Unikatni metoda védcu z UK
odhali onemocneéni ledvin

Unikatni metoda védcil z UK pomaha odhalit onemocnéni
ledvin

Ve spolupréaci s tymem Broad Institute — jednoho z nejvyznamnéjSich svétovych center genetického vyzkumu vedeného
Ericem Landerem — pfispél tym Ing. Stanislava Kmocha z Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch 1. Iékafské fakulty
UK k objasnéni genetické a molekularni pfi¢iny onemocnéni, které vede v dospélosti k postupné ztraté funkce ledvin.
Nové poznatky maji nejenom vyznamné klinické dopady, ale zaroven poukazuji i na slaba mista modernich technik
analyzy lidského genomu. Prace byla pfijata k publikaci v prestiznim genetickém &asopise Nature Genetics.

Vase prace odhaluje slabiny modernich metod analyzy genomu. Jakym smérem se budou po vasem objevu
ubirat projekty, ve kterych pouziti téchto modernich technik nebylo uspésné?

Kdyz dnes hledame pfi€inu dédiéné podminéného onemocnéni, snazime se nejprve ziskat u¢elnou miru znalosti o
genetické informaci (sekvenci DNA) postizenych jedincl a jejich pfibuznych. Nasledné porovnavanim jejich genetické
informace s tzv. referenéni sekvenci lidského genomu hledame sekvenéni odchylky (varianty). Nalezené sekvenéni
varianty dale analyzujeme ve smyslu jejich vyskytu v rlznych populacich, pfedpokiadané funkéni zavaznosti a
biologické konzervovanosti. Mezi takto analyzovanymi variantami, kterych mize byt v jednom projektu i nékolik tisic,
vyhledavame takové, které splfiuji podminky o¢ekavaného modelu dédiénosti onemocnéni a maji jistou funkéni spojitost
se studovanym fenotypem. Takto definované kandidatni varianty dale funkéné charakterizujeme a snazime se prokazat
jejich skute€nou kauzalni ulohu.

Od tohoto obecného pfistupu vSichni ocekavaji, ze vyresi relativné rychle vyznamnou vétSinu dédiéné podminénych
onemocnéni. Praxe v8ak ukazuje, Ze se nam ve vice nez poloviné projektl, které feSime, nedafi kandidatni ani kauzalni
mutace nalézt.

Publikovana prace naznaduje, Zze jednou z pfi€in neuspéchu mohou byt pravé mutace lokalizované v opakované se
vyskytujicich sekvencich — repetetivnich oblastech DNA. Sou¢asné metody sekvenace nam neumozniuji tyto rozsahlé a
sekvencné nesmirné rozmanité oblasti lidského genomu spravné analyzovat. Prace poskytuje instrukce, jak postupovat
pfi vyhledavani a analyze té&chto oblasti v doposud neuspésnych projektech. Zajimavé je vtomto sméru vyuziti tradicnich
technik molekularni biologie — napf. kombinace hybridizacni analyzy DNA (tzv. Southern blotu), klonovani a Sangerova
sekvenovani —, od kterych se postupné v genomickych laboratofich ustupuje.

Pro¢ se moderni metody analyzy genomu nehodi pro analyzu repetetivnich sekvenci?

Repetetivni sekvence jsou velmi dynamické oblasti genomu. Maji riizny rozsah — od dvou nukleotidi po desitky tisic
nukleotidi. Béhem replikace DNA se rtizné kopiruji, prodluzuji, pfesouvaji se z mista na misto, prevraceji. BEhem téchto
procesu dochazi ke zménam — mutacim —, které mohou mit v fadé pfipadl funkéni vyznam.

Aktualni metody sekvenovani genomu jsou zalozeny na paralelni sekvenaci stovek miliona kratkych fragmenti DNA
(50-200 nukleotidd) a na nasledném pocitacovém porovnavani a prikladani jednotlivych sekvenci k referen¢ni sekvenci.
V pFipadé repetetivnich sekvenci pfislusny pocitaCovy program nevi, k jaké oblasti genomu jednotlivou sekvenci pfiloZit,
a ve vétsiné pfipadl ani bézné pouzivana referenéni sekvence tyto oblasti neobsahuje. Vysledkem je, Ze jsou tyto
sekvence z nasledné analyzy vyloueny. Proto se musime v téchto pfipadech vratit ke star§im metodam nebo &ekat na
novou technologii, ktera nam umozni sekvenovat mnohem dels$i fragmenty DNA nez doposud.

O nalezeni genetické pficiny medularniho cystického onemocnéni ledvin typu | (MCKD1) se pokouselo vice
tymu jiz fadu let. Jak dlouho jste pracovali na projektu?

Této problematice se vénujeme od roku 1997, kdy jsme zacali studovat rodiny s dédi¢né se vyskytujici dnou a postizenim
ledvin. Po prvnich uspésSich — zejména po publikaci lokalizaci jednoho z gend na chromozomu 16 v roce 2000 — jsme
zacali dostavat fadu vzorkd s timto onemocnénim z rGznych mist na svété, a to i s timto onemocnénim. Vyzkum byl
mimo jiné ¢aste¢né podporen v roce 2008 grantem Grantové agentury UK €. 81708. Z dnesSniho pohledu a z hlediska



hodnoceni védy obecné je zajimavé, zZe a¢ jsme pouzili vSechny v té dobé dostupné a navrzené metody, a feSeni nevedlo
k Uspéchu, byl grant hodnocen jako nespinény, a obdrzeli jsme pisemnou vytku.

Dlouhé roky se védélo, Ze gen a jeho mutace museji byt lokalizovany v oblasti 2 miliond bazi na chromozomu 1. Na jeho
nalezeni pracovala fada tym0 dlouhé roky, ale zadny z nich nebyl schopen kauzalni mutaci nalézt. To se podafilo az
Eriku Landerovi, Marku Dalymu a jejich skute¢né mimoradné schopnému tymu a vyjimeénému technologickém zazemi,
které je na Broad Institute k dispozici. Zcela zasadni ulohu v projektu sehral také Anthony Bleyer, nas dlouholety kolega
a vyzkumny partner z Nefrologické kliniky Wake Forest University. Ten shromazdil unikatni soubor pacient, ktery byl
kritickym vychodiskem pro uspésné vyfeseni problému.

Jak prispéla pravé vase skupina k tomuto vysledku?

Tak jako ostatni skupiny jsme dlouhodobé neuspésné analyzovali vzorky DNA, které jsme méli k dispozici, s pouzitim
vS§ech dostupnych genetickych technik. Paralelné s timto pfistupem jsme se v§ak snazili ur¢it mutovany protein pomoci
imunohistochemické detekce. V bioptickych vzorcich ledvin jsme analyzovali proteiny, které jsou pfitomné v tubularnich
burikach ledvin.

Na zakladé téchto experimentl jsme dlouho tusili, Ze onim proteinem musi byt mucin-1. Méli jsme nékolik pozorovani
u pacientl z naseho souboru, ktera ukazovala na zménu exprese tohoto proteinu. Kauzalni mutaci ani zadny jasny
histopatologicky zavér jsme vSak nebyli schopni nikdy nalézt. Dnes jiz vime pro¢. V disledku mutace totiz vznika
uplné novy typ proteinu, ktery jsme nasimi postupy nemohli dfive detekovat. Po nalezeni kauzalni mutace a odhaleni
zakladniho dopadu mutace na strukturu mucimu-1 jsme v$ak byli schopni rychle navrhnout a pfipravit protilatku, jez
mutovany protein v fadé biopsii specificky prokazala.

NaSe analyza tak potvrdila vysledky genetické analyzy kolegli z Broad Institute a naznacila zakladni patogenetické
mechanismy postupného snizovani funkce tubularnich bunék ledvin. Jako v fadé dalSich podobnych projektl se nam
opét potvrdilo, Ze molekularné patologicky pfistup ke studiu genetickych onemocnéni, smér, ktery dlouha Iéta rozvijel
profesor Milan Elleder, je jednou z velkych pfidanych hodnot naseho pracovisté. Pravé diky tomuto pfistupu, ktery
koreluje genetické, biochemické a molekularni poznatky s patologii buriky a organu, se nam dafi odhalovat nové
poznatky o pfi¢inach onemocnéni a fyziologickych a patofyziologickych mechanismech u ¢lovéka.

Jakym zplisobem pomiize objev pfi Ié¢bé pacientti?

MCKD1 se neda klinicky urcit. Diagnéza je mozna pouze na zakladé genetického vySetfeni nebo nasi
imunohistochemické analyzy. Dokud nebylo mozné tato vySetfeni provést, nikdo nevédél, kdo timto specifickym
onemocnénim trpi a jak se vlastné toto onemocnéni projevuje. To je dnes mozné a my vime o desitkach postizenych
rodin a stovkach pacientu na vSech kontinentech.

~Program ,UNCE je jedno z nejsmysluplnéjSich opatfeni na podporu védy na Univerzité Karlové,“ Fika Ing. Stanislav
Kmoch z Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch 1. Iékafské fakulty UK

Medularni cystické onemocnéni ledvin (MCKD1) patfi podobné jako polycystéza do skupiny dédi¢né podminénych
onemocnéni, ktera se projevuji v dospélosti postupnou ztratou funkce ledvin a ve vétsiné pfipadd vyzaduji naslednou
dialyzu a transplantaci. Onemocnéni se vyskytuje v rodinach opakované v nékolika generacich a u pfimych pfibuznych
(strycu, tet, bratranct Ci sestfenic). U kazdého potomka postizeného jedince je 50% riziko, Ze onemocnéni zdédi.
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