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Abstrakt

Autozomalné recesivni polycystickd choroba ledvin (ARPKD) je pomérné vzacné
zavazné dédiéné onemocnéni, které se projevuje cystickym postizenim ledvin, dédi¢nou jaterni
fibrozou a dilataci zluCovych cest. Spektrum klinickych projevii tohoto onemocnéni je velmi
variabilni a zavisi na véku, ve kterém se onemocnéni projevilo. Pi1 tézkych formach
onemocnéni je mozné detekovat prvni ptiznaky prenatalné okolo 20. tydne téhotenstvi diky
zvétsenym echogenickym ledvinam a pfitomnosti oligohydramnia. Kauzalnim genem tohoto
onemocnéni je gen PKHD1, jehoz proteinovy produkt fibrocystin se pravdépodobné podili na
udrzovani intracelularni koncentrace Ca’’ kationtd. Pfesny mechanizmus ARPKD
patofyziologie neni znamy. Fenotypové projevy tohoto onemocnéni se mohou piekryvat
s mutacemi asociovanymi s jinymi geny. Jednim z genti napodobujicich fenotyp ARPKD je gen
HNFIB. Mutace v genu HNFIB jsou nej¢astéj$i monogenni pfi¢inou vyvojovych abnormalit

ledvin. HNFIB je tkanové specificky transkripéni faktor, ktery reguluje expresi PKHD].

V praktické ¢asti jsem se zabyvala genetickou analyzou HNFIB genu u 28 pacientt, u kterych
nebyla potvrzena ARPKD diagnoéza detekovanim dvou PKHDI mutaci. Pro ucely muta¢niho
skriningu jsem pouzivala pfimého sekvenovani, NGS techniky pyrosekvenovani a MLPA
metodu k detekci rozséhlych deleci ¢i duplikaci. V souboru pacientl jsem identifikovala pét
nonsense/missense mutaci, jednu alelickou deleci celého genu a jeden zndmy polymorfizmus.

Identifikovala jsem tfi doposud nepopsané potencialn€ patogenni mutace.

Tato prace slouzila k zavedeni a optimalizaci genetické analyzy HNFIB: Na zéklad¢
pozorovani genotypové-fenotypové korelace je mozné uvazovat o zavedeni skriningu HNF'IB

v pfipad€ prenataln€ diagnostikovanych hyperechogennich cystickych ledvin.

Klic¢ova slova:
autozomalné recesivni polycystickd choroba ledvin, HNFIB, PKHD1, transkripéni komplexita
u ARPKD, genotyp-fenotyp korelace, mutacni screening, sekvenovani nové generace, technika

MLPA



Abstract

Autosomal recessive polycystic kidney disease (ARPKD) is a rare severe inherited
disease manifested by cystic renal disease, congenital hepatic fibrosis and dilatatation of bile
ducts. The spectrum of clinical manifestations is very wide and variable, depends on the age
at which the disease was manifested. In severe forms of the disease, it is possible
to detect the first symptoms prenatally around the 20th week of pregnancy due to increased
echogenic kidneys and the presence of oligohydramnios. The causal gene of this disease is
thePKHD 1 gene with protein product fibrocystin that is most likely contributing on maintaining
the intracellular concentration of Ca®" cations. The exact phatophysiology mechanism of
ARPKD remains unknown. Phenotypic manifestations of this disease may overlap with
mutations associated with other genes. One of the genes mimicking the ARPKD phenotype
is the HNF'IB gene. Mutations associated with HNF1B gene are the most common monogenic
cause of developmental kidney abnormalities. HNF1B is a tissue-specific transcription factor
that regulates the expression of PKHD].

In experimental part I worked on genetic analysis of the HNFIB gene in 28 patients who have
not been confirmed ARPKD diagnosis by detection of 2 PKHDI mutations. For
the purposes of mutational screening, I used direct Sanger sequencing, NGS pyrosequencing
techniques, and MLPA method to detect extensive deletions or duplications. In analysied
patient cohort I identified five nonsense / missense mutations, one allelic deletion of the entire
gene and one known polymorphism. I have identified three previously unpublished potentially

pathogenic mutations.

The aim of this work was to introduce and optimize genetic analysis of HNFIB: Based on
observations of genotypic-phenotypic correlation, HNF'IB screening could be used for prenatal

diagnosed hyperechogenic cystic kidneys.

Key words:
autosomal recessive polycystic kidney disease, HNF 1B, PKHD1, transcriptional complexity in
ARPKD, genotype-phenotype correlation, mutation screening, next generation sequencing,

multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
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Zoznam skratiek
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cAMP
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CFTR
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EGF
EGFR
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autozomalne recesivna polycystickd choroba obliciek (autosomal recessive
polycystic kidney disease)
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vrodené anomalie obli¢iek a mocového traktu (congenital anomalies of the
kidney and urinary tract)

cyklicky adenozin monofostat

cAMP viazuci protein (cAMP binding protein)

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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efektor ciliogenézy a planarnej polarity (ciliogenesis and planar polarity
effector)

zberné kanaliky (collecting ducts)
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epidermélny rastovy faktor (epidermal growth factor)

receptor pre epidermalny rastovy faktor (epidermal growth factor receptor)
exonovy zostrihovy efektor (exon splicing enhancer)

terminalne Stddium ochorenia obli¢iek (end stage renal disease)
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fibrocystin

gestany vek (gestational age)

histon acetylransferdzy (histone acetyltransferases)

vrodena fibréza pecene (congenital hepatic fibrosis)
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nonsense spotredkovany mRNA rozpad (nonsense-mediated mRNA decay)
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1. Uvod

Autozomalne recesivna polycysticka choroba obli¢iek je zavaznym dedi¢nym
ochorenim, ktoré sa vyznacuje cystickym postihnutim obli¢iek , dedi¢nou pecenovou fibrozou
a dilataciou zI¢ovych ciest. Miera vyskytu sa pohybuje okolo 1:20 000 Zzivych pdérodov.
Spektrum klinickych prejavov je Siroké a zavisi na veku, v akom sa ochorenie manifestuje.
NajzavaznejSie pripady postihnutia sa obycCajne odhalia uz prenatdlne okolo 20. tyzdna
tehotenstva, kedy je mozné u plodu pozorovat’ zvacsené oblicky so zvySenou echogenitou
a pritomnost’ oligohydramnia. Az 30% tazko postihnutych deti umiera kratko po pdrode
na respiracnu insuficienciu z dovodu plicnej hypoplazie. U deti, ktoré preziju perinatalne
obdobie, dochadza pocas prvej dekady Zivota k progresu postihnutia obli¢iek do terminalneho
Stadia, Casto je nevyhnutnym krokom transplantdcia. Pokial' dochddza k néstupu ochorenia
v neskorSom veku, klinické prejavy zahfiiajii najmé pecenové komplikécie - vrodenu fibrozu
pecene a dilataciu zICovych ciest. Kauzalnym génom tohto ochorenia je gén PKHDI, ktory je
lokalizovany na primarnych ciliach buniek renélneho epitelu zbernych kanélikov. Proteinovym
produktom PKHD] je fibrocystin, ktorého funkcia nie je Uplne objasnend. Predpoklada sa, ze
vytvara komplex s d’al§imi cilidrnymi proteinami a podiela sa na reguldcii bunkovej
proliferacie a diferenciaciu. Na zaklade fenotypovych prejavoch ARPKD je obtiaZzne stanovit’
diagnozu exaktne, preto je potrebné u suspektnych pacientov vykonat’ molekuldrnu geneticka
analyzu génu PKHD 1. Av§ak nie je nezvy€ajnou skuto¢nost’ou, Ze u pacientov, ktorych fenotyp

indikuje na ARPKD ochorenie, nie st mutacnym screeningom potvrdené mutacie PKHD].

Fenotyp ARPKD mdze byt zamiefiany s mutdciami asociovanymi s génom HNFIB, ktory tvori
najcastejSiu monogénnu pri¢inu vyvojovych portch oblic¢iek. Klinické prejavy sa vyznacuju
dilataciou zbernych kanalikov a pritomnost'ou cyst, pricom je vel'mi obtiazne rozlisit’ prejavy
asociované s HNFIB mutaciami a fenotyp ARPKD. HNF1B je transkripénym faktorom, ktory
priamo reguluje PKHDI expresiu a teda jeho poSkodenim vplyvom mutdcii mdze byt

ovplyvnena expresia PKHDI.

Molekularna diagnostika dediénych ochoreni je posledné roky rychlo sa rozmdahajicim
odvetvim molekularnej bioldgie. S ndstupom sekvenovania novej generacie sa moznosti
genetickej analyzy rozsirili vdaka technickym pokrokom. AvSak s rozvojom techniky musi

udrzat’ krok aj znalost’ komplexity dan¢ho ochorenia a schopnost’ vidiet’ veci v suvislostiach.
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2. PrehPad literatary
2.1 Biologia obliciek

Oblicky su parovym orgdnom nachadzajiicim sa po oboch stranach bedrovej chrbtice,
pricom u dospelého Cloveka vazi jedna oblicka priblizne 150 gramov. Ich hlavna funkcia
spociva v udrziavani osmotickej rovnovahy reguldciou objemu vody a zlozenia anorganickych
i6nov. Tento proces prebieha rostrednictvom exkrécie jednotlivych substancii v adekvatnom
mnozstve tak, aby boli zachované stale koncentracie v extracelularnej tekutine. Zohrévaja
dolezitu funkciu v exkrécii metabolickych odpadovych produktov, napr. urey, kyseliny
mocovej ¢i kreatinu, ktory predstavuje koncovy produkt rozpadu hemoglobinu a je zodpovedny
za charakteristické zafarbenie mocu. Dalej sa podiel'aju na eliminécii cudzorodych chemickych
latok — ako st napr. lieky, potravinové aditiva ¢i pesticidy —a ich metabolitov. Okrem exkrecnej
funkcie figuruji oblicky aj ako endokrinné Zlazy sekretujuce hormoény, napr. erytropoietin,
renin a aktivhu formu vitaminu D, ktory ovplyviiuje rovnovahu véapniku v tele
(VANDER et al. 1990).

Jedna obli¢ka pozostava z priblizne 1 miliéna funkénych jednotiek — nefronov, ktoré sa
skladaju z Malpigiho telieska a systému tubulov (obr. 1).

Malpigiho teliesko je gul'aty utvar tvoreny Bowmanovym puzdrom, do ktorého je vloZené
klbko kapilar — glomerulus. V Bowmanovom puzdre sa nachadzaji podocyty - Specializované
bunky, ktoré sa rozvetvuji do pocetnych rozvetvenych vybezkov (pedikul), ktorymi pokryvaja
povrch kapilar. Medzi susednymi pedikulami sa vytvara Strbinovity priestor, v ktorom
sa nachadza proteinovd membrana, tzv. ,,split diaphragm®, ktord zohrava dolezitu tlohu pri
selektivnom flitraCnom systéme, pretoZe nie je priepustnd pre molekuly vacsie ako sérovy
albumin (OBEIDOVA, 2011). V glomerule prebicha ultrafiltracia, na ktorej sa podiel'a bazalna
membrana fungujliica ako selektivny filter. Vysledkom filtracie je vznik primarneho mocu,
ktory ma rovnaké zlozenie ako krvna plazma, avSak bez obsahu proteinov. Primarny moc¢ d’alej
postupuje do systému tubulov - tvoreny proximalnym tubulom, Henleyho sluckou, distalnym
tubulom a zbernymi kandlikmi - kde je d’alej upravovany procesmi reabsorpcie a sekrécie.
V jednotlivych castiach tubulov sa nachadzaji rdzne epitelové bunky, v désledku coho
sa na ich membranach nachadzaji odlisSné prendsace a kanaly. Preto sa v odlisSnych Castiach
tubulov transportuji rovnaké latky odliSnymi sposobmi alebo naopak, odlisné latky zdiel'aju
rovnaky spdsob transportu (CIHAK, 2008). Vyludovanie latok ako napr. kreatinin &i latok

ovplyviiujtiicich pH prebieha aktivnym transportom z krvi cez membranu epitelov do limenu
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tubulov. Spdtnad reabsorpcia z primarneho mocu do peritubularnych kapildr prebieha
ako aktivne (s primarnou reabsorpciou sa stretavame pri sodikovych idénoch; so sekundarnou
pri transporte glukozy), tak i1 pasivne (transport mocoviny). Vysledny mo¢ odvadza distalny
tubulus do zberného kandlika, ktory je spolony pre viacero nefréonov (TROJAN

a LANGMEIER, 2003).

Obr. 1: Stavba nefronu. Prevzaté a upravené od SMARDA (2007).

1 — klbko kapilar (glomerulus)

2 — Bowmanové ptzdro (capsula glomerulus Bowmani)

3 — vinuty kanalik 1. stupna = proximalny tubulus (tubulus proximalis)
4 — Henleyho slucka (ansa nephroni Henlei)

5 — vinuty kanalik 2. stupiia = distalny tubulus (tubulus distalis)

6 — zberny kanalik (tubulus colligens)

7 — Maplighiho teliesko (corpusculum renale Malpighi)

12



2.2 Polycystické ochorenia obliciek

Polycystické ochorenia obli¢iek (PKD) zahtiiaji skupinu monogenickych oblickovych
abnormalit, ktoré zapric¢inuju signifikantny podiel na morbidite a mortalite. Charakteristickym
znakom je pritomnost tekutinou naplnenych cyst vznikajucich z tubularnych segmentov.
V niektorych pripadoch mézu izolované cysty vzniknat’ ako degenerativne 1ézie u dospelého
jedinca, avSak beznejSim dovodom vzniku nondysplastickych mnohopocetnych cyst
je geneticka pri€ina.

NajcastejSie sa stretavame s autozomalne dominantnou polycystickou chorobou obliciek
(ADPKD), ktora celosvetovo postihuje 1:500 dospelych I'udi (TRAN et al. 2014). Typickym
znakom ADPKD st pocetné oblickové cysty vytvarajuce sa pocas intrauterinného vyvoja
plodu, avsak k nastupu ochorenia a progresu do posledného stadia (ESRD) dochadza az okolo
50.- 60. roku zivota. ADPKD je spdsobené mutaciami génov PKDI a PKD2, ktoré koduji
proteiny polycystin 1 (PC1) a polycystin 2 (PC2). Epxresia PC1 a PC2 bola pozorovana
v roznych ¢astiach bunky, napr. na primarnych ciliach epitelu obli¢iek. Sekven¢na homologia
a funk¢né Stidie naznacuju, ze PC1 potencionalne plni funkciu transmembranového receptoru
pre G-proteiny spriahnuté so signalingom, zatial ¢o PC2 sliZi ako kandal pre transport
Ca?" i6nov (CARDENAS-RODRIGUEZ a BADANO 2009). Napriek tomu, Ze presna funkcia
PCl1 a PC2 nie je preskimand, predpokladd sa, Ze spolu interaguji a vytvaraju
Ca’* permeabilné neselektivne kationové toky. Predpokladd sa, e rovnakou
mechanosenzorickou drahou sa komplex PC1/PC2 zucastiiuje bunkovej regulacie toku tekutin
(HARRIS a TORRES 2014).

Pomerne ojedinelym ochorenim s vyskytom 1:20 000 na Zivych pdrodov je autozomalne
recesivna polycystickd choroba obli¢iek (ARPKD) spésobena mutdciami génu PKHDI1, ktory

koduje fibrocystin/polyduktin. Viac si o tomto ochoreni povieme v nasledujucej kapitole 2.3.

2.2.1 Renalna cystogenéza

Patogenéza rendlnej cystogenézy (RC) je komplexnym procesom zahtiiujucim pocetné
bunkové aberacie, zvySenu bunkovu proliferaciu, dediferenciaciu, sekréciu tekutin
a pozmenenu polaritu buniek. Presny molekuldrny mechanizmus RC doposial’ nie je Uplne
objasneny, nakolko sa jednd o vel'mi zlozity proces, ktory moézu ovplyviiovat’ pocetné

faktory/procesy na réznych urovniach regulacie.
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Pojem ,,cysta“ je v literature pouzivany na popis tekutinou naplnenej dutiny, ktoré je lemovana
epitelovymi bunkami. Jeden z modelov RC hovori, Ze na formovanie cyst je potrebné zvySena
bunkovéa proliferdcia a abnormalne extracelularne interakcie vedice k hromazdeniu
intratubularnej tekutiny (CALVET 2002). Hromazdenie intratubuldrnej tekutiny a narusenie
regulacie bunkového rastu vedie k dilatacii tubulov a nasledne k formécii cyst. Podl'a iného
modelu RC maju rendlne epitelové bunky schopnost’ mechanického senzoringu, ktory sluzi
na indikaciu stavu kedy limen tubularneho epitelu dosiahol pozadovanu velkost. Pokial
sa tento mechanizmus detekcie narusi, bunky rastd aj po prekroCeni optimalnej hranice
zasahujuc do okolitych tkaniv, ¢o vedie k tvorbe cyst (LUBARSKY a KRASNOW 2003).
Predpoklada sa, ze detekcia vel'kosti limenu je sprostredkovana interakciami typu bunka-bunka
a bunka-matrix. VRC moéZu zohrdvat" svoju ulohu aj primarne cilie (PC) - organely
kontrolujuce optimalny prietok tekutiny vo vyvijajucich sa tubuloch (PAZOUR a WITMAN
2004). Akonahle sa dosiahne optimalna hodnota prietoku tekutiny v tubuloch, PC vyslu signal
na zastavenie dalSieho bunkového delenia. Vzhl'adom k faktu, ze vécSina génov, ktorych
mutacie vedu k rendlnym polycystickym ochoreniam, s lokalizované na primérnych ciliach,

je mozné predpokladat’, Ze PC zohravaju v RC ddlezit tilohu.

2.2.1.1 Rola primarnych cilii v cystogenéze

Komplexitu RC znasobuje snaha definovat’ v tomto procese ulohu PC podielajucich
sa na vytvarani a udrziavani tubularnej integrity. PAZOUR a ROSENBAUM (2002)
formulovali hypotézu ,,primarnych cilii®, ktord pojedndva o ulohe S$trukturdlnych alebo
funkénych abnormalit na priméarnych ciliach tubularneho epitelu v procese vyvoja renalnych
cyst. Podl'a tejto hypotézy PC sluzia ako centrd ¢asnych krokov drah signalnej transdukcie
a su zodpovedné za monitorovanie integrity nefronu a zI€ovych ciest. Zucastiuju sa v regulacii
epitelovej proliferacie a diferenciacie.
Strukturne cilie pozostivaju z mikrotubularnej axonémy, ktora je pokrytd Specialnou
plazmatickou membréanou. Cilidrna axonéma je tvorena 2 bazalnymi telieskami, ktoré tvoria
jadro centrozOmu a vycnievaju z bunkového povrchu do extracelularneho priestoru.
Rozlidujeme 3 typy cilii: primarne, pohyblivé a nodalne (CTHAK 2008). PC st nepohyblivé
vlasenkovité Struktury, ktorym su v literatare pripisané pocetné funkcie. Cilidrne proteiny
sa podielaji na regulacii bunkového cyklu; vystupuju ako chemosensory v olfakcii; zohravaji
mechanosensorickt funkciu na apikdlnom povrchu buniek renalneho epitelu, kde monitoruju

prietok moc¢u a reguluju transport Ca** kationov z extracelularneho prostredia (PAZOUR
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2004). PC st povazované za extrémne senzitivne bunkové organely a i mal4d zmena v jednom
z ciliovych proteinoch méze mat” velky dopad na funkciu celej bunkovej podjednotky.
Schématické zndzornenie PC renalneho epitelu ndjdeme na obr. 2. Lokalizacia jednej
podjenotky na apikdlnom bunkovom povrchu predurCuje priestorovii orientaciu bunky
vzhladom na okolité prostredie. U PKD nachddzame poruchu priestorového usporiadania

(polarizécie) PC (FISHER et al. 2009).
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Obr. 2: Diagram renalneho PC a asociovanych Struktir. PC sa sklada z axonémy (mikrotubulularny
cytoskelet), ktora je pokryta ciliarnou membranou. Axonéma zvycajne pozostava z 9 dvojzvazkov
mikrotubulov, na obrazku zndzornené len 2. Mikrotubularne zviazky axonémy s ukotvené v centriole,
dcérska centriola je bez cilii. Centriola sa nachadza v strede centrozému, ktory hra délezit tilohu
v organizacii mitotického vretienka pocas mitozy. PC sa zacastiuju intraflagelarneho transportu (IFT).
Pocas IFT prebieha transport velkych astic pozdiZ ciliarnych mikrotubulov, na transporte sa podiel’aji
kinezin-II a dynein. Obrazok prevzaty z PAZOUR (2004).
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Pocas embryonalneho vyvoja zohravaji PC ddlezitu ulohu v réznych signalnych drédhach
(napr. Hedgehog, Wnt ¢i Notch signalne drahy) ktorych narusenie moze ovplyviovat’ tvorbu
renalnych cyst. Ako vplyvaji pozmenené signalne drahy na rendlnu cystogenézu na urovni

molekuldrneho mechanizmu vsak nie je doposial’ objasnené.

2.2.1.2 Metabolické reprogramovanie — Warburgov efekt

Schopnost’” buniek ziskavat' energiu prostrednictvom aerobnej glykolyzy redukciou
pyruvatu na laktat bola po prvy raz popisand u rakovinovych buniek (WARBURG, 1956).
Tento metabolicky fenomén, nazvany podla svojho objavitela - Warburgov efekt, spoc¢iva
v tom, Ze bunky i napriek dostatonému mnozstvu kyslika v prostredi preferuju redukciu
pyruvatu na laktat (namiesto obvyklého smerovania pyruvatu do cyklu TCA). I napriek tomu,
ze tento sposob ziskavania energie je menej efektivny (z hl'adiska produkcie ATP/molekulu
glukézy), napomaha udrziavaniu bunkovej proliferacie. Produkty vznikajuce pri aerdbnej
glykolyze zasobuju rézne biosyntetické drahy, ako napr. pentézovofosfatovy cyklus, vd’aka
ktorému bunka ziskava zvySené mnozstvo nukleozidov a lipidovych prekurzorov. Tento sposob
reprogramovania metabolizmu glukézy bol pozorovany u mnohych tumorovych buniek

ako jedna zo zdkladnych charakteristik nadorovych buniek.

PKD cysty by sa dali charakterizovat’ ako benigne neoplastické bunky, avSak ich bunkové
procesy sa nedaju presne predpovedat’. V nektorych pripadoch mézu tieto bunky invadovat
a porusit’ prilahlé tkaniva, pricom schopnost’ rozSirovania sa je typicka je maligne neoplastické
bunky (PRIOLO a HENSKE, 2013). Napr. cysty pritomné u ADPKD spliiaji viaceré
charakteristické znaky rakoviny (definované HANAHAN a WEINBERG, 2000) — zvySenu
bunkovt proliferaciu, poruchy bunkovej polarity a sekréciu proangiogenického vaskularneho
rastového faktoru A. Jeden zdalSich znakov rakovinovych buniek je metabolické
reprogramovanie, ktoré¢ vSak az do roku 2013 nebolo s PKD ochoreniami spajané.

ROWE et al. (2013) identifikovali Warburgov efekt v ADPKD rendlnych bunkach, kde
dochadzalo k metabolickej zmene vyuZzivania glykolyzy v pripade nepritomnosti funkéného
PC1 proteinu (obr. 3). Ddlezitym zistenim bolo, Ze metabolickd alteracia u ADPKD nie je len
sekundarnym  nasledkom  zvySenej  bunkovej  proliferdcie  (bola  pozorovana
aj u neproliferujucich ADPKD renalnych buniek), ale moZe byt’ primdrnou pric¢inou iniciacie

RC (ROWE a BOLETTA, 2014).
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Obr. 3: Porovnanie metabolickych procesov prebiehajucich u zdravej oblicky a cystickej oblicky. U
cystickej oblicky pyruvat nevstupuje do TCA cyklu, ale redukuje sa na laktat, co mdze spdsobovat’
zvy$enu bunkov proliferaciu (prevzaté a upravené z ROWE et al. 2013).

2.3 Autozomalne recesivna polycysticka choroba obliciek

Autozomalne recesivnu polycysticki chorobu obli¢ieck (ARPKD) zaradujeme do
skupiny vrodenych fibrocystickych syndromov postihujacich oblicky 1 pe€ent variabilnou
mierou poSkodenia. Charakteristickym znakom su cystické dilatované zberné kanaliky (CT)
vretenovitého tvaru v oblickach, ktoré st lemované nediferencovanym epitelom a obklopené
abnormalnym zoskupenim extracelularnej matrix. Podl'a zavaznosti ochorenia moéze byt
postihnutych 10 — 90% CT, ¢o ma za nésledok variabilnii mieru rendlnej dysfunkcie. Pocet
postihnutych CT je priamo imerny miere zvacsenia obli¢iek. Struktira obli¢iek je $pongiovita
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a morfologicky nie je mozné definovat’ presné rozhranie medzi meduldrnou vrstvou
a kortexom. Histopatologické nalezy odhalili pritomnost’ subkapsuldrnych cystickych 1€ézii,
ktoré boli orientované radialne a koreSpondovali s rozSirenymi CT (SWEENEY a AVNER,
2006).

Postihnutie pecene je znacne variabilné a uzko suvisi s faktorom veku pacienta, t.j. kedy
dochadza k nastupu komplikacii. Zatial’ ¢o postihnutie obli¢iek nachadzame u deti v skorom
ranom veku, postihnutie pecene sa zvyCajne manifestuje az v neskorSom detstve. NajcastejSimi
prejavmi su dysgenéza zl¢ovych ciest a zjazvenie pecenoveého tkaniva (vrodena fibroza pecene
— CHF). Dilatované zlcové cesty spolu s CHF su pri¢inou sekundarnych zdravotnych
problémov, ako napr. opakujice sa zapaly zI¢ovych ciest, portalna hypertenzia, splenomegélia
(zvacSenie sleziny) a pazerakové ¢i zaludkové varixy (HARRIS a ROSSETTI 2004).
Majoritna véac¢sina pripadov ARPKD sa klinicky prezentuje uz pocas intrauterinného vyvoja
plodu alebo pri pérode. Okolo 20. tyzdia tehotenstva je mozné prostrednictvom sonografu
identifikovat’ u plodu zvaésené oblicky so zvySenou echogenitou. Pocetné viditelné cysty
su pritomné len ojedinele - ich pritomnost’ indikuje podozrenie v€asného prejavu ADPKD
(ZERRES ef al. 2004). V dosledku znizenej funkcie obli¢iek dochadza u plodu k zhorSenému
vylucovaniu mocu, o ma za nasledok zniZené mnozstvo plodovej vody (oligohydramnion),
¢1 v obzvlast’ zavaznych pripadoch az anhydramniom, t.j. absenciu plodovej vody. ViacSina
plodov vykazuje tzv. ,,Potter* ¢rty tvare — charakteristickym vzhl'adom tvare, ktord vyzera
akoby bola pritlacena o okenné sklo (stladeny nos, vel'ké odstavajuce nizko posadené usi,
nedostatoéne vyvinuta dolna ¢el'ust’ - mikrognatia). Dal§imi fenotypovymi znakmi st skratené
koncatiny a hokejkovity tvar chodidiel (BERGMANN et al. 2004). Podl’a Statistik 25 — 30%
novorodencov umiera kritko po pdrode v ddsledku plucnej hypoplazie a nedostatocne
vyvinutému respiracnému systému. Priblizne u 50% pripadov dochédza v prvej dekade Zivota
k progresii do termindlneho $tadia ochorenia obli¢iek (ESRD) a k transplantacii obliciek.
Castym sprievodnym symptémom popisanym u 80% pripadov je zvyseny krvny tlak, ktory
pravdepodobne suvisi s naruSenou regulaciou sodikového transportu, o vedie k zvySenému
intravaskuldrnemu objemu (ADEVA ef al. 2006).

Minoritna ¢ast ARPKD pripadov sa manifestuje aZ v neskorSom detstve, klinické prejavy st
v tychto pripadoch spojené s mensSou mierou zvac¢Senia obli¢iek a viac¢Sou variabilitou vo
velkosti cyst. U pacientov sa obvykle prejavuji komplikacie spojené s CFH a dilataciou
zlcovych ciest — v pripade, ze su dilatované len intrahepatdlne zl¢ové cesty, hovorime
o tzv. Caroliho ochoreni (JEONG et al. 2006). V ojedinelych pripadoch poskodenie pecene

prograduje do takej miery, Ze je nutna transplantacia.
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Hlavné fenotypové znaky ARPKD — dilatdcia CT a malformécie zlcovych ciest — indikuju,
ze zakladnym ARPKD defektom by mohlo byt zlyhanie terminélnej diferenciacie CT a ZI€ovej
sustavy (WARD et al. 2002).

Zmienka o prvych pokusoch diagnostikovat ARPKD pochédza uz zroku 1902 kedy sa
v lekarskych zaznamoch objavuji popisy cystického ochorenia obli¢iek s vyraznymi
morfologickymi znakmi. Nakol'ko su klinické prejavy ARPKD znacne variabilné, v roku 1971
boli klasifikované 4 hlavné kategorie fenotypov — perinatalny, neonatdlny, infantilny
ajuvenilny (BLYTH a OCKENDEN, 1971). Pri urCovani fenotypovych skupin boli
zohl'adiiované prejavy postihnutia obli¢iek/pecene avek, kedy sa ochorenie prejavilo.
Na zéklade tychto parametrov boli pacienti priradzovani do jednotlivych klinicko-
patologickych fenotypovych skupin. Napr. perinatalny fenotyp zahfnal tazku formu cystickych
obli¢iek s minimalnymi komplikdciami zl¢ovych ciest, kym juvenilny typ oznacoval pacientov
s vyraznou portalnou hypertenzion a pritom s minimalnymi oblickovymi problémami. V dobe
pred identifikdciou ARPKD kauzalneho génu sa predpokladalo, ze kazdu fenotypovu kategoriu
zapri¢ifluje muticia v inom géne, klinické prejavy indikovali rdézne genetické podstaty
ochorenia. Az vedeckej skupine ZERRES et al. (1994) sa podarilo lokalizovat ARPKD gén

na chromozom 6 a tym potvrdit’, Ze ARPKD je monogénne ochorenie.

2.3.1 Bunkova patofyziologia ARPKD

Na zaklade pocetnych Stadii zaoberajucich sa ARPKD bunkovymi procesmi v CT,
mozeme charakterizovat’ ARPKD patofyziologicky vyvoj ako sled procesov vedtcich k zmene
diferenciovanych neproliferujiicich reabsorbtivnych epitelovych buniek na ciastocne
dediferenciované sekre¢né epitelové bunky, ktoré sa vyznacuji poruchami polarizacie
a vysokou mierou proliferacie a apoptdzy. UZ v roku 1991 s pouZzitim matematickych modelov
boli vedci schopni formulovat’ zaver, Ze na tvorbu cyst u ARPKD je nevyhnutné (a zéroven
postacujica) bunkova proliferacia a sekrécia (WELLING a GRANTHAM 1991). AvSak
nasledtice roky vyskumu ukazali, Ze sa jednd o omnoho komplexnejsi proces, ktorého presny
molekularny mechanizmus nie je doposial Uplne objasneny. V nasledujucich riadkoch si
charakterizujeme procesy, ktorych pdsobenim a izko prepojenymi interakciami dochadza

k vzniku a rozvoju ARPKD.
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2.3.1.1 cAMP sprostredkovana proliferacia

V literatiire najdeme pocetné dokazy potvrdzujuce esencidlnu rolu drahy cyklického
adenozil monofosfatu (cAMP) v podiel'ani sa ako na bunkovej proliferacii, tak 1 v sekrécii
tekutin v rendlnom epitele ADPKD i ARPKD buniek. U ARPKD dochadza vplyvom
mutovaného proteinu fibrocystinu k naruseniu intracelularnej Ca?* homeostdzy alebo
k preruseniu  Ca®" signalnej drahy, ¢o mi =za nasledok bunkovii dediferenciaciu

a hyperproliferaciu vd’aka cAMP-sprostredkovanej proliferacnej drahe (WALLACE 2011).

Growth factor AC-activat
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Obr. 4: Porovnanie drah cAMP-dependentnej bunkovej proliferacie: a) zdrava renalna bunka b)

ARPKD renalna bunka. Prevzaté a upravené z WALLACE 2011.

20



V normalnych Tudskych i mysich rendlnych epitelovych bunkiach cAMP inhibuje drédhu
Ras/Raf-1/MEK/ERK na urovni Raf-1, ¢o vo vysledku znizuje bunkovu proliferaciu.
U ARPKD epitelovych buniek vsak cAMP naopak stimuluje Raf-1, ¢im sa aktivuje MEK/ERK
drdha a dochadza k zvySeniu bunkovej proliferacie (obr. 4). Na zaklade tychto poznatkov

vieme, ze cAMP modze mat’ ako mitogénny, tak i antimitogénny uc¢inok.

Zmena povahy cAMP z antimitogénneho na mitogénny stimul pre Raf-1 priamo koreluje
s intracelularnou koncentraciou Ca?>* (YAMAGUCHI et al. 2004). Studie odhalili, ze PI3-K/Akt
drédha reguluje cAMP-zavislu aktiviciu B-Raf/MEK/ERK a bunkova proliferaciu
v CT (YAMAGUCHI et al. 2003). Fosforylacia B-Raf prostrednictvom Akt mala za nasledok
negativnu reguldciu B-Raf aktivity (ZHANG a GUAN 2000).

Znizenie koncentracie Ca?" v bunkich ludskych rendlnych epitelov po dobu 3 — 5 hodin
sposobilo konverciu normélneho fenotypu (kde cAMP inhibuje proliferaciu) na abnormélny
bunkovy fenotyp charakteristicky pre ARPKD bunky - so stimulovanou proliferaciou
prostrednictvom cAMP. ZniZenie koncentracie Ca®" a zniZenie Akt aktivity umoZiiuje cAMP
dependentni B-Raf aktivaciu, ¢o stimuluje bunkovi proliferdciu. Priama inhibicia
¢i uz PI3-K alebo Akt zapri¢iituje cAMP-dependentni ERK aktivaciu a bunkovu proliferaciu,
¢o indukuje fenotypovih zmenu imitujicu Ca®* restrikciu. Farmakologické zvysenie
koncentracie Ca®" spdsobilo zvysenie Girovne fosforylicie Akt, zatial' ¢o pri pouZiti blokdtorov
Ca®" kanalu doslo k zniZeniu hladiny fosforylacie Akt (YAMAGUCHI et al. 2006). Toto
pozorovanie odhalilo, Ze abnormalny proliferaény charakter buniek ARPKD je priamo
podmieneny zniZenou intracelulirnou koncentraciou Ca®" a vyvolanou cAMP mitogénnou
aktivitou. Tento zaver potvrdilo pozorovanie kedy pri zvySeni intracelularnej koncentracie
Ca®" doslo k zvyseniu Akt aktivity a tieZ bola pozorovana blokicia cAMP-dependentnej B-Raf
a ERK aktivacie. Experimentalne vysledky demonstrovali, Zze zvySenim Ca®" koncentréacie
dochadza k obnove normélnej antimitogénnej odpovedi na cAMP signaly v ARPKD renélnych
bunkach (YAMAGUCHI et al. 2006). U ARPKD dochadza vplyvom mutacii PKHD1 k zmene
proteinovej Struktary/povahy FPC, ¢o znemoznuje spravne fungovanie komplexu proteinov
FPC/PC2/PC1. Strata funkcie tohto komplexu sposobuje narusenie Ca?" homeostazy a spusta

cAMP-mitogénnu drahu.
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2.3.1.2 Expresia EGFR

V premene hyperplastickych epitelovych buniek na cystické bunky (Co vedie
k formovaniu cyst a naslednému zvac¢sovaniu obli¢iek) zohrava dblezitt ulohu EGFR. Renélne
bunky ARPKD pacientov su neobvykle citlivé na stimulaciu proliferacie prostrednictvom
EGF. Tekutina nachadzajuca sa v cystach obsahuje mitogénne koncentracie EGFR ligandov,
ktoré su sekretované do limenu cyst v mnozstvach schopnych vyvolavat’ bunkovu proliferaciu
(ROHATGI et al. 2004). Cystické epitelové bunky v oblickach vykazuju ako kvalitativne
(zmena lokalizacie), tak 1 kvantitativne (nadexpresia) zmeny expresiec EGFR. K podobnému
zaveru prisli aj SATO et al. (2005) skimajuc epitelové bunky zl¢ovodov u ARPKD modelu
na krysach. Podobne ako renalne bunky, tak i epitelové bunky zl€¢ovodov exprimuju EGFR

vo zvySenej miere, ¢o vedie k rozsireniu kandlikov Zl¢ovodu.

Stadium ARPKD modelu odhalilo signifikantni nadexpresiu a abnormalnu lokalizaciu EGFR
na apikdlnom povrchu epitelovych buniek lemujucich cysty. Zarovenn bolo dokazané,
ze na EGFR sa $pecificky viaze protein TGF-a (patriaci do skupiny EGF), ktory ma k EGFR
vysoku afinitu. Nasledne po naviazani TGF-o dochadza k autofosforylacii, ¢o ma za nésledok
vytvorenie mitogénnych signdlov (SWEENEY a AVNER 2006). Takto sa vytvara ustaleny
cyklus autokrinnej-parakrinnej stimuldcie bunkovej proliferacie cyst. Vel'mi podobny cyklus

na stimulciu proliferacie méZzeme pozorovat’ u mnohych rakovinovych foriem.

2.3.1.3 Sekrécia

Na rozdiel od ADPKD cyst, ktoré st kompletne oddelené od prietoku mocu, cysty
u ARPKD sa podstatne Struktarne liSia. Pocas vyvoja nedochadza k ich oddeleniu od nefrénu,
a teda aferentné a eferentné tubuldrne drdhy ostavaji neprerusené (SWEENEY a AVNER
2006). Rozdiely v Struktare ARPKD a ADPKD cyst naznacuju, ze u oboch ochoreni funguje
odlisny sekre¢ny mechanizmus. U ADPKD sa na sekrécii ClI™ podiel'a cAMP sprostredkovany
kotransport (na bazolateralnej membrane) a CFTR na apikalnej strane membrany, o umoziiuje
rozpinavost’ cyst. Pri pokusoch s ARPKD mySim modelom vSak pri absencii CFTR neboli
pozorované Ziadne zmeny rastu oblickovych/pecenovych cyst. (NAKANISHI ez al. 2001).
VEIZIS a COTTON (2005) identifikovali, ze renalne epitelové bunky u ARPKD vykazuju

sekre¢na  aktivitu prostrednictvom zniZenia Na" absorbcie v bunkach. Tento proces

22



je pripisovany EGF-sprostredkovanému poklesu a podjednotky v epitelovom Na' kandle.
Pecenové ARPKD bunky epitelu vykazuji hyperproliferaciu ako odpoved na posobenie EGF.
Ako vsak hyperproliferacia epitelovych buniek vplyva na sekre¢ny mechanizmus ostava zatial

neobjasnené.

2.3.1.4 Aktivacia mTOR drahy

Serin/treonin Specificka kindza (mammalian target of rapamycin — mTOR) je evolu¢ne
konzervovana signalna molekula, ktora je stimulovana Sirokym spektrom signalov a podnetov
z vonkajSieho prostredia. Uplatiiuje sa napr. pri vysporiadavani sa bunky s oxidativhym
stresom, s nedostatkom Zzivim ¢i energie. Vzhl'adom na fyziologické podmienky potrebuje
bunka na rast a proliferaciu vhodné signdly a ziadané prostredie. S aberantnou aktivaciou
mTOR signalnej drahy sa stretdivame napr. u malignych (rakovinovych) ¢i benignych
proliferaénych ochoreniach, vraitane ADPKD. Vyskum skupiny FISHER et al. (2009) odhalil,
ze 1 v pripade ARPKD dochadza k abnormalne;j aktivacii mTOR signélnej drahy, ¢o napomaha
progresii ochorenia, napr. rastu cystického epitelového tkaniva. Toto zistenie vytvara priestor
na moznu terapeuticku intervenciu priamo zacieleni na inhibiciu bunkovej proliferacie.
Ako inhibitor mTOR drahy je mozZné pouZit rapamycin, ktorého u¢inkom by doslo k

spomaleniu progresie ochorenia.

2.3.1.5 Vplyv ADAM 17 na bunkovu proliferaciu

GOOZ et al. (2014) odhalili moznt ulohu disintegrinového metaloenzymu 17 (ADAM
17) v iniciacii bunkovej proliferacie prostrednictvom ovplyvnenia EGFR/MAPK/ERK drahy.
ADAM 17 bol prvotne identifikovany ako ,,tumor nekroticky faktor a konvertujici enzym®,
ktory sluzi ako uvolniova¢ roznych rastovych faktorov (TGF-a, heparin viaziici EGF) — tie
nasledne aktivuji EGFR receptor, ¢o vyvola aktivaciu EGFR-dependentnych prolifera¢nych
signalnych drah, ako napr. MAPK/ERK.
Stadium cystického epitelového tkaniva ARPKD mysi poukézalo na relokaciu ADAM 17 na
bunkovy povrch, pricom v kontrolnych vzorkach sa ADAM 17 exprimoval v cytosole bunky.
Aktivovany ADAM 17 lokalizuje bunkovy povrch, kde indukuje uvolnenie r6znych rastovych
faktorov, ¢o ma za nasledok konstantné zvysSenie aktivity apikdlneho EGFR a udrZiavanie

zvySenej miery proliferacie, ktord je typickym znakom cystického epitelového tkaniva.
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Aktivacia EGFR moéze mat za nasledok zapnutie rdéznych signdlnych kaskad v bunke,
napr. MAPK/ERK, p38 alebo JNK drahy. GOOZ et al. (2014) pozorovali v ARPKD bunkéach
(v porovnani s kontrolnymi bunkami) trvali aktivaciu proliferacnej ERK drahy, ktoru vsak
mozu aktivovat’ rézne extracelularne stimuly prostrednictvom rdéznych receptorov. Dolezitym
zistenim bolo, Ze prave zvySend aktivita ADAM 17 podmieiiuje zvySenu ERK
aktivaciu/fosforylaciu. ADAM 17 je teda kI'icovym enzymom zapri¢iitujucim trvalt aktivaciu
proliferatnej ERK dréhy prostrednictvom konstitutivneho uvolfiovania réznych rastovych
faktorov v epitelovych buniek ZK.

V ARPKD bunkéach ZK bola pozorovana vyssia miera glykolytického metabolizmu, vyssia
produkcia laktaru a vyraznej$ia citlivost’ buniek voci inhibicii glykolyzy (GOOZ et al. 2014).
Tieto pozorovania naznacujl, ze metabolické reprogramovanie zname ako Warburgov efekt
je esencidlnym bioenergetickym prvkom nielen u ADPKD, ale i pri ARPKD. Pri inhibicii
ADAM 17 expresie bolo pozorované v ARPKD bunkach znizenie produkcie laktatu, z ¢oho
mdzeme vyvodit’ zaver, ze ADAM 17 pozitivne vplyva na prechod na aerébnu glykolyzu.
Schématické zhrnutie role ADAM 17 v ovplyvneni bunkovej proliferacie a glykolytického

metabolizmu bunky je zobrazené na obr. 5.
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Obr. 5: Schématické znazornenie indukcie bunkovej proliferacie prostrednictvom ADAM 17. Prevzaté
a upravené z GOOZ et al. 2014.
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2.3.1.6 ERK signalizacia

ERK signalna draha je jednym z klicovych regulatorov bunkovej proliferacie
a tubulomorfogenézy v renalnych bunkédch (ROUX a BLENIS 2004). Jeden z esencialnych
krokov je aktivacia proteinov tejto drahy prostrednictvom fosforylacie prislusnou kinazou.
MAI et al. (2005) pozorovali v mySich bunkdch CT s inhibovanym Pkhdl znizenu
a oneskorenu fosforylaciu ERK proteinov prislusnou fokéalnou adhezivnou kinazou (FAK).
FAK patri do skupiny tyrozinovych kinaz, obsahuje pocetné tyrozinové fosforylaéné miesta
a zohrava ulohu v remodelécii cytoskeletu, v bunkovej polarizacii a v tvorbe spojeni bunka-
bunka/bunka-matrix. Nedostatok funk¢nej FAK je pri¢inou abnormalit v endotelidlnej
tubulomorfogenéze (ILIC ef al. 2003). Skutocnost’, Ze v bunkach so zniZzenou Pkhd1 exprexiou
dochadzalo k znizeniu fosforyldcie proteinov naznacuje, Ze do procesu abnormadlnej

tubulomorfogenézy u ARPKD je zahrnuté aj pozmenend ERK signalna draha.

2.4 Gén PKHD] jeho produkt

I ked vysoka variabilita klinickych prejavov ARPKD vzbudzovala podozrenie na
geneticky heterogénny charakter ochorenia, dokazy intra-familidrnej fenotypovej variability
a vizbové analyzy svedcili skor v prospech alelickej heterogénnosti, vplyvu prostredia a vplyvu
genetickych modifikatorov (KAPLAN et al. 1989).

ZERRES et al. (1994) v roku 1994 podrobili vizbovej analyze 16 rodin s vyskytujicimi sa
pripadmi ARPKD. U vsetkych pripadov bol lokalizovany ARPKD gén na tom istom lokuse,
6p21.1-p12, Co scasti vyvratilo podozrenie na heterogénny charakter ARPKD. Pacienti
zo 16 rodin totiZ vykazovali variabilnt klinickli manifestaciu priznakov, avSak v testovanom
subore chybalo zastipenie zdvazného fenotypu ARPKD. Nasledujica Studia GUAY-
WOODFORD et al. (1995) zahtiiala jedincov z perinatalnej kategdrie so zavaznym fenotypom,
pricom vézbova analyza opétovne potvrdila lokalizaciu na chromozéme 6 a spresnila interval
na 3.8 cM. Tieto Studie potvrdili, Ze ARPKD je geneticky homogénne ochorenie, pri ktorom je
zévazny 1 miernej$i fenotyp zapri¢ineny mutaciami v jednom géne. Lokacia APRKD génu —
nazvan¢ho ako PKHDI (polycystic kidney and hepatic disease 1) — bola nasledovnymi
Stidiami spresnend na 1 ¢cM, lemovand markermi teloméry D6S1714 a centroméry D6S1024
(LENS et al. 1997).

Naprieka tomu, ze prvé Studie popisujuce lokalizaiciu ARPKD génu na chromozém 6 boli

zname uz vroku 1994, trvalo dalSich 8 rokov kym bol identifikovany gén samotny.
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Identifik4ciu st'azoval nizky stupeit homolégie fibrocystinu voci ostatnym charakterizovanym
proteinom a prili§ vel'ka disperznd Struktara génu.

Vroku 2002 bol PKHDI gén identifikovany nezavisle od seba 2 vedeckymi skupinami
s vyuzitim odliSnych pristupov. WARD et al. (2002) génovo analyzovali potkany s ARPKD
a odhalili ortologny vztah medzi potkanim lokusom a ARPKD lokusom u [ludi.
ONUCHIC et al. (2002) pouzili pristup pozi¢ného klonovania.

Gén PKHD1 zaujima priblizne 470 kb genomickej DNA, €o ho radi medzi jeden z najvicsich
génov v 'udskom gendéme. Ma minimalne 86 exénov, ktoré su zostavované prostrednictvom
komplexného skladania alternativnych splicingovych variantov. Komplexita splicingu u tohto
génu umoziuje vznik velkého poctu réznych transkriptov, ktoré moézu byt potencionalne
prekladané do membranovo-viazanych a sekretovanych proteinovych produktov
(ONUCHIC et al. 2002).

Predpokladany najdlhsi otvoreny c¢itaci ramec kdoduje 67 exénov a vytvara integralny
membranovy glykoprotein — fibrocystin (nazyvany aj polyduktin). Fibrocystin (FPC) je tvoreny
4074 aminokyselinami (AMK) a v neglykozylovanom stave dosahuje molekularnu hmotnost’
priblizne 447 kD. AvSak v maturovanom stave bude jeho molekuldrna hmotnost’ signifikantne
viacsia, vd’aka pritomnosti pocetnych potencionalnych glykozyla¢nych miest. Je tvoreny (obr.6)
signalnym peptidom, rozsiahlou N-terminalnou extracelularnou doménou (3860 AMK), jednou
transmembranovou (TM) doménou a kratkou C-termindlnou doménou (192 AMK), ktord
obsahuje domnelé¢ 4 cyklické adenozin monofosfit (cAMP)/cyklické guanozin monofosfat

(cGMP) fosforylacné miesta (WARD et al. 2002, ONUCHIC ef al. 2002).
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Obr. 6: Schématické znazornenie molekularnej stavby FPC. [[] Transmembrane domain
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Analyza extracelularnej Casti odhalila pritomnost’ viacerych  TIG/IPT  domén.
WARD et al. (2002) objavili pritomnost’ 7 kopii TIG/IPT domén, ¢o odpoveda 80-100 AMK.
Tento typ domény nachddzame u réznych proteinov (ako v extracelularne;j,
tak 1 v cytoplazmatickej oblasti). AvSak TIG/IPT domény objavené u fibrocystinu vykazuja
najvacsiu  podobnost’ s doménami nachadzajucimi sa v extracelularnych oblastiach
receptorovych proteinov, ako su napr. receptor pre hepatocytovy rastovy faktor, receptor pre
tyrozin kinazy (Ron trieda) ¢i plexiny, ktoré sa zucastituji regulécie bunkovej adhézie, repulzie
a proliferacie. Medzi poslednou TIG/IPT doménou a transmembranovou doménou
sa nachadzaju pocetné paralelné beta-helix 1 opakovania (PbH1).

Napriek tomu, ze popis funkcie fibrocystinu nie je doposial’ presne objasneny, uz tieto zistenia
indikovali jeho mozné funkcie. Podobnost’ TIG/IPT domén s plexinmi a Ron triedou receptorov
pre tyrozin kinazy napoveda, ze by fibrocystin mohol hrat’ tlohu v regulacii bunkovej motility
alebo v rozpoznavani bunka-bunka. Avsak fibrocystin postrada niektoré Strukturalne prvky,
ktoré su charakteristické pre proteiny ucCastniace sa tychto procesov — preto je mozné
predpokladat’, Ze mechanizmus U¢inku bude odliSny. PbH1 opakovania su typické pre toxiny
ucastniace sa bakteridlnej patogenézy, adheziny a virulen¢né faktory, a st zname schopnostou
viazat’ karbohydratové zvySky. Pritomnost” PbH1 opakovani u fibrocystinu poukazuje teda
na moznu funkciu v rozpoznavani a modifikacii karbohydratov. Vézobné miesta méZu viazat’
karbohydratové zvysky glykoproteinov pritomnych na povrchu bunky alebo v matrixe bazéalne;j
membrany — interakcie karbohydratovych zvyskov s fibrocystinom méZu modulovat’ spojenia
bunka-bunka alebo bunka-matrix. ONUCHIC et al. (2002) vyslovili ndzor, ze variabilny pocet
TIG/IPT domén a PbH1 opakovani u niektorych kratSich transkriptov by mohol viest
k vyslednym proteinovym produktom s r6znymi vdzobnymi afinitami pre cielové faktory.
Podobné splicingova variabilita ovplyvilujuca vdzbu na cielové faktory bola popisana
1 u neurexinov (MISSLER a SUDHOF, 1998). V roku 2002 nebola ani jedna skupina vedcov
schopnd presne urcit, ¢i fibrocystin zohrava tlohu ako receptor, ligand alebo membranovy

protein (WARD et al. 2002, ONUCHIC et al. 2002).

2.4.1 Lokalizacia fibrocystinu v bunke

Kratko po popisani molekularnej Struktiry produktu génu PKHDI vedecka skupina
WARD et al. (2003) charakterizovala celularnu a subcelularnu lokalizaciu fibrocystinu. Dizajn
experimentu postavili na pouziti monoklonalnych protilatok, ktoré naviazali na C-terminalnu

Cast proteinu. Nasledne vzorky podrobili analyze pomocou western blott techniky,
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imunohistochemickému farbeniu a imunofluorescencnej vizualizacii. Tieto pokusy odhalili
tkanivovo-Specificku lokalizéciu fibrocystinu — v prevalentnej miere sa nachddzal v tkanivach
obli¢iek a peCene. V mensej miere bol detekovany aj v pankrease, na Langerhansovych
ostrovéekoch, v epididymalnoch kanaliku, v semenovode a v nadoblickovej zlaze.

V embryonalnych rendlnych bunkach bol lokalizovany najmd v miestach vetviacich
sa uretralnych a zbernych kanalikov, v mensej miere vo vyvijajucom sa nefrone. V detskych
renalnych bunkach bola pritomnost’ fibrocystinu detekovana aj v oblasti Henlyho slucky.
V renalnych bunkach dospelého ¢loveka bola naopak pritomnost fibrocystinu detekovana
striktne len v CT a v malej miere v oblasti rendlneho kortexu.

V pecenovych bunkach bol fibrocystin lokalizovany v miestach vyvijajucich sa i maturovanych
intrahepatickych zI€ovych ciest, slaby signal bol zaznamenany aj v hepatocytoch.

V tkanivaich ARPKD suspektnych pacientov nebolo mozné detekovat’ fibrocystin
v dilatovanych CT obliciek a v epitele zICovych ciest v peceni.

Imunofluorescencna vizualizécia odhalila subcelularnu lokalizéciu fibrocystinu na ciliarnych
axonémach (obr.7). Pri niektorych vzorkach bol zachyteny aj slaby cytoplazmaticky signal.
WARD et al. (2003) nevedeli determinovat’, ¢i st primarne cilie jedinym funkénym miestom
fibrocystinu. Dalsie $tudie nepotvrdili, Ze by apikalna strana plazmatickej membrany mala pre
funkciu fibrocystinu doélezity vyznam. Nakolko vSak samotna funkcia fibrocystinu nie
je doposial’ Uiplne objasnend, je stdle mozné predpokladat, Ze lokalizacia na plazmatickej

membrane moze byt funkéne dolezita.

Obr. 7: Imunohistochemicka vizualizacia lokalizacie fibrocystinu. Na obrazku vidime vzorku l'udskej
fetalnej oblicky demonstrujucu robustni membranovi lokalizadciu na apikalnej a bazolateralnej
membrane buniek ZK. Prevzaté z SWEENEY a AVNER 2006.
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Na zéklade popisanej lokalizacie fibrocystinu bolo mozné predpokladat’ jeho ulohu ako
ciliarneho proteinu — bud’ sluziaceho ako kontrolny bod maturacie tubulov alebo i€astniaceho

sa na mechanosenzorickej funkeii cilii.

2.4.2 Funkcia fibrocystinu

Pri $tadiu renélnych buniek s vyradenym PKHD1 génom MAI et al. (2005) pozorovali
inhibiciu tubulomorfogenézy, poSkodenie bunka-bunka spojeni, inicidciu spontanneho
bunkové rozptylu a disorganizaciu aktinového cytoskeletu, zvysenu apoptdzu a znizeni mieru
bunkovej proliferacie. Strata funkcie FPC pravdepodobne naruSuje doleziti drahu, ktord
zohrava kritickii lohu v rozmiestneni aktinového cytoskeletu a znemoznuje nastavenie
spravnej polarizacii bunky. FPC pravdepodobne zohrava ulohz v udrziavani tubularnej

zl¢ovodovej organostavby (KIM et al. 2008).

V sucasnosti stale chybaji exaktné experimentdlne vysledky, ktoré by popisali funkciu
FPC. Pravdepodobne sa =zucastiiuje reguldcie bunkovej odpovede na koncentraciu
Ca”" kationov prostrednictvom interakcie s PC2. Stadium skupiny WANG et al. (2007)
odhalilo, Ze medzi FPC a PC2 nedochadza k priamej interakcii medzi ich intracelularnymi
doménami, avSak nie je vylicend moZnost' fyzického kontaktu extraceluldrnych domén.
PravdepodobnejSie vSak interakciu medzi tymito 2 proteinami prostredkiva dalSia zatial
nezndma molekula. Na obr. 8 mdzeme vidiet schematické znazornenie model
FPC/PC2 — po stimulacii vyvolanej prietokom tekutiny je vyslany do bunky signél, ktory
prenasaji membranové proteiny lokalizované na PC, ¢o nasledne vyvola aktivaciu Ca?* kandlu
a umozni vstup Ca?" kationom do bunky. Vzipiti je zmenou koncentracie Ca®"
v intracelularnom prostredi aktivovany ryanodinovy receptor, ktory zohrava ulohu v uvol'neni

vapnika do cytoplazmy.

V pripade straty funkcie FPC nedochadza k prijatiu prvotného signalu vyvolané¢ho prietokom
tekutiny v extraceluldrnom priestore. Nasledkom toho neméze dojst’ k prenosu signalu a bunka
tak nie je schopna reagovat na zmenu prietoku tekutiny zmenou koncentracie Ca®" kationov

(obr. 9).
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Obr. 8: Model komplexu fibrocystin-polycystiny lokalizovany na PC (X = neznama molekula; BB =
bazélne telieska; RyR = ryanodinovy receptor). Prevzaté a upraven¢ z WANG et al. 2007.
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Obr. 9: Obr. Z: Narusenie komplexu FPC/PC2 spdsobuje prerusenie Ca?* signalu (X = neznama
molekula; BB = bazalne telieska; RyR = ryanodinovy receptor). Prevzaté a upravené
z WANG et al. 2007.
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2.4.3 Splicing

Uz v roku 2002 pri 1. popisani produktu génu PKHDI bolo evidentné, Ze fibrocystin
podlicha rozsiahlym a komplexnym post-transkripnym  zostrihovym Gpravam
(ONUCHIC et al. 2002). Doposial’ nie je presne zndme, ktoré z moznych mRNA transkriptov
sa prekladaju do poradia AMK v proteine. Predpokladé sa, ze gén PKHDI umoznuje vznik
pocetnych  polypeptidov, ktoré sa odlisuju sekvenciou AMK 1 velkostou.
SWEENEY a AVNER (2006) charakterizovali 2 hlavné kategorie vyslednych produktov
zostrihu. Jedna skupina (do ktorej patri aj najdlhsi ORF kddujuci fibrocystin) zahfiia proteiny,
ktoré maji jednu TM doménu a pravdepodobne si asociované s plazmatickou membranou.
Do druhej skupiny patria proteiny, ktoré nemaji TM doménu a teda sa jedna o sekre¢né
proteiny. Zakladom spravneho pochopenia etiologie ARPKD je poznanie, ktor¢ PKHDI1
izoformy s nevyhnutné na zabezpecenie renalnych a pecenovo-zl¢ovych funkcii. Disperzna
distribicia mutacii pozdiz celého génu PKHDI naznaduje, 7¢ najdlhsi ORF transkript
je  nevyhnutny pre spravnu  funkciu  fibrocystinu v oblickich a  peceni.
BERGMANN et al. (2004) formulovali hypotézu, Ze na zabezpecenie normalnej funkcie
je potrebné dostatocné mnozstvo proteinu kddovaného najdlh§im ORF. Mutaciami sa naruSuje
kriticka funk¢nd stechiometricka alebo vyvojova (Casova) rovnovaha medzi rozlicnymi
proteinovymi produktmi, ktord je udrZzovand komplexnymi Uzko prepojenymi spOsobmi
zostrihu.

BODDU at al. (2016) pri porovnavani Pkhdl transkripéného profilu v tkanivach
obliciek/peCene u mysSich embryi/dospelych jedincov zistili, Ze sposob zostrihu je tkanivovo-
Specificky a podmieneny vyvojovym vekom jedinca. Zaroven na mySom modeli pozorovali
odli$nt mieru postihnutia jednotlivych orgdnov — kym peceiovy fenotyp bol porovnatelny
s prejavmi u l'udi, rendlny fenotyp vo vécSine pripadov chybal alebo bol vyrazne miernejsi
v porovnani s rendlnym fenotypom u l'udi. Tieto vysledky naznacuju, ze u mys$i v rendlnom
tkanive dochiddza ku kompenzacii — alternativne izoformy st schopné do istej miery
kompenzovat’ sekven¢né zmeny, ako st napr. malé inzercie/delécie.

Presnost  zostrihového  procesu  ovplyviiuje  nielen  zachovanie  konsenzus
intronového/exénového zostrihového miesta, ale 1 ESE motivy. V pripade pozmenenia
sekvencie ESE motivu moze dojst’ k preskoceniu celého exonu (napr. mutacia R760H v exone
22 sposobuje naruSenie sekvencie ESE motivu, ¢o vedie vo vyslednom produkte zostrihu

k absencii celého exonu 22).
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2.4.4 Muta¢né spektrum PKHD1

Velkost’ génu, nedostatocné znalosti o funkcii kdédovaného proteinu a komplikovany
sposob zostrihu stazuji moznost’ predikcie funkénych zmien spdésobenych PKHDI
sekvenénymi alteraciami. Doposial’ bolo identifikovanych 748 mutacii, ktoré su popisané
v ARPKD/PKHDI1 databéaze spravovanej RWTH Univerzitou Aachen
( ). V databaze Human Gene Mutation Database (HGMD)
je v sucasnosti popisanych 522 PKHD1 mutécii ( ).
Najvacsiu skupinu (366) mutécii tvoria missense/nonsense mutacie. Druhou najpocetnejSou
skupinou su delécie malého rozsahu (72) a zostrihové substitucie (39). Signifikantny rozdiel
medzi uvedenymi poctami mutécii v databdze HGMD a ARPKD/PKHD1 databaze spociva
v evidencii popisanych polymorfizmov. Kym databdza ARPKD/PKHDI radi do zoznamu
aj polymorfizmy, HGMD zoznam identifikovanych PKHD1 polymorfizmov neuvadza.

Sekvenéné alternacie PKHD1 génu mozeme pomyselne rozdelit’ do 3 kategorii:

1) Exoénové mutdcie

Medzi ex6énové mutacie zaradujeme napr. nukleotidové missense substitiicie, nonsense
substitucie alebo delécie/duplikécie/inzercie malého rozsahu. Muticie z tejto kategorie
su povazované za potencionalne patologické. Bodové mutécie v kodujucich oblastiach
moZu ovplyviovat' fyzikalno-chemické vlastnosti proteinu, ako napr. post-translacné
modifikécie (zmeny fosforylacnych alebo glykozyla¢nych miest), stabilitu maturovan¢ho
proteinu voci proteolytickému Stiepeniu, alebo interakcie s ostatnymi molekulami

(FISCHER et al. 2009).

2) Intrénové mutacie

Vo vicsine pripadov sa vyhodnocuju len mutécie nachadzajuce sa na rozhrani intronu
a exonu. Mutacie na konsenzus zostrihovych miestach mozu sposobovat’ rozne Strukturalne
zmeny, ako napr. preskocenie celého exonu, aktivaciu kryptického zostrihového miesta,
vytvorenie pseudoexdnu vo vnutri intronu alebo retenciu intronu (MODREK a LEE 2003).
Sktimanie vplyvu intréonovych mutécii nachadzajicich sa mimo konsenzus zostrihového
miesta vyzaduje funkéné alebo mRNA Studie, avSak S§tidium na Urovni transkripcie

je obvykle obmedzené (napr. chybajucim vhodnym materialom od pacienta).
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3) Polymorfizmy

Do tejto kategdrie radime napr. zmeny v intronoch, ktoré sa nenachadzaji v konsenzus
zostrihovych miestach; mutéacie lokalizované na 5°/3” UTR; tiché exonové mutécie, ktoré
nesposobuju zmenu AMK, alebo substitu¢né zmeny, ktoré su bezne pritomné u zdravych
kontrol (BERGMANN et al. 2004). Tu je potrebné zdoraznit’, Ze aj zmena klasifikovana
ako polymorfizmus méze byt patologicka. Napr. tiché exoénové mutacie sice neved
k zmene AMK, ale moézu sposobovat tzv. preskoCenie exdénu (,,exon skipping®).
V dosledku tichej mutédcie totiz mdze dojst k pozmeneniu sekundarnej Struktary
pre-mRNA (LIU et al. 2001), k zmene miesta rozpoznadvaného exonovym zostrihovym
efektorom (TU et al. 2000) alebo k naruseniu skenovaciecho mechanizmu, ktory

je nevyhnutny pre precizny zostrih.

Miera detekcie mutécii (MDR) sa pohybuje priblizne okolo 80% za predpokladu, ze do siboru
pacientov zahrnieme celé klinické spektrum ARPKD bez ohl'adu na vek prejavenia ochorenia—
od potratenych plodov v prenatdlnom obdobi az po mierne postihnutych dospelych jedincov
(BERGMANN et al. 2005). Az u95% pacientov sme schopni identifikovat’ aspon jednu

mutéciu, ¢o vsak nie je dostacujuce k ur¢eniu diagnozy.

Viacsina detekovanych mutacii je unikatneho charakteru (tzv. ,private mutations®),
st roztrasené pozdiZ celého PKHDI génu bez pritomnosti ,hot spot“ mutaéného miesta.
BERGMAN et al. (2003) identifikovali mutaciu p.Thr36Met v exone 3, ktord by mohla
predstavovat’ potencionalny ,.hot spot“. Pri tejto mutacii dochadza k sekven¢nej zmene ACG
kodonu 36 na ATG (c. 107C>T). Vicsina CpG dinukleotidov je nachylnd k spontdnnym
mutaciam (pri¢inou je frekventovana metylacia cytozinu a nasledna spontanna deamindcia
na tymidin), preto je mozné pokladat’ toto miesto za mutacny ,,hot spot“. Frekvencia vyskytu
p-Thr36Met v danom subore pacientov bola =29%, nachédzala sa u nepribuznych subjektov
rézneho etnického pdvodu, ¢o vylucuje moznost efektu zakladatela. Nasledujuce Studie
skupiny BERGMANN et al. (2004) poukazali na moZnost’ vyskytu p.Thr36Met mutacie
ako v homozygotnom, tak 1v heterozygoétnom stave, priCcom klinické prejavy sa lisili
od pripadu k pripadu (od predCasne potrateného ARPKD plodu az po dospelych jedincov
s miernymi peceflovymi komplikéciami). Pozorovana fenotypova a haplotypova variabilita
p.Thr36Met naznacuji, ze sa naozaj jedna o PKHDI mutacny ,,hot spot“. Pri rozsiahlejSiom
Studiu v roku 2005 bol identifikovany efekt zakladatela na finskej populacii — mutacie

p-Argd96X v exone 16 a p.Val3471Gly v exone 61 sa objavovali v 2/3 skimanych finskych
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alel. Efekt zakladatel'a bol pozorovany aj na tureckej populacii, avSak frekvencia vyskytu

mutovanych alel bola menej signifikantna ako u finskej populacie (BERGMANN et al. 2005).

2.4.5 Genotypovo — fenotypova korelacia

V priebehu poslednych rokov boli uskuto¢nené¢ pocetné S$tadie zaoberajice
sa korelaciou medzi identifikovanymi mutaciami a klinickymi prejavmi. Pritomnost’ 2 nonsense
mutacii sposobujucich skratenie proteinu vedie k letdlnemu fenotypu, ktory sa manifestuje
v prenatdlnom obdobi ARPKD prejavmi detekovatelnymi sonografom. U tychto pacientov
dochadza k umrtiu bud’ kratko po porode alebo v perinatalnom obdobi, zriedkakedy preziju
neonatdlne obdobie. Signifikantne CcastejSi je miernejSi fenotyp, ktory je spdsobeny
pritomnostou 2 missense mutacii alebo missense mutacie v kombindacii s nonsense mutaciou,

ktora spdsobi skratenie proteinu (BERGMAN et al. 2003).

Kombinécia alelickych mutécii je kritickym faktorom zavaznosti fenotypovych prejavov.
Avsak predikcia fenotypu na zdklade genotypu v pripade ARPKD nie je prili§ spolahliva.
DENAMUR et al. (2010) popisali pripady 16 novorodencov, u ktorych neboli detekované
2 nonsense mutacie a predsa tito pacienti umreli kratko po porode. Naopak sa vyskytli pripady,
kedy mal pacient s 2 nonsense mutaciami relativne mierny ARPKD fenotyp a prospieval bez
vyraznejSich komplikacii. U inych génov bol zisteny zaujimavy jav, kedy niektoré predcasné
STOP kodony, vzniknuté nonsense mutdciami, aktivovali mechanizmus nonsense
sprostredkovany mRNA rozpad (NMD). NMD je kontrolny mechanizmus vdaka ktorému
dochadza k redukecii translatovaného mnozstvo skrateného proteinu. Predéasné STOP kodony
st selektivne oznatené a uréené na mRNA degradaciu (obr. 10). Dalsim uplatiiovanym
mechanizmom je nonsense sprostredkovany alternativny zostrih (NAS), pri ktorom st exony
obsahujuce predcasny STOP kodon preskocCené a vylucené z findlneho transkriptu. Vd'aka
tomuto mechanizmu sa produkuje menej skrateny protein s reziduélnou funkciou. NMD a NAS
by mohli stat’ za vysvetlenim vyskytu miernejSieho fenotypu u pacientov s nonsense mutaciami

(FRANK et al. 2014).
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Obr. 10: Schématické znazornenie mechanizmu NMD, ktory sa upltiiuje v pripade vyskytu pred¢asného
STOP kodonu (na obrazku pripad +PTC). Prevzaté a upravené z CARTEGNI et al. 2002.

DENAMUR et al. (2010) poukdzal u ARPKD diagnostikovanych plodov na korelaciu

detekovanych mutécii vzhl'adom na gesta¢ni vek (GA). U plodov (s potvrdenou ARPKD

diagn6zou) zumelo preruSnych tehotenstiev histologické nalezy potvrdili, Ze GA

hra vyznamnu rolu v korelacii zavaznosti genotypu/fenotypu. U plodu so zdvaznym genotypom

(2 nonsense mutacie) dochadzalo k rychlejSiemu progresu (obr. 11) ochorenia ako u plodu

s miernym genotypom (len 1 nonsense alebo 2 missense mutacie).
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Obr. 11: Histologicky nalez z pitvy dvoch plodov, u ktorych bolo umelo prerusené tehotenstvo
v 30. tyzdni. a) U plodu so zdvaznym genotypom bola pozorovand rozsiahla dilatacia ZK a lézie
v oblasti korticalnych tubulov. b) U plodu s miernym fenotypom boli dilatované ZK len v medularne;j
oblasti (o = distalne tubuly; * = proximalne tubuly). Obrazok prevzaty z DENAMUR et al. 2010.

Porozumenie faktorom, ktoré stoja za Sirokou fenotypovou variabilitou ARPKD by malo
vyhody nielen z hladiska mozZnosti stanovenia presnejSej progndzy, ale aj z hladiska
pochopenia patogenézy ochorenia (ROSSETTI et al. 2007). V sucasnej dobe je predikcia
fenotypu determinovana pritomnost’ou 2 nonsense mutacii (predikcia zavazného postihnutia)

alebo 2 missense mutécii /1 missense a 1 nonsense mutacie (predikcia mierneho postihnutia).

2.5 Génova heterogénnost’ u ARPKD?

Napriek tomu, Ze dlhé roky panovalo vo vedeckom svete presvedcenie o jednom
kauzalnom ARPKD géne, najnovsie Stidie poukazuji na mozné dokazy génovej
heterogénnosti. LU et al. (2017) vo svojej Stadii popisali spojenie ARPKD s d’al§im
potenciondlne kauzalnym génom DZIPIL. Na vySetrenie suboru pacientov pouZzili genomovu
SNP analyzu, pricom u vSetkych ARPKD suspektnych pacientov boli prekryvajice
sa  homozygdétne piky v chromozomovom lokuse 3q22.1-q23, ¢o predstavuje
7,5 Mb genomickej DNA. Nasledné celoexémové sekvenovanie odhalilo pritomnost
homozygdtnych missense mutécii v géne DZIP1L. Vo vsetkych pripadoch sa jednalo o mutacie
v evolu¢ne konzervovanej oblasti kodujicej N-termindlnu cCast’ proteinu, pricom podla
bioinformatickej predikcie boli vSetky mutdcie patogénne. Z tohto pozorovania mozeme
usudit, ze region kodujuci N-termindlnu cCast’” je néachylnej$i voci mutaciam a citlivejsi
na poskodenie ako C-terminélna Cast’.
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DZIPIL kéduje protein o velkosti 767 AMK, ktory obsahuje motiv zinkového prstu typu
C2H2 a niekolko coiled-coil domén (GLAZER et al. 2010). U modelového organizmu
Danio rerio a my$i nachddzame paralog Dzipl zacastiujuci sa hedgehog signalnej drahy
a ciliogenézy (SEKIMIZU et al. 2004). Avsak u inych organizmov nie je funkcia DZIPI1L
doposial’ preskiimana.

Dele¢ni mutanti DZIP1L u mysi vykazovali v€asny nastup ochorenia a progresivny cysticky
fenotyp — cysty boli pozorované nielen v CT, ale i v proximalnych tubuloch. Zatial’ Co pri
ARPKD st cysty typicky pritomné len v CT a distalnych tubuloch, NAKANISHI et al. (2000)
popisali, ze cysty sa mozu vyskytovat’ aj v inych segmentoch nefrénu, vratane distalnych
tubulov. Dalej boli pozorované aj extra-renalne dysmorfoldgie, ako napr. kraniofacialne
defekty ¢i malformécie koncatin. U pacientov s DZIPIL mutaciami vSak neboli extra-rendlne
fenotypové znaky pozorované.

Vyskum skupiny LU ef al. (2017) poukdzal na lokalizdciu DZIP1L v oblasti centrioly
a bazalnych teliesok v bunkach mysich renalnych ZB, v l'udskych dermélnych fibroblastoch

a v embryondlnych fibroblastov u mysi. DZIP1L ostdva lokalizovany na centriole pocas celého
bunkového cyklu, 1 vtedy, ked sa cilie pocas mitdzy rozostavia. Materska centriola, z ktorej
sa neskdr vytvaraja bazalne telieska, potrebuje k sprdvnej funkcii pritomnost’
subdistalnych/distalnych priveskov alebo prechodového vldkna, ktoré st nevyhnutné
na spravne ukotvenie bazalnych teliesok k membrane v prechodnej zone. Je mozné domnievat
sa, ze DZIP1L lokalizuje na distdlnom konci materskej centrioly, pravdepodobne v mieste
vzniku prechodnej zony. Toto tvrdenie podporilo pouZitie mikroskopie SIM na preskumanie
l'udskych  fibroblastov, ktoré dokazalo, Zze DZIPIL kolokalizuje s proteinom
tektonik 1 (TCTN1). Prave tento protein je v literature popisany ako protein prechodnej zony,
a preto spolo¢né miesto expresie napovedd o moznom charaktere DZIP1L ako o proteine
prechodnej zony. Zaujimavym zistenim bolo, ze DZIP1L asociuje s proteinom SEPT2, ktory
tvori komponent difiznej bariéry prechodnej zony. I ked” doposial’ nebol DZIP1L striktne
popisany ako sucast’ komplexu proteinov prechodnej zony, na zaklade nedavnych Stadii
s pouzitim hmotnostnej spektrofotometrie sa DZIPIL zaradil do rozsiahleho zoznamu
proteinov interagujucich s elementom Inturned, ktory je klI'icovym komponentom CPLANE
komplexu prechodnej zony umoziujicim transport podskupiny intraflagelarnych transportnych
proteinov typu A na bazilne telieska (TORIYAMA et al. 2016). Tieto vysledky indikuja
potenciondlnu ulohu DZIP1L v CPLANE komplexe, avSak nateraz chyba vedecky dokaz, ktory

by to jednoznaéne potvrdzoval.
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V mutantnych DZIPIL bunkdch bola pozorovand odliSnd distribicia proteinov
PC1 a PC2 pozdiz cilidzrnej membrany. V zdravych renalnych tubuloch vytvara PC1 a PC2
membranovy komplex, pri¢om fibrocystin sa viaze a reguluje PC2. V mutantnych DZIPIL
bunkach neboli LU et al. (2017) schopni fibrocystin vobec detekovat’, a preto nebolo mozné
urcit,, ¢i je lokalizacia fibrocystinu v pripade straty DZIP1L tiez pozmenena.

Nakol’ko sa jedna o nedavne publikované vysledky, ktoré mozu zasadny sposobom zasiahnut
do molekularnej diagnostiky ARPKD, bude potreba d’alSie skumanie s cielom porozumiet

a objasnit’ molekularnu podstatu zodpovednu za patologiu tohoto ochorenia.

2.5.1 ARPKD fenokopirovanie

V uplynulej dekade rokov vzrastol pocet S§tidii zaoberajucich sa monogénnymi
cystickymi ochoreniami obli¢iek, spdsobenymi mutdciami v génoch, ktoré koduju proteiny
podiel'ajuce sa na Strukttre a funkcii primarnych cilii. Tato rozSirujiica sa skupina ochoreni
sa v literatire = oznacuje = sthrnnym  pojmom ,ciliopatie (PAZOUR 2004,
BADANO et al. 2006). Ciliopatie su charakterizované ako hepato-renalne fibrocystické
ochorenia, priCom jednotlivé klinické prejavy roznych ochoreni mozu byt’ v urcitych ohl'adoch
vel'mi podobné. Preto nie je nezvycajné, Ze mutacie v génoch inych cilipatii modzu
napodobniovat’ ARPKD fenotyp. Napr. u 2% ADPKD pacientov dochadza k nastupu ochorenia
v skorom rannom detstve, pricom fenotypovo nie je mozné klinicky odlisit ADPKD
od ARPKD (BERGMANN et al. 2011). S podobnymi pripadmi takmer nerozliSitelného
fenotypu sa stretdvame aj u dalSich ciliopatickych recesivnych ochoreni - nefronoftiza,
Joubertov syndrom, Bardet-Biedlov syndrém, Meckel-Gruberov syndrom
(GUAY-WOODFORD 2014). V neposlednom rade moZze byt rendlny fenotyp
ARPKD napodobneny mutaciami v géne HNFIB (v literatire popisovany aj ako TCF2 gén),
ktory koduje transkripény faktor HNFIB. HNFIB nielenZe zohrdva doleziti tulohu
v nefrogenéze pri segmentdcii nefrénov, ale i priamo reguluje promoétor PKHDI génu
(IGARASHI et al. 2005). Tieto informacie ndm dali podnet na d’alSie podrobnejsie preskiimanie
tohto transkripéného faktoru (TF) a jeho moZného vplyvu na ARPKD fenotyp.
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2.6 Transkrip¢ny faktor HNF1B

HNF1B (hepatocyte nuclear factor 1) je TF regulujucim tkanivovo-$pecifickli expresiu
génov v oblickach, peceni, pankrease, crevach a uretogenitalnom trakte. Zohrava dolezitu ulohu
pocas embryonalneho vyvoja tychto organov (DECRAMER et al. 2007). Ma 9 exonov a je

lokalizovany na chromozéme 17q12.

Struktarne je HNFIB (spolu s pribuznym faktorom HNFI1A) ¢lenom velkej rodiny
TF obsahujacich homeodoménu ($truktiirna doména proteinov o dizke priblizne 60 AMK, ktora
je schopna viazat’ sa na DNA). Oba faktory maji vel'mi podobnu Strukturu (obr. 12), ktora
sa sklada z:

» N-terminalnej dimerizacnej domény

» tzv.,,POU" domény (Pit-1/Oct-1/Unc-86)

» homeodomény viazucej DNA

» C-termindlnej transkripcne aktivacnej domény.

DNA__l_@_i_r_'lding
dim.domain . )
POUs FOUH transactivation domain
.-“"ﬁ\‘\. T, T o m———T s

HNF13 O N I R | 557 aa

75% 98% 93% 47% identity
HNF1o C__ N 1631 asz

-~ ~—
-~ - —
~ - —
-~ s
POUs * 26 aa deleted in B splice variant L -~ POUH

HNF13 < EN T OSSN T OSSO0 LR RE Ry 500SHGPGQSDDACSEXTHRKMRRNRFKNG

QF G + ++ + D+L PT RENRFEWQ

HMF1o QFTHAGD - -GGLIEEPTGDEL---------========--=-=- PT - KEGRRNRFEWG

deleted in B splice variant

Obr. 12: Struktiirne porovnanie génov HNF1A a HNF1B. Prevzaté a upravené z RYFFER 2009.
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HNFIB i HNF1A rozoznavaju konsenzus sekvenciu 5-GTTAATNATTAAC-3" a viazu
sa na DNA bud’ vo forme homodiméru alebo heterodiméru. Po prvy raz boli popisané
ich funkcie v pecCenovo-Specifickej regulacii génov pre albumin a transtyretin — odtial
pochéadza aj nazov hepatocyte nuclear faktor (HORIKAWA et al. 1997), ale postupom Casu
sa preukazalo, ze pecei nie je jedinym miestom ich expresie. COFFINIER et al. (1999) skamali
miesta ich expresie v oblickach a prisli k zdverom, ze HNF1A4 sa exprimuje v proximalnych
tubuloch, pricom expresia HNF'1B bola zaznamenana v zbernych kanalikoch a v epitelidlnych
bunkach vsetkych segmentov nefronu. Naopak, nebolo mozné dokézat’ pritomnost’ ani jedného
TF v glomerule, intersticialnych bunkach a v krvnych cievach. Po¢as embraonalneho vyvoja
je HNFIB exprimovany vo vetviacom sa uretralnom pupeni, z ktorého sa d’alej vyvija renalny
zberny systém a mocovod. Expresia HNFIB bola pozorovana aj telieskach v tvare Ciarky
a pismena S, zktorych sa dalej vyvija vlastny nefron. Expresia HNFIA je obmedzena
len na miesta neskor$ich S-tvarovanych teliesok a vyvijajuceho sa proximalneho tubulu.
Zaujimavym zistenim bolo pozorovanie expresie HNF1A v mezonefrickom Wolffovov vyvode
(tvori pociatok vas deferens a epididymis u muzov) a Miillerovom vyvode, ktory tvori pociatok
maternice, vajickovodu a cervixu u zZien (COFFINIER et al. 1999).

Funkcia HNFIA je v literatire dobre popisand, na rozdiel od funkcie HNF1B, ktor4 zostava
doposial’ celkom neobjasnena. HNF1A reguluje tkanivovo-Specificki expresiu génov, ktoré
koéduju transportné proteiny v proximdlnom tubule. PONTOGLIO et al. (2000) vytvoril
dele¢nych mutantov u mys$i pre gén HNF A4, u ktorych pozoroval morfologicky normalny vyvoj
obliciek, avSak z dovodu zniZenej expresie Sgl/t2 (gén pre sodikovo-glukézovy kotransportér)
doslo u mutantov k rozvoju glykosurie. Poruchy s reabsorpciou gluk6zy boli popisané aj u l'udi
s HNFIA mutaciami. CHERET et al. (2002) pouzili na $tadium mySi s deletovanym
HNF14 apotvrdili, Ze zniZzena expresia Nptl a Npt4 v proximalnom tubule vedie u mutantov
k rozvoju fosfaturie.

Uloha HNF1B je v obli¢kéach, na rozdiel od HNF1A, popisana len &iastoéne. HNF1B rozoznava
ta ista konsenzus sekvenciu ako HNF1A, preto je mozné predpokladat’, ze sa tiez ucastni
Specifickej génovej regulacie v oblickdch. HNF1B sa viaze do vel'kého Zliabku DNA pomocou
2 DNA-viazicich domén (obr. 13). BAI ef al. (2002) identifikovali HNF1B vizobné miesta
na promotore génov Cdhl6 kdédujucom protein Ksp-kadherin a Nkcc2, ktory koduje
kotransportéry pre sodikové, draslikové achloridové i6ny. Vyskum  skupiny
GRESH et al. (2004) odhalil, Ze HNF1B priamo reguluje transkripciu viacerych génov
(UMOD, PKHDI a PKDZ2) exprimovanych v tubuldrnych epitelovych bunkach. Vsetky

spominané gény su zndme svojim spojenim s cystickymi chorobami obli¢iek: mutacie génu
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UMOD su kauzéalnou pri¢inou MCKD, mutacie PKD2 spdsobujut ADPKD a mutacie PKHD1
zapricinuju ARPKD.

Obr. 13: DNA vizobné domény (vyznacené modrym zafarbenim) a ich umiestnenie v 3D
Struktare proteinu HNF1B. Prevzaté z https://swissmodel.expasy.org.

Pri inaktivacii HNF'1B génu bola pozorovand zvySend miera bunkovej proliferacie - vysledkom
miestne Specifickej inaktivacie HNF'1B v obli¢kach bola pritomnost’ pocetnych renalnych cyst
a viacvrstvového dysplastického epitelového tkaniva v CT. U mysi s miestne Specifickou
pecenovou inaktivaciou HNF1B bol pozorovany vyskyt dysplastického epitelového tkaniva
ako v mo¢ovom mechure, tak 1 v intrahepatickych zl¢ovych cestaich. BLUTEAU et al. (2002)
potvrdili ulohu HNFIA v regulacii bunkovej proliferacie — v bunkéach peceniového adenomu
a hepatocelularnych karcindmov objavili pritomnost’ bialelickej inaktivacie HNF1A4. Toto
zistenie viedlo k zdverom, ze HNFIA plni funkciu tumor supresorového génu. Vzhl'adom
na mieru homologie medzi tymito 2 TF, je mozné predpokladat, ze aj HNFIB sa bude
uplatiiovat’ v reguldcii bunkového cyklu azohravat ulohu v patogenéze rakoviny
obli¢iek/pecene. Tento predpoklad podporuje aj vyskum skupiny REBOUISSOU et al. (2005),
ktorej sa podarilo identifikovat’ v buniek chromofébnych renalnych karcindémov bialelicku
inaktivaciu HNF1B génu.

Stadie skupiny NAYLOR et al. (2013) odhalili d’al§iu funkciu HNF1B ako jedného z hlavnych
regulatorov v procese segmentacie nefronu a formovania podocytov. Je mozné predpokladat’,

ze HNF1B riadi expresiu vSetkych segmentovo-Specifickych génov nefronu, ale ku aktivacii
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transkripcie jednotlivych génov dochadza exaktne selektivne vdaka jedine¢nej kombinacii
transkripénych kofaktorov, represorov alebo epigenetickych modifikacii. Uvazovanie
o HNF1B ako o majoritnom tubularnom regulatore podporuje aj bioinformatické stadie, ktoré
identifikovali u pocetnych tubularnych génov potencionalne HNF1B viazice miesta. Prevazna
viacsina tychto génov bola lokalizovana v proximalnej ¢asti tubulov (BRUNSKILL et al. 2008).
Stadium role HNFIB vo vyvoji obli¢iek je z experimentalneho hladiska vyzvou, pretoze

konstitutivna inaktivacia HNF1B vedie k embryonalnej letalite (BARBACCI et al. 1999).

2.6.1 HNF1B mutacie asociované s ochoreniami

V sucasnosti je v databdze Human Gene Mutation Database (HMGD) popisanych
203 mutécii, z ktorych najvacsiu skupinu tvori 94 missense mutacii, druhou najcastejSou
skupinou st delécie vel'kého rozsahu (41 mutacii) a delécie maldho rozsahu (28). V mensej
miere sa u tohto génu dalej stretdvame s mutdciami ovplyviiujicimi zostrihové miesta,
inzerciami malého/vel'kého rozsahu a s regulaénymi muticiami
( )-
Pokial' st mutéacie prendsané z rodiCov na potomstvo, uplatiiuji sa principy autozomalne
dominantnej dedicnosti. AvSak v pripade HNFIB sa Casto vyskytuju spontanne vznikajlce
mutécie, ktorym nepredchadza vyskyt v rodinnej historii a preto nie je mozné ich predikovat.
Az 50% de novo mutacii je pritom tvorenych rozsiahlymi deléciami génu HNF1B (CLISSOLD
et al. 2016). MDR génu HNFIB sa pohybuje okolo 30% - toto Cislo moZe byt eSte vysSie
v pripade, Ze sa subor pacientov obmedzi kritériami vyberu (DECRAMER et al. 2007):
e len detski pacienti
e len surcitymi rendlnymi komplikdciami (ako napr. cystické oblicky ¢i rendlna
hypodyspléazia)

e len s véasnym prejavom ochorenia.

Diabetes mellitus typu 5 u mladistvvch

HNFIB bol prvotne popisany ako kauzalny gén ochorenia diabetes mellitus typu
5 umladistvych (MODYS5). MODYS je ojedineld forma diabetes mellitus typu 2, ktora
je charakteristicka autozomalne dominantnou dedi¢nost'ou, v€asnym nastupom ochorenia,
znizenou sekréciou inzulinu a absenciou obezity u pacientov. Toto ochorenie sa ¢asto spija
s vrodenymi abnormalitami obli¢iek a genitourinadlneho traktu, pricom u pacientov mdézeme

pozorovat’ Siroké spektrum klinickych priznakov. Typickymi oblickovymi abnormalitami
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s cysty pritomné v tubuloch; klinickd manifestdcia variruje od jednoduchych -cyst,
cez multicysticki renalnu dysplaziu az po hypoplasticki glomerulocystézu. Postihnutie
obli¢iek moéze byt natol’ko véazne, ze vedie k zlyhaniu anutnej transplantdcii. Okrem
pritomnosti cyst byva MODYS5 fenotyp sprevadzany d’alSimi rendlnymi poSkodeniami,
ako je napr. oligomeganefroniou, familidrna juvenilnd hyperuremicka nefropatia a rendlna
agenéza ¢i hypopléazia. V sucasnosti je v HGMD popisanych 63 mutécii, ktoré si spajané

s fenotypom MODY 5.

Renalne komplikacie

Napriek tomu, ze MODY5 je pomerne vzacnym dedi¢énym ochorenim, casom sa ukézalo,
ze HNFIB mutacie si omnoho castejSou pric¢inou dedicnych renalnych abnormalit, nez
sa povodne predpokladalo. Na =zaklade zaverov skupiny THOMAS et al. (2011)
su heterozygotne mutacie v géne HNFIB najCastejSou monogénnou pricinou vyvojovych
portch obliciek. S mutaciami génu HNFIB sa v literatire spaja Siroké klinické spektrum
renalnych morfologickych, strukturdlnych a funkénych abnormalit, ako st napr. oblicka v tvare
podkovy, chybajica (alebo naopak zdvojend) oblicka, dilatidcia zbernych kanélikov, bilaterdlna
hydronefroza, familidrna hypoplasticka glomerulocystéza ¢i hyperuremickd nefropatia
(CLISSOLD et al. 2016). Mutacie asociované s HNFIB su tieZ najCastejSou monogénnou
pri¢inou dedi¢nych anomalii obli¢iek a mocového traktu (CAKUT). CAKUT tvori
20 — 30% zo vSetkych prenatdlne identifikovanych renalnych komplikacii, pri¢om
v 10 - 30% pripadov CAKUT podozrenia sa potvrdi HNFIB muticia
(RAAIJMAKERS et al. 2014). Vac¢sina novorodencov s HNF 1B asociovanym postihnutim
obli¢iek vykazuje pritomnost’ rendlnych cyst, pricom oblicky byvaju vo vécSine pripadov
normalnej velkosti. Cysty su pocetné a drobné, mézu sa nachadzat’ vo vSetkych segmentoch
nefronu, pripadne aj v Casti glomerulu (BOCKENHAUER a JAUREGUIBERRY 2015).

V stcasnosti je v HGMD registrovanych 58 popisanych mutacii, ktoré sa fenotypovo
manifestuji rendlnymi komplikdciami, napr. CAKUT - 34 mutacii, renalna hypodysplazia - 11
mutécii, multicystické ochorenia obli¢iek - 13 mutécii. Majoritna vicsina tychto mutacii bola
popisana pocas poslednych rokov, nakolko v minulosti boli muticie HNFIB primarne
asociované s MODY 5 ochorenim. V poslednych rokoch vSak rapidne pribadaji mutacie

spojené s renalnym patologickym fenotypom.
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Hvypomagnezémia

HNF1B sa nepodiel’a len na prenatalnej nefrogenéze, ale je implikovany aj v postnatalnych
fyziologickych funkciach na udrziavanie spravneho fungovanie tubulov. K tomuto zisteniu
viedlo vedecku skupinu ADALAT et al. (2009) pozorovanie, ze Castym klinickym prejavom
ochoreni asociovanych s HNFIB mutaciami je hypomagnezémia, pricom dochadza k stratdm
magnézia kvoli nedokonalej funkcii obliciek. V literature su s ochorenim autozomalne
dominantnej hypomagnezémie a hypokalcémie spajané mutacie génu FXYD2, ktory koduje
v podjednotku Na"/K" ATPazy regulujicej epitelovy transport iénov. FXYD2 sa exprimuje
v oblickdch au ¢loveka si popisané 3 zostrihové formy (dolezité su najmd 2 varianty:
FXYD2A - produkt vznikajuci v prevaznej miere v proximalnych tubuloch;
a FXYD2B - variant nachddzajuci sa prevazne v CT). ADALAT et al. (2009) prostrednictvom
pouzitia luciferdzovej assay zistili, Ze v intronovej oblasti medzi 2 alternativnymi iniciaénymi
exonmi FXYD2 sa nachddza HNFIB viazice miesto. Je teda mozné predpokladat,
ze HNF1B sluzi ako transkripény aktivator pre obe zostrihové formy. Tento predpoklad
podporuje fakt, Ze hypokalcémia a hypomagnezémia st vysledkom fun¢kného defektu v oblasti
CT, v ktorom sa exprimuje zostrihova forma FXYD2B. Zistenie, ze HNF1B priamo reguluje
expresiu FXYD2 proteinu kodujuceho y podjednotku Na'/K* ATPazy objasiiuje funk&né

spojenie hypomagnezémie s HNF'IB asociovanymi ochoreniami.

Neurokognitivne poruchy

HNFIB gén bol lokalizovany na chromozoéme 17ql2 zaberajuc spolu s d’alSimi
14 génmi usek velkosti priblizne 1,4 Mb genomickej DNA. Chromozomalna imbalancia tohto
useku je pomerne frekventovanym javom, Casto tu nachddzame segmentalne duplikacie
a delécie vacSieho ¢i menSieho rozsahu (MEFFORD et al. 2007). Velkost' postihnute;
chromozomalnej oblasti pri mikrodelecnom syndrome a reciprokej mikroduplikécii
sa pohybuje v rozmedzi od 1,06 do 2,46 Mb (NAGAMANI et al. 2010). Chromozomalne
imbalancie useku 17q12 sa Casto klinicky manifestuju mentalnou retardaciou, miernou formou
autizmu, epilepsiou a schizofréniou. Dlhé obdobie boli 17q12 duplikdcie spdjané najmé
s mentalnymi poruchami ana dokéazanie spojitosti s abnorméalnym renalnym fenotypom
chybali dokazy. Az FAGUER ef al. (2011) na skimanej vzorke pacientov po prvy raz popisali
spojenie 17q12 duplikécie s renalnymi abnormalitami (pritomnost’ po€etnych cyst, bilaterdlna
hypoplasticita, zvySena echogenita) a s atréziou paZerdka. Naopak 17q12 delécie sa zvycajne
klinicky prejavuju vyvojovymi abnormalitami obli¢iek, ale az doneddvna neboli asociované

s mentalnym postihnutim a spomalenim intelektualneho vyvoja. CLISSOLD et al. (2016)
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dospeli k zaujimavému pozorovaniu — u pacientov so 17q12 deléciou sa signifikantne CastejSie
objavovali neurovyvojové poruchy ako u pacientov s intragénovymi mutdciami HNFIB.
U tychto pacientov bola pozorovana delécia iseku 17q12 s vel’kost'ou priblizne 1,3 Mb —v tejto
oblasti sa nachadza spolu s HNFIB 15 génov. Presny molekularny mechanizmus vzniku
neurovyvojovych porich nie je objasneny, ale jedno z moznych vysvetleni je zalozené
na haploinsuficienci jedného z 15 génov. HNF1B sa zucastiiuje vyvoja zadného mozgu u mysi
a zebri¢iek apreto by mohol byt dobrym etiologickym génom podporujucim tedriu
haploinsuficiencie. AvSak rozdiely medzi vyskytom psychického postihnutia u pacientov
s intragénovymi  mutdciami  aupacientov s 17ql2  deléciou jasne naznacuju,
ze haploinsuficiencia nie je vysvetlenim molekularneho mechanizmu neurovyvojovych portch.
Pravdepodobnej$im vysvetlenim st komplexné interakcie medzi génmi nachadzajucimi
sa v deletovanej 17q12 oblasti a transkripénymi faktormi, ¢o umoziuje vznik neurovyvojovych

portich (CLISSOLD et al. 2016).

2.6.2 Regulacia Pkhdl promotoru

S cielom preskumat ako HNFIB mutacie vplyvaji na tvorbu cyst v oblickach,
IGARASHI et al. (2005) vytvorili animalny model transgénnych mysi u ktorych sledovali
dominantne negativnych HNF1B mutantov pod kontrolou Specifického prométoru v obli¢kéach.
U tychto mysi boli po narodeni pozorované pocetné cysty v obli¢kach, ktoré viedli k renalnemu
zlyhaniu. Cysty boli pritomné v proximadlnom/distdlnom tubule, CT av mensSej miere
sa nachddzali 1v oblasti Bowmanovho vrecka. Dolezitym faktorom uspesSnosti tohto
experimentu bolo pouZitie tkanivovo-Specifického promoétoru na regulaciu expresie HNF1B
mutantov - pri konStitutivne] inhibicii expresie HNFIB totiz dochddzalo k embryondlne;j
letalite.

Pri porovnavani expresie roznych génov spojenych s cystickymi oblickovymi ochoreniami
pozorovali IGARASHI et al. (2005) u transgénnych mysi znizena Pkhdl expresiu az o 70%
(v porovnani s wt kontrolami). Prekvapujuco expresia ADPKD génov Pkdl a Pkd2 ostala voci
kontrole nepozmenena. Pkhdl mRNA transkripty boli detekované v tubuloch bez cyst, avSak
neboli pritomné v bunkach obklopujucich cysty. Miesta expresie PKHDI sa prekryvaja
s miestami expresie INFIB — oba gény st silne exprimované v renalnych CT s niZSou mierou
expresie v proximalnych a distalnych tubuloch. Pri vyvoji metonefrosu sa oba gény exprimuju
vo vetviacom sa moc¢ovodnom pupeni a vo vyvijajucich sa tubuloch. Miesta exprexie oboch

génov vSak nie su totozné len v oblickach, ale prekryvaji sa 1 v pripade pecene (oba gény
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exprimované v intrahepatickych 1 extrahepatickych Zzl¢ovych cestdch), pankreasu
a gastrointestindlneho  traktu (NAGASAWA et al. 2002). Miestne Specifickd
HNFIB inaktivacia v peCeni méa za nasledok malformacie zl¢ovodu, fenotypovo znak
pripominajici  Zlcovodnu  dysgenézu  Casto  pritomnd  u ARPKD  pacientov
(COFFINIER et al. 2002). Prekryvajuca sa expresia oboch génov na pocetnych miestach,
napadite podobny fenotyp asociovany s mutdciami uoboch génov azniZzend expresia
PKHDI v pripade dominantne negativnych HNFI1B mutantov jasne naznacuju, ze HNF1B
by mohol priamo regulovat’ expresiu génu PKHDI. Stidium PKHDI promoétoru odhalilo
pritomnost’ evolu¢ne konzervovaného HNF1B-viaziceho DNA miesta lokalizovaného
60 bp pred miestom iniciacie transkripcie (teda v polohe — 60 bp upstream). Toto DNA viazice
miesto sa zaroven nachadza blizko hypersenzitivneho miesta pre DNazu I, ktor¢ je lokalizované
v proximalnej casti PKHDI1 promoétoru (HIESBERGER et al. 2005). Je zaujimavé,
ze pritomnost’ hypersenzitivneho miesta pre DNazu Ibola preukdzana len v rendlnych
epitelovych bunkach, nie vSak vo fibroblastoch — ¢o naznacuje, ze pri expresii v rendlnych
epitelovych bunkach st potrebné lokalne alterdcie chromatinovej Struktiry. DNA viazice
proteiny sa podielaji na indukcii remodelacie chromatinu tym, Ze povolavaji enzymy
pozmeniujuce histon acetylaciu. Ako jeden ztychto enzymov bol identifikovany sodium
butyrat, ktory inhibuje histon deacetyldzu a podporuje rozvolnenie chromatinovej Struktiry,

¢im napomaha k aktivacie promotoru.

Vyskum skupiny HIESBERGER ef al. (2005) demonstroval esencialnost’ C-terminalnej
domény HNF1B pri naviazani koaktivatorov potrebnych na spravnu iniciaciu transkripcie
PKHDI. Pokusy s pouzitim deleéného mutanta HNF-1BAC s deletovanaou oblastou 236 AMK
z C terminalneho konca odhalili, Ze aj napriek delécii velkej Casti C termindlnej domény,
HNF1B je stale schopny viazat’ sa na promo6tor PKHDI. Schopnost’ naviazat' sa na HNF1B
viazuce miesto na promotore PKHDI ostala teda neovplyvnena, HNF1B sa viazal vo forme
homodiméru alebo heterodiméru swt HNFIB. Aj naprieck uspesnému naviazaniu
vSak dochéadzalo k blokacii transkripcie. Aktivacna oblast C termindlnej domény HNF1B
sa nachddza medzi 352 — 483 AMK (HIESBERGER et al. 2005), pricom je dolezita najméa
integrita oblasti 388 — 471 AMK (pri delécii tejto oblasti dochadzalo k redukcii aktivacie
promotoru az o0 90%). Aktivacna doména je lokalizovana priblizne v strede Casti C termindlne;j
domény, na rozdiel od HNF1A, u ktorého boli identifikované 2 aktivaéné domény nachadzajtce

sa na C terminalnom konci.
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Aktivacia PKHDI promotoru je dalej stimulovand cAMP-viazacim proteinom (CBP)
a p300/CBP-asociovanym faktorom (P/CAF). Tieto elementy vystupuji ako transkripcné
koaktivatory a disponuju vlastnou histon acetyl transferazovou (HAT) aktivitou. CBP a P/CAF
priamo interaguju s C terminalnou doménou, a teda jej deléciou dochadza k znemozneniu
tejto interakcie (IGARASHI et al. 2005). Interakcia vyzaduje pritomnost HNF1B vo forme
diméru, ¢i ako homodimér alebo ako heterodimér. Ak vSak vystupuje HNF1B ako monomér,
k interakcii nedochadza. Jedno z moznych vysvetleni je, ze C terminalne doména HNF1B
interaguje s HAT len vo forme diméru (s podobnymi pripadmi sa stretivame u nativnych

proteinov ¢i pri fizovanom Gal4 proteine, kde monomér nie je schopny interakcie).

Na zaklade vedeckych skupin HIESBERGER ef al. (2005) a IGARASHI ef al. (2005) mdézeme
formulovat’ zéver, ze z hladiska regulacie PKHD1 promoétoru st esencidlnymi faktormi
u HNF1B:

e pritomnost’ C terminéalnej domény

e spravna integrita v oblasti 388 — 471 AMK

e dimerizacia proteinu
Pokial’ je ¢o i len jeden faktor naruSeny, dochddza len k naviazaniu HNF1B na DNA viazice

miesto v proximalnej ¢asti PKHD1 promotru, avsak nedochadza k aktivacii transkripcie.

Vin vivo podmienkach tkanivovo-Specificka expresia HNF-1BAC v oblickach indukovala
fenotypové prejavy podobné tym, ktoré podmieiiuje tkanivovo-Specificka inaktivacia HNF'1B.
Expresia PKHDI bola inhibovanad v cystickych zbernych kanalikoch, ale v proximalnych
tubuloch bola expresia nepozmenend. V oboch castiach nefronového segmentu
vSak dochéadzalo k expresii HNF-1BAC dele¢nych mutantov. Nakol'’ko proximalna ¢ast’ tubulov
je miestom expresie HNF14, je mozné predpokladat’, ze tu dochddza ku kompenzécii straty
funkcie HNF1B prostrednictvom HNF1A. Tento kompenza¢ny mechanizmus mdéze sluzit
bunke na ochranu pred represiou PKHDI expresie, ¢o v konecnom désledku ochrani bunku

pred tvorbou cyst (HIESBERGER et al. 2005).
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3. Ciele prace

Prvym cielom mojej diplomovej prace je vytvorit prehlad vySetreni siboru ARPKD
suspektnych pacientov, u ktorych boli analyzované zaroven gény PKDHI a HNFIB, v obdobi
od roku 2012 do roku 2015.

U tychto pacientov bol prvotne analyzovany gén PKHD1, ktory je v literatire popisany ako gén
zapricinujuci ARPKD, pricom sa nepodarilo identifikovat’ pritomnost” dvoch mutacii, ktoré
su potrebné na potvrdenie diagndzy. Preto som u tychto pacientov d’alej sekvencne analyzovala
gén HNF'1B. Mutacie tohto génu st v literature spajané s napodobiiovanim rendlneho fenotypu
ARPKD. Preto je mozné v pripade negativneho vysledku muta¢ného screeningu PKHDI

predpokladat’, Ze mutécie zodpovedné za rendlne komplikacie najdeme v géne HNF'IB.

Druhym cielom prace bolo zavedenie a optimalizacia metody diagnostikovania génu HNFIB
na molekularnej Grovni. Vo svojej praci som sa zamerala na popisanie limitov pouzitych metod

a snahu navrhnut’ efektivny pristup z hl'adiska molekuldrnej diagnostiky tohto génu.

Ako treti ciel som si stanovila preskimat’ genotypovo-fenotypovu koreldciu medzi
identifikovanymi mutaciami v géne HNFIB, klinickou manifestaciou a vekom pozitivnych
pacientov. Mutdcie asociované s génom HNFIB si najcastejSim dovodom oblickovych
malformécii u deti (CLISSFOLD et al. 2016) a tvoria najcastejiu pri¢inu prenatdlne
detekovanych hyperechogenickych obliciek, ktoré mdzu byt’ zvécSene, ale 1 normalnej vel'kosti
(MADARIAGA et al. 2013). Podla zdverov RAAIJMAKERS et al. (2014) sa HNF'1B mutacie
pri¢inou 1% - 30% prenatalne diagnostikovanych CAKUT pripadov. CLISSOLD et al. (2016)
identifikovali, Ze aZ 50% mutacii je tvorenych rozsiahlymi deléciami génu HNFIB
(CLISSOLD et al. 2016). Na zéklade tychto informécii som formulovala svoju hypotézu
nasledovne: v genotypovo-fenotypovej korelacii detekovanych HNF1B mutécii bude zohravat’
doleziti ulohu vek pacienta, v ktorom sa prejavili rendlne komplikacie. Predpokladam,
ze vo vacsine pripadov sa HNF1B mutacie budu nachadzat’ u detskych pacientov a pacientov
s prenatalne detekovanymi rendlnymi komplikaciami. Predpokladam, ze 50% z detekovanych

mutacii budu tvorit’ delécie vacsieho rozsahu.
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4. Material a metody
4.1.Subor pacientov

Na vyskumnu cast’ diplomovej prace som mala k dispozicii subor 28 pacientov, ktori
splnili stanovené klinické ARPKD kritéria: 1) typické znaky postihnutia obli¢iek pozorovatelné
ultrazvukom (zvacsené hyperechogenické oblicky s bilateralne zhorSenou kortiko-medularnou
diferencidciou) 2) typické postihnutie pecene (CHF, malformacie zIcovodu) 3) normalny nélez
pri vySetreni ultrazvukom u oboch rodi¢ov (v sulade s principom autozomadlne recesivnej
dedic¢nosti).

Vzorky pacientov boli ziskavané priebezne pocCas rokov 2012 — 2015 na nefrologickom
oddeleni VSeobecnej fakultnej nemocnice v Prahe, Fakultnej nemocnice v Motole a ostatnych
spolupracujucich pracovisk. V subore pacientov sa nachadzali 3 plody, z toho jeden plod
pochadzal zumelo preruseného tehotenstva. Vekové rozmedzie zijicich pacientov
sa pohybovalo od 2 mesiacov az po 50 rokov (v niektorych pripadoch som nemala k dispozicii
presné vekové udaje od klinickych lekarov). V subore sa nachadzali okrem ARPKD
suspektnych pacientov aj zdravi rodinni prislusnici, ktorych analyza bola dolezita z hl'adiska
rodinnej anamnézy. V subore pacientov sa nachadzali aj zdravé pary, ktoré planovali
rodicovstvo, ale v predoslych tehotenstvach sa u plodu vyskytli ARPKD priznaky.

Od vsetkych pacientov (pripadne ich zékonnych zastupcov) zaradenych do Stadie bol vopred
zajisteny pisomny informovany suhlas s molekularne genetickym vySetrenim v ramci
aktualneho prebiehajuceho sthlasu. Pri praci so vzorkami som dbala na zachovanie anonymity
vySetrovanych subjektov. Zoznam pacientov je zhrnuty v tabulke ¢. 1 spolu s uvedenym
pohlavim, vekom prejavenia priznakov ARPKD a vysledkom analyzy génu PKHDI. Analyzu
génu PKHD] spracovala moja konzultantka Mgr. Lena Obeidova a s jej povolenim som tieto

vysledky pouzila ako vychodzi bod mojich analyz.

Vek manifestacie

Pacient Pohlavie Klinické prejavy PKHD1
ARPKD
1744/12 Z 2,5 neuréena forma PKD
1608/12 7z 4 neurcena forma PKD
) ’ bllateralr%evr zvacSené G705V X1 1
640/15 V4 po narodeni oblicky s
) ) 52861G
mikrocystami
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N«

prenatalna forma

716/15 prenatalne ADPKD X
chronické zlyhanie
943/12 Z 12 obliciek, X
transplantacia
886/12 M v detskom veku N 1307T
prenatalne
. , mikrocysticka
1360/12 Z prenatalne degenericia oboch X
obliciek, RCAD
podozrenie na letalny
160/12 Z prenatalne kongenitalny X
kontrakturny syndrom
chronické zlyhanie
889/12 M 10 obliciek, X
transplantacia
446/13 plod UuT ARPKD suspeking Q905X
plod
1630/13 M N zdravy otec N
1340/13 M perinatalne N X
918/15 plod prenatalne ARPKD suspeking X
plod
471/15 M N zdravy otec R92Q
467/15 Z N zdrava matka 1417V
1222/15 M 50 renalne cysty X
885/12 M perinatalne N X
884/12 M perinatalne N X
701/14 M perinatalne N X
605/14 M 2 mesiace N T36M
afunkéné polycysticke
140/15 plod prenatalne obli¢ky (21. tyzden), X
ARPKD suspektné
1439/15 M prenatalne N X
021/16 M perinatalne N ; (2;;2? 4271;:;
094/16 M perinatalne N X
1178/12 Z perinatalne N X
887/12 M perinatalne N Thr579Met
797/13 M po narodeni N X
1440/15 Z N zdrava matka 797/15 N

Tab. 1: Zoznam pacientov. Pohlavie: M (muz), Z (?ena), UUT (umelo ukonéené tehotenstvo).
U niektorych pacientov nie su pozadované informacie k dispozicii (N).
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4.2 Metody

K analyze génu HNF'IB som pouzivala metodu Next Generation Sequencing (NGS) —
pyrosekvenovanie (454 Life Sciences) - pricom ndjdené mutacie som nasledne overila priamou
sekvendciou. VicSinu vzoriek som analyzovala pouzitim reakcie PCR, prostrednictvom
sekvenacnej reakciou som ziskala produkt na sekvenovanie, ktory som precistila a nasledne bol
sekvenovany na principe Sangerovho sekvena¢ného principu. Na analyzu rozsiahlejSich
delécii/duplikacii génu HNFIB som pouzivala metdodu multiplexovej amplifikdcie zavislej
na ligacii sond (MLPA). N4jdené muticie som hladala v databdze HGMD a ich mozny

patogénny ucinok som skumala s pouzitim predikénych programov.

4.2.1 Ziskavanie vzoriek DNA

Izolacia gendmovej DNA bola uskutocnena na automatizovanej linke QIAcube
(Qiagen) s pouzitim kitu QIAamp DNA mini kit (250). DNA materiél bol ziskany z lymfocytov
periférnej krvi pacientov, vysledna koncentracia DNA bola priblizne 30 pg/ml. V pripade
izolacie z amniocytov plodovej vody bola izolacia manuélna s pouzitim kitu QIAamp DNA
mini kit (250) a vyslednd koncentracia DNA sa pohybovala okolo 15-20 pg/ml. Pripravu DNA
vzoriek zabezpegili pracovnici laboratoria molekuldrnej diagnostiky Ustavu biologie

a lekarskej genetiky 1. LF a VFN.

4.2.2 Priprava génovej kniZnice

Na pripravu génovej kniZznice som pouzivala amplifika¢nii PCR reakciu so Specificky
navrhnutymi primermi (gén HNFIB pozostdva z 9 exdénov; sekvencie pouZitych primerov
uvadzam v tab. 2 spolu s rozsahom bp produktov, ktoré som pouzitim takto nadizajnovanych
primerov ziskala). Primery boli nadizajnované tak, aby vysledny produkt pokryval cely exon
plus vpriemere 50 bp =z intronove] oblasti, downstream 1 upstream. K HNF1B
komplementarnym sekvenciam bola pridana sekvencia primeru M13, vd’aka comu vznikali
PCR produkty so sekvenciou M13 na koncoch fragmentov. Pouzivala som primery vyrobené
firmou GENERI BIOTECH. Reak¢énd zmes pozostavala z 9 ul PPP Master Mixu (Top-Bio),
0,6 ul oligonukleotidov (0,3 ul forward + 0,3 ul reverse, koncentracia 0,1 mM) a 0,4 ul DNA

materidlu. Amplifikacia prebiehala na pristroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) s pouzitim
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programu: denaturacia 95°C/5 min; 35 cyklov: 94°C/30 s, 58°C/30 s, 72°C/30 s; zaverecna
polymerizécia 72°C/7 min.

Primer: Rozsah
Exon
Forward (5’- 3’) / Reverse (3’- 5°) [pb]
F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGG TGG AGG GGT TCC TGG AT
1 528

R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC CGG GCG CAG TGT CACTCA GG

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTC CCA CTA GTA CCCTAA CC

2 291
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAG AGG GCA AAGGTCACTTCAG

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGT GAA GGC TAC AGA CCCTATC

3 365
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTC CTG GGT CTG TGT ACT TGC

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT TTG TGT TTT TGG CCA AGC ACC A

4 381
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAC CAG ATA AGA TCC GTG GC

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGC CGA GTC ATT GTT CCA GG

5 276
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCT CTT ATCTTA TCA GCT CCA G

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TCT TTT GTG GTC CAA GTCC

6 288
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAG TTT GAA GGA GAC CTA CAG

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT ATC CAC CTC TCC TTA TCC CAG

7 341
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC ACT TCC GAG AAA GTT CAG ACC

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT TTT GCC TGT GTA TGC ACCTTG

8 257
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC GCC GAG TCC ATG CTT GCC AC

F: TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTT TGC TGG TTG AGT TGG GC

9 208
R: CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTC CAT GAC AGC TGC CCA CAG

Tab. 2: Zoznam navrhnutych primerov pre gén HNFIB s vyznacenou ¢ast'ou pridaného M13 primeru,
(v primeroch pre 1. exon vyznacené zvyraznenim).

Kontrolnu elektroforézu produktov amplifikacie som robila na 2% agar6zovom géle s pouzitim
bromfenolovej modrej farbicky, pri konStantom napiti 150V po dobu priblizne 20 minnut.
Ako interkala¢né ¢inidlo som pouzivala GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium),
ktoré¢ som pridavala priamo do gélu. Ako marker som pouzivala GeneRuler 100bp DNA

(v koncentracii 0,5 pg/ul; od firmy Fermentas). Elektroforéza prebiehala s pouzitim pristroja
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PowerPac Basic (Bio-Rad Laboratories). Produkty PCR som detekovala pouzitim
UV transiluminéatoru (LKB 2011 MacroVue Transilluminator).

Optimalizacia podmienok PCR reakcie

Pri pouziti anelacnej teploty 58°C som na kontrolnej elektroforéze pozorovala

nespecifické produkty v exéne 1, 3 a 9 (obr. 14).

Obr. 14: Vizualizacia PCR produktov u pacientov 1744/12 a 1608/12. Pri ex6ne 1, 3 a 9 mézeme
v oboch pripadoch pozorovat’ neSpecifické produkty. M = marker

U tychto exonov som musela optimalizovat’ podmienky reakcie tak, aby som zniZila vyskyt
nespecifickych produktov na minimum. Nakol’ko som pouZivala vopred pripraveny PPP mix
od vyrobcu, moznosti optimalizacie boli obmedzené — nemohla som pozmenit’ koncentraciu
Mg?* i6nov a tym ani ovplyvnit hodnotu pH reakcie. Preto som experimentovala s meniacimi

sa teplotami anelacie (58°C - 62°C) a s pridanim 0,5 pl DMSO do reakénej zmesi (obr.15).

1 23 4M5 6 T8 910 1112 M131415161718 1920 M 21 22 23 24

3 _E '
[ . - -
s Badl S ARY - _

adalel =

Lol

Obr. 15: Elektroforeticky zaznam optimalizacie exénov 1, 3 a 9. V jednotlivych drahach nasledovné:

M=marker, 1 - ex. 1, 58°C bez DMSO, 2 — ex. 1, 58°C s DMSO, 3 —ex. 1, 60°C s DMSO, 4 —ex. 1,
60°C s DMSO, 5 — ex. 3, 58°C bez DMSO, 6 — ex. 3, 58°C s DMSO, 7 — ex. 3, 60°C bez DMSO,
8 —ex. 3, 60°C s DMSO, 9 — ex. 9, 58°C bez DMSO, 10 — ex. 9, 58°C s DMSO, 11 — ex. 9, 60°C bez
DMSO, 12 —ex. 9, 60°C s DMSO, od drahy 13 — opakovanie poradia od drahy 1 (pre dvojiti kontrolu)
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Optimalny vysledok som dosiahla pri podmienkach reakcie zhrnutych v tab. €. 3.

Exén Anela¢na teplota Pridanie 0,5 pl DMSO
1,3,9 60°C ano
2,4,5,6,7,8 58°C nie

Tab. 3: Vysledné optimalne podmienky PCR reakcie.

Pri pouziti tychto podmienok reakcii boli vysledné PCR produkty relativne Cisté
bez pritomnosti neSpecifickych produktov (obr.16), a teda boli vhodné na pouzitie do d’alsich

krokov mutacnej analyzy.

Obr. 16: Elektroforeticky zaznam produktov (1.-9. exon HNF1B) po zavedeni
optimalnych podmienok reakcie pre jednotlivé exony. M= marker

4.2.3 Sekvenacéna PCR reakcia

Sekvenacnu reakciu som pripravovala do objemu 10 pl ( 9,7 pl reakénej zmesi
+ 0,3 pl produktu PCR reakcie). Pri PCR produktoch so slab$§im signalom na kontrolnej
elektroforéze som pridavala do reakcie 0,5 — 1 pl. Reakénd zmes pozostavala z 1 ul reagencie
BidDye terminator (Thermo Fisher Scientific), 2 pl tlmivého roztoku (Thermo Fisher
Scientific), 6,5 pl sterilnej vody (pri vSetkych experimentoch som pracovala so sterilnou vodou
Braun Medical alebo s vodou, ktord bola priloZzena v baleni konkrétneho pouzivaného kitu)

a 0,2 ul primeru M13 s koncentraciou 100 pmol/ul (Generi Biotech). V tabulke ¢. 4 uvadzam
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dizajn primerov pouzitych pre tuto reakciu. Pri priprave génovej kniznice Sekvenacna reakcia
prebiehala na pristroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) s pouzitim programu: denaturacia
98°C/5 min; nasledne 25 cyklov 96°C/20 s, 50°C/10 s 60°C/4 min; zavere¢na polymerizacia
60°C/2 min.

M13 Forward (5’- 3’) primer: TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 Reverse (3’- 5’) primer: CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Tab. 4: Forward a reverse M 13 primer pouzity v sekvenacnej PCR reakcii.

4.2.4 Precist'ovanie produktu pred sekvenovanim

Pre lepSie vysledky pri samotnej sekvenacii som produkt sekvenacnej PCR reakcie
vzdy precistovala nasledovnym sposobom. K 10 ul PCR produktu som pridala 26 ul zmesi
octanu sodného a 96% etanolu (1 pl NaOAc + 25 pl etanolu). Po kratkom premieSani som
nechala zmes odstat’ pri laboratornej teplote 15 minut. Zmes som dala sto¢it’ do centrifugy
na 30 min/14 500 rpm. Odstriekla som supernatant (produkt ¢istenia ostal v pelete), pridala
60 ul 70% etanolu, dala stocit’ do centrifugy (10 min/14 500 rpm) a neusadeny obsah skimavky
opit’ odstranila. ESte raz som pridala 60 pl 70% etanolu a opakovala predchadzajici krok.
Po odstrieknuti neusadeného supernatantu zo skiimavky som nechala pelety dokladne vysusit
pri teplote 40°C na termobloku Dry Bath Incubator (Major Science). Nasledne som pridala
30 pl formamidu a pri teplote 96°C som nechala zmes denaturovat’ po dobu 5 min. Thned’
po denaturacii som vzorky prudko schladila v chladiacom stojane a uschovala do mraziaceho

boxu, kde ostali uschované az do sekvenacie.

4.2.5 Sekvenacia
Sekvenaciu vzoriek realizovali pracovnici laboratéria molekularnej diagnostiky Ustavu

biologie a lekarskej genetiky 1. LF a VFN s pouZitim pristroja ABI PRISM 3130 Genetic

Analyzer (Life Technologies) metédou Dye-terminator sequencing.
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4.2.6 MLPA

Na detekciu HNF'1B delécii a duplikacii som pouzivala metodu MLPA (MRC-Holland).
Tato metodda je zalozend na kvantifikacii poctu opakovani prostrednictvom amplifikécie
Specifickych sond. Kazd4 sonda sa sklada z 2 oligonukleotidov, ktoré hybridizuju k cielovym
sekvenciam a su ligované do jednej sondy. V d’alSom kroku st sondy amplifikované
PCR reakciou s pouzitim rovnakého paru primerov. Fluorescencne znaceny PCR primer
umoziuje vizualizaciu produktov pocas separacie fragmentov (separacia prebieha na principe
kapilarnej elektroforézy). Pre analyzu génu HNFIB som pouzila kit SALSA MLPA probemix
P241-D2 MODY mix 1, ktory obsahuje 42 prob pre 4 gény: GCK, HNFI1A, HNF1B a HNF4A.
Usporiadanie prob pre HNFIB gén uvadzam na obr. 17. Pri metdde MLPA som pouzivala
pristroj MyCycler (Bio-Rad Laboratories), kde som si vytvorila potrebné teplotné programy.

Length | SALSA MLPA| HNF1B Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to

(nt) probe Exon NM_ 000458.3 adjacent to ligation site) next probe

start codon 195-197 (exon 1)
484 16912-118619 Exon 1 199-200 TTGGAAAATGGT-GTCCAAGCTCAC 5.3 kb
160 07699-L07458 Exon 2 591-592 TGCAGCAACACA-ACATCCCCCAGA 5.9 kb
386 16909-L21376 Exon 3 876-877 CTGAGCCCACCA-ACAAGAAGATGC 1.9 kb
364 07701-L07460 Exon 4 1070-1069 reverse | ACACGGACCTCA-GTGACCAAGTTG 0.2 kb
301 16908-L19837 Exon 4 1231-1230 reverse | TACCTGACAGCT-TGTTTGGAGGAG 21.1 kb
238 | 16906-L19835 |  Exon5 20 ”trzzt:rr o > | CTCCAGAGCGAC-AATGGCCCAGGT 5.5 kb
463 07704-L07463 Exon 6 1418-1419 GTCTCAGGAGGA-GGTTTGCCCCCA 4.0 kb
136 09858-L21367 Exon 7 1653-1652 reverse | GCTCTGCTGCAT-GAGGGGCTGCTG 2.0 kb
202 08298-L09334 Exon 8 1817-1818 AGCAGCATCAGT-ACACTCACCAAC 11.9 kb
436 16910-L19839 Exon 9 2007-2006 reverse | GAGGTGCCAGCA-GGACGTCCGTCA

stop codon | 1866-1868 (exon 9)

Obr. 17: Usporiadanie SALSA MLPA prob pre sekvenciu génu HNFI1B (prevzaté¢ z
)

V prvom kroku som denaturovala 1,5 pl DNA + 1 pl vody (riedenie som robila tak, aby som
vo vysledku ziskala 50-200 ng DNA) pri teplote 98°C/5 min, nechala klesnut teplotu
na 25°C a ku vzorkdm pridala 0,75 pul MLPA buffer + 0,75 pl SALSA probe mix. Nasledne
som nechala proby hybridizovat’ pri teplote 60°C/16 hod. K vzorkdm s prihybridizovanymi
probami som pri teplote 54°C pridala 16 pl ligacnej zmesi (12,5 pl vody + 1,5 pl Ligase-65
buffer A + 1,5 ul Ligase-65 buffer B + 0,5 ul Ligase-65) a pri teplote 54°C nechala ligovat’
po dobu 15 min.

Druhym krokom bola PCR reakcia, ktora prebiehala s pouzitim programu:
denaturdcia 98°C/5 min; 35 cyklov: 95°C/30 s, 60°C/30 s, 72°C/1 min; zé&verecna
polymerizéacia 72°C/20 min. Reakénd zmes pozostavala z 3,75 pl vody + 1 pul SALSA primer
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mix + 0,25 pl SALSA Polymerase a pridavala som ju priamo do skumaviek k vzorkam
s ligovanymi sondami. Po skonfeni PCR reakcie boli vzorky analyzované prostrednictvom
fragmentacnej analyzy s vyuZitim genetického analyzatoru ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(Life Technologies). Tuto Cast’ experimentu realizovali pracovnici laboratéria molekularne;j
diagnostiky Ustavu biolégie a lekarskej genetiky 1. LF a VEN. Vysledky analyzy som
vyhodnocovala s pouzitim zakipenej verzie programu Coffalyser.Net (MRC-Holland).

4.2.7 Next Generation Sequencing — pyrosekvenovanie

Na analyzu bodovych mutécii som pouzivala metédu pyrosekvenovania 454 Life
Sciences (obr. 18). Postupovala som podl'a navodu Sequencing Method Manual, GS Junior

Titanium Series (January 2013, 454 Sequencing, Roche).

Add PCR Micro-reactors
reagents and
emuision oil

PCR in ‘water-in-oil’ Isolate DNA
emulsion containing beads
Load beads onto
PicoTiter™ plate
g Load enzyme beads I

Read flowgram

PPi.r . =
APS/J o R L A
ATP __~Luciferin 1L BRI ER T
Sulfurylase \‘1/

sequencer Luciferase Light + oxyluciferin

Obr. 18: Postup a naslednost’ jednotlivych krokov pyrosekvenovania. Prevzaté a upravené z GEGA a
KOZAL 2011.
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4.2.7.1 Priprava génovej kniZnice

Pri priprave génovej kniznice som postupovala rovnako ako v kapitole 4.2.2.
Amplifikécia prebiehala na pristroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) s pouzitim programu:
denaturacia 95°C/5 min; 35 cyklov: 94°C/30 s, 58°C/30 s, 72°C/30 s; zavere¢na polymerizacia
72°C/7 min.

4.2.7.2 Inkorporacia MID znaciek

Kazdému pacientovi bola priradena Specifickd MID znacka, ktord umoznila v d’al§ich
krokoch zmiesat’ vSetkych pacientov do jednej skimavky a rozpoznanie vysledkov sekvenécie.
Inkorporacia prebiehala formou PCR reakcie s pouzitim nadizajnovanych primerov
(Generi Biotech) uvedenych v tab. 5. Primery boli skonstruované tak, aby obsahovali sekvencie
komplementarne k M13 primeru, Specificki MID znacku a adaptory A a B. Adaptory A a B
boli tvorené kratkymi oligonukleotidmi, ktoré sa pripajali k PCR produktom z oboch stran.
Adaptor A sluzi na prichytenie DNA k magnetickej gulicke. Adaptor B je komplementarny

k primeru, ktory sluzi na iniciaciu DNA syntézy pocas sekvenovania.

Znacka Sekvencia primeru (5-3")

MID1 F:CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAC GAG TGC GTT GTA AAA CGA CGG
CCA GT
R: CIAIGOIGCEITIGICCAIGECICGEIIGAIGAC GAG TGC'GTC AGG AAA CAG CTA
TGA CC
MID2 F: CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAC GCT CGA CAT GTA AAA CGA CGG
CCA GT
R: CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GAC GCT CGA CAT AGG AAA CAG CTA
TGA CC
MID3 F: CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAG ACG CAC TCT GTA AAA CGA CGG
CCA GT
R: CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GAG ACG CAC TCT AGG AAA CAG CTA
TGA CC
MID4 F: CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAG CAC TGT AGT GTA AAA CGA CGG
CCA GT
R: CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GAC CAC TGT AGT AGG AAA CAG CTA
TGA CC

Tab. 5: Dizajn primerov pouzitych na PCR reakciu za uc¢elom inkorporacie Specifickych znaciek
pacientom a pridanie adaptorov k produktom. Kazdy primer sa skladal z sekvencie komplementérne;j
k M13 primeru (zvyraznené), Specifickej znacky MID (zvyraznen€) a adaptoru A (forward)

a B (VER0).
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Na reakciu som pouzila 0,25 pl PCR produktu (z kroku 4.2.7.2) a 243 pl vody, ¢im som ziskala
972x zriedeny produkt. K takto nariedenej DNA som pridala 29 pl reakénej zmesi:
22,04 pl vody + 3 pl tlmivého roztoku (Thermo Fisher scientific) + 2,4 ul ionov MgCl1*
(Thermo Fisher Scientific) + 0,6 ul ANTP (Promega) + 0,72 ul Taq polymerazy (Thermo Fisher
Scientific) + 0,12 pl MID znaciek s koncentraciou 50 uM. Pouzila som pristroj MyCycler
(Bio-Rad Laboratories) a nasledovny programu: pociato¢na denaturacia 95°C/5 min; nasledne
35 cyklov 95°C/30 s, 65°C/30 s, 72°C/1 min; zaverecna polymerizacia 72°C/7 min.

Vysledné produkty som skontrolovala elektroforézou, empiricky som zhodnotila intenzitu
signalu jednotlivych ex6nov a na zéklade zhodnotenia som si stanovila aky objem jednotlivych
produktov (priklad uvadzam v tab. 7) budem davat’ do nasledujuceho kroku miesania génovej
kniznice. Z exénov krat$ej dizky som pridavala do génovej kniZnice mensii objem, naopak

z exonov, ktoré boli dlhsieho rozsahu som pridavala va¢si objem.

4.2.7.3 MiesSanie a pre€istovanie kniZnice

V tomto kroku bolo déleZité odstranit’ zbytky tlmiacich roztokov z PCR reakcie
a nedoamplifikované retazce DNA. Na zaciatok som si pripravila podl'a tab. 6 génovl kniZnicu
zmieSanim PCR produktov dané¢ho pacienta (s rovnakou MID znackou). Tymto som ziskala

jednu skimavku, v ktorej boli zmieSané vsetky exdny génu HNF1B jedného pacienta.

KorPko pl som brala na zmieSanie génovej
Exén
kniZnice
1 Sul
2 3ul
3,4,5 4 ul
6,7,8,9 4l

Tab. 6: Priklad objemov jednotlivych exonov, ktoré som pouzivala pri
mieSani génovej kniznice dané¢ho pacienta.

Nasledne som kniznice jednotlivych pacientov precistovala s pouzitim kitu Agentcourt®
AmPure® XP (Beckman Coulter). Pripravila som si 30 pl guli¢iek ku ktorym som pripipetovala
k 25 pl zmieSanej génovej kniznice (u kazdého pacienta samostatne). PremieSala som
10x pipetou a nechala 5 min inkubovat’ pri laboratdrnej teplote. Nasledne som skimavky
presunula na magneticky stojan DynaMag™ (Invitrogen) a nechala 2 min nachytavat’ gulicky.
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Odstriekla som supernatant, pridala 200 pl 70% etanolu, nechala 30 s na magnetickom stojane
a opat’ odstranila supernatant. Tento krok som zopakovala este 1x. Nasledne som nechala peletu
vysusit’ na magnetickom stojane priblizne 10 min (popraskany povrch bol znakom optimalneho
presusSenia). K vysusenym gulickam som pridala 20 pl vody a rozsuspendovala pipetovanim.
Umiestnila som na magneticky stojan a nechala nachytat’, supernatant som preniesla do ¢istych

skiimaviek.

4.2.7.4 Kvatifikacia a riedenie kniznice

Na meranie koncentracie DNA som pouzivala Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay
Kit (Invitrogen). Pripravila som si kalibracnt krivku podla rozpisu uvedeného v tab. 7
a DNA vzorky som pripravila pridanim 2 pl DNA do 48 pl 1xTE tlmivého roztoku. Tesne pred
meranim (picogreen na svetle rychlo degraduje) som si pripravila roztok zmieSanim 1xTE
tlmivého roztoku s reagenciou picogreen tak, aby bol zachovany pomer reagencie picogreen
0,5 pul/100 pl 1xTE roztoku. Z tohto roztoku som pridavala k meraniu rovnaky objem, aky bol
v skumavke (t.j. kalibra¢na krivka 45 pl a vzorky 50 pl).

Samotné meranie som robila na fluorimetri DQ 300 (Hoefer) , najprv som si nastavila
kalibracny rozsah pristroja s pouZzitim vopred pripravenych roztokov na vytvorenie kalibracne;j
krivky. Nasledne som zmerala koncentraciu jednotlivych vzoriek. Je potrebné si uvedomit,
ze DNA bola 50x nariedend (davala som 2 pl do 48 ul 1xTE roztoku a pred samotnym meranim

som pridala 50 pl TE s picogreen reagenciou).

Vzorka Koncentracia Riedenie

1 1000 49 pl 1xTE + 1 pl lambdy

2 100 45 ul 1XTE + 5 pl z 1. vzorku (konc. 1000)

3 10 45 wl IXTE + 5 pul z 2. vzorku (konc. 100)

4 1 45 pl 1XTE + 5 ul z 3. vzorku (konc. 10), odobrat’ 5 pl
tak, aby bol vysledny objem 45 pl

5 0 45 ul 1xTE

Tab. 7: Rozpis namieSania roztokov potrebnych na kalibraciu fluorimetra.

Namerané hodnoty som dosadzovala do rovnice regresie:
y=ax+b
(y — hodnota fluorescencie; a - vypocitana hodnota sklonu krivky;

x — hodnota koncetracie; b — konstanta)

60



Pri tychto vypoctoch som pouzivala program Excel s funkciou linedrnej regresie. S pomocou
tejto funkcie som po zadani nameranej hodnoty fluorescencie automaticky ziskala hodnotu
koncentracie DNA daného vzorku. Z hodnoty koncentracie som dalej vypocitala kolko

ul DNA mam pouzit’ na nasledujucu PCR reakciu tak, aby som do reakcie dala 20 - 50 ng DNA.

Na zéklade nameranych hodndt koncetracie som vypocitala kol’ko médm pridat pul 1xTE
tlmivého roztoku k 1 ul DNA jednotlivych vzoriek tak, aby bola vysledna koncentracia
kniznice 1x10° molekul/ ul. Takto pripravené vzorky som zmiesala v pomere 1:1 — od kazdého
pacienta som brala 2 ul DNA kniznice, ¢im som ziskala jednu skiimavku s rovnakym podielom
jednotlivych pacientov (MIDov) v koncetracii 1x10° molektl/ pl. Z tejto skimavky som
odobrala 2 pl kniZnice a zmieSala s 198 pl vody, ¢im som ziskala vyslednu génovu kniZznicu

s koncetraciou 1x107 molektl/ ul a rovnakym podielom zastipenia jednotlivych pacientov.

4.2.7.5 Emulzna PCR reakcia (emPCR)

Kazda jedna gulicka vytvarala samostatny replikon, ktory obsahoval prave jeden
konkrétny fragment DNA. Pri amplifikacii fragmentov bolo preto potrebné zabezpecit
optimalne mikroprostredie. Na tento G€el som pouzila emulzny olej, ktory pokryval povrch

jednotlivych guli¢iek a tym branil Gniku fragmentov na susedné gulicky.

Na pripravu emPCR som pouzivala GS Junior Titanium emPCR (Lib-A) kit (Roche Applied
Science). Kit obsahoval 3 balenia, ktoré som pouZivala na odlisné medzikroky v rdmci pripravy
emPCR. Oil and Breaking Kit som pouZila na pripravu emulzie: 1,72 ml vody som ddkladne
rozmieSala s 430 pul Mock Mixu, nasledne som z tejto zmesi odobrala 2 ml a pridala do falkonky
k emulznému oleju as pouzitim pristroja IKA Ultra Turrax (Sigma-Aldrich) som zmes
homogenizovala 5 min/4 000 rpm. Na pripravu PCR reak¢nej zmesi som pouZila balenie
emPCR Reagents, Lib-A. Pripravila som si 2 zmesi (Amp mix A + Amp mix B), pricom ich
zloZenie bolo objemovo rovnaké: 205 pl vody + 260 pl aditiv + 135 pl Amp Mix (mix A a B)
+ 40 pl Amp Primer (mix A a B mali odlisné primery) + 35 ul Enzyme mix + 1 pl Ppiase.
Na pripravu guli¢iek som pouzila Bead Recovery Reagents. Pripravila som si roztok 4,5 ml
vody + 0,5 ml Wash buffer, ktorym som 2x premyla gulicky A a B (1 ml do skimavky A i B,
kratke premieSanie, stoCit’ — otocCit’ vzorku o 180° — stocit’ (SOS), odstrieknut’ supernatant).
Nasledne som si pripravila génovu kniznicu tak, Ze som zobrala 1 pl kniznice (s koncetraciou
1x10° molekul/ pul) a pridala 99 ul 1xTE — &im som ziskala DNA kniZnicu zriedenti na 1x10’
molekul/ pl. Z takto zriedenej kniznice som odobrala 0,5 pul a pridala k 29,5 ul vody, kratko
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premiesala a z tejto zmesi som 10 pl pridala do skimavky s gulickami A a 10 pl do skimavky
s guli¢ckami B. Tymto spdsobom som do jednej reakcie davala 0,5 ul nariedenej kniznice (1x10’
molekul/ ul), o je 1 molekula na gulicku. Ku gulickdm A som pridala 600 pl Amp Mixu A,
zmes pridala do falkonky k emulznému oleju a homogenizovala 5 min/2 000 rpm s pouZzitim
IKA Ultra Turrax. Rovnaky postup som opakovala s gulickami B, ku ktorym som pridavala
Amp Mix B. Takto pripravenii emulziu som rozpipetovala po 80 pl do stripov. emPCR
prebiehala na pristroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) s pouzitim programu: pociato¢na
denaturacia 94°C/4 min a nasledne 50 cyklov 94°C/30 s, 58°C/4 min 30 s, 68°C/30 s; zavere¢na

polymerizacia v tomto programe nebola doporucena.

4.2.7.6 Premyvanie a obohacovanie guli¢iek

Premyvanim guli¢iek som odstranila olej a izolovala gulicky s naviazanymi
fragmentami DNA. Gulicky bez naviazanych fragmentov DNA (,,prazdne®) by nepriaznivo
ovplyvnili efektivitu sekvenovania, preto bolo potrebné ich odstranit’. V tomto kroku som opét’
pouzivala GS Junior Titanium emPCR (Lib-A) kit (Roche Applied Science) a to konkrétne
balenie Bead Recovery Reagents a emPCR Reagents, Lib-A.

Emulziu som zo stripov preniesla do falkonky a stripy nasledne 2x precistila 100 pl
1zopropanolu, vyslednu falkonku som doplnila izopropanolom do 35 ml, premiesala a stocila
5 min/930 g. Supernatant som odstriekla a k pelete som pridala 10 ml Enhancing Buffer,
v ktorom som peletu dokladne rozsuspendovala. Doplnila som izopropanolom do 40 ml, stocila
5 min/930 g a supernatant som zliala cez odpadnu falkonku. Peletu som doplnila izopropanolom
do 35 ml a opakovala predosly postup. Nasledne som doplnila peletu 96% etanolom do 35 ml
a opakovala postup. Na zaver precistenia som doplnila do 35 ml Enhancing Buffer, stocila
5 min/930 g a supernatant zliala cez odpadntl falkonku tak, aby mi v povodnej falkonke ostali
priblizne 2 ml. Tie som preniesla do novej skimavky, pridala 1 ml Enhancing Buffer, kratko
premieSala a stoCila sposobom SOS, odstrieknut’ supernatant. Tymito jednotlivymi
premyvaniami som odstranila zo vzorky zvysky olejovych &astic. Dalsim krokom bolo
obohacovanie gulicek. Pripravila som si ,,melt solution (9,875 ml vody + 125 pl hydroxidu
sodného), z ktorého som 1 ml pridala k pelete, nechala 2 min odstat’ pri laboratérnej teplote
a stoCila spésobom SOS, stiahla supernatant a cely postup opakovala este 1x. K pelete som
nasledne pridala 1 ml Annealing Buffer, stocila spésobom SOS, stiahla supernatant a postup

opakovala este 2x. Nasledne som pridala 45 pl Annealing Buffer, 15 pl Enrich Primer A a 15
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ul Enrich Primer B, premiesala, dala na 5 min/65°C inkubovat’ na termoblok a potom schladila
po dobu 2 min v zamrazovacom blocku. Pridala som 1 ml Enhancing Buffer, premiesala, stocila
sposobom SOS, stiahla supernatant a cely krok opakovala eSte 3x. Medzitym som si pripravila
Enrichment Beads ( z kitu emPCR Bead Recovery Reagents), ktoré som premiesala, dala
na magneticky stojan, nechala nachytat, supernatant stiahla a nasledne pridala 500 pl
Enhancing Buffer, opdat’ premiesala a dala nachytat’ na magneticky stojan. Tento krok som
opakovala eSte 1x. Stiahla som supernatant a pridala 80 pl Enhancing Buffer, premiesala
a pridala k pelete, ktorda mi ostala po precistovani a obohacovani guli¢iek z emPCR.
Po dékladnom premiesani som dala vzorku to€it’ na rotator po dobu 5 min (vzorka by mala
nadobudnut’ farbu podobnu caffe latte, hnedé zafarbenie sposobuju Enrichment Beads, ktoré su
hned¢). Skimavku som preniesla na magneticky stojan, premieSala preklepanim a nechala
3-5 min0t nachytavat’ na okraj skiimavky. Supernatant som preniesla do novej skumavky,
pridala som 1 ml Enhancing Buffer, premiesala a nechala opit’ nachytat na magnetickom
stojanku, Supernatant som stiahla do novej skimavky a posledny krok som opakovala 6-10x,
az kym vysledny supernantant nebol ¢iry (zakazdym som supernatant stahovala do novej
skiimavky). Pri poslednom nachytavani guliciek som pridala 500 pl Melt solution, ¢im som
docielila, ze gulicky s naviazanou DNA sa uvolnili do supernatantu, pricom hnedé gulicky
ostali nachytané na magnetickom stojanku. Supernatant zmenil zafarbenie z ¢irej na bielu farbu,
preniesla som ho do novej skimavky. Do povodnej skimavky na magnetickom stojane som
pridala opéat’ 500 pl Melt solution a opakovala postup nachytavania. Supernatant som pridala
do skumavky k predoSlému a eSte raz opakovala pridanie 500 ul Melt solution. Vysledny
supernatant som stocila metddou SOS, supernantant odstriekla a k pelete pridala 1 ml Annelling
Buffer. Opakovala som stocenie a pridanie 1 ml Annelling Buffer eSte 2x. Nakoniec som
k vyslednej pelete pridala 100 pl Annelling Buffer a dokladne rozmieSala. Vizudlne som
skontrolovala, ¢i sa v roztoku nenachédzaju Ziadne hnedé guli¢ky. Do roztoku som pridala 15
ul Seq Primer A + 15 pl Seq Primer B, nechala odpocivat’ 5 min v termobloku pri teplote
65 °C a potom rychlo schladila na 2 min v zamrazovacom blocku. Nésledne pridala
1 ml Annelling Buffer, premiesala, stocila metdédou SOS, stiahla supernantant a opakovala
pridanie 1 ml Annelling Buffer eSte 2x. Na zaver som pridala k pelete 1 ml Annelling Buffer,
stocila SOS spdsobom a kvantifikovala pocet guli¢iek pomocou pocitadla guli¢iek — hladina sa
nachadzala medzi ryskami, ¢o nazna¢ovalo primerany pocet guli¢iek potrebnych pre ispesnost’

sekvenovania.
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4.2.7.7 Priprava pikotitrac¢nej doSti¢ky

Dosticka na sekvenovanie ma charakter ¢ipu zlozeného z optickych vlakien. Nachadza
sa na nej priblizne 3,2 miliona jamiek o velkosti niekol’ko desiatok um a su velkostne
dizajnované prave pre jednu gulicku s naviazanymi amplikonmi a sekvena¢nym primerom.
Pri priprave pikotitratnej dosSticky som pouzivala reagencie od spolo¢nosti Roche:
PicoTiterPlate kit a GS Junior Sequencing kit, ktory obsahoval 3 balenia — Buffers, Reagents
and Enzymes a Packing Beads and Supplement (CB). Priprava dosticky spoc¢ivala v postupnom
pridavani vrstviev — najprv som naniesla gulicky s amplifikovanymi DNA fragmentami,
nasledne som pridala sekvenacné reagencie, prevrstvila gulickami obsahujucimi
ATP sulfurylazu a luciferazu a nakoniec pridala tzv. utesiiovacie guli¢ky. Pri priprave som
postupovala jednotlivymi krokmi dodrziavajlc nizSie popisany protokol.

Z reagencie Supplement CB som odobrala 6,6 ml a pridala do fl'ase s roztokom Titanium buffer
CB, opatrne som zmes premiesala prevracanim tak, aby nevznikla pena. Nasledne som zo zmesi
odobrala 40 ml do distej falkonky a tento roztok oznacila popisom BB2. Do roztoku BB2 som
pridala 6,5 pl apyrazy a jemne premieSala, po€as celého trvania pripravy som BB2 drzala
na chlade. Na premytie drZiaku na doSticku som pouzila Pre Wash Buffer, osuSila gazou
a dokladne otrela vreckovkou Kimvipes (sufastou balenia). Pikotitra¢nu dosticku (BDD —
Beads Deposition Device) som preliala 370 pl BB2 roztoku, zalepila otvory paskou
a centrifugovala 5 min/4013 rpm. Medzitym som si pripravila gulicky z emPCR — do reakcie
som pouzila priblizne 500 000 guli¢iek (mne sa podarilo v predchadzajicom kroku ziskat
podl'a nameranej hodnoty z pocitadla priblizne 2 000 000 guliciek, preto som pouzila do reakcie
500 pl). Gulicky som preniesla do cCistej skumavky, sto€ila metodou SOS a odsala Cast
supernatantu tak, aby v skimavke ostalo priblizne 100 pl. K nim pridala na obohatenie
6 pl Control Beads a 500 ul roztoku BB2, premieSala a nechala 20 min to€it’ na rotatore Mini
Labroller (Labnet) pri laboratérnej teplote. Medzitym som si pripravila utesiovacie gulicky
(k 2 ml roztoku Packing Beads som pridala 1 ml roztoku BB2, premieSala, centrifugovala 5
min/10 000 rpm a supernatant stiahla, opét’ pridala 1 ml roztoku BB2 a opakovala postup
celkom 3x). Ten isty postup som opakovala aj s Enzymes Beads a Ppiase Beads. Nakoniec som
pridala k jednotlivym gulickdm roztok BB2 podl'a tab. 8, premieSala a odloZila do chladu.
Skumavku s Enzyme Beads som si rozdelila na 2 €asti: tzv. PRE mix (300 pl BB2 + 110 pl
Enzyme Beads) a POST mix (180 ul BB2 + 230 pl Enzyme Beads).
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Packing Beads (utesniovacie gulicky) 200 pul BB2
Ppiase Beads 410 ul BB2
Enzyme Beads 400 pl BB2

Tab. 8: Finalny krok pripravy guliciek pred nalievanim pikotitraénej dosticky.

Zatial’ sa na rotatore dotocili DNA gulicky, ktoré som na 10 s stocila a stiahla zostavajici objem
50 ul. K tymto 50 pl som pridala 40 pl polymerazy, 20 pl polymerazového kofaktoru a 65 pl
BB2 roztoku. Po premieSani som nechala zmes 10 min toCit’ na rotatore, potom som pridala
175 pl utesnovacich guli¢iek (Packing Beads), premieSala a opdt’ dala tocCit’ na rotator. S takto
pripravenymi gulickami som sa pustila do samotného nalievania dosticky, ktor som
si v predchadzajicom kroku stocila s BB2 roztokom. Ten som odsala pipetou a v d’alSom kroku
pomaly vliala 350 pul PRE mixu, zalepila otvory a centrifugovala 5 min/4013 rpm. Dosticku
som naklonila, odsala tekutinu a pridala 350 pl DNA gulic¢iek, tocila 10 min/4013 rpm. Opit’
som odsala tekutinu, pridala POST mix a tocila 10 min/4013 rpm. Odsala som tekutinu a ako
posledné som pridala 350 pul Ppiase Beads, tocila 5 min/4013 rpm. Naposledy som naklonenim
dosti¢ky odsala tekutinu a takto pripravent dosticku priniesla k pristroju. Do fT'aSe s roztokom
Titanium Buffer CB som pridala 1 ml DTT reagencie a 44 ml TW substratu, zmes som
premiesala a vlozila na ur¢ené miesto do pristroja. Miesto v pristroji pre pikotitracnt dosticku
som pripravila omytim 50% etanolom, utesnila a zacvakla do drziaku pripravenu dosticku.
Drziak som otrela vreckovkou s 10% Tween roztokom. Kameru na snimanie signalu ako
1 doSticku som pretrala vlh¢enou utierkou Tissue Zeis Moistened, aby ani na jednom neboli
¢muhy. Takto opatreny pristroj s pikotitracnou dostickou bol pripraveny na inicidciu

sekvenacie.

4.2.7.8 Sekvenovanie
Samotna sekvenacia prebiehala na pristroji GS Junior (454 Life Sciences, Roche).

Princip pyrosekvenacie (obr. 19) je zalozeny na chemickej reakcii, ktord nastava zaradenim
komplementarneho nukleotidu — vznika pyrofosfat, ktory nasledne spotrebuje ATP sulfyrdza
na tvorbu ATP z APS. ATP dodéva energiu do reakcie premeny luciferinu na oxyluciferin
(reakciu katalyzuje luciferaza). Oxyluciferin vydava svetelné Ziarenie, ktoré pristroj detekuje
ako signal. Intenzitu signalu urcuje mnozstvo vzniknutého ATP, t.j. pocet pripojenych

nukleotidov dané¢ho typu. Cely cyklus zakoncuje enzym apyraza, ktora degraduje ATP
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a nepostrebované nukleotidy. Degradaciou dochadza k zaniku signélu a cely cyklus sa znovu

opakuje inkorporaciou nového nukleotidu.

Vzorky som vyhodnocovala pouzitim zakupeného programu Sequence Pilot (JSI Medical

systems).
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Obr. 19: Schématicky zndzorneny princip pyrosekvenovania vyuzivany platformou 454 Life Science.
Prevzat¢ z ESCALANTE ef al. 2014.
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4.2.8 Pouzité programy a databazy

Pouzité primery boli nadizajnované pomocou programu Primer-BLAST, pricom som

pouzivala referencné sekvencie génu HNF1B NG 013019.2 aNM _000458.3 v databaze NCBI.

Primer-BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Referencna sekvencia génu HNF1B:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_013019.2?from=5029&to=63676&report=genbank

Na kontrolu sekvenécii vzoriek som pouzivala dostupnu skuSobnu verziu programu
CodonCode Aligner, ale majoritni va¢§inu vzoriek som analyzovala manualne od¢itanim
sekvencii. Ako prvy nukleotid cDNA sekvencie som pocitala 1. metionin (ATG kodon).
Na popis najdenych sekvenénych zamen som pouZzivala ustaleni nomenklatiru zavedenu

institiciou Human Genome Variation Society.

Nomenklatara zamen: http://www.hgvs.org/mutnomen/

Program CodonCode Aligner: http://www.codoncode.com/aligner/

N4jdené sekvencné zmeny som overovala v databaze Mutation Database Autosomal Recessive
Polycystic Kidney Disease (Aachen PKHD1 databéza) a pouZzivala som platent verziu Human
Gene Mutation Database (HGMD). Potenciondlny patogenicky dopad objavenych mutécii
som overovala pouZitim programov PolyPhen-2 a Mutation Taster. Na hl'adanie beznych

polymorfizmov som pouzivala NCBI SNP databazu.

Aachen PKHDI1 databaza: http://www.humgen.rwth-aachen.de/index.php

HGMD: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

NCBI SNP databaza: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

PolyPhen-2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

MutationTaster: http://www.mutationtaster.org/

SWISS-MODEL: https://swissmodel.expasy.org
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5. Vysledky

V subore 28 vysetrovanych pacientov som identifikovala 5 mutécii a 1 intrénovy
variant. Celkova miera detekcie mutacii bola 14% (n=4). Metodou priameho sekvenovania som
identifikovala 1 jednobodovi zamenu missense veducu k zmene AMK, 2 jednobodové zdmeny
nonsense vedice k vytvoreniu pred¢asného STOP kodonu a k pred€asnej termindcie translacie,
¢o vedie ku skrateniu vysledného proteinového produktu. U 4 pacientov som identifikovala
totoznu intrébnovl variantu, ktora sa v mojom subore pacientov vyskytovala s frekvenciou
vyskytu 14%. Metodou MLPA som identifikovala alelickti deléciu celého génu HNFI1B.
Pomocou NGS pristupu som identifikovala jednobodovu inzerciu vedicu k zmene AMK
a nasledne k vytvoreniu pred¢asného STOP kodonu - detekovani mutdciu som overila
priamym sekvenovanim, aby som predisla faloSnej pozitivite vysledku NGS. Vsetky

identifikované sekvencné varianty uvadzam v tab. 9 spolu s vyvolanymi zmenami na Grovni

DNA a proteinu.

c. 1653 +47 ¢.1653
1608/12 rs 35913775 polymorfizmus intron 8
+ 48 insC
c. 1653 +47 c¢.1653
886/12 rs 35913775 polymorfizmus intron 8
+ 48 insC
1360/12 c. 523 A>T STOP kodon (K175%) patogénna exon 2
c. 1127 C>T zmena AMK (T376I) patogénna exon 5
c. 1653 +47 c.1653 rs 35913775 intrén 8
889/12 polymorfizmus
+ 48 insC
c. 1653 +47 c.1653 rs 35913775 intrén 8
467/15 polymorfizmus
+ 48 insC
701/14 c. 826 C>T STOP kodon (R276%*) patogénna exon 4
zmena AMK
1439/15 c.45 46 insC patogénna exon 1
(L16Pfs*72)
alelicka delécia poloviéné mnozZstvo chromozém
1178/12 patogénna
celého génu funkéného proteinu 17q12

Tab. 9: N3jdené sekvencné varianty u jednotlivych pacientov. Na uréenie cDNA som pouzivala
referen¢ntl sekvenciu NM_000458.3. Popisané mutacie znacené zvyraznenim.
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Vsetky najdené sekvencné zmeny som overovala v databaze HGMD, pouzitim predikénych
programov a v databaze NCBI SNP. Objavila som 3 nové mutécie, ktoré doposial’ neboli
popisané v literatire. Pri overovani pouzitim predikénych programov som odhalila, Ze sa jedna

o potencionalne patogénne mutacie.

5.1 Bodové substituce missense
¢. 1127 C>T, T3761

U pacienta 1360/12 som detekovala jednobodovi substiticiu c.1127 C>T meniacu
aminokyselinu treonin na izoleucin v pozicii 376 (chromozomadlna pozicia 36070590)
v 5. exone génu HNFIB. Pri tejto zdmene nedochadza k posunu citaciecho ramca ani ku

skrateniu syntetizovaného proteinu.

Jedna sa o doposial’ nepopisant jednonukleotidovii zdmenu. Pri overovani jej mozného G¢inku
na fenotyp jedinca som nezavisle od seba s pouzitim dvoch predikénych programov dospela
k vysledku, Ze sa pravdepodobne jednd o patogénnu zmenu. Touto substiticiou sice
nedochadza ku skrateniu proteinu, avSak zamena AMK mdze mat’ na zloZenie proteinu zdvazne
dosledky. Kym treonin je polarna nenabitd AMK s postrannym retzcom obsahujicim —OH
skupinu, izoleucin je neplarna, neutralna alifaticka AMK, ktorej postranny retazec sa uplatiiuje
v hydrofébnych interakcidch. Obe AMK maju teda odliSné povahové vlastnosti a preto
predkladame, Ze ich vzdjomnou zamenou mdze dojst’ k pozmeneniu biologického charakteru
daného useku a k zmene vo funkcii proteinu. Pozicia 376 sa nachadza blizko aktivacnej domény
proteinu (388-471), pricom vyskum skupiny HIESBERGER et al. (2005) poukazal na kriticky
faktor integrity tohto uiseku.

Na obr. 20a uvadzam vizualizovani sekvenénu zdmenu, ktori som detekovala pouzitim
programu Codon Code Aligner. Na obr.20b mdézeme pre porovnanie vidiet’ ten isty usek

sekvencie u zdravého jedinca bez sekvencnych zmien.

69



GCGCCATGGT GAC CA GC CAGTCGGTTTTA
L0

Obr. 20a: Zaznam sekvendcie Casti 5. exonu pacienta 1360/12 s oznacenym
miestom zameny c. 1127 C>T (sekvenované v smere forward).

GCIGC CAT GGT GACCA GC CA GTC GGTTTTACA G

20 100 110

Obr. 20b: Vizualny zaznam sekvenacie miesta c. 1127 v 5. exéne u

zdravého jedinca (sekvenované v smere forward).
5.2 Bodové substituce nonsense

¢. 523 A>T, K175*

U pacienta 1360/12 som detekovala jednonukleotidovu substitticiu c. 523 A>T, ktora
zapricinuje zmenu aminokyseliny lyzin na STOP koddn v pozicii 175 (chromozomalna pozicia

36099452) v 2.ex6ne génu HNF1B. Vznik STOP kodonu mé za nasledok predcasnt terminaciu
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translacie, pricom je vysledny proteinovy produkt dlhy 175 AMK namiesto 558 AMK (wt).

Jedna sa pravdepodobne o patogénnu jednobodovu mutaciu, ktora doposial’ nebola popisana.

Na obr. 21a uvadzam vizualizovany sekvencny zaznam, na ktorom mozeme vidiet’ substituciu
A>T v pozicii c. 523. Na obr.21b moézeme pre porovnanie vidiet' ten isty tsek sekvencie

u zdravého jedinca bez sekvenénych zmien.

AG GAT CTCTC G T GCTTT CT GAC GTAC Ca& G GT GTA
50 a0 T g0

Obr. 21a: Zaznam sekvenacie Casti 2. exonu pacienta 1360/12 s oznaenym
miestom zameny c. 523 A>T (sekvenované v smere forward).

FAGGAT CTCT C/GT T GE\TTTCT G&C GTACCA GGT GTACAH
50 a0 70

Obr. 21b: Vizualny zdznam sekvenacie miesta ¢. 523 v 2. exdne u
zdravého jedinca (sekvenované v smere forward).
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c. 826 C>T, R276*

U pacienta 701/14 som detekovala v 4. exone jednonukleotidovli zdmenu c. 826 C>T,
ktora vedie k zmene aminokyseliny arginin na STOP kodén v pozicii 276 (chromozémova
pozicia 36091805). Touto zmenou dochddza k predCasnej termindacii translacie a vznikd
skrateny protein s dizkou 276 AMK. Jedna sa o popisanti patogénnu zdmenu, ktora spdsobuje

vyrazné zmeny v post-transkripénej zostrihovej uprave produktu (Xiong et al. 2015).

Na obr. 22a uvadzam vizualizovany sekven¢ny zadznam, na ktorom moézeme vidiet’ substituciu
C>T v pozicii ¢. 826. Na obr.22b mdézeme pre porovnanie vidiet' ten isty usek sekvencie

u zdravého jedinca bez sekvencnych zmien.

GCAGAATGTTT GCAL GE GAGGGGT GTCCCCCTCCAL AR
g0 a0 1ao

Obr. 22a: Zaznam sekvendcie Casti 4. exonu pacienta 701/14 s oznacenym

miestom zameny c¢. 826 C>T (sekvenované v smere forward).

Ca AAT GT TT GCA GC GAGGGGT GTCCCCCTC
T g a0

1 | |

L_"'L N [ . i J e _—JI .'I I

Obr.22b: Vizualny zdznam sekvendcie miesta c. 826 v 4. exéne u
zdravého jedinca (sekvenované v smere forward).
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5.3 Bodové inzercie

c.45 46 insC, L16Pfs*72

U pacienta 1439/15 som detekovala doposial’ nepopisanu jednobodovu inzerciu
c.45 46 insC veducu k posunu ¢itaciecho ramca a k zmene aminokyseliny leucin na prolin
v pozicii 16 (chromozomadlna pozicia 36104830/36104831) v 1. exone génu HNFIB. Tuto
mutaciu som prvotne identifikovala pouzitim metody NGS a analyzovanim vysledkov
programom Sequence Pilot (JSI Medical Systems).
Barcode Processing  Distinct Ignore  Min Min  Auto  Set

Coverage Coverage Absolute Coverage Remove Fragmen
Coverage Line Primer  Unique

ACGAGTGCGT separated 25% 15% 0 30 no
Location Region Average Coverage Called / Total Bases Variation
HNF1B
E1 -20..20 0/2 487 /578 X
E2 -15.20 28/22 235/235
E3 -20..20 65/70 305/305
E4 -20..20 6/3 276 /276
E5 -20..20 53/55 201 /201
E6 -20..20 24117 173/173
E7 -20..20 27132 235/235
E8 -20..20 114/139 159 /159 X
E9 -20..20 5/4 122 /1002

Obr. 23: Vystup analyzy programu Sequence Pilot, ktorym som analyzovala data ziskané
pyrosekvenovanim.

Ako mozeme vidiet' na obr. 23, vystup analyzy NGS poukazal na nezrovnalosti v exone 1 a 8.
Oba exény som preto kontrolovala priamou sekvenéciou (exén 8 bol bez zamen, systém
pyrosekvenovania ma limity v oblasti homopolymérov). Tento priklad je nazornou ukézkou
toho, Ze nie vZdy sa da na vysledky masivneho paralelného sekvenovania plne spol'ahntt
a vzdy je dobré vysledok overit’ priamou sekvenaciou.

Pri tejto zdmene dochéadza k vytvoreniu pred¢asného STOP kodoénu v pozicii (c. 261), Co ma
za nasledok termindciu translacie a vznik vyrazne skratené¢ho proteinu. V pripade wt vznika
vysledny protein s dizkou 558 AMK, pri¢om vplyvom tejto mutacie méa vzniknuty protein dizku
len 87 AMK. Jedna sa o zatial nepopisanu inzerciu, ktord by vSak podla predikénych
programov mohla mat’ patogénny ucinok, najmid vzhl'adom na signifikantné skratenie
vysledného proteinového produktu.

Na obr. 24a uvadzam vizualizovany sekvencény zdznam, na ktorom moZeme vidiet’ inzerciu
C v pozicii c. 45 46. Na obr. 24b mozeme pre porovnanie vidiet' ten isty Usek sekvencie

u zdravého jedinca bez sekvenénych zmien.
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TCCTGAGCGC CCTGGETTGGELCTTCLCGGEG CA
140 150 la0

'L{'\-/_\.:'H / g

Obr. 24a: Zaznam sekvenacie Casti 1. exénu pacienta 1439/15 s oznaCenym miestom zameny
c.45 46, kde nastala inzercia C (sekvenované v smere forward).

GCALG AAC TCCTGAGC GCCETGETGAGC TCCOGGLG
150 la0

|

|.| N i Iql fi . i

| &
TR 1 A
Rl IR B ANARARAAN

Obr. 24b: Vizudlny zdznam sekvenacie miesta c. 45 v 1. exéne u
zdravého jedinca (sekvenované v smere forward).

5.4 Rozsiahle delécie

Pouzitim metédy MLPA som u pacienta 1178/12 detekovala deléciu celého génu
HNF1B na jednej alele. Vysledky fragmentacnej analyzy (obr. 25) som spracovala
prostrednictvom programu Coffalyser, ktory automaticky sprocesoval vypocty ploch
jednotlivych peakov a vysledné data vizualne zndzornil do obr. 26. Pri analyze génu HNF1B
som pouzivala kit SALSA MLPA probemix P241-D2 MODY mix 1, ktory obsahuje 42 prob
pre 4 gény: GCK, HNF1A4, HNF1B a HNF4A. Okrem tychto prob obsahuje aj tzv. kontrolnych

9 prob, ktorych nasadnutim a ligaciou vznikaju produkty amplifikdcie mensie ako 120 bp —
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napr. X-fragment (100 bp), Y-fragment (105 bp), 4 Q-fragmenty (DNA Quantity fragments)

a 3 D-fragmenty (DNA Denaturation control fragments). X a Y fragmenty sluzia na kontrolu

zdmeny vzoriek z nepozornosti, prili§ nizke peaky D-fragmentov poukazuju na nedostatocnu

denaturaciu DNA a prili§ vysoké peaky Q-fragmentov naznacujii nedostatocné mnoZzstvo

vstupného DNA materidlu alebo zlyhanie ligacie pocas reakcie.

5000 —

4500 —

A000 —

3500 —

J000 —

2500 —

2000 —

1500 —

1000 —

500 —

L

CBZ (DNA)

)

JPH3-up (DD

CARNT T (D)
AIOT-4 ()

&
-

Na obr. 27 moézeme vidiet na zaklade pritomnych
peakov poznat, ze pacient 1178/12 bol Zzenského
pohlavia, DNA denaturacia prebehla v poriadku a vyska
peakov Q-fragmentov dokumentuje vhodné mnozstvo
DNA a uspes$nu ligaciu. U pacienta 1178/12 doSlo pri
vyhodnocovani amplifikovanych produktov HNF1B
k znizeniu peakov o 50%, ¢o sa na vizualnom zobrazeni
vysledku (obr. 26) prejavilo znizenim miery signalu
vSetkych exonov génu HNF1B na hodnotu 0,5. Tieto
vysledky su dokazom pritomnosti alelickej delécie
celého génu. Keby bol gén HNF1B pritomny na oboch
alelach, signaly by boli v trovni hodnoty 1 (ako vidime
na obr. 26 pri génoch HNF1A, GCK a HNF4A).
U pacienta 1178/12 vSak na jednej alele doslo
ku génovej delécii a preto sa pocas MLPA reakcie
amplifikovalo polovicné mnoZzstvo DNA a teda
aj signaly z kapilarnej elektroforézy boli o polovicu
slabsie. V pripade alelickej duplikacie by naopak boli
signaly na Urovni hodnoty 1,5. V pripade delécie génu
na oboch alelach by sme teoreticky nemali vidiet’ Ziaden
signal, avSak homozygotna delécia génu HNF1B nie

je zlucitel'na so zivotom.

Obr. 27: Kontrolné fragmenty, ktoré dokumentuja vyhovujice mnozstvo DNA materialu a GspesSnost’

ligacie (Q fragmenty), mieru denaturacie (D fragmenty) a pohlavie pacienta (v pripade pacienta 1178/12

vidime pritomny X fragment).
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Obr. 26: Vizualny



5.5 Intronické varianty
c. 1653 + 47_ c. 1653 +48 insC (rs 35913775)

U Styroch pacientov som detekovala pritomnost sekven¢nej varianty
jednonukleotidovej inzercie Cv intronovej oblasti downstream za exénom 8 v pozicii
c. 1653 + 47 c. 1653 + 48. Sekvencnu variantu som overila pouzitim databazy NCBI SNP
(obr. 27) a odhalila, Ze sa jedna o popisany polymorfizmus, vyskytujici sa v populécii zdravych

jedincov s frekvenciou 15%.

Hodnota alelickej frekvencie 15% vychadzala z popula¢nych §tadii z troch na sebe nezavislych

databaz:

¢ Exome Aggregation Consortium (ExAc) - dokumentuje sekvenéné varianty exdmovych
sekvencii nazbieranych zroéznych sekven¢nych projektov u viac ako 60 000
nepribuznych jedincov z popula¢nych stadii (v sibore jedincov sa nachadzaji nielen
zdravi, ale 1 postihnuti jedinci)

s 1000 Genome Project — dokumentuje sekvencné varianty len zdravych jedincov
populacie, avsak toto tvrdenie je diskutabilné

s NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP) — dokumentuje protein-kddujuce

sekvencie, v databaze viac ako 200 000 jedincov s dobre popisanym fenotypom; data

su zozbieravané v centrach pre plicne, srde¢né a hematologické ochorenia.

V mojej vzorke pacientov sa tento polymorfizmus vyskytoval s frekvenciou 14%, ¢o suhlasi

s hodnotou alelickej frekvencie udavanou v databaze NCBI SNP.

e dbSNP TR
> NCBI Short Genetic Variations 3 ©

dbVar Clinvar GaP PubMed Nucleotide Protein
Search small variations in dbSNP or large structural variations in dbVar

Search Entrez [dbSNP v |for [ co ]
I  reference SNP (refSNP) Cluster Report: rs35913775
RefSNP Allele HGVS Names
Organism: human (Homo sapiens) Variation Class: DIv: NC_000017.10:9.36059034_36059035insG
. Lanaton LIass: yglation/insertion variation NC_000017.11:9.37699028_37699029insG
_ Molecule Type: Genomic
——1% RefSNP Alleles: /G (FWD) NG_013019.2:.51078_5107%insC _
Created/Updated in build: 126/150 SRR % 47 1653+48insC)
Map to Genome Build: 108/\Weight 1 Allele Origin: NM_001165923 3:c.1575+47_1575+48insC
SENERAL e el Ancestral Allele: A NM_001304286 1-c 1261+5886_1261+5889insC
o—— s Validation Status: i — NT_187614.1:9.1938099_1938T00insG
155 Fee Variation Viewer: [ IEIN XM_005257629.1¢.1261+5889_1261+5890insC
-ontact Us Clinical Significance: NA XM_011525160.1.c.1534+1954_1534+1955insC
Irganism Data XM_011525161 1:c.1458+47_1458+48insC
e e G-0158019155 (BxaC)  AM-Q11B251ST Te M5BT HASGBInSC
o MAF/MinorAlleleCount: G=0.1571/787 (1000 Genomes) —more
ICBI Variation G=0.1670/2091 (GO-ESP)
tesources

Obr.27: Ukazka vysledku vyhl'addvania intrébnového variantu c. 1653 +47 48 v databaze NCBI

SNP.
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7. Diskusia

Snaha o diagnostikovanie ARPKD predstavuje z hl'adiska molekuldrnej genetickej
analyzy naroénu vyzvu. Siroka klinické variabilita ARPKD fenotypov, od tazko postihnutych
plodov az po dospelych pacientov s lahkymi pecetiovymi komplikaciami, ako aj velkost’ génu
PKHD1 komplikujii moznost’ pouzitia mutacného screeningu ako sucast’ rutinnej diagnostiky.
OBEIDOVA et al. (2015) zaviedli metddu molekuldrnej genetickej analyzy génu PKHDI
pouzitim NGS pristupu. V skupine suboru pacientov, ktori spinali vietky klinické prejavy
ARPKD (rendlne komplikécie spolu s CHF ¢i inymi pecenovymi komplikéciami) bola MDR
az 90%, avsak toto &islo sa rapidne zniZilo zaGlenenim pacientov, ktori nespliali obe kritéria.
Uskalim suboru analyzovanych pacientov boli ARPKD suspektné plody, u ktorych bola MDR
vel'mi nizka. Na potvrdenie diagn6zy ARPKD bolo potrebné u pacienta detekovat’ 2 PKHD 1
mutacie. Fenotyp ARPKD vSak mo6ze byt zapri€ineny aj mutdciami v inych génoch, ktoré
sa spajaju s inymi polycystickymi ochoreniami obli¢iek. Ja som sa vo svojej praci zamerala
na Stadium génu HNFIB, ktory je jednym z moznych génov, ktorého muticie napodobiuju
ARPKD. HNF1B je transkripénym faktorom priamo regulujucim promoétor PKHDI a preto
sa domnievam, ze mutacie HNFI1B mdzu byt v izkom prepojeni s fenotypom ARPKD vd’aka

ovplyvneniu expresie PKHDI.

Cielom tejto diplomovej prace bolo nadviazat na vyskum vradmci grantového projektu
IGA MZ CR NT13090-4 (OBEIDOVA et al. 2015) a vytvorit’ siibor pacientov, u ktorych bola
identifikovana jedna alebo Ziadna mutécia v géne PKHDI. U tychto pacientov som podrobila
mutacnej analyze gén HNFI1B, priom som na tento Ucel zaviedla a optimalizovala metody

molekularnej genetickej analyzy.

Analyzovala som subor 28 pacientov, u ktorych bola detekovana jedna alebo ziadna PKHD1
mutacia. U dvoch pacientov gén PKHDI nebol analyzovany — jednalo sa o zdravu matku
pacienta 1439/15, u ktorého som detekovala mutaciu ¢.45 46 insC, a u zdravého otca ARPKD

suspektného plodu, u ktorého bol vysledok PKHD1 analyzy negativny.

Na detekciu jednobodovych sekvencénych zdmen som pouzila priame Sangerovo sekvenovanie
a pyrosekvenovanie. Na detekciu rozsiahlejSich génovych duplikacii a delécii som pouzila
metédu MLPA, pri ktorej som postupovala podl'a protokolu vyrobcu a dosahovala som
optimalne vysledky. V&cSinu vzoriek som analyzovala priamym sekvenovanim, pricom

jednotlivé kroky postupu som musela optimalizovat’ pre jednotlivé exdny samostatne. Pri
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tvorbe génovej knihovny som optimalizovala podmienky PCR reakcie pre exony 1, 3 a 9, kde
som zvysila anela¢nt teplotu a pridala do reakénej zmesy DMSO. DMSO sa viaze na DNA
v oblasti cytozinovych zvyskov, ¢o ma za nasledok lepSie rozvol'nenie DNA pri denaturacii
a zlepsenie aplifikacie v GC bohatych oblastiach. Vo vysledku som dosiahla pomerne ¢isté
produkty bez neSpecifickych zvyskov, ktoré som pouzila do sekvenacnej reakcie a sekvenaciou
som ziskala dobre od¢itatelné zdznamy. Praxou som sa naucila, ktoré¢ exony je vyhodnejsSie
sekvenovat’ v smere forward ¢i reverse, v snahe minimalizovat’ pouzité reagencie a naklady
na sekvenovanie. Niektorych pacientov som analyzovala technikou NGS, ¢o predstavovalo
znaéné vyhody oproti Sangerovmu sekvenovaniu - masivne paralelné sekvenovanie, dizka
¢itania az 1000 bp, 99,9% presnost’ sekvenacie pri sekvenacii jednej oblasti min. 15x, ¢asova
uspora z hl'adiska sekvenacie viacerych pacientov v jednej reakcii. Technoldgia 454 Life
Sciences vSak mala limity v oblastiach homopolymérov, kde dochadzalo k nepresnému
vyhodnoteniu vystupu. Intenzita signalu je totiz podmienend mnozstvom ATP, ktoré vznikne
inkorporaciou dNTP. Ak po sebe nasledujii 2 rovnaké bazy, inkorporuje sa dvojndsobné
mnozstvo dNTP, tym sa zdvojndsobi mnozstvo ATP a i vysledny signal, ktory pozorujeme
na pyrograme ako dvojnasobne vysoky peak. V oblastiach, kde po sebe nasleduje viac ako
5 rovnakych nukleotidov moze byt signal nedoveryhodny. Preto som vSetky potencionalne
mutécie detekované pouZitim NGS overovala priamou sekvenaciou. Pri géne ako je PKHDI,
ktory ma 67 exonov, je pouzitie NGS ¢asovo vyhodné. AvSak HNFIB je pomerne maly gén

s 9 exonmi, ¢o umoziuje relativne jednoduché priame sekvenovanie.

Pouzitim tychto metdd som detekovala 5 mutacii a 1 sekvenénii zmenu u 8 pacientov,
a to konkrétne u 2 plodov, 5 pacientov v detskom veku a u 1 dospelej Zeny. Identifikované
mutacie sa nachadzali u 4 pacientov — 2 diagnostikovanych v detskom veku
a 2 diagnostikovanych prenatalne. Celkovd hodnota MDR bola 14%, pricom
BOECKENHAUER a JAUREGUIBERRY (2016) v stbore detskych pacientov s rendlnymi
abnormalitami popisali dosiahnutt MDR 30%. Mnou pozorovana hodnota MDR bola 14%,
¢o je o polovicu menej ako som na zaklade literatary predpokladala. S cielom zvysit MDR
by bolo vhodné v buducnosti stanovit’ presnejsie kritéria na zaradenie pacientov do suboru —
mieru zachytu mutdcii by pozitivne ovplyvnil vyber len detskych pacientov, s urcitymi

rendlnymi komplik4ciami a s v€asnym prejavom ochorenia.

U pacienta 1360/12 bola prenatdlne pozorovana mikrocysticka degenerdcia oboch obli¢iek

a RCAD syndrém. Muta¢nou analyzou som detekovala 2 patogénne mutécie v exénoch 2 a 5,
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pricom jedna spdsobovala vytvorenie pred¢asného STOP kodénu a skratenie proteinového

produktu na 175 AMK (namiesto 558).

U pacienta 1608/12 boli vo veku 4 rokov diagnostikované bilateralne cystické oblicky,
diagnostikované ako neurcend forma PKD. Oblic¢ky boli obojstranne symetrické s mostikom
parenchymu, s pritomnymi obojstranne drobnymi anechogenity cyst do 12-12 mm, nalez
sa nezhorSuje. Pacient je pod lekarskym dohladom kvoli intermitentnej mikroskopicke;j
hematurii, hrani¢nd hypertenzii, ¢asto sa u neho vyskytuju infekcie mocovych ciest. U tohto
pacienta som detekovala intrénovua variantu c¢.1653 + 47 c.1653 + 48 popisani
ako polymorfizmus. U pacienta 889/12 s totoznym polymorfizmom doslo k chronickému
zlyhaniu obli¢iek, vo veku 10 rokov pacient podstipil transplantaciu oblicky. Rovnaky
polymorfizmus som detekovala aj u dospelej Zeny 467/15, ktord v minulosti podsttpila
2x umelé prerusenie tehotenstva z dovodu ARPKD suspektného plodu. U tejto pacientky bola
zaroven identifikovand aj bodova mutécia v géne PKHD1.

Intrénové varianta c. 1653 + 47 c. 1653 + 48 je popisand ako polymorfizmus vyskytujuci
sa s frekvenciou 15% u zdravej populécie. V mojom stibore pacientov bola frekvencia vyskytu
c. 1653 +47 c. 1653 + 48 polymorfizmu 14%, ¢o koreluje s hodnotami uvedenymi v databate
NCBI SNP. Klinické prejavy u pacientov nesusich tento polymorfizmus su pravdepodobne

fenotypovym prejavom mutacie asociovanej s inym génom.

U pacienta 701/14 bola po narodeni zistend polycystickd choroba obliiek s pritomnostou
progredujucich cyst o velkosti do 7 mm. Krvné testy odhalili vysSiu hladinu urey a kreatininu,
pacient trpi renalnou hypertenziou a chronickou rendlnou insuficienciou V. stupiia. Rodinna
anamnéza je PKD negativna. U pacienta bol pozorovany normalny neurologicky vyvoj
bez nalezu cyst v inych organoch. U pacienta som identifikovala v exone 4 bodovli mutaciu
sposobujucu skratenie proteinového produktu na 276 AMK. Z hl'adiska fenotypovych prejavov

je rendlna hypertenzia vel'mi ¢astym sprievodnym prejavom ARPKD fenotypu.

Zaujimavym pripadom z hl'adiska genotypovo-fenotypovej korelacie bol pacient 1439/15,
u ktorého bola v 2. trimestri tehotenstva zistend forma multicystickej dysplazie obliciek,
dysplazia bola potvrdend ihned’ po narodeni. AvSak i napriek nepriaznivej progndze pacient
prospieva bez klinickych potiazi. V 1. exdéne som detekovala jednobodovl inzerciu
c.45 46 insC, ktord sposobovala zmenu AMK a skratenie finalneho proteinové produktu
na dizku 87 AMK. Nakol’ko sa jedna o signifikantné skratenie proteinu (558 wt/87 mut), dalo

by sa predpokladat, ze klinické prejavy budi zavazné. Avsak pacient prospieva zatial bez
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problémov. Analyzu génu podstipila aj matka pacienta 1439/15, avSak s negativnym
vysledkom —u génu HNFIB sa stretavame s50% vyskytom muticii de novo
(CLISSOLD et al. 2016). Negativna rodinnd anamnéza preto nezohrava ulohu ako podstatny
faktor pri zvazovani genetickej analyzy HNF'IB.

NajdolezitejSim kritériom pri rozhodovani, ¢i pacienta zaradit’ na genetickl analyzu HNF'IB,
by jednozna¢ne mali byt klinické prejavy pacienta. OdlisSenie prejavov poukazujiucich
na mutacie HNFIB namiesto PKHDI mutacii nie je jednoduché. U pacientov s HNFIB
mutaciami je Castym sprievodnym javom hypomagnezémia (pripadne hypokalcémia), ktoréd
u ARPKD pacientov byva len ojedinele. Naopak u ARPKD pacientov sa Casto stretdvame
s rendlnou/pecenovou hypertenziou. ARPKD suspektné plody s normalnym prietokom
amniove] tekutiny st vhodnymi kandiddtmi na HNFIB mutacny screening. Prenatdlne
pozorované bilaterdlne symetricky zviac¢Sené oblicky bez pritomnosti malformacie zI€ovodu
so zvySenou koncentraciou B-mikroglobulinu vo fetdlnom sére (DECRAMER et al. 2007)
su indikaciou na geneticki analyzu HNFIB. ZvicSenie obli¢iek modze byt sposobené
mikrocystami, ale taktieZ aj tubularnou dilataciou ¢i rendlnou dysplaziou. U prenatalnych
vzoriek je hodnota MDR v analyzach PKHD1 génu nizka, naopak u HNF'I B bola miera detekcie
14%. V subore pacientov som mala 3 DNA vzorky plodov a z toho 2 boli HNF1B pozitivne,
MDR je teda v hodnote 67%. Mutécie asociované s HNF'IB su pri¢inou 10-30% zo vSetkych
prenatalne diagnostikovanych CAKUT pripadov. Preto je efektivnejSie v pripade odhalenia
ARPKD podobnych priznakov v 2. trimestri tehotenstva analyzovat’ najprv gén HNF'1B, ktory
moze byt pravedopobnejSou pri€¢inou vyskytu prenatalnych renalnych cyst a komplikacii
ako PKHDI mutacie. VzhI'adom na najcastejsi charakter HNF 1B muticii je optimalne iniciovat’
mutacny screening metdédou MLPA na detekciu delécii a duplikédcii. MoZnost' pozitivneho
vysledku je totiz az 50%, polovicu detekovanych mutécii tvoria delécie vacSieho rozsahu
(CLISSOLD et al. 2016). Vo svojej praci som vSak detekovala metdédou MLPA len 20% podiel
mutacii typu delécie vacsieho rozsahu. Majoritny podiel detekovanych mutacii (80%) tvorili

jednobodové zameny.

V stucasnosti Coraz viac gynekologickych pracovisk uvadza do praxe screening obli¢iek
na odhalenie pritomnosti cyst, ktory sa robi v perinatdlnom obdobi. Pokial’ sa pri screeningu
potvrdi pritomnost ARPKD podobnych renalnych priznakov, je pravdepodobnejsie,

Ze pri¢inou bude mutacia asociovand s HNF'IB.
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Pre efektivne fungujici proces molekuldrnej genetickej analyzy génov PKHDI a HNFIB
je esencialna spolupraca klinickych pracovisk/odbornych lekéarov s genetickym laboratériom.
Komunikacia, zdielanie informacii a doslednost na oboch strandch su predpokladmi
na stanovenie spravnej diagnézy v ¢o mozno najkratSom ¢ase. Ako priklad uvediem spolupracu
s patologom pri umelo prerusenych tehotenstvach — nélez z pitvy plodu z umelo preruseného
tehotenstva moze na zaklade histologického usporiadania cyst predikovat, ¢i sa jedna
o ARPKD podozrenie alebo je vhodné testovat’ iny gén. Avsak v realite sa stava, ze genetické
laboratorium obdrzi spravu z pitvy aj niekol’ko mesiacov po uskutocneni mutacnej analyzy

génu.

Technicky pokrok v oblasti sekvenacnych metdd so sebou prindSa mozZnosti rychlejsSie
a kvantitativnejSie preskimat génové varianty a na zéklade klinickych prejavov pacienta
vyvodit’ genotypovo-fenotypovi korelaciu. Pokial’ v§ak chceme ¢o najpresnejsie predikovat’
fenotypovy variant sposobeny detekovanou mutaciou, je potrebné poznat’, ¢o dand mutacia
spOsobi. Mutac¢ny screening je z hl'adiska diagnostiky postacujucim nastrojom s ohladom
na potreby pacienta. Z hl'adiska vyskumu a postivania novych poznatkov dopredu by bolo urcite
zaujimavé pozriet’ sa na samotny vzt'ah identifikovanych mutacii HNFIB k expresii PKHDI.
Na zéklade literatary vieme, Ze HNF1B mé ako DNA-vdzobnll doménu, tak 1 aktivaént doménu
na C termindlnom konci. Aktiva¢na doména je esencidlnym faktorom aktivacie PKHDI
promotoru. Pokial’ dochadza k delécii aktivacnej domény, HNF1B je aj nad’alej schopny viazat’
sa na Specifické vizobné miesto na PKHDI promotore, avSak nedochddza k aktivacii
promotoru a iniciécii transkripcie. Podla HIESBERGER et al. (2005) je k aktivacii promdtoru

PKHDI potrebna pritomnost’ aktiva¢nej domény na C konci a dimerizécia proteinu.

V mojom subore pacientov som identifikovala 3 mutacie, pri ktorych doslo k predcasnej
terminacii translacie - pricom vysledny proteinovy produkt bol skrateny natol’ko,
ze nedisponoval aktivaénou doménou na C konci. V pripade alelickej delécie celého génu
HNFIB chybala jednak aktivaénd doména a protein bol vo forme monoméru. V pripade
identifikovanej] missense mutacie doslo k zamene AMK na pozicii 376, pricom k spravnej
funkecii aktivacnej domény je potrebnd integrita oblasti 388 —471 AMK. Identifikovana zdmena
treoninu na izoleucin sa teda nachddza pomerne blizko kritickej oblasti. Bolo by zaujimavé
pozriet’ sa ako vplyvaju tieto proteinové formy HNF1B na expresiu PKHDI. Na tento ucel
by sme mohli pouZit’ napr. jednohybridny kvasinkovy test pomocou ktorého méZeme sledovat’
nezavisle od seba aktivitu vdzobnej domény a aktivacnej domény. Na overenie vizby HNF1B

na promotor sa daju pouzit' rézne metddy, napr. stopovanie DNazou I alebo gélova
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spomal’'ovacia analyza. Aktivaciu transkripcie by bolo mozné overit' pouzitim reportérovych
génov. Ak by sme si pripravili konstrukt pozostavajuci z proximalnej ¢asti PKHDI promotoru
a pripojen¢ho génu napr. pre GFP, po vneseni do organizmu by bolo mozné detekovat’ mieru
transkripcie. V pripade, ze by sme mali k dispozicii vzorku tkaniva daného pacienta, bolo by
mozné detekovat’ expresiu PKHDI prostrednictvom real-time PCR. V tomto bode treba
podotknut, ze praca sludskym DNA materidlom je vistych ohladoch ndroc¢nejSia na
organizaciu a design experimentov. Diagnostické laboratérium plni prvotny ucel
diagnostikovania ochorenia vd’aka mutacnému screeningu. VysSie zmienené kroky su skor
podnetom na zamyslenie. Ako optimalne rieSenie vidim spolupracu genetického laboratoria
sinym vedeckym pracoviskom. Efektivna spolupraca by zaiste mohla priniest’ lepSie

porozumenie transkripénej komplexity ARPKD.

Sucasny trend molekularnej diagnostiky sa ubera smerom od Sangerovho sekvenovania k NGS.
Mnou pouzivani techniku NGS na principe pyrosekvenovania firma Roche prestala
k31. 12. 2015 podporovat a v stasnosti pracuje na vyvoji sekvenacnej technoldgie
3. generacie. Prevalentna vicSina diagnostickych laboratérii v sucasnosti pouziva NGS
techniku podporovanu firmou Illumina, ktorej principom je tzv. ,;sekvenovanie syntézou®.
Tento spdsob so sebou prinaSa pocetné vyhody s porovnanim voci pyrosekvenovaniu -
mnohonasobne vysSiu kapacitu, kratSie ¢itania, niZSiu cenu prepocitanii na 1 osekvenovanu

bazu ¢i kratSiu dobu trvania sekvenacnej reakcie.

Vyuzivanie NGS technik v molekuldrnej diagnostike dedicnych ochoreni sa tesi posledné
obdobie Coraz vicsej obl'ube vd’aka vyhodam, ktoré so sebou prindSa. Prave v oblasti ciliopatii,
kde sa jednotlivé fenotypové prejavy prekryvaju a tazko sa d4 na zéklade klinickych priznakov
jednoznac¢ne urcit’ gén zodpovedny za klinicky stav, je pristup NGS efektivhym rieSenim.
Najméi u génov ako napr. PKHDI, PKDI a PKD2, kde je priame sekvenovanie zdihavé
a obtiazne (velkého poctu exdénov u PKHDI alebo pritomnost pseudogénov u PKDI),
je moznost umiestnenia génu na panel spolu s ostatnymi génmi vyhodna. Na druhej strane, u
génu ako je HNFIB, s malym poctom exonov, je niekedy vyhodnejSie pristapit’ k priame;j
sekvendcii ako ist’ cestou NGS. Vzhl'adom na cenu jednej sekvenacénej reakcie s pouzitim NGS
pristupu nie je mozné sekvenovat’ jednotlivych pacientov po jednom v priebehu casu.
Je potrebné pockat’, kym subor pacientov dosiahne dostatocny pocet a potom naraz pripravit’
potrebné kroky k NGS. Uskalim situacie je fakt, Ze vzorky z odbornych pracovist’ prichadzajt
do genetického laboratoria postupne v priebehu mesiacov — rokov. S ohl'adom na pacienta

je preto niekedy vyhodnejSie pouzit' priame sekvenovanie, z ktorého ziskame vysledok
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do 24 hod. Vzhl'adom na nizky pocet exénov a dobre optimalizovany proces pripravy génovej
kniznice a samotnej sekvenacie preto zastdvam nazor, ze v pripade HNF'IB je stale Sangerovo

sekvenovanie efektivnej$im nastrojom za ucelom priamej diagnostiky.
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8. Suhrn

V tejto praci som sa venovala problematike komplexity autozomalne recesivnej

polycystickej choroby oblic¢iek, ktord sa vyznacuje cystickymi oblickami s dilatovanymi

zbernymi kandlikmi, vrodenou pecenovou fibrézou a dilatdciou Zzlcovodov. V ramci

experimentalnej casti som analyzovala gén HNFIB u 28 pacientov pouZzitim metdd

molekularnej genetickej analyzy. U tychto pacientov uz bola predtym vykonand analyza

PKHDI génu, avsak neboli u nich identifikované 2 mutécie potrebné na stanovenie diagndzy.

Vysledky mojej pracy sa daju zhrntit’ do nasledujucich bodov:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

v teoretickej Casti som vytvorila komplexny prehl'ad toho, ¢o sa v sicasnosti vie
o autozomalne recesivnej polycystickej choroby obli¢iek

naviazujuc na predchddzajuci mutacny screening PKHDI vykonany Mgr. Lenou
Obeidovou som zostavila subor pacientov, u ktorych bola PKHDI analyza negativna
a spravila som geneticku analyzu génu HNFIB, ktory je najcastejSou monogénnou
pri¢inou vyvojovych abnormalit obli¢iek

zaviedla som a optimalizovala sposob detekcie jednobodovych zamen génu HNF1B
navrhla som set primerov pre vSetky exony génu HNFIB vratané hrani¢nych oblasti
medzi exénom a intronom tak, aby vyhovovali k Gic¢elom priameho sekvenovania
1 na pyrosekvenovanie

analyzovala som subor 28 pacientov, u ktorych som naSla 1 nepopisanii missense
mutaciu, 1 popisani deléciu velkého rozsahu, 1 nepopisani bodova inzerciu, 2
nonsense mutacie (1 popisanu a 1 nepopisant) a 1 popisany polymorfizmus

na zéklade vysledkov mojej prace je mozné uvazovat' o zavedeni prednostného
mutaéného screeningu génu HNFIB v pripadoch prenatdlneho vyskytu
hyperechogenickych (cystickych) obli¢iek a v pripade detskych pacientov s renalnymi
komplikéciami podobnymi ARPKD renalneho fenotypu.
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