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ABSTRAKT
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Nazev bakalarské prace: Onemocnéni vazana na expanzi trinukleotidovych repetic

Cil prace:
Cilem této prace je shrnuti zdkladnich informaci tykajicich se onemocnéni zpiisobenych
expanzemi trinukleotidovych repetic. Hlavnim cilem je popis diagnostickych technik a metod,

které slouzi k jejich detekei.

Hlavni poznatky:

Literarni reSerze zahrnuje charakterizaci monogenn¢ dédi¢nych onemocnéni. Déle se zabyva
rozdélenim a popisem repetitivni DNA a popisem jednotlivych onemocnéni, ktera jsou
zpisobena expanzi trinukleotidovych repetic. V zavéru jsou zminény diagnostické metody,

které nam slouzi k detekci téchto onemocnéni.
Zavér:

Vzhledem k neustdlému rozvoji uvadénych molekularné genetickych metod, dochazi ke

zlepSeni jejich ekonomické dostupnosti, Casové naro€nosti a detekci genetickych onemocnéni.
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Background:
The aim of this work is to summarize basic information regarding disease caused by
trinucleotide repeat ecpansions. The main goal is a description of diagnostic techniques

andmethods used for their detection.

Main findings:

The literature search includes the characterization of monogenically inherited diseases. It also
deals with dividing and describing repetitive DNA and describing individual diseases that are
caused by the expansion of trinucleotide repeats. At the end of the work are mentioned

diagnostic methods that are used for detection of these diseases.
Conclusion:

Due to the continuous development of the mentioned molecular genetic methods, their
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1 Uvod

Na pocatku 90. let 20. stoleti byla objevena dynamicka mutace vedouci
k nejcastéj$im onemocnénim zalozenych na pritomnosti nestabilnich a abnormalnich expanzi
trinukleotidovych repetic. Repetitivni sekvence rozdélujeme na dva typy, a to na rozptylené
a tandemové. Rozptylené repetitivni sekvence jsou rozptyleny po celém genomu a nemaji skoro
zadny vyznam. Zatimco tandemové repetitivni sekvence jsou iseky DNA opakujici se za sebou
s neptiznivym vlivem na lidsky fenotyp. Vliv téchto tandemovych repetic na projev fenotypu
zavisi na velikosti expanze. Tyto expanze jsou pfi¢inou vzniku neurodegenerativnich
a neuromuskularnich poruch. Jejich problematikou a diagnostikou se budu v této praci zabyvat.
Tato mutace byla poprvé objevena jako pfi¢ina syndromu fragilniho X. Nasledné byla popsana
u spindlni a bulbarni muskularni atrofie a s postupem casu také u mnoha chorob, které jsou
zpusobeny expanzemi téchto repetic. Patogeneze trinukleotidovych onemocnéni zavisi na
lokalizaci repetice v konkrétnim genu. RozliSujeme polyglutaminovd a polyalaninova
onemocnéni. U polyglutaminovych onemocnéni se expandované repetice nachazi v kodujici
oblasti. Tyto expanze zpusobuji vznik abnormalnich proteinti, znichz se tvofi inkluze
obsahujici polyglutamin a ty jsou pro bunku toxické. Zatimco expandované repetice nachazejici
se vnekddujici oblasti potlacuji expresi genli, nebo produkuji mRNA se zménénymi
vlastnostmi, kterou v bunkach vychytavaji RNA-vazajici proteiny. To miZe vést
k alternativnimu sestfihu transkripti a ke vzniku ribonukleovych inkluzi. Polyalaninova
onemocnéni vykazuji expanzi tripletd kodujici alanin, a to zejména v genech pro transkripcni
faktory. Nestabilni mutace se oproti stabilnim mutacim mezigenera¢nim pfenosem méni. Kazdé
onemocnéni vykazuje symptomaticky polymorfismus, ktery se lisi vékem nastupu, stupném
zavaznosti a klinickém projevu. Pfiznaky nemoci se projevi, jakmile se u jedince nahromadi
pocet repetic piesahujici normalni rozsah. Tyto repetice maji tendenci se neustale prodluzovat.
V soucasné dobé pomoci molekularné genetickych metod je moZné urcit pritomnost a pocet

expandovanych repetic.



2 Monogenné podminéné onemocnéni

Monogenné dédicné onemocnéni jsou zpusobeny mutaci v ur¢itém genu. Mutace se
dédi z generace na generaci a déli se na autozomalni a X vazané. Projev genotypu ve fenotyp
potomka se rozdé€luje na dominantni (nemoc stejnd u heterozygota i homozygota), recesivni
(nemoc jen u homozygota), neupln¢ dominantni (heterozygot miva mirngj$i projevy nez
homozygot) a kodominantni (nemoc jen u heterozygota). U postizenych pacientl se nékteré
ptiznaky onemocnéni nemusi projevit. Tento jev oznacujeme terminem neuplna penetrance
(Beranek, 2016; Otova et al., 2020). Nelze tedy predpovédeét casnost manifestace, intenzitu
a postup vyvoje onemocnéni (Beranek, 2016). V databazi lidskych genti a genetickych chorob,
kterd se pribézné aktualizuje, se uvadi kolem 22 tisic monogenné podminénych chorob.

(Beranek, 2016).

2.1 Autozomalné dominantni onemocnéni

Autozomalni porucha vznikd mutaci v genu na nepohlavnim chromozomu.
Autozomalné dominantni typ dédi¢nosti spociva v tom, Ze pokud potomek zdédi abnormalni
gen (gen, ktery je dominantni) pouze od jednoho z rodi¢t a druhy gen zdédény od rodice je
normalni, onemocni. Onemocnéni mize mit ¢asto jen jeden z rodicl. Toto onemocnéni miiZe
u potomka vznikat 1 de novo, coZ znamena, Ze se mutace nevyskytovala v pfedchozich
generacich. U rodi€e s autozomalné dominantnim onemocnénim se vyskytuje 50 % riziko
pravdépodobnosti narozeni ditéte s timto onemocnénim (Obr. 1). Toto riziko plati pro kazdé
vzniklé t€hotenstvi (MedlinePlus, 2022a). Naopak v ptipadé, kdy jsou oba rodice heterozygoti
se zvySuje pravdépodobnost onemocnéni u potomki na 75 % (Beranek, 2016).
U potomkil, ktefi nezdédi abnormdlni gen, onemocnéni nevnikne a ani se nepienese

(MedlinePlus, 2022a).



Obr. 1 Schéma dédi¢nosti autozomalné dominantniho onemocnéni (pfevzato a upraveno dle

Medline, 2022a)

L J
Nemocny otec Zdrava matka
ﬁ ﬁ
Nemocni Zdravi
50% 50%

2.2 Autozomalné recesivni onemocnéni

Jsou to méné Casta onemocnéni, kterd postihuji jak muze, tak i zeny a zahrnuji vétSinu
dédi¢nych metabolickych poruch (Beranek, 2016). Autozomaln€ recesivni dédi¢nost je jeden
ze zpusobi, jak se onemocnéni miiZze prenaset. Geny, které dédime se nachézi v parech. Jeden
je maternalniho a jeden paterndlniho ptivodu. Pro vznik recesivniho onemocnéni musi byt
pritomny dvé kopie abnormalniho genu. Pokud lidé zdédi jen jeden abnormalni gen z paru,
jedinci nejsou postizeni, ale mohou se stat prenaSei a predat tak gen svym potomkim.
V ptipadég, Ze jsou oba rodice nositeli jen jednoho abnormalniho genu, je Sance na narozeni
zdravého potomka 25 % (Obr. 2). Pravdépodobnost, ze se potomek narodi s jednim
abnormalnim genem je 50 % a zbylych 25 % naleZi k situaci, Ze se potomek narodi s obéma

abnormalnimi geny (MedlinePlus, 2022b).
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Obr. 2 Schéma dédi¢nosti autozomalné recesivniho onemocnéni (pfevzato a upraveno dle

Medline, 2022b)
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2.3 X vazana onemocnéni

Tyto onemocnéni jsou vyvolané mutacemi v genech, které jsou lokalizovany na
pohlavnich chromozomech, mezi které patii chromozom X a Y. Jak jiZ bylo zminéno,
dominantni onemocnéni se dédi, 1 kdyZ potomek zdédi jen jeden abnormalni gen od jednoho
z rodict. Pokud je u onemocnéni vazanych na pohlavni chromozom X nositelem otec, tak toto
onemocnéni nezdédi zadny z jeho syni, ale vSechny jeho dcery ano. Hlavnim divodem je to,
ze dcery dédi od svého otce chromozom X. V ptipadé, ze tento abnormalni gen nese matka,
pravdépodobnost postizeni u potomk je 50 % (Obr. 3). Nékterd dominantni onemocnéni, ktera
se vazou na chromozom X, mohou byt u muzil natolik vazna, Ze jedinclim s touto poruchou

hrozi umrti jiz pfed narozenim (MedlinePlus, 2022c).
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Obr. 3 Schéma dédicnosti X vazaného dominantniho onemocnéni (pfevzato a upraveno dle

Medline, 2022c¢)
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Zatimco pro recesivni typ dédi¢nosti je charakteristické, ze k projevu onemocnéni je
zapotiebi zdédit dva abnormalni geny od obou rodi¢h. V pfipadé zdédéni jednoho
abnormalniho genu se potomek stavéa pfenaseCem. X vazana recesivni onemocnéni nejéastéji
postihuji muZze, u kterych se i nemoc projevi. Zatimco u Zen je vyskyt poruchy vzacny. Muzi
maji jen jeden chromozom X, a tak jim sta¢i zdédit jen jeden abnormalni gen (Otova et al.,
2020). Druhym chromozomem u muZe je chromozom Y a onemocnéni vdzané na tento
chromozom postihuji vyhradné muZe. Na pohlavnim chromozomu Y nebyla krom¢é muzské
neplodnosti detekovana zadna dédicné choroba (Beranek, 2016).

V piipadé, kdy je otec zdravy a matka je prenaSeckou onemocnéni, pravdépodobnost
narozeni jejich zdravé dcery je 25 %, tak jako u zdravého syna, nemocného syna a dcery
pfenasecky. V piipadé, Ze je nemocny otec a matka neni ani prenaseckou, vznika 50 % Sance,
7e se narodi zdravy syn a 50 % Sance, ze dcera bude ptenaSecka. V piipad¢, ze by se u potomki
nevyskytovaly zadné pfiznaky nemoci, se onemocnéni mohou pienést do dal§i generace.
V kazdém téhotenstvi, kdy je matka pfenaseckou a otec je nemocny, nastava 25 % Sance
narozeni zdravého syna, stejné jako narozeni syna s onemocnénim. Sance na narozeni nemocné
dcery je taktéz 25 %, stejné jako pfi narozeni dcery pienasecky (Obr. 4). Pfi onemocnéni obou

rodicu je Sance na narozeni nemocnych déti témér 100 % (MedlinePlus, 2022d).
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Obr. 4 Schéma dédicnosti X véazaného recesivniho onemocnéni (pfevzato a upraveno dle

MedlinePlus, 2022d)
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3 Repetitivni sekvence

Repetitivni sekvence neboli opakujici se sekvence se nachazi v genomu v ¢etném
mnozstvi kopii (Otova et al., 2020). Velka ¢ast téchto sekvenci nekdduje zadny peptidovy
fetézec (Beranek, 2016). Repetitivni sekvence popisujeme podle toho, jak jsou v genomu
uspotradany, jakou maji délku a funkci (Otova et al.,2020). Rozdélujeme je na rozptylené
a tandemov¢ usporadané repetice. Pokud jsou jednotlivé kopie rozptylené v genomu, jedna se
o rozptylené repetice. Pokud kopie téchto repetitivnich sekvenci vytvaii bloky, mluvime
o tandemovych repeticich. V genomu mulzeme nachdzet repetice piimé, které jsou
v nukleotidovych vlaknech uspotfadany jedna za druhou, takzvané od hlavy k ocasu, nebo
repetice obracené, coz jsou sekvence uspotddané v opacném sméru na obou vzdjemné
komplementarnich fetézcich a ty oznacujeme jako hlava-hlava. Diky tomu muzou tvofit
sekundarni struktury typu vlasenek. Pokud se tyto hlavy nachazi v tésné blizkosti, vytvari
palindrom (Beranek, 2016). Repetitivni sekvence maji vyznam ve stavbé chromozomu
a v expresi gend. Vyskytuji se v oblasti telomer, centromer a heterochromatinu chromozomt.
Jsou polymorfni a maji riiznou délku. Se zménou délky téchto repetic souvisi klinické ptiznaky

onemocnéni (Otova et al., 2020).

3.1 Rozptylené repetice

Mezi nejznaméjsi rozptylené repetice patii Alu sekvence, jejichZ pocet jednotek
v genomu je pul milionu a L1 elementy, kterych je v genomu celkem sto tisic. Alu repetice je
Stépena restrikéni endonukledzou Alu II. Tyto rozptylené repetice se fadi mezi transpozony, coz
jsou sekvence DNA, které vznikaji ,,skdkanim* na jind mista v genomu. Rizikem je jejich
nahodné vloZeni se do kodujicich sekvenci nebo regulacnich oblasti, pfesun exonll na jiny
chromozom nebo poruchy crossing-overu beéhem tvorby pohlavnich bun¢k (Beranek, 2016;
Seda et al., 2005-2006). Transpozony neboli pohyblivé sekvence, délime na dvé skupiny. Prvni
skupinu tvoii DNA transpozony a druhou tvofi retrotranspozony. Retrotranspozony se dale déli

na autonomni a neautonomni retrotranspozony (Otova et al., 2020).

3.1.1 DNA transpozony

V genomu se nachazi v inaktivni podob¢. Za pomoci metod genového inzenyrstvi
mohou byt tyto DNA transpozony aktivovany. Transpozice vznika vystfizenim sekvence
transpozonu a jeho nésledné pfemisténi do jiného mista v genomu. Mechanismus transpozonu

je tedy vyjmout-vlozit (Otova et al., 2020).
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3.1.2 Retrotranspozony

Retrotranspozony jsou na rozdil od DNA transpozont aktivni a tvoii az polovinu
lidského genomu se schopnosti se pfemistovat. Kromé toho koduji proteiny, které jsou potiebné
k jejich prenosu. Tyto elementy se rozSifuji mechanismem zdvojeni, tedy kopirovat-vlozit.
Retrotranspozony dale rozdélujeme na SINE (kratké rozptylené jaderné elementy) a LINE
(dlouhé rozptylené jaderné elementy) (Otova et al., 2020).

SINE
Jedna se o velmi kratké sekvence, a to v rozmezi 100-400 bp (par bazi). Tyto sekvence
nemaji zadny kodujici potencidl a ke své transpozici vyuzivaji proteiny, které jsou kodované

LINE (Otové et al., 2020).

LINE

Jsou sekvence, jejichz délka je v rozmezi 5-7 kb (tisic pari bazi). Za pomoci enzymu
RNA polymerazy (enzym katalyzujici ribonukleovou kyselinu) dochazi procesem transkripce
k prepsani DNA sekvence do sekvence RNA. Diky tomuto enzymu jsou retrotranspozony
piepsany do RNA, kdeZto ptivodni kopie zlstavaji na svém misté. RNA kopie se opét prepisuji

reverzni transkripci do DNA, ktera je vloZzena do genomu na nové misto (Otova et al., 2020).

3.2 Tandemové repetice

Dosahuji délek az nékolika Mb (milion part bazi). Jak jiz bylo zminéno, tandemové
repetice jsou tvofeny identickymi, nebo podobnymi kopiemi vytvarejici shluky. Mezi tyto
repetice fadime geny pro bilkoviny histonii a geny, které koduji rRNA (ribozomalni
ribonukleova kyselina) a tRNA (transferova ribonukleovd kyselina). Podle velikosti
repetitivnich jednotek rozdélujeme repetice na mikrosatelity, minisatelity a satelity (Beranek,

2016).

3.2.1 Satelity

Satelity se fadi mezi nejvétsi tandemové repetice, které jsou sloZzeny z dlouhych
jednotek, fadove stovek bp a vétSinou presahuji 1 Mb (Otova ef al., 2020). Satelity jsou slozeny
z primarnich jednotek, které jsou mnohdy rozdilné a zdegenerované. Na zakladé¢ mutace
primérnich jednotek vznikaji sekundarni jednotky (Obr. 5). Sekvence téchto sekundarni

jednotek jsou zmnoZeny a periodicky se opakuji (Seda a kol., 2005-2006). Vyskytuji se
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v oblasti centromer vSech chromozomii (Otova et al., 2020). Z velké Casti satelitt, které se
nachdazeji v oblasti centromer, jsou znamé alfa satelity, které béhem bunécéného déleni (meidzy
a mitdzy) obstaravaji spravnou segregaci chromozomti. U ostatnich satelitd nebyla
zaznamenana zadna funkce, a proto se oznacuji terminem ,,odpadni‘ DNA (Otova et al., 2020;

Seda et al., 2005-2006).

Obr. 5 Vznik sekundarnich jednotek (pievzato a upraveno dle Seda et al., 2005-2006)
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3.2.2 Minisatelity

Minisatelity jsou také oznaCované jako VNTR (variabilni pocet tandemovych
repetic), s délkou 10-20 bp, které vytvareji bloky. Minisatelity byvaji v celkové délce od 100
do 20 tisic bp. Lze je detekovat pomoci metody Southern blotting (Beranek, 2016).

3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou STR lokusy (kratké tandemové repetice), jejichz délka byva mezi
50-300 bp. Patii mezi nejcastéji opakujici se sekvence DNA s opakovanim jednoho stejného
nukleotidu, dinukleotidu, trinukleotidu a tetranukleotidu. STR se mizou vyskytovat na vSech
mistech chromozomtl. VétSina mikrosatelitli se vSak nachazi mimo kodujici sekvence, a to
nejcastéji v oblasti telomer a jejich subtelomerickych oblastech. Pro tyto mista jsou typické
hexanukleotidové repetice. Tetranukleotidy se nejcastéji vyskytuji v oblasti centromer,
dinukleotidy v intronech strukturnich genti a pro exony urcitych genil jsou charakteristické
trinukleotidy a hexanukleotidy. Repetitivni sekvence 1ze detekovat pomoci PCR (polymerazova

retézova reakce) (Beranek, 2016).

16



4 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika spoc¢iva v kombinaci cytogenetickych a molekuldrnich metod
k detekci a analyze opakujicich se trinukleotidovych sekvenci. Nejcastéji pouzivanou
cytogenetickou metodou je metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace), kterd pomoci
znacenych sond zkouma struktury, pocty, zlomy a ptestavby chromozomii. Molekularni metody
slouzi k analyze DNA. Mezi tyto metody se fadi zejména PCR, ktera slouzi k amplifikaci
trinukleotidli, cozZ umoznuje jejich naslednou analyzu pomoci dal§ich metod (Otova et al.,

2020).

4.1 Cytogeneticka diagnostika

K chromozomalni analyze se vyuzivaji buiiky z jakykoliv dé€licich se bunck, nejcastéji
lymfocyty z periferni krve. Po kratkodobé kultivaci v kultivaénim médiu prochazi burika cykly
bunécného déleni. Toto déleni je nasledné zastaveno, dochéazi k rozruSeni mikrotubult déliciho
vieténka a ve vzorku se ve stddiu metafadze hromadi buiiky. Po hypotonizaci a fixaci vzorku
ziskdme zpracovanim buné¢nou suspenzi, ktera se nakape na podlozni skla. Skla jsou poté
obarvena podle cytogenetickych technik, z nichZ nejcastéji pouzivanou metodou je G-
pruhovani. Takto pfipravené preparaty jsou pripraveny pro konkrétni vySetteni (Otova et al.,

2020).

4.1.2 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Molekularné cytogenetickd technika, jejimZ principem je hybridizace denaturované
DNA s denaturovanou DNA sondou. Tato fluorescenéné znacend sonda obsahuje sekvenci,
kterd je komplementarni k sekvenci v cilové oblasti DNA na metafdznim chromozomu, nebo
interfaznim jadte, kterou detekujeme (Obr. 6).

Urcité sondy pouZivame, jak na interfazni jadra, tak i na chromozomy v metafazi.
Postup FISH se sklada z ptipravy vzorku, denaturace sondy a vzorku, hybridizace fluorescen¢né
znacené sondy se vzorkem, posthybridizacniho promyvani a detekce pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Rozeznavame sondy, které se 1i$i podle toho, na jakou oblast se navazuji (sondy
satelitni, lokus specifické a celochromozomové). Sondy satelitni hybridizuji s oblastmi satelitni
sekvence, sondy lokus specifické hybridizuji s jedinecnymi sekvencemi a sondy malovaci
hybridizuji s celym konkrétnim chromozomem. M-FISH je obdoba zminéné metody. Jedna se

o vicebarevnou FISH, kdy se obarvi v§echny chromozomy jinou barvou (Otova et al., 2020).
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Obr. 6 Vizualizace mutovaného transkriptu DMPK s pouzitim FISH techniky (CAG7 sonda,

cervend) (pievzato dle Klein et al., 2020)

Cy3-(CAG)7

4.2 Molekularné geneticka diagnostika

Diagnostické metody zalozené na analyze DNA detekuji, zda je jedinec nositelem
mutace, premutace ¢i nikoliv. K vySetfeni se pouziva izolovana DNA, kterou ziskdme odbérem
periferni krve. Molekularné genetické metody se dé€li na pfimou a neptfimou DNA diagnostiku.
Ptima DNA diagnostikovat umoznuje zachytit a identifikovat mutaci, ktera je zodpovédna za
vznik onemocnéni. Podminkou je vSak znalost lokalizace genu a znalost jeho sekvence.
U nepiimé DNA diagnostiky zname lokalizaci genu, ale nezname jeho pfesnou sekvenci. Otova

et al., 2020).

4.2.1 Polymerazova retézova reakce

PCR je enzymatickd metoda zaloZena na principu komplementarniho parovan bazi dvou
primerd, které se vaZzou na specifickou sekvenci DNA. Nasledné po navazani primerti, dochazi
k jejich prodlouzeni Taq polymerazou a oblast mezi primery se zkopiruje (Khan Academy,
2023b). Cilem je vytvofit dostatek kopii sekvence DNA, které slouzi pro jejich naslednou
analyzu. Tyto kopie mohou byt vyuzity pro vizualizaci gelovou elektroforézou, klonovani nebo
sekvenovani (Otova et al., 2020). Podminkou PCR je znalost potadi dusikatych bazi na zacatku
a na konci sekvence DNA. Podle téchto usekid jsou sestaveny primery (kratké
oligonukleotidové tseky jednotfetézcové DNA) (Otova et al., 2020). Master mix PCR obsahuje
DNA templat, primery, dNTP (deoxyribonukleotidtrifosfaty), Taq DNA polymerazu, reakéni
pufr, MgCl,, demineralizovanu vodu, soli s monovalentnimi kationty, latky snizujici adsorpci

nukleovych kyselin, latky snizujici riziko kontaminace a mineralni olej (Beranek, 2016). Tento
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mix ve zkumavce prochdzi nékolika cykly PCR. (denaturace, annealing a extenze) (Khan
Academy, 2023b).

V prvnim kroku, je vzorek DNA zahtaty na teplotu 95 °C. Tato teplota zpiisobi
denaturaci, kdy dochézi k pferuSeni vodikovych vazeb mezi komplementarnimi pary DNA
fetézcl a vytvoreni jednotetézcové Sablony potfebné pro dalsi krok. Ve druhém kroku se teplota
pohybuje mezi 30-65 °C. Dochézi k ochlazeni denaturované DNA, aby se primery mohly vazat
na jednotetézcové templatové DNA. Tato teplota tedy zptsobi obnoveni vodikovych vazeb.
V poslednim kroku se teplota zvysi na 72 °C (Khan Academy, 2023b). Diky vysoké teploté Taq
polymeraza prodlouzi primery a zacne syntetizovat nové fetézce DNA. Po prvnim cyklu
se puvodni DNA zdvojnasobi (jeden fetézec je ptivodni a druhy nove nasyntetizovany).

Cely proces tii krokii PCR je opakovan obvykle v 30-40 cyklech (Obr. 7) (Otova et al.,
2020; Khehra et al., 2023). To vede k tomu, ze opakovanymi cykly se ve zkumavce hromadi
mnoho kopii vybraného useku DNA. Pocet cykll je stanoven na zédkladé omezené schopnosti
¢inidel a dalSich faktort, jako je napiiklad hromadéni pyrofosfatu a ptfitomnost inhibitort ve
vzorku. Mezi nejcastéjSi  inhibitory patii proteindiza K, EDTA  (kyselina
ethylendiamintetraoctova) a fenol. Proteinaza K mé sklony k rozkladu Taq polymerazy.
DalSimi latkami, které mohou negativné ovliviiovat PCR testy jsou heparin, hemoglobin
a iontové detergenty. Tyto problémy mlzeme odstranit tim, ze se templaty DNA vycisti
pouzitim chloroformu, nebo za pomoci dialyzy a nasledné precipitace ethanolem (Khehra et
al., 2023). Polymerazova fetézova reakce je automatizovany proces, ktery probihd v pfistroji
zvaném termocyklér. Ten je naprogramovany tak, aby dodrzel ¢as a tepelné podminky ve vSech

ttech krocich (Otova et al., 2020).
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Obr. 7 Princip PCR (pifevzato a upraveno dle Khan Academy, 2023a)
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Po uvedenych krocich je DNA vizualizovdna elektroforézou na agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. Elektroforéza vyuZziva elektrického pole k pohybu nabitych ¢astic
v gelu a tim dochazi k separaci fragmentli podle jejich velikosti. Rychlost pohybu téchto
fragment zavisi na velikosti a konformaci DNA (Beranek, 2016). Mal¢ fragmenty se pohybuji
v elektrickém poli rychleji (Thompson et al., 2004). Fragmenty o stejné délce vytvaii na gelu
prouzek (Khan Academy, 2023b). Tento prouzek je vizualizovan po obarveni gelu
interkala¢nim barvivem, jako je ethidium bromid nebo SYBR Green (Beranek, 2016; Khan
Academy, 2023b). Toto barvivo se vimezeti do DNA a po osvétleni UV svétlem zpiisobi zareni
fluorescen¢nich molekul vazanych na DNA. Vysledek velikosti a polohy prouzku se porovnava
oproti standardu/zebticku velikosti, cozZ umoZznuje stanovit velikost amplifikovaného produktu
(Obr. 8). Agardzova elektroforéza je vhodnd pro oddéleni delSich fragmentl, ma snazsi

ptfipravu a rychlejsi priibéh separace. Polyakrylamidova dokaZze rozlisit 1 fragmenty, které se
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1181 jedinym nukleotidem v délce. Citlivost pro zachyceni fragmentu v gelu zalezi na mnozstvi
DNA. PIn¢ automatizovany proces rozdéleni nabizi kapilarni elektroforéza (Beranek, 2016)
PCR metoda zarucuje vysokou citlivost a je mén¢ nakladnd a naro¢nd na mnozstvi i kvalitu

vzorkll nez jiné pouzivané metody (Thompson ef al., 2004).

Obr. 8 Elektroforéza v agardézovém gelu a elektroferogramy produkti PCR (pfevzato

a upraveno dle Higuchi et al., 2022)
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(A) Vysledky elektroforézy fragmentli PCR ziskanych z CGG opakované oblasti fyziologické
muzské kontroly (NC) a pacienti P1, P2 a P3. Drahy P1 a P2 vykazovaly pruh kolem 550 bp,
coz odpovida velikosti premutacni alely (hvézdic¢ky). Draha P3 vykazovala dva pasy, normalni
velikost alely a velikost premutacni alely (hvézdicky). (B) Elektroferogramy ukazuji velikosti
opakujicich se CGG u kazdého pacienta. Piky pfedstavuji fragmenty repetice CGG, které jsou
oznaceny Sipkami. Osa X, velikost fragmentl v bp; osa Y, jednotky relativni fluorescence;
cervena c¢ara pres elektroferogramy, prah sklonu pro zacatek/konec vrcholu; NC,

fyziologickd muzska kontrola; M, Zebticek DNA.

4.2.2 Triplet repeat primed PCR
Tato metoda je modifikaci PCR, je navrzena pro lepsi amplifikaci trinukleotidovych
opakovani a vyuziva se zejména u nejasnych vysledkii klasickou PCR. Triplet repeat primed

PCR vyuziva tii primert a poskytuje rychlou identifikaci velkych repetic. Zatimco pfi klasické
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PCR se pouzivaji pouze dva lokus specifické primery. K pfesnému odhadu se vSak stéle
vyuziva metoda Southern blotting. Specificky lemujici fluorescenéné znaceny primer 1, je
v souladu s primerem 3 a 4. Primer 4 na svém 3’konci obsahuje konkrétni repetici podle toho,
které vlakno bude amplifikovano. Na jeho druhé¢ strané, tedy na 5¢ konci se vyskytuji sekvence,
které jsou komplementarni k sekvenci primeru 3. Specificky navrzeny primer 4 se vaze na
mista, kde je pfitomna trinukleotidové repetice, ¢imz umozni amplifikaci rizn¢ dlouhych
sekvenci DNA. Vlakna jsou fluorescencné znacena za pomoci primeru 1. V ranych cyklech
amplifikace repetice dochazi k vyCerpani primeru 4. Misto n¢j se na jeho misto vaze primer 3,
se kterym ma komplementarni sekvenci, a dochéazi k amplifikace rizné dlouhych vlaken. Po

amplifikaci se produkty rozd€li pomoci kapilarni elektroforézy (Warner et al., 1996).

4.2.3 Repeat-primed PCR

Metoda repeat-primed PCR je uzite¢na metoda pro identifikaci a analyzu opakovani
v DNA. Po denaturaci vzorku, repeat-primed PCR vyuziva sondy, které jsou navrzeny tak, aby
se vazaly tésné¢ na oblasti, které obsahuji opakujici se sekvence DNA a doslo k jejich
amplifikaci. Protoze je vysoce opakujici se oblast amplifikovadna a poté fragmentovéana, chyby
»zadrhavani ztézuji presné stanoveni délky rozsiteného opakovani. Ve velkych opakovanich
s vysokym obsahem GC muze byt obtizné provést PCR test. Amplifikovany produkt je
detekovan pomoci kapilarni elektroforézy (Obr. 8) (Chintalaphani ef al., 2021).

4.2.4 Methylac¢né specificka PCR

Metoda, kterd se vyuziva k detekci a analyze DNA, kdy se na nukleotidy, nejcastéji
v GpC ostruvcich genu, vaze methylova skupina. Ziskana izolovanda DNA je oSetiena
hydrogensifi¢itanem sodnym, ktery méni nemethylované cytosinované baze na uracilové baze,
kdeZto methylované cytosinové sekvence ponechava v nezménéném stavu. Pii PCR je na
nemethylovanych mistech nové vytvofenych vldknech, pfitomen adenin. Za to
u methylovanych cytosinll je v nové vytvofenych vlaknech pfitomen guanin. Tim vzniknou
mezi methylovanymi a nemethylovanymi sekvencemi rozdily. Pomoci dvou typti primeri, kdy
jeden je specificky pro methylovanou DNA a druhy je specificky pro nemethylovanou DNA,
je provedena PCR reakce. Podle srovnani velikosti amplifikace se dvéma typy primert zjistime,

zda je specificka oblast methylovana (Beranek, 2016).
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4.2.5 Southern blotting

Southern blotting se vyuziva k detekci velkych opakovanych expanzi sekvence DNA
(Chintalaphani ef al., 2021). Postup Southern blotting spociva v rozstépeni komplexni DNA za
pomoci vybraného restrikéni enzymu, kdy dochazi k ziskani fragmenti DNA. B¢hem
denaturace jsou fragmenty DNA pfeneseny z gelu na hybridizacni membranu z nitrocelul6zy
nebo nylonovou membranu, coz umoznuje jejich fixaci a detekci hybridizaénimi sondami
(Otova et al., 2020). Hybridiza¢ni sondy jsou radioaktivné znacené sondy, obsahujici kratké
sekvence DNA, které jsou komplementarni k fragmentu, s nimz je ve vazb¢ vySetfovany gen.
Oplachnutim nenavazanych sond a vystavenim membrany rentgenovém filmu, vidime pouze
radioaktivn¢ znacené fragmenty, které hybridizovaly se znacenou sondou. Vysledkem jsou
tmavé prouzky, udavajici pozici sekvenci DNA, které se sondou hybridizovaly (Obr. 8) (Khan
Academy, 2023c; Otova et al., 2020).

Tato metoda je ndkladna, hife interpretovatelnd, ¢asové ndrocna a pro jednu analyzu
vyzaduje velké mnozstvi kvalitni DNA. Pfi urcitych expanzich byla tato metoda nahrazen

repeat-primed PCR, ktera je levnéjsi a efektivnéjsi (Chintalaphani et al., 2021).

Obr. 8 Soucasné molekularni diagnostické metody (pfevzato a upraveno Chintalaphani et al.,

2021)
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Vyvojovy diagram ukazuje piiklad dvou soucasnych diagnostickych metod pro diagnostiku
expanzi STR: Southern blotting a repeat-primed PCR. Vzorky pro analyzu uvedenych dvou
diagnostickych metod, byly odebrany od pacienta s Friedrichovou ataxii s heterozygotni
»GAA* expanzi v genu FXN (piiblizn€ 90 a 900 opakovani). Graf repeat-primed PCR ukazuje
charakteristicky vzor zadrhavani expandovanych alel, ktery je zplisobeny repeticemi repeat-
primed sond navazujicimi se na vice mist v ramci expanze STR. Pro stanoveni velikosti se
provede Southern blotting. VEtsi alelu ,, GAA* s 900 opakovanimi nelze vidét pomoci zebficku

velikosti uvedeného vyse.

4.2.6 Sekvenovani
Sekvenovani DNA je proces vedouci k urceni pofadi nukleotidovych bazi v ptislusné

DNA (Otova et al., 2020).

Sangerovo sekvenovani

Na konci 20. stoleti byla vyvinuta prvni metoda zvana Sangerovo sekvenovani, ktera se
vyuziva k sekvenovani oblasti DNA do délky 900 bp. Sangerova sekvenac¢ni reakce je zaloZena
na principu PCR. Obsahuje vzorek DNA, primer, dNTP, DNA polymerazu a ddNTP
(dideoxyribonukleotidtrifosfaty) (Khan Academy, 2023c). Templat DNA, ktery ma byt
sekvenovan, je smicham ve zkumavce s primerem, dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), DNA
polymerdzou a barvivem znaCenymi ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) (Khan
Academy, 2023c). Oproti PCR, ktera probihajici v jedné zkumavce, Sangerova reakce probiha
ve Ctyfech zkumavkach (Otova a kol., 2020). Smés je zahtata na vysokou teplotu, aby doslo
k denaturaci templatové DNA. Nasledné je tato smés ochlazena a dochézi k navazani primeru
na jednofetézcové DNA. V poslednim kroku se teplota znovu zvysi, coz umoZni DNA
polymeraze syntetizovat nové fetézce DNA. Tento enzym ptidava do fetézce jeden nukleotid
za druhym, dokud neptida dideoxyribonukleotid (Khan Academy, 2023c).
Po zabudovani ddNTP se jiz nemtze zabudovat jiny nukleotid a syntéza vlakna DNA je
ukoncena. Tento proces se cyklicky opakuje.

Vysledkem Sangerova sekvenovani jsou fragmenty riznych délek (Otova et al., 2020).
Délka téchto fragmentil se stanovuje kapilarni elektroforézou. Dlouhé fragmenty na rozdil od
kratkych prochazi tenkou, dlouho kapilarou obsahujici gelovou matrici pomaleji. Na konci
podléha fragment osvétleni laseru, coZ umozni detektoru detekovat konkrétni ptipojené barvivo
na kone¢ném nukleotidu. Z barev barviva ziskanych postupnym prochdzenim fragmentt

kapildrou se sestavi sekvence plivodniho useku DNA po jednom nukleotidu. Vysledky
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detektoru se skladaji ze série pikli intenzity fluorescence znazornénych na chromatogramu.
Z téchto pikl se nasledné odecte sekvence DNA (Khan Academy, 2023c).

V soucasné dobé se tento typ sekvenovani stale pouziva k sekvenovani jednotlivych ¢asti DNA,
jako jsou fragmenty ziskané z PCR, nebo fragmenty pouzivané pii klonovani DNA (Khan

Academy, 2023c).

Sekvenovani nové generace

Na trhu se vyskytuje fada vyrobcti NGS technologii (sekvenovani nové generace),
jejichz princip sekvenovani a zptisob amplifikace sekvenovanych fragmentii DNA se vzajemné
1i$i. Jednim z mnoha zptisobti vysetieni mutaci gentl je pouziti sekvenatoru firmy Illumina. Jeho
princip sekvenovani je zaloZzeny na syntéze ve spojeni s klonalni amplifikaci prostiednictvim
,mustkové™“ PCR. (Beranek, 2016). NGS je na rozdil od Sangerova sekvenovani rychlejsi,
levnéjs$i a vysoce paralelni, coz umozni sekvenovat velky pocet fragmenti DNA, velky pocet
geni nebo cely genom. Velkym pfinosem této metody je vS§ak moznost sekvenace vétsiho poctu
jedincti (Otova et al., 2020). Z obecného hlediska NGS umoznuje spustit velky pocet
Sangerovych reakci paralelné (Khan Academy, 2023c).
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5 Onemocnéni zptisobené expanzi trinukleotidii

Expanze nestabilnich tandemovych repetic ptredstavuji trvalé zmény ve specifické
sekvenci DNA a ty jsou disledkem vzniku neurodegenerativnich a neuromuskuldrnich
genetickych onemocnéni. Velikosti téchto zmén se pohybuji v rozmezi jednotek, stovek az
tisich nukleotidi. Expanze trinukleotidii se fadi mezi nejCastéji se vyskytujici expanze.
Opakovani téchto trinukleotidovych repetic se mezigeneracnim pienosem zvySuje a tim
dochazi k vétsi pravdépodobnosti jejich opakovani a k rangj§imu ndstupu onemocnéni
(Thompson et al., 2004). To znamen4, ze rodi¢e mohou byt nositelé premutace, kdy se expanze
v genu vyskytuje, ale nemanifestuje se klinicky. Expanze mohou byt maternalniho, ale
1 paternalniho pivodu. Mezi jednotlivymi poruchami existuji podstatné rozdily, které jevi
dominantni nebo recesivni typ dédi¢nosti. Geny, které jsou spjaty s témito chorobami jsou
polymorfni, s variabilnim pocétem tandemovych jednotek (Gatchel and Zoghbi, 2005;
Thompson et al., 2004).

Expandované repetice se nachazi v kodujici, nebo nekodujici oblasti
(Gatchel and Zoghbi, 2005). Expanze v kodujici oblasti (exony) narusi primarni konformaci
proteinu a tim zpusobi zménu jeho funkce. Dochazi k tvorbé agregatl, které obsahuji
polyglutamin a tim toxicky poSkozuji neurony, coz vede k neurodegeneraci. Tyto expanze
zpusobuji poly-G onemocnéni (polyglutaminova onemocnéni) (Matéj and Rusina, 2019).
Expanze nachézejici se v nekddujici oblasti (intronu, promotoru, nepiekladané oblasti) maji za
nasledek ztratu funkce proteinu, nebo na irovni mRNA (medidtorova RNA) tvoii inkluze, které
poskozuji bunky. Mutovanou RNA vychytavaji specifické proteiny (Gatchel and Zoghbi, 2005;
Swinnen et al., 2019). Expanze tripleti kodujici alanin, zejména v genech pro transkripcni
faktory, zpusobuji fadu lidskych poly-A onemocnéni (polyalaninovd onemocnéni), véetné
okulofaryngeélni muskularni atrofie. Expandovany usek zptsobi zménu funkce, nebo ziskani
abnormalni funkce. Rozdil mezi poly-A a poly-G onemocnénim spoc¢iva v tom, Ze u poly-A
onemocnéni dochazi k toxickym Gc¢inkiim ve svalech, a ne v neuronech. Dal$im rozdilem mezi
témito onemocnénimi je, ze poly-A onemocnéni nejsou polymorfni. Poly-G onemocnéni jsou
v somatickych a zarode¢nych bunkach nestabilni, ackoli rozsifené poly-A onemocnéni ano
(Brown and Brown, 2004). U kazdého onemocnéni je postizen jiny gen. Produkt postizeného
genu, ktery nese patologickou expanzi, je soucasti fady riznych bunécnych funkci, do kterych
spada regulace energetického metabolismu bunky a regulace genové exprese, véetné methylace

histon. (Mat€j and Rusina, 2019).
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Onemocnéni mizeme rozdélit podle patogenniho mechanismu do ¢ty skupin. Prvni
skupina onemocnéni je zplsobena ztratou funkce proteinu- FXS/FRAXA, FRAXE, FRDA
(syndrom fragilniho X, syndrom fragilntho X E, Friedreichova ataxie), druha skupina
onemocnéni je charakterizovana patogennim mechanismem toxické RNA- DMI1, FXTAS
(myotonicka dystrofie, syndrom fragilniho X asociované tremor/ataxie), tieti skupina piisobi
toxickym proteinem- HD, SCA1,2,3,6,7,17, DRPLA, OPMD, SBMA (Huntingtonova chorea,
spinocerebeldrni ataxie, dentatorubralni pallidolyzicka atrofie, okulofaryngedlni muskularni
dystrofie, spindlni a bulbarni muskularni atrofie) a posledni skupina zahrnuje onemocnéni, jejiz
mechanismus nezname- SCAS, 12, HDL2 (Huntingtonova nemoc) (Obr. 9) (Tabulka 1) (Person
etal., 1997).

Obr. 9 Patogenni mechanismy spojené s expanzemi repetic bohatymi na GC (ptevzato

a upraveno dle Schroder et al., 2022)
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(A) Nepatogenni situace spojend s normalni transkripci a translaci. (B) Umlcovani geni.
Expanze bohaté na GC v promotorech genii a/nebo 5" UTR (napt. >200 repetic CGG v 5" UTR
FMRI1 zplsobujici FXS) jsou spojeny s methylaci DNA v mistech GpC ostravcich.
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Expandované methylované alely jsou uzamceny v chromatinové konfiguraci, ktera bréani
transkripci genu a expresi proteinu. (C) Sekvestrace faktori sestiihu vazanych na RNA.
Expanze CGG (55-200 opakovani) zptisobujici FXTAS mohou vytvaret stabilni sekundarni
struktury RNA, které vazou specifické RNA vazebné proteiny s vysokou afinitou. Tyto
molekuly RNA se hromadi, vytvaii inkluze v jadfe a sekvestruji navazané proteiny vazajici
RNA. (D) Translace spojena s repeticemi bez AUG je proces syntézy proteint, pfi kterém je
syntéza peptidu zahajena v misté¢ rozSifenych repetic pii absenci kodonu AUG. V piipadé
FXTAS vede translace repetic bez AUG k syntéze toxickych polyglycinovych peptida, které se
hromadi a tvoii proteinové agregaty. Mechanismy zisku funkce popsané v bodech (C a D) se
vzajemné vylucuji a mohou se vyskytovat soucasng.

Mezi mechanismy, které jsou zodpovédné za vznik expanzi tandemovych repetic
spadd nerovnomérny crossing-over, ktery je charakteristicky pro del$i repetice a mechanismus
,klouzani“ polymerazy, ktery je typicky pro kratké repetice. Pfi¢inou nerovnomérného
crossing-overu je Spatné spojeni nehomolognich chromozomii a tim dochazi k duplikaci
sekvence DNA. Za to u ,,klouzani“ DNA polymerazy pfi replikaci dochazi k chybné reasociaci
templatového a syntetizovaného tetézce a ke vzniku smycky (Obr. 10). Tento mechanismus se

udava jako nejpravdépodobnéjsi mechanismus vzniku mutaci (Seda et al., 2005-2006).

Obr. 10 Schéma ,klouzani“ DNA polymerazy (ptfevzato a upraveno dle Fan and Chu, 2007)
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(FMRP1)- FMR1

Syndrom Triplet Protein-Gen Lokus Funkce proteinu Pozice | Zdravost | Mutace | Dédi¢nost
Huntinghtonova chorea CAG | Huntingtin (HHT)- HHT 4p16.3 o reg”'a“: O GRS, (59 [ 2] CR 6-35 36-121 AD
proteosyntézy
Bulbospinalni svalova atrofie CAG | Androgenovy receptor (AR)-AR Xql2 Receptor pro testosteron CR 9-36 38-62 XLR
Okulofaryngealni muskularni dystrofie GCG | Poly A vazebny proteinl (PABPN1)-PABNP1 14911.2 | Stabilizace RNA CR 10 12-17 AD
Spinocerebeldrni ataxie typ 1 CAG | Ataxinl (ATXN1)- SCA1 6p22.3 | Regulace transkripce CR 6-44 39-82 AD
Spinocerebelarni ataxie typ 2 CAG | Ataxin2 (ATXN2)-SCA2 12924.12 | Metabolismus RNA CR 14-31 34-62 AD
Spinocerebeldrni ataxie typ 3 CAG | Ataxin3 (ATXN3)-SCA3 14g32.12 | Deubikvitinacni enzym CR 12-43 >60 AD
X _ . 1aA-podjenotka vapnikového kandlu zavisla na . v . a
Spinocerebeldrni ataxie typ 6 CAG napéti (CACNALA)- CACNATA 19p13.13 | Podjednotka fizeného kalciového kanalu CR 5-18 20-33 AD
Spinocerebeldrni ataxie typ 7 CAG | Ataxin7 (ATXN7)- SCA7 3pl14.1 | Regulace genové exprese CR 7-34 <37 AD
Spinocerebeldrni ataxie typ 17 CAG | Tata-box vazebny protein (TBP)- SCA17 6q27 Regulace transkripce CR 25-44 45-66 AD
Dentatorubralni pallidolyzicka atrofie CAG | Atrophinl (ATN1)- DRPLA 12p13.31 | Regulace transkripce CR 7-25 49-88 AD
- Fragile X messenger ribonucleoprotein 1 ,
Syndrom fragilniho X CGG (FMRP1)-FMR1(FRAXA) Xg27.3 | Poruchy methylace 5'UTR 5-55 <200 XLD
o Fragile X messenger ribonucleoprotein 2 ,
Fragilni XE syndrom CGG (FMRP2)- FMR2(FRAXE) Xq28 Poruchy methylace 5'UTR 6-60 <200 XLR
Friedreichova ataxie GAA | Frataxin (FXN)- FXN 9q21.11 | Homeostaza mitochondridlniho zeleza, INTRON1 | 6-33 | 200-1700 AR
poruchy transkripce
Spinocerebeldrni ataxie typ 8 CTG | Ataxin8 (ATXNS8)- SCA8 13g21 | Poruchy metabolismu RNA 3'UTR 16-34 >100 AD
. Benefl : Protein phosphatase 2 regulatory subunit B . ,
Spinocerebeldrni ataxie typ 12 CAG (PPP2R2B)- SCA12 532 Regulace transkripce 5'UTR <32 51-78 AD
Huntingtonova nemoc typ 2 CTG | Junctophilin 3 (JPH3)- JPH3 16924.2 | Soucast junkéniho komplexu CR/3'UTR 6-27 41-58 AD
Myotonické dystrofie typ 1 cTG E:\‘/’Itle'“k'“aza myotonické dystrofie(DMPK)- 19913 | Poruchy metabolismu RNA 3'UTR 537 | 50-3000 AD
Syndrom fragilniho X asociované tremor/ataxie CGG Fragile X messenger ribonukleoprotein 1 Xg27.3 | Abnormalni zvySeni exprese 5'UTR 5-54 55-200 XLD

Tabulka 1 Pfehled onemocnéni spojenych s trinukleotidovymi repeticemi.

CR - kédujici oblast, UTR - neptekladana oblast, AD - autozomaln€ dominantni, AR - autozomalné recesivni, XLD - X dominantné v4zana,

XLR - X recesivné vazana (pfevzato a upraveno dle Gatchel and Zoghbi, 2005; Mat¢j and Rusina, 2019; Orphanet, 2023)
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5.1. Huntingtonova chorea

Huntingtonova chorea se stala Ctvrtou popsanou chorobou zplisobenou expanzi
trinukleotidl. V roce 1872 ji popsal Iékai George Huntinghton (Thompson et al., 2004). Jeji
chromozomova lokalizace je 4.p16.3 (Orphanet, 2023).

5.1.1 Etiologie

Toto onemocnéni zplsobuji expanze obsahujici sekvenci CAG, které koduji
polyglutamin v kodujici oblasti prvniho exonu genu HHT (Huntingtin). Zmnozenim glutaminu
dochazi ke zméné struktury a konformace Huntingtinu. Produktem mutace je tedy aberantni
protein HHT (Matéj and Rusina, 2019). Opakovanim trinukleotidu dochézi k tvorbé dlouhého
HHT, ktery je néasledné rozdélen na mensi fragmenty. Ty se hromadi v neuronech a tim plsobi
pro bunku toxicky. Nasledkem je odumirani neuronii v mozku a naruseni jeho normalniho
fungovani (Obr. 10) (MedlinePlus, 2020a). Bylo zjisténo, ze u zdravého ¢loveka se vyskytuje
10-26 opakovani tripletu nukleotidii. V pripad€, Zze se nalezne expanze v rozsahu 27-35
opakovani, je pro vznik onemocnéni potiebnd dalsi expanze. Riziko vzniku HD se vyskytuje
v rozmezi 36-41 opakovani. Jedinci s takovou expanzi se vSak nemusi béhem Zzivota setkat
s zadnymi pfiznaky. Vyskyt nemoci se nejcastéji manifestuje kolem 40. roku zivota v rozsahu
45-55 opakovani. V poctu vice nez 60 tripletd opakovani se onemocnéni projevuje jiz

v détském veku (Otova et al., 2020; Thompson et al.,2004).

5.1.2 Dédi¢nost

Ke vzniku onemocnéni staci jeden pozménény gen. Onemocnéni se muze ziidka
vyskytovat i u potomka, ktery ma oba rodic¢e zdravé (MedlinePlus, 2020a). Potomek jedince,
ktery je postizen, ma 50 % Sanci na zdédéni tohoto onemocnéni (Matéj and Rusina, 2019).
Vzéacné€ se mohou objevovat formy juvenilni, jejichz po¢atek vzniku je do 20 let Zivota a formy
pozdni, které se vyskytuji po 60. roce (Mat€j and Rusina, 2019). Bylo prokazano, Ze Casna
forma nastupu onemocnéni se dédi Castéji od otce nezli od matky (Lutz, 2007). Postizeni
jedinci, ktefi maji juvenilni formu HD se obvykle dozivaji 10-15 let od objeveni piiznakl
(MedlinePlus, 2020a). Tuto chorobu zdédi osoba jako autozomdalné dédicny znak od
postizeného rodide, nejéastéji otce. Castdji jsou postizeni heterozygoti nez homozygoti (Gatchel

and Zoghbi, 2005; Thompson et al., 2004). Vék nastupu choroby je variabilni. Cim vétsi

vvvvvv
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5.1.3 Klinicky projev

Ptiznaky nemoci se mohou vyskytovat u v§ech vékovych kategorii (Thompson ef al.,
2004). Aberantni protein HHT mé sklon k agregaci, kdy dochéazi k tvorbé inkluzi a ty se
kumuluji v cytoplazmé a z velké ¢asti v jadrech neuronti (Obr. 11). Zasadni zménou nastavajici
v raném stadiu nemoci je postizeni stfedn¢ velkych neuront. Progredujici nemoci dochézi k
ubytku neuronovych struktur a v pozdnich stadiich nastava celkova atrofie mozku (Mat¢j and
Rusina, 2019). Pro toto onemocnéni jsou typické neurologické symptomy, které maji podobu
progresivni demence, mimovolnych pohybl riznych casti téla a zaSkubu, které se nedaji
potlacit vali. Obtize nastavaji v udrzeni rovnovahy, chlizi, mluveni a polykani (Otova et al.,
2020; Thompson et al., 2004). Zaznamenavaji se 1 psychiatrické projevy, mezi které patii pocit
viny, uzkost, apatie a nizké sebevédomi. Tyto projevy zahrnuji psychozu se zménou osobnosti.
V konec¢ném stadiu nastava porucha spanku, dochazi ke ztraté t€lesné hmotnosti a vyskytuje se
inkontinence. Pacienti jsou odkézani na péc¢i a pomoc okoli. Nejcastéjsi pficinou smrti je zpal

plic nebo sebevrazda (Orphanet, 2023; Otova ef al., 2020; Thompson et al., 2004).

Obr. 11 Porovnani degenerace mozku (pievzato a upraveno dle Parwez et al., 2022)

e U 8T st b e e e 8 (R

(A) Frontalni fez mozkem HD v pokroCilém stadiu degenerace a kontrolni mozek na
srovnatelné Grovni striata s pfedni komisurou (ac). Atrofie caudatus nucleus (Cd) ptiléhajiciho
k vnitfnimu pouzdru (ic) vede k pfimému obrysu (bilé Sipky) ohrani¢ujicimu zvétSenou
lateralni komoru (V), kterd nebyla pozorovana v striatdlnich oblastech kontrolniho mozku.
Putamen (Pu) a globus pallidus (GP) rovnéz vykazuji t€zkou atrofii. Dochazi k ubytku bilé
hmoty (wm) a corpus callosum (cc) v HD mozku. (B) Parafinovy fez HD putamenu barveny
kresylovou violeti vykazuje ztratu vétSiny stiedné€ velkych striatdlnich neuront s n€kterymi tély
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neuronovych bunék vlevo (€erné Sipky) a vyraznou glidézu, jak bylo zjist€no hojnymi jadry
malych bunék. (C) Rez kontrolniho mozku ukazuje normalni distribuci stiedné velkych

striatadlnich neurond (¢erné Sipky).

5.1.4 Prevalence
V Evropé a ve Spojenych statech americkych se fadi mezi nejcetnéjsi onemocnéni
(Orphanet, 2023). V jinych oblastech svéta se onemocnéni vyskytuje ziidka. Prevalence tohoto

onemocnéni se v Evrop¢ udava 3-7 lidi na 100 000 obyvatel (MedlinePlus, 2020a).

5.2 Syndrom fragilniho X

Toto onemocnéni se fadi mezi prvni popsané onemocnéni, u kterého se prokazalo, Ze je
zpusobeno expanzi trinukleotidii. Onemocnéni se také oznacuje jako syndrom Martin-Bellové.
Nazev byl odvozen podle dvojice, ktera tento syndrom poprvé popsala v roce 1943. FXS je X-
vazané multisystémové genetické onemocnéni, které se hned po Downovée syndromu fadi mezi
jednu z nejcastéjSich pficin mentalniho postizeni. FXS je spojen s fragilnim mistem Xq27.3.,
které se nachdzi na chromozomu X a oznacuje se jako FRAXA. Toto misto bylo pozorovano

jako nebarvici se mezera, nebo zlom (Obr. 12) (Ciaccio et al., 2017).

5.2.1 Etiologie

Toto onemocnéni je zplUsobené expanzi CGG repetice lokalizované v 5° UTR
(nepiekladana oblast) genu FMRI1. Nasledkem expanze je nadmérnd methylace cytosind
v promotoru a umlceni transkripce genu. Dochézi ke snizeni nebo ke ztraté funkce proteinu
FMRPI1 (fragilni X messenger ribonukleoprotein). Tento protein je produkt FMR1 genu, ktery
se podili na vyvoji dendrith a axonli a regulaci posttranskripéniho metabolismu RNA.
Za zbylé procento zmén FMRI1 jsou zodpovédné delece genu, intragenové duplikace/delece
a jednonukleotidové varianty. Normalni pocet repetic zdravého jedince je v rozsahu 5-44.
Rozmezi poctu repetic od 45-54 je povazovano za Sedou zonu. Rozmezi od 55-200
opakovanych tripletovych repetic oznacujeme jako premutaci. Tento pocet repetic je
zodpovédny za patologické stavy, které se 1iSi od syndromu fragilniho X. Mezi tyto stavy se
fadi FXTAS, vyskytujici se vice u muz, nez u Zen a FXPOI (fragilni X asociované primarni
ovarialni insuficience) u zen. Kromé velikosti opakovani repetice CGG, miize také ovliviiovat
stabilitu genu pfitomnost tripleti AGG, kter¢ jsou rozptylené v oblasti FMRI.

V populaci se vétSinou vyskytuje jedno nebo dvé preruseni repeticemi AGG v 5” UTR. Pokud
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alely FXS obsahuji dlouhé useky nepteruSovanych CGG v 3" UTR, dochézi obvykle k tomu,
ze nevykazuji zddné AGG v 5" UTR. Alely bez AGG maji nejvétsi riziko pro expanzi plné
mutace. Pfitomnost jediného AGG, toto riziko snizuje. Naopak snizeni poctu opakovani je

mozné, ale vzacné (Ciaccio et al., 2017).

5.2.2 Dédic¢nost

FXS je nejcastéjsi X-vazané onemocnéni, vznikajici z premutacnich alel s kopiemi od
matky, nikoliv od otce. Premutace se Casto pfi paternélni transmisi zkracuji. Ve vétSin€ piipadi
muze dojit k rozsifeni expanze a jejimu potomkovi hrozi, ze se narodi s FXS. Zatimco u muzi
se mezigeneracnim prenosem premutace nerozsifuje, preddva ji pouze svym dcerdm. Synim

premutaci piedat nemuze, jelikoZ od otce dédi chromozom Y (Ciaccio et al., 2017).

Obr. 12 Porovnani normalniho X chromozomu s X chromozomem syndromu fragilniho X

(pfevzato a upraveno dle Floriani ef al., 2016)
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5.2.3 Klinicky projev

Toto onemocnéni postihuje prevazné centralni nervovy systém. Velka variabilita tohoto
onemocnéni se manifestuje v raném détstvi. VéEtSina téchto postizenych jedinch ma opozdény
vyvoj feci, Uzkostné stavy, hyperaktivni chovani nebo poruchu pozornosti. U zlomku
postizenych déti se projevuji potize s usindnim a s brzkym rannim a no¢nim probouzenim. FXS

je disledkem mentalni retardace a autismu. Postizené zeny mohou vykazovat znaky spojené s
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deficitem intelektu a jejich fenotyp nemoci je spojen s inaktivaci X. U muzi je toto onemocnéni
spojeno s charakteristickymi rysy, jako jsou ploché nohy, dlouhy a tzky oblicej s velkyma
odstavajicima uSima, protdhlou bradou, vysokym ¢elem a u dospivajicich postizenych muzi se
vyskytuje makroorchidismus (Obr. 13). Délka Zivota zavisi na zavaZznosti ptiznaki (Ciaccio et

al., 2017).

Obr. 13 Ctyfi bratfi s typickymi znaky FXS (pievzato dle Protic et al., 2022)

VSichni ¢tyii chlapci maji vyrazné vysoké celo, vysoké patro, hypermobilitu kloubti, a zv1aste

vyrazné usni boltce.

5.2.4 Prevalence

Onemocnéni se vyskytuje v Australii, USA, Finsku a Holandsku (Thompson et al.,
2004). Udavana frekvence vyskytu u zen je 1:4000-6000 a u muzt 1:5000-7000 (Ciaccio et al.,
2017).

5.3 Syndrom fragilniho X E
FRAXE je onemocnéni, jehoz chromozomova lokalizace je Xq28 (Orphanet, 2023).

5.3.1 Etiologie
Onemocnéni vznika na zéklade expanze CCG repetice v 5° UTR genu FMR2, a to pfi

prekroceni 200 opakovani (Orphanet, 2023). Rozsifena oblast je nestabilni a oznacuje se jako
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fragilni misto FRAXE. Gen FMR2 kéduje protein FMRP2, jehoz funkci nezname. V dasledku
vyskytu expanze dochazi k hypermethylaci a transkripénimu uml¢ovani. FMR2 gen je tedy
vypnuty a protein se netvofi. V soucasnosti neni znamu, jak velky nedostatek tohoto proteinu

vede u FRAXE k mentalnimu postizeni (MedlinePlus, 2014).

5.3.2 Dédi¢nost

FRAXE se dédi v X linii a je tedy povazovan za X véazané recesivni onemocnéni
(Orphanet, 2023). U muzi staci k projevu nemoci jedna zménénd kopie, kdezto u Zen mtze
jedna zménéna kopie vést k méné¢ zadvaznym piiznakiim, nebo se nemusi projevit vibec.

(MedlinePlus, 2014).

5.3.3 Klinicky projev

Onemocnéni je charakterizovano proménlivym klinickym profilem, zahrnujici lehké
az stfedn¢ tézké intelektudlni postizeni. Nastavaji potize s uenim, problémy s chovanim
a komunikaci. U nékterych jedinct byly také zaznamendny poruchy osobnosti a autistické
chovani, které se s pfibyvajicim v€kem oproti jinym formam mentalniho postiZzeni nezhorsuje.

Projevujici se ptiznaky jsou velmi mirné a postizeni jedinci Ziji bez komplikaci (MedlinePlus,

2014).

5.3.4 Prevalence
Odhad vyskytu syndromu fragilni X E je u muzi 1:25000-100 000. U Zen se toto

onemocnéni detekuje ziidka (MedlinePlus, 2014).

5.4 Friedreichova ataxie

Toto onemocnéni se fadi mezi nejcastéj$Si onemocnéni ze skupiny autozomalné
recesivnich cerebelarnich onemocnéni. U autozomalné dominantnich spinocerebelarnich ataxii
nedochazi k tak napadnému postizeni mozetku (Mat&j and Rusina, 2019). Radi se mezi
nejcastéjsi dédicné ataxie (Lutz, 2007). Mnohdy byva spjata s hypertrofickou kardiovaskularni
chorobou a s diabetes mellitus. Onemocnéni je lokalizovano na chromozomu 9q21.11

(Orphanet, 2023).
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5.4.1 Etiologie

Onemocnéni se manifestuje v disledku expanze tripletu GAA nachazejici se
v prvnim intronu genu FXN (frataxin), ktery koduje protein frataxin (Gatchel and Zoghbi,
2005). Tento protein se Ucastni metabolismu Zeleza. Kvuli nedostatku proteinu dochazi
k progresivnimu poskozeni centralniho a periferniho nervového systému (Mat¢j and Rusina,
2019; Orphanet, 2023). Vzacné bodové mutace v genu jsou zodpovédné za zbylych 2-6 %
pfipadi Friedreichovy ataxie. U zdravého c¢loveéka se vyskytuje méné jak 34 opakovani
trinukleotidovych repetic. Za premutaci je povazovano 36-1000 opakovani. Onemocnéni
vznika pfi vice jak 1000 opakovani repetic. Pro vznik nemoci je nutna ztrata exprese obou alel.
Onemocnéni se manifestuje jiz pted adolescenci (Thompson et al., 2004). Délka expanze
koreluje s vékem nastupu a zavaznosti projevii onemocnéni. VEk ndstupu je nizs§i nez
u autozomalné dominantnich ataxii. Vyskytuje se mezi 5.-25. rokem Zivota (Matéj and Rusina,

2019).

5.4.2 Dédicnost
Onemocnéni se dédi autozomdlné recesivné. Pfenasi se v heterozygotnim stavu

a postihuje obé pohlavi stejn¢ (Matéj and Rusina, 2019).

5.4.3 Klinicky projev

Subjektivni a objektivni pfiznaky Friedreichovy ataxie jsou variabilni. Friedreichova
ataxie je stav, u kterého dominuje atrofie hrudni michy, mozecku a hypertrofie myokardu.
(Mat¢j and Rusina, 2019). Projevuje se ztizenou feci, nekoordinovanymi pohyby koncetin,
chybéjicimi Slachovymi reflexy, skoliozou, deformacemi nohou, kardiomyopatii, diabetem,
ztratou zraku a poruchou sluchu (Orphanet, 2023). Onemocnéni se vétSinou projevi pied
dospivanim a pacienti asto prestavaji chodit jiz ve stfednim véku Zivota (Lutz, 2007). Doba od
nastupu choroby do zavislosti na invalidnim voziku je 15 let. Ke smrti dochéazi v disledku

onemocnéni srdce a bronchopneumonii (Orphanet, 2023).
5.4.4 Prevalence

FRDA je fazena mezi nejcastéjsi typ dédicné ataxie v Evropé a Severni Americe

(Matg¢j and Rusina, 2019). Prevalence nemoci je 1:10 0000 (Orphanet, 2023).
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5.5 Syndrom fragilniho X asociované tremor/ataxie

FXTAS je onemocnéni, jehoz chromozomova lokalizace je Xq27.3 (Orphanet, 2023).

5.5.1 Etiologie

Pricinou FXTAS je expanze triplett CGG v genu FMRI1. Za premutaci tohoto
onemocnéni se povazuje opakovani vrozmezi 60-200 CGG repetic. Nasledkem expanze
trinukleotidd dochézi ke zvySené produkci abnormalni mRNA, jejiz vysoké hladiny jsou
pri¢inou tohoto onemocnéni (Gatchel and Zoghbi, 2005; MedlinePlus, 2020b). Expanze repetic
zté¢zuje tvorbu FMRP a tim mtize dochdzet k mirnym projeviim FXS (MedlinePlus, 2020b).

5.5.2 Dédic¢nost

Jednd se o vzacnou X vazanou dominantni chorobu. Ke zvySenému riziku vniku
nemoci staci jen jedna kopie zménéného genu. Onemocnéni se nemusi u kazdého jedince
projevit. U postizenych zen dominantnim onemocnénim vazanym na X chromozom, se
vyskytuji méné zavazné klinické projevy nez u muzi (MedlinePlus, 2020b). Onemocnéni se
vyskytuje Castéji u starSich muzl, kolem 60 let zivota (Gatchel and Zoghbi, 2005). U Zen se

onemocnéni vyskytuje méné, a to z divodu inaktivace chromozomu X (MedlinePlus, 2020b).

5.5.3 Klinicky projev

Charakteristickym znakem FXTAS je pfitomnost inkluzi v neuronech a astrocytli po
celém mozku (Gatchel and Zoghbi, 2005). Syndrom fragilniho X asociované tremor/ataxie je
neurodegenerativni porucha, kterd se projevuje nekontrolovatelnym progresivnim tiesem,
problémy s rovnovahou, poSkozenim perifernich nervii a poruchou autonomniho nervového
systému zpusobujici inkontinenci. Mezi dal§i pfiznaky patfi mimny parkinsonismus
s psychiatrickymi projevy jako je tUzkost nebo deprese, s moznosti progrese demence
(Orphanet, 2023). Je také spojovan s problémem pohybu a mySleni (MedlinePlus, 2020b).

Prognoza zavisi na rychlosti progrese, kterd je variabilni (Orphanet, 2023).
5.5.4 Prevalence

Frekvence vyskytu postizeni se odhaduje 1:3000 u muza. U Zen je frekvence vyskytu

1:200, z nichZ se pouze u 16 % piipadil toto onemocnéni projevi (MedlinePlus, 2020b).
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5.6 Myotonicka dystrofie typ 1
MD 1 se stala tfeti popsanou chorobou zexpanze trinukleotidovych repetic
(Thompson et al., 2004). Jednd se o multisyst¢tmovou, neuromuskularni poruchu, jejiz

chromozomova lokalizace onemocnéni je 19q13.3 (Lutz, 2007; Orphanet, 2023).

5.6.1 Etiologie

Pfi¢inou onemocnéni je expanze CTG tripletu v 3 UTR oblasti genu DMPK
(proteinkindza pro myotonickou dystrofii) (Khehra et al., 2023). Zdravy jedinec ma méné jak
30 repetic. Vpoctu od 50-80 opakovani se obvykle projevuje mirné postizeni

a v rozmezi 80-2000 repetic jsou osoby postizeny (Thompson et al., 2004).

5.6.2 Dédi¢nost

Myotonicka dystrofie 1 je choroba znama tim, Ze se onemocnéni nemusi projevit ve
vSech pripadech. Expandovanou repetici miizou pfenaset oba rodice. Kazdé postizené dité timto
onemocnénim je potomkem postizené matky. Matka mize mit mirnou expresi onemocnéni na
takové urovni, ze nemusi ani védét, Ze je postizena. MuZzi mohou piendSet expanzi do 1000
repetic, avSak k masivni expanzi dochdzi pouze materndlnim pienosem (Thompson et al.,

2004).

5.6.3 Klinicky projev

Onemocnéni je charakteristické mnozstvim svalovych a systémovych projevi, které
se 1i8i v zavislosti na véku néstupu, které je variabilni. Mezi projevy MD 1 spadaji potize
s dychanim, pfijmem potravy, spankem, porucha intelektu a porucha autistického spektra.
Dochazi ke svalové slabosti, opakujicim se infekcim a psychiatrickym poruchdm, mezi které
patii uzkost, deprese a hyperaktivita (Orphanet, 2023). Dale se mliZze vyskytovat multiorgdnové
onemocnéni. Jedna se o nejcastéjsi svalovou dystrofii dospélych. U takto postiZenych pacientti
se udava vyssi predpoklad rizika rakoviny. Nékteré piipady onemocnéni jsou natolik zdvazné,
ze maji dopad na délku Zivota, zejména ty s Casnym nastupem expanze. Pfi¢inou smrti byvaji

kardiovaskularni onemocnéni, arytmie a respiracni selhavani (Orphanet, 2023).
5.6.4 Prevalence
Onemocnéni se vyskytuje v nékterych ¢astech Severni Ameriky (Thompson et al.,

2004). Prevalence vyskytu je 1:2 000 (Orphanet, 2023).
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5.7 Spinocerebelarni ataxie 1,2,3,6,7,8,17
Z genetického hlediska jsou SCA rozsahlou skupinou onemocnéni v rozmezi

SCA1- SCA 48 (Mat¢j and Rusina, 2019). Jsou fazeny do skupiny chronickych progresivnich
ataxii (Lutz, 2007).

5.7.1 Etiologie

RozliSujeme tfi skupiny SCA. Prvni skupinou jsou SCA, které jsou zplisobeny
expanzi CAG repetice kodujici polyglutamin. Druhou skupinou jsou SCA zpisobené
mutacemi, které oproti prvni skupiné spinocerebelarnich ataxii zacinaji pozdéji
a progreduji rychleji. A tieti skupinou jsou SCA, u kterych dochézi k expanzi jinych triplett
(Matéj and Rusina, 2019). SCA 1,2,3,6,7,17 jsou zpisobeny expanzi CAG. SCA 8 je podtyp
cereberalni ataxie typu 1 a je zpusobena expanzi CTG v 3" UTR, ktera produkuje expanzi
v genu pro ataxin (Gatchel and Zoghbi, 2005; Orphanet, 2023). SCA 12 je velmi vzacnym
podtypem ataxie typu 1 (Orphanet, 2023). U této choroby dochézi k expanzi CAG repetice v 5’
netranslatované oblasti PPP2R2B (proteinové fosfatazy 2, regulacni podjednotky B), pfesnéji
v promotoru (Gatchel and Zoghbi, 2005). SCA postihuji vSechny vékové kategorie. Prognoza

je relativn€ pozitivni. Nemoc vétSinou postupuje pomalu béhem desetileti (Orphanet, 2023).

5.7.2 Dédic¢nost

Jde o autozomalné dominantni a degenerativni onemocnéni (Thompson et al., 2004).
Sance prenosu SCA prvni skupiny na potomky, bez rozdilu na pohlavi, je 50 %. Expandovany
usek se generacemi Casto prodluzuje. Tim dochazi k CasnéjSimu nastupu nemoci s veEtsi

zavaznosti a rychlejsi progresi (Mat€j and Rusina, 2019).

5.7.3 Klinicky projev

Spinocerebelarni ataxie se projevuji mezi 20.-40. rokem zivota. Nicmén¢ s neustalym
nartistem poctu pacientl se posunuje i vékové rozmezi manifestace onemocnéni. Klinicky obraz
SCA je velmi variabilni. Mezi charakteristické rysy pro SCA 1 se fadi bulbarni syndrom
s dysartrii, dysfagii a choreou. U SCA 2 dochazi ke vzniku parkinsonismu, prudkych zaskubt
svalll a polyneuropatického syndromu. U SCA3 pfti pokrocilé atrofii mozecku, dochazi také
k atrofii mozkového kmene, vyskytuje se ndpadna spasticita, polyneuropatie a parkinsonismus.
Zatimco u SCA6 a SCA7 pievazuje atrofie kiiry mozecku. U SCA6 se vyskytuje cereberalni

syndrom a SCA7 je charakteristicka pigmentovou retinopatii s poruchou sluchu (Mat¢j and
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Rusina, 2019). Pro SCA 8 je typické pfitomnost tfesu s relativné mirnou cerebelarni ataxii
a s priznaky demence (Orphanet, 2023). U SCA 17 se prijevuji ptiznaky v omezeni hybnosti
a v drzeni téla. Mezi dal$i ptiznaky se fadi chorea vedouci az k Huntigtonskému fenotypu,
demence, dysfagie a dystonie. VEtSina onemocnéni se také projevuje 1 jinymi piiznaky, jako je
postizeni dalSich struktur centralniho, nebo periferniho nervového systému. Postupna atrofie
mozecku je Casto kombinovana s kmenovou a misni atrofii. Prib&h atrofie u subtypti SCA
zpisobenych polyglutaminovymi expanzemi je rychlejsi nezli u podtypt SCA, které jsou

zpusobeny bodovymi mutacemi (Mat¢j and Rusina, 2019).

5.7.4 Prevalence

U nés se SCA nejcastéji vyskytuji v pofadi SCA 2, 1, 17, 6, 7, 3. Vyskyt SCA 3 neboli
Machadova-Josephova nemoc je u nds v porovnani sjinymi evropskymi staty vzacna
(Mat€j and Rusina, 2019). Prevalence diagnostikovanych jedinct je v evropské populaci 3:100

000. V Ceské republice je prevalence 1:100 000 (Mat&j and Rusina, 2019).
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6 Zavér

Tato prace predstavuje ptehled zamétujici se na problematiku expanzi trinukleotidovych
repetic, které jsou pfi¢inou vzniku geneticky podminénych onemocnéni. Ptispiva k porozumeéni
jejich mechanismu vzniku a zptsobu, jak tyto onemocnéni diagnostikovat. Ve své praci popisuji
zejména ty onemocnéni, které se vyskytuji nejCastéji: Huntingtonova chorea, syndrom
fragilniho X, syndrom fragilniho X E, syndrom fragilniho X asociované tremor/ataxie,
Friedreichova ataxie, myotonickd dystrofie 1 a spinocerebeldrni ataxie. Tyto choroby maji
vyznamny dopad na kvalitu zivota postizenych jedinct a jejich rodin. V ramci celosvétového
pruzkumu byla provedena analyza pacienti s témito mutacemi. To umoznilo zhodnotit
klinickou a genetickou charakteristiku téchto chorob.

K detekci expanzi trinukleotidovych repetic se pouziva fluorescencni in situ
hybridizace, konven¢ni PCR, triplet repeat primed PCR, repeat-primed PCR, methyla¢né
specifickd PCR, Sangerovo sekvenovani, techniky sekvenovani nové generace a dalsi. Neustaly
vyvoj diagnostickych metod a postupli umoznuje rychlou a pifesnou detekci expanzi
trinukleotidl, coz je rozhodujici pro spravny zachyt chorob, zlepseni kvality a diagnostiky,
poskytnuti vhodné 1é¢by a péfe. Kombinace téchto zminénych diagnostickych metod se

osvédcila jako efektivni zpiisob pro lepsi detekci a analyzu expanzi trinukleotidovych repetic.
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7 Seznam pouzitych zkratek

Bp
DNA
dNTP
ddNTP
DM
DMPK
DRPLA
EDTA
FISH
FMR
FMRP

FRAXA
FRAXE
FRDA
FXN
FXS
FXTAS

FXPOI

HD
HDL
HHT
kb
LINE
mRNA
Mb
NGS
PCR
OPMD
polyA

base pairs - par bazi

deoxyribonucleic acid - deoxyribonukleova kyselina

deoxynucleotide triphosphates - deoxyribonukleotidtrifosfaty
dideoxyribonukleotidtrifosfaty

myotonic dystrophy - myotonicka dystrofie

myotonic dystrophy protein kinase - proteinkinaza pro myotonickou dystrofii
dentatorubral-pallidoluysian atrophy - dentatorubralni pallidolyzicka atrofie
ethylenediaminetetraacetic acid - kyselina ethylendiamintetraoctova
fluorescence in situ hybridization - fluorescencni in situ hybridizace

fragile X messenger ribonucleorpotein - fragilni X messenger ribonukleoprotein
fragile X mental retardation protein - protein mentalni retardace spojeny s
fragilnim X

fragile X syndrome - syndrom fragilniho chromozomu X

fragile X E syndrome- syndrom fragilniho X E

Friedreich ataxia - Friedreichova ataxie

frataxine - frataxin

fragile X syndrome - syndrom fragilniho chromozomu X

fragile X associated tremor/ataxia syndrom - syndrom fragilniho X asociované
tremor/ataxie

fragile X associated primary ovarian insufficiency - fragilni X asociované
primarni ovarialni insuficience

Huntingtonova chorea - Huntingtonova chrooba

Huntington disease - like - Huntingtonova nemoc

Huntingtin

kilo base pairs - tisic parhi bazi

long interspersed nuclear elements - dlouhé rozptylené jaderné elementy
messenger ribonucleic acid - mediatorova ribonukleova kyselina

megabase pair - milion part bazi

next generation sequencing- sekvenovani nové generace

polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce

dentatorubral - pallidoluysian atrophy - dentatorubralni pallidolyzicka atrofie

polyalanine - polyalanin
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polyQ
PPP2R2B

rRNA
RNA
SBMA
SCA
SINE
STR
tRNA
UTR
UV
VNTR

polyglutamine - polyglutamin

protein phosphatase 2 regulatory subunit B - regula¢ni podjednotka B
proteinfosfatazy 2

ribosomal ribonucleic acid - ribozomalni ribonukleova kyselina
ribonucleic acid - ribonukleova kyselina

spinal and bulbar muscular atrophy - bulbospinalni svalové atrofie
spinocerebellar ataxia - spinocerebelarni ataxie

short interspersed nuclear elements - kratké rozptylené jaderné elementy
short tandem repeat - kratké tandemova repetice

transfer ribonucleic acid - transferova ribonukleova kyselina
untranslated region - nepiekladana oblast

ultraviolet light - ultrafialové zafeni

variable number of tandem repeats polymorphism - variabilni mnozstvi

tandemovych repetic
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