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Abstrakt

Niemann-Pickova choroba typu C je velice zavaznénwtrni s
autozomaln recesivnim typemadlicnosti. Ricinou nemoci jsou patogenni
mutace nachazejici se v gen®PC1/NPC2Tyto geny koduji lysozomalni
neenzymatické NPC1/NPC2 proteiny, které se podikejiransportu lipidl
V disledku deficitu &chto proteii dochazi k intracelularnimu hroniad
lipidd, predevSim neesterifikovaného cholesterolu a glykalipid

Kauzalni terapie je v séasnosti neuspokojiva, vyvijeji se proto nove
lécebné postupy. &které z nich zavisi na tom, zda se wikach pacierit
vyskytuje alespi zbytkové mnozstvi transkriptu geMiPC1

U vybranych paciefit u kterych byla k dispozici kultura koZnich
fibroblasti, jsem charakterizovala vliv patogennich mutaci naoZstvi
transkriptu. Vysledky ukézaly, Ze u vSech patogenmicitaci je mnoZstvi
transkriptu detekovatelné.

Souasre jsem charakterizovala strukturu promotoru geNBCl
Sekvenani analyzou jsem v promotoru nalezla polymorfizmg@089071,
rs28403610, rs2981422, rs1652354, rs1788774, rs1788vadlyzovala
jsem skladbu polymorfizinu jednotlivych pacieiit vysledky sedeni pro
existenci Sestitiznych haplotyf.

U now diagnostikované pacientky jsem mtrtaanalyzu nalezla pouze
jednu patogenni mutaci p.l11061T (c.3182T>C) v géMirC1l Z tohoto
divodu jsem pomoci metody MLPA vy$éda geny NPCL1/NPC2 na
ptitomnost rozséhlejsi dele¢eduplikace. Ani pomoci této metody nebyla

druh& mutace nalezena.

Kli¢ova slova: Niemann-Pickova choroba typu C, promotorgenu
NPC1, analyza transkriptu genu NPC1, restrikéni analyza, sekvenéni
analyza, MLPA



Abstract

Niemann-Pick disease type C (NPC) is a rare, setmmase with
autosomal recessive inheritance. Disease is cayspdthogenic mutations
located in genesNPC1/NPC2 These genes encode lysosomal non
enzymatic NPC1/NPC2 proteins that are part of lipgghsport. As a result
of malfunction of these proteins intracellular aoelation of lipids occurs,
in particular unesterified cholesterol and glycolipids.

Causal therapy is currently still unsatisfactorgréfore new therapies
are evolved. However these therapies depend on ah#th patient cells
contain at least residual amount of transddpC1gene.

In a group of patiens, for which a fibroblast cuituwwas available, |
analyzed the effect of pathogenic mutations onettression level of the
transcript. Results showed that for all pathogenitations transcript level
is low, but detectable.

Moreover, | characterized the structure of H@C1gene promoter. By
sequence analysis | found polymorphisms rs80990%&R8403610,
rs2981422, rs1652354, rs1788774, rs1788772 in promethich are
common for European population. On the basis of dbmposition of
polymorphisms in individual patiens, | estimate six défarhaplotypes.

| performed mutation analysis in DNA of recentlagihosed patient. |
found only one pathogenic mutation p.I1061T (c.318Z0)>n the NPC1
gene. Therefore | tested gemdBC1/NPC2for the presence of extensive
deletions or duplications using the MLPA method. Howevegneising this

method, the second mutation was not detected.

Key words: Niemann-Pick disease type CNPC1 gene promoter,
analysis ofNPC1 gene transcript, restriction analysis, sequencing
analysis, MLPA
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1 Uvob

Diplomova prace byla sdésti projektu podporovaného IGA MZR
(NT12239-5/2011) Niemann-Pickova choroba typu C: Kklinicka,
molekular® genetickd, biochemickd a morfologicka studie. Nawkych
diagnostickych a prediktivnich algoritm

Niemann-Pickova choroba typu @IPC, MIM 257220, 607625) je
velmi vzacné zé&vazné neurodegenerativni onesmbcrkteré fradime k
lysozomélnim gtdavym porucham. Nemoc s autozomialrecesivnim
typem adic¢nosti postihuje vSechnyskové skupiny od prenatalniho obdobi
az po sedmou dekadu Zivota (Vanier & Millat 2003fisledkem deficitu
NPC1/NPC2 proteinu je intracelularni hromsad neesterifikovaného
cholesterolu a dalSich lipidzejména v neuronech a makrofazich (Vanier
2010). Deficit ¥chto proteifi je zpisoben patogennimi mutacemi
v prislusnych genecNPC1/NPC2

Analyza mutaci je jednim ze zakladnich diagnostibkyistupi pri
potvrzeni diagnézy onemo&m NPC. Je to také metoda, kterd odlisi typ
NPC1 od NPC2 typu, a stasré také umo#uje prenatalni diagnostiku.

Kauzalni terapie je u Niemann-Pickovy choroby typw sodasnosti
stéle neuspokojiva. U zavaznych a rychle se rozvijejicigmfamnemockni
je zatim jedinou pomoci v rodindckasné a spravné daani diagnozy.

Pro pomalu gradujici formy onemaer se vyvijeji nové terapeutické
postupy, které jsou zaloZeny na posileni expresevanéino NPC1/NPC2
proteinu ¢i na vyuziti chaperan které napomahaji ke spravnému
prostorovému usgadani a stabikt proteini (Ericson 2008). Ugchto
terapeutickych postupje dilezité, aby v biice bylo gitomno alespb

reziduélni mnoZstvi proteinu.



Velkd ¢ast této prace je zatiena praw na problematiku viivu
patogennich mutaci na mnozstvi transkriptu. V tétuvislosti byla
charakterizovana struktura promotoNPC1 genu z dvodu, Ze by zde
nalezené polymorfizmyi jiné genetické varianty mohly oviiwvat Groveé
transkripce a tim se podilet na molekularni patogemezznocrni NPC.

U now prichozi pacientky byla provedena mtriaanalyza, nelibna
charakteru mutace zavisitgupo¥d’ vyvoje onemoceéni a v budoucnu

i ndvrh novych typ Iécby.

-10 -



2 CILE PRACE

» Zavést metody zaloZzené na technice PCR/RFLP palyan

exprese transkriptw vybranych patogennich mutaci v géMieC1.

» Zavedené metody pouzit pro vy&eti kultur koZnich fibroblagtod
pacienti s NPC1.

» Zavést sekvertai analyzu promotorové oblasti geNBC1
» Provést sekverai analyzu promotoru u paciént

» U now diagnostikované pacientky provést analyzu mutagéenu
NPC1(sekvenani analyza, fipadré metoda MLPA).

-11 -



3 PREHLED LITERATURY

3.1 Niemann-Pickova choroba

Niemann-Pickova choroba je soubor klinicky a gehgti
heterogennich neurovisceralnich onendo€ns autozomakh recesivnim

typem ddic¢nosti a fatalnim gibé¢hem (Poptovéaet al. 2010).

3.1.1 Historie

Némecky pediatr Albert Niemann jako prvni popsal cior roku
1914. Histologické potvrzeni, Ze se jednd o novaologickou jednotku,
podal o par let pozii patolog Ludwig Pick (Vanier 2010).

Roku 1958 Iéka Crocker a Faber poukazali na Sirokou variabilitu
véka pacient, pfi jehoZz dosaZzeni nemoc manifestuje, na heterogenitu
klinickych projevi a na Urové skladovani sfinogmyelinu ve tkanich
(Crocker & Faber 1958). Tyto informace naskedvedly k rozlengni
nemoci daitytr skupin, A az D (Crocker 1961).

3.1.2 Klasifikace typa Niemann-Pickovy choroby

Onemocgni typa A a B je zgisobené mutacemi v gel8MPD1 které
maji za nasledek deficit kyselé sfingomyelindzy,z cpozadji vede
k progresivnimu hromadi sfingomyelinu v organech (Schuchman al.
2007).

-12 -



Typ A je zavaZz§si neuropaticka forma. Onemaen se manifestuje
obvykle okolo 3 aZ 4 #sice ¥ku neprospivanim a hepatosplenomedalii
Castd je novorozeneckad Zloutenka #bligné u poloviny gripadi se
vyskytne tediova skvrna na sitnici. Pacienti Seyazié doZivaji 2 az 4 let.
Zajimavosti je zvy3eny vyskyt u etnické skupiny é&d#zskych Zid
(Schuchman 2007) (Fernandssal. 2008).

Typ B je chronickou formou, ktera seipe manifestovatdhem celého
Zivota. Zda se, Ze tento typ ma vySSi prevalencini jEvrog, severni
Africe, Turecku a na Arabském poloostéd¥ernandest al. 2008).

Typ C a D jsou zisobené mutacemi v genesfPC1/NPC2a jedna se
0 neenzymopatické varianty Niemann-Pickovy chorabwarakterizované
poruchou intracelularniho transportu lipifVanier & Millat 2003).

Pozdiji bylo zjisttno, Ze Niemann-Pickova choroba typu D je pouze
endemicka varianta typu C u populace obyvajiciz@padnicast Nového
Skotska v Kanatl(Greeret al. 2008)

! neobvyklé zutSeni jater a sleziny

-13 -



3.2 Niemann-Pickova choroba typ C

Niemnann-Pickova choroba typu C je vzacné vrozemézamalw
recesivni onemoemi ze skupiny $édavych lysozomalnich poruchfip
kterém dochazi k hroma&di cholesterolu, sfingomyelinu, sfingosinu a
glykosfingolipidi. Kumulaci je zasaZenigdevSim mozek, jatra a slezina
(Vanier 2010). Minimalni odhadovana cel&®wa incidence je 1:120 000
(Vanier 2010). Incidence @eské republice se od celéswé nijak vyraza
nelisi (Poptovaet al. 2010).

3.2.1 Klinicky obraz

Zavaznost prbéhu onemoceéni NPC se velice uzni a koreluje
s wkem manifestace prvnichiipnaki. Od €Zkych forem nemaoci
v prenatalnim obdobi az po relativmirny pfibéh v adultnim ¥ku (Garver
et al 2007).

Dulezité je rozliSit systémova postizeni od neuratkgch a
psychiatrickych, neltbse vyvijeji nezavisle na svlfFernandegt al. 2008)
(Vanier 2010). ¥k nastupu systémovyctripnaki nesouvisi s gibéhem a
zavaznosti neurologickych postizeni, zatimco u rlegickych symptom
nachazime korelaci mezi¢kem nastupu prvnichijfznaki a piibéhem
nemoci respektive Zivotnosti paciérf/anier 2010).

Systémové fiznaky nemuseji byt vZzdyifpomny a mimo perinatélni
obdobi nebyvaji tato postiZzeni zavazna (Vanier & MR2Ia03).

Kategorizace pacieit dle wWku nastupu prvnich neurologickych
piiznak, mize byt uziténa pro odhad fibéhu nemoci a naslednoucku
(Pattersoret al. 2012).

-14 -



3.2.1.1 Perinatalni obdobi

Projevi-li se onemocmi v této etap, maze disledkem poSkozeni
plodu nastat potrai prediasny porod. U taktoite narozenych paciense
asto vyskytuje hepatosplenomegalie a asc{tgarveret al. 2007) (Spiegel
et al. 2009).

Nezidka kdy se objevuje ikterus neboli Zloutenka, kierde k selhani
jater, coz obvykle ma fatalni nasledky (Vanier 2010).

Mutace vgenuNPC2 ¢asto vedou k plicnim postizenim s resgiian
selh&nim (Vanier 2010).

3.2.1.2 Casrg infantilni obdobi (2 mésice az 2 roky)

V kojeneckém ¥ku jsou jako typické projevy uvédy hypotonié,
jako ¢asto prvni neurologicky projev, dale indan tres a psychomotoricka
retardace (Vanier 2010).Casto je pitomna splenomegalie nebo
hepatosplenomegalie.é8ina pacierit umird do 5. roku Zivota (Vanier &
Millat 2003). ZvySeny vyskyt této formy onemaer NPC nmizeme nalézt
u obyvatel jizni Evropy, a to ve vice nez u 20 %igati, a u obyvatel
Blizkého vychodu (lturriagat al. 2006).

3.2.1.3 Pozdrg infantilni obdobi (2 az 6 let)

Hepatosplenomegalie je vtomto obdobi diagnostikavaieni
ve vSech fipadech. U paciefitsecasto objevi problémy s &hi v disledku

rozvijejici se kataplexiea ataxi@ Mezi klasické symptomy patdysartrié

2 hromadni tekutiny v dutig biisni

3 snizené nafi svalu

4 - 2 e
vypadek svalového nath

5 porucha koordinace pohgb

® porucharesi, $patna artikulace

-15 -



a dysfagié které obvyklezasem vedou ke gastrostomii. Zaznamenany jsou
| ptipady ztraty sluchdi vyskyt epilepsie (Vanier 2010). K amrti dochéazi
nejcastji mezi 7. a 12. rokem. (Vanier 2010).

Spole&ng s juvenilni formou pdt do skupiny takzvané klasické
Niemann-Pickovy choroby typu C, kterda zahrnuje 607872% gipadi
(Fernandest al.2008).

3.2.1.4 Juvenilni obdobi (6 az 15 let)

Ptiznainym projevem v této eté&myva obrna pohledu vahu spoléng
s kataplexii, kterowasto vyvolana emimi podnét, jako napiklad smich
(Vanier 2010). Rozvijejici se ataxiet®obujecasté pady (Vanier 2010).
Dysfagie spolén¢ s dysartrii, poz&i vedou k neschopnosti mluveného
projevu. Zpravidla dochazi k problém s &enim a pozornosti. Délka
doziti se udavéa okolo 30. let (Wraith al. 2009). U této formy onemoéni

NPC vSak byva &k doziti vysoce variabilni (Vanier 2010).

3.2.1.5 Adolescentni a adultni obdobi (15 let a vySe)

U adolescentnich a adultnich pacieje ¢asta absence splenomegalie,
ovSem niZze nastat mirné 2Zt8eni sleziny (Vanier 2010). NejsgjSim
projevem je psychoOza, a to konkrétparanoidni bludy¢i sluchové a
zrakové halucinace (Walterfamg al2006). Pébéh nemoci byva pozvolny.
Pacienty lze rozdit na ty, u kterych se vyskytuje pokita ataxie a
dystonie, a na ty, u kterychqvazuji psychické poruchyasto vedouci az
k demenci (Trendelenbueg al.2006) (Vanier 2010).

" potiZe s polykanim
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Obrazek 1. Schematické znazorni forem onemocréni NPC s dirazem na
typické jednotlivé klinické priznaky. Pfevzato a upraveno dle (Vanier 2010).

3.2.2 Genetické pozadi

Za projevy Niemann-Pickovy choroby typu C stojiqegnni mutace
v genuNPCL1 ¢i NPC2 (Steinberget al. 1994). Patogennimi mutacemi se
ozn&uji ty genetické varianty, které ngmivé ovliviuji funkci
NPC1/NPC2 proteinu.

V 95 % gipadi je mutovan gemMIPC1 Tento gen je lokalizovan na
18g11-q12 chromozomu, koduje 25 e#om celkova délka transkriptu je
4827 bp (Vanier & Millat 2003).

Zbyvajicich 5 % pipada mutacim v genlNPC2 Tento gen je
lokalizovan na chromosomu 14g24.3 a koduje 5 éx@fanier & Millat
2003).

-17 -



3.2.3 Protein NPC1 a NPC2

Produktem gentPC1lje 170 az 190 kDa velky glykoprotein skladajici
se z 1278 aminokyselin (Carstea 1997) (Infante ROO8achazi se
v membrag pozdnich endozofrrespektive lysozof(Higginset al. 1999).

Strukturu proteinu NPC1 Ize rodd do rekolika oblasti (viz obrazek
3). Dw zeti laminarnich sm§ek hraji roli v protein-proteinovych
interakcich, a to konkrétnkonzervativni N-terminalni konec a cystein-
bohatd doména (CRDgysteine-rich domajn DalSi dilezité misto se
nachazi meziteti a sedmou transmembranovou doménou (Davies &
loannou 200). Jedn4 se o vazebné misto pro st88&1D,(sterol-sensing
domair), které se jevi jako nezbytné pro spravnou funkoiginu (Davies
& loannou 200). Celkay protein NPC1 obsahuje 13 transmembranovych
domeén (Infantest al. 2008).

GenNPC2kdbduje maly solubilni lysozomalni glykoprotein elikosti
18 kDa skladajici se ze 132 aminokyselin. S vysokiiteu se vaze
k cholesterolu (Vanier & Miller 2004).

3.2.3.1 Role proteini NPC1 a NPC2 v metabolismu cholesterolu

Cholesterol je nezbytnou stasti savich burgénych membran. Jeho
distribuce a akumulace je fiwé fizeny proces. Lipidy, tedy i cholesterol
jsou v Ele transportovany pomoci lipoprotéirLipoproteiny jsou komplexy
sestavené z lipida specifickych protein Hmotnostni porr téchto latek
udava jejich hustotu. Jsou tedy klasifikovany naD¢F, IDL®, LDL™,
HDL™,

8 cholesterol o velmi malé hustot
9 cholesterol o gedni hustat

10 cholesterol o malé hustot

1 cholesterol o vysoké hustot
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Lipoproteiny LDL transportuji &3inu cholesterolu do tkani. Odtud je
cholesterol LDL receptory vychytavan a poté endéoyti dopraven
do nitra bugk a odtud dale fuzi do lumenu lysozbniHolecek 2006).
Pomoci enzymu lysozomalni kyselné lipazy (LAysosomal acid lipage
jsou v lysozomech hydrolyzovany estery cholester@uneesterifikovany
cholesterol a mastné kyseliny (Cheruitual 2006). je se tak bd pred,
nebo az po navazani na protein NPC2 (Miller & Bose 2011)

Nedavné studie uvazuji o proteinu NPC2 jako o aegircholesterolu
v buice (Cherukwet al. 2006). Konkréta tak, Ze volny cholesterol je svym
8-uhlikovym fettzcem zanien do proteinu NPC2 (Vance 2010). Naopak
béhem protein-proteinové interakce s transmembranpyoteinem NPC1
se cholesterol navaZze na tento proteincéopa tedy B-hydroxylovou
skupinou (Vance 2010). Mistem navazani je N-termindbména proteinu
NPC1 (Vance 2010).

Z N-terimalni domény proteinu putuje neesterifikojacholesterol
dale do membrany pozdnich endozdiysozont (Maxfield & Rosenbaum
2011) (Vance 2010). Pomoci cytoplazmatickychkéase dopravi naizna
cilova mista v biice, kterymi niZze byt membrana endoplazmatického
retikula ¢i membrany jinych buftnych organel (Miller & Bose 2011).
(Maxfield & Rosenbaum 2011).

Biologicka fuknce proteiln NPC1 a NPC2 neni zatintgsné popsana.
Doposud nafiklad nebyl potvrzen mechanismus interkace mezteprg
NPC1 a NPC2 (Maxfield & Rosenbaum 2011).
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Lysozom

Obrazek 2. Navrhovany transport cholesterolu z LDLna NPC2 dale na NPC1
a odtud napriklad do membran bunéénych organel. Rrevzato a upraveno z
(Kwon 2009).

3.2.4 Metabolické odchylky

Mutace v genech kodujici protein NPC1 a NPC2 majinaaledek
jejich dysfunkci, ktera negati¢novliviiuje a naruSuje bwiny transport
LDL-vazaného cholesterolu (Vanier 2010).

Dusledkem &chto chyb dochazi ke kumulaci ligids mozku a dalSich
organech. Profil $ddanych tui se v3ak v jednotlivych organech vyrazn
liSi (Sleatet al. 2003). V jatrech a slezirjsou to krond neesterifikovaného
cholesterolu, fedevSim sfingomyeliny, sfingosiny aizné glykolipidy
(Sleatet al. 2003) (Vanier & Millat 2003). U pacieins onemocénim NPC
zpravidla byva vyrazh vice postizenda kumulaci slezina (Vanier 2010).
Hromadini &chto latek vede k hepatomegalii a splenomegalii.

V mozkové tkani byva #idano mensi mnoZstvi cholesterolu a
sfingomyelinu, naopak Ize nalézt zvySeny vyskyt ghfingolipidi,
konkrétré gangliosidi GM2 a GM3 (Vanier & Millat 2003). Kumulaci
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téchto lipida dochazi k progresivni ztéaheurori, predevsim Purkovych
bungk a podmirnych gliovych bugk (Miller & Bose 2011).

3.2.5 Spektrum mutaci vNPC1 genu

Analyzou komplementarni DNA (cDNA) a genomové DNgD(NA)
u40 pacient s NPC1 onemoemim, bylo identifikovano fiblizn¢ 30
raznych mutaci, z nichZ vice nezZ jedrfatina pati mezi no¢ popsané.
NejvétSi zastoupeni maji substii mutace rmnici smysl fissense
mutatior), které vedou k za#m¢ jedné aminokyseliny. DalSi abnormality
zahrnuji jednobodové a vicebodové delece a dugijkdgii mutace beze
smyslu fonsense mutatipna dw¥ sestihové mutace gplice statioh
U tiech pacierit byla doposud nalezena pouze mutace v jedné z alel.

Mutace jsou Siroce rozptylené v celém proteinu NIPGA obrazek 3).
AZ jedna tetina mutaci je situovana do oblasti CRiy<tein-rich domain
mezi transmembranovymi doménami 8 a 9. Yembbsazeni mutacemi
nasleduji SSDdterol-sensing domajra druha hydrofilni smika. Ostatni
mutace jsou rozmi&ty ve zbylych hydrofilnich i hydrofobnich skkach.
Zajimavosti je, Ze pouze jedna mutace leZi v obhtrminalniho konce
(NPC1 domaiha jen jedna v mistC-terminalniho konce.

VySe popsané rozmisti mutaci i cetnost v danych doménach
prakticky odpovida vysledkn v jinych studovanych skupinach pacient
s onemocénim NPC1 (Millatet al. 2001).
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Obrazek 3. Distribuce patogennich mutaci v NPC1 prteinu, které se vyskytuji
u pacienti diagnostikovanych v UDMP. Obrazek poskytl Ing.Filp Majer,PhD.

3.2.6 Genotypova — fenotypova korelace

Podle informaci z databaze pro onemwmdrNPC bylo k 30#ijnu 2012
zaznamenano 252 mutaci v geN®PC1 a 18 v genuNPC2 (npc.fzk.de).
Patet mutaci je vSak s nejtdi pravépodobnosti mnohem vy3Si, nélen
u pacieni diagnostikovanych v UDMP bylo nalezeno 17 novychtani,
které nebyly doposud do databéze zahrnuty.

Mezi zaznamenanymi (v UDMP) 3@znymi mutacemi se n&jstji
vyskytuje mutace p.R1186H (c.3557G>A), nalezena byld4uze 40
pacienti, z toho ve dvou ipadech v homozygotnim stavu. &thto dvou
pacientt byl diagnostikovan Klinicky fenotyp infantilni, ¢ehoz Ize
usuzovat, Ze tato mutace fiahezi zavazné. Této dorkmce nahrdva i fakt,
Ze dan& mutace v kombinaci s jinymi mutacemi u sipde heterozygdt

ma ve vSechifpadech nefpznivy infantilni & juvenilni fenotyp.
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Ve zvySené frekvenci vyskytu nasleduje mutace p.596£2861C>T).
VSichni pacienti s touto mutaci jsou sloZeni hetggos, ve ¥tSine pripadi
s juvenilnim fenotypem.

Opakovas byly nalezeny i mutace p.P1007A (c.3019C>G) a p1T06
(c.3182T>C). VSichni pacienti nesouci tyto mutaceujsovreZz slozeni
heterozygoti, navic s velmi odliSnymi fenotypy. Nelzediz odhadovat
zavaznostdchto mutaci.

Odborn& literatura uvadi, Ze mutace p.P1007A (c.36®Cma
pravdpodobrg mirny biochemicky defekt (Greeet al. 1999). Lze
piedpokladat, Ze by v kombinaci se zawjg&h mutaci mohla mirnit jeji

negiznivy efekt (Millatet al 2001).

3.2.7 Diagnostika

Vyslovit podeeni na diagnézu onemagri NPC je relativéy snadné
u pacienh s typickymi giznaky, jako jsou hepatosplenomegalie, ataxie
obrna pohledu vairu (Vanier 2010). OvSem u infantilni a juvenilni Moy
mohou byt projevy snadnoighlédnuty vzhledem k silné heterogenit
piiznaka. V nékterych gFipadech je nemoc diagnostikovana opmid ¢i
dokonce niZze byt zaminéna za jiné lysozomalni istdavé onemocmi
(Wraith et al. 2009) (Vanier 2010).

Pii podezeni na onemoemi NPC je nutné provést komplexni
vySeteni, které zahrnuje oftalmologické vyi&ati, nebé obrna pohledu
vzhiru je ¢asto prvnim neurologickymifznakem choroby (Wraitlet al.
2009). Déle histologické vy&eni, i kterém jsou kultivované fibroblasty
podrobeny takzvanému testu s filipinem. Testovaoéisp v barveni bugk
filipinem, ktery vaze selektivh neesterifikovany cholesterol, po &t
LDL. U pacieni se timto prokdZze akumulace neesterifikovaného
cholesterolu (Vanier 2010). Toto vyEei se v3ak Ceské republice

neprovadi z @vodu pracnosti. V saasné dob se za preferovanou metodu
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uréeni spravné diagnézy @R povazuje nalez v n#iu kostni dens a
molekularrg-genetické vyséeni (Elleder 2010). Pomoci seke¢aich metod

se owiuje pitomnost mutaci v genecNPC1 a NPC2 (Vanier 2010).
OvSem jsou ifpady, i kdyZ v menSim procentu zastoupeni, kdy byla
patogenni mutace nalezena pouze na jedné z aleladend@ny jsou i
ptipady, kdy mutace nebyly nalezeny v Zadném ZigdRC1l a NPC2
(Vanier 2010).

Mutacni analyza je jedina cesta, jak bedme stanovit penaSée
v rodinach. Genetické vydehi také umaluje prenatélni diagnostiku, ktera
by méla byt nabidnuta ohroZzenym jiér (Vanier 2010). Provadi se obvykle
v 10. az 12. tydnuéhotenstvi a to standarélirodérem choriovych klk
(Vanier 2010).

Dal3i novou, rychlou a citlivou metodou kani diagn6zy onemoéni
NPC je pomoci oxidovaného derivatu cholesterolyysterolu. Testovanim
bylo prokdzano, Ze u paciéns onemocénim NPC je hladina mnozZstvi
oxysterolu v plazm vyrazré vyssi, neZz u é&né populace (Jiangt al.
2011).

3.2.8 Lécba

V sowasné dob neni kdispozici zadna specifickd terapie, ktera
by pacienty zcela vyt@a.

Od roku 2009 byl Evropskou unii schvélen Iék MigatqZavesca®;
Actelion Pharmaceuticals), ¢kdy také uvadén pod zkratkou NB-DNJ
(Pattersoret al. 2007). Rvodre byl navrZzen pro E&u Gaucherovy choroby
typu 1, ktera také spada do skupiny lysozomalni¢hdatych poruch
(Pastores & Barnett 2003). U paciens onemocégnim NPC studie
prokazuji, Ze 1€k zpomaluje progresi neurologickptiznaki a prodluzuje

tak délku Zivota paciefit(Pattersonet al. 2007). Miglustat pisobi jako
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inhibitor syntézy glukosylceremidu. Dochazi tak kuled prekurzoru pro
vznikajici glykolipidy a sfingomyeliny (Patterset al. 2007).

Jednou z moznosti experimentélnébg¢ by v budoucnu mohlo byt
vyuziti sloweniny cyklodextrinu. Studie na tkévych kulturdch a zwécich
modelech prokazuji, Ze pomoci cyklodextrinu Ize iovat odstrasni
intracelularniho neesterifikovaného cholesterolu ozdmich
endozond/lysozomi (Rosenbauret al. 2010).

DalSi mozZnosti experimentélnicl®y pro pacienty s onemoam NPC
by mohlo byt vyuZiti chemickych chapefgrkteré napomahaji proteim
ke spravnému prostorovému ugpdani a jejich stabilit(Ericson 2008).

Ovsem hlavim piiem l&by nadale éstava I€ba symptom, jako jsou
epilepsie, dystonie, kataplexie a dalSi. Stdpk se |éba zangiuje i na
duSevni projevy nemoci. Séasti I€kdiské pée je genetické poradenstvi

pro pacienty i jejich rodiny (Vanier 2010).
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4 MATERIALY

4.1 Chemikalie

Agaroza SERVA
Dimethylsulfoxid, DMSO, (CH),SO Sigma

DNA Loading Dye, roztok pro nanaSeni vziork Fermentas
Formamid Hi-Di, CHNO Applied Biosystems®
GelRed™ Biotium,c.

Howézi sérovy albumin, BSA NEB

Kyselina borit4, HBOs Sigma

Tris, GH11NO; Sigma

4.2 Roztoky a pufry

TBE (Tris/Borate/EDTA) pufr 10x koncentrovany

Tris baze 0,89 mol I*
Kyselina trihydrogenborita, 80 0,89 mol I*
EDTA (0,5 mol I, pH 8,0) 0,20 mol'}

4.3 Standardy molekulovych hmotnosti

GeneRuler* 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas*
GeneScan™ -500 ROX Standard Applied Biosystems®
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4.4 Restrikéni enzymy

Bcll Fermentas*
BsiHKAI NEB
Hphl NEB
Mspl NEB
TspRI NEB

V8echny enzymy byly pouZzity s dop&eaymi komegné dodavanymi
pufry.

4.5 Komeréni soupravy

SALSA® MLPA® probemix P193-A1 NPC1 MRC-Holland

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit AppliedbBystems®
Plain PP Master Mix (PCR kit) Top —Bios. r. 0.
PPP Master Mix (PCR Kkit) Top—Bios.r.o.
QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen
ThermoScript™ Reverse Transcriptase Invitrogen™
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega

BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit  Applied 8istems®

4.6 Oligonukleotidy

Pro (&ely sekvenace byl ke kazdému primertippjen univerzalni
pievis Everhang. Pro horni (U) primery byl pouZitigvis T7 a pro dolni
(L) primer byl pouZit pevis RP (viz tabulka 1).
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Dodavatelem priméra grevisa byla firma GENERI BIOTECH s. r. o.

Tabulka 1. Pfehled sekvenci univerzalnich specifickychifgvisi T7 a RP.

Nazev Sekvence (5> 37) Délka (bp)
T7 TAA TAC GAC TCA CTATAG 18
RP TGA AAC AGC TAT GAC CAT G 19

Tabulka 2. Piehled sekvenci primei vyuzitych pro amplifikaci promotoru
genuNPClna Grovni gDNA.

Délka  Délka PCR

Nazev primeru Sekvence (5> 3) primeru produktu
(bp) (bp)

NPC1-P1-U CCCCCCATTTTCTACTTATTIGC 22 896

NPC1-P1-L CCT GCC TTC TCA CCT CCT CAG 21

NPC1-P2-U AGC GAG AGC ACAGAG CTG AC 20 5

527

NPC1-P2-L GTG GGG ACCAGG GTCTGTT 19

NPC1-P3-U ATC AAACGC ATG GCT CAAAAA TG 23 286

NPC1-P3-L GAG GAG CGG AGG AGC AGG AG 20

Tabulka 3. Pfehled sekvenci primefi vyuZzitych pro amplifikaci genu NPClna
Grovni gDNA.

Délka Délka PCR

Nazev primeru Sekvence (5> 3) primeru produktu
(bp) (bp)
NPC1-Ex1U GGA GCC GAC GAC GCC TTC TTC 21
NPC1-Ex1L TCT CCATCG CCAGAC CAACTT 21 442
NPC1-Ex2U AAG TGC CTG TTGCTG TTACTT 21
NPC1-Ex2L GCA CTG TAT GCC ACA GGT TAG 21 9t
NPC1-Ex3U CAA AAA ACC CTA AGA AGA CAT 21
NPC1-Ex3L TAT CTA CAG CCC AGT TGT TCT 21 ar
NPC1-Ex4U TGT GCC TTT ATT TTA ACA TGA 21
NPC1-Ex4L TTGTGATTT TCC AGA GTT GAC 21 526
NPC1-Ex5U GTT CGT GTT TCC CTT CAA GAG 21
NPC1-Ex5L CCAGTT CCT TGG CTT TAA AAC 21 403
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NPC1-Ex6U AGT GGG CTT TTC TTT GAG TTT 21
NPC1-Ex6L CAG TGG GCA ATT TTG CTC TTT 21 460
NPC1-Ex7U TTA GGG GAA AGA AGG CAG TAA 21
NPC1-Ex7L ACA AAG GCA AGG ACC ATG TCT 21 445
NPCl-Ex8U  TGC TTT CCC TGT TCC GAC TTT CA 23

NPC1-Ex8L TTC AGC CCC AAA TCC CCA TCT 21 023
NPC1-Ex9U TTT CCC CAA ATACTC TTT GTC 21

NPC1-Ex9L TTT GCC CAT GTA CCC TAA GTC 21 482
NPCI1-Ex10U  CTC TTG CCC AGT GAT TCT GAG 21
NPCI1-Ex10L  AAA CCC AAA GCC AAA GGA GAT 21 °23
NPCI1-Ex11U  GAT TTT TCC CCT GGT ATG TGT 21
NPC1-Ex11L  CTA GCT TCC CAC AAT GCA AGG 21 308
NPC1-Ex12U  AAA GTT AGG GAG AAG TTT CTT 21
NPC1-Ex12L  ATA AAG AGG CAA AAA TAT GAC 21 420
NPCI1-Ex13U  TCT AGG TTT AAT ACA GCC CTG T 22
NPCI1-Ex13L  ACA CAG GGA AAG GAA ACA AAA 21 489
NPCI1-Ex14U  TTA ACA CAA GGC AGC AAG AAA 21
NPCI1-Ex14L  ACA AAG GGA CAT GTT CAG GTA 21 354
NPC1-Ex15,16U TGT GCT GGC TCC TTG TAT CTG 21
NPC1-Ex15,16L CAG GCT GTC TGG CTT CTT AGA 21 625
NPC1-Ex17U  ACT CCC TAT TAG CCT GTC ATT 21
NPC1-Ex17L  GTC ACC ATT TGC AGT TAG AAG 21 9
NPC1-Ex18U  GAT CCT CGC CTT GCT TAG TTA 21
NPC1-Ex18L  CTC CTC CGC TGC TTC TGA AGT 21 338
NPC1-Ex19U  TTT GAA GGC TTT TTT CAT TAA 21
NPC1-Ex19L  AGA CCC AGC TTT GAT ATA CAA 21 465
NPC1-Ex20U  AGT AAT GCC CCT CAC TGT CAG 21
NPC1-Ex20L  CTT AGC CCA GTC CTC TCC TAG 21 380
NPC1-Ex21U  TTA GCC TCA AGT GCT CAG ATT 21
NPC1-Ex21L  TAC TGC CCT GTG CTC AGA ATG 21 495
NPC1-Ex22U  GAC AGC CAG CAA GGT TTT CTG 21
NPC1-Ex22L  ACA GCC AAT TCC CCC AAG TGA 21 503
NPC1-Ex23U  AAT TAG CAC CCA TCC TCA GAA 21
NPC1-Ex23L  TGC AAT CCT TAG AAG CTG CTT 21 349
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NPC1-Ex24U GAA CCT GGG AGA AAT CCT TGT 21

406
NPC1-Ex24L AAA GAA TGC CTC AGG ATA GAA 21
NPC1-Ex25U AAA GAG CCC ATC TCC AAA AGA 21 519
NPC1-Ex25L ACT GCT TCC CAA GTC AAC TGT 21

Tabulka 4. Pfehled sekvenci primefi vyuzitych pro amplifikaci Useku genu
NPCL1 pro restrik éni analyzu.

Délka Délka PCR

Nazev primeru Sekvence (5> 3) primer produktu
u (bp) (bp)
NPC1-527-U CAT GTA GCC CTC GAC AGA GTC AG 23
NPC1-527-1* CAA AAA ATG CTC CAA AAA ACA CAA 24 >3t
NPC1-1421-U TGT CATTTT CTT CTC GCT GGT CTT 24
NPC1-1421-* AGA AGT CGT CCC CTT TCT TGT GGT 24 495
NPC1-1990-U CGT GGC TTG TGT TGG GAG GCT ATG 24
NPC1-1990-* CCA GGAACG GGATGACTTCAATCACA 26 453
NPC1-2849-0 TGATTC CCT GGT GCA GATATTT 22
NPC1- 2849-L CAG GGA CAC ACC GAG GTT GAA GAT 24 >
NPC1-3557-U GAC CAT CAT TGACGACAC TATCTT 24
NPC1-3557- TTC CTT TGT ATC GCT CTT CAG TG 23 >33

*fluoresceriné znaené primery HEX™
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5 METODY

5.1 VySetireni mnozstvi transkriptu genuNPC1

Analyza transkriptu byla provedena u sloZzenych roeigofi.
Duvodem vysSdeni byla snaha o zji&ti, do jaké miry ovlitiuji patogenni
mutace Urove transkripce.

Primarnim ukolem bylo odhalit procentualni zastaipednotlivych
alel u kazdého pacienta. Néaslédbyly ziskané poznatky korelovany

s fenotypem danych paciént

5.1.1 Vybér restrik ¢nich endonukleaz

K vyhledani dostupnych restiikich endonukleaz pro dané patogenni
mutace byl pouZit program Prophet 5.0. Tyto enzymgahusEpit v misg
dané mutace a navic v kontrolnim restnikn mis¢ (viz tabulka 5).

Kritériem vybsru pacient pro vySetteni touto metodou byla dostupnost
kultur koznich fibroblast

Tabulka 5. Piehled mutaci a k nim nalezici restrikni endonukleazy s
kontrolnim restrik ¢nim mistem.

Exon Mutace Alela Restnkan Specifické restrikéni misto
endonukledza
— -
5 c.527T>C L176R Mspl gge%(fg z
5...NNCASTGNN' ... 3’
9 c.1421C>T P474L TspRI 3. .NNGTSACNN ...5
5..T'GATCA... 3’
13 c.1990G>A V664M Bcll 3. ACTAG.T..5
: v o
19  c2849T>G V950G Hphl 5. .GGTGA(N)"... 3

3 ...CCACT(Nya... 5

5...GWGCW'C...3

23 c.3557G>A R1186H BsiHKAI 3. C,WCGWG. 5

N =C/G/AIT, S =CIG, W = AIT
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5.1.2 Navrh primer pro restrik ¢ni analyzu

Pro navrh primer pro PCR reakci byl vyuzit program Oligo 5.0.
Program pi navrhovani primer zohledioval parametry jako teplotu tani,
teplotu nasednuti primér délku oligonukleotid, tvorbu duplex a dalSi.
Oblast DNA ohrariena primery, musela obsahovat jak mutaci, tak
specifické restriéni misto enzymu. Délka PCR produktu byla limitovana
do 600 bp.

Primer, ktery byl blize mutovanému mistu, byl as@ra fluoroforem
HEX™, kwili nasledné detekci ip fragment&ni analyze na kapilarni

elektroforéze.

5.1.3 Reverzni transkripce mRNA

Reverzni transkripce je proces syntézy cDNA podléNdsRpomoci
enzymu reverzni transkriptdzy. Jako templat bylaZjia mRNA izolovana
z fibroblasti vybranych pacieit

V8echny vzorky byly fipraveny d¢ma systémy: ThermoScript™
Reverse Transcriptase a High Capacity cDNA Revérsascription Kit.
Oba systémy se |iSi v pouzitych primerech zahapljicéversni transkripci.
Prvni systém pouziva primer oligo dT zé&ujici syntézu plnodélkové
cDNA, druhy systém vyuziva sssi oligodT a random primér

Cilem analyzy bylo porovnani obou systéenzhodnoceni zdaktery

z nich mé vliv na zkresleni vysledllanalyzy ponsru exprese danych alel.

5.1.3.1 SystémHigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Timto systémem byly vzorky fpraveny pracovnikem UDMP.

Postupovéano bylo dle protokolu.
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5.1.3.2 Systém ThermoScript™ Reverse Transcriptase

Vzorky mRNA byly n&ediny na koncentraci 120 ngt’ pi
celkovém objemu Ql, ktfedni byla pouZita voda ofenha DEPC (bez
RNaz, které by degradovaly mRNA).

Redth4 mRNA byla spolaé se snisi (viz tabulka 6a) priméroligo
dT a dNTPs mixem inkubovana po dobu 5 miniiep °C. Dalsim krokem
bylo pridani snési (viz tabulka 6b), ktera obsahovala DNA syntéudr,p
stabilizator enzymu DTT, ThermoScript™ RT, vodu &Sebu DEPC a
inhibitor ribonukledz RNazaOUT™. Tato & byla ot inkubovana,
tentokrat po dobu 60 minutiip52 °C. Po uplynuti f@depsanéh@asu
nésledovala denaturace enzymu po dobu 5 min@&5p°C.

Nasledr byla snés Zedtna na objem 4Ql a zmraZena na -80 °C.

Tabulka 6a a 6b. SloZeni reaénich smési pro reverzni transkripci.

6a) 6b)
Slozeni Objem fil) Slozeni Obejm fi)
primer oligo dT 1.0 DNA syntéza pufr 5x 4,0
INTPS mix 20 DTT (0,1 mol ') 1,0
MRNA (120 ngl") 0.0 RNazaOVUT (Ato Wi 1,0
DEPC osdtna voda 15
celkovy objem 120 Thermoscript™ RT (15 Wi 05
celkovy objem 8,0

Pred naslednym pouzitim byla pracovnikem UDMP prowede
kontrola cDNA pomoci dvou kontrolnich PCR. Sledovéwyéa funknost,
hodnocenim délky amplifikovaného produktugiatota, tedy zda nedoslo

ke kontaminaci gDNA.
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5.1.4 PCR amplifikace uUseki NPC1l genu pro
restrik éni analyzu

PCR amplifikace cDNA s navrzenymi primery pro danétace byla
provedena za podminek, které shrnuji tabulky 7 8@le&né se vzorky
danych paciefitbyly amplifikovany i kontrolni vzorky.

VSechny vzorky paciefiti kontrol byly amplifikovany za stejnych

podminek ve stejném sloZeni réaksmnesi.

Tabulka 7. SloZeni reakni smési pro PCR amplifikaci cDNA.

Slozeni Objem ful)
cDNA 1,00
Plain PP Master Mix 12,50
primer horn{ (U) 10 pmol (f 1,00
primer dolnf (L) 10 pmol i} 1,00
DMSO 100% 0,25
voda 9,251
celkovy objem 25,00l

Tabulka 8. Podminky PCR amplifikace.

Faze Teplota Doba trvani POEEt, .
opakovani
Gvodni denaturace 95 °C 2 min. 1x
denaturace 95 °C 10s
nasednuti primér 60 °C 10s 35x
elongace 70 °C 50 s
zawresna elongace 70 °C 5 min. 1x

5.1.5 Stépeni restrikénimi enzymy

Restrikkni analyza pro jednotlivé mutace s danymi restriii
endonukleazami (viz tabulka 5) byla vzdy provedemlle protokolu
pripraveného vyrobcem a dodaného s enzymem.

Podminky restriknich analyz jsou shrnuty v tabulkach 9, 10, 11, 12 a 13.
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Tabulka 9. SlozZeni snisi a podminky restrikéni analyzy pro enzymMspl.

Slozeni Objem ful)
Mspl 0,5
pufr NEB 1 5,0
gDNA 3,0
voda 41,5
celkovy objem 50,0

Smes byla inkubovana v cykleru po dobu 2 hodii 37 °C, poté byl
piidan 1ul enzymuMspl a dale probihala inkubace po stejnou dobdia p
stejné teplat

Enzym byl inaktivovan $ 65 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 10. Slozeni srési a podminky restrikéni analyzy pro enzymTspRI.

Slozeni Objem ful)
TspRI 1,0
pufr NEB 4 5,0
BSA 0,5
gDNA 6,0
voda 37,5
celkovy objem 50,0

Smes byla inkubovana v cykleru po dobu 2 hodii b °C, poté byl
piidan 1ul enzymuTspRIa dale probihala inkubace po stejnou dobdia p
stejné teplat

Enzym nebylofieba inaktivovat.
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Tabulka 11. SloZeni srési a podminky restrikéni analyzy pro enzymBcll.

Slozeni Objem ful)
Bcll 1,0
pufr G 5,0
gDNA 3,0
voda 41,0
celkovy objem 50,0

Smes byla inkubovana v cykleru po dobu 2 hodih5b °C, poté
bylo pridano 0,5ul enzymu Bcell a dale probihala inkubace po dobu
1 hodiny fi stejné teplat.

Inaktivace enzymu byla provedenia §0 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 12. SloZeni srési a podminky restrikéni analyzy pro enzymHphl.

Slozeni Objem ful)
Hphl 1,0
pufr NEB 4 5,0
gDNA 3,0
voda 41,0
celkovy objem 50,0

Smes byla inkubovana v cykleru po dobu 2 hodii 37 °C, poté byl
pridan Jul enzymuHphl a déle probihala inkubace po dobu 2 hoditiy p
stejné teplat

Inaktivace enzymu byla provedenia @5 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 13. Slozeni srési a podminky restrikéni analyzy pro enzymBsiHKAI.

Slozeni Objem fil)
BsiHKAI 1,0
pufr NEB 4 5,0
BSA 0,5
gDNA 3,0
voda 40,5
celkovy objem 50,0
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Smes byla inkubovéana v cykleru po dobu 2 hodihgb °C, poté bylo
piidané 0,5ul enzymu BsiHKAI a dale probihala inkubace po dobu
1 hodiny gi stejné teplat.

Enzym nebylofieba inaktivovat.

5.1.6 Agardzova elektroforéza

Kontrola gitomnosti &penych fragmerit DNA byla owifena
horizontélni agar6zovou elektroforézou v 2% agavémo gelu ponteném
do 1x koncentrovaného TBE.

Na gel bylo naneseno 18 Stpeného vzorku s danou mutaci, |15
Stpeného vzorku bez mutace apub neSepeného kontrolniho vzorku.
Ke kazdému vzorku byly fjdany 4ul barviva GelRed™ pro vizualizaci.

Spoléné se vzorky byl nanaSen i hmotnostni standard GeleeRu
100 bp DNA Ladder Plus ké&eni délky fragmetit Reakce probihala
piiblizné 30 minut pi napsti 100 V.

Vizualizace délek fragmeint DNA byla provedena pod UV

transiluminatorem.

5.1.7 Fragmentaéni analyza kapilarni elektroforézou

Po roz&peni PCR produkt restrikknimi enzymy nasledovala
fragmenté&ni analyza na automatickém kapilarnim sekvenatorBl A
3500xL od firmy Applied Biosystems®. Jedna se o psdatem, kterého
jsou amplifikované fragmenty roZiény podle své velikosti.

Do miktrotitrani desttky (MicroAmp 96 Well Reaction Plate) byl
napipetovdn 1 pl PCR produkt dale 0,5 pl vnihiho velikostniho
standardu GeneScan™ -500 ROX a 8,5 ul Hi-Di formarpicb denaturaci.
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Desticka byla Bhem pipetovani vzofkudrZzovana na ledu a mimdimé
oswtleni.

Nasled® byla desika se smsi promichana na vertexu, kratce
centrifugovana a ifpravena pro stanoveni na automatickém kapilarnim
sekvenétoru. Pro separaci na kail® délce 50 cm byl pouzit polymer
POP-7™. Fluorofory byly excitovany laserem s vinovou dé/&05 nm.

Denaturace probihala v cyklerti 5 °C po dobu 3 minut.

5.1.8 Hodnoceni vysledk fragmentaéni analyzy

Ziskana data zfragmestd analyzy byla analyzovana pomoci
programu GeneMapper® 4.1.

Fragmenty DNA byly zngeny fluoroforem HEX™, ten dhem
prachodu kapilarou po o#éni laserem emitoval &tfo urité vinové délky a
intenzity. Automaticky sekvenator toto&ho detekoval a zaznamenal jako
pik.

Pro vyhodnoceni byly analyzovany ty plochy (pikteré odpovidaly
svou délkou danym aleldm. Sp&hké se Stpenymi a negpenymi vzorky

pacienti byly analyzovany také piky kontrol a slepych vZork

5.2 Studie promotoru genuNPC1

U v8ech dostupnych vzatlpacient byla sekvenovana oblast
s promotorovou aktivitou tj. 2000 bp nadtptkem transkripce (Watari
et al 2000).
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5.2.1 Navrh primer d pro PCR

Pro navrh primer pro PCR reakci byl vyuzit program Oligo 5.0.
Vybrana oblast promotoru byla ragena na i ¢asti o délkach 896 bp,
527 bp a 786 bp. Bylo tak peba ti sad primel, které se vzajentn
piesahovaly (minimakho 50 bp), tak aby byla pokryta cela vybrana oblast
promotoru.

Dulezitym kritériem pi navrhovani bylo zamezeni undist primefi
do oblasti repetitivnich sekvenci. Kontrola byla mdena pomoci

programu RepeatMesker.

5.2.2 PCR amplifikace promotoru genuNPC1

Béhem optimalizace na kontrolnich vzorcich bylo i Ze
pro amplifikaci je vhodné pouzivat 2% DMSO, coZz bylmozné
piedpokladat, nelbamplifikovany promotor gen®PC1 obsahuje vysoké
procento CpG osiwki.

Prehled sekvenci primérvyuzitych pro amplifikaci promotoru genu
NPC1na arovni gDNA viz tabulka 2.

SloZeni reakni smési a podminky PCR amplifikace jsou shrnuty
v tabulkach 14 a 15.

Tabulka 14. SloZeni reakni smési pro jednu reakci a jeden par primeni v
celkovém objemu 25 ml.

Slozeni Objem ful)
templatova DNA 1,00
PPP Master Mix 12,00
primer horni (U) 10 pmol i 0,38
primer dolni (L) 10 pmol 11} 0,38
DMSO 100% 0,50
voda 10,75
celkovy objem 25,00
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Tabulka 15. Podminky PCR reakce pro amplifikaci pranotoru genuNPCL.

Faze Teplota Doba trvani POéEt, .
opakovani
Uvodni denaturace 95 °C 2 min. 1x
denaturace 95 °C 30s
nasednuti primér 62 °C 15s 35 x
elongace 71 °C 50 s
zawredna elongace 71°C 5 min. 1x

5.2.3 Agar6zova elektroforéza pro produkty PCR

Kontrola gitomnosti fragmerit DNA byla owtena horizontalni
agar6zovou elektroforézou v 1% agar6ézovém gelu i@omdm do 1x
koncentrovaného TBE.

Naneseny rieny vzorek obsahoval @ produktu PCR a 4l barviva
GelRed™ pro vizualizaci. Spale¢ se vzorky byl nanaSen i hmotnostni
standard GeneRuler* 100 bp DNA Ladder Plusdenr délky fragmerit
Elektroforeticka separace fragmémtrobihala giblizné¢ 25 minut @i napsti
100 V.

Vizualizace vyslednych délek byla provedena pod UV

transiluminatorem.

5.2.4 Purifikace produktid PCR

Precisténi produkfi PCR bylo provedeno pomoci korer soupravy
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systém. Postupovidylo dle
protokolu.

Na spektrofotometru NanoDrop (ND-1000) byla geciBteni zmefena
koncentrace DNA v PCR produktech. Vysledna konceetr@iNA se

pohybovala fiblizné v rozmezi 30 az 60 ng™.
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5.2.5 Sekvend&ni analyza

Promotor gentNPC1 byl sekvenovan klasickou Sangerovou metodou
na automatickém kapilarnim sekvenatoru ABI 3500xLyklické
sekvenovani praihlo svyuzitim BigDye® Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kitu od firmy Applied Biosystems®.

Reakce probihala v mikrotikai destéce (MicroAmp 96 Well
Reaction Plate). Do jednotlivych jamek byla nanesexa¢ni snes (viz
tabulka 16). K této swsi bylo gidano 1,9ul Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kitu a|d Big Dye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing
Buffer. Sekvenéni reakce probihala vtermocykleru zaegepsanych
podminek (viz tabulka 17).

Daldim krokem bylo feciSténi sekven&ni reakce fidanim 55 pl
BigDye XTerminator Purification Kitu.

Po pecisteni reakce se nasledinmikrotitratni destéka vloZila do
sekvenatoru ABI 3500xL.

Tabulka 16. SloZeni reakni smési pro sekvena&ni analyzu pro jeden vzorek.

Slozeni Objem ful)
PCR produkt 1,00
primer (T7 nebo RP) 10 pmol il 1,00
voda 13,00
celkovy objem 15,00

Tabulka 17. Podminky sekven#ni analyzy v termocykleru.

Faze Teplota Doba trvani Poéet’ .
opakovani
Gvodni denaturace 96 °C 1 min. 1x
denaturace 96 °C 10s
nasednuti primér 50 °C 5s 25 x
zawretna elongace 60 °C 4 min.
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5.2.6 Hodnoceni vysledki sekven&ni analyzy

Vyhodnoceni vysledkbylo provedeno pomoci progréan$equencing
Analysis 5.1 a GeneMapper® 4.1. Refér@nsekvenci bylaGenBank,
NM_000271.4, 07-JAN-2013.

5.3 Muta¢ni analyza genu NPC1 u now

diagnostikované pacientky

5.3.1 Amplifikace geni NPC1

Prehled sekvenci primér pouzitych pro amplifikaci genuNPC1
na arovni gDNA viz tabulka 3.

SloZeni reakni smési a podminky PCR amplifikace jsou shrnuty
v tabulkach 18, 19 a 20.

Tabulka 18. SlozZeni reakni smési pro PCR amplifikaci genuNPC1.

Slozeni Objem fil)
templatova DNA 1,000
PPP Maser Mix 12,500
DMSO 0,250
primer dolni (L) 10 pmol 11} 0,375
primer horni (U) 10 pmol i 0,375
voda 10,500
celkovy objem 25,000

Tabulka 19. Podminky PCR reakce pro amplifikaci exau 4, 12, 17, 19 genu
NPC1.

Faze Teplota Doba trvani POEEt, .
opakovani
uvodni denaturace 95 °C 2 min. 1x
denaturace 95 °C 10s
nasednuti primér 56 °C 10s 35x
elongace 70 °C 50 s
zawredna elongace 70 °C 5 min. 1x
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Tabulka 20. Podminky PCR reakce pro amplifikaci exau 1, 2, 3,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21, 22, 23, 249t NPC1.

Faze Teplota Doba trvani Poéet’ .
opakovani
Uvodni denaturace 95 °C 2 min. 1x
denaturace 95 °C 10s
nasednuti primér 60 °C 10s 35x
elongace 70 °C 50 s
zawretna elongace 70 °C 5 min. 1x

5.3.2 Agarozova elektroforéza

Kontrola gitomnosti fragmerit DNA byla owfena horizontalni
agardzovou elektroforézou. Provedena byla, takgakvedeno v kapitole
5.2.3.

5.3.3 Purifikace produktid PCR

Purifikace produkt PCR byla provedena, tak jak je uvedeno v kapitole
kapitole 5.2.4.

5.3.4 Sekvend&ni analyza

Gen NPC1 byl sekvenovan klasickou Sangerovou metodou na
automatickém kapilarnim sekvenatoru ABI 3500xL. @yké sekvenovani
prokehlo s vyuZitim BigDye® Terminator v 3.1 Cycle SequegcKitu
od firmy Applied Biosystems®.

Sekvenani analyza provedena, tak jak je uvedeno v kapitole 5.2.5
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5.3.5 Hodnoceni vysledki sekven&ni analyzy

Vyhodnoceni vysledk bylo provedeno pomoci progrén$equencing
Analysis 5.1 a GeneMapper® 4.1. Reférnsekvenci bylaGenBank,
NM_000271.4, 07-JAN-2013.

5.4 Metoda MLPA

Technika MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplificatjon
pati mezi nové nastroje molekularni cytogenetiky. Padntém metody lze
analyzovat pe&et kopii copy numberv sekvencich DNA.

Pro provedeni dané metody je igdta souboru danych specifickych
sond. Sondy se skladaji ze dvou oligonukleotidazdy z nich obsahuje
cilovou specifickou sekvenci a univerzalni primer. {[¢dnoho
oligonukleotidu je navic mezi specifickou sekvergiprimer vioZzena
vypliova sekvence aiené délce.

Podstatou metody (viz obrazek 4) je navazéani socitbié sekvenci
DNA na zéklad jejich komplementarity. Teprve po spravné hybadiz
oligonukleotidi k cilovému mistu v DNA mohou byt oligonukleotidy
spojeny ligaci do Uplné sondy. Nasleduje PCR arkplift, avSak
namnozeny jsou pouze ligované sondy. PCR reakce ¢hmeb
za pouZiti jednotného péru prinder

Po rozaleni kapilarni elektroforézou dle jejichianych délek, jsou

vysledky analyzovany pomoci gtacového programu.
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1. Denaturace a hybridizace

PCR primer B
PCR primier A g

,-". - - 4
a.._.._ _Mﬁva sekvence

cilovd specifickd sekvence & cllové specifickd sekvence B

2. Ligace
M

3. PCR s univerzalnim parem primeri A a B
amplifikace pouze spojenych sond

I

4. Analyza fragmentii

Obréazek 4. Princip metody Multiplex ligation-dependent probe amplification.
Prevzato a upraveno dleyww.mlpa.com).

5.4.1 Systéma SALSA® MLPA® probemix P193-Al
NPC1

K vySeteni vybraného vzorku byla vyuZita korder souprava
SALSA® MLPA® probemix P193-A1 NPC1 od firmy MRC-Hahd.
Postupovano bylotpsre dle gislusného protokolu.

5.4.1.1 Denaturace DNA a hybridizace sond
Smes obsahujici 1,80 gDNA pacienta a 3,21 roztoku TE byla

umisgéna do termocykleru, kdeifip98 °C po dobu 5 minut preéhla
denaturace gDNA, poté byl vzorek ochlazen na 25 °@t¥ fazi byla

k denaturovanému vzorkufigana hybridiz&ni smés obsahujici 1,5ul
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MLPA pufru a 1,5u probemixu. Po p&ate&ni minutové inkubaci
v termocykleru i 95 °C nasledovala dvacetihodinova hybridizadge p
60 °C.

5.4.1.2 Ligaéni reakce

Hybridizovana smsi byla zchlazena na teplotu 54 °C. Do takto
piipravené srési bylo gidano 32ul liga¢ni snési obsahujici il Ligaza
pufru A, 3l Ligdza pufru B, 251l vody a 1ul Ligaza-65 enzymu. Sés
byla nasledé vloZzena do termocykleru a inkubovan# feplot 54 °C
po dobu 15 minut. Inaktivace Ligadza-65 enzymu naslegrobihala

pri teplot 98 °C po dobu 5 minut.

5.4.1.3 PCR reakce

Daldi krok pedstavovala PCR reakce, sloZeni tedéksnEsi a

podminky jsou shrnuty v tabulce 21 a 22.

Tabulka 21. Slozeni PCR reakce, ktera je s@ésti metody MLPA.

Slozeni Objem ful)
SALSA PCR primer mix 2,0
SALSA Polymerase 0,5
voda 7,5
ligovana smis 40,0
celkovy objem 50,0

Tabulka 22. Podminky PCR reakce, ktera je sotésti metody MLPA.

Faze Teplota Doba trvani POEEt, .
opakovani
denaturace 95 °C 30s
nasednuti primér 60 °C 30s 35x
elongace 72 °C 60 s
zawredna elongace 72 °C 20 min. 1x
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5.4.2 Fragmenta¢ni analyza kapilarni elektroforézou

Identifikace a kvantifikace PCR produktfragment&ni analyzou
probihala na automatickém kapilarnim sekvenatoru ABDIL.

Do 96 jamkové miktrotitréni desttky byl napipetovan 1 pl PCR
produkfi, dale 0,5 ul vniniho velikostniho standardu GeneScan™ -500
ROX a 8,5 pl Hi-Di formamidu pro denaturaci. Denate v cykleru
probihala p 80 °C po dobu 2 minut.

Jeden z MLPA PCR primérbyl zna&en barvivem 6-FAM™, které
po oz&eni laserem emitovalo &lo urcité vinové délky a intenzity.

Automaticky sekvenator toto &lo detekoval a zaznamenal jako pik.

5.4.3 Hodnoceni vysledki fragmenta¢ni analyzy

Pro vyhodnoceni vysledkz automatického kapilarniho sekvenéatoru
byl pouzit program GeneMapper® 4.1.

SALSA® MLPA® probemix P193-A1 NPC1 obsahuje 42 sokigré
po amplifikaci davaji produkty o délkach od 13044 bp. Ze 42 sond je
25 sond specifickych pro jednotlivé exony gadBC1, 5 sond pro exony
genuNPC2 DalSich 9 sond je refer&mich a 3 sondy jsou pro keptji se
vyskytujici mutace v genNPC1,které generuji signal pouze ¥ipac, Ze
vySetovany vzorek tyto mutace obsahuje.

Probemix dale obsahuje Q-fragmenty Ki@ni kvality testované DNA
a D-fragmenty, které slouZzi k otestovani denaturdeeagment specificky
pro X chromozom dava produkt o délce 100 bp a g#frant specificky
pro Y chromozom dava produkt o délce 105 bp. VSediytty kontrolni
fragmenty davaji produkty amplifikace mensi nez bpOa do vyslednych
hodnot se vySky ani plochy gilnezapeitavaji.

Pro analyzu dat jsouatezité dva vypoetni kroky. Prvnim krokem, je

v ramci vzorku pacienta, tzv. vhili normalizace, kdy porovnavame plochy
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a vysky pik generované sondami pro geNyC1/NPC2ku plocham a
vyskam pikk vSech sond (globalni hodnota) nebo refénéch sond
(blokova hodnota). U referénich sond je fedpoklad, Ze maji standardni
pocet kopii jak u testovaného vzorku, tak u kontrol.

Druhym krokem je tzv. WjSi normalizace, kdy jsou do vygid
zahrnuty i hodnoty dvou kontrolnich vzdrKkmuZze a Zeny). Jsou tedy
porovnavany plochy a vysky gikestovaného vzorku ku plochdm a vyskam
pika kontrolnich vzork. JelikoZ jsou kontrolni vzorky DNA od zdravych
jedinal, je pedpoklad Ze budou mit standardni ¢g@io kopii jak
u referednich sond, tak u sledovaného géC1

Touto cestou je tak mozné detekovat abnormalniagigsond, které
poukazuji na delece/duplikace. Vysledkem porovnavasék a ploch pik
jsou ¢iselné hodnoty. V rozmezi od 0,7 do 1,3 jsou hodnotyormalu,
tudiz je v této oblasti nalez negativni. Pokud jdrtaia niZsi, nez 0,7 jedn&
se o deleci. V fipac, Ze vysledek dosahuje hodnoty vy3si, nez 1,3 jeelna s

o duplikaci.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky vySefeni mnozstvi transkriptu
genuNPC1

Tabulka 23. Frehled analyzy délek fragmeni pro dané mutace na kapil&e.

Délky fragmentia (bp)

Mutace Alela Enzym nesipeny i
alela bez mutace alela s mutaci
produkt
c.527T>C p.L176R  Mspl 531 385* + 146 340* + 45 + 146
c.1421C>T p.P474L TspRI 455 262* + 193 193 + 176 + 86*
€.1990G>A p.v664M  Bcll 453 427*+ 26 95*+ 332 + 26
€.2849T >G p.V950G Hphl 571 112* + 327 +132 439* + 132
¢.3557G>A p.R1186HBsIHKAI 533 439* + 132 251*+194+87

* fluorescerné fragmenty barvivem HAX™

Intenzita flireccenc (a 11

Ay Ld 1 1 4 1 i i ] |

Délka produkt (bp)
Obréazek 5. Ukazka zaznamu z kapilarni elektroforézypro slepy vzorek.
Standard molekulovych hmotnosti GeneScan™ -500 RO znazornén
¢ervendé. U pikia odpovidajici délkam mensich nez 50 bp se Ize domat, Zze se
jedna o fragmenty primeri.
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Intenzita fliirescenc (a 117

Ao o . i

W 330 7501000 139000 2000 2500 000 W00 4000 4500 4900 0

Délka produkt (bp)

Obréazek 6. Ukazka zdznamu z kapilarni elektroforézyu neS€peného vzorku
pacienta s mutaci p.V950G. Standard molekulovych hatnosti GeneScan™ -
500 ROX je znazorrén ¢erverg, stanoveny produkt o délce 571 bp zelén

Intenzita flireccenc (a 11

AT | W Y L1l =

35000 750 1000 139.010.0 2000 250.0 W00 HOO0 0.0 4500 4900 0

Délka produkt (bp)

Obréazek 7. Ukazka zdznamu z kapilarni elektroforézyu Stépeného vzorku bez
mutace. Standard molekulovych hmotnosti GeneScan™s60 ROX je
znazornén ¢erverk. Viditelny je pouze produkt fluoresceréné znateny
barvivem HAX™ o délce 112 bp zeleh
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Intenzita fliireecenc (a 11’
]
]

W;;'NLI.JL_[..!J Rije 4 4 b NE ¢ Y 41
100 TS0 100.0 450.0) 4900 ©

35 0 1 139000 2000 250.0 000 34000 400.0

P1 P2 Délka produki (bp)

Obrazek 8. Ukazka zdznamu z kapilarni elektroforézyu Stépeného vzorku
pacienta s mutaci p.V950G. Standard molekulovych hatnosti GeneScan™ -
500 ROX je znazorrén ¢erveré. Stanovené produkty o délce 112 bp a 439 bp
jsou znazorrény zelerg, viditelné jsou pouze ty fragmenty, které byly
fluorescentné znateny barvivem HAX™.,

Pro vypa@et pongru jednotlivych alel byly pouZzity nasledujici vzetc
Predpokladem je, Ze plati A1 + A2 = 100%.

P1
) ——
A1 (%) P17 0
A2 (%) - 100
* T (P2 +PD)

Al...zastoupeni alely 1
A2...zastoupeni alely 2
P1...plocha piku 1
P2...plocha piku 2

Restrikni analyza byla provedena pro kazdou mutaci dvagrit
kapitola 5.1.3).
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Tabulka 24. Procentualni zastoupeni jednotlivych &l s danou patogenni
mutaci.

Pacient rz\)::?;nmi Mutace Al Mutace A2 ZaAs{o(l;/g)e ni Zféo(l;/g;e ni
transkripce

001 1. p.R1186H ? 30 70
005 1 p.R1186H p.S954L 30 70
006 1 p.R1186H p.S954L 30 70
015 1 p.R1186H p.S954L 32 68
030 1 p.R1186H p.S954L 28 72
008 1 p.R1186H p.Y276H 30 70
031 1 p.R1186H p.Y276H 30 70
019 1 p.R1186H p.P1007A 25 75
019 2 p.R1186H p.P1007A 25 75
009 1 p.P1007A p.V950G 22 78
009 2. p.P1007A p.VI950G 20 80
009 2 p.P1007A p.VI950G 21 79
004 1 p.L176R p.S954L 34 66
004 2 p.L176R p.S954L 41 69
004 2 p.L176R p.S954L 38 62
016 1 p.V664M  p.Arg404GlyfsX45 50 50

016 2 p.V664M  p.Arg404GlyfsX45 47 53

016 2 p.V664M  p.Arg404GlyfsX45 42 58

013 1 p.P691L p.P474L 50 50
013 2 p.P691L pP474L 42 58
013 2. p.P691L pP474L 53 47

? mutace nenalezena v gendfPC1/NPC2
1. — restrikni analyza provedena Systém High Capacity cDNA Fsevéranscription Kit

2. — restrikni analyza provedena Systém ThermoScript™ Revemsesgriptase
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6.2 Vysledky analyzy promotoru NPC1
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Obréazek 9. Nalevo sekvence pacienta v oblasti na® SNPrs8099071 (C> G).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblastez SNP.

Obrazek 10 Nalevo sekvence pamenta Y, oblast| nadme SNF?528403610 (CT).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblasigz SNP.

ka0 AVAW N

| “ " /\ H /\
REARANN
.

P AQJ;\\Q/;J_‘ 9 / \//W\ >‘L‘ J

Obrazek 11. Nalevo sekvence pacienta v oblasti namé SNRs2981422 (C> T).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblasgz SNP.
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Obrazek 12. Nalevo sekvence pacienta v oblasti nané SNRs1652354 (T> G).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblasigz SNP.
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Obrazek 13. Nalevo sekvence pacienta v oblasti nané SNRs1788772 (A> T).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblasigz SNP.

|

PR )

Obréazek 14. Nalevo sekvence pacienta v oblasti naéné SNRs1788774 (T> C).
Napravo sekvence jiného pacienta ve stejné oblastez SNP.

-54 -



Tabulka 25. Nalezené SNP v oblasti promotoru genNPC1 u pacienti
s onemocrnim NPC.

Pacient NSéNzgv ( :—?éizci) VaSrisgta Alelicka frekvence Geng;\;llg pro
001 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot
003 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot
009 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot
010  rs2981422 -887 ET C:63% T:37% heterozygot

rs1652354  -1026 G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 *C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 A>T A: 65% T: 35% heterozygot
012 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot
1s2981422 -887 CT C:63% T:37% heterozygot
rs1652354  -1026 G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774  -1186 ¥ C T:68% G:32%  heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
013 rs2981422 -887 eT C:63% T:37% heterozygot
rs1652354  -1026 G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ®C T:68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
014 rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
016  rs2981422 -887 ET C:63% T:37% heterozygot
rs1652354 -1026 *G T:68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 T>C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
017 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot
022 rs2981422 -887 C>T C:63% T:37% heterozygot
rs1652354  -1026 G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ®C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
023  rs2981422 -887 ET C:63% T:37% heterozygot
rs1652354  -1026 T>G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ®C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
024 rs2981422 -887 C>T C:63%T:37% heterozygot
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rs1652354 -1026 *G T:68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ¥C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
026  rs28403610 -609 C>T C.:96% T: 4% heterozygot
rs2981422 -887 CT C:63% T:37% homozygot
rs1652354 -1026 *G T:68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ®C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
027 rs2981422 -887 ET C:63% T: 37% heterozygot
rs1652354 -1026 *G T: 68% C: 32% heterozygot
rs1788774 -1186 ®C T: 68% G: 32% heterozygot
rs1788772 -1435 AT A: 65% T: 35% heterozygot
029 rs8099071 -238 EG C: 18% G: 82% heterozygot

Alelické frekvence byly nalezena v databazi Ensewyldani 71 - 04

2013© (vww.ensembl.orgpro evropskou populaci.

6.3 Vysledky mutaéni analyzy u now
diagnostikované pacientky
|
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Obrazek 15. Sekvence pacientky v oblasti nalezenétpgenni mutace p.11061T

(c.3182T>C) v genuNPCL.
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6.4 Vysledky metody MLPA
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Obrazek 15. Ukazka zaznamu z kapilarni elektroforéy u vzorku pacientky.
Stanovené produkty jsou znazoriny modie, éervend je znaten velikostni
standard.

23000 |
2000 |
000+
000 |
000 |
000 |
rooo
000+
soo0 |
4000 |
3000 |

20001

000 |
000}
000 |
7aoo |
000}

s000 |

Intenzita fliireecenc (a 11

4000 |
3000 |

2000

1000

I
BRLTEN " il ) Il '
35.02.0 75.0 100.0 139,010 .0 200.0 250.0 300.0 340.0 0 400.0 450.0 490.0 O

Délka produkt (bp)

Obrazek 16. Ukazka zdznamu z kapilarni elektroforéy u referenéniho vzorku
(negativni kontrola Zena). Stanovené produkty jsoendzornény modre,
¢erveré je znafen velikostni standard.

.57 -



28000 |
24000 |
22000
20000 |

18000 |

10000 | l
'AJAMM a i b L i ‘i 4L

35000/ 75.0 100.0 139.0 .00 200.0 250.0 300.0 3400 O 400.0 450.0 4900 0

Délka produki (bp)

Intenzita fliirescenc (a 11’
w
2
£

Obrazek 17. Ukazka zdznamu z kapilarni elektroforéy u referenéniho vzorku
(negativni kontrola muz). Jelikoz se jedna o vzoreknuze, vyskytuje se zde pik
charakteristicky pro chromozom Y o délce 105 bp. Sinovené produkty jsou
znazornény modte, éerveng je znaten velikostni standard.

Pro analyzu ziskanych dat z kapilarni elektrofor@ty kapitola 5.3.3)

byly pouzity nasledujici vzorce:

Vzorce pro vypoet hodnotnit¥ni normalizace (pouze piky vzorku):

L vy¢ka piku oL vytka piku
Globalni vySka = YvySek vSech pikii BlokovavySka = YvySek referencnich pikii

L plocha piku i plocha piku
Globdini plocha = Y'ploch vsech pikt Blokovaplocha = Yploch referentnich piki

Vzorce pro vypoet hodnotvnéjSi normalizace (piky vzorku i obou

kontrol):

L Hodnota globalni vysky vnitini normalizace
Globalni vyska =

Y:pramérnych hodnot vySek daného piku
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Globalni plocha =

Blokova vyska

Blokova plocha =

Tabulka 26. Vysledné hodnoty analyzy MLPA pro vySdtovanou pacientku.

Hodnota globalni plochy vnitini normalizace

Yprumérnych hodnot ploch daného piku

Hodnota blokové vysky vnitini normalizace

Yprumérnych hodnot vySek referencnich piku

Hodnota blokovéplochy vnitini normalizace

Yprumérnych hodnot ploch referencnich piku

Hodnoty vysky a plochy normalizovanych pila, ziskané metodou MLPA, byly

vzdy v rozmezi od 0,7 do 1,3, coz jsou hodnoty, kéenepoukazuji na vyskyt

delece ani duplikace v genecNPC1/NPC2.

Vnit ¥ni normalizace

Vngjsi normalizace

Globalni Blokova Globalni Blokova

Sonda vysSka plocha vyska plocha vysSka plocha vyska piba
refereréni 0,040 0037 0172 0,161 10324 10388  1,0334 1,369
NPClex6 | 0,036 0,033 0,156 0,142 10515 10489 10526  1,0470
NPCLex15| 0,042 0038 0182 0166 10151  1,0151 10161  1,0132
NPClex3 | 0039 0,037 0,171 0,158 1,0284 10290  1,0295  1,0271
referertni 0,038 0,036 0,164 0,154  0,9792 1,0053 0,9802 1,0034
NPClex2l| (26 0,024 0,112 0,105 09922 10063 09932  1,0044
mutani 0,000 0,000 0000 0,000

NPC1ex16| 0,044 0,040 0,192 0,174 1,0361  1,0330  1,0371  1,0311
mutani 0,000 0,000 0000 0,000

NPClex2 | 0,029 0027 0128 00117 10082 09872 10093  0,9854
NPClex1lf 0043 0,039 0,187 0170 10145 10056 10155  1,0037
referertni 0,037 0,035 0,159 0,151 1,0355  1,0334  1,0366  1,0315
NPClex2ll 018 0017 0080 0074 09602 09670 09612 0,652
NPCLext 1 5028 0027 0123 0115 09950 09874 09960 09855
NPClex24| ¢ 021 0019 009 008l 10014 09757  1,0024 09739
refereréni 0,030 0,027 0,129 0,117 09976  0,9892 09986  0,9874
NPC2exl | 0,030 0,028 0,129 0,122 1,0143  1,0157  1,0153  1,0139
NPCLex10f 034 0033 0147 0142 10084 10112 10094 10093
NPCLex18l 9026 0025 0113 0107 10340 10184 10350  1,0165
NPCLexd | 5028 0028 0122 0120 10157 1,0218 10168 10199
NPC2ex4 [ 0026 0,025 0,111 0,109 11,0108 10228 10119  1,0209
mutani 0,000 0,000 0,000 0,000
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NPC1 ex17
NPC1 ex9
refere@ni
NPC1 ex5
referergni
NPC1 ex14
NPC2 ex5
NPC1 ex23
NPC1 ex17
NPC2 ex2
refere@ni
NPC1 ex13
NPC1 ex22
NPC1 ex4
referergni
NPC1 ex20
NPC1 ex19
NPC2 ex4
NPC1 ex12
referergni

0,020
0,019
0,012
0,025
0,018
0,020
0,027
0,022
0,024
0,017
0,015
0,022
0,014
0,018
0,023
0,024
0,020
0,018
0,012
0,018

0,020
0,019
0,012
0,025
0,018
0,021
0,028
0,023
0,027
0,019
0,017
0,025
0,015
0,020
0,027
0,028
0,023
0,022
0,015
0,021

0,088
0,081
0,053
0,107
0,077
0,088
0,115
0,093
0,105
0,073
0,066
0,095
0,059
0,076
0,101
0,104
0,087
0,077
0,053
0,079

0,085
0,083
0,054
0,107
0,080
0,090
0,121
0,099
0,117
0,081
0,074
0,108
0,066
0,087
0,116
0,120
0,102
0,093
0,064
0,092

0,9663
0,9777
0,9523
0,9972
1,0103
0,9802
0,9948
0,9795
0,9666
1,0029
0,9649
0,9606
0,9630
0,9500
0,9760
0,9776
0,9455
1,0023
1,0153
0,9835

0,9622
0,9901
0,9666
0,9953
1,0219
0,9767
0,9926
0,9814
0,9761
1,0253
0,9778
0,9682
0,9583
0,9568
0,9622
0,9798
0,9518
1,0184
1,0209
0,9769

0,9673
0,9787
0,9532
0,9982
1,0113
0,9812
0,9958
0,9805
0,9675
1,0039
0,9659
0,9616
0,9639
0,9509
0,9770
0,9786
0,9465
1,0033
1,0163
0,9845

0,9604
0,882
0,9648
0,9934
1,0200
0,9749
0,9907
0,9795
0,9743
1,0234
0,9760
0,9664
0,9565
0,9551
0,9604
0,9780
0,9500
1,0165
1,0190
0,9751
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[ DISKUZE

7.1 VySetieni mnoZstvi transkriptu genuNPC1

Analyza mnoZstvi transkriptu byla u pacienvySetena pomoci
metody PCR/RFLP s naslednou fragméntaanalyzou. Primarnim tkolem
bylo urit procentualni zastoupeni jednotlivych alel nescluc

nejfrekventovadSi patogenni mutace u pacigiisloZzenych heterozygot

V souboru 40 paciefit diagnostikovanych v UDMP s onemeoim
NPC1 se neépstji vyskytuje mutacep.R1186H (c.3557G>A),nalezena
byla u 14 paciefit Z toho ve dvou fdpadech v homozygotni fokmzbytek
pacienti tvorili sloZzeni heterozygoti. #estoZze, v odborné literael neni
povaha této mutace zaznamenana, lze se domnivati za masledekZsi
formy onemoc#ni NPC1 afadi se tak k zdvaZnym mutacim. Tomuto
Zawru nahrava &kolik fakti zjisSttnych v naSem souboru pacigntU
homozygotnich pacieiit nesoucich tuto mutaci se nemoc projevila uz
vraném ¥ku, coZz obnasi néfznivy infantiini fenotyp. Stej tak
v piipadech, kdy pacient nesl tuto mutaci pouze na jedadel, byl
zaznamenan infantil@ juvenilni fenotyp.

Restrikéni analyzou odhaleno, Ze pdmexprese alely, kterd nese
mutaci p.R1186H je vzdy vyraz& nizsi, vysledky analyzy jsou tak
v souladu sfedchozimi informacemi o mutaci. Kombinace s mutaci
p.S954L a p.Y276H davala pém 30:70. V kombinaci s mutacemi
p.P1007A a p.V950G byl pamprimérne 23:77.

Na dalSim mist co se frekvence vyskytu &, se nachazi mutace
p.S954L (c.2861C>T). Nalezena byla doposud u 10 sloZenytdrdwygoti

ve WtSing pripadi s¢asnym juvenilnim fenotypem.
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Analyzou bylo zjis¢no, Ze porér alel v kombinaci s mutaci p.L176R
dava v pimeéru 63 : 37(p.S954L: p.L176R).

PrestoZe v obou genotypech (p.R1186H/ p.S954L a p.L1@&ER54L)
je alela p.S954L exprimovana ve vysSim mnoZstviii gaidle literatury
také mezi zava#jsi mutace \ww.npc.fzk.dg (Baueret al. 2002).

Mezi vySetované mutace pattakép.P1007A(c.3019C > G) nalezen&

u 8 pacient, vzdy v heterozygotnim stavu s jinou mutaci. Tatoaoeitje
vicekrat v literatie uvadna jako frekventovand u evropské populace
s mirnym dopadem na fenotyp pacienta (Vanier & MH@03) ( Greeet

al. 1999). Navic je uvasho, Ze by tato mutace mohla mirnit Hepivy
Gcinek zavaznych mutaci (Millaet al. 2001). Literarni Gdaje koreluji
s vysledky analyzy transkriptu, kdy u pacienta p.RHI86.P1007A byla
pirednostl exprimovana pravalela p.P1007A25:75).

Prekvapivym zjis¢nim byl fakt, Ze u pacienta nesouciho mutaci
p.V664M (c.1990G>A)a deléni mutacip.Arg404GlyfsX45 (c.1210delC)
byl pomer alel vyrovnany, v piméru 48:52 Ocekavalo se, Zze se bude
mutace s deleci exprimovat néénMutace p.Arg404GlyfsX45 totiz
zpasobuje posun vétecim ramci, ktery vede kigdtasnému stop kodonu.
Z charakteru mutace lze usuzovat na syntézu zkrhoemdkovinného
fettzce obsahujiciho navic oproti normalni bilkavirl5 odliSnych
aminokyselinovych zbytk JelikoZz se tato mutace vyskytujéibtizng
v prvni ftetingé proteinu, byl ¢ekavan zasah kontrolniho ochranného
mechanizmu NMD Nonsense-mediated mRNA decdyery rozpoznava a
odstraiuje prepisy nesouciiediasre zarazené terminmi kodény. V tomto
ptipadt k tomuto ochrannému mechanizmu nedochazi a mutalaleése i
piresto exprimuje.

Mutacep.P474L (c.1421C>T) byla doposud nalezena u dvou paitient
Literatura popisuje tuto mutaci jako vzécee vyskytujici (Taruget al

2002). Exprese této alely byla v kombinaci s alelou nesoutacip.P691L
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(c.2072C>T) vyrovnandd@:51). Kvuli nedostatku informaci o této mutaci,

nelze vyvozovat zavy o vlivu na fenotyp pacienta.

Reverzni transkripce  mRNA, ktera byla &asti studie exprese
transkriptu, byla provedena &wa tiznymi systémy, abychom eliminovali
zkresleni vysledk analyzy vlivem ézné &innosti.

Ke zkresleni porra exprese alel nedoslo, oba systémy davaly shodné

vysledky.

7.2 Analyza promotoru genuNPC1

Metodou gimého sekvenovani byl analyzovan promotor gsiRC1
u 31¢éeskych a slovenskych paciérg Niemann-Pickovou chorobou typu C.
Z tohoto p¢tu pacient bylo u 15 z nich nalezeno Giznych variant
jednonukleotidovych polymorfizin (SNP): rs8099071 (c.-238C>G),
rs28403610 (c.-609C>T), rs2981422 (c.-887C>T), rs1652354 (c.-
1026T>G),rs1788774 (c.-1186T>C)rs1788772(c.-1435A>T). Pozice je
prepcitana od pétku translace ATG = 1. VSechny nalezené SNP jsou

uvedené v databazi Ensemblww.ensembl.orpy jako relativié bézné

polymorfismy.

Zadné vzacné varianty nebyly u sledovaného souluaient
zjisteny. Z vyskytu a frekvenci nalezenych SNP Ize odhati§estiznych
variant haplotyp.

Prvnim haplotypem je ta varianta, u které se v promogenuNPC1
nevyskytuje Zadny SNP. Tento haplotyp byl zaznamenan u léngac

Druha varianta haplotypu, charakterizovan&itomnosti pouze

jediného SNP rs8099071, byla nalezena u 5 pacient
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Tieti variantou je haplotyp, u kterého se v promot@chdzi varianta
SNP rs1788772. Tento haplotyp byl zfi§pouze u 1 pacienta.

Ctvrtym haplotypem je varianta, kdy se v promotoru wgedPC1
pacienti nalézala kombinacétyi SNP rs2981422, rs1652354, rs1788774,
rs1788772. Tato kombinace SNP byla u paéiettuhou nejasgji se
vyskytujici, zjiSéna byla u 7 paciefit

Patou variantou haplotypu je vyskyitpSNP: rs8099071, rs2981422,
rs1652354, rs1788774, rs1788772. Tento haplotyp adzen u jednoho
pacienta.

Posledni Sesta varianta haplotypu je charakteriEépy#tomnosti Sesti
raznych SNP: rs8099071, rs28403610, rs2981422, rs185285788774,
rs1788772 . Tato varianta haplotypu byla nalezeoaz@ u jednoho

pacienta.

Nalez a frekvence vyskytéahto SNP v oblasti promotoru geMPC1
odpovida i vyskytu v jinych evropskych populacichwfiwensembl.org)
(Tarugiet al. 2002). Tarugi a kol. ¥lanku Niemann-Pick type C disease:
mutations of NPC1 gene and evidence of abnormatesgipn of some
mutant alleles in fibroblasts popisuji pacienta s promotorovymi
polymorfismyrs1788774ars1652354 U ceskych a slovenskych paciént
byly tyto dva SNP ve vSechiipadech detekovany v kombinaci se SNP
rs2981422a dalSim SNP (viz varianty haplotyd, 5 a 6). Z uvedenych dat
vyplyva, Ze existujicich haplotygude v evropské populaci patrvice.

Cilem sekven&i analyzy promotoru byla identifikace vzacnych
variant, které by mohly ovlivnit hladinu transkripcBakové varianty vSak
u naSeho souboru paciéninebyly nalezeny. Vysledkem sekvenovani
promotofi u 31 pacient byla identifikace Sestitienych, ale v evropské

populaci Eznych polymorfismi, které jsou satasti Sesti odhadovanych

haplotypi.
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7.3 Muta¢ni analyza u no¥ diagnostikované

pacientky

Mutagni analyzu genuNPC2 provedl pracovnik UDMP, sekvemi

analyza neodhalila Zzadnou patogenni mutaci v §&nQ2

Sekvenani analyzou genuNPC1 byla odhalena mutace p.11061T
(c.3182T>C) v exonu 21. Gkeni, Ze se jednd o patogenni mutaci, tedy
tu genetickou variantu, ktera riégmivé ovliviiuje funkci NPC1 proteinu,
bylo provedeno pomoci databazBiemann-Pick Type C Disease
Gene Variation Databasévww.npc.fzk.dg. Databaze kroghzakladniho

popisu mutace odkazuje také na prvni publikaci, terék byla mutace
p.11061T poprvé popsana (Millat al. 1999). Pozgi byla provedena také
funkéni studie pro tuto mutaci (Zampiexi al. 2011).

7.4 Metoda MLPA

Metoda MLPA jako jedna z malaé¢nych diagnostickych metod
dokdZze detekovat v genu delec¢e duplikace, které se u sloZzenych
heterozygat béZnym sekvenovanim neodhali.

Jelikoz sekvenmi analyzou byla nalezena pouze mutace na jedné
alele, byla u pacientky provedena metoda MLPA.

Vypoctené hodnoty vySky a plochy normalizovanych tpikiskané
metodou byly vzdy vrozmezi od 0,7 do 1,3, coZ jsounbbd které
nepoukazuji na vyskyt delece ani duplikace v gem?NRG1/NPC2

Tento vysledek ovSem stoprocehtmezarduje, Ze se Vv genech

NPC1/NPC2 nenachazi delece ani duplikace. K fateSnegativnimu
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vysledku by mohlo dojitieba v gipac, Ze by se dana delece/duplikace

nachézela mimo sekvence, se kterymi hybridizuji MLPA sondy

7.5 Zavér diskuze

Ve fibroblastovych kulturach pacigntdiagnostikovanych v UDMP
jsem hledala vhodné genotypy pro testovani novydtergialnich
terapeutik. Podminkowdhto experimerit ovSem je fitomnost alespo
rezidualniho mnozstvi transkriptu vitkéch.

U vSech dvanacti vybranych pacigéntbylo mnozstvi NPC1
transkriptu detekovatelnévysledky byly také v souladu s metodou
Western blot, kterou proved! pracovnik UDMP a ktera je&stii grantu.

Krom¢ patogennich mutaci v kodujicéasti genu by mnoZstvi
transkriptu mohla ovlivnit i struktura promotoru. \&dech vySébvanych
pacienti jsem vSak nalezla pouze&zmé varianty SNP. Neépdpoklada se
tedy, Ze by tyto varianty SNP zjeyovliviiovaly mnoZstvi transkriptu genu
NPC1 Kone&nou odpoed ovSsem da az luciferdzova esej, kterd je
planovand a je so@ésti grantu.

U now diagnostikované pacientky byla mémé analyzou nalezena
pouze jedna patogenni mutace p.11061T (c.3182T>C)nu gePCL1.
PrestoZze druhd mutace odhalena nebyla, Ize kulturmi&bZfibroblash
pouzit k dalSimu testovani tak, jak bylo provedenmstatnich vzonk

popsanych v této praci.
Vysledky prace budou sdasti fednasky na konferenci 28. pracovni

dny Dedicné metabolické poruchyl5. - 17. k¥tna 2013, Tabor. Abstrakt

priloZen viz fFiloha.
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8 SOUHRN

» Analyza transkriptu pro protein NPC1 byla provedB®@R/RFLP s

naslednou fragmentai analyzou.

» Byly zavedeny metody pro analyzu transkriptiesti patogennich

mutaci v geniNPCL1.

» Na zéklad zavedenych metod bylo zj#io procentudlni zastoupeni
exprese jedenacti alel, mezi nimtii élel nefasgji se vyskytujicich

u ¢eskych a slovenskych paciént
» Byla zavedena sekvetrd analyza promotoru

» Sekverini analyza promotoru genNPCL1 byla provedena u 31
pacienti. Bylo nalezeno Sestiznych SNP: rs8099071, rs28403610,
rs2981422, rs1652354, rs1788774, rs1788772. Vyslediayyzy

budou dale pouZzity pro fugiki luciferdzovou esej.

» U now diagnostikované pacientky byla sekvéma analyzou
nalezena pouze jedna patogenni mutace p.I1061T 8ET3T)
v genu NPC1. Metodou MLPA byla proto vySavana moZzna
piitomnost rozsahlejsi delecg# duplikace, ale ani pomoci této

metody nebyla druhd mutace nalezena.
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10 PRILOHA

Niemann Pickova choroba typu C1: Molekularré
geneticka diagnostika a charakterizace mutaci

L. Dvorakova, F. Majer, I. MareSova, D. Musalkova, H. Vlaskova, A.
Louzecka, H. Jahnova, H.ilkova, M. Hebicek
Ustav didicnych metabolickych poruch, 1. LF UK a VFN, Praha

Niemann Pickova choroba typu C (NPC1 OMIM #25722®042
#607625) je zavazné autosomadlnrecesivni neurovisceralni
onemocgni, charakterizované hepatosplenomegalii a rozvojem
neurologickych  fiznaki. Zakladnim  biochemickym rysem
onemocgni je lysosomalni ghdani lipidi, hlavre cholesterolu a
glykolipidd, v disledku poruchy intracelularniho transportu lipid
Pricinou onemoc#ni jsou mutace v jednom ze dvou genNPC1
neboNPC2 které koduji funkné kooperujici proteiny neenzymove
povahy lokalizované v pozdnich endosomech/lysosomech.
Diagnostika tohoto onemoémi je zaloZzena na Klinickém a
histologickém nalezu. Pro potvrzeni diagnézy jsamchémické testy
esterifikace (tj. filipinovy test nebo test s radibakné znaenou
mastnou kyselinou)éasto nahrazovany metodami molekuéarn
genetickymi. Algoritmus vyS&tni zahrnuje sekvenaci genu na urovni
DNA, metodu MLPA pro zji&ni rozsahlejSich deleci/duplikaci a
sekvenaci na arovni transkriptu.

Molekularni podstatu onemogmi jsme uéili u proband: z 38 rodin
komplementani skupiny NPC1. U deseti paciéntu nichz byla
identifikovana alespo jedna missense mutace, jsme witké/ch
kulturach fibroblast sledovali vliv genotypu na mnozstvi transkriptu
a rovnovazné mnozstvi imunoreaktivniho NPC1 proteinu.
Vysledky ukéazaly, Ze mnozstvi NPC1 transkriptu itemu jsou
snizené, ale detekovatelné.

Analyzované missense mutace tedy uigiz rezidualni produkci
proteinu a testované kultury fibroblashohou byt pouZzity pro dalSi
analyzy slodenin stabilizujicich mutantni NPC1 protein.

Podpora: IGA MZ CR NT12239-5/2011, RVO-VFN64165/2012
PRVOUK-P24/LF1/3
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