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Molekularné geneticka

diagnostika X-vazané formy
Alportova syndromu
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], Torra R. Genetic testing for X-linked Alport syndrome by direct sequencing of
COL4A5 cDNA from bair root RNA samples. Am ] Kidney Dis 2007;
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Q lportv syndrom (AS) je geneticky heterogenni dédi¢né one-
ocnéni ledvin, v 80-85 % piipadi je zpuisobeno mutacemi
genu COL4A5 na chromosomu X (XLAS). Mutace v genech
COL4A3 a COL4A4 na 2. chromosomu jsou zodpovédny za
zbylé ptipady AS syndromu pfendSeného autosomdlné recesivné
nebo autosomélné dominantné.

Molekuldrné genetické metody maji v diagnostice XLAS stéle
vét§{ vyznam. U pacientd s pozitivni rodinnou anamnézou se
provédi nejdfive vazebnd analyza. V této prici byly stanoveny nové
mikrosatelitni markery, u nichZ je minimélni moznost rekombi-
nace (1,2 %), a proto se mohou vyuZit i v prenatdlni diagnostice.
Tuto metodu nepiimé diagnostiky XLAS vSak neni mozné uplatnit
u malych rodin a u sporadickych ptipadii onemocnéni. Pacienti
s negativni rodinnou anamnézou tvofi 12 % pacientd s mutacemi
genu COL4A5. P¥ima detekce mutaci z DNA z periferni krve je
velmi drahd a nédro¢nd metoda, protoze jde o velmi rozsdhly gen
(51 exonu). Senzitivita detekéni metod je 30-70 %. Je popsdno asi
300 raznych mutaci v genu COL4A5.

Mutaéni analyza v této prici byla provddéna z mRNA. Gen
COLA4AS5 je exprimovén v ledvinich, oku, uchu, kuzi, ale nenf
exprimovan v perifernich lymfocytech. Jiz dfive byla zkousena
mutacéni analyza RNA z fibroblastti kiize. Tato metoda je ale labo-
ratorné velmi néro¢nd, kultivace fibroblastl trvd tii az ¢tyfi tydny.
Proto byla zavedena metoda izolace mRNA z vlasovych kofink,
nésledovand reverzni transkripcf do cDNA a poté piimad sekvenace
pouze deseti prekryvajicich se dsekii cDNA. Zichytnost touto lev-
néj$i a relativné rychlejsi detekéni metodou byla 77 % u muzi a 71 %
u Zen. Touto technikou neni mozné zachytit rozsdhlé delece genu
u heterozygotnich Zen (sekvenuje se pouze normélni X chromosom).
Neékteré transkripty nesouci nonsense mutaci podléhaji specifické
degradaci, proto jejich zdchyt z RNA muze byt sniZzen. Na druhou
stranu je to velmi vyhodnd metoda na zdchyt vyznamnych stfiho-
vych mutaci (mutaci, které se projevi na drovni RNA).

V této studii byly nalezeny stfihové mutace ve 41 % piipadua,
zatimco v databdzi mutaci COL4A5 (Human Gene Mutation
Databéze) pouze v 17 % piipadi. Muta¢ni analyzou DNA by
polovina stfihovych mutaci v tomto souboru nebyla zastiZena.

Tato préce navrhuje jednoduchou (10 pfekryvajich se fragmentt),
rychlou (vysledky do tydne) a vykonnou (vice nez 70% zdchytnost
mutaci) metodu detekce mutaci u pacienti s XLAS. Tato metoda
je pouzitelnd i u malych rodokmenti a sporadickych ptipadu.
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Alportirv syndrom je systémové onemocnént, které se projevuge postizenim
ledvin (mikroskopickou hematurii v détstvi, obcas s epizodami makrosko-

pické hematurie), rozvojem proteinurie (Casto az nefrotickym syndromem
o drubém decennin) a ndsledné postupnou progresi rendlni insuficience.
Dypickym ndlezem ve vzorku z rendini biopsie je ztenceni a ndsledné
rozvldknéni glomeruldrnich bazdlnich membrdn zjistitelné az vysetrenim
v elektronovém mikroskopn. Prevalence onemocnénije 1 : 5 000 a pa-
cienti s AS tvori 1-2 % pacientsi v dialyzacnim programu. Az u 80 %
pacientii s AS je pritomna oboustrannd porucha sluchu (Casto hluchota).
U 40 % pacientsi json uddvdny ocni abnormity (specifickd makulopatie
a predni lenticonus vedouci k recidivujicim erozim rohovky).
Diagnéza XLAS je zalozena na pozitivni rodinné anamnéze.
U 10-15 % deéti s XLAS vznikaji vsak mutace de novo (Jais et al., 2000).
U pacientii s glomeruldrni erytrocyturii by méli byt vysetreni vZdy obledné
hematurie oba rodice a sourozenci. Avsak asi 5 % prenasecek XLAS
nemd hematurii (Jais et al., 2003). Pacienti s hematurii, suspekini rodin-
nou anamnézou (stran hematurie a event. rendniho selhdni) nebo pacien-
11 soucasné s oboustrannon poruchou sluchu by méli podstoupit kozni
a event. rendlni biopsii. Ale ani normdni imunohistochemicky ndlez
z rendlni a koZni biopsie nemiiZe jednoznacné diagnozu AS vyloucit.
Molekuldrné genetickd anabyjza AS neni v Ceské republice dostupnd.
O tuto diagnostiku projevuji zdjem predevsim prenasecky formy XLAS.
U téchio Zen nebyvd pritbéh onemocnéni tak benigni, jak se drive myslelo.
Az tretina Zen s XLAS po 60. roce véku dospéje do stadia selbdni ledvin.
K rendlni insuficienci dojde asi u 28 % pacientek mezi 19-30roky, u 31 %
mezi 31-40 roky a po 41. roce u 41 % (Jais et al., 2003). Tize pribehu
onemocnéni u heterozygotnich pacientek zdvisi na procentu inaktivace
postizeného chromosomu X (Wang et al., 2006) a na typu mutace v genu
COL4AS5. Podobné jako n muzii jsou rozsdhlé genové prestavby (prede-
vsim velké delece) a nonsense mutace vedouci ke krdtkému proteinu spo-
Jeny s tézsim pribéhem onemocnéni. Byla zjisténa az 90% pravdépodob-
nost rendlniho selhdni do 30 let véku u postiZenych muzi s rozsdhlimi
delecemi a nonsense mutacemi v genu COL4AS5. Naopak u pacientsi
s missense mutacemi nebo strthovymi mutacemsi je tato pravdépodobnost
pouze 50% (Jais et al., 2000). Byla popsdna i missense mutace v nekola-
genni doméné, kdy dochdzelo k rendlnimu selbdni w muzi az po 60. roku
véku a nebyla pritomna porucha sluchn v rodiné (Wilson et al., 2007).
Prenasecky XLAS maji vzhledem k zdvaznému klinickému pribéhu
tohoto onemocnéni velmi casto zdjem o prenatdlni, event. preimplan-
tacni diagnostiku XLAS u muzskych potomkit. Zjisténi urcité mutace
o rodiné umozni témto Zendm nejen volbu poblavi plodu (mnohé voli
radéji prerusent téhotenstvi v pripade zjisténi muzského poblavi plodu),
ale 1 moZnost zjisténi, zda muZské embryo pri preimplantacni diagnos-
tice nebo plod muzského poblavi pri prenatdini diagnostice je i neni
nositelem mutace v genu COL4AS5.
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V roce 2004 bylo v USA lé¢eno chronickou dialyza¢ni [é¢bou
téméf 336 000 pacientd, coZ predstavovalo ndklady v hodno-
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