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Abstrakt

Gaucherova choroba je autosomalné recesivni dédi¢né onemocnénim zptisobené deficitem
lysosomalniho enzymu B-glukocerebrosidasy. U pacientti s Gaucherovou chorobou byly
nalezeny v genu pro B-glukocerebrosidasu komplexni mutace, které vznikly rekombinaci
s nefunk¢énim pseudogenem. Rekombinace mezi geny a jejich odpovidajicimi pseudogeny
hraje roli i pfi vzniku dalsich lidskych dédiénych onemocnéni. Mutantni alely vznikajici
pfi zenské 1 muzské meidze vedou k trvalému vyskytu takovychto patogennich alel
v genofondu. Studium frekvence a rozsahu rekombinaci v gametach, v genech
asociovanych s lidskymi onemocnénimi, méd proto vyznam pro studium zatéze témito
nemocemi Vv populaci. VySetieni rozsahu jednotlivych rekombinaci v genu pro
B-glukocerebrosidasu v lidskych gametach je technicky obtizné. Vyuziti novych technik
jako sekvenovani nové generace, sekvenovani pomoci nanop6ri nebo digitalni PCR miize

poskytovat vyhodu oproti dfive pouzivanym technikdm.

Kli¢ova slova: rekombinace, genova konverze, pseudogen, [B-glukocerebrosidasa,

komplexni alely, Gaucherova choroba



Abstract

Gaucher disease is an autosomal recessive disorder caused by the deficiency of
B-glucocerebrosidase. Some Gaucher patients carry in their B-glucocerebrosidase genes
complex mutations which apparently arose by a recombination with the non-functional
B-glucocerebrosidase pseudogene. Recombination between genes and their corresponding
pseudogenes plays a role in the development of other hereditary human diseases. Mutant
alleles formed in male and female meiosis are a source of these variations in the gene pool.
The study of frequency and scope of recombination events in human disease-associated
genes in the gametes is of importance for evaluation of the disease burden in the
population. The evaluation of the scope of single recombination events in the
B-glucocerebrosidase gene in human gametes is technically challenging. Novel
technologies such as next-generation sequencing, nanopore sequencing or droplet digital

PCR may have advantages over previously used techniques in this application.

Key words: recombination, gene conversion, pseudogene, B-glucocerebrosidase, complex

alleles, Gaucher disease
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UvoD

Rekombinace je proces, pii kterém vznikaji nové kombinace alel. BéZznym, ale ne jedinym
zptisobem je homologni rekombinace u eukaryotickych organismi, kdy dochazi k vyméné
shodnych usekti DNA mezi homolognimi chromozomy. K homologni rekombinaci dochézi
naptiklad cilen¢ v profazi prvniho meiotického déleni, pii opravé dvouietézcovych zlomt
nebo pii horizontdlnim pfenosu genetické informace. Rekombinace obecné piispiva
ke genetické riiznorodosti, poskytuje tak vyhodu v evoluci a hraje dulezitou roli v genové

expresi.

Homologni rekombinace mize probihat vice mechanismy, piekfizenim nebo genovou
konverzi. Genova konverze je proces, pii kterém dochazi k jednostrannému piesunu
kratSich usekt DNA, u lidi v fadu stovek pari bazi. Ptislusné useky DNA se oznacuji jako
donor a akceptor. Donorem je v nasem piipadé pseudogen pro PB-glukocerebrosidasu,
nefunkéni kopie genu, ktery funguje jako akceptor. Pseudogen pro B-glukocerebrosidasu
vznikl duplikaci genu a nese mutace, které zptisobuji jeho nefunkénost. Genova konverze
mezi genem a pseudogenem pro B-glukocerebrosidasu piispiva ke vzniku patogennich alel

a nasledné rozvoji Gaucherovy choroby.

Cilem prace je zhodnotit dostupnou literaturu zabyvajici se rekombina¢nimi procesy a roli
rekombinace mezi geny a jejich pseudogeny pii vzniku lidskych onemocnéni. DalSim
cilem je popis technickych uskali pii identifikaci rekombinaci mezi genem a pseudogenem
pro B-glukocerebrosidasu a navrh metod pro vysetieni takto vzniklych mutaci pomoci
novych molekularné biologickych technik: sekvenovani nové generace, nanopoérového

sekvenovani a digitalniho PCR.

Rekombinace obecné je vyznamnou kapitolou molekularni genetiky, jez ptesahuje cile této
prace a je pfedmétem mnoha piehlednych ¢lankli a ucebnicovych text. Proto nize budou

diskutovany pouze rekombinacni déje, které jsou dulezité pro tcely této reserse.



REKOMBINACE

Zacatkem 20. stoleti na zaklad¢ pozorovani dosli William Bateson a Reginald C. Punnett
k zavéru, ze nékteré geny se dédi spolecné, a tim se vymykaji Mendelovym zakontim,
které stanovuji, ze jednotlivé geny jsou dédény nezavisle na sob¢ (Bateson et al., 1906).
Thomas Hunt Morgan roku 1916 navrhnul mechanismus, kdy se fyzicky ptekiizi ramena
chromozomt a dojde k vyméné genetické informace. Na tento pifelomovy objev navazal
hypotézou postulujici zavislost frekvence rekombinace na vzdalenosti mezi geny na
chromozomu. Se vzrlstajici vzdalenosti mezi geny se zvysSuje pravdépodobnost jejich
rekombinace. Pokud jsou geny ve vazbé, dédi se spole¢né (Morgan, 1916). Roku 1964
Robin Holliday popsal mechanismus homologni rekombinace pifi meidze a kliCcovou

Hollidayovu ktizovou strukturu (Obr. 1) (Holliday, 1964).
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Obrazek 1: Znazornéni Hollidayovy struktury a nasledného rekombinantniho nebo
nerekombinantniho produktu. Po vytvofeni dvoufetézcového zlomu vznikd Hollidayova struktura a
nasledné heteroduplex. Heteroduplex postupuje v chi-strukturu, kterd se muize rozstépit vertikaln¢ a dat
vzniku rekombinantnimu produktu, nebo horizontaln¢ a dat vzniku nerekombinantnimu produktu. (pfevzato a

upraveno z: http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch8D2.htm)
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HOMOLOGNI REKOMBINACE

Pii homologni rekombinaci (HR) dochazi k vyméné homolognich tiseki DNA mezi
sesterskymi chromatidami, homolognimi chromozomy nebo homolognimi sekvencemi
bud’ na stejné chromatidé¢, nebo na jiném chromozomu. Pfi HR je nutné, aby nejméné 200
bazi bylo plné¢ komplementarnich (tzv. minimal efficient proccesing segment, MEPS)
(Waldman and Liskay, 1988). Rekombinace neprobiha se stejnou frekvenci ve vSech
usecich na chromozomu. Oblast, ve které je vysSsi frekvence rekombinace je nazyvana
rekombina¢nim hotspotem, obvykle o délce 1-2,5 kb. Vyskytuji se s vyssi Cetnosti na
koncich nez u centromerické oblasti chromozomu. V lidském genomu je kolem 25 tisic

rekombinac¢nich hotspott (Myers et al., 2005).

Vysledkem HR je pfi prekiizeni vymeéna celych ramen chromozomu nebo jen kratkych
usekl pii genové konverzi (Obr. 1). Produkty HR rekombinace maji rovnomérny pomér
alel 4:4 nebo se muze jednat o genovou konverzi, jejimz vysledkem je atypicky pomér alel
1:3, respektive 2:6 (Lewin et al., 2011). Hlavnim iniciatorem homologni rekombinace je

dvoutetézcovy zlom.

MISTNE-SPECIFICKA A NEHOMOLOGNI REKOMBINACE
Kromé¢ homologni rekombinace je znama jeSt€¢ rekombinace mistné-specifickd a

nehomologni. Pii mistné-specifické rekombinaci dochdzi k vyméné nehomolognich usekt
DNA, které se nachazeji mezi kratkymi (o délce nekolik desitek part bazi) vysoce
specifickymi rekombina¢nimi misty, ktera jsou obvykle identickd. V téchto mistech
dochazi k vazbé rekombinaz, piipadné dalSich enzymd, které tidi cely proces rekombinace
(Guo et al., 1997). K nehomologni rekombinaci dochazi v nékterych piipadech opravy
dvouretézcovych zlomii pfimym spojenim konci DNA fetézce. Pfi tomto mechanismu
opravy casto dochazi k fazi telomer, delecim nebo translokacim (Robertsonska
translokace, Filadelfsky chromosom, apod.) (Gajecka et al., 2008). Rizena nehomologni
rekombinace spojovanim konct (NHEJ) probihd v somatickych buiikach savca pii V(D)J
ptestavbé béhem maturace T a B bunék. (Malu et al., 2012). Dochazi tak k vytvoteni co

-----

(Taccioli et al., 1993).



DVOURETEZCOVY ZLOM A JEHO OPRAVNY MECHANISMUS

Dvourietézcovy zlom (DSB) vznikd poskozenim DNA vlivem ioniza¢niho zafeni,
chemikalii nebo mechanickym stresem (Yamamori et al., 2013). U meidzy nebo maturace
imunoglobulinovych geni se jednd o programovany proces katalyzovany enzymy.
Dlouhodobé naruseni DNA muize vyrazné narusit integritu organismu. Buiiky neschopné
opravy zloml maji snizenou chromozomalni stabilitu a dochazi u nich casto
ke chromozomalnim pfestavbam a aneuploidiim, coz mize vést ke zhoubnému

rakovinnému bujeni (Jasin, 2000).

Opravy dvouretézcového zlomu se dé docilit bud’ nehomolognim spojenim koncti (NHEJ),
mechanismem jednofetézcové hybridizace (SSA), nebo genovou konverzi. Na tom, o jaky
proces se bude jednat, zdlezi mimo jiné na druhu bunky. Kvasinky upfednostiiuji genovou
konverzi, kdezto sav¢i buniky spojovani konct. Pti procesech spojovani konci nebo SSA
drahy mize, na rozdil od homologni rekombinace, dojit i ke ztrat¢ genetické informace
(Obr. 2) (Do et al., 2014).

V soucasnosti jsou uvadény dva modely opravy dvoufetézcového zlomu pomoci genové
konverze: model opravy dvoufetézcového zlomu (DBSR) nebo model hybridizace fetézce
druhotnou syntézou (SDSA). U obou modelt dochazi nejprve k odstfihnuti Usekidi na
5" konci zlomu a vzniku dvou 3’ ptesahujicich SSDNA konct. Poté nasleduje invaze
jednoho piesahujiciho 3° ssDNA konce k duplexu DNA, kde se nachazi homologni
sekvence, za tvorby D-smycky. Déle se mechanismus u jednotlivych modelu lisi. Zatimco
u DSBR modelu je donorova molekula pfedlohou pro obé& vldkna akceptoru, u SDSA
modelu je donorovéa molekula ptedlohou pouze pro jedno vldkno akceptoru a druhé vlakno
se jiz vytvati podle tohoto vzniklého akceptorového vlakna (Obr.3 a 4). U obou
mechanismt dochazi k tvorbé Hollidayovy struktury a muze dojit k ptekiizeni, i kdyz
v piipadé¢ SDSA drahy jen ve vyjimecnych piipadech (Allers and Lichten, 2001; Merker et
al., 2003).
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Obrazek 2: Mechanismus opravy dvouretézcového zlomu nehomologni rekombinaci (NHEJ) a
jednotetézcovou hybridizaci (SSA). U NHEJ mechanismu nedochazi na rozdil od SSA drahy k odsttihnuti
5" koncl. SSA draha probiha mezi repetetivnimi sekvencemi na stejném DNA duplexu. Oba 3" pfesahujici
ssDNA konce se spoji na zakladé komplementarity, zbytky nehomolognich sekvenci jsou vystfizeny a

dochazi k nevyhnutelné ztraté sekvence mezi repeticemi (Ivanov et al., 1996). (Moynahan and Jasin, 2010)
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Obrazek 3: Mechanismus opravy dvoufetézcového zlomu (DSBR). U DSBR modelu po vytvofeni D-
smycky dochazi k invazi 3 'ssDNA konce, ktery je prodluzovan DNA polymerazou. Druhy 3 'ssDNA konec je
nasyntetizovan podle fetézce homologniho chromozomu, ktery byl odsunut béhem invaze fetézce. Po ligaci
obou koncti vznikne utvar se dvéma Hollidayovymi strukturami. Stépenim jedné Hollidayovy struktury
restrikéni endonukleazou horizontalné a druhé vertikalné vznikne produkt s piekiizenim, a pokud budou obé
Hollidayovy struktury S§tépeny vertikdlng€, vznikne produkt bez piekiizeni (Allers and Lichten, 2001).

Pievzato a upraveno z (Moynahan and Jasin, 2010).
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Obrazek 4: Mechanismus opravy dvouietézcového zlomu hybridizaci (SDSA). U SDSA modelu po
vytvoteni D-smy¢ky DNA polymeraza syntetizuje ve sméru 5'-» 3" na 3" ptesahujicim ssDNA konci podle
homologni sekvence DNA duplexu. Na hranici mezi homoduplexem a heteroduplexem se vytvorfi
Hollidayova struktura, ktera se posune ve sméru replikace, opusti nové syntetizovany fetézec a piesahujici 3”
sSDNA konec z druhé strany zlomu se doplni na zakladé komplementarity bazi z nové nasyntetizovaného
fetézce. Po ligaci obou fetézcli se vytvoii ve vét§iné ptipadi produkt bez piekiizeni (Ira et al., 2006).

Pfevzato a upraveno z (Moynahan and Jasin, 2010).

PROTEINY UCASTNICI SE OPRAVY DVOURETEZCOVEHO ZLOMU
Mezi hlavni proteiny ucastnici se opravy DSB patii proteiny ze skupiny Rad. Rad51 je

esencidlni pro homologni rekombinaci a uUsnadfiuje hledani homologni sekvence a
naslednou invazi fetézce (Park et al., 2008). Rad54 pomaha migraci fetézce DNA bud’
smérem k templatu, nebo smérem k DSB. Béhem genové konverze kooperuje Rad54
s helikazou BLM a dohromady umoznuji odvijeni D-smycky (Solinger et al., 2002). U
SSA drahy Rad52 spojuje 3" piesahujici ssDNA konce na zdkladé komplementarity k sobé



a nukleaza XPF-ERCCL1 (lidsky homolog nukledzy Radl-Rad10 u kvasinek) vystiihne
nehomologni sekvence (Ahmad et al., 2008).

Mezi dal$i proteiny umoziujici opravu DSB patii proteinovy komplex MRN, ktery naseda
na konec zlomu, BLM helikaza, jejiz funkci je rozdéleni dvouietézce DNA, nukleazy Exol
a Dna2, které kooperuji s MRN a odstiihuji tseky na 5" konci zlomu za vzniku dvou
3’ssDNA pftesahujicich konci a RPA protein, ktery oba ssDNA konce stabilizuje
(Nimonkar et al., 2011).

Vlivem plsobeni BLM a topoizomerazy III u DSBR modelu vznika castéji produkt bez

prekfizeni, nebot’ oba enzymy brani tvorbé produktu s piekiizenim (Raynard et al., 2008).

DEFEKTY PROTEINU UCASTNICICH SE REKOMBINACE U LIDI -
PRIKLADY

V dusledku defektu proteinti ucastnicich se rekombinace vzrista pravdépodobnost vzniku
rakoviny. BRCAZ2 je protein, jehoz funkci je odstranéni RPA proteinu a ulehéeni navazani
Rad51. BRCAZ2 interaguje s Rad51 a BRCAI, ktery interaguje také s komplexem MRN.
Pokud je gen BRCA2 v heterozygotni form¢, zvySuje se riziko ztraty heterozygozity, coz
ma za ndsledek selhani iniciace homologni rekombinace a vysoké riziko rakoviny prsu,
ovarii a pankreatu. Podobny G¢inek ma také defekt nebo delece Rad51. Burika s mutacemi
v genech BRCA1 nebo BRCA2 genu ma snizenou schopnost opravy dvoufetézcovych
zlomi (Lucas et al., 2013). Bloomiv syndrom, onemocnéni spojené se zvySenym rizikem
ke zvySené vymené sekvenci, a tim se také zvySuje pravdépodobnost ztraty heterozygozity
(Yusa et al., 2004). Vice nez 20 mutaci ve WRN genu zptsobuje Wernertv syndrom, kdy
dochazi ke zvyseni iniciace rekombinace, kterd ale nemutze spravné pokracovat z diivodu
nefunk¢nosti WRN genu. Mezi fenotypické znaky Wernerova syndromu patii mimo jiné

predcasné starnuti (Saintigny et al., 2002).

GENOVA KONVERZE

Genova konverze je fazena mezi formy homologni rekombinace. Poprvé byla popséna
u vieckovytrusych hub (Ascomycetes), kde produkty jedné meidzy zUstavaji spolu
Vv tzv. viecku. Diky tomu lze pifimo zjistit atypické poméry alel, které jsou disledkem
genové konverze. Pii tvorbé gamet u vieckovytrusnych hub nejprve dochéazi k
meiotickému déleni a vzniku 4 haploidnich buné¢k, které vzapéti podstoupi mitotické

déleni. Vysledkem je 8 haploidnich bun¢k v jednom viecku. Vysledny pomér alel ve
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viecku je 4:4, ktery odpovidd mendelovskému principu segregace alel nebo 3:5, coz
odpovida postmeiotické segregaci, anebo 2:6, coz odpovida genové konverzi (Lewin et al.,
2011). Diavodem je vznik heteroduplexu pti homologni rekombinaci. V piipadé€, ze tiseky
nejsou zcela komplementarni, dojde k opravé jednoho z vlaken. Podle toho, které z vldken
je v tomto piipadé vzorem, je pomér vyslednych alel 4:4 nebo 2:6 (Lewin et al., 2011;
Yimetal., 2014).
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Obrazek 5: Mechanismus vzniku vysledného poméru alel. Pfi parovani homolognich chromozomui béhem
meiozy nebo pii opravé DSB vznika heterodoplex DNA, ve kterém mize dojit ke Spatnému parovani bazi
nebo k vysttizeni DNA sekvence. Pokud neprobéhne oprava téchto mutaci mechanismem genové konverze,
dochazi béhem nasledné mitdézy k postmeiotické segregaci, jejimz dusledkem miZze byt mozaicismus

v bunkach (Mancera et al., 2011). Pfevzato a upraveno z (Lewin et al., 2011).



GENOVA KONVERZE U LIDi

U Ilidi neni mozné piimo analyzovat produkty jedné meidzy tak jak je tomu
u vieckovytrusnych hub, i kdyz u Zenské meidzy je mozné spolu s oocytem vysetfit prvni a
druhé polarni télisko. Toho se také vyuziva pifi oplodnéni in vitro pro detekci aneuploidii a
bylo by zfejmé mozné vyuzit analyzy polarnich télisek a oocytu pro detekci genové
konverze (Geraedsts et al., 2011). Praktickym problémem by mohlo byt omezené mnozstvi

DNA k analyze a zejména omezené mnozstvi oocytu.

Diikazy o genové konverzi jsou proto nepiimé. Pro pochopeni existence tohoto
mechanismu je dulezitd piitomnost komplexnich alel nalezenych v genech, které jsou
soucasti genovych rodin. Tyto genové rodiny vznikly duplikaci pivodniho genu (Obr. 6),
pficemz produkty duplikace zlstdvaji aktivni, tzv. paralogy (napif. opsinové geny
OPN1IMW a OPN1LW) nebo aktivnim zlstava jen jeden gen a ostatni pozbyvaji funkénost,
tzv. pseudogeny (napi. gen a pseudogen pro glukocerebrosidasu GBA, GBAP). Komplexni
alely v téchto genech jsou sekvence, obvykle o délce n€kolika set part bazi, které obsahuji
vice variant vyskytujicich se normalné u paralogu, respektive v pseudogenu. Predpoklada
se, ze vznikly genovou konverzi pfi nerovhomérném piekiizeni mezi duplikovanymi geny
v meioze. Na rozdil od genové konverze mezi homolognimi geny je u duplikovanych genti
mozné 1épe sledovat rozsah tohoto mechanismu diky vétSim rozdilim sekvence mezi
paralogy, respektive genem a pseudogenem (Willett, 2013). Hypoteticky mohly komplexni
alely vzniknout 1 dvojitymi prekiizenimi, ale ta jsou na tak kratkém useku
nepravdépodobna. Jako prvni byla genova konverze popsdna u hemoglobinovych gent
HBG1 a HBG2 (Slightom et al., 1980). Genova konverze mezi genem a pseudogenem, jak

je uvedeno niZe, miZe vést ke vzniku patogennich alel.



A) pary
homolognich
repetetivni selovence chromozonmi

)
replikacéni vidlice replikacni vidlice

Obrazek 6: Mechanismus duplikace genu. A) Nerovnomérnym piekiiZzenim B) Nerovnomérnou vyménou
sesterskych chromatid C) Béhem DNA replikace. (pfevzato a upraveno

z https://sciknowledge.wordpress.com/2013/01/06/genome-evolution/)

Celogenomové techniky, které umoznuji vySetfeni velkého mnozstvi variant, dovolily
detekci meiotické genové konverze analyzou v rodinach (Williams et al., 2015). Vysetteni
jednobazovych polymorfismi ve tfigeneracnich rodinach potvrdilo existenci
nerovnomérného rozlozeni genovych konverzi, coz svéd¢i o ptitomnosti rekombinaénich
hotspotti v genomu. Dale byla stanovena frekvence konverzi na 6.7x10°/bp/generaci.
Podobna frekvence byla zjisténa i analyzou jednotlivych spermii (Jeffreys and May, 2004).
A soucasné byl zjistén rozdil ve frekvenci genovych konverzi v muzské a Zenské

gametogenezi, ktery je srovnatelny s rozdily v obecné rekombinaci.
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GENOVA KONVERZE V MEIOZE

Zatimco muzskd meioza probihd béhem pohlavni dospé€losti kontinualné, zenska zacina
prenatalné. V dob¢é porodu je pfitomen asi 1 milion primérnich oocytd, z nichz c¢ést
degeneruje a zstane jich zhruba 500 (Faddy et al., 1992). Mei6za 1 zacina v oogoniich
u lidi ve tfetim mésici t€hotenstvi a je zastavena v profazi I ve stadiu diplotenu a pokracuje
az v pohlavni dospélosti pii stimulaci luteinizaénim hormonem pied ovulaci. Meioza II je
dokoncena az po oplodnéni. Stadium, ve kterém je meidza u zen zastavena, se oznacuje
jako diktyoten. Zenska meidza je zdrojem vétiny aneuploidii a to byva kladeno do
souvislosti s velmi dlouhou profazi zenské meidzy, kdy v diktyotenu je piekiizeni jiz
dokon¢eno, ale chromosomy zlstavaji spojeny v chiasmatech (Lewin et al., 2011). Genova
konverze, ktera probiha v predchazejici fazi — pachytenu, je tedy v dobé zastavy jiz
dokonc¢ena. Dal$im divodem vyssiho vyskytu patogennich alel v oocytech Zen stfedniho
veku je pravdépodobné hromadéni dvoutetézcovych zlomu, jejichz schopnost opravy klesa
z dtivodu nizsi exprese proteint G¢astnicich se opravného procesu (Rad51, BRCAT1) (Titus

etal., 2013).

Genova konverze v meidze vyuziva jinych mechanismil nez mitotickd genova konverze.
V mitoéze se genova konverze uplatituje pii opravé DSB, které mohou vznikat ndhodné
v disledku ionizujictho zafeni, endonukledzami nebo pii opravé nepostupujicich
replikacnich vidlic (Arnaudeau et al., 2001). U meidzy protein Spoll cilené¢ nasedne na
urcitou sekvenci v misté budouciho zlomu. Jedné se vétSinou o promotorovou oblast genu,
ktera je GC-bohata (Neale et al., 2005). Zajimavé je, ze sama genova konverze piispiva
ke zvyseni po¢tu GC bohatych sekvenci v genomu. Bylo zjisténo, ze v oblastech s vysokou
frekvenci rekombinace a v Usecich bohatych na geny je vétsi podil GC parti nez AT part,
v genovych poustich a u unikatnich genll je tomu naopak. Divodem je opét oprava
heteroduplexu DNA b&hem genové konverze, pii kterém jsou cilené upfednostiiovany
nukleotidy GC (biased gene conversion, BGC). Heterozygoti AT/GC tak produkuji vice
gamet s bazemi GC. Tyto alely pak maji vyssi pravdépodobnost fixace v populaci (Galtier
et al.,, 2001). BGC byla prokdzana u eukarytonich organismi a ackoli se donedavna se
predpokladalo, Ze u bakterii tento proces neprobihd, nejnovéjsi poznatky tuto hypotézu

vyvraceji (Lassalle et al., 2015).
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SEKVENCNI MOTIVY PODPORUJICI GENOVOU KONVERZI

V souvislosti s genovou konverzi byly v urcitych ptipadech zjistény specifické sekvencni
motivy, které aktivuji tento mechanismus. Kromé GC bohatych sekvenci (viz vyse) jsou to
polypurinové nebo polypyrimidinové sekvence, invertované repetice, minisatelitni
sekvence, jednoduché pfimé repetice zahrnujici triplexové a tetraplexové struktury. Tyto
specifické sekven¢ni motivy indukuji tvorbu jiné nez B-komformace DNA

(napt. Z-konformace), ktera podporuje vznik DSB (Chuzhanova et al., 2009).

INTERALELICKA A NEALELICKA GENOVA KONVERZE

Ke genové konverzi muze dochdzet mezi alelami tzv. interalelicka genova konverze nebo
mezi ruznymi lokusy tzv. nealelickd genova konverze. Interalelickad genovéa konverze
probiha hlavné pfi meidze mezi alelami na homolognich chromozomech a hraje tak hlavni
roli pfi vyvoji vysoce polymorfnich usekl lidského genomu a genové diversité (Galtier et
al., 2001). Piikladem interalelické genové konverze je HLA (histokompatibilni) nebo
ABO systém. Nealelicka genova konverze probiha pii opravé DSB nebo mezi homolognimi
sekvencemi v jiném lokusu, napt. mezi paralogy vzniklymi duplikaci jak jiz bylo zminéno
vyse. Je hlavni silou ve vyvoji multigennich rodin a repetitivnich sekvenci. Vysledkem je

vyssi sekvenéni podobnost mezi paralogy gent nez mezi jejich ortology (Zangenberg et al.,
1995).

GENOVA KONVERZE MEZI REPETETIVNIMI SEKVENCEMI
Mezi nejbéznéjsi repetetivni sekvence v lidském genomu patii Alu a LINE-1 elementy.

Genova konverze, ktera mezi jednotlivymi elementy probiha je nealelicka. Alu sekvence
jsou nejcastejs$i vmezetené kratké repetetivni sekvence v lidském genomu, jejichz délka
byva mensi nez 300 bp. Pfedstavuji 11 % genomové DNA. Frekvence genové konverze
mezi Alu sekvencemi je vysoka a probiha vétSinou na jednom chromozomu. Alu sekvence
jsou bohaté na GC nukleotidy a jsou mezi sebou vysoce homologni, 70 — 100 % sekvenéni
identity (Roy et al., 2000). LINE-1 maji velikost vétSinou kolem 6 kb a piedstavuji 17 %
lidské genomové DNA. Na rozdil od Alu sekvenci frekvence genové konverze mezi nimi je
pomérné nizka a probihda mezi chromozomy (Myers et al., 2002). LINE-1 elementy se ve
vétSin€ piipadi nepfenesou v celé délce, ale jsou na 5° konci zkracovany. LINE-1
elementy obsahuji méné GC pard nez Alu sekvence, coz muze byt dano nizsi frekvenci
genové konverze mezi nimi (Tremblay et al., 2000). Disledkem genové konverze mezi
repetetivnimi sekvencemi je vznik deleci, duplikaci a translokaci (Bzymek and Lovett,
2001).
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VYVOJ A VYZNAM PSEUDOGENU

Pseudogeny jsou vysoce homologni DNA sekvence k funkénim gentim a nachazeji se
ve vétsing eukaryotickych organismi. Obsahuji mutace, které u vétSiny pseudogenil
zpusobuji jejich neschopnost kddovat nebo exprimovat protein. Diive byly povazovany za
nefunkéni a bezvyznamné ¢€asti genomu, nyni jsou znamy transkripéné aktivni (9 %
pseudogent z lidského genomu) nebo ¢aste¢né transkripéné aktivni pseudogeny (Pei et al.,
2012). Pseudogeny mohou regulovat genovou expresi pomoci nekodujicich RNA (SiRNA),
ktera inhibuje mRNA transkribovanou funkénim genem (Wen et al., 2012). Homologie
mezi genem a pseudogenem vétSinou dosahuje vice nez 90 % sekvenéni identity. Vyjimku
s nizkou sekvenéni identitou je napi. gen pro folatovy receptor 1 (FOLR1), ktery je ze 71
% homologni s FOLR2 a ze 79 % s FOLR3 (Shen et al., 1994).

ROZDELENI PSEUDOGENU
Podle mechanismu vzniku délime pseudogeny do dvou hlavnich skupin. Neprocesivni

pseudogeny vznikaji duplikaci funkéniho genu (Obr. 6) a maji charakteristické rysy, napf.
se nachéazeji v blizkosti funkéniho genu, obsahuji intronové a regulacni sekvence
matefského genu, skladaji se z jednoho a vice genomovych fragmentd. Pseudogeny vzniklé
duplikaci jsou cCastéji transkripéné aktivni v disledku pfitomnosti regulacnich sekvenci.
Procesivni pseudogeny vznikaji retrotranspozici mRNA ze sekvence kodujici funkéni
protein a jsou nahodné vloZeny do genomové DNA sekvence. Procesivni pseudogeny
dusledkem toho maji vysttizené intronové sekvence a na 3’ konci maji polyA sekvenci

(Bischof et al., 2006).

ONEMOCNENI ZPUSOBENA GENOVOU KONVERZI PSEUDOGENU
V lidském genomu bylo popsano piiblizné 11 000 pseudogend, z nichz cca 8 000 je

procesivnich a zhruba 3 000 neprocesivnich (Pei et al., 2012). Mezi pseudogeny a jejich
matefskymi geny muiZe dochézet ke genové konverzi, a tim k pfenosu komplexnich
mutantnich alel do funk¢éniho genu a naslednému onemocnéni jedince. Ve vétsing piipadu
se jedna o neprocesivni pseudogeny, ale jsou znamy ojedinélé ptipady, kdy procesivni
pseudogen vnasi mutace do funkcéniho genu, napf. degradativni onemocnéni sitnice
(retinitis pigmentosa 10) a deficit fosfoglycerat kinazy (Bischof et al., 2006). Mezi
onemocnéni, u kterych se vyskytuji komplexni mutantni alely vzniklé genovou konverzi
mezi genem a pseudogenem, patii napi. Gaucherova choroba, kongenitalni adrenalni

hyperplazie, Schwachmann-Bodian-Diamondiv syndrom, von Willebrandova choroba,
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chronickd pankreatitida, agamaglobulinémie, defekt neurdlni trubice, nékteré typy

vrozenych katarakt, spinalni muskularni atrofie a dalsi (Bischof et al., 2006).

B-GLUKOCEREBROSIDASA

B-Glukocerebrosidasa (D-glukosyl acylsfingosin glukohydrolasa, GBA) je lysosomalni
enzym, ktery se sklada ze 497 aminokyselin a ma velikost 65 kDa (Erickson et al., 1985).
GBA je hydrolasa stépici glukocerebrosid na glukosu a ceramid. K aktivaci
B-glukocerebrosidasy je nutna pfitomnost saposinu C, aktiva¢niho proteinu, ktery vznika
roz$tépenim prekurzorového proteinu prosaposinu (PSAP). Z PSAP vznikaji celkem ¢étyfi
saposiny (saposin A, B, C, D), které pusobi jako aktivatory hydrolaz glykosfingolipida
(Atrian et al., 2008). Transport B-glukocerebrosidasy do lysosomu na rozdil od vétSiny
lysosomalnich proteini nezavisi na mannosa-6-fosfatovém receptoru. Pro transport GBA
do lysosomu je stézejni lysosomalni integralni membranovy protein-2 (LIMP-2) (Reczek et

al., 2007).

Doména II

Obrazek 7: Struktura GBA. B-Glukocerebrosidasa ma podobu (a/B)g TIM barelu s katalytickym jadrem a
sklada se ze tfi domén. Doménu | tvoii tfivldknové antiparalelni B-listy obklopené smyckou a svislym
vlaknem. Doména II ma podobu imunoglobulinu ze dvou B-listt a doména III je jadrem TIM barelu. Mutace
ve tfeti doméné mohou ovliviiovat katalytické misto enzymu (Dvir et al., 2003). Ptevzato a upraveno z (Dvir

et al., 2003).
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GEN A PSEUDOGEN PRO B-GLUKOCEREBROSIDASU

Gen a pseudogen pro B-glukocerebrosidasu (GBA, GBAP) jsou lokalizovany na 1q21
(Ginns et al., 1985). Tato oblast je bohata na geny. V tseku o délce 85 kb se vyskytuje
7 genll a 2 pseudogeny. GBAP je ve vzdalenosti 16 kb od genu ve sméru 3'-5". Krom¢
genu a pseudogenu pro B-glukocerebrosidasu se v tomto useku nachazi pseudogen pro
metaxin (MTXP), geny pro mucl, propinl, clk2, cotel (Winfield et al., 1997) a gen pro
metaxin (MTX1), ktery je soucasti preproteinového komplexu ve vnéj§i mitochondrialni
membrané a ma spoleény promotor s genem pro thrombospondin 3 (THBS3). Takové
uspofadani genti a pseudogent prispiva k piestavbam genomové DNA (Horowitz et al.,
1989; Zimran et al., 1990).

Al [N IIP—'III |II {1l LI L R =

— <« MTXP GBAF’—> <«~—MTX1 THBS3 ——

G202R N370S AS5  L444P

84GG N188S | F213I G377S R463C
IV82(+1) R120W R257Q G325R D409Hﬁ R496H
j t M i

AT1'GAT
B _Ee
I ; gl =
1 2 4 5 6 7 8 10 11
c T L
14
22 24 =
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43
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Obrizek 8: Okoli GBA a piehled mutaci v GBA. A) Znazornéni pofadi a smér transkripce genu a
pseudogent. B) Znazornéni 15 mutaci v jednotlivych exonech GBA a 2 ATG kodoény v prvnich dvou
exonech. C) Zobrazeni po¢tu mutaci na jednotlivé GBA exony. Z obrazku lze vycist, Ze nejvice mutaci bylo

popsano v exonu 8 a 9 (Hruska et al., 2008). Pfevzato a upraveno z (Hruska et al., 2008).
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GBA se sklada z 11 exond a 10 introni a ma velikost 7,6 kb, zatimco jeho vysoce
homologni pseudogen (z 96% exonové sekvence) ma velikost pouze 5,7 kb. Tento
velikostni rozdil pii stejném usporadani exonii a intronil je dén predevSim inzerci
¢tyf Alu sekvenci do intronové casti GBA, mensi 5-bp deleci ve ¢tvrtém exonu a 55-bp

deleci nachazejici se v exonu 9 (Horowitz et al., 1989).

Pseudogen pro B-glukocerebrosidasu je transkripéné aktivni. MnozZstvi mRNA vzniklé
transkripci GBAP je srovnatelné s mnozstvim MRNA GBA, ale obsahuje piedCasné

terminacni kodony, a proto neni translatovan (Sorge et al., 1990).

B-Glukocerebrosidasa vyzaduje pro transport z drsného endoplazmatického retikula do
lysosomu signalni peptid. GBA obsahuje dva startovni kodony v prvnim a druhém exonu
(Obr. 8). Diky tomu vznika signalni peptid dlouhy 39 nebo 19 aminokyselin. Tyto signalni
peptidy se lisi hydrofobicitou, ale funkci vykonavaji oba stejn€. Obecné €astéji vznika delsi
peptid se startovnim koddénem v prvnim GBA exonu (Sorge et al., 1987). Gen pro
B-glukocerebrosidasu ma 2 promotory, které jsou od sebe vzdaleny 2,6 kb (Svobodova et

al., 2011).

VYVOJ OKOLI GENU PRO B-GLUKOCEREBROSIDASU

Pseudogen GBAP se vyskytuje nejenom v lidském genomu, ale také u nékterych druht
primatdi, zejména lidooptl. Simpanzi, gorily a orangutani maji obé kopie GBA, zatimco
kotul (jihoamericka opice) ma pouze jednu kopii (Wafaei and Choy, 2005). Sekvenaci
DNA ruznych druhi primatd bylo zjisténo, ze k duplikaci genu doslo piiblizné pied
36 - 40 miliony let (Horowitz et al., 1989). Simpanzi a gorily maji druhou kopii GBA
nefunkéni a obsahujici 55-bp deleci v devatém exonu, dale GBA obsahuje Alu inzerce
Vv intronové oblasti jako je tomu i v lidském genu. Orangutani maji druhou kopii genu
pravdépodobné stale funkéni a bez 55-bp delece. U orangutantl je také shoda mezi obéma

geny nejvyssi (99,5 %), 1isi se pouze jednou substituci (Wafaei and Choy, 2005).
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Procentualni sekvencéni podobnost s lidkym
GBA a GBAP GBA (%)
GBAP cloveka 98,4
GBA Simpanze 99,5
GBAP sSimpanze 97,8
GBA gorily 98,8
GBAP gorily 97,8
GBA orangutana 97,8
GBAP orangutana 97,4
GBA kotula 91,7

Tabulka 1: Procentualni sekven¢ni podobnost GBA a GBAP primata s lidskym GBA. Sekvencni

podobnost GBA Simpanze a ¢lovéka je nejvyssi 99,5 %, nasleduje gorili GBA se sekven¢ni podobnosti
98,8 %. Oba tyto druhy lidoop maji GBAP z 97,8 % totozny s lidskym GBA. Podobnost GBA orangutana je

v

(Wafaei and Choy, 2005). Pievzato a upraveno z (Wafaei and Choy, 2005).
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Obrazek 9: Vyvoj vzniku GBAP v podobé fylogenetického stromu. Pievzato a upraveno z (Wafaei and

Choy, 2005).
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MUTACE v GBA

V genu pro B-glukocerebrosidasu bylo popsano pies 300 patogennich mutaci. Nejvice
(cca 200) je mutaci ménicich smysl kodonu (missense), V mensi mife jsou zastoupeny
nesmyslné mutace (nonsense), malé inzerce a delece, sestfihové mutace a komplexni alely
nesouci dvé nebo vice mutaci in cis (Hruska et al., 2008). Malé delece a inzerce mohou
vést k posunu cteciho ramce. VétSina patogennich alel nese bodové mutace v GBA
(Obr. 8). Vysoka podobnost sekvence genu a pseudogenu v malém genomickém useku
zvySuje pravdépodobnost prekiizeni nebo genové konverze za vzniku tzv. faznich nebo
rekombinantnich (Rec) alel. Koncem 80. let minulého stoleti byly objeveny prvni dvé
mutace v GBA, N370S a L444P, kter¢ jsou nejcastéji zastoupené bodové mutace ve vSech
populacich. Obecné se s nejvyssi ¢etnosti vyskytuji mutace mezi exony 8 a 11 (Tayebi et
al., 2003).

REC A FUZNI ALELA

Roku 1990 byla poprvé popsana Rec alela nesouci nékteré sekvencni zmény vyskytujici se
obvykle v pseudogenu (Obr. 10), dvé mutace ménici smysl kodonu (missense) L444P a
A456P a tichy polymorfismus V460V. Tato Rec alela v desatém exonu je nazyvana
RecNcil diky tomu, ze byla detekovana pomoci Ncil restriktazy. Druhou obvyklou alelou
je RecTL, ktera oproti RecNcil nese jesté navic mutaci D409H v devatém exonu (Eyal et
al., 1990). Zridka se objevuje Rec alela, ktera navic obsahuje oproti RecTL 55-bp deleci
(Walley and Harris, 1993). K vyjmenovanym rekombina¢nim mutacim dochézi na 3" konci
genu. Vzacnéji dochazi k rekombinaci na 5° konci genu, v druhém nebo étvrtém intronu,
kde se nachazeji Alu repetice. K rekombinaci obecné dochazi od intronu 2 po exon 11.
(Tayebi et al., 2003). Rec alely a mutace L444P byly nalezeny u pacienti ve vSech
populacich, na rozdil napt. od mutace N370S, kterd nebyla nalezena v japonské populaci
(Ida et al., 1995). To své&d¢i pro nezavisly proces vzniku téchto mutaci v minulosti, tedy

pro genovou konverzi.

Vysledkem rekombinace mtize byt i fuzni alela, kterd na 5" konci nese DNA sekvenci GBA
a na 3" konci DNA sekvenci GBAP. Fizni alela vznika spojenim téchto sekvenci a usek

mezi nimi je vystiizen mechanismem SSA (Obr. 10) (Cormand et al., 2000).
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Obriazek 10: Rozdil mezi normalni, Rec a fiizni alelou. A) U normalni alely po GBA sekvenci nasleduje
MTXP a za GBAP MTXL. B) U Rec alely je ¢ast sekvence GBA nahrazena sekvenci GBAP. C) U flzni alely
5" konec nese GBA sekvenci, 3" konec GBAP sekvenci, za fizni alelou nasleduje MTX1. MTXP, 3" konec
GBA a 5" konec GBAP je vystiizen. (Jeong et al., 2011). Pievzato a upraveno z (Jeong et al., 2011).

GAUCHEROVA CHOROBA

Gaucherova choroba je autosomalné recesivni onemocnéni zpusobené deficitem
lysosomalniho enzymu [-glukocerebrosidasy. Ptfi onemocnéni dochazi ke stfadani
makromolekul glukocerebrosidu v bunikach makrofagového ptivodu. Tyto tzv. Gaucherovy
buniky jsou viditelné ve svételném mikroskopu a jejich cytoplazma méa podobu
zmuchlaného papiru. Nejvice se vyskytuji v jatrech, slezin€¢ a kostni dfeni, vzacnéji
Vv plicich. Gaucherova choroba je nejcastéjsi glukosfingolipidosa vyskytujici se ve vSech
populacich s odhadovanou panetnickou incidenci 1:100 000 (Beutler, 1995). S nejvétsi
frekvenci (1 : 450) se nachazi v populaci Askenazskych Zidt (Zimran et al., 1991).
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Rozlisuji se 3 klinické typy Gaucherovy choroby. Prvni typ, non-neuronopaticky,
nepostihuje centralni nervovou soustavu a Vyskytuje se nejcastéji; v kavkazskych
populacich s incidenci zhruba 1:40 000. U vétSiny pacientti probiha jako chronické pomalu
postupujici onemocnéni. Druhy typ postihuje centralni nervovou soustavu a je tedy
oznacovan jako akutni neuronopaticky. Pacienti s timto typem Gaucherovy choroby se
dozivaji maximaln¢ 2 let. U tfetiho typu, chronického neuronopatického, je také postizena
centralni nervova soustava jako u typu druhého, ale klinické ptiznaky nejsou tak zavazné a
pacienti se obvykle dozivaji nékolika desitek let. Tieti typ byl poprvé popsan u izolované

skupiny lidi ve §védském Norbotten (Fabbro et al., 1987).

KLINICKE PRIZNAKY

Mezi klinické pfiznaky z hematologického hlediska patfi anémie, nejnipadnéjsi byva
trombocytopénie (snizené mnozstvi krevnich desticek). Hematopoéza je sniZena
Vv disledku nahrazeni kostni dfené¢ Gaucherovymi buitkami. V dusledku téchto symptomii
se objevuje také Casto unava, krvaceni z nosu a snadno se tvotici podlitiny (Hughes et al.,
2007). Z vnitinich organt je nejvice postizena slezina a jatra. Oba tyto organy v dusledku
hromadéni Gaucherovych bunék zvétSuji svoji velikost. U jater miZe dojit k rozvoji jaterni
fibrozy nebo cirhdzy (James et al., 1981). U vétSiny pacientt s typem 1 nebo 3 dochazi
K problémtm s kosterni soustavou. Kostni dfen je nahrazovana Gaucherovymi bunikami,
coz méa za nasledek bolesti, Casté zlomeniny, Spatny rust kosti u déti, osteopénii a

osteonekrozu (Stowens et al., 1985).

KORELACE MEZI GENOTYPEM A FENOTYPEM U GAUCHEROVY
CHOROBY

V nékterych piipadech je obtizné u pacientt diagnostikovat, o jaky typ (1-3) Gaucherovy
choroby se jednd. Pfi¢inou je, ze jedinci se stejnym fenotypem mohou mit jiny genotyp a
obracené, pacienti se stejnym genotypem mohou mit rizny fenotyp. Predpoklada se, Ze tizi
fenotypu muze ovlivnit fada faktori, mimo jiné i to, jaka je zbytkova aktivita mutantniho
enzymu, sila promotoru exprimujiciho mutantni alelu, exprese saposinu c, funkce
lysosomalnich membranovych proteini umoziujicich vstup glukocerebrosidasy do
lysosomu a dalsi negenetické faktory, jako naptiklad infekce, t€¢hotenstvi (Koprivica et al.,
2000; Sidransky, 2004; Stone et al., 2000). Zna¢na ¢ast zminovanych vlivi je pouze

spekulativni, jejich vztah k tiZi onemocnéni nebyl jinak prokézan.
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Pacienti nesouci alespoi jednu mirnou mutaci maji vzdy prvni typ onemocnéni bez
postiZzeni nervového systému, zatimco pacienti nesouci dvé tézké nebo jednu tézkou a
druhou nulovou mutaci mivaji postizeni nervového systému (typ 2. a 3.). Homozygotie pro

dv¢ nulové mutace nebo Rec alely je neslucitelna se zivotem (Koprivica et al., 2000).

Mutace N370S ma velkou zbytkovou aktivitu a diky tomu je vyhradné asociovana
s Gaucherovou chorobou typu 1. VétSina pacienti homozygotnich pro tuto mutaci je
asymptomaticka nebo ma jen mirnou formu onemocnéni, ale zhruba 5 % homozygotnich
pacientli ma stfedné tézkou nebo zavaznou formu nemoci. Pfi¢ina neni dosud znama.
Mutace L444P v homozygotnim stavu se obvykle fadi ke tfetimu typu Gaucherovy
choroby a v kombinaci snulovou alelou k typu druhému. Pacienti homozygotni
pro bodovou mutaci D409H maji neobvykly fenotyp; kalcifikované srde¢ni chlopné, zakal
rohovky a hydrocefalus (Uyama et al., 1997). U jedinci S rekombinantnimi alelami je
ve vétsing pripadid diagnostikovan druhy typ Gaucherovy choroby, kde rekombinantni
mutace tvoii 10 — 20 % vSech mutaci v GBA (Koprivica et al., 2000; Stone et al., 2000).
Meioticka rekombinace mezi GBA a GBAP tedy pftispiva do genofondu alelami se
zavaznymi fenotypovymi disledky u Gaucherovy choroby.

LECBA

Do roku 1991 byla Gaucherova choroba lécena symptomaticky, hlavné analgetiky a
splenektomii (Fleshner et al., 1991). Rovnéz byla zkousena transplantace kostni diené
zatizena znacnou mortalitou. Odebrani sleziny zlepsi cytopénii a krvéaceni, ale miize mit za
nasledek zhorSeni stavu kosti, dal$i zvétSeni jater a nebezpeci infekce (MEDOFF and
BAYRD, 1954). Dnes se k splenektomii pfistupuje pouze ve vyjimecnych piipadech,
pokud jina 1écba selhala. Piiznaky Gaucherovy choroby lze zlepsit enzymovou substitu¢ni
lécbou. Podavani enzymu infuzi vede ke zlepSeni pfiznakd nemoci vcetné¢ zmenSeni
objemu sleziny a jater a zlepSeni krevniho obrazu. Pro spravné zacileni -
glukocerebrosidasy do makrofagli jsou oligosacharidové fetézce B-glukocerebrosidasy
enzymaticky modifikovany tak, aby termindlnim sacharidem byla manéza, ktera je
rozpoznavana manosovym receptorem hojnym v makrofazich a epitelidlnich bunkach
(Shaaltiel et al., 2007). Alternativou k substitucni 1éCb¢é je terapie na zakladé snizeni
produkce substratu. Glukosylceramidsyntdza je enzym tvofici z glukézy a ceramidu
glukocerebrosidy. Tento enzym lze kompetitivné inhibovat vyuzitim analogi glukozy, tim
je napf. iminocukr miglustat, nebo analogti aramidu. Tim se inhibuje tvorba substratu -

glukocerebrosidasy, coz diky zbytkové aktivit¢ mutantniho enzymu miize snizit stfadani
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substratu (Zimran and Elstein, 2003). Farmakologickd chaperonova terapie ma zvysit
zbytkovou aktivitu enzymu tim, ze stabilizuje mutantni proteiny. Ty jsou poté schopny
vstupovat do Golgiho aparatu a lysosomt. Ackoli byly chaperony pro 1écbu Gaucherovy
choroby vyvijeny, tak zatim zadny nebyl do klinické praxe zaveden (Lieberman et al.,
2007). Ex-vivo genova terapie vyuzivajici retrovirové nebo lentivirové vektory obsahujici
DNA sekvenci B-glukocerebrosidasy byla zkou$ena od devadesatych let minulého stoleti.
Vysledny efekt byl ¢aste¢ny a kratkodoby, nebot” dochazelo ke ztraté $t€pu (Dahl et al.,
2015; Kohn et al., 1991). V dnesni dobé rovnéz neni genova terapie u Gaucherovy choroby

soucasti béznych terapeutickych protokolt.

METODY VYSETRENI A TECHNICKA USKALI PRI

IDENTIFIKACI REKOMBINANTNICH ALEL Vv GBA

Rozsah genovych konverzi mezi GBA a GBAP byl studovan hlavné¢ na komplexnich
mutantnich alelach u pacientii s Gaucherovou chorobou, které byly vysledkem meiotické
rekombinace a zustaly fixované v populaci. Frekvence genovych konverzi v gametach
v téchto dvou lokusech, ktera zjevné ovliviiuje vyskyt rekombinantnich alel v GBA

Vv populaci, nebyla ptimo studovana, ackoli existuji studie zabyvajici se jinymi lokusy.

VYSETRENI GAMET
Zasadnim problémem studii zabyvajicich se fyzickou detekci rekombinantnich molekul

v meioze u lidi je dostupnost gamet. Pro vysetieni muzské meidzy jsou piistupné spermie,
ale zenské pohlavni bunky zistavaji Spatné dostupné. Studie frekvence a mechanismu
aneuploidie v nedavné dobé vyuzivaly oocytu ziskanych diky metodam in vitro fertilizace
(Geraedts et al., 2011), ale studie specificky se zabyvajici genovou konverzi v jednotlivych

oocytech zatim nejsou v literatute k dispozici.

Vétsina praci, jejichz cilem je pfimo analyzovat rekombinace v gametach, se zabyva
muzskou meidzou a vyuziva darcovskych spermii. Jednim z pfistupli je analyza
jednotlivych spermii, respektive soubora spermii, v kombinaci s alelové specifickym PCR.
Zjisténa pritomnost komplexnich alel ve studovanych genech pak ukazuje na genovou
konverzi nebo piektizeni. (Jeffreys and May, 2004). Podobny pfistup byl vyuzit pii studii
frekvence rekombinaci mezi genem pro 21-hydroxylazu a jejimi pseudogeny. Gen

pro 21-hydroxylazu byl specificky amplifikovan a alelové-specifickym PCR v produktu
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byla zjisténa pfitomnost variant, obvykle se vyskytujicich v pseudogenech. Frekvence
vyskytu rekombinantnich variant byla ur€ena postupnym fedénim templatu, tj. genomové
DNA pro prvni amplifikaci. Pro dosazeni vysoké citlivosti byla vyuzita radioaktivni. Pro
rizné varianty se zjisténa frekvence pohybovala mezi 1:5000 — 1:100 000 molekul (Tusié-
Luna and White, 1995). Lze piredpokladat, ze frekvence konverzi mezi genem a
pseudogenem pro B-glukocerebrosidasu budou fadové srovnatelné. Nevyhodou této

metody byla nemoznost analyzovat jednotlivé molekuly DNA a tim i rozsah konverze.

METODY PRO CHAREKTERIZACI REKOMBINANTICH ALEL

Pro charakterizaci tvorby rekombinantni alel v GBA v gametach zdravych osob by idealni

metoda méla zajistit:
a) ze je vySetiovan aktivni gen, nikoli pseudogen nebo naopak

b) umoznit zjistit rozsah rekombinace v jednotlivych molekuldch DNA, tj. umozni

spolehlivé detekovat charakteristické variace v jedné molekule DNA
c) zjistit frekvenci vyskytu pomérné vzacnych konverzi v kontextu nezménéné DNA.

K identifikaci rekombinantnich alel v GBA je mozné uvazovat o vice metodach;
sekvenovani nové generace, sekvenovani pomoci nanopori a digitdlnim PCR. Kazda
metoda mé své vyhody, ale také uskali, se kterymi se musi pocitat a na zdklad¢ srovnéani
téchto moznosti rozhodnout, kterd metada by pro vySetfeni mutaci GBA nejlépe

vyhovovala.
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SEKVENOVANI NOVE GENERACE
Sekvenovani nové generace (NGS) je nova metoda sekvenace DNA, diky které je mozné

sekvenovat tisice sekvenci najednou, v kratkém case a s mensi finan¢ni naroc¢nosti oproti
jinym metodam. Existuji tfi hlavni sekvenatory, které pracuji na odliSném principu; Roche
454, lllumina Genome Analyzer a SOLID. VSechny tyto technologie maji spole¢ny
zaklad: vytvoifeni DNA knihovny, sekvenovani a analyza dat (Voelkerding et al., 2010).

Jednim z prvnich taspésSnych sekvenatorti nové generace je sekvenator Roche 454, ktery
pracuje na principu pyrosekvenovani. V dnesni dob¢ se od uzivani sekvenatoru Roche 454
ustupuje a upfednostiiuje se pro NGS typ Illumina. Genomova DNA je Stépena na
dvouretézcové fragmenty, na které jsou na oba konce ligovany A adaptory na 3" konec a B
adaptory na 5" konec, spfesné definovanou sekvenci, kterd pifi konecné analyze
identifikuje ,,plivod* jednotlivych fragmentii. Takto pifipravend DNA knihovna je
prenesena na amplifikaéni desticku s kovalentné navazanymi primery, které jsou
komplementarni k adaptoram. Pti uchyceni k desti¢ce dojde k ohnuti molekuly DNA, tvoii
tzv. mustek, diky dvéma riznym adaptorim A a B na jednom fragmentu. Poté probéhne
PCR amplifikace (bridge amplification). Tim se na desti¢ce vytvoii shluky (klastry) PCR
produktl a nasleduje sekvenacni reakce. Jednotlivé nukleotidy jsou fluorescencné znaceny
a jejich 3’- OH skupina je modifikovana, aby v kazdém cyklu sekvena¢ni reakce byl
pfifazen pouze jeden nukleotid. Po navazani komplementarniho nukleotidu dojde k emisi
zateni, které je snimano CCD kamerou (charge coupled device), poté dojde k odstranéni
3’- OH modifikace a cely proces se opakuje. Délka fragmentd je mezi 100 - 300 bp.
Metoda je vysoce robustni, nebot’ béhem jednoho béhu dojde ke 12 milionim (MiSeq) az 3
miliardam (Hiseq) ¢teni (Caporaso et al., 2012; Voelkerding et al., 2010).
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Obrazek 11: Sekvenovani nové generace, Illumina: A) Stdpeni DNA a navazani adaptor. B) PCR reakce

(bridge annealing). C) sekvenovani a detekce. Pievzato a upraveno z (Tucker et al., 2009).

Technika sekvenovani nové generace umoziuje vysettit sekvenci dostatecné velkého poctu
molekul DNA, aby bylo mozné zachytit sekvence odpovidajici genové konverzi v genu
GBA. Nevyhodou soucasné generace pristrojii jsou relativné kratké sekvence, které je
mozné sekvenovat, cca do 200 part bazi ¢i méné, coz znamena, ze neni mozné spolehliveé
odlisit sekvenci genu a pseudogenu napiiklad pii sekvenovani genomu ¢i exomu, pii
kterém byly exonové sekvence obohacovany hybridizaci. Piiprava knihoven pro
sekvenovani a samotné sekvenovani obvykle zahrnuje amplifikaéni kroky, které mohou
diky chybovosti termostabilnich polymeraz vnéaset do sekvence chyby. Ptesto je diky
moznosti precist desitky ¢i mnoho tisic kopii zkoumané sekvence chyby odlisit. Metoda

tedy méd dostatecnou kapacitu pro detekci vzacnych konverzi, ale diky kratké délce
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sekvenace neumoziuje spolehlivé odlisit gen a pseudogen. Nicméné, technikou
polymerazové feté¢zové reakce je mozné selektivné amplifikovat z genomové DNA gen pro
B-glukocerebrosidasu ¢i jeho ¢asti, stejné tak jako pseudogen. Produkt selektivni
amplifikace tak muze slouzit jako templat pro NGS (Hert et al., 2008; Voelkerding et al.,
2010).

SEKVENOVANI POMOCI NANOPORU

Nanopoéry jsou membranové kanadlky umoziujici prichod iontl. Analytem je v naSem
piipadé jednofet¢zcovda DNA. Nanoporové sekvenovani je metoda zalozena na meéieni
zmény elektrického proudu v nanopdru elektrodami. Kazdy nukleotid vyda specificky

signal a na zakladé¢ této zmeény se urci poradi nukleotid (Kasianowicz et al., 1996).

Vyhodou této metody je sekvenovani bez amplifikace, ¢imz se ¢lovék vyhne chybovosti,
kterd pti tomto procesu vznikd. Ddle probihd sekvenace az né€kolik desitek kb dlouhych
sekvenci v kratkém casovém useku a bez velké financni naroc¢nosti. Sekvenovani stejné
molekuly mize byt neustale opakovano. Nevyhodou je velka rychlost prichodu nukleotidii
skrz por, kdy dochdzi k nizSimu zachytu a rozpoznéni signalu. Ke snizeni rychlosti
se pouzivéa bud’ navazany Klenowtlv fragment, nebo piisobeni svétla o urcité vinové délce
(Di Fiori et al., 2013). Problémem je slozity pfistup k sekvenatorim, které jsou v soucasné

dob¢ Spatn¢ dostupné.

Nanoporovy sekvenator Minlon firmy Oxford Nanoscience v soucasnosti neni komeréné
dostupny, ale prochazi testovanim u potencidlnich zékaznikli v ramci zkuSebniho
programu. Sekvenator bézné¢ umoziuje sekvenovat fragmenty DNA o délce cca 5 kb
a vyjimecné 1 fragmenty o délce nékolika desitek kilobazi. Sekvenovana je jedna molekula
DNA, coz je pro detekci rekombinacnich jevi dulezité. AvSak vysokd chybovost
(spravnost sekvence cca 85%) Cini rozpoznani vzacné se vyskytujicich jednobazovych
variant, jeZ jsou vysledkem konverze, obtizné. Sekvenator byl tispéSné pouzit pro de-novo
sekvenovani, kdy dlouhé sekvence zatiZzené chybami slouZzily jako kostra, ke které byly
fazeny kratké sekvence z konvenéniho sekvenovani nové generace, které ma vyrazné

mensi chybovost (Loman et al., 2015).
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DIGITALNI PCR

Digitalni PCR (ddPCR) je technologii, ktera umozinuje kvantifikaci vzacnych zmeén v
DNA. Specializovany pfistroj dovoluje urcit pocet kapek v emulzi, ve kterych doslo k
amplifikaci cilové sekvence, pfi vyuziti riznych fluorofort je mozna amplifikace vice cila
soucasné. Soucasna generace piistroji umoziuje pfipravit ze vzorku 1- 10 miliond kapek 0
objemu pikolitri. Firma Rain Dance, pfedni vyrobce piistrojii pro digitdlni PCR, udava
linearni odpovéd’ pfistroje az po jednu zménu na 250 000. Vzhledem k moznosti
multiplexovani a vysoké citlivosti by ddPCR mélo umoznit pii selektivni amplifikaci

detekci vzacnych konverzi (Hindson et al., 2011).
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ZAVER

Tato prace je piehledem znalosti o rekombinacnich dé&jich, které probihaji hlavné pfii
meidze, opravé dvouretézcového zlomu a jejich vztahu ke vzniku lidskych dédi¢nych
onemocnéni na ptikladu Gaucherovy choroby, jez je zpiisobena mutacemi v genu pro
B-glukocerebrosidasu. Béhem meidzy miize u zdravych osob vzacné, diky rekombinaci
mezi GBA a pseudogenem GBAP, vzniknout mutantni alela obsahujici ¢ast sekvence
GBAP. Tyto alely, které s nejvétsi pravdépodobnosti vznikaji genovou konverzi, nekdduji
aktivni B-glukocerebrosidasu a mohou zpusobit rozvoj Gaucherovy choroby. Vysetieni
téchto komplexni mutaci je obtizné nejen z diivodu Spatné dostupnosti gamet, ale hlavné
z hlediska technickych uskali, ktera nam do sou¢asné doby nenabizeji optimalni feSeni pti
vySetfeni rozsahu jednotlivych rekombinaci a jejich frekvence. Muzské gamety jsou
podstatné 1épe dostupnéjsi nez zenské, proto vétSina studii vyuziva darcovské spermie.
Nové, stale vylepSujici se metody jiz dokdzi zachytit i molekuly DNA nesouci vzacné
bodové mutace na pozadi o n¢kolik fad vySsiho poctu nemutovanych molekul. Ohledné
konkrétnich metod, po porovnani kladl a zapori jednotlivych technik, bych se ptiklanéla
K pouziti sekvenatoru nové generace, konkrétn¢ K typu Illumina. Sekvenovani pomoci
nanopord by momentalné bylo pro dal$i vyzkum nevhodné z diivodu vysoké chybovosti,
ale véfim, Ze v budoucnu se chybovost vyrazné snizi diky planovanému vylepSovani

sekvenatoru.
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