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A Novel Gene Containing a Trinucleotide Repeat
That Is Expanded and Unstable
on Huntington’s Disease Chromosomes
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The Huntington's Disease Collaborative Int

o et S Huntington's disease (HD)is a progressive neurcdegener-

ative disorder characterized by motor dlslyrbaqce, cogni-
tive loss, and psychiatric manifestations (Martin and Gu-
sella, 1986). It is inherited in an autosomal dominant
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Summary

* George Huntington - w 1872 r. artykut ,,On chorea” w Medical and Surgical Reporter

postepujaca neurodegeneracyjna choroba o péznym poczatku

monogenowy (gen HTT), autosomalny (4p16.3) dominujacy wzor dziedziczenia

czestosé wystepowania 3 - 7 na 100.000 oséb w populacji europejskiej







Kariotyp meski
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Rodzaje badan molekularnych w kierunku HD (dostepne w IPiN)

DIAGNOSTYCZNE
wykonywane u pacjentow z klinicznym rozpoznaniem HD

PRZEDOBJAWOWE
dla osdb petnoletnich z 50% jak i 25% ryzykiem zachorowania

PRENATALNE
analiza DNA ptodu jezeli jedno z rodzicow ma chorobotwoérczy allel
(poprzedzone analiza DNA matki i ojca)

Badania dostepne poza IPiN

PREIMPLANTACYJNE

analiza DNA z komorki zarodka poprzedzajaca jego transfer do
macicy — w procedurze zaptodnienia in-vitro
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Podtoze genetyczne choroby Huntingtona
Czynnik etiologiczny:

mutacja dynamiczna w obrebie genu HTT
- zwielokrotnienie sekwencji CAG poza zakres prawidtowy

Gen HTT
Ekson 1 Ekson 67
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[ CAG CAG CAG CAG CAG ]

W zakresie chorobotwdrczym charakteryzuje sie wiekszag
hiestabilnoscig w miare wydtuzania rejonu powtorzen.



Diagnostyka molekularna w HD

= PCR obszaru | eksonu przy uzyciu starteréw taczacych sie z
sekwencjami flankujacymi rejon powtorzen (CAG),

= rozdziat elektroforetyczny produktow PCR

= ustalenie liczby powtorzen (CAG)
Gen HTT

Ekson 1 Ekson 67
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wielkosé produktu PCR (bp) - dtugosé starteréow HD1/HD3 (47 b
(CAG)n= P (bp) g (47 bp)
3




Analiza regionu
powtérzen CAG

w genie HTT -
standardowa reakcja PCR

z wykorzystaniem znacznikow
fluorescencyjnych
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Uzupetniajace badania molekularne w chorobie Huntingtona
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Ekson 1 Ekson 67
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REAKCJA RP-PCR (Repeat Primed PCR)

* zmodyfikowana reakcja PCR — zastosowanie 3 starterow
* metoda posrednia, jakosciowa — brak mozliwosci okreslenia liczby
powtorzen CAG

* produkty reakcji tworzg ciggta ,drabinke” — w przypadku patogennej
ekspansji (CAG)n

* stosowana do weryfikacji podejrzenia klinicznego HD u dzieci —
dziecieca i mtodziencza postac HD
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Interpretacja wynikow badan molekularnych w HD

10-35 (CAG), - zakres prawidiowej liczby powtorzen

= 36 (CAG), - patogenna ekspansja

27-39 (CAG), - ,problematyczna” interpretacja wynikow

allele posrednie - zawieraja 27-35 powtdrzen CAG, osoba z takim
allelem moze przekaza¢ do nastepnego pokolenia gen ze
zwiekszona, do zakresu patogennego, liczba (CAG),,

ale nie jest zagrozona zachorowaniem na HD

allele o ,,niekompletnej penetracji” - zawierajg 36-39 (CAG),
wysokie ryzyko zachorowania na HD, wynik wymaga
interpretacji w kontekscie historii rodzinnej
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HTT (CAG)n > wiek zachorowania na HD

skomplikowane modele matematyczne

Czynniki modyfikujace wiek zachorowania:

* genetyczne ~25.000 genow!!! (szczegodlnie do liczby powtorzen ponizej 44CAG)
— o0sobniczy polimorfizm genetyczny
— oddziatywania huntingtyny z innymi biatkami w komorce
wspotwystepowanie innych choréb
styl zycia
Srodowiskowe
zdarzenia losowe
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m EUROPEAN HUNTINGTON'S DISEASE NETWORK

EHDN Grupa Robocza

GENETIC TESTING AND COUNSELLING GROUP

* jakosc i standardy diagnostyki molekularnej

* procedury w poradnictwie genetycznym HD




Rekomendacje dla laboratoriow genetycznych - standardy i procedury

* laboratorium powinno sie upewnic¢ czy skierowanie na badania
przedobjawowe pochodzi od genetyka klinicznego, ktory zna standardy
poradnictwa w HD

* wynik badania powinien byC zawsze wysytany do lekarza kierujacego,
ktory podczas wizyty w Poradni Genetycznej omawia wszelkie jego
aspekty




Wymogi przedanalityczne - badanie diaghostyczne

Identyfikacja pacjenta (Zlecenie badania laboratoryjnego)
nazwisko i imie
imiona rodzicow
data urodzenia
pteé

Wywiad kliniczny (Wskazania do wykonywania badania)
wiek zachorowania
obraz kliniczny
wywiad rodzinny (rodowdd, dane o innych czionkach
rodziny dotknietych choroba)

SWIADOMA ZGODA PACJENTA NA BADANIA GENETYCZNE
(podpisana przez pacjenta i lekarza)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z 21 stycznia 2009

Zmieniajgce rozporzadzenie w sprawie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw
diagnostycznych i mikrobiologicznych.

Dz.U. 09.22.128 z 11 lutego 2009




Etemeete

Wymogi przedanalityczne - badanie przedobjawowe

Badania przedobjawowe — procedura prowadzona wytacznie
przez Poradnie Genetyczna

Ustalenie czy Poradnia ma zdefiniowang procedure w takich przypadkach:
- minimum 3 wizyty
- pobranie probki na 2 wizycie

WczesSniej stwierdzona mutacja u kogos z rodziny (dostep do prébki lub
wyniku z akredytowanego laboratorium)

Pobranie dwéch niezaleznych prébek krwi
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Wymogi przedanalityczne - badanie prenatalne

Informacja o rodzicu-nosicielu mutacji (genotyp)
Kopia wyniku badania genetycznego
Probki DNA od obojga rodzicow

Zgoda na badania

* J]aboratorium powinno otrzymac prébke krwi po urodzeniu/usunieciu cigzy
w celach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci




LABORATORIUM GENETYCZNE

* Poddawanie sie zewnetrznej kontroli jakosci EMQN
(The European Molecular Genetics Quality Network)

* Utrzymywanie wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci,

opracowanie procedur diagnhostycznych
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