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Uplatnenie vysledkov projektu

Na zaklade kompletizacie mutaéného spektra v slovenskej populacii a informacii z funkénych
analyz mutovanych PAH variantov bol vypracovany model pre genotypovo Specificku
predikciu novej terapeutickej lie€by pomocou lie€iva Kuvan pre slovenskych PKU pacientov.
Tento model umozni predpokladat odpoved pacienta na tuto lie€bu s pomerne vysokou
presnostou a bude sluzit ako uZito€ny nastroj pre klinickych pracovnikov a pacientov s PKU
na Slovensku. Zavedenie molekularnych a bicohemickych metdd na stanovenie funkéného
dopadu PAH variantov vyskytujucich sa u PKU pacientov najma stanovenie odpovede na
sepiapterin umozni v buducnosti identifikaciu pacientov vhodnych pre terapiu kofaktorom pri
identifikacii €i uz popisanych alebo de novo identifikovanych variantov v géne PAH

Prinosom projektu bola tiez kompletizacia mutaéného spektra CFTR génu v slovenskej
populacii, umoZznena najma z vysledkov vyhladavania mutéacii u pacientov z predoslého
obdobia, u ktorych sa vdaka sekvenovaniu celého génu podarila uzavriet geneticka Cast
diagnostiky a tym sa u mnohych pacientov potvrdila diagndza niektorych klinicky spornych
pacientov. Predpokladom efektivnej DNA diagnostiky je znalost mutacnej Skaly

a prevladajucich mutacii v zodpovednom géne, nakolko existuju vyrazné populacné rozdiely
a preto nie je mozné aplikovat udaje z inych populacii. Kompletizacia mutacného spektra
poskytla udaje o moznosti vyuZitia personalizovanej lieCby, ktora je umoznena pri niektorych
typoch CFTR mutacii, ako aj vyber niektorych pacientov s uzavretou diagnostikou pre klinické
skusky.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Projekt bol zamerany na molekularnu analyzu génov CFTR a PAH u pacientov s cystickou
fibr6zou a fenylketonuriou s ciefom identifikacie kauzalnych patogénnych variantov. Ciefom
bolo zavedenie molekularnych, biochemickych a biofyzikalnych postupov pre fenotypové
testovanie funkéného dopadu identifikovanych variantov. PoCas rie$enia projektu bolo v ramci
mutacnej analyzy identifikovanych u 400 suspektnych pacientov s CF viac ako 70 mutacii a z
celkového poctu 51 PKU pacientov bola diagndza potvrdena u 43 pacientov. Zavedenie
Standardizovanych postupov pre identifikaciu variantov a poznanie mutacného spektra
prispieva k zlepSeniu moznosti a efektivity diagnostiky zalozenej na DNA analyze tychto
ochoreni na Slovensku. V €asti venovanej funk&nej charakterizacii identifikovanych variantov
boli zavedené postupy pre pripravu plazmidovych vektorov nesucich sledované gény
umoznfujucich propagaciu a expresiu v prokarytickych ako aj eukaryotickych systémoch.
Zavedené boli postupy pre stanovenie Specifickej enzymatickej aktivity PAH, pricom
purifikacia exprimovanych PAH proteinov umoznila tiez stanovenie hladiny expresie,
sledovanie vzniku funk&nych tertramérnych foriem ako aj vplyvu molekularnych Saperénov.
Stanovenie odpovede mutantnych variantov na sepiapterin umoznilo identifikaciu pacientov
vhodnych pre terapiu kofaktorom. Funk&na analyza CFTR spocivala v priprave vektora
nesuceho CFTR gén umozriujuceho expresiu v eukaryotickych bunkach s naslednym
meranim aktivity CFTR kanala pomocou metédy patch clamp. Zavedenie vypracovanych
postupov prispieva k zakladnym poznatkom o mechanizmoch molekularnej patolégie danych
ochoreni a prispieva k zlepSeniu moznosti diagnostiky ako aj efektivnej terapii.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The aim of the project was the molecular analysis of the CFTR and PAH genes in patients
with cystic fibrosis and phenylketonuria to identify causal pathogenic variants. The aim was

Formular ZK, strana 2/4



also the introduction of molecular, biochemical and biophysical methods for phenotypic
testing of the functional impact of the identified variants. During the project more than 70
proven mutations were identified in nearly 400 suspected CF patients, and from a total of 51
PKU patients, the diagnosis was confirmed by identification of two causal mutations in 43
patients. Introducing of standardized procedures for mutational analysis and the identification
of mutation spectrum contributes to the routine diagnostic of these diseases in Slovakia. The
second part was devoted to the functional characterization of the identified variants,
procedures for preparation of plasmid vectors carrying studied genes were established to
enable the propagation and expression in prokaryotic and eukaryotic systems. Methods for
specific enzymatic activity of PAH were introduced, where purification of expressed PAH
proteins allowed as well the determination of expression levels, tetramer-form detection and
impact of molecular chaperons. Responsiveness of mutant variants to sepiapterin allows for
the identification of patients eligible for cofactor treatment. The functional analysis of CFTR
was to prepare the vector carrying the whole CFTR gene allowing expression in eukaryotic
cells, to measure the activity of CFTR channel using the patch clamp method. Introduction of
the above procedures contributes to basic knowledge of the mechanisms of the molecular
pathology of the diseases and also contributes to the improvement of routine diagnostic and
effective treatment.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Prof. RNDr. Ludevit Kadasi, DrSc. prof. RNDr. Silvia Patorekova, DrSc
V Bratislave 27.1.2017 V Bratislave 27.01.2017

" podpis zodpovedného riesitela podpis Statutarneho zastupcu prijemeu
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