Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Ciliopatie: souvisejici onemocnéni a jejich
molekularné-geneticka diagnostika

Diplomova préce

Bc. Daniela Stankova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie

Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2018 Vedouci prace: Ing. Arpad Boday



Prohlasuji, Zejsem diplomovou praci vypracovala samostatn¢ pod vedenim

Ing. Arpada Bodaye a za pouziti uvedenych literarnich zdrojt.

V Olomouci dne 26. 4. 2018



Souhrn

Cilia jsou komplexni struktury ptitomné téméi v kazdé butice organizmu, kde hraji zasadni
biologickou roli. Motilni cilia umoziuji tok tekutiny nebo pohyb jednotlivych bunék,
nemotilni jsou mistem velkého zastoupeni receptori a signaliza¢nich kaskad. Mutace gent
koédujicich komponenty cilia mutze mit za nasledek nespravnou funkci této struktury,
a dochazi tak k rozvoji syndromovych onemocnéni obecné zndmych jako ciliopatie. Cilem
této prace bylo popsat strukturu cilia a jeho roli v bufice i celém organismu. Experimentalni
¢ast prace byla zaméfena na autozomalné dominantni polycystickou chorobu ledvin, u které
byl navrzen paralelné¢ doplitujici postup vySetfeni pomoci mikrosatelitové vazebné analyzy

v rodinédch postizenych autozomalné¢ dominantni chorobou ledvin.



Summary

Cilium is a complex structure that can be found in almost every cell of the organism, where it
plays a crucial role. Motile cilia cause fluid flow, or movement of a cell, immotile cilia have
lot of receptors and signalling pathways. Mutation of the genes, which encode components of
the cilium, can lead to a dysfunction of the cilium and to the development of the syndromes
known as the ciliopathies. The aim of this thesis is to describe the structure of the cilium, its
role in the organisms. The practical part of this thesis was focused on ADPKD. The new

approach to the diagnosis — study of the genetic linkage was proposed.
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1. Uvod

Cilia jsou komplexni struktury, které jsou pfitomny témét v kazdé buiice. Dfive byla
povazovéana za nepodstatné soucasti. Dnes jiz vime, Ze maji zdsadni funkce pro builku jako

takovou, a tim padem i pro cely organizmus.

Cilia obsahuji velké mnozstvi receptori a iontovych kanall a jsou uzce spjata s dilezitymi
signalnimi kaskadami. Neni proto piekvapenim, Ze jejich nefunkcnost mé na organizmus
zéasadni vliv. Jelikoz se jedna o struktury velice komplexni, jsou tvofeny velkym mnoZstvim
proteint, atomu odpovida i velky pocet kddujicich gent. Proto i onemocnéni vyvolana
poruchou cilii nesouci souhrnné oznaceni ciliopatie maji Sirokou genotypovou a z tohoto

vyplyvajici fenotypovou variabilitu.

Pod oznacenim ciliopatie se ukryva nckolik syndromil. V této praci bude studovano
a diagnostikovano jedno onemocnéni spadajici do této kategorie, kterym je autozomalné
dominantni polycystickd choroba ledvin (ADPKD). ADPKD je zavazné onemocnéni ledvin
vyznacujici se vznikem cyst predevSim vledvinach, ale iv jinych orgéanech.
Polycystoza ledvin v kone¢ném stadiu nemoci vyzaduje transplantaci toho organu. ADPKD je
onemocnéni relativné Casté, atudiz se jednd o jednu z nejCetnéjSich pficin transplantace

ledvin.

Spravna a Casna klinickd diagnostika u ptibuznych jedinci s ADPKD miize byt obtizna,
jelikoz typicky symptom, cysty, se objevuje Casto az v druhé dekad¢ zivota. Proto je tak
dilezitd molekularni diagnostika onemocnéni. Ta selektuje nositele mutantni alely od
zdravych jedincti. Pacienti s identifikovanou kauzalni mutaci mohou byt nasledné

dispenzarizovani.



Cile prace

Provést literarni reSersi tykajici se cilii a ciliopatii se zaméfenim na ADPKD

Provést vazebnou analyzu a néasledné molekularni diganostiku sekvenovanim rodin s
ADPDK, vysledky vazebné analyzy porovnat se sekvenacnimi daty

Porovnat uskali nepfimé molekularné genetické diagnostiky, diskutovat jeji prispevek

(mozné vyhody i nevyhody) pifi hodnoceni vysledki



3. Cilia a bic¢iky
Cilia abiciky jsou vysoce specializované motilni jednotky, jejichz zakladni stavebni
jednotkou jsou mikrotubuly a dyneiny. Piestoze jsou cilia a bi¢iky odliSovany, maji podobnou
strukturu. Bi¢iky jsou béznou soucasti spermii a nalézame je i u n¢kterych zastupct protozoa.
Jejich ulohou je zajistit pohyb bunky v kapalném médiu. Cilia maji podobné uspotadani jako
bi¢iky, a mohou zajiStovat nejen pohyb jednotlivych bunc€k (zejména u protozoi), ale jejich
ulohou je umoznit pohyb kapaliny po povrchu tkani, jejiz soucasti jsou bunky s cilii (McGrath

et al., 2003). V neposledni fad¢ maji 1 signalizacni funkci.

Motilni cilia plni pohybovou funkeci a jsou pomérné vzacna, vyskytuji se jen u nekterych typii
bun¢k. Nemotilni cilia jsou v jedné kopii pfitomna téméf ve vSech nedélicich se bunkach
obratlovct (Wheatley, 1995). Piestoze cilia byla objevena a popsana pied vice nez sto lety,
byla donedavna jejich funkce podceniovana. Dnes jiz vime, ze tyto struktury maji vyznamnou

senzorickou funkci a jsou soucasti signalnich drah dualezitych pro bunécné procesy.

Ciliase vevoluci eukaryot objevuji pomérné brzy. Predpokladd se, Ze byla piitomna
u prvniho univerzalniho ptedka (LUCA- "last universal common ancestror"), a byla objevena
v bunikach alespont n€kterych organizmi z kazdé hlavni vyvojové vétve eukaryot. O ptivodu
cilii existuje n€kolik evolu¢nich teorii. Jednou z nich je predpoklad vzniku cilia pomoci
symbiotického RNA viru, ktery vnikl do cytoplazmy eukaryotické buiky astal se
prekurzorem cilia (Satir et al., 2008). Druha teorie pocitd s autogennim formovanim z jiz

existujiciho mikrotubularniho organiza¢niho centra.

3.1. Biologicka stavba cilii

Cela cilia 1 bi¢iky jsou upevnény v takzvaném bazalnim tclisku. Bazalni télisko je
modifikovanou centriolou. Centriola md obecné néckolik funkei. Je soucasti centrozomu
a organizuje mikrotubuly déliciho vieténka. Zaroven je soucasti cilia jako bazalni télisko.
Piestoze centromera jako organizator mikrotubulu je u nckterych druhti, jako jsou rostliny

a protista, neptfitomna, jeji existence v ciliich v podob¢ bazalnich télisek je nepostradatelna.

Centriola je komplexni strukturou, kterd ma tvar valce. Je slozené z deviti mikrotubulovych
tripleti, které, podobn¢ jako mikrotubuly axonemy, jsou uspoiddany v kruhu. Za toto
uspotadani deviti tripletli, které jsou oznacovany A, B a C, je zodpovédny protein SAS-9.

Na oblast bazalniho t¢liska navazuje takzvana tranzi¢ni zona. Tato oblast je pfechodovou



oblasti mezi bazalnim téliskem a samotnym bi¢ikem. V tranzi¢ni zoné je ukoncen rast C

tubulu (Manton et al.,1981).

Drtiva vétsina naSich bunék ma takzvané primérni cilium, které se v bunkach vyskytuje,
pokud je dané buiika v Go fazi bunécného cyklu. Je to dano tim, Ze bazalni télisko, ze kterého
vznika cilium, vznikd z jedné centrioly centrozomu. V bunkéch, ve kterych vznikaji primarni

cilia, postupuje centrozom do oblasti bunécného kortexu.

Primérni cilia vznikaji vzdy z centrioly matefské bunky. Nékteré specifické bunky obsahuji
vys$i pocet motilnich cilii. Tyto buiiky obsahuji vyssi pocCet bazalnich télisek, kterd vznikaji
de novo. Az 90 % téchto nové vzniklych bazilnich télisek vznikd ze dcefiné centrioly
pivodniho centrozomu. V téchto bunikdch dochazi k syntéze bazélnich télisek ze struktury

zvané deutrosom.

Cilia jsou tedy vysoce komplexni struktury, které vznikaji v pfesném procesu, ktery zajist'uje,
aby vSechny komponenty byly na spravném misté. Usp&$né vytvoieni cilia je zajisténo
intraflagelarnim transportem. Transport materialu do cilia je zajiStén motorovym proteinem
kinesinem. Naopak transport z cilia je zajiStén dyneinem. Oba tyto proteiny jsou schopny
navazat takzvané IFT cCastice, které obsahuji vSechny potfebné komponenty pro rast cilia. Pro
svou existenci potfebuje cilium neustaly prisun IFT, pro pfisun novych proteinti. Bez IFT
dochazi Casem ke zmenSeni azaniknuti cilia. Kvili porucham IFT dochazi ke vzniku

mnoha onemocnéni (Jonassen et al., 2012).

Ptestoze struktura membrany a axonemy se mezi zivo¢ichy v nékterych detailech 1i8i, jedna se
o strukturu relativné konzervovanou, coz dokladaji n€které proteomické studie (Pedersen

etal,2012).

Vsechna cilia jsou slozena z axonemy, ktera se sklada ze skupiny mikrotubulovych vlaken
a kterd je obklopena dvouvrstvou ciliarni membranou. Membrana axonemy je pokracovanim
cytoplazmatické membrany, ovSem obsahuje jiné receptory aiontové kandly, které jsou
zastoupeny v hojném poctu. Tato skute¢nost odpovida i faktu, ze cilia maji signaliza¢ni funkci

(Christensen et al., 2007).

Motilni cilium obsahuje uprostfed centralni par mikrotubulli, kolem kterého se v kruhu
nachazi devét mikrotubulovych doubletl tvofenych A a B tubuly. Zatimco A tubulus je tvoien
13 protofilamenty, B tubulus, ktery ¢astecné ptiléha k A tubulu, je tvofen 10 protofilamenty.

Spojeni mezi A a B filamentem je jeSté posileno pfitomnosti proteinu tektinu. A tubulus
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je v mnoha piipadech delsi nez B tubulus, a v distalnich ¢astech axonemy tak vzniké distalni

A-tubulovy singlet.

Motilni cilia jsou casto oznacovanajako 9+2, kde devitka zastupuje pocet doubletl
a dvojka centrdlni mikrotubulovy par. Nemotilni cilium postrddd centralni dvojici

mikrotubulil a je Casto oznaCovano jako 9+0.

Ovsem 1 toto pravidlo mé své vyjimky. Prikladem mohou byt motilni cilia na embryotickém
uzlu obratlovci, kterd zajistuji tok perinodalni tekutiny a jsou zodpovédna za spravny vyvoj
pravolevé symetrie. Pfestoze se jedna o motilni struktury maji slozeni 9+0, coz naznacuje
absenci centralni dvojice mikrotubuld. Cirkularni pohyb téchto cilii je zajiStén vnéjSim
dyneinovym ramenem (Hirokawa et al, 2006). Dalsi vyjimkou =z pravidla jsou
mechanosensoricka cilia, kterd se nachazeji v Cortiho organu. Jejich uspofadani mikrotubuli

je 9+2, ale postradaji motilni funkei.

Soudrznost axonemy je zajiSténa pomoci trojice protein. Centralni dvojice mikrotubul
je drzena pii sobé pomoci takzvanych ,,inner sheath®. Dalsi struktura, kterd je tvotena z
nexinu, propojuje jednotlivé doublety mezi sebou. Dilezitou strukturou jsou i radialni paprsky
(radial spokes), které sméefuji od centralnich mikrotubul k A filamentim vnéjSich doubleti

(viz obrazek 1).

Obrazek 1: Struktura cilia viditelna na pfi¢ném fezu

Vnejsi Radialni paprslky
dyneinova
ramena

Vnejsi
Viténi cilidrni
dyneinova 3 membrana
ramena
Centralni
mikrombulovy
"Tnner par
sheath"



3.2. Ohybani cilii

Samotny pohyb je vytvafen ohybanim axonemy, ktera je slozend z mikrotubuli. Mikrotubulin
je dulezitou soucasti cytoskeletu. Slouzi jako mechanicka opora buiiky, podili se na buné¢ném
transportu, segregaci chromozomu a v neposledni fad¢ je soucasti cilii. Jedna se o dutou
strukturu, kterd je slozena z tubulinovych dimert s globularni strukturou. Dimer je slozen
za af podjednotky, které v mikrotubulu zaujimaji urcitou orientaci a urcuji tak polaritu
vldkna. Jednotlivé dimery se spojuji zavzniku duté struktury tvofené obvykle 13

protofilamenty.

Mikrotubuly jako takové jsou vysoce dynamické struktury. Naplus konci dochazi
k prodluzovani mikrotubulu pfikladanim dalSich dimerG. Tento prudky nartst muize byt
nasledné vystfidain rozpadem mikrotubulu. Tato vlastnost, nazyvand mikrotubulova
nestabilita, je zptisobena schopnosti tubulinu hydrolyzovat GTP za vzniku GDP. Na rostouci
plus konec mikrotubulu jsou ptidavany podjednotky s navazanym GTP. Tyto podjednotky
tvofi takzvanou GTP Cepicku, ktera zabranuje rozpadu celého mikrotubulu. Pokud jsou vSak
nové podjednotky ptidavany pomaleji, nez dochazi k defosforylaci GTP, na plus konci
se zatnou hromadit podjednotky s navdzanym GDP a nésleduje uvoliiovani podjednotek
arozpad celé¢ struktury (Vulevic et al, 1997) Mikrotubulinova nestabilita musi byt
v nékterych  bunéénych strukturach, mezi které patii napiiklad zminovana cilia,
potlacena vazbou stabilizacnich proteind. Na stabilnich mikrotubulech se nachédzi velké
mnozstvi posttranslacnich modifikaci jako acetylace, detyrosinace, glycylace a glutaminace.

Tyto modifikace se nachazeji pfedevsim v ciliich, centriolach a bazalnich téliscich.

Dalsi klicovou sloZzkou pohybu jsou motorové proteiny. Tyto motorové proteiny vyuzivaji
energii z ATP pro svlij pohyb podél mikrotubulového vldkna. Dyneinové motory se pohybuji
smérem k minus konci a v buiice hraji dilezitou roli pfi transportu proteind. V ciliu generuji
jeho pohyb. Hlavicka motorového proteinu je trvale ptipevnéna k A podjednotce doubletu.
Kazdé A vlakno ma vnéjsi a vnitini motorovy protein, pfi¢emz ramena motorového proteinu
se natahuji smérem k B tubulu sousedniho doubletu. Ramena se pohybuji smérem k minus

konci a generuji tak pohyb typicky pro cilia.

Tento pohyb byl zaznamenan 1 pomoci experimentu. Cilia byla zbavena membrany a byla
proteolyzovana crosslinky, které drzi pohromad¢ jednotlivé filamenta. Po pfidani ATP doslo k

prodlouzeni dané struktury az na pétinasobek ptivodni hodnoty (Lodish et al., 2000).



Ohyb cilia je dulezitym déjem. V fasinkovych epitelech dychacich cest zajiStuje odstranéni
Skodlivych nahromadénych tekutin. Ve vejcovodech vlivem ohybu cilii dochazi k pohybu
vajicka a ptipadné ke vzniku nového Zivota. Pfi samotném embryondlnim vyvoji je dilezité

proudéni kapaliny, které miize mit vyrazny vliv na jeho spravny pritb¢h.

Je tudiz zifejmé, Ze ohyb cilia neni zcela ndhodny, jelikoz hydrodynamicky tok jim
generovany musi mit urcity smér. V dychacim traktu dochazi v ciliich ke dvéma pulstm.
Béhem prvniho efektivniho arychlého pulsu dochdzi k ohnuti cilia dopfedu. Druhy
regeneracni puls slouzi k navraceni cilia do plivodni pozice s minimalnim zasazenim okolni
vrstvy hlenu (Supatto e Vermot, 2011). Tyto asymetrické pulsy zpiisobuji spravny smér toku

kapaliny (viz obrazek 2).

Obrazek 2: Ukazka ohybu cilia

Smer toku Efelktivni puls

"

12 Regeneratni puls

Pievzato z: Supatto, W., & Vermot, J. (2011). From cilia hydrodynamics to zebrafish embryonic development. In Current topics in
developmental biology (Vol. 95, pp. 33-66). Academic Press.

3.3. Signalni kaskady uvniti cilii

Cilia jsou téméi vSudypiitomnd. Dlouhou dobu se predpokladalo, ze nemaji kromé motilni
funkce zadnou jinou ulohu. Bylo vSak zjiSténo, Ze jsou soucasti bunéénych signalnich kaskad,

které hraji klicovou roli pfi vyvoji organizmu (Gheber et Priel, 1997).

3.3.1. Hedgehog signalni kaskada

Hedgehog signalni kaskdda hraje zasadni roli pfi regulaci procest v bunice, které zahrnuji jak
specifikaci bungk, tak jejich proliferaci (Walters et al., 2011). U drosophily a obratlovct hraje
zasadni roli pfi vyvoji embrya. Chybna signalizace byla identifikovanai u riznych typt

rakovin.

Hedgehog gen byl poprvé identifikovan pii embryonalnim vyvoji octomilky (Niisslein-

Volhard et Wieschaus, 1980). Embryo recesivniho homozygota s mutantni formou Hedgehog



bylo pokryto vyristky, které pfipominaly bodlinky jezka (anglicky hedgehog). Tak

byla pojmenovana nejen ptislusnd genova rodina, ale i celd signalni kaskada.

Hedgehog genova rodina zahrnuje nékolik gent, které koduji proteiny plnici funkci liganda
v hedgehog signalni kaskad€. U obratlovcli mezi né patii Sonic hedgehog, Indian hedgehog
a Desert hedgehog (Chen et al., 2007). U nizSich obratlovc byly nalezeny i dal§i formy
téchto ligandi (McMahon, 2000).

Ligand je obvykle exprimovan v buiikich mnoha orgdnti. Dale je vSak zpracovavan
v exprimujich buiikach, kde pomoci autokatalytick¢é reakce dochazi k odstranéni C-
terminalniho konce signalni molekuly azarovein je k C-termidlnimu konci proteinu
ptipojena molekula cholesterolu (Mullor et al., 2002). K N-terminalnimu konci je pfipojen

palmitat. Tyto modifikace reguluji aktivitu ligandu, difizi a potenci.

Na uvolnéni hedgehog proteinu a jeho difuizi se podileji dalsi dva proteiny. Dispatched protein
je transmembranovy protein s doménou citlivou pro steroly, ktery umoziuje uvolnéni ligandu.

Druhym je Tout-velu transmembranovy protein, ktery zajist'uje transport ligandu.

Cela kaskada je spusténa navdzanim jednoho z ligandl na transmembranovy protein Patched.
Hlavni tlohou tohoto proteinu je represe Smothened proteinu. Po navazani ligandu dochazi
k ukonCeni represe Smothened proteinu. Smothened protein je protein homologni
ke G proteinim. Signal je u drosophily dale pienaSen pomoci kinesin-like protein Costal,
Fused a serin threonin proteinkinazy, az k transkripénimu faktoru, ktery zajistuje transkripci

cilovych genti (Rubin et Sauvage, 2006).

3.3.2. Wnt signalni kasakada

Wnt signalni kaskada ovlivituje vyvojové procesy oraganismu. Reguluje bunécnou proliferaci

a diferenciaci.

Kanonickd Wnt signdlni kaskddaje spuSténavazbou Wnt ligandu na Frizzled
transmembranovy receptor. Receptor aktivuje Dishevelled, ktery svou c¢innosti naopak
inhibuje komplex proteini, mezi které patii glykogen synthetdza kinéza-33, adenomatous
polyposis coli, axin a kasein kindza 1. Komplex téchto proteinii zdsadn¢ ovliviiuje cilovou
molekulu kanonické wnt signalni kaskady, kterou je B-katenin. Pokud je kaskada neaktivni, je
B-katenin fosforylovan a nésledné degradovéan v proteazomu. Pfi aktivaci celé¢ drahy pomoci

vazby ligandu dochazi k zastaveni degradace P-kateninu a k jeho nahromadéni v cytosolu



buniky. Nasledn¢ pak [-katenin vstupuje do jadra a interaguje s transkripénimi faktory

a spousti expresi vybranych genti (Wodarz ef Nusse, 1998).

Kanonické wnt signélni kaskdda ma spojitost s onemocnénimi spojenymi s tvorbou cyst. Bylo

zjisténo, Ze polycystin 1 ma vliv na modululaci wnt signdlni drahy (Kim et al., 1999).

Druhou vétvi wnt signalni kaskady je takzvana nekanonickd wnt signdlni draha. V zékladu
zalind stejn¢ jako ta kanonicka, vazbou ligandu na trasmembranovy Frizzled receptor.
Spoustécem nekanonické wnt drahy je protein inversin. Ten zpusobuje degradaci
cotozolického dishevelled proteinu (Simmons et al, 2005). Tim dojde k odklonu
od kanonické drahy. Membréanovy dishevelled protein ovSem degradaci unikd, ten zpuisobi
aktivaci proteinu z rodiny RAS kinaz RhoA a stimulaci JNK kindzy a Rho-asociované kinazy.

Vysledkem je reorganizace bunécného cytoskeletu a zména transkripcni aktivity.



4. Ciliopatie

Pojem ciliopatie zahrnuje velkou artiznorodou skupinu onemocnéni, jejichz podstatou
je genetickd mutace, kvili jejimuz vlivu vznik4 defektni protein, ktery se podili na spravné
funk¢nosti, nebo struktufe cilia. Jelikoz cilia jsou v lidském téle témét vSudyptitomnda, mohou
tyto mutace zptisobovat nejriznéjsi fenotypy. Jejich projevy jsou cysticka onemocnéni ledvin,
jater a pankreatu, defekty skeletu, situs inversus, hydrocephalus, exencephalus, obezita,
hyperfagie, diabetes, retinitis pigmentosa, ztrata zraku a sluchu, ateroskler6za, hypertenze,
Spatné hojeni ran, nadory, embryondlni letalita, kognitivni defekty, choroby kuze,

infertilita a mimodélozni téhotenstvi.

Fenotypové projevy ciliopatii se sice v nékterych ptipadech mohou piekryvat, ale ¢asto se od
sebe velmi lisi. Dlivodem mulze byt mnozstvi proteinii podilejicich se na stavbé a funkei cilia
a jejich rozdilnd funkce, nebo, chcete-li, tloha v této organele. Je identifikovano ptes Ctyficet
kauzalnich genti (Waters et al., 2011) a vzhledem ke komplexnosti celé struktury je velice
pravdépodobné, ze budou objevovany nové. Pro piehled jsou jednotlivé ciliopatie a jejich

kauzalni geny uvedeny v tabulce (viz tabulka 1, viz tabulka 2).

Tabulka 1: Piehled jednotlivych ciliopatii, jejich fenotypovych projevii, zpiisobu dédi¢nosti a Cetnosti vyskytu
v populaci

Nazev syndromu Fenotypové projevy Zpusob dédicnosti Cetnost vyskytu

obezita, diabetes,
polydaktylie, cystické

Bardet Biedl syndrom ledviny, retinis Autozomalng recesivni | 1 : 13 500 - 160 000
(BBS) pigmentosa,
hypogenitalismus, situs
inversus

cystické ledviny,
fibrosa jater,

malformace CNS, jater | Autozomalné recesivni 1:9000 - 140 000

a srdce, polydaktylie,
lateralni defekty

Meckel - Gruber
syndrom (MKS)
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Niazev syndromu

Fenotypové projevy

Zptsob dédicnosti

Cetnost vyskytu

Joubert syndrom
(JBTS)

hypotonie, ataxie,
psychomotorické
opozdéni,
okulomotoricka
apraxie, degenerace
retiny, polymikrogrie,
cystické ledviny,
fibrosa jater
a polydaktylie

Autozomalné recesivni

1:80000

Nefronoftyza (NPHP)

snizena
kortikomedularni
diferenciace,
tubulointersticialni
nefropatie,
kortikomedularni
cysty, fibroza jater
a/nebo pankreatu,
retinitis pigmentosa,
hypoplazie
mozeckového Cervu,
situs inversus

Autozomalné recesivni

1:50000

Senior- Lgken
syndrom (SLSN)

nefronoftyza,
poskozeni retiny
manifestujici se jako
Leberova kongenitalni
amauroza nebo jako
dystrofie retiny

Autozomalné recesivni

1:1000 000

... | dystrofie retiny, t€zké Autozomaln¢
Leberova kongenitalni " . N . 1%
, poskozeni zraku az recesivni, autozomalné 1:50000-75000
amaur6za (LCA) . .
slepota dominantni
progresivni
ztrata zraku a sluchu,
kardiomyopatie, Autozomalné
Alstorm syndrom . . . 1o x S
obezita, acanthosis recesivni, autozomalné cca 900 celosvétove
(ALMYS) . . ,
nigricans, defekty dominantni
ledvin, plic, jater,
moc¢ového méchyie
mnohocetné cyst 1 x
Polycystické ledvin v ledvinach cysty Autozomalné
yey y ., &y y recesivni, autozomalné 1:500-20 000
(PKD) v jatrech, mozkova . ,
dominantni

aneuryzmata
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Tabulka 2: Ciliopatie a jejich kauzalni geny

GENY JADT

BBS1

ALMS

BBS2

BBS4

BBS5

BBS7

BBS9

BBS10

TRIM32

BBS12

MKKS

ARL6

TTC8

WDPCP

MKS1

NPHP6

TMEM67

X | X | X | X [X |X [X |X [X |X [X |X [X |X [X |X

RPGRIP1

CC2D2A

TMEM216

X [ X [X | X |X

NPHP3

TCTN2

B9D1

B9D2

X | X [X | X [X |X [X | X [X |X [X

NPHP1

TTC21B

ARL13B

INPP5E

JBTS3

KIF7

TCTN1

OFD1

X [ X [X | X | X | X [X [X

SDCCAGS8

NPHP4

GLIS2

WDR19

NEK8

INVS

X [X | X | X | X |X

1QCB1

RPGRIP1

LCAS
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GENY

PR2 X

RPGRIP1 X

MAK X

ATD1

IFT80 X

DYNC2H1

ALMS1 X

PKD1
PKD2

4.1. Primarni ciliarni dyskineze

Jednotlivé ciliopatie lze rozdélit podle toho, zdase jednd o poruchu motilniho, nebo
nemotilniho cilia. Defekty motilnich cilii jsou oznaovany jako primarni cilidrni dyskinese
(PCD). Primarni ciliarni dyskinese je obvykle autosomalné recesivni onemocnéni. Ale 1 toto
pravidlo mé& svou vyjimku. Protoze jsou cilia komplexni struktury, na jejichz stavbé
a funkcnosti se podili mnozstvi riznych proteind, je 1 geneticka variabilita tohoto onemocnéni

Siroka. Byly evidovany i ptipady, kdy byla PCD X vézand (Narayan et al., 2007).

Onemocnéni ma cetnost vpopulaci 1 : 15 0000 - 30 000. Drtiva vétSina pacientd
je identifikovana s mutaci v nékterém z dyneinovych ramen, kterd jsou zodpovédna
za spravny ohyb cilia. Pod oznacenim PCD se ukryva fada syndromi s piekryvajicim se
fenotypem. Nejvyznamnéj$im z nich je Kartagenertiv syndrom, ktery byl identifikovan jako

prvni ciliopatie vibec.

4.1.1. Kartagener syndrom

Kartagener syndrom je doprovazen stavem znamym jako situs inversus. Postizeni jedinci maji
obracené usporadani vnitinich organii (Adams et al., 1937). Nastésti se tento stav u vétSiny
pacientll vyskytuje bez potizi aje zjiStén az pii dikladné lékarské prohlidce. Zrcadlova

orientace je zapricinéna poruchou primarnich cilii, kterd ovliviiuji embryonalni vyvoj jednice.

Kartagenertiv syndrom Ize zachytit i podle dalSich typickych ptiznaki, které se vyskytuji
1u dalSich ciliopatii. Kviili nedostatecné funkci pravé motilnich cilii dochazi k hromadéni
hlenu uvniti plic, stejné jako dalSich znecistujicich latek. To dava prostor pro vyvoj bakterii,
au pacientl se rozviji bronchiektazie, maji potize s dychdnim, stejn¢ jako rhinoreu a tézky

vlhky kasel. Casto jsou pozorovany zanéty stiedniho ucha nebo ztrata sluchu. JelikoZ se jedna
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o poruchy motilnich cilii jsou postizeny 1 biCiky spermii, a syndrom je tak ¢asto doprovazen

1 infertilitou muZzskych pacientii (Rott, 1979).

Diagnostika jedincti s timto onemocnénim je pomérné obtiznd vzhledem k malé Cetnosti
syndromu v bézné populaci. Prvnim voditkem je pozorovani vyse popsanych symptomi. Pro
potvrzeni diagnézy se provadi biopsie tkdné€, ktera obsahuje motilni cilia. Ta je nasledné
podrobena mikroskopickému pozorovani ohybu cilia, nebo jsou pomoci elektronového
mikroskopu hledany strukturni abnormality cilii, pfedev§im v oblastech dyneinovych ramen.

Ttreti metodou je genetické testovani.

Jelikoz se jednad o genetickou chorobu, neni v souc¢asné dobé mozné ji pln€ vylécit. Proto
je volena lécba symptomatickd. Po diagnostikovani PCD je tfeba zajistit vhodnou 1écbu pro
daného jedince. Pro PCD je typické postupné zvySovani intenzity symptomu s ptibyvajicim
vékem. Pacienti s vhodnou Ié¢bou maji lepsi prognézy pro budouci zivot (McMAnus et al.,
2003). Nejvice Zzivot ohrozujici jsou pravé bakteridlni infekce. Proti tém béznym jsou
pouzivana antibiotika jiz pfi prvnim podezieni na zhorSeni dychani. Jedinci jsou preventivné

naockovani proti chorobam, které napadaji pfedevsim dychaci systém.

4.2. Porucha primarnich cilii

Druhou skupinou ciliopatii je porucha primarnich cilii, které jsou pfitomné téméi v kazdé

buiice a které maji senzorickou funkci. Ciliopatie tedy postihuji celou skupinu organd.

U pacientll s diagnostikovanou ciliopatii Casto detekujeme poruchy rendlni funkce. Zvifeci
modely potvrdily spojitost strukturni, nebo funkéni abnormalitu cilii s ndslednym formovanim
cyst (Yoder et al., 2002). Autozomalné recesivni polycysticka choroba ledvin je tézké vrozené
onemocnéni. Projevuje se zvétSenim ledvin, tvorbou cyst a jaterni fibrézou (Bergmann ef al.,
2005). U postizené¢ho plodu se vyviji fenotyp Potterové s hypoplazii. Nedostatecnd funkce
plic je pfi¢inou umrti novorozenct. V pozd¢jsim veéku dochazi u pacientd k selhani ledvin,

které jsou nasledné nahrazeny transplantaci.

4.2.1. Autozomalné dominantni polycysticka choroba ledvin

Vyznamnou poruchou ledvin je Autozomalné dominantni polycystickd choroba ledvin. Jedna
se 0 autozomalné¢ dominantni dédi€né onemocnéni, které mé v populaci pomérné vysoky
vyskyt. Prevalence je asi 1 : 400 - 1 : 1000. Takto vysoké ¢islo fadi ADPKD mezi jednu z

nejvice frekventovanych monogenovych chorob viibec. Pi1 onemocnéni dochazi k remodelaci
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nefronl a vzniku cyst. Ty jsou vyplnény tekutinou a jejich pocet a velikost s piibyvajicim

vékem vzrasta (Harris et Torres, 2009).

Vznikajici cysty jsou pfi¢inou snizené funkce ledvin aasi 50 % pacienti dospé&je do
konec¢ného stadia nemoci zhruba kolem Sedesatého roku zivota (Grantham et al., 2011). Lidi
postizenych ADPKD je v souCasnosti kolem 12 milioni akazda ctvrta provedena
transplantace ledvin je v disledku pravé tohoto onemocnéni. ADPKD vsak nezplsobuje
poskozeni avznik cyst pouze v ledvindch. Postihuje 1 jiné orgdny, nejcastéji pak

jatra a slinivku, kde stejné jako u ledvin dochazi ke vzniku cyst.

Autosomalné¢ dominantni polycysticka choroba ledvin je zplisobena mutaci v jednom ze tfi
kauzalnich gent. Mutace v genu PKD/ je detekovana v 85 % piipadd (Rossetti et al., 2007).
U zbylych jedinch je detekovana mutace genu PKD2. Né&které studie dlouhodobé
naznacovaly, Ze se u malého procenta jedinct vyskytuje mutace i na tietim neznamém misté
(Daoust et al., 1995). Po genetickém vySetfeni zlstavalo stale n¢kolik procent pacientil bez
identifikované kauzalni mutace. Neddvno byl objeven tieti kauzalni gen ADPKD, ktery byl
pojmenovan PKD3 (Porath et al., 2016). Tento gen koduje podjednotku glukosidazy. Ta je

nezbytnd pro spravnou lokalizaci a maturaci polycystinu 1, ktery je kodovan genem PKD]1.

Pokud porovname jednotlivé ADPKD podle kauzalniho genu, 1ze obecné fict, Ze onemocnéni

wev

stddia nemoci v praméru o dvacet let diive, nez jedinci s mutaci v genu PKD2 (Hateboer et

al., 1999). Tézsi dopad onemocnéni je zfejmé zplisoben tim, Ze se u postizenych jedincu

zaCnou cysty objevovat v niz§im véku.

I diky mechanismu formovani cyst je ziejmé, ze nemoc se neprojevuje v prvnich dekadach
zivota. U jedinci s vySSim rizikem rozvoje choroby, to znamenad u piibuznych

diagnostikovanych pacienti, se ¢asto provadi diagnostika této nemoci.

4.2.1.1. Klinické projevy onemocnéni a diagnostika

Piestoze je ADPKD vrozené hereditdrni onemocnéni, v niz§im véku u vétSiny pacientd
nedochazi k projeviim nemoci. Vyjimkou je velmi ¢asny nastup onemocnéni, kdy mohou byt
cysty objeveny jiz prenatdlné (Fick et al, 1993). Do osmnactého roku zivotase u
nadpoloviéni vétSiny détskych pacientd vySetfenych ultrasonografem nevyskytuje ani
jedna cysta (Fick et al.,1994). Mezi dalSi symptomy nemoci se fadi abdomindlni bolesti,

hypertenze, bolest hlavy a nevolnost.

15



Teprve u dospélych dochazi k plnému rozvoji onemocnéni, ovSem i u této skupiny
nemocnych dochézi k odchylkdm ve fenotypovém projevu, kdy na jedné stran¢ spektra stoji

jedinci témer bez priznaki a na stran¢ druhé pacienti s renalnim selhanim.

Typickym postizenym organem jsou samoziejmé ledviny, které jsou hypertrofované

a vznikaji na nich mnohocetné cysty.

Druhym zavaznym symptomem je hypertenze. Ta se vyskytuje jiz v détstvi a jeji prevalence
stoupa s progresi onemocnéni. Vysoky krevni tlak je dobrym markerem onemocnéni, nebot’
roste s jeho zavaznosti. Zaroven se jedna o neptiznivy faktor zhorSujici prognozu rendlniho

onemocnéni (Gabow et al.,1990).

Kromé& hypertenze jsou cCasta i jind kardiovaskularni onemocnéni, a to pfedev§im poruchy
srdecnich chlopni. Zaroveii mize dochazet k mozkovym aneurysmatim. Kardiovaskuldrni

komplikace 1ze zmirnit a zpomalit uzivanim 1€k snizujicich krevni tlak (Ecder et al., 2009).

Dalsim typickym piiznakem je vznik cyst nejen v oblasti ledvin, ale 1 ve slinivce, jatrech

a sleziné.

Diagnéza onemocnéni je u veétSiny pacientl stanovena az v dospélosti na zaklade
dostavujicich se symptomil. Presymptomaticka diagnostika je mozna na zaklad¢ rodinné

anamnézy.

Klinicka diagnostika je provadéna na zaklad¢ ultrazvukového vySetieni ledvin, kdy lékafi
sleduji pfitomnost cyst naledvinach jedincti. Molekuldrni diagnostika je provadéna

sekvenovanim genitt PKD/a PKD?2 a hledanim kauzalnich mutaci.

Molekularni diagnostika ADPKD je zna¢nou vyzvou. Gen PKDI ma totiz Sest pseudogentl,
které se nachazeji nastejném chromozomu, avykazuji 97% homologii s genem PKDI
(Mallawaarachchi et al., 2016). Zaroven gen obsahuje velké mnozstvi CG bazi a nemé zadna

hot spot muta¢ni mista (Trujillano et al., 2014).

4.2.2. Molekularni podstata onemocnéni

Produktem genu PKD1 je protein Polycystin 1. Jedna se o 450 kDa velky protein s velkou N-
terminalni doménou, 11 transmembranovymi doménami a kratkou C-terminalni doménou.
Piestoze je C-termindlni doména nejkratsi, je to pravé ona, kterd je zodpovédna

za katalytickou aktivitu proteinu. Protein je exprimovan v epitelovych bunikdch renélnich
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tubuli, ale 1 v bunikdch dalSich orgéanti, jako jsou srdce, jatra a kosterni aparat (Ward et al.,

1996).

Hladina polycystinu se meéni v pribéhu vyvoje organismu, kdy nejvyssi hodnoty jsou

v

2002).

Produktem genu PKD?2 je protein polycystin 2. Jedna se o 110 kDa velky protein,ktery ma

Sest transmembranovych domén.

Oba polycystiny se v buiice nachéazeji v tésné blizkosti vedle sebe v membrané primarniho
cilia. Vytvareji spolecné komplex, v némz polycystin 1 hraje roli receptoru a polycystin 2 plni

funkci iontového kandlu pro vapenaté ionty.

Polycystin 1 apolycystin 2 moduluji fadu signalnich kaskad. Polycystin je inhibitorem
bunécného ristu a déleni v n€kolika signalnich drahdch (Chapin et Caplan, 2010). Zptsobuje
inhibice mTOR, ktery je zodpovédny za bunécny rust. Overexprese PKD1 zpusobuje aktivaci
Janus kinaz, ¢imz dochazi ke zvySeni koncentrace proteinu p21, ktery je inhibitorem cyklin
dependentnich kindz, které tidi bunéény cyklus. Polycystin 2 redukuje bunéény rlst piimou
interakci s elF2a.

Polycystin je aktivatorem G-proteinti, které se UcCastni fady dualezitych procesti v buiice.

Rovnéz se podili na regulaci wnt signalni kaskady.

PKD fenotyp je doprovazen zvysenou proliferaci bunc¢k a exkreci fluidnich latek. Oba tyto
procesy jsou stimulovany cAMP v dusledku odlisné reakce natuto signdlni molekulu
v epitelovych buiikach cysty. Za normalnich okolnosti zptisobuje cAMP inhibici RAS/MAPK
signalni kaskady, ktera zptsobuje proliferaci bun¢k. OvSem v epitelovych builkadch cyst
dochazi k opacné odpovédi. Namisto snizovani aktivity RAS/MAPK signalni kaskady
dochazi k jeji aktivaci pomoci B-Raf. VSe napovida tomu, Ze tato situace je zptisobena nejen

cAMP, ale i snizenou hladinou vapenatych iontl v cystickych buiikéch.

Vépenaté ionty totiz inhibuji klicovou komponentu proliferani signalni kaskady, B-Raf.
Nefunkéni PKDI vede ke snizenému influxu vépenatych ionti do bunky, atim dojde
k derepresi B-Raf a k nasledné proliferaci. Aby se tento proces jesté vice podpofil, dochazi
kvili nizké koncentraci vapenatych iontii k derepresi adenylat cyklazy, a tim padem k vyssi

koncentraci cAMP (viz obrazek 3).
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Obrazek 3: Signalni kaskada vedouci ke vzniku cyst pri chybné signalizaci pomoci cAMP a vapenatych ionti
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Pievzato z: Harris, P. C., et Torres, V. E. (2014). Genetic mechanisms and signaling pathways in autosomal dominant polycystic kidney

disease. The Journal of clinical investigation, 124(6), 2315-2324.
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Zaroven bylo prokdzéano, ze zvySenou koncentraci C terminalniho konce Polycystinu 1
dochazi ke stejnym projevim, které byly popsany vyse, a tudiz ke tvorbé cyst. C termindlni
konec polycystinu totiz stimuluje G protein, ktery stimuluje i adenylat cyklazu, a to vede ke
zvysené koncentraci cAMP.

Snizovani hladiny rendlniho cAMP bylo prokazano jako efektivni terapeuticky prostfedek pti

1écbé ADPKD.
4.2.2.1. Mechanismus formovani cyst

Ptestoze ADPKD je, jak uz ndzev napovidd, povazovéna za dominantni onemocnéni,
je recesivni na bunécné urovni. Potomci pacientll s diagnostikovnou ADPKD, kteii zdédili
mutovanou alelu genu pro polycystin, maji standardni vyvoj ledvin. Cysty se zacCinaji
objevovat az v dospélosti. Studie ukazuji, ze buiiky stojici za vznikem téchto cyst maji
mutované ob¢ alely genu pro polycystin. Kazda cysta tedy vznikd samostatné pod vlivem
nové mutace postihujici opét produkci polycystinu (Pei, 2001). To vysvétluje i postupny
vznik cyst v pribéhu dekad. Pomald akumulace cyst je vysvétlovana nejen druhou mutaci

zpusobujici Gplnou ztratou funkce genu, ale 1 moznym mechanickym poskozenim ledvin,
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které vyvola néslednou opravu. Oprava zahrnuje bunécny rist a déleni. Na regulaci téchto
déji méa velky vliv hladina Polycystinu 1 a Polycystinu 2, snizend hladina téchto proteind
muze vést ke Spatné signalizaci, a tudiz k vzniku cysty (Leeuwen et al., 2004).

Ve vyjijejicim se nefronu byl dokézan vliv nekanonické hedgehog signalni kaskady na vznik
cyst. Béhem vyvoje ledvin dochdzi k masivni bunécné proliferaci tak, aby dochazelo
k prodluzovani tubulti. Tubulus je prodluzovan pouze v jednom sméru, a déleni tedy musi mit
pfislusnou orientaci tak, aby dochazelo k prodlouZeni tubulu bez zvétSeni jeho priméru.

Za spravné d¢leni je nejspi§ zodpovédna nekanonickd signédlni kaskada. Tubularni tok
pfitomny v lumenu nefronu mize byt detekovan ciliem, to spousti signdlni kaskadu,
vysledkem které je spravnd orientace de¢leni. Defektni cilium, tedy Spatné senzorické
vyhodnoceni toku, nebo defektni signdlni kaskdda mohou vést ke Spatné orientaci déleni

a eventualné k tvorb¢ cysty.
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5. Material a metodika
5.1. Material

Pro experimentalni ¢ast bakalarské prace byla pouzita kontrolni DNA a vzorky

DNA izolované z krve pacientl. DNA poskytly Laboratofe Agel a.s., Novy Ji¢in.

5.1.1. Pristroje

e Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientefic)

e PCR box (Biosan)

e Termocyklér Mastercycler pro S (Eppendorf)

e Sekvenator ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
e Sekvenator ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
e Vortex (Biosan)

e Pipetovaci robot Biomek 4000

e Bioanalyzér 2100 (Agilent)

e MiSeq (Illumina)

5.1.2. Laboratorni pomiicky

e Mikropipety (10 ul, 100 ul, 200 pl, 1 000 pul - Eppendorf)
e Multikanélova pipeta 10 pl (Eppendorf)

e Jednorazové Spicky (Bioplastics)

e Mikrozkumavky (0,2 ml, 1,5 ml - Bioplastics)

e Jednorazové rukavice SensiPlus (Vulkan - medicals)

e Septa (Applied Biosystems)

e Stojan na mikrozkumavky (Bioplastics)

e Spicky do pipetovaciho robota (Biomek AP96 P250 Pipette Beckman Coulter)

5.1.3. Chemikalie a pouZité roztoky

¢ Voda (PCR - H>0) (Bioline)

e MyTaq HS DNA(Bioline)

e Gene Scan 500 LIZ Size standard (Applied Byosystems)
e Formamid

e LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche)
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e Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter)

e 85% Ethanol

e Alkalicka fosfatdza (Thermo Scientific)

e Exonukledza I (Thermo Scientific)

e BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
e BigDye Terminator Sequencing Buffer (Applied Biosystems)

e MyFi DNA polymeraza a mix (Bioline)

5.2. Metodika
5.2.1. Amplifikace mikrosateliti v blizkosti vySetFrovanych geni

K amplifikaci se pouzivaly primery, které zahrnovaly a amplifikovaly mikrosatelitovou oblast

v blizkosti vySetfovanych gentl. Byla pouzita DNA rodiny s diagnostikovanou ADPKD.
Postup:

Byla piipravena reakéni smés (viz tabulka 3). U kazdého probandaajeho rodinnych
piislusnikti bylo amplifikovano deset mikrosatelitovych oblasti. P&t z chromozomu Sestnact,
z oblasti genu PKDI, a pét z chromozomu Ctyfi, tedy z oblasti genu PKD?2. Reak¢ni smés
byla pipetovana do popsanych 0,2 ml mikrozkumavek po 9 pl. Do kazdé zkumavky
byla néasledné ptidéna dvojice primert (F a R). Vzorky byly vortexovany a centrifugovany.
Zkumavky byly vlozeny do termocycleru, teplotni profily rekce se liSily u jednotlivych skupin
primert (viz tabulky 4 a 5).

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro amplifikaci mikrosatelitd

Chemikalie Pipetovany objem 1x (ul)
Voda 3,5

MyTaq HS 5

Smés primerd F+R 1

DNA 0,5

Celkem 10

21



Tabulka 4: PouZité mikrosatelitové markery v blizkosti sledovanych geni PKDI a PKD2, sekvence primeru pro
amplifikaci makreri a jejich annealingova teplota

Gen Oznacdeni markeru Sekvence Primert Ta
D16S665 5-HEX-AGCTGGGGTCTCAGGGGAGCT 66
5'-GCGCACACAGCACTAACACG
5'-6F AM-
D16S291 GCAGCCTCAGTTGTGTTTCCTAATC 62
5'- AGTGCTGGGATTACAGGCATGAACC
PKDI D165663 5.TET-GTCTTTCTAGGAATGAAATCAT 52
5'- ATTGCAGCAAGACTCCATCT
D16S283 5-TET-ACATATGTAGTCTTCTGCAGG 54
5'-ACAAGAGTGAATCTCTGACAG
D16S475 SHEX-GGTTGACAGAGTGAGACTC 60

5'- GGAACAGAAAATACTGCACG

D4S1534 5-HEX-ATTCAGTTTCAGCCCCAT 56
5'- ACCAGCCCAAGGTAGAGG
D4S2929 5-TET-GGCCAGGAGTTCAAAA 56
5'- TGCAGCAAGTCCAACA
PKD?2 D4S1563 5'-HEX-GCTGCCTGACACACTGG 63
5'- ACTATTGCTGTTGCTGACCC
D4S414 5'-6FAM-TTGCACAAAGCATCAGCC 57
5'"TCAGGAACCTCAGCCCAT
D4S423 5-6FAM-TTGAGTAGTTCCTGAAGCAGC 58

5'- CAAAGTCCTCCATCTTGAGTG

Tabulka 5: Teplotni profil PCR pro amplifikaci mikrosateliti

Denaturace 95 °C 5 min

Denaturace 95°C 30 sec

Annealing 52-66 °C* 30 sec 32 cykla
Syntéza 72 °C 30 sec

Dosyntetizovani 72 °C 10 min

*viz tabulka 4
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5.2.2. Anylyza PCR fragmenti pomoci bioanylyzéru Agilent 2100

Pro ovéfeni, charakterizaci a kvantifikaci vysledkii polymerazové tetézové reakce
byla provedena analyza na bioanalyzéru Agilent 2100. Ten v podstaté funguje na principu
elektroforetické separace. Pro analyzu je zapotiebi v nasem ptipadé DNA chip. Chip je tvofen
jamkami atenkymi kanalky, které jsou vyplnény zesitovanym polymerem, do které¢ho
je pridano fluorescen¢ni barvivo. Jednotlivé analyzované vzorky jsou naneseny do jamek.
Chip je vlozen do analyzatoru. Pomoci elektrického pole dochdzi k separaci molekul
na zéklad¢ velikosti. Pro absolutni kvantifikaci je zapotiebi do jedné z jamek pipetovat
marker molekulové hmotnosti. Vystupem jsou data ve formé grafii s piky, které znazornuji

analyzované fragmenty, nebo ve forme elektroforetického gelu.

Obrazek 3: Schéma DNA chipu vyuZivaného p¥i analyze na bioanalyzéru Agilent 2100

e Jamlkca obsahuijic
separacni gel

g— >Scparacni kanalek s mistem
detekce

Modré jambky obsahujici
anvlyzovane fragmenty

~— Jamka s velikostnim
standardem

Pievzato z: http://www.foodqualityandsafety.com/article/fish-and-chips/4/?singlepage=1

Postup:

Vsechny reagencie a chip jsou soucasti kitu pro analyzu na ptistroji Agilent. Postup prace
na bioanalyzéru byl provadén dle pfislusného manudlu. Nejprve byl gel spolecné
s flourescen¢nim barvivem temperovan na pokojovou teplotu. Nasledné bylo pipetovano 9 ul
gelu do jamky s oznacenim G. Chip byl vlozen do chipové stanice. Stanice byla nastavena do
polohy tfi a nasledné byl zamacknut pist. Po 60 vtefinach byl pist uvolnén a vytdhnut do
pocatecni pozice. Do dvou jamek s oznacenim G bylo pipetovano 9 ul gelu. Do vSech jamek
se vzorkem i1markerem molekulové hmotnosti bylo pipetovano 5 pl markeru. Do jamky

uréené pro ladder byl pipetovan 1 pl markeru. Do zbylych dvandcti jamek byl pipetovanl pl
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analyzovaného vzorku. Chip byl protfepan po dobu 60 sekund anasledné byla spusténa

analyza.

5.2.3. Fragmentac¢ni analyza

Fragmentac¢ni analyza probiha pomoci fluorescencné znacenych primerti. Po PCR amplifikaci
jsou vzorky smichany s nosnym médiem a markerem molekulové hmotnosti. Fragmentacni
analyza funguje na podobném principu jako sekvenacni analyza podle Sangera, ovSem neni
zde oznacen kazdy nukleotid, ale pouze primer. Produkt je pomoci elektrického pole nucen
projit tenkou kapilarou naplnénou gelem, kde je rozdélen podle velikosti. Kapilara je
snimana laserem. Ve chvili, kdy dochazi k prichodu ndmi sledovaného fragmentu, dochézi ke
snimani a zaznamendni fluorescen¢niho signalu. Pomoci markeru molekulové hmotnosti je s

velkou pfesnosti urena 1 délka sledovanych fragmentt.

5.2.4. Sekvenace gentu pomoci sekvenovani nové generace
V prvnim kroku byly kauzalni geny osekvenovany na pfistroji Miseq od Illuminy. Zjisténé
kauzalni varianty byly nasledn¢ konfirmovany pomoci Sangerova sekvenovani.

5.2.5. Ovéreni vysedki pomoci Sangerova sekvenovani

Nejdiive byla provedena amplifikace cilového useku. U ADPKD je tato prace obzvlast’
naro¢na, jelikoz gen PKDI ma deset pseudogend, s vysokou homologii, které komplikuji
PCR. Pfi navrhovani primert se tedy dba na to, aby primery nasedaly pouze do oblasti

unikatnich pro geny, nikoli pseudogeny.

Primery pro diagnostiku ADPKD jiz byly navrzeny a optimalizovany (viz tabulka 8 a 9).
Oba primery F i R byly ptidany do reakce spoleéné s DNA polymerazou a vodou (viz tabulka
10). Teplotni profily PCR viz tabulky 6 a 7.

Tabulka 6: Teplotni profil PCR amplifikace genu PKD1

denaturace 94 °C 1 min
denaturace 94 °C 30 sec
annealing 60 °C* 5 sec 30 cykla
syntéza 72 °C 90 sec
dosyntetizovani 72 °C 7 min

*u exonu 1 byla pouzita annealingové teplota 63°C
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Tabulka 7: Teplotni profil PCR amplifikace genu PKD2

denaturace 95 °C 15 min

denaturace 94 °C 15 sec

annealing 53°C 8 sec 30 cykla
syntéza 72 °C 8 sec

dosyntetizovani 72 °C 4 min

Tabulka 8: Sekvence primeri pouZitych pro amplifikace genu PKDI (Liu et al., 2014)

Exon Primer Sekvence 3" - §° Délka bp
1 PKDI1 exl F TAGCTGGGATTATAGGTGCTG 2073
PKDI1 exl R CAGACACCTCCTGGAACTCTTC
)-8 PKDI1 ex2-8 F TTGCTATGCTGTCCATCCTG 4911
PKDI ex2-8 R TTCAGGAATAACTCACACACGC
9-12 PKDI ex9-12 F TTCCACCGGAGTCTTCCTC 3915
PKDI1 ex9-12 R GCAGCATGAAGCAGAGCAG
13-15 PKDI1 ex13-15 F TTCTGCTCTGCTTCATGCTG 3991
PKDI ex13-15 R TGGTAAATGGCTCGGAGG
1521 PKDI1 ex15-21 F AGAGGCAGTTTGTGCAGCTC 5361
PKDI1 ex15-21 R ACACAGGACAGAACGGCTG
2926 PKDI1 ex22-26 F TCCAGTCAAGTGGGCTCTC 3445
PKDI1 ex22-26 R CAATGAAGAGGAAAGCAGCAC
27.34 PKDI1 ex27-34 F TTGTGGCATGACTGAGGC 3900
PKDI1 ex27-34 R GCTCTTTCCACAGACAACAGAG
Tabulka 9: Sekvence primeri pouZitych pro amplifikace genu PKD2 (Dedoussis et al., 2008)
Exon Primer Sekvence 5" - 3’ Délka bp
1 Forward CCGAGCGCGGCGCCGCGCAC 367
Reverse AAGCCGGGGTTATCGCGGCT
12 Forward CGAGGCCGAGGAGGAGGAGGA 400
Reverse GGCGCCGTGCATCTGCCGCTGCGGAGT
) Forward TTCTTAAATAAAATGATATC 248
Reverse ATCGTTTCAAAACTTTCCCA
3 Forward GTGTGCCGGTTCCCTTGGGG 260
Reverse TGTGATAGAGAGGTACTTTC
4 Forward CAGGGCAAAGCAGCGGCATG 371
Reverse CACCGAGTGCCAATGAGTCA
5 Forward GGCCTCAAGTGTTCCACTGAT 349
Reverse AGGAGGGATGCATGTCCTCA
6 Forward TTGTTATTGTTTTAATTGTT 347
Reverse TAGAATAGGAAATTTGGTG
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Exon Primer Sekvence 5" -3’ Délka bp

7 Forward CATATTTCTAAAACACTGTA 291
Reverse TGTAGAACATGAACATGAAATTTATA

g Forward ACACCATTTGGTTTATCCATTC 294
Reverse CTTAATTTCATATATACTTACATAC

9 Forward TGGTGTTTGTTTATTTTTATAGCTTC 209
Reverse CCACTATAAATATAAATGTACATACC

10 Forward TTGATTGATAATTCCAAATTATGTTTC 3
Reverse TTTGAGAATTAAGGTTTTTCCTACC

1 Forward CTAAACCAAGTCTTTTATTT 205
Reverse GAGCCCTTGGGCTAGAAAATA

12 Forward GGATGAATGTTATCTGTATCCTC 246
Reverse TGTGGTGTTGTAGGTACCAAATC

13 Forward TTCTGTGGGGTCTCAGTGTTC 291
Reverse TCACGCAAATTCTGCCAATTCC

14 Forward GTACTGTGTTTTCCTTGCAGC 275
Reverse TGTCAGCAACATATATTATTAATAAC

15 Forward CCTTTTTAGGATGAAAGGCTGG 249
Reverse CTTCCATGCCTTCTGTAGATTG

Tabulka 10: SloZeni reak¢ni smési pro amplifikaci genti PKD1 a PKD2

Chemikalie Pipetovany objem 1x (ul)
Voda 3,5

MyFi 5

Smés primert F+R 1

DNA 0,5

Celkem 10

Procisténi PCR produktu

Produkty byly enzymaticky pieCistény pomoci smési enzymil exonukledzy a alkalické
fosfatazy. Pomér obou enzyma vyuzivany v této reakci je 1:2. Exonukleaza Stépi

fosfodiesterovou vazbu na volnych koncich a pouzivd se pifi odstranéni jednofetézcovych

primert. Alkalickd fosfatidza slouzi k defosforylaci volnych dNTP.

Postup:

Dané mnozstvi obou enzymil bylo smichdno a dikladné zvortexovano. Nasledn¢ byly enzymy

rozpipetovany do zkumavek, a k nim pak bylo piipipetovano 5 ul PCR produkti Vzorky pak

byly vloZeny do termocycleru (Teplotni profil viz tabulka 11).
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Tabulka 11: Teplotni profil purifikace PCR produkti

Teplota Doba trvani
37°C 15 min
85 °C 15 min

Asymetricka sekvenaéni PCR

Postup:

Reagencie byly smichany dle tabulky 13. Reakcni smés byla pipetovana do popsanych 0,2ml
mikrozkumavek po 7 pl. Do kazdé zkumavky byl nésledné piidan jeden z dvojice primerti (F

nebo R) a PCR produkt. Vzorky byly zcentrifugovany a vlozeny do termocycleru (viz tabulka
12).

Tabulka 12: Teplotni profil sekvenacni reakce

denaturace 96 °C 1 min
denaturace 96 °C 10 sec
annealing 50 °C 5 sec 25 cykla
syntéza 60 °C 4 min

Tabulka 13: SloZeni reak¢éni smési sekvenaéni reakce

Ix 10x
BigDye 1wl 10 ul
Voda S5ul 50 ul
Sekvenacni pufr 1l 10 pl
Primer F/R 0,5 ul Sul
PCR produkt 0,8 ul 8 ul

5.2.5. Automaticka purifikace sekvenaéniho produktu pomoci pipetovaciho
robota Biomek 4000

Pied sekvenaci byly vzorky procistény pomoci pipetovaciho robota Biomek 4000. Ten
purifikuje produkty sekvenacni reakce. V prvnim kroku je amplifikovand DNA
navazana na magnetické¢ kulicky. Naslednym promyvanim jsou odtranény kontaminujici

latky. Odplaveni PCR produkti je zabranéno vySe zminénym navdzanim na magnetické
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kulicky, které po umisténi zkumavek na magnetickou desku tvoii po obvodu zkumavky

prstenec. DNA je fazi eluovana do pufru.
Postup:

Produkty sekvenac¢ni reakce byly napipetovany do PCR desky, ktera byla nasledné stocena
a zcentrifugovana. Do pipetovaciho robota byly vozeny Spicky a byly ptipraveny reagencie

dle programu CleanSEQ. Nasledn¢ byl spustén program CleanSEQ.

5.2.6. Automatické sekvenovani

Piipravené vzorky byly vlozeny do sekvenatoru a osekvenovany. Vysledky byly

zanalyzovany pomoci programu Sequencing Analysis 5.1.1.

Ziskané sekvence byly porovnany s referen¢ni sekvenci za pomoci programu Sequencher.
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6. Vysledky

V této praci byla analyzovana DNA rodin, u kterych alespon jeden ze ¢lent trpél autozmalné
dominantni polycystickou chorobou ledvin. Je zndmo, Zze ADPKD je zplisobena pifedevsim
dvéma kauzalnimi geny - PKDI a PKD2. Z okoli obou sledovanych genii bylo vybrano pét

a p¢t mikrosatelitovych markert pro naslednou vazebnou analyzu (viz obrazek 5).

Obrazek 4: Umisténi gentt PKD1 a PKD?2 na genetické mapé spolu s analyzovanymi mikrosatelity
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Izolovand DNA byla fedéna tak, aby se jeji koncentrace pohybovala okolo hodnot 1 ng/ul. Pfi
vysSich koncentracich pii mikrosatelitové analyze totiz vznikaly "side scatery", které brani
piresnému odecitani vzorka. Po PCR amplifikaci probehla fragmentacni analyza, pomoci které

byly stanoveny délky mikrosatelitovych markert u probandt a jejich rodinnych ptislusniki.

6.1. Rodina L1

U prvni analyzované rodiny L1 byly k dispozici vzorky DNA tii jedinct. Jednalo se o matku
probandku, u které byla klinickym genetikem indikovana ADPKD ajeji dvé dcery, obé
rovnéz s indikovanou ADPKD. DNA zdravého otce bohuzel nebyla k dispozici.
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Bylo amplifikovano vSech deset mikrosatelitovych markerti, nésledné byly stanoveny

haplotypy (viz obrazek 6).

Obrazek 5: Rodokmen s prisluSnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L1

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD]

b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2

. @; . @
1 1. ¥ 3
it S i 0451534 143 150
D165291 165 169 aazsad 108 a0
D165663 123 125 D451563 223 216
D165283 97 o4 D45414 234 234
D165475 165 188 Daz423 109 111
I, FT 1 :
1 2. D451534 143 143 150 146
D165665 110 109 110 109 D452929 108 101 101 99
D185251 165 158 165 158 D451563 223 220 216 216
D165E63 123 125 123 125 D45414 234 234 234 240
D165283 32 94 92 94 D45423 109 106 111 106
D165475 165 174 165 174

*¢isla udavaji délku mikrosatelit v pb

U této rodiny bylo mozné na zéklad¢ vazebné analyzy stanovit, ze moznym kauzalnim genem
pro ADPKD je gen PKDI. Vidime, Ze mikrosatelitové markery v okoli genu PKDI tvofti
haplotypovy blok, ktery je pfedan i obéma dceram.

U markert, které jsou ve vazbé s genem PKD2, byl kazdé z dcer predan jiny haplotypovy
blok, atudiz gen PKD2 z jiného chromozomu. Na zdklad¢ této skutecnosti bylo mozné
vylouc¢it mutaci genu PKD2. Nasledn¢ byla provedenai piima diagnostika pomoci
Sangerova sekvenovani. Diky sekvenovani byla v analyzovanych vzorcich DNA probandky
aobou dcer nalezena delece c¢.12310 12313 genu PKDI.
v heterozygotni formé. V dostupnych databdzich HGMD a PKDB je uvedena jako kauzalni

Delece se vyskytovala

varianta asociovana s rozvojem ADPKD.

Na zékladé vazebné analyzy a pomoci Sangerova sekvenovani byla nalezena a potvrzena

mutace genu PKD] u této rodiny.

6.2. Rodina L.2

Druhou zkoumanou rodinou (L2) byla ¢tyf¢lennd rodina, u které se podafilo ziskat vzorek

DNA u tii jedincl, matky probandky a jejich dvou déti, dcery asynarovnéz s klinickou
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diagnozou polycystdzy ledvin. Analyzovano bylo rovnéz pét a pét mikrosatelitovych markert

z oblasti blizkych kauzalnim genim (vysledky viz obrazek 7).

Obrazek 6: Rodokmen s prisluSnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L2

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2
. @ . @

L 2. T
D165665 102 109 0451534 146 143
D1es251 169 167 D452929 101 127
D165663 123 106 D451563 216 215
D165283 94 96 D45414 232 234
D165475 172 178 D45423 107 109

® m o

13 2. L 2:
i _— s s s D4S1534 146 148 143 148
it e S il Tt D4s2929 101 105 127 106
L at i 73 5 D4s1563 216 215 215 215

D45414 232 232 232 232

s o - o i 45423 107 105 107 106
D165475 172 178 172 178

U této rodiny nebylo obtizné na zdklad¢ vazebné analyzy stanovit mutovany gen. U obou
potomkt byl odhalen stejny haplotypovy blok asociovany s genem PKD], ktery je na obrazku
zvyraznény zlutou barvou. U haplotypového bloku asociovaného s genem PKD2 doslo pii
tvorbé vajicka u matky ke crossing overu asi mezi mikrosatelitovymi lokusy D4S2929
a D4S1563. Jelikoz lokus D4S1563 je homozygtni jak u matky, tak i u dcer nelze ho s
urCitosti zatradit ani do jednoho haplotypového bloku. Jelikoz se vSak gen PKDZ2 nachazi
v oblasti mezi mikrosatelitovymi lokusy D4S1534 a D4S2929 lze predpokladat, ze kazdy z
potomku ziskal od matky jinou variantu genu, atudiz gen PKD2 byl na zakladé vazebné

analyzy vyloucen jako kauzéalni gen ADPKD u této rodiny.

Pti sekvenovani byla nalezena delece ¢.6730 6731del (p.Ser2244fs16*) v genu PKDI. Tato
delece je v dostupnych databazich PKDB a HGMD vedena jako kauzalni varianta asociovana

s rozvojem polycystozy ledvin.

6.3. Rodina LL8 a 1.12

Dal$im zkoumanym souborem byly dvé rodiny (L8 aL21). U dvou rodin s nezavislym
vyskytem polycytdzy ledvin doslo k manzelstvi mezi ¢lenkou rodiny L21 (II-3) a ¢lenem
rodiny L8 (II-2). Hol¢icka narozend z tohoto svazku (III-1) je zatim dle klinickych nélezl bez

ptiznakd.
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Obrazek 7: Rodokmen s prislu§nymi haplotypovymi bloky pro rodinu L8 a L21
a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2

D451534 143 I 143 154 . 154 4 ek

0452929 101 101 127 106 i i

D451563 216 216 216 216 o e

D45414 235 I 232 232 l 241 = <

D45423 108 108 108 108 i R
1.

m

O N
2. 3 4, 5
D451534 143 154 143 154 | 154 152 154 152 156 144
D457079 101 106 101 127 106 101 106 101 125 106
D45414 235 241 735 232 236 232 236 232 237 238
D45423 108 108 108 108 113 111 113 111 109 115
.
1
143 154
1m 106
216 216
235 236
108 113
b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD]
'- .
5 4
D1BSEES 105 107 108 110 100 108
D165291 165 158 165 167 166 158
D1BSE63 121 123 107 123 1375 118
D165283 92 o4 52 o4 a4 o8
D165475 165 180 166 172 178 180
q O M
1 2. 3 4, 5.
D165665 107 110 105 110 | 108 88 108 B8 10% B8
D165281 158 167 165 167 | 166 158 166 158 158 167
D165663 123 123 121 123 | 15 L 0E .19 11
D165283 o4 92 92 o4 54 %2 o4 52 3B 54
D1E5475 180 166 165 172 178 176 1BD 176 18D 176
O
1
110 109
165 166
121 125
92 c4
172 178
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U rodiny L8 (viz obrazek 8 - leva strana stromu) byl k dispozici vzorek DNA od matky
probandky a jejich dvou synil. Na zaklad¢ vazebné analyzy byl vyloucen gen PKDI jako
kauzélni gen pro ADPKD. Kazdy ze synti (II-1 a II-2) ziskal od matky jiny haplotypovy blok

asociovany s genem PKD], a tudiz i jinou variantu genu.

Naopak jako pravdépodobny kauzalni gen se jevi gen PKDZ2, jelikoz oba synové
diagnostikovani s polycystézou jater maji stejny haplotypovy blok v oblasti genu PKD2,
a tudiz stejnou variantu PKD?2 jako jejich matka. Pokud by byl PKD2 potvrzen jako kauzalni
gen, bylaby nositelkou mutované alely genu i1 nejmladsi hol¢icka (III-1), u které by
se polycystoza ledvin rozvinula az v nasledujicich letech, jelikoz by se jednalo o ADPKD
zpusobenou genem PKD?2, tedy s mirn¢j$im pribéhem a pozd¢jsSim nastupem onemocnéni.

Kauzalni mutace ale nebyla objevena ani v jednom z gen.

Pokud se jedn4 o rodinu s oznacenim L21 (viz obrazek 8 prava Cast stromu), je situace
ponekud komplikovanéjsi. Jedna se o rodinu, kde matka (I-1) trpi ADPKD, u jeji dcery (II-3)
a jejiho syna (II-5) byly pomoci ultrazvuku objeveny cysty na ledvinach. Jedna z jejich dcer je
zcela bez ptiznakt (II-4). Po provedeni analyzy gentt PKDIa PKD?2 byly oba geny vylouceny
jakou kauzalni, protoze ob¢ dcery, nemocna i zdrava sdileji stejné haplotypové bloky, a tudiz
i stejné varianty obou sledovanych genii. U zdravé dcery (1I-4) doslo ke crossing overu, ktery
ovSem ovlivnil pouze mikrosatelit D16S475, ktery ma od daného genu PKDI nejvétsi

vzdalenost z ndmi pozorovanych mikrosatelitt.

Proto byla u této rodiny pfednostné provedena sekvenace genu PKD3, ktery byl ovSem bez

mutace u vSech sledovanych jedinct.

Sekvenovanim byla v genu PKDI nalezena sekven¢ni varianta c.11338 11345. Nasledkem
této duplikace Sesti nukleotidl v kdédujici sekvenci dochazi v aminokyselinovém fetézci
k pfedcasnému vzniku stop kodonu. Tato zména je v databazi HGMD popséna jako patogenni
varianta asociovand s rozvojem ADPKD. Tato varianta byla ovS§em nalezena pouze u matky
(I-3) ajejiho syna (I-5), ale nebyla detekovana ani u jedné z dcer (III-3 a III-5). Tyto udaje

potvrdily neshody objevené jiz ve vazebné analyze.

Klinicky obraz dcery s cystickymi ledvinami se od zbytku rodiny rovnéz odlisuje. Na rozdil
od matky a bratra s mnohocetnymi cystami ma tato Zena jen drobné parapelvické cysticky.

Moznym vysvétlenim je jind pficina vzniku cyst, nez je ADPKD.
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6.4. Rodina 141

U rodiny L41 byly k dispozici vzorky tii piibuznych jedincii, ato matky probandky
s klinickym nalezem polycystickych ledvin (I-1) a jeji dcery (II-1) a jejiho syna (II-2) rovnéz
s potvrzenou polycystdozou ledvin. Rodina byla klinickym genetikem odesldna na vySetieni

gentl kauzalnich pro ADPKD. Biologicky material zdravého otce nebyl k dispozici.

Obrazek 8:Rodokmen s prislusnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L41

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2

.“H.._H
110

. o

D165665 109 D451534 156 150
D165291 165 158 Da5za2s 123 i1z
D165663 121 119 D451563 18 218
D165283 ag 94 045414 237 235
0165475 176 182 D45423 10z 102

D451534 158 150 156 154
D165665 109 109 109 107

D452529 125 118 125 105
0165291 165 165 165 167

D5 1563 216 216 216 216
D16S663 121 119 171 126

D45414 237 735 237 732
D165283 a0 8% a0 94

D5423 108 107 102 =)
D165475 176 182 176 182

U této rodiny byla provedena vazebnd analyza (viz obrazek 9), ovSem vzhledem k malému
poctu rodinnych piislusnikii nebylo mozné stanovit kauzalni gen, protoze oba potomci ziskali

od matky stejnou variantu genu PKD/ i PKD2.

Vysledek molekularné-genetického vySetieni byl tudiz zavisly na sekvenacni analyze

kauzalnich gent.

V genu PKDI byla nalezena sekvenc¢ni varianta c.7693G>A v heterozygotni formé¢, tato
zména nebyla v dostupnych databazich dosud popséana. V bézné populaci se podle databaze
ExAC vyskytuje s frekvenci 0,0026 %. Predikénim programem Align GVGD byla
vyhodnocena jako varianta benigni. Programy SIFT, Mutation Taster, PolyPhen2 a UMD-

Predictor byla vyhodnocena jako varianta patogenni.

Dale byla v genu PKDI nalezena varianta ¢.7828G>A v heterozygotni formé, tato zména
nebyla v dostupnych databazich dosud popsana. V bézné populaci se vyskytuje s frekvenci
0,0017 % (podle ExAC). Predikénim programem Align GVGD byla vyhodnocena jako
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varianta benigni. Programy SIFT, Mutation Taster, PolyPhen2 a UMD-Predictor byla

vyhodnocena jako varianta patogenni.

U probandky ani u jejich potomki nebyla nalezena kauzalni varianta jednozna¢né asociovana
s onemocnénim. Byly nalezeny pouze dv€ sekvenacni varianty, které byly predikénimi

programy vyhodnoceny jako spiSe patogenni.

6.5. Rodina LL18

Rodina L18 je tficlennd rodina, u které byla k dispozici DNA od zdravého otce (I-2), matky
s polycystézou ledvin (I-1) a jejich syna (II-1), u kterého byly rovnéz ultrazvukovou metodou
objeveny cysty na ledvinach. U této rodiny byla provedena vazebna analyza. Fragmentacni
analyzou byly zjistény délky mikrosatelitii, které jsou ve vazb¢ s kauzélnimi geny PKDI

a PKD?2. Vysledky (viz obrazek 10).

Obrazek 9: Rodokmen s prisluSnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L18

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2
@
. : :
0451534 150 143 148 143
D165665 110 110 452929 116 121 101 125
165251 183 168 0451563 222 216 216 2246
D165663 121 123 D45414 220 228 228 224
e A - Das423 107 109 109 113
D165475 172 174
I. . .
1. *
D16S665 0451534 150 148
D165251 D452929 116 101
D165663 D451563 222 216
D165283 D45414 230 238
D165475 D45423 107 109

Jelikoz je tato rodinamald, neni vazebnd analyza informativni. Byly zanalyzovany

haplotypové bloky potenciondlné souvisejici s chorobou.

Vysledek posktnula provedend pfimd mutacni analyza gent PKDI a PKDZ2. Byla nalezena
patogenni sekvencni varianta c¢.2264del v heterozygotni formé¢. Nasledkem delece
1 nukleotidu v kodujici sekvenci genu dochédzi v aminokyselinovém fetézci k predCasnému

vzniku stop kodonu.
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Tato zména nebyla dosud v dostupnych databazich popséna. Predikénim programem Mutation
Taster byla vyhodnocena jako varianta patogenni. V ramci segregacni analyzy byli vySetieni
rodice probandky. Matka probandky je nositelkou stejné patogenni sekvencni varianty.

Diky témto informacim lze urcit haplotypovy blok souvisejici s chorobu, ktery se nachazi
v okoli kauzalniho genu. Pro analyzu dalSich ptibuznych této rodiny, pfipadné potomku

mohou byt ziskané informace zna¢nym piinosem.

6.6. Rodina L63

Rodina s oznacenim L63 byla zvlastni uz ze své podstaty. Jednd se o Ctyf¢lennou rodinu -
matku, otce a jejich dva syny. OvSem pouze jeden ze synu (II-1) mé cystozu ledvin. VSichni
ostatni Clenové jsou zdravi (viz obrazek 11). Pomoci vazebné analyzy bylo zjisténo,
ze oba synové ziskali od kazdého z rodici jiny haplotypovy blok, a tudiz maji oba naprosto
odli$né varianty obou kauzalnich genti. Jelikoz ani jeden z rodi¢ti nema polycystozu ledvin,
zustala v ivaze mutace de novo, nebo neuplna penetrance choroby s tim, ze neni mozné urcit

na zaklad¢ vazebné analyzy kauzalni gen.

Obrazek 10: Rodokmen s prislusnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L63

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2

I ' O
g
o I
L N D451534 154 156 | 156 156
Diooas ol Lk 1 i 0452929 115 106 129 101
Dloaly ool i b i D4S1563 216 222 | 222 216
DIESEE3 130 123 121 17 s B e | e
s ok i - 45423 106 102 | 108 113
DI6SATS 166 180 180 168 | 105 -
I | i i I I ) ‘\
1 2. 1 2.
piesees 100 [l 100 107 [l 105 D451524 154 156 156 156
DI65291 162 164 166 166 0452829 115 129 108 101
D165663 130 121 123 121 0451563 216 222 222 216
D165283 96 04 04 %2 D45414 232 243 243 232
D165475 166 180 180 168 D45423 106 106 108 112

Sekvenovanim obou genti byla u otce probanda (I-2) nalezena v genu PKDI sekvencni
varianta ¢.9499A>T v heterozygotni formé¢. V databazi HGMD je tato varianta spojena s
rozvojem polycystdzy ledvin. V ClinVar databdzi je uvedena jako varianta nejasného
vyznamu. Predikénim programem Align GVD byla vyhodnocena jako benigni. Programy
SHIFT, Mutation Teaser UMD predictor a PolyPhen2 byla vyhodnocena jako pravdépodobné

patogenni. Vyznam mutace na rozvoj onemocnéni je tedy nejasny.
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V analyzovaném vzorku matky (I-1) byla rovnéz nalezena varianta nejasného vyznamu.
V genu PKD1 byla nalezena varianta ¢.9646 A>C. Tato varianta nebyla doposud v databazich
popsana. Predikénim programem Align GVD byla vyhodnocena jako varianta nejasného
vyznamu. Programy SHIFT, Mutation Teaser UMD-Predictora PolyPhen2 byla popséana jako
varianta pravdépodobné¢ patogenni. V databdzi PKDB je uvedena pouze pravdépodobné
patogenni varianta c.9647A>C, ktera ovliviiuje stejnou aminokyselinu jako vySe popsana

mutace.

U syna s polycystoézou ledvin byly sekvenaéni analyzou objeveny ob¢ vyse popsané varianty
genu PKDI c. 9499A>T 1 c. 9646A>C. Na zaklad¢ vysSetieni rodi¢t bylo potvrzeno,
ze varianty lezi v poloze trans a fenotyp probanda muze byt vyvolan aditivnim efektem dvou
hypomorfnich variant. Hypomorfni alely jako ptfi¢ina ADPKD jsou popisovany i v literatufe

(Bergman et al.,2011).

6.7. Rodina L80

Rodina L80 méla obdobnou etiologii jako rodina L63 zminéna vyse. Dva zdravi rodice (I-1
a II-2) méli syna s polycystozou ledvin (II-2) a zaroven se polycystéza rozvinulai u jejich
vnuka (I1I-1).(viz obrazek 12). Provedena vazebna analyza nedokazala urcit kauzalni gen. U
genu PKDI navic situaci zkomplikoval genotyp vnuka (III-1), u kterého se oba haplotypy
podobaly otcovskému haplotypu a haplotyp matky pro piipadné upiesnéni nebyl znam.
Zaroven probehl crossing over mezi mikrosatelity D16S283 a D16S475. Tento mikrosatelit
D16S475 je od kauzalniho genu PKDI nejvice vzdalen, na genetické mapé je vzdalenost
urcena jako témét 1,5 cM. U genu PKD?2 byla segregace ponékud jasnéjsi. U obou geni, jak
PKDI, tak PKD2, ziskal vnuk (III-1) variantu gent od své babicky (I-1). Diagnéza i v tomto

piipadé musela byt dale uréena pomoci sekvenovani.
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Obrazek 11: Rodokmen s prislusnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L80

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2
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Sangerovym sekvenovanim babicky (I-1) a dédecka (I-2) nebyla odhalena zadna patogenni
varianta kauzalnich genii, coz odpovidalo i fenotypu obou jedinci. U otce (I-1) a vnuka
byla v genu PKDI nalezena kauzalni sekvenacni varianta ¢.3202C>T v heterozygotni formé.
Nasledkem této substituce doslo v aminokyselinovém fetézci k pred€asnému vzniku stop
kodonu. V databazi PKDB je tato varianta popsana jako patogenni varianta asociovana s

rozvojem ADPKD.

Tato patogenni varianta byla nalezena i u syna probanda (III-1). Na zaklad¢ vazebné analyzy
bylo urceno, Ze zfejm¢ doslo k mutaci de novo u matky probanda, a onemocnéni je tedy

asociovano se zlutym haplotypovym blokem (viz obrazek 12).

6.8. Rodina LL19

U rodiny L19 byly k dispozici vzorky DNA ¢tyt jedinct, otce s polycystézou ledvin (I-2)
ajeho tii déti - syna a dcery s polycystozou (II-1 all-3) ajeho zdravé dcery (II-2). Pii
vazebné analyze genu PKDI bylo zjiSténo, Ze obé dcery (II-1 a II-2) ziskaly od otce stejny
haplotypovy blok, pfestoze jedna trpi polycytdzou ledvin, a druha ne (viz obrazek 13a). Syn
ziskal odlisny haplotypovy blok apolycystdza mu byla pifi ultrazvukovém vySetieni

diagnostikovéana. Na zaklad¢ této analyzy mohl byt gen PKDI vyloucen jako kauzalni.
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Obrazek 12: Rodokmen s prislusnymi haplotypovymi bloky pro rodinu L19

a) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD] b) Mikrosatelitové oblasti asociované s genem PKD2
. O——N L O—1
3 2 W 1 2.

D165665 109 107 0451534 144 154
D165291 165 158 0452929 123 121
D165663 121 132 D451563 216 216
D165283 29 ag D45414 238 238
D163475 173 169 D45423 110 108

e m e m

D163665 109 107 109 107 109 108 D451534 148 144 148 154 154 144
D165291 158 158 167 158 167 165 0452528 101 123 101 123 101 123
D165663 123 132 113 132 113 121 D451563 216 216 216 216 216 216
0165283 96 98 94 38 o ! 045414 240 238 240 238 226 238
D165475 164 169 183 169 183 173 045423 113 110 113 110 106 110

Naproti tomu u genu PKD?2 vSechny tfi déti ziskaly stejny otcovsky haplotypovy blok, ktery
je na obrazku oznacen modrie (viz obrazek 13b). U zdravé dcery ale doslo ke crossing overu
mezi mikrosatelity D4S1534 a D4S2929. Mezi témito dvéma mikrosatelity se nachazi i gen
PKD2, abylo proto otdzkou, ve kterém mist¢ k vyméné doSlo. Pravdou zlstava,
ze mikrosatelit D4S2929 je dle genetické mapy blize ke genu PKD2, atedy by zdrava

dcera ziskala stejnou variantu genu PKD_2 jako oba jeji nemocni sourozenci.

Tato domnénka nemohla byt ani potvrzena ani vyvracena pouze na zakladé vazebné analyzy.
Rozhodujici proto byla provedend mutacni analyza pomoci Sangerova sekvenovani.
U probanda byla nalezena kauzalni mutace v genu PKD2 c.478C>T v heterozygotni formé.
Nasledkem mutace dochéazi v aminokyselinovém fetézci k substituci thyminu za cytosin, coz
vede k predCasnému vzniku stop kodonu. Tato zména byla nalezena v databazi PKDB
a HGMD, kde je oznacenajako patogenni varianta asociovana s onemocnénim. Stejné
varianty byly nalezeny i u dcery probanda II-1 a syna probanda II-3. Naopak u dcery II-2 tato
varianta nebyla nalezena. Sekvenovani tak potvrdilo rekombinaci mezi mikrosatelitovymi
lokusy S4S1534 a D4S2929, a to tak, ze gen PKD?2 spadal do stejného haplotypového bloku
jako mikrosatelit D4S1534.
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7. Diskuse

Autozomalné¢ dominantni polycystickd chorobaledvin je nejcastéjSim  genetickym
onemocnénim ledvin. V soucasné dobé jsou znamy tfi kauzélni geny tohoto onemocnéni
PKDI, PKD?2 anové objeveny PKD3. VétSina nemocnych je diagnostikovana s mutaci genu
PKDI, ato az v 85 % ptipadl (Rossetti ef al., 2007). U zbylych jedinct je detekovana mutace
genu PKD2. Ve vzacnych ptipadech je nalezena mutace tietiho kauzalniho genu PKD3.

Molekularni diagnostika zaloZzend na piimém sekvenovéani kauzalnich genii je momentalné
rozSifenou diagnostickou metodou ADPKD. V soucasné dobé funguje v laboratofi
diagnostika pomoci sekvenovani nové generace. Nalezené patogenni varianty jsou nasledné

opetovné resekvenovany pomoci Sangerova sekvenovani, a to z divodu potvrzeni nalezu.

Ovsem 1 sekvenovani ma v tomto piipadé sva uskali. Onemocnéni je zndmo svou Sirokou
genetickou heterogenitou. VSechny geny jsou pomérné velké s velkym mnozstvim exond.
Gen PKDI nachézejici se na Sestnadctém chromozomu je nckolikrat zduplikovan, ma Sest
pseudogent. Vzniklé homologni useky DNA komplikuji sekvenacni analyzu. V neposledni
fad¢ existuje mnozstvi neklasifikovanych variant jednonukleotidovych zamén nejasného

vyznamu (Rossetti et al., 2007).

Gen PKDI maé Sest pseudogend, které jsou rozmistény na Sestnactém chromozomu. Pro
eliminaci piipadné sekvenace pseudogenii namisto sledovaného genu musi byt pfijata
specidlni opatieni. Sekvenovani nové generace pracuje s referen¢nimi sekvencemi lidského
genu tak, ze pomoci drobnych jednonukleotidovych vymén, které obsahuji pseudogeny

dokéze sekvenované fragmenty pfifadit k danému genu s vysokou specificitou.

Amplifikace pseudogenii mulze byt komplikaci i pii spravném hodnoceni sekvenacnich
vysledkil. Proto se musi vénovat zvlastni usili navrhovani primera. V programu BLAST jsou
porovnany sekvence pseudogenil a kddujiciho genu ajsou vytipovany oblasti, které jsou

unikatni pouze pro kodujici gen a na které jsou navrzeny primery.

Sanger dosekvenovani kauzalnich gent bylo nutnou soucasti této prace. Pfima a nepiima
molekularné geneticka diagnostika vétSinou byla provadéna paralelné. V nékterych ptipadech
jiz byla hotova analyza metodou NGS a nasledné byla provedena analyza skupiny STR za
ucelem porovnavani Uspésnosti jednotlivych pfistupli, a umoznila tak komplexni sledovani

moznych rekombinaci a zkoumani genetické vazby.
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V praktické cCasti této prace Dbylazavedenaa nasledné optimalizovdna vazebna
analyza pomoci STR markert. Byly vybrany rodiny, kde alespoii jeden rodinny ptislusnik mél
dle ultrazvukového vysetieni polycystické ledviny. Nasledn¢ se provedla amplifikace
a fragmentacni analyza péti mikrosatelitovych markert lezicich v genetické blizkosti genu

PKD1 a péti mikrosatelitovych markert lezicich v blizkosti genu PKD?2.

Ptedpokladem bylo, Ze dané mikosatelitové markery jsou ve vazbé s danym genem (Binczak-
Kuleta et/ al., 2006 ); (Vouket al., 2006); (Carta, 2006). Po zavedeni vySetieni, optimalizaci
a ovéfeni vazby na velké testovaci rodiné, se pfistoupilo k amplifikaci a anylyze STR markert

u rodin s familiarni ADPKD.

Vazebnd analyza ma obecné tu vyhodu, Zeji lze pouzit jako diagnosticky prostiedek
iuonemocnéni, u kterych neni zndm kauzalni gen. Této skuteCnosti bylo vyuzivéano
zejména v minulosti. U ADPKD jsou v soucasné dob¢ snad vSechny kauzalni geny znamy,
ovSem jejich analyzaje komplikovand. Velkou vyhodu ma také u diagnostiky dal§iho
rodinného piislusnika, ktery mize nést mutaci vedouci k rozvoji ADPKD, ale v prvnich
dekéadach jej nelze diagnostikovat na zakladé klinickych projevii. U rodiny s jiz urCenym
haplotypem asociovanym s chorobou se zkracuje doba diagnostiky. Mikrosatelity jako
vazebné markery maji tu vyhodu, Ze se jedna o kodominantni marker, a tudiz jsme schopni

zachytit ob¢ alely.

Omezenim vazebné analyzy je velikost dané rodiny, potfebujeme znat genotypy postizenych
1 nepostizenych jedinct. Pii nizkém poctu jedincli neni mozné pomoci vazebné analyzy urcit
kauzalni gen (PKDI nebo PKD2). Dvajedinci mohou mit stejné haplotypové bloky
asociované s obéma pozorovanymi geny, a tudiz se oba geny mohou zdat jako kauzélni. Pfi
vyS$im poctu jedincil, ktefi pochéazeji i z ruznych generaci, je mozné odhalit i pfipadné

rekombinace.

Vice sourozenci zna¢né zvysuje Sanci na identifikaci haplotypti. V této praci nebylo mozné u
¢tyt rodin identifikovat kauzalni gen na zakladé vazebné analyzy, jelikoZ se jednalo o rodiny s
malym poctem jedincii. Pomoci sekvenovani byly nalezeny kauzéalni mutace, a tudiz

diagnostika dal$ich ¢lentd rodiny na zdklad¢ vazebné analyzy jiz nebude problémem.

DalSim omezenim vazebné analyzy je vypovédni hodnota markerti, tedy jejich hetrozygozita,
frekvence jejich alel v populaci a informativita. Mikorsatelitové markery jsou obecné vysoce

polymorfni, jelikoz maji na rozdil od ostatnich Casti sekvenci vysokou mutacni rychlost.
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(Brinkmann et al., 1998). Taje obecné vysvétlovana sklouznutim DNA polymerazy pii

replikaci DNA, nebo nerovnomérnym crossing overem.

V této praci bylo analyzovano 10 mikrosatelitovych marker s obecné vysokou mirou
heterozygozity. Nizkou uroven polymorfismu v ndmi zkoumaném vzorku mél mikrosatelit
D16S283, u kterého bylo u vsech testovanych jedincii identifikovano jen pét raznych alel.
Markery s nizkym poctem alel ¢asto nemaji dostatecnou vypoveédni hodnotu, a proto musi byt

kombinovany s ostatnimi markery.

Komplikaci pii vazebné analyze jsou rekombinace, ke kterym dochazi s urcitou
pravdépodobnosti, kterou mizeme odhadnout pomoci genetické mapy. Rekombinaci,
aipfipadnou dvojitou rekombinaci, mohou vznikat falesné diagnostiky vySetfovanych

pacienttl.

Markery analyzované v této praci mély s danym genem pomérné silnou vazbu. Nejvzdalené;si
pouzity marker byl od genu vzdalen 3,5 cM, coz odpovida 3,5 % rekombinaci. V této praci
bylo ovSem zaznamenano nékolik rekombinac¢nich udélosti. U rodiny L1 doslo k rekombinaci
mezi mikrosatelity obklopujici gen PKD2, D4S2929 a D4S1563. Rekombinaéni udélost mezi
témito dvéma mikosatelity je relativné vzacna, nebot’ na genetické mapé lezi v bezprostredni
blizkosti - vzdaleny od sebe asi 0,25 cM. Tato rekombinace nem¢la negativni vliv na urceni
haplotypu, protoze gen PKD2 lezi blize mikrosatelitu D4S2929, abyl tedy zafazen k

haplotypovému bloku bliZe tomuto mikrosatelitovému markeru.

U rodiny L8 doslo k n¢kolika rekombinacim. U jednoho ze syni L8 II-1 doslo k rekombinaci
mezi mikrosatelitovymi oblastmi D16S663 a D16S283. Tento fakt nehrdl pfi analyze téméf
zadnou roli, jelikoz se jednalo o rekombinaci v haplotypovém bloku, ktery nebyl asociovan
s chorobou, protoze pochazel od zdravého otce. U tohoto jedince L8 II-1 doslo k dalsi
rekombinaci, tentokrat dvakrat v daném haplotypovém bloku, coZ je udalost velice vyjime¢na,
vezmeme-li v ivahu genetickou blizkost jednotlivych markert, které maji od sebe vzdalenost

v fadech desetin cM.

Tteti pozorovana rekombinace je v rodin¢ L21, ta byla zaznamenana u zdravé dcery (I11-4),
u které¢ probéhla rekombinace v haplotypovém bloku asociovaném s genem PKDI,
a to v oblasti mezi mikrosatelity D16S283 a D16S475, coz jsou oblasti nejvzdalenéjsi od nami

pozorovaného genu.
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Tteti, posledni, ale zato nejzajimavéjsi rekombinace byla zpozorovana u rodiny L19. U této
rodiny vazebnéd analyza vyloucila mutaci genu PKDI. U genu PKD2 doslo k zajimavému
jevu. Otec s polycystozou ledvin piedal svym tiem détem stejny haplotypovy blok, ovSem
u jediného zdravého ditéte doSlo k rekombinaci nékde v oblasti genu PKD2. Sekvenovani
potvrdilo mutaci genu PKDZ2 u dvou déti s polycystézou, zatimco u zdravé dcery mutace
nebyla nalezena. Z toho vyplyva, Ze mikrosatelit D4S1534, ktery je dle dostupnych dat
od genu vzdalen asi 2,5 cM, =zGstal ve vazbé s kauzdlnim genem, rekombinace
probéhla v oblasti mezi genem PKD?2 a mikrosatelitem D4S2929. Mikrosatelit D4S2929 a gen
jsou na genetické map¢ vzdaleny asi jen 0,25 ¢cM, coz zpozorovanou rekombinaci Cini velice

vzacnou.
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8. Zavér

V této diplomové praci byly struéné shrnuty ciliopatie se zaméfenim na autozomalné
dominantni polycystickou chorobu ledvin. Bylo vybrano né€kolik rodin, ve kterych alespoinl
jeden clen trpél polycystézou ledvin. U vSech dostupnych ¢lenti dané rodiny bylo provedeno

molekularné genetické vysetieni dvojiho typu.

Byla provedena mutacni analyza metodou NGS zndmych kauzédlnich gent a nasledné

konfirmace zachycené mutace pomoci Sangerova sekvenovani.

Jako druhy molekuldrné geneticky diagnosticky prostfedek byla zvolena vazebna analyza,

ktera byla zavedena v rdmci této prace.

Uspésnost a piesnost vazebné analyzy zavisi na dostate¢ném poétu rodinnych piislusnika,
zdravych 1 nemocnych, nejlépe ve tiech generacich, a na informativit¢ rodiny probanda.
Vzorek postizeného pii vySetfovacim procesu je nepostradatelny. V nékolika piipadech
nebyla rodina dostatecné informativni, a proto nebylo mozné urcit kauzalni gen— zda se jedna

0 PKD1 nebo o PKD?2.

U né¢kterych rodin bylo mozné pomoci vazebné analyzy urcit téméf se stoprocentni
pravdépodobnosti kauzalni gen a segregaci jeji mutované alely. V kazdém ptipad¢ ale hlavni
diagnostickou metodou ziistdva sekvenovani gend. Vazebnd analyza méla své vyuziti
predevsim v minulosti. V dnesni dobé¢ je jeji vyuziti zejména pomocné u piipadl s obtiznou

diagnostikou.

Piestoze vazebna analyza je diagnosticka metoda, ktera byla pouZzivana spiSe v minulosti a
dnes byla nahrazena zejména sekvenovanim, ma i v dnesSni dobé své moznosti vyuziti

predevsim pii zachytu sekvencnich variant s nejasnym ucinkem.
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