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1. Uvod

Komplex tuberozni sklerézy (TSC) bylywdre nazyvany jako Bournevilv syndrom podle
francouzského |éka, ktery jej popsal jiz vroce 1880. Toto onemsodnse vyznaéuje
autozomald dominantnim typem dalicnosti, lokusovou heterogenitou a extrémni varitdaili
klinickych projeva. Prevalence TSC je odhadovana na 1/6000 — 1/1000€) et al., 1996).

Charakteristickym rysem onemgaoin je tvorba benignich tumir(hamartoni) v mnoha
tkdnich. Nejastji byva zasaZzenaize, mozek, srdce a ledviny (Gometzal., 1999). RBiblizn¢
ve dvou fetinach TSC fipadi se jedna o sporadicky vyskyt onemé&ah(Sancalet al., 2005).

Hicinou tuberdzni skletty jsou mutace v TSC tumor-supresorovym genech. T§&i
(9934) koduje protein hamartin (van Slegtenhatsal., 1997), gen TSC2 (16p13.3) tuberin
(European Chromosome 16 Tuberous Sclerosis Cousprtil993). Produkty obou gén
spole&né vytvéreji komplex, ktery v ramci mTORC1 (mammalian targetapamycin complex
1) signalizace funguje jako negativni regulator ddneho fistu a proliferace. Jestlize nastane
mutace v jednom z TSC gene tvorbaci funkce tohoto komplexu naruSendmz je mTOR
signalizace aberantrkonstitutivré aktivovana a dochazi k vyvojiznych hamartorin (Foster
et al., 2010). Pra¥ zprostedkovani inhibice mTOR jeistdem z4jmu b vyvoji strategie 1éby
TSC asociovanych lézi. (Kingswoetlal., 2014; Franzt al., 2012).

2. Diagnosika komplexu tuber6zni sklerozy

Vzhledem k extrémni variab#iffSC sympton, jejichZz pa@et nafista s pibyvajicim wkem
pacienta, bylo nutné pro uk&dmi diagnostiky onemo¢ni sestavit diagnosticka kritéria.

V roce 1908 byla zavedena tzv. Vogtova tridgenptonti (adenoma sebaceum, mentalni
retardace a epilepsii) (Gomex al., 1999). Roach a kol. (1998) vyt¥d nova diagnosticka
kritéria, kterd zahrnovala 11 majoritnich zfiakSC (facialni angiofibromyi fibr6zni plaky
cela, netraumatické ungualgi periungualni fiboromy, hypomelanotické makuly, sagvé
skvrny, viceetné nodularni hamartomy sitnice, kortikalni tubesybependymalni noduly,
subependymalni obrovskobismy astrocytom, kardialni rhabdomyom, lymfangiomytdaa
a rendlni angiomyolipom) a 9 minoritnich z8akSC (mnoh¢etné nahodh umistné jamky
v zubni sklovig, hamartomatézni rektalni polypy, cysty kosti, &mi migra&ni drahy bilé
hmoty mozku, fiboromy dasni, nerenalni hamartomybbevé skvrny na sitnici, kozni Iéze typu

.confetti“ a mnohdetné rendlni cysty). Zaroebyla pgedloZena pravidla k stanoveni 3 dyp



TSC diagn6z (definitivni, pravgodobné a mozné). Definitivni diagn6za TSC byla adan
piitomnosti 2 majoritnich znék nebo 1 majoritniho a zarave2 minoritnich znak
Pro pravdpodobnou diagnézu TSC musel pacient vykazovat lonit@j a 1 minoritni znak.
Jestlize byl vySébvany nositelem pouze 1 hlavniho znak nebo 2 amigceritnich znak TSC,
byl zatazen do kategorie mozné TSC.

Diagnosticka kritéria revidovana v roce 200&adovala pro potvrzeni diagnozy, aby TSC
asociované léze byly zji&ty ve 2¢i vice organovych systémech nebo aby ve stejnéranorg
byly ptitomny minimalg dva fizné typy lézi. Jestlize se cerebralni kortikdinsplgzie
vyskytovala spolkné s cerebralnimi mignimi drahami bilé hmoty, byly tyto znaky
klasifikovany spiSe jako jeden symptom TSC. Viippd souwasného vyskytu
lymphangiomyomat6ézy a renalnich angiomyoligonbylo tteba ped diagnostikovanim
definitivni TSC prokazat existenci dalSich symptomsociovanych s tuberdzni sklerdzou.
(Roachet Sparagana, 2004).

Na zéklad naristajiciho mnoZzstvi poznatko TSC, byla v roce 2012 ve Washingtonu
uspdadana mezinarodni konsensualni konference, jejiteindylo aktualizovat diagnosticka
kritéria tuberdzni sklerézy stanovena v roce 188a prehodnocena prevalence a speéoifist
dosud znamych markierasociovanych s TSC (Northrupt Kreuger, 2013a) a zarave
formulovana doporteni pro klinickou p& o pacienty s TSC (Northrupt Krueger, 2013b).
Vysledna diagnosticka kritéria TSC jsou shrnutalv tl.

V disledku technického pokroku a progresivniho vyvogych strategii je molekularni
analyza gein dnes Siroce dostupnd, a proto analyza TSC1 a 862 byla zéenéna do novych
diagnostickych kritérii TSC. DalSi zdsadniémou oproti fivodnim kritériim je redukce kategorii
TSC diagndéz. Z wvéjSich 3 kategorii @staly zachovany pouze 2 (definitivni a moznd).
Definitivni diagn6za TSC je danaimmnosti 2 majoritnich znéknebo 1 majoritniho znaku
v kombinaci s 2 a vice znaky minoritnimi. O mozriagd6ze TCS lze uvaZzovat \Fipad
vyskytu 1 majoritniho znakd pti sowtasném vyskytu 2 a vice minoritnich zoaRovréZz doslo
K Upraw ve vy¢tu minoritnich znak TSC. Hamartomat6zni rektélni polypy a cysty kdwstiy
pro svoji nedostatemou specifinost k TSC odebrany z tohoto seznamu. Cerebrattialra
migracni drahy bilé hmoty byly fiesunuty z minoritnich znékdo majoritnich, kde spaiaé
s kortikalnimi tubery reprezentuji poloZku "kortikadysplazie".

Vedle ddicnych forem TSC existuje i nédicnd frustni forma TSC. Naiklad pacienti
s isolovanym obrovskobgtnym astrocytomem a bez jakychkoliv jinychiiznaki TSC jsou
obvykle povazovany za frustni formu (Ichikawtal., 2005). Fipady sporadické LAM, tauz

s piitomnosti angiomyolipoinledvin i nikoliv (Biscegliaet al., 2010)¢i vyskyt pouze jednoho
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angiomyolipomu jsou ¢kterymi autoryfazeny roveiZz do této kategorie TSC.

Tab. 1: Diagnosticka kritéria pro TSC revidovana vroce 2012

A. Geneticka diagnosticka kritéria

Pro stanoveni definitivni diagnézy TSC je nutnyeaapatogenni mutace v TSC1 nebo TS
genu v normalni tkani. Za patogenni mutace se pgvagkverni varianty, které jednozoac
narusuji funkci produkt TSC geffi (naf. posunové mutace, nesmysiné mutace) nehdpagi
rozsahlych deleci neumoznuji syntézu proteinu. EakéiiZze jednat o zaémové mutace, jejich
patologicky vliv na funkci proteinu byl prokazai funkeni analyze (viz. zaznamy v databaz
LOVD TSC1, LOVD TSC2) a v (Hoogeveen-Westervedt al., 2012; 2013). Varianty
s nejasnym vyznamem na funkci proteinu, ni@gpl podminky pro stanoveni definitivr
diagnozy TSC. festoZze u 10 % - 25 % paciérd TSC se nepodiazadnou mutaci detekova
nelze tuberdzni sklerézu échto jedind vylowcit.

yC2

TNV

ch

-
—_—

1t,

B. Klinicka diagnosticka kritéria

Majoritni znaky

1. Hypomelanotické skvrny (3 a vice, alespomm v pfiméru)
. Angiofibromy (3 a vicegi fibrézni plakycela

. Unguélni fibromy (2 a vice)

. Sagrénova skvrna

5. Vicetetné sitnicové hamartomy

. Kortik&lni dysplazie

. Subependymalni noduly (SEN)

. Subependymalni obrovskokiiny astrocytom (SEGA)
. Srdeéni rhabdomyom

10. Lymfangioleiomyomat6za (LAM)t

11. Angiomyolipomy (2 a vice) (AML)T

A W N

6
7
8
9

Minoritni znaky

1. Kozni léze typu "confetti”

2. Jamky zubni skloviny (3 a vice)
3. Intraordlni fibromy (2 a vice)

4. Bezbarva skvrna na sitnici

5. Vicetetné renalni cysty

6. Nerenalni hamartomy

T Pokud dojde k s@asnému vyskytu lymfangioleiomyomatézy a angionpaini
a nejsou ptomny dalsi znaky TSC, nelze diagnostikovat défini TSC.

Prevzato a upraveno dle: (NorthrapKreuger, 2013a).



2.1. Projevy TSC v centralni nervové soust&(CNS)

Intrakranialni léze (kortikalni tubery, SENEGA) predstavuji hlavni diagnostické znaky
TSC, které je mozné detekovat jiz v prenatalnimobiddUkazkovym pikladem je kazuistika
monozygotickych dvd@jat, kdy ve 22. tydnué¢hotenstvi i rutinnim ultrasonografickém
vySeteni byl zaznamenan utvar v oblasti pravéamiho laloku u jednoho z plédMRI mozku
plodu nalez léze potvrdila a zardivedhalila u druhého plodu vigetné SEN, kteréipominaly
SEGA. Gravidita byla ukarena ve 23. tydnu a nalezy byly r@znprokazany f pitevnim
vySeteni plodu (Prabowet al., 2013).

Postizeni CNS se podili na mortalit TSC populaci.V souboru 40 zebelych pacient
v souvislosti s TSC byly tumory mozkudiginou tmrti u 10 osob (25 %) (Shepheta@l., 1991).

2.1.1. Kortikalni dysplazie

Kortikalni tubery jsou iitomny @iblizné¢ u 90 % TSC paciefif pticemz neni neobvykly
jejich spoleény vyskyt s abnormalitami bilé hmoty (rfaps radialnimi migrénimi liniemi)
mozku. VySe zmitné typy kortikalnich dysplazii jsou obvykle spjatyepilepsii a poruchami
uceni (Northrup et Kreuger, 2013a)Prevalence epilepsie u TSC osob dosahuje az 85 %
a u téndi poloviny pacieni se vyskytuje mentalni postizefiirizné neuropsychiatrické poruchy
véetne poruch autistického spektra (Curatetal., 2015).

Kortikalni a kortiko-subkortikalni tubery jsou glyeuronélnim typem lézifigemz giblizné
polovina identifikovanych tubérse vyskytuje v kalcifikované forén(Grajkowskaet al., 2010).
Charakteristickym rysem kortikalnich tulige zn&né naruSena laminace kortexu dtpmnost
abnormalnich buitnych typi, zejména dysmorfickych neumdna obrovskych busk
(Muhlebneret al., 2016).

Nefastji se tubery nachazi &elnich a temennich lalocich, s niZsi frekvenci ipagt tylni
a spankové laloky a nejmé&tiasto jsou lokalizovany v modeu (Ridleret al., 2004).

Gallagher a kol. (2010) rozldy kortikalni tubery na 3 typy na zakladazné intenzity signalu
jejich subkortikalni komponenty — bilé hmoty poamné @i MR mozku 35 TSC pacieint
s epilepsii. Kortikalni tubery typu A se vyzmaaly isointenzivnim signalem v T1 zobrazeni
a slak hyperintenzivnim signalem v T2-vazenych obrazeshsgkvenci potkéujici selektivr
signal tekutiny (FLAIR — fluid attenuated inversigecovery). Tubery typu B &y subkortikalni
hypointenzivni signal v T1 zobrazeni a homogenyperintenzivni signal v T2-vazeném rezimu

a VFLAIR sekvenci. Tubery typu C se prezentovalypdintenzivié v T1 obrazu,
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hyperintenzivni signal vydavaly v T2-vdZzeném zobrdza v sekvenci FLAIR se jevily
heterogen#, kdy stedova oblast #a sniZzenou intenzitu signalu a okraje naopak awyse
U 29 % sledovanych paciénse vyskytovaly 2 typy tub&ra 71 % jeding bylo nositeli vSech
3 typa tubefi. Nicméré, u kazdého pacienta byl dominantni pouze 1 typedinti
s prevladajicimi tubery typu A #hi mirngjSi neurologické projevy onemo#m nez pacienti
stypem B a C. VyS&tetnost epileptickych zachvgatptitomnost poruch autistického spektra
a ¢astjSi nalezy dalSich abnormalit mozku (haBEGA) jsou vice prawgpodobné u paciett
u nichz je dominujicim typem tuberu typ C.

U pacieni s mutacemi v genu TSC2 byly zaznamenany vyrassi pcéty tubei nez
v asociaci s TSC1 mutacemi (Bolteral., 2015; Daborat al., 2001).

2.1.2 Subependymalni noduly

SEN jsou obvykle malé, asymptomatickéiippdré i kalcifikované intrakranialni léze,
které se nachazeji pod ependymem wmésth lateralnich komor az u 90 % TSC padient
Velikost €chto lézi Zistadva ve ¥tSingé prépad témei nentnna a po podani kontrastni latky
pii MRI vySeteni nedochazi k jejich syceni (Rattal., 2013).

VétSina autoit se domniva, Zeustem SEN se vyviji SEGA, avSak Katz a kol. (2012)
na zaklad sledovani lokalizace afipadného dstu 496 intrakranialnich lézi od 103 TSC
pacienti, tento nazor zpochyioje. Podébblasti kaudotalamického &z u lokalizovali 157 |ézi.
Zbyvajicich 339 lézi (SEN) bylo umésio mizné¢ ve sénach postrannich komor, ale vzdy byla
jejich pozice spjata s fbchem ocasatého jadranucleus caudatus). Potencial kistu byl

prokazan pouze u lézi z oblasti kaudotalamickéhezziaa ty byly povazovany za SEGA.

2.1.3Subependymalni obrovskobugény astrocytom

Namisto ozngeni zkratkou SEGA je d&kterymi autory preferovano ozéeni:
subependymalni obrovskobitmy tumor (SGCT). SEGA je glioneuronalni typ nadamozku,
ktery se nejas€ji vyviji (jednostrang ¢i oboustrans) v prvnich dvou dekadach Zivota
u 10 - 15 % osob s TSC (Jozwiak al., 2013). Jest vysSi prevalence (20%) SEGA byla
pozorovana ve skupir214 TSC paciefit(Adriaenseret al., 2009).

U pacieni s prokdzanymi mutacemi v genu TSC2 se SEGA vywijiladSim ¥ku nez
u jedindi s mutacemi v genu TSC1 (Kotulsétzal., 2014).
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V souladu s diagnostickymi kritérii TSC je 3&GA povazovana takova léze, jejiz velikost
v jakémkoliv sméru presahuje 1 cm, a kter4 se nachézi v oblasti kawioichkeho zEezu.
RovreZ i subependymalni Iéze lokalizované mimo tuto sthla nichz (bez ohledu na @&eni
velikost) je sériovym zobrazovanim prokazasty jsou definovany jako SEGA fiPaplikaci
kontrastni latky se Utvary SEGA obvykle vyraayti. OvSem i |éze, které nejevi znamky syceni,
ale postupnym sledovanim je zaznamenan jejish, jsou uznavany za SEGASasto byvaji
tyto tumory kalcifikované (Elousroudt al., 2016).

SEGA roste obvykle pomalu a jen vzaae projevi agresi¥n(nag. invazi do mozkoveho
parenchymui v asociaci s peritumoralnim edémem) (Camgdporter, 2005).

Vzhledem k typické lokalizaci SEGA v blizkogtramen Monroi, miZze dojit v disledku
rastu léze k obsrukci cirkulace likvoru a k nasledonéweniku hydrocefalu a nitrolebni
hypertenze. #¢inou rozvoje hydrocefalu u paciéntse SEGA muze byt i intratumoralni
krvaceni (Ogiwaraet Morota, 2013). Neobvyklé umésti obrovskobu&ného astrocytomu —
v epifyze bylo zji&no u 3letého chlapce s TSC (Dagdtial., 2005).

V souvislosti s prov&dymi resekcemi SEGA, jsou tyto l|éze daleko Iépe pi(na
imunohistochemicky) prozkoumany nez SEN, které edéin ke své obvyklé asymptondabsti
nevyzaduji chirurgické odstrami, a proto je jejich analyza omezena pouze nakyzorutopsii
(Katzet al., 2012).

2.2 Projevy TSC na srdci

Rhabdomyomy fedstavuji intramurdlni i intrakavitarni tumor§astji postihujici srdéni
komory neZli sin, pricemz preferuji levou stranu srdcied pravou (Gomeet al., 1999).

Srdéni rhabdomyom/y reprezentuji majoritni znak TSQGae je ultrasonograficky prokazat
od 20. tydne gravidity (Hintort al., 2014). Obvykle jsou tyto intrakardialni GtvarySgny
pii rutinnim ultrazvuku plodu a jejich objev vyvolayavni podereni na TSC. Pro upsreni
nélezu a pro odhalentipadnych komplikaci je velmi uzitea fetalni echokardiografie, nebo
umoziuje posoudit vliv hmoty rhabdomyoniuha funkci srdénich komor, na mitok krve
¢i na vznik arytmii (Gusmast al., 2012). B ultrazvuku srdce plodu se rhabdomyom jevi jako
homogenni, kompaktni, echogenni masa (Yietaad., 2010).

Srdéni rhabdomyomy jsou hormon-dependentni tumory,chéji velikost se pohybuje
od rekolika milimetri po reékolik centimetfi. RozliSeni rhabdomyomu od jinych sédéch
nadofi miZze byt obtizné v situaci, kdy je na srdci nalezewmze jeden utvarti se nadory

objevuji na neobvyklych mistech. AZ v 90 %padi se vyskytuji jako vicgetné a pra¥ vétSina
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Z &chto gipadi je asociovana s TSC (Hintast al., 2014). ikazem vysokého vyskytu TSC
v souvislosti se sradaimi rhabdomyomy je i studie 40 phindkteré vykazovaly jederii vice
srde&nich tumoti. Z nich 33 (75 %) ®lo rhabdomyomy, 3 gravidity byly ukéeny, ve 4
piipadech doSlo k amrtifpporodu a 26 (79 %) ipzilo. Celkem u 95 % z Zivharozenych
s rhabdomyomy nebyly ffftomny Zadné srdai symptomy a u 88% z nich byla stanovena
diagnéza TSC (Yinoet al., 2010).
Kron¢ gestaniho wku v dok@ stanoveni diagnézy ma pkawmistni a velikost

rhabdomyomu, pget uUtvafi a progrese tumoru zasadni vliv na perinatalni edls}.
V nekterych gipadech mze byt vyskyt rhabdomyomu spojen s hydropsem plodtauterinni
smrti plodwi s nahlym amrtim kojenic(Colosiet al., 2013).

VétSina rhabdomyoi je asymptomaticka a spont@nregreduje Bhem prvnich let Zivota.
K chirurgickému teSeni se fifstupuje u hemodynamicky vyznamnych rhabdomgom
U novorozence s vi¢etnymi rhabdomyomy, uéhoz z divodu nezralosti a nizké porodni vahy
nebylo mozné provést operaci (Mohanaedl., 2014) a u 3 novorozein¢dva s hemodynamicky
vyznamnymi rhabdomyomy a jeden s rozsahlym SEGA)a bg uspchem popsana
farmakologicka strategie dBy, kdy k zmenSeni tumrdoslo po aplikacich everolimu (Goyer
etal., 2015).

2.3 Kozni projevy TSC

2.3.1 Hypomelanotické makuly

Jestlize jsou na pokozce objeveny minimd@ndepigmentovana mista a to alasfomm
v praméru, lze povazovat hypomelanotické makuly za hlakhmicky znak TSC. Rowég
i ohrantena loziska bilyclvlasi (poliosis) by mela byt zahrnuta do celkového ¢to nalezenych
hypomelanotickych makiil(Northrupet Krueger, 2013a).

Skvrny mohou byt polygondlrti tvarem gipominaji listek jasanového listu a jsou tmb
detekovatelné pomoci Woodovasa (Gomezet al., 1999). Vice nez 90 % TSC pacikfsou
nositeli €chto depigmentaci. Dokladem, Ze hypomelanotickérskpati mezi rané znaky TSC,
je studie 106 osob TSC paciérst97,2% zachytengthto depigmentaci pokozky, které u G#id
byly zpozorovany jiz po porodu a u 26tidse objevily Bhem prvnich nssiai Zivota. (Jozwiak
etal., 1998).
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2.3.2 Facialni angiofibromy a cefalické fibrozni pky

Facialni angiofibromy {ive znamé pod terminermdenoma sebaceum) a fibrézni plaky
na kizi hlavy (dive uzivan termin fibrozni plakyela) jsou sotésti kategorie majoritnich
diagnostickych znak TSC, gicemz plati, Ze facidlni angiofiboromy musi byt nalezelespé 3
(Northrupet Krueger, 2013a).

Jozwiak a kol(1998)zdokumentovali 74,5% zachyt facialnich angiofibfiom18,3% vyskyt

fibréznich plak ¢ela v souboru 106&ti s tuber6zni skler6zou.

2.3.3Unguélni fibromy

Ungualni¢i periungualni fibromy zvané téZz Koenenovy tumotgdstavuji benigni tumory,
které vyfistaji z nehtovéhoukka. Barva nodil ¢asto odpovida batvkiaze, popipac jsou
naervenalé a jejich l#ba je problematicka, nebovelmi ¢asto dochazi k jejich @mvnému
vyvoji (Hake, 2010). Tyto fibromy jsowastji piitomny u adolescedtci dosglych nez
u mladsSich &i (Roachet Sparagana, 2004).

Vzristajici frekvenci zachytu unguélnié¢hperiungualnich fibror vzhledem k stoupajicimu
véku TSC pacierit dokazuji nasledujici studie. Ve skupib06 dti byly periungudlni fiboromy
nalezeny pouze u 15 % jedintJozwiaket al., 1998). V jiném souboru, ktery zahrnoval jakid
tak dosglé, byly ungualni fiboromy patrné u 24 % z 298 vy8eych osob (Awt al., 2007).

V souboru 79 dosihych Zen byly ungualni fiboromy pozorovany u 80 %ieatek, picemz nalez
periungualnich fibrorin ptevazoval nad zachytem subungualni fibiorRrsty na nohou byly
periungualnimi fibromy postizenyastji nez prsty na ruce a madk gredstavoval prst s nejvyssi
frekvenci vyskytu periungualnich fibrangAldrich et al., 2010).

2.3.4Kozni léze typu "confetti”
Kozni léze typu "confetti" je drobna (1-3 mm velksivrna depigmentace s mngbtnym
vyskytem zejména v oblasti ramenou a nohou. Tyze Bastupuji minoritni znak TSC, avSak

u dosglych osob nize byt jejich diagnostika zkomplikovana, nélpmdobné skvrny mohou byt
dusledkem chronické expozice slénéh paprsk (Northrupet Krueger, 2013a).
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Nizky vyskyt (2,8%) tohoto typu depigmentace bybl@zan ve skupin 106 dti s TSC
(Jozwiak et al., 1998). Naopak ve smiSené skupikti a dosplych (88 osob) prevalence
dosahovala 58 % (Aet al., 2007).

2.3.5 Sagrénové skvrny

Sagrénové skvrnyi plaky jsou hgdé, fizové &i nazloutlé plochy pokozky, které jsou
neiastji lokalizované v dolniasti zad¢i na ba@ni strai trupu. Tyto skvrny mohou byt min
vyvySeny nad urove okolni pokoZkyci svym povrchem mohouijpominat Kiru pomerage.
Jejich velikost se pohybuje odkolika milimetni k 10 a vice centimatm a obvykle se zénaji
objevovat v prvni dekadzivota, avSak u malychet (kojendi) jsou velmi vzacné (Gomet al.,
1999).

V ramci @dtské TSC populace (106 osob) byl shledan 48% vy&agrénovych skvrn
(Jozwiaket al., 1998).

2.4 Plicni projevy TSC

2.4.1 Lymphangioleiomyomatéza

LAM je vzéacné progresivni plicni onemeain postihujici zejména Zeny v reprodokm
véku. LAM se miZe prezentovat jako sporadicka forma nebo v asiogidaSC (De Rosa, 2009).
Charakteristickym znakem LAM je neoplastickyst atypickych buek (tzv. LAM bunsk
piipominajicich biiky hladkého svalstva), ktery vede k naruSeni stiykplicniho parenchymu
a k naslednému vzniku cyst (Krymskaya, 2014).

Krome dusSnosti a spontanniho pneumotoraxu, coz jsatasipi projevy LAM (Ryuet al.,
2006), Ize u paciefits LAM zaznamenat i chylothorax, hemoptyiuascites (Glasgovet al.,
2010).

Zatimco Moss s kolegy (2001) zjistili LAM (4% prevalenci) vyhradnu TSC pacientek,
Miyake a kol. (2005) potvrdili fitomnost LAM i u muze s TSC. V jiné studii zahrmwijiL86
TSC pacient byly tenkostnné cysty typické pro LAM zobrazeny priednictvim pditacove
tomografie (CT) dokonce u 13 % (z 91) Mg u 42 % (z 95) Zen. Vice zavazné nalezy byly
u Zen, nebo v jejich plicni tkani byly nalézany cysty veét8im pd@tu a velikosti nez
u vySetovanych muii (Adriaenseret al., 2011).
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Riziko vzniku LAM stoupa s&kem. Zatimco u 21lletych Zen byla hlaSena 27% peevcal
LAM, u 40ti letych Zen jiz dosahovala 81 %. Reégrbyl zjiS€n i nezanedbatelny podil (tén
13 %) umrti zagicinény LAM (Cudziloet al., 2013).

2.4.2 Multifokalni multinodularni hyperplazie pneumocytd (MMPH)

MMPH je dalSim typem hamartomu vyskytujiciteows pacient s TSC. EXxistuji kazuistiky,
kdy v plicich pacienta byla prokdzana pouze MMP¥anfanakaet al., 2000) tak i pipady
souasného vyskytu LAM a MMPH. Z histologického pohlestiu MMPH jedn& o proliferaci
pneumocyi typu Il. Pomoci imunohistochemického barveni ékumikronodufi byla zjiS&na
pozitivita na@. pro keratin, epitelidlni membranovy protein, mhovy apoprotein a negativita
pro desmin, aktin hladkého svalstva, pro estroggm@oprogesteronovy receptor, tuberin a HMB-
45 (monoklonalni protilatka specifickd pro lidskyel@mnom). Naopak v LAM hikach byla
imunoreaktivita vySe jmenovanych kignych komponent ifg@sré opana. (Maruyamaet al.,
2001).

2.4.3 Tumor z jasnych burk plic (CCSTL)

Sw¢tlobungény tumor plic je vzacny benigni nador, jehoziky obsahuji v cytoplasénvelké
mnozZstvi glykogenu, a proto je rasiznam pod nazvepsugar tumor” (Kimet al., 2008).
Flieder s Travisem (1997) v plicich 32leté Zenwlsetozni sklerézou zjistily LAM, MMPH
a i CCSTL, kterybyl immunoreaktivni pro HMB-45 and neraktivni prgtakeratin.

Na zaklad ne zcela jasné souvislosti MMPH a CCSTL s TSC,yhelyto plicni nalezy
zatlenény do diagnostickych kritérii TS@Northrupet Krueger, 2013a).

2.5 O&ni projevy TSC

2.5.1 Vicé€etné hamartomy sitnice

Astrocytické hamartomy sitni¢asto popisovany jako retinalni astrocytomy mohaujin@at
podobu od pihlednych nekalcifikovanych lézi, k mnalené nodularni for& k utvaim
piipominajicim plod morusSe a s moznatitgmnosti kalcifikace. Mohou nastat jak unilate&aln

tak bilateralg. Obvykle nemaji negativni vliv na zrak. K problé&m dochazi v fipadech, kdy
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léze zasahly makulu a wisledku progresivni degenerace sitnicézen dojit k ztr&t zraku.
(Lonngiet al., 2013).

Nalez vice nez jednoho hamartomu sitnice jeapavan za hlavni diagnosticky znak
tuberdzni sklerézy a jevi se jako vhodny markemégja u malych @i, u nichz se zatim jiné
projevy TSC neobjevily. Z histologického hlediskgtot retinalni |éze vykazuji podobnost
k intrakranialnim tubém nalézanych u TSC osob (NorthretKrueger, 2013a).

2.5.2 Bezbarva skvrna na sitnici

Achromatické skvrny fedstavuji oblasti hypopigmentace retiny a naleZi lddegorie
minoritnich znak TSC (Northrupet Krueger, 2013a). Mista chorioretinalni hypopignaeet
byla objevena u 39 ze 100 vy&etanych TSC pacietit Ve steji velkém kontrolnim souboru
byly achromatické skvrny nalezeny pouze u 6 osRbweyet al., 2001)

Aronow a kol. (2012) zjistili 34,1% prevalenciSC asociovanych ¢aich nalea
(astrocytickych hamartoin¢i bezbarvych skvrn na sitnici) v souboru 907 padien TSC
Aliance. Velmi podobnou prevalenci (36,1%) zaznaateni v souboru 132 TSC osob
pochézejicich z TSC programu Clevelandské klinikge mnohéetny nélez astrocytickych
hamartond predstavoval 40 % a oboustra@npostihl @&i u 43 % osob. Achromatické skvrny
sitnice byly zjis¢ny ve 12 % ppadi (z toho 40 % s bilateralnim postizenim, 50 %
s mnohdetnym nalezem). V obou souborech byl nalez nacsittice spjat s mutacemi v genu
TSC2 genu nez v TSC1 genu. Zamogylo shledano, Zze u TSC pacigrst nalezenou retinalni
lézi je pravdpodobrjSi souldzny vyskyt SEGA, AML, kognitivhich poruch a epilépsez

u 0sob s negativniménim nalezem.

2.6 Projevy TSC v dutirg dstni

2.6.1 Intraordlni fibromy

Nalez minimala 2 intraoralnich fibrom reprezentuje minoritni diagnosticky znak TSC
(Northrup et Krueger, 2013a). V souboru 131 TSC osob byl zdaatovan 36% zachyt
oralnich fibroni (Webbet al., 1996).

Vzhledem KasgjSimu vyskytu oralnich fibroth v dosglé TSC populaci nez uéd
s tuberdzni skler6zou, mohou wsiedku rozdilného zastoupeniznych kovych kategorii

ve vysSetovanych souborech nastat vyrazné rozdily v zachiikazem je nap studie 58
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dosglych jedindi s 69% vyskytem intraoralnich fibrampricemz nefastji (u 52 %) se jednalo
o gingivalni fiboromy. Mimo dash byly fibromy lokalizovanyi na bukélni a retni sliznici,
na uzdéce horniho rtu, na pat i na jazyku $parlinget al., 2007).

2.6.2 Jamky zubni skloviny

Objeveni nejmén 3 nahoda rozmistnych jamek v zubni sklovén spkiuje podminky
pro minoritni znak TSC (Northrupt Krueger, 2013a)Jamky v zubni sklovih se u pacierit
s TSC vyskytuji extrémin¢asto. V souboru 58 TSC paciénich 97 % vykazovalo mnokietné
jamky zubni skloviny(Sparling et al., 2007).V dalSi skupig 50 TSC paciefit byly jamky
v zubni sklovig nalezeny dokonce u vSech sledovanych osob, zatinkomtrolnim souboru
250 jedin@ byla zachytnost pouze 7% (Mlynarczyk, 1991).

2.7 Renalni projevy TSC

Renalni onemocmi predstavuje n€pstjsSi pricinu smrti souvisejici s TSC. Z40 TSC
asociovanych uamrti jich 11 (28 %) bylotgmbeno poskozenim ledvin. (Shephetrdl., 1991).
Typickym projevem TSC v ledvinach jsou AML a cysiarcinom ledvin se u TSC paciént
vyskytuje vzach - (2% — 4% zachyt) (Yang al., 2014).

2.7.1 Angiomyolipomy

Angiomyolipomy jsou nalézany az u 80 % padiertasto jsou postizeny ébledviny
¢i v ramci jedné ledviny jsou patrny viegné AML. Tyto obvykle benigni tumory jsou slozeny
z burek hladkého svalstva, tuku a abnormalnich krevniéh ¢J nadol vétSich nez 4 cm je
vySSi pravdpodobnost fipadnych zdravotnich komplikaci nez u ménSich I&Rbach
et Sparagana, 2004).

K zZivotu ohrozujicim komplikacim v souvislosti s AMpati krvaceni, jehoz riziko
se zvysuje s velikosti a prokrvenim AML. Navic tlakoty |éze mize pisobit bolest a poskodit
funkci ledvin znesnadmim odtoku mei a/nebo naruSenim okolniho renalniho parenchymu
(Rakowskiet al., 2006).
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2.7.2 Renalni cysty

Samostathse vyskytujicici mnoha@etné renalni cysty maji u TSC paciewobvykle podobu
malych, tSinou asymptomatickych lézi (Rakows#ti al., 2006). Prevalence renalnich cyst
v TSC populaci je fiblizné 30% (O'Callaghast al., 2004).

Rany nastup zavazného poskozeni ledvin reaméleiystami Ize pozorovat u paciént
u nichz delece TSC2 genu byly natolik rozsahlézasahly i do oblasti sousedniho genu PKD1
a zpsobily tzv. syndrom fiéhajicich gei TSC2/PKD1. Gen autozom&ndominantniho
onemocgni polycystickych ledvin typu 1 (PKD1 gen) svym kem sousedi s koncem genu
TSC2. Na rozdil od cyst nalezenych v souvislogtioskozenim TSC2 genu, mohou cysty
v asociaci TSC2/PKD1 syndromu veést k hyperténkirenalnimu selhani (Laassal., 2004).

Byl zaznamenan ifjpad plodu, u &hoz ve 20. tydnu¢hotenstvi byla ultrasonograficky
zachycena renalni cysta a Gtvar na srdci. Pitvadwplprokazala sradei rhabdomyom
a polycystickou nemoc ledvin. Vzhledem k tomu, Zeatka plodu vykazovala jak znaky TSC,
tak znaky autozomatn dominantniho onemoéni polycystickych ledvin bylo vysloveno
podezeni na syndrom ifjehlych geri TSC2/PKD1. Molekularni analyza genktera tento
mechanismus mohla potvrdit, ovSem nebyla prove@@nanget al., 2008).

Back a kol. (2015) sledovali (pmérné po dobu 9 let a 8 #&sial 7 dtskych pacierit
S geneticky potvrzenou TSC2/PKD1 formou tuberozkiersézy ¢i s vysokym podeenim
na tuto diagnézu. U vSech pacigaiaznamenali aitSené ledviny s mnokietnym nalezem cyst.
Ve 12 ze 14 zobrazovanych ledvin byl parenchym 268 vice nahrazen cystami (pozorovano
vice nez 15 cyst), coz égobilo zn&né kortikalni zteteni. Rozndr nejrozsahlejsi cysty v kazdé
ledviné se pohyboval v rozmezi 2,4 cm az 9,3 cm. Zardwdy ve 13 ze 14 ledvin odhaleny
angiomyolipomy. Sonografické nalezy prokazal§ityrvzor onemoc#ni ledvin u TSC2/PKD1,
ktery je odliSitelny od vzoru dokumentujicitipady klasické TSC.Casné odliseni TSC

a TSC2/PKD1 formy jeileZité pro posouzeni prognozy a stanovetbyéacienta.

2.8 Nerenalni hamartomy

Nerenalni hamartomy nalezi do skupiny minéchrenak TSC.
PostiZzeni gastrointestinalniho traktu je u TSC mga&xistuji pipady TSC paciefits nalezem
kolorektalnich hamartomat6znich poly(Santost al., 2015).

Jaterni léze (angiomyolipom, cysty a dalSiidpginatvary) byly popsany u 30 % z 205 TSC
pacienfi, piicemz ve vSech ffpadech byly asymptomatické. (Blaak al., 2012). Jaterni
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angiomyolipomy jsou dle diagnostickych kritéféizeny do skupiny ,angiomyolipomy*, jenz je
sourasti majoritnich znakTSC (Northrupet Krueger, 2013a).

Léze Stitné Zlazy mohou byt réznsowasti klinického spektra TSC, coz dokazuje studie 93
osob s definitivni diagnézou TSC, kdy 19 jedir{20,4 %) ndlo abnormalitu (zejména nodularni
lézy/e) ve tkani Stitné Zlazy. V jednomigmc byl odhalen papilarni karcinom (Auladet al.,
2015).

Za velmi vzacny nalez u TSC pacienta Ize povazag®nom fistitnych €lisek (Shinzato
et lkehara, 2015), neuroendokrinni nador slinivkyaftealanciet al., 2003,Cansut al., 2014)
¢i tumor hypofyzy (Nandagopat al., 2007).

2.9 Doporwena klinicka p&e o pacienty s TSC

V nasledujicich dvou subkapitolach je uveden sezdapordené klinické pé&e pro pacienty
s no¥ diagnostikovanowi suspektni TSC a pro pacienty s jiz diagnostikeeaiidefinitivni
¢i moznou) TSC, ktery byl sestaven v ramci mezinardnsensualni konference uspdané
v roce 2012 ve Washingtonu (NorthrefKreuger, 2013b).

2.9.1 Doporwend klinicka pé&e pro now diagnostikovanou nebo suspektni TSC

Genetika:
» Ziskat tigeneré&ni rodinnou anamnézu pro posouzeni rizika TSC siclalosob.
* Nabidnout genetické testovani pro rodinné poragénsto pro fipady, kdy je podeeni

na diagnézu TSC, které nége byt Klinicky potvrzeno.

Mozek:

* Provedenim magnetické rezonance (MRI) mozku posgiilomnost tuber, SEN, defeki
burg¢né migrace a SEGA.

* Vyhodnotit neuropsychiatrické poruchy souvisejigiC.

* Vzdélavat rodte jak rozpoznat u dite infantilni kec¢e, dokonce, i kdyz v d@bstanoveni
diagnézy k zadnym nedoslo.

e Opatit rutinni elektroencefalogram (EEG). Pokud je abm&ni a zvlast kdyz jsou
piitomny také rysy neuropsychiatrickych poruch, taksladg za &elem posouzeni
subklinické zachvatové aktivity provést 24hodinaigfeo/EEG monitoring.
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Ledviny:
* Provedenim MRI Bicha posoudit fitomnost angiomyolipofha renalnich cyst.

o Zjistit ptipadnou hypertenzitpsnym zndtenim krevniho tlaku.

* Vyhodnotit funkci ledvin stanovenim glomerularriirfice.

Plice:

* Proveést zakladni furtki vySeteni plic (funkni vySeteni plic a 6minutovy test éfai)
a vypaetni tomografii s vysokym rozlisenim (HRCT) hrudmiku asymptomatickych osob,
u pacient s rizikem vzniku LAM — zpravidla u 18 a viceletyZzan. Dospli symptomaiiti
muzi by neli testy rovreéz podstoupit.

* Informovat o rizicich kokeni a uzivani estrogenu u dospivajicich a &gsp Zen.

Kuze:

» Provést dkladné klinické dermatologické vy$eni.

Zuby:
» Provést dkladné klinické stomatologické vyseni.

Srdce:

» V ptipadt prenatals zjisttnych rhabdomyorin pomoci ultrazvuku, je vhodné zvazit vyuziti
fetalni echokardiografie k detekci jedins vysokym rizikem srdmiho selhani po porodu.

» Zajistit echokardiogram uétskych pacient, zejména v fipact mladSichtt let.

o Zajistit elektrokardiogram (EKG) u osob vSeatkevych kategorii a posoudit takipadné
poruchy vedeni vzruchu.

* Provést kompletni oftalmologické vyseni, Cetrg fundoskopie pro posouzeni l€zi sitnice

a deficiti zorného pole.

2.9.2 Doporueni klinické p&e pro pacienty s jiz diagnostikovanou TSC
Genetika:
* Nabidnout genetické testovani a rodinné poradengbkud uz nebylo provedendive,

u jedindi v reproduknim wku nebo now¥ planujicich graviditu.
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Mozek:

Za elem sledovani nového vyskytu SEGA prostadliRlI mozku kazdého 1-3 roku
u asymptomatickych pacignts TSC mladdich 25 letCasgji by MRI méli podstoupit
pacienti s rozsahlyngi rostoucim SEGA, nebo se SEGATUuBpbujici z¥tSeni komor,
piestoZze jsou stale bezipnalki. Zarover by pacienti a jejich rodiny éty byt poueni
0 moznosti novych symptaim Pacienti s asymptomatickym SEGA vtstvi by neli byt
nadale pravideksledovani i jako dosthi pro zjiS&ni, Ze nedochazi Kistu SEGA.

Chirurgicka resekce by #a byt provadna u akutd symptomatického SEGA. Odklon toku
mozkomisni tekutiny (shuntem) uXe byt nezbytny. U rostouciho, ale jinak
asymptomatického SEGA ime byt provedena chirurgicka reseksielze pouZzit pouzit
farmakologickou |ébu inhibitorem komplexu mTOR. Do rozhodovaciho gsac o volk
lécby by nelo byt zahrnuto riziko komplikaci, né&gnivé &inky, néklady, délka kby

a mozny vliv na TSC asociované komorbidity.

Provést alesppjednou za rok screening TSC asociovanych neurbeyickych poruch.
Komplexrgé zhodnotit TSC asociované poruchy veklych vyvojovych obdobich: Skolka
(3.-6. rok) skola (6.-9. rok), (12.-16. rok), radésglost (18.-25. rok) a dale dle geby.
Zvolena strategie hodnoceni TSC souvisejicich mayahiatrickych poruch by &a byt
piizptisobena profilu pacienta acta by byt provedena o&sicenymi postupy pro jednotlivé
poruchy (nap poruchy autistického spektra, porucha pozormos$iyperaktivitou, tzkostna
porucha). Zvazit poebu individualniho vz&lavaciho programu. Nahla zZma v chovani
by mela byt podndtem pro lék&ské vySeteni, pro odhaleni potencidlnitigny
(nap. SEGA, onemoaini ledvin).

Provést rutinni EEG u osob se znamou nebo suspeéthivatovou aktivitou. Frekvence
provad¢ni EEG by ndla byt gizptisobena klinické poeke a nikoliv v ugeném intervalu.
ProdlouZzeny video/EEG monitoring (24hodinoey delSi) je vhodny, kdyZz je vyskyt
z&chvat nejasny, dochazi ke zms chovani, k nevysilitelnému spankwi k jiné zmgne

v kognitivnich nebo neurologickych funkcich.

Vigabatrin je doporéena terapie pro infantilni spasmy. Adrenokortikptro hormon lze

pouzit, pokud je kba vigabatrinem neusgna. Antikonvulsivni l&a jinych tym zachvat
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u TSC je obeah dodrZzovana jako u ostatnich epilepgtpileptochirurgie by ra byt
zvazena u farmakorezistentnich TSC padie@ivlastni pozornost by &a byt wnovana
mladSim dtem, u nichZz dochazi k neurologickym regresim, @mje vhodné jejich kbu

soustedit do center pro &bu epilepsie a se zkuSenostmi s TSC.

Ledviny:

Po cely Zivot pacienta prové&dv intervalu 1-3 roky MRI ficha za delem posouzeni
progrese renalnich AML a cystické nemaoci ledvin.

Minimaln¢ kazdor@né posoudit funkci ledvin @etre stanoveni glomerulérni filtrace)

a znefit krevni tlak.

Prvni volbou terapie je u krvacejicich AML provedeembolizace spolu s dbou
kortikosteroidy. Je vhodné se vyhnout nefrektorRiio asymptomaticky, rostouci AML
(méfici vice nez 3 cm v fiméru) je dopordovana Iéba inhibitorem mTOR. Selektivni

embolizace nebo ledviny $&ti resekce jsouipatelnou terapii druhé volby.

Plice:

Pri kazdé nav&vé provést screening naripnaky LAM, Wetné dusSnosti a dusSnosti
po namaze. Osobam ohroZenych LAM poskytnout porderohledi rizik koureni

a uzivani estrogenu.

Provést HRCT kaZzdych 5-10 let u asymptomatickychigrdi s rizikem LAM, jejichZz
vychozi HRCT neprokazalo zadné plicni cysty. Jads¢iRCT detekovanymi plicnimi
cystami podstoupi jednou za rok funk vySeteni plic (funkni plicni testy, test 6minutové

chaze) a interval provedeni HRCT je u nich sniZzenaadigch 2-3 let.

MTOR inhibitory mohou byt pouZity k d6¢ pacientt se stedre z&vaznou azékce
zavaznou LAM nebo s rychlou progresi. Pacienti sVLsou kandidaty pro transplantaci

plic. TSC komorbidity mohou ovlivnit transplantaci.

Kuze:

Kazdora@n¢ proveést dkladné klinické dermatologické vyseni.
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* U rychle se minicich, neestetickycti symptomatickych TSC asociovanych koznich lézi je
mozné zvolit dzny pistup, nap chirurgické vyiznuti, pouziti laserwi vyuZziti mTOR

inhibice.

Zuby:
* Provést dkladné stomatologické vygehi minimalg kazdych 6 msiai a panoramaticky

rentgenovy snimek od 7 letku.

» Symptomatické¢i neestetické dentalni Iéze, Ustni fiboromy a |é&rdisti by mely byt
chirurgicky odstra#ny (vyriznutimg¢i kyretazi).

Srdce:
» Ziskat echokardiogram u asymptomatickyeksklych pacient kazdého 1-3 roku do regrese
srdenich rhabdomyoiin Casgji je diagnostické posuzovani nutné u symptomatbky

pacient.

» Ziskat elektrokardiogram kazdych 3-5 let od asymatickych pacierit vSech ¥kovych
skupin za elem monitorovani poruch vedeni vzrucBasgjsi a pokrdilejsi diagnostické
zhodnoceni rize byt vyZzadovano u symptomatickych padient

» Provést roni oftalmologické zhodnoceni paciéns jiz dive identifikovanymi énimi
lézemi nebo se suspektnimiiznaky i zakladnim vySéeni. Castjsi hodnoceni, setns
nemocnych l&nych vigabatrinem se nedopéuje, pokud nevyvstanou nové klinické

problémy.
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3. TSC geny

S tuberdzni skler6zou jsou asociovany 2 turapresorove geny - gen TSC1 a gen TSC2.
Priblizn¢ dw tretiny TSC pipadi jsou zmisobenyde novo mutacemi. Zatimco v ramci
sporadickych fpadi jsou mutace v genu TSC2 naléz&agtji nez v genu TSC1 (Sancakal.,
2005), tak ve familiarnichifpadech je pogt odhalenych mutaci v genu TSC1 a TSC2 vyvazny
(Joneset al., 1999).

Doposud nebylo v TSC genech objeveno ,horkétami misto.

3.1 Gen TSC1 a jeho produkt hamartin

Fiblizné 50 kb dlouhy TSC1 gen byl identifikovan v roce 198 9. chromozomu (9q34).
Je sloZzeny z 23 exénpiicemz prvni dva exony jsou nekodujici (van Slegtesiretral., 1997).
Dle v sowasnosti pouzivané referari genomické sekvence NG_012386.1 je rozsah
genu pes 60 kb a délka jeho transkriptu (NM_000368.4jielizné 8,6 kb.

Produktem genu TSC1 je hamartin — protein dsdfiini povahou, sloZzeny z 1164
aminokyselin a s molekulovou hmotnosti 130 kDa. stiesktu'e hamartinu byla predikovana
jedna transmembranova doména zahrnujici aminokysadi zbytky 127 — 144 a-helikalni
doména sloZzena z aminokyselin 730 — 996 (Goetedl., 1999). Asociaci s produktem genu
TSC2 (s tuberinem) zajifje oblast tvéena aminokyselinovymi zbytky 302 — 430, ktera
piedstavuje vazebnou (intexald) doménu (Hodgest al., 2001). Nasledujici obrazek (obr. 1)
znézotiuje umiséni jednotlivych domén, iemz barevé je vyjadena mira identity
(konzervovanost) aminokyselinovych zbytkmezi hamartinem tznych Ziv@&isnych druli
a lidskym hamartinem.

DalSi dlezity region pedstavuji aminokyseliny v pozicich 881 — 1084, &telouZzi
k interakci hamartinu s ezrin-radixin-moesin (ERpftpteiny, jez asociuji s aktinem. Pokud je
funkénost hamartinu naruSena,iby s fokalni adhezi ztraci schopnost adherovatrkimému
substratu (Lamiet al., 2000).

Dle zaznarinv LOVD TSC1 bylo dosudcerven 2016) v genu TSC1 identifikovaniotizne
850 jedinénych sekvetnich variant. NejasgjSim typem mutaci postihujici gen TSC1 jsou
nesmysIn&i posunové mutace, kteréigmbuji zkraceni délky genového produktu. (Hehgl.,
2006, Jonest al., 1999, Daborat al., 2001). Rozsahléiestavby, in frame delece a z&mové
mutace se vyskytuji v genu TSC1 ojetién(Sancalet al., 2005). Ani sé¢thové mutace nebyvaji
¢asto detekovany (Sancekal., 2005, Daborat al., 2001).
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Obr. 1: Evoluéni konzervovanost hamartinu

™ T2-1D CC

Hosapiens (D o =2
™ T2-1D cC

M. musculus 1160 aa
™ T2-1D CC

D. rerio L 1] | I =i | 1128 aa
™ CC

D. melanogaster — _: 1100 aa

CC

spombe [T )] 899 aa

Modra barva — aminokyseliny jsou z 80 % a vice ®ntitké k lidskému hamartinu, zelena
barva: 65% -79% identita, &le hreda: 35% - 49% identita, fialova barva: 20%-34% tdan
Seda barva: nebyl zji8t signifikatni homolog k hamartinu, aa — aminokyselCC -a-helikalni
doména, T2-ID — TSC2 inter&ki doména, TM — transmembranova doména.

Prevzato a upraveno: (NeumeainHenske, 2011)
3.2 Gen TSC2 a jeho produkt hamartin

Vroce 1993 byl poznim klonovanim identifikovan gen TSC2 na 16. chraomu
(16p13.3). V piblizn¢ 43 kb dlouhé sekvenci genu TSC2 bylo odhaleno @dujicich exof,
které davaji vzniknout TSC2 transkriptu o velikdst kb, jehoZ produktem je protein tuberin
(198 kDa) nachazejici se vitkach mnoha tkani a org&inag. v mozku, ledvinach, v pokoZzce,
jatrech, lymfocyteckti v srdci) (European Chromozome 16 Tuberous SderGsnsortium.,
1993). Jelikoz cDNA klon vyuzityip identifikaci TSC2 genu nezahrnoval sekvenci ex8du
neba’ ten byl alternativnim sa#tem odstraén, byla stanovena kratSi délka vysledného
transkriptu (Gomeet al., 1999). DalSim z exdin ktery podleha alternativnimu siésti je exon
25 a prvni kodon exonu 26 (Xa al., 1995). Dle aktualnich refer&mich sekvenci ziskanych
z NCBI (Narodniho centra pro biotechnologické infiace) je gen TSC2 dlouhyiplizné 46,8
kb (NG _005895.1) a sklada se ze 42 éxauicemz exon 1 je nekddujici. TSC2 transkript
(NM_000548.3, nova verze NM_000548.4) dosahujekesti @izné 5,7 kb. Vznikly tuberin je
slozeny z 1807 aminokyselinovych zbytk je vysoce evotin¢ konzervovany mezi obratlovci
(nag. zejména u primét a hlodavé). Mira konzervovanosti tuberinu mezigkterymi

ZivocisSnymi druhy je znazogma na obr. 2.
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Obr. 2: Evoluéni konzervovanost tuberinu

CC CC

H. sapiens D [ car [EREVER
CC CC CC
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GAP| 1067 aa
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D. melanogaster .m:[ ] - [] ]] 1847 aa

CC CC

s. pombe [ oo iR 1339 aa

D. rerio l | |

Modra barva — aminokyseliny jsou z 80 % a vice &nittke k lidskému tuberinu, zelena barva:
65% -79% identita, Zluta barva 50% - 64 % idenst&tle hreda: 35% - 49% identita, fialova
barva: 20%-34% identita, Seda barva: nebyl @jistsignifikatni homolog k tuberinu
aa — aminokyseliny. CCo-helikélni domény, T1-ID — TSC1 inter&ak doména, GAP doména.

Prevzato a upraveno: (NeumeaiHenske, 2011).

Ve struktie tuberinu bylo predikovdno celkem 7 fankch domén. Jejich pozice
ve snéru od N-konce tuberinu k jeho C-konci byla naslédujdoména leucinového zipu
(tvorena aminokyselinami 81 — 98), dw-helikalnich domény (oblast aminokyselinovych
zbytki 346 — 371 a 1008 — 1021), prvni transénip aktivatni doména (aminokyseliny
1163 — 1259) nasledovana vyznamnou GAP (GTPéazeaakii protein) doménou (region
aminokyselin 1517 — 1674), za ni undigt druha transkrimi aktivani doména (aminokyseliny
1690 — 1744) a tégh u C-konce tuberinu reprezentovaly aminokyselingd@ — 1755
kalmodulin vazebnou doménu (Krymskaya, 2003).

Dosud {erven 2016) je v LOVD TSC2 zaznamenanesp2 400 unikatnich sekwarich
variant. Kazualni mutace jsotifom detekovany jak v oblasti futkich domén, tak i mezi nimi.
Casto identifikovanymi mutacemi jsou posunové mutggesobené malymi inzercemi/delecemi
a nesmysiné mutace. Vyjikrey neni ani zachyt sésgtovych mutacici rozsahlych pestaveb
ve struktile TSC2 genu. Row i in-frame delece jsou s&aésti spekra odhalenych mutaci
(Sancalket al., 2005; Daborat al., 2001).
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3.3 Biologické funkce produkti TSC geni

Produkt genu TSC1 s produktem genu TSC2nebdwytvdi komplex (van Slegtenhorst
et al., 1998). Teti nedavno objevenou podjednotkou tohoto TSC1/Tk&@&plexu je produkt
genu TBC1D7 (TBC1l domain family, member 7)i¢pmz hamartin se vaze k tuberinu
i TBC1D7 a oba stabilizuje. Z vysledlisekvenani analyzy TBC1D7 genu provedené u TSC
pacienti vyplyva, Ze tento gen praypodobr negedstavuje fipadny TSC3 gen. Komlex
TSC-TBC prostdnictvim Rheb-mTORC1 signalizace funguje jako tega regulator
bunééného fistu a proliferace (Dibblet at., 2012).

Protein Rheb (Ras homolog enriched in braa)spéasti superrodiny Ras protéin
G-proteiri, které vykazuji vysokou miru konzervovanosti addinek k saviom. FrestoZe tyto
proteiny disponuji vlastni GTPazovou (guanosinsféazovou) aktivitou, Kk jeji akceleraci
vyZaduji stimulaci GTPazovymi aktigmaimi proteiny (Parmagt Tamano , 2010).

Inoki a kol. (2003a) odhalili, Ze zaewedeni aktivni GTP-Rheb (guanosintrifosfat-Rheb)
do neaktivni GDP-Rheb (guanosindifosfat-Rhdb)my je vramci komplexu TSC1/TSC2
odpowdny tuberin, nebtve své struktte ma zalenénou GAP-doménu.

Rheb-GTP je aktivitorem mTORC1 (Lomy al., 2005). Tento komplex se sklada z 5
komponent a je citlivy krapamycinu. Katalytickouodjednotku komplexu iedstavuje
serin/treoninova kinaza mTOR, dalSi podjednotkourgptor (regulatory-associated protein
of mMTOR), PRAS40 (proline-rich Akt substrate of KDa) mLST8 (mammalian lethal with
Secl3 protein8) a daptor (DEP-domain-containing mRIi@eracting protein) (Petersaat al.,
2009).

Aktivni mTORC1 pimo fosforyluje p70 ribozomalni protein-S6-kinazpi7rQS6K znamou
také jako S6K1) a 4E eukaryoticky ini¢rd faktor translace (4E-BP1). Nasledmlochazi
k stimulaci Gstu a proliferace bwk, neba aktivace p70S6K vyvola zvySenou biogenezi
ribozomi a fosforylace 4E-BP1 #gobi zruSeni vazby mezi trangiém iniciatnim faktorem
elF4E a jeho inhibitorem (4E-BP1). Poté ptedhictvim elF4E dochazi ke zvySeni
5"cap-dependentni mRNA (mediatorova ribonukleoveekga) translace (Astrinidiet Henske,
2005).

Aktivita TSC komplexu a nasledné spm$tmTOR signalni kaskady je regulovano pomoci
fosforylace serifi (S) ¢i threonimi (T) v tuberinu a hamartinuiznymi proteinkinazami
v zavislosti na hladih kysliku a energetickém stavuitiky (na mnozstvi Zivin, naffiomnosti
rastovych faktod).
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Za nepiznivych podminek proist dochazi v hice proteinkindzou AMPK (proteinkindza
aktivovana adenosinmonofostatemijinpou fosforylaci T1227 a S1345 k aktivaci tuberinu,
coz v disledku utlumu mTOR signalizace vede k inhibiéstu burk a translace, a tedy
k prodlouzeni pezivani busk. Bunky jsou za této situace chiry pred apoptdzou
indukovanou energetickou deprivaci (Inekal., 2003b).

Krome nedostatku energie &pobi inhibici mTORC1 drahy i hypoxie, kterd induikugxpresi
REDD1 genu, jehoz produkt (RTP801 zvany téZ REDDdretein regulated in development
and DNA damage responses 1) stimuluje funkci hamaberinového komplexu (Sofet al.,
2005).

Naopak v fitomnosti fistovych faktodl je v buice aktivovana fosfatidyihositol-3-kinazova
draha (PI3K), jejiz saiasti je i aktivace proteinkindzy Akt. \asledku inhibéni fosforylace
tuberinu progednictvim aktivni Akt je utlumena GTPazova aktivitaberinu k Rheb,
a proto se mnozstvi aktivni formy Rheb zvySuje &hdai k stimulaci mTORC1 signalni
kaskady (Astrinidigt Henske, 2005).

V @ipad spuséni MAPK (mitogeny aktivované proteinkindzové) drahje inhibini
fosforylace hamartin/tuberinového komplexu zpmedkovana kinazami ERK1/2 (kindzy
regulované extracelularnim signalem) (Ma et al.05)0a RSK1 (ERK-aktivovana p90

ribozomalni S6 kinadza) (Krymskaya, 2008).

3.4 Ztrata heterozygozity (LOH) TSC geri

Ztrata heterozygozity byla pozorovana v cédék TSC asociovanych |ézi, coz &sii
0 spravnosti zazeni TSC gehmezi tumor supresorové geny. Zatimco u AML leden.OH
ponerné ¢asta, v intrakranialnich lézich k ni dochazi velmacré. Dukazem je studie LOH
chromozomalnich oblasti 16p16 a 9934 provedena 87 47 TSC pacieait Zadny z 11
analyzovanych SEGA nevykazoval LOH v TSC1 chromoaoinoblasti a pouze v jediném
SEGA byla odhalena LOH v 16p13 regionu. Zcela riegavysledek LOH analyzy byl shledan
u vSech (14) vys&bvanych kortikalnich tubéra koznich lézi (dvou angiofibrama jedné
Sagrénové skvrny). V ramci testovani 6 kardialnfdbbdomyom nebyla prokazana LOH 9q34
regionu a pouze ve dvouipadech byla detekovdna LOH TSC2 chromozomalnistibld 53
angiomyoliponi jich 49 bylo informativnich na jedefi vice markel pro oblast 9934 a 16p13.
Z téchto 49 ledvinovych 1ézi 28 AML (57 %)dio 16p13 LOH a u 4 AML (8 %) byla prokazana
LOH TSC1 chromozomalniho regionu. Vysledky této lgma naznauji, Ze l1éze na mozku

vznikaji odliSnymi mechanismy nez TSC poskozenvilea srdce (Hensket al., 1996).
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Vzhledem k podobné renalni a plicni manifast&®&C a LAM byl dalSi vyzkum zadien
na LOH analyzu u 13 vzolkAML pochéazejicich od pacientek se sporadickou farnhAM.
Zatimco LOH TSC2 byla zaznamenana u 7 (54 %) AMBCT LOH nebyla pozorovana
u zadného AML. JelikoZSC2 LOH byla rovtz zjiStna i ve 4 lymfatickych uzlinach od zeny
s retroperitonealni LAM, je pra¥gdodobné, Ze gen TSC2 se podili i na patogeneziagjoplé
LAM (Smolareket al., 1998).

Yu a kol. (2001) fmdpokladali, Ze plicni LAM by mohla byt adledkem migrace
abnormalnich bufk hladkého svalstva z AML do plic. Podkladem prdotinypotézu byly
vysledky porovnani LOH analyz 2 pacigémsie sporadickou LAM, u nichZ jiZzide byly nalezeny
TSC2 mutace a prokazana LOH. Predhictvim roz&ené sady mikrosatelitnich markeoyly

prokazany totozné LOH TSC2 profily mezi AML a plioni LAM bunkami.

3.5 Mozaicismus

Jedinci reprezentujicitipady somatického mozaicismu s nizkou frekvenckytgsmutovane
alely mohou mit pouze mirny TSC fenotyp (Verhetedl., 1999) nebo bez detailniho klinického
vySeteni mohou byt mylh povaZzovani za zdrave€j skute&né nevykazuji znaky souvisejici
s TSC.

Vzhledem k autozomaindominantnimu typu @li¢nosti onemocEni existuje 50% riziko
pro potomky a to jak pro ifpady, kdy se fi¢cinna mutace vyskytuje v ne-mozaikovém
heterozygotnim stavu, tak i préipady somatickych mozaik, u nichZ je mutovana aetenou
frekvenci zastoupena v DNA vzorcich pochézejicichrozlicnych biologickych materidl
(nag. krev, m@ovy sediment, bukalni &t viasové keinky, ejakulat).

Masivni paralelni sekvenovani (MPS) se jekojaelmi uzit€né @i odhalovani mutaci
ve forme¢ mozaik, coz doklada nasledujici studie. Tyburczkoh (2015) metodou MPS
vySetovali DNA vzorky izolované z krve, slidi angiofioromi u 53 TSC pacieff u nichz
konverenimi technikami nebyla identifikovana Zadna mutade45 (85 %) jeding odhalily
mutaci v jednom z TSC génZnanacast detekovanych mutaci (26 ze 45; 58 %) bylo vedo
mozaiky, gicemz frekvence mutované alely se pohybovala v raz8abl % - 34 %. U 17 osob
byla frekvence mutované alely pod 5 %, vitppdech dokonce pod 1 %. U dvou jedirxyla
mutace prokazatelnd pouze ve vzorku z koZzniho tum@yznamny podil z celk@vnalezenych
mutaci (18 ze 45; 40 %) se nachazel v intronovylslastech. Na zakladtechto vysledk se

autai domnivaji, Ze zastoupeni mutaci ve férmozaik je vySSi neZ se usuzujeunmdiuji
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vyznamnost plného pokryti lokusu genu TSC1 a TS@araveé: doporuiuji NGS i pro analyzu
DNA z tumofi asociovanych s TSC.

Vyjadreni miry rizika TSC pro dalSiho potomka komplikggnadalni mozaicismus. Zejména
situace, kdy se ro¢iim, ktei nevykazuji symptomy TSC, narodi @di$ tuberdzni sklerézou
a nasledai dalSi potomek nebocktery z dalSich potonikje postizen TSC, $dci pro moznost
gonadéalniho mozaicismu u jednoho z &idi

Vyskyt gonadalniho mozaicismu je dle litergtuzacny, piblizné 2% (Verhoefet al., 1999).
VySSi zachyt (5%) gonadalniho mozaicismu popistydis 120 TSC rodin, kde se na podkiad
klinického zhodnoceni rodinnyctiplusniki gonadalni mozaicismusiekaval u 7 rodin (7/120;
6 %). Z tchto 7 rodin se podi#o detekovat ficinnou mutaci u 6 rodin, fitemZ mozaika
zarodeéné linie byla u 5 rodin zastoupena mutaci v gen€CZ @ v jedné rodih mutaci genu
TSC1. Riziko rekurence TSC je individualni pro kauddrodinu, nebt zavisi na mnozstvi
mutovanych bu&k v zarodeéné linii rodice s mozaicismem (Roskal., 1999).

Proto je vhodné wipadech, kdy u probanda (t#) je jiz identifikovana mutace a radi
jsou asymptomatti a cilené genetické testovani jejich vzorku DN#dlované z krve bylo

negativni, nabidnout této rodipro dalSi &¢hotenstvi moznost prenatalni diagnostiky.
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4. Cile dizertaéni prace

1. Provést analyzu TSC gewme vybraném souboru paciént

2. Provést fenotyp/genotypovou studii v souboru pa€ient:
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5. Material a metodika

5.1 Histrojové vybaveni

Fluorometer: Qubit® 2.0 (Invitrogen)

Genetické analyzatory: 3130 Applied Biosystems, RRISM 310 Applied Biosystems
Sekvenétor nové generace: lon Torrent™ Personabi@erachine® (PGM) System
Termocycleryrady C1000 (Bio-Rad)

UV-Vis spectrophotometer: NanoDrop 2000c¢ (Therm&dic)

5.2 Soubor TSC pacieni

Analyzovany soubor tvilo 118 pacient, piicemZz probandl bylo 99 a 19 fipadi
reprezentovalo tuberdzni skler6zou postizené radimiislusniky rkterych probandl
Vzorky deoxyribonukleové kyseliny (DNA), periferikrev a vyjim&né bukalni sr ¢i moc
pacienti pochazely z genetickych (pipadt neurologickych) pracovidz riznych mistCeské
republiky. Udaje o klinickém obrazu pacienta bylyz@amenany indikujicim lékem
do registraniho formulde, jenz je sotésti @ilohy (ptiloha 1).Do studie byli zahrnuti i jedinci,
u nichz byl znam pouze 1 klinicky udaj. Dle diagtiasych kritérii vSichni pacienti (kroth
jednoho) splovali podminky pro stanoveni definitivni (95 osobgbo mozné (22 osob)
diagndzy TSC. Pacient, ktery nesplal podminky pro stanoveni diagnozy tuberoznirskig
byl prisluSnikem dlenné rodiny a do souboru bylfazen za €elem sledovani intrafamiliarni
variability onemoc#ni. Vékovy rozptyl v souboru: 2 dny — 65 let.

5.3 Metody

5.3.1 Izolace DNA z leukocyit periferni krve Millerovou metodou

1. 10 ml periferni krve smisits 300 pl EDTA (pH 93,

2. Krev prelit do kyvety (50 ml zkumavka)fidat 30 ml lyz&niho pufru (LB) a nechat lyzovat
na lec 45 min.

3. Krev centrifugovat 20 minutip2200 rpm.

4. Odstranit supernatant.
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5. Pridat 10 ml LB pufru, sedimentuladné protepat s LB pufrem a centrifugovat 10 min
pii 2200 rpm.

6. Slit supernatant, pelet lehce oplachnout LB pufrem.

7. Ksedimentu pdat 3 ml NLB (Nucei lysisbuffer), promichat a kvaativné prenést
do 10ml zkumavky.

8. Pxidat 50 ul proteinasy K (20 pg/ul), 150 ul 20% S&kladre protrepat.
Ponechat inkubovaft@s noc v termostatuigeplot 37°C.

10. Pridat 1000 ul NaCl (6 mol/l), 15 s prepat.

11. Centrifugovat @i 4000 rpm 15 min.

12. Supernatant slit do 10ml zkumavky, centrifugowa#p00 rpm 15 min, tento bod postupu
opakovat dokud neni supernantény.

13. Supernatant slit do 15ml zkumavky, zalit 168#@nolem a ponechat vysrazet DNA.

14. Meduzku“ DNA prenést do mikrozkumavky s 70% ethanolem, iieqmat a centrifugovat
pii 8000 rpm 5 min.

15. Opatrre slit ethanol a mikrozkumavku ponechat woltyschnout.

16.DNA rozpustit v 500 ul TE pufru.

SloZeni roztok:

Lyzacni pufr(LB):

» 8,825 g 155 mM NiCI

= 1,001 g 10 mM KHC®

» 0,3729g 1 mM EDTA nebo 2 ml 0,5 M EDTA

Pridanim cca 80@l konc. NaOH upravit pH na 7,3 — 7,4 a doplnit deganou HO do 1 |I.

Nucei lysisbuffer (NLB):

= 23,376 g 400 mM NacCl

= 1,211 g 10 mM Tris-HCI

» 0,7459g 2 mM EDTA

Upravit pH na hodnoty 7,3 — 7,4 a doplnit roztoktdevanou vodou do 1 |.

TE pufr:
= 25ml7,5M Tris
= 0,5ml0,5MEDTA

Doplnit destilovanou vodou do 250 ml.
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5.3.2 Izolace DNA z buik bukalniho stéru a mo¢oveého sedimentu pomoci kitu

Pouzity kit: QlAamp DNA Mini (QIAGEN)

1. A) V piipac bukalniho siru provést dkladné promyti odérového kartdku v 500 pl
deionizované vody v 1,5 ml mikrozkumavce a pokkeat bodem 2.

1. B) V pripact vzorku m@e napipetovat 1ml mie z odrové zkumavky do 1,5 ml
mikrozkumavky.

2. Mikrozkumavku s roztokem centrifugovat 5 min/13 0§O(pozn: pro ziskani dostate
velkého peletu, je mozné krok 1 a 2 provést opakiv

3. Slit supernatant,fat 180ul ATL pufru + 20ul proteinasy K, prdaepat.

4. Inkubovat na vodni lazniip56°C 1 —3 hod, v piibéhu vortexovat a kontrolovat zda
je material zcela zlyzovan.

5. Po upIné lyze busk pridat 200ul AL pufru, protepat a inkubovatip70°C 10 min.

6. Pridat 210ul 96% ethanolu, proepat.

7. Prenést na kolonku pomoci pipety.

8. Centrifugovat 1 min/8 000 g.

9. Kolonku prenést daisté zkumavky, na kolonkuflat 500ul AW1 pufru

10. Centrifugovat 1min/8 000 g.

11.Kolonku prenést daisté zkumavky, na kolonkufalat 500ul AW?2 pufru

12.Centrifugovat 3 min/13 000 g.

13.Kolonku penést daisté zkumavky a prazdnou centrifugovat 30s/ 8 000 g

14.Kolonku prenést da@isté ozndené mikrozkumavky, ifdat 100ul AE pufru

15. (vytemperovaného na 70°C).

17.Inkubovat 1 min §i pokojoveé teplal.

18. Centrifugovat 1 min/8 000 g.

19. Prenést filtrat zpt na kolonku pomaoci pipety, uzévzkumavku.

20.Inkubovat na termoblokuip70°C/5 min.

21.Centrifugovat 5 min/13 000 g.

22.Odstranit kolonku a mikrozkumavku s DNA u#tiyv
5.3.3 Molekularni analyza TSC geil

V prvni fazi byla analyza TSC gérzantiena na zjigini pripadnych deleci/duplikaci pomoci

¢aso¥ nenargné (2denni) metody MLPAmultiplex ligation-dependent probe amplification).

35



Jestlize vysledek této techniky byl negativni, bylgsleds vyuZity rizné strategie vhodné
pro detekci mutaci malého rozsahu. ddsti pacient byla analyza TSC génprovedena
kombinaci skenovaci techniky denatim gradientové gelové elektroforézy (DGGE)
a nasledného sekvenovani vytipovaného aberantndgonéntu (exonu) Sangerovou metodou.
U vétSiny pacieni byla pro odhaleni mutace zvolena stratedgiengho Sangerova sekvenovani
obou geii. U minoritni¢asti vySetovanych TSC osob byla mutace zjitd technikou masivniho

paralelniho sekvenovani (MPS) ptesinictvim platformy lon Torrent.

5.3.3.1 Multiplexova ligatné dependentni amplifikace préb (MLPA)

Zachyceni rozsahlychgstaveb TSC génumoznila metoda MLPA. K analyze TSC1 genu
byl vyuzit probemix P124-C1-0112. Pro gen TSC2 ohybuzito gkolik ruiznych snési sond.
AvSak TSC2 probemixy (P046-B3-0111, P046-C1-101046PC1-0315) se mezi sebou lisily.
Verze B3 oproti verzim C1 postradala sondy pro 8néxr'SC2 genu a mezi verzemi C1 byla
odliSnost \cislovani exof. Za (&elem sjednoceni vysledlkoyly vSechny nélezy konfirmovany
pomoci probemixu P046-C1 Lot 0315 (verze 12; 26. 2015). Provedeni metody bylo
v souladu s protokolem firmy MRC-Holland.

Denaturace DNA:

1. Napipetovat 5ul DNA vzorka (50-250ng/reakce) do oztenych 0,2 ml mikrozkumavek
(pro metodu MLPA byla DNA vzork TSC pacient fedna na koncentraci 20 ndj.
Do zkumavky ,blank® napipetovatd TE pufru.

2. Ulozit zkumavky se vzorky do termocycleru a spusifte popsany program.
3. Denaturovat vzorky DNA 5 minutip98°C a naslednochladit na 25°C. Po ochlazeni

mohou byt zkumavky vyjmuty z termocycleru.

Hybridizatni reakce:

1. Pred pouzitim dkladné promichat MLPA pufr a MLPA probemix.

2. Pripravit si hybridiz&ni master mix obsahuijici pro kazdou reakci:d,MLPA pufru

3. al1,5ul a probemixu. Smichat dédhybridiz&ni master mix pipetovani vortexovanim.

4. Po DNA denaturaci, fidat 3 pl smeési hybridiz&niho master mixu do kazdé zkumavky
se vzorkem. Date promichat pipetovanim nahoru atdol

5. Pokra&ovat v termocykleru programem: inkubace 1 minuit®p ° C a poté 16 az 20 hodin

6. pri 60 ° C.
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Liga¢ni reakce:

1. Pred pouzitim péiv¢ promichat dva ligani pufry.

2. Pripravit Ligaza-65 master mix. Pro kazdou reakci dzg65 master mix obsahuje:
25 ul dH20, 3l Ligaéniho pufru A + 3 ul Liganiho pufru B. Potéfidat 1 ul enzymu,
Ligdzy-65. Dolse promichat pipetovanim jekamahoru a ddai. Nikdy nevortexovat roztoky
S enzymy.

3. Pokra&ovat v programu v termocyklerufiRastaveni (pauze) programti p4 °C, gidat 32
ul pripravené smési (Ligaza-65 master mixu) do kazdé zkumavky. Jerpromichat
pipetovanim nahoru a dol

4. Pokraovat v thermocykleru v programu: 15 minut inkubgties4 °C (pro ligaci), nasleduje
5 minut i teplog 98° C (inaktivace Ligazy-65 teplem) a poté paubatgplot 20 °C.
V tomto okamziku je mozné odstranit zkumavky z teecykleru. V gipad,
Ze se nepoketaje hned v PCR reakci, je mozné produkty digareakce skladovatip
pokojové teplat po dobu gkolika hodin, nebo i 4 °C po dobu jednoho tydne.

Polymerazovédetézova reakce (PCR):
1. Pred pouzitim pdivé promichat SALSA PCR primer mix a Zah SALSA Polymerazu

po dobu 10 sekund v ruce pro snizeni jeji viskozity

2. Pripravit polymerazovy master mix, ktery pro kazdoeekci obsahuje: 7, dH20,
2 ul SALSA PCR primer mixu a 0,pl SALSA polymerazy. Nevortexovat, digbpromichat
pipetovanim nahoru a dolSkladovat na leflaz do pouZiti.

3. P¥i pokojové teplot pridat do kazdé zkumavky 10 polymerdzove sisi. Jemg promichat
pipetovanim nahoru a doh spustit program v termocykleru zahrnujici 35l&yB0 sekund
95 °C, 30 sekund 60 °C; 60 sekund 72 °C.&ém reakce je 20 min inkubacé 32 °C
a nasledovana pauzoti fp5 °C.

4. Po PCR reakci, neotevirat zkumavky v mistnosti mnéeyklerem, aby se zabranilo
kontaminaci.

5. PCR produkty Ize skladovatiipteplo€ 4 °C po dobu jednoho tydne. Pro delSi dobu
skladovani je vhodna teplota mezi -25 °C a -15V£hledem k pouZziti fluoresceéni barvy,

kterd je citlivd na sitlo, je dopordovano skladovat PCR produkty zabalené v alobalu.

Ptiprava vzork a separace kapilarni elektroforézou:

V @ipadt pouziti genetického analyzatoru ABI Prism 310 tiné vzorky pro separaci
obsahovaly: 1@l HiDi formamidu; 0,4ul velikostniho standardu (TAMRA 500) a 48 PCR
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reakce. Denaturace byla provederfa 9o °C v trvani 3 minut. K nasku vzorku dochéazelo
za podminek: 6 kV po dobu 15 s nelio&kV v trvani 8,5 s (v ndvodu je dopoavano 1,6 kV

po dobu 15 s). Vlastni separace probihala v polyn®dP4 @ 15 kV, 60°C a po dobu 28
minut. Pokud byl k separaci fragméntyuzit geneticky analyzator 3130, &rpro separaci byla
slozena z: 1@l HiDi formamidu; 0,4ul velikostniho standardu (LIZ 500) a QUBPCR reakce.
Denaturace byla @& 3 minuty @i 95 °C. Kseparaci dochazelo v polymeru POP7
za dopordenych podminek: nasati vzorkid 4,6 kV po dobu 15 s a vlastni separatieR®©OP4

pii 15 kV, 60°C a po dobu 30 minut.

Analyza MLPA dat:

U analyzatoru ABI Prism 310 sniméani a digadi hrubych dat fluorescence zégigal
software ABI PRISM 310 Data Collection. K analyzestupnich dat byl vyuzivan software 310
GeneScan (Applied Biosystems). U genetického aatdya 3130 byl za snimani a digitalizaci
hrubych dat fluorescence odgowy software Data Collection (AppliedBiosystems)
a k analyze dat byl vyuZzit software GeneMapper (#gpBiosystems). Pro vyhodnocovani

MLPA dat byl rovriez pouzivan i program Coffalyser.

5.3.3.2 Denatur&ni gradientova gelové elektroforéza

5.3.3.2.1 Polymerazovietézova reakce s DGGE primery

V rdmci genu TSC1 byly amplifikovany vSechmydkijici exony, kror exonu 21. U genu
TSC2 bylo amplifikovano celkem 32 exorNevySeteno bylo ¢échto 10 exoh TSC2 genu: 1,
2,9, 11, 14, 19, 25, 29, 33, 41). V zavislostiamplifikaci konkrétniho exonu byla vyuZita
reakeni snes (15,4ul) s dimetylsulfoxidem (DMSOg¢i bez DMSO.

SloZeni PCR sisi s DMSO:

7,5ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio)

4,6ul PCR HO (Top-Bio)

1,5ul DMSO

0,4ul 10 pmol primeru r a 0,4l 10 pmol primeru f

(TSC2 primery: 4r/f, 5 r/f, 7 r/f, 8 r/f, 10 r/f3Lr/f, 17 r/f; 18 r/f, 21,1 r/f; 21,3 r/f; 22 1IR3 1/f;
26,2; 27 rlf, 28 r/f, 30 r/f, 31 r/f, 32 r/f, 34 rB5 r/f, 36 r/f ,37 r/f, 39-40 r/f a TSC1 primery,3
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r/f, 5,1 r/f, 5,2 r/f, 6 r/f, 7 r/f, 8 r/f, 9,2 r/fL1 r/f, 15,1 r/f, 15,3 r/f, 16 r/f, 17 r/f, 1K 1RO r/f, 22
r/f, 23,2 rff).
= 1ul DNA (100 ng)

SloZeni PCR sisi bez DMSO:

= 7,5ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio)

* 6,1ul PCR KO (Top-Bio)
0,4ul 10 pmol primeru r a 0,4l 10 pmol primeru f (TSC2 primery: 3 r/f, 6 r/f 11/f, 12
r/f, 15 r/f, 16 v/f , 20 r/f, 21,2 r/f , 24(r,26,1 r/f; 38 r/f, 42 r/f a TSC1 primery: 3,%,18,2
r/f 9,1 r/f, 10 r/f, 12 r/f, 13 r/f, 14 r/f 512 r/f, 23,1 r/f, 23,3 r/f).

= 1 ul DNA (100 ng)

Program pro amplifikaci exdanTSC2 genu a exan(15,1; 23,2; 18; 3,3; 16; 11; 23,1; 23,3; 15,2;
10; 3,1;9,1; 12; 3,2; 14) TSC1 genu :

» Paateini denaturace 5 mirrip6 °C

= Denaturace 30 i®4 °C .
= Annealing 30 s [ 63°C 10 oykl
» Prodluzovani primér(extenze) 45 sip72°C

= Denaturace 30 gi®2°C .
= Annealing 30 s (i 63°C 28 aykl
» Prodluzovani primér(extenze) 45 sip72°C

= Kone&na extenze 10 minkp72 °C
= Denaturace 10 minfpd5 °C
» Hybridizace vldken 45 minip63 °C

» Chlazeni na 18C po neomezenou dobu

Amplifika¢ni program pro ostatni exony TSC1 genu byl shodpfogramem pro TSC2 gen,
pouze faze i 63°C byly nahrazeny teplotou 58.

5.3.3.2.2 Kontrolni separace PCR produkt pro DGGE na agar6zovém gelu

Pro potvrzeni fitomnosti jednotlivych amplikanbylo 5ul PCR reakce napipetovano do jamky

1,5% agarozoveho gelu v TBE pufru. Separace pr&bida min @i 98 V. Vizualizace DNA
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byla zprostedkovana interkalaci Ethidium bromidu (obsazen lu:gé ul EtBr (10 mg/ml)
na 100 ml gelu) do DNA fragmentu, ktery po aplikay z&'eni vydava Zluto-oranZovou barvu.

Slozeni TBE pufru (0,5x)
= 27 g Tris-(hydroxymetyl)-aminometanu

13,75 g kyseliny borité
1 ml0,5M EDTA

5 | destilované vody

5.3.3.2.3 Postup DGGE

Pro vyhledavani sekvénich znén v genu TSC2, byly k separaci amplifikovanych asBINA
vyuzivany celkem 4uzné (20% - 65%, 30% - 70%, 40% - 80% a 45% -7}58&naturani
gradienty polyakrylamidového gelu. Pro separacigfrantt TSC1 genu byly pouzivany
gradienty 10% - 55% a 20%-65%.

1. Priprava gelu byla prov&da smisenim 0% a 80% denatumidilo roztoku v porérech,
jez jsou uvedeny v tab. 3.

2. Pridat 22 ul N,N,N",N’-tetramethylendiaminu (TEMED), ktery fguje jako katalyzator
kopolymerace akrylamidu s N,N"-methylenbisakrylaemd a po fidavku 157ul iniciatoru
radikalové polymerace - persiranu amonného (ARS)pkavenym roztokm o vyZzadované
koncentraci denatutaich latek, roztoky progdnictvim smiSovaci soustavy velmi rychle
promichat a aplikovat do prostoru mezi elektrofioket skla

3. Hiebinek pro 20 jamek z gelu odstranit po 30 minutagjici polymeraci a jamky pomoci
injekéni stikacky promyt TAE pufrem.

4. Gel i se skly vsadit do elektroforetické komory Imgpé TAE pufrem a nasledn
napipetovat 1Qul jednotlivych PCR produkt do gelovych jamek a z&kt TAE pufru
v elektroforetické komie na 60°C.

5. Podminky separace 88 V/1600 Wh. Po ulam separace gel o&ld od skel a ponechat
25 minut v roztoku destilované vody s EtBr (@5EtBr (10 mg/ml) na 500 ml destilované
vody). Posléze gel &hkolikrat oplachnout destilovanou vodou a urristna UV
transluminétor, ¢cimz byla zaji&na vizualizace EtBr interkalovaného v separovanych
fragmentech.

6. Pcatet a umisini fragmeni v gelu zdokumentovat digitalnim fotoaparatem.
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SloZeni pouzivanych roztélpti DGGE:

TAE pufr (50x):

= 242 g Tris-(hydroxymetyl)-aminometanu
» 57,1 ml kyseliny octové

= 18,7 g EDTA

Doplnit do 1 | destilovanou vodou a upravit pH kentrovanou HCI na hodnotu 8,0.

40% akrylamid/bisakrylamid (37,5 : 1):
= 38,93 g akrylamidu
= 1,07 g bisakrylamidu

= 60 ml destilované vody

0% denaturéni roztok:

= 180 ml 40% akrylamidu/bisakrylamidu (37,5 : 1)
= 8 ml 50x TAE pufru

Doplnit destilovanou vodou do 800 ml.

80% denaturéni roztok:

= 268,8 g mooviny

= 8 ml 50x TAE pufru

= 256 ml formamidu

= 180 ml 40% akrylamidu/bisakrylamidu (37,5 : 1)

Doplnit destilovanou vodou do 800 ml.

APS:
Pripraveno rozpughim 10 g APS ve 100 ml destilované vody.

TEMED:

Komekn¢ dodany
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Tab. 3: Objemové ponéry 0% a 80% denaturaéniho roztoku pii p¥ipravé gradienti

Denatura¢ni % Objem [ml] 0% Objem [ml] 80%
gradient denaturantu denaturatniho roztoku denaturacniho roztoku
10%-55% 10 22,8 3,2

55 8,2 17,8
20% - 65% 20 19,5 6,5
65 4,9 21,1
30% - 70% 30 16,2 9,8
70 3,1 22,9
40% - 80% 40 13,0 13,0
80 0 26,0
45% - 75% 45 11,4 14,6
75 1,6 24,4

5.3.3.3 Sekvenovani Sangerovou metodou

5.3.3.3.1 PCR se sekvetaimi primery

Amplifikovany byly vSechny kodujici exony TSC1 a @3 genu. Seznam sekvenci pouzitych
TSC1 a TSC2 primérje uveden vtab. 4 a tab. 5. Teplagnealingu (Ta) pro jednotlive
primery jsou zapsany v tab. Bro vSechny exony TSC1 genu a vSechny exony (kitbna 42.
exonu) TSC2 genu byla pouzita réaksnes s obsahem DMSO. Exon 15 a 42 genu TSC2 byl
amplifikovan prostednictvim rea&ni snesi bez DMSO.

Slozeni PCR s#si s DMSO (15ul) :

7,5ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio)

4,2ul PCR KO (Top-Bio)

1,5ul DMSO

0,4ul 10 pmol TSC2 primeru r a 0 10 pmol TSC2 primeru f

1 ul DNA (50 ng)

SloZeni PCR sisi bez DMSO (1) :

= 7,5ul Combi PPP Master Mixu (Top-Bio)

» 5 7ul PCR HO (Top-Bio)

»= 0,4ul 10 pmol TSC2 primeru r a 04 10 pmol TSC2 primeru f
= 1ul DNA (50 ng)
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Amplifika¢ni podminky:

» Paatesni denaturace 3 mirri@4 °C

= Denaturace 1 mintp94 °C

= Annealing 1 min 30 s i jedné z T, (tab.?) 34 cykl

» Prodluzovani primér(extenze) 2 minip72°C

» Konena extenze 7 minip72°C

» Chlazeni na 18C po neomezenou dobu

Pro potvrzeni, Zze PCR prétda GasgsSré bylo 5 ul PCR produktu separovano na 1,5%
agar6zovém gelu. Separ podminky: 25 minutip98 V. Vizualizace kombinaci EtBr a UV.

Tab. 4: Prehled sekvenci primed TSC1 genu

Primer | Sekvence f primeru (5™~ 37) Primer | Sekvence r primeru ( 5™~ 37)
3/M-F  |ATTGCATTGAACACGTGCAT 3/M-R | GCCAACCTGGTAAGCAAAAA
4/M-F | GCTGCACAAAACTTAGAATAG 4/M-R | TGGGTCCTACAAAGTAATTTTT
5/M-F  |ATCTGCATGACCCTTGCTTT 5/M-R | CCATACTTGCATGGACAAGG
6/M-F |GTTGGGGCTCAGTGTTCTGT 6/M-R | GCACCCAAGATATTCCCTCA

7IM-F | TGAGGTGGGAATATACATAGA 7/IM-R | GTGGCGAGGAAGAAAACTGA

8/M-F |TGTTCTCAAGGTTCCATCTGTG 8/M-R |ATTAGTCCTCCGCCTGTGAA

9/M-F | AACCATTTTAAACAGGGAAGG 9/M-R | GGGAAAAATCCCTAGGAACTGA

10/M-F | AACCAGAATAACCTAAAACCACAC |10/M-R| TCCTGAAATGAGCAGTGTGAA

11/M-F |TGCAACTTGTTTCTTGATACGC 11/M-R| CAACAGCAAGTGGTCCCTTAG

12/M-F |CTGGGGCTTTCAGAATGTGT 12/M-R| CACACCTTGAGAGCAGCTTG
13/M-F | AACATCCCAACAATTTGAGAA 13/M-R| TGTTTAGGCCTCAGTATTTTG
14/M-F |CAGCCTTCTCTGTTCAGCAT 14/M-R| TACCTGGCATAGGTCCCAGA
15V-F |TCTCCTCTCTCTGAGTGACAC 15V-R | AAGAAGTCTGGCATTCCC
15A-F |CCTCCCAAAGTTCTGGCATT 15A-R |CAGTCTGTCCAGCACTTCCA
15B-F |CCAAAGCAAGCCTTTACTCC 15B-R |AGAGAACCAGCTGCCTCAAG
16/M-F |CCTCCCATTGTGTCCAGTGT 16/M-R| TTGAGATCCTTTAGCCAAGCA
17/M-F | GCTGGGAGTCAAGTGGTCAT 17/M-R| AGTGGGAAGGACTGGGAACT
18/M-F | TGACCTAAGGCCAAGTAAGAC 18/M-R| AAAGCTGAACAAGTCAAGGAC
19/M-F | AGGGCCCAAGAAAGTAGAGC 19/M-R| TGTTGGGAACCCATGACAC
20/M-F |GAACCCATGGGACTGGTTTA 20/M-R| ACCACGGAGTAGTGGGACTG
21/M-F |TGCCTTCTCAGTCCTTCTTACA 21/M-R| GCCTCATACCTGCTCTCTGC
22/M-F |CTCACCTGGCCAAGAAAGAC 22/M-R| GTGGGTCTCTGACACGGAGT
23/M-F | GAGAGTGGGCTAGCGGAGTT 23/M-R| CAATGCCAGATCCAAAAACC

43



Tab. 5: Prehled sekvenci primeé TSC2 genu

Primer | Sekvence f primeru (5"- 3") Primer | Sekvence r primeru (5°- 3")

2f GGAAAGGTTATGCCCACCAGA 2r CAGCATTCCTGTGTAGACAGT
3f GCGGCTCGTCAAGTGAATC 3r AAACCAGATCATCGGCAGTC
4f AGGTGGGGCTCTCAGTCAC 4r AACTCACCGAGGCAGGAGT
5f GCCTCTGTGGGAAGGAGAG 5r CAGGCCATCCCTGAGAAC

6f GATCCTAGTGTCCGTGCGTAG 6r TTTATTCACTGCGGAGCTGAA
7f AGGCACCTGAGTGCTTGTTG 7r CTTACATGGGGGACTCCTGA
8f CCCTGTGGCTTGGAGAGA 8r GTCCCTCAACAGGCCATTGT
of GACCTTGGGTGGCTATAGGG or CCCGAGAGGACAAGGACTC
10f CGCAGGAGTGAACAAGAGTG 10r GATGGGTGGGCAGGCGTG
11f GATAAACGTGTGGTGGGCAC 11r CACGGTTCTGGCAGTCTCTG
12f GAGAGGATCTGGGGGTGTCT 12r ACACAGGTGGGAGGAAACTG
13f GCTCTGACAGCAAACCAGCCT 13r CATCGGGCATCCTGAGAC
14f GGTCGTCTGGAGAGATGCT 14r TGCCTTCCTTGCTACTTGGC
15f CGGGTGCTTGTGCTCTCT 15r TCAGGACACAAATCCAGCAG
16f TTGTGGTAGAAAGTGTTCTCACG 16r CATCCATCCCTCCACAAGAG
17f GGGTTTGAAGGTCGTGTGTT 17r CACAGTGGGTGCAGAGGAG
18-19f | AGGGGGAAGGCTCAGCTC 18-19r |TTTCTGAGTGCCTGTGGTG
20f TGAGAACAGGGCTCCATAGC 20r GCTGAGTTTGAGGGAAATGG
21f ACTCCCACCACTCCGAAAG 21r CTAGAAGCACCAGGGAATCG
22f AGTCTGCTCGGGTAGCTCAG 22r CTTCAAGGAGGAGCGTTCAC
23-24f |CCTTCTCTCCTCTGCAGCAC 23-24r |CTCCACCTGCCTGTCACTCT
25f CCTAGCCTGCAGCTTGTCC 25r CACTGACTTGGAGGCACCGT
26f TCTCTCCATCCTGACCCTGT 26r ACCTTTCCACCCCTCGTC

27f CCCTGTTGGGGTCTTTCC 27r CACCCGCTAGGAGGAACTC
28-29f | TCTCCAACTTCACGGCTGTCCC 28-29r |GGCTCGGGGCCTTCCTGAACA
30f TCACTGAGGCCAGCACTGT 30r ACCCCCAAATATCCCAAGAG
31f ATCGTGGTCCTGAGGATTGT 31r GGAGAACAATGGTGCTGAGG
32f CCCTGCCCTCTCTCCTCT 32r AGGGCAATGGAGGCAGAC
33f GTCCCTCTGGTCAGGAGAAGG 33r ACGAGGGATGTGGAAGAACA
34f TGGGATGGAGGACAGATAGG 34r GGGCAAGTGAGGCACCAG
35-36f | GGAACCTGGTGCCTCACTT 35-36r | CTCAATGAGCACTTCATGCTG
37f GCTGGAATGGATGGTCTTGT 37r ACGCTGTTAGGCTCGGAAC
38f CAGAGCCCCTGGAGTAATCA 38r CTCTCCTCCTGCTCCTCGT
39-40f | AAAGTTCAGGGGCAGATGCT 39-40r |GCAATCCACTTGGAGGGGTA
41f CTGCACGCAAATGTGAGTGGG 41r CCAGAGGTAGGCTGGGGTTG
42f CAGCGGGTAGGGAATATGG 42r CGCTTCTAGAGCCTCGACAC
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Tab. 6: Pfrehled Ta primera pro amplifikaci jednotlivych exona TSC genu

Ta [°C] | Cislo primeru r/f pro amplifikaci exond TSC1 genu

61,9 6; 14;15V; 15A; 15B; 17; 21, 22

58,5 8; 11; 12; 13; 16; 19; 20; 23

55,8 3

53,9 4:5:7:9:;10; 18

Ta [°C] | Cislo primeru r/f pro amplifikaci exond TSC1 genu

64,7 11; 4, 13;15; 25; 28-29: 41; 42

2:3:5:6:7:8:9:10:12; 14; 17; 18-19; 20; 2B; 21; 23-24; 27; 30; 31; 32; 33; 34;
61,9 38

58,5 35-36; 39-40; 16; 37

5.3.3.3.2 Purifikace PCR produkfi
Purifikace pomoci QIAquick PCR Purification Kitu

Tato metoda igcisténi PCR produkt uréenych k sekvenaci byla v porovnani s dalSi
uvedenou purifikéni technikou vyuzita podstatnméré casto. Provedeni bylo zcela dle

doporieného postupu.

1. K10 ul PCR produktufmdat 50 pl PB pufru, progpat.

2. Vzorek genést na QIAquick kolonku umésiou v 2 ml mikrozkumavce a centrifugovat
pii 12 000 rpm 60 s.

Obsah mikrozkumavky vylit a kolonku do nigopimistit.

Do kolonky napipetovat 750 ul PE pufru, centrifugbgi 12 000 rpm 60 s.

Obsah mikrozkumavky vylit, kolonku &pvlozZit a ot centrifugovat 60 sip12 000 rpm.
Kolonku gremistit do 1,5 ml mikrozkumavky, da‘stiu kolonky pidat 50 pl EB pufru

S A

a centrifugovat $ 12 000 rpm 60 s, poté kolonku odstranit a mikwonlvku uzakit.

Purifikace PCR produltenzymaticky
1. K5 pl PCR produktu fidat 1 pl termosenzitivni alkalické fosfatazy (fine Scientific,

Fermentas) o koncentraci 1 U/ul a nastegiipipetovat 0,5 ul exonukleadzy | (Thermo
Scientific, Fermentas) o koncentraci 20 U/ul.
2. Roztok jemg promichat.

3. Inkubovat v termocycleruip37 °C /15 min a poté deaktivovat enzym &°C /15 min.
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5.3.3.3.3 Sekvenmi reakce

Fi Sangerovém sekvenovani byl pouzivan sekieindt ABI PRISM® Big Dye® Terminator
v 3.1, ktery obsahoval 4 typyazn¢ fluorescetiné znaenych dideoxynukleotidtrifosfat
(ddNTPs). Pro sekvenaci byly vyuzivany 2 variantkvenanich reakci. Varianta, v niz byl
sekvenani kit fedkn sekvenanim pufrem (ABI PRISM Big Dye® Terminator v 1.1, v 3.1, 5x

v

sekvenaniho kitu.

Varianta I

Reakni smés pro sekvenaci (10 ul) obsahovala:

= 4 pl 4x Zedného sekvermmiho kitu

= 2 ul 10 pmol primeru (v jednotlivych sekveénéch reakcich je vzdy pouze jeden primer
ze specifického paru)

= 4 pl templatu (jednotlivéipcistené PCR produkty)

Varianta Il

Reakni smés pro sekvenaci (10 pl) obsahovala:

= 1,5 pl Big Dy& Terminator v 1.1, v 3.1, 5x sekvema pufr (Applied Biosystems)
* 0,969 pl enhancing sekvemd pufr BDX64 (MCLAB)

0,031 pl Big Dy& Terminator v 3.1 kit (Applied Biosystems)

4,5ul PCR KO (Top-Bio)

= 1 pl 10 pmol primeru (r nebo f primer)

= 2ul templatu (jednotlivéipéisttné PCR produkty)

Podminky amplifikace:
94,0°C 2 min (96,0C 10 s; 1,6C/s — 50,0C; 50,0°C 5 s; 60,0C 4 min)z4x 10,0°C

5.3.3.3.4 Purifikace sekveniich produkti

K purifikaci sekvena&nich produki byly vyuzity dva fizné postupy. Vzhledem k menSi
pracnosti a niz8fasove narénosti, bylo gecisténi pomoci kitu vyuzivanoast;i.
Purifikace sekvermich produkli pomoci roztoku CECOONa/EDTA:
1. K10 pl sekvenéniho produktu fidat 2 pl roztoku CECOONa/EDTA
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Pridat 25 pl absolutniho ethanolu, roztokktdre promichat a centrifugovat 30 min
pii 13 000 rpm.

Opatrré odpipetovat supernatant.

Pridat 50 pl 80% ethanolu a centrifugovat 10 min13 000 rpm.

Pe&ilivé odpipetovat supernatant.

Opakovat krok 4 a 5.

Otewrené mikrozkumavky dat vysouset do trouby po dobmitOpi 60 °C.

Pripipetovat 15ul formamidu, ponechat v klidu alespb min a poté roztok prigpat.

Priprava roztoku CeCOONa /EDTA:
Smisenim 1,5 M CsCOONa (pH > 8) s 0,25 M EDTA v pafmu 1:1,3.

Purifikace sekvenrsmich produki kitem BigDye® XTerminator”

1.
2.

K 5 pl sekvengniho produktu napipetovat 22,5 ul roztoku SAMApplied Biosystems).
Pomoci Spiky s otvorem o pméru alespéa 1 mm gidat 5 pl roztoku BigDye®
XTerminator™ (Applied Biosystems).

Mikrozkumavky¢i desttku se vzorky pdivé uzavit, umistit naitepaku, zakryt alobalem
a ponechatitkladné michat 30 min.

Centrifugovat destku ¢i mikrozkumavky 2 min §i 1000 xg.

5.3.3.3.5 Separace sekved@wch produkta kapilarni elektroforézou

1. Precistené sekvenani produkty napipetovat po 10 10 ul do d#sti
2. Jestlize byly produkty sekvetra reakce fecistovany pomoci roztoku GCOONa/EDTA,

je nutné je ped vlastni separaci denaturovat 3 mings °C a nasled# ochladit na ledu.
Pokud byly pesi&tovany prostednictvim kitu BigDye® XTerminatd! denaturace vzotk
se neprovadi.

Umistit desttku do genetického analyzatoru 3130 (Applied Biomys) a spustit separaci
pri podminkach: nasik vzorku 30 s, 2 kV a vlastni separace’6013,2 kV; 33 min.

5.3.3.4 Masivni paralelni sekvenovani (MPS) - pliirma lon Torrent

Knihovna byla navrzena doc. Mgr. Radkem \“kdu, Ph.D a apliktnimi specialisty

prostednictvim programu AmpliSeq Designer (ThermoFisbeentific) tak, Ze 3x primer pool
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zajistil plné pokryti vSech 23 extnTSC1l a 42 exan TSC2 genu a rowi oblasti

intron/exonového rozhrani.

Postup MPS — lon Torrent byl proveden zcela v shwula doporienymi postupy. Rednosts

byly pouzivany zkracené verze postupu. ibadnému ufesreéni informaci slouzily detailni

verze postup.

Pouzité protokoly:

1. lon AmpliSeq™ Library Preparation (Pub. no. MANO@B6) a zkracena verze postupu
MANO0007524, Rev. 3). S ohledem na¢pb paru primei/pool (49-96) byl p amplifikaci
nastaven pé&et cykiki na 19.

2. lon PGM™  Hi-Q™ OT2 Kit (Pub. no. MAN0010902) a gehzkracena verze
(Cat. no. A27739, Pub. no. MAN0010903, Rev. A.0).

3. lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit (Cat. no. A25592, Pnb. MAN0009816, Rev. C.0).

Pouzity fFistroj: lon PGM™ system

Nalez mutace metodou MPS byl vZzdy konfirmovan Semgen sekvenovanim.

5.3.3.5 Analyza sekvefnich dat

Ri Sangero¥ metod sekvenovani s vyuzitim genetického analyzatoru03dy za tvorbu
hrubych dat zodpadny software Data Collection (Applied Biosystems/ystupni sekvetni
data byla analyzovana pomoci softwaru Gen ScanyAizab SeqScanner. V ramci strategie
MPS-lon Torrent byly ziskana data hodnocena pedsictvim rkolika softwafi: lon
Reportef™, lintegrative Genomics Viewer - lllumina (IGV), ldmina Variant Studio
a NextGENe.

i sekvenani analyze byly vyuzivany NCBI refer&m sekvence: genomicka sekvence
TSC1 genu NG_012386.1 a sekvence pro jeho tramiskifdd 000368.4, pro gen TSC2
genomickd sekvence NG_005895.1 a pro jeho trarisktfd 000548.3. Na zakl&dpovah
zachycenych sekveénich variant, ud#@ v TSC1/TSC2 LOVD (Leiden open variantion
database) bylo rozhodnuto, zda se jedna o mutdaAntnovych variant nejasného vyznamu se
patogenicita posuzovala pomoci preédiich programi SIFT a PolyPhen2 a déale bylo cilenym
genetickym testovanim rodinnychiiglusniki pacienta sledovano, zda varianta koreluje
s vyskytem onemoeni v rodirg, a Ze neniifitomna u zdravych jediric

Konfirmace identifikovanych mutaci byla pro¥ad Sangerovym sekvenovanim na DNA
vzorcich z nezavislého o, Pokud se identifikovana mutace vyskytovala aené mozaiky

ve vzorku DNA izolované z krve a pacient byl ochoposkytnout dalSi vzorky biologického
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materialu (nap bukalni str, mad), byla pro potvrzeni nalezu provedena cilena sekve
analyza i udchto vzork.

5.3.3.6 Statistické zpracovani dat

Pro statistické posouzeni rozdil ¢etnosti zachytu sledovanych TSC z@abnemocgini
mezi pacienty s mutacemi TSC1l a TSC2 genu bylo opé@a®w s udaji: fitomen znak,
negitomen znak a neni k dispozici udaj o vy8et daného organdi tkare. Statisticky
vyznamny rozdil byl vyjaten hodnotou p<0,05, hodnota p kolem 0,1 byla votakilych
skupinach TSC pacieinpovaZzovana za efekt na héanyznamnosti.

Jelikoz nejvysSitznorodost TSC projévje spjata s CNS audki, byly pro tyto tkas
sestaveny i souhrnné ukazatele postizeni, kteedspavovaly prosty soéat pata riaznych
postizeni v dané tkani. Ve tkanich, kde se TS@Zenmanifestovat 2 odliSnymi znaky
(v ledvinach, sitnici a v astni duin souhrnny indikator postizeni vyjamal pouze zachyt
jakéhokoliv TSC znaku vifsluSném organu.iPtvorbé¢ souhrnnych indikatdr postizeni tkani
se vychazelo pouze z udajp pitomnosti ¢i negitomnosti znaku, fx¢emz u pacierit
s chyljicimi adaji o klinickém stavu TSC asociované tk&e pedpokladalo, Ze postiZzeni neni
piitomno.

Pro posouzeni vzajemného vztahu mezi konkréthSC znaky byla vyuzita neparametricka

Spearmanova korelace.
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6. Vysledky
6.1 Vysledky analyzy TSC get
6.1.1 Analyza TSC gefi probandi

Ve skupig 99 proband bylo identifikovano piblizné 3krat vice mutaci v genu TSC2
(75 mutaci) nez v genu TSC1 (24 mutaci). Sporadiglskyt zastupovalo 40 osob, 17 jedinc
piedstavovalo familiarni formu vyskytu a u 42 postiyeh nebylo mozno tento Udaj stanovit.

Téendt kazdy proband byl nositelem jiné mutace, pouzézhych mutaci se vyskytovalo
u vice probanil Opakovan byly mezi nepibuznymi jedinci zachyceny tyto TSC2 mutace:
€.1832G>A u dvou probaiigd c.5227C>T uii, ¢.5024C>T u dvou, ¢.1372C>T u dvou, delece
1. az 16. exonu u dvou a delece celého TSC2 gétiyproband.

U 4 paciernit (vzorky 244/10, 1800/13, 1275/10, D28/14) byla aldhd mutace ve forn
mozaiky. Zastoupeni mutované alely v DNA vzorcidolovanych z periferni krve u vySe
zmirénych vzorki bylo g@iblizné¢ 15% — 25%, 20%, 20% - 30%; 30%. Nalez TSC2 mutace
v riznych tkanich pacienta 1800/13 je zaznamenano ma&ob

Syndrom filehlych geri (TSC2/PKD1) byl zji&in u 4 probandl Delece TSC2 genu
zasahujici do terminalni oblasti sousedniho genDP}¢ ukdzana na obr. 4. a obr. 5. Spektrum
mutaci nalezenych v. TSC1 a v TSC2 genech ve skypioband je zachyceno v grafu 1

a grafu 2.

6.1.2 Souhrnné vysledky analyzy TSC gdénve sledovaném souboru pacieiit

Zastoupeni jednotlivych typmutaci v celém souboru paciéntl18 osob) je znazo¥no
v grafu 3. Zatimco v genu TSC2 byla nalezena pé&tha tyg mutaci, v genu TSCligvladaly
nesmysiné mutace. Rozsahlé a in frame delece nelydyu TSC1 #bec zastoupenyrehled
nalezenych mutaci,¢etrg informace o zdznamu v databazi (LOVD TSC1/TSC2uyeden
v souhrnné tabulce (tab. 7)ato tabulka kror popisu mutaci probafdiz obsahuje i seznam
a vysledky cilené analyzy TSC dgen 19 rodinnych fislusniki nékterych proband, ktefi byly
zahrnuti do studie fenotyp/genotypové korelacek€ral bylo zjiSéno 87 mutaci v genu TSC2
a 31 mutaci v genu TSC1. Pénzachycenych mutaci TSC2:TSC1 byl 2,8:1. S&isiaph deleci
postihujicich TSC2 gen a zaravePKD1 gen jsou zagftany k TSC2 mutacim. Mezi
odhalenymi mutacemi bylo 27 sekwaich variant, jez dosud (kten 2016) nebyly popsany
v LOVD TSC1/TSC2. RestoZze nebyla provedena fénk analyza, 1ze na zaklagovah(vlivu
na proteinovou strukturu) jednotlivych variantegdpokladat, Zze se prasgbdobré jedna

o kauzalni mutace.
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Obr. 3: Zachyt mutace c.4646A>G v TSC2 genu ve forérmozaiky u pacienta 1800/13

2135 5;'30 bp I 2135 TW bp | 2135 3|3’3 bp 1200 520 1540 1520 157#) ‘ 50 520 540

I r— c 1T ¢ ¢ A A C A T A C A G G
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A: 20% zéachyt mutované alely pomoci MPS-lon Torkentzorku DNA izolované z periferni krve, hodnocedtwarem IGV,
B: Friblizné 20% zachyt mutované alely priednictvim Sangerova sekvenovani fet#zec) v DNA izolované z krve.
Priblizne 25% vyskyt mutované alely Sangerovym sekvenovdnintettzec) v DNA z bugk maiového sedimentud) a bukalniho stu (D).
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Obr. 4: Delece 17. az 42. exonu TSC2 genu a 46. xdKD1 genu u pacienta D1439/14
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Graf 1: Spektrum mutaci TSC1 genu nalezenych ve skupdrprobandi
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Graf 2: Spektrum mutaci TSC2 genu nalezenych ve skupdrprobandi
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® Posunové mutace (inzerce/delece malého roz
® |In frame delece

m Rozsahlé delece ¢etre deleci gilehlych ger)

2 (3%)
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Tab. 7: Nalezené mutace ve vyS&ivaném souboru TSC pacieni (118 osob)

Cislo

vzorku Nalezena mutace, zapis dle kédujici DNA Vliwnutace Zasazeny ZasazenyZapis v LOVD
pacienta (TSC1 NM_000368.4, TSC2 NM_000548.3) | na protein gen exon TSC1/TSC2
13/09 €.1832G>A p.Arg611GIn TSC2 17 ano
130/09 delece exonu 36 (c.4570-?_4662+?del) p.? TSC2 36 ne
347/09 €.600-2A>T vliv na sestih TSC2 7 ne
408/09 c.3401del p.Glyl1134Alafs*57 TSC2 29 ano
598/09 €.989dup p.Ser331Glufs*10 TSC1 10 ano
659/09 €.1832G>A p.Arg611GIn TSC2 17 ano
1231/09 c.1760_1761del p.Tyr587* TSC2 17 ano
1435/09 c.4758_4759insG p.Cys1587Valfs*16 TSC2 37 ne
244/10 c.715del p.Asp239Thrfs*12 TSC1 8 ne
312/10 c.962delC p.Pro321Hisfs*42 TSC2 10 ne
438/10 C.665T>A p.Leu222GIn TSC2 8 ne
501/07-RP |c.665T>A, p.Leu222GIn TSC2 8 ne
1800/13 C.4646A>G p.Tyr1549Cys TSC2 36 ano
755/10 c.5227C>T p.Argl743Trp TSC2 41 ano
789/10 €.4378_4394dup (c.4394 4395ins17) p.Aspl465Glufs*17 TSC2 34 ne
850/10 c.4375C>T p.Argl1459* TSC2 34 ano
866/10 €.4421dupG (c.4421 4422insG) p.Vall475Serfs*49 TSC2 34 ne
938/10 €.2837+1G>T vliv na sestih TSC2 25 ano
1033/10 €.2328C>G p.Tyr776* TSC2 21 ne
1077/10 C.5227C>T p.Argl743Trp TSC2 41 ano
1124/10 €.4842 4844del p.llel614del TSC2 37 ano
1246/10 c.733C>T p.Arg245* TSC1 8 ano
1274/10 C.2251C>T p.Arg751* TSC2 21 ano
1275/10-RP | c.2251C>T p.Arg751* TSC?2 21 ano
1460/10 c.2560del p.Val854Phefs*24 TSC1 20 ne
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Pokrac¢ovani tab. 7: Nalezené mutace ve vy¥elvaném souboru TSC pacient

Cislo vzorku | Nalezena mutace, zapis dle kodujici DNA Vliv mutace Zasazeny ZasaZenk/Zépis v LOVD
pacienta (TSC1 NM_000368.4, TSC2 NM_000548.3)| na protein gen exon TSC1/TSC2
83/11 c.2074C>T p.Arg692* TSC1 17 ano
265/11 €.1888 1891del p.Lys630GInfs*22 TSC1 15 ano
266/11 delece 1. az 15. exonu (c.-29-? 1599+?del) p.? TSC2 laz15 |ano
267/11 €.5180_ 5189del p.His1727Profs*96 TSC2 41 ne
295/11 c.1708 1709del p.Arg570Glyfs*17 TSC1 15 ano
527/11 c.5228G>A p.Arg1743GIn TSC2 41 ano
586/11-RP | c.-29-? *102+?del (sipsahem do PKD1) p.? TSC2/PKD11az 42 |ano
435/03 c.-29-? _*102+?del (sipsahem do PKD1) p.? TSC2/PKD11az 42 |ano
699/11 C.913+1G>A vliv na sestih TSC1 9 ano
900/11 c.488C>A p.Serl63* TSC1 6 ne
1173/11-RP | c.488C>A p.Ser163* TSC1 6 ne
1174/11-RP | c.488C>A p.Serl63* TSC1 6 ne
596/11-RP | c.488C>A p.Serl63* TSC1 6 ne
702/11 c.3203C>T p.Thr1068lle TSC2 28 ano
746/11 c.211-1G>T vliv na sestih TSC1 5 ano
837/11 c.647T>C p.Phe216Ser TSC1 7 ano
896/11 c.2724del p.Phe908Leufs*40 TSC2 24 ne
903/11 c.-29-?_*102+?del (sipsahem do PKD1) p.? TSC2/PKD11az 42 |ano
465/08 delece exonu 3 (c.139-? 225+?del) p.? TSC2 3 ano
1018/11 €.2356C>T p.Arg786* TSC1 18 ano
1067/11 delece 1. az 4. exonu (c.-29-? 336+?del) |p.? TSC2 laz4 ano
1314/11 €.4929C>G p.Asn1643Lys TSC2 38 ano
1384/11 C.2713C>T p.Arg905Trp TSC2 24 ano
1400/11 c.1460delC p.Serd487Leufs*45 TSC1 15 ne
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Pokrac¢ovani tab. 7: Nalezené mutace ve vy¥etvaném souboru TSC pacient

Cislo vzorku | Nalezena mutace, zapis dle kodujici DNA Vliv mutace Zasazeny ZasaZenk/Zépis v LOVD
pacienta (TSC1 NM_000368.4, TSC2 NM_000548.3)| na protein gen exon TSC1/TSC2
1651/11-RP | c.2656A>T p.Lys886* TSC1 21 ano
1650/11 C.2656A>T p.Lys886* TSC1 21 ano
1761/11 c.341dup (c.341_342insC) p.Serl15Phefs*11 TSC1 5 ne
1858/11 C.4493G>T p.Serl498lle, séh? TSC2 34 ne
1937/11 c.4660C>T p.GIn1554* TSC2 36 ano
D26/12 €.4493+1G>C vliv na sestih TSC2 34 ne
D268/12 c.1431 1434del p.Glu478Lysfs*53 TSC1 14 ano
D660/12-RP | c.1431 1434del p.Glu478Lysfs*53 TSC1 14 ano
D444/12 €.337-1G>C vliv na sestih TSC2 5 ano
D454/12 c.133 136del p.Leu45Glufs*3 TSC2 2 ano
D583/12 c.1987del p.Leu663Phefs*35 TSC2 19 ano
D959/12 c.4761C>A p.Cys1587* TSC2 37 ano
D969/12 €.5024C>T p.Prol675Leu TSC2 39 ano
D1171/12 c.5227C>T p.Argl743Trp TSC2 41 ano
1105/08-RP | c.1372C>T p.Arg458* TSC2 14 ano
D1311/12 |c.1372C>T p.Arg458* TSC2 14 ano
D1597/12 delece 1. az 9. exonu (c.-29-? 848+?del) |p.? TSC2 laz9 ano
D457/13 c.5024C>T p.Prol675Leu TSC2 39 ano
D499/13 €.2293C>T p.GIn765* TSC1 18 ano
D689/13 c.4242dup (c.4242_4243insT) p.Lys1415* TSC2 34 ne
D693/13 €.4850-1 4861del vliv na sestih TSC2 38 ne
D749/13 c.4861A>T p.llel621Phe TSC2 38 ne
D825/13-PR | c.4861A>T p.llel621Phe TSC2 38 ne
D830/13 c.570C>G p.Tyr190* TSC2 6 ano
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Pokrac¢ovani tab. 7: Nalezené mutace ve vy¥elvaném souboru TSC pacient

Cislo vzorku | Nalezena mutace, zapis dle kodujici DNA | Vliv mutace Zasazeny | ZasazenyZapis v LOVD
pacienta (TSC1 NM_000368.4, TSC2 NM_000548.3)na protein gen exon TSC1/TSC2
D835/13A €.2283C>A p.Tyr761* TSC1 18 ano
D836/13A-RP| c.2283C>A p.Tyr761* TSC1 18 ano
D934/13 €.5228 5232dup p.Argl745Glyfs*83 TSC2 41 ne
D1226/13 €.2083C>T p.GIn695* TSC2 19 ano
D1240/13 delece 1.a7 16. exonu (c.-29-? 1716+?del)| p.? TSC2 laz16 |ano
D1601/13 €.-29-? *102+?del (sipsahem do PKD1) |p.? TSC2/PKD11az 42 |ano
D1600/13-RP | c.-29-? *102+?del (sipsahem do PKD1) p.? TSC2/PKD11az 42 |ano
D1626/13 c.1027C>T p.GIn343* TSC1 10 ano
D1663/13 c.4472_4473del p.Lys1491Serfs*32 TSC2 34 ano
D1895/13 c.733C>T p.Arg245* TSC1 8 ano
D1939/13 C.2743-2A>G vliv na sestih TSC2 25 ano
D2082/13 €.1385G>A p.Arg462His TSC2 14 ano
D21/14 €.1487 1488insA p.Glu498Argfs*3 TSC2 15 ne
D28/14 €.1082T7>C p.Leu361Pro TSC2 11 ano
D48/14 c.2074G>T p.Val692Phe TSC2 19 ne
D49/14-RP | c.2074G>T p.Val692Phe TSC2 19 ne
581/06-RP | c.2074G>T p.Val692Phe TSC2 19 ne
D329/14 €.4849+1G>A vliv na sestih TSC2 37 ano
D223/14 delece 1. az 16. exonu (c.-29-? 1716+?del] p.? TSC2 laz16 |ano
D225/14-RP |delece 1. aZz 16. exonu (c.-29-? 1716+?del] p.? TSC2 laz16 |ano
D581/14-RP |delece 1. az 16. exonu (c.-29-? 1716+?del] p.? TSC2 laz16 |ano
D403/14 c.2525del p.Pro842Hisfs*52 TSC2 22 ano
D406/14 €.3147 3148insAG (c.3146_3147dup) p.Phel050Serfs*4 TSC2 28 ne
D655/14 €.1525C>T p.Arg509* TSC1 15 ano
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Pokrac¢ovani tab. 7: Nalezené mutace ve vy¥elvaném souboru TSC pacient

Cislo vzorku | Nalezena mutace, zapis dle kodujici DNA Vliv mutace Zasazeny ZasaZenk/Zépis v LOVD
pacienta (TSC1 NM_000368.4, TSC2 NM_000548.3)| na protein gen exon TSC1/TSC2
D827/14 c.5238 5255del p.His1746 Argl751del TSC2 41 ano
D826/14-RP | c.5238 5255del p.His1746 Argl751del TSC2 41 ano
D886/14 €.3598C>T p.Arg1200Trp TSC2 30 ano
D941/14 €.5161-1G>A vliv na sestih TSC2 41 ano
D1179/14 |c.1831C>T p.Arg611Trp TSC2 17 ano
D1439/14 c.1717-? *102+7?del (¥@sahem do PKD1) |p.? TSC2/PKD1 17 az 42 |ano
D1677/14 €.1947-1G>A vliv na sestih TSC2 19 ano
D1902/14 €.976-3C>G vliv na sestih TSC2 11 ano
D2033/14 c.4606C>T p.GIn1536* TSC2 36 ano
D4/15 delece 3. az 16. exonu (c.139-?_1716+?del) p.? TSC2 3az1l6 |ne
D571/15 €.4993C>T p.GIn1665* TSC2 39 ano
464/08 €.2098-2A>T vliv na sestih TSC2 20 ne
261/99-RP | c.3693 3696del p.Ser1232Thrfs*92 TSC2 31 ano
262/99 €.3693 3696del p.Serl232Thrfs*92 TSC2 31 ano
40/04 €.1498C>T p.Arg500* TSC1 15 ano
1126/07 €.2356C>T p.Arg786* TSC1 18 ano
695/07 c.1372C>T p.Arg458* TSC2 14 ano
D2136/13 c.4603G>T p.Aspl535Tyr TSC2 36 ano
4/09 c.5401 5424+*9del,c.5400 5401insAAGT |p.? TSC2 42 ne
117/98 c.2111 2112del p.Tyr704* TSC1 17 ano
115/98-RP |c.2111 2112del p.Tyr704* TSC1 17 ano

Vysvétlivky: TSC probandi jsou zdani pouzeislem, rodinni gisluSnici probani nesou z&islem vzorku zkratku RP. Pod sebou ugriatpoltka
s Sedym pozadim reprezentufigiuSnou rodinu. Oprotigwodnimucislovani exofi (1 az 41) TSC2 genu (uvedeno v LOVD TSC2), jéta tabulce

pouZzito aktualnéislovani exof (1 az 42) TSC2 genu dle refetafich sekvenci (genomické NG_005895.1, transkrigiu B00548.3).
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Graf 3: Zastoupeni jednotlivych typi mutaci v TSC genech celém souboru pacieni

30
= 25
c 25
© 17 19
5 20 16 15
g 15 11 9
2 s l - |
5 1 2
o 0 0 — 0
Zamenové Rozséhlé Sestihové Posunové Nesmysiné In frame
mutace delece mutace mutace mutace delect
(veetre (indel
deleci malého
prilehlych rozsahu)
geni)
mTSC2 germ TSC1 ge Typ mutace

6.2 Vysledky fenotyp/genotypové korelac
6.2.1 Fenotyp pacientavék a forma vyskytu TSC ve vztahu I TSC1/TSC2genu

Na zaklad vyplnénych registranich formulda indikujicim 1ék&m pacienta byla vyt¥ena
rozsahla tabulka (tab. 2ptiloze 2) v niz jsou uvedeny konkrétni pozitivni a negativnlieng
v TSC asociovanych organech a tkanich u 118 osolravetdje zmiréno, které oblastiéta
nebyly vySeteny. Déle je tabulce zahrnuta informace ctkw pacienta dob: vypInéni
registr&niho formulde, zda se jednalo o sporadickiyfamiliarni péipad, a zda byla stanove
definitivni ¢i mozna diagn6za TS

Celkem 117 pacieft sphovalo diagnosticka kritia TSC. Jak u pacieint s TSC1,
tak sTSC2 mutacemi byldastji diagnostikovan definitivni TSC. Forma vyskytu onemasari
byla stanovena pouze u 76 osolficgmz pomdr zastoupeni sporadickych ku familiarn
piipadim se mezi skupinou TSC1 a TSC2 vyrazneliSil. Vramci TSC2 skupiny mir&
pievazovalyde novo piipady. Vysledky jsou snuty vnasledujici tabulce (tab).

Tab. 8: Stanovena diagndza a forma vyskytu TS(

Gen Forma yys!<ytu TSC _ Diagng')za TSC .
Sporadicka Familiarn Mozna Definitivni

TSC2 |32 24 19 68

TSC1 |8 12 3 27

Celkem |40 36 22 95
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Nejmladsi pacient ze sledovaného souboru byl 2sthry, nejstarSimu bylo 65 |
Zastoupeni &kovych skupin u paciefitt TSC1 a TSC2 mutacemi je zobrazei grafu 4.
Krabicovy graf 5zachycuje statisticky nevyznamny rozdil (p = 0,6686 wku mez jedinci
smutacemi genu TSC1 a nositeli TSC2 mutaci. Naopggoovnani ¥ku v zavislosti na form
vyskytu onemoceni (graf § byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p = 0,0008¢ba@
pacienti reprezentujici sporadickou formu vyskyt8CT byly vyrané mladSi nez familiarr
piipady.

Graf 4: Vékova distribuce pacienti ve vySefovaném soubort
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Graf 5: Vék pacienti vzhledem k zasazenému TSC genu

70

o Median
025%-75%

1 T Rozsah neodlehlych
hodnot _

1 o Odlehlé hodnoty

60

50

40

i
@ 30

20

TSC1 TSC2
Skupina pacieiits TSC1 mutacemi: median ¢

Skupina paciefits TSC2 mutacemi: median

60



Graf 6: Vék pacienti vzhledem kformé vyskytu TS
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6.2.1.1 Porovnéni zastoupeni klinickych nalézmezi skupinou TSC1/2 pacient

Posuzovana byla fftomnost jednotlivych TSC znéka u rkterych tkani byla mira
posSkozeni vyjaténa i souhrnnym ukazatele V piipad souhrnného ukazatele postizeni C
(graf 7) byly sowasrt zaznamenany az 4iané TSC znaky u paciants TSC2 mutacemi
(kortikalni tubery, SEN, SEGA afdruzeny projev podolg kalcifikaci).

Graf 7: Souhrnny ukazatel postizeni CN:
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(0) znamena, Ze zadny TSC znak nebyl pozoro prislusné tkani.
U pacient, ktefi nengli provedena vysétni se pedpokladalo, Ze postizeneni gitomno.
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Souhrnny ukazatel postizekuze (graf 8)doklada, ze azgb riznych koznich TSC projé

(facialni angiofibromy, hypomelanotické skvrny, rfilani plaky cela, Sagrénové skvrr

a ungualni fioromy) bylgozorovano u &kolika jedin@ se zasazenym genem TSC2. Pac

s TSC1 mutacemi malokdy vykazovali naZk vice nez jedeti dva TSC asociované znak

Graf 8: Souhrnny ukazatel postiZzeni Kize
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(0) znamen4, Ze Zadny TSC znak nebyl pozoro prislusné tkani.
U pacient, ktefi nentli provedena vySéeni se pedpokladalo, Ze postiZzeni netitpmno

Souhrnny indikator postizeni tkaniekterych se TSC ii¥e projevit 2 fiznymi znaky

(tzn. v ledvinéch, sitnici, dutih Gstni) vyjadoval pouze ftomnost jakéhokoliv TSC znal

v prisluSsném organu a jakyplyva z tab. 9,pocet patologickych naldézopet prevezoval u TSC2

skupiny pacieri.

Tab. 9: Souhrnny indikator postizeni sitnice, ledvin a Utni dutiny

Souhrnny indikator postizeni tkané

Gen Sitnice_ind. | Sitnice_ind |Ledviny ind. |Ledviny ind. |Usta_ind |Usta_ind.
(0) 1) 0) 1) (0) 1)

TSC2 75 12 47 40 8C 7

TSC1 30 1 27 4 28 3

Celkem | 105 13 74 44 10¢€ 10

Indikatory (0): Zadny TSC znanebyl gitomny vprislusné tkani. U pacieint ktefi nentli
provedena vysS&ni se pedpokladalo, Ze postiZzeni netitpmno
Indikatory (1): nektery ze dvou & oba zarovat) TSC znak typickych pro danou tkaje

piitomen.
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Celkovy zachyt jednotlivych TSC znak pidruzenych projefr onemocsni u vySetenych
pacienti a jejich zastoupeni ve skupipacient s mutacemi v genu TSC1 a genu TSC2 je shrnut
v tab. 10. Hlavni limitaci analyzy byly nedostaté informace o klinickém obrazukterych

pacienti, a proto se pay vySetenych osob pro sledované TSC znaky liSily.

Tab. 10: Frekvence vyskytu TSC znaif a pridruzenych projevi

Znaky TSC + pridruzené|Celkovy Zachyt u TSC2|Zachyt u TSC1
projevy zachyt pacienti pacienti
Facialni angiofiboromy 55/90 (55,6 %9) 44/66 (66,7 %) | 11/24 (45,8 %)
Ungualni fiboromy 17/76 (22,4 %) 13/56 (23,2 %) 4(20,0 %)

Fibrozni plakycela

19/77 (24,7 %)

17/55 (30,9 %)

2122 (9,1 %)

Hypomelanotické skvrny

71/94 (75,5 ¢

) 50/67 (74)6 %

21/27 (77,8 %)

Sagrénova skvrna

24/74 (32,4 9

6) 18/52 (34,6 %)

61228 %)

Kalcifikace CNS

40/71 (56,4 %

30/48 (62,5 %)

10(23,5 %)

SEN

63/86 (73,3 %)

48163 (76,2 %)

15/23 (65,2 %

SEGA

15/47 (31,9 %)

12/34 (35,3 %)

3/13 (23,1 %)

Kortikalni tubery/hamartomy

68/88 (77,3 ¢

) 53/68,6B%)

15/23 (65,2 %)

Depigmentace na sitnici

5/51 (9,8 %)

4/35 (11,4 %)

1/16 (6,3 %)

Fakomy sitnice 10/52 (19,2 %) 10/36 (27,8 %) 001.64]
Srdeni rhabdomyom 47/77 (61,0 %) 37/56 (66,1 %) 104771, %)
Angiomyolipomy ledvin 33/67 (49,3 %) 32/49 (65,3 %) | 1/18 (5,6 %)
Renalni cysty 22/67 (32,8 %) 19/49 (38,8 %) 3/18 [ 20)
LAM 3/43 (7,0 %) | 3/29 (10,4 %) 0/14 (0 %)
Intraoralni fibromy 7162 (11,3 %) | 5/42 (11,9 %) @/a0,0 %)
Jamky zubni skloviny 4/54 (7,4 %) 2/35 (5,7 %) 2(19,5 %)
Epilepsie 75/97 (77,3 %) 52/70 (74,3 %) 23/27 (8%)2

Mentalni retardace

33/79 (41,8 ¢

) 27/57 (47,4 %)

22627,3 %)

Celko¥ TSC2 mutace byly spjaty s vy&&tnosti nalex TSC znak u nemocnych nez TSC1

mutace.
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V ramci kozniho postiZzeni byl zaznamenan stiaky vyznamny rozdil u nalezu fibréznich
plaki ¢ela mezi jedinci s TSC2 mutacemi a osobami s TSGthocemi.

V @ipad CNS nebyl zji&n statisticky vyznamny rozdil pro jednotlivé CNSakg mezi
TSC1 a TSC2 skupinou, nicm&pacienti s TSC2 mutacemiéin casgji 2 a vice tyf postizeni
mozku oproti jedindm s TSC1 mutacemi (efekt na héaryznamnosti). RowE efekt na hran
vyznamnosti souvisel s porovnanim prevalence meaintétardace u TSC1 a TSC2 skupiny.
Naopak statisticky nevyznarase jevil rozdil v zachytu epilepsie.

U 23 z 33 paciefits mentalni retardaci byla stanovena jeji zavazdaktje ukazano v grafu

9, t¢Zk& mentalni retardace byla diagnostikovanaitémhradré u pacieni s TSC2 mutacemi.

Graf 9: Zavaznost mentalni retardace u TSC1 a TSCRacienti

Pocet pacienti
O L N W M Ol ON ®©

Hraniici s Mirna Mirna - Stredni Tezka
mirnou stredni
Zavaznost mentélni retardace

BETSC2gen =TSC1 gen

U anich TSC projetr bylo pozorovano, Ze celkové postizeni sitnice r@oiatickymi
skvrnami retiny ¢i hamartomy) je rné casté u nositél TSC1 mutaci. (efekt na hran
vyznamnosti). Konkréthpro fakomy sitnice byl tento efekt vyznamipy= 0,02).

Efekt na hrahvyznamnosti byl stanoven wvisledku mirg zvySeného vyskytu rhabdomyomu
v srdeni tkani pacient s TSC2 mutacemi oproti osobam se zasazenym TS@&hge

Jednoznmé¢ zAavazijSi postizeni ledvin souviselo s TSC2 mutacemi, fipauk
mnohaetnych AML byl efekt velky a statisticky vyznam(gy = 0,00005).

Ohledrg plicnich a intraoralnich TSC projewylo postizenych v obou skupinach velmi malo

a tudiz sledovani konkrétnich treitefekii bylo statisticky zavagici.
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6.2.1.2 Zavaznost postizeni TSC v zavislosti na foE vyskytu mutované alely

Pro prokazani rpdpokladu, Ze nositelé mutace ve férmmozaiky mohou mit migjsSi
fenotypovy projev onemoéni nez jedinci s ,plnou” formou mutace,ésiil v této studii pouze
vysledek porovnani zdravotniho staviél@ni jedné rodiny. Zatimco u probanda 1274/10 (16 let)
s TSC2 mutaci ¢.2251C>T byla prokazané&topmnost mnoh&etnych renalnich AML,
hypomelanotickych skvrn a facialnich angiofibrigmepilepsie a mentalni retardace, u jeho otce
1275/10 (42 let) s20% - 30% mozaikovou formou roetae vyskytovaly pouze facialni
angiofiboromy a subjektivhse citil zdrav.

Klinické nélezy dalSich 3 paciéns mutacemi ve forth mozaiky nebylo mozné s nikym
v souboru porovnat, avSak projevy onemmgrzejmeéna u 2 jediics TSC2 mutacemi nebyly
mirné. Pacientka D1800/13 (35 let) s TSC2 mutathb46A>G ve formi 20% - 25% mozaiky
vykazovala mnohietné organové postizeni (SEN, kortikalni tuberyphaietné renalni AML,
LAM, Sagrénové a hypomelanotické skvrny. TSC2 maitad 082T>C ve forgpriblizné¢ 30%
mozaiky byla picinou vzniku rhabdomyomu, SEGA, kortikalnich tulberAML ledvin,
gingivalnich fibronii a hypomelanotické skvrny u 8letého pacienta (D28/Pacient 244/10
(26 let) gedstavoval jediného zastupce TSC1 mutace v mozaikonne (15% - 25%) a byl
postizen kortikalnimi tubery, epilepsii a facialm@ngiofibromy.

6.2.1.3 Variabilita klinickych projevia TSC mezi nositeli stejné mutace

Klinické projevy TSC byly variabilni jak mezleny téZe rodiny, tak i mezi ndpuznymi
pacienty se stejnou mutaci. Detailni statistickédrioceni, vSak nebylo mozné provést vzhledem
k malému poétu nositell stejné mutace, k jejich rozdilnémuwku a pdtu podstoupenych
klinickych vySeteni. Z 15 rodin v souboru bylo 12 #emo pouze Zleny. Mezi nepibuznymi
jedinci bylo nalezeno celkem @Gzanych mutaci, ale jejich frekvence vyskytu v sowbbyla
rovréz nizka.

Prostednictvim kompleté vypinéného registrénino formulde bylo mozné pozorovat zér@ou
variabilitu TSC znak u 2 rodinnycklenia s TSC2 mutaci ¢.5238 5255del.

U probanda D827/14 (21 let) byly zjsty ungualni fibromy, fibrozni plakyela, kortikalni
tubery, drobné kalcifikace v CNS, vietné AML ledvin a epilepsie. Matka tohoto pacienta
(D826/14, 41 let) a rovrez AML a drobné kalcifikace v CNS, dale vSak vykaalavfacialni

angiofiboromy, depigmentace sitnice, mnéétné renalni cysty a LAM.
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Naopak podokinmirny klinicky obraz TSC provazany s pé&m nastupem projévbyl
zaznamenan meziékterymi ¢leny jedné dlenné rodiny s TSC1 mutaci ¢.488C>A. Zatimco
u probandky 900/11 (8,5 let) se projevila cidda TSC znak (hypomelanotické skvrny, SEN,
kortikalni tubery, kalcifikace v CNS, gingivalnibfiomy, jamky v zubni skloviha epilepsie),

u jeji matky 596/11 (32 let) byly prokdzany pouzgpbmelanotické skvrny, facialni
angiofibromy a od 29 let epilepsie. U bratra pratign1173/11 (11 let) byly prozatim zjsty
rovnéz pouze kozni projevy (hypomelanotické a Sagrérskweny). DalSi sourozenec 1174/11
probandky (10 résioil stary) byl jedinymélenem vySdbvaného souboru, ktery nespval
diagnosticka kritéria TSC, nebe dok vySeteni se jevil zcela betiznako.

6.2.2 Korelace mezi typem mutace a fenotypovym preyem TSC

Na zéklad vlivu mutace na podobu proteinu byly nalezené caitazéleny do 3 kategorii.
Do prvni kategorie byly zazeny mutace #Zgobujici znénu délky proteinu (tzn. posunové
mutace zafi¢cinéné inzercemi/delecemi malého rozsahu, nesmyslnéaadit rozsahlé delece).
VSechny tyto zrény v sekvenci zfisobi zkraceni genového produktu. Pouze u pacied@ 4
kombinace kratké inzerce a delece terminéhiti 42. exonu sipsahem do netranslatované
oblasti TSC2 genu, patfrpovede k prodlouzeniteciho ramce dotvodre netranslatovaného
regionu TSC2 genu a kmoznému prodlouzeni vyslemn@hoteinu. Druhou kategorii
piedstavovaly zagmové mutace areti skupinu tvély sestihové mutace. Ry pacieni

reprezentujici jednotlivé kategorie mutaci jsouderey v nasledujicim grafu 10.

Graf 10: Zastoupeni mutaci TSC gef v souboru dle efektu na protein
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Vramci 76 paciefit se stanovenou formou vyskytu onemidnbyly sestihové mutace
vyluéné spjaty s familiarnimi fipady TSC. Zagnové mutace byly podstatidastji detekovany
u de novo pripadi. Paity pripadi zastupujici familiarnici sporadickou formu ve vztahu

k urcitému typu mutace jsou zapsany v tab. 11.

Tab. 11: Zastoupeni typu TSC mutaci ve familiarnib a sporadickych pfipadech vyskytu

Typ mutace Familiarni vyskyt Sporadicky vyskyt

Zamgnové mutace 6 11

Mutace zfisobujici zmnénu délky

(zkraceni) proteinu 27 25
Sestihové mutace 7 0
Celkem 40 36

Jelikoz vsichni TSC1 pacienti (krén3) nesli mutaci vedouci ke zkraceni hamartinugbyl
fenotyp/genotypova analyza omezena pouze na skpgicient s TSC2 mutacemi, u nichz byly
vySe zmigné 3 kategorie mutaci zastoupeny vySSitgra osob. AvSak Zadna statisticky
vyznamna korelace mezitipluSnou kategorii mutace a fenotypovymi ukazatedbyla
prokazana. Zajimavym poznatkem bylo 2j8t Ze jedini 3 pacienti postizeni LAM byli nositel

zamenovych mutaci TSC2 genu.

6.2.2.1 Mutace zjisobujici zkraceni proteinu ve vztahu k fenotypu TSQ/2 pacienti

Sekverni zmeény vedouci k pedtasnému vzniku stop kodoénu byly &&$€jSim typem
mutace v TSC1 i TSC2 skuginPredmétem této analyzy bylo zjistit, zdali projev mutaci
zpasobujicich zkraceni genového produktu bude rozdiiayi skupinou TSC1 a TSC2 pacient

Vysledky byly podobné jako wipadt porovnavani fenotypového projevu mezi TSC1
a TSC2 pacienty v ramci celého vy&sianého souboru bez ohledu na typ mutace.

V této studii byl u nositél TSC2 mutaci vedoucich ke zkraceni délky proteirakgzan vyssi
zachyt TSC znak oproti jediném s poSkozenym TSC1 genem. Zjigd statisticky vyznamné
rozdily byly nasledujici: TSC2 pacienti bylyasgji postizeni facialnimi angiofioromy,
fibréznimi plakycela a fakomy sitnice a osoby s TSC1 mutacesty wproti TSC2 paciefim
pouze vyjim&né postizené ledviny. Rowi i v pripadt poSkozeni CNS a srdce byl ¥idtrend
podporujici tvrzeni, Ze gen TSC2 je spjat se zajain fenotypem. Data k vySe zmdirym
vysledkim jsou shrnuty v tab. 12.
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Tab. 12: Porovnani zastoupeni #kterych TSC projevii mezi skupinou TSC1/2 pacient

s mutacemi zpisobujicimi zkraceni délky proteinu

Gen Facialni angiofibromy (0) Facialni angiofibromy (1) Celkem
TSC2 10 27 37
TSC1 12 9 21
Celkem | 22 36 58
Gen Fibrézni plakycela (0) Fibrézni plakycela (1) Celkem
TSC2 20 9 29
TSC1 17 2 19
Celkem | 37 11 48
Gen SEGA (0) SEGA (1) Celkem
TSC2 8 7 15
TSC1 9 2 11
Celkem | 17 9 26
Gen Kortikalni tubery (0) Kortikalni tubery (1) Celkem
TSC2 5 25 30
TSC1 7 14 21
Celkem | 12 39 51
Gen Fakomy sitnice (0) Fakomy sitnice (1) Celkem
TSC2 12 6 18
TSC1 14 0 14
Celkem | 26 6 32
Gen Rhabdomyom (0) Rhabdomyom (1) Celkem
TSC2 8 21 29
TSC1 9 9 18
Celkem | 17 30 47
Gen AML ledvin (0) AML ledvin (1) Celkem
TSC2 8 18 26
TSC1 15 1 16
Celkem | 23 19 42
Gen Cysty ledvin (0) Cysty ledvin (1) Celkem
TSC2 14 13 27
TSC1 14 2 16
Celkem | 28 15 43

(0) TSC znak je ngftomen , (1) TSC znak jgipomen

Poner sporadickych/familiarnim fipadi byl v TSC1 (8:12) a v TSC2 skugirbyl shledan
opany trend (19:13).

Souhrnny ukazatel postizeniZe vystihuje, Ze TSC2 pacienti¢in casto 1 a vice tyjp
ze sledovanych koznich TSC zihafacialni angiofiboromy, hypomelanotické skvrnybribzni
plaky cela, Sagrénové skvrny a ungualni fioromy). NaopakSC1 jediné byl ve w&tSin¢
piipadi identifikovan pouze 1 typ (graf 11P.orovnanim souhrnného ukazatele postizeni CNS
bylo zjiS€no, Ze 4 #izné znaky (kortikalni tubery, SEN, SEGA #dpuzeny projev v podab
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kalcifikaci) byly zachyceny pouze u jedine TSC2 mutacemi, aviak sasgny vyskyt 2 nebo 3
znaki byl obvykly u obou skupin pacian{graf 12).

Graf 11: Souhrnného ukazatele postizenitkze u skupiny TSC1/TSC2 s mutacemi

zfisobujicimi zkraceni délky proteinu
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Graf 12: Souhrnny ukazatel postizeni CNS u skupinff SC1/TSC2 s mutacemi

zfisobujicimi zkraceni délky proteinu
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6.3 Vysledy korelace mezi jednotlivymi TSC znaky

Prostednictvim neparametrické (Spearmanovy) korelacgbglizovan vzajemny vztah mezi
konkrétnimi TSC znaky. Do této koreétd studie byly zahrnuty i souhrnné ukazatele pesiiz
tkarg (u CNS a Kze) a souhrnné indikatory postizeni tkdiic, ledvin, sitnice a dutiny ustni
VSechny statisticky vyznamné korelace, které byi§teny analyzou souboru paciéns TSC2
mutacemi jsou uvedeny v tali3, picemz zapsandisla gredstavuji hodnotu Spearmanova
korelatniho koeficientu. Mezi nejvyrazjsi statisticky vyznamné korelace pigt napi: korelace
mezi celkovym postizenimike a vyskytem rendlnich angiomyolippmKonkrétrg velmi
vyznamny vztah byl odhalen mezi postizenim facr@lnangiofioromy a AML ledvin. Déle
vyznamna korelace byla mezi nalezem hypomelanatitkskvrn a fitomnosti kortikalnich
tubeii, mezi hamartomy sitnice a stdém rhabdomyomenti mezi epilepsii a mentalni
retardaci.

Zarovei bylo potvrzeno, Ze s n@stajicim ¥kem pacientaifbyvaji projevy onemoaini (kromg

postizeni srdce). Dokladem jsou hapyznamné korelace zaznamenané meékem a vyskytem
angiomyolipont ledvin, postizenim plic, zachytem ungualnich fibfio ¢i facialnich

angiofioromi. V piipact srde&niho rhabdomyomu byla v souvislosti se stoupajicithem

prokadzana vyznamna antikorelace.

Ve skupi® osob s TSC1 mutacemi nebyla nalezena zadna vykarekace mezi konkrétnimi
TSC znaky, pouze byla &pzjisSttna vyznamna korelace mezikem a postizenimuZe a ledvin

a silna (p = 0,02) antikorelace (koré&é koeficient r = -0,41) meziékem a postizenim srdce.
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Tab 13 : Statisticky vyznamné korelace nalezené mekgSC znaky u pacienfi s TSC2 mutacemi
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Vék 0,57/ 0,47 0,36/ 0,32| 0,33 -0,43 0,55/ 0,30/ 0,27| 0,53
Adenoma sebaceun®,57 0,36 0,42|0,63| 0,68 0,32 0,64 0,36
Ungualni fioromy |0,47 | 0,36 0,29 0,44 0,44 0,50 0,2]
Fibrozni plakycela 0,29 0,34/ 0,39| 0,63 0,34 0,43 0,37
Hypomelan. skvrny 0,42 0,34 0,44/0,57 0,30 0,55/ 0,33
Sagrénové skvrny 0,36 | 0,63 0,39/0,44 0,79 0,39 0,32 0,38 0,31
KiZze sumaré 0,32 | 0,68 0,44|0,63|0,57|0,79 0,29 0,33 0,43 0,47 0,29
Kalcifikace CNS |0,33 0,65 0,35 0,29
SEN 0,30 0,63
SEGA 0,36 0,42
Kortikalni tubery 0,32 0,55 0,29 0,37
CNS_sumaré 0,34/ 0,33 0,33/ 0,65/ 0,63 0,37 0,38/ 0,29
Depigement. sitnice 0,57 0,45 -0,41
Fakomy sitnice 0,38 0,93| 0,47
Sitnice_indikator 0,2P0,57 | 0,93 0,23
Srd. rhabdomyom |-0,43 0,47
Renalni AMLs 0,55 | 0,64 0,44 0,39/0,43| 0,35 0,82
Rendalni cysty 0,30 0,55
Ledviny indikator |0,27 | 0,36 0,43 0,32/ 0,47/ 0,29 0,36 0,23 0,82/ 0,55 0,24
LAM 0,53 0,4% -0,44
Intraoralni fibromy 0,50 0,38 0,82 -0,32
Jamky z. skloviny 0,69
Dutina Gstni_ind. 0,27 0,31/ 0,29 0,42 0,24 0,82 | 0,69
Epilepsie 0,37 -0,41 -0,44 -0,32 0,58
Mentalni retardace 0,5
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7. Diskuze

V souladu s vysledky zahranich analyz TSC paciehifDaboraet al., 2001; Sancakt al.,
2005; Auet al., 2007), bylo i weské TSC populaci prokazano, ze TSC2 mutace jEounqu
zavazrjsiho fenotypu nez TSC1 mutace. R&&npon®r v nalezu mutaci TSC2:TSC1
a spektrum zachycenych mutaci v jednotlivych TS@egh bylo podobné. Dokladem je nap
studie 362 paciefif kdy porér nalezenych mutaci TSC2:TSC1 byl 3,4:1 a zastdupen
jednotlivych tym mutaci podpblo tvrzeni, Ze gen TSC1 je pouze vzaa@asazen rozsahlymi
piestavbami, zagmovymi mutacemi a in frame delecemi (Sanebdl., 2005).V nasi studii byl
pongr TSC2:TSC1 mutaci v souboru probangt1l a rozsahlé delece a in frame delece jsme
vgenu TSC1 neprokazali Za&dné, zamvou mutaci pouze jednu. Pém
sporadickych/familiarnich ffpadi (40:17 ve skupi& proband, 40:36 v celém souboru) byl
zkreslen tim, Ze u dalSich 42 jedinsme nenili k dispozici DNA vzorky obou rodii a tudiz
status vyskytu jsme nemohli stanovit.

V rdmci analyzy TSC génbylo odhaleno 27 sekvemich variant, které nebyly dosud
popsany v LOVD TSC1/2. | kdyZz nebyla provedena ftimikanalyza, byly tyto varianty
povazovany za pra¥godobré patologické. MDsledkem ¥tSiny now nalezenych variant je
zkraceni délky proteinu. Vzhledem k nalezu v blgtkantron/exonového rozhrani 4 varianty
praveEpodobrg ovlivni sestih. U varianty ¢.4493G>T (p.Ser1498lle) nelze jedmné urcit,
zda tato zagna bazi nachazejici se &shé blizkosti exon/intronového rozhrani bude &dvn
ovliviiovat sedth. MozZnou patogenicitu zachycenych zfrovych variant nejasného vyznamu
podpdil vysledek prediknich programi (SIFT, PolyPhen2) a zejména prokazani variant
(p.Val692Phe, p.Leu222GIn, p.llel621Phe) i v DNAongich rodinnych fislusniki rovnez
postizenych tuberdzni skler6zou.

Pongr sporadickych/familiarnich ifpadi (40:17 ve skupi& proband, 40:36 v celém
souboru) byl zkreslen tim, Ze u dalSich 42 jedlijszne nenili k dispozici DNA vzorky obou
rodict a tudiz status vyskytu jsme nemohli stanovit. Fomyskytu onemocmi byla tedy
ZjiSténa pouze u 76 ze 118 osob, coz byl hlaviniodl, pr@ sledovani vztahu mezi genotypem
a fenotypem bylo omezeno jen na TSC1 a TSC2 skupacient. DalSim rozdlenim jediné
v téchto skupinach podlefislusnosti k familiarnim¢i sporadickym pipadim (jak je @zné
ve velkych zahrakinich vyzkumech) by vznikly 4 podskupiny s nizkynttgon osob (zejména
u TSC1 pacierif), coz v kombinaci s nedplnymi klinickymi Udajitquistavovalo nedosta&tey

zdroj dat pro statistickou analyzu. DalSim omezemiinporovnavani dosazenych vyslédk
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se zahrarhimi Udaji byl rozdilny pistup v posuzovani miry zavaznosti prgieNSC. Zatimco
nase klinické posouzeni zavaznosti odrazelo pouitenmostc¢i negritomnost znaku v dané
tkani ¢i souhrnny péet miznych projevt v ramci jednoho organu, jiné studie hodnotily Zanast
projevu i v souvislosti s @tem kortikalnich tubér a dle pdtu a velikosti renalnich cyst
a angiomyolipom (Daboraet. al, 2001).

NaSe fenotyp/genotypova studie 118 jetim@orovnani s analyzou rozséhlejSiho (224 osob)
souboru TSC pacieintodhalila stejné zjighi, Ze angiomyolipomy a vi¢etné renalni cysty,
fibrézni plakycela a hamartomy sitnice jsou velmi vzacné u patieMSC1 mutacemi (Dabora
et al., 2001) PrestoZze jsme prokazali, Ze vSechny nami pozoroveé®@ Znaky a fidruzené
projevy se s vysSi frekvenci vyskytovaly u nosit€lSC2 mutaci, tak vifpadt epilepsie byla
prevalence fekvapiv mirné vyssi ve skupitd TSC1 pacierit, nicmeér se nejednalo o statisticky
vyznamny rozdil. Statistické zpracovani bylo praomdéické u plicnich a intraoralnich TSC
projevi. VSichni 3 pacienti postizeni LAM ¢&h detekované zasmové mutace TSC2 genu.
Pro odliSeni, zda se jednd o nahadutrend, by v souboru muselo byt pozorovano vice
postizenych. Hcinou nizké prevalence TSC projew uUstni duti@ v obou TSC1/TSC2
skupinach mohla byt skuteost, Ze wokteri pacienti v dob vySeteni jeS¢/uz nengli zuby,
¢i vzhledem k moznym opravam chrupu nebyly denfaimky v zubni sklovi# patrné.
postizenim) mohl byt irodem, pré ve skupik TSC1l nebyla nalezena zadna vyznamna
korelace navzajem mezi dilymi TSC znaky, zatimco u osob s TSC2 mutacenh juyla
odhalena celéada.

Nalez mutace ve forRm mozaiky nebyl zarukou miggiho fenotypového projevu
onemockni. Pouze v ramci jedné rodiny bylo mozné pozoroxat nositel mutace ve fogm
mozaiky (otec probanda) vykazoval pouze facialrgi@ibromy a subjektivé se citil zdrav.
Naopak jeho syn s ne-mozaikovou formou mutacel tfpznim, renalnim a mentalnim
postizenim. AvSak protoze otec probanda nedoddedlg ostatnich dopotenych vySdaeni
(krom¢ posouzeni stavuike), nelze vylotit, Ze rektery z jeho orgéin nese projevy TSC.
Ze zbyvajicich 3 paciefitse zachycenou mutaci ve farrmozaiky, byl (zejména u dvou) projev
onemockni spiSe zavazného charakteru. Porovnanim Klinkébrazu pacientky s TSC2
mutaci ¢.4646A>G ve fortn20% - 25% mozaiky s fenotypem pacienta (22 letgaeranini
studie (Auet al., 1998), ktery rdl téZe mutaci v ne-mozaikové fo&nbyly shledany shodné
nalezy v podo& SEN, kortikalnich tub&; mnoh@etnych renalnich AML a hypomelanotickych
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skvrn. Déle vSak # pacient z naSeho souboru Sagrénové skvrny a LANbsitel mutace
v ne-mozaikové fortamél rhabdomyom a trifd zachvaty.

Vramci vySeébvaneého souboru TSC pacigéntbyla shledana zgaa variabilita
klinickych projeva onemocgni, a to i v ramci rodirti mezi nepibuznymi jedinci se stejnou
mutaci.

Porovnavani TSC fenotypu mezi pacienty bylgatiere ovlivnéno chylgjicimi Udaji o stavu
TSC asociovanych organjelikoz rektefi pacienti nepodstoupili vSechna dopi@mna vyseeni.
DalSim problémem byl rozdilny ¢k porovnavanych osob. Moznym vyshenim zn&né
variability onemoc#ni mize byt i vliv giipadnych sekvamich znén v dalSich komponentach
signalnich drah.
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8. Souhrn

Komplex tuberdzni sklerdzy je genetické onemint; které se projevuje benignimi tumory
v mnoha tkanich a organechrddevsim na &i, mozku, ledvinach a srdci)ii®inou tuberozni
sklerdzy jsou mutace v TSC1 a TSC2 genu.

Tato studie byla zatiena na analyzu TSC gem vybraného souboru paciéra naslednou
fenotyp/genotypovou korelaci. Analyzovany soubooiite 118 pacieni (99 proband a 19
piipadi reprezentovalo tuberdzni skler6zou postizené radgislusniky rkterych probantl)
Ve skupirg 99 proband bylo nalezeno 75 mutaci v TSC2 genu a 24 mutd8@1 genu.

Pomer detekovanych TSC2:TSC1 mutaci vramci celého eaubbyl 87:31. Zastoupeni
jednotlivych tygi mutaci v TSC genech bylo podobné jako u zakimch analyz. Zatimco
spektrum tyf mutaci bylo vice variabilni v genu TSC2, v genuCILSvyrazi prevladaly
nesmysliné mutace. Rozsahlé a in frame delece nelgdnu TSC1 zastoupenyibec.

Celkem 27 zachycenych sekveith variant (mutaci) nebylo dosud popséano v LOVD
TSC1/TSC2.

Pongr sporadickych/familiarnich ffpadh byl ve skupig proband 40:17 a 40:36 v celém
souboru. U 42 probaiichebylo mozné stanovit formu vyskytu onemémdn

Variabilita klinickych projet onemocgni mezi pacienty byla zdaa a to i v rdmci rodin
¢i mezi nepibuznymi jedinci se stejnou mutaci. V souladu dedlsy zahrarinich vyzkuni
bylo v naSi fenotyp/genotypové studii prokdzano,TE£2 mutace jsou spjaty se zawgiim
fenotypovym projevem neZ mutace genu TSC1. Zada@stitky vyznamna korelace nebyla
zaznamendna mezi jednotlivymi kategoriemi mutaesiiovymi, zangnovymi a mutacemi
zpasobujicimi zkraceni délky proteinu) a konkrétnimdgpovym projevem ve skuginfSC2
pacienfi. TSC1 pacienti #i témér vyluéné pouze mutace vedouci ke zkraceni délky genového
produktu. Nositelé mutaci #pobujicich zkraceni délky tuberinu¢inzavazrgjsSi charakter
onemockni nez jedinci s mutacemi vedoucimi ke zkracentydbhmatinu.

Dale byly odhaleny vyznamné korelace mezizeite hypomelanotickych skvrn a vyskytem
kortikalnich tubel, mezi postizenimide facialnimi angiofiboromy a nalezem renélnich AML,
mezi hamartomy sitnice a st@ém rhabdomyomenti mezi epilepsii a mentalni retardaci
ve skupiR pacientt s TSC2 mutacemi. Naopak u jedins TSC1 mutacemi byly vzaén

pozorovany AML a vic&etné rendlni cysty, fibrozni plakgla a hamartomy sitnice.
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9. Summary

Tuberous sclerosis complex is a genetic disordat th manifested by benign tumours
in many tissues and organs (particularly of thex skrain, kidney, heart). Pathogenic mutations
are in TSC1 and TSC2 gene. This study is focusethe analysis of the TSC genes in a selected
group of patients and subsequent phenotype / geeatgrrelation. The analyzed group
consisted of 118 patients (99 probands and 19 cakelsabled family members of some
probands). In the group of 99 probands were fouhdnitations in the TSC2 gene and 24
mutations in TSC1 gene. The ratio of detected T$8€1 mutations within the entire file was
87:31. Representation of different types of mutation the TSC genes was were similer
to the literature. While the spectrum of the mutativere more variable in TSC2 genes, TSC1
gene significantly prevailed nonsense mutationgeiisive and in-frame deletions in the gene
TSC1 were not represented at all.

In total 27 revealed sequence variants (nartaji has not been described in LOVD TSC1/
TSC2.

The ratio of sporadic / familial cases werdhe group of 40:17 and 40:36 in the entire set.
In 42 probands it was not possible to determine tbeen of the disease incidence.

The variability of clinical expression of tltisease among patients was substantial, even
within families or between unrelated individualstiwithe same mutation. In accordance
with the results of international research we haweour phenotype / genotype study
demonstrated that TSC2 mutations are associated mire severe phenotypes than TSC1
mutations. No statistically significant correlatiavas observed between different categories
of mutations (splicing, missense and mutations ingushortening the length of the protein)
and specific phenotypes in a group of patients TS€2 group of TSC1 patients there were
almost exclusively only mutations leading to a thn in the length of the gene product.
Carriers of mutations causing shortening of thgtlerof tuberin had more severe manifestation
of the disease than individuals with mutations ilegdo shortening of the length of hamatin.

We also revealed significant correlations Ilestww findings hypomelanotic spots
and the incidence of cortical tuber, the faciahskivolvement angiofiboromas a finding of renal
AML, between hamartoma of the retina and heartadbabyoma or between epilepsy and mental
retardation in the group of patients with TSC2 rtiates. Conversely, in individuals with TSC1
mutations have been rarely observed AML and mualtignal cysts, fibrous plagues head

and retinal hamartomas.
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10. Seznam pouZzitych zkratek

aa
AML
AMPK
APS

cC
CCSTL
CNS
CT
ddNTPs
DGGE

dH20
daptor

DMSO
DNA
EDTA
EEG
elF4E
EKG
ERK1/2

ERM
EtBr
FLAIR
GAP
GSK3
GDP
GTP
HMB-45
HRCT

amino acids - aminokyseliny
angiomyolipoma — angiomyolipomy
AMP-activated protein kinase - proteinkinagddivovana adenosinmonofostatem
amonium persulfate — persiran amonny
coiled coil domain — alfa-helikalni doména
clear cell sugar tumor lung ¢eburgcny ,sugar” tumor plic
centralni nervova soustava
computed tomography - gitacové tomografie (CT)
dideoxynucleotide triphosphates — dideoxlgutldtrifosfaty
denaturating gradient gel electrophoresieraturani gradientova gelova
elektroforéza
deionizovana voda
DEP-domain-containing mTOR-interacting eiot- DEP doménu obsahujici
MTOR-inter&ki protein
dimethylsulfoxide — dimetylsulfoxid
deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kysa
ethylene diamine tetra-acetic acid - ethylamintetraoctova kyselina
elektroencefalogram
eukaryoticky transiai iniciacni faktor 4
elektrokardiogram
extracellular signal-regulated kinase 1&Xtracelularnim signalem regulovana
kinaza 1/2
ezrin-radixin-moesin — ezrin- radixin-maegroteinovy komplex
ethidium bromide — ethidiumbromid
fluid attenuated inversion recovery - sekvempotl&ujici selektivié signal tekutiny
GTPase activating protein — GTPazovy aktivgrotein
glycogen synthase kinas@-3 glykogensyntaza-kinaza 3 beta
guanosine diphosphate — guanosindifosfat
guanosine triphosphate — guanosintrifosfat
human monoclonal antibody 45 — lidska moooilni protilatka 45

high-resolution computed tomography - vigmi tomografii s vysokym rozliSenim
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IGV Integrative Genome Viewer — prohl&genomu

LAM lymphangioleiomyomatosis - lymphangioleiomyotdza
LB lysis buffer — lyz&ni pufr
LOH loss of heterozygozity — ztrata heterozygozity

MAPK mitogen-activated protein kinases — mitogeraktivované proteinkinazy
MLPA multiplex ligation-dependent probe amplificatiomultiplexova liggné dependentni
amplifikace sond
mLST8 mammalian lethal with Sec13 protein Sai letalni protein 8 s Sec13
MMPH  multifocal micronodular pneumocyte hyperplasraultifokalni multinodularni
hyperplazie pneumaoityt
MPS massively parallel sequencing - masivni parakdkvenovani
MRI magnetic resonance imaging - zobrazovani magkai rezonanci
MRNA  messenger ribonucleic acid — mediatorova nitségova kyselina
mTOR mammalian target of rapamycin — cilovd molekapamycinu v sav¥ch buikach
MTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1miex 1 cilové molekuly
pro rapamycin u sévc
NCBI National center for biotechnology informatiefNarodni centrum
pro biotechnologické informace

UTR untranslated region - netranslatovany region
NLB nuclei lysis buffer — pufr pro lyzaci jader
PCR polymerase chain reaction — polymerazewazova reakce

PKD1 polycystic kidney disease 1 (PKD1) gene —g@ycystické choroby ledvin 1

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase — fosfatidylimos3-kindza

PRAS40 proline-rich Akt substrate of 40 kDa — malip bohaty substrat Akt — 40 kDa

REDD1 protein regulated in development and DNA dgeneesponses 1 protein - protein

regulovany v pibéhu vyvoje a v odposdi na poSkozeni DNA

Raptor regulatory-associated protein of mMTOR — lagu protein asociovany s mTOR

Rheb Ras homolog enriched in brain — homolog Ra®Ise vyskytujici v mozkoveé tkani

RSK1 ERK-activated p90 ribosomal S6 kinase 1- xmaERK aktivovana p90
ribozomalni S6 kinaza

S serin

SEGA subependymal giant cell astrocytoma - subepeabhi obrovskobustny
astrocytom
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SEN subependymal nodules - subependymalni noduly
SGCT subependymal giant cell tumor - subependynadirdvskobusény tumor

S6K1 ribosomal protein S6 kinase 1- ribozomalnigiroS6 kinaza 1

T threonin

Ta annealing temperature — teplota ,annealingu®

TAE tris, acetic acid, EDTA buffer — tris, kysdimctova, EDTA pufr

TBE tris, boric acid, EDTA buffer — tris, kyselitarita, EDTA pufr

TBC1D7 TBC1 domain family, member %ten 7 rodiny proteith s TBC doménou
TE tris, EDTA buffer — tris, EDTA pufr

TEMED N,N,N’,N’- tetramethylendiamine — N,N,N",Mtramethylendiamin

™ transmembranova doména

TSC tuberous sclerosis comlex - komlex tuberozlgréky

LOVD Leiden open variantion database — databazeesgkich variant

uv ultraviolet light — ultrafialové z&@ni

4E-BP1  eukaryotic translation initiation factor-Biding protein 1-protein vazajicée
k eukaryotickému transiému inicianimu faktoru 4E

p70S6K  ribosomal protein S6 kinase - p70 ribozoindtotein-S6-kinaza
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Priloha 1: Registra&ni formular klinickych Gdaja TSC pacienta

Ustav Iékairské genetiky a fetalni mediciny, FN Olomouc
piednosta: Prof. MUDr. i Santavy, CSc.

Jméno pacienta:

Datum narozeni:

VySetujici specialista: tel:
(zabezpeujici informovany souhlas pacienta) fax:
Pohlavi: muzské/ Zzenské ¢RW dole vySeteni:
kuze adenoma sebaceum + = pritomno
- = negritomno

ungualni fibromy

a = gitomno dle anamnézy
n = nevySdéeno

fibrézni plakycela

hypomelanotické skvrny (get)

Sagrenové skvrny

CNS drobné kalcifikace

+ = pfitomno
- = negfitomno

subependymalni noduly

n = nevySdéeno

hamartomy

sitnice depigmentace + = pritomno
- = negitomno
fakomy n = nevySeeno

srdce rhabdomyomy + = pritomno
-= nep‘ltomno
n = nevySeéeno

. - - + = ptitomno
ledviny | angiomyolipomy . meritomno
cysty n = nevySdéeno

— - - + = pritomno
plice lymphangioleiomyomy T meptomno
n = nevySdéeno

- - + = ptitomno
usta gingivalni fiboromy T meptomno

mnohaetné dentalni jamky

n = nevySdéeno

. - + = ptitomno
epilepsie - = negfitomno
n = nevySdeno
mentalni mima
mirna
retardace strednf
t&zka
jiné

Doc. RNDr. Radek V¥, PhD, Doc. MUDr. A. Santava, CSc.

Ustav lékaské genetiky a fet. med., Fakultni nemocnice OlomduP. Pavlova 6, 775 20, tel.
58585 4461, fax: 5854 14 906, e-mailtel@fnol.cz PoZzadovany vzorek: 5 — 10 ml nesrazliveé
krve v EDTA (nemrazl) nebo DNA izolovana z tohoto objemu krve.
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Priloha 1: Pokra¢ovani registraéniho formulare klinickych tdajia TSC pacienta
Nova kritéria pro diagnostiku TSC upraveno poBleach E.S. a Sparagana S.P. 2004

h) histologicky nélez r) radiologicky nalez

Majoritni znak umiseni vek vyskytu

Facialni angiofiboromy a fibrozni plakiela hlava dtsvi - dosplost
Netraumatické ungualni a periungualni fiboromy prsty adolescence-dosjost
Hypomelanotické skvrnyiftnebo vice) ize od kojence
Sagrénové skvrny (névus pojivové tkgn kize od dtstvi

Kortikalni tuber* mozek od plodu
Subependymalni noduly mozek dtstvi - dosplost
Subependymalni obrovskobitmé astrocytomy mozek ¢étstli - dosplost
Vicedetné sitnicové nodularni hamartomy ¢io od kojence
Srd&ni rhabdomyom srdce od pladistvi
Lymfangiomyomatéza** plice adolesceniosElost
Renalni angiomyolipom ledviny détstvi-doslost

Minoritni znaky:

Vicedetné nahodhumistné jamky zubni skloviny zuby

Hamartomatozni rektalni polypl rektum

Cysty kosti kosti

Cerebralni radialni migtai drahy bilé hmotyr mozek

Fibromy dasni dasr

Jiné hamartomyh jatra,slezina a dalsi organy
Retinalni bezbarvé skvrny ¢o

Kozni léze typu ,confetti® fze

vicetetné renalni cystyh ledviny

* vyskytne-li se sodasré cerebralni kortikalni dysplazie a cerebralni migialrdhy bilé hmoty, jsou gaény spiSe
jako jeden nez jako dva znaky TSC.
** pfi vyskytu lymfangiomyomatézy a renalniho angiompolinu musi byt itomny dalSi TSC znaky pro
stanoveni TSC diagnézy (oba dohromady povazovardymajoritni znak)!
Definitivni dg. TSC je danarftomnosti - bd’ dvou majoritnich znak

- nebo jednoho majoritniho a dvowmanitnich znak
Pravdtpodobna dg. TSC je dangitpmnosti - jednoho majoritniho arjeho minoritniho znaku
Mozna dg. TSC jeipptitomnosti - #gednoho majoritniho,

- nebo dviwvice minoritnich znak

Pozn. Epileptické zachvaty ani infantilrieke now nejsou zahrnovany mezi diagnosticka kritéria vdéaie k nespecifit
a riznorodosti gvodu.
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Priloha 2: Tab.2: Klinické projevy TSC pacienti, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberézni skiézy

Cislo Vyskyt Diagn6za Vék pacienta Kuze CNS
vzorku Sporadicky/ | Definitivni/ | v dobg vyplnéni | Adenoma | Ungudlni| Fibrézni | Hypomelan.| Patet HS Sagrénové Drobné SEN | SEGA | Kortikalni
registr. lak
pacienta Familiarni | Mozna forgmuléfe sebaceum| fibromy E)elay skvrny (HS) skvrny kalcifikace tubery, hamartomy
13/09 S M 14 let 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
130/09 S D 23 let 1 0 2 1 ? 0 1 1 1 1
347/09 S M 7 mesiai 2 2 2 2 0 2 0 1 0 0
408/09 S D 5 let 9 nésial 0 0 0 1 ? 0 0 1 2 1
598/09 0 D 22 mesial 2 2 2 1 1 2 2 1 0 1
659/09 0 D 4 roky 7 ngsiai 2 2 2 1 9 2 2 1 2 1
1231/09 0 D 2 roky 4 ngsice 2 2 2 1 5-7 2 2 1 0 1
1435/09 S D 14 let 1 2 2 2 0 2 2 2 0 1
244/10 0 D 26 let11 msiar |1 0 0 0 ? 0 2 2 2 1
312/10 0 D 2 mésice 2 2 2 2 0 2 1 1 0 2
438/10 F M 1 rok 9 n¥siai 2 2 2 1 ? 2 0 0 0 0
501/07-RP | F D 21 let 0 0 0 1 0 0 0 1 2 1
1800/13 0 D 35 let 0 2 2 1 2 1 0 1 0 1
755/10 0 D 18 let 1 1 1 1 10 1 1 1 2 1
789/10 0 D 26 let 2 2 2 2 0 2 1 1 0 1
850/10 0 D 28 let 1 2 2 1 ? 1 1 1 0 1
866/10 0 D 2 roky 6 né&sial 2 2 1 1 ? 2 1 1 0 2
938/10 S M 8 mesiai 0 0 0 1 2 0 0 1 2 2
1033/10 S D 1 rok 5 nésia 2 2 2 1 2 2 0 1 0 1
1077/10 0 D 3 roky 4 mgsice 1 2 1 1 7 1 2 1 2 1
1124/10 0 M 1 rok 4 n&sice 2 2 2 1 10-20 2 1 1 2 1
1246/10 S D 4 roky 9 ngsicl 2 2 2 1 5 2 2 2 2 2
1274/10 F D 16 let 1 0 0 1 ? 0 0 0 0 0
1275/10-RP| F M 42 let 1 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
1460/10 0 D 58 let 2 1 2 2 0 2 1 1 0 2
83/11 0 D 5 let 8 nésial 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
265/11 0 D 9 let 0 0 1 1 8 1 0 0 0 0
266/11 0 D 2 mésice 0 0 0 1 7 0 0 0 0 0
267/11 0 D 2 roky 11 ndsiar |2 2 1 1 vicenez10 |2 2 1 1 2
295/11 S D 9 let 2 nésice 2 2 1 1 7 1 1 1 2 1
527/11 S D 15 let 9 m¥sial 1 2 2 1 vicenez5 |2 1 1 0 1
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Priloha 2: Pokraéovani tab. 2:

Klinické projevy TSC pacienfi, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberdzni skiézy

Cislo Sitnice Srdce Ledviny Plice Usta Epilepsie | Mentalni | Zavaznost | Jiné nalezy, pogfipadé upresréni nalezu
vzorku Depigmentacq Fakomy| Rhabdo-| AMLs | Cysty | LAM | Gingivalni Dentalni retardace | mentalni uvedeného v registré&nim formula¥i
pacienta myom/y fibromy jamky retardace
13/09 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 tézka
130/09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 neni skvrny barvy bilé kavy
347/09 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 neni
408/09 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 ? lipodermoid v oku
598/09 2 2 1 2 2 2 2 0 1 2 neni
659/09 2 2 1 0 0 0 2 0 1 2 neni
1231/09 2 1 1 2 2 2 2 2 1 1 ?
1435/09 2 2 2 1 0 2 0 0 1 1 mirna
zmnozZzeni intersticialni kresby, benigwyhlizejici
244/10 0 0 2 2 2 0 0 0 1 0 ? uzlik v pravém plicnim hilu, 2 skvrny bilé kdvy
312/10 2 1 1 0 2 2 2 2 1 0 ? 1 rendlni cysta (7-8 mm)
438/10 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 neni
501/07-RP 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 ?
1800/13 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 neni
755/10 2 2 2 1 2 2 0 2 1 2 neni
789/10 2 2 2 2 2 0 0 0 1 2 neni v 15 letech zji&ny cysty v jatrech
850/10 0 0 0 1 1 0 2 2 1 1 ? v 18 letech st. p. nefrektomie I. dx
866/10 2 1 1 2 1 2 2 2 1 1 ?
938/10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? na trupu v.s. verrukdzni névus
1033/10 1 0 1 0 1 0 2 0 2 2 neni
1077/10 2 2 1 0 2 2 2 2 1 1 mirna koZzni Iéze typu confetti, relativni mikrocefalie
¢etné hypomelanotické makuly do 0,5 cm,
1124/10 2 2 0 2 2 0 0 0 1 1 ? nespecifické hyperechogenni Utvary v srdci
1246/10 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 neni
1274/10 2 2 2 1 2 2 0 0 1 1 ? jaterni hamartomy, juvenilni katarakta, obezita
1275/10-RP |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? subjektivreé bez obtizi, vysledky vySeni nedodal
1460/10 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 neni
83/11 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ?
265/11 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ?
266/11 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ?
267/11 0 1 1 1 2 2 2 1 1 0 ? opozdni Fegi
295/11 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 neni WPW syndrom, dyslalie, znamky ADHD
527/11 2 1 1 1 1 0 0 0 2 2 neni Hydrocephal.int., st.p. biVP shunt |. dx
9




Priloha 2: Pokratovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienfi, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberdzni skiézy

Cislo Vyskyt Diagno6za Vék pacienta Kize CNS
vzorku Sporadicky/ | Definitivni/ | v dob& vyplnéni | Adenoma | Ungudlni| Fibrozni | Hypomelan.| Patet HS Sagrénové Drobné SEN| SEGA | Kortikalni
registr. plaky tubery,
pacienta Familiarni | Mozna formulare sebaceum fibromy | ¢ela skvrny (HS) skvrny kalcifikace hamartomy
586/11-RP | F M 16 let 1 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
435/03 F M 40 let 1 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
699/11 0 D 65 let 1 1 2 2 0 2 2 1 1 2
900/11 F D 8 let 6 n¥sial 0 0 0 1 5 0 1 1 2 1
1173/11-RP |F D 11 let 2 0 2 1 ? 1 0 0 0 0
1174/11-RP | F NESPINUJE | 10 nmsiol 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
596/11-RP F D 32 let 1 0 0 1 ? 0 2 2 2 2
702/11 S D 2,5 let 1 2 2 1 vicenez10 |1 2 2 0 1
746/11 0 D 34 let 1 2 2 2 0 2 2 2 2 1
837/11 0 D 1 rok 9 n¥siai 2 2 2 1 1 1 2 2 0 0
896/11 S D 7 mesiai 2 2 2 2 0 2 0 1 2 1
903/11 S M 6 msiai 2 2 2 2 0 2 0 0 0 0
465/08 S D 15 let 0 0 0 1 ? 0 0 2 2 1
1018/11 S M 15 let 2 2 2 1 5 2 0 0 0 0
1067/11 0 D 21 let 1 0 1 1 ? 1 1 1 0 1
1314/11 0 D 8 let 10 n¥sial 1 2 1 1 vice nez 3 1 1 1 2 1
1384/11 S D 6 mesial 0 0 0 0 ? 0 0 1 0 1
1400/11 0 D 6 mesial 2 2 2 2 0 2 1 1 2 1
1651/11-RP | F D 18 let 0 2 2 2 0 1 1 2 0 1
1650/11 F D 43 let 1 1 2 1 10 1 2 2 0 2
1761/11 0 D 29 let 1 0 0 0 ? 0 0 0 0 1
1858/11 S D 7 let 2 nisice 1 2 1 1 15 2 1 1 1 1
1937/11 0 D 8 let 5 nésial 1 2 1 1 10 1 1 1 1 1
D26/12 S D 13 let 1 2 2 1 6 1 0 0 0 1
D268/12 F D 2 roky 2 2 2 1 7 2 1 1 2 1
D660/12-RP | F M 32 let 0 0 0 1 ? 0 0 0 0 0
D444/12 S M 14 let 0 0 0 0 ? 0 0 0 1 0
D454/12 S D 8 let 0 0 0 1 5-6 2 1 2 0 1
D583/12 S D 19 let 0 0 0 0 ? 0 1 1 2 1
D959/12 S D 6 let 1 2 2 1 5 1 0 0 0 0
D969/12 0 D 62 let 1 1 2 2 0 2 1 1 0 2

97




Priloha 2: Pokratovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienfi, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberdzni skiézy

Cislo Sitnice Srdce Ledviny Plice Usta Epilepsie | Mentalni | Zavaznost Jiné nalezy, pojfipadé upiesréni nalezu
vzorku Depig- | Fakomy | Rhabdo- | AMLs | Cysty|LAM | Gingivalni| Dentalni retardace | mentalni uvedeného v registré&nim formula¥i
pacienta mentace myom/y fiboromy | jamky retardace
586/11-RP |0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 ?
435/03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 ? renalni selhani
699/11 0 0 2 0 1 0 2 0 1 1 mirna operace meningeomu, astrogliomu
900/11 2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 neni opozdna dentice
1173/11-RP |0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 neni cafe au lait skvrny, febrilniikée, ml&na dentice
1174/11-RP | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? fenotyp bezfiznakovy
596/11-RP 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ? cafe au lait skvrny
702/11 0 0 0 2 2 0 0 0 1 1 ? hemangioblastom F roh postr. Komory
746/11 2 2 2 2 0 2 2 2 1 2 neni
tu formace v oblasti clivu, hypomelanoticka
837/11 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 neni skvrna - pramen vlds
896/11 2 2 2 2 2 2 2 0 1 2 nenfi
903/11 0 0 1 2 1 0 2 0 2 2 nenfi
465/08 0 0 2 1 0 0 0 0 2 2 neni
1018/11 2 2 0 0 0 0 2 2 1 2 neni na MRI drobna nespecificka lozZiska
1067/11 0 0 1 0 1 0 2 2 1 1 tezka
1314/11 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 mirna poruchy autist. spektra, PMV postupuje
1384/11 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 ?
gemini A z IVF (neznamy darce spermatu),
1400/11 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 nenfi prematurita (31. t. g.)
1651/11-RP |0 0 1 2 1 0 2 2 1 1 stredni
1650/11 0 0 0 0 0 0 1 2 1 1 mirna - stedni
1761/11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ?
1858/11 2 2 1 1 1 2 2 2 1 2 hranini s mirnou| v.s. Aspergeiv syndrom, terapie SEGA everolimem
1937/11 2 2 1 1 2 2 2 2 1 2 neni prenatalni a perinatalni komplikace
D26/12 2 2 2 1 2 0 2 2 1 1 stredni kombinovana &ni vada
D268/12 2 2 2 2 2 0 2 2 1 2 nenfi
D660/12-RP | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ?
D444/12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ?
D454/12 0 0 0 1 2 2 0 0 1 1 tézka
D583/12 0 0 2 1 1 0 0 0 1 2 neni skvrny cafe au lait
D959/12 2 2 0 1 2 0 1 2 2 2 nenfi
D969/12 0 0 0 1 0 1 2 2 1 1 mirna retroperitonealni lipomatdza,skleréza ohirafllopecie
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Priloha 2: Pokratovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienfi, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberdzni skiézy

Cislo Vyskyt Diagndza VEék pacienta Kuaze CNS
vzorku Sporadicky/ | Definitivni/ | v dobg vypIinéni | Adenoma| Ungualni| Fibrézni | Hypomelan.| Paset HS | Sagrénové Drobné SEN| SEGA | Kortikalni
registr. plaky tubery,
pacienta Familiarni | Mozna formulare sebaceun fibromy | ¢ela skvrny (HS) skvrny kalcifikace hamartomy
D1171/12 0 D 13 let 1 2 1 1 ? 2 1 1 0 1
1105/08-RP F D 1 rok 8 nésiai 0 0 0 0 ? 0 1 1 2 0
D1311/12 F D 33 let 1 1 1 0 ? 0 0 0 0 0
D1597/12 S D 2 dny 2 2 2 2 0 2 2 1 0 2
D457/13 0 D 12 mesial 2 2 2 1 15 2 1 1 0 1
D499/13 S D 10 mesial 1 2 2 1 10 2 2 1 0 1
D689/13 S D 16 let 1 1 2 1 ? 1 2 1 0 1
D693/13 S D 2 roky 7 né&siai 2 2 2 1 7 2 0 1 0 1
D749/13 F D 2 mesice 0 0 0 0 ? 0 2 2 2 1
D825/13-PR F M 33 let 2 2 0 2 0 2 2 2 2 1
D830/13 0 D 25 let 1 1 2 2 0 2 2 1 2 1
D835/13A F D 8 let 1 2 2 1 1 2 2 1 0 1
D836/13A-RP F D 36 let 1 1 2 1 4 2 2 1 2 1
D934/13 0 D 13 let 1 1 1 1 10 1 1 1 0 1
D1226/13 0 D 19 let 1 2 2 2 0 1 1 2 0 2
D1240/13 0 M 15 let 0 0 0 0 ? 0 0 0 1 0
D1601/13 F D 5 let 4 nésice 1 2 2 1 ? 2 2 1 0 1
D1600/13-RP F D 31 let 1 2 2 0 ? 2 2 1 0 1
D1626/13 0 D 32 let 1 2 2 2 0 2 2 1 0 2
D1663/13 S D 7 let 1 1 2 1 1 0 0 2 1 0
D1895/13 S D 1 rok 8 nésiai 2 2 2 1 2 2 1 1 0 1
D1939/13 S D 2roky 7 ngsiai |0 0 0 1 vicenez3 |0 1 1 2 1
D2082/13 F M 1 mesic 2 2 2 2 0 2 2 2 0 2
D21/14 0 D 31 let 0 1 1 0 ? 0 0 0 0 0
D28/14 S D 8 let 2 n&sice 0 0 0 1 1 0 0 2 1 1
D48/14 F D 16 let 0 0 0 0 ? 0 0 1 2 1
D49/14-RP F D 17 let 2 2 2 1 ? 2 1 1 2 1
581/06-RP F M 24 let 2 2 2 2 0 2 1 1 2 2
D329/14 S D 5 let 4 nEsice 1 2 2 1 7 2 2 1 0 1
D223/14 F D 16 let 1 2 2 1 3 2 2 2 0 1
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Priloha 2: Pokra€ovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienti, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberézni skiézy

Cislo Sitnice Srdce Ledviny Plice Usta Epilepsie| Mentalni | Zavaznost | Jiné nalezy, poffipadé upfesréni nalezu
vzorku Depigmentacq Fakomy| Rhabdo-{ AMLs | Cysty | LAM | Gingivalni| Dentalni retardace | mentalni uvedeného v registrénim formulari
pacienta myom/y fiboromy | jamky retardace
D1171/12 0 0 2 1 2 2 2 2 1 1 ? autismus, obezita
centralni hypotonicky syndrom, mikrocefalie,
atrofie CNS ,porucha myelinizace, matka
1105/08-RP 2 2 1 0 0 2 2 0 1 1 tézka v gravidig uzivala antiepileptika
D1311/12 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 ? subarachnoidedlni cysta, hemangiomy ledvin
D1597/12 0 0 1 0 0 2 2 2 2 0 ?
D457/13 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 mirn&
D499/13 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 neni
D689/13 2 2 1 1 2 0 1 2 2 2 neni
D693/13 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 ?
D749/13 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ?
D825/13-PR 0 0 0 2 2 0 0 2 0 0 ?
D830/13 0 0 1 0 0 0 2 0 1 1 mirna rhabdomyomatéza s regresi, WPW syndrom,
D835/13A 0 0 1 0 0 0 2 2 1 1 tézka
D836/13A-RP |0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 ?
D934/13 1 1 1 1 2 0 2 2 2 2 neni abnormalni EEG, podpmérné 1Q
D1226/13 0 0 2 1 1 0 2 2 2 2 neni
D1240/13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ?
pouze 1 rendlni cysta, subarachnoidalni cysty
D1601/13 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 neni nad pravym frontalnim lalokem
D1600/13-RP 0 0 2 1 1 2 2 2 0 0 ?
D1626/13 0 0 2 2 2 2 2 2 1 2 neni
D1663/13 2 2 1 1 1 2 1 0 1 0 ? behavioralni problémy - poruchy spanku,bazliva
D1895/13 2 2 2 2 2 0 0 0 1 1 mirn& vazne rozvojeti
D1939/13 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ?
D2082/13 0 0 1 2 2 2 2 2 2 2 neni UZ mozku - cysta intraventrikulagn
D21/14 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 ?
D28/14 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 ?
D48/14 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 ?
D49/14-RP 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ?
581/06-RP 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 ? ve stné Zluéniku hyperech. Utvar,1 cysta ledviny|
D329/14 2 2 1 2 1 2 2 2 1 1 teZka
D223/14 2 2 0 1 2 0 2 2 1 2 neni kortikalni dysplazie

100



Priloha 2: Pokra€ovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienti, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberézni skiézy

Cislo vzorku | Vyskyt Diagn6za | Vék pacienta Kize CNS
pacienta Sporadicky/ | Definitivni/ | v dob& vyplnéni Adenoma | Ungudlni | Fibrozni | Hypomelan,| Paset HS| Sagrénovg Drobné SEN | SEGA | Kortikalni
lak
Familiarni Mozna registr. formuld¥e | sebaceum | fibromy Fé)elay skvrny (HS) skvrny kalcifikace tubery, hamartomy

D225/14-RP | F M 39 let 1 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
D581/14-RP | F M 27 let 1 2 2 0 ? 0 0 0 0 0
D403/14 S D 10 let 1 0 0 1 ? 0 1 2 2 1
D406/14 S D 14 let 0 2 1 1 ? 1 1 1 1 0
D655/14 S D 10 nesia 2 2 2 1 2 2 1 1 2 2
D827/14 F D 21 let 2 1 1 2 0 2 1 2 0 1
D826/14-RP | F D 41 let 1 2 2 2 0 2 1 2 0 2
D886/14 F M 1 rok 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2
D941/14 0 D 17 let 8 ndsiai 1 1 1 1 4 1 0 1 1 1
D1179/14 0 D 33 let 1 0 1 1 3 1 1 0 0 1
D1439/14 S D 1 rok 7 n¢siai 0 0 0 1 ? 0 0 0 0 1
D1677/14 0 D 36 let 1 0 0 0 ? 0 1 1 0 1
D1902/14 0 D 36 let 1 1 2 1 ? 1 1 1 0 1
D2033/14 0 D 21 let 1 0 0 1 ? 0 0 1 1 1
D4/15 S D 25 let 1 2 0 1 ? 1 0 0 0 1
D571/15 0 D 8 let 1 2 1 1 7 0 2 1 2 1
464/08 0 D 18 let 1 0 0 0 ? 0 0 1 1 2
261/99-RP | F M 3,5 roku 0 0 0 1 ? 0 0 0 0 0
262/99 F D 34 let 1 1 0 0 ? 0 0 0 0 1
40/04 S D 5 let 2 2 2 1 3 2 1 1 0 2
1126/07 S D 10,5 let 2 2 2 1 15 2 2 2 0 1
695/07 S M 1 mésic 2 2 2 2 ? 2 0 0 0 0
D2136/13 0 D 11 let 1 0 0 1 ? 0 0 0 0 1
4/09 S D 25 let 1 1 0 0 ? 0 0 0 0 0
117/98 F D 7 let 0 0 0 1 ? 0 1 0 1 0
115/98-RP | F M 31 let 1 0 0 1 ? 0 0 0 0 0
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Priloha 2: Pokra€ovani tab. 2: Klinické projevy TSC pacienti, stanovena diagn6za a forma vyskytu tuberézni skiézy

Cislo Sitnice Srdce Ledviny Plice Usta Epilepsie | Mentalni | Zavaznost Jiné nalezy, pojfipadé upresréni nalezu

vzorku Depigmentace | Fakomy | Rhabdo- | AMLs | Cysty | LAM | Gingivalni | Dentalni retardace | mentalni uvedeného v registr&nim formula¥i

pacienta myom/y fibromy jamky retardace

D225/14-RP |0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 neni

D581/14-RP |0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 ?

D403/14 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? dit¢ je z dvofat, po IVF

D406/14 2 1 1 2 1 0 0 0 1 1 tézka

D655/14 2 2 1 2 2 2 2 2 1 1 mirna

D827/14 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 neni

D826/14-RP |1 2 2 1 1 1 2 2 2 2 neni

D886/14 2 2 1 0 0 0 2 2 1 2 neni

D941/14 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 ? pouze 1 susp. fiborom na prstu

D1179/14 0 0 0 1 0 0 2 1 1 2 neni epilepsie v dtstvi, od 18 let bez &by
oblast velmi susp. kortikalni dysplazie

D1439/14 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 neni poruchy gyrifikace a migrace Sedé hmot

D1677/14 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 mirna angiolipom jater, kozni léze typu confetti

D1902/14 2 1 0 0 0 0 1 0 2 2 neni

D2033/14 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 tézka

D4/15 0 0 0 0 0 0 2 0 1 2 neni epileptochirurgicka operace

D571/15 2 2 1 2 2 2 0 2 1 1 mirna-stedni

464/08 0 0 2 2 2 0 0 0 1 0 ? navstvuje zvlastni Skolu

261/99-RP |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? skvrny cafe-au-lait

262/99 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ?

40/04 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 neni skvrny cafe-au-lait

1126/07 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 neni regrese rhabdomyomu

695/07 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ? vazivovy Utvar ve sklivci

D2136/13 0 0 2 0 0 0 0 0 1 1 ?

4/09 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ? skvrny cafe-au-lait

117/98 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 neni

115/98-RP 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ?

Vysvétlivky: TSC probandi jsou

zdani pouzetislem, rodinni fislusnici probanil nesou zaislem vzorku zkratku RP. Pod sebou ugriatpoltka
s Sedym pozadim reprezentujigtuSnou rodinu. 1 — znak jéifpmen, 2 — znak nenkipomen, 0 — neni zndm Gdaj (pacient nebyl WgSetpopipack
nalez byl nejasny), ? — nebyl stanovegidhypomelanotickych skvrn, nebyl poskytnut idafwaznosti mentalni retardace.
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