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Optimalizace primeri pro PCR amplifikaci a nasledné sekvenovani
exontii genu PKD2

Abstrakt

Polycystické onemocnéni ledvin dominantniho typu postihuje Siroké spektrum
vekové kategorie a pro pacienty piedstavuje urcité omezeni, ¢i komplikace spojené s
timto onemocnénim, at’ uz se jedna o nalez cyst v organech nebo az nastup renalni
insuficience.

Po obeznameni charakteristiky, prabéhu, diagnézy a terapie onemocnéni, jsem
navrhnul nové primery ohranicujici tiseky riznych exoni genu PKD2. Nové primery
jsem testoval a optimalizoval teploty nasedani primerti gradientovou PCR.
Amplifikované tseky jsem pozd¢ji poslal na sekvenaci a ovéfil jejich identitu. Podatilo
se mi optimalizovat primery pro amplifikaci a néaslednou sekvenaci 4 exonl genu
PKD2. Jednim z téchto exoni je i exon 2, ve kterém se vyskytuje kauzalni mutace
zpusobujici onemocnéni PCHLAD v roding€, ze které jsem ziskal vzorky pro sviij

vyzkum.
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sekvenace; exon 2



Primer optimalization for PCR amplification and exons sequencing of
the PKD2 gene

Abstract

The dominant type of the kidney polycystic disease affects a wide age spectrum
and it represents certain limitations or complications for the patients, whether it
concearns a finding of cysts in the organs, or up to renal insufficiency.

After the familiarization of the characteristics, progress, diagnosies and therapy, I
suggested new primers bounding the sections of the different exons of the PKD2 gene. |
tested the new primers, as well as optimalized the temperatures of annealing of the
primers by the gradient PCR. | then sent the amplified sections to sequencing and
verified their identity. I managed to optimalize the primers for the amplification and
further sequencing of the four exons of the PKD2 gene. One of these exons is also the
exon 2, in which we can find the casual mutation which causes the autosomal dominant
polycystic kidney disease ran in family, from which | gathered the samples for my
research.

Key words
Polycystic kidney disease; PKD2 gene; PKD1 gene; mutation; primer optimalization;

sequencing; exon 2
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Uvod

Polycysticka choroba ledvin se vyznacuje tvorbou cyst, a krom¢ jinych vaznych
klinickych ptiznaki, jako napt. hypertenze, tvorby aneurysmat a jaternich cyst vétSina
pacientt konci v poslednim stadiu s rendlni insuficienci. V této praci se zabyvam obéma
formami polycystické choroby ledvin, ale vétSi pozornost vénuji dominantni forme. Za
vznikem onemocnéni stoji genové mutace v genech PKD1 a PKD2, samotna cystogenze
se spousti mnoha faktory. Diagnostika se provadi pomoci ultrazvuku, pocitacové
tomografie, magnetické rezonance a mutacni analyzy. V ramci rodin s poskozenym
genem se provadi skrininky a vysledky diagnostiky se vyhodnocuji pomoci tabulek,
jejichz kritéria jsou velikost a pocet cyst. Terapie doposud neni znamé a 1¢é¢i se jen
vedlej§i komplikace spojené s onemocnénim. Kromé nejCastéji pouzivanych
laboratornich metod (vysokoucinna kapalinova chromatografie — DHLPC a
sekvenovani nové generace) Se pro mutacni analyzu da provést i PCR amplifikace
exontl. Z tohoto diivodu se dostavame k hypotéze, zda je mozné vyuzit PCR amplifikaci
exonu k detekci mutaci exond v genu PKD2? Pro vyvraceni této hypotézy jsem se
v ramci praktické prace pokusil navrhnout a optimalizovat primery pro exony genu
PKD2, a u fungujicich part primert ovéfit jejich pouzitelnost pomoci sekvenace

ziskanych fragmentd.



1 Dédi¢né onemocnéni ledvin
1.1 Polycystické onemocnéni ledvin

Polycystické onemocnéni rozdélujeme na autozomalné recesivni a autozomalné

dominantni. (Merta et al., 2007)

1.1.1 Polycystické onemocnéni ledvin dominantniho typu (PCHLAD)

PCHLAD se popisuje, jako nejcastéjsi dédi¢né heterogenni onemocnéni (PETERS
et al., 1993). V populaci se mutace nejéastéji objevuje ve frekvenci kolem 1:1000 zivé
narozenych déti (Reeders ST et al., 1985). V pfepocétu na zivé narozenych déti za rok
2021 je zhruba kazdé 112. dité (Cesky statisticky tifad, 2022) postizené s touto nemoci.
K zavaznosti onemocnéni prispiva, ze se doposud neobjevil 1€k. Dalsi komplikaci
nastava pfi rozsifovani rodin, jelikoz se jedna o dédicné onemocnéni, musi rodic¢e délat
komplikované a tézké rozhodnuti, jestli pocnou dité, ¢i ne.

Mutace na genech PKD1 a PKD2 si jsou podobné v klinickém prubéhu, rozsahu,
charakteru, ale v podstaté se 1isi délkou nastupu chronického selhani ledvin. Obecné za
vznikem nemoci stoji genetické i negenetické faktory (Merta et al., 2007). Onemocnéni
se projevuje vznikem cyst, které se plni glomerularni filtraci a zplsobuje Ubytek
funkéniho parenchymu ledvin (Hou et al., 2002). ,,Dochazi k progresivnimu rozvoji a
zvétSovani cyst” (Rossetti et al., 2002). U pacientt s extrémné zvétSenymi ledvinami se
z vysoké procentni pravdépodobnosti pozdéji vyvine chronické selhdni ledvin a
vétSinou dojde kumrti ve vyssim véku (TORRA R. et al., 2000). Celosvétoveé
onemocnéni figuruje na 4. misté v zebticku pficin selhani ledvin nebo transplantaci
ledviny (Fedeles et al., 2014). V pokrocilejsi fazi postihuje kromé ledvin i vice organd,
jako napf. jatra, slinivku bfiSni a slezinu. Diagndza se nejCastéji provadi genetickym
nebo ultrazvukovym vysetfenim (Reeders ST et al., 1985). Lécba zatim neni znama a
mirni se pouze klinické ptfiznaky spojené stimto onemocnénim (Merta a Reiterova,

2004).

1.1.2 Polycystické onemocnéni ledvin recesivniho typu (PLCHAR)

Recesivni forma se ve srovndni s dominantni formou vyznacuje brzkym projevem

vvvvvv

ledvin. Misto mutace se nachazi na 6 chromozomu. Mezi klinické ptiznaky fadime

jaterni fibrozu, poskozeni ledvin a hypertenzi (Merta et al., 2007).



Obrazek ¢. 1: Ilustracni obrazek polycystické ledviny. (Zdroj: Medical A. 1., [online].
[cit. 2022-08-02])

1.2 Geny PKD1 a PKD2 z molekuldarniho hlediska

Pfi¢inou onemocnéni je defekt na jiz zminénych genech PKD1 a PKD2, jedna se
totiZz o genovou heterogenitu (Rossetti et al., 2002). Konkrétné u genu PKD1 se mutace
vyskytuje na kratkych raméncich chromozomu 16. (Reeders ST et al., 1985) a na
dlouhych ramencich chromozomu 4. dochazi ke zméné sekvence v genu PKD2
(Kimberling et al., 1993). Gen PKD1 je slozen z 46 exond (Bogdanova at al., 2001) a
celkem z 52 kb (Peral et al., 1996) a gen PKD2 obsahuje 15 exond a 68 kb genomové
DNA (Mochizuki et al., 1996). Odlisnost mista vzniku mutace ma velky vliv na projev a
pribéh onemocnéni PCHLAD. Popisuje se, ze se z 86 % vytvari nebo dédi mutace
v genu PKD1 (PETERS et al., 1993) a ve zbylych 14 % v genu PKD2. Pravé zména
DNA v genu PKD2 ma ,mirnéjsi prubéh“ a zasadné se lisi nastupem chronického
selhani ledvin, a to az zpozdénim 0 20 let (TORRA R. et al., 2000). Mezi nejcastéjsi
vyskyt zmény bazi u genu PKDI je v exonech 15-18 a u genu PKD2 v exonech 4-6
(Merta a Reiterova, 2004). Samotnou zménu zpusobuje substituce, delece, inzerce a
konverze DNA (Rossetti et al., 2002). Pti¢emz v roce 1997 popsali v online genové
mutacni databazi (HGMD) Krawczak a Cooper u genu PKD1 82 mutaci (Rossetti et al.,
2001). Momentaln¢ dle dvou databazi, databaze mutaci autozomalné¢ dominantnich
polycystickych onemocnéni ledvin a databaze lidskych genovych mutaci, miizeme najit

zménu sekvence pro gen PKD1 od 1177-2322 a pro gen PKD2 od 211-278 (Liu et al.,
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2015). Pro dédéni se mohou uplatnit mechanismy segregace, pienasi se neopraveny
zmutovany gen, dale anticipace, diive nastupuji klinické ptiznaky nez u rodict a
posledni je imprinting, dochéazi k jiné expresi genti pienesenych od matky nebo otce

(Merta a Reiterova, 2004).

1.2.1 Mutacni analyza a dalsi metody

Mutace na genu PKDI1 se t¢zko hled4 z divodu velkého poctu duplikovanych casti
(Peral et al., 1996), proto se mutac¢ni analyza déla spiSe na genu PKD2. Pfi metodé se
pouziva polymerdzova fetézovd reakce (PCR). B&hem analyzy se postizeny usek
ohrani¢uje dvémi primeri. Existuji i jiné metody K zjistovani mutaci geni PKDI a
PKD2, naptiklad detekéni pfimé sekvenovani, elektroforéza v gradientovém
denatura¢nim gelu (DGGE), protein truncation test (PTT) (Merta a Reiterova, 2004),
polymorfismus konformace jednovldknové DNA (SSCP), heteroduplexova analyza
(Rossetti et al., 2002), vysledky se vyhodnocuji sekvenovanim (Rossetti et al., 2002).
Denatura¢ni vysokoucinna kapalinovd chromatografie (DHLPC) a sekvenovani nové

generace (NGS) se nejcastéji pouzivaji v laboratofi pro detekci mutaci (Liu, 2015).

1.3 Polycystin 1,2 (popis)

Geny PKDI1 1 PKD2 jsou ptfedlohou pro membranové glykoproteiny nazyvané
Polycystin 1 a 2. (Tsiokas, 1999). Lisi se funkci, tvarem i velikosti (Merta et al., 2007).
Polycystin 1, slozeny z4302 aminokyselin (lgarashi et al., 2002), glykoprotein
s membranou (Parnell et al., 1998) se vyskytuje v subcelularni oblasti v ciliich,
plazmatické membrané atd. i v epitelovych a neepitelovych strukturach (Ibraghimov-
Beskrovnaya, 1997) Sklada se z 4303 aminokyselin, jejichZ soucasti jsou C-terminalni
intercelularni konec, N-termindlni extraceluldrni konec a 11 transmembranovych repetic
(Parnell et al.,, 1998). Z funk¢niho hlediska ovliviluje pfenos signali a regulaci
bunééného cyklu pomoci inhibitor cyklin dependentni kinazy z GO do G1 faze (lgarashi
et al., 2002).

Polycystin 2 Sestitransmembranovy protein (Rankin, 1998), vnémz je 986
aminokyselin. Tsiokas v roce 1999 popisoval polycystin 2, jako strukturalné podobému
neselektivnimu kalciu v Ca2+ iontovém kandle. Pozdé&ji se ukézalo, Zze polycystin 2 je
neselektivni kationtovy kandl schopny pienaset ionty vapniku (Igarashi et al., 2002).
Stejn¢ jako Polycystin 1 md C i N termindlni konce, jenZze se ale oba vyskytuji

v cytoplazmé (Celié¢ et al., 2008). Na subcelularni urovni je v ciliich (Streets, 2006) a
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dopravuje se z endoplazmatického retikula na membranu (Cai et al., 1999), z tkani se
vyskytuje v ledvinach, srdci, vaje¢nicich, varlatech, tenkém stievé atd. (Igarashi et al.,
2002). V dospélosti se objevuje v ledvinach vice nez Polycystin 1 (Merta a Reiterova,
2004). Funk¢né uvoliuje vapnik z intracelularnich zasob pies aktivovany kanal (Koulen

etal., 2002).
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Obrazek ¢. 2: Strukturni slozeni polcystini — 1 a 2. (Zdroj: Medicine A. R., 2009;
[online]. [cit. 2022-08-02])

1.3.1 PC1aPC2, vznik patogeneze PCHLAD

Oba Polycystiny mezi sebou navzajem reaguji a poji se C-konci za vzniku
komplexu Tento jev ma na svédomi zajisténi intracelularni homeostazi vapniku
(Tsiokas et al., 1997) a vliv na jeji regulaci (Vassilev et al., 2001). Jedna z funkci je
pfenos signalu, jenzZ je zajiStovan polycystiny v ciliich chemickymi nebo mechanickymi
podnéty (Nauli et al., 2003) a prevadén do vapnikové signalizace (Gonzalez-Perrett et
al., 2001).

Ptedpoklada se, ze porucha jednoho polycystinu zplisobuje patogenezi onemocnéni
PCHLAD na bunécné urovni. PoSkozeni se vyznacuje bunéénym délenim a rstem
bungk, které jsou chranény a inhibovany polycystinovymi proteiny (Shilingford et al.,

2006). Dalsimi moznymi patogennimi faktory oznacujeme Spatnou homeostazu vapniku
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a polaritu bungk, vliv cyklického adenosin monosfatu (CAMP) a jeho hromadéni,

poruchu funkce cilii atd. (Merta et al., 2007).
1.4  Obecny popis patogenze

1.4.1 Princip vzniku onemocnéni

Pted prvni zménou se zdrodecnd mutace promitne ztratou nejprve jedné alely a
poté druhé. Nasledné¢ v cystogenezi pii prvnich zménach zacind silna proliferace
Vv renalnich tubulech (Weimbs, 2007) za vzniku malych dilataci (Bell et al., 2011) a
(Terryn et al., 2011), které se zvétSuji v cysty riznych velikosti (Weimbs, 2011).
Posléze se cysty zacnou plnit glomeruldrni filtraci. K plnéni dochazi z divodu
pifesmyku resorp¢éni funkce na sekre¢ni funkci hyperplastické vystelky cyst. V lumen
cyst zanika kartacovity lem, zesiluje se bazdlni membrana a vznikaji diferenciované
bunky (Terryn et al., 2011) a (Brill et al., 1996). Zralé cysty vznikaji odtrhnutim
dilatovanych ¢asti od pavodnich tubuld (Weimbs, 2007) a (Terryn et al., 2011).
V termindln¢ diferenciovanych bunkach dochazi k nekontrolovanému bunéénému

déleni, jako u rakovin (Evan a Vousden KH, 2011).

1.4.2  Faktory ovliviiujici bunéénou proliferaci v cystogenezi

Protoonkogeny s rustovymi faktory c-myc, c-fos, c-K-ras, c-erb B2 nalézame
v bunikach v ptipadé€, ze chybi Polycystin 1. Pfedpoklada se, Ze za béZnych okolnosti
Polycystin 1 s transkripéni aktivitou snizuje obsah protoonkogend (Arnould et al.,
1998), které zvysuji bunéénou proliferaci (Lanoix et al., 1996).

Podle ptedpokladu, dal§imi faktory spoustéjicimi cystogenezi, kromé ztraty funkci
PC1 a PC2 zarodecnou mutaci, jsou modifikujici geny, somatické mutace, apoptdzy,
abnormality extracelularniho matrixu, sekrece a absorpce tekutin, zanéty, faktory
prostiedi a mutace zarode¢nych linii (Paul a Venden Heuvel, 2014). Z rGstovych faktort
jsou to nejcastéji epidermalni rastovy faktor (EGF) a dalsi EGF-a, B, heparin,
amfiregulin (DU a Wilson, 1995) Dale rustové a extracelularni faktory ovliviiuji signaly
(Evan Gl a Vousden KH, 2011), které mizou ménit genovou expresi (Zhang a Liu,
2002).
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1.4.3 Bunécna proliferace a jeji regulace

Bunééna proliferace zajistuje piisné regulovany zptsob rustu a déleni bunék.
Bunécné déleni se uskuteciiuje pres bunéény cyklus rozdeleny do fazi Gl1, S, G2 a M.
Replikace DNA probiha béhem S faze a d¢leni bunék nastava v M fazi. Série
proteinkindz kontroluji a reguluji bunécnou proliferaci, napt. cyklin-depedentni kindza
(Mitchison, 2003) PC1 i PC2 se podili na blokaci a regulaci buné¢né proliferace, proto
nasledné poskozeni jednoho z proteinu mize vést ke vzniku onemocnéni. (Vassilev et

al., 2001)

1.4.4 Syntéza tekutin

Signalizace cAMP podporuje kromé bunééné proliferace i sekreci tekutin (Hanaoka
a Guggino, 2000).

V sekreci tekutin do cyst hraje hlavni roli cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)
(Masyuk et al., 2006). Vse za¢ina poskozenim komplexu polycystint, jenz narusuje
intercelularni vapnikovou homesotazi (Harris a Peter., 2009). Nizka hladina vapniku
inhibuje hydrolyzu cAMP a katalyzuje, akumuluje cAMP vyfazenim z provozu inhibici
adenylcyklazou 6 (Wang et al., 2010) a (Torres a Harris, 2013). Dalsim faktorem, ktery
ovlivituje jeho pozitivni vyskyt ve vysSim méfitku, je vysokd hladina vasopresinu.
(Buchholz et al., 2011) a (Torres a Harris, 2013)

Inhibice regulatoru G-proteinu také zvySuje syntézu cAMP (Torres a Harris,
2013). Mimo jiné se projevuji dalsi signalni drahy, které taky zpusobuji bunécnou

proliferaci a sekreci tekutin (Harris a Peter., 2009).

1.5 Apoptoza

Jedna se o regulovany proces odstranovani Spatnych bunék. Pfesnéji feceno se
apoptdza popisuje, jako bunénd programovand smrt. Buitka se smr$tuje, méni tvar
cytoplazmatické membrany, dochazi k fragmentaci jadra i DNA a ke kondenzaci
chromatinu. Umirajici burika produkuje latky podporujici fagocytozu (Elmore, 2007).
Proces je regulovan kaspdzami, které¢ se v neaktivni formé vyskytuji v cytoplazmé
bungk. Radime je do skupiny cysteinovych protedz a po aktivaci zahajuji apoptozu
(Wolf and Green, 1999). Dalsim regulatorem jsou inhibitory kaspazy (IAP), které
zastavuji apoptdzu inhibici kaspazy a reguluji bunééné déleni (Ashkenazi a Dixit,

1998). Popisuji se 2 aktivaéni drahy vnitini — vnéj$i. Vnitini draha se aktivuje
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uvolnovanim cytochromu c¢ z mitochondrii a vnéjsi cesta je zahajena extracelularnimi
faktory (Portt et al., 2011) Na mySich modelech byla zaznamenana zmeéna regulace
apoptozy. Objevovali se faktory vyvolavajici apoptozu a cytochromy uvolnéné
z mitochondrii u mysi s agresivnim vyvojem cyst (Tao et al., 2005). Apoptdzu ovliviiuji
I protoonkogeny c-Myc produkované polycystickymi ledvinami, jenz pusobi na
bunéénou proliferaci pii zacatcich onemocnéni (Lanoix et al., 1996). Doposud neni
jasn¢ objasnéno, jestli ma vliv dysrelugovand apoptdéza na vzniku onemocnéni

PCHLAD (Tao et al., 2005).

1.6 Diagnostika

V molekulérni diagnostice se provadi vazebna analyza, kterd je limitovdna vEtSim
poftem vySetfovanych jedinci vrodiné s diagnostikovanym polycystickym
onemocnénim. Principem je navazanim vysoce polymorfnich mikrosatelitnich markeru.
Krom¢ vazebné analyzy se provadi i mutacni analyza se sekvenovanim DNA (Pei a
Watnick, 2010). Ve vyzkumnych projektech a pfibuzenskych transplantaci se preferuje
ptima diagnostika (Merta et al., 2007).

,»V prenatalni diagnostice se pii pozitivnim vysledku u rodiny s t€Zkym pribéhem
PCHLAD pierusuje t€hotenstvi vySetieni se provadi pomoci vazebné analyzy*“ (Merta
etal., 2007).

Bez rodinné anamnézy se musi klinické ptiznaky nebo nalezy porovnat s ostatnimi
nemoci, jenz vytvaii cysty. Myslime tim tuber6zni sklerézu, cystickou chorobu
zurémie atd. (Merta et al., 2007). Ze zobrazovacich metod, jako tomografie,
magneticka rezonance se nejvice pouziva ultrazvukové vyseteni (UV). EXistuje tabulka
sveékem a pocty cyst v ledvinach, podle kterych se vyhodnocuji nalezy. V ptipadé
mensich cyst se pouziva pocitacova tomografie (CT) nebo magnetickd rezonance. Pro
magnetickou rezonanci a pocitatovou tomografii se opét pozivaji jiné tabulky. V potaz
se bere i vyskyt cyst v jinych organech, napf. v jatrech (Pei a Watnick, 2010).
Ke $patnému rozpozndni dochdzi naptiklad u starSich lidi se ziskanou cystickou
chorobou pfi rendlni insuficienci, u kterych jsou zpfisnény podminky pro vyhodnoceni
nemoci PCHLAD (Pei, 2006).

Kritéria pro diferencialni diagnostiku rozliSujeme podle: poétu vyskytu
onemocnéni na obyvatele, dédi¢nosti, nastupu klinickych projevii, poctu cyst, postizeni

dalSich organti, nalezli v ledvinach a vyvinu chronického selhani. U dominantni formy
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ve srovnani s recesivni pozdéji nastupuji klinické pfiznaky a u dalSich postizenych mist
krom¢ ledvin se dominantni forma projevuje v jatrech, mozku a recesivni zptsobuje
predevsim jaterni fibrozu. Cysticka choroba ledvin v urémii se lisi od PCHLAD
vznikem cyst béhem chronické nefropatie a v dalSich organech se nevyskytuje.
Tuber6zni sklerozu v porovnani s PCHLAD lze zpozorovat uz od détského veku,
K postizenym ledvinam pfibyvaji angiomylipomy, karcinomy, skleréza a z dalSich

organu postihuje napf. oci, srdce, kuzi, mozek (Merta et al., 2007).

1.7  Klinické projevy

Klinické projevy rozdélujeme na renalni a extrarenalni (Merta et al., 2007). Do
onemocnéni PCHLAD s renalnimi projevy muizeme zatfadit chronickou bolest bficha,
anemii, nefrolitidzu, arteridlni hypertenzi, heamtourii, infekci mocovych cest a
vyjime¢né karcinom ledvin (Milutinovic et al., 1990). U extrarenalnich ptiznaku se
cysty objevuji v jinych organech, konkrétné jde o mozek, jatra, slezina a jiné (Pei a

Watnick, 2010).

1.7.1 Renadlni projevy — Arterialni hypertenze

Zpozorovat ji lze pted poklesem glomerularni filtrace a ztratou funkce ledvin at’ uz
u dospélych ¢i déti (Chapman et al. 2010). Postihuje krevni aparat, presnéji zvysuje
krevni tlak (Zeier et al., 1993) i hypertrofii hmoty levé komory (Chapman et al. 2010).
pfiiny vzniku onemocnéni arterialni hypertenze oznacujeme sniZeni produkce NO a
naslednou aktivaci systému renin-angiotenzin-aldosteron, intrarenalni ischemii atd
(Chapman et al. 2010). K 1é¢bé se pouziva inhibitor angiotenzin.konvertujici enzym
(ACEI), jenz snizuje krevni tlak, rezistenci cév a zvétSuje prutok plasmy v ledvinéch.
V malém mnoZzstvi snizuje se regrese renalni insfucience a oddaluje se vznik cyst. Dale
byl pozorovan i Gtlum hypertrofie levé komory (Chapman et al. 2010). Spolu s ACEI se
pouzivd blokator kalciového kanalu, jenz stabilizuje krevni tlak, ale nesnizuje

glomerularni filtraci (Merta et al., 2007).

1.7.2 Rendlni projevy — krvdceni do cyst

Krvaceni do cyst vznika infekci nebo mechanickym poskozenim s projevy bolesti
vV bedrech, horeckou, leukocytdozy a heamturii. Riziko krvaceni se také zvétSuje

S nabyvajicim se objemem ledviny (Mabillard et al., 2017). ,,Existuji dvé cesty
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krvaceni. Jedna z nich je s otevienym vyvodnym systémem, kdy se krev dostane do
moci a vznikne heamturie. Druhd cesta je s uzavienym vyvodnym systémem a krvaci do
bederni oblasti, kde zptsobuje bolest. Do krvaceni se 1é¢ebné nezasahuje, vétSinou
odezni do nékolika dni. V pfipadé komplikaci se ptiznaky 1é¢i symptomaticky* (Merta
et al., 2007).

1.7.3 Renadlni projevy — infekce mocovych cest

Infekce zaCind putovanim enterogramnegativni bakterie vzestupné z mocového
méchyte az do ledvin, kde dale zptsobuje akutni pyelonefritidu (Hwang et al., 2013).
Rozpoznanim mezi krvacenim do cyst a infekci mocovych cest ptisobici v ledvinach je
obtizné, oba rendlni projevy maji podobné piiznaky: bolest v bedrech, horeCku a
leukocytozu (Merta a Reiterova, 2004). Ale diive, nez se infekce dostane do ledvin,
pusobi v dolnich mocovych cestach s ptiznaky bolestivého a ¢astého moceni v malych
objemech. Pravé tyto symptomy u krvaceni do cyst chybi (Hwang et al., 2013).
K rozpoznani dale nepfispivd, ze u nékterych infekci nelze prokdzat kultivacnim
nalezem, protoze cysty nemaji vyvod do mocovych cest (Bremmer, 2010). Proto se k
diagnostice pouziva CT a US (Hwang et al., 2013). P#i 1é¢bé se nasazuji lipofilni
antibiotika, které prostupuji tézko dostupnou tkani ledvin a stény cyst (Merta et al.,
2007). Na zaklad¢ dané studie se polemizuje, jestli pyelonefritida ma vliv na spusténi

V cystogenezi bunéénu proliferaci nebo je markerem renédlni progrese (Hwang et al.,

2013).

1.7.4 Renadlni projevy — nefrolitiaza

Nefrolitiazy, litiazy jsou u nemocnych PCHLAD castéji nezZ u zdravych jedincii
(Merta et al., 2007). Vytvareji uraty, které¢ zptisobuji komplikace Cast&ji nez u pacientd
s onemocnénim PCHLAD bez nich, a to obstrukci mocovych cest, jenzZ podporuje
infekci, hematurii a bolesti v boku (Nishiura et al., 2009). Faktory, jez ovliviuji vznik
nefrolitiazy, litiazy jsou mechanické: ,,mechanické cysty, dilatované tubuly* (Merta et
al., 2007) a metabolické: hypocitricka acidurie, hyperurikosurie a hyperkalciurie (Torres
et al., 1988). Diagnoza se provadi pomoci ultrazvuku (US) a pocitacové tomografie
(CT) (Nishiura et al., 2009). Lécba se Castéji provadi neinvazivni cestou nez invazivni

(Merta et al., 2007).

17



1.7.5 Renadlni projevy — zvétSeni bolestivych ledvin

Zvétseni ledvin ma nékolik piic¢in (Merta et al., 2007). Za prvé se zvétsuji rustem
cyst. Byl zaznamendna vaha ledvin 22 kg ve srovnani s 0,5 kg u zdravého jedince
(Ekser a Riggtti, 2010). Za druhé se zvétSuji piibyvajicim vékem a za tieti ovliviuji
velikost 1 jiz vySe uvedené piiznaky, jako infekce, nefrolitidza, krvaceni do cyst a
ruptura cyst. Velké zvétSeni zptisobuje komplikace v zazivani a stlaceni dolni duté zily.
Jako 1é¢ba se podévaji antibiotika a dochdzi k dekompresi cyst at’ uz laparoskopicky

nebo chirurgicky (Merta et al., 2007).

_

Obrazek ¢. 4: Zaznamenani pacienta s ledvinami vazici 22 kilogramt (Ze zdroje: Ekser,

Rigotti, 2010. [online]. [cit. 2022-08-02].)

1.7.6 Karcinom ledvin

Nadory se neobjevuji v porovnani se zdravymi lidmi ve zna¢ném rozdilu (Merta et
al., 2007).

1.7.7 Rendlni projevy — chronické selhdni ledvin

,DIive nez nastane chronické selhani ledvin a pted poklesem glomerularni filtrace,
dochézi k poruSe koncentracni, acidifika¢ni schopnosti ledvin se snizenym pratokem
krve® (Merta et al., 2007). Riziko nastupu se zvySuje vékem. Jen s rozdilem u mutace
smutaci v genu PKD2 (TORRA et al., 2000). Pokud pacienta postihne chronické
selhani ledvin poskytuje se dialyza¢ni 1écba. Je mozné vyuzivat hemodialyzu i
peritonealni dialyzu (Bremmer, 2010). Dalsi komplikace, jako krvaceni do cyst, infekce

atd. jsou léCeny symptomaticky. V tomto stadiu S primérnym vékem pies 50 let se také
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provadi transplantace ledviny bez vyznaénych komplikaci ve srovnani mezi jinymi

pacienty bez PCHLAD po transplantaci (Bremmer, 2010).

1.7.8 Extrarendlni projevy

Cysty se mohou objevovat i Vv jinych organech ¢i v pojivovych tkanich nez v

ledvinach. Nejcastéji se vyskytuji v jatrech a v mozku (Luciano a Dahl, 2014).

1.7.9 Extrarendlni projevy — Jdtra

Cysty v jatrech vznikaji z biliarnich mikrohamartomu (Merta et al., 2007) a epitelu
zlu¢ovodu. Jejich vyskyt se s vékem zvySuje, ale neni vyloucen nalez v mladém véku,
avSak zeny a starsi lidi s chronickym selhanim ledvin (CHSL) jsou na cysty nachylIng;si
(Luciano a Dahl, 2014). Cysty rozdélujeme podle lokace vyskytu na intrahepatalni a
periferni (Merta et al., 2007). Klinické ptiznaky jsou malo vyrazné, popisuje se tlak a
bolest v bfise (Luciano a Dahl, 2014). ,,Mohou se dostavit i komplikace ve smyslu
infekce, ruptury i krvaceni cyst, portalni hypertenze. Diagnostika se provadi pomoci
ultrazvuku a vypocetni tomografie. Rozdilem cyst v ledviné a v jatrech je, ze jaterni
parenchym se zachovava a jatra pouze zvétSuji sviij objem®. Lé¢i se pouze komplikace
symptomaticky, na infekci se podavaji antibiotika, provadi se dekomprese cyst atd.
Dochazi i ke transplantaci jater a perkutanni posthepatické drenazi. Pokud se cysty
vyskytuji pouze v jatrech mluvime o autosomdlné¢ dominantni Polycystické chorobé

jater (Merta et al., 2007).

1.7.10 Extracelularni projevy — Mozek

V mozku se tvoifi mozkové intrakranidlni aneurysmaty, které praskaji a hrozi
intrakranialni krvaceni (Luciano a Dahl, 2014). Vyskyt aneurysmat je ¢ast€jsi u mutace
genu PKD2, sprumérnym veékem pies 40. let u osob a je do provazeno
hypertenzi, bolesti hlavy, nevolnosti a zvracenim (Schieninik et al., 1992). Prasknutim
aneurysmatu muze dojit k subarachnoidalnimu krvéaceni, které ohrozuje zivot pacienta
PCHLAD® (Merta et al., 2007). U rizikovych rodin s rodinou anamnézou se provadi
skrininky (Luciano a Dahl, 2014). K diagnostice se pouziva magnetickd rezonance a
pocitatova tomografie. Rizikova aneurysmata se chirurgicky odstranuji (Merta et al.,

2007).
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1.7.11 Extrarendlni projevy — ostatni organy

Krom¢ mozku a jater se cysty vyskytuji i v jinych organech nebo je néjak ovliviiuje
onemocnéni PCHLAD. Popsany byli i ve slinivce biisni a sleziny (Merta et al., 2007),
jenz ve slinivce zptsobuji chronickou obstruktivni pankreatitidu (Malka et al., 1998).
Dale mizeme najit ve spojenim s onemocnénim PCHLAD perforace tlustého stfeva,
pupecni i tfiselné kyly, stievni divertikuly a z kardiovaskularniho hlediska abnormality
chlopni. Cysty se mohou vyskytovat i v semennych vacécich (Luciano a Dahl, 2014),
jenz mohou zplsobovat obstrukéni azospermii, jinak fe€eno cysty se stavaji pifekazkou

ve vyvodnych semennych cestach (Belet et al., 2002).

1.8 Terapie

Vsichni pacienti s doposud nepropuknutym onemocnénim S postizenym genem
PKD1 nebo PKD2 jsou sledovani a maji narok na provedeni vazebné analyzy. Lék na
onemocnéni PCHLAD zatim neexistuje, pouze se 1é¢i klinické ptiznaky spojené
s onemocnénim (Lariviere et al., 2015). K mozné zpomaleni progrese onemocnéni
PCHLAD napomahé ptisna kontrola krevniho tlaku, omezeni soli (méné& neZ 6 gramu
denn€), nizky piijem bilkovin (méné nez 1 gram na kilogram télesné hmotnosti),
pravidelné cviceni a Casty piijem vody. V ramci klinickych studii na zvitatech se pro
piiklad osvédcil antagonista vazopresinu (V2) (Bremmer, 2010) a z dietetického
hlediska tfeba sdja (Merta a Reiterova, 2004). Vzhledem K tomu, Ze onemocnéni je
podobné rakoviné, testuji se rtizné blokatory, které se pouZivaji u nadorovych
onemocnéni (Masyuk et al., 2006), (Merta a Reiterova, 2004). U zvitat se zkoumal
inhibitor cest mTOR, jenz pomohl zpomalit vyvoj a expanzi cyst Se zachovanim renalni

funkci (Bremmer, 2010).
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2

Cil prace a hypotézy

Cile prace:
navrhnout primery pro sekvenovani vybranych exonti genu PKD2
optimalizovat PCR reakci pro navrzené primery

sekvenovanim ovéfit specifitu navrzenych primert

Hypotézy:
je mozné detekovat kauzalni mutaci v genu PKD2 pomoci PCR amplifikace
exonu?
je mozné pouzit nové vytvorené a funkéni primery k detekci genové mutace na

exonu 2 i u ostatnich ¢lent rodiny, ktefi zatim neprosli muta¢ni analyzou?
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3 Metodika

Praktickou Cast této prace jsem provadél ve Skolnich laboratofich na Zemédélskeé

fakulté na Jihogeské univerzité v Ceskych Bud&jovicich.

3.1 Navrh primeru

K navrhu jsem pouzil sekvenci celého genu PKD2 z databaze NCBI (PKD2
polycystin 2, transient receptor potential cation channel [Homo sapiens (human)] -
Gene—NCBI (Benson et al., 2018).

Pro alignment sekvenci a zobrazeni sekvenci jednotlivych exonii jsem pouzil
program Geneious prime (Biomatters, Novy Zeland). Forward i reverse primery jsem
tvofil ,,ruéné* tak, aby ohrani¢ovaly cely exon a n¢kolik pfilehlych nukleotidd, jejichz
mutace také muze ovlivnit transkripci daného exonu. K analyze tvorby vlasenek a
dimerti z navrzenych oligonukleotidli jsem pouzil nastroj na webovych strankach
https://eurofinsgenomics.eu: Oligo Analysis Tool a k ovéfeni specifity primerd jsem
pouzil a BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Madden T., 2002). Posléze byly
primery objednany u firmy IDT (Belgie)

3.2 lzolace DNA z bukdlnich stérii

K izolaci a ovéfeni funkce primerti jsem obdrzel 4 bukalni stéry rodict a dvou
jejich déti. V ptipadé této rodiny se jedna o otce s polycystickymi ledvinami, zdravou
matkou a déti s neznamou diagnézou. Priibéh onemocnéni u otce odpovida mutaci
v genu PKD?2. v nasledujicich odstavcich a ve vyhodnoceni je budu oznacovat ¢iselné
od 1 do 4. Pro izolaci jsem pouZival kit od firmy GENEAID. NiZe popisuji cely postup
izolace.

Tabulka €. 1: Seznam a oznaceni pouzitych vzorki. (Vlastni zdroj)

Rodina | Cisla
Dceral 1
Otec 2
Dcera 2 3
Matka 4

Pied vortexem jsem napipetoval 500 pufru S1 a 20 ul proteinazy K do
centrifugaéni zkumavky. Po pfidanim ustfihnutych bukalnich stéri se uvolnili bunky
krouzivymi pohyby a centrifugacni zkumavky jsem opét zvortexoval po vytdhnuti stért.

Probéhla inkubace mikrozkumavky 10 minut v 60 °C. K inkubovanému vzorku jsem
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vlozil kolonku Filter Column s kartdCkem s centrifugaci na 2 minuty. Do nové
zkumavky jsem pridal 500 pl pufru S2 a 1 pl Carrier RNA. Pfimichal jsem
k inkubovanym vzorkim a zvortexoval. Nasledn¢ jsem provedl opét inkubaci 5 minut
pii 60 °C, vortex a zase inkubaci 5 minut pii 60 °C. Daéle jsem piidal absolutni ethanol
Vv obsahu 500 pl a vortexoval 10 sekund. Pfes novou GD kolonku v novy sbérny
zkumavce jsem prefiltroval a centrifugoval na 1 minutu stary vzorek. Centrifugace se
opakovala, pokud vzorek neprotekl cely pies kolonku. Poté jsem kolonku promyval
riznymi pufry. Vymeénil jsem novou sbérnou zkumavku, a jako prvni ptipipetoval 400
ul pufru W1 s centrifugoval na 30 sekund, za druhé jsem promyval 600 ul Wash pufru
s centrifugaci 30 sekund. Z divodu vysuseni vzorku jsem provedl centrifugaci na 3
minuty. Mezitim jsem si pfipravil do nové zkumavky 100 pl elu¢niho pufru pro kazdy
vzorek, ktery se predehial na 60 °C. Jako posledni krok jsem ptidal 100 pl elu¢niho
pufru ptes kolonku do nové mikrozkumavky a centrifugoval 1 minutu. Timto krokem

jsem ptipravil DNA 4 lidi.

3.3 Koncentrace a istota ziskané DNA

Me¢fteni koncentrace a Cistoty izolované DNA jsem provadél na piistroji BioSpec
nao Micro-volume UV-Vis. Spektofotometr od firmy Shimadzu. K vyuziti jsou 2
vinové délky. Prvni, kterou jsem pouzil ve své praci, 260-280 nm se pouziva
K posouzeni Cistoty DNA a RNA a druhou vilnovou délkou 260/230 nm se méfi
se provede kalibrace pfistroje pro méfeni vzorku konkrétnich vzorkli. Vlozenim 1 pl

vzorku na ¢oc¢ku nam pfistroj vyhodnotil koncentraci a Cistotu, kazdého vzorku.

3.4 Redéni primerii

Po zkontrolovani nov¢ pfichozich primerti se kazdy primer fedil 250 pl H20 a
vlozil do termobloku na 20 minut o teplot¢ 37 °C. Z toho zdsobniho roztoku jsem
vytvoril pracovni roztok smichdnim 90 pul H20 s 10 pl ¢istého primeru. Zasobni roztoky
se skladovaly v mrazaku a pracovni v lednici, které se pouzivaly na polymerazové

fetézové reakce (PCR).

3.5 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

Pro prvni testovani nové vytvorenych primert jsem pouzil grandientovou PCR, za

ucelem zjisténi optimalni teploty. Teploty testované pro nasedani primeri byly byly 54
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°C, 56 °C, 58 °C, 60 °C a 61,5 °C po dobu 1 minuty. Pfed nasedanim primerii prob¢hla
denaturace pii 94 °C, elongace pfi 72 °C a finalni elongace pti 72 °C. Denaturace,
annealing i elongace se stfidaly po 1 minut¢ a 30krat se tento cyklus opakoval.

Tabulka €. 2: Slozeni mixu pro gradientovou PCR. (Vlastni zdroj)

SloZeni PCR reakce
Master Mix 5ul
PCR H20 3,5 ul
Forward primer 1,5 ul
Reverse primer 1,5 ul
DNA 1ul

Celkov¢ byla smés namichana dohromady na 6 vzorkii PCR, aby se do kazdé z 5
mikrozkumavek napipetovalo dostate¢né mnozstvi smési. Po zjisténi optimalni teploty
byla provedena konvenéni PCR bez gradinetu s vybranou jednou teplotou pro kazdy par
primert.

Tabulka €. 3: Slozeni mixu pro konven¢ni PCR. (Vlastni zdroj)

SloZeni PCR reakce pro nasledné
sekvenovani
Master Mix 25 ul
PCR H20 43,75 pl
Forward primer 3,125 ul
Reverse primer 3,125 ul
DNA 2,5l

Ze smési jsem po hotové PCR pouzil 10 pl na elektroforézu pro kontrolu
pfitomnosti fragmentu a dal§ich 10 pl jsem piepipetoval s 5 ul forward primerem do
mikrozkumavky na sekvenaci. Vzorky jsem nasledn& odeslal do firmy SEQME (Cesk4
republika), kde byla vlastni sekvenace provedena. Vysledné sekvence mi byly zaslany

e-mailem.

3.6  Elektroforéza

Agarézovy gel 1,5 % v elektroforetické vané se pifipravoval navazenim 1,5 gramu
praskové agardzy smichanim se 100 ml TBE pufru v Erlenmayerové baiice. Smés se
zahfala do bodu varu v mikrovince a po zchladnuti jsem ptidal 5 pl etidium bromid,
zamichal a nalil do elektroforetické vany s hiebinkem, Spickou odstranil bubliny a
nechal ztuhnout cca 15 minut. Poté byl gel ptfipraven k elektroforéze, vyndal se
hiebinek a do jamek se pipetoval PCR produkt s obsahem 10 pl a po stranach velikostni
marker (ladder). Elektoforézu jsem zapinal na 120 V po dobu 20 minut. Vyhodnoceni

probihalo pod UV svétlem ve vizualizaCnim zatizeni propojeném s fotoaparatem.
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3.7 Vyhodnoceni sekvenci DNA

Ziskané sekvence byly vyhodnoceny a porovnany v programu Geneious Prime

(Biomatters, Novy Zeland).
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4 Vysledky

4.1 Tabulka navrienych primerii

V tabulce uvadim vSechny mnou navrzené, objednané a vyzkousSené primery.

Tabulka ¢. 4 Seznam navrzenych primeri. (Vlastni zdroj)

Exon Forward primer Reverse primer
5A GGTCAGGCACAGTACCCAGC | CGGATAGCAAGGGAGGGG
5B CCTAAAGAGGCTAATAACAG | GGCTTACCGAAATAAAGGAT
6A TTGAGCAGCGTAAATATAGA | CCCCCTCAATTATATCAACT
6B GATGGCACAAAATTCTCC |CTCAATTATATCAACTTCTGTT
6C GACTGAAAGACCTCAGGAAG | TCCCCCTCAATTATATCAACTT
6D GATGGCACAAAATTCTCC CCCCCTCAATTATATCAACT
6E GACTGAAAGACCTCAGGAAG | CCCCCTCAATTATATCAACT
8A TGCAGCCATCGCCATTA GATAGCAGCCCAAAGTA
8B GTGCAGCCATCGCCATTA CCCATGCAAAGAAGACAAT
9 TCTGTTATTCGGCAGCTACC | AAGTGTGGATGTTGGAAAAC
14A TCCGAGAGTTAATCTGTAA | TTTCTCTGAAACAGAAACACT
14B GAATGTCTAACTAAAGG TTTCTCTGAAACAGAAACACT
14C CTCCTACCAGCGGCAT TTTCTCTGAAACAGAAACACT
14D CCGAGAGTTAATCTGTAA TAATACTCCATATGCTAATG
14E AGGCTAATAACAGTATGAG | TTTCTCTGAAACAGAAACACT

4.2 Dalsi pouZité primery

Tabulka ¢. 5 Seznam dalsich pouzitych, mnou nenavrhovanych primerti (navrhla Dr.

Hostickova). (Vlastni zdroj)

Exon Forward primer Reverse primer
2A CATTGGAGCCAGATGTACTCT |CTTCCCAGTTGCCCCTCTGGTGC
2B CCCTTTTGCCATTCATGAGAT GAACAAATCACGTCCCTTCTC
3 GTGAAGGCTGCTGGTATGTG | GCAAGGCACAGGCAAAGTTCTC
5C CCAGGTCAGGCACAGTACCCAGC | TCCGTCTGGGTCCTTGGCATCC

4.3 Vyhodnoceni gradientové PCR a optimalizaci primerii

Ze vSech mych navrzenych primert se bud fragmenty nevytvofily nebo se

vytvotilo vice fragmenti.

Fungovaly pouze primery navrzené pani doktorkou

Hostickovou s exony 2A, 2B, 3, 5C. Pokusil jsem se eliminovat potencionalni chyby pii

navrhu, ale i pfesto mi primery od exonu 5 do 14 nefungovaly pro sekvenaci.
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Na obrazku ¢. 4 jsem testoval primery exonu 8 oznafené variantou A i B, jako
templat jsem pouzil DNA otce a matky. Primery 8A jsem pipetoval do sloupct 2-6 a
primery 8B do sloupca 11-15. Ladder 100 bp byl aplikovan do jamek 1 a 16. V prvnim
fadku byly pouzity vzorky sotcovo DNA a ve spodnim fadku s matc¢inou DNA.
V ptipadé této gradientové PCR mi ve vsech 4 pripadech nevysel zadny fragment, jen je

Vv pozadi vidét stin.

Obrazek €. 4: Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primer exonu 8
— varinta 8A (ve sloupcich 2-6), varinta 8B (ve sloupcich 11-15). Sloupce ¢. 1 a 15-100
bp ladder, teploty nasedani primerd: 54 °C (2,11), 56 °C (3,12), 58 °C (4,13), 60 °C
(5,14)a 61,5 °C (6,15). (Vlastni zdroj)
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Vysledek amplifikace s primerem 5A je vyobrazen na obrazku ¢. 5 ve sloupcich 2-
6 a 14-18 na prvnim fadku. U obou DNA — otce i matky se tvofi predevsim 2 veétsi
fragmenty a dal$i mensi, proto se v dal$im postupu nedaji pouzit. Fragmenty s primerem
5B ve sloupcich 8-12 na prvnim fadku a 2-6 na druhém fadku se vibec nevyskytuji
s DNA matky ani otce. Nejlépe vypadajici 1 hlavni fragment a v pozadi mens$i ma
primer 14C ve druhém tadku ve sloupci 9-14. 1 ptfes pomérné ,,vydafeny“ fragment
s malymi fragmenty v pozadi, tento primer k sekvenaci neni vhodny. Celkové se pfi

zvysujici se teploté nasedani primerti snizuje pocet nespecifickych fragmentu.

Obrazek €. 5: Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primera exonu 5 a
14 — varianta 5A (ve sloupcich 2-6 a 14-18 v prvnim tadku), varianta 5B (ve sloupcich
8-12 na prvnim fadku a 2-6 na druhém) a exonu 14 varianta 14C (na druhém tadku ve
sloupcich 9-13). Sloupce ¢. 1 a 24; 1 a 16-100 bp ladder, teploty nasedani primera: 54
°C (2, 8, 14 v prvnim tadku a 2, 9 v druhém), 56 °C (3, 9, 15 v prvnim fadku a 2, 10 v
druhém), 58 °C (4, 10, 16 v prvnim fadku a 4, 11 v druhém), 60 °C (5, 11, 17 v prvnim
fadku a 5, 13 v druhém) a 61,5 °C (6, 12, 18 v prvnim fadku a 6, 13 v druhém). (Vlastni
zdroj)
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Obrazek ¢. 6 je rozdélen na 2 tadky, prvni obsahuje K testovani otcovu DNA a
druha matcinu DNA. Ve sloupcich 2-6 byly aplikovany vzorky s primery exonu 14
varianty 14D ve sloupcich 11-15 primery exonu 14 varianty 14E. Ve vSech jamkach
s PCR produktem se vyskytuje vice fragmentl a se vzrlstajici teplotou Gpln¢ mizi.

Proto jsem primery pro exon 14d a 14e nemohl pouzit na ptipadnou sekvenaci.

Obrazek ¢. 6: Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primeri exonu 14
varianta 14D (ve sloupcich 2-6) a varinata 14E (ve sloupcich 11-15). Sloupce ¢. 1 a 16—
100 bp ladder, teploty nasedani primert: 54 °C (2, 11), 56 °C (3, 12), 58 °C (4, 13), 60
°C (5, 14) a 61,5 °C (6, 15). (Vlastni zdroj)
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Na obrazku ¢. 7 mam zaznamenany vysledky amplifikace s primery 6A a 14A
vV prvnim fadku, a na druhém 14B a 5C. Primery jsou testovany S DNA otce. Prvni
skupina vzorkii s primery 6A ma matny stin kolem 100 bp, jednd se nejspiS o
kontaminaci. U druhé skupiny s primery 14A ve sloupcich 9-13 se fragmenty
nevyskytuji. Tteti skupina vzorkii s primery 14B ma nejasné ohrani¢ené fragmenty
kolem 100 bp, 300 bp a pfes 500 bp. Avsak ani jedny primery se nedaji pouzit
k dal$imu kroku, kromé posledniho paru primert 5c. S nizsi teplotou se roz$té€puje na
niz$i fragmenty, ale u teploty 61,5 °C ve sloupci 13 v druhém fadku fragment kolem

500 bp vypada dobfe a v nasledujicim sekvenovani tento primer pouZziju.

Obrazek ¢. 7: Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerd exonu: 6,
14 a5 - varinata 6A (ve sloupcich 2-6); exonu 14 - varianta 14A (ve sloupcich 9-13) na
prvnim fadku, varianta 14B (ve sloupcich 2-6) a exonu 5- varinata 5C (ve sloupcich 9-
13) na druhém tadku. Sloupce ¢. 1 a 16—100 bp ladder, teploty nasedani primert: 54 °C
(2,9), 56 °C (3, 10), 58 °C (4, 11), 60 °C (5, 12) a 61,5 °C (6, 13). (Vlastni zdroj)
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Kromé¢ primeru 3 se na obrazku ¢. 8 produkty PCR s pouzitymi primery 6B, 6C i 9
nevyskytuji v elektroforetickém gelu. VSechny primery byly zkouSeny otcovou DNA.
Primeru 3 vyhovuji vSechny teploty. Fragment bez S$tépeni, kontaminace se nachazi

kolem 400 bp.

Obrazek ¢. 8: Elektroforeticky gel gradientové PCR pro testovani primerti exonu 6, 9, 3
- varianta 6B (ve sloupcich 2-6), varianta 6C (ve sloupcich 10-14) na prvnim fadku a
varianta 9 (ve sloupcich 2-6) a varianta 3 (ve sloupcich 10-14) na druhém ftadku.
Sloupce ¢. 1 a 16100 bp ladder, teploty nasedani primert: 54 °C (2, 10), 56 °C (3, 11),
58 °C (4, 12), 60 °C (5, 13) a 61,5 °C (6, 14). (Vlastni zdroj)
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Primery 2A i 2B ohranicuji a vytvareji Cisté fragmenty bez stépenych fragmentt
kolem 400 bp, idealni pro vsechny zkousejici teploty v prvnim fadku. I kdyz u primeru
2A je vidét kolem 100 bp stin fragmentu, ktery se ze zvySujici teplotou nasedéani

vytraci. Ostatni primery 6D a 6E nevytvari zadné fragmenty.

Obrazek ¢. 9: Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerd exonu 2,
6 - varianta 2A (ve sloupci 2-6), varianta 2B (ve sloupci 9-13) na prvnim fadku, varianta
6D (ve sloupci 2-6) a varinata 6E (ve sloupci 9-13) na druhém fadku. Sloupce ¢. 1 a 16—
100 bp ladder, teploty nasedani primeri: 54 °C (2, 9), 56 °C (3, 10), 58 °C (4, 11), 60
°C (5, 12)a 61,5 °C (6, 13). (Vlastni zdroj)

Shrnutim vysledkt a vyhodnocenim gradientové PCR jsem mnou navrzené
fragmenty vyfadil z dalSiho pouziti pro jejich nespecifikénost a neamplifikovatelnost.
Pro dalsi ¢ast praktické prace jsem pouzil primery pani doktorky Hostickové (2A, 2B, 3,
5C), které vytvareji specificky amplifikované fragmenty.
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4.4  PCR pro ndslednou sekvenaci DNA

Pro prvni a posledni jamku jsem napipetoval ladder (marker) 100 bp. V obrazku 6 mi
vysel elektroforeogram se 3. riznymi pary primert. Par primerd 2A se nachdzi ve
sloupcich 2-5, par 2B ve sloupcich 7-10 a par 3 ve sloupcich 12-15. Band je Cisty bez
zadné nespecifické amplifikace v jedné urovni o velikosti ptes 400 bp s teplotou
nasedani primerd 61,5 °C. Pro kazdy par primert byly pouzity vSechny vzorky DNA
(celé rodiny).

Tabulka ¢ 6: Roztazeni DNA a primert ke sloupctim na obrazku ¢. 10.

Sloupce DNA Primery
1 - -
2 dceral 2A
3 otec 2A
4 dcera 2 2A
5 matka 2A
6 - -
7 dceral 2B
8 otec 2B
9 dcera 2 2B
10 matka 2B
11 - -
12 dcera 1l 3
13 otec 3
14 dcera 2 3
15 matka 3
16 - -

Obrazek ¢. 10: Elektroforeticky snimek konvenéni PCR — kontrola pted ptipravou
vzorki na sekvenovani. Ve sloupcich 2-6 - primer 2A, ve sloupcich 7-10 - primer 2B,
ve sloupcich 12-15 - primer 3. Ladder 100 bp - jamky 1 a 16. Teplota nasedani primerta
— 61 °C. (Vlastni zdroj)
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Pro amplifikaci vzorkli DNA z celé rodiny na obrazek ¢. 11 byl pouzit primer 5C.
Velikost amplifikovanych fragmentd se nachazi kolem 500 bp. Teplota annealingu byla
61,5 °C.

Obrazek ¢. 11: Elektroforeticky snimek konvenéni PCR — kontrola pfed piipravou
vzorkt na sekvenovani. Primeru 5C ve sloupcich 2, 4, 6 a 8. DNA dcera 1 — sloupec 2,
otec — sloupec 4, dcera 2 — sloupec 6, matka — sloupec 8. Teplota nasedani primeru -
61,5 °C. (Vlastni zdroj)
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45 Vysledky sekvenaci primeru exonu 2a, 2b, 3 a 5a.

U vSech ¢lent rodiny po srovnani ziskanych sekvenci se kauzalni mutace v exonu
5 ohranic¢ené primerem 5C nevyskytuje. Sekvence bazi se nepiekryvaji, nedochazi zde

K posunu ¢teciho ramce, delecim, substitucim a dal$im variantim vniku poSkozeni

genomu.

130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240
Consensus  NARAAGAETTGAATGGTAGTAGEEATT GGGGAATEATTGEAACTTATAGT GGAGET GATTT GTCARGAACAAGAGAGC GAAATAGET GEACAA GTTGETAC CETEARC
Identity
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Obrazek ¢. 12: Sangerova metoda sekvenovani exonu 5 s primerem 5C. DNA vzorek 1

—dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. (Vlastni zdroj)
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Obrazek ¢. 13: Sangerova metoda sekvenovani exonu 5 s primerem 5C. DNA vzorek 1

—dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. (Vlastni zdroj)
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U vsech ¢lent rodiny po srovnani ziskanych sekvenci se kauzalni mutace v exonu 3
ohranic¢ené primerem 3 se opét nevyskytuje. Sekvence bazi se nepiekryvaji, nedochazi

zde k posunu ¢teciho ramce, delecim, substitucim a dal§im variantam vniku poSkozeni
genomu.
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Obrazek ¢. 14: Sangerova metoda sekvenovani exonu 3 S primerem 3. DNA vzorek 1 —

dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 —dcera 2, vzorek 4 — matka. (Vlastni zdroj)

Exon 2 ohrani¢eny primerem 2A neni k precteni z divodu prekryti sekvenci pies

sebe. Proto se sekvence neda vyhodnotit.
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[+ 5. Exon2 GECTCTGGGGEACAAGECT CAT GGAGGAAAGEAGERCTAACCCEBGAGAAANACCTEAAAAGEGTTTTACGGGANENIGG TEABATARCCTCCT

Obrazek ¢. 15: Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 s primerem 2A. DNA vzorek 1

—dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. Znazornéna neditelnost
sekvenace. (Vlastni zdroj)
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Obrazek ¢. 16: Sangerova metoda sekvenovani exonu s 2 primerem 2A. DNA vzorek 1

—dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. (Vlastni zdroj)

Sekvence fragment exonu 2 ohranicenych primery 2B se nepiekryvaji. Kromé
nékolika deleci v sekvencich celé rodiny (srovndno s referencni sekvenci z databaze
NCBI), se vyskytuji i delece u otce, a potomku, zatimco u matky ne (pozice 69, 89),
dale jsem nasel na obrazku ¢. 14 konkrétni mutaci — zaména baze G za C u otce a

potomkd, jenz mtize zpusobit onemocnéni PCHLAD.
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Obrazek ¢. 17: Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 s primerem 2B. DNA vzorek 1

—dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. (Vlastni zdroj)
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Obrazek ¢: 18 Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 S primerem 2B. Vzorek 1 —
dcera 1, vzorek 2 — otec, vzorek 3 — dcera 2, vzorek 4 — matka. Delece na pozici 69 a
89. (Vlastni zdroj)
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Obrazek ¢: 19 Sangerovo metoda sekvenovani exonu 2 pomoci primeru 2B. Bodova
mutace G>C oznacena v oficidlni zprave z vysetieni otce v centru lékarské genetiky
v CB, jako kauzalni pro onemocnéni PCHLAD. (Vlastni zdroj)
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5 Diskuze

Polycysticka choroba ledvin s frekvenci vyskytu kolem 1:1000 zivé narozenych
rendlni insuficience, vdzné onemocnéni (Merta et al., 2007). Jedna z moznosti
diagnostiky je mutacni analyza (Pei a Watnick, 2010) a krom¢& béznych pouzivanych
laboratornich metod s vysokym procentem zaznamenani mutace (Liu, 2015), se da
pouzit i PCR amplifikace (Merta a Reiterova, 2004).

Pro zacétek praktické prace jsem se pokusil vytvofit primery pro exony genu PKD2
5-14 a navazat tak na kvalifikacni praci Bc. Sladkové (Sladkova, 2020), ktera
vyzkousSela navrzené primery dr. HoStickovou pro exony 1-5. Navrhnuti a optimalizace
mych primerii se neobeslo bez potizi. Ze vSech 15 parh primert neobstél ani jeden. Bud’
nebyl po gradientové PCR zaznamenan zadny fragment, nebo tam byl pouze naznak
fragmentu ve formé stinu v pozadi, jedna se o primery 5B, 8A, 8B, 6A, 14A, 14B, 6B,
6C, 9, 6D a 6E. Zbylé primery 5A, 14C, 14D, 14e amplifikovaly vice fragmenti, proto
se zadné mé navrzené primery nedaly pouzit pii sekvenaci. A diivod? Pravdépodobné
mohlo dojit u primert ke Spatnému navrhnuti, i kdyz jsem je op€tovné po negativnim
vysledku ovétoval a v programech Oligo Analysis Tool (eurofinsgenomics.eu) a
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (nih.gov) (Madden T., 2002). | pfes
uspokojivé vysledky analyzy ndm tyto programy nezaruci 100% uspéSnost nasedani a
ohraniceni spravného tseku DNA. Druhy divod mohl byt nedostate¢né provedena
ptiprava (napt. kratky cas rozpousténi dodanych lyofilizovanych primert, popf.
kontaminace PCR mixu nebo i chybna syntéza primert ze strany dodavatelské firmy). |
pfes to, Ze jsem u par primert zkusil opakovat pokus, zkouSel jsem rtizné kombinace
forwardt s reverse primery stejného exonu, presto vysledek byl stejny. Na obrazcich ¢.
5 a 6 mizeme vidét vice fragmentl, které postupné mizi se zvySujici se teplotou
nasedani primerli, d4 se predpokladat, ze zde byly amplifikovany jiné nespecifické
fragmenty DNA. Pokusil jsem se i o gradientovou PCR a vyhodnoceni sekvenovani jiz
pouzitych primerd, které navrhla pani doktorka Hostickova (2A, 2B, 3, 5C) a porovnal
je svysledky pouzité v kvalifikaéni praci Bc. Sladkové (Sladkova, 2020). Sekvenace
exonia 3 a 5 jsou obdobné, dobie Citelné, bez nalezu kauzalni mutace, amplikony
primerd 2A ohranicujicich exon 2 nejsou dobfe Citelné, jelikoz se prekryvaji sekvence
bazi a proto se primerovy par 2A neda pouzit k hodnoceni exonu 2. Mozna by vysledky

byly lepsi po tupravé podminek PCR (snizeni/ zvySeni obsahu hoiciku, C¢i
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snizeni/zvyseni teploty nasednani primerti). VSechny tyto vysledky mame podobné az
na primerovy par 2B, pomoci kterého se mi podafilo dobfe osekvenovat exon 2 a
k vidéni na obrazku ¢.18 jsou delece u potomku a otce. Tento nalez doklada zdédéni
otcovy alely genu, ale nevim, zda se muze jednat 0 kauzalni mutaci v exonu 2. U otce
byla provedena v laboratofi Centra 1ékai'ské genetiky v CB sekvenace celého genomu a
byla zjisténa bodova mutace ¢.709+5G>C (IVS2+5G>C) v intronu 2 genu PKD2
(oficidlni zprava z vySetieni). I j& jsem v tésné blizkosti exonu 2 u otce a jeho dvou dcer
nasel bodovou mutaci, ktera odpovida popisu kauzalni mutace z laboratorniho vysetieni
otce pomoci vazebné analyzy. Na obrazku €. 19 je zndzornéna zdména baze z G za C na
patém nukleotidu za exonem 2. Jde o genovou mutaci, kterd ma za nasledek vznik
onemocnéni PCHLAD u otce a jeho potomki. Podle téchto zjisténi se domnivam, Ze
obé dcery zdédily mutovanou alelu genu PKD2 po otci a doporucuji tedy, aby se
nechaly obé¢ vysetfit v Centru lékaiské genetiky a aby nasledné absolvovaly pravidelna

vySetfeni, ktera jsou u pacientd s PCHLAD pravidelné provadéna.
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6 Zavér

Po obeznameni se s problematikou a obecnou charakteristikou onemocnéni
polycystické choroby ledvin dominantniho typu, jsem navrhl 15 parii primerd pro
amplifikaci fragmentl odpovidajicich exonim genu PKD2. Pro optimalizovani teploty
nasedani téchto primera jsem pouzil gradientovou PCR a pomoci elektroforetického
gelu pii elektroforéze jsem vysledky vyhodnotil pod UV svétlem. Z neznamého divodu
se mi nepodarilo optimalizovat ani jeden par mnou navrzenych primert. Pokusil jsem se
tedy optimalizovat podminky reakce pro dalsi 4 pary primert, které navrhla pani
doktorka Hostickova. Primerovy par 2B exonu 2 se podafilo dobfe amplifikovat k
¢itelné sekvenaci a bodovou mutaci zdédénou po otci na potomky najit. Pfinosem této
prace — 1 pfes neuspéch pii optimalizaci vlastnich primeri k nasledné sekvenaci, je
ovéieni a optimalizovani primerového paru 2B, diky kterému muizeme jednoduse a
levné v rdmci této rodiny dohledat bodovou mutaci u dosud nevysetenych ¢lent rodiny.
Dale se mi podafilo optimalizovat primery pro dal$i dva exony genu PKD2. Béhem
vypracovani mé kvalifikacni prace jsem se naucil zdkladni metody vyuzivané v
molekuldrné biologickych laboratotfich — izolace DNA, PCR, elektroforéza, navrhovani
a optimalizace primeru a ziskal tak cenné zkuSenosti vyuzitelné pii mém dal$im studiu a

v zamestnani.
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Seznam obrazki a tabulek

Obrazek 1 Iustracni obrazek polycystické ledviny

Obrazek 2 Strukturni slozeni polcystini — 1 a 2

Obrazek 3 Zaznamendni pacienta s ledvinami vazici 22 kilogrami

Obrazek 4 Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerti exonu 8

Obrazek 5 Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primert exonu 5 a
14

Obrazek 6 Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerti exonu 14

Obrazek 7 Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerti exonu: 6, 14
abd

Obrazek 8 Elektroforeticky gel gradientové PCR pro testovani primert exonu 6, 9, 3
Obrazek 9 Elektroforeticky snimek gradientové PCR pro testovani primerti exonu 2, 6

Obrazek 10 Elektroforeticky snimek konvenéni PCR — kontrola pted ptipravou vzorki
na sekvenovani.

Obrazek 11 Elektroforeticky snimek konven¢ni PCR — kontrola pied pfipravou vzorki
na sekvenovani.

Obrazek 12 Sangerova metoda sekvenovani exonu 5 s primerem 5C
Obrazek 13Sangerova metoda sekvenovani exonu 5 s primerem 5C
Obrazek 14 Sangerova metoda sekvenovani exonu 3 s primerem 3
Obrazek 15 Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 s primerem 2A
Obrazek 16 Sangerova metoda sekvenovani exonu s 2 primerem 2A
Obrazek 17 Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 s primerem 2B
Obrazek 18 Sangerova metoda sekvenovani exonu 2 s primerem 2B
Obrazek 19 Sangerovo metoda sekvenovani exonu 2 pomoci primeru 2B
Tabulka 1 Seznam a oznaceni pouzitych vzorka

Tabulka 2 Slozeni mixu pro gradientovou PCR

Tabulka 3 Slozeni mixu pro konvenéni PCR

Tabulka 4 Seznam navrzenych primert

Tabulka 5 Seznam dal$ich pouzitych, mnou nenavrhovanych primert (navrhla Dr.
Hostickova)

Tabulka 6 Rozfazeni DNA a primert ke sloupciim na obrazku ¢. 10.
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Seznam zkratek

ACEI - inhibitor angiotenzin konvertujici enzym

atd. — a tak dale

Bc. — bakalar

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

bp — pary bazi

Ca?" - kationt vapniku

CAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CT — pocitatova tomografie

¢. — cislo

CB — Ceské Budgjovice

DGGE — elektroforéza v gradientovém denaturaénim gelu
DHLPC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

DNA — deoxyribonukleové kyselina

dr. — doktor/ka

EGF — epidermélni riistovy faktor

CHSL — chronické selhani ledvin

kb — kilo paru bazi

NCBI — The National Center for Biotechnology Information
NGS — sekvenovani nové generace

PC1 — polycystin 1

PC2 — polycystin 2

PCR — polymerazova fetézova reakce

PCHLAD — Polycystické onemocnéni ledvin dominantniho typu
PKD1 a PKD2 — geny v DNA

popft. — poptipadé

PTT — protein truncation test

SSCP — polymorfismus konformace jednovldknové DNA
UV — ultrafialové svétlo

UZ — ultrazvukové vySetieni

V2 — antagonista vazopresinu
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