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UvVoD

26S proteazom je velky proteinovy komplex, ktory zodpoveda za degradaciu proteinov
oznacenych ubikvitinom. Je zloZeny z 2 zakladnych Casti, jadrova cast’ (20S) (Obr.1) a regula¢na
cast’ (19S). Je zname, Ze poskodenie niektorych proteazomalnych podjednotiek spdsobuje detské
neurovyvinové a autoimunitné ochorenia — proteazomopatie. Hromadenie ubikvitinovanych
proteinov je charakteristické aj pre mnohé neurodegenerativne ochorenia (Parkinsonova choroba
a Alzheimerova choroba). Gén PSMBS5 koduje B5 podjednotku, ktora disponuje aktivitou
podobnou chymotrypsinu. Tento gén doteraz nebol spojeny so ziadnym ochorenim.

aktivita podobna 208

chymotrypsinu

Obr.1: 20S proteazom (jadrova ¢ast’)
CIEDL

Cielom je dokazat vplyv Studovanych variantov na aktivitu proteazému, a to
pomocou “rescue” experimentu. Vysledok pomdze potvrdit’ alebo vylacit' spojenie
génu PSMBS5 s neurovyvinovym ochorenim

METODY

siRNA silencing: Bunky HEK293T sme transfekovali pomocou Lipofectamine RNAIMAX
Reagent (Invitrogen) a kombinaciou dvoch réznych siRNA $pecifickych k PSMBS5 v 3 réznych
koncentraciach. RNA sme analyzovali pomocou qPCR a proteiny pomocou Western blotu.
In vitro mutagenéza: Cielenou mutagenézou (Q5 Site-directed mutagenesis, NEB) sme zaviedli
mutacie do plazmidov PSMB5-WT-pcDNA3.1. Plazmidy sme do buniek transfekovali za pomoci
TurboFect (ThermoFisher). Expresiu sme overili zosnimanim fluorescencie na konfokalnom
mikroskope.
Rescue experiment: V HEK293T bunkach sme zniZili expresiu PSMBS5 pomocou 50 nM siRNA
silencingu, po 6 hodinach sme bunky transfekovali plazmidmi. Po 24 hodinach sme opat” dodali
siRNA. Po 48 hodinach od zaciatku experimentu sme sledovali schopnost’ obnovy
chymotrypsinu podobnej aktivity (Obr.3).
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Na naSom pracovisku sme identifikovali de novo heterozygotny
missense variant PSMBS5:c274A>G, p.(Lys92Glu) (Obr.2). Pomocou
GeneMatcher-a bola ndjdend zhoda s pacientami, ktori nesu d’alsie
varianty v tomto géne (Tab.1).

Tab.1: Zoznam identifikovanych a Studovanych variantov

DNA pozicia| Prot. pozicia Variant MAF (%)* | REVEL**
¢.178A>G | p.(Thr60Ala) | Pacientsky, de novo 0 0.85
¢.274A>G | p.(Lys92Glu) | Pacientsky, de novo 0 0.72
¢.565T>C | p.(Serl89Pro) | Pacientsky, de novo 0 0.99
¢.298C>A | p.(Leul00Met) Pacientsky 0 0.14
¢.598C>T | p.(Arg200Trp) Pacientsky 0.0027 0.12
¢.520G>A | p.(Asp174Asn) Pacientsky 0.0001 0.31
¢.336C>G | p.(Ser112Arg) | Kontrolny benigny 0.0116 0.18
¢.647G>A | p.(Arg216His) | Kontrolny benigny 0.0845 0.31

*MAF= minor allele frequency, **REVEL= predikcia patogenity pri zriedkavych missense variantoch

siRNA silencing
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Obr.3: Priebeh rescue experimentu exprimovanie PSMBS5 z vektora

VYSLEDKY

« Konfokalnou mikroskopiou sme potvrdili, ze WT aj mutované PSMBS proteiny su z plazmidov
exprimované po tranzientnej transfekcii do eukaryotickych buniek (Obr.4)
« siRNA silencing utlmil expresiu PSMBS5 na irovni mRNA (Obr.5) aj na trovni proteinov (Obr.6)
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Obr. 4: Imunofluorescenéné farbenie v HEK293T = Obr. 5: Expresia PSMB5 mRNA po silencingu v HEK293T
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Obr.6: Western blot a jeho kvantifikacia
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Obr. 7: Aktivita podobna chymotrypsinu po rescue experimente

¢ Plazmidy nestuce c.178A>G, ¢.274A>G a ¢.565T>C varianty v
géne PSMB5 neobnovili aktivitu podobnii chymotrypsinu
(aktivita na Grovni prazdneho plazmidu), zatial ¢o kontrolny
plazmid nesuci wild-type PSMB5 a plazmidy nestice benigne
varianty komplementovali tito aktivitu Gplne, na uroven
nesilencovanych buniek (scrambled kontrola) (Obr.7).
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Kazuistika &. 1 L Kawistkat2 |

Anamnéza Klinicky prejav Anamnéza Klinicky prejav
epikriza a diagnostika epikriza a diagnostika

* 17 ro¢né dievcéa * Dyskolorovana/porusena * Narodeny v termine * Turicefdlia,
* Kolapsy, generalizované sklovina 4000g/53cm, AS 6/9, * Konvergentny strabizmus,
tonicko-klonické kfce * Lahka mentalna subnorma, * Zavazna kongenitalna * Modré skléry,
* Hashimotova struma a porucha pamate a pozornosti hypotyredza * Globalna hypotdnia,
hypoparatyredza, * 46, XX; * Kvadruhypotonicky syndréom * Mos 47,XY,+mar
* autoimunitna encefalitida, * AIRE: benigny variant; HLA * Oneskoreny PMV FISH:
* Susp. Autoimunitny DQ2, DQ8, DR4 negat. 47,XY,+der(15)
polyglanduldrny syndrém typ 2, | | Klinicky exém: * SMA - negat.
* Autoimunitnd gastritida, nosicstvo CF * KMD - negat.
* Deficit IgA nosi¢stvo Omen sy.

Obr. 4.-5.: Pacient s triplikaciou 15q11.2-
ql3.1

Obr. 6: WPC15 (s.orange)

Obr.7: PW CEP15 (s.green)/15q11-
q13/GABRB3 (s.orange)

Obr.1.-3: Pacientka s duplikaciou 15q11.2-
q13.1
Obr. 3: dentinopatia

’ Diagndéza ‘ ’ Diagndza

Duplikacia 15911.2q13.1; sseg[GRCH 37] 15q11.2q13.1 Triplikacia chromozémovej oblasti 15q11.2-q13.1
(23700000 28500000); NC 000015.9:g. 23700000 sseq [GRCH 37] 15g11. 2q13.1 (22800000 30000000) x4 NC
28500000dup>x3; (4,8 Mb) 112 génov 000015.9:g. 22800000 30000000dup; (6,56Mb) 126 génov
MS-MLPA PW: materndlny povod MS-MLPA PW: maternalny povod

\ Diskusia a zaver

15q11-q13 duplikacny syndrom (CHROMOSOME 15g11-q13 DUPLICATION SYNDROME; OMIM: 608636;

ORPHA: 238446), Prevalencia je neznama, 1-3% u os6b s autizmom (2)

* Kriticky region Prader-Willi/Angelman (PWACR) — nestabilny, podlieha imprintingu.

* Paternalny pévod — moZny normalny fenotyp, maternalny pévod: autizmus.

* Maternalna izodicentricka forma je zavaznejsia. (3)

* Gény v tejto oblasti su citlivé na ddvku: UBE3A (OMIM 601623) - Angelman syndrém (OMIM 105830) a
GABRB3 (OMIM 137192): epilepsia, absencie, autizmus

* Variabilny fenotyp: hypotdnia (novorodenec —floppy infant), vyvinové zaostavanie, autizmus, mentalne
zaostavanie, ataxia, epilepsia, absencie, poruchy spravania a pozornosti, psychdza, infekcie stredného
ucha mézu viest k hluchote, riziko nahlej smrti pocas spanku/epileptického zachvatu. (1-4)

Obr. 8.: Intersticidlna a
izodicentrickd duplikacia 15q11.2-

GRERLE, Faedrus: ,Nie widy st 1teci take, ake 3dajis, mmehgch eklame prug dejem!”(5)

Zoznam skratiek: CF: cysticka fibréza, PMV: psychomotoricky vyvin, SMA: spinalna arna atrofia, KMD: itd icka dystrofia
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Familiarni nadory GIT asociované s Lynchovym
syndromem
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Punova 2, MUDr. Enkhjargalan Mracka 2, Ing. Rastislav Slavkovsky, Ph.D. 3, MUDr. Radmila Lemstrova, Ph.D.* doc. RNDr. Radek
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r
Uvod:
Kolorektalni karcinom (CRC) je jednim z nejcastéji diagnostikovanych
adorovych onemocnéni v CR. Adenokarcinomy stiev piedstavuji zna¢nou
cast CRC a nekteré z nich se vyznacuji vysokou mikrosatelitni nestabilitou
(MSI). Ta mize byt zapfi¢inéna mutaci v tzv. ,mismatch repair genech,
hlavné MLHI, MSH2, MSH6 nebo PMS2 a vzacné také patogenni variantou
v genu EPCAM, bezprostiedné sousedici a ovliviiujici expresi genu MSH2. Obr. 1: IHC nadorové tkéng pacienta s Lynchovym
Asi nejznaméj$im syndromem bez piitomnosti polypti a vysokou MSI je syndromem

, LYNCHUV SYNDROM*

Kazuistika: e
Pacient L.V. odeslan z Onkologické kliniky FNOL i B
(2018) s dg. karcinomu tlustého stieva (T3N2MO) ve T T 1 1

38 letech (2003), karcinomu stfeva s metastazemi v D . [ ] )
jatrech (pT3pN2M1) ve 43 letech (2008) a naslednymi o .
operacemi pro nalezy dysplazii (2015, 2017, 2018).

Genealogicky: Sestra zadatele s dg. karcinomu tlustého @ ).\ ® 0 O
stieva (2012) ve 44 letech a endometroidniho . T o ™™
adenokarcinomu (pT2pN2MO0) ve 49 letech (2017). oo )]

st

Maternalni teta prodélala karcinom GIT ve 44.
Maternalni sestfenice zadatele s dg. karcinomu ovaria
ve 43 letech (2013) a urotelidlniho karcinomu v 50  Obr. 2: Rodokmen probanda znazoriujici dédi¢nost Lynchova syndromu
(2019).
Diagnostika:

Histologicky byl y probanda L.V. diagnostikovan adenokarcinom tlustého stfeva s podezienim na Lynchuiv syndrom.
Nasledné byla vySetiena MSI a na zakladé vysledku bylo zapocato vysetfeni hereditarnich nadorovych syndromu, se

zaméfenim na Lynchiv syndrom. Muta¢ni analyza panelu CZECANCA (Roche) byla vykonana metodou NGS. Vétsi
prestavby genu FPCAM, MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 byly analyzovany metodou MLPA.

Nenadorova DNA

‘ A J J

Nadorova DNA

Obr. 3: Vysetieni mikrosatelitni nestability u probanda L.V. ro¢ 1965 (metastaza v uzling, rok 2021). Metoda dle National cancer
institute - Division of cancer treatment and diagnosis, USA - lokusy TGFBRII, D5S346, BAT26, BAT25, BAT40, D17S250, D2S123

Vysledky: e

U probanda byl diagnostikovan adenokarcinom stfeva s ‘ - -w »‘.: 78
vysokou mikrosatelitni nestabilitou (MSI-H). Nasledné (=) e e oy Tt repec
byla u probanda a ¢lenu rodiny s pozitivni onkologickou i I

anamnézou identifikovana pravdépodobné patogenni
varianta v genu MSH2
(NM_000251.2:¢.1815_1817delTGT, p.Val606del,
rs267607978). Zatimco u zdravého syna a dcery
probanda (t.¢. 31 a 34 let) a maternalni netete (t.¢. 30 let)
tato varianta nalezena nebyla. Segregacni analyza tedy
naznacuje, ze nalezeni této pravdépodobné patogenni
varianty objasiuje pfic¢inu vyskytu nadortt GIT v roding.
V ramci prevence CRC je u pacienti s Lynchovym
syndromem doporuéeny pravidelny screening.

F, Ity of Medici

;.:r&unr_-:nﬂr:. e a Obr. 4: Schéma vyuziti MSI markeru. Pfevzato z: Critical
- MNEEERSIHESRIAE Reviews in Oncology/Hematology, January 2021, 103171

Palacky Univerity QLOMOLUC
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Vyhlaseni o konfliktu zajmu autora — Nemam potencialni konflikt zajmu.
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Induction of chromosomal aberrations after

oo, exposure to miconazole in cattle in vitro
& -
E g MVDr. Martina Galdikova PhD., doc. RNDr. Beata Hole¢ckova PhD., MVDr.
7\ — ’ et A Viera Schwarzbacherova PhD., RNDr. Jana Halu$§kova PhD., MVDr. Silvia
?—;’ 0\4.9 Sedlakova, MVDr. Jaroslav Bu¢an, MVDr. Dagmara Dolnikova

N, o
n » Department of Biology and Physiology, University of Veterinary Medicine and Pharmacy in KoSice,

Komenského 73, 04181 Kosice, Slovakia

/ INTRODUCTION \

Conazoles are fungicides used to control
fungal growth in agriculture and to treat
fungal infections in humans and animals.
The fungicidal properties of conazoles
are caused by their inhibition of
ergosterol biosynthesis.

AIM
The present study has investigated the

potential genotoxic effect of exposure .
miconazole in bovine lymphocytes 70:

e
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ally signi elevation in chromosomal damag
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Ludsky papilomavirus (HPV) — nadej ukryta v pozitivite

RNDr. Ivana Hojsikovd, Mgr. Lenka Prokopcovad
Laboratérium lekarskej genetiky, Cytopathos, spol. s r.o., Bratislava

uvob:

) ’ orof A sk lul4rny kareing ) HPV + HPV-
HPV aSOC{O\{an\’/ O'FO _a,ryngea ny Sv vamoce u arny karcinom !SCC) Je Anatomicka Podnebné mandle, koren jazyka Vsetky oblasti orofaryngu
charakteristicky signifikantne lepSou progndzou v porovnani s HPV- |\ o
negativnymi karcinémami orofarynxu (1,3). HPV pozitivni pacienti

sx v v, v v vy L. Vek <60rokov >60rokov
su CastejSie mladSi muzi, nefajCiari s nizSou konzumaciou alkoholu, pohiavi s 31
s lepsou odpovedou na liecbu a priaznivejSou progndzou(tab. 1)(1). onlavie uats:
Rizikové faktory Sexualne spravanie, marihuana, Fajcenie, alkohol, vyZiva,
, - L , . . i i dlna hygi
Vyznamnou kategdriou karcindmov su metastazy neznameho fmunosupresia oraina hyiena
pdvodu. Doékaz virusu v metastdize SCC nezndmeho pdvodu Prezivanie lepsie horsie
v oblasti hlavy a krku mdze dramaticky zmenit lie¢ebné postupy (3).  DuPlicitné nadory zriedka Castejsie
Ciefom detekcie HPV v tkanive je deeskalacia lieCby, kedZe tradicna
lietba karcindmu hlavy a krku je agresivna a mozno nie je 'MC P16+ P16-
nevyhnutnd pre pacientov s HPV pozitivnym karcinémom. Genotypizicia HPV, HPV16 najcastejsie, priazniva p.
V buducnosti sa tie po&ita s vyuzitim vakcinagnej lie¢by (1,2) prognéza HPV18 menej Zaste, horsia p.
HPV33, 35 zriedkavé, stredna p.
Tabulka 1: VSeobecnd charakteristika a hlavné rozdiely medzi HPV asociovanymi a HPV neasociovanymi

MATERIAL A METODY: ndormioroforyngu (1)

Biologicky material

FFPE Nadorové tkanivo z oblasti hlavy a krku fixované formalinom a zaliate do parafinu
Metody
Maxwell®RSC FFPE DNA Kit (Promega) Extrakcia DNA z FFPE materidlu
RealTime PCR Multiplexna RealTime PCR - test uréeny na simultannu amplifikaciu a detekciu 28 typov HPV

Test vyuziva technolégiu DPO™, TOCE™, MuDT™ a 3 Ct, ktora umozriuje ziskat viacero Ct hodnét naraz v
Allplex™HPV28 Detection (Seegene) jednom fluorescenénom kanali bez vplyvu na senzitivitu a 3pecificitu

SUBOR PRIPADOV A VYSLEDKY:

P6évodna diagndza Pohlavie vek HPV P16 Diagnéza po HPV analyze
genotyp

Zhubny nador hrtana IS 42 16 + SCC hrtana

Zhubny nador tvrdého podnebia (tonzily) 3 58 16 + SCC tvrdého podnebia (lymphoepithelioma like)

Zhubny nador stredného ucha, nosovej dutiny a Q 53 33 + HPV asociovany multifenotypicky karciném s ovela
prinosovych dutin so zlou prognézou priaznivejSou progndézou

Zhubny nador prednej plochy hrtanovej 3 66 16 + SCC prednej plochy hrtanovej prichlopky
prichlopky (epiglottis)

Metastaza neznameho povodu

P6vodna diagné Pohlavie vek HPV P16 Diagnéza po HPV analyze
Maligny malobunkovy tumor pecene Q 39 18 + Metastaza malobunkového karcinému (pévod v
orofarynxe / cervixe)

Cysticky tumor na krku (lymfaticka uzlina) 3 63 16 + Metastaza HPV asociovaného SCC(pdvod v orofarynxe)

ZAVER:

Objav, Ze HPV je asociovany so zvysujucou sa incidenciou orofaryngealnych karcindmov, je jednym z najvyznamnejsich pokrokov v onkolégii hlavy
a krku. Konec¢nym cielom v liecbe pre vSetky HPV asociované malignity je vyvoj Specifickej lieCby, ktora bude cielena na virusové onkoproteiny. Nas
subor tvori niekolko skvelych prikladov, kedy bola na zaklade HPV analyzy upravena definitivna diagnéza a radikdlne zmeneny lieCebny postup. V
takychto pripadoch je na konci diagnostického algoritmu pacient, pre ktorého zmena lieCby znamend ovela vy3siu kvalitu Zivota a ¢asto vacsiu
nadej na vyliecenie.

Poufitd literatdra

1. Stefanicka P.: Ludskym papilomavirusom asociovany karciném orofaryngu. Onkoldgia (Bratisl.), 2015; ro¢.10(3); 189-192
2. Gurin D., Slavik M., Shatokhina T,, Kazda T., $ana J., Slaby O., Hermanové M.: Sougasny pohled na HPV asociované karcinomy orofaryngu a roli p16 jako surogétniho markeru high-risk HPV. Klin Onkol 2019; 32(4) 252-260
3. vajdler M., Laco J., Ondi¢ O., Ka$pirkova J., Mezencev R., Michal M., Skélova A.: HPV-asociované karcinomy hlavy a krku: Aktualizécia poznatkov a odportéania pre prax. Cesk PAtol 2016; 52 (3): 130-138
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UCINKY CHINAZOLINONOVEHO LIGANDU Q3 A JEHO MEDNATEHO KOMPLEXU /(_?%N ;
- =] 4

Q3-CU(Il) NA PRSNIKOVE ADENOKARCINOMOVE MCF-7 ANETUMORIGENNE |
BUNKY MCF-10A PRI KOMBINOVANOM OVPLYVNENI S CISPLATINOU \

o
TN 0 Gy an

Mgr. Eva Horvathova, PhD. ', Bc. Peter Hergott 2, RNDr. Zuzana Hricoviniova, PhD. 3

" Biomedicinske centrum Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Ustav experimentalnej onkologie, Bratislava, eva.horvathova@savba.sk
2 Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra genetiky, Bratislava
3 Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Bratislava
Vo

Jednym z pristupov terapie nadorovych ochoreni je aplikacia chemoterapeutickej lie€by. AvSak tento spdsob liecby je Easto sprevadzany vedlajSimi efektami
v podobe tazkej toxicity a Eastym vznikom rezistencie, ¢i sekundarnych malignit [1]. Medzi najpouzivanejSie chemoterapeutika su¢asnosti patri cisplatina (CDDP).
Napriek dlhému a intenzivnemu obdobiu vyuzivania je jej aplikacia spojena s vaznymi vedlajSimi u¢inkami, ktorych odstranenie je velkou vyzvou pri zlepSovani
kvality Zivota a prezivania pacientov. Jednou z moznosti ako sa onkolégovia snazia predchadzat tymto vedlajsim efektom, je aplikacia latok so schopnostou potladit
toxicky efekt lieciva bez ovplyvnenia cytostatického Ucinku, ¢i vyvoj novych zli¢enin s vy$Sou efektivitou a miernejSimi vedlaj$imi G€inkami. Medzi preparaty
s takymto potencidlom zaradujeme derivaty chinazolindnov. Su to heterocyklické zlu¢eniny vznikajice kondenzaciou benzénového a pyrimidinového kruhu [2]. Bolo
pripravenych mnoho derivatov so Sirokym spektrom biologickych aktivit, ako napriklad antimikrobialne, antimalarické, antioxida¢né, protizapalové, antikonvulzivne,
antihypertenzné, antidiabetické aktivity, dokonca aj s protinadorovym pdsobenim [3].

NO MTT test Kométovy test
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K ¢asto vyuzivanym metédam pri testovani novosyntetizovanych zli¢enin a detekcii ich biologickej aktivity sa zaraduju MTT test [4] i kométovy test [5]. MTT test je kolorimetricka metéda,
pomocou ktorej boli uréované zmeny v metabolickej aktivite prsnikovych nadorovych MCF-7 a nenadorovych buniek MCF-10a po ovplyvneni Studovanymi zli€eninami a kométovym testom
bolo detegované nimi spdsobené poskodenie DNA.
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Prezivanie buniek (MTT test) MCF-7 a MCF-10a po 48 h ovplyvneni ligandom Q3
(A), mednatym komplexom Q3-Cu(ll) (B) a po 1 h vplyve cisplatiny (CDDP; C). @3p<0,001
Statisticky preukazny pokles viability buniek voci negativnej kontrole

40 q

Poskodenie DNA (%)

20 +

MCF-10a
140

OCDDP - zCDDP +
2 Poskodenie DNA (kométovy test s modifikaciou na detekciu krizovych vazieb) buniek MCF-7
po 48 h ovplyvneni ligandom Q3 (A; ZIta) alebo mednatym komplexom Q3-Cu(ll) (B; zelend) v
100 kombinacii s 1 h vplyvom CDDP (8 ug/ml). 2p<0,001 tatisticky preukazny rozdiel vogi
negativnej kontrole so StO; "'p<0,001, “p<0,01 Statisticky preukazny rozdiel voci pozitivnej
g8 kontrole so StO
=
3 60 Vysledky a zaver
> Identifikovali sme cytotoxické ucinky testovanych zli¢enin samotnych,
40 ako aj ich kombinacii s cisplatinou. Vysledky MTT testu naznadili, ze
» najvhodnejSie koncentracie na dalSie experimentovanie su 0,5-1 uM Q3
aQ3-Cu(ll) pre bunky MCF-7 resp. 0,25-0,75 puM Q3 aQ3-Cu(ll) pre
0 bunky MCF-10a a ich kombinacii s 8 ug/ml cisplatinou.
Qz-Cu(ll Hodnotenie pomocou kométového testu ukazalo, ze chinazolinénovy
Koncentrécla (kM) ligand Q3 pésobil pri koncentracii 0,5-1 uM protektivne vo&i indukcii
Prezivanie buniek (MTT test) MCF-7 a MCF-10a po 48 h ovplyvneni pOSk’Ode'nI DNA pred aplikaciou .cllsplatmy rja bun.ky MCF"7’ ZatIaIC(?
ligandom Q3 (2Ita) alebo mednatym komplexom Q3-Cu(ll) (zelena) v mednaty komplex Q3-Cu(ll) stabilizoval poSkodenie DNA indukované
kombinacii s 1 h vplyvom CDDP (8 upg/ml). 2p<0,001 Statisticky cisplatinou.
preukazny pokles viability buniek voci negativnej kontrole
Ref p [1] Ghosh S. (2019) Bioorg. Chem. 88, 102925 [2] Ajani O.0., et al. (2016) Bangladesh J. Pharmacol. 11(3), 716-733 [3] Al-Shamary D.S., et al. (2017) Chem. Cent. J. 11(1), 48
SEEIEER (4] Ghasemi M., et al. (2021) Int. J. Mol. Sci., 22(23), 12827 [5] Collins, A., et al. (2023), Nature Protocols, 18, 929-989

Podporené: VEGA 2/0071/22, 1/0460/21; Operacny program Integrovana infrastruktira pre projekt: Posilnenie vyskumnych, vyvojovych a inovaénych kapacit translaéného biomedicinskeho vyskumu fudskych ochoreni, kod ITMS:
313021BZC9 spolufinancovany zo zdrojov ERDF; TRANSMED ITMS: 26240120008 a ITMS: 26240220071 podporeny Operaénym programom Vyskum & Vyvoj financovanym ERDF
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Pripadové studie hodnoceni celoexomovych dat (WES) za pouziti aplikace
Franklin (Genoox)

Hrabikova M., Kral J., Chvojka 3., Cerna L., Zembol F., Bittéova M., Koudova M.
Molekuldrné genetickd laboratof, GNTlabs by GENNET, s.r.o., Praha, Ceskd Republika

Sekvenovani klinického exomu (CES) a celoexomové sekvenovani (WES) patfi do laboratonich metod vhodnych pro prenatalini i postnatalni diagnostiku, zejména v pfipadech, kdy se jednd o fenotyp

se znamou genetickou etiologii. Vybrané pfipadové studie ilustruji moznosti jejich pouZiti.

Metoda:

Pro pfipravu knihoven (192 vzork() pouZivéme v nasi laboratofi WES panel od Twist Bioscience (Exome 2.0 VCGS) a pipetovaci Obrazek 1: Pracovni postup
automaty CyBio Felix, Analytic Jena. Knihovny sekvenujeme na sekvendtoru NovaSeq X Plus (lllumina). Primarni vystupni data

z NovaSeq X Plus analyzujeme softwarem DRAGEN (FPGAtechnology). Sekundarni a tercidrni analyzu hodnotime od roku 2024 ¥

v aplikaci Franklin (Genoox). Posuzujeme geny spojené s HPO termy vcetné analyzy CNV (analyza pokryti sekvenci a Franklin-

Rainbow). Ve vyslednych zpravach pacientd standardné také reportujeme varianty pro reprodukéni riziko partner( z CarrierTest

|
by Gennet [https://www.gntlabs.cz/geneticka-vysetreni/carriertest-prekoncepcni-panel], varianty z panelu Czecanca =
(CZEchCAncerpaNelforClinicalApplication) [Soukupova et al., 2018, doi: 10.1371/journal.pone.0195761] a varianty gen( dle J
ACMG doporuceni pro sekundarni nalezy [https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37347242/]. Aplikace Franklin je univerzalni nastroj, o
ktery slouzi k hodnoceni exomovych dat s vyuZitim obsahlé databaze a umélé inteligence. Zefektiviiuje cestu od vzorku

k vytvoreni vysledné laboratorni zpravy. Pomdha dospét k zavéru o patogenicité variant.

Pripadové studie:

Pfipad 1

HP:0001459 1-3 toe syndactyly, HP:0006261
Abnormal phalangeal joint morphology of the hand,
HP:0010441 Ectopic accessory finger-like
appendage, HP:0001161 Hand polydactyly,
HP:0001162 Postaxial hand polydactyly,
HP:0011729 Abnormality of joint mobility
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Heterozygotni missense varianta ¢.1696C>G,
p.His566Asp (NM_000168.6) v genu GLI3 byla
nalezena u vSech testovanych rodinnych
pFisludnikd. Varianta dosud nebyla popsana
v klinickych databazich (ClinVar) ani v populaénich
databazich (gnomAD). Gen GLI3 kéduje transkripéni
faktor Ucastnici se kanonické signdlni drahy
Hedgehog, kterd je regulatorem embryondlniho
vyvoje prstd. Vzhledem k extrémné vzacnému
vyskytu varianty a fenotypové shodé s jiz
popsanymi pfipady se domnivdme, Ze by nalezena
varianta mohla byt kauzdlni pro polydaktylii
a syndaktylii v rodiné. Doporufujeme provést
segregalni analyzu u zbylych €&lend rodiny, pro
potvrzeni spojeni nosi¢stvi varianty s fenotypem.
Variantu hodnotime jako class 3 - variantu
nejasného vyznamu.

Pfipad 2

HP:0000253 Progressive microcephaly, HP:0002415
Leukodystrophy, HP:0001272 Cerebellar atrophy,
HP:0007370 Aplasia/Hypoplasia of the corpus
callosum, HP:0100660 Dyskinesia, HP:0001332
Dystonia, HP:0002376 Developmental regression,
HP:0001268 Mental deterioration, HP:0033044
Motor regression, HP:0007429 Few cafe-au-lait
spots, HP:0001251 Ataxia, HP:0001276 Hypertonia,
HP:0000750 Delayed speech and language
development, HP:0001760  Abnormal foot
morphology, HP:0004326 Cachexia

@ r__J [
|
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De novo heterozygotni missense varianta
€.745G>A, p.Asp249Asn (NM_006087.4,
rs483352809) byla nalezena v genu TUBB4A. Jedna
se o vzacnou variantu, kterd neni pfitomna
v populacni databdzi gnomAD a klinické databazi
ClinVar je hodnocena jako patogenni. Varianta byla
dfive pozorovana u pacientd s hypomyelinizaéni
leukodystrofii 6 (OMIM  #612438) [PMID:
23582646, PMID:24785942]. Toto onemocnéni se
projevuje  opoidénym  motorickym  vyvojem,
dystonii, epileptickymi zachvaty a ¢&asto také
opozdénou feci [PMID: 23582646]. Nalezena
varianta se nachazi v evoluéné vysoce
konzervované oblasti funkéni domény
proteinového produktu TUBB4A. Varianta je in
silico analyzou (VarSome, Franklin) predikovdna
jako patogenni. Funkéni studie na mysich potvrdila
kauzalni spojeni této varianty s leukodystrofii
[PMID: 32463361]. Variantu hodnotime jako class 5
— patogenni.

Pfipad 3

HP:0000044 Hypogonadotrophic hypogonadism,
HP:0000458 Anosmia, HP:0010633 Partial anosmia,
HP:0001335 Bimanual synkinesia, HP:0008689
Bilateral cryptorchidism, HP:0000077 Abnormality
of the kidney, HP:0000104 Renal agenesis,
HP:0008678 Renal hypoplasia/aplasia, HP:0000003
Multicystic kidney dysplasia

Hemizygotni posunova varianta ¢.1120_1136del,
p.GIn375GlyfsTer30 (NM_000216.4) v genu ANOS1
byla nalezena u probanda. Stejnd varianta byla
nalezena v heterozygotni podobé u matky
probanda. Varianta dosud nebyla popsina
v klinickych databazich (ClinVar) ani v populaénich
databazich (gnomAD). Gen ANOS1 je jednim z gentl
spojenych s Kalmanovym syndromem (OMIM:
308700), vzacnym X-vazanym recesivnim
onemocnénim. KalmanGv syndrom se vyznaluje
kongenitalnim idiopatickym hypogonadotropnim
hypogonadismem. Pohlavni maturace je u lidi
postizenych timto syndromem bud nekompletni,
nebo zcela chybgjici [Raivio et al., N Engl J Med.
2007 doi:  10.1056/NEJM0a066494].  Protein
trunkaéni varianty v genu ANOSI jsou dobfe
popsanym mechanismem vzniku onemocnéni.
Predikéni softwary Franklin a VarSome shodné
hodnoti nalezenou variantu jako variantu
poskozujici funkci proteinu a pravdépodobné
patogenni. U varianty byla pozorovana segregace
v rodiné s ¢astym vyskytem Kalmanova syndromu.
Z vy3e uvedenych diivodd variantu hodnotime jako
class 4 — pravdépodobné patogenni.

Zaveér:
Celkovy pocet dosud zpracovanych vzorkl uvedenymi metodami CES a WES byl 138 (85 pfipadii). 18 piipadl z nich pfedstavovalo prenatalni klinicky exom, kde jsme nasli genetickou kauzalitu v 11%.
67 pripadu z nich tvofilo postnatalni klinicky exom, kde jsme nasli genetickou kauzalitu v 13 %.
Uspé$nost nalezeni kauzalni varianty zavisi na presné definici fenotypu a znalost spravné diagndzy je zasadni pro budoucnost plodu i paru, probanda a dal3ich rodinnych pisluinikd. Sekvenovani nové
generace (NGS) a aplikace Franklin, Genoox (pro sekundarni a terciarni analyzu) jsou spole¢né velmi dobrymi nastroji pro analyzu a hodnoceni zarode¢nych variant v genech spojenych s HPO termy

pacientd.

www.gennet.cz
michala.hrabikova@gennet.cz

Autor tohoto posteru nema zadny finanéni ani osobni konflikt zajma, ktery by mohl ovlivnit obsah pfedklddaného materialu.
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Vyhodnoceni genomickych TRIO dat u
endemickeho parkinsonismu

1Kristyna Kolafikova, 1Radek Vodi¢ka, 1Radek Vrtél, 2Katefina Mensikova, 1Martin Prochazka a 2Petr Kariovsky
1Ustav Iékarské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
2Neurologicka klinika Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

Uvod

Parkinsonismus patfi mezi ¢asta
neurodegenerativni onemocnéni. Na zakladé
nasi pfedchozi epidemiologické studie jsme
popsali vy$Si prevalenci tohoto onemocnéni na
Horfiacku (oblast jihovychodni Moravy)
(Obrazek ¢.1).

Cile studie

1) vybrat vhodné a dostupné vzorky pro WGS
2) provést WGS u vybranych jednotlivcl

3) vyhodnotit nalezené genetické varianty
pomoci Varsome Clinical

Metody

Celogenomové sekvenovani (platforma
lllumina) bylo provedeno u 5 trii. Nalezené
varianty byly filtrovany s ohledem na jejich
frekvenci v populaci <0,1% (MAF-frekvence
minoritni alely), klasifikace varianty dle
databaze ClinVar a dale s ohledem na fenotyp
(geny asociované s parkinsonismem).

Vysledky

V ramci kazdého tria jsme nalezli kolem 7 miliont
variant, z toho 300 z nich je v exonovych a
sestfihovych oblasti. V této studii nebyla nalezena
zadna kauzalni varianta. Nicméné bylo nalezeno
nékolik zajimavych (vzacné, souvisejici s fenotypem)
variant. Jedna z téchto variant je
LRRK2(NM_198578.4):c.1898C>T

p.(Ser633Phe), ktera byla nalezena u dvou pacientll a
také u zdravého pfibuzného (Trio 1). Gen LRRK2 je
nej¢astéji mutovanym genem u pacientt s
parkinsonismem. Vzhledem k véku pfibuzného
zdravého jedince a projevu parkinsonismu by bylo
vhodné jej znovu dovysSetfit.

ZAaver: 7adna founder mutace napfié celym

rodokmenem - spiSe kombinace vétSiho mnozstvi
rizikovych genetickych vlivl

Table 1 — Summary of preliminary WGS data from Varsome Clinical:

Varsome Clinical | Phenotype Phenotype Pathogenic
variant filters (parki ism) | (parki ism) | and likely
filter; and MAF = 0 | pathogenic
(gnomAD) from whole
genome
(ClinVar)
Trio 1 (1,2,21) 16435 117 31
Trio 2 (7.8.29) 13648 102 27
Trio3 (11,31,85) | 14855 121 30
Trio 4 (9.10,30) 14883 114 23
Trio 5 (3.4,6) 16534 168 35

Obrazek ¢.1 Rodokmen z Horfidcka, Sedé zvyraznéni jedinci byli vybrani
k celoexomovému sekvenovani

e -

EE R EE R R RN NN

EERARENER)
i1t
il
il

Obrazek ¢.2 Nalezené varianty u Tria ¢.1

Tato prace byla podpofena grantem MZ CR — RVO (FNOI, 00098892).

Obrazek ¢.3 Informace o varianté LRRK2(NM_198578.4):c.1898C>T
p.(Ser633Phe)

Autor tohoto posteru nema zadny finanéni nebo osobni stiet zajmu, ktery by mohl ovlivnit obsah predkladaného materialu.

Mgr. Kristyna Kolafikova, Ph.D.

Ustav lékaFské genetiky Fakultni
nemocnice Olomouc

|.P.Pavlova 6 Olomouc

E-mail: kristyna.kolarikova@fnol.cz

UNIVERSITY HOSPITAL
QLOMOUC

Faculty of Medicine

@ and Dentistry
Palacky Linkarity

Clomour

1



XXXIV. 1IZAKOVICOV MEMORIAL 2024

Geneticka diagnostika poruch autistického spektra — zéc'hyt kauz
DNA variantov

Silvia LakatoSova!, Gabriela Repiska!, Michaela MikloSovi¢ova?, Alica Valachova’, Silvia Vogelova?, Dana Ka
Maria Kopéikova!, Lenka Wachsmannova®, Gabriela Krasiianska®’, Daniela Ostatnikova!, Michal Koneény®’

1) Univerzita Komenského v Bratislave, Lekarska fakulta, Fyziologicky ustav, Akademické centrum vyskumu 5) Ambulancia lekarskej genetiky, Fakultna nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banska Bystri
autizmu, Bratislava 6) Laboratérium genomickej mediciny, GHC GENETICS SK s.r.0., Univerzitny park UK, Bratislava

2) Oddelenie lekarskej genetiky, Ustav lekarskej biologie, genetiky a klinickej genetiky Lekarskej fakulty 7) Ustav biologie a biotechnologie, Katedra Biologie, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a
Univerzity Komenského a Univerzitnej Nemocnice Bratislava v Trnave

3) Oddelenie lekarskej genetiky, Fakultna nemocnica Tren¢in

4) Ambulancia lekarskej genetiky GHC GENETICS SK, Fakultna nemocnica Nitra
Autizmus patri medzi neurovyvinové ochorenia s neobjasnenou etioldgiou, pricom sa predpoklada velky podiel genetickych faktorov na manifestacii ochorenia. V. Akademick
vyskumu autizmu sme v spolupraci s klinicko-genetickymi pracoviskami a s Laboratoriom genomickej mediciny, GHC GENETICS SK uskuto¢nili pomocou pristupu celoe
sekvenovania genetické vySetrenie na pritomnost’ kauzalnych DNA variantov u 16 deti s autizmom (4 diev¢at a 12 chlapcov). St¢astou stiboru boli tri pary dvojvajeénych dvojéiat.
portich autistického spektra genetické diagnostika s pristupom selekcie zriedkavych variantov so zavaznym klinickym efektom prinasa Casto nejasny zaver. V nami analyzovanych vzor!
len u 1 pacientky zaznamenali kauzilny nalez vysvetl'ujuci fenotyp autizmu, bol to homozygotny variant ¢.694T>G/ p.(Phe232Val) v géne EIF3F sposobujuci Intelektoveé za
autozoémovo recesivne 67. U ostatnych pacientov sme zaznamenali suspektné varianty s pravdepodobne patogénnym alebo nejasnym klinickym efektom v roznych génoch v ramei

panela pre autizmus (gény zo SFARI databazy a z HPO databazy pre fentoyp autizmu a intelektového zaostavania), aviak nejednalo sa o varianty kauzalne. NiZSie uva

jednotlivych nalezov.
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Monogénna dedi¢nost’ alebo polygénny model?

Komplexné ochorenie ako Poruchy autistického spektra si vyzadujii aj komplexny pristup k diagnostike. Tyka sa to

aj genetickej diagnostiky. Zaznamenali sme pomerne nizky zachyt kauzalnych DNA variantov pri monogénnom dg.
pristupe (6%). Na§ nalez je v sulade s literatiirou, kde syndromovy autizmus tvori 4-5% pripadov PAS, pricom 75 %
tvori PAS bez kauzalneho nalezu (Fernandez a kol.,2017).

ot g e | | b, ALV, AROITS,
A R

Vo vicsine pripadov PAS teda pravdepodobne neexituje jeden kauzalny variant, otvaraju sa teda moZznosti : .'.‘m.""..'.i“....:*
[Et—— P
zhodnotenia polygénneho rizika. To je mozné zhodnotit’ v dvoch liniach, a to vyhodnotenim: e ool | Byl
aris s, gam
a) Genetickej zat'aZe zriedkavych DNA variantov (MAF <1%) (Burden of rare variants) s et | [yt g
e
b) Polygénnym rizikovym skére (PRS, Polygenic risk score), ktoré mapuje ucast’ beznych DNA variantov FEINd o
s g 5
(MAF>1%), najcastejsie SNP-ov. '_'._"'l'""
Otazkou zostava vyhodnotenie a interpretacia tychto skore, ako aj vyhodnotenie ich vzajomného vplyvu na fenotyp Si—
pacienta s PAS. Figuew 1, (vervws of goverds caivgoiam of AN pRenohee ©

genchie fnt. ADKP schriy-tepandsnd ranspn

. Fernandez a kol., Dialogues Clin Neurosci. 2017;
Zaver

Zaverom mozno povedat’, ze kombinacia mikrocipovej analyzy s metédou celoexomového sekvenovania s optimaliziciou protokolu vyhodnotenia zisk:
poznatkom z databaz a literatiry méZe prispiet’ k zvySeniu zachytu kauzalnych variantov v pripade pacientov s autizmom. U vel’kého percenta pacientov vs:
cestou je preto snaha o ¢o najpresnejsie zhodnotenie polygénneho rizika spdsoben¢ho zriedkavymi variantmi ako aj kumulativnym efektom mnohopoce
asociacia s autizmom popisana. Interpretacia tychto vysledkov bude predmetom hibsicho zamyslenia, aby boli ziskané idaje pre lekarskeho genetika

manazment pacienta a jeho rodiny.

Pod’akovanie. Dakujeme Stadia bola podporend APVV-20-0070, APVV-20-0139, VEGA 1/0468/24 grantmi.
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6p25 mikrodeleéni syndrom jako pFi¢ina kongenitéalniho glaukomu

MUDr. Jana Lastavkovd, MUDr. Anna Peckovd, Ing. Lucie Liskovd, Mgr. Vlasta Cejnova
Oddélenti Iékarské genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem o.z, Krajska zdravotni a.s, Ceska republika

Uvod

Kongenitalni glaukom se ve vétsiné pripadd vyskytuje sporadicky, v 10 aZ 15 % pfipadd je vyskyt fami-
liarni s autosomdlné recesivnim typem dédic¢nosti a variabilni expresivitou, autosomdainé dominantni
prfenos je pomérné vzdacny. Glaukom muze byt jednim z pfiznakd autosomdlné dominantné dédiéného
syndromu Axenfeld-Rieger podminéného mutacemi genu FOXCI. Prezentujeme pfipad rodiny, ve které
je pfic¢inou kongenitdiniho glaukomu delece genu FOXCI jako soucdst 6p25 mikrodele¢niho syndromu.

Popis piipadu

U probanda (roénik narozeni1987) byl po narozeni zjistén oboustranny kongenitéini glaukom, absolvoval
6 ocnich operaci, ddle je po operaci VCC - defekt septa sini. Proband ma 2 zdravé starsi sestry. Rodice
probanda byli pfi genetické konzultaci v r. 1988 sezndmeni s moznym 25% rizikem opakovani glaukomu
pro dalsi déti, tehdy bez moz-
nosti prenatdiniho vysSetreni.
K nové genetické konzultaci se
proband dostavil az v r. 2023
\% souvislosti graviditou
partnerky. U probanda byla
pfitomna facidlni  dysmor-
fie, hypertelorismus, horizon-
talini nystagmus, korektopie,
strabismus, zavazné postizeni
MICROARRAY - arr[GRCh37] 6p25.3p25.2(1529484_2613944)x]1 FISH analyza lymfocytd periferni krve probanda zraku. Metodou MICROARRAY

sonda 6p25.3(RPI1-964J7, FOXCI) - EmpireGenomics - zelend
kontrolni sonda - 6qTel (Vysis) - cervend

T:"-‘:.na_-"“t."4.-3_.:'-';1‘-:'-1 L T | e R S e |

iy Em m— i —

byl u probanda stanoven profil
arr[GRCh37] 6p25.3p25.2(1529484 _2613944)x1 — byla u n&j detekovana 1,1 Mb heterozygotni intersticidl-
ni mikrodelece na kratkém raménku chromozomu 6, za-
sahujici 3 OMIM geny (FOXCI, FOXCUT, GMDS) v oblasti ——
6p25 dele¢niho syndromu. Mikrodelece 6p25 u probanda
vznikla de novo - u jeho rodi¢u byla vylou¢ena, nasled-
né vSak byla zjisténa u plodu v gravidité jeho partnerky.
UZ vySetfenim nebyly u plodu prokdzdny orgdnové VVV.
Partnefi se rozhodli pro pokracovani gravidity. Po naro-
zeni byla u syna patrna faciélni dysmorfie, o€ni vySetreni
prokdzalo zadni embryotoxon bilat. a zvySeny nitroocni
tlak, chlapec je v péci ocni kliniky.

ru
Proband - 36 let Syn probanda po narozeni

Zavér
6p25 mikrodele¢ni syndrom je vzdcné onemocnéni charakterizované Sirokym spektrem kongenitéinich
anomadlii. Castou soucdstitohoto syndromu jsou o&niabnormality zahrnujici embryotoxon posterior, hypopla-
sii iris, korektopii, opacity rohovky a glaukom. Mezi dalsi priznaky patfi vrozené srde¢ni vady, umbilikaini ano-
malie, anomdlie zub a &elisti a percepéni ztrata sluchu. Proband ma pro své potomky 50% riziko opakovani
tohoto onemocnéni spojeného s glaukomem, pfi pldnovani dalsiho rodi€ovstvi Ize paru nabidnout PGD
v rdmci asistované reprodukce.

ZDROJE:
[1] www.orpha.net
[2] www.omim.org

E-mail:
Autofi nemaji zGdny potencidini konflikt zGjmd. jana.lastuvkova@kzcr.eu



14

XXXIV. 1IZAKOVICOV MEMORIAL 2024

.2*MEDIREX GROUP @
i e vl plraee

Schaaf-Yang syndrom — kazuistika

MUDr. Ivana Lukaéova', MUDr. Gabriela Magyarova'2, RNDr. Erika Tomkova3,

RNDr. Lubica Majerova, PhD.3, RNDr. Miroslava Eckertova, PhD. 3, RNDr. Renata Lukaékova, PhD.?

'Oddelenie lekarskej genetiky, Medirex, a.s., Kosice
20LM- ambulancia lekarskej genetiky, UNLP Kosice
30ddelenie lekarskej genetiky, Medirex, a.s., Bratislava.

Vyhlasenie o konfiikte zaujmov autora — Nemém potencidiny konflikt zaujmov.

uvoD

Schaaf-Yang syndrom je zriedkavé neurovyvojové ochorenie s autozomovo dominantnou dedi¢nostou popisané prvykrat v roku
2013. Tento syndrom je sposobeny mutaciami v géne MAGEL2 zdedenej vyhradne od otca, maternalna alela je imprintovana’.
V nasej praci prezentujeme pripad t.€. 1-roéného dietata, ktorého genetické vysetrenia zacali uz prenataine.

KLINICKY OBRAZ

Prenatainy:

atypicky tvar lebky s plochS§im zahlavim, macroglosia, echogénny
kardialny fokus v lavej aj pravej komore srdca, minimalna naplf Zaludka,
ovelapping fingers fixny, velkost plodu na trovni 5,5% normy

Postnatalny:

mikromandibula, jazyk medzi perami, prsty arachnodaktylického typu,
spasticky uzaver dlani s prekrizenymi prstami, vyrazna spasticita flexorov
prstov, centralna tonusova a koordinac¢na porucha lahkého stupnia, vyziva
nasogastrickou sondou, bez vyvojovej chyby srdca, fyziologicky
sonograficky obraz mozgu

Vek okolo 1 roka:

micrognathia, macroglossia, prominencia ¢ela, menSie akralne Casti tela,
mierny hypotonus, lahky stupen centralneho hypotonického syndromu
s koordina¢nou poruchou, mentalne aj motoricky napreduje, neposadi sa,
v sede sa udrzi, neplazi sa, prevaluje sa; endokrinologické vySetrenie
v norme, fyziologicky sonograficky obraz mozgu, pravidelne rehabilitovana

patogénny variant
¢.1923dupC (p.V643fs*70) v géne MAGEL?2
v heterozygotnom stave

Schaaf-Yang Prader-Willi
syndrém

Oneskorenie vyvoja
Mentalne postihnuti
¢asné poruchy prijmu potr:
Hypogonadizmus

 1ess

Kontraktury lypotonic

Hyperfagia
Obezita

L Spankové apnoe
Porucha autistického spektra

ZAVER

Schaaf-Yang syndrom (OMIM 615547) sa vo vacSine pripadov prejavuje uz pri narodeni réznou mierou stigmatizacie, svalovou
hypotdniou a kontraktirami prstov. Takisto je pritomny oneskoreny psychomotoricky vyvoj, intelektualny deficit rozneho stupna,
behavioralne poruchy, tazkosti s prijmom potravy ako aj hypogonadizmus'-2.

Gén MAGEL2 sa nachadza v chromozémovej oblasti 15q11.2, ktora je imprintovana aj pri Prader-Williho syndréome (oblast
15911-13), preto dochadza k prelinaniu niektorych klinickych priznakov'. Schaaf-Yang syndrém sa v$ak odliuje pritomnostou
kontraktur pri narodeni, hyperfagia a obezita sa zvy¢ajne vyskytuje az v dospelosti.

ZDROJE

1 Fountain MD, Schaaf CP. Prader-Willi Syndrome and Schaaf-Yang Syndrome: Neurodevelopmental Diseases Intersecting at the MAGEL2 Gene. Diseases. 2016;4(1):2
2 Fountain MD, et al. The phenotypic spectrum of Schaaf-Yang syndrome: 18 new affected individuals from 14 families. Genetics in Medicine. 2017; 19(1):45-52
3 Marbach, F., Elgizouli, M., Rech, M. et al. The adult phenotype of Schaaf-Yang syndrome. Orphanet J Rare Dis 15, 294 (2020)
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Potencial vysetreni cfDNA pri detekci chromozomalnich aneuploidii
u spontannich abortu

Nguyen Thi Ngoc B. L., Sheardova J., €adova P., Hrabikova M., Zembol F., Dvorackova H., Vavrova J.,
Bittéova M., Stejskal D., Koudova M.

Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT) zaloZené na principu testovani volné DNA plodu z krve matky umozZriuje vysoce pfesny screening rizika chromozomalnich aneuploidii a dnes je jiz
standardni praxi v oblasti prenatélni diagnostiky. Jednou z dalich moZnosti aplikace NIPT je genetické vySetieni v pfipadé neprosperujicich téhotenstvi. PFiblizné 1/4 vy3etfeni tkané
spontannich abortl nelze provést konvenéni metodou QF-PCR z diivodu maternaini kontaminace vzorku nebo pro dodani &isté tkdné matky. V téchto pfipadech v3ak Ize dosdhnout
validniho vysledku analyzou volné fetalni DNA (cffDNA) z krve matky, coZ dokazuje tato prospektivni studie nadeho pracovisté z let 2020-2023.

Material, metody

Material: Do studie (obr. €. 1) bylo zahrnuto 86 pfipad’ RCUI pro diagn6zu &asného missed abortu v
rozmezi 5. a7 12. gestacniho tydne. Primérna doba gestace potraceného plodu byla 8 tydnd. 86 pri pad U SAB
Ve viech pfipadech byly k analyze poskytnuty 3 druhy vzorka: RCUI pro missed abort v 5. 12. tydnu gravidity
* 10 ml nesrazlivé periferni krve pacientky odebrané do Streck Cell-Free DNA BCT CE k separaci

plazmy pro izolaci volné cirkulujici DNA (cfDNA) a provedeni cfDNA Testu GENNET

* tkan produktu koncepce za Gcelem verifikace vysledki pomoci metodiky QF-PCR/array

cfDNA Test QF-PCR/array

cffDNA z krevni plazmy matky DNA z bunék tkané abortu

* 5 ml nesrazlivé periferni krve pacientky odebrané do zkumavky s EDTA k vylouceni materndini
kontaminace vzorku produktu koncepce

Metody cfDNA Testu:
* celogenomové sekvenovani s nizkym pokrytim (low-pass WGS) Obr. &. 1: Prospektivni studie GENNET
« analyza celogenomovych CNV pomoci sw Wisecondor X (Gentska univerzita) a Nexus Copy Number 10

* odhad fetdlni frakce (FF) kombinaci vysledkd 3 metod — DEFRAG, SeqFF, ComboFF?

Vysledky

Z celkové 86 testovanych pacientek byla u 81 (94 %) zjisténa dostate¢né vysoka fetdlni frakce volné DNA (cffDNA > 4 %) pro ziskani validniho vysledku cfDNA Testu. Na zdkladé vysledki obou
vysetfovacich postupl — jak cfDNA Testu, tak QF-PCR/array — byla u potracenych plod( v 15 pfipadech (19 %) prokdzana chromozomalni aneuploidie a ve 44 p¥ipadech (54 %) byl detekovan
euploidni genom (obr. €. 2). Ve zbyvajicich 22 pfipadech (27 %) nebylo mozné ziskat vysledek metodou QF-PCR z diivodu maternalni kontaminace vzorku produktu koncepce, zatimco vy3etieni
cfDNA Test bylo provedeno s validnim vysledkem a se zachytem aneuploidii v 56 % pfipadu (grafy ¢. 1a 2).

|

N T16
Dostatecnd FF v 81 negativni 26%
pripadech (94 %) ! 54% 4%
T15
T13T14 | 9%
4% 4%
= pozitivni = QF-PCR nevyhodnocena = negativni
Obr. & 2: Vysledky cfDNA Testu konfirmované QF-PCR/array Graf & 1: Vysledky cfDNA & QF-PCR Graf & 2: Vysledky cfDNA Testu v pFipadech

nevyhodnotitelnych metodou QF-PCR

Zavér

* Vy3etieni cfDNA mUZe byt pouZito pro detekci chromozomalnich aneuploidii u ¢asnych spontannich abort( — dostateéna FF pro vysledek ve vice nez 90 % pfipadd
* Vhodné tam, kde konvenéni metody nemohou byt pouZity — nelze odebrat materiél abortu nebo je prokdzana maternalni k i tkané (1/4 pfipadd)

* Vyznam detekce chromozomdlnich aberaci u spontannich abortl spociva v objasnéni pficiny reprodukéniho nedspéchu paru, uréeni rizika pro dal3i graviditu (s dovy3etfenim karyotypu
obou partnert) a stanoveni planu vhodné prekoncepéni a prenatalni péce v dal3i gravidité paru véetné moznosti prenatélni diagnostiky nebo |é¢by IVF s provedenim preimplatanéni
genetické diagnostiky (PGT-A) a preferenénim transferem euploidniho embrya

1. https; com/CenterForl i
2. Beeketal. (2017). Prenatal Diagnosis, 37: 769-773, DOI: 10.1002/pd.5079

Vyhldsenie o konflikte zaujmov autora — Nemam potenciiny konflikt zaujmov.

www.gntlabs.cz
Lenka.Nguyen@gennet.cz
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Mgr. Zuzana Oc¢enasSova, MUDr. Slavomira Martinekova, MUDr. Dana Kantarska, MBA, RNDr. Robert Petrovi¢, PhD.

Oddelenie lekarskej genetiky, Fakultna nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banska Bystrica
Oddelenie molekulovej a biochemickej genetiky, UNB, Mickewiczova 13, Bratislava

Prezentujeme kazuistiku v poradi druhého dietata zdravych rodi€ov bez pokrvnej pribuznosti. Tehotenstvo matky prebiehalo bez komplikacifi,
realizované prenatalne vySetrenia nepreukazali Ziadny patologicky nalez. NIPT ani amniocentéza nebola realizovana.

Otec probanda pracoval v rizikovom prostredi (riziko expozicie chemickymi latkami) z hfadiska mozného neziadliceho G¢inku na pohlavné
bunky a ich delenie.

Donoseny novorodenec sa spontanne narodil v 38. tyzdni gravidity (2870g), avSak pokryty hematémami, so svalovou hyperténiou a s Apgar
skore 5/8/8. Vo velmi kratkom €ase bola nutna jeho hospitalizacia na JIRS kvoéli hepatdlnemu zlyhavaniu s diseminovanou intravaskularnou
koagulopatiou a sepsou.

Dostupnymi zobrazovacimi metédami nebola zachytena Ziadna VVCH vnatornych organov ani skeletu. N&$ pacient bol bez ndpadnejsej
dysmorfie, urogenitalnej anomalie a okrem celotelového edému sme nepozorovali ani syndrémovo Specificku tvarovu stigmatizaciu. Uz kratko
po narodeni sme pristupili k cytogenetickému vySetreniu kultivaciou buniek periférnej krvi.

Kultivacia periféernej krvi prebiehala pri 37°C pocas 72 hodin v termostate ST3+ v kultivaénom médiu CytogenLympho (PentaGen).
Z bunkovych kultar boli Standardnym spdsobom pripravené preparaty na cytogenetickl analyzu a nasledne zafarbené konvencénou
a G-pruzkovacou metédou (OLG BB). Diagnostika pokradovala metabolickym a molekulovym vysetrenim QF PCR (UNB).

Cytogenetické vySetrenie bolo opakovane neuspesné, bez mitotickej aktivity. VLCFA ani vySetrenie juvenilnej hemochromatézy neodhalilo
diagnézu pacienta, preto sme v spolupraci s Univerzitnou nemocnicou v Bratislave doplnili okrem spominanych vy$etreni aj molekulové
vySetrenie aneuploidii. To odhalilo patologickli numericki chromozémovu aberaciu probanda, triploidiu \% mozaike.

Medzitym sa u probanda zhorSil klinicky nalez, doSlo k neresponzivnej hypotenzii, areflexii, edému a Iéziam na kozi, podobnym epidermolysis
bullosa congenita. Po jedenastich dfioch chlapéek exitoval.

Nasledne sme zrealizovali aj cytogenetické vySetrenie rodi¢ov probanda s normalnym nalezom a navy$e otec nasho pacienta bol po
odporucani klinického genetika preradeny na iné pracovisko. Po dalSej gravidite spominaného paru je uz narodené zdravé dietatko, normalny
karyotyp bol ufitho potvrdeny amniocentézou.

Obr. 1, obr. 2: ilustracny priklad

Triploidia je charakterizovana nadpocetnou sadou haploidnych chromozémov otcovského (diandricka triploidia) alebo materského pévodu
(digynicka triploidia), ktora spésobuje skoré potraty, predéasné poérody a perinatalne umrtia. Postihuje priblizne 1-2% vSetkych koncepcii (1).
NajcastejSimi klinickymi priznakmi st IUGR, makrocefalia, ocné defekty, nepravidelna osifikacia kosti lebky, syndaktylia tretieho a $tvrtého
prsta, urogenitalne malformacie, defekty CNS, srdca a obli¢iek. Neexistuju v8ak Ziadne typické klinické znaky triploidného syndrému (2).

Triploidia m6ze existovat v Uplnej alebo mozaikovej forme. Oproti letalite Uplnej triploidie je diploidno/triploidnd mozaika menej zavazny stav,
pri ktorom mo6zu takito jedinci prezit aj po novorodeneckom obdobi (3). Triploidna mozaika je zriedkavy aneuploidny sydrém charakterizovany
podobne ako pri Uplnej triploidii retardaciou rastu, mikroftalmiou, kolobémom, razStepom pery a/alebo podnebia, urogenitalnymi anomaliami a
asymetriou tvare alebo tela (4).

Nas proband sa vymyka popisovanym fenotypovym prejavom, a preto vysledok vySetrenia aneuploidii bol pre nas prekvapenim.
Dostupna literatira neuvadza podobny pripad pri uplnej triploidii a ani v mozaikovej forme, kde by bol pacient bez stigmatizacie a pritomnych
vrodenych vyvojovych chyb, ako tomu bolo u nasho probanda.

1) Barceller Beltrdan R, Saenz Moreno |, Gracia Cervero E, Bassecourt Serra M, Urefia Hornos T, Garcia-Dihinx Villanova J, Lépez Pisén J, Marco Tello A, Rebage Moisés V.
(2004). Complete triploidy 69,XXY. An Pediatr (Barc);61(6):562-4.

2) Vakrilova L, Hitrova-Nikolova S, Bradinova |. (2020). Triploidy in a Live-Born Extremely Low Birth Weight Twin: Clinical Aspects. J Pediatr Genet;11(3):227-231.

3) Carson JC, Hoffner L, Conlin L, Parks WT, Fisher RA, Spinner N, Yatsenko SA, Bonadio J, Surti U. (2018). Diploid/triploid mixoploidy: A consequence of asymmetric zygotic
segregation of parental genomes. Am J Med Genett; 176(12):2720-2732.

4) van de Laar I, Rabelink G, Hochstenbach R, Tuerlings J, Hoogeboom J, Giltay J. (2002). Diploid/triploid mosaicism in dysmorphic patients. Clin Genet;62(5):376-82.
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,Jedna z miliona“

MUDr.Paucinova I.', RNDr.Wachsmanova L., PhD.?, RNDr.Kone¢ny M., PhD.?
1 Oddelenie lekarskej genetiky, FNsP Zilina
2 GHC GENETICS SK, Bratislava

33-ro¢na pacientka bola odoslana na genetické vySetrenie pre susp.arytmogénnu kardiomyopatiu.

OA: lll.rizikova gravidita, gest6za u matky, pérod v 38.-39.tt., spontanne zahlavim, po narodeni kratko v inkubatore pre adaptacné
problémy, do 2 rokov sondovana pre problémy s kimenim, prva denticia v 3 mesiacoch

Kardiolég- st.p.synkope s nehmatnym pulzom, susp.arytmogénna kardiomyopatia

Neurolég- t'azka mentalna retardacia, epilepsia

Psychiater- atypicky autizmus, poruchy spanku

Somaticky nalez: Vyska 147cm, vaha 45kg, OH 50cm,nizky vzrast, brachydaktylia, cubiti valgi, skoliéza chrbtice, gibus, hlava
mikrocefalickd, uzke celo, facidlna dysmorfia- izke o€né Strbiny, blefaroptéza, Siroky koren nosa, bulézna Spicka nosa, husté obocie,
tenka horna pera, dlhé vyhladené filtrum, izke vysoké podnebie, kariézny chrup, vidi a po€uje dobre, koza- vyssie ochlpenie na
predlaktiach, pohyblivost’ velkych a malych kibov primerana, dystrofia nechtov na rukach.

Karyotyp: 46,XX
ArrayCGH: ziadne chromozémové imbalancie

~

Vysetrenie génov asociovanych s poruchami intelektu, nizkym vzrastom, epilepsiou a kardiomyopatiami metédou CES:

pravdepodobne patogénny variant c.4085del v géne KMT2A v heterozygotnom stave (de novo)

J

Yo L i i I = = = = e
1pp ramamy Diaaimy Srarmecat Cisvar gl e Habd P Tristn d ¥
G S PR ol il WEY) Mol R n v B v b ey vy A
polln e Pan esoySegiiaD esas T T i
Vet Smben w";:;;"m e ety s Ve s WY kA o, AR,
e P i Bttt w nB . : It Y
Fiokw) HET = St civand snsiiry ey iy e varkams o a4

Priznaky WSS/ Vyskyt v % B

Oneskorenie vyvoja, intelektovy defici 97

Facialna dysmorfia 75
Hypertrich6za 44-75
Neprospievanie 64
Hypoténia 63
Poruchy spanku, apnoe, porucha sluchu 63
Tazkosti s kimenim 62
Deficit rastového horménu 30
Nizky vzrast 57
Skoré prerezavanie zubov 57
Zapcha 50
Abnormity CNS- corp. callosum, 49
myelinizacia

Genitouretralne abnormity 47
Anomalie stavcov 46
Sakralna jamka 45

Imunologické abnormity 21-54
Hyperaktivita, agresivita, autistické 17-38
priznaky

Strabizmus, astigmatizmus, blefaroptéza 18-32
VCC+ srdcova arytmia (kardiostimulator) 29
Zachvaty 18

Medemann-Steiner syndrém (Q87.1, ORPHA: 319 182, OMIM: 605 130)
Prevalencia <1:1 000 000 )do roku 2022 hlasenych okolo 250 pripadov)

Je charakterizovany vyvojovym oneskorenim, intelektualnym postihnutim a charakteristickymi ¢rtami tvare s/bez vrodenych vyvojovych
abnormalit. Nasa pacientka nikdy nebola geneticky vySetrena napriek klinickym a somatickym nalezom, ktoré boli jasnou indikaciou na
genetické vysetrenie. Az vo veku 35 rokov jej bola stanovena diagnéza Wiedemann-Steiner syndréomu, ktora vysvetlila kardiologicku
indikaciu na vysSetrenie aj ostatné fenotypové prejavy u pacientky.

@diéia pacientky t.¢. uz nie su v reprodukénom veku, uréenie diagnézy vsak v tomto pripade napomohlo aj psychologicky. j

Aberrant splicing caused by a novel KMT2A variant inWiedemann—Steiner syndromedJianing Niu1,2 | Xiaoming Teng1 | Junyu Zhang

Diagnostic approach to a paediatric patient with Wiedemann-Steiner syndrome with de novo missense variant in the KMT2A gene — a case report Gabriela Reka1,A-D,F -, Katarzyna Wojciechowska1,A-C,E , Monika Lejman1

Three de novo variants in KMT2A (MLL) identified by whole exome sequencing in patients with Wiedemann- Steiner syndrome Sukun Luo1 | Bo Bi2 | Wengian Zhang3,4,5 | Rui Zhou3,4,6 | Wei Chen3,4 | Peiwei Zhao1 | Yufeng Huang1 |
Li Yuan7 | Xuelian He1

Expanding the neurodevelopmental phenotypes of individuals with de novo KMT2A variants Ada J. S. Chan1,2, Cheryl Cytrynbaum 2,3,4,5, Ny Hoang2,3,4,5,6, Patricia M. Ambr ,7, Rosanna V! 2,3,4,8,9, Irene Drmic10, Anne
Ritzema6,7, Russell Schachar11,12, Susan Walker1 , Mohammed Uddin1,13, Mehdi Zarrei1 , Ryan K. C. Yuen 1,2,4 and Stephen W. Scherer

Description of the molecular and phenotypic spectrum of WiedemannSteiner syndrome in Chinese patients Niu Li1,2t , Yirou Wang3t , Yu Yang4t , Pengpeng Wang5 , Hui Huang6 , Shiyi Xiong7 , Luming Sun7 , Min Cheng8 , Cui Song9 ,
Xinran Cheng10, Yu Ding3 , Guoying Chang3 , Yao Chen3 , Yufei Xu1, Tingting Yu1,2, Ru-en Yao1,2, Yiping Shen1,11, Xiumin Wang3,12* and Jian Wang

Wiedemann-Steiner Syndrome: Case Report and Review of Literature Huan Yu, Guijiao Zhang, Shengxu Yu and Wei Wu

Orphanet

Wiedemann-Steiner Syndrome, Sarah E Sheppard, MD, PhD and Fabiola Quintero-Rivera, MD., GeneReviews

utor tohto posteru nema Ziadny finan¢ny alebo osobny konflikt zaujmov, ktory by mohol ovplyvnit obsah pr materidlu.
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0= Krajska zdravotni
\J Masarykova nemochice

Diagnoza Schaaf-Yangova syndromu
u ditéte s podezrenim na Kraniosynostozu

A.PECKOVA !J. LASTUVKOVA . V. CEJNOVA! A. UHROVA MESZAROSOVA 2
1 Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, 0.z., Krajska zdravotni, a.s., Oddéleni 1ékaiské genetiky,, Usti nad Labem, CR
2 Neurogeneticka laboratof,Klinika détské neurologie 2. LF UK a FN Motol, Praha, (0:3

UVOD: Schaaf-Yang syndrom (OMIM #615547) je velmi vzécné onemocnéni zptisobené heterozygotnimi patogennimi variantami v
genu MAGEL2. Jedna se o neurovyvojovou poruchu s autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti, kterd je charakterizovana Sirokym
spektrem piiznaki. Tento syndrom méa mnoho spole¢nych klinickych ryst s geneticky pfibuznym Prader-Willi syndromem. Prenatalni
manifestaci mize byt polyhydramnion a fetalni akineze. Po narozeni novorozenecka hypotonie, potize s krmenim, respira¢ni potize,
kloubni kontraktury, autismus a opozdény vyvoj. Diagnostika je komplikovana, protoZe se jedna o velmi vzacné onemocnéni a fenotyp
je velmi variabilni (Obr. 4).

Genetické vySetfeni bylo doporuceno u hol€icky z prvni gravidity mladych rodi¢t. Béhem te¢hotenstvi byla provedena opakovana
ultrazvukové vysetfeni se zaméfenim na nosni kost, u plodu byla déle zjisténa dilatace ledvinné panvicky. Gravidita skoncila akutni
sekei pro predcasny odtok plodové vody a polohu plodu koncem panevnim ve 38.t.

Po narozeni byly u ditéte zjistény dysmorfické rysy (Obr. 1) - velmi napadny byl atypicky tvar hlavicky s obrazem az kraniostendzy,
dominujici vyrazné klenuté celo, turicefalie, makrocefalie, hluboko posazené o¢i, nizko posazené usi, vrozené kloubni kontraktury.
Divka méla novorozeneckou hypotonii, potize s krmenim a vyznamné dechové problémy. Kvili dechové tisni a spankové apnoi byla
doporucena tracheostomie. Diabetes insipidus dale komplikuje celkovy stav probandky.

Exomové sekvenovani odhalilo de novo heterozygotni patogenni variantu NM_019066.4 (MAGEL?2):c.1912C>T (p.Gln638*) (Obr. 2).
Tato varianta jiz byla v literatufe popsana. Vysledek byl ovéfen Sangerovym sekvenovanim (Obr. 3), timto byl u probandky prokazan
Schaaf-Yang syndrom. Prognéza pro toto onemocnéni je velmi zavazna.

Kontrola ve 14 mésicich: Doma bez apnoe pauz, bez desaturaci — v 11 mésicich provedena dekanylace tracheostomie. Nasazena terapie
rustovym hormonem. Dalsi stav probandky komplikovan epizodami zaskubi koncetinami v.s. pfi hypoglykémii s nasledné
diagnostikovanym hyperinzulinismem. Pro hematemezu zaveden PEG. Nyni vySetfovana pro poruchu spanku a nystagmus.

Pokroky ve vyvoji se stiidavymi uspéchy, dle maminky casty regres jiz nabytych schopnosti bez jasného divodu.

Obr:2: Exomové sekvenovani
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Obr:4: Fenotyp u osob s SHFYNG.
Fountain et al. 2017
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Obr.3: Sangerovo sekvenovani MAGEL2

-y k‘
Obr.1: Nase pacientka L .

A) Fenotyp po narozeni B) Fenotyp v 5. mésici  C) Fenotyp 14 mésicii RTG Ibi v 10 mésicich

ZAVER: U probandky bylo pivodng genetické vysetfeni doporuceno pro podezieni na kraniosynostozu, oviem exomové sekvenovani prokéazalo
vzacnou neurovyvojovou poruchu: Schaaf-Yang syndrom. Konzultace s rodinami mtze byt v ptipadé vzacnych poruch, jako je Schaaf-Yangtv
syndrom, velmi obtizna.

CONFLICTS OF INTEREST
Nemém potencialni konflikt zéjmi
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1) Schaaf CP. Gonzalez-Garay M, Xia F, et al. Truncating mutations of Magel2 cause Prader-Willi phenotypes and autism. Nat Gnet 2013; 45:1405-1408
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a retrospektive study from the China neonatal genomes project and literature review. Ann Transl Med 2023;11(9):312. doi: 10.21037/atm-22-4396
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uvop

Nédory prostaty patria medzi najcastejsie
zhubné ochorenia u muzov. Vyskyt tohto
ochorenia sa na Slovensku za poslednych
20 rokov zdvojnasobil, pri¢om Slovenska
republika patri ku krajindm s vysokou
Umrtnostou na tento typ rakoviny. Je
zndme, e pripady zachytené v
poliatoénom  $tddiu ochorenia zvicsa
vyzaduji menej invazivnu lie¢bu, ktord
vedie k lepsim vysledkom a kvalite Zivota
pacienta. Rakovina v pociatoénom Stadiu
sa vsak prejavuje minimalnymi alebo
Ziadnymi viditelnymi priznakmi, ¢o vedie k
oneskoreniu diagnostiky a nasledne menej
Gcinnej lie¢be. Okrem toho potencidl
najpouzivanejSieho skriningového testu
prostatického Specifického antigénu (PSA)
[11 v znizovani Umrtnosti na rakovinu
prostaty je neisty a kontroverzny [2].

Zavedenie nového skriningového testu s
vysokou senzitivitou a Specificitou by teda
bolo velkym prinosom pre pacientov s
rakovinou prostaty. KedZe analyza
extraceluldrnej DNA (cfDNA) méze sluzit
na identifikiciu skorych neoplastickych
zmien, testy na baze tekutej biopsie maju
velky potencidl v oblasti neinvazivneho
skriningu rakoviny [3].

ZAVER

V tejto praci sme predstavili test na baze
tekutej biopsie vyuZivajici metédu WGS s
nizkym pokrytim genému, ktory
implementuje  vysvetlitelné  algoritmy
umelej inteligencie pri hodnoteni velkého
poctu sekvenénych metrik a tak vytvara
prediktivny model na detekciu rakoviny
prostaty.  Porovnanie  nadsho  testu
(GenoScan Lbquant) s alternativnymi
single-cancer  liquid  biopsy testami
poukdzalo na jeho  nadpriemerni
senzitivitu a Specificitu, navySe naznaduje
jeho potencidl pre detekciu rakoviny
prostaty v poCiatoénych tadiach.
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Této préca vznikla vdaka podpore v ramci OPII pre projekt ITMS: 3130100927 (GenoScan LBquant) spolufinancovany zo zdrojov ERDF. Podpora bola tiez poskytnuté z grantov APVV-21-0296
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Stidia GenoScan bola schvalenad etickou komisiou Bratislavského samospravneho kraja rozhodnutim & 09917/2020/HF a &.
09612/2021/HF a institucionalnymi etickymi komisiami Fakultnej nemocnice Trnava diia 07.08.2021, Fakultnd nemocnica Trenéin dia
18.08.2021, Fakultnd nemocnica s poliklinikou J.A. Reimana PreSov dia 14.02.2023 a Lekérska fakulta Univerzity Komenského a
Univerzitna nemocnica Bratislava - Nemocnica Staré Mesto rozhodnutim &. 87/2021 a €. 96/2022.

Obrézok 1. Schéma $tidie GenoScan pre vyvoj skriningu rakoviny prostaty na principe tekutej biopsie.

Celkovo bolo do Stidie GenoScan v rokoch 2021 az 2023
zaradenych 598 Ulastnikov vo veku 28-92 rokov. Jednotlivci
podpisali informovany suhlas a poskytli klinické, demografické
a anamnestické (daje zaznamenané do vyskumnej databazy
pre elektronicky zber ddajov (REDCap). Vzorky krvi (5 - 10 ml)
boli odobrané do skimaviek K2 EDTA a do 24 hodin od odberu pre
boli postdpené na separaciu plazmy. Nasledne bolo vybranych
68 pacientov s rakovinou prostaty a 358 kontrolnych jedincov
na extrakciu cfDNA a celogendmovi sekvenaénl analyzu
(WGS) s nizkym pokrytim (obr. 1). Sekvenacné Udaje boli
spracované pomocou bioinformatickej pipeline s cielom
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Obrazok 2. A) Vekova distribicia nadorovej a
kontrolnej kohorty; B) Klasifikicia testovacieho
suboru; C) ROC krivka testovacieho stboru.

(INCAM) a APVV-23-0520 (INHALE) ako aj z grantu 101160008 (FORGENOM II) financovaného v rémci programu Horizont Eurépa.

detegovat geneticki variabilitu (napr. varianty poctu Kkopii,
jednobodové zdmeny, a iné) a charakterizovat kvalitativne a
kvantitativne parametre sekvenovanej DNA (napr. d[iky
fragmentov cfDNA), spoloéne nazyvané ako sekvenéné metriky.
Celkovo 376 vzoriek (56 pacientov, 320 kontrol) bolo pouzitych
trénovanie modelu  rozhodovacich stromov na
sprostredkovanie predikcie rakoviny prostaty. Nasledne sa
pouZila testovacia skupina 12 pacientov s rakovinou (9 vzoriek v
Stddiu T1; 1 vzorka v Stadiu T2; 3 vzorky s nedefinovanym
Stadiom) a 38 kontrol na posUdenie senzitivity a Specificity
predikéného modelu.

Hoci medzi pacientskou a kontrolnou kohortou existoval vekovy prekryv,
zastlpenie v jednotlivych skupinach nebolo rovnomerné (obr. 2A). Preto sme
vybrali jednotlivcov vo veku 55-60 rokov, aby sme vytvorili vekovo vyrovnany
testovaci sdbor jedincov. Nasledne bolo zrevidovanych a vyselektovanych 655
vekovo nezavislych sekvenénych metrik cfDNA vyhodnotenych modelom
strojového uéenia, ktory preukazal citlivost 91,7% a Specifickost 100,0% v predikcii
rakoviny na testovacom stbore (obr. 2b). ROC AUC 98,0% naznaluje vysoku
predikénd schopnost testu (obr. 2C).

GenoScan LBquant:
M Sensitivity = 91.7% -
W Specificity = 100.0%

Vs. -

Average single-cancer test:
W Sensitivity = 80.6%
W Specificity = 74.0%

Dxcover brain cancer LB
‘Sensitivy tuned
Dxcover brain cancer LB

Na porovnanie testu GenoScan

LBquant s alternativnymi smm.,m.“f
pristupmi sme preskimali 22
dostupnych single-cancer liquid N
biopsy testov. Celkovo nas test
ukazal nadpriemernu senzitivitu
a Specificitu (obr. 3). Test sa
navySe zda byt slubny pre
véasnlii  detekciu  ochorenia,
kedze az 75% pacientov v
testovacom subore malo nadory o
v Stadiu T1. ~

IOViSIONFirste:Lung ——————

Obrazok 3. Prehlad dostupnych single-cancer liquid biopsy testov v porovnani s
metédou GenoScan LBquant. Pre viaceré testy neboli dostupné lGdaje o senzitivite a
Specificite (NA).
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Prenatalna diagnostika mikrodelécii a mikroduplikacii 15q11.2 — stbor 10 pripadov

Autori: MUDr. Ivica R6zova, RNDr. Dagmar Landlova, RNDr. Renata Lukackova, PhD., RNDr. Miroslava Eckertova, PhD.,
RNDr. Erika Tomkova, RNDr. Katarina Téthova, MUDr. Peter Krizan, CSc.

Spoloc¢nost: Oddelenie lekarskej genetiky, MEDIREX a.s., Bratislava, SR

Autor tohto posteru nema zZiadny finanény alebo osobny konflikt zaujmov, ktory by mohol ovplyvnit obsah predkladaného materialu.

Uvod

Regién 15911.2 je mapovany medzi BP1-BP2, odhadovana velkost je 500 kb a obsahuje gény TUBGCP5, CYFIP1, NIPA1 a NIPA2,
ktoré nepodliehaju imprintingu. Mikrodelécie a mikroduplikacie chromozémovej oblasti 15911.2 patria medzi pomerne ¢asté nalezy, ¢o
mozno vysvetlit akumulaciou repetitivnych sekvencii. Vzhladom na Siroké spektrum fenotypovych prejavov, neuplnu penetranciu
a variabilnu expresivitu, je geneticka konzultacia, zvlast v prenatalnom obdobi, naro¢na. Relativne vysoku frekvenciu tychto nalezov
v populdcii je potrebné zohl'adnit’ pri overeni familiarity nalezu.

Material

Spracovali sme takmer 8000 prenatalnych
genetickych  konzultacii v ambulanciach
MedirexGroup za obdobie rokov od 2010 az
2023. Zamerali sme sa na subchromozémové
zmeny v oblasti 15911.2, ktoré sme
detegovali genetickym vySetrenim arrayCGH
a/alebo Genome Screen zo vzoriek plodovej
vody.
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Mikrodelécie Biochemicky Biochemické skriningové

15q11.2 skrining L.+ll. parametre v MoM

Plodové voda PAPP-A 0,70, MS-AFP 0,49,
UE3 0,43, tHCG 1,82,
PV 1 fBHCG 0,91

PV 2 PAPP-A 0,53, MS-AFP 0,82,
uE3 0,95, tHCG 2,87,
fBHCG 5,44

PAPP-A 1,31, MS-AFP 1,05,
uE3 0,65, tHCG 2,37,
fBHCG 2,86

PAPP-A 0,40, MS-AFP 1,36,
uE3 0,47, tHCG 3,79,
fBHCG 1,67

PAPP-A 0,72, MS-AFP 0,54,
uE3 0,56, fBHCG 2,10,
tHCG 2,07

PAPP-A 0,73, MS-AFP 1,43,
uE3 0,47, fBHCG 1,27,
tHCG 5,0

PAPP-A 0,70, MS-AFP 0,49,
uE3 0,43, tHCG 1,82,
fBHCG 0,91

Vysledky

Prenatalnym genetickym laboratérnym vySetrenim tehotnych genetickej ambulancie
MedirexGroup sme v rokoch 2010 — 2023 potvrdili mikrodeléciu 15911.2 u siedmich
plodov a mikroduplikaciu 15911.2 u troch. Indikaciou podrobného genetického
testovania plodu bol vo vSetkych pripadoch patologicky vysledok prenatalneho
skriningového vysSetrenia (biochemicky sérum-integrovany skrining, v niektorych
pripadoch kombinovany biochemicky a UZV skrining). Analyzou segregacnych
pomerov sme pri mikrodelécii 15q11.2 najCastejSie potvrdili prenos od fenotypovo
bezpriznakového rodica.
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Chromoncme locabion (sucieot de)
UZV -NT Povod
v mm (MoM) nélezu Mikrodelécie 15q11.2 Mikroduplikacie 15q11.2
(p6vod nalezu) (pévod nalezu)
1,8 (1,42) maternalny 0 0

1

3,8 (2,6) paternalny 3
2,3(1,77) paternainy
1,7 paternainy
= Maternalny = Paternalny = Maternalny = Paternalny
= De novo = Nestanovené = De novo u Nestanovené
1,69 de novo
Zaver
Mikrodelécie a mikroduplikacie chromozdmovej oblasti
1,6 (1,26)  maternalny 15911.2 sa vyznacuju relativne vysokou frekvenciou

v populacii, netplnou penetranciou a predominantne
neurologickym fenotypom. Interpretacia nalezov je

1.8 maternalny v prenatalnom obdobi obzvlast komplikovana.
Spracované udaje naznacuju, ze mikrodelécie 15q11.2 su
v prenatalnom obdobi asociované s extrémne

Mikroduplikacie | Biochemicky |Biochemické skriningové

15q11.2 skrining L.+Il. |parametre v MoM

T21=1:10.000 PAPP-A2,21, AFP 3,04,
uE3 1,04, tHCG 0,41

ONTD=1:13

To1=125  PAPP-A0,61, MS-AFP 1,33,
UE3 0,62, tHCG 1,90

T21=11160  PAPP-A0,48, MS-AFP 1,11,
UE3 0,47, tHCG 1,03,
fBHCG 0,73

patologickymi skriningovymi vysledkami u plodu.

UZV -NT Pévod
v mm (MoM) |nalezu QR - kéd Zdroje:
A . 1. Maya, I. et al., 2020. Should We Report
pre stiahnutie posteru: 15q11.2 BP1-BP2 Deletions and Duplications
nevySetrené  neznamy in the Prenatal Setting?

2. Sun, M et al., 2020. Prenatal diagnosis of a
de novo 15q11.2 microdeletion in a maternal
inv(4)(p15q31) fetus with increased nuchal
translucency

3. Zhuang, J. et al. 2024. Prenatal diagnosis
of fetuses  with 15q11.2  BP1-BP2
microdeletion in the Chinese population: a
seven-year single-center retrospective study

paternainy

paternainy
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Introduction

Aminoacylase 1 (ACY1, EC 3.5.1.14) is a zinc-binding metalloenzyme belonging to the
aminoacylase family, whose members catalyze the hydrolytic deacetylation of N-
acetylated proteins. ACY1 is expressed most strongly in the kidney and brain and catalyzes
the cleavage of various N-acyl-L-amino acids (other than N-acetyl aspartate, which is
hydrolyzed by aminoacylase 2) into the corresponding free amino acids and acetic acid.
Deficiency of ACY1 (ACY1D, OMIM # 609924) causes a very rare and potentially serious
neurodegenerative disease known as Canavan disease, which has a highly variable
phenotype. ACY1D individuals can be wholly asymptomatic but may also suffer from
severe neurological and psychiatric disabilities. ACY1D is diagnosed on the basis of
elevated levels of urinary N-acetylated amino acids, which can be detected by gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS) or NMR spectroscopy. Definitive
confirmation of the diagnosis is obtained by enzyme activity determination or gene
analysis. The disease exhibits autosomal recessive inheritance and the ACY1 gene is
located on chromosome 3p21.

Proband’s laboratory test results at 14 and 18 years of age

Proband age (years) 14 18 Normal range
BMI (kg/m2) 29.1 265 185-249
Total cholesterol ( mmol/l) Dl 4.6 29-50
Triglycerides (mmol/l) 1.53 0.95 042-1.7
HDL-C (mmol/l) 1.36 1.14 1.0-2.1
Apo Al (g/) 141 ND D=7
Apo B100 (¢/1) 1.09 ND 04-1.0
Blood sugar (mmol/l) 49 49 3.0-5.6
HOMA-IR 2.5 IES) <20
ALT (ykat/l) 0.6 045 0.1-0.78
AST (pkat/l) 0.54 0.72 0.22-0.67
Uric acid (umol/l) 463 437 200 - 420
Blood pressure 132/83 121/73 115/70-120/80
BMI — Body mass index; HDL — High density Apo — ; HOMA-IR - }
model assessment of insulin resistance; ALT — Alanine-aminotransferase, AST — Aspartate-

aminotransferase, ND — not determined

Psychological test results for the proband and his siblings

Psychological parameters Proband (8/1V) Sibling 1 Sibling 7,

(7/1V) (9/1V)
Verbal Ability Low Average Above
Perceptual Ability Average Above Above
Full Scale IQ Low Above Above
Attention deficit Yes No Ambiguous
Hyperactivity Yes No Ambiguous
SLD Yes No Ambiguous
Speech disorder Yes No Yes
Autism No No No

Results
Increased urinary excretion of N- lalanine, N-acetyl ionine, and N- y ine was

detected by gas chromatography-mass spectrometry. Interestingly, higher urinary excretions of
acetyl, propionyl and butyrylglycine were observed.

Molecular genetic analysis revealed a h path ic mi variant in the ACY1
gene c.1057C>T (p.Arg353Cys; rs21912698, MAF 0.06%). This missense mutation was
subsequently detected in both parents in the heterozygous form (5/1ll and 6/Ill ) and in two
brothers in homozygous form ((7/IV and 9/IV). The increased urinary excretion of N-acetylated
amino acids and selected acylglycines were found in both brothers.

Case presentation

The proband was a boy and the 3rd child in his family, born from his mother’s 3rd pregnancy. He
was born spontaneously at term by head delivery, birth weight was 3800g, birth length was 51
cm, and postpartum adaptation was uneventful. The boy's psychomotor development was
normal, but he attended speech therapy for a speech sound. He was evaluated as socially
immature at the beginning of his schooling and was diagnosed with dysgraphia at the age of 10
years during an examination by a special educator. He does not ride a bicycle because he reports
that problems with coordination and balance make it impossible for him to do so.

Clinical examination revealed only marked gynecomastia and sonography showed diffuse hepatic
hyperechogenicity consistent with steatosis and splenomegaly without sonographic evidence of
portal hypertension. When tested with the Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC-1I),
the boy exhibited unevenly distributed verbal and perceptual intellectual abilities. The boy’s
medical history was suspicious for ADHD, he had a speech sound disorder, and he had been
referred to the Special Education Center for Learning Disabilities since 5th grade.

Family pedigree
L (7 LA
e g
. f -.' o | ._- " 3
- =
™ =il

IM — Myocardial infarction; Ca — Carcinoma; DM - Diabetes mellitus; AD — Alzheimer disease; FH — familial
hypercholesterolemia; FoA - Foramen ovale apertum.)

Concentrations of selected acetylated amino acids in siblings with ACY1
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Conclusion

The low fr y of ACY1D di
intellectual disabilities in childhood that are not indicated for selective screening
including GC-MS analysis of urinary organic acids. It is therefore possible that selective
IMD screening including tests for urinary acetylated amino acids should be indicated not
logical findings but also for cognitive impairment and in children

may be because it frequently causes only minor

only for equivocal neur:
with various disorders consistent with the autism spectrum.

Funding: This work was funded by Ministry of Education, Youth and Sport of the Czech Republic [NCMG - LM2023067, EATRIS-CZ — LM2018133], Palacky University Olomouc [LF 2023_006] and Czech Health Research

Council AZV CR [No. NU20-08-00367].
All authors declare that they have no conflicts of interest.
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Zriedkavé chromozémové aberacie u pacientov s lymfoproliferativnou
poruchou

B-buniek z genetického hladiska

M. Szeifoval, A. Hercegova! ,A. Zakovicoval, A. Blahova!, E. Flochova?, J. Chudej?, A. Varga® R. Luka¢kova!
0ddelenie lekarskej gt iky, Medirex a.s.,
2Hematologicka a transf gicka ambulancia, Univerzitna nemocnica Martin,
3Hematologicka ambulancia, Fakultna nemocnica s poliklinikou Nové Zamky

Lymfoproliferativne ochorenia tvoria heterogénnu skupinu ochoreni charakteristickych nekontrolovatelnou produkciou lymfocytov.
Okrem typickych zmien pritomnych pri lymfoproliferativnych ochoreniach chceme predstavit a poukazat na menej popisané nalezy.
Praca zahfnia pripady troch pacientov so zriedkavymi chromozémovymi aberaciami zachytené na naSom pracovisku v obdobi od jula
2023 do februara 2024.

Vysetrili sme vzorku periférnej krvi 69 roéného probanda so suponovanou diagnézou CLL, podla doplnenia zaveru patoléga s diagnézou
B-NHL typu NOS (pravdepodobne MZBL). Cytogenetickou analyzou sme identifikovali translokaciu t(2;18)(p11;g21). Ide o minoritny
variant klasickej translokacie t(14;18)(q32;921), ktora vedie k deregulacii génu BCL2. Nasledkom toho dochadza k inhibicii apoptézy a

akumulacii dlhozijucich B-buniek. Vyskyt tejto aberacie je pri lymfémoch 0,5% pripadov s abnormalnym karytopypom. Okrem reciprokej
translokacie bola u pacienta pritomna aj trizémia chromozému 12.
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Obr. 1.: Karyogram s nalezom 47,XY,t(2;18)(p11;q21),+12 Obr. 2.: Vysledkovy list pacienta

Delécia 6q je jednou z typickych aberacii u pacientov s CLL so zlou prognézou.
detegovali okrem +12 aj zriedkavy nalez- izochromozém i(6)(p10) typicky

Obr. 3.: Préba BCL2 Break Apart (ZytoLight)

Nasmu pacientovi s potvrdenou diagn6zou CLL sme
pre akutnu lymfoblastovi leukémiu (ALL). Tvorba

izochromozomu 6p vedie k strate potencialnych tumor supresorovych génov lokalizovanych na dlhom ramene chromozému 6.
Navyse, trizomia kratkeho ramena chromozému 6 naznacuje moznu ulohu amplifikovanych génov v progresii tumoru. U probanda boli
pritomné dva patologické klony. Primarny klon s trizémiou 12 a sekundarny s +12 a izochromozoém i(6)(p10).
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Obr. 4.: Karyogram s nalezom 47,XX,i(6)(p10),+12

Obr. 5.: Vysledkovy list pacienta Obr. 6.: Proba XL 6q21/6q23 Deletion Probe (MetaSystems)

Posledny je pripad 82 ro€ného pacienta s nalezom der(6)t(6;13)(q16;922), ktory dosial nebol popisany podla dostupne;j literatury. Ide

g o netypicku aberaciu u pacientov s CLL. Okrem zriedkavého nalezu bola tiez u pacienta pritomna trizémia chromozéu 12.
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Obr. 7.: Karyogram s nalezom 47,XX, der(6)t(6;13)(q16;922),+12 Obr. 8.: Vysledkovy list pacienta Obr. 9.: Proba XL DLEU/LAMP/12cen Probe(MetaSystems)

VSetci pacienti spomenuti v praci prisli do laboratéria so suponovanou diagnétou CLL, ktora bola u dvoch z nich aj potvrdena. Spolo€nou
aberaciou nasich kazuistik je trizémia chromozému 12, ktora méa intermediarnu prognosticku hodnotu s dizkou preZivania nad péat rokov. Podia
dostupnej literatary dosial nie je zname, ako nami identifikované zriedkavé zmeny vplyvaju na prognézu pacienta.

Zriedka sa vyskytujuce zmeny v genéme pacienta je mozné identifikovat vdaka cytogenetickej analyze, pricom jednotlivé nalezy je nutné
vySetrit aj molekulovou cytogenetikou - FISH. Obe metddy su aj v sucasnej dobe nevyhnutné pri genetickej diagnostike pacientov s
lymfoproliferativnym ochorenim.

Autor tohto posteru nema Ziadny finan¢ény alebo osobny konflikt zaujmov, ktory by mohol ovplyvnit obsah predkladaného materialu.

https://atlasgeneticsoncology.org/

Abruzzo L.V., Herling C.D., Calin G.A kol.Trisomy 12 chronic lymphocytic leukemia expresses a unique set of activated and targetable pathways. Haematologica. 2018. 103(12): 2069-2078.

Justiz Vaillant A.A., Stang C.M. Lymphoproliferative Disorders. StatPearls. 2023. (241):767-783.

Ismail ., Yaseen N., Al-Ansari N 6(p) is a rare aberration in Acute Lymphoblastic Leukemia: A case report. Iragi Journal of cancer and medical genetics. 2018. 193(4):157-160
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UvVOD

Epidemiologické studie vo svete potvrdzujd, ze karciném pliac (KP)
je nielen choroba 20., ale aj 21. storocia. Nadory plic mézu
vykazovat rozdielnu morfolégiu, t.j. histologicki heterogenitu a tiez

rozdielny stupen diferencidcie. Rozne studie zaoberajice sa
metabolickym pristupom poukazuji na zmeny vo vsSeobecnom

MATERIAL A METODY

* plazma z 2,5 ml periférnej krvi
* deproteinéicia plazmy na metabolomickd analyzu
*meranie vzoriek plazmy pomocou NMR spektroskopie

CHARAKTERISTIKA SUBORU

metabolizme u pacientov s nadorovym ochorenim. Krv ako délezity
posié me’tabolickej. ,informécie.a.pr(? fv?jl} relativne T'ahkd dostupnost 55 23 39
je vhodnym materidlom pre klinické stadie. a1 5 36
VYSLEDKY 34 16 18

Adenosquamoézny ca 2 0 2

Tab.’1' D|§kr|m|pacna analyza l’ia_ndom Fores_t aplikovana na binarne systémy, algoritmus 132 44 88
napajany relativhou koncentraciou metabolitov v plazme.
Kontroly 77 40 37

Obr. 1 Analyza PCA (vlavo) a PLS-DA (vpravo) pre pacientov
s pliucnymi metastazami na zaklade NMR, metabolomické udaje krvnej

rel. konc. metabolitov v plazme zoradené podla
dolezitosti
2

0,824 laktat, 3-hydroxybutyrat, kreatin, glukéza, citrat, acetat,

o a a o . . ., , lazmy.
uc/ 5 0,898 lipoproteinova frakcia, 2-oxoizokaproat, sukcinat, pyruvat, R 2
10 0,957
2 0,899 laktat, acetat, citrat, 3-hydroxybutyrat, kreatinin, 0 — E% PLS-DA
5! 0,937 pyruvat, 2-oxoizokaproat, sukcinat, kreatin, glukza » LAk o 7 @ [aNdoey -
{Aboeass Z w0 broant
) 10 0,956 ‘ o ‘ x M T 7 o (A8
vSetci 2 0,86 laktat, 3-hydroxybutyrat, citrat, kreatin, glukéza, pyruvat, z ) 2w § A
pacienti / 5 0,899 acetat, 2-oxoizokaprodat, sukcinat, alanin < w0 a o 10 A A
10 0,938 2 eV o -
2 0,542  vSetky metabolity mali vel'mi nizku délezitost 0 g £t 10 4 A A
5 0,562 s |8 3 % » addy
plicne 10 0,562 0 0 4
= »© h ) -0 20 o x
#CL(T0%) Component (32.9%)

oTab.2 Hodnoty metabolitov v plazme (p-hodnota < 0,0023 po Bonferroniho korekcii)
omedzi pacientami s KP a plucnymi metastazami iného pévodu oproti kontrolam.
o Percentualna zmena odvodena od medianov.* Signal NMR sa mierne prekryval.

nadory plac / kontroly plicne metastazy /
kontroly

Obrazok 2. PCA (vlavo) a PLS-DA (vpravo) analyzy systémov:

pacienti s malignym nalezom v pftcach proti kontrolam (vyssie)

a pacientom s rakovinou pl'uc (LC), pfacnymi metastazami (LM)

a kontrolam(nizsie), vykonané v Metaboanalyst 4.0 [16]. Oba algoritmy
boli napajané relativnou koncentraciou plazmatickych metabolitov
stanovenych NMR spektroskopiou.

p-value change / % p-value change/ %

p<0,0001 10 p<0,01 11 PR
p<0,0001 -27 p<0,0001 -35 ol °
p<0,0001 -15 p<0,0001 -15 -

p<0,0001 7 p<0,0001 15 ] : S
p<0,0001 28 p<0,0001 41 g % g
p<0,05 8 p<0,001 -15 - -
p<0,0001 -15 p<0.0001 -18 oW oW .
p<0,0001 21 p<0,0001 22

p<0,0001 9 p<0,0001 18 P PeA .
p<0,001 -10 p<0,001 11 1o | 34 . .
p<0,0001 -13 p<0,005 -11 .1 =
p<0,0001 20 p<0,0001 21 oy sy

p<0,001 -10 p<0,005 -6 I, i
p<0,0001 18 p<0,0005 22 7 ) e

li tei <0,0001 22 n.s. : P 0 e x 0w w m
p<0,005 27 p<0,001 21 s

ZAVER

NMR analyza krvnej plazmy ukazala zna¢nu metabolomicku blizkost pacientov s primarnym a sekundarnym karcinémom pltc. Metabolomicka podobnost bola pozorovana aj v skupine pacientov so sekundarnou
rakovinou plic bez ohladu na pévod rakoviny. Porovnanim so zdravymi kontrolami mozZno €ast pozorovanych zmien vysvetlit z hfadiska pritomnosti rakoviny a dal$ia ¢ast pozorovanych zmien je velmi podobna
zmenam pozorovanym po ischemickom poskodeni. Nahodny les vykonal rozli$enie oboch skupin od kontrol takmer idedlne s AUC nad 0,95, ked sa ako vstupné premenné pouZili relativne koncentracie metabolitov v
krvnej plazme. Co sa tyka hodnotenych metabolitov, dospeli by sme k zaveru, e maligne nalezy na plticach spdsobili metabolomické zmeny v krvnej plazme, ktoré nekorelovali s pévodom rakovinovych buniek. Zmeny
hladin plazmatickych metabolitov u pacientov s malignym nalezom na pltcach vykazovali znaky podobné tym, ktoré sa pozorovali v suvislosti s ischémiou.

Této praca vznikla vdiaka podpore viacerych grantov ako su: Agenttra pre vyskum a vyvoj & APVV15/0107, APVV 15/0217 a APVV 16-0033. Dalej bola spolufinancovana grantom VEGA 1/0310/21 a O eny Ir pre projekty:

Integrativna stratégia vo vyvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych nadorov a ich vplyv na kvalitu Zivota, IMTS:313011V446 (LISPER), spolufinancovany Eurépskym fondom regionalneho rozvoja.

Konflikt zaujmov: Autor daného posteru nema Ziadny finanény ani osobny konflikt zaujmov, ktory by mohol ovplyvnit obsah predkladaného materialu
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MozZnosti analyzy molekularnych biomarkerov v diagnostike a liecbe

onkologickych pacientov

Mgr. Lukas Sebest, PhD.; Mgr. Tomds Slamka; RNDr. Anna Kostrabova, PhD.; Mgr. Eva Krascsenitsové PhD.;
Mgr. Lenka Dolesovd, PhD.; RNDr. Regina Lohajové Behulové, PhD.
Oddelenie lekdarskej genetiky, Onkologicky Ustav sv. AlZzbety, Bratislava

XXXIV. I1zakoviéov memorial; 9.-11.10.2023; Stara Lesna, Hotel Horizont Resort

Délezitou sucastou personalizovanej mediciny onkologickych pacientov je analyza molekularnych biomarkerov. Klinicko-diagnosticka
prax ponuka Siroké spektrum molekularno-genetickych testov, pricom vaésinu molekularnych biomarkerov so schvalenymi terapiami je
mozné urcit pomocou tzv. jednogénovych testov (napr.: sekvenovanie prvej generacie, imunohistochemické vysetrenie (IHC), qPCR,
fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH) a SNaPshot analyza). Hlavnou nevyhodou tychto pristupov je ich obmedzeny rozsah a limitacia
v multiplexovani vzoriek.
Masivne paralelné sekvenovanie (MPS) postupne nahraddza pouzivanie jednogénovych testov, pretoZze dokaze simultdnne vysetrit' v
réznych typoch solidnych nadorov molekularne biomarkery v paneloch desiatok az tisicok génov a stanovit tak komplexny genomicky
profil (CGP). ESMO (European Society for Medical Oncology) v roku 2024 vydala odporu€ania na pouzivanie MPS pre pacientov s
pokrocilymi a/alebo metastatickymi nadormi, konkrétne pre nemalobunkovy karcindm plic (NSCLC), kolorektalny karcinom (CRC),
karcindm prostaty, ovarii, prsnika, Stitnej zlazy, cholangiokarcindm, gastrointestinalny stromalny tumor (GIST), sarkdm a karcinémy bez
znameho primarneho pévodu (1).

) |

MPS analyza panelu génov z nadorového tkaniva je v portfoliu vySetreni
pontkanych OLG OUSA od roku 2020, prisom pre bezni klinicko-
diagnostiku prax sa najviac osvedcila prave analyza mensich panelov génov
(cca 40 az 140 geénov), ktorymi je mozné detegovat jednonukleotidové
varianty, inzercie, delécie, génoveé prestavby alebo fuzie génov, fokalne

Somatické panely génov na OLG OUSA

2020 — Solid Tumor Solutions (STS; SOPHIA Genetics)
2020/2021 — TruSight Oncology 500 (TSO500; lllumina) - TMB
2022 — RNAtarget Oncology Solution (ROS; SOPHIA Genetics)
2023 — AVENIO Tumor Tissue CGP (Roche) - TMB

2024 — RNAtarget Oncology Solution — Custom Solution (RCROS;
SOPHiA Genetics)

2024 — Oncomine Precision Assay (OPA; ThermoFisher Scientific)
2024 — OncoDEEP (OncoDNA) — TMB; HRD

amplifikacie a zmeny poctu kopii (CNV) na urovni DNA aj RNA. V pripade
potreby analyzy zlozitejSich biomarkerov ako mutacna naloz nadoru (TMB)
alebo deficiencia homologickej rekombinacie (HRD) sa pristupuje k analyze
velkého panelu génov (viac ako 600 génov).

=~

Od zavedenia MPS analyzy panelu génov z nadorového tkaniva na OLG OUSA bolo takymto
spbésobom vySetrenych viac ako 700 pacientov so Sirokym spektrom onkologickych
ochoreni. V ramci tejto skupiny tvoria najpocetnejSiu skupinu pacienti s NSCLC (22%) a CRC

Diagnoézy vysetrenych
onkologickych pacientov

1%

1%,
2%
2%
3%/
3%
3%)
5%

(25% pre diagnézy C18.-, C19 a C20). Dalej nasleduji pacienti s karcinémom ovaria (9%),
Stitnej Zlazy (8%), prsnika (6%), endometria (5%), mozgu (3%), pankreasu (3%), pe¢ene a

vnutropeceriovych Zl€ovych ciest (2%), koze (2%), ZIEnika (1%) a sarkomom (1%).

*Zvysnych 13% tvori skupina pacientov s relativne zriedkavymi diagnézami (napr. karciném
priusnej Zlazy, slinnej Zlazy, jazyka, kosti), diagnézami pri ktorych zatial nie je v naSich
karcinom tenkého Creva,

pomeroch dopyt po MPS analyze panelu génov (napr.
retroperitoenia a peritonea, prostaty, zaludka) alebo diagnézou karcindmu bez udaju o
mieste/neznameho origa/metastazy, pri ktorych prave MPS analyza panelu génov méze
vyrazne napoméct k ich diferencidlnej diagnostike a pripadne posunut terapiu tychto

pacientov spravnym smerom.

Priklady molekula bi rkerov v zavislosti od n Y
NSCLC: EGFR, KRAS G12C, MET ex14 skipping, ERBB2, ERBB2 amplif., MET amplif., ALK fazie, ROS1 fuzie,
NRGT1 flzie
CRC: KRAS, NRAS, POLE, POLD1, ERBB2 amplif.
CA ovarii: BRCA1/2, HRD
CA stitnej 2fazy: RAS, RET, TERT, ALK fazie
CA prsnika: PIK3CA, AKT1, ERB2, BRCA1/2, PTEN, ESR1, ERBB2 amplif.
CA endometria: POLE, ERBB2 amplif.
Gliémy: IDH1/2, CDKN2A, CTNNB1, EGFR, ERBB2 amplif.
CA pankreasu: KRAS G12C, BRCA1/2, PALB2, ERBB2 amplif., ALK fuzie, ROS1 fuzie, NRG1 fuzie
CA zl€ovych ciest: IDH1, KRAS G12C, ERBB2, ERBB2 amplif., MET amplif., ALK fazie, ROS1 fuzie
Maligny melaném: KIT, NRAS, GNAQ, GNA11, SF3B1, BAP1, EIF1AX, CYSLTR2, ROS1 fazie, BRAF fuzie
Sarkémy: KRAS, HRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, FBXW7, CTNNB1, KIT, PDGFRA, CDK4 amplif., rézne fuzie
Tumor agnostické biomarkery (bez viizby na diagnézu): BRAF V600E, MS|, FGFR1/2/3 fuzie, NTRK1/2/3
fuzie, RET fuzie (4;5)

Na OLG OUSA pri hodnoteni a
interpretacii dokazanych molekularnych
biomarkerov. z nadorovych tkaniv
vychadzame % medzinarodnych
odporucani od organizacii ako ESMO
(1), NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) (2) a pouzivame
terapeuticky klasifikacny systém
somatickych variantov TIER (3), kde
interpretujeme len varianty so silnym
klinickym vyznamom TIER [A a IB, a
varianty s  potencialnym  klinickym
vyznamom TIER IIC a IID.

4

Vdaka komplexnejSiemu pristupu k analyze molekularnych biomarkerov z nadorovych tkaniv je mozné spolahlivejSie stanovit spravnu
diagndzu, odhadnut prognézu ochorenia a nastavit ¢o najucinnejsiu lieCebnu stratégiu, ¢im sa vyrazne redukuje miera vedlajsich ucinkov
a zvySuje ochota pacientov dodrziavat nastavenu liecbu.

Zoznam literatury:
1. Mosele, M. F., Westphalen, C. B., Stenzinger, A. et al. (2024). Recommendations for the use of next-generation sequencing (NGS) for patients with advanced cancer in 2024: a report from the
ESMO Precision Medicine Working Group. Annals of Oncology, 35(7), 588-606.
. https://www.ncen.org/guidelines/category_1

Autor tohto posteru nema
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obsah predkladaného
materialu.

. Li, M. M., Datto, M., Duncavage, E. J. et al. (2017). Standards and guidelines for the interpretation and reporting of sequence variants in cancer: a joint consensus recommendation of the
Association for Molecular Pathology, American Society of Clinical Oncology, and College of American Pathologists. The Journal of molecular diagnostics, 19(1), 4-23
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Charakterizace nového onemocnéni spojeného s de novo syntézou purint - deficitu PFAS

Vaclava Skopovél, Olga Souckoval? , Veronika Baresoval, Kyra Stuurman?, Ale§ Hnizda®, Stanislav Kmoch?, Jiff Zeman® a Marie
Zikanova'

1Klinika pediatrie a dédiénych poruch metabolismu 1.LF UK a VFN, Ke Karlovu 2, Praha

2Laboratof‘ i spel ie Pfirodovédecka fakulta UK, BIOCEV, Primyslova 595, Vestec
3Department of Clinical Genetics, Erasmus MC University Medical Center, Rotterdam, The Netherlands

Uvod: Metabolismus purinii:

Puriny jsou soucasti DNA a RNA, ATP a dal§ich molekul . Pfi zvySené potiebé jsou A Eas s SACANE i
prA SARTGARGART (o PES GART o PAIC 1 PALCS s Al CARADOAICAR S

syntetizovany de novo (DNPS) pomoci Sesti enzymt, které se shlukuji do multienzymového — /FAIC:.:ICN

" 7 g PR o D té: ind /s
komplexu — purinosomu. Patogenni varianty v genech kédujicich tyto enzymy jsou PRPP e FATIC
PR s P st NI q . IMP—_ Purin-

asociovany se tiemi dosud popsanymi autosomalné recesivnimi poruchami — deficity g . o Mikleotidovy

R-5P GMP | ADS| cyklus

/ inosin SAMP-% AMP

Recykladnil |
e:!.‘m;cmkhvp‘c:xamin SAdo

PAICS, ADSL a ATIC. Jejich klinicky projev zahrnuje piedev§im neurologické problémy

rizného stupng. Biochemicky je sniZena aktivita mutovanych enzymil, coZ vede k hromadéni Onemocnéni: |
e R - _— - PFASdeficit xantin Degradaéni
jejich substratt v télnich tekutinach pacientt. > PAICSdeficit |
- ADSLdeficit kys.mocova
- AICAribosidurie
o . HGPRTdeficit
Pripadovi studie a metody: PRPS superaktivita
Tato studie popisujc prvni dva znamé pfipady pacicntﬁ S patogcnnimi variantami v genu PFAS, Imunofluorescence - formovini purinosomu ve fibroblastech kontroly a pacienta 1. Obnova formovani

purinosomu u pacienta 1 po transfekei expresnim vektorem pro wt PFAS:

kodujicim fosforibosylformylglycinamidin syntazu (PFAS). Tento enzym katalyzuje ctvrty krok v

DNPS. Oba pacienti maji mirné klinické projevy veetn& pted¢asného narozeni, nizkého vzristu a ——
opakovanych epileptickych zachvati. Prvni pfipad byl zachycen cilenym biochemickym

screeningem meziproduktit DNPS v mocich déti s nespecifickymi projevy PMR, druhy metodou | .

WES. Dale byly provedeny funkéni studie metodami LC-MS/MS, HPLC, klonovéni a exprese,

imunofluorescence a Western blotu.

Vysledky: -

Pacient 1: je slozenym heterozygotem pro varianty PFAS(NM_012393.3): c.

681_689delCGAGCACAG, p.(Glu228_Ser230del) a ¢.2431C>T, p.(Arg811Trp), které -

vedou ke snizené aktivité enzymu PFAS (16% aktivity kontrol) a poruse formovani purinosomu —
ve fibroblastech. V moci a séru se hromadil FGAr, substrat pro PFAS enzym.

Pacient 2: je homozygotem pro vzacnou variantu PFAS(NM_012393.3): ¢.792C>G, p. > .

(Asn264Lys). U tohoto pacienta nebyl k dispozici material pro stanoveni aktivity PFAS ani pro

screening metabolitl, ale rekombinantni mutovany Flag PFAS N264K protein vykazoval

snizenou aktivitu PFAS na 11% aktivity Flag PFAS_wt proteinu. Ep—

Rodokmen pacienta 1: Koncentrace FGAr v mo¢ich Koncentrace FGAr v séru

kontrol (C), pacienta 1 a kontrol (C), pacienta 1 a

jeho sourozenci: jeho rodicu:
- .
20 ? —— .
. Struktura enzymu
g™ PFAS, oznadeni
é 150 - 4 pozic mutaci:
3 3
(E’ S0
E 2
10
'
s
o ° — -
C 1 N2 n3 c n1 o112 Zaver:
Popisujeme nové geneticky podminéné onemocnéni , deficit PFAS. Piestoze
Western blot pacienta 1: Aktivita PFAS enzymu SF Aktivita rekombinantnich pIsy g yp ’
kontrol (C) a pacienta 1: enzymii PFAS nesoucich funkéni studie potvrdily patogenitu identifikovanych variant v genu PFAS,
- mutace pacientii 1 a 2:
o 2001 pacienti oproti o¢ekavani zalozeném na dosud popsanych poruchach DNPS,
5 @ 200
O ®©
=g nevykazovali vazné neurologické problémy. Tato situace je unikatni a vyvolava
5 «
O = kDa 1504 < s g . . e s 21 e
GART w= w 150 . otazky, jaké mechanismy je mohou ochranit pfed neurologickym postizenim.
z 3 . . .
PFAS WD = 2 3 Dlouhodobé sledovani téchto pacientti a dalsi studium enzymu PFAS, jeho
o 1004
p— © 3 . . . By o
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% SILNA GENETICKA KAVA /kazuistika/

Tomasova R.), Paucinova 1.11), Kovacova E.(), Dolesova L.
(Woddelenie lekarskej genetiky, FNsP Zilina, @0ddelenie lekarskej genetiky, OUSA Bratislava,

POPIS PRIPADU

Vysetrenie 11/2023: {'J
e 41 r. pacientka odoslana urolégom pre recidivujici zhubny nador

obli¢ky /zistené 1x ako u 30-roénej/ (5 |J_-| é * é) E
* Sledovana onkolégom a nefrolégom pre st.p.resekcia renis 1.sin

pre svetlobunkovy renalny karcinom; angiologom pre varixy;
hematalégom pre sy lepivych dosticiek.

* U brata retinitis pigmentosa

* Pozititivna rodinna anamnéza nadorovych ochoreni /ca prsnika/

* V OA infertilita: 8x sp.Ab do 10tt; 1x sp.Ab v 20tt, 1XGEU l l l l l lll (5 |J_-|é>3

MATERIAL / METODY A VYSLEDKY / NALEZY

CYTOGENETIKA FISH

s ?
‘ ’ -
g §E 3
s
20 ue - o Q 1]
iR 3% 48 BE &% 8% 28
e " 3
g 88 &8 g3 a2 &®
- — 1820
K we '
-5 &
s AY on  Ba &8
METODY VYSLEDKY
Cytogenetika 72 hod. kultivacia lymfocytov PK t(18;20)(q11.2;p11.2)
G-band analyza chromozémov
Array CGH PB-Array CGH GenomeScreen /PK v EDTA/ Negat. /bez chromoz. imbalancii/
M - FISH Celochromozémové sondy XCP 18 /s.green/, XCP 20 /s.orange/ t(18;20)
PK 72h./
Klinicky exdm virtudlny panel pre hereditarne onkologické ochorenia Negat. /bez variantu s patogén.efektom/
NGS (3+36 génov)
virtualny panel retinitis pigmentosa (57 génov) Patogénny variant c.3262C>T v géne IMPG2

v heterozygotnom stave

ZAVER

* Detegovali sme reciproku translokaciu t(18;20)(q11.2;p11.2), ¢im sme odhalili pravdepodobn pri€inu infertility u
probandky, nakolko zisteny CG ndlez patri do skupiny translokacii s vysokym rizikom abortov.

* Detegovali sme patogénny variant c.3262C>T v géne IMPG2 v heterozygotnom stave, ktory je asociovany s autozomovo
recesivnou Retinitis pigmentosa typ 56, ako aj autozomovo dominantne dedicnou makularnou dystrofiou typu 5.

* Konkrétny hereditarny nadorovy syndrém sme u pacientky nepotvrdili.

Nemam Zziadny finanény alebo osobny konflikt zauimov, ktory by mohol ovplyvnit obsah predkladaného materidlu.
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Je variant ¢.25G>A v géne DRD3 v spojitosti
s esencialnym tremorom rizikovy?
Vasil, M."; Latka, S.Z Sliz, 1.2 Tomasikova, L. Skovranek, M.3; Chamilova, J.*

Ambulancia lekarskej genetiky Humenné, Unilabs Slovensko, s. r. 0."; Genetické laboratérium Banska Bystrica,
Unilabs Slovensko, s. r. 0.2; Univerzitna nemocnica L. P, Kosice?; IN MEDIC, s. r. o., Bardejov*

UVOd: Autori opisuju ndlez u 57-rocnej pacientky so symtomatoldgiou esencidlneho tremoru (ETM1, #190300). Heterogenita
esencialneho tremoru je znacna, zahfiia aj ETM2 (602134), ETM3 (611456), ETM4 (614782), ETM5 (616736), ETM6 (616736). Hlavnym
znakom esencidlneho tremoru je posturdlny tremor pazi, ale moze byt zapojena aj hlava, nohy, trup, hlas, celust a tvarové svaly. Tento
stav sa moéze zhorSovat emdciami, hladom, Unavou a extrémnymi teplotami. Autozomalne dominantna dedi¢nost moze byt zistend vo
vacsine rodin (Higgis a kol.).

Material a metody: U pacientky (K. A) bola urobend extrakcia gendmovej DNA a priprava vzorky na analyzu
bola uskutocnend podla pokynov vyrobcov. Analyza kodujlcej oblasti (vrdtane zostrihovo relevantnych Usekov: -10/+10
bp) génu DRD3 (NM_000796.6) pomocou priameho sekvenovania bola realizovand na pristroji Genetic Analyzer 3500xL
Dx (Thermo Fisher Scientific Inc.). Ziskané data boli analyzované s vyuzitim programu Geneious Prime® (Biomatters Ltd.)
a databazy RefSeq (PMID: 26553804)

VYSIGdky: Pacientku (K. A.) na vy$etrenie odporucil neuroldg. Uvadza tras ruk pri ¢innostiach.
V spoloc¢nosti sa vzhladom na tras nevie najest, polievku musi jest chytenim lyZice do hrsti. Tras
sa zhorsuje v strese. Tras ruk sa zacal vo veku cca 25 rokov, od veku 55 rokov sa zhorsil. Chodza
posobi stabilne.

Priame sekvenovanie: Vo vzorke bol v géne DRD3 detegovany variant ¢.25G>A (p.Gly9Ser)
v heterozygotnom stave.

Segregacna analyza: Dcéra probandky, ktord ma 38 rokov, uvadza, Ze pri sUstredeni sa jej roztrasie
ruka, ked nieco nesie, bol u nej zisteny variant c.25G>A (p.Gly9Ser) v heterozygotnom stave v géne
DRD3. U rodic¢ov probandky sme vySetrenia urobit nemohli, uz zomreli. Obidvaja rodi¢ia mali pri

¢innostiach pritomny tras ruk.

Diskusia: Hlavnym znakom esencidlneho tremoru je posturalny tremor pazi, méze byt zapojend aj hlava, nohy, trup, hlas, ¢elust
a tvarové svaly. Tento stav sa mdze zhorSovat emdciami, hladom, Uinavou a extrémnymi teplotami. Nachylnost na dedi¢ny esencialny
tremor -1 (ETM1) je spdsobena varidciou génu DRD3 (OMIM, *126451) na chromozome 3q13. (OMIM #190300).

Nasa pacientka uvadza tras ruk pri ¢innostiach. V spolo¢nosti sa vzhladom na tras nevie najest, tras sa zhorSuje v strese. Tras sa
zacal vo veku cca 25 rokov. Od veku 55 rokov sa tras obidvoch ruk zhorsil. Polievku must jest chytenim lyzice do hrsti. V ambulancii bol
pritomny tras ruk obojstranne. Udava znizenu svalovu silu v rukach. Chédza pdsobi stabilne.

USG vysetrenim boli zistené drobné cysty obliciek obojstranne v centrdlnom echo komplexe do 6 mm (Duldkova, 2023). Nefrologickym
vysetrenim je bez proteinurie glomerularna filtrdcia v norme (Fulopova, 2023). Nélezy nesvedcia o tom, Ze by ovplyviiovali zdravotny
stav.

Viysledok ziskany priamym sekvenovanim informuje o pritomnosti variantu ¢.25G>A (p.Gly9Ser) v heterozygotnom stave v géne DRD3.
Z dostupnych databdz (napr. ClinVar) sa uvddza 1x ako pravdepodobne benigny, 2x ako benigny a 2x ako rizikovy faktor, ktory sa moze
podielat na esencidlnom tremore. Autori predpokladaju, Ze uvedeny variant je rizikovy v spojitosti s esencidlnym tremorom. Vhodné je
dalSie sledovanie pacientky.

Zéver: Autori opisuju ndlez esencidlneho tremoru u pacientky s autozomdlne dominantnym charakterom tazkosti (probandka,
rodi¢ia probandky a dcéra probandky). Predpokladaju, ze na tazkostiach sa méze podielat variant ¢.25G>A (p.Gly9Ser) v heterozygotnom
stave v géne DRDS. Vhodné je dalsie sledovanie.

Literatara:
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Mabryho syndrom - zriedkavy (nedostatocne rozpozndvany?)
monogénovy geneticky syndrom asociovany s epilepsiou

S. Vogelovd', L. Wachsmannovd 2, G. Krasfianskd 2,3, M. Konecny 2,3

1 Ambulancia lekarskej genetiky, GHC Genetics SK, s.r.o., Poliklinika Kloko¢ina, Nitra
2 Laboratérium genomickej mediciny, GHC Genetics SK, s.r.o., Vedecky park UK,

GHC GEMETICS SK 3 Ustav bioldgie a biotechnoldgie, Oddelenie Bioldgie, Fakulta prirodnych vied,

Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave.

Uvod:

Mabryho syndrom (Syndrom mentalneho postihnutia s hyperfosfataziou) — predstavuje zriedkavé, geneticky
podmienené ochorenie s autozémovo recesivnou dedi¢nostou, s odhadovanou prevalenciou 1:1 000 000
(Orphanet). Jednd sa o geneticky heterogénnu poruchu s popisovanymi patogénnymi DNA variantmi v
siedmich kauzalnych génoch PGAP2, PGAP3, PIGL, PIGO, PIGV, PIGW, PIGY, ktoré su zapojené do biosyntézy
glykofosfatidylinozitolu. Ochorenie je fenotypovo charakterizované zavainym oneskorenim vo vyvoji,
intelektovym postihnutim, epilepsiou, hyperfosfataziou a facidlnou dysmorfiou.

Case report 1 - Natasa Tatiana V.

Z anamnézy: 2.5-r. pacientka z 1. gravidity (ablsus nikotinu u
matky pocas 6 mesiacov gr.), pérod SZ, PH/PD:3420g/49cm,
AS:9/10, po porode bez adaptacnych problémov, nedojcena.

V 9. mesiaci Zivota vySetrend neurolégom pre plagiocephaliu,
pozorované zaostavanie v PMV (lozenie od 11.m., chédza od
16.m.).

Od 28. mesiaca veku lie¢ena pre epilepsiu.

MRI vys. mozgu: viacpocetné drobné nespecifické [ézie
obojstranne v hlbokej bielej hmote - nejasnej etioldgie.
Neurologické vys.: brachycephalia, OH:49cm, zlezané zahlavie,
hyperaktivna, vzdorovitd, chédza bipedalna, plantigradna. Zaver:
generalizovand epilepsia.

Laboratérne vysetrenie: ALP 17.62 ukat/L

Z odbornych vys: mikrocytova hypochrémna anémia

Porucha spéanku, veseld povaha.

Objektivne vysetrenie: 90-92cm/16kg, OH:50cm, dieta v pohybe,
hyperaktivne, re¢ viazne, postoj a chédza bez zjavnej patoldgie.
Postava sumernd, proporcionalna, klinodaktylia malickov bilat.,
kratSie distalne ¢lanky prstov ruk, hypoplazia nechtov na rukéach a
nohéch. Plagiocephalia, naznacené antimongoloidné post. o¢i,
strabizmus L.sin., hypertelorizmus, plné lica, Siroké Usta, tenké pery,
prominujica brada, slinenie.

Genealogickeé vySetrenie: konsangvinita medzi rodiémi negovana.

o

Case report 2 - Viktéria C.

Z anamnézy: 13-m. pacientka z 1. rizikovej gravidity po IVF
(preeklampsia u matky) rodend sekciou v 32.g.t.
PH/PD:1700g/44cm, OH:31cm, AS:7/9. Dieta po vybaveni kriesené,
napojené na nCPAP, prechodne s potrebou oxygenoterapie. Nov.
ikterus s potrebou FT. Dieta dojéené, ockované.

Od 4. mesiaca pre hypoténiu RHB Vojtovou metédou, oneskoreny
PMV.

Od 8. mesiaca liecena pre epilepsiu — generalizovana epilepsia s
motorickymi aj nemotorickymi zachvatmi, EEG negat.

MRI mozgu: minimalne oneskorend myelinizacia bielej hmoty
mozgu, periventrikuldrna leukoencefalopatia bilat., priestrannejsie
subarachnoidealne priestory FTP bilat.

Laboratérne vySetrenie: ALP 20.41...19.05 ukat/l

Objektivne vys.: 78cm/9kg, OH:44.5cm, dieta pokojné, usmievave,
Stvornozkuje. Na DK hypoplazia nechtov, plagiocephalia, vysoké
Celo, hypertelorizmus, epikanty bilat., oéné S§trbiny mandlového
tvaru, dlhé mihalnice, Siroky nosovy mostik, obld nosova Spicka,
plné lica, dysmorfné uska ulozené nizSie.

Genealogické vysSetrenie: konsangvinita medzi rodiémi negovana.

Vysledok genetickej analyzy

Gén Ref. sekvencia cDNA zapis Protein. zapis Zygozita dbSNP ID Patogenita

PIGV NM_017837

Zaver

c.1022C>A  p.(Ala341Glu) HOM

rs139073416 5

Molekularno-genetickou analyzou sme u oboch nasich pacientiek pochadzajicich z nitrianskeho regionu
preukazali identicky geneticky nalez - patogénny (missense) variant v géne PIGV v homozygotnom stave,
ktory asociuje s Mabryho syndrémom typu 1 (HPMRS1). Konsangvinita medzi rodi¢mi bola v oboch
pripadoch negovana. Na zéklade nalezu mbézeme predpokladat zvySenu frekvenciu variantu v slovenskej
populdcii.

Vzhladom k uvedenému odporu¢ame u deti so zaostavanim v psychomotorickom vyvoji, s epilepsiou a
facialnou dysmorfiou doplnit vySetrenie alkalickej fosfatazy, v pripade jej elevacie odp. DNA analyzu
panelu génov asociovanych s Mabryho syndrémom.

Fotografie zverejnené so sthlasom zakonného zastupcu
Nemam potencialny konflikt zaujmov.
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Pacientka s aceruloplazminémiou a dedicnou hemochromatoézou. ‘\@ES )

Uriupraits Kowsgngusho
v Bestinlave

Dolezitost modernej DNA diagnostiky
pri diagnostickych dilemach.
Mgr. Andrea Zatkova, PhD.!, RNDr. Zuzana Pés, PhD."2, MUDr. Helena Glasova, PhD.2, Doc. RNDr. Jan Radvanszky, PhD.124
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1) Ustav klinického a translacného vyskumu, Bi UstavSAV, Bratislava, Slovensko
2) Geneton, s.r.0., Bratislava, Slovensko
3) Katedra klinickej farmakolégie Lekarskejfakulty Slovenskej zdravotnickej univerzity v Bratislava, Slovensko

4) Vedecky park, Univerzita Komenského v Bratislave, Bratislava, Slovensko

Uvod Kazuistika a vysledky

Zelezo je zivotne dolezity stopovy prvok, ktory zohrdva klticovi Glohu pri prenose kyslika,
oxidacnom metabolizme, bunkovej proliferacii a mnohych katalytickych reakciach. Mnozstvo
Zeleza v ludskom tele je potrebné udrZiavat v idedlnom rozmedzi - jeho nedostatok alebo
nadbytok ma Skodlivé Gcinky na organizmus. Hemochromatéza (HHC) a aceruloplazminémia
(ACP) sa lisia genetickymi pri¢inami, mechanizmom vzniku pretaZenia Zelezom ako aj
klinickymi prejavmi.

66 rocna pacientka s chronickou mikrocytovou anémiou, nizkou hladinou
sérového Zeleza, nizkou saturiciou Zeleza, zvySenym sérovym feritinom
a viacerymi neurologickymi problémami (Tabulka 1) — s pritomnostou
zachvatovych stavov popisanych ako zvysend nervovosvalova drazdivost.

Priamy geneticky test na HFE varianty potvrdil homozygotnost pre znamy
variant p.H63D (Tabulka 2) a bola stanovena diagnéza HHC. Dalsie vy3etrenie
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pretaZzenia zelezom

Metodika

WGS bolu uskutoénené formou sluiby v Beijing Genomics Institute (BGI), Cina, sekvenaéna
platforma DNB-SEQ, 2x150, pokrytie 30x. Ziskané tdaje boli spracované cez bioinformaticky
pipeline pomocou integrovaného suboru vypoétovych nastrojov s nazvom Snakelines [5] -
zahffia mapovanie C¢itani pomocou BWA-MEM na GRCh38 a DeepVariant na volanie SNV
variantov a kratkych indelov. Triedenie a deduplikdcia zarovnanych ¢itani sa vykonala pomocou
programu Sambamba [6]. Na anotaciu a interpretaciu identifikovanych variantov sme pouzil
program Qiagen Clinical Insight Interpret Translational (QCIT) (verzia 9.2.1.20231012). Pouzili
sme viaceré filtre na identifikaciu a prioritizaciu variantov spojenych s pozorovanym fenotypom a
génmi zapojenymi do metabolizmu Zeleza podla Gdajov z dostupnej literatury.

Zaver

Tabulka 2

Variant p.H63D je zndmy ako patogénny variant s vyrazne zniZzenou penetranciou,
pricom len u malej casti homozygotov (aj zloZzenych heterozygotov
p.H63D/p.C282Y) sa vyvinu klinické priznaky HHC [4]. Aj u nasej pacientky fenotyp
ACP vysvetluje vacsinu jej klinickych priznakov (Tabulka 1).

Vzhladom na intoleranciu venepunkcie (kvoli anémii) sa u pacientky zacala
chelatacna liecba deferasiroxom, doplnend o zinok, vitamin E a silymarin.
Pacientka je tiez sledovana multidisciplinarne (hepatoldg, hematolég, diabetoldg,
kardiolég, neuroldg, oftalmolég) a bola primerane poucend o moznosti
neurologickych priznakov v budicnosti.

Nedavno bol na Slovensku popisany pripad ACP bez neurologickych priznakov [3]
(hom CP variant p.G555E). Poc¢as 21 mesiacov trvania liecby chelatazou autori
pozorovali pokles sérovej koncentracie feritinu bez zniZenia depozitov Zeleza v
mozgu na magnetickej rezonancii. Pacient vo veku 43 rokov bol nadalej bez
neurologickej a psychiatrickej symptomatoldgie. Tieto pozorovania demonstrujd
vyznam véasnej diagnostiky v eSte neurologicky asymptomatickom stadiu.

Ak sa pri testovani na HHC genotypizuje HFE gén a identifikuje sa homozygotnost pre p.H63D, EASL [1] odporuca vysetrit na dalie environmentélne & genetické rizikové faktory na
vysvetlenie fenotypu pretazenia zelezom. Metodika WES/WGS sa aj v nasom pripade osvedCila ako schopna odhalit varianty vo v3etkych génoch zapojenych do reguldcie homoeostazy
Zeleza. Podla nasich vedomosti je nasa slovenska pacientka celosvetovo prvym hlasenym pripadom s geneticky potvrdenou ACP aj HHC. Aj ked' kauzélna terapia ACP v sticasnosti nie je k
dispozicii, ciefom opatreni ma byt predist rozvoju klinickych désledkov, resp. pokusit sa zastavit progresiu ochorenia a zlepsit kvalitu Zivota. U nasej pacientky budeme sledovat dlhodoby
efekt chelatacnej terapie. Na Slovensku st potrebné vypracovat usmernenia pre starostlivost o pacientov s ACP.

Granty: VEGA-2/0114/24a VEGA-2/0146/23
Autori tohto posteru nemaju zZiadny finan¢ny alebo osobny konflikt zaujmov,
ktory by mohol ovplyvnit obsah predkladaného materialu.

Pouzitd [1] EASL guidelines J Hepatol (2022) 77: 479-502
literatdra [2] Marchi et. Front. Neurosci. (2019) 13:325
[3] Ondrejkovicova et al. BMC Gastroenterol 2020; 20: 95
[4] Gochee et al. Gastroenterology 2002;122: 646-651
[5] Koster a Rahmann. Bioinformatics (2018) 34: 3600
[6] Tarasov et al. Bioinformatics (2015) 31: 2032-2034
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MaterniT - historie a soucasnost

Zemanek Michal', Zapletal Michal', Hiirkova Véra’, Loucky Jaroslav'’

1Vase laboratore s.r.0., U Lomu 638, ZIin 760 01 | 2 PREDIKO, s.r.0., Le3etin 1/6966, Zlin 760 01

D e aboratoe g et
L centny

4]

prof. Dennis Yuk Ming Lo Spolupracujici centra na mezinarodni InFANet studii.

oV roce 1997 byly poloZeny prvni zaklady k neinvazivnimu prenatalnimu
testovani (NIPT). ZaslouZil se o né prof. Dennis Yuk Ming Lo (1),
molekuldrni biolog z hongkongské univerzity.

+ Prvni popis ndlezu cirkulujici volné fetdinf DNA v krvi matky.
Mimaobunétnd fetdini DNA (cfDNA) mé placentdmf pivod - uvoliiuje
se 7 bunék trofobalastu. Na celkové mimobunécné DNA se cfDNA podilf
5-25 % (v prdméru okolo 10 %).

+ Vletech (2008-2011) se spolecnosti Imalab s.r.0. (v soucasnosti Vase
laboratofe s.r.0.) a Centrum prenatalni diagnostiky Prediko, s.r.0. zapojily
do mezindrodni validacni studie (InFANet Study) (2).

+ Cil studie — jak lze wyuZit volnou fetdini DNA v prenatalni diagnostice.
Studie se zcastnilo celkem 27 center 7 celého svéta.

+ Vysledek studie — moZnost detekce vybranjch chromosomainich
aneuploidif.

. ﬁﬁen 2011 - uvedeni na trh 1. komercniho testu (MaterniT 21,
Sequenom, skupina LabCorp) pro zjisténi Downova syndromu (T 21).
Diky spoluprdci na validacni studii se nam podafilo v roce 2012
nabidnout tento test téhotnym Zenam, jako prvnimu centru
v (R (Imalabs.r.o.).

+ Rok 2013 prines! rozsiteni nabidky vySetrent zjistujfc Pataudv syndrom
(T 13), Edwardstv syndrom (T 18) a panel pohlavnich chromosom
(SCA panel).

* Vroce 2014 byl do nabidky NIPT tesd zahrnut Visibil T test, ktery
zahrnuje detekci pouze Downova a Edwardsova syndromu a pohlavi.

Prehled nabizenych testdi MaterniT (Sequenom laboratories, LabCorp).

MoZnost

provedeni

od (tyden
téhotenstvi)

Vhodny pro
vicecetné
téhotenstvi

Nazev testu

s = Integrated
N4 ﬁ'!-GEI'ﬁgT?’"S .

PREDIKC —  imimaniic

MDD FETAL N
Schéma volné cirkulujici fetalni DNA v krvi matky.

Konec roku 2015 - nové nabizeny nejobsahlejsi test (MaterniT
GENOME) (3), ktery umi detekovat navic i aneuplodie celého genomu,
prebyvajici/chybéjici geneticky materidl >7 Mb a nékolik vybranych
mikrodelecnich syndrom.

Rok 2018 - ukonceni nabidky testu VisibilT (mald poptdvka vzhledem
ke konkurenci).

Rok 2019 - Pocet test{i provedenych v laboratofich Sequenom
7a 8 let pesahl 1 000 000 testdi (4).

Konec roku 2022 - Pocet testd provedenych v laboratofich Sequenom
presahl 3 000 000 testdi (interni informace LabCorp).
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s naslednym statistickym zpracovanim.

Cely proces vyuiiva pro zpracovanf vzorkdi platformu lllumina.
Délka zpracovani trvd obvykle 3-5 dnd a ndsledné

jsou uvolfiovany vysledky.
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na www.maternit21.cz
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Forma
prezentace
vysledku

Vydani
vysledku (dny)

V3echny chromozomy
+ 8 mikrodelecnich syndromi
Prebytecné nebo chybéjici
mnozstvi chromozomalniho
materidlu s rozlisenim > 7Mb

Do 7 pracovnich dni
od doruceni vzorku
do laboratofe

Pozitivni / negativni 18400 K¢
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syndrom X,Y
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Do 7 pracovnich dnf
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Introduction

Purine metabolism is an essential biochemical pathway crucial for various fundamental biological processes.
Purines, the building blocks of DNA and RNA, also play roles in energy transfer as components of ATP and
GTP molecules and as cofactors. They are synthesized, recycled, and degraded within the cells to maintain a
balanced purine pool.

Among the disorders associated with de novo purine synthesis (DNPS), three congenital defects have been
described: adenylosuccinate lyase (ADSL) deficiency [OMIM 103050], AICA-ribosiduria [OMIM 608688] and
aminoimidazole ribonucleotide carboxylase (AIRC)/ phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide
synthase (SAICAIRS) (PAICS) deficiency [OMIM 619859]. ADSL deficiency and AICA-ribosiduria (AICAR
transformylase/IMP cyclohydrolase (ATIC) deficiency) are characterized by the accumulation of neurotoxic
metabolites, leading to a range of neurological impairments.

To date, there has been only one documented case report of two siblings from the Faroe Islands affected by
PAICS deficiency with a homozygous missense variant in PAICS (NM_001079525.2):c.158A>G p.(Lys53Arg).
The pregnancies associated with these cases were characterized by polyhydramnios and intrauterine
growth retardation. The affected infants exhibited severe and multiple malformations leading to early death
based on progressive hypotension and hypoxia.

In this study, we present two siblings with compound heterozygous variants in PAICS gene. These cases
exhibited a less severe phenotype characterized by progressive cerebral atrophy, early-onset epileptic
encephalopathy, psychomotor retardation, as well as retinopathy, thus broadening the clinical spectrum
of this rare disease. For the first time, we conduct a metabolic analysis in body fluids of patients with PAICS
deficiency, extending beyond previous research that was limited to model cell lines. This analysis is
instrumental for the targeted screening of this disease from patient body fluids, offering a significant
advancement in diagnosing and understanding PAICS deficiency.

Brain images and fundus photos

(A-C) Brain image changes in patient 1 axial MRI at 3
months of age. Axial Tl-weighted MRI image (A)
revealed visible myelination of only the posterior limb
of the internal capsules (arrowheads), enlargement of
the ventricles, chronic subdural effusion predominantly
in the frontotemporal region, and widened Sylvian
fissures with failed operculization. These features were
also evident in axial T2-weighted imaging (B-C). (D-J)
Axial MRI and MRS in patient 1 at 7 months of age. Axial
T2-weighted imaging revealed more extensive cerebral
atrophy and hyperintensities observed in both frontal,
temporal areas and the putamen (arrowheads) (D-E).
Diffusion-weighted imaging (DWI) demonstrated
restricted diffusion coefficients at both globus pallidum
(F), both cerebral peduncles (G), and the central pons
(H). Magnetic resonance spectroscopy (MRS) of
metabolites at long TE showed reduced NAA/Cre and
NAA/Cho ratios, elevated Cho/Cre ratio, and the
presence of lactate duplets (arrowheads) (J-J). (K-L)
Axial MRI in patient 1 at 13 months of age. Axial T2-
weighted imagin of g revealed rapidly atrophy of
cerebrum accompanied by notable subdural effusion.
(M-N) Brain image in patient 2 at the age of 1 year. Axial
T2-weighted imaging revealed poor myelination of the
anterior limb of the internal capsules (arrowheads),
enlargement of the ventricles, cerebral atrophy with
frontotemporal predominance, and widened Sylvian
fissures with failed operculization. (O-R) Fundus photos
of patient 2 at the age of one year and patient 1 at the
age of 7 years. The pictures showed significant retinal
pigmentary changes and atrophy in the macular area in
bilateral eyes, suggesting the presence of macular
dystrophy (O, P). Similar but more pronounced and
extensive features of the fundus were also observed in
patient 1 at the age of 7 and a half years, implying a
deteriorating disease course (Q,R).

PAICS deficiency and accumulation de novo purine synthesis intermediates.
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Iglycil ide riboside (FGAr), aminoimidazole riboside (Alr), carboxyaminoimidazole riboside (CAlr),

riboside (SAICAr),

aminoimidazolecarboxamide riboside (AICAr)

and formylaminoimidazole-

carboxamide riboside (FAICAT) were quantified with LC-MS/MS in the plasma and urine of patients. Concentrations of all DNPS
intermediates were significantly increased in patients” urine compared to control samples. In plasma samples from affected individuals,
concentrations of all intermediates except of AICAr were also significantly increased compared to control samples.

‘Western blot analysis in skin fibroblasts
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WB revealed a decrease in PAICS ATIC
and PFAS content, while the content
of PPAT was increased. The content of
other DNPS enzymes was similar to
that in control fibroblasts. Protein
amounts were normalized to GAPDH
and actin.

Primary antibodies: anti-PPAT rabbit
polyclonal (ARP46079, Aviva), anti-
GART mouse monoclonal
(H00002618-BO1P, Abnova), anti-PFAS
rabbit polyclonal (ARP46181, Aviva),
anti-PAICS mouse monoclonal
(TA501470, Origene), anti-ADSL rabbit
polyclonal (HPAO00525, Sigma), anti-
ATIC mouse monoclonal (ab33520,
Abcam), anti-HPRT rabbit polyclonal
(GTX113466, GeneTex), anti-GAPDH
mouse 1gM  monoclonal (G8795,
Sigma), and  anti-actin  rabbit
polyclonal (A2103, Sigma).
Peroxidase-conjugated secondary
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Structural positioning of mutations in PAICS

in fibroblasts and bi

PAICS enzyme

The effect of identified
variants was assessed
using available crystal
structure of PAICS (PDB
ID  2H31). Structural
models were visualized
using Pymol Viewer
(Schrodinger).

Three subunits of PAICS
octamer are in different
color. SAICARs active
site is highlighted by
spheres. Positions of
mutations are  high-
lighted in red color.

goat i 1gG
(Sigma) and IgM (Pierce) and goat
anti-rabbit IgG  (Thermo  Fisher
Scientific).

Blue native electrophoresis of PAICS.
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Recombinant maltose-binding-PAICS fusion protein
was expressed in E.Coli, purified on amylose resin
and cleaved with Factor Xa protease. Products of
cleavage were separated on BN-PAGE, blotted and
immunodetected with anti-PAICS antibodies. The
wild-type forms two high molecular weight
structures. Both, S179P and R403Ter proteins,
individually as well as in mixture, predominantly
form a higher molecular weight structure, unlike the
K53R PAICS. The MBP represents immunodetection
signal of the recombinant maltose binding protein
devoid of PAICS.

Immunofluorescent detection of PPAT and GART in skin fibroblasts.

Patients and control
skin fibroblasts were
cultured in  purine-
depleted medium and
in both cases PPAT co-
localized with GART in
finely granular
cytoplasmic structures
that are characteristic
of purinosome bodies.
Colocalization  values
are converted to
pseudo color, with the
scale displayed in a
corresponding lookup
table (LUT) at the
bottom right.
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PAICS enzyme activity was not detectable in skin fibroblasts compared to controls. Enzyme
activity of mutated maltose binding-PAICS fusion proteins MBP-PAICS_S179P, MBP-
PAICS_R403Ter and MBP-PAICS_K53R were reduced compared to the wild type to 76, 21 and
12%, i The MBP activity of the i maltose binding protein
devoid of PAICS. Standardized boxplot graphs with box from the first to third quartiles,

Results

Whole exome sequencing identified compound heterozygous variants PAICS NM_001079524.2 c.535T>C (p.Ser179Pro) and PAICS
NM_001079524.2 ¢.1207C>T (p.Argd03Ter), which disrupt the enzyme’s function and structural integrity, significantly affecting its
octameric assembly. In contrast to the previous publication, we performed a metabolic analysis of patient body fluids, where we detected
an accumulation of Alr and CAlr, the dephosphorylated substrates of the PAICS enzyme. The stability study of Alr and CAlr in urine showed
that they are less stable than other DNPS metabolites, yet they remain detectable in patients. Despite the low PAICS enzyme activity in the
fibroblasts of affected individuals, we observed the formation of purinosome.

whiskers to minimum and maximum, and all displayed points, and the median by

aline.

Conclusion
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In conclusion, this study provides new insight into PAICS deficiency through the investigation of two Taiwanese siblings with severe
phenotypes. By identifying and characterizing rare variants in the PAICS gene, we have expanded the understanding of the clinical, genetic,
and biochemical spectrum of the disorder and demonstrated the importance of this research. The introduction of the first metabolic
analysis confirmed the applicability of LC-MS/MS as a cost-effective diagnostic method. The purinosome formation even at reduced
enzyme activity levels, underlines the essential role of the PAICS enzyme in metabolic processes.
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