzovat nasledovné zavainé dedi¢né ochorenia:

o cysticka fibroza
o fenylketonuria
o Wilsonova choroba

o neurofibromatodza typ |
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Cysticka fibroza

zavazné ochorenie postihujuce respiracny, traviaci a urogenitalny trakt
vyrazne skracuje zivot (priemerny vek dozitia okolo 35 rokov)
incidencia 1: 2500 - 3000 v kaukazoidnych populaciach
zodpovedny gén: CFTR

= Jokalizacia 7q31

= velkost : viac ako 250 kb

= pocet exonov: 27

O O O O

= kauzativne mutacie: doteraz popisanych viac ako 1600
* Vyrazné rozdiely v Skale medzi populaciami
* Rozdielna zavaZnost ochorenia podla typu mutacii
o znalost mutaénej skaly v danej populacii je esencidlne pre efektivnu
diagnostiku a prognodzu priebehu ochorenia

= pre slovensku populaciu zatial chybaju tieto udaje
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Fenylketonuria

o porucha metabolizmu fenylalaninu
= bez preventivneho zasahu tazka mentalna retardacia u postihnutych
o incidencia 1:8-10 000 (u slovenskych Romov 1 : 1 000)
o zodpovedny gén: PAH
= |okalizacia: 12q22-g24.1
= velkost: 90 kb
= pocet exdnov: 13
= kauzativne mutacie: doteraz popisanych viac ako 500
* vyrazné rozdiely v Skale medzi populaciami
* rozdielna zavaznost ochorenia podla typu mutacii
o znalost mutacénej skaly v danej populdcii je esencialne pre efektivnu
diagnostiku a prognodzu priebehu ochorenia
= pre slovensku populaciu zatial chybaju tieto udaje
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Wilsonova choroba

zavazné metbolické ochorenie z hromadenia medi
= akumulacia v peceni — zanik pecenovych buniek
= akumulacia v mozgu — psychiatrické priznaky
= nespecifické priznaky — tazka klinicka diagnostika
incidencia 1:30-100 000
zodpovedny gén: ATP7B
= |okalizacia: 13q14.3
velkost: 80 kb
= pocet exénov: 21
= kauzativhe mutacie: doteraz popisanych viac ako 300

* vyrazné rozdiely v Skale medzi populaciami
presna a v€asna diagnostika je esencialna pre ucinnu
terapiu

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Neurofibromatoza typu 1

o zavazné progresivne ochorenie s variabilnou skalou priznakov
= tumory, nalezy na CNS, deformacie, zvysSeny vyskyt malignych tumorov
o incidencia:1:3-4000
o zodpovedny gén: NF1
= |okalizacia: 17.q11.2
= velkost: 280 kb
= pocet exénov: 27
= kauzativne mutacie — Siroka skala, r6zne typy
» vysoky podiel de novo mutacii
e vyrazné rozdiely medzi populaciami
o znalost mutaénej skaly v danej populdacii je esencidlne pre efektivhu diagnostiku a
prognozu priebehu ochorenia
= pre slovensku populaciu zatial chybaju tieto udaje
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Ciele projektu

Aktivita 1.1: Molekularne-geneticka analyza spolocensky
zavaznych ochoreni

o komplexna molekularna analyza génov CFTR, PAH, ATP7B a

NF1 u slovenskych pacientov a odhalenie skaly kauzativnych
mutacii

Aktivita 1.2: Vypracovanie a overenie efektivheho diagnostického
postupu

o navrh a optimalizacia identifikacie kauzativhych mutacii, s
vyuzitim metod modernych biotechnolégii
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Sposob riesenia

Aktivita 1.1 - cysticka fibroza, fenylketonuria, Wilsonova choroba
o relativne velké gény — sekvenovanie celého génu je drahé a neefektivne

1. krok — PCR amplifikacia prislusnych exénov

2. krok — DHPLC analyza amlikdnov/exénov
* vysokoucinna skriningova metdda na identifikaciu pritomnosti sekvencnych zmien
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Spdsob riesenia

Aktivita 1.1 — neurofibromatodza typ 1
o vysoky podiel de novo mutacii
o velka ¢ast skracuje polypeptid
1. krok —izolacia mRNA a priprava cDNA
2. krok — PCR amplifikacia celej cDNA v 3 prekryvajucich sa fragmentoch
3. krok — gélova elektroforéza fragmentov > odhalenie mutacii skracujucich
polypeptid 2
4. krok — fragmenty normalnej dizky

1. DHPLC analyza na odhalenie sekvencnych zmien
2.  sekvenovanie pozitivnych fragmentov
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Sposob riesenia

Aktivita 1.2

o cysticka fibroza, fenylketonuria, Wilsonova choroba - Cipova technoldgia

1. krok — navrh a priprava prob pre jednotlivé identifikované mutacie
2. krok — konstrukcia diagnostického Cipu
1. optimalizacia Cipu
2.  kontrola citlivosti a Specifity
o Vyhody
= sucasna identifikacia velkého poctu mutacii
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Dosiahnuté vysledky

Aktivita 1.1
o uskutocnili sme komplexnu molekularnu analyzu génov zodpovednych za
= cysticku fibrozu
= fenylketonduriu,
= Wilsonovu chorobu, a
= neurofibromatézu typu 1

o ziskali sme poznatky o mutacnej skale a podiele jednotlivych mutacii v
prislusnych génoch u slovenskych pacientov
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky
Aktivita 1.2
o zaobstarané potrebné pristrojové vybavenie

o vypracovali a overili sme efektivnhy metodicky postup na
diagnostiku analyzovanych ochoreni, vyuzitelny v
kazdodennej medicinskej praxi
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Vyhlad dalSieho postupu rieSenia
projektu:

o Uspesné vyriesenie projektu umoizni zaviest efektivnu DNA diagnostiku
analyzovanych ochoreni. Vzhladom na vseobecne nizku mutacnu
frekvenciu v tychto génoch je predpoklad, ze mutacna skala sa dlhé roky
nebude vyznamne menit, ¢o umoini diagnostické vyuzitie
vypracovaného postupu v SR na dlhé roky.

o Implementacia vysledkov do kazdodennej diagnostickej praxe sa
uskutocni prostrednictvom hlavného odbornika MZ SR pre lekarsku
genetiku. Vypracovany metodicky postup bude mozné v buducnosti
aplikovat aj na dalSie zavaZné dedicné ochorenia, ¢asté v populacii
Slovenska. Pracoviska zapojené do projektu aj v budticnosti budu vyvijat
vyskumnu aktivitu v tejto oblasti s vyuzitim jednak uz vlastneného a
jednak v ramci projektu obstaraného pristrojového vybavenia.
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