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ProcC by nés}méla genetika vubec zajimat?
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Diagnostické centrum pro MH v Brne

Klinika détské anesteziologie
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ECC = Excitation—Contraction Coupling.
Spojeni excitace-kontrakce je fyziologicky proces premeény elektrického
podnétu na mechanickou odezvu. Je to spojeni (transdukce) mezi akCnim

PatOfYZiOIOg ie M H potencidlem generovanym v sarkolemu a zacatkem svalové kontrakce.
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Diagnosticky algoritmus

Klinické podezreni
na MH
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Jak se MH pacient na genetiku dostane?

1. Susp. MH epizoda — lékar, ktery ji diagnostikoval anebo 1é¢il nahlasi pacienta do Diagnostického centra MH
v Brné a doda veskerou dokumentaci + vyplnény Dotaznik k DNA Analyze RYR1 genu

2. Diagnostické MH centrum doporuéi spravny a individualné upraveny diagnosticky postup
3. Pri odivodnéném podezieni je indikované genetické vysetieni
4. Pacient ma 2 moznosti

« Muze se dostavit pfimo na Oddéleni Iékarské genetiky FN Brno, kde je genetické diagnostické centrum pro
MH. DalSi informace a terminy konzultace pro pacienty domluvite na tel. €. 532 234 490.

« Muze se dostavit na pracovisté lékarské genetiky v misté bydlisté. Seznam pracovist Iékafské genetiky k
nalezeni zde: https://new.slg.cz/pracoviste/ka/

5. Zadanka neni nutna, postaduje |ékafska zprava z pracovisté, které susp. MH stanovilo a mail z Centra MH, kde
byla potvrzena indikace k vySetreni.

6. Klinicky genetik vyplni s pacientem indika¢ni dotaznik, informovany souhlas pacienta a pfislusnou Zadanku
k molekularné genetickému vysetreni, zajisti odbeér krve a odesle material k DNA analyze do laboratofe OLG FN
Brno. Adresa: Oddéleni lekarské genetiky FN Brno — PDM, Cernopolni 9, 613 00 Brno

7. VySe uvedené dokumenty: Dotaznik k DNA Analyze RYR1 genu, Zadanka k molekularné genetickému
vySetifeni a Informovany souhlas pacienta jsou k dispozici volné ke stazeni na https://www.fnbrno.cz/detska-

nemocnice/oddeleni-lekarske-genetiky/dokumenty-ke-stazeni/t4146
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Kde a co hledame?
Gene defects affecting ..ECC cycle
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Mutations in RYR1
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Aktualni seznam diagnostickych mutaci dle
European Malignant Hyperthermla Group (EMHG)

Exon

Mucleotide
c103T=C
cl30C>T
C.487C>T
C.4BBG>T
c.742G=C
cT742G=4A
c.982C>T

cl021G=A
cl021G=C
c120C>T
c1209C>G
c1565A>C
c1589G>A
c1597C>T
c15398G>A
c1654C>T
c1840C>T
CIB8MG>T
c.e487C>T

C.64B8G=A

C.6502G=A

C.6617C>G

Aminecacid
p.Cys35Arg
p.Arg44Cys
0.Arg163Cys
0.Arg163Leu
p.Gly24BArg
p.Gly24BArg
D Arg328Trp
p.Gly34Arg
p.Gly34Arg
p.Arg401Cys
p.le403Met
p.Tyr5225er
p.Arg530His
p.Arg533Cys
0.Arg533His
p.Args52Trp
D.Arg614Cys
0.Arg614Leu
p.Arg2163Cys
p.Arg2163His
pVal21e8Met
p.Thr2206Arg

24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48

43
44
44
44
44
45
45
45
46
46
46
46
46
47
47
47
63
87
100
100
100
101
101
101
102

c.Bel7C>T
c.7007G>A
c.7042_7044del
c.7048G=A
c7063C>T
c.7124G>C
C.72B20G=A
c7300G>A
c.7304G>A
c.7354C>T
c.7360C>T
C.7361G=A
c7372C=T
c.7373G>A
c7B22C>T
c.7522C>G
C.7523G>A
C.9310G>A
cN9B9G>T
C.14387A>G
c14477C=T
c14497C>T
c14512C>G
c14545G=4
c.14582G=>4
c14693T>C

pThr2206Met
p.Arg2336His
p.Glu2348del
p.Ala2350Thr
p.Arg2355Trp
p.Gly2375Ala
p.AlaZ2428Thr
p.Gly24344Arg
p.Arg2435HIs
pArg2452Trp
p.Arg2454Cys
p.Arg2454His
p.Arg2458Cys
p.Arg2458His
0.Arg2508Cys
p.Arg2508Gly
p.Arg2508His
p.Glu3104Lys
p.Gly3930Val
p.Tyrd4796Cys
p.Thr4826lle
p.His4833Tyr
p.Leu4838val
p\al4849lle
p.Arg486iHis
0.le4898Thr

Mutations in CACNAI1S

« p.Argl086HIs €. 3257G=A

« pArg174Trp c.520C>T

Celkem toho Casu
48 diagnostickych

mutaci na RYR1 a
2 ha CACNAI1S




Jaké mame moznosti
geneticke diagnostiky?

*MLPA - 1. diagnosticky
krok

 MLPA® (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) je multiplexni metoda PCR
detekujici abnormalni pocet kopii az 50
ruznych genomickych DNA nebo RNA
sekvenci, ktery je schopen rozlisit sekvence
liSici se pouze v jednom nukleotidu.

« Firemne dodavany pfichystany MH panel pro
31 mutaci.

+ relativné rychle a lehce
- omezeny zachyt mutaci
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Jaké mame moznosti geneticke diagnostiky?

* Hot spots sekvenace —
2. diagnhosticky krok

« Rekombinacni hotspoty jsou oblasti v
genomu, které vykazuji zvySenou miru
rekombinace vzhledem k neutralnimu
oCekavani. Mira rekombinaci v hotspotech
muze byt stokrat vysSi nez v okolni oblasti.

 Na RYR1 testujeme 22 exonu
* Na CACNALS testujeme 2 exony

+ relativné lehce, relativné finanéné dostupné a
dobry zachyt

- nezachyti vzacné mutace mimo zkoumane
regiony
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Jaké mame moznosti geneticke diagnostiky?
*NGS (NextGenSeq) .

' Genomic DNA b " Genomic DNA

sample g libraries =3
q SN

s Fragmentation and e
adaptor ligation

» Sekvenovani nové generace je nova
metoda pro sekvenovani genomu pfi vysoké |
rychlosti a nizkych néakladech. Je také znama \
jako sekvenovani druhé generace (SGS) nebo . p
masivné paralelni sekvenovani (MPS). l

" Variants ' ' Enrichment of target regions

 Jednotlive geny nebo celogenomové, véetné — |

intronu 24 PCR-based q%:"s

rT capturef

» Odhali spoustu variant nejasného vyznamu = ' Hybridization

based capture
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» Musi se interpretovat pomoci tzv. In silico analyz

s . A
Massive parallel sequencing

( Bioinformatic
data analysis

+ nejveétsi zachyt

- cena, obtizna interpretace a Casova nakladnost

Sequence
reads

? Jaké je jeho misto v genetickém diagnostickém | .

algoritmu?




Jak diouho to trva?
A jake vysledky Ize ocekavat?

- MLPA + Hot spots —cca 3 — 4 meésice
- NGS - cca 6 mésicu

- Pri detekci konkrétni diagnostické mutace Ize MH na zakladé genetického nalezu
potvrdit = GENETICKA Dg. MH

- Kdyz vim, jakou konkrétni mutaci v rodiné hledam, tak se déla tzv. Scoring, ktery trva
cca 1 mesic

- Na zakladé negativniho genetického vysetreni nelze MH vyloug€it — nezpochybnitelny
vyznam IVCT.

- Pomeérneé siroka seda zona, kdy Casto nalézame varianty potencionalné patogenni,
nejasné patogenity, pravdépodobné benigni nebo polymorfizmy...

- Existuji presne dana kritéria pro mutace https://www.emhg.org/genetic-scoring-matrix
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https://www.emhg.org/genetic-scoring-matrix

Diagnostika MH v CR v éislech

Pocet hlaseni v souvislosti s MH celkem 269
IVCT celkem 225: 57 MHS, 10 MHEc, 37 MHEh, 121 MHN

152 MH rodin celkem 32 Pozitivnie
68 Pozitivhich rodin
84 Negativnich rodin

36 Pozitivnich rodin s mt

53 % geneticky informativnich 84 Negativnich rodin

(ve svété dle literatury cca 60-70 %)

V ceské populaci prokazano:
12 diagnostickych variant RYR1 z celkem 48 na RYR1, 0 diagnostickych na CACNALS




MH Kazuistika 1

RA: matka méla 3x CA - bez komplikaci, OA: v 9/97 prodélal operaci cysty na krku - bez
komplikaci.

Il U bratrance ditéte je potvrzena progresivni svalova dystrofie - M. Duchenne !!!

OA: Po Gvodu do anestezie (Halotan+ SCCHJ) bigeminie bez reakce na léébu, anestezie
ukoncCena, ventilace 100%02, arytmie trva témeér 90 min, pretrvava farmakologicky utlum,
dlouho se obnovuje spontanni dechova aktivita. TT 37,0 °C béhem anestezie, po CA 38,2°C v
m.m. Po obnoveni spontanni ventilace dité soporosni, pfedano na ARO. Zde nutna péce o volné
dychaci cesty (vzduchovod, Esmarchuv hmat), distancni inspiraéni stridor. Aplikovan Dantrolen
bolus a dale kontinualne, Solu-Medrol, Heparin, AT IlI.

Tachykardie 162/min, TK 120/70, SpO, 96% pfi oxygenoterapii. Pozitivni volny myoglobin v séru,
v mocCi neprokazan. Slovné uvedena vyrazna respiracni acidosa, hyperkapnie, konkrétni hodnoty
neuvedeny.

Détsky pacient — IVCT podstoupili rodice / 2004 — geneticka diagnostika jesté omezené /
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08/2019 NGS
Nalezena CACNALS mut — c.4601G>A, p.R1534Q

MH Kazuistika 1 potencionalné patogenni, zatim neni na seznamu EMHG
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MH a CCD like myopatie - Kazuistika 2

RA: bezvyznamna

OA: p.hm. 2400/45, byl kfiSen, v porodnici pedes calcaneovalgi, flekéni kontraktury kycli a kolen,
motoricky vyvoj opozdén. Sledovan na neurologii a RHB, cvi€i Vojtu. Pfijat na ortopedii k operaci
talus verticalis v 12/2002, kdy jesté nechodi. Sledovan dale na alergologii - Zyrtec gtts 5-0-5. Mél
opakované vysoké teploty 41 °C. Pri anginach mél i febrilni kiecCe.

Uvod do anestezie Halotanem (max 2,5%), pokus o intubaci v hluboké inhal. anestezii pro
antepozici neuspésny, pridan SCCHJ 10mg - poté vyrazny trismus, bradykardie. Prodychavan
02, po odeznéni SCCH zacina spontanné ventilovat, pfidan Rapifen a Thiopental, zaintubovan a
vykon proveden v TIVA (Diprivan, Sufenta, AIR/O2). Pacient dale hemodynamicky stabilizovan,
bez arytmii, zaznamenan mirny vzestup EtCO2, ktery Ize slusné kompenzovat hyperventilaci. Po
vykonu na kanyle predan na ARO. Mirna respiraCni acidoza korigovana bikarbonatem i.v. Do
hodiny extubovan, normoventilace, jen hodné zahlenény. Pooperacni monitorace vitalnich funkci,
kontrola laboratornich markerd.

genu pro dystrofin. Neurolog. dg. CCD




MH a CCD like myopatie - Kazuistika 2
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Shrnuti

 Hledame mutace v RYR1 genu pro ryanidinovy receptor av CACNA1S genu
pro dihydropyridinovy receptor

« Seznam diagnostickych mutaci dostupny na webu EMHG
+ 1. krok MLPA, 2. krok Hot spots sekvenace ~ mmmmmmmp  NGS?

+ Genetické vySetreni je miniinvazivni — pouze odbér venézni krve
+ Pri nalezeni diagnostické mutace lze prokazat MH bez provedeni IVCT
+ Podstatné méné zatézujici pro diagnostiku v rodiné

- Vysledek neni dostupny ihned, ale trva nékolik mésicu
- Pri nenalezeni diagnostické mutace nelze MH vyloucit — potreba doplnit IVCT




Odber svalu vs. odber krve
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Dekuji za pozornost
Snad nejste jiz maligné prehrati... ©
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% AKUTNECZ®

yedr's
ODBORNY PROGRAM A REGISTRACE XI. KONFERENCE

AKUTNE.CZ

25.9.2019...sejdeme se na AKUTNE.CZ... Podé&kovani partnertim XI. konference AKUTNE.CZ

Dovolujeme si pozvat vsechny priznivce akutni
mediciny na XI. konferenci AKUTNE.CZ, kterd se
bude konat v sobotu 16. listopadu 2019 v Brnév

prostordch Univerzitniho kampusu Bohunice.
Registrace na konferenci bude zahdjena 2.

| letos pro Vas pfipravujeme nékolik paralelnich sekci: Détska anestezie a intenzivni péce, POJDTE Sl
HRAT!!! aneb HRACKY pro anesteziology, Porodnicka anesjille a analgezie, Sekce mladych anesteziologl a

intenzivistl a samozrejmé nelékafska paralelni sekce.

Fijna 2019. V pfipadé zdimu o zruseni jiz Registrace na konferenci bude zahdjena 2. Fijna 2019. Registrace na workshopy
existujici registrace nds prosim informujte na e- bude ndsledné zpristupnéna pod stejnymi prihlasovacimi udaji 15. Fijna 2019.

mail sekretariat@akutne.cz.



