Potvrdenie diagndzy pomocou DNA
analyzy: metady, kritéria pre vyber,
metodiky, poziadavky pre dobru
spolupracu
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Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LFUK a UNB,

Oddelenie molekulovej a biochemickej genetiky

expertizne pracovisko so zameranim na molekularnu a biochemickt genetiku zriedkavych
metabolickych a vybranych genetickych choréb



Familiarna hypercholesterolemia EH4!

FH1 - familiarny deficit LDL receptora

* autozémovo dominantné ochorenie
* incidencia: heterozygotov 1:250; homozygotov 1:300 000
(1:1 000 000)
e gén LDLR: 19q; 18 exdénov; koduje glykoprotein obsahujuci 839 AMK

 mutacie génu pre LDLR: je popisanych viac nez 1500 patogénnych
variantov, ktoré vyustuju v chybanie proteinu alebo funkény deficit
(null alely, na transport defektnej alely, vazobne defektivnej alely,
na internalizaciu defektnej alely, na recyklizaciu defektnej alely);
Casté su mutdcie v exdne 4 s tazkou formou FH;

az 10% moiu predstavovat delecno - duplikacné genetické
patologie! - nemozno odhalit sekvencnou analyzou
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Familiarna hypercholesterolemiaEH2

FH2 - familiarny defekt apolipoproteinu B-100

* autozémovo dominantné ochorenie

* incidencia: heterozygotov 1: 700

 gén APOB100: 2p; 29 exénov, koduje protein obsahujuci 4562 AMK

* mutdacie génu pre APOB100 vyrazne znizuju schopnost APOB viazat
sa na LDLR; ¢astu mutaciu - R3500Q (p.Arg3527GIn) v 26. exdne, ma
6% az 10% pacientov s FH1-FH4 v eurdpskej populdcii; ostatné
zistené patogénne varianty su zriedkavé (do 1%)
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Familiarna hypercholesterolemia EHS

FH3 - familiarny defekt PCSK9

 autozomovo dominantné ochorenie

* incidencia: zriedkava pri¢ina FH (1% az 2% geneticky potvrdenych
pacientov s FH)

e gén PCSK9: (proprotein konvertdza subtilizin/kexin typ 9): 1p; 12
exonov; 692 AMK

* mutacie génu typu ziskania funkcie spdsobuju down regulaciu LDLR
v hepatocytoch pravdepodobne zvySenim endozomalnej degradacie
po naviazani na LDLR; popisanych je viac ako 20 variantov
vyvolavajucich FH3; mutacie PCSK9 charakteru straty funkcie (3%
europskej populdacie ma variant Arg46Leu) spdsobia naopak zvysenie
proteinov ApoB a LDLR, zvysenie klirensu LDL-CH v d6sledku znizenia
CHD rizika o0 28%

inhibicia PCSK9 protilatkami predstavuje vyznamny alternativny

terapeuticky postup pri statin - rezistentnych formach FH
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Familiarna hypercholesterolemiagkhiZ

FH4 - familiarny defekt STAP1

 autozomovo dominantné ochorenie

* incidencia: frekvencia patogénnych variantov v genomickych
Studiach 1:250; 1:400

e gén STAP1: 4913.2; 9 exonov; 295 AMK protein je substrat pre
TEC protein tyrozin kinazu

e patogénne varianty génu su lokalizované zvacsa v 3.exéne
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DalSie zriedkavé gény podmienujuce

hypercholesterolemie

Autozomova recesivna hypercholesterolémia (ARH — LDLRAP1)

e spbsobena mutaciami v LDLR adaptor protein 1 géne (LDLRAP1), ktory reguluje
endocytézu sprostredkovanu LDLR; klinicka manifestacia je analogicka ako u
dominantnych foriem FH; mutacie v exdne 2 (gén ma 9 exdnov) spdsobuju
manifestaciu aka je typicka pre HoFH

Sitosterolémia (ARH - ABCG5/ABCGS)

e spOsobena mutaciami dvoch génov ABC transportérov — ABCG5 a ABCG8 (génova
expresia v Crevach a v peceni); proteiny spolu s inymi zniZzuju absorbciu sterolov v
crevach, ale naopak zvysuju ich exkréciu v peceni; pri mutaciach so stratou funkcie
sa dosiahne opacny efekt a v dosledku zvySenych hodnot fytosterolov (sérum viac
ako 0,025 mmol/l) déjde k down regulacii pecenového LDLR a k zvySeniu frakcie
LDL; u pacientov europskeho pévodu su castejSie mutacie ABCGS8, s klinickymi
prejavmi CHD po 20. roku a koncentraciou cholesterolu nizSou ako u HoFH foriem

DalSie gény : APOE; CELSR2; SLC22A1; MYLIP; NYNRIN; ST3GAL4; LIPA
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Molekularno-geneticka diagnostika -

metody

* molekularno-genetické: PCR/RFLP - APOB100 — R3500Q,

* Real-Time PCR - genotypy APOE

 MLPA - delecno-duplikacny skrining génu LDLR

 Sangerové sekvenovanie - LDLR, PCSK9, APOB100, ABCGS5,
ABCG8

e MPS (NGS) analyza pouzitim systému MiniSeq (lllumina)
DevyserFHv2 kit: LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1, APOE, STAP1 a
genetické markery pre polygénovo podmienené FH resp.
efektivnhu terapiu statinmi (CELSR2, SLC22A1, HFE, MYLIP,
ABCGS8, NYNRIN, ST3GAL4, SLCO1B1, LPA).
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Varianty pre polygénovo podmienengeik

terapiu statinmi

Detekcia

Marker cDNA Gén Vplyv Stav variantu variantov
rs629301 €.*1635T>G CELSR2 FH risk HOM identifikovany
rs1564348 €.1599-688T>C SLC22A1 FH risk HET identifikovany
rs1800562 C.845G>A HFE FH risk - neidentifikovany
rs2479409 c.-861A>G PCSK9 FH risk HET identifikovany
rs3757354 C.-2147C>T MYLIP FH risk - neidentifikovany
rs4299376 €.166-718T>G ABCG8 FH risk HET identifikovany
rs6511720 C.67+2015G>T LDLR FH risk HET identifikovany
rs8017377 €.2932G>A NYNRIN FH risk HET identifikovany
1511220462 €.61+18215G>A ST3GAL4 FH risk - neidentifikovany
rs1367117 €.293C>T APOB FH risk HOM identifikovany
rs429358 €.388T>C APOE Statin terapia + FH risk - neidentifikovany
rs7412 c.526C>T APOE Statin terapia + FH risk - neidentifikovany
rs646776 c.*1859T>C CELSR2 Statin terapia HOM identifikovany
rs4149056 ¢.521T>C SLCO1B1 Statin terapia - neidentifikovany
rs3798220 c.5673T>C LPA Statin terapia - neidentifikovany
rs10455872 ¢.3947+467A>G LPA Statin terapia HET identifikovany
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Bodové ohodnotenie analyz

Izolacia DNA 1900 b
Vysetrenie APOE 3200 b
Vysetrenie APOB 3200 b

MLPA LDLR t.C. nie je urCené
Sekvencna analyza LDLR génu 18 x14 0000 252 000
MPS analyza t.C. nie je urcené

1b — VSZP 0,05975 centu, Dovera 0,05311 centu, Union 0,057 centu

APOB/SA LDLR — 1,3 % nakladov
MLPA LDLR/SA LDLR — 5% nakladov
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Kritéria pre stanovenie diagnozy FH u dospelyehs
modifikované podla DLCN

( Dutch Lipid Clinic Network Scorée

Rodinna anamnéza:

prvostupriovy pribuzny s pred¢asnym koronarnym a/alebo cievnym ochorenim
(muzi <55, Zeny < 60 rokov) 1
prvostupnovy pribuzny s LDL-cholesterolom nad 95 percentilom pre vek a pohlavie

prvostupnovy pribuzny s tendindznymi xantdmami a/alebo arcus cornealis deti 2
mladSie ako 18 rokov s LDL-cholesterolom nad 95 percentilom pre vek a pohlavie

Osobna anamnéza:

pacient s predc¢asnym CAD — koronarne artériové ochorenie 2
(muzi <55, Zzeny < 60 rokov)

pacient s predCasnym cerebralnym alebo periférnym cievnym ochorenim 1
(muzi < 55, Zeny <60 rokov)

Fyzikalny nalez:

tendindzne xantémy 6

arcus cornealis pred 45 rokom veku 4
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modifikované podla DLCN

(Dutch Lipid Clinic Network Scoré

LDL-cholesterol mmol/I:

LDL-C 28.5 8
LDL-C 6.5-8.4 5
LDL-C 5.0-6.4 3
LDL-C 4.0-4.9 1
DNA analyza, potvrdena mutacia v géne LDLR, APOB, PCSK9 8
Diagnoza podla skore:
definitivna >8
pravdepodobna 6—-7
mozna 3-5
nepravdepodobna <3
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Algoritmy diagnostiky FH

Vo vztahu k optimalizacii nakladov
Navrh algoritmov: A.

APOB ‘E>| SA - LDLR ‘E> MLPA - LDLR

@

APOB |:>| MPS analyza |:> MLPA - LDLR
&

Overenie variantu

Pri MPS potreba overenia patogénnych variantov pomocou
Sangerovho sekvenovanial
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Pacienti s FH diagnostikovani v

ULBGaKG LF UK a UNB

* Na nasom pracovisku bolo pozitivnych 111 pacientov

* 9 pacientov mala zisteny variant v APOB100 géne

* 89 pacientov malo bodovy patogénny variant v LDLR géne
e 13 pacientov malo zisteny delecny patogénny variant

Zachyt jednotlivymi metodikami

mAPOB
B MLPA LDLR

= LDLR bodové mutacie
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Patogénne varianty v LDLR géne v subore
pozitivhych pacientov

(ULBGaKG LFUK a UNB)

missense mutacie
B nonsense mutacie
zostrihové mutacie

B duplika¢no-dele¢né mutacie
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Distribucia patogénnych variantov
v LDLR géne u detskych a dospelych pacientoV

(ULBGaKG LFUK a UNB)

70
60
50
%
0o 40 o .
e W DOSPEL|
30 DETI
20
19%
10 109
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0
exon 12 (p.Gly592Glu) exon 8 (p.Cys377Tyr) duplikacno-delecné ostatné mutacie
mutdcie (31 typov variantov)
POCET POZITIVNYCH PACIENTOV:
dospeli deti
exon 12 (p.Gly592Glu) 17 8
exon 8 (p.Cys377Tyr) 4 3
duplika¢no-delecné mutacie 8 5
ostatné mutacie 30 27
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Efektivnost diagnostiky. FH y

vo svete a v SR

Efektivnost - pomer medzi vloZzenymi vstupmi (zdrojmi) a GZitkom, ktory sa nimi
ziska (kritéria — logistika - metddy a technoldgie — zachytnost pacientov s FH)

Kritéria a logistika:

A. skrining dospeli(vSR40r.)

* hodnoty pre FH nie su jednoznacne urcené; bezne pre dispenzarizaciu a terapiu -

TCH > 6,5; LDL-CH > 4,0 mmol/I; doplnia sa Specializované vysetrenia, MG

B. skrining deti(vSR11az17r.)

 TCH > 4,85 mmol/| - reskrining

 TCH > 6,5 mmol/l + vysokorizikovd RA - dispenz. v Spec. amb. pre poruchy metab.,
doplni sa vySetrenie HDL-CH, TAG; indikacia na MG (dotaznik a Specializacia!)

e TCH5,5-6,4 mmol/l - dispenz. a doplni sa kardiologické a endokrinologické vys.

MEDPED — dg.FH je postavena na T-CH (viac ako 95.percentil) a vek (<20, 30, 40, >40)

SBR — LDL-CH > 4,9 + a) pozit.RA (hyperCH, CHD - 1.stupriovy pribuzny) + b) xantomy

DLCN — systém skore bodov je velmi efektivny — defFH 28 b; ppFH =7b a 6b

Metody a technoldgie: od biochem. fenotypu ku genotypu + nizke naklady (targ.MPS)

Potvrdena FH pomocou MG vysetreni: RUS — 1%; USA — 5 %; EU — 30%; HOL - 90%; SR<5 %
pri defFH — MG konfirmacia u 60 az 80%, pri ppFH 20% az 40%; SR- 30%
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Geneticky podmienené hypercholesterolemie
v subore detskych a dospelych pacientoyV.

(ULBG a KG LFUK a UNB)

DETSKi PACIENTI DOSPELi PACIENTI
M negativni M APOB © LDLR W negativni mAPOB m LDLR

2%
DETSKi PACIENTI pocet (593) DOSPELI PACIENTI Pocet(>204)
negativni 41 negativni 145
APOB (pozitivni) 5 APOB (pozitivni) 4
LDLR (pozitivni) 47 LDLR (pozitivni) 55
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Efektivnost diagnostiky FH

v ULBGaKG LF UK a UNB

JACC 72,(6),2018 ... FH genetic testing become the standard of care for patients with definite
or probable FH, as well as for their at risk relatives

Efektivnost diagnostiky genetickej priciny FH u dospelych pacientov (30%) je

obdobna ako vo svete, u detskych pacientov (55%) je velmi priaznivy ukazovatel

* vysoka efektivhost MG vysSetreni FH u deti - jasnejSie metodické pokyny a skor
selekcia pacientov s defFH (pre T-CH ,,cutoff” (6,5 mmol/l))

* vzhode s inymiliterarnymi zdrojmi predpokladame, ze u vacsiny pacientov s dg.
ppFH pojde o polygénnovu etioldgiu alebo o pacientov s CFHL (rozsah MPS panelu?)

e pre indikaciu MG vysSetreni u FH a potvrdenie def. dg. MoZno odporucat taktiez
aplikaciu dotaznika DLCN

« efektivnost genetickej konfirmacie FH u detskych pacientov favorizuje vyuzitie MG
pre reverzny kaskadovy skrining s potenciou zachytu vacsieho poctu pribuznych
s AD-FH a financ¢ne efektivnu definitivnu dg. (70 €/pacient — 1 sekvencna analyza)

Efektivnost zachytu genetickych FH: 1. dodrzanie kritérii; 2. dobra logistika;
3. lacné a robustné technoldgie; 4. aplikacia genetickych markerov pre polygénne FH v
buducnosti
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Pazitkova 4, 821 01 Bratislava

0 UNIVERZITNA NEMOCNICA BRATISLAVA
@ Pracovisko: Nemocnica Staré Mesto, Mickiewiczova 13, 813 69 Bratislava

LI} st:n lekirskej biolagie, zenetiky a Kinickej genetilky LFUK a UNB
Oddelemni i @ biochemicksj genetiky — expertizne pracovizko pre sriedkavé choroby
cgd@sm.unb.sk, el 02357200102

Sprievodny list k molekulirno genetickému vySetreniu
Familiirna hypercholesterolémia

Meno a priezvisko Adresa odosielajiiceho pracoviska, tel. &
Datum narodenia Pohlavie cnmz o Zena
Rodné éislo Diétum a éas odbern
Petiatka, kod a podpis lekira
Material
Zdravotna poistovia (kod) Diagnéza (MECH)

Klinicky obraz, osobnd anamméza, fyzikalny nalez (xantémy, xantelazmy, arcus comealis), laboratorny nalez

Dalie diagnézy (endokrinopatia, pecefiové, oblickové ochorenie)

Liecba:

Skire podl'a DLCN*:

Meno a priezvisko pacienta/pribumeého | Celkovy | LDL HDL TAG KV ochorenie + vek
(vzt'ah k pacientovi) chol chol chol manifestacie, fyzikalny nailez

mmoll | mmel] | mmol] | mmoll

1

2

3

4

5.

Pozadujete vysetrenie génu:

O4POB  [1ILDIR COMIP4IDIR** [IPCSK9*%%

Pre indikiciu vvierenia je potrebné, abyv pacient splnil kritéria podl'a DLCNS uvedené
na druhej strane a ab‘ bo]] tieto uvedené v Fiadanke!!!

* Molekul ke vy je mdlkm.zne l pripade skore podla DLCH (Duteh Liptd Climic Network) md 56 pnpadE
defimitivne] zlebo pravdepedobnej gaard et al, 2013, of the
society)

** 4 pripade nepotvrdenia pritomnost patuzennahn urlanru v géne LDLR sekvenénou analyzou
*** 5 pripade ** a nepotirdenia pri sdou MLPA v géne LDIR
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Informicia o vyietreni: Familidrna hyperc ia tvori skupinu 0 dediénych ochoreni spdsobenych musiciami v génoch pre
LDL recepter (LDLR), v géne pre ﬁ.polrpopwtzin B-100 {4POE) alebo Proproteinkonvertazu subtilisinkexin np 9 (PCSEY) - antozomovo
dominanmé hypercholestarolémie, rarime v géne pre LDL receptor adaptor protein (LDLRAPI, mmamy sj ako ARH) - autozémove recesivna
hypercholesterolémia. Odhaduje se, 5= muticie v jchio troch génoch tvoria 70-05% pripadov FH (genereviews.org). FH je charakterizovand
vyTazne zvyienou hladinou LDL ¢ Erachovymi G azvyienym rizikom arnej srdcovej choroby. Ochorende sa vyskynyje
v miemejiej heterozygotnej (heFH) a zivaine] homozyzotnej forme (hoFH). Heterozygoti pre FH maji patogénny variant v heterozygotns]
forme v jednom z troch génm (LDLR. APOB, PCSE®), prevalencia je 1:200-300 (priunemé hodnoty TC: 8-15 mmel1). Homozygotni forma
FH méZe byl zaprifinend bialelovjm patogénnym veriantom v jedaom 2 uvedenych génov, slebo pritommaston jedného patogénmeho varianm v
dvoch rozmych uvedenych génoch Prevalencia je 1:160000 a 1.1000000 (pnrnz hodooty TC: 12-30 mmell

EEDETEVIEWS. urg) Bez adekvimaj lisfby sa u heterozygomej formy vyvijaji primaky KVO u mufov v pmemene vo §rirtej dekdde a u Zen v
plate_] dekade Hvota (Eastejiie koronarna srdoova choroba ko NCMP, Huxley et al. 2013). U pacientov s b 3] formou sa

zavaié KV prihody v detstve, v priemere v druhej dskade Zivota (Kees Hovingh et al, 2013). A zeneticke vyietrenie je i

vpripade skére DLNCS (Dutch Lipid Clinic Network Score) mad § (v pripade definitivnej alebo pravdepodobnej diagnézy), alebo
v pripade splnenia Lritérii podl'a Simona Brooma. Sekvenini analjza neodhali velké delécie a duplikacie v géne LDLE. preto v drubom
kroku, v pripade e pouitim sekvenfnej analyzy mie je potvrdend pritomnost patogénneno vananta, je imdikovany duplikaéno/delefny skrining
{analyza metddou MLPA), sventuilne nasledne sekvenéna analyza gémn PCSES.

Kritéria pre stanovenie diagnézy FH u dozpelych: modifikované podFa Dutch Lipid Clinic Network Score

Rodinna anamnéza skore
sostupiovy pribuzny s predéasnym koronarnym a‘alebo cievnym ochorenim (muzi<33, Zeny 1
<60 rokov)
alebo
yostupfiovy pribuzny s LDL-cholesterolom nad 95 percentilom pre vek a pohlavie
sostupiiovy pribuzny s tendinéznymi xantémami a‘alebo arcus cornealis 2
alebo
-deti mladsie 18 rokov sLDL-cholesterolom nad 95 percentilom pre vek a pohlavie
Osobna anamnéza
pacient s predéasnym CAD — koronarne artériové ochorenie (muzi<55, zeny <60 rokov) 2
pacient s predcasnym cerebralnym alebo perifémym cievnym ochorenim (muzi<55, zeny <60 1
rokov)
Fyzikilny naléz
tendindzne xantonry 6
arcus cornealis pred 45 rokom veku 4
LDL-cholesterol mmoll LDL-C 8.5 8
LDL-C 6.5-8.4 5
LDL-C5.0-6.4 3
LDL-C 4.0-4.9 1
DNA analyza potvrdend mutacia v géne LDLR, APOB, 8
PCSK9
Diagnoza: Skore:
definitivna 3
[pravdepodobna 6—7
Imoz 35
Inepravdepodobna <3

Material zaslany na vy3etranie: pInd krv, odber ako na krvny obraz {do EDTA minim. aspof 1 mi)
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Dakujem za pozornost
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