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Tuberdzni sklerdza: optimalizace postupu jeji

DNA diagnostiky

Tuberous Sclerosis: Optimisation of its DNA Diagnosing Procedure

Souhrn

Cilem préce je uvést klinickogenetické aspekty u tuberdzni sklerdzy, poukdzat na prinos
genetického testovani i jeho limity a sezndmit s optimalizovanym postupem pfi genetic-
kém vysetfovani. Tuberdzni skleréza je autozomdlné dominantné dédi¢né neurokutanni
onemocnéni s extrémni variabilitou klinickych projevi. Choroba je podminéna mutaci
v jednom ze dvou tumorsupresorovych gent, TSCT nebo TSC2. Bylo popsano Siroké
spektrum kauzélnich mutaci s ndhodnou distribuci v zodpovédnych genech. Navrhovany
postup vysetfeni DNA byl vytvoren na zékladé zkusenosti z analyzy 65 vzork( od ceskych
pacientd a testovanim 53 pozitivnich kontrolnich vzork( ze zahranicnich partnerskych
pracovist. Zakladnimi kritérii pro volbu nejvhodnéjsiho postupu pro DNA diagnostiku
u TSC pacientt byla ekonomic¢nost, Gc¢innost a kapacita laboratore.

Abstract

The goal of the study is to inform about clinical and genetic aspects of tuberuos sclero-
sis, to point out the benefit of genetic testing as well as its limits, and to inform about
the optimised genetic testing procedure. Tuberous sclerosis is an autosomally dominant
hereditary neurocutaneous disease with extremely variable clinical manifestations. The
disease results from mutation in one of the two tumour-suppressor genes, i.e. TSCT or
TSC2. A wide range of causal mutations with random distribution in the responsible
genes has been described. The proposed DNA examination procedure was designed on
the basis of knowledge obtained from the analysis of 65 samples from Czech patients
and by tests performed on 53 positive control samples from partner centres abroad. The
basic criteria for the selection of the best procedure for DNA diagnosis in TSC patients
was economy, efficiency and laboratory capacity.

Zdroj podpory a podékovani: Prace byla fesena jako soucast projektu MSMT ¢esko-fecké
védecko-technické spoluprace kontaktu ¢. 7-2006-20, ME 923. TSCT and TSC2 genetic
alterations in tuberous sclerosis (Genetické zmény TSC7 a TSC2 u tuberdzni sklerdzy,
2006-2007).
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Tuberdzni sklerdza, téz tzv. komplex
tuberdzni sklerézy (TSC), je neuroku-
tdnni onemocnéni s autozomalné domi-
nantnim typem dédi¢nosti. Choroba je
charakterizovana vznikem hamartomd
a hamarcii postihuijicich ¢etné organové
systémy, nejcastéji kazi, mozek, ledviny,
srdce a plice. Postizen viak mUZze byt
prakticky jakykoli organovy systém. Pro
klinickou diagnostiku byla peclivé stano-
vena kritéria [1]. Vybér neurologickych
ptiznakl shrnuje tab. 1.

Onemocnéni je klinicky velmi rdz-
norodé, projevuje se variabilitou sym-
ptomd a rdznou zdvaznosti postizeni.
Rozdilnd exprese je pozorovana nejen
u pacientl z rtznych rodin, ale rov-
néz mezi postizenymi pfibuznymi téze
rodiny. Spektrum symptom0 u rlznych
pacientl se pohybuje od prakticky bez-
pfiznakovych koZznich projevd az po
tézké poskozeni CNS s epilepsii a psy-
chomotorickou retardaci [2].

V souvislosti s vékem jsou nejcas-
t&jSi pficinou umrti v novorozeneckém
obdobi rozsahlé rhabdomyomy. V poz-
déjsim veku muaze Zivot ohrozit zejména
epilepsie a komplikace spojené s pfi-
tomnosti subependymalnich obrovsko-

bunéc¢nych astrocytom (Subependymal
Giant Cell Astrocytoma, SEGA). Postizeni
ledvin spolu s poskozenim CNS mohou
byt pficinou mortality v adolescenci
a dospélosti. V tomto obdobi se jedna
predevsim o selhani ledvin, nahlé vnitni
krvaceni z velkych hamartom( v ledvi-
nach ¢ mozku, vzacné i vznik renalniho
karcinomu. U Zen ve véku 20 az 40 let
muZe byt fatdlni rovnéz postizeni plicni
lymfangiomyomatézou (LAM) [3].

TSC byva casto odhalena pravé na
neurologickém pracovisti. Jedna se o selek-
tivni zachyt pacientt s poruchou CNS, pfi-
Cemz postizeni CNS je vétSinou spojeno
se zavaznéjsimi a markantnéjsimi projevy
TSC. Ovsem neurologické vysetfeni nemusi
vzdy jednoznacné stanovit diagndzu TSC
a je tfeba je doplnit o dal3i specializovana
vySetieni, zejména dermatologické, nefro-
logické a oftalmologické. Velmi dilezita je
i konzultace na genetickém pracovisti, a to
jak pro samotného pacienta, tak i pro sta-
noveni rizika u jeho pfibuznych. Pfi nejasné
diagnéze u pacienta, pfipadné u dalSich
rodinnych pfislusnikd a zvlasté pfi plano-
vani rodicovstvi v takto postizené rodiné je
podstatné odhalit mutaci zodpovédnou za
dané onemocnéni.

Majoritni znaky

Minoritni znaky

Nespecifické znaky

Tab. 1. Neurologické symptomy TSC [1].

— kortikaInf tuber’
— subependymalni noduly
— subependymalni obrovskobunécné astrocytomy

— cerebralni radialni migra¢ni drahy bilé hmoty!
— epileptické zachvaty?
— infantilnf kiece?

Tvyskytne-li se soucasné cerebralni kortikalni dysplézie a cerebraini migracni drahy
bilé hmoty, jsou pocitany spiSe jako jeden neZ jako dva znaky TSC
Znejsou zahrnovany mezi diagnostickd kritéria, jsou vsak pritomny u 90 % TSC pfipadl

Tab. 2. Spektrum mutaci odhalenych v genech TSCT7 a TSC2 [6-13].
Mutace pozorované u TSC7 (n=174)au 7SC2 (n = 1 038)

Typ mutace % TSCT1 mutaci
malé delece a inzerce 45-59
nesmysiné mutace 33-45
zameénové mutace 0
sestfihové mutace 7-9

velké delece a prestavby 1-2

% TSC2 mutaci
20-32
18-24
20-27
12-15

1-7

TSC je geneticky heterogenni one-
mocnéni zpUsobené poruchou jednoho
z tumorsupresorovych genl se zodpo-
védnymi lokusy lezicimi na chromozo-
mech 9934 (gen TSC7) a 16p13.3 (gen
TSC2).

Gen TSC1 zaujimad v genomické
DNA délku pfiblizné 50 kb a je tvoren
23 exony. Exony 1 a 2 nejsou pfi pro-
teosyntéze prekladany, a tak kodujici
oblast, dlouhou 3 492 pb, tvofi exony
3 az 23 [4]. VétSinu poruch genu tvori
drobné (bodové) mutace vedouci ke
zkraceni kédovaného proteinu (tab. 2).

Gen TSC2 zaujima v genomické DNA
rovnéz délku kolem 50 kb, ma 41 exon(
o celkové délce 5 474 pb, exony ¢. 25
a 31 jsou alternativné sestfihovany [5].
Tento gen leziv sousedstvi s PKD1 genem,
zodpoveédnym za polycystickou chorobu
ledvin. V genu TSC2 bylo identifikovano
Siroké spektrum mutaci v¢etné rozsah-
lych prestaveb, velkych deleci a zzméno-
vych mutaci (tab. 2).

Navrzeni optimalni strategie
diagnostiky TSC

Na nasem pracovisti FN Olomouc se zaby-
vame vyhledavanim mutaci u TSC pacientd
jiz pres 10 let. Shrnuti konkrétnich vysledkd
DNA analyzy je popsano v tab. 3.

Na zakladé naSich dosavadnich zku-
Senosti (tab. 3) a poznatkl vychazeji-
cich z praci autord uvedenych v tab.
2 a ve spoluprdci s holandskymi a fec-
kymi kolegy jsme postupné stanovili nej-
vhodnéjsi postup pro DNA diagnostiku
u tohoto onemocnéni. Zakladnimi kri-
térii pro volbu postupu byla ekonomic-
nost, Ucinnost a kapacita pracovisté.

Skriningova metoda analyzy jednore-
tézcového konformacniho polymorfizmu
(SSCP) pro vyhledavani ,bodovych”
mutaci typu malych inzerci a deleci, ne-
smyslnych, zaménovych a sestfihovych
mutaci byla nahrazena ucinnéjsi meto-
dou denaturacni gradientové gelové
elektroforézy (DGGE), (obr. 1). Namisto
pracné a zdlouhavé Southernovy hyb-
ridiza¢ni techniky pro vyhledavani roz-
sahlych prestaveb byla zavedena rych-
lejsi a elegantnéjsi metoda multiplexové
liga¢né-dependentni amplifikace préb
(MLPA), (obr. 2).
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Tab. 3. Souhrn vysledkt vysetfeni u Ceskych pacientl ke dni 1. 3. 2008.
Skriningové metody pro bodové zmény Potvrzeni mutace a pfima diagnostika Prenatdlni diagnostika
DGGE TSC2 32 exond 65/25 sekvenace sC2 19/3 1 PGD

TSCT 21 exond 63/37 TSC1 25/3 3
SSCP TSC2 22 exond 65/6 dot blot TSC1 23/14

TSCT 21 exonU 65/14
Skriningové metody pro rozsahlejsi zmény
Southernova
hybridizace 7SC2 40/1 Southernova hybridizace 1
MLPA 7SC2 63/4
Testovani vazby

pocet rodin

7SC2 8/3 1

TSC1 8/4 2
Testovani LOH

TSC2 17/2

TSC1 171
Cisla pfed lomitkem udévaji pocet vySetfeni a Udaje za lomitkem pocty pozitivnich nélezd

Spolehlivost metody MLPA byla ové-
fena na pozitivnich vzorcich ze Souther-
novy hybridizace.

Metoda DGGE byla testovana ve spo-
lupraci s holandskym pracovistém, které
poskytlo 14 pozitivnich vzorkd na mutace
v rtznych exonech genu 7SC7 a 39 pozi-
tivnich vzork( na mutace v raznych exo-
nech genu 7SC2. Metodou DGGE bylo
mozno jednoznacné rozpoznat zmény
u 51 vzorkd. Ucinnost nasi metody dosa-
huje tedy 96 %.

Schopnost metody DGGE zachy-
tit mozaiku byla posuzovdna s vyuZzi-
tim artificidlnich mozaik. U sledovanych
mutaci byla metodika schopna deteko-
vat mutovanou alelu pfiblizné v 15%
zastoupen.

Nastaveni optimalniho vySetfova-
ciho postupu pfi vyhledavani kauzalnich
mutaci:

1. zahajit skrining metodou DGGE. Na
zakladé zkusenosti z vyskytu mutaci
pfi vySetfovani rozsahlych soubord
se doporucuje zacit DGGE v pfipadé
genu TSC2 exonem 16 a v pfipadé
TSCT1 exony 15a 17

2. pozitivni ndlezy DGGE skriningu pra-
bézné sekvenovat

1 2 3 4 5§ 68 7T § 9 1011 12 13 14

Exon 17

Exon 23

Obr. 1. Simultanni vysetfeni exont ¢. 9, 17 a 23 TSC7 genu metodou DGGE.

Vzorky 1-3 fyziologické kontroly v jednotlivych exonech, 4-14 vzorky TSC pacientd; Sipky
oznacuji zachyt mutace v exonu 23 u pacienta ¢. 12 a v exonu 17 u pacienta ¢. 14.

3. provést pfimou sekvenaci 9 exond 4. paralelné se skriningem bodovych

genu T7SC2 (exony 1, 8, 13, 18, 24, mutaci podrobit vzorky MLPA analyze
28, 31, 32 a 39) nevhodnych pro 5. pokud je to mozné, otestovat vzorky
DGGE na vazbu pfilehlych marker( (kratkych
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Obr. 2. Detekce rozsahlych deleci TSC2 genu metodou MLPA.

Obrézek predstavuje vyiez elektroforetogramu z kapilarni elektroforézy. Cerné peaky jsou PCR produkty DNA pacienta, sedé
oznacuji fyziologickou kontrolni DNA. V horni ¢asti: redukce signdlu PCR produktu 46. exonu PKD1 a 41. exonu TSC2 (Sipky) ve
srovnani s fyziologickou kontrolou prokazuje distalni deleci TSC2 genu. V dolni ¢asti: redukce signélu vsech sledovanych exon(
TSC2 a 46. exonu v genu PKD1 ve srovnani s fyziologickou kontrolou prokazuje kompletni deleci testovaného lokusu. Sipky

oznacuji vnitini kontrolni produkty.

tandemovych repetic, STR) a provést
pro né test ztraty heterozygozity (LOH)
v hamartomatozni tkani [14].

Po odhaleni a potvrzeni mutace nebo
nalezenivazby je mozno definitivné potvr-
dit klinicky nejasnou diagnézu, nabidnout
rodiné vysetfeni pfibuznych v riziku a pfi-
padné provést prenatdlni diagnostiku.

Zavér

Povédomi o TSC se za posledni léta
vyrazné zvysilo. Souvisi to s rozvojem
poznatkl a jejich patficnou medializaci
jak mezi odbornou verejnosti, tak i u rodin
s vyskytem TSC. Diagnostika na zakladé
fenotypovych projevl pfi dodrzeni dopo-
rucenych vysetfeni do znac¢né miry snizuje
riziko nezachyceni nositele mutace. Stéle
v3ak nefesi diagnostiku ¢asti détskych
pacientl s dosud nerozvinutymi pfiznaky
choroby, otazku ,bezpfiznakovych”
nosi¢l somatické a gametické mozaiky
a prenatalni diagnostiku onemocnéni.

Odhalovani mutaci v TSC genech ma
tedy nezastupitelné postaveni a vysledek
vysetfeni je dlleZity pro zvoleni vhodné
péle o nemocného, spravnou genetic-
kou konzultaci a samoziejmé pro prena-
talni diagnostiku.

Dosavadni vysledky testovani TSC
gentl v CR jiz byly podkladem pro sedm
prenatdlnich vysetfeni a nyni je pfipra-
vovana prvni preimplantacni geneticka
diagnostika (PGD).

Neékterd pracovisté s robustné zavede-
nou technologii sekvencovani voli cestu
pfimé sekvenace veskeré koddujici DNA
obou genl TSC.

Je pravdépodobné, Ze v blizké bu-
doucnosti se diagnostika relativné cet-
nych geneticky podminénych onemoc-
nénibude ubirat smérem k mikrocipovym
technologiim, které podstatné urychli
odhalovani mutaci.

Na zakladé nasich zkusenosti a pfistro-
jovych moznosti naseho pracovisté se
jevi ndmi navrhovana strategie diagnos-

tiky TSC v soucasné dobé jako optimalni,
nebot je komplexni, pfimérené spoleh-
livd a v dané situaci nejekonomictéjsi.
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