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1 UVOD DO PROBLEMATIKY TUBEROZNI SKLEROZY

Komplex tuberdzni sklerézy (TSC, epiloa, Bournexih choroba) je genetickou
chorobou, ktera je vlidské populaci autozomidldominantg dédicna. Za
samostatnou klinickou jednotku je tato choroba uand jiz ges 100 let. | kdyz
pro WtSinu lidské populace neni tato choroba tak znaka fektera jind sotiasna
a mnohem ,populaiSi® onemocwni, je jeji prevalence pa¥mé vysoka.
Odhaduje se fiblizné na 1 : 10 000. Penetrace této choroby je vasnosti
povazovana za 100%.

(Gomez et al., 1999)

1.1 Klinické aspekty TSC

Charakteristickym projevem tohoto oneméahje tvorba benignich (nezhoubnych)
nadofi — hamartom v nejitizrejSich organovych systémech. Postizen tedizen
byt jakykoliv organ v lidskémgte.

TSC je choroba s vysokou klinickou heterogenitaoi@i jeji expresivita je velmi
variabilni.

Mezi pacienty postizenymi TSC lze najit jakigady s velmi &kymi projevy
choroby — mentalni retardaci a zavaznym organovgstifenim, tak i fipady
pouze s lehkymi koZnimitfznaky, které vSak nijak neohroZuji Zivot pacienta.
(Gomez et al., 1999)

Prehled neajasgji se vyskytujicich 1ézi:

1.1.1 Kiuze

Hypomelanotické skvrngviz. obr.¢. 1,a)

Jsou to nejfrekventovajsi ¢casné piznaky TSC(Alper et al., 1983) Jedna se
o0 nepigmentované ploskyike ovalnych, eliptickych, okrouhlych a jinych tiar
o maximalnich rozirech 2 x 5 cm(Ishibashi et Hori, 1990)Lze je nalézt
u 90 — 97 % pacietits TSC a jejich vyskyt je zdestginou viceetny. Tyto skvrny
se vSak vyskytuji i u 0,8 % normalni novorozengasgulace.



Jozwiak et al. ve své préaci uvadi, Ze u 66 zkouwlauatti (z celkového petu 106)
byly hypomelanotické skvrny déb Zetelné jiz kratce po narozeni a u 20 dalSich
zkoumanych &i se objevily do 1 ®sice jejich ZivotdJozwiak et al., 1998)

Diive gritomnost &échto skvrn nebyla povaZzovana za znak patognomon(izhstk
charakteristicky pro TSC) z tohaiebdu, Ze je Ize nalézt i u normalni populace
(Ishibashi et Hori, 1990)

Facialni angiofiboromydtive téZ adenoma sebaceuwiy. obr.c. 1,d)

Maji vzhled malych zarudlych vigstka ¢i uzlinek, které jsou fekryty jemnou
pokoZkou. Zpravidla se nachézeji v objovécasti —casto jsou symetricky rozsety
po obou stranach nosu, Ize je také nalézt natbrado na dolnim rtu. Vyjiniee se
mohou nachéazet i na rtu horn{ishibashi et Hori, 1990)

Dle prace Jozwiaka et al. byly facialni angiofibsondruhym nejasgji se
vyskytujicim znakem. Vyskytovaly séiplizn¢ u 75 % zkoumanych paciéntu 79
osob z celkového @tu 103)(Jozwiak et al., 1998)

Fibrozni plakyela(viz. obr.c. 1,e)

Jsou také lokalizovany v obéji. Jedna se vypouklé ploSky jemnézk, které
mohou byt Zluta¥ nebo az mase@vcerverg zbarvené. Mohou pomaluist p'ed

obdobim puberty nebo se&sovat v piibéhu Zivota(Gomez et al., 1999)

Ungualni fibromy(viz. obr.¢. 1,c)

Jednd se o drobné néadorky rostouci v oblastitinéiolo nich a pod nimi) na
prstech rukou i nohou — na prstech nohou se vSakywyji ¢casgji. Vyskytuji se
priblizné u 20 % pacierits TSC — spiSe u osob starSieasgji u Zen nez u mud.
(Ishibashi et Hori, 1990), (Ahlsén et al., 1994pZwiak et al., 1998), (Webb et al.,
1996)

Sagrénové skvrnviz. obr.¢. 1,b)

Mirn¢ vystouplé atvary, hidozluté az masav cervené barvy, s hrbolatym
povrchem, jez svou strukturotdgipomina pomerafovou kiru.

Nejcastji jsou lokalizovany v hrudni a bederni oblasti z&tyskytuji se u 20 %
pacienti s TSC(Ishibashi et Hori, 1990)
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1.1.2 Srdce

Rhabdomyomyviz. obr.¢. 1,1)

Tyto utvary Sedobilé barvfishibashi et Hori, 1990)ze detekovat pomoci fetalni
echokardiografie jiz okolo 20. tydne gravidifi(rapp M. et al., 1999)Nalezeny
byly u 47 — 67 % pacieits TSC(Webb et al., 1993), (Jozwiak et al., 1994),
(Sanczak O. et al.,, 20Q5)ejich vyskyt je obvykle vicetny. Sice mohou byt
asociovany se srdei arytmii plodu, ale ve &Sin¢ pripadi se Klinicky vibec
neprojevi(Watson G.H., 1991)Rhabdomyomy &tSich roznéria (az rekolik cm)
vSak mohou krom arytmii zpisobovat v srdci ittzné obstrukce, které mohou veést
az k uplnému selhani srie cinnosti(Ishibashi et Hori, 1990)

Vytvorené rhabdomyomy pravdodobr jiz dale nerostou(lshibashi et Hori,
1990) a u &tSiny pacieni s TSC se jejich velikost,ffpadré i pocet, postup#
snizuje do 4 let&u (Webb D.W. et al., 1993), ( Nir A. et al., 1995)

Vznik rhabdomyom a jejich nasledné postupné mizeniizm mit souvislost
s pitomnosti transplacentarnich maternalnich gesth hormof. Hormonalni
zmeény pravdpodobr hraji roli i v obdobi puberty, kdyiiplizné u 4 % pacierit

s TSC dochézi znova #stu ¢i novotvorlE rhabdomyom (Jozwiak S. a kol.,
2006)

1.1.3 CNS - centrélni nervova soustava
Mozkova tkd byva postizen&emi druhy lézi:
» Kortikalni tubery
» Subependymalni noduly (SEN)iz. obr.¢. 1,h)
» Subependymalni obrovskobismy astrocytom (SEGA{viz. obr.¢. 1,i)

U nékterych TSC pacientlze detekovat vSechny zde zrmeé mozkové léze, u

jinych TSC pacierit nebyla nalezena Zadna z nich.

Kortikalni tubery a subependymalni noduly se naejiam 70 % resp. 90 %
pacienii s TSC (Gomez et al, 1999) subependymalni obrovskoliné
astrocytomy lze detekovat v 6 - 14 %igadi (Torres et al., 1998)

Podle pdtu, lokalizace, velikosti austu kortikalnich tubér a subependymalnich
noduli Ize odvodit zavaZznost postizeni mozku. ZpravidlavSak sedni az ¢Zka
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mentalni retardace a&zko kontrolovatelna epilepsi€asgji projevuje u osob
s wtSim pd@tem tubeit (Goodman et al., 1997), (Hosoya et al., 1998¢likost a
lokalizace tuber dale negativé ovliviiuje i psychomotoricky vyvoj TSC paciént
(Humphrey et al., 2004)

TSC je velmi¢asto provazena epilepsii, ktera postihuje 92 — 9536 pacient.
Prvni epileptické zachvaty, jejiciéasny vyskyt dale souvisi s op&hdm vyvoje,
se mohou objevit jiz mezi 3. az 6.¢sicem Zivota (Wiederholt et al., 1985),
(Jozwiak et al., 2000)Fxiblizné 52 — 68 % epileptickych paciénts TSC je
soutasre postizeno i mentalni retardg@ihlsén et al., 1994), (Hunt et Lindenbaum,
1984), (Osborne et al., 1991)

DalSim pfivodnim jevem TSC Iézi mozku jsou kognitivni potiAetismus ¢i jiné
poruchy chovani byly diagnostikovany u 25 - 50 %CT@acient (Curatolo P. et
al., 2004)

Priblizn¢ 10 % z celkové autistické populace trpici&mm® epilepsii je postizeno
TSC (Smalley, 1998)

Sklony ke kognitivnim potizim maji i TSC pacientn@rmalni inteligenci, ki
netrpi Zadnou mentalni retardgéfarrison et al., 1999)Krom¢ autismu je TSC
velmi ¢asto provazena poruchami spanku, hyperaktivitouonegresivnim
chovanim(Gomez et al, 1999)

1.1.4 Ledviny

Dvé formy lézi: renalni cysty a renalni angiomyolipgngpisobuji ledvinné
komplikace u 40 — 80 % paciéng TSC(Zimmerhackl L.B. et al., 1994), (Ewalt et
al., 1998)

Renalni cysty
Jsou podobné cystam choroby autozoghd@ominantnich polycystickych ledvin.

Pri této choroB dochazi k rozsdhlym delecim v genu PKD1 (polycy&idney
disease — polycysticka choroba ledvin), které mobasédhnout az do sousedniho
genu TSC2. Vysledkemédhto deleci pak je TSC/PKD fenotyp (syndrom
sousedicich géi. Renalni cysty Ize detekovatilgizné u 20 % TSC pacieit
(Brook-Carter et al., 1994), (Kleymenova et al., 02D Jejich pitomnost se
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z klinického hlediska projevuje hematuriiiilpzitostré proteinurii nebo bolestmi.
ZvétSovani cyst zfsobuje kompresi furkiho parenchymu ledviny, coZiie vést
az k jejimu Uplnému selhagishibashi et Hori, 1990)

Renalni angiomyolipomy (AML)

Z celkového pétu ndledi angiomyolipont je v asociaci s TSCriplizné 20 — 50 %

z nich(Steiner et al., 1993), (Hirasaki et al., 1999 hlediska pacieiits TSC jsou
angiomyolipomy pitomny giblizné u 70 %. Ritomnost angiomyolipofh se
klinicky projevuje bolesti v oblasti bederni, nawasti, zvracenim, hotkou nebo
hematurii(lshibashi et Hori, 1990)

Vyskyt angiomyoliponi je c¢asto bilateralni. Na rozdil od rendélnich cyst,
angiomyolipomy nikdy nezmizi — spiSe naopak — mntejidenci se pozvolna
zvétSovat,cimz ohroZuji Zivot pacienta (i kdyZ se jedna o tayrimenigni), protoze
jejich neustély ist mize zpisobit nahlé vnini krvaceni nebo porusit spravnou
funkci ledvin(Steiner et al., 1993), (Ewalt et al., 1998)

U pacient s TSC je oproti normalni populaci zvySené rizikeniku maligniho
angiomyolipomu a karcinomu renalnich blanMalignimi formami &chto tumot
byva postizeno 0,5 — 3 % TSC pacie(€ook et al., 1996), (Al-Saleem et al.,
1998), (Northrup H. et Au K.S., 2005), (Patel et/al., 2005)

1.1.5 Plice

Lymfangioleiomyomatéza (LAM)

Toto vzacné avSak zavazné plicni onendoénkteré nize v rékterych gipadech
korit i smrti pacientky, je jednou z chorob doprovéde] SC. Dochaziip ném k
proliferaci abnormalnich bwk hladkych sval v plicnich lymfatickych cévéach,
okolo cév, bronch apod.(viz. obr.¢. 1,i) Postizeny byvaji vyhra@gnzeny a to ve
vékovém rozmezi 20 — 40 let. U TSC pacientek byla LAMiznych souborech
prokazana

ul—34 % z nich.

Klinicky se LAM muaZe projevit dusnosti, zkracenym dechem, kaSlenpnéisu,
hemoptyzou, pneumothoraxetfnchylothoraxem(Castro et al.,1995)Vokurka et
al., 2006),(Costello et al., 2000)
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Mimo jiné existuje i sporadickd forma LAM, ktera gharakterizovana ztratou
heterozygozity v lokusu TSC2. U 50 — 60 % vSecltigraek se sporadickou LAM
byly detekovany i renélni angiomyolipomiCarsillo et al., 2000), , (Smolarek et.
al., 1998), (Astrinidis et al., 2000), (Costelloatt, 2000)

Z toho vyplyva, Ze gen TC2 se podili na vzniku sparké LAM. Ric¢inou
sporadické LAM jsou prawgodobr mutace tohoto genu aZz v somatickych
buinkach — tzv. somaticky mozaicismus, proto nejspByhgeneticky penos LAM
dosud dokazan A protoZze se LAM vyskytuje vyhradrzen, vznikla zde dorngnka

0 estrogenem regulované TSC signalizaci, ktera nina ma migraci TSC2
abnormalnich butk (Crino P.B. et al., 2006, (Yu et al.,2001).

116 Odi

Tvorba achromatickych skvré retinalnich hamartoihmaze byt rovez projevem
TSC. Retinalni hamartomy byly nalezeny u 44 — 753& pacient.
(Rowley et al., 2001), (Northrup H. et Au K.S. 2005

Kromé¢ zde zmignych mize byt TSC lézemi postizena i jakykoliv jina orgaao
soustava. Jisté symptomy TSC |ézi byvaji nalézanyravicim traktwi na zlazach
s vnittni sekreci — viz(Gémez et al., 199%)ebo(Ishibashi et Hori, 1990)

NejcastjSimi symptomy TSC jsou kozni léze, které Ize nagt u 96 % TSC
pacienti, 90 % pacierit vykazuje symptomy nebo m&imo piznaky lezi mozku,
84 % pacient trpi ¢i trpélo zachvaty, zhruba u 60 % pacigfte detekovat rendlni
léze a térd u 50 % pacierit byly nalezeny retinalni hamarton{¢éémez et al.,
1999)
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Obrazek €. 1: Prehled symptorin TSC

a) Hypomelanoticka skvrna b) Sagrénovéa skvrna ¢) Ungualni fiboromy

d) Facial. angiofiboromy e) Fibrozni plakcela

™

g) Subependymalni noduly

h) SEGA i) Plicni cysty (LAM)

(Gomez et al., 1999),(Franz et al.,2010), (Coheal.e2010),
(http://www.thachers.org/dermatology.htm)
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1.2 Histologické aspekty TSC

Z histologického hlediska je TSC chorobou abnoritd@rburgéného fistu, jejich
migrace, chybné diferenciace a organizacesbun
TSC léeze se vytw@ji predevsim v tkanich ektodermalniho a mezodermalniho

puvodu. Tyto léze Ize rozitit na i skupiny:

Hamarcie

Jedna se o vyvojovou vadii pastu ugitého organu, ktera tize ziskat az charakter
nadoru (hamartomu)Mokurka et al., 2006)Hamarcie mohou byt t¥eny bul’ jen
chybre uspgdddanymi dysplastickymi bikami, které mohou byt i nediferencované,
nebo mohou byt tweny kombinaci tkani zdravych a tkani postizenych.
Nediferencované dysplastickéitiy pak rostou ve srovnani sitkami zdravymi

daleko pomalej(Gomez et al., 1999), (Johnson et al., 1991)

Hamartomy
Jsou benigni tumory twené skupinami neorganizovanych a nad@
proliferujicich dysplastickych bk (Gomez et al., 1999)Johnson et al., 1991)

Hamartoblastomy
Modifikaci hamartomu se vyt¥bhamartoblastom, ktery je sice benigni, ale v&acn

tak mohou vzniknout i tumory maligfgGomez et al., 1999)

VétSina koznich 1ézi je twena hamartomatdzni pojivovou tkani, ve které jamio
piitomny velké, pomalu seglici dendritické biky — tzv. N-buiky, které vznikaji
z primitivnich prekurzat gliovych burtk a neuron.

Vyjimkou jsou hypomelanotické skvrny, jeZz jsou \gdkem redukce @tu,
velikosti a pigmentace melanostom

Facialni angiofibromy jsou t¥eny vazivem obsahujicingét&i mnozstvi cév — proto
ziskavaji narudlou barvu(Vokurka et al.,, 2006)(Johnson et al., 199])
(Ishibashi et Hori, 1990)
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Rhabdomyomy jsou Sedobilé nekontraktilni tumoryrén@ zétSenymi myocyty
vypInénymi glykogenem, které jsou svou strukturou podoBog&yiovym buikam
(Ishibashi et Hori, 1990)

Kortikalni tubery jsou kombinaci Zt8enych buék neznamého jvodu a chyba
uspdadanych neurana gliovych busk.

Subependymalni noduly (SEN) a subependymalni okodbistcné astrocytomy
(SEGA) jsou tveeny neuspi@danymi hypertrofickymi neurony a &genymi
astrocyty.

Identickou histologickou strukturu, jako maji SEMe nalézt i u retinalnich
hamartond. Ty vS8ak mohou, na rozdil od SEN, kalcifikov@hibashi et Hori,
1990)

Renalni cysty jsou histologicky velmi podobné cgst@horoby autozomatn
dominantnich polycystickych ledvin. Vytkgi hypertrofickymi a hyperplastickymi
eosinofilnimi butkami vystlané dutinky, které jsou vygimy tekutinou. Takto dojde
obstrukci lumina, cozZ je pragdodobnou ficinou vzniku renalnich cygtshibashi
et Hori, 1990)

Renalni angiomyolipomy (AML) jsou tw¥eny kombinaci neuspadané
dysplastické vaskularni tk&nhladké svaloviny a tk&ntukové. Casto se zde
nachazeji i N-biiky (Torres et al., 1994)
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1.3 Genetické aspekty TSC

TSC je velmi heterogennim oneménim i po genetické strance. Jeugpbeno
vznikem mutaci v genech TSC1 a TSC2. Kauzalni neutsc mohou objevit ve
kterékoliv ¢casti kodujici sekvence obou gen nelze tedy véchto genech dit tzv.
.horké misto“, coz detekci mutaci rozh@dmeuleltuje (Databaze Chromium,
2010)

TSC se miZe projevit v jakémkoliv ¥u. Toto onemoaii postihuje vSechny
lidské rasy s rovnommnym zastoupenim postizenych niu Zen. Vyjimku tvdi
pouze LAM, které j&astji detekovana u zen.

Prestoze je TSC — co secty burgéné drovie — recesivni, je &léna jako znak
autozomala dominantni. To je Zjsobeno térr 100% penetraci této choroby.
(Gomez et al., 1999),

1.3.1 Bunééna Uroven TSC

V defektnich biikach byl objeven protein o molekularni hmotnostkba, ktery je
vyznamnou slozkou intermedialnich filament. Tentot@n je post-transtae
fosforylovan, coZz poz#iuje asociace ostatnich intermedialnich filament
s burg¢nymi organelami a dalSimi b&mymi strukturami. Vysledkem tohoto jevu
je, Zze se chromosomy defektnich Bkiv metafazi nevyrovnaji do charakteristické
metafazni desiky, ale budou v biice rozmisiny chaoticky. | takto usgéadané
chromosomy se vSak nakonec - sice s velkym ofgogd - rozali do dvou nebo i
vice dcéinych burgk, které jsoucasto nestejh velké. V rekterych gipadech

k rozcEleni chromosorin dojit nemusi, pak vznikaji mnohojaderné gigantiokigky
(Ishibashi et Hori, 1990)

1.3.2 Zodpowvédné geny
Za normalnich okolnosti maji TSC1 i TSC2 funkci tursupresorovych gén

1.3.2.1 Gen TSC1 (Tuberous sclerosis 1) a jeho produkt

Tento gen o fiblizné velikosti 50 kb se potito identifikovat v roce 1997 na

9. chromozému - v oblasti 9g34. Je fmo 23 exony. Prvni 2 exony vSak nejsou
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kodujici — jsou satasti tzv. 5’"UTR (untranslated region). Zbylych Xbm# kdduje
protein o molekulové hmotnosti 130 kDahamartin, ktery je tvden 1164
aminokyselinami(van Slegtenhorst et al., 1997fvou strukturou se hamartin
nepodoba Zadnému z dosud znamych proteircitd homologie byla nalezena

pouze u organism8chizosaccharomyces pombe (Sampson, 2003)

Obrazek ¢. 2: Ideogram 9. chromosomu, oblast genu TSC1 je zvyrazterveré

( http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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1.3.2.2 Gen TSC2 (Tuberous sclerosis 2)

Gen TSC2 byl us@re klonovan jiz vroce 1993. Je lokalizovan na
16. chromoz6mu — v oblasti 16p 13.3, mezi geny PKilycystic kidney disease)

a OCTS3. Na tomto genu dlouhém 5474 pb se nachdexdni, z nichz vSak exon

25, prvni kodon exonu 26 a exon 31 jsou alternatsastinovany. Produktem genu
TSC2 je proteirtuberin (The European Chromosome 16 TSC Consorcium, 1993),
(Xu et al., 1995)

Obrazek ¢. 3: Ideogram 16. chromosomu, oblast genu TSC2 je zwyrazervers

( http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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1.3.3 Produkty geni TSC1 a TSC2

Oba zmigné proteiny jsou saasti bugcné cytoplazmy, kde se sotefuji

pievazre v oblasti centrozomu, na jehoz stavise pravdpodobré podileji.

V obzvlas¢ vysokych koncentracich lze tyto proteiny naléztskde&nich a

kosternich svalech, fibroblastech, v cerebralnieronech a glialnich hkach,

nebo také v renalnich motvornych a sérnych tubulech(van Slegtenhorst et al.,
1997),(The European Chromosome 16 TSC Consorcium, 1988finidis et al.,

2006)

Hamartin

Hamartin se v buitné cytoplazmi vyskytuje Ehem celého buftného cyklu. Jeho
koncentrace se vSak v Gfazi zvySuje, coZz negati¥novliviiuje burénou
proliferaci. Hamartin je tedy pragdodobnym #stovym inhibitorem bugk, ktery
ve své aktivni forré ovliviiuje burgénou proliferaci progednictvim deregulace .G
faze(Miloloza et al., 200Q)

Hamartin nize byt sodasti ERM (ezrin-moesin-radixin) aktinového systému
nebo se mize vazat na kinazy regulujici btémé cleni, nebo na malé proteiny ze
skupiny Rho, které reguluji b&nou soudrznost. Inhibice hamartinu tedy vede
k poruSeni bu&né soudrznosti, coz ime vyrazg® prispét ke vzniku tumoru
(Krymskaya, 2003), (Northrup et Au., 2005), (Larhalg 2000)

Tuberin

Tuberin je z evoléniho hlediska velmi konzervativni molekulou, ktgds lidském
téle dale alternativh sestihovana, ¢imz dava vznik dalSim minimainSesti
transkriptim (Northrup et Au., 2005)

V blizkosti jeho C-konce se nachazi oblast homakai GTPaze. GTPaza je
aktivatni protein, ktery je kddovan 35. — 39. exonem gé®C2. Hlavni funkci
GTPAazy je aktivace G — prot@éirRAP1 a RAB5 (Rabaptin-5). RAP1 je signalni
molekulou, kterd pozitivh ovliviiuje mitogenezi biky (The European
Chromosome 16 TSC Consorcium, 1993), (Sancak.,e2(fl5), (Wienecke et al.,
1995)

Na op&né strad tuberinu — u jeho N-konce jsou lokalizovany ¢dielikalni
coiled-coil domény, které jsou nezbytné pro spoghamartinem a vytveni tak
funkéniho komplexyvan Slegtenhorst et al., 1998)
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Tuberin dale ovliviuje i ¢innost CDK (cyklin dependentni kinazy) a to
prostednictvim regulace bé@tného cyklu, kde inhibujetpchod biiky z faze G
do faze S. Namisto toho vSak podporujechod do faze g&{Soucek et al., 1997)

Interakce tuberinu s hamartinem

Dosud je znamo 30 protéin které tvai interakce s produkty obou TSC gen
Z toho 22 proteifr jako je nap. Rapla, Rabaptin-5, VDR (vitamin D receptor),
ampk (activated protein kinase) a dalSi...reagweze s tuberinem, dalSich 5
proteini (ezrin, moesin, radixin, merlin a NF-L — neuratfilant-light chain)
interaguje jen s hamartinem. Zbylé 3 proteiny CBKdyklin dependentni kinaza 1,
cyklin B1 a mTor — mammalian target of rapamycitvéli komplexy obsahujici
hamartin i tuberifRosner et al., 2004)Takové komplexy, kterych se&astni oba
zmirkné TSC proteiny vznikaji mnohem snéaze, nez komplelxyahujici pouze
jeden z &chto TSC produkt (van Slegtenhorst et al., 1998)

Kromé toho mohou hamartin s tuberinem spolu vzajemwytvaret predominanth
cytosolicky, funkni heterodimericky komplex, ktery Ize detekovatvéech fazich
burécného cyklu. Tuberin méa zde funkci chaperonu, kterabrauje
homodimerické autoagregaci hamartinu. Vznik toHaimplexu mimo jiné chrani
tuberin ged navazanim ubiquitinu. Spojeni obou prateife umozrno
prostednictvim coiled-coil domény a je regulovano fogfaci tuberinu pomoci
GSK3 (Glycogen synthase kinase 3-alpha) zbytkynaesi tyrosinu. Nedostaiea

¢i defektni fosforylace tuberinu (nAponkogenem WNT, ktery inhibuje GSK3)
brani vzniku hamartin-tuberinového fumiho komplexu a tim i rusi jeho tumor
supresorovou funkdgvan Slegtenhorst et al., 1998), (Nellist et a899), (Aicher et
al., 2001), (Hengstschlager et Rosner, 200B)ki et al., 2006)

Funkéni komplex hamartinu a tuberinu inaktivuje vilbe G-protein Rheb (Ras
homolog enriched in brain) jeho hydrolyzou z GTErfg na formu GDP a inhibuje
cilové misto na mTOR (mammalian target of rapamypio navazani rapamycinu
(Tee et al., 2002), (Roux. et al., 2004), (Astimet Henske, 2005)

Kinaza mTOR sdruzuje signaly tykajici se mnozZzsnérgie a Zivin v hice a
signdly od idstovych fakto# (mitogeri). Vytvéari tak dva funkné odlisné
komplexy. TOR komplex 1 (TORC1) reguluje iny rist a translaci v hice a je
citlivy na rapamycin. TOR komplex 2 (TORC2) regelujist a morfologii btiky,

na rapamycin senzitivni nerf¥ang et al., 2006)
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Za normalnich okolnosti je tedy Rheb inaktivni gamycin prosednictvim
dalSich signalnich molekul inhibuje fosforylaci mR@ S6 kindzy 1 (S6K1).
Pokud je vSak poruSena tumor-supresorova funkceplkeom hamartinu a tuberinu,
dochazi ke zvySené expresi Rheb v aktivni toamasledné nadimé fosforylaci
MTOR a S6K1, coz fize vést ke ztrétkontroly nad bu&nym nistem a proliferaci
a nasledai k tvorbé tumoru(Astrinidis et Henske, 2005)

1.3.4 Problematika mutaci v genech TSC1 a TSC2
U TSC Ize rozliSit dva zékladni typy mutaci — dby jejich vzniku:

Mutace germinalni

Pivodcem mutace je gameta jednoho zd¢bdMutace se pak nachazi ve vSech
bunkach (germinalnich i somatickych) tohoto potomkan tvS8ak nemusi tép

klinickymi piiznaky choroby TSC.

Mutace somatické

K mutaci nedochazi v ilddch germinalnich, ale pogdve vyvoji jedince pouze

v urcité linii bunék somatickych.

Mozaicismus

Ve wtsirg pripadi je zpisoben mutaci pouze vdité linii somatickych bugk. Télo
takového clovéka tedy obsahuje jak bhky zdrave, takc¢ast buwk s mutaci.
Pritomnost tohoto jevu se uéwginy jedind@ Klinicky neprojevi. Pokud je vSak
mutaci zasazenoriplizné 5 — 50 % &lesnych buik, objevi se fiznaky choroby
pouze vomezené e nefastji vznikem facialnich angiofibrofn renélnich
angiofibromi atd. Misto a typ manifestacéznaku choroby je zavislé na lokalizaci
burgk nesoucich mutaci.

Vzacrgji se vyskytuje germinalni mozaicismus, kdy je ntiijaostizenaast burk
podilejicich se na tvob vajicek a spermii. Takovy jedinec je Klinicky
bezgiznakovy, vSechny jeho somatickénky jsou bez mutace, ale mutaciibe
pienést na své potomky pristnictvim mutované varianty pohlavnich Bkin
(Gomez et al., 1999)

Mozaicismus se vyskytujeiplizné u 10 % TSC pacietit(\Verhoef et al., 1999).
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Ztrata heterozygozity - LOH (loss of heterozygosity

-Knudsoniv model druhého zasahu*

V tomto pipadd mutace vznika jiz na germinalni Urovni, kde dojdposSkozeni
jedné z alel alelového péaru zodgdwého genu. Tato abnormalita bude tedy
piitomna i ve vSech somatickych itkach. | es tuto skut@nost \&tSina takto
postizenych buk proliferuje a diferencuje se zcela norn#jako zdravé biky.
Pozdji muZze dojit jed i k mutaci zdravé alely postizeného alelového péru
v n¢které ze somatickych bek (tzv. druhy zasah), cozirhe spustit tvorbu tumoru.
Dle této teorie je mutace jedné alely alelovéhoupaodpo¥dného genu
pravdpodobré vrozenou predispozici k tva¥btumoru. Tvorbu tumoru vSak
zagicini az vznik nasledné mutace i druhé alely alelov@laru v somatickych
burikach.

Castiji je vyskyt LOH detekovan ve spojeni s genem T$G@mez et al., 1999)

1.3.4.1 Mutace v genu TSC1

Spoleénym znakem vSech dosud detekovanych mutaci v tgatw je zkraceni
proteinovéhdetézce.

Nejcastji dochazi v TSC1l genu kiznym bodovym mutacim, kde je jeden
nukleotid zaminén za nukleotid jiny. Ve &Siné piipadi se jedna o mutace
nonsense, které vyt¥ioz postizeného kodonu kodon terming drobné delece,
inzerce ®kolika malo nukleotid nebo mutace seégioveé. Missence mutace, kde
vlivem zangény nukleotidi dojde i k zamin¢ aminokyseliny v postizeném kodonu a
tim padem i ke z#mé jeho smyslu, se vyskytuji jen velmiidka. Podob# i
vyskyt rozsahlejSich genomovych deleci nebestaveb v genu TSC1 je naprostou
vyjimkou (viz. tabulkac. 1) (Gomez et al., 1999), (Vokurka et al., 20Q6))eadle
et al., 2000)

Mutace niize postihnout kterykoliv z exdrgenu TSC1. NejtSi frekvence mutaci
byla zaznamenana v exonu 15, dale v exonech 17 &0 vysledek rive byt
zagicinén tim, Ze exon 15 je oproti ostatnim TSC1 exonrelativre rozsahly.
Naopak v exonech 3, 22 a 23 nebyla dosud nalezah#aZz mutadiGoémez et al.,
1999), (Sancak et al., 2005)
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1.3.4.2 Mutace v genu TSC2

Narozdil od genu TSCL1 jsou pro gen TSC2 charakiekés rozsahlé delece a

genomové festavby. Krom toho se v tomto genuwhbreé vyskytuji i mensi delece

nebo inzerce, mutace sisbvé,¢i mutace bodové —pdevsim typu missensgiz.

tabulka ¢. 1). Pfi mutacich v tomto genu dochazi také spiSe ke nkéad

proteinovych moleku{Gomez et al., 1999)

Dosud nebylo potvrzeno Zadné ,horké misto“ tohoemuy kde by byla &Si

pravdpodobnost vzniku mutaci.

V genu TSC2 jsou opgatnu TSC1 mutace

detekovany dalekodastji — a to giblizné v poméru 3,4 : 1 (Sancak et al., 2005)

Moznou gFicinou miZze byt skuténost, Ze gen TSC2 je oproti genu TSC1

rozsahlejs{The European Chromosome 16 TSC Consorcium, 1993)

Tabulka €. 1: Zastoupeni jednotlivych typpmutaci v genech TSC1 a TSC2

Typ mutace Gen TSC1 Gen TSC2
Rozsahlé delece a prestavby 1-2% 1-18%
Drobné delece a inzerce 45 - 59 % 20-34 %
Missence mutace 0-1% 19-27%
Nonsense mutace 33-45% 15-24%
Sestfihové mutace 7-9% 12-15%

Celkovy po¢et mutaci

328 (100 %)

1509 (100 %)

(Jones et al., 1997), (Mayer et al. 1999), (Cheastlal., 2000), (Dabora et al.
2001), (Au et al., 2004), (Sancak et al., 200Rendtorff et al., 2005), (Hung et al.,
2006), (Choi et al., 2006), (Au et al., 2007), £kovski et al., 2007) a (Sasongko et
al., 2008)
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2 Moznosti detekce mutaci v zodpotdnych genech

Mutace vznikajici v genech TSC1 a TSC2 jsou natedikiabilni, Ze neni mozné
vybrat jen jednu metodu, ktera by byla schopna y#tciSe. Proto je pro analyzu
mutaci v &chto genech nutné pouzivat detelch metod vice, protoze kazda z nich
dokaze spolehlivzachytit jiny typ vzniklé abnormality.

otekdvané abnormality. Podle tohoto hlediska lze st deteéni metody

rozcklit do dvou skupin:

1. Metody vhodné pro detekci rozsahlych deleatmognovych pestaveb
* Southernova hybridizace
e FISH
* MLPA

2. Metody vhodné pro odhalovani bodovych mutaaiych drobnych zrén
» SSCP
e PTT

» Heteroduplexova analyza

* DHPLC
« DGGE
« TGGE
* HRM

* Pfimé sekvencovani

Deteknich metod, kterymi Ize analyzovat vzniklé & ve struktie DNA
v nejiaizngjSich genech je samigme¢ daleko vice. V tomto fehledu jsou v3ak
uvedeny pouze metody &aptji uzivané k vysébvani geit TSC1 a TSC2.

(Vrtel R., 2010, pers. comm.)
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2.1 Metody vhodné pro detekci rozsahlych deleci a genamych

pirestaveb

2.1.1 Southernova hybridizace

(Southern blotting)
Vzorky DNA jsou nejprve roz8peny vhodnou endonukledazou a vzniklé DNA
fragmenty jsou pak pomoci elektroforézy na agarémogelu rozéleny dle jejich
velikosti. Na svrchnicdst gelu je filozena membrana z nitrocelul6zového nebo
nylonového materialu, ktera obsahuje fluorego&nnebo radioaktivéh znaené
sondy s komplementarni sekvenci k videanému useku DNA. Na zakkad
vzlinani jsou fragmenty DNA ipneseny na membranu, kde hybridizuji
s komplementarnimi  sondami. K detekci vyskedkse \tSinou pouziva
autoradiografi€Smarda et al., 2005)
Southernova hybridizace je vhodna k odhalovaniaiolegSich pestavelsi deleci
(jako je nap. TSC2-PKD1 syndrom), které vSak tvqiiblizné jen 6 % ze vSech
detekovatelnych abnormalit chto genech. Rozsahlé delecefaspavby se sice
nachazeji fevazié v genu TSC2, ale vyjindeé je Ize detekovat i v genu TSC1.
S pomoci podrobné mapy restiiich mist analyzovanych giene mozné touto
metodou i velmi detaikpopsat nalezenougstavbuSampson et al., 1997), (Jones
et al., 1999), ( Kozlowski et al, 2007), (WangletE998),
Kromé toho je tato metoda schopna detekovat i vyskytaiwizmu u relativé
bezgiznakovych paciefit (Verhoef et al., 1999).
Nevyhodou této metody je jejasova narénost(Vrtel et al., 2008)

2.1.2 FISH - fluorescertni in situ hybridizace

(Fluorescent in situ hybridization)
FISH je cytogeneticka metoda, kterou je mozné atinalazrejSi zmeny ve stavh
jednotlivych chromozoriy ¢i zmény v celkovém p&u chromosom v jednom
genomu.
Bunky obsahujici analyzovanou DNA jsou fixovany na rogkopickém skle, kde
probihd hybridizace vybranych UsekDNA s komplementarnimi sekvencemi
fluorochromy zn&enych sond. Lze takto barvit #iucelé chromozémy nebo jen
jejich ¢asti. Vyhodnoceni vzotkprobiha pod fluorescénim mikroskopem.
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Vyhodou metody je, Ze je mozné v jednom vzorku povat najednou azékolik
desitek izrn¢ barevié oznaenych sekvendiRédei, 2008)

Vzhledem ktomu, Ze tato metoda je schopna roziSalseky DNA o délce
priblizné 500 000 — 10 000 000 nukleaiidje vhodna (stefh jako Southernova
hybridizace) k detekci TSC2-PKD1 syndrom{&ampson et al., 1997),(Rédei,
2008) Tato metoda byla déle pouzita k analyze neoplagtit burtk u LAM
pacientek, nebo také kaeni pongru burek zdravych a bu¥k obsahujicich mutaci
v pripadt vyskytu mozaikyCrooks et al., 2004), (\at, 2007)

2.1.3 MLPA - Multiplexova liga ¢né-dependentni amplifikace prob

(Multiplex Ligation-dependent Probe Anplification)
Tato metoda bylatgvodre vyvinuta pro odhalovani bodovych mutaci. DnesJakv
hojné pouZzivana fedevsim k detekci&Sich genomovych deleci nebo duplikaci.
V jednom vzorku lze vySsivat az 50 tiznych lokus. Kazda cilova sekvence
hybridizuje s dvojici komplementarnich prob, ktgséu dale spojeny ligai
reakci. Nasleduje amplifikace vSech cilovych sekvgdinym univerzalnim parem
primer, pri které vznikaji izné dlouhé amplikony. Ty jsou separovany pomoci
kapilarni elektroforézy. Rozdil ve vySce piku amalyaného vzorku a negativni
kontroly znamena rozdilny pet kopii analyzované sekvence v obou vzorcich. To
je zpisobeno ftomnosti delecesi duplikace cilové sekvence v analyzovaném
vzorku(Schouten et al., 2002), (www.mrc-holland.com)
MLPA je relativre jednoduchou a na vybaveni laboiatmenarénou metodou,
jejiz vysledky jsou znamy jiz po 24 hodinach. Vewrani se Southernovou
hybridizaci je MLPA rychlejSi a citl&jSi metodou, protoZe je schopna zachytit i
drobrgjSi delece. Diky této citlivosti byly pomoci MLPAazhyceny i mozaiky genu
TSC2, které obsahovaly 34 — 62 % mutovanychébhumww.mrc-holland.com),
( Kozlowski et al, 2007), (\it et al., 2008) V kombinaci s metodou DGGE lze
odhalit kauzalni mutace az u 78 % vy8eanych TSC pacieat(Rendtorff et al.,
2005)
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2.2 Metody vhodné pro odhalovani bodovych mutaci a jingh

drobnych zmén

Bodové mutace a jiné drobné amy vznikaji v genech TSC1 a TSC2 dalelastji
nez rozsahlé delece a&egtavby. Jejich analyza jeildzitd nejen proto, Ze tv
vétSinu detekovatelnych zim, ale pedevSim proto, Ze i drobna zé&ma dvou

nukleotidh miZe zpisobit kauzalni mutagvrtel R., 2010, pers. comm.)

2.2.1 SSCP - Polymorfismus konformace jednietézci

(Single Strand Conformational Polymgshism)
Tato metoda je schopna odhalovat drobnémnv kratkych tsecich DNA, proto je
vhodna hlava k vyhledavani polymorfisfn - sekveginich rozdii mezi iznymi
alelami TSC gein jez. se mezi sebou liSi nagen jedinou bazi. Analyzované
fragmenty DNA by nily byt dlouhé maximalka 300 — 400 bp. Pokud jsou delsi, je
nutné je nagpit vhodnymi restriknimi endonukleadzami.
Fragmenty analyzované DNA, jez bylyigraveny pomoci PCR (polymerazoveé
fettzové reakce), jsou dale podrobeny denaturaci za&ipoformamidu nebo
vysoké teploty. Vzniklé jedrrettzcové molekuly DNA jsou separovany
elektroforézou v nedenat@ram polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktery sgeg
vizualizaci obarvi gtbrem.
Zakladem této metody je, Ze jedattzcova DNA zaujima v zavislosti na své
primarni struktiée ugitou prostorovou konformaci. Pokud dojde ke¢mnv retézci
DNA nap. i v jen jediné béazi, vede to i ke Zn¢ prostorové konformace této
molekuly, coz znén¢ ovlivni rychlost jejiho pohybu v nedenatémém
polyakrylamidovém gelu a Ize ji tak snadno rozeziatodliSné polohy v gelu.
Aby byla citlivost metody dostated, je vhodné provétielektroforetickou separaci
ve dvou odlisnych teplotach (nap°C a 20C) (Vrtel, 2007), (Smarda et al., 2005)
| kdyz je SSCP schopna odhalit kauzalni muta&dligné u 61 % vySdbvanych
pacienti, je dnes spiSe nahrazovana metodou DGIdEes et al., 2000), (Feng et
al., 2003),( Vrél et al., 2008)
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2.2.2 PTT - Test zkraceni proteinu

(Protein Truncation Test)
Tato metoda byla vyvinuta v roce 1993 pro odhaldovdrdovych mutaci, které
vedou k pedtasnému ukoteni translace a tim padem i ke zkraceni proteimovée
ietzce. Na rozdil od ostatnich zde z#mych metod neprobiha detekce mutaci na
arovni DNA, ale aZ na arovni protdirfPriSa et al., 1998),(Roest et al., 1993)
Vybrany usek DNA je nejprve amplifikovan pomoci RCR (real — time PCR),
nasleduje jeho transkripce do RNA a translace dekaty proteinu. Takto ziskané
proteiny jsou podrobeny separaci ha SDS polyakrgamem gelu dle jejich
molekulové hmotnosti. Detekce jednotlivych band mozna az po obarveni gelu
sttibrem. Cela tato metoda (betigravy PCR produki) trva giblizné 6 hodin — je
tedy relativié rychla a krond toho i pongrné levna. DalSi nespornou vyhodou je, Ze
touto metodou Ize analyzovat i pom¢ dlouhé fragmenty DNA o délce 2 — 3 kb
(PruSa et al., 1998), (Roest et al., 1993), (Lim et2010)
V ramci vySetovani TSC gei je vhodna pfedevSim pro screening genu TSC1,
protoze ¥tSina zde vzniklych mutaci vede ke zkraceni molgkalmartinu.
Omezenim metody je, Ze nedokaze zachytit polymusfiszanénové mutace,
mutace, které ovlsuji mnozstvi¢i stabilitu mutované mRNA neban frame
mutace, jez ne#mi ¢teci ramec. PTT dZe naprosto selhat wipad, dojde-li
k rozsahlejSi inzerci nebo translokaci Useku DNAle kby se za normélnich
okolnosti navazal primgHogervorst et al., 1997), (Ozcelik et al., 199@énit et
al.,, 1999) | pres tato omezeni Ize touto metodou nalézt mutace2 u%b

vySetovanych pacietit(Mayer et al., 1999)

2.2.3 HA (HDA) — heteroduplexova analyza

(Heteroduplex analysis)
Jedna se o velmi jednoduchou, fita#h nenarénou a zarové citlivou metodu,
ktera je schopna zachytit i sekéaih zmenu tykajici se pouze jednoho nukleotidu.
Vzorky analyzované DNA jsou nejprve podrobeny dersati (zpravidla fi 95°C).
Pti nasledném pozvolném snizovani teploty dochazpékowné renaturaci viaken
DNA. Toto pozvolné snizovani teploty igobi, Ze spolu hybridizuji nejen vidkna
zcela komplementarni (vzn. homoduplex), ale i viakzdjems komplementarni

jen zasti - jedno znich tedy obsahuje hledanouémm v sekvenci (vzn.
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heteroduplex). V migtnekomplementarity, se tedy &wazba mezi chma bazemi
nevytvdi, nebo vznikne smika. Diky této chybjici vazl# maji heteroduplexy
narozdil od homodupléxodliSnou teplotu tani, coZ vede i k rozdilné pdiwgsti
obou molekul v agar6zovém nebo polyakrylamidovéin.geetekce separovanych
fragmentt analyzované DNA je mozZzna po obarveni geldibstm nebo
ethidiumbromiden{Pr:3a et al., 1998), (Vokurka et al., 2006), (Hasalgt2000)
Hass (2000) ve své praci uvadi, Zze v porovnanitedne TGGE (Temperature
Gradient Gel Electrophoresis) je HA mnohem ci{¥ metodou pro odhalovani
posunovych deleci a inzercigidnost této metody se pohybuje okolo 5836nes
et al., 2000)

2.2.4 DHPLC - Denaturaé¢ni vysoce @inna kapalinova chromatografie

(Denaturing High Performance Liquid Gromatography)
DHPLC je velmi citlivou metodou, ktera je schoprdhalit i jednonukleotidovou
drobnych deleci a inzerci v obou TSC gen@dmes et al., 2000)
PoZadovany usek DNA je nejprve amplifikovan pom@CR. Takto ziskané PCR
produkty jsou nejprve podrobeny denaturaci a naslgabzvolné renaturaci, kdy
krom¢ pavodnich homoduplaex vznikaji i heteroduplexy. K separaci jednotlivych
vzorkl se pouziva kapalinova chromatografie, jez je mlazna skutmosti, ze
vzniklé heteroduplexy maji niZSi teplotu tani aujgedy z kolonky eluovanyity
nez mvodni homoduplexyJones et al., 2000)
Zachytnost mutaci v obou TSC genech touto metodawadna tiznymi autory
v rozsahu 68 — 83 Ydones et al., 2000), (Hung et al., 2006), (Dabetal., 2001)
Diky pomerné velké citlivosti je DHPLC schopna odhalit i mozamus, ktery
obsahuje ménnez 10 % mutovanych bék ve tkani. Jedinou nevyhodou této

metody je jeji vySSi gzovaci cendJones et al., 2000§Jones et al., 2001)
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2.2.5 DGGE - Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

(Denaturant Gradient Gel Electrophorsis)
DGGE ma stejts jako DHPLC velmi vysokou citlivost, proto je vhaanpro
odhalovani drobnych deleci nebo inzerci tanych bodovych mutaci, kde je
schopna rozliSit i zénu pouze v jednom z nukleotid
VySetované useky DNA je nejprve nutné amplifikovat. Taktiskané PCR
produkty jsou separovany v polyakrylamidovém geldesaturanim gradientem,
vytvorenym zvySujici se koncentraci sewiny nebo formamidu, na zaklagejich
rozdilné teploty tani, jez jefimo zavisla na ptiu vodikovych nistki mezi okma
DNA vlakny. Analyzované dvaetzcové molekuly DNA  migruji
polyakrylamidovym gelem s&nem ke konci se zvySujici se koncentraci
denaturanich latek. V mist, kde dojde k denaturaci takového dvojvldkna seypoh
DNA molekuly zastavi. K Gplnému ro&éni obouretézci vSak nikdy nedojde diky
piitomnosti tzv. GC — svorky (GC - clampu), coz jékvilo DNA obsahujici
zpravidla 40 — 60 guanina cytosii na jednom z koricanalyzované molekuly
DNA. Vizualizace vysledk se provadi (po obarveni geluribtem nebocastji
ethidiumbromidem) pod UV - lampou, kde se kazdaoabalita v sekvenci
analyzovaného Gseku DNA projevi vyteaim vice neZ jednoho band$marda et
al., 2005), (PiSa et al., 1998)
Citlivost metody je mozné jeStzvySit, zd#azenim tvorby heteroduplexu, jez
sestava z denaturace a pozvélné renaturace viakalyzavané DNA v zairu
PCR, kterd samotné DGGEeplchazi. Diky této Uprévize detekovat i zasmy
nukleotidi se stejnym p&iem vodikovych vazeb, které by byly za@vpdnich
podminek DGGE neodhalitelrf@rtel, 2007)
| bez této Upravy by tato metod# pptimalré stanovenych podminkach mohla byt
schopna zachytit 95 - 96 % vSech abnormalit v aualgné DNA, cozZ je
srovnatelné s metodou DHPLC. Oproti DHPLC je vakpaizovaci cena daleko
nizSi. Déle je metoda DGGE schopna zachytit i margi vyskyt mutaci. Dle
vyzkumu provedeného ve FN v Olomouci pro detekckov@ho vzorku
pravdEpodobré post&uje giblizné 15 - 30% mutovanych bgk ve tkani oproti
metod pifimého sekvencovani, kde byla mozaika odhalendi &b @6 mutovanych
burgk ve tkani(Dabora et al., 1998)(Vrtel, 2007), (Smutnd, 2009),(\Vttet al,
2008)
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2.2.6 TGGE - Teplotni gradientova gelova elektroforéza

(Temperature Gradient Gel Electrophoesis)
TGGE je v podstatobdobou DGGE s tim rozdilem, Ze pozadovany gradigary
zde ovliviuje hybnost analyzovanych fragménDNA, namisto denatuaiho
¢inidla tvai teplota, jez se sérem ke konci polyakrylamidového gelu pozvolna
zvysuje. KratSi vlidkna analyzované DNA (zpravidimenSim p&tem vodikovych
vazeb) tedy denaturuji mnohemiive, nez vlakna delSi (s é&im pdtem
vodikovych niistki) (Hass et al., 2000)
Hass (2000) ve své praci uvadi, Ze kombinace HSG&H je rychlou a stefnjako
DHPLC a DGGE i citlivou metodou, kterou Ize deteabvSechny typy drobnych
zmeén v TSC genech. Ve srovnani s DGGE a DHPLC je v&ak metoda schopna
analyzovat i fragmenty DNA delSi neZz 300bp. Jednoeposlednich vyhod oproti
DGGE a DHPLC je i jeji niZ8i gzovaci cengHass et al., 2000)

2.2.7 HRM(HRMA) — Detekce mutaci pomoci analyzy kivek tani

ve vysokém rozliseni

(High-resolution DNA melting analys)
HRM je o reco mladsi alternativni metodou k DGGE, kterou dnasrtkterych
pracovistich nahrazuje. Podahjako u DGGE je i u HRM schopnost detekcesam
ve struktite DNA zaloZena na rozdilnych teplotach tani analgmgch fragmeri
DNA. HRM je vSak schopna oproti DGGE podat oulghu denaturace
analyzovanych molekul mnohem podrepn informace (Tindall et al., 2009),
(http://hrm.gene-quantification.info)
Vzorky DNA je nejprve nutné amplifikovat dupomoci RT-PCR (real — time PCR)
nebo pomoci Rapid-Cycle PCR, ktera ve srovnani ¥°BR neni tak natma na
vybaveni a mize trvat méanez 15 minu{Wittwer et al., 1997)
Takto pgipravené PCR produkty jsou vifhu HRM podrobeny denaturaci
s naslednou renaturaci a posléze¢jé®ingné denaturaci. Ziskana data jsou pak
hodnocena vifisluSném softwar(rindall et al., 2009)
HRM je tedy velmi citlivou metodou, ktera je vhodpéo odhalovani vSech typ
bodovych mutaci, vdkterych gipadech je schopna rozliSit i Zmu v cis/trans
konformaci analyzované molekuly DNA. PodebvSak jako DGGE, neni HRM

zcela spolehliva v detekci tzv. ,neutralnich zénbazi jako nap A>T, C>G atd. .
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Presto by HRM mnila byt schopna odhalit 95,6 — 96,1 % abnormalit ve
vySefovanych fragmentech DNA, jez mohou byt i delSi B8Pbp. Specifita této
metody se odhaduje na 99,4 (Reed et Wittwer, 2004jyon Ahsen et al., 2001),
(Tindall et al., 2009) Pro analyzu mutaci v genech TSC1 a TSC2 sice 2Riiin
pouzita nebyla, zda se vSak byt jednou z nejvB@ith deteknich technik

souwasné doby.

VSechny zde vySe zminé metody slouzici k detekci mutaci jsou vSak soiiop
pouze viceti méne presré lokalizovat postizené misto ietzci DNA. Neni jimi
mozné zjistit konkrétni zému vzniklou v sekvenci analyzované DNA — k tomuto

Gcelu slouzi metodaipmého sekvenovani.

2.2.8 Primé sekvenovani

Tato metoda se tedy raptji pouziva az ke zjivani konkrétni zeny v sekvenci
analyzovaného useku DNA, ve kterém byla tato ababtanlokalizovana jiz tive
jinou z vySe uvedenych metod.

V sowasné dob se ve ¥tSine pripadi k sekvenovani pouzivaji p@in
automatizované fjstroje, které jsowtaso¥ mnohem UspokjSi nez standartni
postupy (Smarda et al., 2005)

K amplifikaci vybranych vzork se pouziva asymetrickh PCR, za pouZiti
fluorescekin¢ ctyibarevig znaenych dideoxynukleotidovych terminatoiktere i
zabudovani do struktury DNA ukdinsyntézu prodluzujiciho sgettzce. Takto
vznikaji mzré dlouhé fragmenty DNA, jeZ jsou v kapilarni elektn@ze na zaklad
raizné délky separovany pomoci laserového detektopojeaého k péitci. Ten

z paadi signal v prislusnych drahach o vyhodnocuje sekvenci celého
analyzovaneho vldkna DNA - vznika tzv. chromatogrémektroforetogram)
(Smarda et al., 2005)

Nekterd zahrarini pracovi& pouZivaji sekvenovani i k vyhledavani vzniklé
abnormality ve vSech kodujicich oblastech zoddaych geid. Tento postup je
vSak o0 rco nakladejSi nez kombinace dkteré z vySe uvedenych metod a
nasledného sekvenovani pouze vaooksahujicich pozitivni nalg¥/rtel R., 2010,

pers. comm.)
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| pfes nizSi senzitivitu meého sekvenovani (ve srovnani ¢kterymi vyse
uvedenymi technikami) je prawplodobr touto metodou mozné odhalit 74 - 80 %
v8ech mutaci v souborBancak et al., 2005), (Jones et al., 20@lg vyzkumu
provedeného ve FN v Olomouci jerfipym sekvenovanim mozné zachytit i
mozaikovy vyskyt mutaci, ovSem vipadt, Ze zastoupeni mutovanych Bknve

tk&ni se pohybuje okolo 75 §@mutna, 2009)
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3 UVOD K VLASTNIMU RESENi PRACE

Laboraté DNA analyzy Fakultni nemocnice v Olomouci je jedniz mala
pracovi§ v Evropg, které se zabyva diagnostikou a vyzkumem komptakerdzni
skler6zy. K odhalovani mutaci v zodgawnych genech TSC1l a TSC2 se zde
pouzivaji metody MLPA (pro detekci rozsahlych &mv genech) v kombinaci s
DGGE (pro vyhledavani drobnych abnormalit v gengktgra byla v podminkach
tohoto pracovi&t shledana jako ekonomicky nejvyhagBi, dostatené efektivni a
piiméieng spolehlivou vySebvaci metodolfVrtel et al., 2008)
| pfes nesporné vyhody DGGE, zrémeé jiz vySe, se udkterych vySeiovanych
pacienti nepod& vzniklou mutaci ani v jednom z obou zodpdrych gei nalézt.
K takové situaci mize dojit hned z #kolika divodi:

» VySeftovany pacient netrpi TSC, ma pouzekteré charakteristické

manifestace.

* Moznost, Ze tuto chorobu &pobuji zngny jest i v jiném genu.

» Vliv lidského faktoru, ve kterém hraje velkou relibjektivita.

* A vneposlednitac® i skute&nost, Ze zadna detak metoda neni 100%

spolehliva.

Z divodu zvySeni efektivity vySggni TSC gef, byla na zdejSim pracovisti
vyvinuta snaha o zvySenéinosti DGGE v zachytu mutaci a to tim, Ze&aRCR
reakce, jez fedchazi samotné DGGE, byl razsi jeS¢ o jednu za¥recnou
denaturaci, kdy dochéazi k vytkeni heteroduplexovych molekul DNA.
Prosta DGGE je sice schopna odhalit Eaontykajici se pouze jednoho nukleotidu,
ale pouze vfipadt, Ze vtomto postizeném paru nukledtidojde i ke zming
v pactu vodikovych vazeb mezi ¢ima bazemi.
Zarazeni tvorby heteroduplexu do PCRgchézejici DGGE by tedydho umoznit
i odhaleni zargny dvou bazi se stejnym §gem vodikovych vazeb, jeZiste mohly
Tato hypotéza byla posléze testovana v ramci tédoepna fidéleném souboru

pacient.
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4 CILE PRACE

1. Srovnat @innost metody DGGE po klasické PCR a DGGE po PCR

s tvorbou heteroduplexu

Hypotéza: DGGE s tvorbou heteroduplexu §entejSi nez prosta DGGE, protoze
je navic schopna odhalit i mutace, kdy dochazinkmd dvou bazi se stejnym
poctem vodikovych vazeb.

2. Stanovit procentualni zastoupeni jednotlivychityputaci

3. Zjistit, jakad cast zcelkového m@tu mutaci byla odhalena
jednotlivymi technikami
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5 POUZITY MATERIAL

5.1 P¥istroje a ostatni vybaveni laboratée

* Analytické vahy: BBC 32, BOECO Germany
* Centrifugy: MPW-310 (Mechanika Precyzyjna Warszava)
Spectrafuge 7M, Labfmax. 10 000 rpm)
* Digitalni fotoaparat: LUMIX DMC-LX1, Panasonic
» Elektroforetické kebeny: na 8, 13 a 20 jamek, BIO-RAD
» Elektroforetické vany: BIO-RAD
B}S0, Shelton Scientific
BCELL® GT
» Horkovzdusny sterilizator: HS 122A
« Kapilarni elektroforéza: ABI PRISW' 310 Genetic Analyser, Applied
Biosystem
* Lednice: Zanussi
» Mikrovinna trouba: Elektrolux
« Mrazéaky: Elektrolux (-26°C)
PMA 315 BL (-§)
Zanussi (-18)
Liebher Comfort (-1@)
e Pipety: Eppendorf Research (2,5 pl)
Labmate (2 pl, 20 ul a 200
Pipetman Gilson (2 ul, 20200 ul a 10 ml)
» Sada elektroforetickych skel pro DGGE
» ,Spacery* mezi elektroforetick& skla pro DGGE: (injn
» Stojan pro upewni elektroforetickych skel pro DGGE: BIO-RAD
» Svorky pro elektroforeticka skla pro DGGE: BIO-RAD
» Soustava pro nalévani ged tvorbu denatutaiho gradientu: FN Olomouc
» Termocyklery: Gradient Cycler, DNA Engine
Life Expred(HER
PTC-200, MJsRarch
* Termostat: TV51 Laboratorniistroje Praha
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Transluminator: TRANSILLUMINATOR UVP
Trepaka + centrifuga : Combi-Spin, BIOSAN EAST PORT (24pm)
Univerzalni systém pro detekci mutaci: DCB8ystém, BIO-RAD
Zdroje nagti: LKB.GPS 200/400, Pharmacia

Power Pac BaSiBIO-RAD

Power Pac 30BW-RAD

Reagencie a chemikalie

ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 3.1 (kit)
ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 1.1, v 3.1, 5x sekvema pufr
Agarédza: Serva
Akrylamid: Serva
APS (persulfat amonny): Serva
Bisakrylamid (N,N"-methylenbisakrylamid): Serva
Combi PPP Master Mix: Top Big;R
- 200 pmol/l dATé&eoxyadenosintrifosfat)
- 200 pmol/l dT{dReoxythymintrifosfat)
- 200 pmol/l dCTdeoxycytosintrifosfat)
- 200 pmol/l dGldeoxyguanosintrifosfat)
- 0,01 % Tween 20
- 2,5 mmol/l MgCl
- 70 mmol/l T, pH 8,8
- 20 mmol/l (NH8,
- 50 U/ml Taq pBler DNA polymerazy
- 19 nmol/l monakalni protilatky anti-Taq
- stabilizatongditiva
EDTA (ethylen diamin tetraoctova kyselina): Amresco
96% Ethanol: Lékarna FN Olomouc
Ethidium bromid (EtBr): Sigma
Formamid: Applied Biosystems
Kyselina boritd: Tamda
NaCl : Penta
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* NaOAc: Lachema

* Mocovina: Lach:ner

e QIAguick PCR Purification Kit : Qiagene
- PB pufr (bindir pro navazani DNA)
- PE pufr (waspre promyvani DNA)
- EB pufr (prauel DNA)

* SDS (sodium dodecylsulphate): Sigma

« TEMED (N,N,N",N’- tetramethylendiamin): Serva

e Tris: Lach:ner

5.3 Slozeni roztoki

40% akrylamid/bisakrylamid (37,5 : 1)
akrylamid..........ccoooeiiiiiiiiiiiiiin, 38,83
bisakrylamid..........cccooeviviininiinnnn. 1,07

Doplnéno destilovanou vodou do 60 ml

0% denaturéni roztok
40% akrylamid/bisakrylamid (37,5 : 1)...................180 ml
5O X TAE. .. ettt 8 ml

Doplrnéno destilovanou vodou do 800 ml

80% denaturni roztok

40% akrylamid/bisakrylamid (37,5 : 1).........c........180 ml
50 X TAE ...ttt 8 ml
1970 10 )Y/ o - T PUTUPPRPRTR 268,89
formamid...........ooooi 256 ml

Doplrneéno destilovanou vodou do 800 ml

TBE pufr

EDTA (0,5 mol/l)....ccovvveiiiiiiinn . 2m
THIS e 549
kyselina borita..........ccccceeveieeeennnnn. 379

Doplrnéno destilovanou vodou do 5 fitr
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EDTA oo 18,7 g
TS e 24
kyselina octova.............cccceeenn... 57,11

Uprava pH na pH = 8 koncentrovanou HCI

Doplréno destilovanou vodou do 1 litru

TE pufr
EDTA (0,5 Mmol/l)....cuuuveeiiiiiiiiiiinnnnn. 0,5 ml
Tris (7,5 mol/l)..........oooviiiiiiiiinins 52l

Uprava pH napH =8

Doplrnéno destilovanou vodou do 250 ml

NaOAC/EDTA
NaOAc (1,5 mol/l, pH > 8)......ccccvvvvrreiiieeennnn, 1ml
EDTA (250 MOI/)....ccvveieeeeeiiiiieee e 1,3 ml

5.4 Slozeni elektroforetickych geal

Maly“ agarézovy gel

AgarGza........ccccccuveeeevriiiiiiieneennn 0,9¢g
TBE — PUfTecceeeeeceee e 60 ml
Ethidium bromid.............cc.......... 3 ul

AQarGza........cccceveevvviiiiiieeeeeeeeee #,5
TBE — pUffecceeeecceee e 100 ml
Ethidium bromid..........cccccceeeeeennn. 5 ul

30% denaturani roztok........ 10,3 ml (0% d. roztoku) + 6,2 180%o d. roztoku)
70% denaturai roztok............. 2 ml (0% d. roztoku) + 14,5(80% d. roztoku)
TEMED.....oiieeeeeeee e, Lt

10% APS...ooiiieiiee e 300



Polyakrylamidovy gel s denatwrsim gradientem 40 — 80 %
40% denaturani roztok........ 8,25 ml (0% d. roztoku) + 8,25 ({@0% d. roztoku)

80% denaturai roztok............. 0 ml (0% d. roztoku) + 16,5(80% d. roztoku)
TEMED.....coiiiiiiiiiiiii, gt
10% APS....ooiiiiiiies 300

Polyakrylamidovy gel s denatursim gradientem 45 — 75 %

45% denatureni roztok.......... 7,2 ml (0% d. roztoku) + 9,3 ({@0% d. roztoku)
75% denaturani roztok............. 1 ml (0% d. roztoku) + 15,5@®@0% d. roztoku)
TEMED.....oiieeeeeeee oo, Lt
10% APS...ooeiiieeeeeeeeeeeeeeee s 300

Polyakrylamidovy gel s denatwsim gradientem 20 — 65 %

20% denaturai roztok.......... 12,4 ml (0% d. roztoku) + 4,1 {®0% d. roztoku)
65% denaturai roztok............ 3,1 ml (0% d. roztoku) + 18M(80% d. roztoku)
TEMED......oooiiiiiiiiiieee e L4

10% APS..oooiiiiiieee e 300
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6 METODY POUZITE K VYPRACOVANI DIL CiCH UKOL U

Hlavni Ukolem této prace bylo potvrditvyvratit nasledujici hypotézu:
DGGE s tvorbou heteroduplexu jeininégsi nez prosta DGGE, protoze je navic
schopna odhalit i mutace, kdy dochazi ka&mdvou bazi se stejnym dtem

vodikovych vazeb.

Ok¢ zmirené metody byly testovany formou vy&stani gidéleného souboru
44 pacieni pochéazejicich ievazr z Ceské republiky a Slovenska, u kterych bylo
podezeni na pitomnost tuberdzni sklerézy. K tomuto testovani hbybran
rozsahlejSi z obou zodp&inych gei - gen TSC2, protoZze dle Rendtorffa (2005)
v niém maze byt lokalizovano 80 — 90 % vSech mutaci spojersychorobou TSC.
Navic ve srovnani s genem TSC1 je zdé&sivzastoupeni missence mutaci.

Kazdy ze 44 paciefit byl vySeten nejprve metodou DGGE s tvorbou
heteroduplexu v 35 exonech TSC2 genu. Pozitivnéayabyly dale vysSébvany i
pomoci prosté DGGE, kterd tuto pozitivitu dpotvrdila nebo danou zmu
neodhalila.

6.1 PCR aPCR s tvorbou heteroduplexu - rozdily v jejib prabéhu

DNA temlaty jednotlivych pacient byly ziskany vysolovaci metodou z 10ml
odebrané krve v EDTAMiller et al., 1988)

Z kazdého takto ziskaného zasobniho roztoku DNAo bybdedno 100 pl
pracovniho roztoku DNA o koncentraci 50 ng DNA MIATE-pufru.

Pracove naredtna DNA kazdého vyS&dvaného pacienta byla déle amplifikovana
vzdy v fislusnych exonech TSC2 genu:

1. pomoci prosté PCR (bez vytemi heteroduplexu v zénu reakce)
2. pomoci PCR, v zavu obohacené o vytveni heteroduplexu

" EDTA - (ethylene diamine tetraacetic acid) — chelatsieétenina uzivana k vyvazovangkierych
dvojmocnych kationit. (i odbéru krve se tak krev vyvdzanim vapniku stiva neis@zl (podobgs
pasobi i citrat)(Vokurka et al., 2006)
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Reakni smés pro amplifikaci kazdého vySevaného useku DNA bylatipravena

v 0,2ml mikrozkumavce. SlozZeni regk simesi je uvedeno v tabulae 2.

Tabulka €. 2: SlozZeni reaéni smeési - mnozstvi pro 1 mikrozkumavku (0,2 ml)

SloZeni MnoZstvi (pl)
PCR-H,0 4,6
Master Mix 7,5
Primer F 0,2
Primer R 0,2
PCR-H,O/DMSO 15
DNA 1

Celkovy objem reatni sntsi v 1 mikrozkumavce byl 15 pl.

DNA kazdého ze 44 vySewvanych pacierfit byla postup& amplifikovana v 35 ze
41 exori TSC2 genu - nejprve pomoci PCR s tvorbou hetededup v gipad
potteby pozdiji i prostou PCR. Pro amplifikaci wislusnych exonech byly pouzity
piedem optimalizované dvojice DGGE - primignavrzené DNA laboraido EUR
v Rotterdamu, z nichz vzdy jeden obsahoval tzv.-G@orku.

(Prehled DGGE - primer pouZzitych k amplifikaci — viz7ppoha ¢. 1, pehled
sekvenci jednotlivych DGGE - prinder viz. giloha¢.2)

Stejnym zfisobem byly pro kazdy exorfipraveny negativni a pozitivni kontroly.
Negativni kontroly obsahovaly DNA zdravéhdoveéka. Kontroly pozitivni
obsahovaly DNA s mutaci WigluSném exonu, ktera byla vytema undle DNA
laboratdi EUR v Rotterdamu.

Samotna amplifikace taktotipravenych vzork probihala vzdy v termocykleru

s vyhiivanym vikem za pouziti progrdamTSC_63A nebo PETRA_63Aviz.
tabulky ¢. 3 a4)
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Tabulky €. 3 a 4:Srovnani pibéhu prosté PCR a PCR s tvorbou heteroduplexu

PCR bez tvorby heteroduplexu PQ@®eou heteroduplexu
Cislo faze | Teplota °C |Dobatrvani  Cislo faze | Teplota °C | Doba trvani
1. 96 5 min 1. 96 5 min
2. 94 30s 2. 94 30s
3. 63 30s 3. 63 30s
4 72 45s 4 72 45s
Faze 1. - 4. se 10x opakuji Faze 1. - 4. se 10x opakuji
92 30s 5. 92 30s
63 30s 6. 63 30s
72 45s 7. 72 45s
Faze 5. - 7. se 25x opakuji Faze 5. - 7. se 25x opakuji
72 10 min 8. 72 10 min
. 63 45 min 9. 95 10 min
10. 10 neomezené 10. 63 45 min
11. 10 neomezené
Program: PETRA_63A Aeog: TSC_63A

Vytvoreni heteroduplexu(viz obrazek. 4)

Oba amplifik&ni programy probihaly identicky v 1. — 8. fazi, ksly rekolikrat po
sok¥ opakovala denaturace dvojvlakna analyzované DNi#pojeni gisluSnych
primeri ve specifickych oblastech a nasledna syntézahwpéotilehlého DNA
vlakna pomoci termostabilni polymerazy. Rozdil wwlprogramech nastal az v 9.
fazi.vV programu PETRA_63A, po poslednim dosyntetf#o protilehlych vliaken
DNA v 8. fazi, uz ziskana sfa dvouettzcovych molekul DNA pouze postupn
chladne. V programu TSC_63A vSak po posledni sgntizchazi v 9. fazi jest
jednou k denaturaci vSech vytemych dvoiettzcovych molekul DNA (v tabulce
¢. 4 zvyraz®no Zlug) a nasledné postupné ochlazovanisobi, Ze jednotliva
vlakna DNA spolu znova hybridizuji. Zadhto podminek vSak spolu mohou
hybridizovat nejen vlakna zcela komplementarni, alevlakna vzajema
komplementarni jencasti (vznikla zndna v sekvenci rize byt hledanou mutaci).
V misg jejich vzajemné nekomplementarity, se mezi posfizd bazemi gvodni
vodikova vazba nevyt¥ coz vede ke zémé teploty tani (zpravidla k jejimu
snizeni) celé dvdettzcové molekuly DNA. Ta pak ip analyze v

polyakrylamidovém gelu denaturujéivd nez dvoiettzce DNA bez této zsmy,
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coz umodauje danou zinu diky odliSné lokalizaci postizeného DNA fragrmen

v gelu detekovat.

Vyznam tvorby heteroduplexu

Pokud doslo v pacientév DNA k zantnové mutaci pouze v jednom paru
nukleotidi, kdy byla nap. trojvazna baze zameéna za jinou se stejnym fiem
vazeb, nebylo mozné ji bez pouziti tvorby heterdelyp v polyakrylamidovém
gelu nikterak detekovat, protoZze vznikla &ma nepozrnila teplotu tani
analyzované DNA molekuly. Bylo tedy nutn&adit do amplifik&niho programu i
fazi, ve které se krotnhomoduplex vytvéreji i heteroduplexy, které maji narozdil
od homoduplek odliSnou teplotu tani, aby bylo mozné detekovafireny mezi

bazemi se stejnym ptem vodikovych vazeb.

Obrazek €. 4: Vznik zan€nové mutace se zmou / beze zgny vodikovych vazeb
a vytweni @islusnych heterodupléx

1. 2 3.
A) —T—
c
c [
—— —0— —
c C c
—— =t = _°
G c R
p——
G
B) ]
G —— —
A
= :T= <
- C— A : —» :l(::
I T
e :L: N~
€ 6
————
A

Popis k obrazkd. 4:

A — zangna dvou bazi beze 2my v paitu vodikovych vazeb

B — zantna dvou bazi se ztnou v p&tu vodikovych vazeb
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1. (Ai B) — dva pary alel neobsahujici Zzadnou mutaci

2. A— Doslo k zareng, kdy cytosin byl nahrazen guaninem. Situ&c2 zachycuje
typy DNA vlaken ziskané amplifikaci pmms PCR (bez tvorby
heteroduplexu). DNA vlakno nesouci¢mmn je naprosto identické s DNA
vlaknem fvodnim, proto je tato zéma v DGGE nedetekovatelna.

2. B - DoSlo k zaming, kdy cytosin byl nahrazen adeninem. Situac2 zachycuje
2 rozdilné typy DNA vlaken ziskanych aifiaci prostou PCR (bez tvorby
heteroduplexu). Rozdil mezi nimi |zeeke&tvat za pouziti DGGE.

3. A - 2 identické homoduplexy a 2 odliSné heterodupleiskané amplifikaci
PCR s tvorbou heteroduplexu. V tomtipac je vznikla zn¢na v DGGE
detekovatelna.

3. B - 2 rozdilné homoduplexy a 2 rozdilné heterodupleiskané amplifikaci
PCR stvorbou heteroduplexu. Vznikla émm je taktéz v DGGE
detekovatelna.

Ovérovani UspgsSnosti amplifikace analyzovanych DNA fragmeni

Uspsnost amplifikace kazdého ziskaného PCR produktla bywtovana
elektroforeticky v agar6zovém gesioZeni - viz. kapitola 5.4)

Pracovni postup

Rozmichanad s#s agarézy a TBE pufru byla ve skiémé lahvi zakata
v mikrovinné trouk.

Po nasledném ochlazenitigizné na 60°C) bylo do vzniklého roztoku fjmano
malé mnozstvi ethidium bromidu.

Dukladre promichany roztok byl nalit dof@dem sestavené nalévaci gelové formy
S nastavenymikbinkem.

Asi po 30 minutach byl z utuhlého agar6zového dedbinek opatrévyjmut a gel
byl premistn z gelové nalévaci formy do elektroforetické vangplrené
TBE pufrem, kde bylo do kazdé jeho jamky nanesénoul ziskaného
PCR produktu.

Elektroforéza probihala 0,5 - 1 hodinki papsti 80 — 100 V (pesnyc¢as a nagti

zaviselo na velikosti gelu).
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Pokud se amplifikaceffslusnychc¢asti DNA pacient zddila, byly v gelu po jeho
prosviceni UV-lampou (transluminatorem) patrné pkyu(bandy) ziskanych PCR
produkfi.

6.2 Analyza PCR produkta za pouziti DGGE

Pro odhaleni a lokalizaci Zm v TSC2 genu uif¢lenych pacierit bylo nutné
piipravené PCR produkty separovat v polyakrylamidové®lu obsahujicim
gradient denatutmiho ¢inidla. Celkem byly pro separaci PCR produkba

polyakrylamidovém gelu pouzivany 4izné denatugai gradienty: 30 -70 %,
40 — 80 %, 45 - 75 % a 20 — 65 %. VollissluSného denatutaiho gradientu byla
zavisla na pouziti konkrétniho primerti pamplifikaci vySetované DNA.

(Vypis konkrétnich priméru jednotlivych gradierit denatur@niho cinidla — viz.

prilohac. 1, slozeni géls jednotlivymi denatueaimi gradienty - viz. kapitola 5.4.)

Pracovni postup

Ze dvou elektroforetickych skel (jedno z nich bgiensi), pilozenych k sob, mezi
nimiz byly po stranach svisle vlozeny 2 ,spacetyyl po zpeveni svorkami na
bocich, vytvden tzv. ,gelovy sandif, ktery byl upevin do stojanu.

Predem pipravené roztoky ofiislusnych koncentracich byly smichany a vpraveny
mezi skla ,gelového sand@“ pomoci soustavy pro nalévani polyakrylamidovych
geli a tvorbu denatutaiho gradientu.

Mezi horni hrany skel byl opatrvsunut kiebinek pro vytvieni 20 jamek a gel se
nechal minimala 45 minut polymerizovat.

Po utuhnuti gelu byl vyjmutiBbinek a ze stojanu uveimy ,gelovy sandw“ byl
vsazen do tzv. ,jadra elekroforézy“. Do ,jadra eteborézy” se vzdy vkladaji 2
.gelové sandwie” proti solé (mensim sklem vzdy doviijf aby se tak v horriasti
.Jadra elekroforézy” vytvéla horni komora pro 0,5xiedny TAE pufr. Aby
nedoslo Bhem separace k jeho Uniku z této komory, byly vBgatetsnosti mezi
.Jadrem elekroforézy" a ,gelovymi sand¥i zalepeny pedem pipravenym
roztokem agarozy.

Takto upravené ,jadro elekroforézy” obsahujici 2lgyé sandwie“ bylo vloZzeno
do elektroforetické vany se 7 | 0,5kxeséného TAE pufru, jeZ bylaipdeltata na
teplotu 55°C.
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Po wvyplrtni horni  komory ,jadra elektroforézy* 0,5x tfedknym
TAE pufrem, bylo do jednotlivych jamek polyakrylamidového gelu
s denaturénim gradientem vnaseno po 10 filspusSnych PCR produkt

V jednom gelu byly vzdy vySaivany PCR produkty obsahujici amplifikovanou
DNA pacienti pro konkrétni exon spolu s pozitivni a negativamntkolou pro tento
exon, aby bylo $ vyhodnocovani gelu mozné porovnat rozdily v |ikeati
vytvorenych prouzik mezi vySatovanymi vzorky DNA a pouZitymi kontrolami.
Kazda separace PCR produktv polyakrylamidovém gelu gigslusnym
denaturanim gradientem probihalafiplizn¢ 18 hodin (1600 \h) pi stabilni
teplot 55°C.

Po ukorkeni DGGE byl polyakrylamidovy gel minim&n20 minut barven
v roztoku ethidium bromidu, aby bylo mozné po piosni gelu UV — lampou

vyhodnotit vysledky separace jednotlivych PCR pkddu

Pokud v analyzované DNA doSlo k jakékoliv &ma v sekvenci, projevila se jeji
piitomnost odliSnou lokalizaci postizenych fragnie@mNA v gelu, narozdil od
DNA fragmenti beze zmny v sekvenci. Pokud tedy byla vy&mtana DNA

v paradku, vytvdila po separaci v polyakrylamidovém gelu 1 proufbknd) —

signal negativni. Kdyz doSlo ve vyEmtané DNA k jakékoliv zrn¢ v sekvenci,

vznikly v polyakrylamidovém gelu prouzky dva nebdée — signal pozitivni.

Ocekavany tedy byly nasledujici signdlyz. obrazek. 5).

Obrazek ¢. 5: Prehled @ekavanych signél po separaci vySgivanych DNA

fragmerni v polyakrylamidovém gelu s denattindm gradientem.

Pozitivni Pozitivni
(bez tvorby heteroduplexu) (s tvorhou heteroduplexu)

Negativni
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Popis k obrazkd. 5:

Jednotlivé typy éekavanych signéljsou obtazeny Zlutou barvou.

Vysledek kazdého vySeni ziskany pomoci DGGE, byl @e¢é zakreslen,

piipadre i fotograficky zdokumentovan.

Vysledky této analyzy byly kibvé pro porovnani DGGE, kteréeplchdzela prosta
PCR, s DGGE, jezipdchazela PCR s tvorbou heteroduplexu, v jejichedmspsti
zachytu abnormalit ve vygevanych fragmentech DNA.

VysSetované fragmenty DNA, které v polyakrylamidovém geldvorily vice jak

jeden prouzek — pozitivni signdl, byly dale podmjpsekvenaci.

6.3 Sekvencovani fragmeni DNA s pozitivhim signalem v DGGE

Ok¢ zde srovnavané metody DGGE jsou schopny &iiceéns Gsgsre urcit pouze
misto v genu TSC2, kde se hledand abnormalita wesek vySetované DNA
nachazi. Diky moZnosti sekvencovani tohoto UselNADze zjistit konkrétni

zmenu v sekvenci, ktera se zde udala.

6.3.1 Predsekven&ni PCR

Useky DNA ugené k sekvenaci bylo v3ak petha ogt amplifikovat. K tomuto
Gcelu byl pouzit amplifikéni program TSC_63A pro PCR s tvorbou heteroduplexu.
(Pribeh programu TSC_63A — viz. kapitola 6.1, tabullkh)

Tabulka ¢. 5: SloZeni reaéni snesi pro ,pedsekvenéni PCR" - mnoZstvi
pro 1 mikrozkumavku2 Onl)

Celkovy objem reéak snesi v 1 mikrozkumavce byl 15 pl.

SloZeni MnoZstvi (pl)
PCR-H,0 4,6
Master Mix 7.5
Primer F 0,2
Primer R 0,2
PCR-H,O/DMSO 15
DNA 1
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Poznamka k tabulgg 5:

Primery pouzité v této PCR jiZ neobsahuji GC-syork
(Prehled sekvenci jednotlivych printarréenych pro sekvenaci — vizilpha¢.3.)

Uspsnost amplifikace ziskanych PCR produktbyla ot owfovana
elektroforézou na agar6zovém gelu. K tomuteld bylo pouzito 5 ul kazdého PCR
produktu.

6.3.2 Post — PCR purifikace

Zbyvajicich 10 pl kazdého ziskaného PCR produktdo byomoci pipety
promichano s 50 pl PB pufru (pémvzorku a PB - pufru = 1 : 5) agneseno na
QIAquick kolonku, na kterou se analyzovanda DNA rmala, vioZzenou v 2ml
mikrozkumavce.

Po centrifugaci (60 sip12 000 rpm) byl obsah mikrozkumavky odstiam na
kolonku, ktera byla afi vloZzena do prazdné mikrozkumavky, bylo nanesésto|d
PE pufru (pecisteni navazané DNA).

Nasledovala dalSi centrifugace (60is12 000 rpm) a po opakovaném ods#r@n
obsahu mikrozkumavky a sfwvném vlozZeni kolonky do ni se centrifugovalo gest
jednou po dobu 60 ipl2 000 rpm.

Poté byla kolonkaigmistna docisté mikrozkumavky (1,5 ml) a do jejihofestiu
bylo naneseno 50 pl EB pufru pro uxaihnavazané DNA z kolonky.

Po zavrecné centrifugaci (60 sipl12 000 rpm) byla kolonka z mikrozkumavky
obsahujici vzorek igcisttné DNA odstrana a tato mikrozkumavka byla ¢e ¢

uzavena a oznsena.

6.3.3  Sekven&ni PCR (Sangerova enzymova metoda)

Aby bylo mozné stanovitipsnou sekvenci vydetvanych usek DNA, bylo nutné
v sekvenani PCR amplifikovat kazdyetzec gecisttné DNA zvla$. Slozeni

reakeni snesi pro sekvenai PCR je uvedeno v tabul¢e6.
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Tabulka €. 6: SloZeni reaéni snesi pro sekvenai PCR
(mnoZstvi pro 1 mikrozkumayk,2 ml)

SloZeni MnoZstvi (pl)
Kit(1:7) 4
Primer F/R 2
DNA 4

Celkovy objem reatni snsi v 1 mikrozkumavce byl 10 pl.

Poznamky k tabulcé 6:

Templatovou DNA byly v této reakcirgisttné PCR produkty zipdsekvenéni

PCR.

Sekvenani amplifikace DNA jednoho pacienta zde probihal@ vou
samostatnych mikrozkumavkach — v 1. byl amplifikoypuzerettzec F za pouziti
piislusného primeru F, ve 2. byl amplifikovan j&i¢zec R pomoci fisluSného
primeru R.

Komerné¢ dodany sekverai kit byl z Gspornych ivoda fedn se sekveri@im

pufrem v pongru 1 : 7.

Samotna reakce probihala vtermocykleru giwgmym vikem za pouziti
sekvenaniho programu SEQ — TSPY.

Tabulka €. 7: Prabéh programu SEQ — TSPY

Cislo faze Teplota °C Doba trvani
1. 94 2 min
2. 96 10s
3. teplota klesa o 1 °C za s na koneénych 50 °C
4, 50 0,05s
5. 60 4 min
Faze 2. - 5. se 34x opakuji
6. 10 neomezené

Ziskané sekverai produkty bylo nutné fied analyzou v kapilarni elektroforéze

jest jednou pecistit.
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6.3.4 Post-sekvendni purifikace
K 10 pl kazdého sekvetraiho produktu byly idany 2 ul roztoku ethanol-acetéatu.

Po promichani vzniklé stai pomoci pipety a nasledné centrifugaci (30fis p
2400 rpm) bylo jestptidano 25 pl 100% ethanolu. VSe bylosbfehce promichano
pipetou a po 30-ti minutach centrifugace p2 000 rpm byl z mikrozkumavky
opatrré¢ odsan supernatant.

K fragmenim DNA usazenym na @n bylo gridano 50 pl 80% ethanolu Po
nasledné centrifugaci (10 minutiipl2 000 rpm) byl oft opatrré odstragn
supernatant a cela purifikace pomoci 80% ethanoldetit odstragni
supernatantu) byla provedena ¢ggidnou.

Otewené mikrozkumavky obsahujici nacdmsazené DNA fragmenty byly viozeny
do horkovzdu3ného sterilizatoru a vysouSeny po ddbti minut (i teplo& 50°C.

Do kazdé mikrozkumavky bylo po vysuSeni napipetovdd pl formamidu.
Vznikla snes byla v uzaienych zkumavkach ponechana 0,5 hodiny a déle uklid
aby doslo k dkladnému vylouhovani sekveirdho produktu DNA.

Po peneseni tohoto roztoku do sekvemiah mikrozkumavek prainla
3-minutova denaturacei®5 °C, za niz nasledovalo prudké zchlazeni ledem (cca 5
minut), aby nedoSlo k neameému parovaniettzci pirecistetnych sekvenaich
produkii.

Nakonec byly vSechny sekvema zkumavky umisiy do sekveriniho panelu.

Jednotlivé sekvence vys$evanych Usek DNA byly stanoveny pomoci kapilarni
elektroforézy na zaklad separace uzn¢ dlouhych fragmerit DNA

v 1 mikrozkumavce laserovym detektorem napojenymaiéac.

Nasati jednoho vzorku pro analyzu trvalo 30risrapsti 1 kV. Elektroforeticka
separace jednoho vzorku probihala 32 midiubgpsti 11,3 kV.

Ziskané vysledky, zpracované v programu Sequenginglysis, byly néasledh
vyhodnocovany v programu Sequence Scanner. Jajatimei kontrola slouZzilo
porovnani  ziskanych sekvenci jednotlivych viork gisluSnymi sekvencemi
v BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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7 VYSLEDKY A VYHODNOCENI

7.1 Srovnani innosti metody DGGE po klasické PCR a DGGE

po PCR s tvorbou heteroduplexu

VySetovano bylo 44 paciefitv 35-ti exonech genu TSC2 — celkem tedy bylo
provedeno 1540 diich vySeteni(viz. prilohac.4).

U 32 z nich (pacienti pozitivni) byla pouzitymi @&tnimi metodami (DGGE po
prost¢ PCR nebo DGGE po PCR stvorbou heterodupéexaekvencovanim)

odhalena 1 nebo i vice abnormalit v DNA sekven&etpvaného TSC2 genu.

Za pozitivni signal na DGGE byl povaZzovan jak vigrejez se na
polyakrylamidovém gelu projevil dma a vice vyraznymi prouzky, tak vzorek, u
n¢hoz byl pouhy naznak dvou a vice prowZftyto vzorky jsou vifloze ¢. 4
oznaeny jako ,?%).

Pozdji bylo zjisténo, Ze pozitivnim signalem analyzovaného vzorkizenbyt i jen

1 prouzek, ktery se vSak od ostatnich negativnizbrki odliSuje rozdilnou
polohou v gelu. Tento jev byl pozorovan u vzorkl3/09 v exonu 5 (po prosté
PCR) a 685/08 v exonu 10 (po PCR s tvorbou hetg@ledu)(viz. obr.¢.6).

Obrazek ¢. 6: Ukazka pozitivniho signalu v exonu 5, ktery je mosku 13/09

tven jen 1 prouzkem. Ten je undistve srovnani se zbytkem

vzotknegativnich o &co vyse.

13/09 103/98 464/08
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DalSim pgekvapivym zjiSénim bylo, Ze i w#které pozitivni vzorky fipravené
prostou PCR bez tvorby heteroduplexu se v polyaknidovém gelu roziily do
vice jak dvou prouzk(viz. obr.c. 7).

Obrazek ¢. 7: Ukazka pozitivnich signalv exonu 23, které jsou téeny vic jak
dma prouzky

Analyzované vzorky bylgiggaveny prostou PCR.

432/08 432/08 Pozitiv. k.  Negativ. k.

Celkem bylo na polyakrylamidovém gelu detekovanoab@ormalit(pozitivnich
signati) — nezavisle na tom, kterou metodou byly odhaleny.

Pritom metoda DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexinytda 55 abnormalit,
metoda DGGE po prosté PCR detekovala 45 abnormRigvaznou wtSinu
abmormalit byly schopné zachytit®brovnavané metody.

Rozdleni zachycenych abnormalit dle detekce pouzitymiadami —-viz grafc. 1.

Naslednou sekvenaci¢chto pozitivnich vzork vSak bylo zji&no, Zze

v 6-ti pripadech se jednalo pouze o fakeJpozitivni signal. Ve vSech Sesti
piipadech se vSak jednalo o vzorky cavee,?", které byly 5x zachyceny pouze
DGGE po PCR stvorbou heteroduplexu (1x sice zammycDGGE po PCR
s tvorbou heteroduplexu, ale néteno pomoci DGGE po prosté PCR).
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Skute&n¢ pozitivnich signal na DGGE tedy bylo 50,fgemz naslednou sekvenaci
bylo zjiS€no, Ze v pozitivnim vzorku 685/08 se v exonu 10haaely zamsny 2 —
koneiny paet pozitivnich naleZ (mutaci) byl 51.

Vysledky sekvenace jednotlivych pozitivnich vzibjkou uvedeny vifloze¢. 5.
Prehled UspSnosti v zachytu jednotlivych typabnormalit obou srovnavanych
metod DGGE je uveden v tabul¢eS.

Graf ¢. 1: Rozdleni vSech zachycenych abnormalit v genu TSC2 ditka
zachytu jednotlivymi metodafdGGE po prosté PCR a DGGE

po PCR s tvorbou heterodup)ex

Celkovy potet abnormalit: 56

ROZDELENi ABNORMALIT PODLE DETEKCE
POUZITYMI METODAMI
50 i
£ 45 -
@
€ 40
2 35 |
g 30 -
*§ 25 -
é 20
2 15 A
[}
g 10 - 5 6
05 1 ,—I l_l
ch 0 I .
Obé metody DGGE DGGE s HD Neza fazeno

Poznamky ke grafy. 1:

Odhalené abnormality jsou do jednotlivych deétgkh skupin z&azeny pouze na
z&klad jejich zachyceni jednotlivymi metodami. Vysledekstedné sekvenace zde
neni zohledén.

DGGE: Denaturani gradientova gelova elektroforéza, ktetédezhazi prosta PCR.
DGGE s HD: Denaturéni gradientova gelova elektroforéza, ktetédehazi PCR
s tvorbou heteroduplexu.

Nezarazeno: Vzorky, které sice byly detekovany DGGE po PCRvashiou

heteroduplexu jako pozitivni, ale chybi u nich:
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* analyza DGGE po prosté PCR....nebo...
» analyza DGGE po prosté PCR i&eni pozitivniho vysledku sekvenaci
Z téchto divodi nebylo mozné tyto vzorky zadit do @islusné deteaini kategorie.

Tabulka ¢. 8: Srovnani metod DGGE po prosté PCR a DGGE po P@Brisou
heteroduplexu v @8posti zachytu abnormalit v genu TSC2

Celkovy p@et pozitivnich pacierit 32

Celkovy p@et detekovanych abnormalit v genu TSC2: 56

Patet negativnich vyS&eni nebyl do tohototghledu zahrnut.

Metoda Vysledny stav detekované abnormality
Skute¢né pozitivni | FaleSné pozitivni | FaleSné negativni | Nezafazeno
DGGE s HD 37 6 1 o
DGGE 38 0 0 3

Poznamky k tabulcé 8:

Skuteéné pozitivni (true positive): Pritomnost abnormality detekované
v polyakrylamidovém gelu byla potvrzena nasledrnekvenaci.
FaleSrg pozitivni (false positive): Pritomnost abnormality detekované
v polyakrylamidovém gelu nebyla naslednou sekvepatirzena.
FaleSré negativni (false negative):V tomto konkrétnim fipadt se jednalo
0 abnormalitu, ktera byla detekovana pouze DGGlarpsté PCR (DGGE po PCR
s tvorbou heteroduplexu tuto abnormalitu nezachytlitomnost této abnormality
ale byla nasledhpotvrzena sekvenaci.
Nezarazeno: Vzorky, které sice byly detekovany DGGE po PCRvashiou
heteroduplexu jako pozitivni, ale chybi u nich:

* analyza DGGE po prosté PCR....nebo...

* owfeni pozitivniho vysledku sekvenaci....nebo...

* analyza DGGE po prosté PCR iéeni pozitivniho vysledku sekvenci

Z téchto divodii nebylo moZzné tyto vzorky #adit do fislusné kategorie.

Dale byly olg testované metody podrobeny srovnadindosti pomoci ROC

analyzy (Receiver operating characteristic).
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Pro tuto analyzu byly ze souboru vybrany pouze kydéch pacieni, kteri byli
vySefeni ol#ma srovnavanyma metodama a spravnost jejich detsiaeo\erena i
sekvenaci (pacienti s kompletnimy vysledky).

Tabulka¢. 9. uvadi pehled sledovanych charakteristik obou metod

Tabulka ¢. 9: Prehled sledovanych charakteristik DGGE po PCR <iwor
heteroduplexu a DGGEppasté PCR

Sledované charakteristiky DGGE(HD) DGGE
True positive rate, citlivost (TPR) 1 1
False positive rate (FPR) 0,003 0
PFfesnost (ACC) 0,997 1
Specifita (SPC) 0,997 1
Positive predictive value (PPV) 0,941 1
Negative predictive value (NPV) 1 1
False discovery rate (FDR) 0,059 0

V grafu jsou pouZzity hodnoty TPRRRFobou testovanych metod.

Graf €. 2: Srovnani dinnosti metod DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexu a
DGGE po prosté PCR pomoci RO&alyay

Pozitivnich pacienti 20

Celkovy potet detekovanych abnormalit 34

Celkovy pocet vySeteni 700

Srovnani U €innosti metod DGGE a DGGE s HD pomoci ROC

1 —
0,9 | -
0,8 | _
0,7 | -
0,6 -

7 B TPR (DGGE s HD)
0,5 - <
0.4 | 7 1 ¢ TPR (DGGE)
0,3 | ~
0,2 7
0,1 | -~
0

True positive

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

False positive
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Citlivost u obou metod dle ROC analyzy dosahla 200 Fresnost a specifita
metody DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexu bylaaddbta na 99,7 %, kdezto
piesnost a specifita DGGE po prosté PCR byla odhadrautl00 %.

V ramci této analyzy sice ébmetody detekovaly 100 % vSech negativnich wzork
ve vySetovaném souboru, ale tento Udaj je zkreslen pouZiimkého potu
pacienti k této analyze. (Zidsodu neuplnosti ziskanych vysladkotiz nebyl do
analyzy zahrnut n&ppacient islem DNA 104/98, u kterého byl vzorek nesouci
mutaci v exonu 7 metodou DGGE s HD osra za negativni — vznikl tak faleSn
negativni signal.)

Co se tye zachytu pozitivnich vzotk nesoucich z#mu, doslo u DGGE s HD

priblizné v 6 % gipadi k omylu — vytvdeni faleSg pozitivniho signélu.

Vzhledem ktomu, Ze pro srovnani obou testovanyatodch byly pouZzity jen
vySeteni provedend v 35 exonech pouze 20-ti patigntelkového p&tu 44, je
potreba brat vysledky ROC analyzy velmi oriefmt&

Z predeslého fehledu ziskanych dat a vyslégdROC analyzy je ietelné, Ze aob
porovnavané metody majicianost v zachytu abnormalit v genu TSC2 relativn
srovnatelnou, coZz nastolenou hypotézu o vys&gindsti DGGE s HD v zachytu

abnormalit v genu TSC2 spiSe vyvraci.

| pfes veSkerou snahu se u 12-ti padientzadném z 35-ti vyS&vanych exof
nepodéilo Zadnou abnormalitu v sekvenci TSC2 genu odhalit

7.2 Stanoveni procentualniho zastoupeni jednotlivych i mutaci

Jednim z hlavnich cil bylo zjistit, zda byly ve vyS&vaném souboru paciént
zachyceny i zagmové mutace, kde nedochazi ke¢mnv pactu vodikovych vazeb,

a pokud ano — kterou ze dvou srovnavanych metog tigtekovany a v jakém
procentualnim zastoupeni se zde nachazely.

Krom¢ toho bylo stanoveno i procentualni zastoupeni tioista typi mutaci
nachazejicich se ve vygataném souboru a vSechny ziskané vysledky byly na
z&wr porovnany se zaznamy v mezinarodni databazi Gorom- dostupné na:

http://chromium.liacs.nl.
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Nutno dodat, Ze procely této prace byl (kroth kauzalnich mutaci) idezity i
z&chyt neutralnich mutaci a polymorfigm

VeSkeré mutace vznikajici v genu TSC2 byly iedy do 3 kategorii dle mozZnosti
jejich detekce metodou DGGE:

1. Rozsahlé zrény - nedetekovatelnérozsahlé delece, duplikace a inzerce nebo

mutace v oblastvazani primeru)

2. Drobné znEny - dobie detekovatelné(drobné delece, duplikace a inzerce,
z&mové mutace, kde dochézi ke & v pastu vodikovych

vazeb)

vvvvv

Zme v pattu vodikovych vazeb)

Predpoklady

* Mutace patici do 1. skupiny metoda DGGE nebude schopna zachyt
protoZze je zawiena pouze na odhalovani drobnych ¢éamv DNA
analyzovanych gen

e Vzhledem k tomu, zZe Klovym faktorem pro detekci ztny v sekvenci je
rozdilna teplota tani analyzovanych DNA fragniemt¢la by DGGE ténst
se 100% spolehlivosti odhalit vSechny mutace speiddg 2. skupiny.

* DGGE po PCR rozEné o tvorbou heteroduplexu bude ve srovnani
s DGGE po prost¢ PCR uspejSi v zachytu abnormalit, jez byly

zpiasobeny zarnou dvou bazi se stejnymdtem vodikovych vazeb

Z 56 abnormalit detekovanych na polyakrylamidovéstugse podédlo naslednym
sekvenovanim odhalit 45 konkrétnich &m (pozitivni vzorek 685/08 obsahoval
vexonu 10 zrny 2). V 6-ti gipadech zdchto 45 bylo zji&tno, Ze se jedna o
vzorky negativni — fale&npozitivni).

Graf ¢. 3 uvadicetnost a procentualni zastoupeni jednotlivychi typbnych znin
zachycenych u analyzovaného souboru paijemésledujici graf. 4 zobrazuje
procentualni zastoupeni mutaci ¥ech vySe uvedenych skupinach

60



Graf €. 3: Procentualni zastoupenicatnost jednotlivych tyfp drobnych zmin,
zachycenych u analyzovaného gaupacient.

Celkovy patet mutaci: 51
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Graf ¢. 4: Procentualni zastoupeni é&tnost mutaci vramci rozéni do
jednotlivych skupin dle sphnosti detekce DGGE
Celkovy pdet mutaci: 51

CETHOST MUTACI ¥ RAMCI ROZDELEHNI DO SKUPIH DLE
DETEKOVATELHOSTI V¥ DGGE

34 (66,7 %)

14 (27,5 %)

Pocet mutaci
P Pt
= h
1 1

3 (5,9 %)
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Poznamky ke grafm &. 3 a 4:

Hodnoty procentualniho zastoupeni jednotlivychityputaci jsou v obou grafech
zaokrouhleny na 1 desetinné misto.

Skupina ,Bez sekvenace" v grafa 3 zahrnuje vzorky, u kterych se ani po
opakované sekvenaci nepditia ziskat vysledek, proto neni mozné j&radit

k prislusnym skupinam.

Skupina ,Nezgazeno* zahrnuje jak vzorky, které nebylo mozné wveekvat (12),
tak vzorky, jejichz zréna se nachazela hluboko v nekodutisti DNA genu TSC2
(2).

NejcastjSi zménou v genu TSC2 u vyfewvanych pacierit byla zangéna cytosinu
za thymin, ktera byla detekovana ve 47,1 fipgdh. Druhou nejfrekventovaysi
zménou byla zamina adeninu za guanin, jeZz se vyskytovala ve 13,7 %
vySetovanych vzork. Ok zminitné zamdny pati z pohledu schopnosti zachytu
DGGE do skupiny date detekovatelnych drobnych mutaci, ktera zde byéa d
ocekavani zastoupena nejvicpady (66,7 % vSech detekovanychénmn Z této
skupiny byly zachyceny jeSti nasledujici zagny: thymin za cytosin (2 %) a
drobné delece (3,9 %).

Pozitivnim zjiSénim bylo, Ze vybrané deté&hki metody byly schopny zachytit i 3
piipady (2x zardna adeninu za thymin a 1x z&na cytosinu za guanin), kdy doslo
k zanen¢ bazi se stejnym gtem vodikovych vazeb. Tyto zmy tvarily 5,9 %
vSech odhalenych zm ve vySetovanych vzorcich a staly se tak druhou

Lnejpocetrgji“ zastoupenou skupinou.

Krome téchto jiz zmirgnych znén byly odhaleny jegtdalSi 2 mutace, které se vSak
nachazely hluboko v nekdduji¢tsti DNA TSC2 genu a u nichZz neni znama

konkrétni zarmna.

BohuZel se nezdi#o osekvenovat vSechny vzorky, jez se v polyaknjidovém
gelu jevily pozitivre. Vzorky, u kterych i pes opakované sekvenovani nebyl ziskan
vysledek, tveéi 23,5 % vSech pozitivnich vzark coZz g celkovém poétu
51 skuténych zamdn mohlo v pipact jejich UsgSné sekvenace zcela posrit

poradi v procentualnim zastoupeni jednotlivychityputaci.
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Jednotliva procentudalni zastoupeni odhalenych typtaci byla dale porovnana se
zdznamy v mezinarodni databazi Chromif@mromium.liacs.nl, 2010). (viz7ioha
¢. 6).

Prehled¢etnosti a procentualniho zastoupeni jednotlivygh tyutaci v genu TSC2
v celos¥tovém neritku je uveden v grafa. 5.

Graf ¢. 6 zobrazuje situaci po roddni €chto mutaci oft do 3 skupin dle
schopnosti detekce DGGE

Graf &. 5: Prehled¢etnosti a procentualniho zastoupeni jednotlivygii trobnych
mutaci v genu TSC2 v cekdsvém ngfitku (chromium.liacs.nl, 2010)

Celkovy pofet mutaci: 1959
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Do grafu¢. 5. jsou zahrnuty pouze drobné&m (dolie a obtizyyji detekovatelné)

v sekvenci genu TSC2.
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Graf & 6. Cetnost a procentualni zastoupeni jednotlivych skupitaci, které se
mezi sebou liSi mirou obtiZznodetekce mutaci pomoci DGGE,
v celogtovém nefitku (chromium.liacs.nl, 2010)

Celkovy pofet mutaci: 2056

CETHOST MUTACGH ¥ RAMCI ROMELEHI DO SKUPIH DLE
DETEKOVATELHOSTI ¥ DGGE (Databaze Chromium, 2010)
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Hedetekovatelné Dobra detekce Obtizna detekce

V celos¥tovém n@fitku byla (stej@ jako u vySabvaného souboru paciént
neiastjSi detekovanou z#mou zamgna cytosinu za thymin (25,5 %). Druhym
nejfrekventovagSim typem mutace vSak byly (narozdil od vydeaného souboru
pacienti) drobné delece (21,1 %) a z&ma guaninu za adenin se nachéazela (co do
pocetnosti) az naréti pozici (17 %). Procentualni zastoupeni osththjpi mutaci

byla pongrné vyrovnana, jejich hodnota se pohybovala mezi 6&%%.

Po rozaleni jednotlivych tyg mutaci z databaze Chromium dié skupin dle
obtiznosti detekce metodou DGGE bhylo #jigt, Ze pevazna ¥wtSina mutaci
(85,4 %) je vDGGE dde detekovatelna. Tato skatmst byla potvrzena i
ziskanymi vysledky z vyS&ivaného souboru paciéntkde tato skupina tvda

66,7 % vSech zachycenych mutaci.
Obtizrgji detekovatelné mutace tkity dle databaze Chromiumiiplizné 10 %

vSech zaznamenanycltipadi — jsou tedy druhou nejfrekventowgdi skupinou

mutaci, coz bylo zjigho i pri analyze vySébvaného souboru paciénts,9 %).
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Skupinou s nejnizSim zastoupenim (pouze 4,7 %) bghsahlé zrny v genu
TSC2 (pro DGGE nedetekovatelné), coz znamena, d&yémim metody DGGE je
teoreticky mozné zachytit az 95,3 % vSech mutagisp mohou vyskytnout v genu
TSC2.

Co se tye stanovené hypotézy, Zze DGGE po PCR s tvorboudukiplexu je
v zachytu mutaci v genu TSCZiingjSi nez DGGE po prosté PCR, doSlo spiSe

Kk jejimu vyvraceni — viz. tabulka 10.

Tabulka €. 10: Srovnani usgsnosti DGGE po prosté PCR a DGGE po PCR
s tvorbou heteroduplexaachytu mutaci v genu TSC2

Hluboko Falesné
o Bez « | Celkem
Metoda Delece |G>A [T>C |C>T|C>G | A>T v pozitivni. sekven. Nevys. detek.
intronu | (negativni)
DGGE s HD 2 7 1 24 0 2 2 6 12 0 56
DGGE 2 7 1 24 1 2 2 0 7 6 46

Poznamky k tabulcé& 10:

Skupina ,NevySéeno“ zahrnuje vzorky, které se sice projevily pom& prfi
analyze DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexu, dkctmickych dvoda jiz
nebylo mozné je vySéti DGGE po prosté PCR.

Za pouziti obou srovnavanych metod bylo na polyiaknjdovém gelu detekovano
dohromady 56 pozitivnich sigridlPo nasledné sekvenaci bylo zjit, Zze v 6-ti
piipadech se jednalo pouze o fakeJozitivni signal a pozitivni signal vzorku
685/08 skryval v exonu 10 zmy 2. Celko¥ bylo tedy odhaleno 39 skuteych
zmeén v sekvenci genu TSC2 z 51 vzonkozitivnich v polyakrylamidovém gelu.

Metoda DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexu bylamch zachytit celkem 38
skute&nych mutaci ve vySaivanych vzorcich (u 12-ti pozitivnich vzdrkebylo,
bohuZel, mozné ziskat vysledek sekvenace) . Naodrstranu vSak oztida jako
pozitivni signal i 6 vzork, ve kterych naslednou sekvenaci Zzadna mutaceamsez

nebyla.
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Metodou DGGE po prost¢é PCR bylo odhaleno 39 konkrBt mutaci bez
jakychkoli faleSg pozitivnich vzork. DalSich 7 vzork se vSak nezd#o

osekvenovat a 6 vzoik jevicich se pozitivh v DGGE po PCR s tvorbou
heteroduplexu nebylo z technickychvodi, bohuzel, v DGGE po prosté PCR jiz

MozZné O¥it.

Co se tye zachytu jednotlivych typ mutaci, tak fevaznou wtSinu vSech
odhalenych mutaci byly schopné zachyti¢ sbovnavané metody. ®@lmetody také
detekovaly ve dvou ifpadech zagmu A>T (viz. obr. ¢. 8), u které se
piedpokladalo, Ze tento typ zény je detekovatelny pouze metodou DGGE po
PCR s tvorbou heteroduplexu. Naopak #8mC>G, u niz se takté*gqupokladalo,
Ze ji lze zachytit jen DGGE po PCR stvorbou helemexu, byla néeskaré
detekovana jen metodou DGGE po prosté PGRvyBeteni této mutace v DGGE
po PCR s tvorbou heteroduplexu se tento vzorek fegativig (viz. obrazek:. 9).

Obrazek ¢. 8: Zzamena A>T u vzorku 464/08 v exonu 19 po vysei metodou
DGGE po prosté PCR (peaitsignal)

63/09 46408 Pozithmi Negativni
kontrola kontrola

Pozn.: Fotka zasmy A>T u vzorku 464/08 v exonu 19 po vy&ati metodou
DGGE po PCR stvorbou heteroduplexu &ktaré dalSi, bohuzel, nejsou
k dispozici. Vzhledem k tomu, Ze zdejSi pracaviseébyla fotoaparatem vybavena
nastalo, nebylo mozné fotograficky dokumentovathgg analyzované gely.
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Obrazek ¢. 9: Zamena C>G u vzorku 104/98 v exonu 7 po vy8at metodou

DGGE po PCR s tvorboweheduplexu (negativni signal)

104/98 103/93 26299 321/02

Pozn.: Fotka této z&my u vzorku 104/08 v exonu 19 po vy&sti metodou DGGE
po prosté PCR s tvorbou heteroduplexwhkteré dalsi, bohuZzel, nejsou k dispozici.
Vzhledem ktomu, Ze zdejSi praco¥iStebyla fotoaparatem vybavena nastalo,

nebylo mozné fotograficky dokumentovat vSechny ya@lané gely.

7.3 Stanoveni pd&tu odhalenych mutaci z celkového p#u vSech

mutaci nachazejicich se ve vyS&ivaném souboru pacieni

V ramci této prace bylo vySeino 44 pacierit v 35 exonech genu TSC@iz.
prilohac.4).

Pouzitymi deteknimi technikami (DGGE po prosté PCR nebo DGGE pdRPC
s tvorbou heteroduplexu) se poittau 32 (73 %) osob ve vy§ewanych exonech
genu TSC2 nalézt 1 nebo i vice abnormalit v sekivewiz. graf¢. 7.

U 12-ti (27 %) pacierit nebyla v Zzadném z 35-ti vy$evanych exofh genu TSC2

nalezena zadna abnormalita.
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Graf ¢. 7: Paet a procentualni zastoupeni pozitivnich padiesg vySetovaném
souboru

Celkovy pd&et vySefenych pacienfi: 44

POCET A PRDCEH[uﬂLHi ZAS TOUPEHI POATIVHICH A
HEGATIVHICH PACIEHTO ¥ SOUBORU

@ Pozitivni pacienti

O Negativni pacienti

Dalo by sefici, Zze UuspSnost v zachytu mutaci v genu TSC2 obou pouzityetoch
byla srovnatelna. V souboru se totiz nenachaze|eal@n pacient, jehoz pozitivita
by byla stanovena na zaktadetekce mutace v genu TSC2 pouze jednou z obou
pouzitych deteénich technik.

Z 51 vySetovanych vzorli, jez se v polyakrylamidovém gelu jevily pozitéyrse

poddilo u 39 z nich, pomoci sekvenace odhalit konkrg&tpimutace - viz. graf. 8.

Graf ¢&. 8: Proporce odhalenych tgpnutaci z celkového gtu pozitivnich vzork

Celkovy péet pozitivnich vzorki: 51

PROPORCE ODHALENYCH MUTACI Z CELKOVEHO
POCTU POZITIVNICH VZORKD

24%

O Bez sekvenace

B 5 ekve nov ano

T6%

68



PrestoZze byla mutace v genu TSC2 objevena u 73 % ws&etovanych pacierit
je nutné dodat, Ze kotmy paiet pacieni nesoucich mutaci v genu TSCZida byt
vySSi - a to z&chto divodi:

* Vramci této prace bylo vySeivano pouze 35 ze 41 exogenu TSC2. Je

mozné, ze &ktefi dosud negativni pacienti nesou mutaci pravckterém

Z nevysSdiovanych exod.
e Tato prace byla zathena pouze na vyhledavani mutaci v genu TSC2.

Pacienti, u kterych nebyla mutace v tomto genuzesda mohou nést mutaci

v genu TSCI1.
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8 DISKUZE

Protoze se ne vzdy padaalézt mutaci zapsinujici vznik choroby TSC u vSech
vySetovanych paciefit vznikla snaha o zdokonaleni pouzivané deateknetody.
Vtomto pipad se jednalo o metodu DGGE, jez byla dépka o vytvdeni
heteroduplet v zawru PCR reakce, ktera rgrchazi samotné analyze
vySetovanych vzorik DNA v DGGE. Vytvdeni heteroduplexovych molekuléin

pii analyze vySd¢bvanych fragmerit DNA v polyakrylamidovém gelu
s denaturénim gradientem umoznit i detekci takovych &mjako jsou zamrny
dvou nukleotid s bazemi o stejném @i vodikovych vazeb, jez tyviopriblizné
10 % vSech mutaci vyskytujicich se v genu TgDatabaze Chromium, 2010)
Predpokladalo se tedy, Ze p&tento typ zarnovych mutaci i pouZziti DGGE po
prosté PCR (bez tvorby heteroduplexti$tava neodhalen.

Hlavni naplini této prace tedy bylo zjistit, zda DBE&o0 PCR s tvorbou
heteroduplexu je (dlefpdpokladu) schopna zachytit vice abnormalit vyslgiith
se v genu TSC2 nez DGGE po prosté PCR.

Srovnavaci test obou zngmych metod probihal formou vys$evani 35 exoth genu
TSC2 u 44 paciefit u nichZ bylo na zakl&dejich klinickych giznala podezeni
na g@itomnost tuberdzni sklerozyiz. pFiloha ¢. 4). Nutno jest dodat, Ze u obou
testovanych metod v této préci nebyl hodnocen mfetpzachycenych kauzalnich
mutaci, ale dlezity pro hodnoceni byl et vSech zachycenych abnormalit
(neutralnich mutaci i polymorfisiin v genu TSC2.

Vysledek této analyzy vSakegkvapiw vysSi &innost zdokonalené metody (DGGE
po PCR stvorbou heteroduplexu) nepotvrdil. Scheprmhalovat abnormality
v genu TSC2 byla u obou testovanych metod srovmatéevazna wtSina mutaci
byla detekovana @ma typy DGGE.

DalSim gekvapenim bylo, Ze zamy, pri nichZz nedochazi ke zmé v pcitu
vodikovych vazeb, byly krotn DGGE po PCR stvorbou heteroduplexu
detekovany i DGGE po prosté PCR @pady zaniny A>T). Divodem mohla byt
skute&nost, Ze jiz zaéchto podminek viz. str. 45, program PETRA_63Ajohlo
dochéazet k vytvi@ni heteroduplexv pribéhu PCR.

Tomuto jevu nasddéuje i skuténost, Ze i gkteré PCR produktyifpravené prostou
PCR bez tvorby heteroduplexu se fippct jejich pozitivity rozseparovaly
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v polyakrylamidovém gelu na vice jak dva prouzkyapgn vzorek 432/08
vySefovany v exonu 23, viz. str. 54).

Pribéh prosté PCR bez tvorby heteroduplexu (dle prograPBTRA _63A) je
slozen z 35 cykl. V kazdém z nich dochazi k denaturaci analyzovianyc
dvourettzci DNA, pripojeni gislusnych primer a nasledné syntéze novych
protilehlych viaken DNA pomoci termostabilni polyraezy.

Poset 35-ti cykh je jiz na horni hranici bezchybnosti a spolehltv&CR.Cim je
pocet cykli PCR vySSi, tim &Si je mozZnost vzniku nespecifickych produkt
v reakéni smisi (Smarda et al., 2005)

Z toho vyplyva, Zze v zawvecnych cyklech PCR dle programu PETRA_63A uZ
nemusi byt v reaki smési dostatek priméréi funkéni polymerazy. Amplifikované
fragmenty DNA jsou tedy v redki snesi v nadbytku, a pokud nedojde vzdy po
denaturani fazi k navazani fislusného primeru na rogéna DNA vlaknaci
dosyntetizovani protilehléhtettzce pomoci DNA-polymerazy, iiou spolu tato
volna vidkna ot hybridizovat a vzhledem k tomu, Ze se jednd &ndarelativié
dlouhda, mohou vytuit i heteroduplexové molekuly za teplotnich podrkingz
nabizi program PETRA_63AC(m vice vodikovych vazeb ve VI&KMDNA — &¢im
delSi vldkno, tim menSi vliv na hybridizaci dvojiesédken maji drobné rozdily
v obouietézcich).

Tvorbou heteroduplexovych molekul v PCR probihajiei programu PETRA_63A
jako vedlejSiho nekavaného produktu Ize vy&iit témei stejnou dinnost obou
srovnhavanych detékich metod. Prawgbodobré byly vSak ziskané vysledky do
jisté miry ovlivreny i subjektivnim hodnocenim sigial polyakrylamidovém gelu,
protoZze pevazna ¥tSina vysSetovanych vzork byla prvotg analyzovana pomoci
DGGE po PCR s tvorbou heteroduplexu (zde nebyldethpjasné, zda bude signal
uréitého vzorku pozitivni nebo negativni) a metodou @E5po prosté PCR byly
dale vySatovany jiz jen detekované pozitivni vzorky (zde fi¥locekavan pozitivni
signal).

Lidskym faktorem byl nejspiSe ovli¢n i vysledek vzorku 104/98 v exonu 7, kde
doSlo k zamin¢ beze zmny v paitu vodikovych vazeb (C>G). Ta byla odhalena
pouze metodou DGGE po prosté PCRi &nalyze metodou DGGE po PCR
s tvorbou heteroduplexu se tento vzorek jevil nggat Nutno vSak dodat, ze
zminovany vzorek byl v tomto ffpadt nanesen do krajni jamky gelu, kdasto

dochéazi k nestefnrychlému pichodu PCR produlit gelem, coz néaslednvede
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k ohnuti vysledného prouzku a tim padem i k jeliperttmu hodnoceni. (Vzorek
na okraji gelu by #¥bec nendl byt hodnocen).

| pies vSechny tytoipkvapivé poznatky se paidla u 73 % vySabvanych osob
nalézt pouzitymi detekimi technikami v 35-ti exonech genu TSC2 1 nebéae
zmeén. Metoda DGGE po prosté PCR byla schopna odhalisiit€nych zngn

v genu TSC2, metoda DGGE po PCR s tvorbou hetetexupich detekovala 38.
Kromé toho vSak metoda DGGE po PCR s tvorbou heteroguptachytila jest
dalSich 6 pozitivnich sign&l v nichZz naslednou sekvenaci nebyla nalezena zadna
zména. DGGE po prosté PCR tyto vzorky ogZifea za negativni. Otazkou vSak
zastava, zda zde épsehrdl roli lidsky faktor (sekvenovaly se i vzpribsahujici i
pouhy naznak dvou a vice proufknebo jestli je mozné, aby DGGE po PCR
s tvorbou heteroduplexu byla jestitlivéjSi metodou ke zgmam v DNA nez
sekvenovani, protozefipzachytu mozaiko¥ se vyskytujicich mutaci byla metoda
DGGE po PCR stvorbou heteroduplexu schopna de&t¢kmozaiku s mnohem
niz§im zastoupenim mutovanych BkmeZz sekvenovaniSmutna, 2009} tento
test prokshl taktéz ve FN v Olomouci.

Co se tye usgsSnosti zachytu jednotlivych typmutaci (hlava drobnych zarn),
po zpracovani dat z databaze mutaci v genu T®Gmium, 2010pylo zjiS&no,
Ze &tSina moznych typ mutaci (85,4 %) je analyzou v DGGE (ob&cdokre
detekovatelna. Typy obtiZm zachytitelnych mutaci (zagny bez zngny v paitu
vodikovych vazeb) tvd priblizné 10 % vSech moznych typmutaci genu TSC2.
Dokonale optimalizovanou metodou DGGE by tedy hglareticky mozné zachytit
az 95, 3 % vSech moznych tymutaci v genu TSC2.

Nejcastji detekovanou drobnou z&mou v genu TSC2 je dle uvedené databaze
zantna cytosinu za thymin, druhou nejfrekventogjah skupinou jsou drobné
delece aitti zankna adeninu za guanin. Neéjgi patet mutaci byl dosud nalezen
v exonu 40.

Nekteré vysledky ziskané v této praci koreluji s dawyedenymi v celosstové
databazi. Dofe detekovatelné mutace tilg 66, 7 % vSech odhalenych mutaci,
obtizre detekovatelnych z&mn bylo zachyceno 5,9 %. Typem mutace s &8jm
poctem detekci byla i zde z&ma cytosinu za thymin. Druhou &afgjsSi zangénou
ale byla zarna adeninu za guanin. Nejvice skugch nalei bylo detekovano
v exonech 16 (8 z#m) a 5 (8 zmn). Procentudlni zastoupeni jednotlivych ttyp

mutaci uvedena v této praci ale nejsou kKoae protoze ve 24 % (respektive

72



v 27,5 % - u 2 mutaci v intronu konkrétni zfira také neni uvedenafipadi se
nepodéilo zjistit konkrétni typy zamn v piislusnych vzorcich ani opakovanou
sekvenaci.

V ramci této prace byly u 73 % vSech vydganych pacieiitv 35 exonech genu
TSC2 nalezeny 1 a vice 2m ve struktie DNA. Skutény paiet pozitivnich
pacienti ale bude o &co vyssi, protoZze uékterych dosud negativnich pacient
muze byt mutace skryta ve zbyvajicich dosud nevgsanych Sesti exonech genu
TSC2 nebo v &kterém z exof genu TSC1.

Detekni metoda DGGE je velmi citlivA ke 2mam v sekvenci analyzované DNA
a jeji rozSfeni o tvorbu heteroduplexovych molekul v&dav PCR je wlité
piinosnym feSenim. Ale aby bylo mozZzné vyuZivat vSededmosti této citlivé

detekce, je poeba pelivé a dikladné optimalizace této metody.
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9 ZAVER

V teoretické casti této prace byly shrnuty zakladni informace liniékych,
histologickych a genetickych aspektectidného onemoami komplexu tuberdzni
skler6zy. Dale zde byl uvedertghled nejastji pouzivanych deteinich technik,
jez umoauji odhalovani mutaci v zodp&inych genech TSC1 a TSC2.

Praktick& ¢ast byla ¥novana rozdilm v deteknich schopnostech denatéméa
gradientové gelové elektroforézy po polymerazae&zové reakci v zawru
rozSiené o tvorbu heteroduphexa denaturéni gradientoveé gelové elektroforézy po
prosté polymerazoviettzové reakci bez tvorby heterodupleX/ySetovanim genu
TSC2 u pidéleného souboru pacignbyla testovana hypotéza - DGGE po PCR
rozStené o tvorbu heteroduplexovych molekul DNA bude w&Si &innost nez
DGGE po prosté PCR, protoZze bude navic schopndmatta mutace, v nichzip
zanené dvou nukleotid nedochazi ke zémé v patu vodikovych vazeb mezi
parem bazi. Hypotézu se vSak potvrdit nepibmlgprotoze ob srovnavané metody
doséhly srovnatelnych vysleilk Dale bylo stanoveno procentualni zastoupeni
jednotlivych typi mutaci detekovanych v genu TSC2 testovanymi metoda
vySetovaného souboru paciént Po srovnani ziskanych vyslédks daty

v mezinarodni databazi pro mutace genu TSC2 bylétéeap, Ze nejastji
detekovanou mutaci jsou zény se zmdnou v p&tu vodikovych vazeb. Zanové
mutace beze zény v pcaitu vodikovych vazeb twd priblizné desetinu vSech
detekovanych mutaci v genu TSC2. Pouzitymi detaki technikami se podido
ve vySetovanych exonech genu TSC2 odhalit jednu neboe &bmormalit u 73 %

analyzovanych pacieint
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11 PRILOHY

Piiloha ¢.1:

Piehled DGGE primeni pouZitych k amplifikaci DNA ve vySef¥ovanych

exonech
Nazev primeru Amplgl)lf(g)r\]/any DMSO | Gradient |Relativni pozice v DGGE
3 3 ° 40 - 80% R
14 14 40 - 80% 55
17 17 ° 40 - 80% 60
35 36 ° 40 - 80% 57,5
19 19 30 -70% 50
23 23 30 -70% 47,5
30a 30 ° 45 - 75% 60
36 37 30 -70% 55
10 10 40 - 80% 52,5
15 15 40 - 80% 55
22 22 ° 40 - 80% 60
25,1 25 40 - 80% 47,5
16 16 ° 40 - 80% 57,5
20,2 20 40 - 80% 50
29 29 ° 40 - 80% 60
40 41 40 - 80% 55
12 12 ° 40 - 80% 50
27 27 ° 40 - 80% 57,5
33 34 ° 45 - 75% e
37-38 38 - 39 ° 45 - 75% 60
6 6 ° 40 - 80% 60
20,1 20 ° 45 - 75% 52,5
25,2 25 ° 40 - 80% 57,5
7 7 ° 40 - 80% 55
21 21 ° 40 - 80% 57,5
11 11 40 - 80% 50
32,2 33 ° 45 - 75% 60
30b 31 ° 40 - 80% 55
34 35 ° 40 - 80% 60
2 2 20 - 65% 37,5
5 5 40 - 80% 43
26 26 ° 45 - 75% 55
4 4 ° 30 - 70% 40
9 9 ° 30-70% 50
20,3 20 ° 30 - 70% 46

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)
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Ptilohaé. 2;

Sekvence jednotlivych DGGE primefi — reverse pro gen TSC2 (XKast ze 2)

TSC2- 03r ACGT CACCCATCCCAGCGTC
TSC2- 14r AGCCTCACCTACGGACACA

TSC2- 17r AGACATGCAAACAGCGCCAC
TSC2- 35r TAGCAGGACTGGATGGEGACGC

TSC2(40GC) - 19r | CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCETTTTTTTTGAGGCTCGCAGTCTTTTGG

TSC2- 23r TGGCCTACCGAGAGACACA

TSC2- 30ar CAGAGAGGAGCCACATTGC

TSC2(40CC) - 36r CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT TTTTTTTTTTTTGACACAGCAGT GGGCACCT
TSC2- 10r TGTCTGEGT TCCCGGT GCT

TSC2- 15r AACAGACTCCAACACAACGC

TSC2- 22r GCTGCCGEEECTTTCTGC

TSC2- 25, 1r AGACACACTGATGCTGCG

TSC2- 16r CAGCTTCCAGGAACCACACC

TSC2(40CC) - 20, 2r | CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCCEGTTTTGTCCAGGTAGI T

TSC2- 29r TGTGGGTGACTGECAGAAAG

TSC2(40CC) - 40r CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT GCACT GEEGT CAGGACTTT

TSC2- 12r AGACAGAGACAGGEECCAGEC

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)
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Sekvence jednotlivych DGGE primefi — reverse pro gen TSC2 (Xast ze 2)

TSC2- 27r

GCAGGCCCCGAGGAAAGGAA

TSC2( 40GC) - 33r

CGCCCECCGECECCCCGECGECCCEECCCECCECCCCCECCCGTI TTTTTTTTTAT TCACCCGAGCCACACAGC

TSC2- 37- 38r

GGCCTGICCCACCAGCTCAC

TSC2( 60GC) - 067

CGCCCECCGCGECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGECGCCCGCCECGCCCCGCGCCT TTTTAAGCCCCAGCCT CCCAGAAA

TSC2(40GC) - 20, 1r

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCCCCCGTITTTTTTTTTTTACGECCAGGT GCAAGT CAG

TSC2- 25, 2r

ACACGGGCAGACGATGAGGT

TSC2(40GC) - 07r

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCCCCCEECCCT TGTCCCATCCATGT G

TSC2(60GC) - 21r

CGCCCECCGCGECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGECGCCCGECCECGCCCCGCGECCT TTTTTGAGAAGCCCGCACAGGT TA

TSC2(40GC) - 11r

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCCCCCGTTTTTTTTTTTTTCACCAGCCAAAGCCCAAAG

TSC2(60GC) - 32, 2r

CGCCCECCGECECCCCECGECCCEECCCECCECCCCCECCCGCGCCCGCCECGCCCCCGCECCTTTTTTTT T TTGGEGAGCT GGAAGGCAAGGGA

TSC2( 40GC) - 30br

CGCCCECCGECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCGCCCGT TTTTTTTCTAT GAGGCAGAGT GGCGCT

TSC2( 60GC) - 34r

CGCCCGCCGECGECCCCGECGECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCGECGECCCCECECCTTTTTTTTTTTGCCCAGACTCCCTACCCACT

TSC2( 40GC) - 02r

CGCCCGCCGECECCCCECGECCCGEECCCECCGCCCCCGCCCGCAAACT CAGCCTCTGAATAG

TSC2( 40GC) - 05r

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCCCCCGACAGGATCTCAATTCTTTTC

TSC2- 267

TGAAACCCAGCTTGCCCGT G

TSC2( 40GC) - 04r

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCCCCCGITTTTTTTTTTTTTTTCGT CAAGGCCAGAGAAACC

TSC2( 40GC) - 09r

CGCCCECCGECECCCCECGECCCEECCCECCECCCCCECCCGAGCT CTCCCGT TCCTGCCAG

TSC2- 20, 3r

CGGGCCCAACTCACTCATCCCTGECCT

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)
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Sekvence jednotlivych DGGE primefi — forward pro gen TSC2 (1.¢ast ze 2)

TSC2( 60GC) - 03f

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCECECCCCECECCT CACGECACTGCTCCAGI TG

TSC2( 40GC) - 14f

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGAAGT GTCACGAGATGTGEC

TSC2( 60GC) - 17f

CGCCCGCCGCGECCCCECECCCEECCCECCAECCCCCAECCCECAECCCECCGCGCCCCECECCECTTGECTCTGECTTTCAC

TSC2( 60GC) - 35f

CGCCCECCGECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCGECECCCCECECCT TTTAGT GATGCCACCCTGCCTCT

TSC2( 40GC) - 19f

TAGCTTCCGCCTCTGICTC

TSC2( 40GC) - 23f

CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT TTTTTTTTTGATGI TTCCCTGCTGCCA

TSC2( 60GC) - 30af

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCECECCCCECECCCAGAGAT GEGTAAGGEEEAG

TSC2- 36f

TCAGCACTGGCCCCACAAAC

TSC2( 40GC) - 10f

CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT TTTTTTTTTAAGCAAGCAGCT CTGACCCT

TSC2( 40GC) - 15f

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECATGAGCCTGT GTGTAAGTC

TSC2(60C0) - 22f CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCECGCCCCECECCTTTTTTTTTTTACCCCGECTCCCCTGACCA
TSC2(40G0) - 25, 1f CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGTTTTTTTTTTTTTTTGECTTGT TCTCCCCTTCCC

TSC2(40GC) - 16f CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT TTTTGGTGCTGT CTTAGGACTGCG

TSC2- 20, 2f TTCAGGCCCAAAGACACT

TSC2( 60CC) - 29f CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCECECCCCECECCECT TGAGCCTGGTGETITTTG

TSC2- 40f ACGCCTCCCAGACTTACTGC

TSC2( 40GC) - 12f

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGAGEEECAACACCEECTCTTC

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)

92




Sekvence jednotlivych DGGE primefi — forward pro gen TSC2 (2.¢ast ze 2)

TSC2( 40GC) - 27f

CGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGACCEECAAGCTGEGITTCAC

TSC2- 33f CGGEECCCTCTGTGTTCCTCCCTGTGG

TSC2( 60CC) - 37- 38f | CEGCCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCECECCCCGCGCCGAT CAGCCTTCAGCACACEC
TSC2- 06f CGGGCCCTGACTAGACCACAGCCCGT

TSC2- 20, 1f CGGEECCTCTGECTACCCCGTGACCT

TSC2( 60GC) - 25, 2f

CGCCCECCGECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCECECCCECCGECECCCCECECCEECTTGAATAACT CTCCACC

TSC2- 07f GCGGEGEEEAGECT GAAGGAGGT GGGAAG

TSC2- 21f TGCTAAGCCTCGCECTGITC

TSC2- 11f AGTGGAAGTCAGCCTGTGTC

TSC2- 32, 2f CAGCCAGGAGGAGAAGTCCC

TSC2- 30bf CGGECCCTGIGIGTAGCCCCTCCTCCT

TSC2- 34f CTGGECCTAAGCTCCCTGI GG

TSC2- 02f GGGEGEGTCTCTAGT CTGGAAAATGC

TSC2- 05f CCGGTGAGT GGGAGATGTAGATT

TSC2( 40CC) - 26f CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGT TTTTTTTTTTGGT GATAGGT GGCTCGEC
TSC2- 04f CTGGCAGCCTCTGCTGATC

TSC2- 09f CGGCAACCT CACACATCCAT

TSC2(40CC) - 20, 3f | CECCCECCECECCCCECECCCEECCCECCECCCCCECCCGTTTTTTTTTTTTACTGACT TGCACCT GBCCGT

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)
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Ptilohaé. 3:

Sekvence primefi pro gen TSC2 bez GC-svorky (alterujici za TSC2 pmery

s GC-svorkou)

TSC2- 03f TCACGGCACTGCCTCCATTG

TSC2- 14f AAGT GTCACGAGATGTGEC

TSC2- 17f GCTTGECTCTGECTTTCAC

TSC2- 35f TTTTAGIGATGCCACCCTGCCTCT

TSC2- 23f TTTTTTTTTTGATGITTCCCTGCTGCCA
TSC2- 30af CAGAGAT GGGTAAGGGGAG

TSC2- 10f TTTTTTTTTTAAGCAAGCAGCTCTGACCCT
TSC2- 15f CATGAGCCTGIGTGTAAGTIC

TSC2- 22f TTTTTTTTTTTACCCCGGECT CCCCTGACCA
TSC2- 25, 1f TTTTTTTTTTITTTTTGECTTGI TCTCCCCTTCCC
TSC2- 16f TTTTTGGTGCTGTCTTAGGACTGCG

TSC2- 29f GCTTGAGCCTGGTGGITTTG

TSC2- 12f AGGGEECAACACCCECTCTTC

TSC2- 27f ACGGGECAAGCTGGGTTTCAC

TSC2- 37- 38f | GATCAGCCTTCAGCACACGC

TSC2- 25, 2f | GGCTTGAATAACTCTCCACC

TSC2- 26f TTTTTTTTTTTGGTGATAGGTGECTCGEC
TSC2- 20, 3f TTTTTTTTTTTTACTGACT TGCACCTGECCGT
TSC2- 19r TTTTTTTTGAGGCTCCGCAGTCTTTTGG
TSC2- 36r TTTTTTTTTTTTTGACACAGCAGI GGGCACCT
TSC2- 20, 2r | GGTTTTGICCAGGTAGIT

TSC2- 40r TGCACTGGEGGTCAGGACTTT

TSC2- 33r TTTTTTTTTTATTCACCCGAGCCACACAGC
TSC2- 06r TTTTTAAGCCCCAGCCT CCCAGAAA

TSC2- 20, 1r TTTTTTTTTTTTACGECCAGGT GCAAGT CAG
TSC2- 07r GCCCTTGICCCATCCATGTG

TSC2- 21r TTTTTTGAGAAGCCCGCACAGGTTA

TSC2- 11r TTTTTTTTTTTTTCACCAGCCAAAGCCCAAAG
TSC2- 32, 2r TTTTTTTTTTTGEGAGCT GGAAGGCAAGGGA
TSC2- 30br TTTTTTTTCTATGAGGCAGAGT GCCGCT
TSC2- 34r TTTTTTTTTTTGCCCAGACT CCCTACCCACT
TSC2- 02r CAAACTCAGGCTCTGAATAG

TSC2- 05r ACAGGATCTCAATTCTTTTC

TSC2- 04r TTTTTTTTTTTTTTTTCGI CAAGGCCAGAGAAACC
TSC2- 09r AGCTCTCCCGTTCCTGCCAG

(Materialy Ustavu lékeské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci)
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Priloha ¢€. 4:

Prehled detekovanych abnormalit v genu TSC2 pomoci psté DGGE a DGGE s tvorbou heteroduplexu u vySEtvaného souboru

pacienti (1. ¢ast ze 3)

. Primery (exony)
Cislo

Pacient DNA ol ol
SRR

3
14
17
35
19
23

30a
36
10
15
22
25,1
16
20,2
29
33
37-38
6
20,1
25,2
7
21
11
32,2
30b
34
2
5
26
4

5102 - | - - - -T-1-T-0-T-1-T7-0/-17-1-T7-0/-T-1/%=°4-1/1-71-1-

53/03| - | - | - | -f-1-{-1-0t-1-1-"1-0-01-1-"1-M-1-"1-1-1-1-1-+

137/98 | - | - | - | - - -{-1-0-1-1-1-0-1-{-"1-0-1-"1-1-1-1-1-+

18305 - | - [ - -[-T-1-1-0-T7-"1-7-0-"17-"T1T-"7-0-"T7-"-"T7-01-"1-"T7-0"-"17-"1-"7-0-"T7-0-"17-°1-79-
364/01] - | - | - - -T-T-1-1-1-T1-1-1-T1T-T7T-1-0-"-1-"1-W"-"17-"1-0"-T-7-T-0"-"-1"-"1-1-71-
ara02| - [ - - - -1 -1-1-1-T1T-7T-T1T-1"T-F/&F - 1"-0-V-1-07-0-17-1-M1-T-T7T-T-01-1-1"-"1-1-71-

481/04 | - | - | - | -/ ---1-0-1-1-1-1-1-+-

©0 N[ |01 & (W IN =

507007 | - | - | - | - -1 - -1-1-1-1-1-1T-1-F240-1-Fel--01-1-T1-1-1-1-
w498 - [ - [ - --T-T1-1-1-1-1-1-1-1-1%2

20,3

[
o

7 °
10398 - o] - [ -1 -[-1-1T-1-1«<W® -1 -1-1-[-0-1-1-T-"-[-"1-0-1-T-1[-"-1-1-1-1-1-

=
=

26299 - | - [ - -1 -[-M -1-1-1-1-0-1-1-"T-0-1-1-1-1-1T-1T-0-1-1-1T-1-1-1-/7-1-

12.|321/02| -

[} [ )
13.1414/04| - | @ | - | - - - - - - e | - - - - - - - - - - - - -
14.(584/06| - | e °

15.1502/07| - | - | - | -/ - |- -1-{-1-1-1{-N-"1-"1-01-0-1-1-1-

® | Detekovéano jen DGGE Detekovano jen DGGE s HD ? | Nejasné 2 prouzky l:l Pozitivni pacient
® | Detekovano DGGE i DGGE s HD VySetfeno pouze DGGE s HD ® | Pozitivni signal
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Prehled detekovanych abnormalit v genu TSC2

pacienti (2. ¢ast ze 3)

pomoci psté DGGE a DGGE s tvorbou

heteroduplexu u vySEtvaného souboru

Primery (exony)

. Cislo

R G P EETY ETEIEAE] EEEIR b EISETE TR P p=aie N ETETIN HIE gl+|o|3
e ]62207] - | o o N ]
17.1465/09 | - [ e | - | - - | - - - -F®| - - - =A== - - -] - - -
wslessos] - | - | - [ -l - -T- -l -1 --T-T-T-0-T-T-T7-0-T7-T-1T-T-T-T-1T-7T- 1 )
1925400 - | - | - [ - -T-1-T-0-T-1-T-0-T-1T-T-0-T-1T-T-"-T-1-1-T-T-T-1-71- 1 ]
20.1824/08 | _ | - | - | - - - - o - = o= - - e e e - e e e - - - -
21.1603/05| - | - | - | -l = = = - -0 <=A=M-1=T1-0=-=-1-=-1="0=W0-1=1=-N=1-=-1-=1=1-=-1- - i
22.1262/08| - | - | - | -l = = = -0 -0 <=0 =M1 -0 =-Td= A=W === - - i
23.11248/01 | - | - | - | - - - = =W -0 === == === - = e - - - -
A I I I P S T T T e - ]
AR I I Y P T T D - ]
26.| 6309| - | - | - | - fe | - |- - - - - e - - e - - - ]
o7 l7a208) - | - | - - - - - - - e - e - e - - -] - - ]
28.|68308| - | - | - - - -|--(-[--[-{0-FP2d-|-0-"1-"V-1-0-"[-"/-0-"/-"/-/-/]-]- - -
29.| 143/05] - H NN i H i
0.0 69507 - | - | - - - - - - -Vt - ]

® | Detekovéano jen DGGE

® | Detekovano DGGE i DGGE s HD

=

Detekovéano jen DGGE s HD
VySetfeno pouze DGGE s HD

? | Nejasné 2 prouzky
Pozitivni signal
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Prehled detekovanych abnormalit v genu TSC2 pomoci psté DGGE a DGGE s tvorbou heteroduplexu u vySEtvaného souboru
pacienti (3. ¢ast ze 3)
.. Primery (exony)
Pacient Cislo © - o~ @Q - |~ o~ ™
T - ~ - L 2 L
RN R EIRETE] ETEARFI BRI RN ERIE DRI R gl<|o|g
31| 127/98| - | - | - | - - - -[el - -1 --0-1-1-1-0-"1-"1-"0/-{-'\-"1-0-"/-1-/-/-/- - - -
32.0 263/98| - | - | - | - - - - -M-1-1-1-0-1-'/-0\-U0-1-"1-"0/-%-01-/-4-0\-"1-91-11-79- - - -
33.| 447/08| - | - | - | - - - - -0--1-1-M0-1-01-"1-4-"1-"/-0\-4-{\-"1-4-"1-1-/-/-1/- - - -
3.0 16307 - | - | - | - - -1 -1-1|-|-1-1-1]- B S S S S e e e - - - -
35.0 790006 - | - | - | - -l - - -0l -l - - - - - - -
36.| 464/08| - | - | - | -/f®e| -|-|--[®}®| - -|-|-]-/-|-{-|-N-'1-1-U-1-1-1-0-1- - - -
37.0 438/06| - | - | - | - - --[-M0-1-"1-1-0-1-'/-01-M-1-"1-"01-%-1-/-4-0L-"1-"1-1-91-+ - - -
38.ja104/08| - | - | - |- - -[-1-0-[-[-[-0-[-[-[-0L-1-1-®®&®-T-T-1-1-1-1-1-1- - }
39.0 465/08| - | - | - | - - - - -0-1-1-1-0-1-0/-01-U0-1-"1-"1-0-1-/-1-"bel-]-1-]1- - - -
40.| 432/08| @ | ® | - | - || - | ® | - | - [ - || - | - | - | - |- | -f-f-]-]-4-1-{-N-1-1-1-1-1-+ -l - -
41| 44108| - | - | - | - - - - - -l - - - e e - - -
420 347/09| - | - | - - - - - - - - e - - e - - - - - - - - - - -
43.1 130/09| - | - | - | - - - - -l - - - - - - - -
44,1 692/09| - | - | - | - || - | - - -0 -1-1-1-1-Fr®{-1{-01-1-1-1-01-1-1-N"-1-1-1-1-1- - - -
® | Detekovéano jen DGGE Detekovano jen DGGE s HD ? | Nejasné 2 prouzky l:l Pozitivni pacient
Detekovano DGGE i DGGE s HD VySetfeno pouze DGGE s HD ® | Pozitivni signal

Poznamka: Signal v exonu 2 byl u vSech yBetnych pacietitvelmi Spatg citelny.
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Pi#ilohaé. 5:

Vysledky sekvenace jednotlivych pozitivnich vzork (1. ¢ast ze 2)

Pacient

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Primer Signal .

Cislo DNA (exon) v DGGE Vysledek sekvenace
465/08 sekvenéni zména nalezena v nekddujici sekvenci
691/09 20,2 €.2251C>T R751X

30a negativni
117/98 c.4959C>T, S1653S
321/02 14 €.1578C>T,S526S
15 €.1600-14C>T (intron)
414/02 €.2251C>T, R751X
414/04 14 €.1578C>T,S526S
15 €.1600-14C>T (intron)
57/09 10 €.1110G>A , Q370Q
32,2 Cc.4269G>A , L1423L
347/09] 6 [ 2prouzky | c.600-2A>T (intron)
432/08 3 €.228C>T, H76H,
14 €.1578C>T, S526S,
15 €.1600-14C>T (intron)
23 €.2713C>T, R905W
438/06 c.482-3C>T (die jednoho fetszce)
464/08 15 €.1600-14C>T (intron) (dle 1 fetézce)
19 €.2098-2A>T
22 €.2580T>C,p.F860F
790/06 €.482-3C>T(Spatné hodnotitelna sekvence)
447/08 €.482-3C>T(dle jednoho fetézce)

683/08

€.482-3C>T(dle jednoho fetézce)

5
20,2

negativni

584/06 14 €.1578C>T,S5268S,
15 €.1600-14C>T (intron)
1401 5 [INSBRGUERN c 452-30>T
63/09 19 delCTCT
32,2 €.4269G>A, L1423L

Poznamka: Vysledky prvnich 20-ti pacigmtyly pouzity v ROC analyze
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Vysledky sekvenace jednotlivych pozitivnich vzork (2. éast ze 2)

. Cislo Primer Signal .
Pacient DNA (exon) v DGGE Vysledek sekvenace
18. 262/99 5 €.482-3C>T
30a €.3693 3696delGTCT
19.  685/08 c.1100G>A (R367Q), ¢.1110G>A (Q370Q)
20.  53/03 C.4269G>A
21. 104/98 27 nehodnotitelné
29 negativni
7 c. 729C>G (L243L)

22. 507/07 27 nehodnotitelné

29 negativni

23. 103/98 14 €.1578C>T,S526S

15 sekvencni zména nalezena v nekddujici sekvenci
22 bez sekvenace
24, 13/09 5 nehodnotitelné
16 €.1833G>A, R611Q
25. 1104/08 5 c.482-3C>T
37-38 nehodnotitelné
26. 501/07 bez sekvenace
27.  143/05 14 bez sekvenace
15 €.1600-14C>T(intron)(dle f fetézce,r-nehodnotitelné)
4 negativni

28.  465/09 14 c. 1578C>T S526S

15 bez sekvenace

30. 712/08 20,2 negativni
21 bez sekvenace

32. 130/09 nehodnotitelné

33.  51/02 nehodnotitené

34. 622/07 37-38 nehodnotitelné

Detekovano jen DGGE
Detekovano DGGE i DGGE s HD
Detekovéano jen DGGE s HD
VySetfeno pouze DGGE s HD

Nejasné 2 prouzky
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Ptilohaé. 6:

Chromium, 2010)
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