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Abstrakt

V této bakalaiské praci je popsan vyznam studia vzacnych geneticky podminénych onemocnéni

a jsou zhodnoceny soucasné metody a moznosti uréeni jejich genetickych pficin.

Uvod se zabyva definici vzacnych onemocnéni a diivody, proé je studujeme. V soucasnosti je
znamo priblizné 8000 nemoci, které jsou zptisobeny funkéné zdvaznymi mutacemi v jednom ¢i
nekolika genech. Klinicky projev geneticky podminéného onemocnéni a vysledky béznych
funkcnich a biochemickych vySetfeni neumoziuji ve vétsing piipadu presné urceni diagnozy.
Neznalost diagnézy a pfi¢in nemoci snizuje kvalitu Zivota pacientd a jejich rodin. Uréeni
genetickych pfi¢in umoznuje pifesnou klasifikaci studovanych piipadi a je zékladnim

vychodiskem pro kvalifikované genetické poradenstvi a prevenci vzacnych nemoci v rodinach.

Dalsi kapitoly popisuji metody analyzy DNA (sekvenovani DNA rlznymi metodami),
moznosti, jak postupné najit genetickou pfi¢inu nemoci a ukazuji zdkladni ptistupy ke studiu

funk¢nich dopadi mutaci.

Praktické vyuziti téchto metod je ukazano na ptipadu dvou sourozencti s opozdénym
psychomotorickym vyvojem, zvlastni kvalitou vlasta (pili torti), poruchou sluchu a
hyperurikemickou nefropatii, u kterych geneticka analyza odhalila jako pfi¢inu nemoci

zavaznou mutaci v genu RMNDL.

Klic¢ova slova: vzacna onemocnéni, analyza DNA, opozdény psychomotoricky vyvoj, porucha

sluchu, hyperurikemicka nefropatie, pili torti, RMND1



Abstract

In this thesis the importance of studying genetically determined rare diseases is described and

current methods and options to determine their genetic causes are evaluated.

The introduction describes the definition of rare diseases and the reasons why we study them.
Currently it is known about 8,000 diseases which are caused by functionally serious mutations
in one or more genes. The clinical symptoms of genetically caused rare diseases and the results
of common functional and biochemical tests do not allow the exact diagnosis in most cases.
The absence of the diagnosis and the causes of diseases reduces the quality of life of patients
and their families. The determination of genetic causes allows accurate classification of studied
cases and it is a base for qualified genetic counseling and prevention of rare diseases in the

families.

The next chapters describe the methods of DNA analysis (DNA sequencing using different
methods), the possibilities of finding the genetic cause of a disease and show the basic

approaches to the study of functional impact of the mutations.

The practical use of these methods is shown in the case of two siblings with delayed
psychomotoric development, special hair quality (pili torti), hearing impairment and
hyperuricemic nephropathy in which the genetic analysis revealed the mutation in the gene
RMNDL1 as the cause of the disease.

Key words: rare diseases, DNA analysis, delayed psychomotoric development, hearing

impairment, hyperuricemic nephropathy, pili torti, RMND1



Seznam zkratek:
CNV - duplikace (Copy Number Variations)

dbSNP — databaze jednonukleotidovych polymorfismi (The Single Nucleotide Polymorphism

database)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
EXAC — databaze ,,The Exome Aggregation Consortium
ESP — ,,Exome Sequencing Project

IGV — pocitacovy program Integrative Genome Viewer

kDa — kilodalton; atomova hmotnostni jednotka

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace (The National Center for

Biotechnology Information)

NHLBI — ,,National Heart, Lung and Blood Institute*

NGS — Nové metody sekvenovani (New Generation Sequencing)
OMIM - databaze ,,Online Mendelian Inheritance in Man*

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

RMND1 — mitochondrialni protein (Requied for Meiotic Nuclear Division 1 homolog (S.

cerevisiae))

RMND1 - gen (Requied for Meiotic Nuclear Division 1 homolog (S. cerevisiage))
SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymorphism)
SNV — jednonukletidové varianty (Single Nucleotide Variants)

STR — mikrosatelity (Short Tandem Repeats)
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1. Uvod

Vzacnd onemocnéni jsou skupinou piiblizn¢ 8000 ruznych nemoci, jejichz spolecnou
charakteristikou je vzacnost vyskytu v populaci. Tato onemocnéni jsou ze své definice
jednotlivé vzacna a populaéné specificka. Jako skupina jsou vSak vzacnd onemocnéni relativné
Castd a postihuji pfiblizné¢ 10% populace. VétSina vzacnych onemocnéni vede k zdvaznému
zdravotnimu postizeni, které Sse projevuje pievazné v détském véku nebo dospivani.
Zavazna zdravotni postizeni zpusobena onemocnénim v 8% piipadech vedou az ke smrti
pacienta (http://www.vzacnenemoci.cz/sites/default/files/narodni-strategie.pdf). S prodluzujici
se délkou zivota se zvysuje i poCet vzacnych nemoci, které se projevuji az v dospélosti ¢i staii.
Urc¢eni pti¢iny nemoci je v kazdém jednotlivém ptipadu zékladnim vychodiskem pro spravnou
lécbu, kvalifikované genetické poradenstvi a prevenci v rodiné. Urleni diagnozy je téz
vyznamnym faktorem pro ziskani odpovidajici socidlni a zdravotnické podpory a zaclenéni
pacienta do spolecnosti. Omezena znalost a zkuSenost s jednotlivymi typy vzacnych
onemocnéni, riznorodost jejich klinickych projevii a mala specificita bézné provadénych
funkénich a biochemickych vysetfeni bohuzel ve vétSing pripadii neumoziuji presné urceni
diagndzy. Neznalost pfi¢in nemoci tak dlouhodob¢ snizuje kvalitu Zivota mnoha pacientll a
jejich rodin a predstavuje zdvazny zdravotnicky a socidlni problém. Tento neuspokojivy stav
muze ¢astecné zmenit veétsi informovanost odborné 1 laické vefejnosti o problematice vzacnych
onemocnéni, intenzivni vyzkum vzacnych onemocnéni a zejména vyuZivani novych
diagnostickych metod zaloZenych na analyze genetické informace postiZzenych jedinct a jejich

rodin.

Ve své praci se proto snazim definovat skupinu vzacnych onemocnéni, zdiiraznit vyznam studia
jednotlivych nemoci, pfinést ptehled pficin jejich vzniku a demonstrovat nové moznosti a

metody jejich efektivni diagnostiky, charakterizace a 1é¢by.

V praktické casti své prace prezentuji své vlastni zkuSenosti na pfipadu vzacného geneticky
podminéného onemocnéni v jedné Spanélské rodiné. K odhaleni kauzalni mutace, ktera je

pric¢inou onemocnéni v této rodiné jsem vyuzila souasnych metod a moznosti analyzy DNA.



2. Definice vzacnych geneticky podminénych onemocnéni a jejich prevalence

Jako vzacné onemocnéni definujeme nemoci s chronickym, progresivnim a degenerativnim
projevem, které postihuji malé procento populace. Onemocnéni jsou vétSinou zpusobena
vrozenou ¢i ziskanou zménou genetické informace a projevuji se zménou na fenotypu a
normalnich biologickych funkcich. Pfiznaky onemocnéni se objevuji nejcastéji v détském véku
a jsou vétsinou fatalni. Pocet pacientii postizenych se vzacnym onemocnénim v Evropské Unii
je méné neZ jedna osoba na 2000 osob a Ve Spojenych statech americkych je postizena méné
nez jedna osoba na 1250 osob (Schieppati et al., 2008). Pocty pacientii se u riznych typt nemoci
vyrazné lisi. U téch nejvzacnéjSich onemocnéni mize byt postizeno jen par desitek lidi na celém
svété  (www.eurordis.org/IMG/pdf/princeps_document-EN.pdf). Celkovy pocet pacienti
postizenych vzacnym onemocnénim je odhadovan pfiblizné na 30 miliont v Evropé, 25 miliont
v Severni Americe (Schieppati et al., 2008) a celosvétové je postizeno az 10% populace. Jako

skupina jsou proto vzacna onemocnéni relativné Casta.



3. Vyznam studia vzacnych onemocnéni

Vzacna onemocnéni piedstavuji vyznamny zdravotnicky a socidlni problém. U vétsiny pacientt
se onemocnéni projevuji zdvaznym zdravotnim postizenim, jehoz pii€iny nejsou osetiujicim
l¢kaitm, pacientlim a jejich rodindm bezprostiedné znamy. Ve snaze nalézt pfic¢iny nemoci jsou
pacienti opakované hospitalizovani a vySetfovani fadou specialistii. Nadmérna 1ékatrska péce
piedstavuje pro pacienta a jeho rodinu znacnou fyzickou, psychickou, ekonomickou i ¢asovou
zatéz. Pokud toto usili nevede dlouhodobé k urceni diagnozy ¢i zlepSeni zdravotniho stavu,
ztraci pacient i jeho rodina divéru v systém zdravotni péce a vyhledava pomoc na jinych
mistech. Neznalost pfi¢in nemoci vede ¢asto i K nevhodnym zpisobum 1é¢by a brani zajisténi
odpovidajici socialni a zdravotnické podpory a zaclenéni pacienta do spolecnosti. Neznalost
pfi¢in nemoci téZ limituje moznosti genetického poradenstvi, brdni prevenci onemocnéni
formou prenatdlni ¢i preimplantaéni diagnostiky a vyznamné ovliviluje reprodukéni
rozhodovani rodict ¢i pacientd. To vSe pak ve svém duasledku vede ke stigmatizaci a
vyznamnému snizovani kvality zivota pacientl a jejich bezprostiedniho okoli. Nezanedbatelné
nejsou ani naklady, které spolec¢nost vydava na nadmérnou ¢i nespravnou zdravotni péci o tuto

skupinu pacientt.

Jedinou cestou k uréeni pti¢in vzacnych onemocnéni je intenzivni studium jednotlivych ptipada
a vyzkum jednotlivych skupin nemoci na narodnich ¢i mezindrodnich urovnich. Za timto
ucelem jsou v fad¢ statl budovany a podporovany specializované diagnostické a vyzkumné
laboratofe a je pfipravovana a provadéna fada strategickych opatfeni na narodni urovni (napf.
Narodni strategie pro vzacna onemocnéni v Ceské republice na léta 2010-2020; http://svp-
vzacnaonemocneni.cz/portal/wpcontent/uploads/narodni_strategie_pro_vzacna_onemocneni.p
df) i mezinarodni Grovni (napi. Orphanet (http://www.orpha.net), National Plans and Strategies
on Rare Diseases in Europe, EUROPLAN) (Taruscio et al., 2010; Taruscio et al., 2012).
Diagnostika jednotlivych pfipadi a studium vzacnych onemocnéni ma téz vyznamny piesah do
zakladniho biomedicinského vyzkumu a poznavéani biologie c¢lovéka. Objasnéni pficin
studované nemoci odhaluje funkce lidskych gent, odkryva nové biochemické a regulacni
drdhy, objastiuje zékladni biologické, bunééné a molekularni pfi¢iny nemoci a definuje
potencialni terapeutické cile. Tyto znalosti, které nelze ziskat jinak, nez studiem vzacnych
nemoci, tak maji bezprostfedni piesah k pochopeni pfi¢in, mechanismim vzniku i 1é¢by a

prevence populacné Castych komplexnich nemoci.



4. Pric¢iny vzniku vzacnych onemocnéni

Pfesnd pfi¢ina vzniku vzicného onemocnéni neni ve vétSiné piipadii znamd. PiicCiny
onemocnéni jsou ve veétsing piipada geneticky podminéné, mohou byt vSak zptisobeny vlivem

vn¢jsiho prostiedi nebo kombinaci téchto faktora.

Zhruba 80% vzacnych onemocnéni ma jednoznaéné genetické pii¢iny (Dodge et al., 2010).
Geneticky podminéna onemocnéni vznikaji v disledku piitomnosti jedné nebo vice funkéné
zavaznych mutaci v genomu postizen¢ho jedince (kauzalni mutace). V zavislosti na rozsahu
mutaci rozezndvame genomové, chromozomové, genové a regulacni mutace. Genomové
mutace zahrnuji zmény poc¢tu chromozomi (polyploidie, aneuploidie). Chromozomové mutace
meéni strukturu jednotlivych chromozomu (translokace, rozsahlé delece ¢i duplikace — ,,copy
number variations, CNVs*). Genové mutace ovliviiuji strukturu a sekvenci a maji vliv na funkci
jednoho genu (delece, inserce, duplikace, inverze, bodové mutace, apod.) Regula¢ni mutace
jsou lokalizovany v oblastech genomu, které ovliviiuji sprdvnou funkci genomu ¢i genu

(promotorové oblasti, enhancery, silencery, oblasti epigenetickych modifikaci).

Negenetické pfic¢iny vzacnych onemocnéni mohou vzniknout béhem poceti nebo vyvoje ¢i
behem poporodni adaptace postizené¢ho jedince. V pribchu téhotenstvi mize byt vaznym
problémem imunologicka inkompatibilita ditéte a matky, zpisob Zzivota matky, pusobeni
faktori vnéjSiho prosttedi nebo socidlnich faktort. PredCasny porod a poporodni adaptace
(napt. poruchy acidobazické rovnovahy, asfyxie, novorozenecka Zloutenka) téz mohou byt
pfi¢inou vzacného onemocnéni. Dalsi pfi¢iny mohou vzniknout béhem ¢asného vyvoje ditéte,
kdy je dité vystaveno néjaké infekci (bakterie, viry), otravé toxickou latkou (plisobeni néjakych
1€kt1), Girazu (trauma) nebo détskému zneuzivani (Sikana). I neuplna vyZziva ditéte (malnutrice)

mize byt vyznamnym faktorem, ktery se projevi ve vzacné onemocnéni.

4.1 Mutace

Geneticky podminéna onemocnéni vznikaji v disledku zdvaznych mutaci v lidském genomu,

které vyznamné ovliviiuji spravnou funkci organismu.

Mutace jsou trvalé zmény Vv genetické informaci jedince a jsou dusledkem ptirozené mutability
lidského genomu béhem evoluce lidstva a zivota jedince. Mutace vznikaji ptisobenim rtiznych
faktorti - fyzikalnich faktorl (ionizujici zéateni, ultrafialové zafeni), chemickych faktorii

(planarni aromatické slouceniny, silné oxidanty, bojové latky — yperit, apod.), biologickych



faktort (virové infekce, transpozibilni elementy, retrotranspozony) nebo pii chybach
Vv replika¢nim a repara¢nim procesu DNA. K vyznamnym zméndm chromozomalnich struktur
dochazi téz pii mitdze nebo meidze (chromozomalni aberace, translokace, rozsahlé delece ¢i
amplifikace, rekombinace). K mutacim dochazi jak v somatickych, tak i v zarode¢nych burikach
kazdého jedince (Griffiths et al., 2000). Vznik mutaci je zakladnim zdrojem genetické
variability ¢lovéka a jsou jednim z néstrojt evoluéniho vyvoje &lovéka. Rada z nové vzniklych
genetickych variant (alel) méni bezprostiedné po svém vzniku vlastnosti svého nositele (bunky
nebo organismu). Tyto noveé nabyté vlastnosti nemusi mit na svého nositele bezprosttedni nebo
zésadni vliv (neutrdlni mutace). Nékteré mutace vSak mohou byt evolucéné vyhodné (napi.
odolnost proti infekénim nemocem). Jiné mutace mohou byt neslucitelné se zivotem (letalni
mutace) nebo zhorSuji biologickou zdatnost nositele a projevuji se formou nemoci. Mira
evoluéni prospésSnosti ¢i neuspeSnosti jednotlivych mutaci se odrdzi v jejich populacnich
frekvencich. Evoluéné vyhodné mutace postupné dosahuji v populacich vysokych frekvenci.
Naopak letalni mutace a mutace zhorsujici biologickou zdatnost nositele jsou v populaci
vzacné, pripadné jejich frekvence zlstava trvale nizka. Frekvence téchto vzacnych variant (alel)
se vSak muze vyznamné zménit v nékterych populaci mechanismem genetického driftu (Lande,
1976), napft. efekt hrdla lahve, kdy nastane prudky pokles jedincti v populaci na méné nez 50%
a dojde ke sniZeni genetické variability, ktera s postupem Casu zase roste (Hawks et al., 2000)
nebo efekt zakladatele, kdy vznikne zcela nova populace z velmi malé skupiny jedincd
(Templeton, 1980).

4.2 Muta¢ni rychlost

Rychlost vzniku mutaci v lidském genomu byla a je predmétem fady uvah a studii.
J. B. S. Haldane pronesl hypotézu, Ze muzska zarode¢na linie (Spermatogeneze) je vice
mutagenni nez Zenska zarode¢na linie (oogeneze) (Haldane, 1947). Mutaéni rychlost je
specifickd pro rizné populace a odviji se od fady rtznych parametrti. Hlavnim dikazem
mutacéni specifity je, Ze barva pleti ¢lov€ka zavisi na sile ultrafialového zatfeni. Frekvence této
mutace (5'-TCC-3"— 5'-TTC-3") v evropské populaci vzrostla o 50% od doby rozdéleni
Evropant od Asiatli pted 50 tisici lety a dnes je nejcastéj$i somatickou mutaci zpiisobujici
maligni melanom (Harris, 2015). Mutacni rychlost je rozdilna mezi Zivoc¢isnymi druhy (Kumar
et al., 2002; Taylor et al., 2006), populacemi (Fu et al., 2014; Harris, 2015), rodinami,
jednotlivci, pohlavim (Haldane, 1947), bunéénymi typy (Tomlinson et al., 1996), jednotlivymi
chromozomy (McVean et al., 1997), rekombina¢nimi misty (Lercher et al., 2002), riznymi
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genomovymi oblastmi (Wolfe et al., 1989), geny a nukleotidy (Nachman et al., 2000), a také
zavisi na staii organismu (Kong et al., 2012; Mathieson et al., 2014). Mezidruhové studie,
studie mezi historicky vzdalenymi jedinci, studie v rodinach (de novo varianty) studie
Vv jednotlivych populacich, studie v bunéénych klonech apod. ukazuji, Ze muta¢ni rychlost
jednonukleotidovych variant SNV (,,single nucleotide variants) se u ¢lovéka pohybuje v
rozmezi 0,96-2,17x10® nukleotidi/genom (Campbell et al., 2013). Na zakladé t&chto studii
muzeme odhadnout frekvenci vzniku cca 70 de novo mutaci na kazdého nové narozeného
jedince (Keightley, 2012). Ohromny poc¢et novych mutaci vznikl diky exponencialnimu
popula¢nimu rustu, ke kterému doSlo béhem poslednich 10 tisic let. Obrovské rozdily
v urovnich genetické variability mezi jednotlivymi populacemi jsou dusledkem postupné
kolonizace planety a osidlovani fady oblasti béhem poslednich 700 let. Lidska geneticka
variabilita je pivodni a sdilena, ale obsahuje mnoho novych a vzacnych mutaci, které jsou

spojeny se vznikem a existenci fad Mendelovskych a komplexnich onemocnéni.



5. Hledani genetickych pri¢in vzacnych onemocnéni

Genetické pri¢iny onemocnéni v modernim lidstvu vznikly postupné se stavbou a evoluci
lidského genomu. Nejstarsi lidské alely se objevily pfed nékolika miliony lety, soucasné
S postupnym vyvojem lidského druhu na africkém kontinentu (Cavalli-Sforza et al., 2003).
Zhruba 90% celé genetické variability v dne$ni populaci lidi je slozeno a sdileno z téchto

puvodnich genetickych polymorfisma (McClellan et al., 2010).

Neobvyklé projevy vzacnych onemocnéni, prirozena lidska zvédavost a touha po poznani vzdy
vedly ke snaham o objasnéni jejich pficin. Ve starovékém Egypté a Mezopotamii lidé zacali
vice chapat, ze kazdd nemoc mé svou pfi¢inu a snazili se urcit diagndzu, progndzu, etiologii a
nalézt terapii. Diky pe€livému pozorovani a zaznamim byly jiz v Talmudu a Bibli popsany
ptiznaky nadmérného krvaceni - hemofilie. V 10. stoleti arabsky védec Albucasis poprvé
identifikoval dédi¢nou povahu hemofilie, kdyz si v§iml souvislosti v umrti né¢kolika piibuznych
chlapcti, ktefi vS$ichni podlehli vykrvaceni po mensim zranéni.
(https://www.hemophilia.org/Bleeding-Disorders/History-of-Bleeding-Disorders). Lékaifi Si
zacali uvédomovat, ze se fada onemocnéni dédi a prenasi do dalSich generaci, a ze musi
existovat n¢jaky mechanismus, jak se faktory zpusobujici onemocnéni ptedavaji od rodict
svym potomkim. V 19. stoleti moderni medicina zacala dostavat urcity fad, kdyz 1ékati zacali
vytvafet a vyuzivat mnohem systematictéjsi postupy analyz podle pacientovych piiznakd.
Kvalita popisu diagnéz se postupné zlepSovala s tim, jak se ménila dostupna technika, ktera
umoznovala lékaiim 1épe a podrobnéji zkoumat a porovnavat klinické projevy nemoci
s patologickymi a chemickymi zménami ve tkéanich a télnich tekutinach pacientli. Postupné se
zaCaly vyuzivat nové fyzikalné — chemické, makroskopické a mikroskopické metody, které
umoznily podrobnéjsi studium bungk, jejich struktur a vlastnosti. Diky témto novym metodam

vznikaly nejvétsi objevy, které daly zaklady molekularni biologii a genetickému oboru.

5.1 Poéatky molekularni biologie

Darwinova teorie o pifirodnim vybéru (Darwin, 1859) byla ¢astecné a nezavisle na sobé
vysvétlena Mendelovskym modelem dédi¢nosti (Mendel et al., 1965). Friedrich Miescher
v roce 1869 poprvé izoloval smé&s DNA, jejiz vyznam neznal, ale nazval ji nuklein (Dahm,
2005). Walter Flemming studoval bunécné jadro a objevil strukturu chromozomi — chromatiny
a popsal bunécné déleni — mitozu (Flemming, 1879). Nebyl ale obeznamen s Mendelovymi

zakony, tudiz si sva pozorovani nespojoval s genetickou dédi¢nosti.



Znovuobjeveni Mendelovych zakonu (Bateson, 1901), lepsi porozuméni a pochopeni
zakladnich bunéénych funkci dovedlo Waltera Suttona k Boveri-Suttonové teorii, ktera
popisuje, ze na chromozomech organismu jsou ulozeny dédi¢né faktory podle Mendelovych
zakonu (Sutton, 1902). Tuto domnénku potvrdil Thomas Hunt Morgan, diky pokusim
S kfizenim octomilek a naslednym potvrzenim teorie, ze dédi¢né faktory neboli geny jsou
skute¢né umistény na chromozomech (Morgan, 1911). Vyuzivani krystalografickych technik
umoznilo popsat prvni struktury proteini a urcit vztah mezi strukturou DNA a zdkladnim
mechanismem uchovani a dédi¢nosti genetické informace. Oswald Avery a jeho experiment
potvrdil, ze geneticka informace je uloZzena v molekule DNA a nikoli v proteinech, jak se diive
predpokladalo (Avery et al., 1944). To vedlo k objevu dvousroubovice DNA Francisem
Crickem a Jamesem Watsonem (Watson et al., 1953) a definici Centralniho dogmatu
molekularni biologie Francisem Crickem v roce 1958 (Crick, 1970). Na konci padesatych let
se mnoho vyznamnych védct na celém svété snazilo o navrzeni elegantni metody translace
DNA do proteini podle dogmatu. Jako prvnimu se to podafilo Marshallu Nirenbergovi a jeho
kolegim, kdy se jim podafilo rozlustit geneticky kod (Nirenberg et al., 1966). Pocatky
sekvenovani DNA zacaly v roce 1977, diky objeviim a néaslednym kombinovanim riznych
metod — Sangerova dideoxy metoda (Sanger et al., 1977) a Maxam-Gilbertova metoda (Maxam
et al., 1977). Do roku 1983 existoval jediny zpiisob, namnoZeni urc¢itého useku DNA pomoci
klonovani v bakteridlnim plasmidu, nez Kary Mullis objevil metodu polymerdzoveé tfetézové
reakce (PCR), ktera umoziuje amplifikovat téméf jakykoliv isek DNA (Mullis et al., 1994).
Objev PCR byl zasadnim zlomem pro vyvoj sekvenovani DNA a pro nalezeni rtiznych

genetickych variabilit ¢lovéka na Grovni jednotlivych nukleotidi.

5.2 Molekularni medicina

Pochopeni zékladnich fyzikalnich, biologickych, biochemickych a molekularnich procesi a
mechanisml v bufice umoZnilo zacit identifikovat molekularni a genetické pfi€iny nemoci.
V roce 1949 Linus Pauling jako prvni prokéazal pfi¢inu vzacného onemocnéni (srpkovita
anémie) na molekularni urovni (Pauling et al., 1949) . Vznikl tak obor molekularni mediciny,
kterd vyuziva razné biochemické, genetické imunologické a biotechnologické nastroje pro
zkoumani pfi¢in onemocnéni, ktera jsou primarné zpisobena chemickymi zménami ovliviiujici

strukturu, funkci a vlastnosti molekul (Hunt et al., 1958).



6. Nastroje studia pric¢in vzacnych geneticky podminénych onemocnéni
6.1 Klinicka charakterizace

Pro urCovani genetickych pfic¢in vzadcnych onemocnéni je zasadni podrobna klinické
charakterizace onemocnéni popsanim jeho znaku (fenotypti), pribéhu a jeho mozného dalsiho
vyvoje (progrese). Klinicky popis se poté publikuje ve formé ¢lankd pro odbornou vefejnost.
Abstrakta, klicova slova a autofi téchto védeckych ¢lankl jsou vyhledatelni pomoci fady
databazi, napt. PubMed, Google Scholar, Scopus, atd. Stejné tak jsou vyhledatelné i ¢lanky,
které puvodni informace cituji. Zasadni pro shromazdéni vSech charakteristik vzacnych
genetickych onemocnéni bylo vytvofeni databaze Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM), do niz stale pribyvaji dalsi pfipady (viz Obr. 1). Databaze OMIM shromazd’uje
vSechna dosud znama geneticky zplisobena onemocnéni S jejich popisem fenotypu a navadi
piimo na relevantni geny v lidském genomu a umoziuje dalsi vyzkum a poskytuje nastroje pro

dalsi genomické analyzy kauzalniho genu (Hamosh et al., 2005).

Statistika ristu dat v databazi OMIM v letech 1965-2015
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Obr. 1. Statistika ristu dat v databiazi OMIM v letech 1965-2015 (zdroj dat: Ustav
dédi¢nych metabolickych poruch, 1. LF UK)



6.2 Biochemicka genetika

Mimo prostého klinického popisu se pro studium onemocnéni zacaly postupné pouzivat nové
analytické metody. Analyzy probihaly na anatomické urovni (organy, tkan¢), mikroskopické
urovni (buniky a bunécné struktury) a biochemické tirovni. Tyto metody umoznily klasifikaci
onemocnéni do riznych skupin — naptiklad onemocnéni charakteristickd hromadénim néjakého
abnormalniho materialu v buiikach a tkanich, organelova onemocnéni charakterizovana absenci
¢i zménami velikosti organel, napf. peroxizomti nebo napf. lyzozomalni onemocnéni ¢i
onemocnéni spojend se zménami v zastoupeni nebo koncentracich metaboliti v télnich
tekutinach a tkanich. Toto poznani, mozZnost charakterizace stfadanych latek a nastroje
molekularni biologie umoznily vznik a rozvoj biochemické genetiky. Biochemicka genetika
umoznuje studovat genetickou pfi¢inu biochemické poruchy tak, ze nejprve ur¢ime povahu
abnormalné se vyskytujici latky. Pokud je vyskytujici se latka protein, miizeme dnes na zaklade
znalosti sekvence proteinu pomoci programu BLASTX vyhledat v databazi ptimo jeho genovou
sekvenci a v té nasledné hledat metodou sekvenovani DNA kauzalni mutaci. Pokud je onou
latkou né&jaky metabolit, pokousime se urcit pfislusny biochemicky defekt a nasledné izolovat
enzym nebo protein, ktery je odpovédny za metabolismus této latky. Na zdklad€ znalosti
proteinu mizeme opét vyhledat v databazi ptislusnou genovou sekvenci a v té nasledné hledat
metodou sekvenovani DNA kauzdlni mutaci. Postupy biochemické genetiky a funkéniho
klonovani identifikovaly mutace na genech zplsobujici onemocnéni na Urovni metaboliti,
proteinti nebo enzymu, napt. fenylalanin hydroxylazu, zpisobujici fenylketonurii (Kwok et al.,
1985). Takova onemocnéni patii do skupiny dédi¢nych metabolickych poruch, ve které je cca

800 dosud objevenych metabolickych onemocnéni (Fernandes et al., 2006).
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7. Genetické mapovani a pozi¢ni klonovani

Pokud nebyla zndma biochemicka pficina onemocnéni, zacal se vyuzivat dalSi zplsob pro
zjisténi pri¢in onemocnéni — pozi¢ni klonovani. Tento postup vychézel z konceptu genetické
vazby definované T. H. Morganem (Morgan et al., 1925). Zakladni snahou postupu bylo nalézt
vztah mezi dédi¢nosti studované nemoci a dédi¢nosti néjakého dalsiho faktoru. Historicky to
byl nejprve vztah mezi spoludédi¢nosti nemoci a jiného fenotypu, napt. dédi¢nosti jiné nemoci
nebo pohlavi, barvy o¢i ¢i krevni srazlivosti. Pozdé&ji to byl vztah dédi¢nosti nemoci
S abnormalnim poc¢tem nebo strukturou chromozomt ¢i S polymorfnimi krevnimi skupinami a
proteinovymi markery. Klicovy byl objev polymorfismu délkovych restrikénich fragmenti a
moznosti jejich vyuziti pro vytvotfeni genetické mapy c¢lovéka a mapovani gend pomoci
vazebné analyzy (Botstein et al., 1980). Genetické mapovani je zalozeno na sledovani a
srovnavani dédi¢nosti jednotlivych polymorfnich alel analyzovanych genetickych markert
z nemocnych a zdravych pifibuznych jedinct. Nalezeni alel, které jsou dédény spolu se
studovanou nemoci, spolu se znalosti jejich pozice v genetické mapé nésledné primo urcuji
lokalizaci a pozici zmutovaného genu v genomu. Tento postup obecné vyzaduje vySetfeni
dostate¢ného poctu genetickych markerti a zejména shromazdéni velkého mnozstvi rodin a
jejich pfislusnikd nebo relativné velkého poctu pacientli se stejnym onemocnénim, coz je
u konkrétniho vzacného onemocnéni limitujicim faktorem. Metoda pozi¢niho klonovani byla
pomérné Uspésna pro identifikaci nékolika set piipadi (zhruba 1% vSech studovanych
onemocnéni touto metodou), ale byla Casové a finanéné naro¢nd a omezena historicky

limitovanou znalosti sekvence lidského genomu.

11



8. Mapovani a sekvence lidského genomu

Koncept genetického mapovani a moznost jeho univerzalniho vyuziti pro odhalovéani
genetickych pfi¢in nemoci byl impulzem pro vyhledavani novych typt genetickych markert,
napt. mikrosatelity (,,short tandem repeats, STRs* (Jeffreys et al., 1985)) a k postupnému
budovani genetickych a fyzickych map lidského genomu. Tento vyvoj nakonec umoznil
postupnou sekvenaci celého lidského genomu. V prabéhu procesu mapovani a sekvenovani
lidského genomu postupné nartstal pocet osekvenovanych DNA od riznych jedinct.
Porovnavanim sekvenci jednotlivych lidi byly nalézany genetické varianty na urovni
jednotlivych nukleotidil - jednonukleotidové polymorfismy (,,single-nucleotide polymorphism,
SNP*) (Sachidanandam et al., 2001) . To vedlo k vytvoieni SNP databaze a haplotypové mapy
lidského genomu HapMap (Gibbs et al., 2003), ktera umoznila porovnavat SNP a jejich
ptivodni genetické varianty v lidském genomu (Altshuler et al., 2000). Bylo téZ navrzeno, Ze
SNPs mohou byt vyuzivany jako markery pro pozi¢ni klonovani a ze fada geneticky

podminénych onemocnéni muze byt pfimo zpisobena témito SNPs (Collins et al., 1999).

8.1 Sekvenovani genomi a vznik databazi

Vibec prvni kompletni osekvenovani celé DNA probéehlo u bakteriofagu ¢ X174 (Sanger et al.,
1977) . Rychle se zvysujici pocet osekvenovanych DNA riznych organismi vyzadoval nové
nastroje pro uchovavani a analyzu DNA sekvenci. To vedlo k potfebé zalozeni ,,The National
Center for Biotechnology Information* (NCBI) a ke vzniku databaze sekvenci GenBank, ktera
dnes obsahuje vefejné dostupné sekvence nukleotidi pro téméi 260 000 formalné popsanych
druhi (Benson et al., 2013). Nejvyznamngj$imi novymi bioinformatickymi nastroji se stalo
vzajemné porovnavani a analyza sekvenci pomoci pocitatovych programi CLUSTAL (Higgins
et al., 1988), BLAST (Altschul et al., 1990), FASTA (Pearson, 1990). Spojeni vSech dosud
osekvenovanych DNA urcilo referenéni sekvenci lidského genomu v RefSeq databazi (,,The
Genome Reference Consortium* (Pruitt et al., 2005)). Zvysujici se znalost sekvence lidského
genomu postupné umoznovala jeho lepsi funkéni anotaci. Vznikly genomové prohlizece, napft.
ENSEMBL (Hubbard et al., 2002) nebo UCSC genome browser (Kent et al., 2002), umoznujici
online vyhledavani a analyzu sekvence lidského genomu. Objevila se moznost sekvence pouze
urcitych (kodujicich) oblasti DNA a vznikly prokaryotické cDNA knihovny pro kolekci
naklonovanych fragmenti DNA - cDNA (,,complementary DNA®) urcitého eukaryotického

organismu. Pro automatické a paralelni sledovani genové exprese nebo genotypovani SNPs
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byly vytvotfeny vysokokapacitni systémy — DNA ¢ipy neboli DNA microarray (Schena et al.,
1995).

8.2 Nové metody sekvenovani DNA

Soucasné s rozvojem znalosti sekvence a funkce lidského genomu se rozvijely také nové
pristupy sekvenovani DNA. Cilem bylo vytvofit postupy a technologie, které by vyznamné
zvétsily kapacitu tradiéniho Sangerova sekvenovani (napt. mnohokapilarni systémy (Karger et
al., 2009)), nebo umoznily zcela jinym zptisobem rychlé a levné sekvenovani genomi nebo
jejich c¢asti u velkého poctu lidi (,,Next-Generation Sequencing, NGS*). Prvni uspés$né
zvladnutou NGS technologii bylo pyrosekvenovani (Ronaghi et al., 1996) komercné rozvijené
firmou 454 a posléze Roche (Rothberg et al., 2008). Souc¢asn¢ s technologii pyrosekvenovani
se rozvijely technologie sekvenovani pomoci ligace fluorescencné znacenych oligonukleotidii
(Shendure et al., 2005), pozdéji SOLID (,,Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection®; Life Sciences), nebo pomoci fluorescen¢nich reverzibilnich dideoxy-terminatort
(Bentley et al.,, 2008) (sekvenacni piistroje Solexa, pozdgji Illumina). Moznosti NGS
sekvenovani dokumentovaly prvni projekty uspéSné sekvenace genomi jednotlivych osobnosti,
napt. Craiga Ventera (Sangerovo sekvenovani; Celera Genomics) (Levy et al., 2007) nebo
Jamese Watsona (pyrosekvenovani; 454) (Wheeler et al., 2008) a sekvence cytogeneticky

normalnich leukemickych bunék pomoci technologie Illumina (Ley et al., 2008).

8.3 Cilené sekvenovani

Rozséhlému uplatnéni NGS technologii zprvu branila technologickd narocnost, relativné
vysokd cena a zejména mala schopnost analyzy a interpretace obrovského mnozstvi dat. Tato
skutec¢nost vedla k rozvoji technologii, které umoziovaly sekvenovat pouze vybrané oblasti
genomu (cilené sekvenovani). Pro ziskani DNA oblasti, které byly pfedmétem zajmu, bylo
vyuzito moznosti obohaceni ptivodniho vzorku DNA pomoci PCR, pomoci DNA ¢ipti ,,SeqCap
EZ System® (Roche NimbleGen) nebo pomoci roztoku oligonukleotidovych prob ¢i pomoci
komplementarnich RNA ,, The SureSelect Target Enrichment* (Agilent). Tento vyvoj vedl

k rozvoji technologie exomového sekvenovani.
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8.4 Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani umoznuje mnohem efektivnéjsi zptisob urCovani genetickych variant
v genomu jedince a je zatim nejvhodnéjsi zpusob pro studium pfi¢in vzacnych geneticky
podminénych onemocnéni. Lidsky exom tvoii malou oblast lidského genomu, zhruba 1%, coz
je asi 180 000 exonu (Ng et al., 2009), proto je exomové sekvenovani snazsi, rychlejsi, levnéjsi
a umoziuje dosahnout vyssiho pokryti. V exomu se nachazi az 85% zavaznych mutaci, ktera
zpusobuji vzacna onemocnéni (Choi et al., 2009). Potencial exomového sekvenovani pro
odhaleni genetickych pficin vzacnych nemoci byl prvné demonstrovan na piipadu vzacného
geneticky podminéného onemocnéni s neznamou pfi¢inou, na Millerové syndromu.
Osekvenovaly se exomy Ctyt postizenych jedinct (dva sourozenci a dva navzajem si nepiibuzni
pacienti) a s pomoci mapovani v HapMap, filtrovani podle jednotlivych genetickych modela a
porovnavani variant v  SNP databazich se uréil kandidatni gen DHODH, ve kterém se
vyskytovala kauzalni mutace zptsobujici Milleriv syndrom. Nasledné Sangerovo sekvenovani
potvrdilo kauzalni mutaci v tomto genu (Ng et al., 2010). V nasledujicich letech se exomové
sekvenovani stalo univerzdlni metodou pro odhalovani genetickych pfiin vzécnych, ale

1 komplexnich onemocnéni.

8.5 Geneticka variabilita ¢lovéka

Rozsifeni technologii NGS a moznost sekvence vybranych sad genli nebo genomovych oblasti,
sekvence exomu ¢i rozsahlé sekvenéni studie celych genomt velkého poctu lidi a populaci
postupné odkryvaji rozsah genetické variability ¢loveéka. Diky projektim, jako napiiklad The
1000 Genomes Project (The Genomes Project, 2010), The Genome 10K Project (Haussler et
al., 2009); Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project, ESP
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/); The Exome Aggregation Consortium, EXAC
(http://exac.broadinstitute.org/) a The Single Nucleotide Polymorphism Database dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) zname desitky milioni genetickych variant a jejich
frekvence v riznych genech a populacich. Znalost mutability jednotlivych genl a znalost
populacnich frekvenci jednotlivych variant je jednim ze zékladnich néstroji pro hodnoceni
piipadné kauzality genetickych variant nalézanych ve vzorcich DNA pacientli se vzacnym
onemocnénim. Je ziejmé, ze vzacna onemocnéni budou spojena pravdépodobné s mutacemi
v genech, které jsou sekven¢né konzervované a s variantami, které jsou unikatni nebo

populacné vzéacné.
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9. Prakticka ¢&ast

V praktické Casti své prace prezentuji své vlastni zkuSenosti S vyuzitim soucasnych moznosti a
metod analyzy genomu v diagnostice geneticky podminéného vzacného onemocnéni na ptipadu

jedné Spanélské rodiny.

Ukolem bylo zjistit, zda se mé vysledky budou shodovat s vysledky jiz vyieseného ptipadu,
jehoz diagnostiku a pfi¢inu onemocnéni zjistil tym z Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch

1. LF UK. Pied zacatkem této praktické ¢asti jsem vSak pfi¢inu onemocnéni neznala.

wrwe

9.1 Objasnéni genetické pri¢iny hyperurikemické nefropatie u dvou sourozenci

V ramci praktické casti této prace jsem méla za ukol zjistit genetickou pficinu vzacného
onemocnéni ve $panélské roding. Jednalo se o rodinu zdravych rodic¢t, ve které obé déti (sestry,
4 a 7 let) maji klinické pfiznaky opozdéného psychomotorického vyvoje, zvlastni kvalitu vlast
(pili torti), poruchy sluchu, snizené funkce ledvin, hypourické hyperurikémie (snizené
vylucovani kyseliny mo€ové v krvi a zvySena koncentrace kyseliny mocové v séru), anémie a
hyperkalémie. Oba rodi¢e jsou zdravi, pouze otec ma mirny projev hyperurikémie s normalni
funkci ledvin. Rodi€e si nejsou védomi jakékoliv vzajemné ptibuznosti. Kazdy ¢len této rodiny
je zobrazen na rodokmenu (viz Obr. 2) s ptislusnymi laboratornimi kody vzorka - i_bM, i_bN,
i-bP, i_bO.

i_bP i_bO

Obr. 2. Rodokmen postiZené rodiny
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Klicova slova charakterizujici klinické projevy (,,hypouricosuria hyperuricemia, anemia,
nepropathy, hyperkalemia‘) jsem zadala do databaze OMIM. Na zaklad¢ klinickych piiznaki
jsem nalezla moznou diagnozu hyperurikemické nefropatie, familiarni juvenilie 1 a 2,

zpusobené mutacemi v genu pro renin (REN) a uromodulin (UMOD) (viz Obr. 3).

Search: 'hypouricosuria hyperuricemia anemia nephropathy hyperkalemia’
Results: 1-100f 1,054 | Show 100 | DownloadAs ~ | 1 2 3 456 7 8 9 10 Next Last

1: #613092. HYPERURICEMIC NEPHROPATHY, FAMILIAL JUVENILE, 2; HNF]2
Cytogenetic location: 1q32.1
Matching terms: hyperuricemia, nephropathy, anemia

2: #162000. HYPERURICEMIC NEPHROPATHY, FAMILIAL JUVENILE, 1; HNFJ1
Cytogenetic location: 16p12.3
Matching terms: hyperuricemia, nephropathy

Obr. 3. Mozné diagnozy podle zadanych klinickych piiznaki (pievzato z databaze OMIM,

http://www.omim.org/)

Na zaklade¢ této informace bylo u pacientti provedeno cilené sekvenovani genit REN a UMOD,
které ale neodhalilo zadné kauzalni mutace. U vSech ¢lenti rodiny proto bylo provedeno
exomove sekvenovani. Hledani kauzélni mutace probéhlo pomoci standardniho postupu
(viz Obr. 4). DNA byla obohacena pomoci kitu ,,SureSelect Human All Exon V4 (Agilent).
Exomové sekvenovani celé rodiny bylo provedeno na sekvenatoru Illumina HiSeq 1500.
Ziskana data byla mapovana na referen¢nim genomu pomoci programu NovoalignCS version
1.08 (Novocraft, Malaysia). Byly nalezeny odchylky od referen¢ni sekvence a tyto odchylky
byly poté anotovany programem SAMtools package (Li et al., 2009). Po mapovani dat byly
ziskany anotace genetickych variant pomoci programu ANNOVAR Annotation tool (Wang et
al., 2010). Oproti referencni sekvenci bylo ve vSech ¢tyfech analyzovanych vzorcich nalezeno
celkem 141 547 genetickych variant. Na zaklad¢ rodokmenu jsem vyhledavala varianty, které
splnuji model pozorované dédicnosti a vzacné se vyskytuji (<1%) v populacnich databazich
1000 genomes, ESP, EXAC a v databazi Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch. Vyhledavala
jsem nejdiive varianty spliujici podminky de novo dominantniho modelu (varianty, které¢ jsou

piitomny heterozygotné u obou déti, ale ne u rodic¢a), poté jsem hledala varianty spliujici
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podminky homozygotniho modelu (rodic¢e heterozygoté a déti homozygoté pro jednu variantu)
a nakonec varianty spliujici podminky kombinovaného heterozygotniho modelu (kazdy
z rodict je heterozygot pro jinou mutaci v jednom genu a obé& déti jsou kombinovani
heterozygoté pro obé mutace). Vysledky filtrovani jsou v Tabulce 1. V anotac¢ni tabulce jsem
nastavila filtrovani pro heterozygotni model s autozomalné¢ dominantnimi a autozomalné
recesivnimi variantami. Pro dalsi krok filtrace jsem vybrala vSechny varianty spliiujici model
kombinovanych heterozygoti (i_bM,i_bN,i_bP a i_bM,i_bN,i_bO, dle rodokmenu). Tyto
kritéria spliovalo 18 266 variant. V dal$im kroku jsem vybrala pouze kédujici varianty, celkem
jich ziistalo 2985. Dale jsem nastavila data kontrolnich skupin, tzn. vyhledavani pouze téch
variant, které nejsou pfitomny v nasich kontrolnich skupinach, zbylo 257 variant. Jako posledni
krok jsem prefiltrovala klinicky relevantni varianty a varianty, u kterych byl vliv mutace na
funkci proteinu predikovany jako patogenni. Zistaly mi 3 varianty, z nichz dvé varianty
predstavuji zavaznou mutaci v genu RMND1 (viz Tab. 1). Podle uvedenych dat (viz Tab. 2)
jsem zkontrolovala vyskyt obou zavaznych mutaci v genu RMND1 pomoci programu
Integrative Genomic Viewer (IGV) (Robinson etal., 2011) (viz Obr. 5 a 6). Poté jsem vyhledala
dostupné informace o genu RMND1 a porovnala jsem vztah mezi kauzalni mutaci v genu

RMNDL1 a projevenymi fenotypy pacientd.
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Uréeni genetického modelu @_ Mobny geneticky modet  Navrh studie
* de novo dominantni * exomové sekvenovani viech 4 osob
1 *  homozygotni
Navrh stadie *  kombinovany
heterozygotni
|
Selovenovani * obohaceni pivodniho vzorku DNA (SureSelect All Exome Kit V4, Agilent)
* sekvenovani pomoci Illumina HiSeq 1500
|
Mapovéni dat (.alignment™) NovoalignCS version 1.08 (Novocraft. Malaysia)
Zobrazeni dat Integrative Genome Viewer (IGV)
| |
Detekce variant SAMtools package
Anotace variant ANNOVAR Annotation tool
| |
Analjza variant * filtrovani podle jednotlivich genetickych modehi
* filtrovani podle frekvenci variant v databazich 1000 genome, NHLBI Exome
* Sequencing Project ESP. The Exome Agregation Consortum (ExAC), dbSNPa
Vibér kandidatnich gent databaze Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch
V¥
Porviseti kupaliv Sangerovo sekvenovani. segregace v rodiné, rekurence vyskytu v jinych rodinach,
Y in-vitro a in-vivo charakterizace

Obr. 4. Schéma standardniho postupu hledani kauzalni mutace zpisobujici onemocnéni

(upraveno dle (Kmoch et al., 2013))

Tab. 1. Pocet variant v priibéhu filtrovani dat u prislusného genetického modelu

de novo
dominantni
heterozygotni model | homozygotni model model
pocet variant celkem 141 547 141 547 141 547
model kombinovanych
heterozygoti/homozygott/de
novo variant 18 266 1862 129
kédujici varianty 2985 237 19
varianty nepfitomné
v kontrolni skupiné 257 6 19
klinicky relevantni varianty 2 0 0
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Tab. 2. Vysledek prisného filtrovani vSech moznych kauzalnich variant v analyzovanych

exomech
chrom chré chr6
start 151726921 151751288
end 151726922 151751289
ref C T
alt T C
rs_ids rs397515421 rs144972972
clinvar_sig pathogenic pathogenic
gene RMND1 RMND1
aa_change R206Q N238S
aaf_exac_all 8,24E-06 0,000173
variant_samples i_bM,i_bN,i_bP i_bM,i_bN,i_bO
HET_samples i_bM,i_bN,i_bP i_bM,i_bN,i_bO

(vysvétlivky: chrom —chromozom; start — pozicni zacatek useku DNA s kauzalni mutaci; end

— poziéni konec tiseku DNA s kauzalni mutaci; ref — nukleotidova baze podle referenéni

sekvence; alt — alternativni nukleotidova baze; rs_ids — identifikator varianty v databazi

dbSNP; clinvar_sig — klinicky relevantni skore varianty podle databaze ClinVar; gene — gen;

aa_change — piredpokladany efekt varianty na aminokyselinovou sekvenci ptislusného

proteinu; aaf_exac_all — frekvence vyskytu v databazi EXAC; variant_samples — laboratorni
kod analyzovanych vzorkt; HET_samples — vzorky, ve kterych byla nalezend varianta

pfitomna Vv heterozygotni forme)
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Obr. 5. Graficka vizualizace a presna lokalizace prvni varianty, kauzilni mutace

chr6:151726921 C—T v genu RMND1 (Integrative Genomic Viewer)
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Obr. 6. Graficka vizualizace a presna lokalizace druhé varianty, kauzilni mutace

chr6:151751288 T—C v genu RMNDL1 (Integrative Genomic Viewer)
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10. Diskuse

Cilem praktické ¢asti bylo zjistit pfi¢inu vzacného onemocnéni s jiz popsanymi klinickymi
projevy. S vyuzitim vSech dostupnych metod analyzy DNA, popsanych vySe v této praci jsem
postupné nalezla dvé patogenni varianty s kauzalni mutaci genu RMDN1 vyskytujiciho se na
chromozomu 6. Ob¢ varianty s mutaci byly nasledné zpétn¢ ovéieny a potvrzeny klasickou
metodou Sangerova sekvenovani. Po findlnim potvrzeni jsem vyhledala vSechny dostupné
informace o genu RMNDL, protoze mi nebyly znamy jeho skute¢né funkce. ReSersi dostupné
literatury jsem zjistila, ze tento gen koduje integralni membranovy mitochondridlni protein
RMNDI, ktery se sbaluje do velkého proteinového komplexu o velikosti 240 kDa. Tento
komplex pomaha pfi translaci 13 polypeptidi, které jsou dilezitymi podjednotkami komplexii
oxidativni fosforylace (Janer et al., 2012). Mitochondrialni onemocnéni jsou nejéastéji
zpusobeny mutacemi v mitochondridlni DNA nebo genovych produktd, které jsou
transportovany do mitochondrie z cytosolu a nejCastéji ovliviiuji mitochondridlni
metabolismus, ktery zajiStuje spravnou funkci oxidativni fosforylace ve wvnitini
mitochondridlni membrang. Oxidativni fosforylace je mitochondridlni metabolickd drdha
vyrabgjici energii ve formé ATP pro cely metabolismus aerobniho organismu. Poruchy
oxidativni fosforylace a mitochondridlni poruchy se projevuji velmi rozmanitymi klinickymi
projevy, ovliviiyjici jednotlivé tkané nebo komplexnéjsi struktury, napt. centralni a periferni
nervovou soustavu, srdce, svaly, jatra ledviny, zrak a sluch. Mutace v genu RMND1 celkové
ovliviluji mitochondridlni translaci a funkci, které se posléze projevuji ojedinélymi klinickymi
fenotypy, napf. encefalopatii (Garcia-Diaz et al., 2012) nebo neonatalni laktatovou acidézou,
selhanim ledvin v détském véku, hluchotou a multiorganovym postizenim (Taylor et al., 2014;
Janer et al., 2015) . Tyto popsané fenotypy jsou zptisobeny zavaznymi mutacemi genu RMND1,
které ovlivituji mitochondrialni protein RMNDI1 a dokazuji, Ze familidrni nefropatie détského

véku ve studované roding je pravdépodobné zpisobena nalezenymi mutacemi RMND1.
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11. Zavér

Ve své praci jsem se pokusila podat pfehled metod a moznosti vyzkumu, které byly historicky
pouzivany pro objasnéni a charakterizaci pti¢in geneticky podminénych vzacnych onemocnéni.
Dale popisuji aktudlni (moderni) postupy genetické analyzy, vyznam a moznosti studia a
ptipad, ve kterém vyuziti téchto novych metod objasnilo pfi¢inu nemoci u dvou sourozenct

s hyperurikemickou nefropatii.

Zvysujici se podvédomi o vzacnych onemocnénich, znalost struktury a funkce lidského
genomu, vySe popsané metody, sekvenacni analyzy DNA, systematické shromazd’ovani
sekvenaénich dat a moznost jejich porovnavani umoznilo postupné urcit genetickou piic¢inu
nékolika tisic onemocnéni (Botstein et al., 2003). Moznost piimého porovnavani genomové
sekvence postizeného jedince, ptipadné jeho rodiny s genetickou variabilitou populace se dnes
stavd univerzalnim nastrojem pro hleddni genetickych pficin vSech vzacnych nemoci. Tento
ptistup neni tak limitovan, jako v minulosti pfedbéznou znalosti biochemické podstaty, ani
velikosti vySetfované rodiny nebo rozsadhlého souboru pacient. Exomové, piipadné genomové
sekvenovani budou stale Castéjsim zakladnim diagnostickym testem pro pacienty a rodiny se
vzacnym onemocnénim. Mira klinické vyuzitelnosti téchto pfistupli se bude stale zvySovat
S tim, jak porostou nase schopnosti spravné interpretovat genetickou informaci jedince
ve vztahu K pfi¢indm a prognéze onemocnéni. Zakladnim pfedpokladem spravné interpretace
genomovych dat jedince bude existence platforem a databazi, které umozni odpovédné,
dobrovolné a bezpeéné sdileni genomovych a klinickych dat na celosvétové urovni. Rada
takovych aktivit se v soucasnosti rozviji (Mailman et al., 2007; Byrne et al., 2012). Rozvoji

tohoto pfistupu vSak zatim brani mozné zneuZiti znalosti genetické informace jedince.
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