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Abstrakt

V prab¢hu vyvoje oka je kiova exprese a regulace mnohaiggsicemz Uloharady
z nich, nebyla doposud zcela objasa. Dysgeneze ipdniho segmentu (DPS) oka jsou
geneticky vysoce heterogenni skupinou oneréiicmykazujici vSechny typy Mendelovské
dedi¢nosti, které se projevuji jako variabilni kombin&ecezeného postiZzeni rohovky, duhovky,
komorového Uhlu aneb&ocky. Bézné provadné testovani kodujicich usekznamych gein
asociovanych s DPS, nevede k nalezeni kauzalnicenutaice nez poloviny probaind.ze se
tedy domnivat, Ze existuji dosud nepopsai@mé varianty anebo geny.

Molekularrg genetické vySeéeni 12¢eskych probanids DPS oka zahrnovalo analyzu
piimym a celoexomovym sekvenovanim. U mutaci potémer@arusujici sefih jsme provedli
funkéni analyzy pomoci metody Exon trappingu.

U 4 proband jsme nalezli v heterozygotnim stavu 4 mutace wdgahXx6 c.183C-G;
p.(Tyr61*), c.1032+1G>A, ¢.1183+1G>T a ¢.622C>TApg208Trp). Dalsi probandka byla
slozenym heterozygotem v gemOXE3 pro mutace c.244A>G; p.(Met82Val) a c.541delG;
p.(Glul81Lysfs*26). U 7 probarichebyly ve znamych genech asociovanych s vyskyt@8 D
detekovany Zzadné potencidlpatogenni varianty. Metodou Exon trappingu jsnok@rali, Ze
mutace ¢.1032+1G>A a ¢.1183+1G>T naruSujirdeBAX6.

Podrobna molekulaggeneticka vyséeni pacient s DPS mohouifspét k prohloubeni

znalosti o0 mechanismech regulace morfogeneze ge/gedniho segmentu oka.

Kli éova slova: dysgeneze fpdniho segmentu oka, aniridie, molekuéageneticka analyza,
sekvenovani nové generace, Sangerovo sekvenovidmiardni segih, funkeni analyzy,

Exon trapping



Abstract

Proper eye development depends on expression atdinegulation of many genes.
Anterior segment dysgenesis (ASD) are a highlyrbgeneous group of diseases exhibiting all
types of Mendelian inheritance, which manifest @slgination of congenital abnormalities of
the cornea, iris, anterior chamber angle or lenseéhing of genes associated with ASD does
not often lead to the identification of the undertygenetic cause implying that there are still
novel variants or genes to be discovered.

Molecular genetic analysis in 12 probands with ASfing Sanger and whole-exome
sequencing were performed. Functional analysis kgnBrapping assay was provided in
variants predicted to effect pre-mRNA splicing.

Four PAX6 mutations evaluated as pathogenic or likely pathagin a heterozygous
state were found in four probands c.188C p.(Tyr61*), c.1032+1G>A, ¢.1183+1G>T and
€.622C>T; p.(Arg208Trp). One proband was found ® @&compound heterozygote for
C.244A>G; p.(Met82Val) and c.541delG; p.(Glul81llsy@6) mutations iINnFOXE3. In
7 probands, no potentially pathogenic variants viedeatified. Exon trapping assay confirmed
that mutations ¢.1032+1G>A and ¢.1183+1G>T haveftett on pre-mRNA splicing of the
PAX6 gene.

Detailed molecular-genetic analysis in patienthwASD may contribute to deepening
our knowledge about developmental regulation antphumenesis of the anterior segment of

the eye.

Keywords: Anterior segment dysgenesis, aniridia, molecutaragics analysis, Sanger

sequencing, next-generation sequencing, splicifecte functional analysis, Exon trapping
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Seznam zkratek

Zkratka: Anglicky nazev: Cesky vyznam:

AD autosomal dominant autozomaldominantni

AR autosomal recessive autozongalacesivni

bp base pair par bazi

cDNA complementary DNA komplementarni DNA

CFU colony forming units jednotky tyvizi kolonie

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Dublekovo modifikované Eagle
Medium médium

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid kyselina ethgliamintetraoctova

FHD forkhead domain forkhead doména

FWD forward gedni

GFP green fluorescent protein zeleny fluoregnéprotein

HD homeodomain homeodoména

HEK human embryonic kidney cells lidské embryonéiniky ledviny

HNLS homeonuclear localization signal homeonuklekrkalizani signal

MPSS massivel'y parallel signature masivré paralelniteni
sequencing

MRNA messenger RNA mediatorova RNA

MUT mutant mutovana
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1. Uvod

Vyvoj oka je slozity a dynamicky procesihem kterého se uplaije velké mnozstvi
transkrignich faktofi, signalnich molekul a receptorBéhem tvorby éniho organu je tedy
klicova spravna exprese a regulace mnoha,ggicemz uloharady z nich nebyla doposud
zcela objaséna (Zagozewskit al., 2014).

Dysgenezeiedniho segmentu oka jsou heterogenni skupinou nychechorob fedni
¢asti oka postihujici variabiénrohovku etrg limbu, duhovku, komorovy Uhel anebocku.
Fenotypové vyjatkni onemocni se niize zn&né liSit i u paciend nesouci patogenni varianty
ve stejném genu (Ito & Walter, 2014). U vice neiopmy pacient s dysgeneziipdniho
segmentu oka dochazi usledku poruchy odtoku komorové tekutiny ke vzniklsndarniho
glaukomu (zeleny zékal), ktery byva obtiZécitelny a netidka je gcinou absolutni ztraty
zraku (Waringet al., 1975; Quigley & Broman, 2006). VSechny tyto cHoyqati do skupiny
vzacnych onemodni s prevalenci mensi nez 5 osob na 10 000 obyydtel prohlaseni
Evropské komise).

Geny, jejichz mutace vedou k dysgenezifadmiho segmentu oka, koduji ¢eeggji
transkrigni faktory regulujici funkce mnoha dalSich geKlicovou roli ve vyvoji oka pak
hraje transkripni faktor PAX6 (OMIM *607108) (Burriet al., 1989; Noll, 1993). Dysgeneze
piedniho segmentu oka se mohou prolinat i s jinymidkdymi jednotkami nap s anomaliemi
sitnice, jinakie¢eno mutace v jednom konkrétnim genu mohou mitSidahotypové projevy
v jiné ¢asti oka (Prokudimt al., 2014).

Sekvenovanim kddujicich ugeknamych geilze, v zavislosti na studované populaci,
Zjistit pricinné mutace pouze u 41-70 % paciestdysgenezemirpdniho segmentu oka (Sun
etal., 2011; Maet al., 2016). Je tedyiejmé, Ze bd existuji jeSt dalsi, dosud neobjevené geny,
anebo se mutace nachazi v nekddujicich Usecichyzhégeri, nag. v regul&nich oblastech.

Komplexni molekularé geneticka analyza paciénd dysgenezemitpdniho segmentu
oka mize v koneéném disledku pispét k pochopeni slozZitych &fi béhem morfogeneze
a vyvoje oka.



2. Piehled literatury

2.1. Anatomie oka

Z biologického hlediska je oko velice slozity orgéreny mnozstvim jednotlivych
struktur fiznych funkci i embryonalnihotpodu. \EtSina ¢asti @&niho organu je uloZena
v ocnici (orbita), az na drahy a centra centralni nervové soust@ini. koule pulbus oculi) je
tvorena mnoha vrstvami a jeji vini prostedi vyphuje komorova voda. Anatomické slozeni
oka je schematicky zachyceno na Obrazku 1.

Povrch @ni koule je tvéen kElimou (sclera) a rohovkou €ornea). Bélima je tuha, bila
vrstva obsahujici elasticka vlidkna a kolagen, &tkou 0,3 — 2,0 mm, ktera t¥iopevny obal
o¢niho bulbu. Tato vrstva je zodp#ina za udrzZeni tvaru oka a za jeho mechanickowanahr
Vytvéii také otvor pro vystup zrakového nervu a pro vsugystup cév (Kuchynkat al.,
2007).

Rasnaté
télisko

Spojivka a
Duhovka ’; / —\
- ' o 1‘1\{_ 8

Rohovka
Sitnice
Zavésny
aparat

cocky

Slzny

film 1
Pl‘edni/
o&ni

komora

Makula

) /— Bélima
O¢ni nerv

Sklivec

Zadni otni
komora

.\—— Okohybné svaly

Obrazek 1: Schématicky nakres struktury lidského oka . Pfevzato a upraveno z Willoughby et al., 2010.

7

Rohovka je bezbarva transparentni struktura, nagicéze v pednicasti oka. Lidska
rohovka je sloZzena zhkolika vrstev (Obrdzek 2). Nejsvrckjnse nachazi rohovkovy epitel.
Jedna se 0 5 - 6 vrstev linse schopnosti regenerace. Pod rohovkovym epiteéenachazi
Bowmanova vrstva, twena gedevsSim kolagenem. Stroma je nejtlustSi ze vSeskewr
rohovky. Je tviéeno jak buicnou slozkou (keratocyty) tak nelignou slozkou (lamelarni
kolagenni vldkna). Descemetova membrana je produkierek rohovkového endotelu

10



a obsahuje f@devsim kolagen a laminin. Posledni, nejhlubSivetstrohovky je rohovkovy
endotel, tenka vrstva béik, ktera oddluje rohovku od pedni komory. Okraj rohovky se
nazyva limbus I(mbus corneae) a plynule pechazi v Blimu. Jedna se o misto vyskytu
limbalnich kmenovych butk, které jsou zdrojem novych epitelovych Blarb¢hem reparace
rohovky @i jejim poskozeni (Cotsarelet al., 1989).

Rohovka obsahuje velké mnoZstvi nervovych z&kon dikycemuz je extrémcitliva
na dotyk. Pitmérna dioptrick& mohutnost lidské rohovky je 41 -di8ptrii, coz je piblizné

2krat tolik, nez ma samotrgécka (Krachmer & Palay, 2005).

|__ Rohovkovy epitel
I— Bowmanova vrstva

Vrstvy rohovky

=t+— Rohovkové stroma

— Descemetova membrana
Rohovkovy endotel

Obréazek 2: Jednotlivé vrstvy rohovky.  Prevzato a upraveno z © Cornea Research Foundation of America.

Stredni vrstva oni koule je tvéena zivnatkou uvea), rasnatym dliskem €orpus
ciliare), cévnatkou ¢horoidea) a duhovkou ifis). Zivnatka zodpovida za vyZivu bulbu a je

tvorena cévami, nervy a pigmentovymitiami. Jedna se épo tenkou vrstvu, kterérieha

VVVVV

s v Z

sitnice a v pednicasti, v oblasti tzv. zubaté linier@ serrata) prechazi daasnatéhoétiska.
Rasnatédlisko pomahéa pomoci tenkych vidken upevoitku. Mezi klicové funkcerasnatého
teliska pati také tvorba nitroéni tekutiny, ktera vygluje aini komory a pomaha vyZzivovat
¢ocku a rohovku.

Duhovka je tvéené hladkou svalovinou a je protkdna mnoZstvimacéeni. Za barvu
duhovky je zodpotdny pigment produkovany Bkami dvouvrstvého epitelu v zadoésti
duhovky. Spolu goc¢kou oddluje duhovka pedni a zadni@i komoru. Uprosed duhovky se
nachazi kruhovy otvor, ktery vytiazornici (upilla). Tento otvor ma prosmlivy prameér
v zavislosti na mnoZstvi dopadajicihatéa, cozZ je regulovano pomoci staluhovky, mezi
kteréifadime s¥ra¢ zornice (nusculus sphincter iridis) a dilatator zornicengusculus dilatator
iridis). V mist spojeni rohovky s duhovkou se nachazi tzv. komprtdel. Tato struktura je

slozena ze zevnéasti duhovky, zfedni ¢asti fasnatého diska, z trabekularni &dviny
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a ze Schlemmova kanalu. Spoietyto struktury vytvéi drendzni systém odv&eti nitroocni
tekutinu do jemnych krevnich viasec.

Vnitini vrstva @niho bulbu je tveéena sitnici fetina) a zrakovym nervemnérvus
opticus). Sitnice &sné naléha na cévnatku a jeji tlaka je 0,1 - 0,4 mm. Sitnice madklavni
vrstvy: vnitni (neuroretina) a WjSi (retindlni pigmentovy epitel). Podrafj$i stavba sitnice
je znadzorana na Obrazku 3.

Cévnatka

- o - — S Pigmentovy epitel ]
s o e S LA T Bipolarni buiiky L Sjtnice

-
,‘ﬂ" ’ma mﬁ-}" "-%'r."]—Gangllove buriky

-- - Axony optickych
. nervi J

Svétlo

Obrazek 3: Anatomicky ez sitnici a jejich p Filehlych vrstev. Prevzato a upraveno
Z http:/lcnx.org/content/col11496/1.6 /

Sitnice je kléovou sloZku samotného i, jelikoZ obsahuje fotoreceptory, coz jsou
swtlo¢ivné buiky zpracovavajici jednotlivé davky &elné energie (fotony) aedavajici tuto
energii jako informaci v poda@belektrického signalu. Jedna se o primarni smyslowey.

U sav@ se v sotasnosti rozliSuji it typy fotoreceptok: tycinky, ¢ipky a még zname
fotosenzitivni retinalni gangliové bky (Fosteret al., 1991). T¢inky, které umo#uji vnimani
kontrasti a reakci na sitlo, se v sitnici nachazi asi 20krédsgji nez ¢ipky (Junqueira &
Carneiro, 2005¥ ipky jsou zodposdné za zobrazeni barevnéhoditla vyskytujici se hned
v nekolika typech, specializovanych pro vnimanicitdho barevného spektra. Ne&fsi
koncentracetipki se nachazi v oblasti tzv. Zluté skvrmgatula lutea). Vodivé ¢asti burtk
fotoreceptoit jsou v kontaktu s bipolarnimi hkami, které jsou propojeny s velkymi
multipolarnimi gangliovymi bilkami. Axony gangliovych butk se postup# sbihaji do
zrakoveho nervu, ktery ze sitnice vystupuje verbhasti tzv. slepé skvrny agnasi zrakové
informace ze sitnice az do tylnich lalokozkové kry.

Oko obsahuje dvocni komory, pgicemz ol jsou vyplené komorovou tekutinou
vznikajici sekreci tasnatéhoétiska odpo¥dnou za vyzivu okolnich tkani a odvod odpadnich

latek. Redni komora éni (camera oculi anterior) je ohranéena prostorem meziockou,

12



duhovkou, arohovkou. Zadni¢mi komora €amera oculi posterior) zahrnuje prostor
mezi zadni plochou duhovky a z&nym aparateniasnatéhodiska, ktery upefuje ¢ocku.
Predni a zadni komora spolu komunikuji skrze@hu mezicotkou a pupilou duhovkyCocka
je z velkécasti tvaena transparentnimi proteiny krystaliny, které @itwhodné optické
prostedi a umotiuji jeji optickou mohutnost (Hecht, 1987).

Mezi pridatné éni organy pat okohybné svaly zaji$ijici pohyb a postaveniniho
bulbu ¢nusculi bulbi). Prednicast oka je kryta @im vickem (alpebra). Na povrchu Blimy
a aniho vicka se nachazi spojivkéutiica conjunctiva). Diky své elasticé a podilu na tvorb
slzného filmu (gobletové liky produkuji mucin) umaiuje spojivka hladké pohyby bulbu.
V horni ¢asti @&nice je ulozena slzna Zlazgldndula lacrimalis), ktera produkuje vodnou
sloZzku slzného filmugimz dochazi k neustadlému zetivani povrchu oka. Slzy fbézne
odplavuji z oka n@stoty a chrani jejied infekci. Sotasti slzného filmu je take lipidova vrstva
bohatd na estery, steroly a volné mastné kysekiteyd je produktem Meibomovych Zlazek

nachazejicich sefmo v a:nim vicku v tarzalni ploténce pod spojivkou.

2.1.1. Predni segment oka

Predni segment oka@dstavuje jeho pomysinou prvitinu. Zahrnuje v&Si ¢asti oka
jako ani vicka, rasy, slzny film, rohovku a spojivku, dale duhovkornici, fasnaté disko,
komorovy Uhel a éni ¢ocku. Vrozené patologie tétgasti a@niho organu postihuji n&gst;ji
rohovku, duhovku a komorovy uUhelfigemz zahrnuji anomalieizného typu. Schéma

predniho segmentu oka je zachyceno na Obrazku 4.

Rohovka

Predni
oéni
komora

Duhovka

Komorovy uhel
(Schlemmiiv kanalek

Bélima

Zadni o&ni komora

Svaly
fasnatého yybézky
téliska

Rasnaté  Zavésny aparat
Cocky

Obrazek 4: Schéma anatomie p Ffedniho segmentu oka .
Pfevzato a upraveno z http://cnx.org/content/col11496/1.6/
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2.2. Vyvojoka

Vyvoj oka je slozity a dynamicky proces, kteryire jiz ve fazi rané gastruly embrya
(Chow & Lang, 2001). Vlastni zéklady¥mho organu se akti¢nvytvai v pribéhu 4. tydne
intrauterinniho vyvoje (Kuchynket al., 2007).Cinnost oka, jakoZto senzorického organu, je
Uzce spjata s centralni nervovou soustavou. Taipgpeni neni jen furtai, ale ok soustavy
maji podobny tk&ovy pavod, jelikoZ oko vznika jako vychlipenina zakladiegniho mozku.

Z&klady gedniho mozku ve 4. embryonalnim tydnuituweeuralni ploténku jvodem
z neuroektodermu. Okolo 22. dne se naiwmhistrag neuralnich val (gastruly/embrya)
objevuji @&ni ryhy. Tyto ryhy vznikaji evaginaci (vychliperavenek) neuroepitelu. Nasladn
se vytvdi optické jamky, které se postupplni tekutinou. Tento proces je znazérma
Obrazku 5. Optické jamky se postupéasu néni na optické vé&ky a posunuji se ziwodni
laterdini strany dorzolater&lObrazek 5A). K tvor® optickych véku dochazi zhruba na
konci 4. tydr téhotenstvi (28. den). Optické 8ky jsou propojeny siigdnim mozkem pomoci
dutych @nich stopek recessus opticus). Postupemiasu se optické ey zevnit dotknou
povrchového ektodermu v oblasti budouciho oka. @efdtek iniciuje ztlu$ni této ¢asti
ektodermu a tvid se zde éni/¢o¢kova plakoda (Obrazek 5B). Dochazi k postupnémiipehi
o¢ni plakody smirem dovnit a vznika tak opticky pohérek (Obrazek 5C).

Coékova
jamka
Opticky
poharek

Pigmentovy epitel

Opticky nerv

Plakoda €oéky

Opticka jamka Opticky vaéek

A B c

Rohovka

Oc¢ni stopka

Cockovy
vacek

D E

Obréazek 5: Schéma vyvoje komorového oka.  Prevzato a upraveno z Johnson et al., 2006.

Pti tvorbé zrakového poharku je mezi jehoédwrstvy vtahnuty i mesenchym. Vi

¢ast tohoto poharku je budouci sitnice a budougjSvrpigmentovy epitel. Vchlipujici se
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cockové jamky se nakonec ogldod povrchového ektodermu Ugla vznikajicockové v&ky,
jako zaklady enich&ocek (Obrazek 5D)X ockovy vasek je zpdatku v kontaktu s povrchovym
ektodermem, ale postupetasu se odili a prostor mezi budou¢ockou a ektodermem vyplini
mesenchym (Obrazek 5E). Spojenifadmim mozkem se postuprauzuje z oni stopky do

samotného &niho nervu.

2.2.1. Vyvoj struktur gedniho segmentu

Rohovka se na wsim povrchu oka diferencuje z povrchového ektoderm
a mesodermu (wodem z neurdlni listy), ktery vyifilje prostor mezi ektodermentackou.
Mesodermani hiky se rozestoupi na &wrstvy. Z vigjSi vrstvy se vytvél vSechny vrstvy
rohovky, az na povrchovy epitel, kter§istane gvodem ektodermalni a je avaskularni. Vmit
vrstva mesodermu vyty@vrstvu na povrchiocky (tunica vasculosa lentis - tzv. membrana
pupillaris). Tato membrana selem 7. ndsice diferencuje v samotnou zornici.

Béhem tvorby zrakového poharku a po uti samostatnéhdockového véku se
ventralni strany poharku@dsunou, abyiekryly ¢o¢ku. V mistech gSistu zrakového poharku

s 7

s povrchovym ektodermem se vyitvaaklad praasnatédisko. Ciliarni svakasnatéhogtiska

~7s 7

(musculusciliaris) se diferencuje z mesodermu leziciho nahogniho poharku (Obrazek 6).

Neuroektoderm Povrchovy ektoderm Mesoderm [ Neuralni lista
Cockova
jamka Vnéj&i vrstva Okohybné svaly
5 4 Rohovka |
zrakového poharku Cotka ¥
S Retinalni pigmentovy

[ | y !/ = - epitel a sitnice

| 1 Ve 2N

[ /f,/’V :\.: \“ Opticky nerv
3 |

%.‘ \\} \ "L—.Vx':
1 ‘ i
1 |

\[(’\“—/ 4 / I\\ | \ f> T

=, \.\3_\\ 4 l= Cévni zasobeni

\ j \:\dv/ 4 " cévnatky

1\ . Mesenchym N ”ﬁ\‘ 4 , Cévnatka
Duhovka S Balima

Vnitfni vrstva

- 2 - : ‘
zrakového poharku resmate bllsko

Okohybné svaly

>

Obrazek 6: Schéma zachycujici p tvod jednotlivych struktur oka . Pfevzato a upraveno z Harada et al., 2007.

Duhovka se diferencuje z okrajéndho poharku v migt kde se ob vrstvy ainiho

poharku pekryvaji a Aistavaji zde tenké. Stroma duhovky majgiivod z burk neuralni listy
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(mesenchymalni hiky). Svaly duhovky rfusculus sphincter pupilae a musculus dilatator
pupilae) jsou ektodermalnihodpodu.

Oko je zpa@atku vicky nekryté. Ty se tvid apozici mesodermu krytého ektodermem
z kraje @nich Strbin a z gisluSnych val. Horni vicko se tvéi z celniho valu a spodni &ko
z maxilarniho valu. Vy&ky ocnich vicek spolu po 3. #sici srostou, v 7. gsici se opt rozdli
(Sadler, 2011). #/0od jednotlivych ¢nich struktur je znazoén na Obrazku 6.

2.2.2. Geny uplatiujici se pi vyvoji oka

Béhem vyvoje oka se uplatje velké mnoZstvi na sebe navazujicigfickteré zahrnuji
fadu signalnich molekul a receptoPro spravé regulovany vyvoj oka je kibva adekvatni
exprese aregulace mnoha @emiicemz ulohafady z nich nebyla doposud je&Stcela
objasrna (Zagozewslkét al., 2014). Nejvyznam¥)Si roli ve vyvoji oka hraji regulatorové geny
homeoboxuRAX, HESX1, PAX6, OTX2, X3 a SOX2 (Zhanget al., 2000; Chow & Lang, 2001;
Avilion et al., 2003) V sestupné kaské&dreakci se podéiito geny nachazi dalSi, nengéen
dulezité regulatory jak&OXC1, FOXE3, PITX2, PITX3, PAX2 neboMAF (Semineet al., 1996;
Mearset al., 1998; Jordaret al., 1992) Pisobeni gef bchem rané tvorby amiho véku je

zachyceno na Obrazku 7.

Retindlni
zégi::ntovy glg)l(s? 2 Obrazek 7: Transkrip €ni faktory kontrolujici
vyvoj oka ve fazi optického va ¢€ku.
e — l Transkripéni faktor RX kontroluje vyvoj ¢ervené
‘, vyznaéenych struktur (evaginace optického
vacku atvorba zakladl sitnice). PAX6 je

dllezity jak pro formaci optického vacku, tak
Rx pro tvorbu plakody €ocky. Exprese PAX6 je
¥ Plakoda otky regulovana geny MEIS1/2aSOX2. OTX2
iniciuje vznik retinalniho pigmentového epitelu.
PFevzato a upraveno z Treisman, 2004.

Zaklady sitnice

Opticky vacek

Signalni kaskady byvaji zacileny na funkciit&e specifickych genu, jako n&glad
geny kédujici proteiny tudci ¢ocku (krystaliny) (Cvekl & Piatigorsky, 1996). Vyvaka
vyZaduje extréem® hlidanou aktivitu d&chto gemm aje vysoce citlivy na ftomnost

transkrignich faktofi pro tyto geny.
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2.2.2.1. PAX6

PAXG6 (Paired Box 6, OMIM *607108) sadi mezi geny, které obsahuiji ve své sekvenci
homeobox diky &muz se po translaci dokazi v podohomeodomény vazat na DNA
a regulovat tak transkripci jinych geriXu et al., 1999).PAX6 je naprosto kliovou slozkou
spravného vyvoje oka jak u sdivaak i u jinych organisiin (Gehring & lkeo, 1999). Jeho
esencialni vyznam pro organogenezi oka je podloAmoce konzervovanou sekvern
podobnosti ve skupinMetazoa (zivocichové) (Burriet al., 1989; Noll, 1993). Uloha genu
PAX6 béhem embryogeneze neniddiva jen pro okulogenezi, aléastni se také vyvoje jinych
organi a struktur (nap centralni nervové soustavy, nebo pankreatu) @bletsal., 1994;
Turqueet al., 1994).

PAX6 se wclovéka nachazi na chromosomu 11 v lokusu 11pl3. Vesgk&enci
obsahuje 13 exdra je u &) popsano 11 transkripich variant (databaze NCBI). Protein PAX6
je tvaren 422 aminokyselinami (isoforma A) a va#ibfizné 46 683 Dalton (Da). Uloha genu
PAX6 béhem embryonalniho vyvoje, s ohledem na vyvin ol&ina jiz @i tvorbé neuralni
ploténky (jednd se o embryonalni zaklad nervovésiému). B tvorb¢ této struktury se
Ucastni genyPAX6, SOX2 aOTX2. Tyto geny naslednpomahaji pi vzniku optického véku
a optického poharku. Miznych kombinacich tyto geny napomahaji vzniku pigtoeého
epitelu oka, sitnice docky (Hever et al., 2006). Mista silné exprese PAX6hHem
embryonalniho vyvoje mysiho oka jsou znazamna Obrazku 8.

Obréazek 8: Vznikajici struktury mysiho oka vizualizo  vany pomoci zna €eni PAX6. BEhem embryonalniho dne
9,5 (E9.5) jiz u mysSi vznika opticky vacek. Posléze se PAX6 Ucastni také tvorby ¢ockové jamky (E10.5) a napomaha
také tvorbé sitnice ve vSech jejich vrstvach (E12.5). Zdroj: Archiv Oddélenf transkripéni regulace AV CR, laboratof
RNDr. Zbyrika Kozmika CSc.

V dosglém organismu je protein PAX6fipomen pouze Vv sitnici, coz zr&

komplikuje jeho funkni analyzu p prokazovani dsledku detekovanych mutacicloveka
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(GeneCards). Jako nejvyznagjii regulatory expresAX6 byvaji uvadény genyMEISL,
MEIS2 aS0OX2 (Zhanget al., 2002; Bessat al., 2002).

2.3. Dysgeneze pedniho segmentu

Vyvojové vady oka jsou vzacna onemeeh kterd mohou postihovat vSechtésti oka
od rohovky az po @i nerv. Z hlediska vyvojové biologie se jedna ouyshy diferenciace
mesenchymalnich bgk neuralni listy (Taylor & Hoyt, 2005).

Vrozené anomalie oka mohou bytispbeny genetickymi faktory, ale také tiafad
infekci matky hem €hotenstvi nebo dalSimi Skodlivymi vlivy (alkoholyody, Spatna
medikace) (Sadler, 2011). Vzhledem dkkhdnym prenatalnim screeniimg a v disledku
eliminace gkterych onemoani v populaci (nab zardnky) se podil infeknich onemoceni,
zodpowdnych za vznik vyvojovych anomalii oka, vyr&zsnizil av sotiasné dob se
predpoklada, ZediSina z nich, obzvla8bilateralnich, vznika na podklagenetickych faktar
(Haargaardtt al., 2004).

U priblizné 50 % pacierit s dysgeneziipdniho segmentu oka dochazi dslédku
poruchy odtoku komorové tekutiny ke vzniku sekundi@m glaukomu, projevujici s&téinou
jako zvySeni nitroéniho tlaku (nad 21 mm Hg), které v kéném disledku zjiisobi neuropatii
zrakového nervu (Waring al., 1975). Tento typ glaukomu je obté&lécitelny a netidka byva
pricinou absolutni ztraty zraku. Wginy pacieni vznika tato komplikace jiz vadstvi nebo
v ¢asné dosflosti (Sowden, 2007; Idreesal., 2006).

2.3.1. Kilinicky obraz pacient s dysgenezemifpdniho segmentu oka

Tato skupina onemoéni se klinicky projevuje jakoizné kombinace nasledujicich
znali: opacifikace (zakaleni) rohovkygkdy spojené i s vistanim cév do jejiho stromatu,
hypoplazie (nedovyvinuti) duhovky, kolobomy duhovkpzSgp), gitomnosti vyrazného
zadniho embryotoxonu i@dsunuti a rozBni Schwalbeho linie), ektopii zorni&e ¢ocky
(vyskyt mimo své obvyklé misto), adherenci mezi alddou a rohovkou, nebo rohovkou
acockou. Vyjimeiné se mohou vyskytovat @dhto pacient také mikroftalmie/nanoftalmie
(malé oko), anoftalmie (nedovyvinutimich va&ka, kdy oko zcela chybi), heterochromie
(razna distribuce melaninu v duhovkach), polykorie h@kka tvdi vice zornic) nebo

kryptoftalmus (neodéeni a:nich vicek). Nekteré z &chto vad jsou zachyceny na Obrazku 9.
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Dle zavaznosti nalezu a stuppostiZzeni zraku dZe byt u pacieidtpritomen nystagmus
(kmitavy pohyb i), strabismus (Silhani) a ambylopie (tupozrakost).

Diagnostiku pacietits dysgenezemitpdniho segmentu oka komplikuje skirtest, Ze
nezidka nelze nalez tadit do jedné vyhramé klinické jednotky. V ramci jedné rodiny se
mohou navic utiznych rodinnych fislusniki vyskytnout nalezy zazené podizné klinické
diagnézy. U skterych pacient mohou byt dysgenezeiganiho segmentu asociovany
s niznymi dalSimi mimodnimi nalezy jako nagklad se Spatnym vyvojem chrupu, Sfaimi

vadami nebo mentalnimi retardacemi.

[

Obrazek 9: Nalezy u pacient G s dysgenezemi p fedniho segmentu oka. A, Kolobom duhovky; B, Ektopie
zornice; C, Polykorie; D, Zakal rohovky a atrofie duhovky; E, Aniridie a persenilni katarakta. Zdroj: Archiv O¢ni
kliniky VFN a 1. LF UK a Archiv oéni kliniky FN Motol.

2.3.1.1. Axenfeldovo Riegerovo spektrum malformaci

Axenfeldovo Riegerovo spektrum malformaci je vzacaétozomald dominantni
onemocgni, pricemz incidence jeifblizné 1 postizeny na 200 000 obyvatel (Titheraeipa .,
2014). Onemoami vznikd na podklad abnormalniho vyvoje fpdrekomorového uhlu,
rohovky a duhovky. Nalez je bilateralsigsto asymetricky a velmi variabilni. V minulostiby
toto onemoc#éni ozn&ovanoradou nazu, nag. mezodermalni dysgeneze rohovky a duhovky,
primarni mezodermalni dysgeneze duhowkyxenfeldiv-Riegefiv syndrom.

Jednotlivé popisované projevy zahrnuji Axenfeldevmomalii, ktera se projevuje jako

pruhy duhovky fipojené ke Schwalbeho liniifFRiegero¥ anomalii se daleffdruzuje atrofie
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stromatu duhovky s dirami, nebo pseudodirami aktop& (abnormalni ulozeni zornice)
(Obrazek 9). Krom ocnich projew mohou byt p tomto spektru malformacitfgomny
specifické obkejové rysy: plocha stdnicast obléeje, prominujicicelo, Siroky kden nosu,
hypoplazie maxily a napadnvelky dolni ret. Dentalni anomalie je vyj@éta hypodoncii
a parcialni anodoncii (n&jstji chybi rezaky). Még ¢asto se vyskytuji také sr&d vady.
Fotografie oka pacientky s geneticky éeanym Axenfeldovym Riegeovym spekterem je

zachycena na Obréazku 10.

Obrazek 10: Levé oko pacientky s Axenfeldovym Riefe  rovym spektrem malformaci . Je zde patrna
prominentni Schwalbeho linie (Sipka) a atrofie duhovky. Zdroj: Archiv O¢ni kliniky VFN a 1. LF UK.

2.3.1.2. Petersova anomadlie

Typickymi znaky Petersovy anomalie jsoditpmnost centralniho leukomugave
zakaleni) rohovky, absence zadniho stromatu rohavBecemetovy membrany, &ny
stupar pripojeni duhovky a&ocky k centralni ¢asti rohovky (iridokorneélni adherence).
Spektrum postizeni je velmi Siroké od slabého émitno zakalu s malym pruhentigojené
duhovky atirou ¢oc¢kou, az po zcela nefirlednou rohovku &detné iridokornealni adherence.
Petersova anomalie sdibe vyskytovat samostatmebo mohou bytitomny dalSi patologické
o¢ni nalezy. Popsany byly napnikrokornea, glaukom, aniridie, kongenitalni agatabsence
¢ocky) nebo totalni zadni kolobom sitnice a cévnatkytografie oka pacienta s Petersovou
anomalii je zachycena na Obrazku 11.

Petersova anomalie v kombinaci srépgt rtu apatra, mentalni retardaci
a abnormalnim tvarem zevniho usniho boltce je @mréma jako Petefis plus syndrom,
piicemZz se variabikh mohou pidruZzovat i malformace kardiovaskularniho systému,
genitourinalnino systému, postizeni sluchu a stmdthi defekty centralniho nervového
systému (Kuchynkat al., 2007).
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O¢ni nalezy u Petersovy anomdlie byvaji bilaterakdsto asymetrické a velmi
variabilni. Byl popsan jak autozomaldominantni, tak autozoma&mecesivni typ &di¢nosti
(Kuchynkaet al., 2007).

Obrazek 11: Detail pravého oka pacienta s diagnézou Petersovy anomalie. Je zde patrny leukom rohovky
v centralni &asti (Sipka). Zdroj: Archiv O¢ni kliniky VFN a 1. LF UK.

2.3.1.3. Aniridie

Aniridie je vzacna bilateralni vrozena vyvojova foainace pedniho segmentu oka,
charakterizovan&asté&nou ¢i Uplnou absenci duhovky. Incidence tohoto onerdocre
1 postizeny na 56 000 - 76 000 obyvatel (Lee e2AD8). Krond malformaci duhovky, mohou
byt u postizenych jediricptitomny hypoplazie makuly nebo zrakového nervu, arataice
komorového dhlu a progresivni keratopatie. Pacienginiridii také ¢asto trpi fotofobii
(swtloplachost). Méa ¢asto se mezi pacienty vyskytuje katarakta, ptozaki@s viek)
a ektopietocky (Reynoldset al., 2003). Aniridie byva népsgji spojovana s mutacemi v genu
PAX6 (Weisschulet al., 2012).Fotografie oka pacienta s aniridii je zachycen®hgazku 9E
a na Obrazku 12.

Obréazek 12: Detail pravého oka s parcialni aniridii . Zdroj: Archiv O&ni kliniky VFN a 1. LF UK.
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U pacienti s rozsahlejSimi (mikroskopickymi i submikroskopraoki) delecemi lokusu
11p13, kde se krotngenuPAX6 nachazi také geWwT1l (Wilms Tumor 1) niZze byt anridie
asociovanana s vyskytem Wilmsova tumoru, poructganito-urinalniho systému a mentalni
retardaci (tzv. WAGR syndrom) (Crokaal., 1997).

2.3.1.4. Kongenitalni katarakta

Kongenitalni/infantilni katarakta (vrozeny zak&hococky, popr. zakalcocky zjisteny
v détském ¥ku) je castou so&asti klinického obrazu dysgenezegniho segmentu. Dochazi
pii ném k naruSeni gihlednosti éni ¢ocky, vyZadujici v &ZSich gipadech operaci k zabrém

vzniku amblyopie (Baradkova & Hlotanek, 2008).

2.3.1.5. Sklerokornea

Sklerokornea je charakterizovana sklerotizaci rélioytkdn pripomina limu)
a projevuje se jako cirkularni¢lava opacifikace s nejasnynigghodem limbu a rohovky,
v t8Zkych pipadech mZe byt roz&ena az do centra rohovk¢asto je spojena s dalSimi
anomaliemi jako jsou nizké ziakeni rohovky (cornea plana),&fka predni komora, anomalie
duhovky a mikroftalmus(Autrata, 2008).Fotografie oka pacientky se sklerokorneou je

zachycena na Obrazku 13.

Obrazek 13: Detail oka pacientky se sklerokorneou. Zdroj: Archiv O¢ni kliniky FN Motol.

2.3.2. Diagnostika paciefits dysgenezemiipdniho segmentu

Diagnostika paciefit s dysgenezemiipdniho segmentu je p@mé komplikovana,
jelikoz se jedn& o Sirokou skupinu chorob fenotypageneticky velice heterogennich.

Jednotlivé fenotypové projevy se mohou &@waprekryvat a nespadat tak do typického
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klinického obrazu uité konkrétni diagndzy. V fibéhu let prokhlo jiz nékolik pokudi
o vypracovani klasifikac&thto chorob, ktera je neustaleegiovana a vylepSovana (Waring
et al., 1975; Wilson, 1990).

Prvnim krokem, ke spravné diagnostice padiesntimto typem onemoe¢ni, je p&livy
popis a dokumentacecémiho nalezu. V idealnim ifpadt, se u paciefit dale pokréuje
charakterizaci onemoéni na molekular& genetické Urovni, ktera pak naslégotvrdi anebo
i uptesni klinickou diagnoézu.

Geny, jejichz mutace vedou ke vzniku dysgeneddpiho segmentu oka, kéduji
negastji transkripni faktory regulujici funkce mnoha dalSich @efviz. Kapitola 2.2.1.).
Seznam znamych gé&no kterych je v satasné dob znamo, Ze hraji tlohutipvzniku €chto
dysgenezi, je uveden v Tabulce 1.

Na Obrazku 14 jsou znazamy genetické fekryvy, ze kterych je patrné, ze dysgeneze
piedniho segmentu oka nejsou izolovanou skupinouothale na molekuldérgenetické
arovni se prolinaji s jinymi klinickymi jednotkammag. s anomaliemi sitnice. Mutace
v riznych genech se na klinické arovni mohou projetgingm fenotypem, jakoifklad je
mozné uvest genyOXC1 aPITX2, které jsou asociovany se vznikem Axenfeldova Biega
spektra (Alward, 2000).

Anoftalmie,
tézké mikroftalmie

SMOC1

Abnormality pfedniho
segmentu,
katarakta/mikrokornea

Katarakta a mikrokornea
GJA3, GJA8, CRYAA, CRYAB,
CRYBA1, CRYBA4, CRYBB1,
CRYBB2, CRYBB3, CRYGC, CRYGD,
CRYGS, BFSP1, BFSP2, EPHA2,
FTL, GALK1, GCNT2, HSF4, LIM2,
MIP, SLC16A12, VIM

$0X2,BMP4,
PAX6, OTX2,
VSX2, RAX

MAF,
POMTI,POMT2,

POMGNTL,FKTN,
EKRP,ISPD,
LARGE

Petersova anomalie
PITX2, FOXC1, CYP1B1,
LTBP2, B3GALTL

Kolobom,
anomalie sitnice,
lehéi mikroftalmie

GDF6, GDF3, PAX2,
ABCB6, VAX1, OCRL,
CHD7

Obrazek 14: Tabulka vybranych gen 1, jejichz mutace jsou zodpov édné za abnormalni vyvoj oka. Je patrny
Siroky fenotypovy prekryv mutaci v jednotlivych genech. Pfevzato a upraveno z Prokudin et al., 2014.
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Sekvenovanim kodujicich ugekzndmych gei lze zjistit @icinné mutace pouze
udl % -70 %
a studovaném fenotypu (Senal., 2011; Maet al., 2016). Je tedyiejmé, Ze bd existuji jest

paciefit s dysgenezemi ipdniho segmentu v zavislosti na populaci
dalSi, dosud neobjevené geny anebo se mutace machékddujicich Usecich znamych gen
(nap. v regul&nich oblastech nebo intronech).

Ve vyjimeinych gipadech se u pacigntnohou nachazegtsi¢i mensi chromosomové
prestavby, pro jejichz odhaleni je petba analyza variaci pm kopii anebo i klasické
cytogenetické metody. VZdy jéeba pditat i s dalSimi moznymi negenetickymiignami,

o kterych se aleipdpoklada, Ze jsou dnes diky¢[peé monitoraci &hotenstvi mé# casté.
Jedna se ndiklad o fetalni alkoholovy syndrom, intrauterinnfékceci vystaveni izoretinoinu

v prvnim trimestru (Kuchynket al., 2007).

Tabulka 1: Seznam znamych gen  spojovanych s dysgenezemi p

fedniho segmentu podle databaze OMIM.

Gen ?';:\g:g/l Lokus O¢ni projevy dé d-ll—t)‘i,?‘l ost
ABCB6 605452 2q35 Mikroftalmie, kolobom, anomalie sitnice AD
B3GALTL | 610308 13g12.3 Petersuv plus syndrom AR
BCOR 300485 Xpll.4 Mikroftalmie X-vazana
BDNF 113505 11p14.1 Aniridie AD
BFSP1 603307 20pl2.1 Katarakta, mikrokornea, dysgeneze pfedniho segmentu AD/AR
BFSP2 603212 3g22.1 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
BMP4 112262 14922-gq23 | Dysgeneze pfedniho segmentu, anoftalmie, mikroftalmie AD
COL4A1 120130 13q34 Axenfeldovo-Riegerovo spektrum AD
CPAMDS8 | 608841 19p13.11 Dysgeneze predniho segmentu AR
CRYAA 123580 21922.3 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD/AR
CRYAB 123590 11g23.1 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD/AR
CRYBA1 123610 17q911.2 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
CRYBB2 123620 22911.23 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
CRYBB3 123630 22911.23 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD/AR
CRYGC 123680 2933.3 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
CRYGD 123690 2933.3 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
CRYGS 123730 3927.3 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
CYP1B1 601771 2p22 Petersonova anomalie, glaukom AR
EPHA2 176946 1p36.13 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
EYAL 601653 8413 SBégrrl?er]ct)l-Joto-renalm syndrom, dysgeneze predniho AD
FKRP 606596 1913.32 8Di¥r?i%2neze predniho segmentu, kolobom, anomélie AR
FKTN 607440 9431.2 Z}t/;igcj:zneze predniho segmentu, kolobom, anomélie AR
FOXC1 601090 6p25 Kongenitalni glaukom, Petersova anomalie AD
FOXE3 601094 1p23 Ps(:é?\;?r?ti, Petersova anomalie, dysgeneze pfedniho AR
FTL 134790 19913.33 Hyperferritinémie a kongenitalni katarakta AD/AR
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OMIM

Typ

Gen &islo Lokus O¢ni projevy e
GALK1 604313 17g25.1 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AR
GCNT2 600429 | 6p24.3-p24.2 | Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD/AR
GDF3 606522 12p13.31 Mikroftalmie, kolobom, anomalie sitnice AD
GDF6 601147 8qg22.1 Leberova kongenitalni amaurosa, mikroftalmie, kolobom AD/AR

GJA3 121015 13g12.11 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD

GJA8 600897 1g21.2 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
HMX1 142992 4p16.1 g;stiroa}li(eta, dysgeneze ptedniho segmentu, retinalni AR

HSF4 602438 16g22.1 Katarakta AD
CHD7 608892 8ql2.2 Mikroftalmie, kolobom, anomalie sitnice AD

ISPD 614631 7p21.2 Kolobom, anomalie sitnice AR

JAG1 601920 20pl2.2 Alagilldv syndrom AD

KERA 603288 12g21.33 | Cornea plana AR
LAMB2 150325 3p21 SPéegr:]%r;]Ltjl\J/ syndrom, mikrokornea, dysgeneze predniho AR
LARGE1 603590 22q12.3 :(e?itr?gzl:;e:{]?gygrz%zraggle, retinalni dysplazie, abnormalni AR

LIM2 154045 199g13.41 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AR
LMX1B 602575 9934 Nail-patella syndrom, glaukom AD
LTBP2 602091 14024.3 El;ttgg%:g\c;:gyénn;irl:]rglis;érofakie, megalokornea, glaukom, AR

MAF 177075 16923 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD

MIP 154050 12qg13.3 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
MIR184 613146 15¢25.1 Egt(;(r);eklgva dystrofie rohovky, hypoplazie duhovky, AD

NHS 300457 | Xp22.2-p22.1 | Kongenitalni katarakta, mikrokornea X-vazana
OCRL 300535 Xg26.1 Mikroftalmie, kolobom, anomalie sitnice X-vazana

OTX2 600037 14922.3 Mikroftalmie, retinalni dystrofie AD

PAX2 167409 10024.31 gr(])(l)ontl)glrir;, ;ji¥si€|§12|e zrakového nervu, mikroftalmie, AD

PAX6 607108 11p13 Aniridie, katarakta, hypoplazie oéniho nervu, glaukom AD
e | corse2 | aps | eenieole Reoeror shedum. Fupoplize il | o
PITX3 602669 10925 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD

POMGNT1 | 606822 1p34.1 Retinitis pigmentosa AR
POMT1 607423 9934.13 Dysgeneze predniho segmentu, kolobom, defekty sitnice AR
POMT2 607439 14924.3 Kongenitalni katarakta, myopie, hypermetropie AR

PXDN 605158 2925.3 Katarakta, mikrokornea AR

RAX 601881 18021.32 Mikroftalmie AR

SHH 600725 7036.3 Mikroftalmie, kolobom, anoftalmie AD

SLC16A12 | 611910 10g23.31 Juvenilni katarakta, mikrokornea AD

SLC4A11 | 610206 20p13 Kongenitalni hereditarni endotelova dystrofie AR
SMOC1 608488 14924.2 Mikroftalmie AR

SOX2 184429 3026.33 Mikroftalmie, hypoplazie oéniho nervu AD
STRA6 610745 15g24.1 Mikroftalmie, kolobom, anoftalmie AR
VAX1 604294 10g25.3 Mikroftalmie, kolobom, anomalie sitnice AR
VIM 193060 10p13 Katarakta, dysgeneze pfedniho segmentu AD
VSX2 142993 14924.3 Mikroftalmie, kolobom ?

AD — autosomalné dominantni, AR — autosomalné recesivni, X-vazana — vazana na X pohlavni chromosom.
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2.4. Molekularn é genetické metody pouzité fi diagnostice paciené

2.4.1. Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani, je souhrnny termin pro biologicko-cioggnmetody, skrze které seupe
pofadi bazi v sekvenci DNA. V 70. letech 20. stolatéderic Sanger vyvinul sekveird
metodu, ktera do z&aé miry vyuZiva v klasické pod®PCR reakci, spolu s koncovymi
dideoxynukleotidy a nasledné elektroforézy (Samgal., 1977).

Sangerovo sekvenovani poprvé kotmérvyuzila v roce 1987 spalaost Applied
Biosystems. Jejich prvni automaticky sekvenéator 3AB vyuZzival kapilarni elektroforézu
k separaci jednotlivych UsékDNA a umoioval osekvenovat 500 kilobazi za den s délkou
¢teného fragmentu okolo 600 bazi (Lai al., 2012). Schéma tvorby sekvence pomoci
znaenych dideoxynukleotidje zachycena na Obrazku 15. ¥gadt masivnichéteni celych
genomii, byla tato metoda postupmahrazena sekvetr@ami metodami “nové generace”,
nicméré Sangerovo sekvenovanfistava v Sirokém pouZziti zejména pro cileny scregnin
omezeného pitu sekvenci (nappri cileném sekvenovani vybranych exarebo sekvenovani
kodujicich usek menSich gel) a dale k o¥fovani dat ziskanych pomoci sekvenovani nove

generace.

SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNI PROVEDENI)

Fluorescenéné znacené ddNTP

Syntéza DNA za pritomnosti ddNTP @ ddCTP ddATP
> ® ddTTP @ ddGTP

5 ®

—

3-ATCTTGTACTGGTATA AATCGTACT-Y

templatova DNA

Obrazek 15: Princip Sangerova sekvenovani.  VyuZziti fluorescenéné znacenych dideoxynukleotidd pro nasledné
6teni sekvence skrze kapilarni elektroforézu. Prevzato a upraveno z http://labguide.cz/klasicke-metody-
sekvenovani/.
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2.4.2. Sekvenovani nové generace

7

Sekvenatory ,prvni“ generace detekovaly DNA bazad jednu po druhé, zatimco
sekvenatory druhé generacagto oznéované jako sekvenatory nové generace) umjpz
masivni paralelnéteni az tisi@ molekul DNA sodasrt.

Masivre paralelni¢teni je umozano diky gedchazejici PCR amplifikaci jednotlivych
DNA fragmenti.. Fristroje jsou uzpsobeny paralelizaci mnoha jednotlivych PCR reakci
(stovky milioni) a mnohonasobné kapilarni sekvenaci (az 96-kapilar

Diky technologii masivé paralelnihoc¢teni se vyznamh snizila doba pétbna
k precteni dlouhych DNA sekvenci. Na trhu se v&mné dob objevuji ti platformy:
Roche 454, lllumina a SOLID (Zhatial., 2010). Tyto sekvenatory vyuZivaji rozdilnou chiemi
k urgeni nukleotidové sekvence, ale principtalsdileji gipravu knihovny amplikoin

a sekvenovani s naslednou detekci inkorporovanykleatidi.

Platforma lllumina, ktera byla procély diplomové prace vyuzivanajeustavuje
technologii zaloZenou na PCR amplifikaci templ&CR-based technologies).

Pro tuto amplifikaci se vyuziva specialniistkové PCR, kdy jsou templatové DNA
molekuly pomoci adaptérovych molekul uchycenyipa. Toto primarni uchyceni rngpu je
Cist¢ nahodné a umabije kthem jediné sekverni reakce fecist az stovky miliéd bazi.
Nasledr je kazdy fragment na svém mdishamnozZen, coZz zvysi signal pro detekci
v konkrétnim mist ¢ipu a vznikaji tzv. clustry molekul DNA. Poté j&p promyvan
fluorescekiné¢ znaenymi nukleotidy, které jsou chemicky modifikovangk, Ze se na
komplementarni DNA fragmentu navaze vzdy jen jedekleotid. Po navazani nukleaiid
citlivy detektor zachyti fotografii¢ipu a vyhodnoti navdzani konkrétniho nukleotidu
v konkrétni pozici. Syntéza nasleédpokra&uje a po kazdém kroku je zachycen obraz.
(Croucheret al., 2009).

Softwarem je nasledmoskladana sekvence kazdého jednotlivého fragmedaném
mist, tudiz ziska najednou (sekvence mitidragment z jedinéhaipu). Na zaklad piekryvi
je sestavena souvisla sekvence DNA (Croudeal., 2009). Princip sekvenovani pomoci

platformy Illumina je zachycen na Obrazku 16.
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' ¢ 4
aﬁ Prvni cyklus sekvenovani:
navazani znacenych, reverzibilné

i terminélnich nukleotidd.

; i \0:6 Znagené nukleotidy
o i ®
LA /:>G C A

Pred dal$im cyklem jsou

l I LASER Zachyceni prvniho cyklu sekvenovani: blokované 3’ konce bazi
| | | P.o Iasgrove e?(ataq se zachyti obra-z a fluorescenéni znatky
| Cipu s jednotlivymi fluorescencnimi odstranény.

znackami z kazdého clustru.

Templatové molekuly DNA
navazané skrze adaptéry na Cipu.

Obrazek 16: Princip sekvenovani platformy Illlumina. Pfevzato a upraveno z Chi, 2008.

2.4.3. Exon trapping

Exon trapping je molekulaénbiologicka metoda, které se&4m¢ pouziva k odhaleni
potencionalnich exdnv Usecich eukaryotické DNA s neznamymi exonovynmt@novymi
castmi (Duyket al., 1990). Pomoci této metody lzeciy zda je dany usek DNA soasti
studovaného genu nebo nikoli. Tato technika se ipaugedevsim fi péatrani po novych
genech v neznamych Usecich chromosomalni DNA. Yesmé dob se metoda pouziva i pro
jiné aplikace, jako ndjklad funkéni studie a o&teni potencialé sestihovych variant (Booth
etal., 2017).

Exontrap, je arteficielni seé#tovy vektor kombinujici eukaryotni i prokaryontni
genetické elementy, ktery jiz obsahuje zndmou a@rtron-exon sekvenci. Schéma vektoru
Exontrap je zachyceno na Obrazku 17. Intronova eseée obsahuje klonovaci misto
(tzv. polylinker), které je tvieno fadou kratkych sekvenci rozpoznavanych retiiki
enzymy. Tato sekvence zim& usnaduje praci s vektoremipvkladani inzetit a @i kontrole
jejich zalenéni. Oblast polylinkeru zpravidla podléhd kontroléného eukaryotického
promotoru (nap long terminal repeat viru Rousova Sarkomu). Dé&letor WtSinou obsahuje

gen rezistence k antibiotiku adaek replikace (prokaryotni i eukaryotni).
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Oblast
polylinkeru
Intron | Intron

Exon Exon
N /

Pogatek Poly A

transkripce

Eukaryotni Bakterialni
pocatek Vektor Exontrap pocatek
replikace replikace

Gen rezistence k
antibiotiku

Obrazek 17: Obecné schéma vektoru uzivaného p i metod & Exon trappingu.

Schéma pouziti tohoto vektoru je zachyceno na Gloré8. Sekvence inzertu je pomoci
restrikknich enzyni pirenesena do vektoru a pebime transfekce eukaryotickych kn
vybavenych BZznym sesithovym aparatem (multiproteinovy komplex spliceospndelikoz je
vektor vybaven silnym promotorem, je akttvprodukovana pre-mRNA, ktera je naslédn
sestihana. Po izolaci celkové RNA z hiky se pomaoci reverzni transkripcgppavi cDNA.

Nasledr Ize pomoci PCR analyzovat vznikly fragment a vgqrkdrobit sekvenani analyze.

Vektor:

/ Promotor misto sestfihu polylinker misto sestfihu

5 % "exon" | | "intron" - "intron" I "exon" l‘P°'yA 3 /

1

Stépeni vektoru a inzetru restrikénimi enzymy a nasledna ligace

intron I exon intron I
Fragment genomické DNA s exonem

i

Transfekce eukaryotnich bunék vektorem Exontrap

g I1zolace mRNA a prepis do cDNA
FWD primer

"axon" I intron I exon I intron | "exon" l—AAAAAn

-—
REW primer

PCR a analyza produktu (sekvenace)

Obrazek 18: Schéma funkce vektoru Exontrap. Do vektoru Exontrap Ize pomoci restrikénich enzymu vkladat
genomové sekvence obsahujici potencialni exony a skrze transfekci do eukaryotnich bunék Ize analyzovat sestfih
vkladanych sekvenci.
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo:

Studovat molekuldghgenetickou fi¢inu dysgeneziigdniho segmentu oka na
souboru 12 probaridvySetenych na @ni klinice 1. LF UK a VFN v Praze
Prispét k obecnému poznani molekuldrmgenetickych fi¢in této skupiny
chorob

Zdaraznit a o¥fit vhodnost celoexomoveého sekvenovani utéto Kihic
jednotky v diagnostickém procesu

Owetit vhodnost metody Exon trappingu pro verifikactgrucialré sestihovych
mutaci

Zlepsit klinické poradenstvi paciém a jejich rodinam a tim napomoctip
planovani zivotnich ail a rodEovstvi, etré pripadné preimplantai anebo

prenatalni diagnostiky
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4. Material a metody

4.1. Soubor pacienti

Probandi stirznym typem vyvojovych onemoéni oka byli vySateni na @ni klinice
1. LF UK aVFN v Praze. Nasledinim byla nabidnuta ¢ast ve vyzkumném programu
Laboratde pro studium vzacnych onemeai Kliniky détského a dorostového léistvi 1. LF
UK a VFN v Praze s cilem zjistit molekul&rgenetickou fi¢inu jejich onemoceni. Ucast ve

vyzkumu byla nabidnuta i vSentipuznym prvniho stugn

4.2. Zakreslovani rodokmeni

Rodokmeny byly zakresleny pomoci programu Haplaai(Thiele & Nurnberg,
2005). Dle informaci od pacienta byli vzdy vyZaai postiZeni i nepostiZzeni jedinci. Tyto
informace byly dale usrény po absolvovanianiho vyseteni. Nakres rodokmenu obsahoval
standardni symboly (Obrazek 19) odpovidaji€zr® uzivané genealogické nomenkiau
(Bennettet al., 1995). Rodokmeny slouZilyfgdevsim k odhadu typwdicnosti onemoceni.
Dale byly vyuzity i segreganich analyzach sledujicich vyskyt konkrétnich vgabrnvariant

S onemoc#énim.

Muz
ManzZelsky/partnersky par

Zena

O Jedinec neznamého

Pribuzensky par

pohlavi

. PostiZzeny jedinec
Q Zemfely jedinec

|:| Proband
A Dostupny vzorek DNA

Potomcilsourozenci

Potrat

50 6 &

I:1 Znaceni generace

Obrazek 19: Zakladni genealogické symboly vyuzivané pfi tvorb & rodokmen .
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4.3. Metody izolace DNA

4.3.1. 1zolace DNA z krve

Po pecteni informaci pro pacienty {#foha 1) a podepsani informovaného souhlasu
(Priloha 2) bylo probanin a jejich pibuznym odebrano standatd® x 6 ml Zilni krve (u &ti
byl zohledin vk avaha) do zkumavek s antikoagman cinidlem EDTA (kyselina
etylendiamintetraoctova). Jedna ze zkumavek bylazZip@ pro izolaci DNA a druha se
uskladnila v -20° C profjfpadnou kontrolu. DNA byla ziskavana z jader leykiclzolace
DNA probihala pomoci kitu Puregene Blood Core KiirGly QIAGEN (kat.cislo: 158389).

Sada obsahovala:
* RBC Lysis Solution— zaji§'uje optimalni lyzu erytrocyt Setrny k leukocytm
* Cell Lysis Solution — naruSuje membrany b&kh a umozuje uvolreni DNA
Z leukocyti
* Protein Precipitation Solution — pufr svysokou koncentraci soli, sniZuje
rozpustnost protein a umo#uje oddleni proteii od roztoku s nukleovymi
kyselinami
* DNA Hydratation Solution (1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7,5) — vytvvhodné
prostedi pro dlouhodobé usklagim DNA
* RNase A Solution— enzymatické odstrani RNA
Dale bylo pouzito (nebylo soasti kitu):
* 100% isopropanol a 70% etanol — k@steni a vysrazeni DNA

Do 50 ml zkumavek bylo napipetovano 18 ml RBC LySislution a pozgi se
k roztoku gidal cely obsah jedné zkumavky s krvi (6 ml). Pokuwyd objem krve menSi nez
6 ml (v pipadt déti) byly nasledujici objemy roztékpomerové prepcitany. Sns byla
inkubovana 5 minut i pokojové teplot a zkumavky byly v pibéhu inkubace otéeny,
nasledovala centrifugace 5 minut 000 x g. Poté, co se ve spodasti zkumavky vytviil
pelet s bilymi krvinkami, byl supernatant op&tiwdstragn az na giblizné 2,5 ml, které se
nasleds vyuzily k rozsuspendovani peletu vortexovanim poud10 sekund. Do suspenze bylo
piidano 6 ml Cell Lysis Solution a nasledovalo vooedni dalSich 10 sekund. 8snbyla
nasleds inkubovana po dobu 2 hoditi peplot 37° C. Poté se do roztokiigalo 30 pul RNase
A Solution, zkumavka bylagkolikrat otaiena a pak ponechana dalSich 15 minut v inkubéatoru
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na 37° C. Po inkubaci byl vzorek prudce zchlazeleda po dobu 5 minut. Bylarigano 2,7 mi
Protein Precipitation Solution a vzorek byl vortean po dobu 20 sekund. Nasledovala
centrifugace 10 minutip2000 x g. Vysrazené proteiny vyty na dre zkumavky hutny,
tmaw hnredy pelet. Supernatant bykglit do 50 ml zkumavek, ve kterych byldigraveno
8,1 ml isopropanolu. Bylo tdezité zachovat proteinovy pelet uwnipavodni zkumavky.
Zkumavky s DNA a isopropanolem byly promichany. DNAomto bod byla uz okem
viditelna. Nasledna centrifugace po dobu 5 minwit2000 x g uz pomohla odtit DNA ve
formé peletu na d&izkumavky.

Supernatant byl opat¢nodstragn a do zkumavky bylo fddno 6 ml 70% etanolu.
Zkumavka byla oft nékolikrdt otaiena a nasledovala posledni centrifugace 5 mirfut p
2000 x g. Opt byl velmi opatri odstragn supernatant. Zkumavky s DNA byly suSeny na
absorgnim papfe @i pokojové teplat po dobu 5 — 10 minut. V zavislosti na mnozstvi DNA
bylo do zkumavek fidano odpovidajici mnoZzstvi DNA Hydratation SolaticSnes byla
vortexovana po dobu 5 sekund a po dobu 1 hodirg inldubovana i teplot 65° C.

Koncentrace DNA byla z#tena na fistroji NanoDrop 2000/2000c firmy Thermo
Fisher Scientific. Nasledrbyl vzorek az do dalSich analyz uskladmii -80° C.

4.3.2. lzolace DNA ze slin

V piipadech, kdy fibuznym postizenych jedidcnebylo mozné odebrat vzorek Zilni
krve, byly pouZzity soupravy pro odbvzorku slin, které Ize vyuzit i k samoaglb. Soupravy
Oragene DNA (katgislo: OG-500) firmy DNA Genotek umagji snadny a rychly odip
a vytvai optimalni podminky pro naslednou izolaci DNA ki bukalni sliznice, které jsou

obsazené ve slinach (Obrézek 20).

Slozky kitu @
_/./' : ,Q\\"‘ .

> oo Sbérna nadobka s
M - W&B LT B 4 Y 10
= @S docasnym vickem

V & e a;‘/
‘.;';L

Baleni Instrukce

Pevneé
vicko

Obréazek 20: Sou €asti kitu Orange DNA. Prevzato a upraveno z http://www.dnagenotek.com
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Vyhodou tchto kit je také skladovanirppokojové teplat, a to i po odbru slin. Ze
spravié odebraného vzorku je mozné izolovat DNAgkalik let po odigru. Schematické

pouZiti kitu je zobrazeno na Obrazku 21.

1. < 2 / i 4.

Fill line 7 \

Obréazek 21: Schematické znazorn éni pouziti kitu pro odb ér slin. 1. Sliny (bez bublin) musi naplnit zkumavku
az po danou hranici. 2. Po naplnéni zkumavky az po hranici je nutné peclivé zavrit vicko. Ve vicku se nachazi
roztok, ktery zachovava optimalni prostfedi vzorku pro naslednou izolaci DNA. Je potfeba vicko zamacknout
peclivé, aby se veskera tekutina z vicka uvolnila do zkumavky. 3. Ze zkumavky se odstrani puvodni vicko.
4. Nasledné se zkumavka zaSroubuje pevnym vickem aobsah je potfeba dikladné promichat. Zdroj:
http://www.dnagenotek.com

Samotnd izolace DNA ze slin byla naslegmovadna pomoci kitu PrepIT-L2P (kat.
Cislo: PT-L2P-5) stejné firmy — DNA Genotek.

Sada obsahovala:
*  PreplT-L2P roztok
Dale bylo poteba (nebylo saiésti kitu):
* 97% a 70% etanol
e TE pufr (10 mM TrisCl, 1 mM EDTA) — pufr vhodny paiouhodobé usklacdni
DNA

Pfed samotnou izolaci DNA ze vzorku slin bylo fetta rkolikrat vzorek radre
promichat. Nasledovala inkubace vzorku po dobudirhpri 50° C v inkubatoru. Tento krok
zajistil uvolréni DNA z jader bugk. Poté bylo odebrano 500 pl vzorku agknu gidano 20
pl PreplT-L2P roztoku. Pou#tladném promichani byl vzorek inkubovan 10 minutledu.
Vzorek byl nasledhcentrifugovan 5 minutip15 000 x g.

Supernatant byl opat¢nodpipetovan da@isté zkumavky a bylo iidano 600 pl 97%
etanolu. Zkumavka bylaékolikrat otatena a inkubovana po dobu 10 mindt pokojové
teplo€. Fri tomto kroku jiz bylo mozZzno pozorovat vysrazenolNAR Vzorek byl dale

centrifugovan 2 minutyip15 000 x g.
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Pipetou byl opatré odstragn supernatant tak, aby nebyl poSkozen pelet obigahuj
DNA. Pelet byl pevrstven 250 pl 70% etanolu. Po inkubaiii gmkojové teplat po dobu
1 minuty byl opatra odstragn etanol a zkumavka s peletem se suSila 5 mifiypgkojové
teplo€. Na za¥r byl pelet rozpugn ve 100 pl TE pufru a byl inkubovarti 0° C po dobu
1 hodiny. Vzorek byl skladovarrip80° C.

VytéZky DNA ziskané touto metodou ze slin, bybsto niZSi neZ po izolaci DNA ze

vzorku zilni krve. Vysledna koncentrace DNA bylaéarétena na fistroji NanoDrop.

4.4. Navrh primer d a polymerazovaretézova reakce (PCR)

Primery pro amplifikaci kédujicich Usglkonkrétnich geinbyly pripravovany pomoci
voln¢ dostupného programu Primer3 (Untergasseal., 2012; Koressaar & Remm, 2007).
Béhem navrhovani priméy byla vzdy vybrana pré&takova dvojice primét, ktera pokryvala
nejen oblast zajmu DNA, ale také jeSekvenci minimal& 50 bp (base pair) na kazdém konci.

Primery pro PCR reakce z cDNA ziskavané pomociorakExontrap byly satasti
baleni kitu Exontrap pETO1 firmy MoBiTec. Primengetné délky vysledného produktu,
teploty nasedani priméra referetini sekvence ziskané z databaze NCBI, jsou uvedeny

v Tabulce 2. Primery byly objednavany u firmy Geriotech.

PCR reakce

Standardni PCR reakce byla prowda se srési Dream Taq Green PCR Master Mix
(2x) firmy Thermo Fisher Scientific (katislo: K1081). Jedné se o &mDream Tagq DNA
polymeréazy, optimalizovaného reaiho pufru (2x), deoxynukleotid(dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) a heecnatych iont (MgCl2) s aditivy, stabilizatory a barvivy.

Ve snesi se nachazi dvbarviva, ktera umaiuji pozorovani prbéhu elektroforézy.
V 1% agarézovém gelu migruje modra barva s fragyjdlouhymi 3 -5 kbp a Zluta barva
migruje s fragmenty kratSimi nez 10 bp. PCR reakety vysledny objem 20 pl ajejich

jednotlivé slozky jsou zobrazeny v Tabulce 3.
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Tabulka 2: Sekvence dvoijic primer

u. FWD (forward) a REV (reverse)

€.1183+1G>T REV

TGCAGTCTCAGGCCTTGTCTT

Primer Sekvence 5" -3’ nl:gclgﬁl, prlc?glljklgu
Primery pro pfimé sekvenovani genu PAX6 (NG_008679.1, NM_000280.4)

Ex4 FWD CCCAAGAGGTTGAGTGGATCA 60°C 387 bp

Ex4 REV CGAGAAGAGCCAAGCAAACG
Ex5 FWD CTGGTGGTCCTGTTGTCCTT 60°C 446 bp

Ex5 REV ATGAAGAGAGGGCGTTGAGA
Ex6 FWD GGGCTACAAATGTAATTTTAAGAA 55°C 509 bp

Ex6 REV AGAGAGGGTGGGAGGAGGTA
Ex7 FWD GAGCTGAGATGGGTGACTG

55°C 300 bp

Ex7 REV GAGAGTAGGGGACAGGCAAA
Ex8 FWD TCAGGTAACTAACATCGCA 55°C 719 bp

Ex8 REV GTTGACTGTACTTGGAAGAA
Ex9 FWD AGGTGGGAACCAGTTTGATG .

Ex9 REV CATGGCAGCAGAGCATTTAG 60°C 311 bp
Ex10 FWD GCTAAATGCTCTGCTGCCAT 60°C 320 bp
Ex10 REV AGAGTGAGAGTCAGAGCCCG
Ex11 FWD CACCACACCGGGTAATTTGAA 60°C 329 bp
Ex11 REV AAGCTCTCAAGGGTGCAGACA
Ex12 FWD GAGGCTTGATACATAGGC

55°C 458 bp
Ex12 REV CCATAAGACCAGGAGATT
Ex13 FWD TCCATGTCTGTTTCTCAAAGG 60°C 220 bp
Ex13 REV TCAACTGTTGTGTCCCCATAG
Primery pro pfimé sekvenovani genu FOXE3 (NG_016192.1, NM_012186.2)
Ex1A FWD ACCGTGAACAGAGTAAGGGG 60°C 834 bp
Ex1A REV CTGTCGACGCTGAACAGAC
Ex1B FWD CAAGGGCAACTACTGGACG 60°C 699 bp
Ex1B REV ACGGAGAAGGATGTAGCAGG
Primery pro metodu Exon trappingu
€.1032+1G>AFWD | TTTCCTAGAGACAGAGGTGCTTG 60°C 828 bp
c.1032+1G>A REV | CCCACCACCACCCAACATTAT
€.1183+1G>T FWD | TGGCAACCATCTAGCTGGACA 60°C 664 bp

Primery pro analyzu fragmentu ziskaného pomoci

Exon trapingu

Exontrap PCR-primer2 | GATCTGCTTCCTGGCCC 60°C
Exontrap PCR-primer3 | GGCACTGGAGGTGGC
TOPO M13 REV CAGGAAACAGCTATGAC 60°C
TOPO M13 FWD CTGGCCGTCGTTTTAC
Tabulka 3: SlozZeni reak €ni smési pro jeden vzorek PCR.
Vysledny objem: 20 ul
DreamTaqg Green PCR Master Mix (2x) 10 pl
FWD primer 0,5 ul
REV primer 0,5 ul
Templatova DNA 2 ul
MiliQ H20 7 ul
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Samotna reakce byla prowwh v termocykleru MyCycler spdleosti Bio-Rad.

Nastaveni fistroje a doby trvani jednotlivych cykjsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Teplotni profil PCR reakce.

Program Teplota [C] Cas Pocet cykl u
Pocatec¢ni denaturace 94 3 minuty 1x
Denaturace DNA 94 45 sekund
Nasedani primertd na DNA Dle pouzitych primert (viz. Tabulka 2) | 30 sekund 30x
Syntéza DNA (elongace) 72 30 sekund
Zavérecna syntéza DNA 70 5 minut 1x
Zchlazeni vzorku 4 oo 1x

4.5. Elektroforéza PCR produkti

Kontrola produki byla provadna pomoci horizontalni elektroforézy v 1 %
agarozovém gelu poieném v TBE pufru (Tris/Borat/EDTA). Pro rozp&sit agarozy byl
pouzit TBE pufr. Vizualizace DNA byla zaj&ta fluorescetni barvikou GelRed firmy
Biotium (kat.¢islo: 41003).

Po zatuhnuti gelu a jeho untist do elektroforézni vany spolu s TBE pufrem se do
vytvoirenych jamek v gelu nanasSely vzorky s produkty P&kei, vzdy po 5 pl. Jako kontrola
délky DNA fragmeni se do jamek v geluiolal Zelficek HyperLadder 50bp firmy Bioline (kat.
Cislo: BIO-33054) spolu s baskou DNA Loading Buffer Blue 5x stejné firmy (katislo:
BIO-37045). Do jedné jamky bylo nanasSeno vzdy Zglricku a 1 pl barviky. Detailni

vizualizace takovéto kontroly je znazéma na Obrazku 22.

SIZE (bp)

200K
0
1600
1400
1200
1000
800
700
600
500
400

« 452 bp

300

200

Obrazek 22: Vizualizace fragment  pomoci gelové elektroforézy. A, dsDNA Zebfri¢ek v 1,5% agar6zovém gelu.
Pfevzato a upraveno z www.bioline.com. B, pfiklad kontroly produktd PCR genu PAX6, exonu 12 s velikosti 452

bp v 1 % agar6zovém gelu.
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Nasledovalo roz#leni fragmeni pii napsti 100 V po dobu 30 minut. Gel byl
analyzovan pomoci UV transluminatoru firmy Ultrarhuinc.

4.6. Primé sekvenovani dle Sangera

V pitipadech, kdy klinicky nalez probaindazn&oval korelaci s konkrétnim genotypem
(mutaci v jednom konkrétnim genu), bylo provedetiong sekvenovani kédujicich usek
tohoto genu. Metodoutfmého sekvenovani se takéétawaly varianty nalezené pomoci
celoexomového sekvenovani (Kapitola 4.9.).

Pro sekven&i reakce byly vyuzivany PCR produkty ziskané pdnspecifickych
primer amplifikujici exony a filehlé intronové Gseky konkrétnich ge(viz. Kapitola 4.4.).
Pro purifikaci PCR vzork byla vyuzivana sis ExoSAP-IT firmy Thermo Fisher Scientific
(kat. cislo: 78201.1.ML). Tento roztok enzymaticky odsfranSechny nevyuzité
deoxynukleotidy a primery ataké konzervuje PCR dpkb pro nésledné optimélni
sekvenovani. Do vzoikbyly pridany 2 pl roztoku a na termocycleru bylagsimkubovana i
37° C po dobu 15 minut pro optimalni degradaci meitych primet a nukleotid. Nasleds
byla snés zaliata na 80° C po dobu 15 minutiiggmz byly inaktivovany slozky ssi
EXoSAP-IT.

Do pratisténych vzorki v objemu 5 pl byly naslednpiidavany gislusné primery
naedkné dle pozadavk sekvenani laboratée (Core facility Genomika, iF UK, Biocev,
https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-labared/laborator-sekvenace-dna). Na tomto
pracovisti se pouZzivajiiit sekven&ni analyzatory:ctyrkapilarni 3130 Genetic Analyzer,
Sestnéctikapilarni 3130xI Genetic Analyzer a dvgbgkapilarni 3500 Genetic Analyzer od
firmy Applied Biosystems.

4.7. Analyza sekvenci

Vysledné sekvence ziskané metodou Sangerova selamniyly sekvenani laborati
zasilany ve formatu Chromatogram file (.seq). Sekee byly manuakh analyzovany
a porovnavany s referémimi sekvencemi v programu Chromas spotesti Technelysium.

V piipact nalezu varianty byl jeji vyskyt zkontrolovan v pogni databdzi gnomAD
(Revill et al., 2003). Tato databazéeuistavuje konsenzus exomovych a genomovych dat vice

nez 120 000 jediric Cetnost vyskytu varianty v databazi nazma, zda se jedna @&iny
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polymorfismus, nebo zda by se mohlo jednat o pabedine patogenni variantu. Vifpad
nalezu varianty bez frekvence, byly prohlédavanyali@dze sdruZujici znamé patogenni
varianty (nap. HGMD, LOVD) a literatura na dané téma s cilerstitji zda detekovana zma
jiz byla v minulosti s onemoénim spojovana. Pokud se jednalo o zcela novou, psgpmu
variantu z@isobujici aminokyselinovou zamu, byla vyhodnocena softwarovymi nastroji:
PolyPhen2 (Adzhubett al., 2010), MutPred (Let al., 2009), MutationTaser2 (Schwaatzal .,
2014), SIFT a SNPs&GO (Calabrest al., 2009). Potenciath sestihové varianty byly
hodnoceny pomoci Human Splicing Finder (Desetet., 2009), NNSPLICE (Rees al.,
1997) a NetGene2 (Brunakal., 1991). Tyto programy pracuji na zalkdadznych algoritni

a dle kombinace vysledkéchto program Ize variantu prohlasit za praygbdobré patogenni
nebo za pravipodobrE benigni. Pro klasifikaci mutaci a spravnou nomatikl byl vyuzivan
program Mutalyzer 2.0.26 (Wildemanal., 2008; Viset al., 2015).

4.8. Celoexomové sekvenovani

Metoda celoexomoveho sekvenovani byla pouZzitéipegt proband, jejichz klinicky
obraz byl v literatie spojovan s mutacemi ve vice genech.

Celoexomové sekvenovani bylo zprestkovano firmou Macrogen Korea a prosaad
na analyzatoru HiSeq 4000 firmy Illuminafifrava DNA knihovny prokhla pomoci
SureSelectXT Library Prep Kitu a samotna sekvepaoeoci TruSeq 3000/4000 SBS Kitu v3.
Vysledné sekvence bylygvedeny do formatu tzv. hrubych dat pro nasledmalyau. Data
byla firmou gezkoumana pomoci HCS (HiSeq Control Software vAr8gramu a nasledn
jeS€ dodaténé oveéiena primarni analytickym softwarem RTA (Real Timea#ysis. v2.7.3).

Sekvence ve formatu FASTAQ byly dale mapovany kaeseci lidského refereémiho
genomu (UCSC Genome Browser hgl9) v programu Nayodirmy NovoCraft. Mapované
sekvence byly konvertovany do formatu BAM. Vysledidta byla zpracovana do podoby
tabulky obsahujici informace o pozici varianty,amhaci o kvali¢ precteni, o typu varianty,
jeji anotaci a frekvenci v databazi gnomAD. ¥kterych gipadech (nafiklad pro ovieni
dostaténého pdétu ¢teni konkrétniho Useku DNA) byla data prohlizenpragramu IGV
(Integrative Genomics Viewer).

V potaz byly vZzdy brany variantycgtnosti < 0,006 (0,6 %)ifomnost pravépodobri
patogenni mutace zj&té pomoci celoexomového sekvenovani, byla nasleditena pomoci

Sangerova sekvenovani, stejako jeji segregace v rodin
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4.9. Funkéni analyzy — Exon trapping

Pro owieni a potvrzeni patogenicity potencialsestinovych mutaci byl pouzit
Exontrap vektor pETO1 firmy MoBiTec (katislo: K2010).

4.9.1 Riprava vzork

Ve form¢ inzertu byly do Exontrap vektoru vkladany sekvemé&skané PCR reakci
podle templatu DNA pacieft Jelikoz byly timto zfisobem owrovany dv¥ potencialg
sestihove varianty, bylo nutnoffpravit a pouzit d¥ sady primeil, specifické pro tyto varianty
(viz. Tabulka 2). Red samotnym vioZenim inzérntlo vektoru Exontrap, bylo p@ba sekvence
naklonovat do bakteridlniho plasmidu pro namnoZemiifikaci a kontrolu. Timto zisobem
se také oddli DNA vlakno s mutovanou alelou od alely divokéehgu (wild type). Pro
z&tlereni sekvence inzertu do klonovaciho vektoru jefgdmd PCR produkt s tupymi konci,
ktery byl ziskan pomoci AccuPrime Pfx SuperMix fyrimvitrogen (kat.cislo: 12344040).
Tento mix obsahuje Accu Prime Pfx polymerazu-s3~ exonukleazovou aktivitou (tzv.

proofreadingova aktivita). Slozky PCR reakce jspazorrgny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Slozky reak €ni smési. Smés pro namnoZeni GUseku DNA vhodného pro inzerci do plasmidového
vektoru.

Vysledny objem 33 ul
AccuPrimePfxSuperMix1x 30 ul

FWD primer 0,5 ul

REV primer 0,5 ul
Templatova DNA 2 ul

Byly ptipraveny 4 PCR,iixXemz byla pouzita vZdy jedna sada pritngro DNA pacienta a pro
DNA kontroly (DNA izolovana z HelLa buk). Teplotni profil reakci je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 6: Teplotni profil PCR.

Program Teplota [T ] Cas Opakovani
Pocatec¢ni denaturace (HOT START) 95 5 minut 1x
Denaturace DNA 95 30 sekund
Nasedani primert na DNA 60 30 sekund 35x
Syntéza DNA (elongace) 72 1 minuta
ZavéreCna syntéza DNA 72 5 minut 1x
Zchlazeni vzorku 4 0 1x
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Po dokokeni PCR se vzorky nanasely na 1% agardzovy igigveny v TAE pufru
(Tris/Kys.ledovd/EDTA). Na gel byly vzorky nanaSemyelém svém objemu 33 pliiP
nanaseni vzoikbyla vzdy jedna jamka vynechana, aby sedpSlo kontaminacimripizolaci
z gelu. Riprava gelu a nasledna elektroforeticka separaagmient prokehla steji, jak je

popsano v Kapitole 4.5.

4.9.2. Izolace DNA z gelu

JelikozZ je DNA extrém& nachylna na poskozeni UVieaim, prokhla izolace z gelu
nasledujicim zfisobem: po kratké vizualizaci UV &lem, byla do gelu zapichnuta preparia
IZicka ve spodnicasti prouzku. Az po preparaci prouzknohl byt gel opt nasvicen
a zkontrolovan, padjpact vyfocen. Izolace DNA z gelu prébla pomoci komeniho kitu
QUAEX Il Gel Extraction Kit firmy QIAGEN (kat¢islo: 20021).

Sada obsahovala:
* QIAEX Il suspension
» BufferQX1
» Buffer PE

K vypreparovanému prouzku/vzorku byigan odpovidajici objem pufr BufferQX1
podle velikosti DNA fragmentu a podle hmotnosti wgelelikoz fragment DNA spadal
do rozmezi 100 bp — 4 kb, byl do zkumavkigan 3-ndsobny objem prouzku. R@@ani Buffer
QX1, byl pipraven roztok QIAEX Il, ktery bylo pseba dikladrné promichat na vortexu po
dobu 30 sekund a nasledoylo pridano do kazdé zkumavky s gelem po 30 pl. Poté\mdyky
inkubovany pi 50° C po dobu 10 minut. Kazdé 2 minuty byl vzodékladné promichan. Po
skorteni inkubace nasledovala centrifugati€l@ 900 x g. Poté byl odséat veskery supernatant.
Pelet byl rozpugh v 500 ul roztoku Buffer QX1. Vzorek bytgnesen do zeSikmené zkumavky
pro lepsi praci s peletem. Nasledovala kratka dagace 15 sekundipl?7 900 x g. Ogt byl
odstragn vSechen supernatant. Poté byl pelet 2x promytOv| 8 roztoku Buffer PE. Vzorek
byl opét promichan a centrifugovan. Nakonec se ze zkumeaskgl veSkery supernatant a pelet
se nechal vysusit v ot&ané zkumavceippokojove teplot po dobu 10 — 15 minut. Ke kazdému
vzorku se fidalo 20 pl EB pufru (10 mM Tris-Cl) firmy QIAGENKé&L. ¢islo: 19086). Vzorek
byl promichan pomoci vortexu a nechal se po dominbit rozpoustt pii pokojové teplat.
Nasledr byl vzorek naposledy centrifugovan, poté byl odsggkery supernatant, ktery jiz
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obsahoval vysledny PCR fragment. Koncentrace P@Bnfent byla znétena na fstroji
Qubit firmy Invitrogen pomoci kitu Qubit dsDNA HSs8ay firmy Thermo Fisher Scientific
(kat. ¢islo: Q3285). Vzorky byly do dalSiho pouziti uskia&dy v lednici.

4.9.3 Klonovani

Inzert ve fornd DNA fragmentu (PCR produkt vyizolovan z gelu) hgisleds vkladan
do bakteridlniho vektoru (plasmidu) a vnaSen do petentnich bakteri. coli. Pro &ely
klonovani byl vybran TOPO vektor, jako s@sti baleni kitu Zero Blunt TOPO PCR Cloning
Kit firmy Invitrogen (kat.¢islo: 450245).

Zkracena mapa tohoto vektoru je zndzomna Obrazku 23. Selekci likmesoucich
tento plasmid zajistil gen rezistence k antibiotikanamycinu, ktery TOPO vektor ve své
sekvenci obsahuije.

M13 Reverse priming site SP6 promoater/priming site |
201 CACHCAGGAAR ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACA CTATAGAATA
GTGILGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGT GATAT(OTTAT
Nsil Hindlll AspT181 Kpnl Eci136 |l Sac| BamH | &7|e|

| | | | [
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT

GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

Eﬂl‘lﬂl Eﬁilﬂ' Psltl .ECT.)RV
GCTGGAATTC GCCCTT_MGGGCGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG CGGGAA Blunt PCR Product TTCCCGCTTAAGA CGTCTAT

Mrl M?I NHFTMI Drall  Apal T7 promoter/priming site
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCAATTCGC CCTATAGTGA
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTAAGCG GGATATCACT
M13 Forward (-20) priming site

GTCGTATTAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACARACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 476
CAGCATAATG TTAAGTIGACC GGCAGCAAAA TGTTGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

pCR-Blunt II-

TOPO®
3519 bp

U Aueueh

Obrazek 23: Mapa TOPO vektoru. Vektor je dlouhy 3519 nukleotidd. Zkracena mapa zobrazuje mista pro
restrikéni enzymy a sekvence pro forward i reverse primery. Zdroj: www.lifetechnologies.com

42



Liga¢ni snes byla gipravena v objemu 3 pl a je podr@qropsana v Tabulce 7. Ligace
probkihla pi pokojové teplot a nasledé byla snés pidana k 120 pl kompetentnidh coli
burgk (TOP10, Thermo Fisher Scientific, kaislo: C404010). Transforniai (Cinnost tchto
burgk je 1 x 10 cfu/pg. Po fidani liga&ni smesi byly buiky 30 minut ponechany na ledu
a nasled#é preneseny do vodni lagrs teplotou 42° C na 30 sekund. Jelikoz rezistdaee
kanamycinu je zprogdkovana enzymem zneSkagici toto antibiotikum, bylo paeba
ponechat bikdm dostatekéasu pro jeho syntézu. Bky byly jednu hodinu p teplog
37° C protepavany a az poté byly vysety na misky s antibeotik

Tabulka 7: Jednotlivé slozky liga €ni smési.

Vysledny objem: 3ul
Inzert (DNA izolovana z gelu) 0,5 -2 pl (cca 8 -15 ng)
Vektor pCR-Blunt 1I-TOPO 0,5 pl (cca 5 ng)
Roztok soli (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl>) 0,5 ul
H20 0,0 — 1,5 pl (do vysledného objemu)

Bunky byly pomoci klEky preneseny na agarové plotny isdavkem kanamycinu.
Misky byly pres noc kultivovany ip teplo 37° C a rano praihl odkér jednotlivych kolonii.
Kolonie byly grenaseny do zkumavek s Luria-Bertani médiem (2 mpijdavkem kanamycinu
v porreru 1:1000 (2 ul). Z kazdé misky bylo odebrano Iflazanych a ohratenych kolonii.

Kultivace prokhla ot pres noc fi teplo& 37° C ¥ soustavném provzdidvani.

4.9.4 Izolace plasmidové DNA

Izolace DNA z bakterialni kultury byla provedenanmci kometniho kitu QIAprep
Spin Miniprep firmy firmy QIAGEN (kat¢islo: 27104).

Sada obsahovala:
P1 roztok— 25 mM TRIS pufr, 10 mM EDTA, 1 % glukosa
* P2roztok— 0,2 M NaOH, 1 % SDS
* P3roztok— 5 M KAc/HAC
* TER pufr =10 mM TRIS, 1 mM EDTA, RNasa
* TE pufr - 1mM EDTA, 10 mM TRIS
Dale bylo pouzito (nebylo soasti kitu):

* Isopropanol a 80% etanol
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Po 14 hodinach (kultivacegs noc) byly bugné kultury gelévany do 2 ml zkumavek.
Zkumavky byly nasledn centrifugovany fi 17 900 x g po dobu 2 minut. Supernatant byl
odstragn odsavakou a pelet, jenz obsahovaliky z kultury, byl resuspendovan v roztoku P1
(300 ul). Do zkumavky bylo nasledipridano 300 ul roztoku P2 a po opatrném promichani
také 300 pl roztoku P3. Zkumavky byly poté&bpentrifugovany fi 17 900 x g po dobu 10
minut. Supernatant byl opatrodebran tak, aby nedoslo k poSkozeni peletu aljybf#enesen
do cisté zkumavky, kde kdmu bylo gidano 500 pl isopropanolu a &mbyla opatré
promichéana. Nasledovala centrifugaéeld 900 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl ogatr
odséat. Pelet obsahujici DNA byl rozpirsty 250 pl 80% etanolu. Nasledovala &&ma
centrifugace p 17 900 x g po dobu 5 minut. VeSkery etanol byllip€ odstragn a pelety byly
suseny fi pokojové teplot po dobu 30 minut. Pelet byl na Zaprevrstven 30 ul sisi TE
a TER pufru v pordru 1:1. Zkumavky byly na 30 minutigneseny do 37° C a naslédn
uchovavény v -20° C.

4.9.5 Kontrola zdenéni inzertu

Ze ziskanych plasmidovych DNA bylo odebrano 5 jpl§kpeni restriknim enzymem,
jako kontrola pro z&denéni inzertu do vektoru. Pro tuto kontrolu byl pouéitzym EcoRI,
jelikoz TOPO vektor obsahuje &mista pro $peni timto enzymem, kterdsné ohranéuji
prostor zé&lereéni inzertu do vektoru. Po nésledné elektroforetideparaci Ize rozlisit
vystipnuty kus DNA inzertu v definované délcépPavené readni snesi v celkovém objemu
20 ul (Tabulka 8) byly po dobu 2 hodin ponecharny8@°® C. Nasled& byly vzorky nanaseny
na 1 % agarézovy gel a po elektroforetické separgia zkontrolovana délka vy§tenych

fragmentu.

Tabulka 8: Slozky reak €ni sm ési. Jednotlivé slozky smési pro Sté€peni restrikénim enzymem EcoRI.

Slozka sm ési: Objem:

Vzorek plasmidové DNA 5 pl

EcoRI enzym 0,5 ul
EcoRI pufr 2 ul
MiliQ H20 12,5 ul

Pomoci plasmidovych primér(sowast baleni vektoru pCR-Blunt 1I-TOPO) byly
piipraveny PCR reakce pro nasledné sekvenovani. psitoery jsou uvedeny v Tabulce
2 ajsou také zachyceny na Obrazku 19. Sekvenamstinpomohla wit, zda se jedna
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o mutovanou alelu nebo o alelu divokého typu. Bsieé utena orientace inzertu v plasmidu
a mohla byt naplanovana strategigséni inzertu a vektoru Exontrap tak, aby po ligdsitala

zachovéana spravna orientace inzertu.

4.9.6 Stpeni restriknimi enzymy a ligace

Po sekvenaci vzotkbyly vybrany pro kazdou variantu dva vzorky: jednautovanou
alelou a jedna s divokou alelou. Inzerty v plasroid®yly uloZzené v obou orientacich (po
i proti sneru transkripce). Inzerty Zienéné “opané” (proti sméru transkripce) bylo pétéba
do vektoru Exontrap vlozit obracgen

Pro vyjmuti inzeri z TOPO vektoru a jejich nasledné vliozeni do vekixontrap, bylo
potreba vhoda pripravit dvojité Sépeni restriknimi enzymy pro tvorbu specifickych kainc
inzerti a vektoru pro zachovani spravné orientace iizBghem gipravy tohoto experimentu
byly pouzityin silico online softwarové programy, jako ridggad Double Digest Finder firmy
New England Biolabs, nebo The Sequence Manipuldbioie. Nezbytna byla také detailni
znalost map obou vektinr predevsim pak oblasti jejich polylinker Pro inzerty uloZzené
v TOPO vektoru po s#nu transkripce byly vybrany enzymy BamHI a Notl.oRsbraceni
inzerti uloZzenych naopak byly vybrany enzymy Spel a Afafto strategie jsou graficky
znazorrny na Obrazku 24. Glstrategie byly také pouzity na Exontrap vektor.

A, PCR - Blunt Il — TOPO vektor (polylinker)

[ I INZERT I ]
A A
l l BamHI Notl
Exontrap - pET01 vektor (polylinker)
l |
A A
BamHl| Notl
B,

pCR - Blunt Il - TOPO vektor (polylinker)

[ | TNZERT I ]

A A
>< Spel Apal
Exontrap - pETO01 vektor (polylinker)

A A
Apal Spel

Obrazek 24: Schéma strategie St épeni restrik énimi enzymy. V pfipadé spravné orientace (po sméru
transkripce) inzertu ve vektoru byla aplikovana strategie A a orientace byla zachovana. V pfipadé obracené
orientace inzertu (proti sméru transkripce) byla pouZita strategie B a inzert byl po ligaci do Exontrap vektoru
zaclenén spravné.
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Toto S&peni zajistilo, Ze vy8pena sekvence inzertu byla&kena do steji S&peného
vektoru, a to v fesré definované orientaci, diky specifi€ivzniklych ,lepivych” kond.

Jednotlivé slozky reakich sngsi obou strategii jsou uvedeny v Tabulce 9.iipaqd
strategie A, byla reaki snts ponechana po dobu 2 hodifi 7° C, coz je teplota optimalni
pro aktivitu obou pouzitych enzyimV pripact strategie B byla reg&ki snes prvnich 30 minut
ponechanaippokojové teplat (20 — 25° C), coz je optimalni teplota pro aktiinzymu Apal
a nasleda byla snmés prenesena do 37° C na dalsi 1 hodinu a 30 minut,bgty dosazeno
optimalnich inkub&nich podminek pro enzym Spel. Po enzymatickéépesti Exontrap
vektoru, byla do sisi pridana alkalicka fosfatdza, ktera odstrani fosfat konce molekuly
a zabrani tak cirkularizaci vektoru bezlesm¢ného inzertu.

Tabulka 9: Slozky reak €ni smési. Slozky pouzité pfi dvojitém Stépeni restrikénimi enzymy. Pfi Stépeni Exontrap
vektoru byla na zavér pouZita alkalicka fosfataza.

Slozka reakéni smési Objem Slozka reakéni smési Objem
Strategie A (St épeni enzymy BamHI a Notl) Strategie B (St épeni enzymy Spel a Apal)
Plasmidova DNA / Exontrap 3ul/7ul Plasmidova DNA / Exontrap 3ul/7pl

Cut Smart pufr (10x) 6 ul Cut Smart pufr (10x) 6 pl

BamHI 1,5 ul Spel 2ul
Notl 1,5 ul Apal 1pl
MiliQ H20 48 ul/ 44 pl MiliQ H20 48 pl / 44 pl

Po ukorteni inkubace byly vzorky naneseny na gel a elettsticky rozaleny.
Prouzky, obsahujici DNA inzértnebo Stpeny vektor Exontrap, byly vypreparovany z gelu
pomoci komeamiho kitu, jako je popsano v Kapitole 4.9.2.

Ligace S¢penych inzei a komplementégn S€penych vektar probihla v malém
objemu a jednotlivé slozky ligai snesi jsou uvedeny v Tabulce 10. Ligd sn€s byla
inkubovana § pokojové teplat po dobu 30 minut a nasleflibyla vkladana rovnou do

kompetentnich buik.

Tabulka 10: Slozky liga €ni sm ési. Byl vzdy pouzit komplementarné Stépeny vektor a inzert.

Slozka liga €ni sm ési: Objem:
Vektor Exontrap 2 ul
Inzert 3ul
T4 DNA ligaza 1l
T4 DNA ligaza — pufr (10x) 1l
MiliQ H20 3l
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4.9.7 Klonovani Exontrap vektoru spolu s inzertem

Pro ziskani #tSiho mnoZstvi vektoru, a také pro snadnou kontitojla ligatni smes
opét vkladana do kompetentnich RnE. coli TOP10. Pomoci 5 ul ligai snesi bylo
transformovano 100 pl kompetentnich bakterii. Bagtdyly naneseny na Petriho misky
s agarem sifdavkem antibiotika ampicilinu. Misky byly inkubomg pfes noc (cca 14 hodin)
pii 37° C. Nasled& bylo z kazdé misky vybrano 6 jasohrantenych izolovanych kolonii
a pomoci Sgky byly preneseny do zkumavky s Luria-Bertani médientidgvkem ampicilinu
v pormeru 1:1000. Nasledovala inkubacei @B37° C po dobu 14 hodin fip soustavném
provzdugovani. Po skateni kultivace byla z kultur izolovana plasmidova ®Nomoci
komekniho kitu QlAprep Spin Miniprep. Postup je popséakapitole 4.9.4.

Po skoreni izolace bylo odebrano 5 pl plasmidové DNA akanatrolu bylo provedeno
Stpeni restriknim enzymem Kpnl. Mista &eni tohoto enzymu jsou znazény v mist
polylinkeru Exontrap vektoru (pETO01) na Obrazku B¥ozky reakni snesi jsou uvedeny
v Tabulce 11.

Tabulka 11: Slozky reak €ni sm ési pouZité pro enzymatické §t épeni Exontrap vektoru enzymem Kpnl.

Slozka sm ési: Objem:
Vzorek plasmidové DNA 5 pl
Kpnl enzym 2ul
Kpnl pufr 2 ul

MiliQ H20 12,5 pl

4.9.8 PCR kontrola

Jako dodatna kontrola zélereni inzertu byla provedena také PCR reakce gj$im
primerem* (komplementarni k sekvenci vektoru) aitkmim primerem* (komplementarni
k sekvenci inzertu).

Pokud byl inzert ve vektoru orientovan spr&ymo snéru transkripce), namnozeny usek
mél definovanou délku odpovidajici délce inzertu¢katika desitek bp okolo (po vy&teni
restrikknimi enzymy). Pokud by byl inzert orientovan nagpagsledny produkt & pouze
nékolik malo bp a byl by &ko zachytitelny na gelu. Slozky remk snesi jsou uvedeny
v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Slozky sm ési pro PCR. PCR kontrola spravné orientace inzertu v plasmidu.

Celkovy objem: 20ul

Templatova DNA (vektor Exontrap véetné inzertu) | 1 pl
Vnéjsi primer (FWD) 0,5 ul
Vnitfni primer (REV) 0,5 ul

DreamTag Green PCR Master Mix (2x) 10 ul
MiliQ H20 8 ul

4.9.9 Burgené linie a transfekce

Pro transfekci byly vybrany kiky ,Human Embryonic Kidney* (HEK) 293T firmy
ATCC (kat.cislo: CRL-3216). Tato buwtna linie byla vybranaiedevsim proto, Zefjpozere
obsahuje aparat zajigjici pre-mRNA posttranskrimi modifikace.

Bunky byly po rozmrazeni z -80° Ggneseny na misky s ftym kompletnim médiem
(Tabulka 13). Pak byla provedena jedna pasazikyboyly nasazeny na misky otgnéru 60

mm. Samotna transfekce ptbita 1 den po pasazi.

Tabulka 13: Slozky kultiva €niho média pro HEK293T bun é€&nou linii.

Slozka média Objem (1 1)
Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medum (DMEM) High Glucose 880 ml
Firmy Sigma Aldrich (kat. islo: D6429-1L)
Inaktivované fetalni bovinni sérum 100 ml
Firmy Thermo Fisher Scientific (kat. ¢islo: 10270106)
Antibiotikum Pen Strep 10ml
Firmy Thermo Fisher Scientific (kat. ¢islo: 15140122) m

4.9.10 Transfekce

Jako transfedni reagens bylo pouzito FUGENE HD transfection eeafjrmy Promega
(kat.¢islo: E2311). Byly fipraveny 4 zkumavky s 500 pl média DMEM (bez séaatibiotik)
a do kazdeé zkumavky byldigdano 9 pl FUGENE HD. Po promichani byly do kaZiénzavky
pridany 3 ngiizné plasmidové DNA (pro @lvarianty jak divoka, tak mutovana alela) tak, aby
v kazdé reakci bylo 9 pl FUGENE HD na 1 pug plasmé&bNA (3:1).

Jako kontrola bylo do kazdé transfek snesi pridano 200 ng pEPGFP C1 firmy
Addgen (katgislo: 6085-1). Jedn& se o plasmid, nesouci gezglemy fluorescaemi protein

(GFP), ktery se v menSim mnozstvi tak&leiai do bugk a umozni vizuélni kontrolu
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transfekce pod fluorescémim mikroskopemNasledrg byla snés ve svém plném objemu
opatrré pridavana rovnou na likly v obohaceném médiu. Bky byly ponechany po dobu
dvou drii pii 37° C.

4.9.11 Izolace RNA

Po kontrole GFP signalu byly bky sklizeny z misek. Po odstrari média, byly
opatrré proplachnuty PBS pufrem (Phosphate Buffered Salosfatovy pufr s 0,15 M NacCl)
a nakonec, zaifiomnosti 1 ml tohoto pufru, mechanicky (gumovoadpli) odstraovany
z podkladu. V tomto objemu byly hky pieneseny do zkumavek a v centrifuzecstty po
dobu 1 minuty @i 12 000 x g. Supernatant byl opatradstran pomoci pipety. RNA byla
izolovana z peletu bék na dr.

Izolace RNA probhla pomoci TRIzolu firmy Invitrogen/Thermo Fisheariéhtific (kat.
Cislo: 15596026).

Sada obsahovala:
* TRIzol Reagent
Dale bylo poteba:

Isopropanol
e  75% etanol
¢ Chloroform

* Voda zpro&tna RNaz

V priabéhu celé izolace RNA byla zachovana vysdalgiota prace. Izolace probihala
v laminarnim boxu aippipetovani byly pouzivany Sy s filtry. Na pelet bugk byl piidan
1 ml TRIzolu a vSe byloikladré propipetovano. Nasledovala inkubade gokojové teplat
po dobu 5 minut. Do zkumavek bylo naslegidano 200 ul chloroformu. S¥a byla opatré
promichana oté&enim zkumavek. Nasledovala inkuba¢egokojové teplot po dobu 3 minut.
Smes byla po sko¥eni inkubace centrifugovana 15 mintit p2 000 x g.

Vrchni vodna faze byla odebranatfemesena deisté zkumavky. Na vodnou fazi bylo
naneseno 500 pl isopropanolu assrhyla ponechanatipgpokojove teplat po dobu 10 minut.
Smes byla poté centrifugovana 10 minui 2 000 x g. Supernatant byl opatradstragn
a pelet byl rozpush v 1 ml 75% etanolu. Nasledovala centrifugace 1Quimpii 7 500 x g.
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Veskery supernatant byl odsteana pelet byl 10 minut suSen v laminarnim bokippkojove
teplo€. Pelety byly rozpushy v 50 pl vody zbavené RNaz.

Koncentrace RNA byla titena na fistroji Nanodrop, podokinjako v gedeslych
krocich DNA. Nasled&ibyla RNA zkontrolovana pomoci gelové elektroforézyl% gelu.

4.9.12 Riprava cDNA

Ptiprava cDNA probhla pomoci kitu SuperScript VILO cDNA Synthesis Kitmy
Invitrogen (katgislo: 11754050). Slozky reahi snesi jsou uvedeny v Tabulce 14. &rbyla
ponechana 10 minuttippokojové teplot a nasled&é byla inkubovana 60 minutip42° C.

Nasledovala zarecna inkubace 5 minutfp85° C. cDNA byla skladovana v -20° C.

Tabulka 14: Slozky reak €ni sm ési.

Celkovy objem: 20 pl
5x VILO Reaction Mix 4 ul
10x SuperScript Enzyme Mix 2 ul
Templatova RNA 1,3-1,7 ul (1 ng)
MiliQ H20 12,3-12,7 pl

4.9.13 Kontrola transkriptu

Pripravena cDNA byla nasledrpouzita jako templat pro PCR reakci, pro kteroly by
pouzity sekven&i primery (sodast baleni vektoru Exontrap). Jednalo se o prirBigntrap
PCR-primer2 (FWD) a Exontrap PCR-primer3 (REV) ré&tgou uvedeny v Tabulce 2. PCR
produkty byly osekvenovany a sekvence byly daldyaoaany.
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5. Vysledky

V ramci diplomové préce bylo v Laboréitpro studium vzacnych onemasn Kliniky
détského a dorostového lélstvi 1. LF UK a VFN v Praze molekul&rgeneticky vySéeno
12 proband (A-L). Pro &ely tohoto vySdeni byla probaniim odebrana vendzni krev, ze které
probehla izolace DNA (viz. Kapitola 4.3.) Vysledné kontece DNA probanijsou uvedeny
v Tabulce 15.

Tabulka 15: Cistota a koncentrace DNA.

Proband | Koncentrace DNA ng/ul | 260/280 | 260/230
A 120,52 1,80 -8,49
B 339,22 1,81 4,1
C 287,32 1,88 2,23
D 436,02 1,81 6,57
E 326,09 1,78 14,29
F 728,63 1,79 1,51
G 808,69 1,83 2,70
H 1827,57 1,86 3,50
I 897,63 1,84 5,14
J 364,93 1,89 1,9
K 304,60 1,86 1,89
L 305,20 1,67 1,34

JelikoZz u probanil A-C bylo klinické vySeteni v souladu s diagn6zou aniridie, a ta je
ve WtSin¢ pripadi spojovana s mutacemi v geAX6, bylo u €chto proband provedeno
piimé sekvenovani kddujicich exotohoto genu (exon 4 -13).

U proband D-L byla klinicka diagnéza hil nejasna (&ni nalez zminén po
mnohaetnych operacich wtstvi a nebylo tedy mozno dir vychozi stav), nebo byla
stanovena diagndza asociovana s mutacemi ve vingelgeZ tohoto evodu byla DNA &chto

proband odesilana k celoexomovému sekvenovani.

5.1. Nalezené patogenni varianty

U probanda A byla v genBAX6 nalezena v heterozygotnim stavu varianta za exonem

11: ¢.1032+1G>A, ktera jiz byla popsana v litefatjako patogenni (Gronskat al., 1999;
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Redekeret al., 2008). Predi&ni programy tuto variantu vyhodnotily také jako quenni —
ovliviujici sestih (Tabulka 16). K dispozici byly vzorky DNAitptibuznych prvniho stugn
pomoci kterych se podilb oveiit segregaci varianty s onemaciim v rodiré. Vzhledem
k vySe uvedenému ji bylo mozné prohlasit za kauz&fekt této varianty na vznikly protein
byl dale o¥rovan metodou Exon trappingu (viz. Kapitola 5.2.nhdBkmen a sekvenogram

probanda jsou zachyceny na Obrazku 25.

*
|ZF—() A TG CAAGATAA ATGTG

I:1 1I:2

[
7
w3

11 :2 :3

DT
o

v:1 Iv:2
mut/wt

Obréazek 25: Vysledek molekularn & genetické analyzy v rodin & A. A, Rodokmen spolu se segregaci v rodiné.
B, Sekvenogram se zachycenou variantou ¢.1032+1G>A (program Chromas).

Tabulka 16: In silico analyza potencialn & sestfihové varianty ¢.1032+1G >A v genu PAX6 pomoci online
predikénich programa dle referenéni sekvence NM_000280.4. Potencialné sestfihovému mistu je podle predikénich
program pfifazeno skore (skére pravdépodobnosti sestfihu v tomto misté). V pfipadé variant, se toto skére mlze
bud zvysit (zvySi se pravdépodobnost sestfihu v tomto bodé), zlstat beze zmény nebo snizi (sestfihové misto mlze
zanikat).

HSF 3.0 NetGene2 NNSPLICE MaxEntScan ;

Celkové

DNA . Efekt 2 < vyhodnoceni

Wt | MuT | SKO'® T tovane | wT [muT | SKOT 1wt |muT| SKOT 1T oty

varianty el varianty varianty

Ztrata

c.1032+1G>A 89,42 62,59| -30% |sestfihového|0,98|<0,4 | -60% |[10,08]| 1,9 -81% Patogenni
mista

WT (wild type) divoka alela, MUT (mutant) mutantni alela.

U probanda B byla v gen®AX6 v heterozygotnim stavu nalezena varianta za exonem
12: ¢.1183+1G>T , ktera dosud nebyla popsana. Rmeidbrogramy tuto variantu vyhodnotily
jako patogenni — ovliwjici sestih (Tabulka 17). K dispozici bylytyti vzorky DNA
piibuznych prvniho stugia také DNA manzelky probanda. Varianta v régimé segregovala

s onemoc#énim, coz podpilo jeji kauzalitu. Podobhjako v @gipad varianty probanda A, byl
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efekt této varianty na vznikly protein daleéovan metodou Exon trappingu (viz. Kapitola
5.2). Rodokmen a sekvenogram probanda jsou zachyee®brazku 26.

A, B,
C AACAGG GTTGA G C C
P’
1:1 n:2
mut/wt wt/wt -
f 1 ‘\

IvV:1 IvV:2 IV:3 IV:4 IV:5 IV 6
mut/wt mut/wt mut/wt

Obrazek 26: Vysledek molekularn & genetické analyzy v rodin & B. A, Rodokmen spolu se segregaci v rodiné.
VySetfeni postizeni potomci probanda jsou nositelé mutantni varianty, naopak zdravy potomek, podobné jako
manzelka probanda, nositeli varianty nejsou. B, Sekvenogram se zachycenou variantou ¢.1183+1G>T (program
Chromas).

Tabulka 17: In silico analyza varianty ¢.1183+1G>T v genu PAX®6 potencialn & naruSujici sest fih. PouZity byly
online predikéni programy dle referenéni sekvence NM_000280.4. Potencialné sestfihovému mistu je podle
predikénich programu pfifazeno skore (skére pravdépodobnosti sestfihu v tomto misté). V pfipadé variant, se toto
skore mlze bud zvysit (zvySi se pravdépodobnost sestfihu v tomto bodé), zlstat beze zmény nebo snizi (sestfihové
misto miZze zanikat).

HSF 3.0 NetGene2 NNSPLICE MaxEntScan ,

Celkové

DNA A Efekt . . vyhodnoceni

wT | MUT | SKO® T tovane | wT [ muT | SKOre iyt fmut| Skore | T anty

varianty alely varianty varianty

Ztrata

c.678+1G>T 96,67 |69,83| -28% | sestfihového |1,00(<0,4 | -60% |9,6 | 1,1 -89% Patogenni
mista

WT (wild type) divoka alela, MUT (mutant) mutantni alela.

U probandky C byla v genAX6 v heterozygotnim stavu objevena, jitvé popsana,
varianta ¢.183€G; p.(Tyr61*) (Perez-Solorzang al., 2017). Vzhledem k tomu, Ze ani jeden
z rodict tuto mutaci v genomové DNA ziskané z krve gkmznikla varianta u probandky
pravdpodobré de novo. Tato varianta s nefiSi prav@podobnosti zfisobuje tvorbu
piredtasného stop kodonu. Rodokmen a sekvenogram propar@itn predikované sekvence

aberantniho proteinu, jsou zachyceny na Obrazku 27.
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G T AT TATCKGGAG A CT

II:1
mut/wt

C
Sekvence proteinu PAX6

1 MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV ELAHSGARPC DISRILQVSN GCVSKILGRY
61 YETGSIRPRA IGGSKPRVAT PEVVSKIAQY KRECPSIFAW EIRDRLLSEG VCTNDNIPSV
121 SSINRVLRNL ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN GQTGSWGTRP GWYPGTSVPG QPTQDGCQQQ
181 EGGGENTNSI SSNGEDSDEA QMRLQLKRKL QRNRTSFTQE QIEALEKEFE RTHYPDVFAR
241 ERLAAKIDLP EARIQVWFSN RRAKWRREEK LRNQRRQASN TPSHIPISSS FSTSVYQPIP
301 QPTTPVSSFT SGSMLGRTDT ALTNTYSALP PMPSFTMANN LPMQPPVPSQ TSSYSCMLPT
361 SPSVNGRSYD TYTPPHMQTH MNSQPMGTSG TTSTGLISPG VSVPVQVPGS EPDMSQYWPR
421 LQ*

Predikovana sekvence proteinu PAX6 pfi varianté ¢.183C>G

1 MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV ELAHSGARPC DISRILQVSN GCVSKILGRY
61 *

Obrazek 27: Vysledek molekularn & genetické analyzy v rodin & C. A, Rodokmen spolu se segregaci patogenni
mutace v rodiné. RodiCe probandky variantu nenesou. Varianta tedy vznikla nejpravdépodobnéji de novo.
B, Sekvenogram se zachycenou variantou ¢.183C>G. C, Predikovana sekvence proteinu (program Mutalyzer).

U proband D-L, byla provedena celoexomova analyza. Souhsalitywexomovych dat
je znazorgn v Tabulce 18. U probafidz rodin s autosomatndominantnim typem fienosu
onemocgni byly v celoexomovych datechirquinost& vyhledavany vzéacné varianty (bez
vyskytu v databdzi gnomAD) v genech, jejichz mutagly jiZ diive asociovany s dysgenezemi
piredniho segmentu oka (Tabulka 1). Npadech sporadického vyskytu onemg&dnanebo
v rodinach s autozomainrecesivni typem d@li¢cnosti byly gednosté zvazovany jako

potencial@ patogenni varianty s frekvenci < 0,006.
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Tabulka 18: Souhrnné informace k celoexomovym dat ~ am proband G D-L.

Proband Pocet preétenych Pocet éteni (humber of CG AT Q20 Q30

bazi (bp) reads) (%) (%) (%) (%)
D 6 214 115 294 61 525 894 50,12 | 49,88 98,248 94,925
E 7171738916 71007 316 50,30 | 49,70 98,080 95,075
F 6 367 243 212 63 042 012 50,05 | 49,95 98,264 94,982
G 7 218 962 880 71 474 880 50,56 | 49,44 98,441 95,444
H 8 522 552 508 84 381 708 49,00 | 51,00 97,905 94,731
I 8 424 266 984 83 408 584 49,17 | 50,83 97,829 94,686
J 7 892 197 368 78 140 568 49,06 | 50,94 97,811 94,664
K 7 758 117 242 76 813 042 49,16 | 50,84 97,810 94,647
L 7096 015176 70 257 576 49,02 | 50,98 98,016 94,921

CG znaci obsah CG bazi, AT znaéi obsah AT bazi, Q20 znadi pocet &teni, které maji kvalitu vy3$si nez 20 (tzn.
pfitomnost chybné baze 1:100), Q30 znaci pocet &teni, které maji kvalitu vy$Si nez 30 (tzn. pfitomnost chybné baze
1:1000)

U probandky D bylo, vzhledem k vySe uvedenym kiitiérnalezeno &kolik vzacnych
variant. Tyto varianty jsou uvedeny v Tabulce 19a Méaklad prace s databazemi
a s fihlédnutim k diagn6ze probandky, byla podrgbrzkouméana varianta v genBAX6
€.622C>T; p.(Arg208Trp). Préhlo owreni nalezu této mutace pomocimpého sekvenovani
a varianta byla potvrzena.

Tato varianta byla jiz idve popsana jako kauzalni (Hansenal., 1993, Limet al.,
2012). K aminokyselinové  substituci vtomto ftigack  dochazi v sekvenci
tzv. homeonuklearniho lokalizaiho signalu (HNLS, homeonuclear localization signade
o rekolik evoluwné konzervovanych aminokyselin, které se nachazé@d psamotnou
homeodoménou proteinu PAX6 (Plos#ti al., 2004). Tato sekvence je jednou ze dvou
jadernych lokalizenich signai v PAX6 sekvenci (Robbinset al., 1991). Jedna se
o aminokyseliny Leu-Lys-Arg-Lys-Leu-GIn-Arg, ktefjgou pravdpodobré zodpowdné za
transport proteinu PAX6 do jadra, kdéize fungovat dale jako transkéipi faktor (Ploskiet
al., 2004). Evoldni konzervovanost této sekvence bylatena programem T-coffee a je
zachycena na Obrazku 29. Pregikprogramy tuto variantu vyhodnotily také jako qugnni
(Tabulka 20). Rodokmen a sekvenogram probandietn predikované sekvence aberantniho

proteinu, jsou zachyceny na Obrazku 28.
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Tabulka 19: Vzacné varianty nalezené v heterozygotni m stavu v datech z celoexomového sekvenovani
probandky D. Jedna se o varianty s frekvenci pod 0,006 v databazi gnomAD. V tabulce jsou uvedeny také pocty
heterozygotu pro konkrétni varianty z celkového poctu alel.

Varianta Varianta na Referen &ni \I:rerlfg;rng
Gen Dédic¢nost na drovni drovni sekvence g(poéty dbSNP
Pha proteinu heterozygot )

ABCB6 AD c.1424C>G p.(Thr475Ser) | NM_001349828 (101'22‘}1277772271% rs149363094
EYAl AD c.49A>G p.(Ser17Gly) NM_172058 0&33020727522;;34 rs747231434
HSF4 AD €.636G>T p.(Met212lle) | NM_001040667 (géooo,zgigfgg) rs199742128
CHD7 AD c.1018A>G p.(Met340Val) | NM_001316690 (fz’gg‘}620737027056) rs41305525
PAX6 AD c.622C>T | p.(Arg208Trp) | NM_000280.4 (zéo?ggggéé)z rs374396492

A, B,

C TG A AGCTG G AAG C

IV:1 IvV:2 o

G
Sekvence proteinu PAX6

1 MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV ELAHSGARPC DISRILQVSN GCVSKILGRY
61 YETGSIRPRA IGGSKPRVAT PEVVSKIAQY KRECPSIFAW EIRDRLLSEG VCTNDNIPSV
121 SSINRVLRNL ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN GQTGSWGTRP GWYPGTSVPG QPTQDGCQQQ
181 EGGGENTNSI SSNGEDSDEA QMRLQLKRKL QRNRTSFTQE QIEALEKEFE RTHYPDVFAR
241 ERLAAKIDLP EARIQVWFSN RRAKWRREEK LRNQRRQASN TPSHIPISSS FSTSVYQPIP
301 QPTTPVSSFT SGSMLGRTDT ALTNTYSALP PMPSFTMANN LPMQPPVPSQ TSSYSCMLPT
361 SPSVNGRSYD TYTPPHMQTH MNSQPMGTSG TTSTGLISPG VSVPVQVPGS EPDMSQYWPR
421 LQ*

Predikovana sekvence proteinu PAX6 pfi varianté ¢.622C>T

1 MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV ELAHSGARPC DISRILQVSN GCVSKILGRY
61 YETGSIRPRA IGGSKPRVAT PEVVSKIAQY KRECPSIFAW EIRDRLLSEG VCTNDNIPSV
121 SSINRVLRNL ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN GQTGSWGTRP GWYPGTSVPG QPTQDGCQQQ
181 EGGGENTNSI SSNGEDSDEA QMRLQLKWKL QRNRTSFTQE QIEALEKEFE RTHYPDVFAR
241 ERLAAKIDLP EARIQVWFSN RRAKWRREEK LRNQRRQASN TPSHIPISSS FSTSVYQPIP
301 QPTTPVSSFT SGSMLGRTDT ALTNTYSALP PMPSFTMANN LPMQPPVPSQ TSSYSCMLPT
361 SPSVNGRSYD TYTPPHMQTH MNSQPMGTSG TTSTGLISPG VSVPVQVPGS EPDMSQYWPR
421 LQ*

Obrazek 28: Vysledek molekularn €& genetické analyzy vrodin & D. A, Rodokmen probandky D. Pro
nedostupnost DNA pfibuznych probandky nebylo mozné provést segregacni analyzu. B, Sekvenogram se
zachycenou variantou ¢.622C>T (program Chromas). C, Predikovana sekvence proteinu (program Mutalyzer).
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Chrysemys NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Columba NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Danio NTNSISSNGEDSDETQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Desmodus NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Equus NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKRRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Homo NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Mus NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Octodon NANSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Pan NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Physeter NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Piliocolobus NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKIRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Rattus NTNSISSNGEDSDEAQMRLQLKRKLQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYP
Obréazek 29: Analyza evolu €ni konzervovanosti aminokyseliny argininu v sekvenc i proteinu PAX6. (program

T-coffee)

Tabulka 20: In silico analyza varianty ¢.622C>T v genu PAX6 pomoci online predikénich programd dle
referenéni sekvence NM_000280.4.

DNA Protein SIFT  |PolyPhen2 |MutPred2 Mt‘;t:tte'z?" SNP&GO |PROVEAN |  Z&vér

€.622C>T |p.(Arg208Trp) | Patogenni| Patogenni | Patogenni| Patogenni | Patogenni| Patogenni | Patogenni

U probandky E byly, vzhledem kvySe uvedenym kiitér nalezeny i vzacné
varianty. Tyto varianty jsou uvedeny v Tabulce 24a zaklad prace s databazemi
a s gihlédnutim k diagnéze probandky, byly podréprzkoumany varianty v gen&OXE3
C.244A>G; p.(Met82Val) a c.541delG; p.(Prol81Argf2¥. Pomoci Sangerova sekvenovani
byla owtena jejich pitomnost a provedena segrégeanalyza v rodi(Obrazek 30). Varianta
c.244A>G; p.(Met82Val) byla jiz idve popsana jako kauzalni (Isetial., 2009). Misto, ve
kterém se tato mutace nachazi, je esmdkonzervované pro celou rodifOX geni, nagic¢
mnoha taxony (Clarkt al., 1993). Konzervovanost aminokyseliny v této pobidia owiena
programem T-coffee a je zachycena na Obrazku 3dilni programy tuto zagmu take

vyhodnotily jako patogenni (Tabulka 22).

Tabulka 21: Vzéacné varianty nalezené vexomovych dat ech probandky E. Jednd se o varianty
s frekvenci < 0,006 v databazi gnomAD.

Varianta Frekvence
Gen Dédi€énost | na arovni a VEVEIELITES RIS v gnorpAD dbSNP
arovni proteinu sekvence (po ety
DNA o
heterozygot 1)
0,000923389
FOXE3 AR Cc.244A>G p.(Met82Val) NM_012186 (24/259912) rs746531116
FOXE3 AR c.541delG | p.(Glyl81Argfs*42) | NM_012186 - -
0,00010474
PXDN AR .1964A>G p.(Asn655Ser) NM_012293 (241229138) rs773445177
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1:1

wt/mut B

G

mutA

o
I:1

mut A/mut B

1:2

mut A jwt

AG T G GCTOC

mut B

1!
61
121
181
241
301

1
61
121
181
241
301

MAGRSDMDPP AAFSGFPALP
RRRRRPLQRG KPPYSYIALI
HNLTLNDCFV KVPREPGNPG
GPPLPFPYAP YAPAPGPALL
AAPDAAAAAF PPCAAAASPP

Referenéni sekvence proteinu FOXE3

AVAPSGPPPS PLAGAEPGRE
AMALAHAPGR RLTLAAIYRF
KGNYWTLDPA AADMFDNGSF
VPPPSAGPGP SPPARLFSVD
LYSQVPDRLV LPATRPGPGP

PEEAAAGRGE AAPTPAPGPG

Referenéni sekvence proteinu FOXE3

1

MAGRSDMDPP AAFSGFPALP AVAPSGPPPS PLAGAEPGRE PEEAAAGRGE AAPTPAPGPG
RRRRRPLQRG KPPYSYIALI AMALAHAPGR RLTLAAIYRF ITERFAFYRD SPRKWQNSIR
HNLTLNDCFV KVPREPGNPG KGNYWTLDPA AADMFDNGSF LRRRKRFKRA ELPAHAAAAP
GPPLPFPYAP YAPAPGPALL VPPPSAGPGP SPPARLFSVD SLVNLQPELA GLGAPEPPCC
AAPDAAAAAF PPCAAAASPP LYSQVPDRLV LPATRPGPGP LPAEPLLALA GPAAALGPLS

PGEAYLRQPG FASGLERYL*

Predikovana sekvence proteinu pfi varinaté ¢.244A>G

MAGRSDMDPP AAFSGFPALP AVAPSGPPPS PLAGAEPGRE PEEAAAGRGE AAPTPAPGPG 1
RRRRRPLQRG KPPYSYIALI AVALAHAPGR RLTLAAIYRF ITERFAFYRD SPRKWQNSIR 61
HNLTLNDCFV KVPREPGNPG KGNYWTLDPA AADMFDNGSF LRRRKRFKRA ELPAHAAAAP
GPPLPFPYAP YAPAPGPALL VPPPSAGPGP SPPARLFSVD SLVNLQPELA GLGAPEPPCC
AAPDAAAAAF PPCAAAASPP LYSQVPDRLV LPATRPGPGP LPAEPLLALA GPAAALGPLS

PGEAYLRQPG FASGLERYL*

ITERFAFYRD SPRKWQNSIR 61
LRRRKRFKRA ELPAHAAAAP 121
SLVNLQPELA GLGAPEPPCC 181
LPAEPLLALA GPAAALGPLS 241
301 PGEAYLRQPG FASGLERYL*

121
181

Predikovana sekvence proteinu pfi varianté c.541delG

MAGRSDMDPP AAFSGFPALP AVAPSGPPPS PLAGAEPGRE PEEAAAGRGE AAPTPAPGPG
RRRRRPLQRG KPPYSYIALI AMALAHAPGR RLTLAAIYRF ITERFAFYRD SPRKWQNSIR
HNLTLNDCFV KVPREPGNPG KGNYWTLDPA AADMFDNGSF LRRRKRFKRA ELPAHAAAAP
GRRSPSPTRP TRPRPAPRCW CRRLLPDRAP RRPRVCSAST AW*

Obrazek 30: Vysledek molekularn

é genetické analyzy vrodin é E. A, Zrodokmenu je patrnd autozomalné

recesivni dédi¢nost onemocnéni. Otec probandky je heterozygot pro variantu c.244A>G a matka pro variantu
c.541delG. Probandka je slozeny heterozygot. B, Sekvenogram se zachycenymi variantami (program Chromas)
mut A, ¢.244A>G a mut B, ¢.541delG C, Predikované sekvence proteinu pfi obou variantach (program Mutalyzer).

Obrazek 31: Analyza evolu €ni konzervovanosti aminokyseliny metioninu v sekven

Chrysemys
Columba
Danio
Desmodus
Equus
Felis
Homo

Mus
Octodon
Pan
Physeter
Piliocolobus
Rattus

U

E------m--- EPA-AAGGGRRRKRPVPRGKPPYSYIALIA]
EEVV-SLGQTEEHLPATG-SRRRKRPVQRGKPPYSYIALIA
----------------------- RRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAA-AGRGGAEPAPASGAGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAA-AGRGEPEPAPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAA-AGRGEAAPTPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEV-V-GGGDAEPTAVPGPGKRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EQAA-AGGAEAESSPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAA-AGRGEAAPTPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAA-AGRGEPEPAPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEAAAAGRGEAVPTPAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA
EEV-V-GGGDSEPPAAPGPGRRRRRPLQRGKPPYSYIALIA

AIAHAAER
ATIANAAER
AIANSPER
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR
ALAHAPGR

il

(program T-coffee).

ci proteinu FOXE3
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Tabulka 22: In silico analyza varianty ¢.244A>G v genu FOXE3 pomoci online predikénich programu dle
referencni sekvence NM_012186.

DNA Protein SIFT  |PolyPhen2 | MutPred2 Mt‘g;té‘:” SNP&GO |PROVEAN |  Zavér

c.244A>G |p.(Met82Val) | Patogenni | Patogenni | Patogenni |Patogenni|Patogenni| Patogenni | Patogenni

U proband F-L se v celoexomovych datech nepidlda ve znamych genech

asociovanych s vyskytem dysgenezdniho segmentu nalézt mutachgpbujici onemoai.

5.2. Ovéreni patogenicity sedtihovych variant metodou Exon trappingu

Varianty proband A a B se nachazi na tzv. kanonickém iglesvém mist (canonical
splice site) na 3¢asti exori 11 a 12. V tét@asti se ¥tSinou vyskytuje konzervovana dvojice
nukleoticdh GT, kterd je rozpoznavana snRNA spliceosomu. Arzalzorki metodou Exon
trappingu vyZadovalaifpravu novych sad primértak, aby v pipad varianty ¢.1032+1GA
(u probanda A) obsahovala sekvence analyzovanéhuekl také exon 10, jelikoz byl intron
mezi €mito exony piliS kratky a nevhodny pro design primgfTabulka 2). U probanda B,
nesouciho variantu ¢.1183+1G>T, byla namnoZenae®@ekvence exonu 12 s okolnimi
introny. PCR produkty byly separovany pomoci elektrézy a naslednizolovany z gelu.
Vysledné koncentrace DNA izolované z agarézového jgeu zachyceny v Tabulce 23. DNA
izolovana z gelu byla ve forminzerti vkladana do bakterialniho vektoru a dale klonovana

pomoci bakterid. coli.

Tabulka 23: Koncentrace vzork 0 DNA izolované z gelu .

Vzorek Koncentrace DNA
DNA probanda A (c.1032+1G>A) 5 ng/ul
DNA probanda B (c.1183+1G>T) 25,8 ng/ul

Po izolaci plasmidové DNA z jednotlivych bakterii@im kloni, byla owiena sekvence
mista zkoumanych variantipjmyym sekvenovanim. Sekvenogramy Klgsou zachyceny na
Obrazku 32. Pomoci sekvenace se pitalaurcit pritomnost divokych a mutovanych alel
v jednotlivych klonech, stegnjako jejich orientace v ramci vektoru, kterd b¥isté ndhodna.
Nasledr se z vektak inzerty vySEpily pomoci restriknich enzyni a vkladaly se do vektoru

Exontrap
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1A 1B
AT G CAAGTAAGTSG AT GCAAATAAGTSG

CAACAGGTG A G CC

Obrazek 32: Sekvenogramy izolovanych plasmid G bakterialnich klon 4. 1A divoka alela c¢.1032+1G,
1B mutovana alela ¢.1032+1A. 2A divoka alela ¢.1183+1G, 2B mutovana alela ¢.1183+1T.

Tyto enzymy byly specifické pro 3° a 5 konce inmerV piéipac varianty
€.1183+1G>T byly orientace inzén plasmidu spravné (po €nu transkripce), ale u varianty
€.1032+1G>A byly inzerty v ogaé orientaci (proti siru transkripce). Pro fragment nesouci
variantu ¢.1183+1G>T byly vybrdny dva enzymy: Bam&Notl. Pro obraceni inzertu
s variantou ¢.1032+1G>A byly vybrany enzymy: Spaipal.

Po ligaci bylo patba vlozit vektor Exontrap spolu s inzerty do bakte. coli pro
ziskani ¥tSiho mnozstvi vektoru, a také pro snadnou kontzatlenéni inzerti do vektofi ve
spravné orientaci. Jako kontrolditpmnosti inzertu v plasmidech, bylo provedenép8hi
enzymem Kpnl, ktery &pi vektor Exontrap z obou stran okolo inzetru. @élelektroforéza
St&penych vektar je zachycena na Obrazku 33.

Nasledr prokzhla PCR reakce s jednim vimitm (komplementarni k sekvenci inzertu)
a jednim vijSim primerem (komplementarni k sekvenci Exontragkteru) pro kontrolu

orientace inzett (Obrazek 33).
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. 10. 11, 12. 13. 14.

828 bp+

10. 11. 12. 13. 14,

-——

664 bp+

Obrazek 33: 1. Gelova elektroforéza vzork 0 Exontrap vektoru s vySt épenym inzertem. A, vektory nesouci
inzert s variantou ¢.1032+1G>A. Inzert je dlouhy 828 bp a je ohrani¢en nékolika desitkami nukleotid( ptivodem
z TOPO vektoru. Vzorky 1. - 6. nesou mutovanou alelu. Vzorky 8. - 13. nesou divokou alelu. 7. a 14. jsou vzorky
neStépeného vektoru, které slouzi jako kontrola. B, vektory nesouci inzert s variantou ¢.1183+1G>T. Vzorky 1. - 6.
nesou mutovanou alelu a vzorky 8. - 13. nesou divokou alelu. Vzorek 14. opét slouzi jako neStépenda kontrola.
V ptipadé vzorku 6. zfejmé nastala chyba pfi izolaci plasmidové DNA (odsati peletu) a vzorek neobsahuje DNA,
podobné jako neStépena kontrola (vzorek 7), ktera byla plvodem ztohoto vzorku. 2. Gelova elektroforéza
produkt @ PCR. A, vektory nesouci inzert s variantou ¢.1032+1G>A.1. a 2. inzerty s mutovanou alelou, 3. a 4.
inzerty s divokou alelou. Délka produktu je >828 bp. B, vektory nesouci inzert s variantou ¢.1183+1G>T. 1. a 2.
inzerty s mutovanou alelou, 3. a 4. inzerty s divokou alelou. Délka produktu je >664 bp.

Exontrapové vektory s inzerty byly pomoci transtekdkladany do lidskych bk
HEK293T. Pro snadnou kontrolu byl spolu s Exontraktorem do bugk vkladan také plasmid
nesouci gen GFP, ktery umoznil vizuélni kontroansfekce.

48 hodin po transfekci byl v Bldach zkontrolovan GFP signal pomoci fluorescgino
mikroskopu. Fluorescence bikne zachycena na Obrazku 34. Signal vykazovétkina burtk
na vSech miskach. JelikoZ bylo plasmidu s GFP prete gidano do transfeli snesi 4x
mére nez vektoru Exontrap, d4 séedpokladat, Ze plasmid Exontrap v &aiesla ¥tSina
bursk.

Bunky byly nasledsa mechanicky sklizeny pro izolaci celkové RNA pomo&izolu.
Poté byla odizolovana RNA zkontrolovana gelovoktetdorézou na 1 % gelu. Fotografie gelu
je zachycena na Obrazku 35.
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Obrazek 34: HEK293T bu fiky po transfekci Exontrap vektorem a plasmidy nesouc imi GFP. Lze pozorovat
zeleny signal GFP po ozafeni bunék modrym svétlem. A, buriky transfekované Exontrap plasmidem nesouci inzert
s variantou ¢.1032+1A, B, bunky nesouci inzert s variantou c¢.1032+1G, C, buriky nesouci inzert s variantou
€.1183+1T a D, bunky nesouci inzert s variantou ¢.1183+1G. ZvétSeno 200x.

Obrazek 35: Kontrola RNA po izolaci . Na gelu jsou viditelné dva prouzky. Horni prouzek znazorfiuje velkou
ribosomalni podjednotku 28S rRNA a spodni prouzek znazorfiuje malou ribosomalni podjednotku 18S rRNA. RNA
ze vzorku 1. je izolovana z bunék s transfekovanym vektorem s inzertem ¢.1032+1A, vzorek 2. ma v sobé zahrnut
inzert ¢.1032+1G, vzorek 3. obsahuje inzert s variantou c.1183+1Ta vzorek 4. obsahuje inzert s variantou
€.1183+1G.

RNA byla reverzni transkripcitpvedena na cDNA, ktera byla naslégouzita jako
templat pro PCR reakci se sekvémiani primery vektoru Exontrap. JiZzélbem kontrolni
elektroforetické separace vzdrkyla patrna rozdilnd délka mRNA transkriptu izaaych
z burek, které v sob nesly vektor s mutantni alelou (kratSi produktycd, které nesly alelu
divokou (delSi produkt). Fotografie gelu s PCR pikigt je zachycena na Obrazku 36. PCR
produkty byly nasledh osekvenovany proipsnou kontrolu seshu. Sekvenogramygthto
produkti jsou zachyceny na Obrazku 37. JaKslddek ztraty seShoveho mista dochazi
v piipade  varianty  ¢.1032+1G>A kvazeni exonu 11 awvipac  varianty
€.1032+1G>T viazeni exonu 12 ze sekvence mRNA. Pokud by na paglkiahto mRNA
vznikal aberantni protein, jeho sekvence by byahpoznmenéna (Obrazek 38).
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Obrazek 36: Gelova elektroforéza PCR produkt 0 podle templatu cDNA. 1. PCR produkt inzertu s variantou
€.1032+1A (mutantni alela), 2. s variantou ¢.1032+1G (divoka alela), 3. PCR produkt s variantou ¢.1183+1T
(mutantni alela), 4. a s variantou ¢.1183+1G (divoka alela). Spodni prouzek vzdy znac¢i malé mnoZstvi vektoru
Exontrap s nezaclenénym inzertem. V pfipadé varianty 3 je v dlsledku vynechani exonu 12 délka vzniklého PCR
produktu totozna s délkou prazného vektoru.

A CCCACAAGGTATG GG GTTTT %% CA CACCGGTTT COCTSQCOC #% C T A T G C A A(TGG CA CAACT

|
At A
e"\/‘,s‘\ ‘H\ \ i

‘\/\ || \‘/‘\\“\
)

n

EXON 11 EXON 11

ACCCACAAGGT ATGGTTTT Fkk AC CAIECATECGGIITG 6CAC AATCT

"EXON A" EXON 10 » =XON 10 "EXON B"

2A

G AC €& KNE AR e 0 €€ A¢ TEE ¥ T ACGETT €A A CAGTEEECAEARAT

o s oot Ul

"EXON A" EXON 12 EXON 12 "EXON B"
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Obrazek 37: Sekvence cDNA produkt 0. 1A sekvence plvodem z vektord s inzetrem s variantou ¢.1032+1G
(divoka alela) 1B inzert s variantou ¢.1032+1A (mutovana alela). 2A sekvence plvodem z vektor( s variantou
€.1183+1G (divoka alela). 2B sekvence ptvodem z vektoru s variantou ¢.1183+1G (mutovana alela).
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A,

1
61
121
181
241
301
361
421

1
61
121
181
241
301

MQNSHSGVNQ
YETGSIRPRA
SSINRVLRNL
EGGGENTNST
ERLAAKIDLP
QPTTPVSSFT
SPSVNGRSYD
LQ*

Sekvence proteinu PAX6

LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV
IGGSKPRVAT PEVVSKIAQY
ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN
SSNGEDSDEA QMRLQLKRKL
EARIQVWFSN RRAKWRREEK
SGSMLGRTDT ALTNTYSALP
TYTPPHMQTH MNSQPMGTSG

ELAHSGARPC
KRECPSIFAW
GQTGSWGTRP
QRNRTSFTQE
LRNQRRQASN
PMPSFTMANN
TTSTGLISPG

Sekvence proteinu PAX6 pfi ztraté

MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP LPDSTRQKIV ELAHSGARPC
YETGSIRPRA IGGSKPRVAT PEVVSKIAQY KRECPSIFAW

SSINRVLRNL
EGGGENTNST
ERLAAKIDLP
QPTTPAPSPQ

ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN
SSNGEDSDEA QMRLQLKRKL
EARIQVWFSN RRAKWRREEK
PDLLILLHAA HQPFGEWAEL

GQTGSWGTRP
QRNRTSFTQE
LRNQRRQASN

*

DISRILQVSN
EIRDRLLSEG
GWYPGTSVPG
QIEALEKEFE
TPSHIPISSS
LPMQPPVPSQ
VSVPVQUPGS

GCVSKILGRY
VCTNDNIPSV
QPTQDGCQQQ
RTHYPDVFAR
FSTSVYQPIP
TSSYSCMLPT
EPDMSQYWPR

exonu 11

DISRILQVSN
EIRDRLLSEG
GWYPGTSVPG
QIEALEKEFE
TPSHIPISSS

GCVSKILGRY
VCTNDNIPSV
QPTQDGCQQQ
RTHYPDVFAR
FSTSVYQPIP

Sekvence proteinu PAX6

MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP
YETGSIRPRA IGGSKPRVAT

ERLAAKIDLP EARIQVWFSN
QPTTPVSSFT SGSMLGRTDT

LPDSTRQKIV ELAHSGARPC DISRILQVSN
PEVVSKIAQY KRECPSIFAW EIRDRLLSEG
SSINRVLRNL ASEKQQMGAD GMYDKLRMLN GQTGSWGTRP GWYPGTSVPG
EGGGENTNSI SSNGEDSDEA QMRLQLKRKL QRNRTSFTQE QIEALEKEFE
RRAKWRREEK LRNQRRQASN TPSHIPISSS
ALTNTYSALP PMPSFTMANN LPMQPPVPSQ

YD TYTPPHMQTH
LQ*

Ql TSG TTSTGLISPG VSVPVQVPGS

GCVSKILGRY
VCTNDNIPSV
QPTQDGCQOQ
RTHYPDVFAR
FSTSVYQPIP
TSSYSCMLPT
EPDMSQYWPR

Sekvence proteinu PAX6 pfi ztraté exonu 12

1
61
121
181
241
301
361
421

MQNSHSGVNQ LGGVFVNGRP
YETGSIRPRA IGGSKPRVAT
SSINRVLRNL ASEKQQMGAD
EGGGENTNSI SSNGEDSDEA
ERLAAKIDLP EARIQVWFSN
QPTTPVSSFT SGSMLGRTDT
NLICLNTGQD YSKKKKKKKK
TTGEGMDLKQ GPLYTEGTIS

LPDSTRQKIV
PEVVSKIAQY
GMYDKLRMLN
QMRLQLKRKL
RRAKWRREEK
ALTNTYSALP
ERKYCVNSVS
VGTNLHFGIQ

ELAHSGARPC
KRECPSIFAW
GQTGSWGTRP
QRNRTSFTQE
LRNQRRQASN
PMPSFTMANN
DYGDTTVELS
TFIHFGVLFV

DISRILQVSN
EIRDRLLSEG
GWYPGTSVPG
QIEALEKEFE
TPSHIPISSS
LPMQDSFPLV
GKKEKWLLEP
NGHLYVIMKK

GCVSKILGRY
VCTNDNIPSV
QPTQDGCQQQ
RTHYPDVFAR
FSTSVYQPIP
CQFQFKFPEV
LQFYNCVLYC
RTH*

Obrazek 38: Sekvence protein U pf¥i ztrat € exonu predikované programem Mutalyzer.

pfi ztraté exonu 11 (pfi varianté ¢.1032+1G>A) B, sekvence proteinu pfi ztraté exonu 12 (¢.1183+1G>T).

A, Sekvence proteinu
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6. Diskuze

Cilem prace bylo studium molekuld&rgenetické ficiny dysgenezifedniho segmentu
oka uceskych pacierita zavedeni metodiky pro analyzu vlivu potenci&@estihovych variant
na vysledny transkript. Ze souboru 12 prohase pod#lo uréit kauzalni mutaci udii z nich,

piicemz az na jeder¥ipad, byly veSkeré varianty nalezeny v g&#Xe6.

Dvé z piti nalezenych mutaci se nenachazely v kédujicimkuisgenu, ale
v kanonickém seshovém mist, tedy jeden az dva nukleotidy od rozhrani intrexonu.
U probanda A byla nalezena v heterozygotnim staaianta v genuPAX6 ¢.1032+1G>A.
Tato zngna byla jiz dive popséna v literata jako IVS11+1G-A (jina nomenklatura)iemz
jedinec nesouci tuto mutaciémcasténou aniridii, mirnym nystagmusgakou dystrofii
rohovky a mirnou fotofobii (Gronskat al., 1999) (Redekest al., 2008).

U probanda B byla nalezena v heterozygotnim staarianta v genu PAX6
€.1183+1G>T. Tato mutace doposud nebyla v litéeghopsana, nicméwve stejné pozici byla
v souvislosti s klasickou aniridii jiz detekovaring nukleotidova zasma (c.1183+1G>A),
kterou autdi nasli u dvou probanid(Bobilevet al., 2016).

Jelikoz je gerPAX6 v dosglém lidském organismu akti¥rtranskribovan jen v sitnici
a v ostatnich tkanich (nagymfocyty) se jeho mRNA vyskytuje ve velmi nizkybladinach,
je funkéni analyza transkriptu popproteinu problematicka.

Varianta probanda A (c.1032+1G>A) byla jiéivae funkéné ovéiena metodou RT-PCR
(Gronskovet al., 1999). Jako zdroj mRNA zvolili autdymfocyty izolované z krve pacieit
a zdravych kontrol, nasleditransformované virem Epstein-Barrove. Po izoladARa prepisu
MRNA do cDNA byla provedena tzv. nested PCR. Tou&todou se zvySi pragplodobnost
amplifikace pouze specifického Useku aje moZnapjikovat i i nizkych koncentracich
MRNA. Produkty PCR reakce aitoozclili pomoci gelové elektorforézy a wipad pacienta
s heterozygotni mutaci ¢.1032+1G>A se na gelu dpjelwva prouzky. Prvni prouzek ¢h
oc¢ekavanou délkuiiblizné 378 bp (stejé jako v gipads zdravych kontrol) a druhy prouzek
mel délku @riblizné 265 bp, coz odpovida vynechéni sekvence exone stkvence. Nasledn
byl kratSi prouzek z gelu vypreparovan a osekveno@&kvence dlefpdpoklad postradala

exon 11.

V piipact nové varianty probanda B c.1183+1G>T, aniiip@ct obdobné popsané
varianty ¢.1183+1G>A nebylo dosud provedeno Zzadnk&hi owteni vlivu na sesih.
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Mutace c¢.1032+1G>A Zobuje posunéteciho ramce, v jehozudledku dochazi
k predtasnému ukoteni translace proteinu po &eareni 25 chybnych aminokyselin.
Karboxylovy koncovy segment (PST doména, prolimiasethreonine rich domain) proteinu
PAX6 je tvden exony 10 — 13. Pokud je tatast sekvetné narusSena, ¥e dochazet
k ovlivnéni transkrigni aktivace skrze PAX6 protein. Taktaibe v buikach vznikat aberantni
protein, anebo fize dochéazet k haploinsulficienci wsledku nonsense-mediated mRNA
decay (NMD). NMD je pretranstai proces, ktery zabtiaje produkci zkracenych protein
které by se syntetizovaly widledku pitomnosti pediasného stop kodonu v ramci

sekvence mRNA.

Mutace c¢.1183+1G>T #gobuje posuncteciho ramce, v jehozudledku dochazi
k zatlereéni 129 chybnych aminokyselinjipemz vysledny protein je oproti klasickému delSi
0 51 aminokyselin. Off miZe dochazet k ovlivni karboxylového koncového segmentu
proteinu PAX6. Takto rie v buikach vznikat aberantni protein neboize dochazet

k haploinsulficienci v dsledku nejasné degradace aberantniho proteinu.

U probandky C byla v genldAX6 v heterozygotnim stavu nalezena mutace c.83C
p.(Tyr61*). Jelikoz u rodia probandky tato varianta nebyla zisa, pravdpodobré vznikla
de novo, tj. mutaci pohlavni hiky jednoho z rodii nebo v oplodénim vajiku béhemcasné
embryogeneze. K @veni této hypotézy by bylo patba v rodig provést testy otcovstvi. Ani
poté, vSak nelze s jistotou vykit nagiklad germinalni mosaicismus. Varianta c.188C
p.(Tyr61*) byla jiz dive objevena ve spojitosti s diagnézou aniridie lsponystagmem,
fovealni hypoplazii a ptézou dka (Perez-Solorzanet al., 2017). Varianta byla autory
povaZzovana za patogenni, jelikozagpbuje tvorbu fedtasného stop kodonu. Adtose

domnivaiji, Ze probanda dochéazi k haploinsulfidieacpodklad NMD mechanismu.

U probandky D bylo v datech z celoexomového sekvénibobjeveno hnedékolik
variant, které odpovidaly nastavenym paradmetr VSechny tyto varianty se nachazely
v heterozygotnim stavu,figemz vSechny geny, ve kterych se nachazely, jsojo\soy
s autosomakh dominantnim typem daicnosti. Pizkumem databazi byly podrofin
zkoumany péty heterozygat pop. homozygai pro konkrétni varianty a jako kauzalni byla
dale zkoumana jen varianta v gaPRiX6 ¢.622C>T; p.(Arg208Trp).iestoze se v kontrolnich
datech vice nez 120 000 jedintachazeli dva heterozygoté (viz. Tabulka 19), dytatili jsme
s aniridii d¥ma wdeckymi skupinami nezavisle na gqblansoret al., 1993; Limet al., 2012).

Ve druhém pipact byly ofni projevy zavazne; u probanda byl zjistnystagmus, fovealni
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hypolazie, keratopatie, mikrokornea a kataraktam(kt al., 2012). JelikoZ se jednalo o jiz
popsanou mutaci a varianta segregovala v goslimnemocénim (mela ji také postizena matka
probandky), byla povaZzovana za kauzalni. Analyzagm prediknich program patogenicitu
mutace potvrdila, podokn jako analyza programem T-coffee potvrdila vysokou
konzervovanost aminokyseliny argininu v této paziCiaminokyselinové substituci v tomto
piipadt dochazi v sekvenci, ktera je prépddobré zodpowdnda za transport proteinu PAX6
do jadra (sekvence HNLS). Jde &alik evoluiné konzervovanych aminokyselin, které se
nachazeji ped samotnou homeodoménou proteinu PAX6 a nesewapré pozitivni nabo;.
Tato sekvence je jednou ze dvou jadernych lok&licd signal v PAX6 sekvenci a bylo
prokdzano, Ze vyttdvazebné misto pro protein IPO13 (Importin13, OMi610411), ktery

je zodpo¥dny za zprosedkovani transportu protéire cytoplasmy do jadra (Ploski al.,
2004). V disledku této aminokyselinové zény, by tedy mohlo toto vazebné misto zanikat

a transport PAX6 do jadra by mohl byt naruSen.

Pfitomnost dvou heterozygot databazi gnomAD Ize vysitlit tak, Ze se miZze jednat
o chybu khem sekvenace nebo chybu v ramci alignmentu geasyoh dat. Varianty ve
velkych populanich databazich jiz nejsou manualrowrovany pomoci Sangerova
sekvenovani. Jédba ale myslet i na to, Ze sekvémadata jsou do databazi vkladanaznych
projekti, a ne vzdy jsou studovani jedinci vy&eti oftalmologem, fitomnost onemocmi

u nich tedy nelze vylatit.

Jelikoz v gipadct probandky D nebyly vySini Zadni dalSifiouzni, nebylo v tomto

piipack mozné provést segregd analyzu.

U probandky E byly nalezeny v gei©OXE3 dvé heterozygotni varianty c.244A>G;
p.(Met82Val) a c.541delG; p.(Pro182Argfs*42). Segtai analyzou v rodi&ibylo potvrzeno,

Ze pacientka je slozeny heterozygot.

Varianta c.244A>G; p.(Met82Val) byla jizide popsana ve spojitosti s mikroftalmem,
afakii (absenceocky) a sklerokorneou (Isegt al., 2009). Predi&ni programy tuto variantu
také vyhodnotily jako patogenni. Tato jednoamineky®va zamina se nachéazi ve vysoce
konzervovaném mistsekvence proteinu FOXES, které je &sti forkhead DNA-vazebné
domény (FHD). Tato sekveéni konzervovanost byla potvrzena také analyzou fleeo
programem. V fipact této varianty (c.244A>G) jde ve vysledném proteiazangnu

methioninu za valin, fxtemz v obou fipadech se jedna o nepolarni a elektroneutralni
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aminokyseliny, pesto je methionin v této pozici naprostocklty pro spravnou funkci FHD
domény (Clarket al., 1993).

Varianta c.541delG; p.(Pro182Argfs*42) doposud teiteratde popsana. Jedna se
o mutaci, ktera zpsobi posuncteciho ramce, v jehozudledku dochazi k zéereni 41
chybnych aminokyselin do vznikajiciho peptidu aleds dochazi k zéazeni pediasného
stop kodonu. S velkou pra&plbodobnosti dochazi u probanda k haploinsulficierdisledku
NMD.

Nalezem kauzalnich mutaci atpproband: se pod#lo potvrdit diagnézu dysgeneze
predniho segmentu oka. Pokud se u pagisraniridii pod# zjistit pri¢innou variantu v genu
PAX®6, je velkym pinosem vylodeni syndromu WAGR (van Heyningenal., 2007). WAGR
syndrom je zfisoben rozsahlejSimi (mikroskopickymi i submikrosicsgmi) delecemi lokusu
11p13, zahrnujicimi genkAX6 aWT1 (Crollaet al., 1997). Vzhledem k tomu, Ze az u 98 %
pacientt s WAGR syndromem vznikd jiz wtstvi Wilmsiv tumor, je pateba pacienty
pravidelrt monitorovat (Breslowet al., 2003). V minulosti, fed zavedenim molekul&mn

genetické diagnostiky, se toto sledovani tykalackhgeacieni s aniridii.

Nemér podstatny je nalez kauzalnich mutaci u proliapid planovani rodiostvi,
véetns piipadného vyuZiti prenatéldi preimplant&ni diagnostiky. Znalost kauzalni mutace(i)
dale umo#uje p'esny odhad pra¥gpodobnosti fenosu mutace na potomstvo.

Jak je jiz vySe zmiino, @i jasre definované diagndze aniridie, byvaji kauzalni mata
negastji nalezeny pra¥ v genuPAX6. Toto tvrzeni podporuje néglad prace, ve které byly
nalezeny mutace v tomto genu u 61 proliandelkovych 66 s diagn6zou aniridie (Bobilgv
al., 2016). V naSem souboru paciirtyla diagn6za aniridie stanovena u prolienel i rodin

a ve vSechiech gipadech se potvrdila mutace v gePiXe.

U 7 ze 12 probaridnebyla zjis¢na kauzalni mutace #pobujici jejich onemocmi.
Duvody mohou byt jak metodickeé (je peba doplnit analyzu @tu kopii detekujici rozsahlejsi
delece) anebo se mutace mohou nachazet mimo zkéumegiony (nize se jednat
o promotorové oblasti jednotlivych gennebo nagiklad o hluboké intronové varianty
zpasobujici aberantni sést). Konkrétre i v piipadt genuPAX6 bylo prokazano, Ze u paciént
s aniridii mohou byt kauzalni varianty vzdalené8azkb od kodujicich Usék(Fanteset al.,
1995). Varianty se také mohou nachézet v genedrg kiioposud nebyly s dysgenezemi
piedniho segmentu okaulec spojovany. V takovychto fipadech bude vyZadovana

podrobrjSi prace s databazemi, navySenttpovzorki v rodinach nebo spalea analyza
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mnoho fiznych vzork od pacient vykazujicimi podobné fenotypy, pbpiprovedeni

celogenomového sekvenovani.

Dvé nalezené mutace se nachazely v kanonickémitsmatm mist, piicemz jiz dive
bylo prokazano, Zze mutace &chto mistechtasto vedou k aberantnimu gési (vynechani

exonu ze sekvence mRNA iaaeni nového exonu apod.) (Lewandowska, 2013).

Pro owieni vlivu €chto potencialé sestihovych variant na vyslednou sekvenci
MRNA, byla zvolena metoda Exon trappingu (Dwylal., 1990 ). Tato metoda byla vybrana
na zaklad prace, ve které auiazkoumali vliv potencialt sestihovych mutaci v gen®AX6
praw u pacieni s aniridii (Miaoet al., 2017). Jedna z potencidlaestihovych variant, které
byly v ¢lanku owiovany, se nachazi ve stejné pozici, jako mutacegmmda B (c.1183+1G>T),
ale sjinou nukleotidovou za&mou (c.1183+1G>A). Druhou zkoumanou variantou byla
€.1033-1_1033delinsCT. Stejnjako v publikaci Miano et al., 2017, byly inzersyDNA
proband zkoumany pomoci metody Exon trappingu, s tim denajiZe v ramci této prace jsme
pied pouZzitim samotného vektoru Exontrap pouziligeKOPO a transformaéi. coli bakterii
pro amplifikaci a purifikaci vyslednych inzértVyhodou tohoto vektoru je, Ze procareni
inzertu neni pdeba do swsi pridavat ligazu a nevyzaduje ani pouziti Zzadnych iijg&gch
sekvenci. TOPO vektor umtidje také pimou selekci rekombinaintskrze disrupci letalniho
E. coli genuccdB (sebevrazedny gen) (Bernaetl al., 1994 ). Zarove vektor nese gen
rezistence proti antibiotiku (kanamycin), coz zajjg st pouzedch kolonii, které nesou jak

plasmid, tak i v am z&len¢ny inzert.

Po izolaci plasmidové DNA, byly vektory spolu sémy osekvenovany
a genotypovany (divoké a mutantni alely). VloZeniomoto kroku (amplifikace inzert
v TOPO vektoru) jsme zajistili dost&te® mnozstvi DNA inzeiit v dostaténé kvalit
a sekvenovanim jsme doplnili praci o informaci olmecharakteru alely konkrétniho klonu

a jeji orientaci.

Nasled® byly inzerty pomoci restrinich enzyni prenadSeny z TOPO vektoru do
vektoru Exontrap &ito konstrukty byly transfekovany HEK293T iky. Jednd se
o imortalizovanou linii, izolovanou z primarnichkisikych embryonalnich ledvin,igstoze
fyziologicky odpovidaji spiS neuralnim itkém (Shawet al., 2002). Tato linie je stabin
transfekovdna genem pro velky T antigen polyoma@wa0, ktery umoiuje episomalni
replikaci plasmid obsahujicich replikai pasatek SV40. Tyto biky se hoji vyuZivaji jako
expresni systémy pro rekombinantni molekuly DNAdifias & Smart, 2005).
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HEK293T byly vybrany proto, Zetpozert obsahuji aparat zaji§jici pre-mRNA
processing. Do tohoto aparatu lze zahrnou proteegig’ujici polyadenylaci na 3" konci,
pridani cepicky na 5° konec, ale zejména spravny isesvy aparat (spliceosom). \fgdeslé

praci byla také vyuZzita tato béna linie (Miaoet al., 2017).

V ramci vySe zmi#né publikace bylo pro transfekci biknvektorem Exontrap vyuzito
metody lipofekce. V naSemiipact bylo jako transfeéni reagens pouzito FUGENE HD
transfection reagent (neznamé slozeni neliposoh@@loharakteru). Tot@inidlo umo#iuje
vysoky transfek&ni vykon s minimalnim dopadem na fyziologii kknJacobsemt al., 2009).
Bunky byly nasleds sklizeny a prothla izolace RNA, fepis mMRNA do cDNA, PCR reakce

a sekvenace produkpodobr jako v publikaci vyse.

Kolektivu Miaoet al., 2017 se pomoci metody Exon trappingu gidolavérit patogenni
efekt obou variant. Zjistili, Zefpvariang c.1183+1G>A se ze sekvence mMRNA vynechava
exon 12 (podobf jako v naSem ifppad® pii variangé ¢.1183+1G>T) aip variang
€.1033-1_1033delinsCT se aktivuje jiné sbsivé misto a ze sekvence mRNA je vynechano

7 nukleotidi exonu 12.

Metoda Exon trappingu se vyuZivairedevsim pro odhaleni kodujicictasti
v neznamych Usecich eukaryotické DNA. Da se alé@iypro rozsahlejsi studie genomové
DNA organisni, nebo také i tvorbé exon-specifickych prob. Tato metoda se také vyaupiv
ovéreni potencialé sestihovych mutaci, které se nachazeji jak v introntyydak
i v.exomovych oblastech génTimto zgisobem se daji ro¥#d zachytit synonymni mutace,
které mohou byt tak&fginou aberantniho ségtu pre-mRNA (Kimet al., 2013). Pomoci Exon
trappingu se daji néiklad zkoumat intragenetické motivy owuiivjici alternativni setit, nebo
je mozné ji vyuzit pi studiu amplifikace gaeinu nadorovych butk (Muelleretal., 1997; Boddu
etal., 2014).
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7. Zavér

Cilem diplomové prace bylo &it molekuléarré genetickou fi¢inu dysgeneziigdniho
segmentu oka u paciéntceského fivodu atim v kongném disledku zlepSit klinické
poradenstvi postiZzenym rodinam. V ramci prace lpx&ovana vhodnost celoexomoveho
sekvenovaniifp patrani po kauzalnich variantach a také byla miéna vhodnost metody Exon
trappingu pro analyzy potenciélsestihovych variant.

VySeteno bylo celkem 12 probafdeského fivodu s diagnézou dysgenezegniho
segmentu oka. Wthto pacient jsme zji§ovali molekularg genetickou ficinu a nasleda
studovali i funkni disledky detekovanych mutaci. Kauzalni mutaci se filedarcit v péti
rodinach.

Byly nalezeny d¥ mutace v genuFOXE3 c.244A>G; p.(Met82Val) (popsand)
a c.541delG; p.(Prol81Argfs*42) (nova) u pacienskgiagnozou kongenitalniho glaukomu,
sklerokorneou a mikroftalmem (autosomdlrecesivni typ &dicnosti). Dale byly wWwtyr
proband s diagn6zou aniridie detekovattyii mutace v gen®AX6 ¢.1032+1G>A (popsana),
€.1183+1G>T (nova), ¢.183G:; p.(Tyr61*) (popsand) a ¢.622C>T; p.(Arg208Trp)gpand).
Prvni d¥ z €chto mutaci byly vyhodnoceny jako prapddobr narusujici ses, treti vedla
k zarazeni pedtasného stop kodonu a posledni kazani nespravné aminokyseliny do
sekvence proteinu.

Pomoci Exon trappingu byl &ken vliv obou potenciath sestihovych variant na
vyslednou sekvenci mRNA. Tato metoda se ukazala ylodna pro podobné aplikace, tedy
u gerii exprimovanych v nedostupnych tkanich, a potvrdifravny odhad predtkich
prograni vlivu varianty na seiih mRNA.

U sedmi probanil prestoze bylo provedeno celoexomové sekvenovani, laeby
kauzalni mutace gena. V &chto gipadech je dale naplanovana analyzéyd&opii s cilem
detekovat rozsahlejSi delece/duplikace. Pokud relkalizalni mutace zji&ta ani touto
metodou, bude Wthto rodindch provedena vazebnd analyza anebo ecwlogvé
sekvenovani. Vysledky prace byly prezentovany farrposteru na XVIII. Interdisciplinary
meeting of young life scientists (viz.ti®hy). Tato prace bude dal&geSena v ramci
postrgradualniho studia na 1. LF UK a byla pdépa projektem agentury GAUK (hlavni
ieSitelka Bc. Jana Moravikova, @ekieSeni 4/2018).

Nalezenim kauzalnich mutaci se v rdmci personadiazévmediciny poddo zlepSit

klinické poradenstvi pacieirh a jejich rodinam.
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8. Webové zdroje

Zkratka Cely nazev Odkaz
EC European commission https://ec.europa.eu/commibsd@x_en
GeneCards http://www.genecards.org/
GnomAD Genome Aggregation Database http://gnomad.brodtitesorg/
HGMD Human Gene Mutation Database https://portal.biolr@senational.com/
HSF 3.0 Human Splicing Finfer
IGV Integrative Genomics Viewer http://software.broatitate.org/software/igv/
LOVD Leiden Open Variation Database http://www.lovd.n3home
MaxEntScan | Maximum Entropy Scan https://omictools.conmaxentscaiool
MutationTaster - http://www.mutationtaster.org/
MutPred - http://mutpred.mutdb.org/
NCBI National Center for Biotechnology | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Information
NEBcloner - https://nebcloner.neb.com/#!/redigest
NetGene2 - http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
NNSplice - https://omictools.com/nnsplice-tool
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man  https://www.ombrg/
PolyPhen2 Polymorphism Phenotyping v2 http://genetics.bwhiaed.edu/pph2/
Primer3 - http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
Provean Protein Variation Effect Analyzer http://proveanijorg/index.php
SIFT Sorting Intolerant From Tolerant http://sift.jcuigdwww/SIFT_chr_coords_subm

it.html

SMS?2 The Sequence Manipulation Suite www.bioinformaticg/sms2
SNPandGO - http://snps.biofold.org/snps-and-go/index.html
T-Coffee T-COFFEE Multiple Sequence https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/

Alignment Server
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