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Souhrn

Cilem prace je seznamit s klinicko-genetickymi charakteristikami u Huntingtonovy nemoci v reprezen-
tativnim vzorku ceské populace a poukazat na pfinos genetického testovani i jeho uskali. Huntingto-
nova nemoc (HN) je autozomalné dominantné dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni s nastupem
v dospélosti, podminéné expanzi CAG repetice v kdduijici oblasti genu IT 15. Od roku 1994 bylo pro-
vedeno 629 genetickych testll: 567 diagnostickych, 61 presymptomatickych a jeden prenatalni. Dia-
gnosticky test potvrdil klinickou diagnézu HN u 72,5 % pacient(. Ve dvou pfipadech byla prokazéna
novd mutace. Pri pozitivni rodinné anamnéze byla diagnéza konfirmovana u 95 % pacientd, pri ab-
senci familidrniho vyskytu byl test pozitivni u 18 % pacientd, v pfipadé nejasnych anamnestickych tda-
jU se jednalo 0 HN v 60 %. To doklada piinosnost DNA analyzy jako suverénniho nastroje diferencialni
diagnostiky. Presymptomaticky test dokoncila cca 1/3 Zadatell v riziku onemocnéni HN. Ve 40 % byl
vysledek pozitivni. Akceptace presymptomatického testu cinila 4 % predpokladané rizikové populace,
prenatélni diagnostika byla zadana zcela vyjimecné. K nizkému vyuziti prediktivnich testd vede rozpor
mezi moznosti presné molekuldrné genetické diagnostiky a chybénim efektivni terapie HN.

Abstract

The aim of research is to present clinical-genetic characteristics of Huntington’s disease in a repre-
sentative sample of Czech population, and to show the benefit of genetic testing and its difficulties.
Huntington'’s disease (HD) is an autosomally dominant hereditary neurodegenerative disease with its
onset in adulthood conditioned by the expansion of CAG repeat in the coding area of gene IT 15.
Since 1994, there have been carried out 629 genetic tests: 567 diagnostic, 61 presymptomatic and
one prenatal tests. The diagnostic test confirmed the clinical diagnosis of HD in 72.5 % patients.
A new mutation was demonstrated in two cases. With positive familial history, the diagnosis was con-
firmed in 95 % patients, in the absent familial occurrence the test was positive in 18 % patients, in
the case of unclear anamnestic data HD was the problem in 60 %. That has shown the benefit of
DNA analysis as a masterful tool in differential diagnostics. The presymptomatic test was completed
by about 1/3 of applicants in the risk of HD development. The result was positive in 40 %. The accep-
tance of presymptomatic test made 4 % of supposed population at risk, prenatal diagnostics was re-
quired quite exceptionally. The low utilization of predictive test is caused by the discrepancy between
the possibility of precise molecular-genetic diagnostics and the absence of an effective therapy for HD.

Autofi dékuji za spolupraci vsem doporucujicim neurologickym, psychiatrickym a genetickym pra-
covistim a Spole¢nosti pro pomoc pfi Huntingtonové chorobé (www.huntington.cz).
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HUNTINGTONOVA NEMOC: ZKUSENOSTI'S GENETICKYM TESTOVANIM V LETECH 1994-2005

Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je povazovéana
za jednu z nejzavaznéjsich genetickych po-
ruch s nastupem v dospélém véku. Obvykle
zacind nendpadnymi motorickymi sympto-
my nebo psychickymi zménami, nasledova-
nymi progresivni choreou, psychiatrickymi
poruchami a kognitivnim deficitem. Prevalen-
ce v rtiznych populacich evropského ptvo-
du je nejcastéji uvadéna v rozmezi 5-10 na
100 000 obyvatel [1]. Pfed nalezem geno-
vé mutace byla diagnéza HN zaloZena na
pfitomnosti klasické triddy: progresivnich
choreatickych dyskinéz a demence pfi pozi-
tivni rodinné anamnéze. Huntingtonova ne-
moc je autozomalné dominantné dédicné
onemocnéni, zplsobené expanzi (CAG)n
trinukleotidové repetice v prvnim exonu HN
genu, plvodné zvaného IT-15, lokalizova-
ného na 4. chromozému v pozici 4p16.3
[2].

HN patfi do skupiny tzv. ,tripletovych
onemocnéni”, kterd se stéle rozrlsta a za-
hrnuje dalsi neurodegenerativni onemocné-
ni [3]. Repetice obsahuje 6-26 tripletd CAG
u normalnich, stabilnich alel, 27-35 CAG
u dlouhé normdlni alely, s mozZnosti expanze,
zvlasté pfi paternalnim prenosu, 36-39 CAG
opakovani u expandované alely s reduko-
vanou penetranci a 40 a vice CAG u plné
penetrantni mutované alely. Mutace je ne-
stabilni a zejména pfi otcovské transmisi
muZe dojit k prodlouZeni (CAG)n sekvence
s postizenim potomkd v mladsim véku —
anticipace [4,5,6]. U jedince s 35 a méné
opakovanimi tripletu CAG nebyla dosud
nikdy spolehlivé zaznamenana HN. Nehle-
dé na urcité tézkosti, spojené s klinickou
a prognostickou interpretaci nélezu alel,
nesoucich 27-39 opakovani (intermediarni
alely, ,Seda zdna”), se genetické testovani
osvédcilo jako cenny diagnosticky nastroj
neurologu, psychiatr a genetik(. Specifici-
ta a senzitivita testovani byla ovéfena na
rozsahlém celosvétovém vzorku nemocnych
[7]. Pocet CAG repetic negativné koreluje
s vékem nastupu priznakd, avsak odpovida
jen za cca 70 % variance véku nastupu [8].

Objeveni genu pro HN v roce 1993 [2]
vedlo k rychlému rozvoji molekularné gene-
tickych testd, schopnych potvrdit klinickou
diagnézu u pacienta a identifikovat nosice
mutované alely mezi jedinci v riziku. Pre-
symptomatické testy jsou spojeny s fadou

zévaznych psychosocidlnich dopadl a etic-
kych aspektd a jsou provadény pouze u zle-
tilych osob na jejich vlastni Zadost [9]. Aby
byly zajistény standardni podminky a pre-
deslo se mozné Ujmé v pripadé prediktivni-
ho testovani, doslo k vypracovani jednotné
strategie predtestovych konzultaci, prova-
dénych béhem nékolika mésict pred vlast-
nim vysetfenim [10].

Prezentované vysledky odrazeji 11letou
systematickou praci prazského multioboro-
vého tymu, konstituujicho se od pocétku
v blizké soucinnosti se svépomocnou Spo-
le¢nosti pro pomoc pfi Huntingtonové cho-
robé (SPHCH), zaloZenou roku 1991. Cilem
svépomocného hnuti je poskytovat vsestran-
nou podporu a pomoc pacientlim a jejich ro-
dindm, zlepSovat informovanost rodin i ve-
fejnosti o viech aspektech HN a pfispivat
ke zkvalithovani komplexni péce. SPHCH
vydava fadu informacnich materialt véetné
periodického zpravodaje, 2krat rocné pora-
dé vikendové edukacné rekondic¢ni setkani
¢lent rodin a provozuje pujcovnu zdravotnich
pomducek. Kooperace odbornikd s SPHCH
jim zajistuje velmi pfinosnou zpétnou vaz-
bu, kterou mohou reflektovat ve své praci.

Cilem prace je popsat distribuci (CAG)n
repetice v souboru pacientd se suspektni HN,
seznamit s vysledky diagnostickych testd, ko-
relovat klinické a genetické charakteristiky
u pacientd s konfirmovanou diagnézou HN
a zjistit akceptaci prediktivniho testovani.

Soubor a metodika

Od roku 1991 byl ve spolupraci se svépo-
mocnou organizaci zaloZen registr Citajici
cca 500 rodin s HN. Zajistujeme genetic-
ké testovani HN metodou pfimé mutacni
analyzy od roku 1994 prakticky pro celou
Ceskou republiku s vyjimkou olomouc-
kého regionu. Celkem bylo provedeno
629 molekuldrné genetickych testd, z toho
561 diagnostickych a 62 prediktivnich. Do-
porucujicim lékafem byl nej¢astéji neurolog
(42,1 %), déle genetik (23,1 %) a psychiatr
(23,9 %). V 10,9 % se bud' vyjimecné jed-
nalo o jiného lékare, avsak prevazné slo
0 presymptomaticky test na vlastni Zadost
osoby v riziku.

Testovany soubor tvofilo 43 % muzd
a 57 % Zen. Vék néstupu prvnich priznakl
se pohyboval od 8 do 74 let (pramér
43,1 £ 13,4), pficemz vétsina spadala do

obdobf 23 a7z 59 let. Pramérny vek pfi dia-
gndze HN byl 49,7 £ 12,1 roku.
Genomova DNA byla extrahovana z lym-
focyt periferni krve, event. amniocytl stan-
dardni vysolovaci technikou [10]. Oblast
CAG(n) repetice byla amplifikovana modifi-
kovanou PCR metodou podle Warnera [11].
Byly pouzity primery pro CAG a CCG poly-
morfizmus. Primery pro CAG polymorfizmus:
HD1 FAM 5'-ATGAAGGCCTTCGAGTCC
CTCAAGTCCTTC-3'
HD3 5'- GGCGGTGGCGGCTGTTGCTG
CTGCTGCTGC-3'
Primery pro CCG polymorfizmus:
HDA HEX 5. Byly pouZity primery '-GCA
GCAGCAGCAGCAACAGCCGCCA-3’
HDB 5-GCGGCGGCTGAGGAAGCTGA
GGAGG-3'

PCR probihala v 25 pl reakéni smési:
50-500 ng DNA, 2,4 pmol kazdého primeru,
1x MBI Fermentas pufr, 3mM MgCl2, 16uM
dNTP, 0,6 % glycerolu a 3U Tag DNA Poly-
merazy. Po zahfati na 96 °C 4 minuty na-
sledovalo 34 cyklt 30 s 940C, 30 s 700C,
30 s 720C, na zavér 10 minut 72 °C. PCR
produkty byly zpracovény na sekvendtoru
ABI PRISM 310 pomoci fragmentacni ana-
lyzy s pouzitim polymeru POP-4. VVzorek byl
smichan se smési deonizovaného formami-
du a interniho standardu (2 : 12). Nasledné
po elektrokinetickém nasati vzorku probi-
hala kapilarni elektroforéza s konecnou
fluorescencni detekci. Jako internf standard
byl pouzit Tamra 500 s korekci na externi
kontrolni vzorek o znamém poctu repetici.

Povolena odchylka vysledku je do 1 repe-
tice pfi alele do 40 repetic a do 3 repetic pfi
expandované alele o vice nez 40 repeticich.
Molekuldrné geneticka laboratof prochazi
externi kontrolou kvality, kazdoro¢né orga-
nizovanou EMQN - The European Molecu-
lar Genetics Quality Network [13].

Molekularni testy byly provadény bud' dia-
gnostické (u symptomatickych jedinct) ne-
bo prediktivni: presymptomatické (u osob
v riziku) a prenatéini (u plodu v riziku). Tes-
tovani probihalo v souladu s mezindrodnimi
doporucenimi [14,15] na zakladé pisemné-
ho informovaného souhlasu.

U kazdého pacienta bylo zaznamenéno
pohlavi, vék nastupu, charakter inicidlnich
pfiznakd a rodinnd anamnéza a velikost
repetice. Data byla obvykle ziskdna ze
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zdravotni dokumentace nebo pomoci ci-
lené vypracované privodky k zasilanému
materidlu (krev nebo izolovand DNA), mé-
né ¢asto pfimym interview s pacientem ne-
bo jeho rodinnymi prislusniky.

Pri statistickém zpracovani dat bylo pro
srovnani distribuce ve skupinach pouzito
Mannova-Whitneyova dvouvybérového po-
fadového testu, y* testu, dale byla provede-
na linedrni regresni analyza a vypocet kore-
la¢niho koeficientu determinace.

Vysledky

Diagnostické testovani

Celkem bylo pfimou DNA analyzou vy3et-
feno 567 pacientll s podezienim na HN,
61 osob v riziku a 1 plod. Klinicka diagnéza
byla potvrzena u 411 nemocnych (72,5 %).
Z toho celkem 402 osob (97,8 %) neslo plné
mutovanou alelu, 9 pacientll mélo expan-
dovanou alelu v rozmezi redukované pene-
trance (36-39 repetici). V souboru pozitivné
testovanych pacientt bylo 40 dvojic pfibuz-
nych 1. stupné (rodi¢ — dité, sourozenci),
7 trojica 1 pétice pribuznych 1. stupné. Hun-
tingtonovu chorobu bylo mozno pokladat
za vyloucenou celkem u 156 osob, pficemz
138 (88,5 %) z nich mélo obé alely s méné
nez 27 repeticemi a 18 osob (11,5 %) mé-
lo 1 z normdlnich alel v mutabilnim rozme-
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1941 ‘ 1944
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Schéma 1. Rodokmen s novou mutaci paternalniho plvodu. Sipkou je ozna-
¢ena nemocna probandka s novou mutaci.

zi. Ve 2 pfipadech byla u pacienta zjisténa
novd mutace paternalniho pavodu, kdy
zdravy otec nesl jednu alelu v mutabilnim
pasmu (28 repetici) (schéma 1) nebo v pas-
mu redukované penetrance (38 repetici).
Otcové byli jesté ve véku 93 a 68 let bez
pfiznakl onemocnéni, paternita byla
potvrzena.

PInd mutace se pohybovala od 40 do
81 opakovani tripletu CAG s medidnem 45.
Neexpandovana alela ¢itala od 8 do 26 re-
petici s medianem 18. 27 pacientl s 1 ale-
lou v pasmu kompletni penetrance mutace
(40 a vice) mélo druhou alelu v mutabilnim
pasmu nebo v oblasti redukované pene-
trance mutace, pficemz horni mez byla
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Tab. Prehled konfirmace diagnézy HN ve vztahu k familidrnimu vyskytu.

Huntingtonova nemoc

Rodinnd anamnéza potvrzena vyloucena
pozitivni 342 (100 %) 324 (94,7 %) 18 (5,3 %)
negativni 116 (100 %) 21 (18,1 %) 95 (81,9 %)
nejasna 109 (100 %) 66 (60,5 %) 43 (39,5 %)
Celkem 569 411 156

37 repetici (alelickd kompozice pacienta
37/43). V dostupné dokumentaci pacienta
nebyly shledany zadné fenotypové na-
padnosti oproti klasickému obrazu nemoci
ani vyskyt HN v obou parentélnich liniich.
V souboru nebyl zjistén zadny nositel dvou
pIné mutovanych alel.

Distribuce normalnich a mutovanych alel
s vyznacenim prechodné ,3edé zény” je
demonstrovana na schématu 2.

CAG a vék nastupu

Byla prokdzana vyznamnd inverzni korelace
mezi poctem repetici expandované alely a ve-
kem nastupu prvnich pfiznakt (p < 0,001,
r=-0,61). Pfed 20. rokem zivota onemoc-
nélo 12 pacientt (juvenilni forma) a repre-
zentovali 3,3 % vsech pacientd s expanzi.
Repetice trinukleotidu CAG se u nich pohy-
bovala od 44 do 81 opakovéni s medidnem
56. Celkem 10,5 % nemocnych mélo
pozdni formu Huntingtonovy choroby (nad
60 let), pficemZ expanze byla v rozmezi
40-55 repetici, s medidnem 41.

Familiarni vyskyt HN

U 80,8 % pacientd byly ziskany udaje ro-
dinné anamnézy (RA) ve smyslu potvrzeni
nebo vylouceni parentdlniho pfenosu.
U zbyvajicich pacientt byla RA nejasna (ne-

znalost zdravotniho stavu rodic¢d nebo je-
jich pfedcasné umrti, atypicka symptomati-
ka rodicovského onemocnéni, event. uve-
deni jiné diagndzy, kterd mohla byt fales-
nd). V piipadé jasného familidrniho vyskytu
HN byla diagnéza potvrzena u 94,7 %,
u nejasné RA se jednalo o HN v 60,5 %
a pfi negativni RA v 18,1 % pfipadd. Ve
skupiné pacientl s konfirmovanou diagno-
zou HN mélo 78,8 % jedincl pozitivni RA,
5.1 % vykazovalo absenci familidrniho vy-
skytu a 16,1 % osob mélo nejasnou RA
(tab).

Typ pfenosu

Pfenos HN od matky se u souboru pozitiv-
né testovanych pacientl vyskytl stejné casto
jako prenos od otce. Pfi paternaini transmi-
si se primérny vék nastupu (40,1 £ 11,7)
vyznamné nelisil od véku nastupu v pfipa-
dé maternalniho prenosu (42,3 = 11,1),
avdak u mutaci s vice nez 45 repeticemi by-
la shledana prevaha paternalni transmise.
Primérny vék nastupu nebyl pfi paterndl-
nim pfenosu vyznamné nizsi, nicméné tato
tendence byla naznacena.

Inicialni priznaky
Retrospektivni hodnoceni inicidlnich pfizna-
kU ma ¢asto spornou spolehlivost, a pfi rliz-

nosti zdroju informaci se Udaje Casto znac-
né lisi. Inicidlni pfiznaky byly u 20 % paci-
entl psychiatrické, v 8 % nebylo mozno
zjistit, u zbytku nemocnych (72 %) pre-
vladaly priznaky motorické, event. smiSe-
né povahy. Nebyl prokdzan signifikantni
vztah mezi charakterem pfiznakd a délkou
repetice.

Prediktivni testovani
Presymptomaticky test zadalo 190 osob
v riziku HN, avsak cely proces dokoncilo jen
32,1 %. Schéma protokoldrntho postupu,
ktery je flexibilni a trva obvykle 3 mésice,
a vysledky testovani jsou zndzornény na
schéma 2.

Pramérny vék ZzadatelG cinil 34,8 let
(19-60 let), pricemz vétsina byla ve véku
23-33 let s prevahou zen (pomér 1,37,
p <0,01). O prenatéini diagnostiku proje-
vilo zdjem pét parQ. Uskutecnén byl jediny
test u plodu pozitivné testované zdravé
osoby, s donosenim pozitivné testovaného
plodu. V dalsi gravidité jiz par prenatalni
diagnostiku nezadal.

Diskuse

Bylo otestovano minimalné 40 % z oceka-
vané HN populace v CR, pokud pfipustime
nejvyssi uvadénou prevalenci 1 : 10 000 oby-
vatel, Ize viak spiSe ocekavat prevalenci
nizsi (1: 15 000-20 000 obyvatel). Vyset-
fovani zahrnovalo rovnéz osoby, u nichz
suspekce na HN nestala na prvnim misté
diagnostické rozvahy, ale bylo tfeba HN vy-
loucit. Celkem 94,7 % pacientld s jasnym
familiarnim vyskytem mélo HN potvrzenu,
pfi nejasnych anamnestickych udajich to
bylo 60,5 %. Pfi negativni rodinné anamné-
ze byla diagnéza HN stanovena u 18,1 %

190
osob

VSTUPNi POHOVOR

psychiatr. interview

PJ\’\

95
0s0

1. KONZULTACE:

66 61 25 6
b osob osob osob osob
2. KONZULTACE  ZAVER. POHOVOR: DNA + DNA -
inf. souhlas
odbér krve N O§O|?
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Schéma 2. Akceptace presymptomatického testovani — schéma protokolu.
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pacientd. Tyto vysledky dobfe odpovidajf za-
hrani¢nim udajam [16] a dokladaji zasadni
vyznam testu pfi absenci familidrniho vy-
skytu. V téchto pfipadech se mize jednat
o falesnou paternitu, kterd v rozvinutych
zemich ¢ini az 10 %, Umrti rodice pred ma-
nifestaci choroby, nedostatek Udajt, pfipad-
né o novou mutaci [17]. Alely v interme-
didrni zoné mohou zvIasté pfi paternalni
transmisi béhem meidzy expandovat do
oblasti pIné penetrujici mutace. U pacientd
s vyloucenou HN byla ¢asto doporucujicim
lékafem uvedena dalsi mozna diagnéza
(Alzheimerova nemoc, dystonie, familiarni
tremor, Parkinsonova nemoc, psychoticka
porucha, spinocerebeldrni ataxie, Wilsono-
va nemoc), nicméné v téchto pripadech
bude vhodné posilit zpétnou vazbu od do-
porucujicich lékard.

V pffpadé vylouceni HN u osob s udanym
familiarnim vyskytem onemocnéni (5,3 %)
se nékolikrat jednalo o psychotickou poru-
chu s polékovymi tardivnimi dyskinezami
u potomka geneticky konfirmovaného pa-
cienta. Déle se jednalo o zpétné prehodno-
ceni diagndzy rodice (u potomka zjisténa
Creutzfeldtova-Jacobova nemoc, spinoce-
rebeldrni ataxie, benigni familidmi chorea,
neuroakantocytéza). Nesporné je viak tre-
ba ve vyjimecnych pripadech pfipustit moz-
nost fenokopie, které podle literdrnich dda-
ju cinicca 1 % populace pacientl s obrazem
HN [18].

Prikaz inverzni korelace mezi velikosti
expanze (CAG)n repetice a vékem nastupu
prvnich pfiznakd je konzistentni s literarni-
mi Udaji [19-22], stejné jako prevaha ot-
covského prenosu u deldi expanze.

Pozadavek na presymptomatické testo-
vani je nizky (12-16 %), pokud jej vztahu-
jeme k celé predpokladané populaci riziko-
vych osob v registrovanych rodinach (pred-
poklada se 3-4krat vice osob v riziku nezli
nemocnych, coZ je cca 1 200-1 600 osob).
Skutecna akceptace testu je pak jesté nizsi
a ¢ini cca 1/3 z plvodnich zadatell, tedy
4-5 % vychozi populace.

V budoucnu zfejmé nelze ocekavat dra-
maticky narlst, pokud nedojde k objevu
lé¢by zamezujici nebo oddalujici nastup ne-
moci. Zeny jsou obecné vice motivované,
zvlasté ve véku 23-33 let, kdy vétsina z nich
¢ini rozhodnuti o reprodukci [16]. U 41 %
osob v riziku byla zjisténa expandovana

alela. Tento podil se lisi od ocekavanych
50 %, coz mlze byt zptsobeno piftomnosti
0sob s 25% nebo urcitou self-selekci, kdy
osoby v riziku, u nich jiz nastupuji mirné
symptomy, test spiSe nezadaji [23]. Zajem
o prenatalni diagnostiku je zcela zanedba-
telny, nejen kvili pozdnimu ndastupu ne-
modi, dovolujicimu fadu let kvalitniho Zivota,
ale také vzhledem k vysoké pravdépodob-
nosti, ze se v pfisti gravidité bude dilema
opakovat. V tomto ohledu muze byt fese-
nim preimplantacni diagnostika [24].

Rozpor mezi moznosti presné moleku-
larné genetické diagnostiky a neexistenci
efektivni terapie HN vede celosvétové
k nizkému vyuziti prediktivnich testd. Za-
hrani¢ni zkuSenosti svéd¢i pro akceptaci
testt u 5-25 % rizikové populace, Zadost
o prenatdini diagnostiku je jesté daleko
nizsi —do 5 % [25-27]. Nase vysledky jsou
s témito zkusenostmi konzistentn.

Postoje rizikové populace k prediktivnim
testdim mUze zasadné zménit objev lécby.
Do té doby ma klicovy vyznam protoko-
larni postup slouzici pro zdravé Zadatele
jako urcité sito, kterym projdou jen ti sku-
te¢né motivovani. Tzv. katastrofické dopady
pozitivniho vysledku presymptomatického
testu, zahrnujici psychotraumatizaci az sui-
cidalni jednani, byly ve velké multicentrické
studii [28] zjistény pouze u 1 % pozitivné
testovanych. V nasem souboru mély z 36 no-
sicl mutace vyraznéjsi obtize 3 osoby. Do-
mnivdme se, Ze nelze mozné komplikace
podceniovat, vzhledem k tomu, ze nejza-
vaznéjsi dopady znalosti genetického sta-
tutu Ize ocekavat predevsim v dobé ndstu-
pu prvnich pfiznakd [29].

Zavér
Molekuldrné genetické testovani je vysoce
prinosnym a suverénnim nastrojem dife-
rencidlni diagnostiky u klinicky suspektnf
HN. Umoznilo v pribéhu 12 let zmapovat
podstatnou ¢ast ¢eské HN populace.
Pozadavky na prediktivni testovani rizi-
kovych jedincd jsou dosud velmi fidké.
Vzhledem k etickym dilematdm a psycho-
socidlnim rizikm je prediktivni test oSet-
fen obligatornim protokoldrnim postupem,
ktery minimalizuje riziko nezadoucich dopa-
dd vysledku. Nase zkusenosti potvrzuiji je-
ho pfinosnost stejné jako vyznam Uzké ko-
operace se svépomocnou organizaci.
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