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Detekce mutace zpiisobujici polycystozu ledvin

Abstrakt

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala detekci mutace v PKD2 genu, ktera
zpisobuje polycystické onemocnéni ledvin. Toto onemocnéni je zajimavé tim, ze ho
nezpusobuje pouze jedna konkrétni mutace, ktera by postihovala urcity gen, ale
onemocnéni je velice variabilni, a mize ho zplsobovat vicero mutaci, které jsou na
odlisnych chromozomech, a dokonce i1 na riiznych mistech v daném exonu.

Predmétem mého vyzkumu byla ¢tyiclennd rodina. U jednoho ze ¢lenti této rodiny
byla jiz dfive potvrzena polycystickd choroba ledvin na zaklad¢ klinické diagnostiky.
Cilem této prace bylo u ¢lent rodiny odhalit pfipadnou mutaci v genu PKD2, a tedy
prokazat polycystické onemocnéni ledvin. Dal§im cilem bylo provést optimalizaci
navrzenych primert pro PCR reakci.

V teoretické Casti této prace jsem se zaméfila na problematiku polycystické
choroby ledvin, na déleni tohoto onemocnéni podle typu dédi¢nosti a na proteinové
produkty genu PKD2 i PKDI1. Déle jsem se zminila o anatomii ledvin, jejich funkci a také
stavbé nefronu. Vénovala jsem se i zdravotnim komplikacim, které chorobu doprovazeji,
a také jeji diagnostice a nasledné 1écbé.

V praktické ¢asti této prace jsem popisovala priibéh laboratorni diagnostiky pfi
hledani mutace v genu PKD2, a to konkrétné v jeho prvnich péti exonech. Diagnostika
sestavala z izolace DNA, PCR reakce, gelové elektroforézy a nasledného Sangerova
sekvenovani. Kvuli omezené kapacité laboratofe jsem vsak Sangerovo sekvenovani
osobné neprovadéla. Pfipravené vzorky k sekvenovani byly zaslany firm& SEQme.

Nakonec jsem vyhodnotila elektroforeogramy a vysledky ze ziskanych sekvenci. Pro
vyhodnoceni vysledkt jsem méla celkem 20 osekvenovanych vzorkt, vzdy 4 vzorky pro
kazdy exon. Ani u jednoho z nich se mi nepodafilo ptipadnou mutaci prokazat. Pro tiplnou

diagnostiku onemocnéni by bylo zapotiebi vySetfit i zbyvajici exony.
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Detection of mutation causes polycystic kidney disease

Abstract

In my bachelor's thesis, | dealt with the detection of the mutation in the PKD2 gene,
which causes polycystic kidney disease. The disease is interesting because it is not only
caused by a single specific mutation that affects a particular gene, but the disease is highly
variable and can be caused by several mutations located on different chromosomes and
even at different sites in a given exon.

The subject of my research was a family of four. Based on the results of using clinical
diagnostics, one member of the family was confirmed to have polycystic kidney disease.
The aim of this thesis was to detect the possible PKD2 mutation in the family members,
and thus to confirm the presence of polycystic kidney disease. The next aim was the
optimization of the designed primers for the PCR reaction.

In the theoretical section of this thesis, | focused on the issue of polycystic kidney
disease, classification of polycystic kidney disease based on the inheritance type, and the
protein products of the PKD2 and PKD1 genes. | also mentioned the anatomy of the
kidneys, their function, and also the structure of a nephron. | also dealt with the health
problems that accompany the disease, as well as its diagnostics and subsequent treatment.

In the practical section of this thesis, | described the process of the laboratory
diagnostics used to search for a mutation in the PKD2 gene, specifically in its first five
exons. The diagnostics consisted of the DNA isolation, PCR reaction, gel electrophoresis,
and subsequent Sanger sequencing. However, due to limited laboratory capacity, | did not
personally perform the Sanger sequencing. The samples prepared for sequencing were
sent to the SEQme company.

In the end, | examined the electrophoreograms and the results from the obtained
sequences. | had a total of 20 sequenced samples for the evaluation, always 4 samples for
each exon. | was not able to prove the possible mutation in any of them. The remaining

exons would also need to be examined for a complete diagnostics of the disease.
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1. Uvod

Polycysticka choroba ledvin je vrozené, geneticky podminéné onemocnéni, které se
vyznacuje predevsim tvorbou cyst v ledvinach. Onemocnéni vSak piinasi pacientovi i
dalsi zdvazné zdravotni komplikace, jako je vysoky krevni tlak, bolesti v zadech a bocich,
opakujici se infekce mocovych cest a dalsi.

Rozlisuji se dva typy dédi¢nosti tohoto onemocnéni, a to autozomalné dominantniho
typu, ktery je zpisobeny mutaci genu PKD1 nebo PKD2, a autozomalné recesivniho typu,
zpisobeného mutaci genu PKHDI. Mutace genu PKDI1 pfedstavuje vétSinu vSech
pfipadi autozoméln€¢ dominantni polycystické choroby ledvin, a je povazovana za
recesivni varianta dédi¢nosti polycystické choroby ledvin je mnohem vzacnéjsi a casto
smrtelnd jiz v atlém veku.

Jednou z moznych zpusobt diagnostiky pifi podezieni na autozomalné¢ dominantni
polycystické onemocnéni ledvin je klinickd diagnostika vyuZzivajici vySetfeni pomoci
ultrazvuku a magnetické rezonance. U osob mladSich cCtyficeti let v§ak nemusi dojit
k vyskytu cyst. Cysty, stejné tak jako i jiné dal§i symptomy onemocnéni, se mohou zacit
objevovat az pozdéji, a tak nelze onemocnéni v diivéjsim véku ihned vyloudit. Z tohoto
divodu je nutné provést molekularni diagnostiku, kterd odhali konkrétni genovou mutaci.
Ta vSak nepatii k béZnym postuplim pii diagnostice nemoci, a pro samoplatce je velmi
nakladna. To byva pfic¢inou nevédomého zhorSovani stavu pacienta.

V piipadé, Ze Zena je nositelkou mutace pro autozomalné dominantni polycystickou
chorobu ledvin, a chtéla by mit potomka, je 1ékafi doporuovano, aby dany par vyuzil
Sluzeb asistované reprodukce a podstoupil umélé oplodnéni s preimplantaénim
vySetienim embryi. Diky preimplantaénimu vySetieni je mozné vybrat takové embryo,

které¢ mutovany gen nenese.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Anatomie a funkce ledvin

2.1.1 Anatomie ledvin

Ledviny jsou parovym organem typického fazolovitého tvaru (Merkunova a Orel,
2008). Jsou ulozené v dutiné bfisni po stranach bederni patefe, v prostoru mezi pobfisnici
a zadni sténou biisni (Narika a Eliskova, 2009).

U ledvin lze rozlisit horni a dolni pol, medialni a lateralni okraj a pfedni a zadni
plochu (Nanka a Eliskova, 2009). V blizkém kontaktu s ledvinami jsou nadledviny.
Nasedaji na horni p6l obou ledvin (Dylevsky, 2009). Na medidlnim okraji se nachazi
branka (hilus), ktera je z pfedni i zadni strany ohrani¢ena valem. Prochazi ji cévy ledviny
a odstupuje zde panvicka ledvinna (Naiika a Eliskova, 2009). Panvicka ledvinna na
nékolika mistech vybiha do ledvinové diené v podobé¢ ledvinovych kalichti a na opa¢né
strané se zuzuje v mocovod (Merkunova a Orel, 2008). Krom¢ nadledvin jsou ledviny
velmi blizko jater, dvanéctniku, pravého ohybu tra¢niku a klicky tenkého stfeva, a
dotykaji se jich ptfedni plochy pravé ledviny pies nasténné peritoneum. U levé ledviny
jsou piedni plochy v kontaktu se slezinou, slinivkou bfi$ni, zaludkem, tenkym stfevem a
levym ohybem tra¢niku. Naopak zadni plocha ledvin se opira o dvanacté zebro, branici,

m. quadratus lumborum a o m. transversus abdominis (Dylevsky, 2009) (obr. 1).

(dvouleté dité, renkulinizované ledviny)

1 - jicen, 2 — brdnicni klenba, 3 - levd
nadledvina, 4 - levd ledvina, 5 - levy
mocovod, 6 - m. psoas major, 7 - délozni
dno, 8 - mocovy méchyr, 9 - pravy vajec-
nik, 10 - dolni dutd Zila, 11 - b¥isni aorta,
12 - pravd rendlni Zila

Obr. 1: Retroperitonealni prostor (prevzato z Dylevsky, 2009)



Ledvina dospé€lého ¢loveka vazi zhruba 150 g a je pifiblizn¢ 9-12 cm dlouha, 6-7,5
cm Siroka a asi 3 cm hluboké (Haluzikova et al., 2019). Velikost a hmotnost ledvin vSak
zavisi na pohlavi jedince, ponévadz Zzeny maji obvykle mensi ledviny neZ muzi (Cihék a
Grim, 2013). Konzistence ledvin je elasticka, ma ¢ervenohnédou barvu, a prava ledvina
byva uloZena nize nez leva. Povrch ledviny je kryty vazivovym pouzdrem. Diky tuku,
ktery je okolo ledvin, jsou ledviny chranény a podpirany (Merkunova a Orel, 2008).
Kromé tuku jsou ledviny fixovany také pomoci fascia renalis a tponu mesocolon
transversum (Narika a Eliskova, 2009).

Pfi frontalnim fezu ledvinou miizeme pozorovat ledvinovou panvicku a funkéni tkan
(parenchym), ktera je tvofena fidkym vazivem (intersticium) prostoupenym cévami a
nefrony. Tento parenchym muzeme rozdélit na zevni ¢ast, tj. kuru (cortex renalis), a
vnitini ¢ast, tj. dien (medulla renalis) (Merkunova a Orel, 2008). Kira je svétlejsi a
vytvati tlustou zonu po obvodu ledviny, dfen je tmavsi a uspofadana do pyramid
ptevracenych svym okrajem k hilu. VVrcholky papil (papilla renalis), zaoblenych vrcholki
pyramid, jsou obemknuty kalichy ledvin, calices renales (Narka a Eliskova, 2009) (obr.
2).
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Obr. 2: Frontalni Fez ledvinou (prevzato z
https://www.centrumzdravibrno.cz/grafika/ledviny.jpg)



2.1.2 Nefron

Zakladni morfologickou a funkéni jednotkou ledvinové tkané je Gitvar zvany nefron.
Ten se skladda z Malpighiho téliska (sculum renale), proximalniho tubulu, Henleovi
klicky, distalniho tubulu a sbéraciho kanalku (Narika a ElisSkova, 2009). Malpighiho
télisko je prvni casti nefronu a sklada se z glomerulu, klubicka kapilar, které vznika
vétvenim piivodné tepénky a dvojitého Bowmanova pouzdra obklopujiciho klubicko.
Bowmanovo pouzdro pak pokracuje v proximalni tubulus. Henleova klicka ma tenkou
sestupnou cast, ¢ast vzestupnou koncici tzv. tlustym segmentem, a tvoii spojeni mezi
proximalnim a distdlnim tubulem. Distalni tubuly se vyprazdnuji do sbéraciho kanalku
usticiho do kalichu panvic¢ky na ledvinové papile. Kromé téchto ¢asti nefron obsahuje
také juxtaglomerularni aparat, ktery produkuje hormon renin (obr. 3) (Merkunova a Orel,
2008).

Kazdy ¢lovek se narodi s uréitym poctem nefronii (asi 1 milion v jedné ledving) a
Vv pribehu zivota se jiz nové nefrony netvoii, pouze se zvétsuji v obdobi ristu nebo pii
omezeném poctu zplusobeném poskozenim nebo odstranénim jedné ledviny. Za
fyziologickych podminek nejsou vSechny nefrony funkcni najednou, ale ve své funkci se

stiidaji (Merkunova a Orel, 2008).

F 3 juxtaglomerularni
sbéraci = aparat (renin)
kanalek 1 < pfivodna tepénka

- odvodna tepénka
ledvinové télisko
: R (Bowmanovo pouzdro
t & 3 + klubi¢ko viasecnic)
distalni : —
tubulus 7. - proxtma[nl lqbulus'
3 ‘ R (obsahuje primarni mo¢)
[ 2 “}——__ cévy (vpravo tepna,
-+—1 " vlevozila)
, ]
tlusty ) ::
segment & ) “ | 3
Kligky // y
N . .
sbéraci - Henleova klicka obklopena
S & | 4 V5 tubularni viaseénicovou siti
pokracovani / 3
™ -

Obr. 3: Stavba nefronu (prevzato z Merkunova a Orel, 2008)
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2.1.3 Funkece ledvin

Spolecné s travicim traktem, plicemi a kazi, patii ledviny k hlavnim orgédntim ve
vylu¢ovani odpadnich latek z organismu (Haluzikova et al., 2019). Tyto odpadni latky
mohou byt 1 Casto toxické, jako je tomu naptiklad u dusikatych slouc¢enin. Hlavni funkci
mocového systému, a tedy i ledvin, je udrzeni homeostazy organismu, tj. stalosti
télesnych pochodl a mechanismu které ji udrzuji. Mezi nemén¢ dilezité funkce ledvin
patii i zabezpeceni a regulace slozeni a objemu krve, tvorby ¢ervenych krvinek v kostni
dreni prostfednictvim syntézy hormonu erytropoetinu, vysky krevniho tlaku a aktivace

vitaminu D (Dylevsky, 2009).

2.2 Polycysticka choroba ledvin

Polycysticka choroba ledvin je geneticky podminéné onemocnéni, které postihuje
predevsim ledviny, ale mohou byt zasazeny i dals$i organy (lgarashi a Samlo, 2002).
V ledvinach se vytvareji cysty naplnéné tekutinou (Bergmann et al., 2018). Cysty se také
mohou vyvinout v jinych organech, zejména v jatrech. Onemocnéni se neprojevuje pouze
tvorbou cyst, ale postizeni jedinci trpi i dal§imi patologickymi zmé&nami (Halvorson et
al., 2010).

Rozlisuji se dvé hlavni formy polycystické choroby ledvin — autozomalné
dominantniho typu (ADPKD) a autozomalné recesivniho typu (ARPKD) (Eccles a
Stayner, 2014).

Kromé¢ téchto dvou genovych mutaci existuji jesté dalsi genové mutace zptsobujici
polycystickou chorobu ledvin. Jsou to mutace genu GANAB a DNAJBI11. Ob¢ tyto
mutace zpusobuji ADPKD (Harris et al., 2002).

2.2.1 Polycysticka choroba ledvin autozomalné dominantniho typu

Autozomaln¢ dominantni forma polycystické choroby ledvin je nejcastéjsi dédi¢né
onemocnéni S frekvenci vyskytu az 1:500. Je zplGsobena bud’ mutaci genu PKDI na
kratkych raméncich 16. chromozomu, nebo genu PKD2 na dlouhych raméncich 4.
chromozomu (Merta et al., 2007). Tedy krom¢& mutaci v genech GANAB a DNAJB11,
které jsou popséany nize.

Gen PKD1 obsahuje 46 exonl a kdoduje velky transmembranovy protein zvany

polycystin-1, ktery se sklada ze 4303 aminokyselin. Narozdil od genu PKD1, gen PKD2
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ma 15 exont, a jeho produktem je integralni membranovy protein polycystin-2 slozeny
z 968 aminokyselin (Obeidova et al., 2014).

Mutace genu PKDI1 tvofi ptiblizné 85 % vSech ptipadti autozomalné¢ dominantni
15 % piipadt s mirnéj$imi klinickymi projevy nese mutaci v genu PKD2 (Obeidova et
al., 2014).

Asi 95 % lidi s ADPKD zdédilo onemocnéni od svého rodi¢e autozomalné
dominantnim zptisobem. Kazdé dit€¢ ma 50 % Sanci na zdédéni prave této mutované formy
genu. Vsak nejméné u 10 % piipadd dochazi k de novo patogenni varianté, tzn. dochazi

k nov¢ vzniklé mutaci, ktera se nevyskytuje ani u jednoho z rodica (Harris et al., 2002).

2.2.2 Proteinové produkty genu PKD1 a PKD2

Jak jsem jiz zminila, proteinovymi produkty genit PKD1 a PKD?2 jsou polycystin-1
(PC1) a polycystin-2 (PC2). PC1 a PC2 tvoti komplex, receptor-iontovy kanal, umistény
V primarnich ciliich. Funkce tohoto komplexu, a zejména tiloha PC1, neni zatim zcela
znama, z davodu nedostatku spolehlivého funkéniho testu (Wang et al., 2019).

Polycystin-1 byl zjistén na povrchu ureteralniho pupenu. Ureteralni pupen ma
vyznam ve vyvoji ledvin a vyvodnych cest moc¢ovych. Béhem vyvoje ledvin je PCI
exprimovan vice nez v dospélych ledvinach a ucastni se hlavné kontaktu burnika-matrix,
kdy se v bazalni ¢asti buiiky nachazi nejvice polycystinu. N-terminalni oblast PC1 hraje
dulezitou roli v kontaktu s dal§imi proteiny, zatimco jeho C-konec obsahuje nékolik
potencialnich mist fosforylace, které se uplatiuji v ptenosu signalu. Prostfednictvim
aktivace transkripéniho faktoru ovliviiuje tento C-konec diferenciaci, proliferaci, i
apoptozu bunék. Podle prokazanych studii se udajné cely PC1 chova jako G-protein
uvolnujici B- a y-podjednotku a aktivujici a-podjednotku. Polycystiny vytvaieji komplexy
s adhezivnimi proteiny E-kadherinem a kateniny, a jsou intracelularné ve spojeni
s aktinem, vimentinem, cytokeratinem, troponinem a tropomyozinem. PC1 také pfimo
reguluje bunéény cyklus a reaguje svou intracelularni oblasti s polycystinem-2 (Tesarf et
al., 2015).

V ledvinach dospélého clovéka je polycystin-2 exprimovan vice nez polycytin-1.
Polycystin-2 je exprimovan hlavné ve vzestupném raménku Henleovy klicky a
Vv distalnich a sbérnych tubulech. Je také exprimovan v membrané endoplazmatického

retikula. Polycystin-2 je v kontaktu s neselektivnim kalcium-vazajicim iontovym
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kanalem (TRPC-1), kterému je strukturalné podobny. Pisobenim hormonalnich stimuli,
PC2 také zvysuje uvolnovani vapniku z intracelularnich zasob. Oba polycystiny hraji
urcitou roli i pii ciliogenezi (Tesaf et al., 2015). Cilogeneze je podle Vejnera et al. (2012)
proces diferenciace fasinkové buriky, ktery probiha v fasinkovych burikach synchronné,

za vzniku ciliarniho aparatu.

2.2.3 Polycysticka choroba ledvin autozomalné recesivniho typu

Autozomalné recesivni polycysticka choroba ledvin je vyznamnou pfi¢inou
onemocnéni ledvin u novorozencti a déti S typickym projevem vyrazné zvétsenych ledvin,
které Ize detekovat jiz v prenatalnim obdobi (Adeva et al., 2016)._Jiz v prvni dekad¢
zivota se vice jak polovina jedinci S ARPKD postupné dostava do konecného stadia
onemocnéni ledvin (ESRD). V této fazi onemocnéni mize byt nezbytna transplantace
ledvin pacientti (Sweeney et al., 2001). Kromé¢ zvétsenych ledvin maji pacienty s ARPKD
také vrozenou jaterni fibrozu, ktera mize vést k portalni hypertenzi. Péce o pacienty tedy
zahrnuje nejen pozornost nefrologl, ale také peclivé sledovani pediatrickych
gastroenterologu (Hartung a Guay-Woodford, 2014).

K tomu, aby se autozomalné recesivni typ dédi¢nosti klinicky projevil, musi byt
zmutovana alela na kazdém z homolognich chromozomi. Projevi se tedy pouze
v homozygotnim stavu, pfic¢emz postizeny mohou byt jak divky, tak i chlapci (Teplan et
al., 2006).

ARPKD zpusobuje mutace genu PKHD1. Produktem genu PKHD1 je protein
fibrocystin, nékdy také nazyvany jako polyductin. Fibrocystin je velky receptorovy
integralni membranovy protein, ktery obsahuje vice nez 4000 aminokyselin, signalni
peptid, velkou N-koncovou extracelularni oblast, transmembranovou doménu, a kratkou
intracelularni cytoplazmatickou doménu (Zhang et al., 2010). Pfedpoklada se, ze nizena
nebo nedostateéna funkce fibrocystinu by mohla byt pfi¢inou onemocnéni ARPKD
(Sweeney et al., 2001).
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2.2.4 ADPKD zpiisobena mutaci genu GANAB a DNAJB11

Gen GANAB koduje katalytickou alfa podjednotku glukosidazy II (Porath et al.,
2016) a ¢lena rodiny proteint glykosyl hydrolazy 31. Glykosydaza II je enzym, ktery se
podili na skladani proteinii a kontrole kvality Stépenim zbytkii glukézy z nezralych
glykoproteinii v endoplazmatickém retikulu. V tkani plicniho nadoru je exprese
koédovaného proteinu zvySend. ZvySena exprese kodovaného proteinu je i pii reakci na
UV zafeni (GANAB glucosidase Il alpha subunit, 2016).

Mutace v tomto genu je spojovana jak s ADPKD, tak s autozomalné dominantni
polycystickou chorobou jater (ADPLD) (Harris et al., 2002). Ta byla v roce 1996 popsana
I jako samostatné onemocnéni jater, u kterého nedochazelo k poskozeni ledvin (Hulek,
2018). Patogenni varianta GANAB genu zpusobuje mirné cystické onemocnéni ledvin,
pfi¢emZ obvykle nedochazi k poklesu rendlni funkce. U vétSiny postiZzenych jedinci se
vyskytuji také jaterni cysty. Neékteti jedinci maji fenotyp autozomalné dominantni
polycystické choroby jater, ktery se projevuje tézkou cystickou chorobou jater a tvorbou
malého poctu ledvinnych cyst (Harris et al., 2002).

Gen DNAJBI11 koduje ko-chaperonovy protein, ktery je zapojeny do zpracovani
proteinu endoplazmatického retikula (Allison, 2018). Mutace tohoto genu zptsobuje
autozomaln¢ dominantni polycystickou ledvinovou chorobu, pfi¢emz fenotypove se lisi
od klasickych forem ADPKD. Vytvofené cysty jsou sice men$i a ledviny ziistavaji
nezvétsené, ale dochazi k vyvoji chronické intersticialni fibroze. Proto byva oznacovan
jako fenotypovy hybrid ADPKD a autozomalné¢ dominantniho tubulointersticialniho
onemocnéni ledvin (ADTKD) (Cornec-Le Gall et al., 2018).

2.3 Klinické projevy polycystické choroby ledvin

Jak jiZ nadzev onemocnéni prozrazuje, hlavnim projevem nemoci je vyskyt mnoha
cyst, zejména v ledvinach (obr. 4). Pacienti trpi bilateralnimi rendlnimi cystami i

jaternimi cystami. Cysty se mohou tvofit také v pankreatu (Harris et al., 2002).
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Obr. 4: Patologicko-anatomicky obraz ledviny u ADPKD (prevzato z Merta et al., 2007)

Mezi dalsi casté komplikace polycystické choroby ledvin patii nebezpeéné vysoky
krevni tlak (hypertenze), jednostrannd nebo oboustrannd bederni bolest, krev v moci
(hematurie), opakujici se infekce mocovych cest, nefrolitidza, nefromegalie, renalni
adenomy ¢i abnormality srdeénich chlopni. Dale maji lidé s polycystickou chorobou
ledvin i zvySené riziko rozvoje intrakranialniho aneurysmatu (Li, 2015).

Ptestoze se u vSech jedincti s ADPKD objevuji v ledvinach cysty, existuje urcita
variabilita zdvaznosti onemocnéni ledvin a dalSich projevii nemoci, a to 1 v jedné rodiné
(Harris et al., 2002).

ARPKOD je pti¢inou vyznamné morbidity a mortality souvisejici s ledvinami a jatry
u déti. Piiznaky onemocnéni jsou obvykle patrné uz pii narozeni. Vice nez polovina takto
postizenych jedinct postupuje do konecné faze onemocnéni ledvin v prvni dekéad¢ Zivota,
kdy zdravotni stav déti mize byt natolik vazny, Ze je nutné podstoupit transplantaci
ledvin. Ptiblizné 30 % déti s plicni hypoplazii zptisobenou ARPKD zemfie do prvniho
roku Zivota na respiracni nedostatecnost nebo na sebe navazujici plicni infekce. Diky
novorozenecké respirani podpofe a rendlni substitucni terapii se dlouhodobéjsi preziti
téchto déti velmi zlepsilo (Sweeney et al., 2001). Castou doprovodnou komplikaci
ARPKD je Caroliho syndrom. Jedna se o velmi vzacné onemocnéni, které zahrnuje

vrozenou jaterni fibrozu a postihuje Zluc¢ovody (Kim et al., 2006).
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2.4  Diagnostika polycystické choroby ledvin

Diagnostika pfi podezieni na ADPKD u probandu (zkoumaného) se provadi pomoci
Klinické diagnostiky nebo molekularné genetickych testd. Klinicka diagnostika zahrnuje
vySetieni pomoci ultrazvuku a magnetickou rezonanci (Harris et al., 2002).

Absence rendlnich cyst pii vySetfeni ultrazvukem prakticky vylucuje diagnozu
ADPKD zptisobenou mutovanou patogenni Variantou genu PKDI, ktera pfedpovida
zkraceny polycystin-1 u rizikového ¢loveka ve veéku 15-30 let nebo vice. To, ze se renalni
cysty na ultrazvuku neobjevuji, vSak nemusi vzdy vyluCovat diagnézu u osob mladsich
Ctyficeti let, ktefi jsou ohrozeni ADPKD zpusobené variantami genu PKD1 nebo
patogennimi variantami Vv jinych genech souvisejicich s ADPKD. Lze také pouzit
moderni ultrazvukové skenery s vysokym rozliSenim, které dokdzou rozeznat malé cysty
o velikosti 1-2 mm (Harris et al., 2002).

Magneticka rezonance (MRI) je uzite¢na hlavné v ptipad€, pokud je vysledek
vySetieni ultrazvukem nejednoznaény. U téch, ktefi jsou ve vékovém rozmezi 16-40 let,
a maji v rodiné piibuzného postizeného ADPKD, a tudiz i 50 % riziko onemocnénti, je
pro diagnézu dostateéna pfitomnost vice jak deseti cyst (Harris et al., 2002).

Molekularni diagnostika ma své uplatnéni v oblasti presymptomatické diagnostiky,
V oblasti prenatalni diagnostiky, a také v oblasti piibuzenskych transplantaci ledvin.
Pfinosem presymtomatické diagnostiky je zaruceni jednozna¢ného vysledku kdy pacient
nemusi byt stale sledovan a vySetfovan ultrazvukem. Prenatalni diagnostika se provadi
jen vyjimecné, a to naptiklad u rodin, které by pfi zjisténi pozitivniho vysledku zadali o
pireruseni té¢hotenstvi (Tesaf et al., 2015).

Genetické testy zahrnuji jak pfimou, tak neptimou diagnostickou metodu. Vazebna
analyza je zékladni nepifiméa diagnostickd metoda, ktera vyuziva vysoce polymorfni
mikrosatelitni markery, a umoznuje stanoveni vazby onemocnéni na gen PKD1 nebo
PKD2. Tato metoda vSak vyzaduje minimaln€¢ dvé postizené osoby ve vysetfované
roding. Pfimou diagnostikou lze detekovat konkrétni mutaci. Velkou nevyhodou pfimé
diagnostiky je jeji vyssi cena a také ¢asova narocnost (Tesar et al., 2015).

Pfi vySetfeni je nutné mit na paméti 1 jind cystickd onemocnéni a odlisit je od
polycystické choroby ledvin. Dal§imi takovymi nemocemi postihujici ledviny jsou
naptiklad solitarni benigni cysty ¢i tvorba cyst v disledku vrozené tuberdzni sklerozy

(Stozicky et al., 2015).
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2.5 Laboratorni vySetieni polycystické choroby ledvin

Polycystickd choroba ledvin se laboratorné vySetfuje pomoci molekuldrni
diagnostiky. Je uziteCnym nastrojem pro stanoveni a potvrzeni diagnézy (Obeidova et al.,
2014). Své uplatnéni ma zejména pokud je vyzadovana jednozna¢na diagn6za u mladych
jedinc, u jedincti s negativni rodinnou anamnézou PKD a pro usnadnéni preimplantacni
genetické diagnostiky (Harris a Rossetti, 2010). Molekularni diagnostika zahrnuje
tradi¢ni analyzu vazeb a pfimy mutaéni screening (Obeidova et al., 2014).

ADPKD vykazuje vysokou variabilitu alelické heterogenity, a tak je nutné provést
uplny screening jak genu PKDI, tak genu PKD2. Az u 91 % ptipadi screening dokaze
detekovat mutaci u jedince s ADPKD, vsak pouze u 65 % screening odhali urcité mutace.
U 26 % jedinct se potvrdi nedefinované zmény, které vyzaduji dalsi vyhodnoceni (Harris

a Rossetti, 2010).

2.6 Lécba polycystické choroby ledvin

V soucasné dob¢ je lécba ADPKD zaméfend na snizeni mortality a morbidity
z dtivodu rendlnich a extrarenalnich komplikaci (Harris et al., 2002). Jednou z moznosti
1écby je snaha o blokadu vazopresinu, diky jehoz U¢inku na adenylyl cykldzu vzniké
tvorba cyst. Dalsi mozné experimentalni 1ééebné postupy jsou zaméfené na utlum
cystogeneze za pouziti antiproliferativnich latek, latek inhibujicich tyrozin-kinazy
receptoru pro epidermalni rlstovy faktor. U pacienti s ARPKD lze prodlouzit Zivot
1écbou systémové a portalni hypertenze a ndhradou funkce ledvin. Pacienty je nutné
sledovat. Mezi zakroky, které by lidem s ARPKD méli pomoci, patii naptiklad
sklerotizace varixl, vytvofeni porto-kavalnich ¢i splerorendlnich zkratd, nebo také
zavedeni transjugularnich intrahepatalnich portosystémovych shuntii a splenektomii. U
déti je nezbytné se zamétit na peclivou kontrolu arteridlniho krevniho tlaku a lécbu

dalsich symptomi (Merta et al., 2007).
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3. Cil prace

Cilem této prace byla detekce mutace genu PKD2 zptlisobujici autozomalné
dominantni polycystickou chorobu ledvin a optimalizace navrzenych primeri. Vzorky
DNA byly odebrany ctyiclenné rodiné (rodi¢tm a jejich dvéma détem). Autozomalné
dominantni polycysticka choroba ledvin se v této rodin€ objevila jiz diive, a to u tety otce,
ktera trpéla vaznym poSkozenim ledvin a musela podstoupit jejich transplantaci. Matka
déti nevykazuje zadné piiznaky nemoci, u otce vSak byla provedena klinicka diagnostika
S pozitivnim nalezem. Vzhledem k nizkému véku obou déti se doposud neprojevily zadné
klinické ptiznaky, které by ukazovaly na potencidlni onemocnéni zdédéné od otce.
Z tohoto divodu bylo zapotiebi provést analyzu genu PKD2 pomoci molekularné

genetickych metod k odhaleni pfipadné genové mutace u zkoumanych déti.
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4. Metodika

Praktickou c¢ast této bakalaiské prace jsem vykonavala v laboratoti Zemédélské
fakulty Jihodeské Univerzity v Ceskych Budgjovicich. K dispozici jsem méla &tyii
vzorky DNA, u kterych bylo mym tkolem detekovat piipadnou mutaci PKD2 genu.
Prvnim bodem praktické ¢asti byla izolace DNA z odebranych bukalnich stéra od
probandii. Poté nasledovala optimalizace navrzenych primertt pro prvnich pét exonii
vySetfovaného genu. Po provedené optimalizaci bylo mozné tyto ovéfené primery pouzit

pro PCR reakci a k naslednému sekvenovani.

4.1 Materidal

Zasadnim pouzitym materidlem pro genetické laboratorni vySetfeni byly vzorky
obsahujici DNA odebrané pomoci bukalnich stért, které zajistila mé vedouci bakalaiské
prace. Vzorky byly odebrany v§em ¢lentim vysetfované rodiny. Obvykle se pro vySetieni
mutaci gend, které zpusobuji polycystické onemocnéni ledvin, pouzivaji vzorky krve.
Odbér periferni krve vSak muze byt pro mnohé lidi stresujici a nepfijemny. Z tohoto
divodu byla zvolena mén¢ invazivni metoda (odbéry DNA bukdlnimi stéry), pti které by
nemelo nedochazet ke snizeni kvality odebraného materialu. Nasledné bylo zapotiebi ze

vzorku vyizolovat DNA pro jeji dalsi zpracovani molekularnimi metodami.

4.2 Metody

4.2.1 lzolace DNA

DNA byla izolovana kitem Buccal Swab DNA Mini Kit od firmy Geneaid. Tento kit
je ur€en pro extrakci genomické, mitochondrialni 1 virové DNA z bukdlnich bunck.
Vyuziva proteinazy K a chaotropickych soli k lyze bunék a degradaci proteinti. Dale
umoziiuje vazbu DNA na matrici ze sklenénych vldken v plastové kolonce, a pomoci
promyvacich pufrii odstraiiuje kontaminujici latky.

Nejprve bylo do ¢tyt centrifugacnich zkumavek napipetovano 500 ul pufru S1 a 20
ul proteindazy K. VSe se zvortexovalo. Do takto pfipraveného roztoku byly vmichany
bunky probandl z odbérovych kartacki. Kazda zkumavka obsahovala pouze jeden
vzorek od jednoho probandu. Rukojeti kartackt byly odstranény a zkumavky s kartacky
byly zavieny a znovu zvortexovany. Nasledovala desetiminutova inkubace pfi teploté

60°C. Pomoci sterilizované pinzety byly poté kartacky premistény do Filter Column
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kolonek. Kolonky se centrifugovaly pti maximalni rychlosti dvé minuty. Ziskany eluat
byl ptepipetovan k inkubovanym vzorkim. Kolonek s kartacky uz nebylo v dalsich
krocich tteba. Do kadinky bylo napipetovano 500 ul pufru S2 a 1 ul roztoku s Carrier
RNA pro kazdy vzorek (celkem 2000 pl pufru S2 a 4 ul roztoku s Carrier RNA).
Pripraveny mix byl pfidan k inkubovanym vzorkim a vse bylo ihned zvortexovano.
Vzorky byly poté inkubovany 5 minut pfi teploté 60°C. Po uplynulé dobé se opét vse
zvortexovalo a inkubovalo dalSich 5 minut pii stejné teploté. Do nové mikrozkumavky
bylo ptidano 400 pl elu¢niho pufru. Mikrozkumavka s eluénim pufrem pak byla
piedehiivana na 60°C. K inkubovanym vzorkim bylo pfidano 500 ul absolutniho
ethanolu. Nasledovalo dalsi zvortexovani po dobu 10 sekund. Do ¢tyi GD kolonek
umisténych ve sbérnych zkumavkach bylo ptepipetovano 750 pl vzorku, ktery byl
nasledné centrifugovan na maximalni rychlost 1 minutu. To, co proteklo pies kolonky,
bylo odstranéno, zbytek vzork byl piepipetovan na kolonky, a opakovala se centrifugace
po dobu 1 minuty. Kolonky byly pfemistény do novych sbérnych zkumavek a ke kazdé
bylo ptidano 400 pl pufru W1. Opét se vzorky centrifugovaly na maximalni rychlost 30
sekund a prote¢ena tekutina byla odstranéna. Na kolonky bylo pfidano 600 ul Wash pufru
a probehla dalsi centrifugace na maximalni rychlost po dobu 30 sekund. Znova se
odstranila tekutina, ktera protekla kolonkami, a vzorky se centrifugovaly na maximalni
rychlost 3 minuty, aby se kolonky vysusily. Kolonky byly po centrifugaci umistény do
novych mikrozkumavek a na stied kolonek bylo napipetovano 100 pl ptedehiatého
elu¢niho pufru. Nakonec byly vzorky centrifugovany na maximalni rychlost 1 minutu
(Buccal swab gDNA extraction kit, 2017).

4.2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova rekce (PCR) je metoda, ktera byla zavedena v roce 1985, a
vyuzivd mimobunécéné prosttedi k mnozeni definovanych fragmentd DNA. Metoda je
velmi rychla, citliva, a pln¢€ automatizovand. Je vhodné k amplifikaci (namnozeni) tseki
DNA i v ptipadé velmi malého vstupniho mnozstvi. Citlivost metody je natolik vysoka,
ze je nutné dodrZovat jista opatfeni k zabranéni kontaminaci vzorku nezddouci DNA
(Passarge, 2019).

PCR amplifikace byla provedena u vsech vzorkt vyizolované DNA za pomoci
ptistroje Mastercycler EP 384 Thermal Cycler od firmy Eppendorf. Pouzita reakéni PCR

smeés byla témét vzdy stejnd, ale obsahovala rtizné kombinace navrzenych primera pro
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kazdy ze zkoumanych exont (exony 1-5) genu PKD2, a rizné DNA probandi. Smés
obsahovala 10 pul PPP Master Mix od firmy Top-Bio; 0,5 forward primeru; 0,5 pl reverse
primeru; 1 ul DNA a 8 ul PCR Ultra H2O (také od firmy Top-Bio) pro kazdy vzorek.
Dohromady bylo pfipraveno 120 pl smési (pro 5 vzorki + rezerva).

V prvni fad¢ byla provedena optimalizace navrzenych primeri pouze S jednim
vzorkem DNA, a to se vzorkem odebranym od matky déti, tedy se vzorkem bez
mutovaného genu. Kazdou kombinaci forward a reverse primeru jsem testovala pomoci

gradientové PCR (tabulka 1).

Tabulka 1: Teploty amplifikaci vzorkii pouZitych pro gradientovou PCR

Vzorek | Teplota amplifikace
1 52°C
2 54 °C
3 56 °C
4 58 °C
5 60 °C

Reakce probihala v 6 cyklech za nasledujicich podminek:
1.95°C/5min
2.95°C/45s
3.52-60°C/45s X 35
4.72°C/1min
5.72°C/5min
6.4 °C

Teprve po optimalizaci jsem mohla primery aplikovat na vSechny vySetfované
vzorky DNA. Vzorky byly oznacené zkratkami NK, PK, AJ a 1J. Vzorek oznaceny jako
NK obsahoval DNA od matky déti a neobsahoval mutaci PKD2 genu, vzorek
s ozna¢enim PK byl odebran od otce déti a nesl genovou mutaci, a vzorky s DNA déti
byly oznacené jako 1J a AJ. Z celkového poctu 22 navrzenych primert bylo pouzito
k sekvenovani 8 primeru, které byly validované. Sekvence vSech pouzitych primert jsou
uvedené v tabulce 2. Validni primery pouzité k sekvenovani jsou zvyraznéné modie. Pro
kazdy exon jsem celkem ptipravovala pét vzorku, které obsahovaly uréitou kombinaci

primert, pficemz z celkového poctu patnacti exonti jsem vySetfovala pouze prvnich pét.
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Ctyfi vzorky z péti pro dany exon obsahovaly DNA probandii (jeden vzorek, jedna DNA)
a paty vzorek slouzil jako kontrola (neobsahoval zadnou DNA, pouze reakéni smes).

Takto zhotovené vzorky byly nasledné zpracovany v cycleru.

Tabulka 2: Pouzité primery (primery pouzité k sekvenovani jsou zvyraznéné modre)

Primer | Exon | Smér Sekvence Teplot:j\ nasedani
primeru

E1F1 1 5'3' GATGGGCGAGGCGGGGCGAGGCCA
E1F2 1 5'3' | TATCTCAGCGTCGGGCAGGCATCG
E1R1 1 3'5' CTTGGAAGCGCATTCCCCACCTCC
E1R2 1 3'5' GGATACCTCCTTCTTCAGGAT
E2F1 2 5'3' CATTGGAGCCAGATGTACTCT 60°C
E2F2 2 5'3' CCCTTTTGCCATTCATGAGAT
E2R1 2 3'5' GCACCAGAGGGGCAACTGGGAAG
E2R2 2 3'5' GAGAAGGGACGTGATTTGTTC 60°C
E3F2 3 5'3' GTGAAGGCTGCTGGTATGTG 60°C
E3F4 3 5'3' CAGAGATGTGGTGGGGTTAAG
E3F5 3 5'3' | TCGAGTAGGCATGTTGGTAG
E3R1 3 3'5! GAGTATCGACAGGACCTGCT
E3R2 3 3'5' GAGAACTTTGCCTGTGCCTTGC 60°C
E3R3 3 3'5! GTGCTGAGTGTTTCATATCT
E4F1 4 5'3' | ACAAATGATGGGGCAAGATGC
E4F2 4 5'3' GTTGCCAAATGCTTGGTTATGC 60°C
E4R1 4 3'5' CAGGTGCAGTAACATCATCC
E4R2 4 3'5' TGTGTATTAAGGGAGGTCACT 60°C
E5F1 5 5'3' CCAGGTCAGGCACAGTACCCAGC
E5F2 5 5'3' CAGTACCCAGCTTGATAGGCC 60°C
E5R1 5 3'5! GGATGCCAAGGACCCAGACGGA
E5R2 5 3'5' | TGAGGAAGGGAGTTGGGATC 60°C

Nastaveny program cycleru obsahoval 6 cyklti a m¢l nasledujici prubéh:
.95°C /2 min
.95°C/45s
.60°C/30s x 30
.72 °C/ 1 min
.72 °C/ 10 min
6.4 °C

g B~ W N -

Pro vizualni zobrazeni amplifikované¢ho useku DNA ve vzorcich byla poté pouzita

gelova elektroforéza.
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4.2.3 FElektroforéza

Elektroforéza je jednou z nejpouzivanéjsi separacni techniky pfi izolaci a analyze
nukleovych kyselin, a slozi k odd¢leni latek na zakladé jejich rozdilné pohyblivosti v
elektrickém poli. Nejcastéji se provadi gelova elektroforéza, pii které se vyuziva
agarozového gelu (Drnkova, 2019).

Dalsim krokem po probéhlé¢ PCR rekci bylo pouziti gelové elektroforézy (ELFO).
Byl pouzit 1,5 % agardzovy gel, ktery byl vytvoien smichanim 125 ml TBE pufru a 1,85
g agarozy V Erlenmeyerové bance. Baiku bylo potieba do vzniku gelu zahtivat
v mikrovinné troub¢ a poté lehce zchladit pod tekouci vodou. Pro vizualizaci DNA bylo
do nevychladlého tekutého gelu napipetovano 6,5 ul ethidia bromidu a vse bylo
promichano. Jesté nevychladly gel byl nalit do vani¢ky S vlozenymi hiebeny, které slouzi
pro vytvoteni jamek k napipetovani vzorkii. Po vychladnuti gelu byl gel i s vanickou (bez
hiebenll) premistén do elektroforézy. Do jednotlivych jamek bylo pipetovano 10 pl
vzorkt. Na prvni a posledni pozici fadku pouzitych jamek bylo pipetovano stejné
mnozstvi 100 bp ladderu pro posouzeni délky ziskanych PCR produktii. Elektroforéza
byla zapnuta na 90 V a 45 minut.

4.2.4 Sangerova metoda sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani, neboli také dideoxy sekvenovani DNA, je metoda
zaloZend na principu ukonceni syntézy DNA v okamziku, kdy se dideoxynukleotid zaradi
na misto normalniho deoxynukleotidu. Dideoxynukleotid se 1i$i od deoxynukleotidu tim,
ze postrada hydroxylovou skupinu na 3" pozici uhliku. Zarazovani nukleotidd se ukon¢i
ve chvili, kdy se v prib&hu syntézy DNA zaradi ddNTP. Na pocatku syntézy se pouzivaji
Ctyfi paralelné rozdélené zkumavky, které obsahuji primer, sekvencni smés, a jeden ze
¢ty fluorescenéné znacenych ddNTP. Syntéza je zablokovéna za tim nukleotidem, ktery
je obsazeny ve zkumavce. Je dlleZité, aby byl ve smési spravny pomér ddATP a dATP
pro ziskani fragmentti vSech moznych délek v rdmci sekvenovaného templatu. Nukleotid
ddATP by m¢l byt v nizké koncentraci, zatimco aATP by m¢l byt v nadbytku. Kazda ze
¢tyt zkumavek obsahuje ziskané fragmenty s odliSnym nukleotidem (A, T, G, nebo C),
ktery je 3" konci. V kazdé zkumavce je tedy jiny nukleotid. VSechny fragmenty maji
stejny 5" konec, ale 1isi se délkou na 3" konci. Ziskané fragmenty je mozné sefadit podle
delky a odecist jejich sekvenci pomoci gelové elektroforézy, vSak nyni se spiSe pouZzivaji

automatizované kapilarni elektroforézy (Passarge, 2019).
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Sangerovo sekvenovani jsem neprovadéla ja, ale firma SEQme. Pied odeslanim
vzorki firmé bylo nutné provést par krokl pro zajisténi pozadované¢ho vysledku
sekvenovani. Po piedeslé gelové elektroforéze klesl objem vzorka z puvodnich 20 ul na
12 ul. Do tohoto mnozstvi byly piidany 2 ul latky ExoSap, vSe se pomoci laboratorni
ttepacky promichalo, a poté byly vzorky kratce centrifugovany. Nasledné se vzorky daly
do cycleru, kde 30 minut probihalo enzymatické precisténi amplifikovanych fragmenta
pii 37 °C a dal$ich 15 minut pfi 80 °C probéhla deaktivace enzymu. Po prob&hlé reakci
bylo do vzorkt pridano 5 pl odpovidajiciho forward primeru, ktery byl pouzit pro PCR.

Takto pfichystané vzorky pak bylo mozné sekvenovat.
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5. Vysledky

5.1 Optimalizace primerii

Po izolaci DNA byla mym tkolem optimalizace navrzenych primertd z divodu
ovéteni jejich spravné funkénosti pii PCR reakci. Pro ptipravu PCR rekénich smési byly
pouzity jiz vySe popsané primery pro kazdy ze zkoumanych exonid (tabulka 2).
Analyzovany gen obsahuje celkem 15 exond, pfiéemz Vramci této prace bylo
vySetfovano prvnich pét. K amplifikaci vSech vySetfovanych vzorkl byla pouZita pouze
DNA od matky déti, ktera nenesla mutaci PKD2 genu. Tento vzorek DNA byl oznaceny
jako negativni kontrola (NK). Pribéh gradientové PCR reakce a teploty amplifikaci
vzorkidl jsou popsany na strané 21. Vysledky prib&hu reakci zobrazuji nize piidané
elektroforeogramy (obr. 5-13), na kterych je patrné, zda pouziti dané kombinace primert
spInilo sviij pozadovany tucel ¢i nikoliv.

Na obrazku 5 muizeme vidét elektroforeogram pofizeny z gelové elektroforézy.
Agarozovy gel obsahoval 7 vzorkt, pti¢emz do prvni a posledni jamky byl pipetovan 100
bp ladder, diky kterému dokazeme rozeznat velikost jednotlivych bandd (prouzk). Mezi
tyto laddery byly pipetovany vzorky amplifikované DNA po probéhlé PCR reakci. Smés
pro PCR reakci obsahovala primery E1F1 a E1R1, které byly urc¢ené pro 1. exon PKD2
genu. U sloupci 2-6 doslo krozlozeni DNA na jednotlivé fragmenty o ruznych

velikostech, pfi¢emz u sloupct 5 a 6 nebylo vzniklé pruhovani pfili§ vyrazné.

Obr. 5: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru EIFI+EIRI.
Sloupec ¢. 1 a 7100 bp ladder, 2 — annealing 52°C, 3 — 54°C, 4 — 56°C, 5 — 58°C, 6 —
60°C.
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Obrazek 6 zobrazuje vysledek probéhlé elektroforézy, pii které byly pouzity vzorky
obsahujici kombinaci primerd E1F1 a EIR2. Sloupec 1 a 7 obsahoval pouze 100 bp
ladder, stejné tak jak tomu bylo u pfedeslého obrazku 5. Na rozdil od obrazku 5 vSak

nejsou u sloupcu 2-6 patrné zadné bandy, ani zbytky fragmenta.

Obr. 6: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového pdaru EIF1+E1R2.
Sloupec ¢. 1 a 7—100 bp ladder, 2 — annealing 52°C, 3 — 54°C, 4 — 56°C, 5 — 58°C, 6 —
60°C.

Dale byly pouzity dvé kombinace primerd (obr. 7). Vzorky ve sloupcich 2-6
obsahovaly primery E1F2 a E1R1, a ve sloupci 7-11 byly obsazeny primery E1F2 a E1R2.
Tyto primery byly také uréeny pro prvni exon. U sloupce 2 a 3 je vidét vyrazny band o
velikosti 100 bp, zatimco u dalSich dvou sloupcti této kombinace primerd nejsou bandy
tolik patrné. Kromé téchto vyraznych bandd se ve sloupci 2 a 3 vyskytuji jesté dalsi
fragmenty o velikosti 200 bp a 500 bp. Ve sloupcich 7-11 se neobjevily zadné bandy,
pouze ve spodni ¢asti lze vidét zbytky fragmenti. Podobné tomu tak je u sloupce 6
predeslé kombinace (u kombinace E1F2 a EIR1).
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Obr. 7: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru EIF2+EIRI a
E1F2+E1R2. Sloupec ¢. 1 a 12 — 100 bp ladder, 2 a 7 — annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4 a
9-56°C, 5a10-58°C, 6a 1l —60°C.

Nasledné jsem optimalizovala kombinace primeri pro druhy exon (obr. 8), a to
konkrétné kombinaci E2F1 a E2R1 (sloupce 2-6) spolu s druhou kombinaci E2F1 a E2R2
(sloupce 7-11). Zde lze v obou ptipadech vidét jeden velmi vyrazny band ve vSech
sloupcich. Pod bandem se u sloupci 2-6 dale objevuji i naznaky jinych fragmentu.
Velikost bandl prvni kombinace primerd je 400 bp, u druhé kombinace je to 500 bp. Do
sloupce 1 a 12 byl opét pipetovan jen ladder bez jakékoliv dalsi pfimési ¢i DNA.

Obr. 8: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru E2F1+E2R1 a
E2F1+E2R2. Sloupec ¢. 1 a 12 — 100 bp ladder, 2 a 7 — annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4 a
9-56°C, 5a10-58°C,6al1l-60°C.
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Na obrazku 9 byla pouzita kombinace primert E3F2 a E3R2, ktera byla ur¢ena pro
amplifikaci tfetiho exonu. U sloupcti 2-6 mizeme vidét jeden jasny band o velikosti 400

bp, pficemz u druhého a tfetiho sloupce se pod timto vyraznym fragmentem nachazeji

jeste dva kratsi a méné viditelné fragmenty. Do prvni a posledni jamky byl opét pipetovan
ladder.

Obr. 9: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru E3F2+E3R2.
Sloupec ¢. 1 a 7—100 bp ladder, 2 — annealing 52°C, 3 — 54°C, 4 — 56°C, 5 — 58°C, 6 —
60°C.

Piedposlednim vySetiovanym exonem byl ¢tvrty exon. K jeho amplifikaci byly
vyuzity celkem ¢tyfi kombinace primert. Vysledek amplifikace s pouZitim prvnich dvou
kombinaci zobrazuje obrazek 10. Sloupce 2-6 obsahovaly primery E4F1 a E4RL.
Podobné jako na obrazku 5 byla v tomto pfipadé DNA rozdélena na vice fragmentt. U
druhé kombinace primert byly pouzity primery E4F1 a E4R2 (sloupce 7-11). V tomto
ptipadé muzeme pozorovat, ze k amplifikaci vzorka doslo pouze pfi teploté 58°C a 60°C
(sloupce 10 a 11), pficemz vzniklé bandy o velikosti 1000 bp nejsou piili§ vyrazné.
Sloupec 1 a 12 obsahoval 100 bp ladder.
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Obr. 10: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru E4F1+E4R]
a E4F1+E4R2. Sloupec ¢. 1 a 12 —100 bp ladder, 2 a 7 — annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4
a9-56°C, 5a10-58°C, 6all—60°C.

Do druhych dvou kombinaci pro ¢tvrty exon byly pouzity primery E4F2 a E4R1
(sloupce 2-6), a také E4F2 spolu s primerem E4R2 (sloupce 7-11) (obrazek 11). V obou
piipadech je u vSech sloupcti jasné vidét vzniklé bandovani. Velikost bandi u prvni
kombinace primert je necelych 700 bp, u druhé kombinace velikost odpovida témét 1000
bp. Jako jiz u ptedeslych obrazkl, v prvnim a poslednim sloupci byl obsazen ladder

slouzici k ur¢eni velikosti vzniklého pruhovani.

Obr. 11: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru EAF2+E4R1
a E4AF2+E4R2. Sloupec ¢. 1 a 12 — 100 bp ladder, 2 a 7 —annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4
a9-56°C, 5a10-58°C, 6all—-60°C.
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Poslednimi optimalizovanymi primery byly primery pro paty exon. Na obrazku 12
byly u sloupcii 2-6 pouzity primery ESF1 a ESR1. Vzniklé bandy o velikosti 500 bp jsou
vyrazné, pricemz nejvice vyrazné jsou z této kombinace u sloupct 4-6. U sloupci 7-11
byly aplikovany primery ESF1 a E5R2. Pii pouziti této kombinace vznikly dvé fady

bandi tésné nad sebou. Kromé vyraznych bandii se zde objevuji i jiné fragmenty.

Obr. 12: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru ESF1+E5R1
a ESF1+E5R2. Sloupec ¢. 1 a 12 —100 bp ladder, 2 a 7 — annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4
a9-56°C, 5a10-58°C, 6a 11— 60°C.

Na zavér vSech provedenych optimalizaci byly optimalizovany primery v kombinaci
E5F2 a E5R1 (sloupce 2-6), a E5F2 a E5R2 (sloupce 7-11). U vsech sloupcti mtizeme

pozorovat jen jeden velmi vyrazny band.

—
N

Obr. 13: Elektroforeogram gradientové PCR pro testovani primerového paru ESF2+E5R1
a ESF2+ES5SR2. Sloupec ¢. 1 a 12 —100 bp ladder, 2 a 7 — annealing 52°C, 3 a 8 — 54°C, 4
a9-56°C, 5a10-58°C, 6al1l-60°C.
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5.2 Vlastni vySetieni vzorkit DNA

Po optimalizaci primerd nasledovala pfiprava vzorku na sekvenovani. Postup byl
témef totozny jako u optimalizace primerii. Rozdilné vSak bylo to, Ze tentokrat byly
pouzity vSechny Ctyfi vzorky DNA namisto jen jednoho vzorku oznaceného jako NK.
Kazdy paty vzorek (kromé obrazku 17 je tento vzorek na obrazcich vedeny pod ¢islem 6)
neobsahoval Zzadnou DNA a slouzil pouze jako kontrola v pfipad¢é kontaminace vzorkd.
Prabéh cykli PCR reakce je popsan na strané 22. Pouzité teploty, pii kterych dochazelo
k nejlep$imu nasedani primert, jsou uvedené v tabulce 2.

Obrazek 14 predstavuje vyfoceny gel z gelové elektroforézy, pii které byly pouzity
vzorky ptipravené pomoci PCR reakce. Vzorky na tomto obrazku obsahovaly primerovy
par E2F1 a E2R2. Na obrazku 15 je zndzornény vysledek amplifikace vzorkl
obsahujicich kombinaci primert E3F2 a E3R2, ptfedposledni obrdzek (obrazek 16)
zobrazuje amplifikaci fragmentu pomoci primert E4F2 a E4R2, a u posledniho obrazku
(obrazek 17) probihala amplifikace pomoci kombinace primertt ESF2 a ESR2. Na vsech

téchto obrazcich, kromé obrazku 16, se vyskytuje velmi vyrazné pruhovani.

Obr. 14: Elektroforeogram PCR pro amplifikaci fragmentu pomoci primerit E2F1+E2R2.
Sloupec ¢.1 a 7— 100 bp ladder, 2 —vzorek NK, 3 —PK, 4 —AJ, 5 - 1J, 6 — kontrola.
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Obr. 15: Elektroforeogram PCR pro amplifikaci fragmentu pomoci primerit E3F2+E3R2.
Sloupec ¢.1 a 7—100 bp ladder, 2 — vzorek NK, 3 —PK, 4 —AJ, 5 - 1J, 6 — kontrola.

Obr. 16: Elektroforeogram PCR pro amplifikaci fragmentu pomoci primeriit E4F2+E4R2.
Sloupec ¢.1 — 100 bp ladder, 2 —vzorek NK, 3 —PK, 4 —AJ, 5 - 1J, 6 — kontrola.

Obr. 17: Elektroforeogram PCR pro amplifikaci fragmentu pomoci primerit ESF2+E5R2.
Sloupec ¢.1 —vzorek NK, 2 — PK, 3—AJ, 4 —1J, 5 —kontrola, 6 — 100 bp ladder.
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Pomoci metody PCR a nésledného sekvenovani byly analyzovany vzorky obsahujici
DNA probandt. Vysledky sekvenovani znazornuji obrazky 18-24. Na obrazku 18 jsou
zaznamenané sekvence druhého exonu vSech pouzitych vzorki DNA. Na tomto obrazku
se stfidaji vysoké a Spicaté piky S nizkymi piky. Znacn¢ se ptekryvaji, a nejsou dobie
viditelné. Z diivodu toho, Ze se piky prekryvaji a nejsou dobte ¢itelné, nebylo mozné tyto
sekvence vyhodnotit. Obrazky 19 a 20 zobrazuji sekvence tietiho exonu. V tomto piipadé
jsou vzniklé piky spiSe vysoké a Spicaté, ale také velmi dobie Citelné. Nedochazi
k zadnému piekryvani pikd a vSechny sekvence jsou stejné. U ¢Etvrtého exonu (obr. 21-
23) dochazi k mirnému piekryvani pikl. Tyto piky nejsou pfili§ vysoké a jsou hodné
zakulacené. Sekvence patého exonu byly u vSech vzorkd stejné (obr. 24). Piky byly
vysoké a Spicaté a nevyskytovala se zde zadna odchylka mezi jednotlivymi vzorky.

Souhrnné vysledky detekce mutace jsou zaznamenané v tabulce 3.
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Obr. 18: Sekvence druhého exonu. Radek ¢ 1 —vzorek AJ, 2 — 13, 3 —NK, 4 — PK.
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Obr. 19: Sekvence tietiho exonu. Radek ¢. 1 —vzorek NK, 2 —PK, 3—AJ, 4 —1J.
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Obr. 20: Sekvence tietiho exonu. Radek & 1 —vzorek NK, 2 — PK, 3 —AJ, 4 — 1J.
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Obr. 21: Sekvence ctvrtého exonu. Radek ¢. 1 —vzorek AJ, 2 —1J, 3 — NK, 4 — PK.
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Obr. 22: Sekvence ctvrtého exonu. Radek ¢ 1 —vzorek AJ, 2 — 13, 3— NK, 4 — PK.
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Obr. 24: Sekvence padtého exonu. Rddek ¢. 1—vzorek AJ, 2 —1J,3—NK, 4 — PK.

Tabulka 3: Souhrnné vysledky detekce mutace

Exon Primerovy par Sekvenovano Nalezena mutace
2 E2F1+E2R2 ano ne

3 E3F2+E3R2 ano ne

4 E4F2+E4R2 ano ne

5 ES5F2+E5R2 ano ne
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6. Diskuze

Diagnostika ADPKD se provadi pomoci klinické diagnostiky nebo molekularné
genetickych testd (Harris et al., 2002). Molekularni diagnostika ma své uplatnéni zejména
pokud je vyzadovana jednoznacnad diagnéza (Harris a Rossetti, 2010). Mutace genu
PKD?2 je velice variabilni a v kazdé rodin¢€ se mtize vyskytovat na jiném misté. Vzhledem
k tomu, Ze je tento gen rozsahly, je velmi obtizné tuto mutaci najit.

Gen PKD2 celkem obsahuje 15 exont, pficemz ucelem této bakalaiské prace byla
detekce mutace v prvnich péti exonech. Pro kazdy exon jsem testovala vice primerovych
paru, a vybirala jsem ty z nich, které dokazali amplifikovat pouze jeden konkrétni asek
genu. Ty jsem poté mohla pouzit k vySettovani vSech vzorki DNA a naslednému
sekvenovani. V piipad¢, kdy jsem objevila vhodny primerovy par pro urcity exon, nebylo
dale nutné, abych testovala i dal§i primery pro amplifikaci stejného exonu. Z tohoto
diavody nebyly pouzity veskeré navrzené primery.

V ideédlnim ptipad¢ by se mél na gelu objevit jen jeden vyrazny vodorovny prouzek
u v8ech sloupcu elektroforeogramu, a tyto prouzky by mély byt uspoiadané v jedné fadé
vedle sebe. Tak je tomu naptiklad pii pouziti primerového paru E2F1 a E2R2 (obrazek
8), kdy mizeme vidét ve sloupcich 7-11 vyrazné pruhovani bez znamek jinych fragmentu.
Vzhledem k tomu, Ze gradientova PCR vysla u této kombinace primert specificky ve
vSech zkousenych teplotach (52-60°C), zvolila jsem pro amplifikaci fragmentu pted
sekvenovanim teplotu 60°C. Pti této teploté by dle mého nazoru méla byt specifita tohoto
primerového paru nejvyssi, aniz by to mélo vliv na G¢innost reakce. Ta totiz mize pii
ptili§ vysokych teplotach nasedani primerd klesat. Timto zpisobem jsem postupovala i
Vv pfipad€ primerovych part E3F2 a E3R2, E4F2 a E4R2, a E5F2 a ESR2. Tyto Ctyfi
primerové pary jsem poté pouzila k sekvenovani vSech vzorkiit DNA.

Misto jednoho prouzku se vSak u nékterych sloupct objevilo prouzkt hned nékolik.
V takové situaci to znamend, Ze nebyly pouzZity vhodné primery, protoze nebyly
dostate¢né specifické a amplifikovaly vice fragmentd. Téchto kombinaci primerd tedy
nebylo mozné vyuzit pro sekvenovani. Vzniklé piky by se piekryvaly a sekvence by
nebyly Citelné. Pti pouziti primerového paru E1F2 a E1IR1 sice doslo k vyskytu dvou
vyraznych bandt, ale sloupce také obsahovaly i jiné fragmenty, které by byly ruSivym
elementem pii sekvenovani. Stejné tak jsem nemohla pouzit i kombinace E2Fla E2R1,

E4Fla E4R1, E4F1 a E4R2, E5F1 a E5R1, a E5F1 a ESR2. Nékteré primerové pary

35



dokonce neamplifikovaly zadné prouzky. Z téchto diivodu jsem nemohla pouzit ani jednu
kombinaci primera pro prvni exon.

Z vysledku sekvenovani vyplynulo nékolik jednonukleotidovych odlisSnosti mezi
jednotlivymi vzorky. VSak vzhledem k tomu, Ze se tyto odliSnosti vzdy vyskytovaly u
obou rodi¢u, nemize byt zadna z nich kauzalni mutaci zptsobujici polycystozu ledvin u
testované rodiny.

Kviili velkému mnozstvi prekryvajicich se pikii nebylo mozné detekovat ptipadnou
mutaci v druhém exonu. Zdvojené piky na konci sekvence mohly byt zpusobené Taq
polymerazou. Ta totiz neni pfili§ procesivni, protoze po polymerizaci kratkého tseku
DNA dochazi k disociaci enzymu od templatu, a 3’ konec vznikajiciho fetézce se
z templatu uvolni. Pokud by k tomu doslo v homopolymerni oblasti a 3* konec nasledné
nasedne zpét na templat, muze dojit k tomu, Ze nasedne o bazi vpted nebo zad. Pti
nasledné extenzi produktu za homopolymernim tsekem pak dostaneme smés produktech
liSicich se o bazi, ale 1 o vice bazi. Sekven¢ni elektoforéza dokaze tuto smés rozdélit. Az
k homopolymeru tak vznikne ¢ista sekvence, za kterou nasleduje smés. Velikost vzniklé
smési je zavisla na délce homopolymerni oblasti (Znamé neznamé DNA sekvenovani. ..,

2012-2020).
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1. Zavér

Ucelem této bakalaiské prace byla optimalizace navrzenych primert a nasledna
detekce genové mutace, ktera by v ptipad¢ pozitivniho nalezu zpisobovala autozomalné
dominantni polycystickou chorobu ledvin. Konkrétn¢ jsem se zaméfila na gen PKD?2.
Pro optimalizaci jsem méla Kk dispozici 22 primert, které jsem testovala metodou
gradientové PCR. Pomoci gelové elektroforézy a nasledného pouziti pocitate jsem
vyhodnotila vysledky amplifikovanych fragmentt a vybrala jsem takové pary primert,
které byly vhodné pro sekvenovani vzorkt. Timto krokem jsem splnila jeden z cilu.
Porovnavala jsem také sekvence exont a hledala jsem genovou mutaci mezi jednotlivymi
vzorky. Na konci vyzkumu jsem dosla k zavéru, Ze se u vzorkti nenachazeji zadné mutace.
Objevilo se jen nékolik jednonukleotidovych odlisnosti. Tyto odliSnosti se vSak
vyskytovaly vzdy jen u obou rodi¢i. Znamena to tedy, Ze se nemohlo jednat o kauzalni
mutaci, ktera by zptisobovala onemocnéni.

V ramci této prace jsem testovala primerové pary pouze pro prvnich pét exonl genu
PKD2. Pro uplnou diagnostiku je vSak potieba testovat i zbylé exony. Toto vySetieni je
vSak finan¢né nakladnéjsi a nepatii mezi rutinné provadéné tikony, diky ¢emuz dochazi
K pozdéjsimu zachytu onemocnéni u pacientd.

Kromé samotného vyzkumu jsem se také Vramci vypracovani odborné reSerSe
seznamila s problematikou spojenou s timto zavaznym onemocnénim, a také se zptisoby

diagnostiky a 1écby.
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10. Seznam zkratek

ADPKD autozomaln¢ dominantni polycysticka choroba ledvin
ARPKD autozomalné recesivni polycysticka choroba ledvin
ADTKD autozomaln¢ dominantni tubulointersticidlni onemocnéni ledvin
PC1 polycystin-1

PC2 polycystin-2

MRI magneticka rezonance

PKD polycysticka choroba ledvin

ELFO elektroforéza

PKHD1 polycystické onemocnéni ledvin a jater 1

TRPC-1 neselektivni kalcium-vazajici iontovy kanal

ESRD konec¢né stadium onemocnéni ledvin

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

ddNTP dideoxynukleotid trifosfat

ddATP dideoxyadenosin trifosfat

dATP deoxyadenosin trifosfat

TBE tris-bonat-EDTA

bp part bazi (base pair)
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