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olycysticka choroba ledvin autosomalné dominantniho typu

(PCHLAD) je castou pri¢inou chronického selhani ledvin
(CHSL) vyvolaného postupnou tvorbou cyst a zvétsenim ledvin.
PCHLAD je geneticky heterogenni onemocnéni s genem PKD1
(46 exont; 16p13.3) odpovidajicim piiblizné za 85 % pripadi
a PKD2 genem (15 exont; 4q21) odpovidajicim asi za 15 % pripa-
di. V bezprostiedni blizkosti genu PKD1 lezi gen TSC2, nejcastéj-
§i gen pro tuberézni sklerézu (TS), dédi¢né onemocnéni autoso-
malné dominantniho typu vyznacujici se tvorbou benignich
hamartomut v rtznych organech a pestrou symptomatologii
odrazejici multiorgdnovy charakter postizeni (pfiznaky neuro-
logické, kozni, rendlni aj.). Prevdzna ¢ast genu PKD1 (~kb, exony
1-33) lezi v oblasti, kterd je intrachromosomalné, segmentalné
duplikovana se $esti PKD1-like pseudogeny (PKD1P1-P6) lokali-
zovanymi v 16p13.1. Tyto pseudogeny maji 99% sekvencni totoz-
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nost s PKD1 a z toho divodu byvaji pfi amplifikaci PKD1 pro
potteby mutacni analyzy uplatiovany metody vyuzivajici vzacné
neshody (mismatche) s PKD1. Ve studii zaméfené na posouzeni
vyvoje zmén na ledvindch prostfednictvim zobrazovacich metod
u pacientti s PCHLAD (tzv. studie CRISP) se podatilo identifikovat
mutace asi u 87 % pacientii metodami zaloZenymi na detekci
parovych bazi, pficemz vét§ina mutaci zptisobovala zkraceni pro-
teinu, mensi ¢ast pak byla typu missense. U 2-3 % pripadi v§ech
mutaci PKD1 byly dosud prokazany rozsahlé dalece zahrnujici
jednu ¢i vice exont (Ariyurek, 2004). Rozsahlé delece genu PKD1,
které rovnéz narusuji gen TSC2, zpiisobuji tzv. syndrom prilehlé-
ho genu (contiguous gene syndrome — CGS). U pacientti s CGS se
obvykle ¢asné vyviji PCHLAD a navic ruzné priznaky TSC. Pfi
screeningu pomoci standardnich metod gelové a fluorescenéni
hybridizace in situ mohou nékteré rozsahlé genové delece ziistat
nerozpoznany. MLPA (multiplex ligation-dependent probe ampli-
fication) je recentné vyvinutou, vysoce u¢innou metodou, umoz-
nujici detekci deleci ¢i duplikaci exont, ktera jiz byla pouzita
u rtznych nemoci véetné TSC. V praci jsou popsany vysledky
screeningu gend u pacienti s PCHLAD metodou MLPA (esej
uzivajici FlexMAP paprsky a instrumentarium Luminex) se
zaméfenim na prikaz rozsahlych naruseni gend PCHLAD
a detekci CGS.

Materidl a metody: V prvni fazi byla provedena izolace DNA,
nasledné byl vytvoren design PKD1-specifickych préb pro MLPA,
dale provedena hybridizace MLPA proéb, jejich navazani (ligace)
a PCR amplifikace ligovanych préb. Technologie FlexMAP (Lumi-
nex) je zalozZena na pouziti pritokové cytometrie a barevné kodo-
vanych mikrosfér k rychlé identifikaci az 88 riznych vzorka
v jedné eseji. Pocty kopii MLPA préb u jednotlivych nemocnych
byly porovnany s pocty kopii u externich kontrolnich genti i zdra-
vé kontrolni populace. Déle byl stanoven pocet bunék s deleci
a vyhodnocen mozaicismus (tzn. pfitomnost dvou ¢i nékolika
bunéénych linii v organismu). Detaily metodiky prace jsou uvede-
ny na http://www.nature.com/ki.

Vysledky: Pro potreby eseje byly koncipovany MLPA préby
k zachyceni deleci/duplikaci u gentt PKD1, PKD2 a PKD1/TSC2,
vcetné prilehlych oblasti. Funkce préb, specialné téch zamérenych
na gen PKDI, byla ovéfena na souboru 18 rodin s PKD1/TSC2-
-CGS a u Sesti pacientti s intragennimi delecemi PKD1. Metodou
MLPA byly ve viech ptipadech potvrzeny delece diagnostikované
tomnosti dfive prokazané delece u probanda byla tato delece
ovéfena metodou MLPA a navic prokazan u jeho otce mozaicismus
(somaticka mozaika asi s 15 % bunék obsahujicich deleci v leuko-
cytarni DNA) - celkové obraz kompatibilni s pfedstavou mutace
de novo. S cilem odhalit frekvenci vyskytu rozsahlych mutaci genti
(zvl. delece genu) u nemocnych s PCHLAD byli vySetfeni pacien-
ti ze souboru studie CRISP. Po provedeni sekven¢ni analyzy ztista-
lo 26 rodin, u kterych nebyla zjisténa mutace, a dalSich 53 s nede-
finovanou mutaci (¢asto missense). Po vySetfeni téchto 79 pripadu
metodou MLPA byly prokazany ctyfi nové pripady rozsahlého
narudeni genu (delece PKD1/TSC2) u pacientt, u nichz nebyly
v predchozim obdobi mutace prokazany. Mozaikova delece byla
noveé prokdzana u tfi pacientt s CGS.

Diskuse: Byl vyvinuta MLPA esej umoznujici rychly screening
rozsahlych naruseni genu pacienttis PCHLAD ¢i PKD1/TSC2-CGS,
a tim vyznamné zpresnujici diagnostiku téchto onemocnéni. Pri-
nos metody u nemocnych s PCHLAD lze ocekavat zvlasté tam, kde
genovy podklad nebyl standardnimi metodami prokazan (nega-
tivni mutace). U pacientt s TS a cystickym onemocnénim ledvin
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1ze timto testem odlisit pacienty, u nichz je klinicky stav (fenotyp)
vysledkem dédi¢ného prenosu nezavislych gentit PCHLAD a TS,
od situace, kdy je fenotyp vysledkem rozsahlé delece v ramci
PKD12/TSC2-CGS.

Zatimco na podkladé celogenomovych mutacnich studii se odha-
duje vyskyt rozsdhlych deleci obecné na tirovni zhruba 8 % (HGMD,
2008), u pacientii s PCHLAD bylo doposud mozno prokdzat roz-
sahlé mutace v méné nez 3 %. Rozsdhlejsi delece byly zjistény nejen
v rodindch s genem PKDI, ale v mensi mite i u rodin s PKD2
(Velinov, 2005). Metodou MLPA se podatilo vyznamné zvysit zdchyt
téchto rozsdhlych naruseni genu na viroveri zhruba 4 % vsech pa-
cientil. Nové vyvinutd multiplexovd, na ligaci zavisld, amplifikacni
metoda (MLPA) zacala recentné dopliiovat spektrum metod stan-
dardné pouziviny k detekci rozsdhlych genovych poruch (gelové
a fluorescencni hybridizacni metody in situ). Metoda MLPA je
zaloZena na principu polymerdzové fetézové reakce (PCR) ligova-
nych sond, které jsou hybridizovdny k cilovym DNA sekvencim.
Specificita je zajisténa dvéma sondami, které hybridizuji na DNA
tésné vedle sebe a na jejichz konci je vZdy stejny pdr primerii. MLPA
byla zavedena do diagnostiky genetickych zmén u fady onemocné-
ni (TS, dédicny karcinom prsu - BRCAI aj.). Umozriuje detekci
neobvyklych kopii riznych cdsti genomu (riizné velké delece, dupli-
kace, amplifikace), zndmych mutaci a relativni kvantifikaci mRNA.
Je rovnéz schopna odhalit metylacni status regulacnich oblasti genii.
Vyhodou MLPA je rychlost vysetieni (cca dva dny), vysokd citlivost,
a relativné nizkd cena. V komentované prdci se ukdzaly nékteré
prednosti MLPA ve srovndni se standardnimi metodami. Nejen, Ze
byly potvrzeny ndlezy dfive popsanych rozsdhlych deleci u PKDI,
resp. u PKD1/TSC2-CGS, ale byly také nalezeny rozsdhlé genové
poruchy typu deleci dosud nepopsané. Vysledky naznacuji, Ze roz-
sahlé genové mutace mohou byt nalezeny u ne zcela zanedbatelné
Casti jedincii ¢i rodin s PCHLAD (~1/3) s negativnimi ndlezy pri
mutacni analyze zalozené na detekci bodovych mutaci. S ohledem
na relativné maly pocet pacientii s PCHLAD majicich rozsdhlé
intragennim delece je tfeba hodnotit vztah mezi genotypem a geno-
typickymi projevy opatrné. Zdd se viak, Ze alespori u Cdsti souboru
vySetrenych pacientii s rozsdhlymi intragennimi delecemi se klinic-
ky obraz, a zvlasté zavaznost rendlniho postizeni vyznamné nelisi-
ly od ndlezit u pacientii s jinym typem mutaci. Pozoruhodny byl
ndlez a pritkaz genového mozaicismu v jedné rodiné s PCHLAD.
Pritomnost mozaicismu u vysetrené osoby byl vazdan na ptitomnost
mutace vzniklé de novo a znamenal, Ze pouze nékteré kopie kon-
krétniho haplotypu PKD1 pteddvané potomkovi nesly mutaci PKDI,
zatimco dalsi byly normdlni. Mozaicismus miize byt zdrojem obtizi
pri spravné interpretaci vysledkii mutacni analyzy a hodnoceni
genotypu. Connor a spol. recentné popsali pripad rodiny s vyskytem
PCHLAD, jejiz jeden clen byl vysettovin metodami DNA pro po-
tencidlni ddrcovstvi ledviny (Connor, 2008). Nepiitomnost genu
pro PCHLAD, a moZnost darovat tak ledvinu bez nebezpeci poz-
déjsiho vyvoje cyst v ledvindch, bylo mozno spolehlivé vyhodnotit
pouze diky tomu, Ze byla zjisténa mutace de novo u matky s geno-
vym mozaicismem. Tato situace ilustruje moznosti potencidlniho
klinického vyuziti MLPA pfi presymptomatickém screeningu
PCHLAD a dalsich nemoci. To plati zvldsté o TS a PKD1/TSC2-CGS.
Zavérem lze uvést, Ze ziskané vysledky svédci pro to, Zze MLPA
vyznamné doplni a rozsiti spektrum metod, které Ize pouZit pri
molekuldrné biologickém vysetreni pacientii s dédicnymi nemo-
cemi, tak jak bylo ovéteno a prokdzdno na souboru nemocnych
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s PCHLAD, TS a PKD1/TSC2-SCG. Diky této metodé Ize také
ziskat nové informace o genovém podkladu téchto nemoci a jejich
patogenezi.
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