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ABSTRAKT

V poslednich letech doSlo k vyraznému rozvoji maléke genetické diagnostiky
(DNA diagnostiky). Jsou zavédy nové metody a technologie arde$ano spektrum
genetickych sluzeb. Jelikoz vysledky genetickycktitezarodéného genomu mohou
celozivotre ovlivnit zdravi a kvalitu Zivota pacienta i jehodiny, je kladen draz na
neustalé zvysovani kvality poskytovanych diagnégtib sluzeb. Stale vice labor&to
prechazi z ,domécich metod" na kor&er diagnostické soupravy, atasto pak svévoth
modifikuji protokoly vyrobce. Proto je pro zajigi kvality genetickych testnezbytné
vSechny metody a technologiged zavedenim do rutinni diagnostické praséelre

validovat a verifikovat.

V této dizerténi praci jsem sednovala otdzce vhodnosti a vyuzitelnosti metody
High Resolution Melting (HRM) v diagnostice na z# jeji kompletni validace dle
mezinarodnich pozadawknormy nafizeni systému jakosti (ISO 15189). Potvrdili jsme
uzitetnost této metody a jeji vyhody pro mété skenovani neznamych variant i
genotypizacicastych polymorfism, a to na gikladu fiznych ged (BRCA1 MTHFR ¢i
CFTR. Zarove jsme poskytli metodické pokyny a postupy pro uskad diagnostické
implementace této technologie a um&dinejiho tspsSného vyuziti i v dalSich genetickych
laboratdich, a na fkladu validace HRM poskytli navody a model proidati dalSich

DNA diagnostickych metod.

O zvysSeni kvality poskytovanych genetickych sluisine se zasadili i v oblasti
diagnostiky cystické fibrozy (CF). Toto frekventoda monogenni onemosm je
charakterizovano velkym mnozstvim identifikovanyohtaci v genlCFTR a molekularni
heterogenitou v zavislosti na etnécirobanda, proto je znalost distribuc&#nosti mutaci
tohoto genu v kazdé populaci ddva. Molekularg genetickymi studiemi jsme zmapovali
spektrum mutaci weskych a ukrajinskych paciénts CF, nebt identifikace obou
kauzalnich mutaci podpioklinickou diagnézu, umoznifpdpowdét pribéh onemociini,
individualné stanovit I€bu, poskytnout spolehlivou prenatélni diagnostikustanovit
pienos &chto alel a rizik u dalSich rodinnychiglusniki. Vysoka populéni zachytnost
umozni zavedeni novorozeneckého skriningu, kterthledd postizené pacienty



v preklinickém stadiu. ¥asné stanoveni diagnozy a brzka aplika¢byéxiznivé ovlivni

pribéh choroby a zarowesnizi naklady na &bu.

V sowasné dob je wnovana velkd pozornost problematice neplodnostiothe
postihuje az 15% péra dochazi k jejimu nastu. Muz se na neplodnosti paru podili v
piiblizné 50% gipadi. Po vyloweni rutiné vySetovanych picin muzské neplodnosti
(nag. mutace v genu cystické fibrozy, Klinefeligrsyndrom, strukturalni abnormality Y
chromozomu, prodané zagty varlat virem piuSnic, tumor atd.) nadaleigtava mnoho
piipadi neobjaséno. Proto jsem se vramci tohoto studia zabyvalalyaou
protaminovych gein (PRM1, PRM2, neba plni s&éZzejni funkci i diferenciaci spermii a
bylo prokazano, ze mysSi haploinsuficientni pro jedeprotaminovych gen vykazuji
poruchu usptadani chromatinu, jaderné integrity a produkuji rspe abnormalni
morfologie a sniZzené pohyblivosti, které nejsou opcle oplodnit oocyt. Na
reprezentativnim souborumeckych teratozoospermickych niug normalnim pétem
spermii (simulujici fenotyp PRM-haploinsuficientmySi) a mui se sniZzenym pitem
spermii, ¥etnd souboru normozoospermickych niujako kontrol, byla provedena
mutatni analyza protaminovych geénzkoumajici vliv gipadnych mutaci na poruchu
spermiogeneze. Paidla se nalézt statisticky signifikantni asociacianeaplotypem ACC,
tvorenym temi ¢astymi polymorfismy geln PRM1/2 a koncentraci spermii a jejich
celkovym pdtem. Homozygotni no&i haplotypu ACC nili dvojnasob® vysSSi paet
spermif neZ muzi bez tohoto haplotypu (45¥%a0 x 24.2x16/ml). Je mozné, Ze spermie
nosku jiného nez ACC haplotypu nejsou Zivotaschopingodléhaji negativni selekci. Pro
uréeni klinického vyznamu tohoto zj&ti a jeho pipadného diagnostického vyuziti je

vSak poteba nalez a#tit studiemi na dalSich souborech a populacich.

Kli ¢ovéa slova:High Resolution Melting, HRM, validace, cystickéarbza,CFTRgen,

mutace, muzska neplodnost, protaminy



ABSTRACT

During the last years we have observed a rapidldewent of molecular genetic
diagnostics (DNA diagnostics). New methods and rietdgies are rapidly being
introduced and the spectrum of genetic servicegraslually extended. Since germline
genetic tests might have lifelong influence heatid quality of patient's life, all efforts
should aim at improvement of the overall quality ppbvided diagnostic services. An
increasing number of laboratories replace theirhise” developed techniques by the
commercial diagnostic assays, but they often modifignufacturer's instructions.
Therefore, it is necessary to validate and verlfyneethods and techniques before their

implementation into routine DNA diagnostics.

In this thesis | have focused on evaluation andiegtpon of High Resolution
Melting (HRM) in clinical diagnostic practice basesh its comprehensive validation,
according to the major international quality asaaeastandard ISO 15189. On the model
of selected gene8RCA1, MTHFR, CFTRwve have confirmed the high utility of HRM for
mutation scanning of unknown variants, as well asofyping of common variants.
Concurrently, we have provided a list of methodgaidelines which could be applied for
setting up HRM in other genetic laboratories amavjated a diagnostic validation strategy
for other DNA diagnostic techniques.

Furthermore, we have contributed to the higherityjuaf genetic services in the
area of diagnostics of cystic fibrosis. This comniidethreatening autosomal recessive
disease is known for a substantial number of maratiin theCFTR gene and for its
molecular heterogeneity based on the patient'sic#tyanTherefore, it is important to
analyse mutation distribution and frequency GFTR gene mutations among different
populations. In this thesis, | have presented aptehensive overview of CFTR mutations
at Czech and Ukrainian CF patients, since ideatifbmi of both causal mutations will
support a clinical diagnosis, allow clinical progi® individually assess appropriate
medical treatment, provide a reliable prenatal miiestics and determine the risk for other
family members. The high population detection natd enable implementation of CF
newborn screening, which helps to find CF patidr@fore symptom occurrence. Such an



early establishment of CF diagnosis and an immedagiplication of medical treatment
favourably influence the overall clinical outcomedareduce the costs for treatment in this

disease.

Human infertility is a serious medical and socio®amic issue since it currently
affects approximately 15% of couples and this nunstill increasing. The “male factor”
in reproductive failure accounts for 50% of all @aswhile many causes still remain
unknown. Therefore, we performed a mutation analgdi protamine gene$RM1 and
PRM32), as they play a crucial role in differentiationspermatids. It was demonstrated that
knockout (KO) of either protamine gene in mice fessin male infertility due to an
alteration in sperm chromatin assembly and nucletegrity. ThesePrml or Prm2
haploinsufficient mice produce sperm exhibiting @onal morphology, combined with
reduced motility and are thus unable to fertilireccyte. We sequenced both genes in
representative groups of German idiopathic infemptients with distinct teratozoospermia
and normal (resembling the phenotype of the KO jnazereduced sperm concentration
and in normozoospermic men as a control, in ordéntestigate the impact of protamine
gene sequence variations on spermatogenesis. e rhagaled a statistical significant
association of ACC haplotype, formed by the thremmon SNPs oPRM1/2genes, and
sperm concentration/count. Homozygous carriers @CAaplotype had a twofold higher
sperm concentration and count than men lacking thplotype (45x106/mL x
24.2x106/mL). Spermatozoa without the ACC haplotgpght not be viable or might be
subjected to negative selection. For the clinicadpact of this finding and its
implementation to the diagnostics it is necessargdnfirm results by other studies on

different cohorts and/or populations.

Key words: High Resolution Melting, HRM, validation, cystidbfiosis,CFTRgene,

mutations, male infertility, protamines
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1. UVOD

1.1 Implementace novych metod do genetické labarsitaiagnostiky na
prikladu HRM

Dosud se v klinické diagnostické praxi rutéwySetovala pouze maléast ged u
omezené skupiny znamych monogennich onegrocrRovréz spektrum vySébvanych
mutaci bylo zpravidla mensi, nezgeb vSech znamych mutaci v konkrétnim genu. To bylo
dano pedevsSim omezenou technickou kapacitou dostupnyctodmg jejich financni
nakladnosti. Z tohotoiodu bylo nutné rozvinout nové metody. S tim soupisteba
ieSit problematiku organizace prace a kontrol jdk¢skreditace podle norem ISO),
potteba stanovit obecna dopoami a pokyny pro zavédi novych molekulard

genetickych metod a jejich validaci.

Za timto @elem vznikl projekt Eurogentestl (www.eurogenteg).o ktery
v prabéhu let 2005-2010teSil harmonizaci a standardizaci genetického téstiow
Evropské unii (EU) pomoci integrace bgnych narodnich aktivit v této oblasti. Projekt
vytvoril potrebnou infrastrukturu a prastky, pokyny a procedury, kteréén zajistit
zlepSovani kvality poskytovanych genetickych slugdbU (Macek et al. 2007, Mattocks
et al. 2010). V nésledném projektu Eurogentestdode&achyceni novych trend tj.

piedevsim zavaghi sekvenovani noveé generace do klinicko-diagnkétoraxe.

1.1.1 Validace a verifikace

Vysledky genetickych testzarodéného genomu mohou ovlivnit zdravi a kvalitu
Zivota pacienta i jeho rodiny, proto pro¥ddNA diagnostiku o dostatee kvalit je
profesni povinnosti kazdé laborgo DosaZzeniéthto edpoklad naponiize zavedeni
akreditace, tj. zavedeni systému managementu %yvafibdle normy ISO 15189.
Akreditace, neboli fedni potvrzeni kompetence labotatovyZzaduje zavedeni famku do
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laboratorni dokumentace, pravidelnou udrzbu a kadib pistrojové techniky, ale

piedevsim pouzivaradre validovanych a verifikovanych metod.

Validace je potvrzeni ziskané prigstnictvim poskytnuti objektivnichtllazi, Zze
pozadavky na specifické zamysSlené pouziti nebo ifsgemu aplikaci byly splgny.
Potvrzuje, Ze rici postup/systém/vyrobek je schopen plnit poZzagavk r& kladené.
Jinak fe¢eno, Ze Urove méieni je dostatnd, postupy reni korektni a sradre

provedenou kalibraci.

Rozsah a hloubka validace musi vZzdy odpovidatepdtziskat dostatek udajk
rozhodnuti, zda je metoda technologie skui@¢ vhodna pro zamyslenyceél. Validace
novych technologii by #a byt provedenaipd jejich zavedenim do laboratorniho provozu
v Sirokém ngfitku, a to nejlépe na vicero pracovistich v rammi. tmezilaboratorni
validani studie. Ddraz by n&l byt kladen na podrobné prozkoumani kritickychgmaetii

a limitaci metody i na identifikaci moznych zdrapterference.

Metody validované vyrobcem disponujici Zeaim CE vyZzaduji nizSi rozsah
validace nez metody typu ,in-house” vyvinuté sanootdaboratéi a v takovém fipact
provadime pouze verifikaci, tj. &eni, Ze mifici postup/systém/vyrobek je ve skosl
hodnotami deklarovanymi vyrobcem a je hankeni v konkrétni laborat@ Prednetem
verifikace je tedy schopnost realizovatiioi proces v konkrétni laboratoy danéméase a

prostoru.

Molekularre genetické testy séadi do kategorie testkvalitativnich, jejichz
diagnosticka pesnost je charakterizovana édva komponentami: 1/ senzitivitou -
pravdEpodobnost pozitivniho vysledku testu #gack pritomnosti hledané varianty
testovaného znaku, je vyjavana jako por mezi spravnou pozitivito(iTrue Positivity
TP) a soudtem spravné pozitivity a faleSné negativiffralse Negativity FN) tj.
TP/(TP+FN) a 2/ specificitou - prayplodobnost negativniho vysledku testuiippd
nepgitomnosti hledané varianty testovaného znaku, jmdigvana jako powr mezi
spravnou negativitou Tfue Negativity TN)a sowdtem spravné negativity a faleSné
positivity (False Positivity FB, tj. TN/(TN+FP). DalSi doportované validani parametry
jsou: 1/ opakovatelnost - preciznostieni stanovena opakovanimgi@ni za totoznych

podminek v kratkénmlasovém useku (stejny postup, stejny obsluzny pétssiejny néfici
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systém, stejné pracovni podminky a stejné mistb)e@rodukovatelnost - preciznost
meéteni v ramci iiznych sériici mezi iznymi laboratéemi v tiznémcase, 3/ robustnost -
schopnost metody poskytovatijatelné vysledky réeni i v @ipadt, Ze dojde k malym
odchylkam od réficiho postupwi sloZzeni vzorku (nap typ izolace DNA, koncentrace
DNA v reakci, zn¢na patu cykla pti amplifikaci atd.).

1.1.2 High Resolution Melting

Ackoliv je Sangerovo sekvenovani stale povazovanazlasy* standard pro zachyt
neznamych mutaci, je geba vyvijet nové metody, které by redukovaly ndkladasovou
narainost jednotlivych vySéeni. Existuje velké mnozZstvi metod, které jsou zafy na
béZzném laboratornim vybaveni bez nutnosti nakladn&teini investice, které zachyti
zmeény Vv nukleotidové sekvenci DNA a identifikuji takblast, ve kterém se mutace
nachazi¢imz se minimalizuje pé¢ba sekvenace. Jsou to Hilad SSCP (single-strand
conformation polymorphism analysis) (Orita et &8%), DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis) (Lerman and Silverstein 1987), EG@mperature gradient capillary
electrophoresis) (Li et al. 2002a), TTGE (tempdesmhperature gradient electrophoresis),
dHPLC (denaturing high performance liquid chromsaaply) (Xiao and Oefner 2001),
HA (heteroduplex analysis) (Highsmith et al. 1998)d. Dosud bezkonkureni
alternativou na poli detekce mutaci se vSak zdarpsokorozliSovaci analyzaikek tani
(High Resolution Melting, HRM) (Wittwer et al. 200Brali et al. 2008), ktera umidje
vysoce vykonné mutai skenovani jednonukleotidovych variant (SNPsglsimukleotide
polymorphisms) i menSich deleci a inzerci (Whitale2006), genotypizaci (Norambuena
et al. 2009¥%i metylaéni analyzu (Wojdacz and Dobrovic 2007).

Princip této metody sgdva v analyze kvek tani s vysokym rozliSenim. DNA se
za postupé se zvysujici teplotyiemenuje z dvotiettzcové molekuly na jedietzcovou,
kdy piitomnost mutace v heterozygotni farm sekvenci DNA ma za néasledek vyskyt
nekomplementarnich bazi, tj. takova molekula je énstabilni a denaturujefipnizsi
teplog. Postupnym tanim dvéettzcové DNA se uvaluje fluoresceéni barvivo, jehoz

intenzita je snimana a zaznamendistpjem s citlivym fluoresce&mim detektorem.
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Vysledkem je tzv. kivka tani (Obr. 1), kter4 popisuje zavislost infgnfluorescence na
teplot. Tato Kivka se sklada zadchcasti. Z tzv. pre-melt faze, kdy je v reakgitpmna
DNA pouze ve dvotettzcové fornd (dsDNA) a intenzita fluorescence je nejvyssi.
Postupnym zvySovanim teploty dochazi k denatur&oui@ttzcovych molekul, coz se
projevi prudkym poklesem intenzity fluorescencetoTi@ze se nazyva melt faze, tj. faze
tani. Inflexni bod kvky je ozn&ovan jako Tm (teplota tani, melting temperature).
Posledni faze, oztavana jako post-melt, je charakteristick&itgmnosti pouze

jednaetzcovych molekul DNA (ssDNA) a tedy minimalni flusenci.

Obr. 1 K¥ivka tani
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HRM vyuzZiva principu analyzy heteroduptexPo amplifikaci heterozygotniho
vzorku, ktery nese dv alely téhoz genu liSici se v jediné bazi, se pdevéepelna
denaturace s naslednou reasociaci jednotlivgthaci. Vzniknou taketyii raizné produkty:
dva homoduplexy vykazujici klasické Watson-Crick@a&sovani bazi a dva heteroduplexy
s ,mismatch“ parovanim bazi. VSechatyti duplexy maji odlisné fyzikalni vlastnosti,
zejména se lisi v teplgt pii niz dvouettzce disociuji (tj. ,taji). Vzorek se standardni
~wildtype“ sekvenci¢i s mutaci v homozygotni formbude vytvéet pouze jeden typ
homoduplex, kde vSechny baze budou parovat. Po HRM analyzie kazdy duplex
produkovat charakteristicky diso¢id profil, tj. kiivku tani. Ritomnost heterodupléx

v reakci se projevi snizenim Tm a&rou tvaru kivky tani. Naproti tomu vzorek s mutaci
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v homozygotni forra se projevi pouze posunem Tm opradivke standardni. Tyto zény

jsou malé, ale pomoci HRMigtroja mohou byt spolehliw zachyceny (Reed and Wittwer
2004).

HRM spaiva v gipraw PCR v gitomnosti specialniho fluoresasariho barviva,
které je pl& saturg&ni. Tim se redukuje redistribuce barvivthem denaturace a zachyti se
zmeény intenzity fluorescence s vysokym rozliSenim. dl'ybarviva Ize pouZivat
v koncentracich dostate® vysokych pro kompletni saturaci vSech dtekkzcovych
molekul, aniz by to inhibovalo amplifikaci (Wittwet al. 2003) (Obr. 2).

Obr. 2 Saturaéni model fluorescerniho barviva pouzivaného i HRM

Nesaturacuni fluorescencni harvicka Satmracni flourescencni barvicka nové
generace

Melting

s .ﬂm',.

Molekuly barvicky pireskakuji a

redistribuji se do nedenaturovanych Molekuly barvicky se uvolimji z
oblasti denaturovanych oblasti DNA
ZAadni zména fluorescencéniho signaln pokles flnorescencniho signalu

White et al. 2006

HRM piedstavuje rychlou, technicky i fin&m nenérgénou, gFesto vysoce
vykonnou senzitivni metodu (Er and Chang 2012).adyfe pouze pouziti standardnich
PCR reagenci, specialni dsDNA vazajiciho fluorestédim barviva a fistroje
umoziujiciho HRM. Jedna se o metodu v ,ugavé zkumavce”, tj. amplifikace i samotna
analyza jsou provedeny ve stejné zkumavce bezipptdalsi post-PCR manipulace, coz
vyrazré snizuje riziko kontaminace (Gundry et al. 2003gnNteba ani sepatai krok,
ktery vyzaduji ostatni skenovaci metody, coz seiZapovou narénost analyzy. Metoda
je nedestruktivni, PCR produkty je mozné po HRMIprenasled#é pouzit na sekvekai
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analyzu. Srovnavacich studie potvrdily stejnou neyEsi senzitivitu HRM v porovnani se

souwasre pouzivanymi skenovacimi metodami (Chou et al. 200bite et al. 2006).

HRM je vysoce senzitivni metoda, kterd unnge detekovat i jednonukleotidové
zmeny. Rizné SNPs vSak ovliwji teplotu tani (Tm) s rozdilnou intenzitou, prdigly
definovanyctyii tiidy SNPs. Nejsnaze Ize detekovat 1. SHeut tj. substituce C>T a
G>A, které zjisobuji nej¢tSi zménu Tm — az 0,5°C. V lidském genomu se tytoéayn
vyskytuji nefasgji (64 %). Nejhire se detekuji substituce A>T, kteréugpbuji velmi
malou znénu Tm — méa jak 0,2°C. Nasisti jsou tyto substituce vzacné, vyskytuji se jen
v 7 % pipadi (Venter et al. 2001).

Byl prokdzan vliv délky amplikonu na senzitivitu specificitu metody, kdy
nejvhodrgjsi pro HRM jsou produkty do 400 bp. V produktecléSi délce jsou zemy
v profilu tani zgisobené fitomnosti mutaci mensi, coz vede k faleSné netmatavike
snizeni detadni citlivosti metody. Zarovievysledky naznély, Ze neni prokazatelny vztah
mezi pozici SNP v amplikonu a detek citlivosti (Reed and Wittwer 2004). JelikoZz Tm
amplikonu se odviji také od iontového slozeni tadlsnesi, je velice dlezité izolovat
DNA stejnym extraknim zpisobem (Liew et al. 2004). DNA vzorkyizného st a
izolované rozlinym zpisobem se dopotuji precistit a rozpustit ve stejném pufru.
Hodnotu Tm ovliviuje i koncentrace DNA, proto jeakbzité pouzit do vychozi reakce
vzorky DNA o shodnych koncentracich. Vyhodou je itamovani pfibchu amplifikace
pomoci real-time PCR (RT-PCR), jen tak je mozn&ijssit, Ze vSechny vzorky dosahly
faze plateau a Ze v analyzovanych vzorcich je &tepmozstvi DNA bez ohledu na
pocateini koncentraci v reakci. Stejriak by nela byt dodrzena uniformita mezi vzorky i
v dalSich srérech. Je nezbytné, abyeiyn vzorky naprosto shodny objem a aby obsahovaly
stejnou koncentraci fluoresaariho barviva. Disocini chovani DNA niZe byt ovlivrieno
i solemi, proto musi byt v reakcichifpmné stejné mnozstvi pufru i MgCPro robustni a
reprodukovatelnou HRM je také nezbytné spravné Zmmir primed, kritickym
parametrem je i optimalizace PCREitBmnost primer dimér nékterych sekvetnich
motiva (nag.vlasenek) a jinych sekundarnich struktur, nespmbgith produkd, oblasti

s vyraz® nizkym ¢i naopak vysokym obsahem bazi G a C a sekvencalsugpimi se
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motivy vyrazré ovliviiuje kKivku tani a vede k falegnpozitivnim vysledkm (Erali and
Wittwer 2010).

HRM umoziuje, vyjma mutani skenovani, kdy je nezbytné pozitivni zachyt
sekvenovat, i genotypizaci znamych mutaci a polfisrafi, & uz metodou malych
amplikomi (Liew et al. 2004Xi s vyuZzitim nezn&nych prob (Zhou et al. 2004). Oproti
béZnym genotypizénim metodam ma HRMadu vyhod - obejde se bez famiiy
fluorescern¢ znaenych prob, nevyzaduje monitorovani amplifikace poimRT-PCR a
pomoci jedné proby fite byt detekovano i vice alel (Zhou et al. 2004¢n@ypizace
metodou malych amplikdn vyuziva poznatku, Zz&m kratSi je testovany amplikon, tim

viv s

50 bp umozni zkraceni amplifikaich¢agi a urychli analyzu (Liew et al. 2004).

Mnoho publikaci dokumentovalo Gggy HRM. Herrmann et al. (2006) provedli
srovnavaci studii za pouzithanych HRM gistroja a fluoresceénich barviv. White et al.
(2006) ve své studii hodnotili senzitivitu a spaxifi téi pristroja pouzivanych pro HRM.
Chou et al. (2005) provedli srovnani detekcitlivosti HRM s dHPLC. Wittwer et al.
(2003), Liew et al. (2004), Reed and Wittwer (2Q@hou et al. (2004), Graham et al.
(2005), Willmore-Payne et al. (2005), Dufresne kt(2006), Margraf et al. (2006),
Montgomery et al. (2007), Gundry et al. (2008), Pambt et al. (2008¢i Grievink and
Stowell (2008) popsali narixladu riznych ged UsgSné pouZziti HRM pro mutai
skenovanki genotypizaci. Zhou et al. (2005) jako prvni pdps@ozné paralelni mutai
skenovani a genotypizaci v jedné reakci, kterénmiréné pouzitim asymetrické PCR.
Poner primer 1:5 az 1:10 v reakci umozni dostatg vznik dvoudetzcovych produkt

pro skenovani i dostateé mnozstvi jednetzcovych produkt pro nasednuti prob.

Zadna z publikaci se v3ak nezabyva tématikou vediddRM a jeji implementace
do diagnostické praxe dle pozadavkoremtizeni kvality (ISO 15189), proto jsme se
vénovali této problematice vramci evropského prajekEuroGentest. Problematika
validace HRM byla na naSem pracovisti dale rozdj@a modelu genotypizace mutaci
C.677 C>T (rs1801133: C>T; p.A222V) a ¢.1298 A>€1801131: A>C; p.E429A) v genu
pro methylentetrahydrofolatreduktazMTHFR) a na pikladu mut&niho skenovani

vybranych exoft genuCFTRu cystické fibrozy.
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1.2 Poruchy plodnosti

V poslednich desetiletich dochazi kisiu pd&tu pah s poruchami plodnosti. Tyto
poruchy jsou S§tovou zdravotnickou organizaci (WHO) definovany gaktav, kdy
nedojde k athotreni za 12 misial nechragného pohlavniho styku (Zegers-Hochschild et
al. 2009). Udava se, Ze pomoc pro poruchu plodmvysiieda 15 % pdr(De Kretser and
Baker 1999), kdy seipdpokladé pblizné stejny podil Zenského a muzského faktoru na

v

1.2.1 Rrehled @i¢in poruch plodnosti

Tyto priciny Ize rozélit do trech z&kladnich kategorii: negenetické, genetické a

idiopatické.

U negenetickych iiXin je neplodnost zisobena fyziologickou, anatomickou,
endokrinni, hematologickodi imunologickou poruchou, infekci nebo psychosatial
z&eZi (Ulcova-Gallova et al. 2002, Wischmann et aloOR0Walker 2000). U Zen mezi
nejdilezitejSi faktory ovliviwujici fertilitu pati vek, jenz se odrazi na zdravotnim stavu
ovarii, oocyl a uteru. Uplatuji se i negativni vlivy progedi, jako nafiklad kontaminace
tézkymi kovy, vliv radiace, alkoholu a drog (Li et.a2002b). | u mui hraje ¥k
vyznamnou roli, kdy velké mnozstvi bximych dleni @i vzniku spermatogonii poskytuje
prostor pro mozné chyby v replikaci a potomci inmad 45 let mohou byt vice ohrozeni
autozomala dominantnimi poruchami widledku de novomutaci, nap achondroplazii
(Kuhnert and Nieschlag 2004). Negativni dopady walitu ejakulatu a tudiz muzskou
fertilitu ma i zvySeny vyskyt umych estrogefi nebo estrogenm podobnych latek

v Zivotnim prostedi a kkteré virové infekce (nappriusnice).
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Z genetickych fi¢in, které mohou zjsobit neschopnosti &totnét, jsou to
piedevsim numerické a strukturalni odchylky gonoipostrukturalni aberace autozam

odchylky na drovni geh tj. mutace.

Spravna diferenciace pohlavi, kterd je determinavé@a zaklad pohlavnich
chromozond (X, Y), je zakladnim krokem k dosaZeni fertilitylezi negasegjSi priciny
aberantni determinace pohlavi fipabtumerické odchylky gonozam Ty jsou porgrné
casté, kdy mozaiky chromozomu X (45X/46XX, patoldgiclinie do 10% vSech
hodnocenych butk) byva nefastjSim cytogenetickym nélezem fip vySetovani
infertilnich paft. Monozomie X (45,X), tj. Turnéwv syndrom, jenZ je jedina monozomie
slwitelnd se Zzivotem, je vSak daleko vz&én protoze 99% postizenych plode
spontana potraceno. Pro fenotyp divek s Turnerovym syndromje typickd kozni
duplikatura v oblasti krku, nizk& hranice Wlasmala postava a opo&we pohlavni
vyzravani. Inteligence je normalni, pacientky jsmhopné plnohodnotného Zivota, avsak
z divodu ovarialni dysgeneze jsou neplodné. | syndraffXX¥X patii mezi klinicky
vyznamné ficiny poruch fertility. Zeny s trizomii X nebyvaji fietypicky abnormalni a
jejich funkéni gonady produkuji gamety, ty vSak ve zvySenéemmiesou nadgetny ci
naopak chygici chromozom X, coz vede ke vzniku chromozomahkbnormalniho
potomstva a k opakovanym spontannim pétratNadp@etny chromozom X v hikach
s chromozomem Y vede Kk vyvoji chlapce postizenéhinefelterovym syndromem
(47,XXY). Ti obvykle byvaji vysoci, hubeni, sop&hgm pohlavnim dozravanim a
neplodni, nebd se jim v gonadach nevytkiazddné spermie. Kazdy dalSi nadgmy
chromozom X zpsobuje snizeni intelektu, zhorSeni dysmorfickyclakina vyvoje

sekundarnich pohlavnich zniak

Strukturni abnormality pohlavnich chromozibrjsou vzacgjsi, avSak vSechny
aberace vedouci k jejich imbalancirédevSim delece) ohroZzuji fertilitu, nebgsou
zasazeny lezité oblasti nesouci geny, které sgnw podileji na tvor® gonad v muzskou
¢i zenskou pohlavni Zlazu a na jeji schopnosttit\gamety. U Zen je n&psEji nalézan
izochromozom dlouhého raménka X, kdy je dlouhé rdcaé&uplikované, zatimco kratké
chybi. Pacientka je postiZzena sterilitoutsl@dku parcialni monozomie kratkého raménka

tohoto chromozomu. Parcialni trizomie dlouhého nakaéchromozomu X se nevyznge
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abnormalnim fenotypem a gametogenezi tak netwjéez U mui byva fertilita negativé
ovlivnéna delecemi genu SRY (,sex determining region orormimsome Y*, tj. oblasti
uréujici pohlavi na chromozomu Y), kdy mutace neb@celtohoto genu vedou ke zvratu
muzského pohlavi na Zenské. SRY je exprimovan ijoogch buikach nediferencované
gonady a aktivuje expresi genu SOX9 (,SRY [sex meteing region Y]-box 9), ktery
umozni diferenciaciéchto burk v Sertoliho biiky. Tyto buiky plni fadu dilezitych
funkci: a/ indukuji diferenciaci primordialnich pé@lenych burtk ve spermatogonie, b/
produkuji AMH (anti-mallericky hormon), ktery inhifle tvorbu Miullerova vyvodu a tak
zamezuje vyvoji dohy a vajénikt, ¢/ indukuji diferenciaci Leydigovych begik, které
produkuji androgeny (tj. testosteron), jenz prdictvim androgenniho receptoru (AR)
casténg tidi sestup varlete a jsou tak pladpowdné za maskulinizaci zevniho genitalu.
Mutaceci delece genu SOX9 tedy vedou u jedirsckaryotypem 46,XY k vyvoji Zenského
pohlavi, naopak ffitomnosttohoto genu u jediric s karyotypem 46,XX zjsobi zvrat
v muzské pohlavi. Mutace v genu pro AR (lokalizodam na X chromozomu) apobuji
syndrom necitlivosti k androgém, tj. testikularni feminizaci. Jedifwm s chromozomalni
konstituci XY se vyvine Zensky zevni genitdlegtoZze maji varlata a produkuji testosteron.
Zéaroven varlata produkuji AMH, dikyemu?z tito jedinci nemajidbhu. Zvlastni znak je
chybgjici pubické a axilarni ochlupeni, jehoz vyvoj gké zavisly na androgenech. Také
delece jinychc¢asti chromozomu Y ffou byt gicinou muzské neplodnosti. Jsou to
oblasti dilezité pro spravnou tvorbu spermii, ozo@ané jako azoospermické faktory
AZFa, AZFb, AZFc (Poongothai et al. 2009).

Pricinou poruch reprodukce mohou byt i strukturni aberautozora. Ty byvaji
balancované, tj. geneticky material je \ikach gitomen v neznéném mnozstvi, avSak
je odlisr¢ uspdadan. Tyto pestavby nemaji zadny fenotypicky dopad, znamerggk v
riziko pro dalSi generaci ziodu vytv&eni nebalancovanych gamet a zvySuji riziko

opakovanych spontannich pofraintrauterinnich amrti atd.

Vyznamnou roli ve vzniku neplodnosti hraji i &ny na Grovni gein, nag. mutace
gemi hormonalni osy ,hypotalamus-hypofyza-gonada-zevpiohlavni  Ustroji“.
Gonadotropiny uvalujici hormon (gonadotropin-releasing hormon, GnRk)dukovany

hypotalamem reguluje uwv@dvani hypofyzarnich hormdén — gonadotropi, nag.
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folikulostimulatniho (FSH) a luteinizaniho hormonu (LH). Tyto hormony maijiilézitou
roli ve stimulaci gonad, sekreci steroidnich horfh@estroge u Zen, testosteronu u
muzi) a produkci gamet (Ciccone and Kaiser 2009). MutatH jsou vzacné (Achard et
al. 2009) a dosud bylo popséno jetkaolik malo mutaci vp podjednotce LH asociovanych
s infertilitou (Weiss et al. 1992, Ramanujam etl809, Valdes-Socin et al. 2004, Lofrano-
Porto et al. 2007, Valdes-Socin et al. 2009, Madtaal. 2010). Také variantrji
podjednotka (v-LH), liSici se od klasické alelytijpomnosti dvou jednonukleotidovych
zanen ve druhém exonu genu pro BHepasobujici zamnu Trp8Arg a llel5Thr, byla
¢astji nalézana u neplodnych Zen (Takahashi et al. 198Rahashi et al. 2004, Du et al.
2012) a u Zen s ovwaimi poruchami (Ramanujam et al. 1999). U chiajectato alela
spojovana s pomalejSim tempem pubertalniho vyvieg@vio et al. 1996). S poruchami
plodnosti byly asociovany i mutace v genech proaglatropinové receptory - FSHR
(Simoni et al. 1999, Ahda et al. 2005) a LHR, kddiva¢ni mutace LHR vedou
k predtasné pubettu chlapd (Nagasaki et al. 2010), inaktié@ mutace maji za nasledek
muzsky pseudohermafroditismdsmikropenis (Latronico et al. 1996, Qiao et al02)
Polymorfismus Ser312Asn (z&ma A/G v pozici 935 v 10. exonu genu LHR) je spéjov
s poruchou spermatogeneze u chiag&imoni et al. 2008). Gen pro LHR je také
povaZzovan za kandidatni gen asociovanyestiasnym ovarialnim selhanim (Knauff et al.
2009).

vvvvv

98% nemocnych muiZ projevuje obstrudni azoospermii. Ta je Apobena agenezi
chamovod, v disledku¢ehoz je znemozm prichod spermii z epididymis do ejakétéch
vyvodi (Denning et al. 1968, Ferlin et al. 2007). Cysiidkbroza je dale podrobj

rozebrana v kapitole 1.2.4.

Koneng, nejen mutace ve vySe uvedenych genech mohou kvegiroduknim
nedsgchim, uplatiuji se i mechanismy imprintingu, kdy metylace DNKuje, zda je
dany embryonalni gen exprimovan z maternéalnfhpaternalniho genomu a metyta
profil je tak nezbytny pro spravny vyvoj zarodkur{gry and Carrell 2006, Kobayashi et
al. 2007). Dalsi z faktdr muzské infertility nize byt i aberantni mitochondrialni DNA,
kterda mize zmisobovat problémy s motilitou spermii (Piasecka dfmviak 2003),
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abnormalni zkraceni telomer (Zalenskaya and Zale6l02, Hemann et al. 200%)
poruchy v kompaktaci jaderné DNA spermii (Venkateshl. 2011), které jsou podrafjin
probrany v kapitole 1.2.3.

S ohledem na sloZitost proéesogeneze a spermatogeneze a velkého mnoZstvi
geni, které se zde upkatji (Obr. 3, Obr. 4) (Matzuk and Lamb 2008), je Ipogitelné, Ze i
pies aktivni snahu poslednich let identifikovat v¥gclpiciny neplodnosti, stale velké

procento pipadi zistdva neobjasmo (Nuti and Krausz 2008).

Obr. 3 Piehled ger uplatiiujicich se i oogenezi
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Obr. 4 Prehled genii uplatiujicich se i spermatogenezi
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Poskd Morph, fertilization) Hyperactivated motility
Bub1 Vdac3 oT Affd Mot Sperm, zona and
Clgn Fhis Agipbpt  Apob egg penetration
Csnk2a2  Count Gmelt Bbs2 Adeyd - \
Dnahc1 Adamis2  Nphpt Bbs4 Adcy10 Flir Pold4 Tetikd Bdgaitl Piwil1
Egr4 Arid4 Prkarta Ca59b Akap4 Gapdhs Prkaca Tetkd Cadm1 Flcb1
Inpp5b Ahr Cds1 Agiobp?!  Gm101 Prikarta Tekt18 Camicd Plod4
Jund Apob OAT Csnk2a2  Atpab4 inppsb Ros1 Tgib1 Cib1 Prnd
Kihi10 Cenpb Apob Gba2z Bbs1 Ldhe Sint1 Theg Cpbe1 Pyri2
Pebp1 Gamt Brat Gope Bbs4 Lrp8 Sfc9a10  Vdac3 Crem Rasip1
Prm1 Gdit Cadm1 Gmio1 CatSpert  Mihfr Smcp Crisp Rbmxi2
Prm2 Hspad/| Cnot? Hrb CatSper2  Nsun? Spagh Fer. Fndc3a Spam1
Rbmxi2 Pacrg Cstf2t Hook 1 CatSper3  Pcsk4 Sultle1 Acr HexbB
Rxrb P2rxi Gmelt 12rn CatSperd  Pla2g4c Taido1 Ace Mfged Wipfa
Ros1 Rxfp1 Jam3 Sepp Cd59b Pgs1 Tof21 Adam2 Mmelt Zpbp
Spnr Sh2b1 Polg Septd Cga Pitp Tekt2 Adam3 Pgap1
Acvrza Cpe Fanel H3f3a Lhb
Adoral Crtel Fgfa HexbB Lhegr
Aire Crybb2 Fibp4 Hoxa10 Limk2 Oth
Amh Csff Fos Hoxail  Lipe _\MJther
Amhr2 Cst2 Foxa3 Hnfia Lrp8 fertility defects
Ar Cux1 Fmr1 Immp2f Mark2
Atfa Cypital Fshb inha Modr
Bel2lt Ddr2 Fshr insi3 Mimr2
Biimp1 Dher24 Gaf7 Igf1 Nanos2
Bmp4 Ddr2 Gdit Insr Nanos3 Nr2eC2 Piga Rxfp2 Sh2b1 Ube3a
Bmp8a Ddx4 Ggt1 Kiss 1r Neoat Nrsat Poulft Sbft Sp4 Utp1db
Bmp8b Dmrt1 Ghr Kiss Ncoat Neoal Prop1 Serpine2  Star Var
Cend2 Egrt Glat Kit Nhihz Otx1 P2rx1 Smad1 Stat3 Vhih
Cdkn2d Emx2 Glpi Kitll Nhihz Oxt Peytib Smad5 Strpb Wni7a
Cdlkn1b Esr2 Grrh Lep Nmp4 Oxtr Rad23b Sprm1 Tafdb witt
Cadknic Fanca Gnrhs Lepr Nos 1 Pax8 Rara Sox3 Tert Zix
Cenpb Fance Gnrhrt Ling Nped Ppmid Rxrb Stai3 Tialt Zbth16
Cga Fancg Gpréd Lgrd Nrob1 Pram 1 Aecs Scle19a2  Topdb

Matzuk and Lamb 2008



1.2.2 Spermatogeneze a hodnoceni spermiogramu

Spermatogeneze je slozity a vysoce specializovawges, jehoZz podstatou je
transformace nediferencovanych pohlavnich ¢kufspermatogonii) ve zralé pohlavni
buiky (spermie). Z&na v pubeit a za dostatmé stimulace pohlavnimi hormony

(zejména testosteronem) probiha po cely Zivot muze.

Tvorba muzskych pohlavnich btk probiha za podpory Sertoliho hikn v
semenotvornych kanalcich varlete mint@&bi dutinu,¢imz se docili o 2-3°C niZSi teploty,
ktera je patebna pro spravny pbéh tohoto procesu. Spermie nevznikaji v celém wvarlet
naraz, ale ve vinach wiznych castech semenotvornych kanéllprobihaji tizné faze

vyvoje (Obr. 5). Cely proces trvéiplizné 72 dni (x 2 dny).

Tvorba spermii méiit faze: rozmnoZzovaci,istovou a zrani. Na patku vyvoje
spermii jsou spermatogonie (kmenovéilky), které Zistavaji v semenotvorném kanalku
jedince po cely Zivot. Mitoticky se¢ll a vznikaji primarni spermatocyty (spermatocyty
. fAdu). Ty jsou diploidni, avSak po prvnim meiotickéateni z nich vznikaji haploidni
sekundarni spermatocyty (spermatocytydtu). Ty maji stédle zdvojené chromatidy, proto
zahy dochazi k druhému meiotickémtleshi, jehoz produktem jsou haploidni spermatidy.
Po celou dobu ustavaji vyvijejici se pohlavni Bky navzdjem propojené
cytoplazmatickymi mstky, coz umoiuje synchronizaci vyvoje vzdy jedné populace
pohlavnich bu&k. Spermatidy poté prochazi procesem spermiogetjepestupné Upravy
haploidni spermatidy na morfologicky zralou spernpmii které dochazi k maximalni
kondenzaci chromatinu diky nahegatistoni za protaminy (viz. kapitola 1.2.3).¢Bem
tohoto procesu lze rozeznati tvyvojové kategorie spermatidtasné spermatidy
s kruhovym jadrem, spermatidy s protahlym jadremzmalé spermatidy s jadrem
kondenzovanym (Dadoune 1995). Vyitvee béik, kde centriola funguje jako templat pro
jeho tvorbu. V jeho bazi se koncentruji mitochoadrivytvéi tzv. mitochondrialni spiralu.
Splynutim cisteren Golgiho aparatu vznikne akrozanspermie se zbavi nadbymé
cytoplazmy, kterou odvrhuje ve foemrezidualnich dlisek, ktera jsou fagocytovana
Sertoliho bakami.
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Spermie po dokafeni spermiogeneze je sice morfologicky zrala §pada jako

Lfinalni* spermie), nicmé& neni schopna rozpoznat, navazat se a oplodnivagéko.

Tyto schopnosti ziskava az v dalSich mataieh procesech v nadvarleti. Dochazi zde ke

zménam ve slozeni a strukf cytoplazmatické membrany, ktera je obohacena o

cholesterol a dalSi proteiny. Upravuje se také twaobsah akrozomu. Nakonec jsou

spermie skladovany v koncov@sti nadvarlete (,cauda epididymis®) do doby, nsdu;

ejakulovany.

Obr. 5 Spermatogeneze
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http://cikgurozaini.blogspot.cz/2011/06/spermataggsrand-oogenesis.html
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Moderni metody l&y poruch plodnosti umagji G¢inné pomoci v pevazné
vétsSing pripadi, podminkou je vSak spravna diagndza. Viigsdatmuzské plodnosti vychazi
vzdy z provedeni spermiogramu, tj. analyzy ejakuldt hlediska vySébvaciho algoritmu

se jednd o zcela prvotni vyBati u muzské neplodnosti.

Sperma se odebird po dvoudenni pohlavni abstir{de§i abstinence nez 3 dny
neni zadouci) ip peclivém dodrzeni hygieny. KratSi odstup ote@chozi ejakulace e
snizit objem ejakulatu a koncentraci spermii.d@lSi abstinenci e byt snizena motilita.
Odbér je proveden do specialni jednorazové sterilni ob&g na andrologickych

pracovistich.

Mezi zakladni parametry vy§ehi spermatu pétvySeteni stanoveni objemu, pH,
zkapalrgni, dale pak p&tu spermii, jejich pohyblivosti (podil pohyblivyeteépohyblivych
spermii, charakter jejich pohybu) a morfologie (phapermii které maji spravny/Spatny
tvar). V ramci roz§enych vysdeni lze zji§ovat stupé posSkozeni DNA ve spermiich

(stupea fragmentace chromatinu) a podil nezralych spermii.

Ke stanoveni objemu ejakulatu je optimalni pouaitywnebo sérologickou pipetu,
ktera je kalibrovana po 0,1 ml. Ke stanoveni kotreee spermii (p&et spermii na

mililitr) se pouzivaji specialni @itaci koniirky pro vySeteni spermatu.

Zkapalréni je pirozena zmina konzistence spermatu z polotekuté na tekutou. V
gelovité matrix nejsou spermie schopny roviamé distribuce, odebrané vzorky proto
maji rozdilné parametry. Teprve po Uplném zkapdlnse spermie uvolni a jejich
rozptyleni se stane rovnémgjSi. Porucha zkapatni z€Zuje spolehlivost vySsni.
Cerstvy ejakulat je charakterizovaritpmnosti koagula, které je temo sekretem
semennych wkia. Jeho zkapabni je vysledkem fsobeni prostatickych enzym
Nepritomnost koagula fZe byt znamkou absence semennyatkivaPorucha zkapadmi
muze byt projevem deficitu prostatickych enzynViskozita ejakulatu se hodnoti po jeho
zkapalrni jako schopnost tvi kapky na Spice pipety. Pokud se t¥iodrobné kapky a
volné padaji, je viskozita normalni. Pokud se kapky oitwebo sperma nelze do pipety

natahnout, viskozita je zvySena.
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Pohyblivost spermii iize byt ovliviena mnoha faktory detrg véku pacienta, jeho
zdravotniho stavu, doby od posledni ejakulace, xkpgacienta vligm zevniho progedi
jako je horko nebo toxické latky, dale metody é&dba zmisobu zachazeni se vzorkem
v doké od odkru do vySeteni. VySetuje se systematicky minima&n200 spermii v
alespa 5 zornych poli mikroskopu a stanovi se kategoraility: a/ rychly progresivni

pohyb, b/ pomaly progresivni pohyb, ¢/ pohyb natérasd/ nepohyblivé spermie.

Pro hodnoceni morfologie spermii je faita minimals dvou n&kra. Fi vySeteni
se mizeme setkat giznymi tvary spermii (Obr. 6).

Obr. 6 Morfologické typy spermii
(1) Normalni spermie je hodnocena jako morfologickT T TT TT T N T
normalni, pokud jsou hlaska, kek, stedni oddil a kiik

bez patologickych zem. Tvar hlavéky je ovalny, akrozom
pokryva 40 — 70 % hlavky spermie, (2) spermie s malym
akrozémem, (3) spermie a se étha hlavikami, (4)
spermie s vakuolou v hlage, (5) spermie s kulatou
hlavickou, (6) s kulatou hlavkou bez akrozomu, (7) se
zuzenou hlawkou, (8) hruskovitou hlagkou a (9) se

dvéma btiky (www.repromeda.cz/komplexni-diagnostika-neplostinhtml)

Vzhledem k pomalé setrvalé tendenci ke snizovamilityv muzského ejakulatu
WHO pravidelg aktualizuje hodnoty pro normozoospermii (WHO, 2010bjem
ejakulatu minimald 1.5 ml, pH 7.2-8.4, koncentrace spermii minindald milioni na
mililitr, pocet pohyblivych spermii minimai40 %, z toho progresi¥nse pohybujicich

(WHO ttidy a+b) minimalg 32 %. Pdet morfologicky normalnich spermii nad 4%.

Zawrem spermiogramu @Ze byt diagn6za a/ normozoosperm{geskeré
hodnocené parametry ejakulatu jsou normalni), bgombospermie(snizeny poet
spermii), ¢/ azoospermie/aspermidv ejakulatu nejsou zZadné spermie), d/
asthenozoospermie (snizenyebpohyblivych spermiéi zhorSena pohyblivost spermii),
e/ teratozoospermie (snhizeny ¢pb spermii, které maji normalni tvar§i f/

nekrozoospermiéspermie v ejakulatu jsou mrtve).
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1.2.3 Protaminy a muzsk& neplodnost

Protaminy jsou malé bazické jaderné proteiny znameice nez stoleti (Miescher
V hlavickach spermii nahrazuji histony a umof vméstnat haploidni paternélni
genetickou informaci do malého jadra spermii. Objeandenzované DNA v muZzskych
zarodeénych bwkach je diky protamiim redukovan na ménnez 10% objemu jadra
burgk somatickych (Braun 2001). Tato kondenzace je yteZbpro neporusené vyzravani

spermii, transport do oocytu a schopnost jej optgqdager 1990).

Protaminy kondenzuji paternalni genom a jadra mjperdo kompaktniho
hydrodynamického tvaru, coz umozni rychlejSi pochgpermii a zvysi jejich
pravdpodobnost oplodnit oocyt jako prvni. ZvySena kormdee chromatinu zaroke
chrani paternalni genetickou informadi transportu reprodukim traktem ped vlivem
nukledz, mutagendi jinych genotoxickych faktdr a zaji$uje tak stabilitu a integritu
DNA. Dale se pedpoklada vliv protamih pri epigenetickém imprintingu, kdy oviiwji
reaktivaci paternalnfasti genomu po fertilizaci a umiagjici reprogramovani. Protaminy
se pravédpodobré uplatiuji jako jeden z kontrolnich bédi spermiogenezi (Oliva 2006).

Nahrazeni histan protaminy se odehravd v postmeiotické fazihdm
spermiogeneze \Rkolika postupnych krocich (Obr. 7). Nejprve je aktiana transkripce
protaminovych geln (PRM1 a PRM2 a geri pro tranzéni proteiny TNP1 a TNP2.
Nasled® dochazi k modifikaci nukleozaim Specifické lysiny histain H3 a H4 jsou
hyperacetylavany¢imz se snizi jejich pozitivni naboj a tim jejichinda k DNA. Tato
destabilizace nukleozaimumozZni vynénu histor za tranzini proteiny. Ty jsou nasledn
nahrazeny fosforylovanymi protaminy (Dadoune 198&yrtz et al. 2007). K jejich
fosforylaci dochazi v okamziku syntézy, kdy foslace je pravépodobrt nezbytna pro
spravnou vazbu protaminna DNA (Oliva and Dixon 1991). Maximalni kondeoga
DNA a findlni maturace spermii je dosaZzeno defg¥doi protamii a stabilizaci
protaminovych komplek disulfidickymi mistky mezi cysteiny. Po fertilizaci dojde
k dekondenzaci DNA a reorganizaci chromatinu, tj.pkestavié nukleoprotamifi na

nukleohistonygimz jsou geny oft transkrigné aktivovany (Oliva 2006).
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Obr. 7 Schematické zobrazeni nukleohistonovo-nuklgmotaminové pirestavby
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V hlavickach spermii je protaminy nahrazenibpzné 85% histord, zbytek DNA
zistava asociovan s histony, nejspiSeizodu umozgini reaktivace paternalniho genomu
po fertilizaci¢i z divodu zachovani imprintinguiisluSnych paternalnich gerGatewood
et al. 1990).
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Protaminy se vyzriaji vysokym obsahem aminokyselin s pozitivnim nébuj
zejmeéna argininu (48% v lidskych protaminech). Wv&mci se dale vyskytuje cystein,
jenz umoauje tvorbu disulfidickych nastki mezi gilehlymi molekulami protamif, ¢imz

dochazi k maximalni stabilizaci nukloeoprotamindvikomplexi (Vilfan et al. 2004).

Protaminové geny jsou lokalizované na chromozo®u1b6p13.13) v sousedstvi
genu TNP2, coZz umagje koordinaci expresé€dhto geri pii spermiogenezi (Viguie et al.
1990, Engel et al. 1992, Martins et al. 2004). @bataminové genfPRM1 a PRM2 se
sestavaji ze dvou exdrs jednim intronem o délce 91, resp. 163 bp (Domehjet al.
1990). Aminokyselinova sekvence PRNita 50 aminokyselin, z nichZ 24 jsou argininy a
6 cysteiny, zatimco PRM2 je translatovan jako 1@@nakyselin dlouhy protein, ktery na
N-termindlnim konci podstupuje &seni. Finalni PRM2 protein se sklada z 57
aminokyselin, z nichz 27 jsou argininy a 5 cyste{@®ynmer et al. 1986, Carrell et al.
2007).

Predpoklada se rozdilna funkce obou protaminovychepui, ackoliv pro spravnou
diferenciaci spermatid by &0 byt jejich mnoZstvi v hlagkach spermii rovnocenné
v poneru 1:1 (Balhorn et al. 1988). Studie na knokautgeanmysSich, kdy je cilen
vyfazen Zinnosti gesre urceny gen, a studie paciérg poruchou kondenzace chromatinu
ve spermiich prokazaly, Ze deficienckierého z protaminovych géri jejich aberantni
pomér vede k poSkozeni DNA a sniZzené kwalgdemennych paraméir ke zhorSené
schopnosti fertilizce, k abnormalnimu embryonalnivguoji a tak ke snizenym U&ghim
pii IVF technikach¢i piimo k neplodnosti (Balhorn et al. 1988, Belokopwtat al. 1993,
Chevaillier et al. 1987, de Yebra et al. 1998, d=bra et al. 1993, Khara et al. 1997,
Carrell and Liu 2001, Carrell et al. 2007, Carsdllal. 2008, Steger et al. 2003, Aoki and
Carrell 2003, Aoki et al. 2005, Aoki et al. 200@ho et al. 2001, Cho et al. 2003, Zhang
et al. 2006).

Velké mnozstvi studii se pokouSelo prokazat vzmhtaci a polymorfisrin
protaminovych geink muzské neplodnosti (Schlicker et al. 1994, Taneikal. 2003, Aoki
et al. 20064, Iguchi et al. 2006, Hammoud et a072(Ravel et al. 2007, Kichine et al.
2008, Gazquez et al. 2008, Imken et al. 2009, Jetat. 2011, Venkatesh et al. 2011).

30



Vysledky jsou vSak nejednozitee, protictidné a detekované varianty jsou povaZzovany

spiSe za vzacnouipinu infertility (Tab. 1, Tab. 2).

Tab. 1 Frehled variant detekovanych v gentPRM2 v riznych studiich

Statistically
significant
Mutation differences
Amino described between
Nucleotide acid onlyin  contral vs.
change Region change NCEBIID patients  patients Comments References
c-512T7>0G 5" promater region NA Yes No Rare variant Present work
€32 G>A 5 promoter region NA Mo No Palymomhism Hammoud et al. (2007), present work
c-380T7>C 5 promoter region NA rs 376374 No Mo Polymomphism Hammoud et al. (2007),
present work
37 G>C 5 promaoter region NA rs 8060767 No No Palymomhism Hammoud et al. (2007),
present work
c-321C>T 5 promaoter region NA Mo No Polymamhism Present work
- 226 G= A 5 promoter region NA rs 74458443 No Mo Polymomphism Hammoud et al. (2007),
present work
cr12BC>G 5" promoter region NA Yes No Pathogenicity Present work
unknown
c-B7C>T 57 UTR NA Yes No Potential Imken et al {2009)
interference
transcription
cB6T>C Exon 1 MNone Mo Mo Rare variant Acki et al. (2006a), present work
Yes Rare variant Tittelmann ¢ al (2010)
CBIC>T Exon 1 None No No Rare variant Imken et al {2009)
c48C>T Exon 1 Gin50Ter Yes No Mull allele Tanaka et al (2003)
c201C>T Exon 1 Mane Mo No Rare variant Acki et al_ (2006a), Imken
et al (2009), present work
Yes Rare variant Tittelmann et al {2010)
¢2ZF1+10C>T Iniron M rs 74007626 Yes Mo Movel donor Acki et al. (2006a)
splice site?
Yes Yes Nowvel danor Imken et al {2009)
splice site?
MNa Na Rare variant Present work
Yes Rare variant Tiittelmann et al (2010)
c271 +17G> C Intron NA No No Rare variant Imken et al {2009)
271+ 18 C>T Iniron ha rs 74007625 Yes Mo Movel donor Acki et al. (2006a)
splice site?
Mo Mo Rare variant Imken &t al {2009), present work
Yes Rare variant Tiittelmann et al {2010)
€271 + 27 G>C Infron NA rs 1646022 No No Polymomhism  Tanaka et al {2003), Acki etal
(20064}, Imken e al (2009),
present work
Yes Polymomhism  Tittelmann et al 2010)
2T +27G>A  Intron hA Mo No Rare variant Tanaka et al (2003)
271 + 28 A> G Iniron ha Yes Rare variant Tittelmann et al {2010)
€271 + 102 C> A Intron NA rs 2070923 No No Polymomhism  Tanaka et al {2003), Acki etal
{20063), Imken &t al (2009),
present work
Yes Polymomhism  Tittelmann et al 2010)
€271 + 106 C > A Iniron M Yes Rare variant Tittelmann et al {2010)
€271 + 107 G > A Inwon A Yes No Novel danor Imken et al (2009)
splice site?
€271 +135C>T Intron NA Yes No Newvel danor Acki et al_ (2006a), present work
splice site?
Mo No Rare variant Imken et al {2009)
c308*61 G>C 3" UTR NA rs 79674436 No No Abnormal P1/P2 Hammoud et al. (2007)
No Mo Rare variant Present waork

Jodar et al. 2011
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Tab. 2 PFrehled variant detekovanych v genlPRM1 v riznych studiich
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1.2.4 Cysticka fibr6za a gen CFTR

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mutace v genu cystickgdzy hraji vyznamnou roli
v patogenezi muzské neplodnosti a jejich iigdttak byva jednim z prvotnich krlpfi
odhalovani fi¢in poruch plodnosti u muiZz Tyto mutace vSak neoviwji pouze
reprodukci, ale u obou pohlavi i funkce celétla t jeho tist, dychani a traveni.

Cysticka fibréza (CF) fedstavuje jedno z ngjstjSich zavaznych autozoméln
recesivnich onemoeni v evropskych populacich, vyskytujici se s inniciel:1700-7700,
kde nejvysSi incidence je nalézana v Irsku, nejmvEs Finsku (Lubamba et al. 2012).
Udaje ocetnosti onemoami v Ceské republice(R) se fizni. Zatimco epidemiologické
studie v padesatych a Sedesatych letech minulé@hetisprokazaly postizeni u 1 z 2700
novorozené (Hou¥ek and Vavrova 1962), nedavné studie novorozeneckéreeningu
odhalily incidenci nizsi — 1:4000fipzapaiteni vlivu prenatalni diagnostiky (Balascakova
et al. 2009), resp. 1:5000 bez zé&eni tohoto vlivu (Krulisova et al. 2012). Z udaj
vyplyva, Ze kazdy 26.-35. jedinec je zdravym tesi CF a Ze sefpprimérné rani
porodnosti 110 000 novorozenkazdor@ng narodi VCR 20-40 dti s CF.

CF je zavazné multisysttmové onem#un charakterizované mnotgtnym
organovym postizenim respirdho, gastrointestinalniho a reprodoko systému (Obr.
8). Mezi typické klinické fiznaky paiti chronické sinopulmonalni onemdaer projevujici
se chronickym kaslem s produkci sputa. Typickagierizace sinobronchialniho systému
bakterialnimi kmenyPseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, ®jdulions
influenzaec¢i Burkholderia cepaciajez zpisobuji ireverzibilni posSkozeni plic a nasledné
respirg&ni selhani. DalSimi klinickymi projevy respérdho onemoceni jsou
bronchiektazie, nosni polypy ¢i rozvoj palckovitych  prsti.  Onemocani
gastrointestinalniho traktu je charakterizovano upbou vstebavani Zivin spojenou
s naslednym neprospivanim. Tytéizmaky jsou vyvolany porusenou exokrinni sekreci
pankreatu, ktera postihuje az 90% nemocnych. Ukehd0-15% novorozefics CF se
nemoc projevi jako mekoniovy ileus, ktery jeagpben sevni obstrukci abnorméin
vazkou smolkou (Vavrova et al. 2000). Repraoghikrakt je postizen u té&hvSech mui s

CF (az 98%), ktig jsou v disledku kongenitalni bilateralni absence (ageneag)eferens
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(CBAVD) neplodni (Denning et al. 1968). U Zemide byt sniZzena schopnoseglobtnst
diky vazkému hlenu vabznim hrdle, ktery riaze branit proniknuti spermie d&ldzni
dutiny (Oppenheimer and Esterly 1970). Projevy oo@®ni a jejich zavaznost jsou vSak
u jednotlivych pacierit odliSné. Zn&na variabilita se projevuje jak viehu onemoceni
dychacich cest, stejrtak v mfe postizeni pankreatu, kdeibe dojit ke kompletni ztré&t
jeji exokrinni funkce, ozrmvané jako pankreaticka insuficienceiep fzné stups
poruchy sekrece az po plné zachovani funkce shknibksSni (Welsh et al. 2001).
Spole&nym klinickym griznakem pro vSechny nemocné je postiZzeni funkceigiotzlaz,
kdy je poruSena resorpce chlarid sodiku ve vyvodech potni Zlazy. To vede k jejich
.diagnosticky" zvySené koncentraci v potu, od héafch hodnot 30-60 mmol/l u
mirnych/atypickych forem CF az kolem 100 mmol/lacienti s klasickou CF (Vavrova et
al. 2001, Welsh et al. 2001). Stanoveni koncentchtarida v potu, ozn&ované jako potni

test, je tak povazovano za zlaty standard diagno§it.

Obr. 8 Schematické znazor#ni rozsahu postiZzeni u pacienit s CF

www.cftrscience.com
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VySe popsané klinické projevy jsousledkem defektu v proteinu CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), ktery macfuctdoridového kanalu a je tak
nezbytny pro transport chloridovych idntregulaci sodikového kanalu (epithelial sodium
channel - ENaC) a dalSiho chloridového kanalu (autly rectified chloride channel -
ORCC) v epitelialnich hikach, které vystylaji sliznici respitaiho traktu, pankreatické
vyvody a vyvody potnich zlaz.fPabsenci, redukcti aberantni funkci chloridového
kanalu v apikalni membrénspecializovanych epitelialnich bt je resorpce chlorid

z lumen exokrinnich Zlaz a dychacich cest poruS2amve dochazi ke zvySené resorpci
sodiku, a protoZe jej voda nasleduje do dkirvznika tak iontova dysbalance spojena
rovréZz s dehydrataci sliznic exokrinnich Zlaz. lontoe#ovnovaha ma rowi za nésledek
poruchu funkce faktdr vrozené imunity (Obr. 9, Obr. 10) (Rowe et al. 208impson
2005).

Obr. 9 Model normalni (B) a porusené funkce CFTR kaalu (C) v potnich Zlazach

A Sweat Gland [ B Normal Sweat Duct ’ C  Cystic Fibrosis Sweat Duct

Ductal lumen Interstitium | Ductal lumen Interstitium

Skin surface

Mucosal
surface

T

- "
Na*
|| Cepithelia M.
Nacl sodium channel Q@
=]
P
o o

Net luminal charge _T

Rowe et al. 2005

35



Obr. 10 Model normalni (B) a porusené funkce CFTR knalu (C, D) v respiranim
traktu

A Airway Anatomy B Normal Airway Epithelium (o High-Salt Model D Low-Volume Model
Airway lumen Interstitium | Airway lumen Interstitium | Airway lumen Interstitium
Mucosal
surface CFTR > ° == °
£ i ") , 9
= ci - Jogmn ) o e
3 - } 2 yE=
i To—mEGo g o7 o<l o
Area of - ? Y b <@ b
I%]idetai[ o = ' - i E* ]
{ Na — @ —1
A \ = a e a ° ° - b
B e P ¥ G — 0 -
S T 4 Epithelial P : 2
s W ‘{\‘ _ . sodium Q@ == .
ﬁf '5“ b Nacl I channel o @ | [*3
I ° oo @
7 2 i % Other chloride 0 .
% absorptive == - @
° = _ pathways ® i -
@ _ @ ‘ @ i @ Q " =
Airway ik il fEe=—
surface ; (* § @ ...f_ 2 _1‘_ o
liquid = Net luminal charge -

Rowe et al. 2005

Identifikace genu zodp&@dného za CF je datovana do roku 1989, kdy byl noetod
poziniho klonovéni lokalizovan na dlouhé raménko chrpomou 7 (79.31.2) a nazvan
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regul@6&iTR) tj. transmembranovy
regulator vodivosti (Kerem et al. 1989). Tento geajimajici oblast zhruba 250 kb, ma
27 exomi (1, 2, 3, 4,5, 6a, 6b, 7, 8,9, 10, 11, 12, ¥3,14b, 15, 16, 17a, 17b, 18, 19, 20,
21, 22, 23 a 24, nevl-27) (Riordan et al. 1989). Z 6,2 kb dloUBETRmMRNA vznika
translaci protein o velikosti 1480 aminokyselin alekularni hmotnosti 168 kDa (Harris
1992).

CFTR protein se sklada ztp domén. Ze dvou transmembranovych segiinent
MSD1 a MSD2 (membrane spanning domains), které @mutvoieny 6 a-helixy. Ty
vytvareji vlastni chloridovy kanal a ukotvuji ho v apikburééné membrath Ze dvou
ATP-vazebnych domén NBD1 a NBD2 (nucleotide-bindidgmains), které svymi
konformanimi zmenami reguluji piitok ionti chloridovym kanalem, a z regdtd
domény R, kterd obsahuje velké mnoZstvi nabityclinakyselinovych zbytk, které
predstavuji potencialni mista pro fosforylaci cCAMRdedentni proteinkinazou A (PKA)
(Obr. 11)/(Gadsby et al. 2006, Lyczak et al. 2002).
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Obr. 11 Schematicka struktura proteinu CFTR

Lyczak et al. 2002

Bylo navrzeno #kolik modefli regulace proteinu CFTR. Podle Carson et al. (1995)
dochazi k vazb ATP na okt NBD domeény v uzaeném stavu. Nasledna hydrolyza ATP
na NBD1 zmsobi oteveni kanalu a ionty mohou prochazet pérem. Kanalzawen
uvolnénim produkiéi hydrolyzy (ADP a Pi). Tento model zardvekazuje, Ze fosforylace
regula&ni domény ovliviuje vazbu ATP na NBD domény. Posledni vyzkumy ulaze
po navazani ATP na NBD1 a NBD2 dochazi k dimerizachto domeén, jenz vyvola
konformani zménu transmembranovych domén MSD1 a MSD2 isapi oteveni kanalu
(Gadsby et al. 2006, Hwang and Sheppard 2009).r&divia zavirani kanadlu CFTR je
pevre kontrolovano rovnovahou mezi kindzovou a fosfat@zoaktivitou a mnozstvim
kanalu, na jeho otvirani se aléibe podilet i C&-independenti a Gadependentni PKC
(proteinkindza C) (Gadsby et al. 2006, Sheppardvdalish 1999).

CF je charakterizovana molekularni heterogenitodgim swdci vice nez 1900
sekverinich variant nalezenych v ger@FTR v riznych s¥tovych populacich (Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium Dabatase, CEGAow ,Databdze CFTR1",
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www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). &8ina mutaci je rozlozena po celé kddujici sekvenci
postihuje vSechny domeény proteinu CFTR (Obr. 12utdde v exonech 3-7 postihuji
funkci domény MSD1, v exonech 9-12 porusSuji funtcmény NBD1, regutai doménu
postihuji mutace v exonu 13, mutace v exonech 14d@Suji funkci domény MSD2 a
v exonech 19-22 narusuji fungovani NBD2 doményléaiski 2000).

Obr. 12 Distribuce mutaci v jednotlivych exonech gau CFTR nahlaSenych
v mezinarodni databazi CFGAC
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www.genet.sickkids.on.ca/cftr

Mutace v genuCFTR jsou germinalni (somatické nebyly dosud v litefatu
popsany) s jednoztia¢ ancestralni povahou v jednotlivych rodinach (Mbetaal. 1994).
Jejich dlouhodoby vyskyt v dané populacédti pro selekni vyhodu nosia, nag. vysSi
odolnost k nemocem, které se historicky podilely p@stnatalni selekci v lidskych
populacich (cholera, tyfusgzna pfijmova onemocéni) (Pohunek and Lebl 2008). Dosud
bylo popsano pouze omezené mnozsfei novo mutaci Setnosti piblizné 1:1200
ancestralnich alel genOFTR (Girodon et al. 2008). Jejich et je vSak podhodnoceny,
protoZze ne vSechny diagnostické labofatawiuji piitomnost zachycenych mutaci

pacienta u rodi.

NejcasgjSimi mutacemi v genulCFTR jsou zaminy aminokyselin (,missense*
mutace), které #edstavuji 40% vSech dosud znamych variant tohotou.gdutace
zpusobujici posurtteciho ramce (,frameshift’) se vyskytuji v 16%, mece zgsobujici

abnormalni seh exormi (,splicingové®) ve 12%, nesmysiné mutace (,nons&hs
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zpasobujici pedtasné zgazeni stop koddnu v 8%ftipadi. Zhruba 3% mutaci twd
rozsahlé intragenové delece duplikace jednohoci vice exori. Ve 2% pipadi se
vyskytuji delece nebo inzerce nasolk pari bazi DNA, které neporuSufiteci ramec.
Typickym pedstavitelem &hto mutaci je hlavni mutace F508del, kterd vedertkét
kodonu pro aminokyselinu fenylalanin. Zbylé alterawkleotidové sekvencegqulstavuiji

polymorfismy bez patogenniho potencialu (www.gesietkids.on.ca/cftr/).

Posouzeni patogeneze jednotlivych mutaci a predéjesh klinického dopadu je
velmi obtizné, proto byla navrZzena klasifikaci patogenetickychitd mutaci na zaklad
expresnich studiii modelow predpovdéném mechanismu jejich molekularnich dysfunkci
(Obr. 13) (Zielenski and Tsui 1995). PégdlosSlo k rozsieni o dalSi d¥ tridy (Zielenski
2000). Tidy I-1ll jsou spojeny s minimalni aktivitou aneladsenci proteinu CFTR, a tak
s klasickou formou CF a nizkou variabilitou kliného pfibchu CF mezi jednotlivymi
pacienty. Naopak mutace z#dt IV-VII jsou spojeny s velkou variabilitou klirkého
pribéhu CF a jsou vice nalézany u atypickych, monosymptkych forem CF, getrg
onemocgni piibuznych CF. Mutace #itly | blokuji syntézu proteinu CFTR Zvbdu
zarazeni pedasného stop kodondgi chybného setihu. Dasledkem je nefitomnost
proteinu CFTR na apikalni membeéapitelidlnich budk, protoZze zkracené a dysfuimk
formy proteinu CFTR jsou rychle degradovany. Mutadigdy 1l redukujici zcela blokuji
spravnou posttransiai glykosylaci a vyslednou tercialni konformaci fgiou CFTR, ktera
je nezbytna pro nasledny transport na apikalni nmémb Oisledkem je absence proteinu
CFTR. Do lll. ¥idy pati mutace, které poruSuji regulaci proteinu CFTRerktje na
apikalni membrah pritomny. Jedna se hla¥ro mutace, které znemidji fosforylaci R
domény nebo navazani ATP na NBDBiLNBD2 podjednotky. Dsledkem je sniZzeny
transport chloridovych ioitpies epitelialni membrany. Mutacédy IV postihuji MSD1
nebo MSD2 domény proteinu CFTR, které vyty@rostoro¢ deformovany iontovy kanal,
v disledku ¢ehoz je snizena jeho propustnostidd V je charakterizovana redukovanou
syntézou, tj. snizenym mnozstvim gliunkéniho proteinu CFTRha apikalni membrén
Do ttidy VI jsoutazeny mutace ovliwijici regulaci dalSich iontovych kafGgENaC nebo
ORCC) a doiidy VIl patti mutace zpsobujici snizenou stabilitu jinak glfunkéniho
proteinu. Jedna se zdeéepazr o nesmysiné a posunové mutaéeggmné na konci genu
CFTR(Zielenski and Tsui 1995, Zielenski 2000).
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V posledni dob doSlo k systematické klasifikaci patogenetickélopatiu mutaci
pomoci celosétové kompilace in vitro modelaci a/nebo asociovantinickych dat
v ramci mezinarodni databdze CFTR2 (,Clinical andctional translation of CFTR",
www.cftr2.org), ktera umailje pongérné gesné posouzeni klinického dopadu mutaci u
now diagnostikovanychijpadi onemocsini.

Obr. 13 Zakladni patogenetické Eidy mutaci v genuCFTR
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Ze vSech znamych mutaci v ge@FTR se pouze 5 z nich celagové vyskytuje
scetnosti ¥tSi nez 1% — F508del (66.8%), G542X (2.6%), N130@K6%), G551D
(1.5%) a W1282X (1.0%) (Estivill et al. 1997). Dial§ zhruba 30 mutaci ma celéswou
frekvenci mezi 0.1-1%. Ostatni jsou jiz vzacné akyyji se ojedisle v jednotlivych
rodinach s CF. Bkteré mutace mohou dosahnout vysoky&ktnosti v izolovanych
populacich v dsledku genetického driftu, napG551D u keltskych populacé efektu
zakladatele, nap W1282X u Ashkenazi Zid (Bobadilla et al. 2002). Frekvence
celos¥tove negastjSi mutace F508del (delece 3pb v 10. exonu) jeys&jvv severni
Evrop: (87%) a klesa az na frekvenci 21% v Turecku. de nez 50 000 let stara a odrazi
spoleny pavod populaci (Morral et al. 1994).

V Ceské republice bylo dosud nalezeno 70 mutaci aipod@ dosahnout vice jak
96% popul&ni zachytnosti (Bala@&kova et al. 2008). Geneticka a etnicka charalkileais
neiasgjSich mutaci weskych pacierit s CF potvrzuje, ze naSe zé&ryla Kizovatkou
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vSech hlavnich historickych migraci. Znalost getigkg distribuce jednotlivych mutaci
v genuCFTR je dilezita nejen pro porozuni migraci historickych populaci, ale hlavn
pro smysluplné vyS&ni pacienta s podienim na CF, nebiodle etnického fivodu

vySetované osoby Ize vybrat mutace, které jsou pislygsnou populaci relevantni.

Kvili vysokému pétu mutaci v genlCFTR jejich specifické distribuci a frekvenci
v jednotlivych populacich je tdezité mit k dispozici spolehlivd molekul&rrgeneticka
vySeteni, kterd stanovi genotyp probanda. To ieZité nejen pro potvrzeni klinické
diagn6zy onemogcmi, ale i pro budouci prenatalni diagnostiku v idal§raviditach rodia
probanda, jakoZ i genetické vy&mti pokrevnich fibuznych ke stanoveni moznosti

pienaséstvi danych mutaci.

Efektivni diagnostické nastroje jsou nezbytné, mebtasna diagnostika do dvou
meésial zZivota vyznama ovliviuje piibéh a prognézu tohoto onemagen (Sims et al.
2007). Pozdni zahajenicldy vede jednozriaé k mére priznivému celozivotnimu gbéhu
onemocgni s horSi prognézourgziti. V roce 1959 byl mediarrgzivani nemocnych asi 6
mesial, v sokasné dob v zemich s kvalitni zdravotni giedosahuje $edni doba feziti
témst 40 let (Pohunek and Lebl 2008). Qeské republice viak bohuzel doslo v letech
1999-2004 ke zhorSeni klinické diagnostiky CF zarst praktickych pediair Median
véku pri diagnoze seffiblizné zdvojnasobil a podil pacighzachycenych do 1 roku Zivota
poklesl. Pacienti diagnostikovani mezi 1. -10. rokéivota ¢asto gichazeli ve velmi
Spatném nuténim stavu ¢i s ireverzibilnimi zm¢nami plic (Vavrova 2006). Tyto
skute&nosti vedly viijnu roku 2009 k zavedeni ploSného novorozeneclsiimingu CF
v Ceské republice (www.novorozenecky-screening.cz@ryktie zalozeny na testovani
hladiny IRT (imunoreaktivni trypsinogen) a na&igadném molekulagn genetickém

vySeteni (pouze u jedirics pozitivnimi hodnotami IRT) (Krulisova et al. 201

V nasich podminkach pouzivamei pmolekularg genetické diagnostice tzv.
.kaskadovy" gistup, ktery umoiuje v sestupndéadé postupny zachyt od nggjsgjSich
mutaci az po ty relatignvzacné. Nejtive jsou vySdeny nefastjSi mutace genlCFTR
pomoci komemiho kitu Elucigene CF-EU2VT, kdy se simultanh testuje 50 mutaci
(CFTRdele2,3/21kb/, 1507del, 2789+5G>A, E60X, FXEI8M890X, P67L, 1677delTA,
3120+1G>A, G85E, V520F, 3272-26A>G, 394delTT, 11G>A, R1066C, 444delA,
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G542X, Y1092X(C>A), R117C, S549N, M1101K, R117H,48SR(T>G), D1152H,
Y122X, G551D, R1158X, 621+1G>T, R553X, R1162X, 71G>T, R560T, 3659delC,
L206W, 1811+1.6kbA>G, 3849+10kbC>T, 1078delT, 18P8*»A, S1251N, R334W,
2143delT, 3905insT, R347P, 2184delA, W1282X, R34Z2B47delG, N1303K, A455E,
W846X, «etre variant IVS8-T(5/7/9). Pokud se nepoidadhalit olé kauzalni mutace, ale
pacient vykazuje jasné klinické a laboratorni zngrakemocsni, jsou indikovana dalsi
rozSkujici vySeteni. A to metoda MLPA (Multiplex Ligation-dependerferobe
Amplification, multiplexni amplifikace prob zavislda ligaci) pro vyséeni rozsahlych
intragenovych festaveb, tj. deledii duplikaci jednoho nebo vicero exom rdmci celého
genuCFTR které nejsou &nymi metodami zaloZzenymi na PCR technice zacliyéte
Posledni studie poukazuji na fakt, Ze velké&spavby mohou tuit vyznamnoucast
neidentifikovanych alel (cca. 2%), hlava pipadi klasické CF i u CBAVD, zejména u
muZi, ktei jsou nosti mirné mutace genGFTR (Taulan et al. 2007, Hantash et al. 2006,
Niel et al. 2004). Néslednpouzivame mutané¢ skenovaci metodu HRM, kter4 unioge
detekovat jedno- i vicenukleotidové &my sekvence DNA. ,Pozitivni“ exony ger@FTR
jsou sekvenovany (dle Sangera), aby byla identfik@ konkrétni mutace nebo

polymorfismus, ktery neni soésti kometnich diagnostickych souprav.

Pfi nalezu patogenni mutace je vzZdylekité vySetit i rodice pacienta s CF a
potvrdit tak nosistvi nalezenych mutaci u kazdého z nich. Tim Wiloe zangnu vzorki,
non-paternitu a/neboripomnostde novomutace, coz jeidezité pro eventualni prenatalni
vySeteni v postizené rodén Fritazeni mutaci k rodiim pacienta umozni také cilené
vySeteni (Fislusné mutace u jejich pokrevnickiuznych. U sloZzenych heterozyddre
takto odhalit, zda abmutace nahodou neleZi v pozici cis, tj. na jedeéaanebo Ze se
jednd o novou mutaci. Naopak negativni naléz kompletnim vySeéeni genuCFTR
dostupnymi molekulaghgenetickymi metodami klinickou diagnézu CF newylie, nebd
sowasre pouzivanymi analytickymi postupy nelze prokazachhy mutace CFTR (nap

intronové sesgthoveé mutace).
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2. CILE DIZERTA CNi PRACE

Molekularre geneticka diagnostika (tj. DNA diagnostika) se ydikozvoji a
zavaéni novych vyzkumnych poznatkdo rutinni praxe stala v poslednich letech
vyznamnym oborem, ktery prostupuje prakticky vSgchmedicinské obory. Podle
kvalifikovanych odhad trpi v zemich Evropské unie geneticky podénivu chorobou
okolo 30 milionu lidi a geneticka onemaan tak gedstavuji, diky své chronické povaze,
stale ¥tSi lremeno pro zdravotnické systémy. Pozornost se gaisteduje na zavathi
novych technologii i sowasném zvySovani kvality poskytovanych genetickylatieb a
jejich ekonoménosti.

Na naSem pracovisti a v této dizeria praci jsme se protoémovali posouzeni
metody High Resolution Melting (HRM) pro jeji diamgtické vyuZziti na fikladu tiznych
gemi (BRCA1l, MTHFR, CFTR dale DNA diagnostice cystické fibrézy u

stredoevropskych populaci a odhaleni dalSich mozn§i¢mgoruch muzské plodnosti.
Cile dizert&ni prace zahrnuji:

1/ Posouzeni vyuzitelnosti metody HRM v diagnastipomoci zhodnoceni
vybranych validaénich parametr na zaklad analyzy 170 variant v genu pro rakovinu prsu
a ovarii(BRCAL) wetre shrnuti zkuSenosti s touto metodouytvaeni snérnic, které by
usnadnily zavedeni této technologie v evropskyck #5O 15189 akreditovanych

laboratdich.

2/ Poskytnuti konceptu pro validaci novych metod pi&kladu genotypizace
vybranych mutaci v genMTHFR pomoci HRM.

3/ Zhodnoceni finosu a vyuZitelnosti metody HRM pro mééd skenovani
neznamych variant nejen v DNA diagnostice cystitzy.

4/ Charakterizaci spektra mutaci u padiestcystickou fibrézou na zapadni
Ukrajiné a identifikaci dalSich poputa¢ specifickych CF alel, které by zvySily detek
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zachytnost, aby byla splna kritéria pro zavedeni novorozeneckého skrinimgéto

oblasti.

5/ Charakterizaci spektra mutaci u padienitystickou fibrozou Ceské republice
a poskytnuti dat pro zlepSeni DNA diagnostiky afnaimovorozeneckého skriningu
ostatnimceskym molekular® genetickym laboratdm, firmam zabyvajicich se vyrobou
komegnich kit pro diagnostické dely, pro okolni etnicky ibuzné populace postradajici

vlastni populani studie a praieskou komunitu Zzijici v zahrafii(pres 1 milién krajah
Zijicich prevéazre v Kanad a USA).

6/ Charakterizaci spektra variant protaminovychugea souboru ¢émeckych muit

(pacienti a kontroly) a objasni jejich vztahu k porucham spermiogeneze.
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3. VYSLEDKY, DISKUZE A P RILOZENE PUBLIKACE

3.1. van der Stoep, et al. (2009) Diagnostic guiaes for high-resolution
melting curve (HRM) analysis: an interlaboratory Vidation of BRCAL
mutation scanning using the 96-well LightScanner. ush Mutat. (IF:
5.686)

V rdmci své dizeriéni prace jsem se podilela na komplexnim multicekdrin
mezinarodnim validmim projektu pod zastitou projektu EuroGentestrykigiedstavuje
prvni mezilaboratorni studii zabyvajici se zhodmdge a validaci metody HRM pro
diagnostické &ely dle normy ISO 15189. Tato studie byla provedemapolupraci naseho
pracovisé s Centrem klinické genetiky v Leidenu (HolandskoLentrem lidské genetiky

v Leuvenu (Belgie).

Pro posouzeni mutaiho skenovani a genotypizace metodou HRM za pouzit
platformy LightScannél firmy Idaho Technology byl analyzovan panel klkjch DNA
vzorkl znamého genotypu - 170 variant g88RCAla 197 vzork standardnich kontrol.
Ty predstavovaly reprezentativni wWiovSech dvanacti moznych tysubstituci atrznych
ins/del, ¥etne mutaci v homozygotni forétn GenBRCALlbyl zvolen s ohledem na velké
mnoZstvi identifikovanych mutaciigs 1600 v roce 2009), které jsou rozptyleny po celé
kodujici sekvenci a jejichz detekce pro diagnostiakely vyzaduje pouziti rychlé,
spolehlivé a ekonomické pre-sekvénia(tj. muta&né skenovaci) metody. Hodnocenymi
validatnimi parametry byla senzitivita, specificita, rotmost a mezilaboratorni

reprodukovatelnost.

Celkem bylo ve studii testovagast&né now navrzenych 66 parmprimeri, z nichz
bylo vybrano 58 pdirvedouci k dobré PCR a HRM. Pro optimalizaci atr@léeploty byla
provedena gradientova PCRéH@m tohoto rozsahlého testovani byla stanovenariit
pro softwarové nastaveni a vyhodnocovani HRM. Bsfanovena dopotena pozice
normaliz&nich oblasti a optimalnii& jejich rozgti (1-2.5°C), coZz ma vyznam pro snizeni
faleSné pozitivity. Hladina senzitivity byla proecghny testované amplikony dopoema

na 3.0 pi nastaveni ,Auto Group“ ,High“. Za optimalni byl@ovaZzovana takova
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senzitivita, pi které byly vSechny varianty detekovanyi pnaximalré 5% faleSné
pozitivit¢ u vzorki se standardni alelou. Specificita HRM byla hodnacea zaklatl

analyzy 352 reakci se standardni alelou. Z 58 &mli bylo na zaklad vyslediki a

stanovenych kritérii zvoleno 40 nejlepSich tpdarimerti pokryvajicich celou kédujici
oblast genlBRCA1 které vykazovaly specificitu a senzitivitu 98%.

V dalsim kroku bylo testovano analytické provedeni mezilaboratorni
reprodukovatelnost na analyze 10 vybranych ampiikti§icich se velikosti, obsahem GC
a typem variant) za totoznych podminek. Particgujaboratée detekovaly vSechny
heterozygotni varianty ztei dobrou reprodukovatelnost HRM. Sigjjako v gipacd

analyzy vSech 58 amplikénnepodélo se detekovat homozygotni variantu ¢.3113A>G.

Jelikoz fizné varianty mohou produkovat stejny profilky tani, je vZzdy nezbytné
potvrdit nalez sekverai analyzou. Nkteré polymorfismy se vSak objevuji s velkou
cetnosti, proto bylo zacélem redukce sekvenovani navrzeno 9 n&amgch prob pro
detekci ¢asto se vyskytujicich heterozygotnich a homozyghtninepatogennich
polymorfismi genuBRCA1.Na analyze 19 vzotkbyla ilustrovana us§$na genotypizace

metodou HRM, kdy vSechny proby detekovatispusny polymorfismus.

Robustnost HRM byla demonstrovana analyzou DNA kizdzolovanychétyimi
raiznymi izola&nimi postupy. Vysledky vylatily vliv zvolené extrakni metody na
aspsnost HRM, DNA vzorky ztrznych tym izolace tak mohou byt analyzovany v ramci
stejného bhu. Vliv vychozi koncentrace DNA v reakci neprokarezdil v isgsSnosti
HRM pii pouZziti az 4x méhn DNA nez standardn(tj. 5 ng misto 20 ng DNA v reakci),
kiivky tani se odchylovaly azip2.5x vysSi vychozi koncentraci DNA (tjiifbO ng DNA),

coZ mize Ustit v navyseni fale§pozitivnich vysledi.

Zawrem byla provedena zaslepend analyza 28 DNA wz¢ik20 PCR reakci)
porovnavajici vysledky HRM se zlatym standardem, sgkvenani analyzou podle
Sangera. Mutmi skenovani metodou HRM detekovalo vSechny heygani varianty se
100% senzitivitou a genotypizace devéastych polymorfista detekovala vSechny
sprave, ¢imz se vyrazéiredukovala pdtba sekvenace. Pouze 5% PCR reakci vyZzadovalo

naslednou sekvetiai analyzu (tj. vzorky s pozitivnim zachyterfi jutatnim skenovani,
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které nesly jiné varianty nez &h 9 genotypizovanych polymorfisma 2 % fales&

pozitivnich vzork).

Tato studie poukazala na parametry, které Bly iyt pred naslednym testovanim
dalSich gefi metodou HRM zvaZeny. Bylo proto dopdemo zvolit rozsahly panel variant
a standardnich kontrol, se z&m®nim na testovani malych deleci, které se zdaji byt
obtizreji detekovatelné, otestovat geny s nizSim i vys8bmahem bazi G a C (pod 30% a
nad 60%), které by mohly negat¥/rovlivnit senzitivitu HRM a otestovat jina pin

satur&ni barviva.

V souhrnu, tato studie poskytla rozsahlou validacthodnoceni metody HRM,
véetnd detailniho doporteni pro spravnou interpretaci ziskanych dat a moadrni
zavedeni metody HRM v ostatnich diagnostickych datmtich pro dalSi geny. Déle
poskytla panel priméra prob pro kompletni skenovani geBRRCAla genotypizaci
castych polymorfism, véetrg parametit PCR, HRM a dopogteni @i vyhodnocovani dat.
Potvrdila vysokou senzitivitu (100%), specificitQ7¢98%) i reprodukovatelnost HRM a
tim jeji vhodnost pro diagnostické vyuZiti jakozpoe-sekvenéni metody. Nevyhodou
metody je pouze jeji snizena senzitivita gnalyzovani delSich usekad 400 bp, jak jiz
bylo diive publikovano (Reed and Wittwer 2004). Z tohdvatu je @i mutatnim
skenovani pdeba rozdlit rozsdhlé exony na menSi amplikony. Tim se sriiZi
pravdpodobnost vyskytu vice domén tani, které detekdaniua interpretaci vysledk
taktéz z&zuji. Velice vyhodné je navrhnout vSechny pary rintak, aby byly zako¥eny
univerzalnim primerem M13 a aby bylo mozné analgtoxsechny naraz za identickych

podminek.

Vysledky této studie byly vyuZzity i pro obecna dogeni pro validaci a verifikaci
vSech DNA diagnostickych metod v klinickych lab@té&th v ramci projektu Eurogentest
(Mattocks et al. 2010), ktery vSak byl pouze myndlegim projektem a nebude proto
blize diskutovan.
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3.2. Norambuena, et al. (2009) Diagnostic methodlidation: High
resolution melting (HRM) of small amplicons genotyyy for the most

common variants in the MTHFR gene. Clin Biochem.K12.076)

Tato prace demonstruje @§mé vyuziti HRM pro genotypizaci zndmych variant
metodou malych amplikdnza pouziti platformy LightCycler 480 firmy Rochgaskytuje
podrobné zhodnoceni valigidich paramefr vyzadované pro zavedeni novych
diagnostickych metod dle normy ISO 15189. Na kkgah DNA vzorcich znamého
genotypu, na ifkladu vybranych variant v genu pro methylentetdrbfolatreduktazu
(MTHFR) ¢.677 C>T (rs1801133: C>T; p.A222V) a ¢€.1298 A%G1801131: A>C;
p.E429A), byla vramci validace testovana senzdiva specificita HRM, dale jeji

reprodukovatelnost, opakovatelnost a robustnost.

Mnoho publikaci popsalo Usgnou detekci heterozygotnich variant pomoci HRM
(Er and Chang 2012), avSak detekce homozygotnionkivrze komplikovarjsi, neb@
profil kiivky tani se od standardnich ,wildtype* vzérkeliSi svym tvarem, pouze mirnym
posunem v tepléttani, coz mze vést k faledhnegativnim vysledkm. Redenim je p
mutainim skenovani tvorba sekundarnich heteroduplekdy jsou testované vzorky
smichany s ,wildtype“ vzorkem vpairu 1:1 a znovu zanalyzovany. Yipad
genotypizace navrhli elegantrieSeni Grievink a Stowell (2008) pouzitim malych
amplikoni, tj. bez poteby pgidavat exogenni DNA do reakce. ZmenSenim délky
analyzovaneho amplikonu se¢tsi rozdil mezi profily kivek tani, coz zvysi senzitivitu
metody a umozni bez problému detekovat i homozygeamianty, coz se podit i
v naSem fpadt. Limitaci genotypizace metodou malych amplikge moznost ovlivani
analyzy interferenci jinou néekdvanou variantou, proto je nezbytné navrhnounoéna

nejkratsSi amplikony.

Velmi detailré se prace &nuje posouzeni robustnosti metody (vlivu koncemtrac
DNA, zmeny anelé&ni teploty a pétu cykla PCR¢i vlivu operéatora), jez je dezitd pro
moznou implementaci metody v ostatnich labdialg které disponuji odliSnym zazemim

a podminkami.
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Vyjma precizniho zhodnoceni analytickych paraféetRM a popsani metodologie
validace prace shrnula vyhody této metody, kteravgenauje vysokou deteli
spolehlivosti, jednoduchosti a finam nenaronosti. To i predisponuje k Sirokému

rozskeni a uplaténi v rutinnim provozu mnoha diagnostickych labofiato
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3.3. Kenkova, et al. (2009) Evaluation of high-resolutiamelting (HRM)
for mutation scanning of selected exons of the CFIgene. Folia Biol
(Praha). (IF: 1.151)

V sowasné dobje v genu cystické fibrozy znadmo vice jak 1900asar; které jsou
rovnonerné rozmisény po celé kodujici sekvenci, co#i @7 exonech tohoto genweztje
a prodrazuje detekci vzacnych mutaci. V minulostna naSem pracovisti vyuZivaly pre-
sekvenani metody, nap DGGE, jejiz nevyhodou bylargdevsim pracnost a manipulace
s nebezpymi chemikaliemi (formamid). Pozfl byla nahrazena metodou TTGE, ktera
byla rovréz technicky icaso¥ narana na pipravu a piib¢h, a tak se z tohototdodu
v bézné laboratorni diagnostice té&mnevyuzivala. Velky problém fpdstavovala i
optimalizace podminek elektroforézy, které byly pemnotlivé exony genuCFTR
rozdilné. Ani nasledné zavedeni metody dHPLC, ktemdoZiovala analyzovat delSi
fragmenty, nepineslo vyrazné zefektivwmi detekce neznamych mutaci v ge@&TR
Prilom mezi skenovacimi metodami znamenal az objeerganerace pésaturgnich
fluorescenich barviv, které umoznily analyzitikek tani s vysokym rozliSenim — HRM.
Ta byla gedstavena jako jednoduchd, levna a vysoce serizithgtoda pro mutai
skenovani a genotypizaci (Gundry et al. 2003). Iadiem tedy bylo o&fit spolehlivost
této metody v podminkach naSi labotratoa posoudit jeji vyuZziti v rutinni DNA

diagnostice pro dely detekce neznamych mutaci.

Pro posouzeni senzitivity, specificity a opakovwabsti metody HRM bylo za
pouZziti @istroje RotorGene6000 (Corbett Life Science) a ivanCGreen plus (ldaho
Technology) testovano devatenadizmych genotyp v Sesti vybranych exonech genu
CFTR (4, 7, 10, 11, 14b a 22). Mutace zahrnovaly vSgcBNP ftidy, jedno- a
tiinukleotidové delece ar@dstavovaly vice jak 76,5% vSech CF alel detekostanyteske
populace. VSechny testované heterozygotni varidntly jednozn&né odliSeny od
standardnich kontrol,ékteré mutace vSak vytigly totozny profil Kivky tani (G551D a
R553X nebo L1335F a L1335P) igmbeny proximitouéchto variant. To znamena, Ze
ackoliv ¢asté polymorfismy jsou rozpoznany svym charakiekigin profilem tani, bez
simultanniho pouZiti genotypigiaich prob v reakci je nutné kazdy pozitivni nélez
sekvenovat. Vzorek s homozygotnim genotypem prangr F508del/M470V vykazoval
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stejny profil tani jako standardni kontrola, pouz@epatrnym posunem teploty tani.
Pritomnost homozygotnich variant byla potvrzena az gekundarnim vyti@ni
heteroduplef, kdy byl PCR produktu smichanim s ,wildtype* PCRguktem v poréru
1:1, denaturovan a ¢&m@vre zanalyzovan. Poté byl profil fikky tani pivodrg
homozygotniho vzorku stejny jako profil vzorku gdrezygotnim genotypem
F508del/M470V.

Celkem bylo pro exon 4 skenovano #evzorki (3 heterozygotni, 6 standardnich
kontrol), pro exon 7 osm vzoik(4 heterozygotni, 4 standardni kontroly), pro exdn
dewt vzorki (4 heterozygotni, 1 homozygotni a 4 standardnitrkty), pro exon 11
dvanact vzork (7 heterozygotnich, 5 standardnich kontrol), ptonel4b sedm vzortk(2
heterozygotni, 5 standardnich kontrol) a pro ex@ns@dm vzork (3 heterozygotni, 4
standardni kontroly). Ke stanoveni opakovatelnbtM byl kazdy vzorek analyzovan
pétkrat. Celkoe bylo tedy analyzovano 120 standardnidgivek tani a 140 #vek tani

s mutaci. Bylo dosaZzeno 100% senzitivity a 96% ifipiyg.

Tato studie potvrdila optimalni vyuzitelnost HRMdgtekci mutaci v genGFTR
zérove zhodnotila vyuZiti neiflis rozSfené platformy RotorGene 6000, kterd je zaloZena
na odliSném systému, kdy misto 96-ti jamkovych ipékt vyuZiva rotor se zkumavkami,

ktery poskytuje ¥tSi teplotni a optickou uniformitu.

Koneiné zkuSenosti ziskané v ramcéchto valid&nich projeki byly rovnez
vyuzity i u naslednych popula¢ specifickych analyz na mém domovském pracovii. (v
dale).
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3.4. Makukh et al. (2010) A high frequency of they§&lic Fibrosis 2184insA
mutation in Western Ukraine: genotype-phenotype @ations, relevance

for newborn screening and genetic testing. J Cy#ies. (IF: 3.190)

Tato studie vznikla za podpory projektu Eurogentestol®, kdy naSe pracovist
pusobilo jako Skolici centrum pro metodiku detekcetaniuv genuCFTR pro ostatni
laboratde zemi dedni a vychodni Evropy. S ohledem na nedostate kvalitu
poskytovanych genetickych sluzeb na Ukrgjinpisobenou podfinancovanim iegného
zdravotnictvi, bylo hlavnim cilem zvysit zachytngsbpula&né specifickych CF alel.
Souasre jsme chili napomoci zavedeni novorozeneckého skriningu @FURrajire,
neba’ véasna diagnoza adea @iznivé ovliviiuje pribéh choroby a zarowesnizi naklady

na l&bu tohoto onemocmi.

Incidence onemoeni na Ukrajik byla stanovena na zakkadahodného DNA
testovani 720 jediric na ¢asté mutace v gen€FTR na 1:3300 novorozefic coz
kazdor@n¢ znamena narozeni az 158&tidpostizenych CF. V zapadgéasti zend, odkud
pochazi ¥tSina probantl z této studie, byla dhem let 1998-2008 stanovena diagn6za
klasické CF u 132 probafdu nichz se testovanim panelu 10¢asgjSich evropskych
mutaci podglo identifikovat 76% CF alel (201/264).

V této studii bylo analyzovano 57 CF pacieni nichZ nebyly identifikovany ab
CF alely. Pomoci komeniho kitu Elucigen&” CF-EU1 byl simultané testovan panel 32
CF mutaci, nasledovany analyzou genovyébskupeni genlCFTR metodou MLPA a
sekvenani analyzou exain7 a 13 tohoto genu.

Sekvenace exonu 7 detekovala u jednoho pacient@unolsud nepopsanou
variantu Y362X zfisobujici z#gazeni pedtasného stop kodonu. Sekvenace exonu 13
odhalila neobvykle vysokou frekvenci mutace 218Ainga byla detekovana u 17
negibuznych CF pacieff z nichz dva byli homozygoti, a navySila popimazachytnost o
7.2% CF alel. Vzhledem ke sporadickému vyskytu tatdace v okolnich zemich se zda,

Ze ma suj pavod ve slovanské populaci zapadni Ukrajiny a odtudfila dale.

98



Mutace 2184insA fedstavuje druhou n&gsgjSi mutaci na zapadni Ukrafina
vzhledem k velkému mnoZstvi jedinakrajinské narodnosti Zijici v zahréni(pres 4
miliony v Rusku, 2 miliény v USA a 1 milién v Kan&dby méla byt sogdasti testovaciho
panelu CF pacieftukrajinského pvodu. Donedavna nebylo mozné testovat ji v ramci
Zadného komen¢ diagnostického kitu, nyni je séésti no¥ vyvinutych souprav Devyser
CFTR Core (Devyser), CF StripAssay (ViennalLab) lraké dolks uveaejrnéného Kkitu
XTAG Cystic Fibrosis 71 kit v2+16 (Luminex).

Tato studie jako prvni poskytlarghled spektra mutaci na zapadni Ukkajan
piinesla detailni zhodnoceni korelace mezi genotypefanotypem u pacieints mutaci
2184insA. Muténi zachytnost byla navysSena na &184%,¢imz byly splrny pozadavky
na zavedeni dvoustiipvého (IRT/DNA) novorozeneckého skriningu.
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3.5. Kfenkova et al. (2012) Distribution of CFTR mutationa the Czech
population: Positive impact of integrated clinicand laboratory expertise,
detection of novel/de novo alleles and relevance felated/derived
populations. J Cyst Fibros. (IF: 3.190)

Identifikace obou kauzalnich mutaci u CF padiget dilezita z hlediska vztahu
mezi genotypem a fenotypem, kdy znalogesmé molekularni podstaty oneméch
umoziuje predpowdét pribéh onemocani a individualg stanovit |€bu, etne pripadné
mutainé specifické terapie. Znalost patogennich mutaciugéRTR zaroveér podpdi
klinickou diagn6zu, umoZzni budouci prenatalni dagiiku a moznost stanovenifeposu
téchto alel a rizik u dalSich rodinnyckiglusniki. Vzhledem k velkému mnoZstvi dosud
identifikovanych mutaci v genGFTRa k jejich populané specifickému zastoupeni jéi p
molekularg genetickém vyséeni klicové znat etnicky {wvod probanda a distribuci i

¢etnost mutaci vifislusné populaci.

To bylo hlavnim cilem této publikace, kterd sumagzvysledky dvou dekad
vyzkumneé a diagnostickénnosti v oblasti molekulagngenetické diagnostiky cystické
fibrozy vCeské republice. Préceripasi grehled spektra mutaci nalezenychéeské
populace, ktera populai skladbou reprezentuje obyvatelstviedhi Evropy, a vysledky
tak mohou byt uzZithé i pro okolni staty s nizkou detek zachytnosti, pro velké
mnoZstvi krajafh Zijicich v Severni Americe i pro vyvoj] poptf&-specifickych

diagnostickych pangl

Z témet 3000 vySabvanych rodin byla jednozwtiaa Klinicka diagnéza CF
stanovena u 600 ndpuznych proband Vhledem k autozomatnrecesivnimu charakteru
onemocgni spa@iva strategie tzv. kaskddového molekuéagenetického vyS&ni genu
CFTR v postupném vykovani nefasgjSich mutaci v dané populaci. V sasné dob
zaindme vySéenim kometniho panelu 50 mutaci (Elucigene CF-EUR)
nasledovaného analyzou genovydregkupeni genlCFTR metodou MLPA a analyzou
celé koédujici sekvence gen@FTR pomoci mutaniho skenovani metodou HRM a

sekvenani analyzy.
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Timto piistupem se podéo detekovat 99.50% vSech CF alel (1194/1200¢ské
populaci. Celkem bylo nalezeno 9dznych mutaci, z nichZz se pouze 7 vyskytovalo ve
frekvenci nad 1% (F508del - 67.42%, CFTRdele2,3(21k 5.75%, G551D - 2.92%,
N1303K - 2.42%, G542X - 2.0%, 3849+10kbC>T - 1.67% a 189B*A - 1.42%) a
celych 52 mutaci se vyskytovalo privafmouze v jedné rodén

Poddilo se detekovat 20 novych mutaci a 1 polymorfisnkieré byly nahlaseny
do mezinarodni databaze Cystic Fibrosis Genetidy&saConsortium Dabatase (CFGAC,
http://www.genet.sick-kids.on.ca/cftr/). Poskytnjgjich klinického dopadu na své nési
by mohlo pomoci H predikci fenotypu v fipadt nalezu dané mutace u dalSiho CF
pacienta, neltdb u vzacnych mutaci chybi futiki studie na proteinové arovni
demonstrujici jejich patogeneticky potencial. Sdil&chto udaj je velmi ginosné pro
zhodnoceni zavaznosti mutaci, potazmo formy onedmicra to pedevSim v fpad
prenatalni diagnostiky. Jedna éghto novych mutaci vznikla na paternalni alele
mechanismende novo tj. ve frekvenci 1/1200 CF alel, coz je ve shadpublikovanymi
daty (Girodon et al. 2008). Dale byl na zakdaklorelace mezi fenotypem a genotypem
predikovan nepatogeneticky potencidkterych variant (V754M, S1456N).

Na zaklad téchto dat byla vypétena deteéni zachytnost komeéniho kitu
Elucigene CF-EU2VT | ktery je veeskych diagnostickych laboraich hojré rozsten, na
témef 91%. Metoda MLPA detekujici delece/duplikace navar celych exon prispéla
k dosazené populai zachytnosti 1% a mutai skenovani se sekvema analyzou
detekovaly dalSich 94 alel (7.8%)ckoliv komerkni diagnosticka souprava Elucigene CF-
EU2vI™ dosahuje dostateou zAchytnost pro vyuZiti v rutinni diagnostice i
novorozeneckém skriningu CF, molekutamgeneticka diagnostika u paciéns CF by
meéla v kazdém fipact zahrnovat vSechny mutace, které seiglpSné populaci vyskytuji
s cetnosti vysSi nez 0.5 %, proto by mutace 1336K 458x¢ly byt pridany do ruting

pouzivaného testovaciho panelu.

Koneiné prabézné vysledky této studie byly pouzity i vramci iopdlizace
alternativnich protokdl novorozeneckého skriningu CF zahrnujicich DNA dasgiku
mutaci v genuCFTRYV ¢eské populaci na naSem pracovisti (Krulisova e@l?), ktery
vS8ak byl pouze mym vedlejSim projektem a nebudetoprblize diskutovan.
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3.6. Tattelmann et al. (2010) A common haplotype pbtamine 1 and 2
genes is associated with higher sperm counts. I®ridrol. (IF: 3.591)

V evropskych zemich jechem poslednich par desetileti sledovana pomalaasétr
tendence ke sniZzovani kvality muZzského ejakulatujedinu z ficin je povazovan zvyseny
vyskyt unglych estroget v prostedi a dalSi negativni civilizai vlivy. Neobjasgnych
pricin defektni spermatogeneze a zhorSenych doitck paramefr spermatu je vSak stale
mnoho, a proto jsme se v naSi praci &almna studium picin genetickych, konkrétnna
zhodnoceni vyskytu a stanoveni frekvence mutacolgnmrfismi protaminovych gein
(PRM1, PRM2 a objasgni vlivu téchto variant na poruchy spermiogeneze.

Predchozi studie prokazaly jednoZng vztah aberantni exprese protafnin
k muzské infertili¢, kdy spravné mnozstvi obou protiije nezbytné pro spravnou
diferenciaci spermii (Carrell et al. 2008). Dalddogrokdzano, Ze mysi haploinsuficientni
pro jeden z protaminovych génvykazuji znény v uspdadani chromatinu a jaderné
integritt. Tyto mysi stale produkovaly spermie, ty vSak \aaaaly abnormalni morfologii
a snizenou pohyblivost a nebyly schopné oplodndyb¢Cho et al. 2001). Vzhledem
k rozhoduijici roli protamiin v diferenciaci spermatid se tedy lze domnivat,mhgtace
téchto germ mohou vést k idiopatické infertiitu muzi s normalnim p&em spermii.
Dosud publikovana data zabyvajici se roli protawycb variant a jejich asociaci se
semennymi parametry v lidské neplodnosti jsou vEgktikazna, az rozporuplna (Jodar et
al. 2011). Proto byla ve spolupraci s UniverzitoMimsteru (Nmecko) provedena tato

retrospektivni studie na representativnim soubénueckych neplodnych muaz kontrol.

Sekvenani analyza (podle Sangera) obou exengislusnym intronem genPRM1
a PRM2 byla provedena na souboru pacierd idiopatickou infertilitou #&meckého
pavodu: 1/ u 88 mui s teratozoospermii<{% morfologicky normalnich forem) a
normalnim pétem spermii ¥20.1¢/ml) simulujici fenotyp prm-haploinsuficientni mysi
2/ u 83 mu s teratozoospermii<{% morfologicky normélnich forem) a sniZzenym
poitem spermif (< 20.80ml) a 3/ u 77 normozoospermickych niuE19% morfologicky

normalnich forem) s normalnim gem spermii*¥20.16/ml).
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V genuPRML1byly detekovanyit jiz publikované varianty, dvvzacné: c.54G>A
(rs35262993, exon 1, synonymni) (Aoki et al. 200®avel et al. 2007, Imken et al. 2009)
a ¢.102G>T (rs355576928, exon 1, nesynonymni RBiBrhi et al. 2006, Aoki et al.
2006a, Ravel et al. 2007, Kichine et al. 2008, doein al. 2011) a jedn&asté:
€.139A>C/g.230A>C (rs737008, exon 2, synonymni)n@ika et al. 2003, Iguchi et al.
2006, Aoki et al. 2006a, Ravel et al. 2007, Imkemle2009, Jodar et al. 2011), a to ve
shodnych alelickych i genotypovych frekvencich eoals testovanych skupin. Frekvence
variant detekovanych FRM1 byla srovnatelna s publikovanymi studiemi (Tanakaal.
2003, Aoki et al. 2006a). Vysledky této prace ohtedarianty ¢.102G>T, kde dochazi ke
zmeéné argininu za serin, jsou ve shod rozsahlou studii (Kichine et al. 2008) a popiraj

viw s

al. 2007).

V genuPRM2 bylo detekovano osm variant, kde Sest bylo vzacmahodile se
vyskytujicich v jednotlivych testovanych skupina@gnz Ize povazovat spiSe za benigni
polymorfismy: c.66T>C (exon 1, synonymni) (Aoki at 2006a, Jodar et al. 2011),
c.201C>T (exon 1, synonymni) (Jodar et al. 201Xkelmet al. 2009, Aoki et al. 2006a),
€.271+10C>T/g.281C>T (rs740007626, intron) (Aokiakt 2006a, Imken et al. 2009,
Jodar et al. 2011), ¢.271+19C>T/g.290C>T (rs740@676ntron) (Jodar et al. 2011,
Imken et al. 2009, Aoki et al. 2006a), c.271+29AgG0D0A>G (intron),
€.271+106C>A/g.377C>T (intron), a &vasté varianty nalezené ve shodnych alelickych i
genotypovych frekvencich u vSech testovanych skupir271+27G>C/g.298G>C
(rs16460222; intron) (Aoki et al. 2006a, Tanakale2003, Imken et al. 2009, Jodar et al.
2011), ¢.271+102C>A/g.373C>A (rs2070923, intromd@r et al. 2011, Tanaka et al.
2003, Aoki et al. 2006a, Imken et al. 2009).

Mezi ttemi ¢astymi  polymorfismy PRM1 ¢.230A>C a RM2
0.298G>C/g.373C>A) byla zji&a silna vazba a byly sestaveny haplotypy, jejichz
zastoupeni se mezi testovanymi skupinami nelidildak @i testovani vlivu haplotyjp na
semenné parametry v skupimSech 248 mu¥ analyzovanych dohromady byla odhalena
statisticky vyznamna asociace. Homozygotni &okaplotypu ACC nili dvojnasob

vy38i paet spermii neZ muZi bez tohoto haplotypu (43%h0x 24.2x16/ml). Je mozné,
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Ze spermie no&h jiného nez ACC haplotypu nejsou Zivotaschopingodl€éhaji negativni
selekci. To by signalizovala i zj&ta signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovi
rovnovahy u polymorfisrin tvoricich haplotyp. Vliv haplotypu ACC na ostatni sem&n

parametry (morfologii, motilitu) nebyl prok&zan.

Jelikoz pondr protamiri ve spermiich nebyl #&ien, nelze o¥it viiv haplotypi na
jejich expresi a fipadny aberantni poin PRM1/2, ktery byl jednozria¢ asociovan
s muzskou neplodnosti (Balhorn et al. 1988).

DalSi vyzkumy by se why ubirat smérem k analyze variant gentiNP2 ¢i
promotorovym variantam protaminovych gerkteré dosud nebyly hajnzkoumany.
Dopad ACC haplotypu na spermatogenezi i byt owren dalSimi studiemi na jinych
populacich, aby bylo umo#&no jeho pipadné klinické a diagnostické vyuziti. Pro snadnou
a rychlou detekci polymorfisintvoricich tento kauzalni haplotyp by bylo vhodné zaveést
metodu HRM (genotypizaci variant metodou malych bkkopu), kterd byla v této
dizerta&ni praci detaild zhodnocena a na roatiych studiich potvrzena ideélnost a
vhodnost této metody proc¢ély detekce neznamych genovych variant i &ilen

analyzovanych polymorfistdmutaci.

Koneiné¢ vramci studia muzské neplodnosti jsem se poditeareplik&nich
studiich frekvence mutaci v ge®RT3v ¢eské populaci neplodnych mugNorambuena
et al. 2012a) a nasletin nemecké populace (Norambuena et al. 2012b), kterié bgly

pouze mymi vedlejSimi projekty a nebudou protoéliiskutovany.
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4. ZAVER

1/ Podrobnym a rozsahlym zhodnocenim metody HREéehtznych platforem
umozujicich tuto metodu (LightScanrd&; LightCycler 480 a RotorGene6000) byla
jednozné&né potvrzena jeji optimalni vyuzitelnost v detekci taei v rutinni DNA
diagnostice. HRM fedstavuje rychlou, citlivou a finané nenarénou metodu, jejiz
vSechny kroky mohou byt provedeny v jedné zkumaw@ednom pistroji, coZz sniZzuje
riziko kontaminace na minimum a vyrazgeti ¢as. Simultanni kombinace muaikdho
skenovani a genotypizacgastych polymorfism jeS€ vice snizuje pdebu sekvenmi
analyzy. | pes rychlé roz$ovani metody sekvenovani nové generace (NGS), kterd
charakteristickd svou nameosti na vybaveni, naklady na provoz a obtiznym
vyhodnocenim ziskanych dat, si HRM zachovava v DNe#gnostice stale své vyznamneé
misto. Poskytnutim metodickych pokKymavod: a valid&nich koncepci jsme se pokusili
usnadnit implementaci této technologie a umoznjt jespSné vyuziti i v dalSich

laboratdich.

2/ Diky integraci pesné Klinické diagnostiky a komplexniho molekuéarn
genetického fistupu (zahrnujiciho i metodu HRM) v ramci Narodnilcentra pro
diagnostiku a l&bu cystické fibrozy ve Fakultni nemocnici v PrazeotMe (\Estnik
Ministerstva zdravotnictvic. 4/2012 z 28. k&tna 2012) se podido zmapovat térx
kompletni spektrum populaé¢ specifickych mutaci uceskych pacierit s timto
onemocgnim (>99% populni zachytnost). To m& vyznam pro a/ zkvalith
poskytovanych genetickych sluzeb u paadiestCF, b/ dalSi rozvoj novorozeneckého
skriningu CF a c/ naslednou aplikaciagné a spravnédey/terapie, coz ipznivé ovlivni
pribéh a progn6zu onemoéni a umozni snizit ebné naklady. S@asre jsme gispeli ke
zvySeni kvality molekulam genetické diagnostiky CF na zapadni Ukegjirkde
ekonomické a metodické limitace unio¥aly testovat pouze paneléove negasgjSich
mutaci, a to zasluhou odhalené mutace 2184insAa st ukazala byt po mutaci F508del
druhou nejfrekventovaisi mutaci nalézanou u CF pacientikrajinské narodnosti.
ZvySenim populéni za&chytnosti CF mutaci byly sgimy podminky pro zavedeni

ey

novorozeneckého skriningu. Vzhledem k vysokémityptlkrajinai pracujicich a Zijicich
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na naSem Uzemi jsou zfige vysledky pinosné i praieské laborat@, kdy je pi testovani
proband ukrajinské narodnosti nezbytné myslet na testowatd mutace, ktera neni

soutasti celorepublikay hojre rozsteného diagnostického kitu firmy Elucigene.

3/ Mutani analyzou kandidatnich ge?PRM1 a PRM2oro muZskou infertilitu se
potvrdilo, Ze mutace \thto genech jsou vzacné a nejsatimpu gicinou poruch
spermiogeneze. Paoila se vSak nalézt statisticky signifikantni aseociaezi haplotypem
ACC, tvarenym temi ¢astymi polymorfismy dchto geri, a koncentraci spermii a jejich
celkovym pd@tem. Red praktickou implementadiahto vysledk do rutinni diagnostiky je

nezbytné o¥fit platnost nalezu na dalSich souborech a popuiacic
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7. Stambergova A, Kenkova P Norambuena P. "Prvni zku3enosti s analyzatorem
kiivek tani s vysokym rozliSenim (HRMCA) pro detekoutaci/SNP CFTR a
BRCA 1 genu". Workshop ,Detekce mutaci“tadany firmou KRD. Praha, unor
2007.

5.4. Ostatni

1. 1. misto za nejlepsSi abstrakt 19. sympozia asistovaprodukce, Brno, listopad
2009: P Kenkova F Tittelmann, S Romer, AR Nestorovic, M Ljujic, A
Stambergova, M Macek Jr., E. Nieschlag, J GromdIISimoni, M Macek Sr.
"ACC haplotyp protaminovych gérPRM1aPRM2je asociovan s vyssSim gem

spermii”.

2. Uspsdna &ast v mezilaboratorni externi kontrole kvality 2012 vySeteni
negasgjSich aneuploidii chromozaiml 3, 18, 21 X a Y metodou QF-PCR
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6. SEZNAM ZKRATEK

ADP
AMH
AR
ATP
AZF
bp
BRCA1l
CBAVD
CF
CFGAC
CFTR

CFTR2

CR
DGGE

dHPLC

DNA
dsDNA
ENaC
EU
FN
FP
FSH
FSHR
GnRH
HA
HRM
IRT
kb

adenosindifosfat

anti-mullericky hormon

androgenni receptror

adenosintrifosfat

azoospermicky faktor

base pair, par bazi

breast cancer 1, gen pro karcinom prsu a ovarii

kongenitalni bilateralni absence (ageneze) vasreles

cysticka fibroza

Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium Datshalatabaze CFTR1

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulaémsmembranovy
regulator vodivosti

databaze Clinical and functional translation of @ T
Ceska republika

Denaturing Gradient Gel Elektrophoresis, den&hirgradientova gelova
elektroforéza

denaturing High Performance Liquid Chromatogragtenaturéni vysoce
acinna kapalinova chromatografie

deoxyribonukleova kyselina

double-stranded DNA, dvéeigzcova DNA

Epithelial Sodium Channel, epitelovy sodikovy &an
Evropska Unie

false negativity, faleSna negativita

false positivity, faleSna pozitivita

folikulistimula¢ni hormon

receptor pro folikulistimuléni hormon
gonadotropin-releasing hormon, gonadotropiny tivjdti hormon
Heteroduplex Analysis, analyza heteroduplex

High Resolution Meltig, vysokorozliSovaci analyaé/kk tani
imunoreaktivni trypsinogen

kilobaze
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kDa
KO
LH
LHR
MLPA

MRNA
MSD
MTHFR
NBD
ORCC
PCR
PKA
PKC
PRM

RT-PCR
SNPs
SOX9
SRY

SSCP

ssDNA
TGCE

m
TN
TNP
TP
TTGE

USA
v-LH B
WHO

kilodalton

knockout, cilené wiazeni z funkce
luteinizaini hormon

receptor pro luteinizai hormon

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplificationpuftiplexni amplifikace
prob zavisla na ligaci

mediatorova ribonukleova kyselina

Membrane Spanning Domains, transmembranova doména
methylentetrahydrofolatreduktaza

Nucleotide Binding Domain, nukleotid vazebna domé
Outwardly Rectified Chloride Channel, chloriddkgnal
Polymerase Chain Reaction, polymeraziat&zova reakce
proteinkinaza A

proteinkinaza C

protamin

regul&ni doména

Real-Time Polymerase Chain Reaction, kvantitatR@R v realnéndase
Single Nukleotide Polymorphisms, jednonukleotidpeé/morfismy
SRY- box 9

sex determining region on chromosome Y, oblasiijici pohlavi na
chromozomu Y

Single-Strand Conformation Polymorphism, metoda@éekzcoveho
konformaniho polymorfismu

single-stranded DNA, jediettzcovd DNA

Temperature Gradient Capillary Electrophoresapiliarni elektroforéza
s teplotnim gradientem

melting temperature, teplota tani
true negativity, sprdvna negativita
tranziEni protein

true positivity, spravna pozitivita

Temporal Temperature Gradient Elektrophoresektedforéza s teplotnim
gradientem

United States of America, Spojené staty americké
variantnif podjednotka luteinizaiho hormonu
World Health Organisation, $tova zdravotnicka organizace
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