Abstrakt

Konec¢na diagnéza dédi¢nych metabolickych poruch je obvykle uréena na zéklad¢ vySetfeni enzymové
aktivity (coz je mnohdy komplikované) a/nebo za pomoci molekularné genetického vySetteni. Vysledky
standardni mutacni analyzy v§ak mohou byt n€kdy zavadéjici, zejména v ptipadé rozsahlych reorganizaci na
urovni chromozomu ¢i u mutaci v regulacnich oblastech. Predkladana prace je zamétfena na charakterizaci
komplexnich mutaci v genu pro ornitin transkarbamylazu (O7C), studium regulacnich oblasti OTC a genu
pro B-galaktozidazu (GBA).

V ramci studie provedené na souboru Citajicim 37 pacientt s kongenitalni hyperamonémii II. typu
(OTCD) bylo identifikovano a charakterizovano 14 novych mutaci véetné tii rozsahlych deleci. Byl
zaznamenan 1 ptipad symptomatické heterozygotky pro hypomorfni mutaci p.R129H, u niZ byl fenotyp
OTCD ziejmé podminén posunem v X-inaktivaci ve prospéch mutované alely. Nalez byl podloZen
sledovanim nevyhodné X-inaktivace ve tfech riiznych perifernich tkénich.

Za ucelem provéteni patogenity promotorové variace c.-366A>G v OTC nalezené v jedné rodin€ s
mirnym fenotypem OTCD byly identifikovany tfi alternativni poc¢atky transkripce (PT) a vymezen promotor
lidského OTC. Transkrip¢ni aktivita promotoru, stejné tak jako aktivita nov€ nalezeného distalniho
enhanceru, byla ovétena funkcni eseji. Vysledky ukéazaly kliCovy vyznam interakce promotoru s
enhancerem pro tkanovée specifickou expresi OTC v jatrech. Pfitomnost variace c.-366A>G vedla k
padesatiprocentnim snizeni aktivity mutované¢ho promotoru v interakci s enhancerem.

Detailni charakterizace promotoru lidského OTC odhalila dva silné cis-aktivni regula¢ni elementy
odpovidajici vazebnym mistiim pro HNF-4o. V oblasti proximalniho promotoru byl nalezen tfeti vysoce
konzervovany motiv rozpoznavany HNF-4q, pfi¢emz vSechna tfi vazebnd mista se nalézaji ve vzdalenosti
do 35 bp nad PT. Promotor OTC pfitom postrada zakladni elementy nezbytné pro iniciaci transkripce v
konvencnich pozicich. Dosazené vysledky siln€ podporuji ulohu HNF-4a v iniciaci transkripce OTC u
¢loveka.

Metodicky postup zavedeny pii studiu OTC byl nésledné aplikovan na charakterizaci alternativniho
promotoru GBA. V ptipadé alternativniho transkriptu nesouciho dva nepieklddané exony -1 a -2 byly
nalezeny tfi rizné PT. Pfi porovnani s normalnim promotorem vykazoval alternativni promotor nizsi
transkripcni aktivitu, expresni profil napfi¢ nékolika riznymi tkdnémi vSak byl srovnatelny. Byla vyslovena
hypotéza, ze vyrazné rozdily ve fenotypu u pacientl se stejnym genotypem GBA mohou byt dany variabilni
expresi mutovaného alternativniho transkriptu. Tuto hypotézu se v§ak nepodafilo experimentalné potvrdit na
souboru 20 pacientli s Gaucherovou chorobou.

Vysledky vyse uvedenych studii roz§ifuji moznosti molekularni diagnostiky OTCD a Gaucherovy
choroby.
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