Cilené genoveé testovani za pouziti
sekvenovani nové generace upresnuje
diagnozu a lé¢bu u pacientu

s onemocnénim ledvin

Mansilla MA, Sompallae RR, Nishimura CJ, et al. Targeted broad-based genetic testing by next-generation
sequencing informs diagnosis and facilitates management in patients with kidney diseases.

Nephrol Dial Transplant 2019, Nov 18. pii: gfz173. doi: 10.1093/ndt/gfz173. [Epub ahead of print].

Rada rendlnich chorob ma genetické pozadi nebo je jed-
noznacné zpusobena mutacemi jednoho nebo vice gent.
Klinické projevy, laboratorni ndlezy, ale i zobrazovaci
metody nemuseji jasné stanovit diagndzu, protoze mani-
festace rady chorob s rliznym genetickym podkladem se
vzdjemné prekryva.

Slo o retrospektivni studii u 127 pacientil (77 muzi)
s pravdépodobnou dédi¢nou chorobou ledvin a s nejed-
nozna¢nym fenotypem. Pacienti ve véku o0-81 let (56 pa-
cientll 0-6 let, 22 pacientli 7-14 let, 26 pacientli 15-30 let,
23 pacientli nad 30 let) byli rozdéleni na zdkladé klinické
diagndzy do ¢yt Sirokych skupin - ciliopatie/tubulointer-
sticidlni choroby, CAKUT (kongenitdlni anomdlie ledvin
a mocového traktu), tubuldrni abnormality transportu
a glomerulopatie. Z glomerulopatii se nej¢astéji jednalo
o fokdlné segmentdlni glomerulosklerézu (17 pacienti)
a pravdépodobny Alporttiv syndrom (10 pacientt).

Pacienti byli analyzovdni panelem se 177 geny, jejichz
mutace se uplatiuji v patogenezi rendlnich chorob. Vari-
anty, které se vyskytuji v populaci ve vice nez 1 %, nebyly
analyzovany (polymorfismy). Touto metodou je mozno
zachytit i zmnozen{ bazi CNV (copy number variant),
které jsou pric¢inou fady chorob. U duplikované céasti
genu PKD1 (exon 1-32) bylo provddéno klasické Sange-
rovo sekvenovéni. Jako jednoznaéné patogenni varianty
byly oznaceny mutace, které podle literdrnich udajt vedly
ke zméné funkce kédovaného proteinu. Jako pravdépo-
dobné patogenni byly hodnoceny predevs$im missense
mutace vedouci ke zméné aminokyseliny v proteinu, které

byly hodnoceny Sesti predikénimi programy. Pokud do-
sahly skére vyssiho nez 4, byly hodnoceny jako mutace.
Vsechny analyzované geny mély dobré pokryti (30 a vice)
a pokryti zasahovalo do 25 bz intront k zachyceni i rady
stfihovych mutaci. Ostatni zmény byly hodnoceny jako
zmény nejasného vyznamu.

Diagnéza na podkladé mutacni analyzy byla stanovena
u 54 pacientt (43 %). Pokud byli pacienti rozdéleni dle
véku, byla mutace zjisténa u 46 % ve véku o-14 let, u 46 %
ve veku 15-30 let a u 22 % pacientt starsich 30 let. Pokud
byli pacienti rozdéleni dle diagndz, byla mutace zjisténa
u 54 % pacientt se syndromem CAKUT, u 53 % s ciliopati-
emi/tubulointersticidlni nefritidou (TIN), u 45 % pacientt
s poruchou tubuldrniho transportu a u 33 % pacientt s glo-
merulopatiemi. Podle typu mutace byly nejcastéji zachyce-
ny missense mutace - v 46 %, ve 23 % inzerce nebo delece,
v 11 % nonsense mutace a v 6 % strihové mutace; CNV
(copy number variants) byly nalezeny ve 14 % pripadu.
U 41 (76 %) pacienti genetické testovani potvrdilo prav-
dépodobnou klinickou diagnézu, ve 13 ptipadech (24 %)
byla po zjisténi vysledku mutacni analyzy klinicka dia-
gnoéza zménéna. Jednim z klinickych dopadii bylo zjisténi
mutaci v genech pro CAKUT u cystickych dysplazif ledvin.
V jednom ptipadé byla v genu EYA zjiSténa mutace, kterd
zpusobuje branchio-oto-rendlni syndrom. U pacienta pak
byla potvrzena a 1é¢ena tézkd porucha sluchu. U dal$iho
pacienta s cystickou dysplazii ledvin byla pfitomna mutace
v genu WT1 a nasledné byl zjistén Wilmstv tumor, ktery
byl v¢as odoperovan.
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Mutacni analyza panelu nefrologickych genii ukdzala, Ze ge-
neticky podklad vady rendlnich postiZeni v détském, ale i do-
spélém veku je podceriovdn. Analyza desitek suspektnich geni
vedla ve 14 9% pripadii k odlisné diagndze ve srovndni s puvodni
stanovenou klinickou diagndézou. V radé pripadi ndm nalezent
mutact upresni diagnézu onemocnént, umozni lépe predvidat
klinicky pritbéh choroby a umozn{ prenatdlni/preimplantacni
diagnostiku. I u nejcastéjsich genetickych chorob v dospélosti,
jako je autozomdIné dominantni polycystickd choroba ledvin
a Alportiv syndrom, byl diky panelu NGS (next generation
sequencing) odhalen komplexni charakter téchto chorob, kdy
mutace v dalSich genech mohou vyrazné ovlivnit klinicky prii-
bén choroby, a ovlivituji tak vyznamné intrafamilidrni varia-
bilitu onemocnéni.

Z glomerulopatif se zdd nejuzitecnéjst pousiti panelu genii
u fokdiné segmentdini glomerulosklerézy (FSGS) a Alportova
syndromu. U détskych pacientit se jednd vétsinou o geny spo-
jené s autozomdiné recesivnimi formami téZkého nefrotického
syndromu, které nereaguji na imunosupresivni lécbu. U téchto
genetickych forem nefrotického syndromu nastésti nedochdzi
po transplantaci k recidivé onemocnéni ve stépu. U dospélych
s FSGS to byvaji Casteji mirnéjst formy stran proteinurie, ale
na druhou stranu genetické formy velmi Casto progreduji do se-
Ihdnt ledvin. U dospélych byvaji mutace v genech spojenych
s autozomdiné dominantnim prenosem FSGS. U FSGS vsak
byvaji mutované dalsi geny jako pro syndvom nail-patella nebo
choroby spojené nejcastéji s trombocytopatit (choroby MYH).
Rada genii nent plné penetrantnich, a proto se v nékterych
pripadech miiZe objevit jen rendni postiZent.

K podobnym vysledkiim dospéla i Spanélskd studie pred dvéma
lety," kdy byl analyzovdn metodou NGS panel 140 genti u cystic-
kych onemocnént a glomerulopatii. KauzdIni mutace byla naleze-
na u 78 % pacientii s cystickymi onemocnénimi a u 62 9% pacien-
tit s glomerulopatiemi. Také v rdmci této studie vedla genetickd
analyza k preklasifikovdni choroby u 17 96 pacientil.

Co se tyce viastni metody panelu vybranych genit na NGS,
md jisté také své limity. Pokud je nové identifikovdn dalsi vzdcny
gen zodpovedny za nékteré onemocnént, neni moiné ho ihned
na panel pridat, ale je nutno vytvorit novy panel. Touto me-
todou nelze analyzovat duplikovanou ¢édst genu PKD1, ddle
nelze bezpecné zachytit inzerci cytosinu v genu MUC1 2odpo-
védném za autozomdlné dominantni TIN. Dalsim problémem
byvd interpretace nékterych mutact na riznych aleldch genu
nebo predevsim v riiznych genech u autozomdiné recesivnich
onemocnént. Ke stanovent kauzality mutace je nutné dovysetrit
rodice nebo potomky probanda. Nékteri autori doporucugi jako
metodu volby u nejasnych dédicnych chorob rovnou celoexomo-
vé, nebo dokonce celogenomové sekvenovdni,® které je jen o néco
ndkladnéjsi neZ panel NGS. P7i sekvenovdni DNA 3 315 pacien-
tit s chronickou rendIni insuficienct byly nalezeny patogennt
varianty u 9,3 %. Odpadd problém se zahrnutim nejnovéjsich
genil. P1i sekvenovdni vSech exomii se nedari zachytit CNV
a mutace v duplikované cdsti genu PKD1. Nejobtiznéjsi ale opét
zistdvd interpretace patogenicity vady variant, a proto v mnoha
pripadech bude nutné doplnit funként studie na virovni proteinii.

Panel NGS nefrologickych genit a jeho analyza predstavuji
u tady nefrologickych onemocnéni urcité uZiteCnou, rychlou
a relativné levnou metodu k upvesnént jejich diagnostiky.
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