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Souhrn

VySetieni geni DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SODI u ceskych

pacientii s dédi¢nou neuropatii axonalniho typu

V dizertacni praci jsem se zaméfila na diagnostiku axonalni formy dédi¢né neuropatie,
protoze v té dobé byla u pacientti s axonalni formou CMT vyrazné nizsi objasnitelnost
metodami klasické molekularni genetiky neZ u pacientli s demyelinizacnimi typy CMT.
Pro dalsi vySetfeni u pacientll bez objasnéné piic¢iny axonalni formy CMT byly zvoleny
geny DNM2, GARS a TRPV4. Cilem bylo zjistit spektrum a frekvenci mutaci v téchto
genech jako pticiny CMT2 u ceskych pacientii. Dale jsme v pribéhu feSeni projektu
ptidali vySetfeni genlt MORC2 a SODI. Kauzalni varianty v téchto dvou genech byly
prokazany u nasich pacientii pomoci celoexomového sekvenovani. Proto jsme nasledné
vySetfili 1 vét§i skupinu pacientll na ptitomnost variant v téchto dvou genech, s cilem

zjistit, jak Casté jsou tyto varianty v ¢eské populaci.

Klasickym Sangerovym sekvenovanim jsem vySetfila reprezentativni soubor pacientl s
CMT2 na pfitomnost variant v genech: DNM?2 (37 pacientll), GARS (10 pacientd),
TRPV4 (24 pacientl) a SOD1 (43 pacienti). Metodou RFLP jsem vysetiila 161 pacienti
na pfitomnost varianty p.Argl90Trp v genu MORC2. Soubor pacienti s CMT2 (50
pacientll) jsme podrobili také analyze metodou MLPA pomoci kitu na detekci duplikaci
a deleci pro geny RAB7A, GARS, HSPBI, HSBPS a SPTLCI (kit P406-A1 CMT2).
Nenasli jsme zadnou odchylku v poctu kopii (CNV). V té dobé dochazelo k rozvoji
masivné€ paralelniho sekvenovani (MPS) a po zvaZeni finanéni naro¢nosti klasického
sekvenovani versus MPS jsme se rozhodli geny DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a

SOD] zatadit do panelu 97 genii v souCasnosti spojovanych s dédicnymi neuropatiemi.
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Pomoci MPS jsme vysetiili 217 pacienti. Vedlo to k nasledujicim zjisténim a objevim

u CMT2.

1. Byla nalezena varianta NM 002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val) v
GARS genu, ktera je nejspise nepatogenni, resp. neni pfi¢inou CMT2 v roding,
nesegreguje s onemocnénim v roding.

2. U pacientky s casnym zacatkem neuropatie v détstvi, skoliézou a dusnosti, MPS
objasnilo pfi¢inu onemocnéni a to vdusledku kauzédlni varianty
NM _021625.4(TRPV4):¢.557G>A (p.Argl86GIn) vexonu 3 TRPV4 genu.
Mutace jiz byla popsana jako patogenni (Landoure et al. 2010). Nasi kazuistiku
jsme publikovali v ¢asopise Neurologie pro praxi (Mazanec et al. 2016).

3. V.DNM2 genu jsme pomoci celoexomového sekvenovani zachytili 2 varianty u
2 nepiibuznych pcientd, jednak: NM 001005360.2(DNM2):c.1102G>A
(p-Glu368Lys) v heterozygotnim stavu a dale
NM_001005360.2(DNM2):¢.1393C>T (p.Arg465Trp), ob¢ varianty byly jiz
popsany jako pfic¢ina centronukledrni myopatie (Bitoun et al. 2005) a fenotyp
nasich pacienti této diagnoze odpovida.

4. MPS nam umozZnilo detekovat 1 jiné varianty a rozSifit tak spektrum mutaci
spojovanych s axondlni CMT a HMN. Ptikladem je MORC2 gen, kde byla
pomoci WES  nalezena  varianta NM 014941.2(MORC2):¢c.568C>T
(p-Argl190Trp) v heterozygotnim stavu u pacienta s obtiznou chiizi, svalovou
slabosti a progresi onemocnéni, varianta je popisovana jako mutacni hotspot.
Restrikéni analyzou navrzenou na Stépeni wild type alely v souboru 161
pacientll jsme danou variantu nalezli jesté u jednoho neptibuzného pacienta.

5. U velké ceské rodiny s klinickym fenotypem pomalu progredujici familiarni

ALS (FALS) a s vyskytem celkem v 5 generacich, jsme pomoci celoexomového
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sekvenovani nalezli kauzalni mutaci NM_000454.4(SODI1):c.140A>G
(p-His47Arg). Vsichni postizeni ¢lenové rodiny nesou v exonu 4 SODI genu
mutaci ¢.140A>G (p.His47Arg) v heterozygotnim stavu. Tato mutace byla jiz

popséna jako patogenni a pricina HMN v ¢lanku Ostern et al. 2012.
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Summary

Examination of the genes DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 and SODI

among Czech patients with hereditary neuropathy axonal type

For my PhD thesis I chose to work with patients with axonal form of CMT, because at
that time axonal forms were less likely to be clarified by classical methods of molecular
genetics. For further examination in patients with unclear cause of the axonal CMT, the
genes DNM?2, GARS and TRPV4 were selected. The aim was to determine the
significance of pathogenic mutations in these genes as the cause of CMT2 in Czech
patients.

In the course, we identified causal variants in the genes MORC2 and SOD1 with WES.
Therefore, we have tested additional CMT?2 patients for the presence of these variants.
Using Sanger sequencing, | examined a representative set of patients for the DNM?2
(37), GARS (10) and TRPV4 (24) genes without finding a causal mutation, then we
investigated genes SODI (43 patients) and MORC?2 (161 patients). The cohort (50
patients) was also subjected to MLPA analysis using a P406-A1 CMT2 duplication and
deletion detection kit for genes RAB7A4, GARS, HSPB1, HSBPS and SPTLC1 (kit P406-
Al CMT2). At that time, massively parallel sequencing (MPS) was becoming
important. We compared the cost of classical sequencing versus MPS, and accordingly,
we decided that the genes DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 and SODI would now be
included in the panel of 97 genes associated with hereditary neuropathies. We examined
217 patients with MPS. This led to several interesting findings. In the CMT2 cohort the

most important were:
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. Finding the NM_002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val) mutation in the
GARS gene, which is probably non-pathogenic, respectively is not the cause of
CMT?2 in the family, not segregate with the disease in the family.

. In a patient with early onset neuropathy in childhood, scoliosis and dyspnoea,
MPS helped to identify the cause of the disease as a result of the causal mutation
NM _021625.4(TRPV4):¢.557G>A (p.Argl86GIn) in exon 3 of the TRPV4
gene. Mutation has already been described as pathogenic (Landoure et al. 2010).
We have published our case report in Neurologie pro praxi (Mazanec et al.
2016).

. In the DNM2 gene, MPS sequencing  revealed  variant
NM 001005360.2(DNM2):¢.1102G>A (p.Glu368Lys) in heterozygous state
and NM_001005360.2(DNM2):¢.1393C>T (p.Arg465Trp) which is associated
with centronuclear myopathy (Bitoun et al. 2005) and the phenotype of our

patients is explanable by the mutation.

. MPS has allowed us to detect other variants to extend the spectrum of mutations
associated with axonal CMT and HMN. For example variant in the MORC2
gene NM 014941.2(MORC?2):¢.568C>T (p.Arg190Trp) in exon 10 was found
in a heterozygous state in a patient with difficulty with walking, muscle
weakness and disease progression, the variant being described as a mutation
hotspot. Restriction analysis, designed to digest the mutant allele, in a group of
161 patients has found the variant in one other patient.

. In alarge Czech family with a clinical phenotype of slowly progressive familial
ALS (FALS) and occurring in a total of 5 generations, WES analysis found that

members of the family carry in exon 4 of the SODI gene a mutation of
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NM_000454.4(SOD1):¢.140A>G (p.His47Arg) in heterozygous state. It has

already been described as pathogenic in Ostern et al. 2012.
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1 VySetieni geni DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SODI u
Ceskych pacienti s dédi¢nou neuropatii axonalniho typu

1.1 Uvod

1.1.1 Charcot-Marie-Tooth neuropatie

Hereditarni neuropatie jsou klinicky a geneticky velmi heterogenni skupinou. Charcot-
Marie-Tooth (CMT) onemocnéni, jinym nédzvem také hereditarni motoricka a senzitivni
neuropatie (HMSN), se vyskytuje s prevalenci 1:1214-1:2500 (Braathen 2012; Dyck
and Lambert 1968; Skre 1974) a je nejCastéjSim hereditdrnim neuromuskuldrnim
onemocnénim. Pojmenovani je podle dvou francouzskych neurologlh Jean-Martin
Charcota, Pierre Marie (Charcot et al. 1886) a Anglicana Henry Tootha (Tooth 1886).
Neuropatie jsou znamy vSemi typy mendelovské dédicnosti (Rossor et al. 2012). U
pacientll jsou postizeny periferni nervy, kterymi jsou svaly zdsobovany. PostiZzeny
mohou byt 1 senzitivni nervy, které zprosttedkuji vnimani dotyku, bolesti, vibraci a

tepla. CMT nezkracuje normalni délku Zivota, ale ovliviiuje jeho kvalitu.

1.1.2 Klinické priznaky

Charakteristickymi pfiznaky pro CMT jsou slabost distalnich svald dolnich koncetin a
nasledné¢ distalni atrofie svalli obvykle spojend s distalni senzorickou ztratou, i
deformity nohou, pes cavus s kladivkovitymi prsty (Obrazek 1), a oslabeni nebo
absence Slachookosticovych  reflexi (Harding and Thomas 1980a). Zacatek
onemocnéni byvéa na prelomu 1. a 2. dekady (Haberlova and Seeman 2010). Pacienti

maji problémy s chtzi, béhem, vystupem do schodli a sjemnou motorikou prsti.
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Propadnuta klenba nohy zplsobuje zakopavani, zvedaji proto vysoko kolena - tzv.

¢apovita chize.

Obrazek 1: Typicka deformita nohy ,,pes cavus® u pacientii s CMT

1.1.3 Klasifikace

1.1.3.1 Klasifikace podle klinickych kritérii - klasifikace hereditarnich neuropatii podle

klinického nalezu dle Dycka a Lamberta (Dyck and Lambert 1968):

1.1.3.1.1 Hereditarni motorické a senzitivni neuropatie (HMSN = CMT)

Nejcastéjsi typ dédiénych neuropatii (asi 90 %), postizeny jsou jak motorické, tak
senzitivni nervy. U pacientl je typickd progresivni svalova atrofie (Vance 1991).
HMNSN byly v roce 1968 klasifikovany dle Dycka a Lamberta (Dyck and Lambert 1968)
na 7 skupin (HMSNI-VII). V soucasnosti je pojem a klasifikace HMSN na 7 skupin

pouzivan jiz méng.

1.1.3.1.2 Hereditarni motorické neuropatie (HMN)

HMN jsou hereditarni neuropatie, u kterych se jednd o dominantni postiZzeni

motorickych neuront. Postihuji asi 10 % pacientl s hereditarni neuropatii (Zhao et al.
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2014) a postihuji primarné periferni motoneuron. Maji rizny vek nastupu, ruzny typ
dédi¢nosti a kauzalni mutace v riznych genech. Charakteristickd je distalni svalova
slabost a pozd¢ji atrofie na dolnich koncetinach s nastupem nejpozdéji ve 3. dekade,
postizeni periferniho motoneuronu, chronicko-progresivni vyvoj nemoci (Bansagi et al.
2017). Reflexy L5/S2 jsou obvykle vyhaslé, ale reflexy L.2/4 mohou byt v inicidlni fazi
vybavné, nicméné postupné vyhasinaji (Mazanec et al. 2016). Maji progresivni priibéh,
nemocni kolem 50. roku v&ku jsou vétSinou upoutani na ltzko, jehlovd EMG prokazuje
ojedin¢lé fibrilace nebo pozitivni ostré viny a redukovanou naborovou kiivku
potenciali motorickych jednotek (Mazanec et al. 2016). N&které HMN se odlisuji od

klasického fenotypu.
1.1.3.1.2.1 SOD1 (Superoxide dismutase 1) gen

Protein kodovany genem SODI se vaze ke Cu*'/Zn*" iontim a je jednim ze dvou
izoenzymii zodpovédnych za zniceni volnych superoxidovych radikald v téle (Rosen

1993).

Mutace v SODI genu lokalizovaném na chromozomu 21q22.11 jsou nejcastéjsi (asi 10
%) pficinou FALS charakterizované pozdnim zacatkem, pomérné rychlou progresi
pfiznaktl a elektromyografickym vySettenim (EMG), které potvrdi poruchu periferniho
motoneuronu v prednich rozich miSnich (Gros-Louis et al. 2006; Hadano et al. 2001;

Kurland and Mulder 1955).

V nékterych ptipadech mize dojit k prekryvani se klinickych fenotypi familiarni
amyotrofické lateralni sklerozy (FALS), pro které je charakteristické postizeni soucasné
centralniho a periferniho motoneuronu s dédi¢nou motorickou neuropatii (HMN) nebo

axonalni formou Charcot-Marie-Tooth (James and Talbot 2006)(Obrazek 2).
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Obriazek 2: Prekryv fenotypi HSP, ALS, HMN a SMA (upraveno podle James a Talbot

20006).

Je znamo, ze mutace v SODI genu jsou velmi vzacnou pri¢inou HMN onemocnéni
(Hoyer et al. 2014; Ostern et al. 2012). Identicky klinicky fenotyp byl popsan u nékolika

rodin v Japonsku a rozvétvené norské rodiny, ale nikoliv v ramci CR.

1.1.3.1.3 Hereditarni senzitivni a autonomni neuropatie (HSN/HSAN)

U hereditarni senzitivni neuropatie zvané téZ hereditdrni senzitivné¢ autonomni
neuropatie jsou vyrazngji postizeny senzitivni neurony (Nicholson et al. 1996). Pacienti
maji vétSinou tézkou poruchu citlivosti pro bolest, teplo, dotyk, casto nehojici se

poranéni na nohou, ktera mohou vést az k amputacim (Dyck 1993).
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1.1.3.2 Klasifikace podle elektrofyziologickych kritérii
1.1.3.2.1 Demyeliniza¢ni neuropatie (HMSNI/ CMT1)

Tato forma je charakterizovana redukovanou motorickou konduk¢ni rychlosti na
hornich koncetinach (MCVs) n.medianus nebo n.ulnaris (<38 m/s)(Laura et al. 2007).
Primarn¢ postihuje Schwannovy bunky, sekundarn¢ i axon (Meyer zu Horste and Nave
2006). Nejcastéjsi formou demyelinizacnich neuropatii asi u 70 % pacientli jsou mutace
a alterované davky genu PMP22 - typ oznacovany jako CMT 14 (Berger, Young and

Suter 2002).
1.1.3.2.2 Axonélni neuropatie (HMSN II /CMT?2)

CMT?2 postihuje primarné axony a pii EMG vySetfeni je normalni motorickd kondukéni
rychlost (>38 m/s), ale redukovand amplituda akéniho potencialu (Harding and Thomas
1980a; Reilly et al. 2011). NejcastejSim typem CMT 2 je CMT2A v disledku mutaci
MFN2 genu (Zuchner et al. 2004). Patogenni mutace jsou obvykle dominantni, ale byly
popsany i recesivni mutace a rodiny. Byly definovany 2 klinické podskupiny pacientli
CMT2A: vétsi skupina pacientil s Casnym nastupem a vaznym prib&hem onemocnéni a
mensi skupina pacientd s pozd¢j$Sim nastupem a mirn€jSim pribéhem (Brockmann et al.
2008; Zuchner et al. 2004). CMT2A patii mezi nejrozsitenéjsi typy axonalni dominantni
dédi¢né neuropatie v Ceské republice a podobnd situace je i v ostatnich populacich
(Brozkova et al. 2013; Cartoni and Martinou 2009; Zuchner et al. 2006). CMT2 je
poruchou perifernich nervi, u kterych je motoricky systém vice postizen nez senzoricky
(Pareyson and Marchesi 2009). Typické jsou problémy s chiizi-Capi chlize a atrofie

(Feely et al. 2011a; Stuppia et al. 2015).
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Zatimco vice nez 90 % pacientll s demyelinizaéni formou CMT dosédhne piesnou
molekularni diagnostiku onemocnéni, u axonalni formy je objasnitelnost vyrazné nizsi

(25 %)(Fridman et al. 2015; Murphy et al. 2012; Saporta et al. 2011; Sivera et al. 2013).

Dizertacni prace byla vice zaméiena na skupinu axonalnich, motorickych hereditarnich
neuropatii a intermediarnich neuropatii, a to konkrétné na geny DNM2, GARS, MORC?2,
SODI a TRPV4. Prvni pacienty jsme vySetiili klasickym Sangerovym sekvenovanim.
Nésledné v obdobi rozvoje masivné paralelniho sekvenovani jsme diagnostiku rozsitili
o panel genl,, do kter¢ho byly geny GARS, DNM2, MORC2, SODI a TRPV4 jiz

zaClenény.

1.1.3.2.2.1 GARS (glycyl-tRNA syntetdiza) gen

Poprvé spojitost mutaci v GARS genu s fenotypem CMT2D (MIM 600287) a distalni
hereditarni motorické neuropatie typu V (MIM 600794) popsal Antonellis (Antonellis et
al. 2003). Je to autosomalné¢ dominantné dédicnd forma dHMNV. Prvni pfiznaky
zaCinaji svalovymi atrofiemi na hornich koncetinach distaln¢ vétSinou ve 2. dekadé
zivota. Typické jsou tedy slabost a atrofie svali rukou, specificky thenaru a
interosedlnich svalt (Kumaraswamy et al. 2005). U nékterych pacientt je také pritomna

skolidza. dSMA se odlisuje pfitomnosti senzorickych deficitd.

GARS je c¢lenem rodiny aminoacyl tRNA syntetaz (Ge et al. 1994). Glycyl-tRNA
syntetdza sehrdvd vyznamnou roli pii proteinové syntéze. Katalyzuje ptipojeni
(esterifikaci amino skupiny) glycinu na 3 konec pfislusné tRNA (Cader et al. 2007).

Déje se to ve 2 krocich:

1. Navazani a aktivace aminokyseliny za pomoci ATP

24



2. Konjugace aktivované aminokyseliny na 3’konec pfislusné tRNA (Antonellis

and Green 2008).

GARS je ubikvitné exprimovany protein, ktery hraje roli v prvnim kroku proteinové
translace ve vSech bunkdch vcetné mozku a michy (Delarue 1995). M4 4 domény
(Obrazek 2), je kodovan 17 exony na chromosomu 7pl4.3, pouzivame referencni
sekvenci NM_002047. Pro¢ mutace v GARS zptuisobuji fenotyp dHMN neni Gpln¢ jasné,

je mozné, ze dochézi k poruSe axonalniho transportu a mitochondrialni dysfunkci.

NH2 — }~ COOH

13 63 92 168 241 324 557 655

WHEP- Katalyticka Katalyticka Antikodonova
TRS

Obrizek 3: Domény GARS genu (upraveno podle Motley et al. 2010)

Legenda: WHEP — TRS = enzym konjugani doména, katalytickd doména a Gly-tRNA

antikodon vazici doména; Cisla 13-655 udavaji aminokyselinové pozice.

U pacientd s mutacemi v antikodon-vazici doméné pievladd postizeni dolnich

koncetin v détstvi nebo zacatkem druhé zivotni dekady (James et al. 2006).
1.1.3.2.2.2 TRPV4 (Transient receptor potential vanilloid 4) gen

Gen TRPV4 koduje Ca®* propustny kationovy kanal. Je lokalizovan na chromosomu
12q24.11, pouzivame referencni sekvenci NM_021625.4, kterd ma 15 kodujicich exonti

(Everaerts et al. 2010). Je exprimovan v riznych typech bun¢k a tkaniv.

25



Mutace v genu TRPV4 jsou spojovany se Sirokym spektrem nemoci: skapuloperonealni
spinalni muskularni atrofii (SPSMA), kongenitalni distalni spinalni muskulérni atrofii
(CDSMA), Charcot-Marie-Tooth typu 2C (CMT2C) a distalni hereditarni motorickou
neuropatii (dHMN) (Auer-Grumbach et al. 2010; Deng et al. 2010; Landoure et al.

2010; McEntagart 2012).

Pro dédi¢nou neuropatii zpisobenou mutacemi v TRPV4 genu jsou charakteristické pes
cavus, oslabeni koncetin, hlasivkovych svali — chrapot a skolioza. Mutace se vyskytuji
pfevazné v ankyrin doméné (Inada et al. 2012; Landoure et al. 2012). Naproti tomu
mutace, které¢ zpusobuji skeletdlni dysplézii, jsou lokalizovany podél celého proteinu

s vyjimkou ankyrinové domény (Nilius and Voets 2013).

1.1.3.2.2.3 MORC2 (MORC FAMILY CW-TYPE ZINC FINGER 2) gen

Spojitost variant v genu MORC?2 s neuropatii byla popsana teprve neddvno — v roce
2016. Prvni varianty v MORC2 genu ve spojeni s axonalni motorickou a senzorickou
neuropatii byly identifikovany celoexomovym sekvenovanim (Sevilla et al. 2016). U

pacientl je pfitomna také slabost hornich koncetin a hypotonie.

Nachazi se na chromozomu 22q12.2, md 21 exonil, pouzivame referencéni sekvenci
NM _014941.2. MORC?2 protein je sloZen ze 4 domén: GHL-ATPase doména na amino-
konci, CW-type zinc finger doména, doména pro nuklearni lokaliza¢ni signal, a coiled-

coil doména na karboxy konci (Obrazek 4).
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Argl90Trp

1 265 282 362 495 545 603 790 850 1030

GHKL cC1 Trans. Cw ccz2 TCD CC3

Obrazek 4: Domény MORC?2 genu (upraveno podle Douse et al. 2018)

Legenda: GHKL = GHKL ATP-vazici se doména, CC1 = coiled coil doména, Trans. =
transducer-like doména, CW = CW-type zinc finger doména, TCD = tudor-chromodoména,

CC3 = coiled coil doména

Cisla 1-1030 udavaji aminokyselinové pozice

1.1.3.2.3 Intermediarni CMT

Prostfedni skupinu tvoii intermediarni CMT neuropatie, kde rychlost vedeni perifernim
nervem je vrozsahu 25-45 m/s, elektromyografie Casto ukazuje zaroven akutni i
chronickou denervaci (Vallat et al. 2005). Mohou byt asociovany s mechanismem

onemocnéni postihujici Schwannovy buniky 1 axony.

1.1.3.2.3.1 DNM2 (dynamin 2) gen

DNM? je lokalizovany na kratkém raminku chromozomu 19 (19p13.2), je sloZeny z 22

exond. Pouzivame referencni sekvenci NM_001005360.2 (Zuchner et al. 2005).

DNM2 je ubikvitné exprimovany protein zahrnut v dileZitych bunéénych procesech —
endocytoze, sestaveni aktinu a centrozomové kohezi (Schafer et al. 2002; Thompson et
al. 2004). Je exprimovany v perifernim nervovém systému a také v miSe. DNM?2 hraje

klicovou roli pfi endocytdze — napoji se na bunéénou membranu a formuje klatrinovy
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vacek (Kozlov 1999), ktery se pak od membrany odpoji. Také neméné dulezitou funkci

ma pfi organizaci centrozomu (Bitoun et al. 2005).

DNM?2 ma guanozin trifosfatovou doménu (GTPaza), stiedni doménu, pleckstrin
homologni (PH) doménu, GTPazovou efektorovou a prolin-bohatou doménu (Zuchner
et al. 2005)(Obrazek 5). Mutace v PH doméné kosegreguji s intermediarni formou CMT
a jsou vétSinou typu ,,loss-of-function®, kdezto mutace ve sttedni domén¢ jsou ptic¢inou
autozomaln¢ dominantni centronuklearni myopatie (CNM) (Bitoun et al. 2005;

Echaniz-Laguna et al. 2007).

p-Arg465Trp

!

NH2 — GTPaza Stredni PH GED PRD }— COOH

T

p.Glu368Lys

Obrizek 5: Domény DNM?2 genu (upraveno podle Echaniz-Laguna et al. 2007)

Legenda: GTPaza-guanozin trifosfatovd doména, stfedni, PH-pleckstrin homologni doména,

GED-GTPazova efektorova, PRD-prolin-bohata doména

Na obrazku jsou vyznaceny pozice nami nalezenych variant pacientl z nasi studie.

Centronuklearni myopatie jsou geneticky heterogenni kongenitdlni myopatie
prezentujici se v détstvi a puberté, jsou -charakterizovany fetézcem centralné
lokalizovanych jader ve velkém mnozstvi svalovych vldken (Pierson et al. 2005). U
vetSiny pacientll je obli¢ejova slabost, bilaterdlni ptéza, distalni svalova atrofie a pes
cavus (Susman et al. 2010). Mutace genu DNM?2 jsou piic¢inou asi 50 % autozomalné
dominantnich anebo sporadickych forem CNM (Bitoun et al. 2005). Mutace piisobi
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mechanizmem ,,gain-of-function®, protoze jsou zodpovédné za zvySeni aktivity
dynaminu 2, ovliviiuji endocytézu a vedou k desorganizaci struktur podobnych
mikrotubulim — T tubult (jsou nezbytné pro normalni svalovou tenzi a relaxaci).
V disledku mutaci se pak struktura svalovych bunék stava abnormalni a nemuze

kontrahovat a relaxovat normaln¢, coz vede ke svalové slabosti (Bitoun et al. 2005).

U pacienti snékterymi DNM2 mutacemi popsanymi vV literatufe se vyvijeji 1

neutropenie a/anebo katarakty (Kristl et al. 2009).

1.1.3.2.4 HMSN V a HMSN IV

U dal$ich dvou typl je periferni neuropatie v kombinaci s poskozenim centrdlniho
motoneuronu. Jedna se o HMSN typ V (CMT s pyramidalnimi znaky)(Harding and
Thomas 1980b) a HMSN typ VI (periferni neuropatie s atrofii optiku)(Voo et al. 2003;

Vucic et al. 2003).

1.1.3.3 V soucasnosti se uvaZzuje nad moznosti klasifikace dédi¢nych neuropatii

podle Magy (Magy et al. 2018) na zakladé 3 navrZenych kroki (3 moduli):

1. podle zpusobu dédi¢nosti — AD (autosomdlné¢ dominantni), AR (autosomalné

recesivni), Spo (sporadicky), XL (X-vazany), Mit (mitochondridlni)

2. podle fenotypu: CMT, dHMN, HSAN, SPG (spastické paraplegie), CA (cerebelarni
ataxie). Kazda z téchto skupin by mohla byt rozdélena na: De (demyelinizacni), Ax

(axondlni) a In (intermedidrni) typ.

3. podle ptesné indikace nazvu genu

Tato klasifikace byla navrZzena, néjakou dobu potrvd, nez bude pfijata védeckou

komunitou, nicméné vice odpovida souc¢asnému stavu poznani.
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1.2 Cile

Cilem dizerta¢ni prace bylo:

1.) S vyuzitim sekvenovani a metody MLPA analyzovat geny DNM2, GARS a
TRPV4 v reprezentativnim souboru alespoii 50 pacienti s axonalnim typem
dédi¢né neuropatie.

2.) Zjistit spektrum variant v t€chto genech u Ceskych pacientd s CMT?2.

3.) Z vysledkl urcit spektrum fenotypl pacientl s kauzalnimi mutacemi v danych
genech.

4.) Ze zjisténych udajii zhodnotit pfinos analyzy vySetfenych gent v ramci budouci
rutinni analyzy a vypracovat optimalni diagnostické schéma.

5.) Na zékladé¢ novych poznatkli o kauzalit¢ variant v genu MORC2, vySetfit
reprezentativni soubor pacientl (minimalné¢ 100) na pfitomnost nejcastéjsi
mutace p.Argl90Trp v genu MORC?.

6.) V ptipadé¢ prikazu varianty p.Argl90Trp u dalSich pacientii, upfesnit fenotyp
pacientll s CMT2 na podklad¢ mutaci v genu MORC?2.

7.) Na zaklad¢ prikazu kauzalni varianty v genu SODI u velké Ceské rodiny s
fenotypem CMT2 vybrat dalsi CMT2 pacienty a zjistit, zda mutace v genu

SOD1 jsou Castou pricinou axondlni neuropatie u ¢eskych pacientti.
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1.3 Pacienti

Z databaze pacienti v DNA laboratofi Kliniky détské neurologie 2. LF UK a FNM,
ktera mé shroméazdén soubor pacientii od roku 1997, jsme pro analyzu genit DNM2,
GARS a TRPV4 puvodné vybrali skupinu 50 pacientl. Kritériem byl axonalni typ
dédiéné neuropatie a dominantni typ pfenosu v rodiné nebo sporadické piipady, u

kterych doposud nebyla objasnéna pticina CMT.

1.4 Metodika

1.4.1 Izolace vzorkii z biologického materialu

1.4.1.1 Izolace z periferni krve

V nasi laboratofi jsem na izolaci DNA z periferni krve vyuzivala pfistroj iPrep™
PureLink® gDNA Blood Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). UmozZiuje
automatickou purifikaci vysoko kvalitni DNA. Na izolaci je potfeba 350 pl periferni

krve odebrané do antikoagula¢niho ¢inidla EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova).

1.4.1.2 Izolace ze slin

DNA ze slin pochazi z ustnich epitelidlnich bun¢k a bilych krevnich bun€k nalezenych
v ustni dutiné. Odbér se provadi do specialnich kontejnerii Oragene®-DNA OG-
500/510 kitu (DNA Genotek, USA). Sliny odebrané do téchto kontejnert jsou stabilni

pfi teploté mistnosti nékolik mésict.

1.4.2 Klasické Sangerovo sekvenovani

a) Polymerazova fetézova reakce
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Polymerazova tetézova reakce (PCR) je zaloZzena na opakovanych cyklech tepelné
denaturace useku DNA, annealingu oligonukleotidovych primerti (fragmenty DNA o

20-25 nukleotidech) a extenzi (Mullis et al. 1986).

Pro PCR reakci jsem vyuzivala univerzalni pracovni postup piidavani jednotlivych
reagenci podle Tabulky 1., PPP mix a Combi PPP mix jsou dodavany od firmy Top

Bio, s.r.o. (Praha, CR).

Tabulka 1: Slozky Mastermixu pro PCR reakci

Master mix Objem na 1 vzorek (ul)
genomova DNA (100 ng) 0,5-1
Forward (F) primer (10 uM) 0,5
Reverse (R) primer (10 uM) 0,5
2 x PPP mix / Combi mix 7,5
PCR voda doplnit objem 5,5-6
Celkovy objem 15

b) Klasické Sangerovo sekvenovani

Po probéhnuti PCR vybraného useku DNA je DNA sekvenovéna, jednotlivé faze jsou:

denaturace, nasednuti primeru a extenze. Na jednofetézcovou DNA nasedéd sekvenacni
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primer, ktery je komplementarni k zacatku sekvenovaného mista. Déale probiha syntéza
DNA navazanim dNTP a jednoho z dideoxynukleotidii (ddATP, ddCTP, ddGTP a
ddTTP-kazdy nese svou fluorescencni znacku). Dideoxynukleotidy jsou v porovnani
s jednotlivymi nukleotidy v reakci zastoupeny jen v relativné malém mnoZstvi.
Dideoxynukleotidy se nahodné zacleni do fetézce misto dANTP. V dusledku toho, ze
ddNTP nemaji OH skupinu, po jejich pfidani do syntetizovaného fetézce se syntéza

zastavi (Slatko et al. 2001).

¢) Analyza

PreciStény produkt po sekvenacni reakci jsem analyzovala na automatickém kapilarnim
genetickém analyzatoru ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).
Sekvence jsem vyhodnotila pomoci softwaru Sequencing Analysis (Applied

Biosystems, USA) a Mutation Surveyor (Soft Genetics, USA).

1.4.2.1 GARS

VSech 17 kodujicich exon a pfilehlych intronovych sekvenci GARS genu jsem
sekvenovala ve 14 PCR reakcich metodou dle Sangera jako test prvni volby za pouziti

primerti z Tabulky 2.
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Tabulka 2: Sekvence primerta pro GARS

Forward

Reverse

TGT AAA ACG ACG GCCAGT TTA CGC GGC GATTTCATC

CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAG GAG GGA AGG ATGACCAG

TGTAAAACGACGGCCAGTCGCTTAAAAACACATTC

CAGGAAACAGCTATGACCTCCCATCCAAAGAAATTAAAGA

TGTAAAACGACGGCCAGTCCTATGGCTTCTATTG AACC

CAGGAAACAGCTATGACCGGCAAGCCATGTTCTT

TGT AAA ACGACG GCCAGT GAGGGA TTTGCATTGTTGAC

CAG GAA ACA GCT ATG ACCAACAGG AAG GACAAA CACAATC

TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGA AGG AAG AAT GTG GGA GAG G

CAG GAA ACA GCT ATG ACCTGG GCT GAA ATA AAG GGTTAGTCA C

TGT AAA ACG ACG GCCAGT AACAGT GACTATATG AGT TTT AGG TCC

CAG GAA ACA GCT ATG ACCTCA GCA ATA AGT TCA ACG GC

TGT AAAACGACG GCCAGT GGA TTT GTATCT AGA ATTTCAGGATT

CAG GAA ACA GCT ATGACCACA GCAAGCTTTCATT

9,10

TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCA GTT GAA AATAGA GGCCTT G

CAG GAA ACA GCT ATG ACCAAA AGG CAGGAGGCAACTG

11

TGTAAAACGACGGCCAGTCCATCACACCCAGATCAGTG

CAGGAAACAGCTATGACCCAAACATTGAGTGGGCACAC

12

TGTAAAACGACGGCCAGTATCAGCATAAACAGGATCTGGA

CAGGAAACAGCTATGACCTGGCTGGACAAGTCTCTTTG

13

TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCA GCA GGCCTATTTCTGAC

CAG GAA ACA GCT ATG ACCTTT TGC CAA AGA AGA CAG GG

14

TGT AAA ACGACG GCCAGT CGCAGC TGG TGA ATT GTT TAG

CAG GAA ACA GCT ATG ACCATA ACA CAGGAAACTGGTTTGTC

15,16

TGT AAAACGACG GCCAGTTCTTTT GGT TTG GGA TATTAG C

CAG GAA ACA GCT ATG ACC CAA AAT CCA ACA CAA ATCAGT AAG

17

TGT AAA ACGACG GCCAGT GGCATGACATTGTTT GGCTC

CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAA GATAAA ATACGGTCCCTG G

Program amplifikace:

96°C.ueeiiiiannn.. 5 min

96 °C.viiiiiiii 30 sec

5268 °C..o.voeeeeee 30sec [ | 0V
72°C. i 40 sec

2 O 10 min

10°C. i, o0
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1.4.2.2 TRPV4

Vsech 15 kodujicich exont a ptilehlych intronovych sekvenci TRPV4 genu jsem

sekvenovala ve 12 PCR reakcich metodou dle Sangera jako test prvni volby za pomoci

primert z Tabulky 3.

Tabulka 3:

Sekvence primert pro TRPV4

Exon Forward Reverse
2 (1.kédujici) [TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAC TGC TGC TTG TCC ACG CAG GAA ACA GCT ATG ACC AGA TAG AGG GGT GGA TGA TG
3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTA AGG CCA GGG ACA GTG GG |CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCC AAA GAA AGA AGCTGA GGG G
4 TGTAAAACGACGGCCAGTGTGTTCTGTACCCCGATGC CAGGAAACAGCTATGACCCAAGGACAGCGTCTCCATCAG
5 TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCTGGCTAGGTCTCTGC CAGGAAACAGCTATGACCCGTATCATGCTATCTCCCGCC
6 TGTAAAACGACGGCCAGTTGCAGGCAGAGTCCCAC CAGGAAACAGCTATGACCCTCGTGTGTGTGTGCAGAGG
7 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGC TGT TTT CTG GGGAGG CG  |CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGT CCT AGA GGC TGG GGC TG
8,9,10 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TCC GGG TGG AGG GTG CAG GAA ACA GCT ATG ACC TCT GGA CGA CCT AGC AGC CC
11,12 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAG GAA ACA GCT ATGACC GCAAGG CTGCTATTGTCCCC
13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCCTCA GCTTTCTCCTCCAGC |CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAG CCA GTC GGG TGG GTCTC
14 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTA GTT CTG GGC CCA CCC TG CAG GAA ACA GCT ATGACC CTC TTG GGG CCT CAG TGG
15 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAA TAG GAG GGT GTG CTG GGG |CAGGAAACAGCTATGACCGAAGCAGGACTGCTCAAAGC
16 TGTAAAACGACGGCCAGTGTGGAGTGCCCAGTACACAGTAGG |CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCA GAA GGC ACT GCT GAA ATG

Program amplifikace:

96°C. . ettt 5 min
96 °C..oviiiiii, 30 sec
35 cykla
66°C.. ..o, 30 sec
T2°C. ittt 40 sec
T2OC. i, 10 min
10°C. . o0
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1.4.2.3 DNM2

Vsech 21 koédujicich exon a pfilehlych intronovych sekvenci DNM2 genu jsem
sekvenovala ve 20 PCR reakcich metodou dle Sangera jako test prvni volby za pouziti

primert z Tabulky 4.

Tabulka 4: Sekvence primeri pro DNM2

Exon

Forward

Reverse

GGG AGC AACGGCTACAGAC

GCA AGC GCC GCA GTT AC

CAT GTG GTC ACA CTT CCT GC

CAA CTC CTG GCA ACCACAC

AAC AAA GCATTTCTCCCC G

TGT GAA TGG GCA CAT GAT AC

CTG TTT GTG CCT CCC CTC TC

ACT TGG AAC CAA GGA TGC TG

GCT GCC AGC TGA TGC TC

AGG CAG GCA GGG AAC AG

CAG GTC CACTTG GCT CACC

TGA AAC AAG TGC CAG TGA GG

7 GTC TGC CAC TCC CTG GTA TC CCT GTG GCT GAT GGA AGG

8 TAAACCCTGGCTTGACTTGG CTTATTGCCTGGGAGGAGG

9 ACA CGT GGG AGA GAA CG ATT AGG GAC TCA GAG GTG TG

10 AAATTGCTGACCATGCTTTG TGGGAGCCTGATACCAAAC

11 GTGTGGTTCATGTTGCTTCC GCACAGAACAGTACACTTGACATTTAC
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12

TGT TCT CCT GTC TGG GAA GC

GTT GGC TCT GCC TTC ACC

13

TCT CTG CCT CTA CCT GTG GC

GCC TGG TAC TGA GGC TGT G

14

TTTTGCGCTTGCCGTAG

AGGAAACCAGGAAAACCTGC

15

CTG GCT TCC CAC TGA GCT G

GCA GTG ACT GAG TTC TGC CC

16

ATATACAGCAGCGACCAGCA

TCTCACGTGACTCCCCTTTC

17

CCCTAG AGC CCATTCCTCTC

CTG CTT CCT CTC CCA GGT G

18

CAGTGGGGCTGTCAGGG

GTGCCTGGCCTCCTTCTC

19-20

CAG TCA CTG TGG GTT CTG GG

CTG GGA GGA AGT GAG ACA GG

21

AGG CCT GCC TCT TGC TC

CCCCAGACCACTGAAGCTC

Program amplifikace:

35 cykla

96°C. it 5 min

\
96 °C..oviiiiii, 30 sec

>

60-68°C....ccvvvvvvinnni.... 30 sec

y,
T2°C. ittt 40 sec
T2°C i 10 min
10 °C.... o




1.4.2.4 MORC2

Navrhli jsme si primery (Tabulka 5) pro mutacni hotspot exonu 10 MORC?2 genu, kde
se nachazi mutace p.Argl90Trp a podle protokolu (Tabulka 6) podrobili pacienty

restrikénimu Stépent.

Pro analyzu jsme pouzili Hpall restrikcni enzym ziskany z mikroorganizmu

Haemophilus parainfluenzae, ktery rozeznava sekvenci: 5'CCGG

3'GGCC
A $tépi ji v misté: 5'CCGG
3'GGCC
Restrikéni enzym Hpall §tépi wild type alelu a mutantni alela ziistava nedotCena.

Tabulka 5: Sekvence primeri pro MORC2

Exon Forward Reverse

10 CTTGGTCAGGCCTGTTGTG | CCTCTAACAATGCCCCAGAG

Program amplifikace:

35 cykli
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72°C. i, 40 sec
T2°C. i, 10 min
10°C. e, o0

Tabulka 6: Protokol restrikéniho Stépeni

Master mix 1 vzorek (ul)
FastDigest Hpall 1
Green Buffer 10x 1

PCR produkt 2

H20 6
Celkovy objem 10

Program restrikéniho Stépeni:

37°C. i, 1 hod
8O0°C i 20 min
AOC. o0
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1.4.2.5 SOD1

Vsech 5 kodujicich exoni a piilehlych intronovych sekvenci SODI genu jsem

sekvenovala v 5 PCR reakcich metodou dle Sangera za pomoci primert z Tabulky 7.

Tabulka 7: Sekvence primert pro SODI gen

Exon| Forward primer

Reverse primer

1 Ggttgttttctecacatttcg

Acccgctcctagcaaaggt

2 | Tggaggttcactggctagaaa

Aaggctaaggtcagccatgat

3 Gatgcaggtcagcactttctc

Cagcaagttcaaaagcaaagg

4 Acgtgaagccttgtttgaaga

Gaaaccgcgactaacaatcaa

5 | Gggtattgttgggaggaggta

Ttcacaggcttgaatgacaaa

Program amplifikace:

96°C.. ittt 5 min

\
96 °C.iiiii i 30 sec

> | 35 cyklu

60°C. ..o 30 sec

y,
T2°C . i 40 sec
T2O0C. i 10 min
10°C. e, o0
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1.4.3 Metodika MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)

MLPA jako metoda na relativni kvantifikaci riznych DNA sekvenci, vyzadujici jenom
20 ng DNA, byla poprvé popséana v ¢lanku Schouten et al. 2002. Kazdda MLPA proba
obsahuje 2 kratké syntetické oligonukleotidové sekvence, po hybridizaci na cilové misto
jsou oligonukleotidy spojeny ligaci (Obrazek 6). Nasledné jsou amplifikovany pomoci
klasické polymerazové fetézové reakce za pouziti jednoho univerzalniho paru primera,
kazdé proba zplsobi vznik jedine¢né dlouhého produktu o velikosti mezi 130-480 bp
(Schouten et al. 2002). Amplifikované PCR produkty jsou rozd€leny kapilarni
elektroforézou na zédkladé¢ jejich rizné délky (www.mlpa.com). Je to technika vysoce
citlivd, robustni. Metoda MLPA slouzi k detekci pocetnich zmén, je vyuZzivana pii
diagnostice nejcastéjsi piiciny CMT onemocnéni, kterou jsou duplikace a delece genu
pro periferni myelinovy protein 22 (PMP22), leZiciho v oblasti 17p11.2-12 (Paassen et
al. 2014). Ptiblizné¢ 70 % vSech CMTI je zplsobeno submikroskopickou duplikaci
(CMTIA duplikaci) o velikosti 1,5 Mb v oblasti genu pro PMP22, je tedy nejCastejsi
formou dédiénych neuropatii (Nelis et al. 1996). Submikroskopicka delece (HNPP
delece) v této oblasti je odpovédnd za méné komplikovanou formu hereditarnich

neuropatii se sklonem k tlakovym obrnam (Van de Wetering et al. 2002).

Metodou MLPA jsem za pomoci kitu P406-A1 CMT2 (MRC-Holland, Amsterdam,
Holandsko) vySetfovala duplikace/delece pro CMT2, ktery zahrnoval proby pro geny

RAB7A, GARS, HSPB1, HSBPS a SPTLCI.
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SAMPLE DNA PROBE PROBE AMPLIFTCATION OF
DENATURATION HYBRIDISATION LIGATION LIGATED PROBES

Obrizek 6: Postup metody MLPA (prevzato z www.mlpa.cz)

1.4.4 Masivné paralelni sekvenovani (MPS)

Posledni dobou se objevily nové DNA sekvenacni technologie a jsou pievratem
1¢katského genetického vyzkumu a klinického testovani (Mestan et al. 2011; Rabbani et
al. 2014). Masivné paralelni sekvenovani umoziuje rychlejsi genetické testovani mnoha

genl zéroven za zlomek piivodni ceny (Grada and Weinbrecht 2013).

Piiprava knithovny DNA

Pro celogenomové sekvenovani (WGS) jsou zakladem pro knihovnu vSechny tseky
genomové DNA, pro celoexomové sekvenovani (WES) jsou to jenom protein kodujici

oblasti genil a pro targeted sekvenovani jen vybrané useky.

Nejpodstatnéj$im krokem pro nésledné kvalitni sekvenacni data je spravna piiprava
knihovny DNA. Pocate¢nim materidlem pro MPS je genomickd DNA (gDNA) jiz

v mikrogramech o ¢istoté 1,8-2,0.

DNA je fragmentovéana, fragmenty jsou na obou koncich ligovany k adapterim
(syntetické molekuly DNA specifické pro platformu) a ndsledné¢ amplifikovany

(Ansorge 2009).

MPS sekvenovani v této praci bylo provedeno za pouziti principu metody HaloPlex

Target Enrichment System Reagent Kit (Agilent, Santa Clara, USA). Umoziuje vlastni
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navrh prob o rozsahu né¢kolik tisic exonii pomoci online aplikace SureDesign
(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/). V nasem piipad¢ HaloPlex Custom Panel

Tier 1 umoziuje design v rozsahu 1-500 kb a maximalné 20 000 prob.

Panel pro hereditdrni neuropatie zahrnuje 97 znamych gent: AARS, AIFMI,

ARHGEF10, ATLI1, ATP74, BICDZ2, BSCL2, CCT5, CHCHDI10, COX6A1, CTDPI,
DCTNI, DHTKDI, DNAJB2, DNM2, DNMTI, DRP2,DST, DYNCIHI, EGR2,
FAMI134B, FBLNS, FBXO38, FGD4, FIG4, GAN, GARS, GDAPI, GJB1, GJB3, GNB4,
HARS, HINTI, HKI, HSPBI, HSPB3, HSPBS, IFRDI, IGHMBP2, IKBKA, INF2,
ITPR3, KARS, KIFIA, KIFIB, KIF54, KLHLI3, LITAF, LMNA, LRSAMI, MARS,
MED25, MFN2, MICALI, MORC2, MPZ, MT-ATP6, MTMR2, MYHI4, NDRGI,
NEFL, NGF, NIRKI, PDK3, PLEKHGS5, PMP2, PMP22, PRPSI, PRX, RAB7A4,
REEPI, SBF1, SBF2, SCN114, SCN94, SEPT9, SETX, SH3BP4, SH3TC2, SIGMARI,
SLCI246, SLCI1843, SLC547, SOD1, SOX10, SPG11, SPTLCI, SPTLC2, SURF, TFG,

TRIM2, TRIM2, TRPV4, TUBB3, VAPB, VCP, WNKI, YARS.
Analyzu dat je tedy moZzné rozdé€lit do 3 fazi:

Primarni — ptfevedeni signalu generované¢ho sekvendtorem na kod jednotlivych bazi a
zhodnoceni kvality. Vystupem je v pievaze FASTQ soubor (soubor sekvenci
jednotlivych readil) s informaci o Phred skore (optimum Q20-40). Je mirou kvality ¢teni
nukleotidi generovanych automatickym DNA sekvenovanim (Ewing et al. 1998). Cim
je Phred skore vyssi, tim je pfesnost ¢teni bazi vyssi, tedy nizsi chybovost. Pocet ¢teni
je vyjadien hloubkou ¢teni (pocet piecteni 1 baze) nebo pokryti (hodnota vyjadiujici

pokryti analyzované sekvence vzhledem k jeji délce). Méla by byt vyssi nez 20-30.
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Sekundarni — vyfiltrujeme pro ni data s dostatecnou kvalitou. Cilem je alignment
(porovnani ziskanych readd a jejich spojeni na zaklad¢ piekryvi) a detekce variant

(hledani odchylek mezi ziskanou a referencni sekvenci).

Terciarni — vstupni data jsou BAM a VCF. Sekvenacni varianty se filtruji dle zvolenych

kritérii.
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1.5 Vysledky

1.5.1 GARS

Klasickym sekvenovanim jsme vysetfili 10 pacienti. MPS sekvenovanim GARS genu
jsme vysetiili 217 pacientii. Variantu v genu GARS jsme nalezli u jednoho pacienta. U
pacienta se jedna o jasn¢ pozdni nastup CMT (do 40 let bez subjektivnich potizi)
s manifestnim postizenim obou DK od kolen distaln¢ ve sloZce motorické a senzitivni.
Deformita pes cavus je lehkého stupné, stejné jako zkraceni Achillovy Slachy.
Kondukéni studie prokazuji primérné axondlni 1ézi motorickych a senzitivnich vlaken

na HK a DK. Jehlovd EMG prokazuje chronickou neurogenni 1ézi.

U pacienta jsme prokazali variantu NM_002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val)
v heterozygotnim stavu. Varianta je lokalizovana v antikodonové doméné, je vysoce
konzervovana. V disledku toho, Ze nesegreguje Upln€ v rodiné, ji povazujeme za

polymorfismus (Obrazek 7).

GARS rodokmen

1831

O—M

Met692Val
1950 1952
& O 0
Met692Val Met692Val
1971(5 1sao|___| 1934(5 1977 1978
w.t. w.t. Met692val w.t. Met692val

Obrizek 7: Rodokmen rodiny s mutaci v GARS genu.
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Legenda:

I:1 (1931) - nepostizena matka, ktera je ale nositelkou varianty p.Met692Val
11:3 (1950) - proband je postiZen, nese variantu p.Met692Val

II:5 (1952) - sestra probanda je postiZena, nese variantu p.Met692Val

II1:3 (1984) - dcera probanda je nepostizena (nebo prozatim se v jejim véku neprojevily klinické ptiznaky), nese
variantu p.Met692Val; II1:5 (1978) - dcera sestry probanda je nepostizena (nebo prozatim se v jejim véku neprojevily

klinické pfiznaky), nese variantu p.Met692Val

1.5.2 TRPV4

Klasickym Sangerovym sekvenovanim jsme vysetfili 24 pacientd. MPS sekvenovanim
TRPV4 genu jsme vysettili 217 pacientd. Patogenni variantu v genu jsme nalezli u jedné

pacientky.

Klinicky byla vySetfena 30letd pacientka s familidrnim vyskytem onemocnéni v rodinég,
kde jsou podobné potize popisovany u matky a sestry probandky (Obréazek 8). Jeji
klinicky 1 EMG nélez svédcil pro hereditarni motorickou neuropatii (HMN) s Casnym
nastupem v détstvi, pozvolnou progresi, skoli6zou, dysfonii, duSnosti, vyraznym

zkracenim Achillovych Slach a pes cavus (Obrazek 9).
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dHMN - Arg186GIn

OO

1 12

5 2 n:6 n:3

p
n:8 m:2 [LH:] n:3 n:4 s -6 n:7

[\"3] vz V3 4

Obrazek 8: Rodokmen pacientky I1I:6 s mutaci p.Arg186GIn v TRPV4 genu (rodokmen

pouzit v ¢lanku Mazanec et al. 2016)

Legenda: Probandka II1:6, jeji sestra dvojce I11:7, jejich matka I1:3 a sestra matky II:1 jsou postizeny a nesou variantu

p-Argl186Gin

Vsichni ostatni v rodokmenu jsou nepostizeni, nenesou variantu p.Argl186GIn

Obrazek 9: Pes cavus u pacientky (obrazky pouzity v ¢lanku Mazanec et al. 2016)
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U pacientky jsme vysetiili klasickym Sangerovym sekvenovanim geny HSP22, HSP27,
SH3TC2 a HINTI, bez nélezu kauzalni mutace. Pomoci MPS jsme nalezli mutaci
NM 021625.4(TRPV4):c.557G>A (p.Argl86GIn) v heterozygotnim stavu (Obrazek
10). Mutace je lokalizovana vexonu 3 genu 7TRPV4 ve stiedné konzervované
ankyrinové oblasti. Mutace segreguje v rodin€, potvrdili jsme ji umatky pacientky,

ktera ma podobné neurologické potize, a u sestry — dvojcete s podobnymi obtizemi.

o PN

Obrizek 10: Bodova mutace c. 557G>A (p.Argl186Gln) v exonu 3 genu TRPV4

1.5.3 DNM2

Klasickym Sangerovym sekvenovanim jsme vysetfili 37 pacientli. MPS sekvenovanim
DNM?2 genu jsme vySetfili 217 pacientl. Variantu v genu jsme nalezli u jedné

pacientky.

Pacientka zacala chodit od 13 mésicii, v 5 letech si rodi¢e vSimli, Ze nevstane ze diepu,
byla vysetfena pro proximalni slabost a distalni atrofii. Prokézaly se u ni areflexie HK i
DK, pes cavus, lehka dysfonie, vyrazna slabost §ije (Obrazek 11). U této pacientky
s nervosvalovym onemocnénim s ¢asnym zacatkem a proximalni i distalni slabosti a
motorickou neuropatii se sporadickym vyskytem v rodiné jsme nejprve vysetfili geny

HSP27, HSP22, SH3TC2, MFN2, BSCL2, GDAPI bez nalezu kauzalni mutace. Pomoci
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celoexomového sekvenovani jsme zachytili patogenni mutaci v DNM2 genu
NM 001005360.2(DNM2):c.1102G>A (p.Glu368Lys) v heterozygotnim stavu. Byla jiz

popsana jako pficina centronukledrni myopatie.

Obrazek 11: Fenotyp pacientky s mutaci p.Glu368Lys (Foto laskavé poskytnuto MUDr.

Haberlovou).

Nésledné knam byla zaslana dal§i pacientka s psychomotorickym opozdénim,
problémy pii béhu, svalova slabost progredovala v 10 letech, té¢zkosti s chiizi do schod,
ptozou, vysokym patrem, pes cavus, mirn¢ afonickym hlasem. Vysledky svalové
biopsie poukazaly na centronuklearni myopatii. Molekularné geneticky jsme ji vysetiili
cilenym sekvenovanim DNM?2 genu a nalezli mutaci
NM_001005360.2(DNM2):c.1393C>T (p.Argd65Trp) v heterozygotnim stavu. Varianta
byla opakované popsana jako pti¢ina centronuklearni myopatie (CNM) (Bitoun et al.

2005).

49



1.5.4 MORC2

Vysetitovany pacient je 39lety muz, ktery je sporadickym ptfipadem v rodin¢. Pacient ma
deformace nohou (Obrazek 12). Prvni pfiznaky onemocnéni se objevily ve véku 6 let,
pacient mél problémy s chizi, jizdou na kole. Diagn6za axonalni Charcot-Marie-Tooth
mu byla poprvé stanovena ve véku 10 let. Pacient ma deformity nohou, pes cavus, ma
Spatny uchop, problémy s pouzitim zipl a knoflikli. Kdyz mu bylo 20 let, zacal pouzivat
hal, od 27 let je na invalidnim voziku. VySetfeni ve v€ku 30 let ukazalo progres

onemocnéni. Byla pozorovana celkova svalova slabost.

Obrazek 12: Pacient s variantou v MORC?2 genu (pievzato z ¢lanku LasSuthova et al. 2016)

Pacient byl testovan na duplikaci / deleci PMP22, sekvenovanim byly vySetfeny geny
MPZ, MFN2 a GDAPI. MPS panelem 72 geni, nebyly nalezeny z&dné kauzélni

varianty, které by mohly vysvétlit pficinu CMT2 u tohoto pacienta. Proto jsme pacienta
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zafadili na WES (Agilent SureSelect Human All Exon V5, USA). Po publikovani
Clanku Sevilla et al. 2015 se pichodnotily data a byla nalezena mutace
NM 014941.2(MORC2):c.568C>T (p.Argl90Trp). Oveérili jsme ji  Sangerovym
sekvenovanim exonu 10 a segregacni analyza ukazala na de novo ptvod. Matefstvi /
otcovstvi bylo testovano sadou 10 mikrosatelitnich markerii a nonpaternita byla

vyloucena.

Diky tomuto nalezu, 161 pacientil s nezndmou pfi¢inou podezieni na dédicnou
polyneuropatii bylo testovano na ptitomnost p.Argl90Trp v genu MORC2 pomoci PCR
restrikéni metody. PCR produkty exonu 10 genu MORC2 byly Sté€peny Hpall, ktery
Stépi wild type alelu a mutantni alela zlstdvd nedotéena (Obrazek 13). Ze 161
analyzovanych vzorkit DNA byla detekovana jeSté jedna pacientka s touto mutaci.
Mutace byla potvrzena sekvenovanim. U této pacientky se prvni pfiznaky onemocnéni
objevily ve véku 15 let a to kiece, neschopnost chodit rychle, od 44 let chiize s chodci.
Pacientka byla dfive testovana na mutace v PMP22, Cx32, MPZ, HINTI, MFN2,

GDAPI, LMNA, SH3TC?2 sekvenovanim bez zjisténi kauzalni mutace.

Obrazek 13: Restrik¢ni Stépeni PCR produkti pomoci Hpall enzymu.
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Legenda:

1-3 prouzky na gelu znaci pfitomnost 3 fragmentt (115 bp, 187 bp a 302 bp), kde je wild type

alela nastépend Hpall enzymem a alelu s mutaci enzym nestépi, zistava intaktni

2-2 prouzky (115 bp, 187 bp), normalni homozygot

3 — nenastépeny PCR produkt, kontrola (neni $t€épend enzymem Hpall a vznikd proto jenom

jeden fragment)

4 — ladder (50 bp Norgen Biotek, Kanada)

1.5.580D1

Vysetiili jsme rodinu, kterd mé tfi vétve. Pacienti byli odeslani do naSi laboratofe
nezavisle z rGznych pracovist. Postupné bylo zjiSténo, ze se jednd o jednu rodinu

(Obrazek 14).

Klinicky je v postiZzené rodiné typickym inicidlnim pfiznakem distalni slabost a kiece na
jedné dolni koncetin€é. Vek zacatku obtizi je vysoce variabilni (21 az 60 let). Slabost
pozvolna progreduje a $ifi se na dalsi koncCetiny, soucasné se objevuji 1 znamky léze
centralniho motoneuronu. Typickym klinickym fenotypem po nékolika letech pribéhu
onemocnéni je smiSend (nebo periferni) cist¢ motorickd kvadruparéza. Rychlost
progrese je variabilni, pacienti byli po cca 10 letech pritbéhu onemocnéni upoutani na

invalidni vozik. Klinické nélezy jsou shrnuty v Tabulce 8.
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Rodina HMN - mutace H47R

o

I:1 I:2

. g g Eig R

:1 :2

4 oo B b & eon

p.
n:7 :1 :8 l:2 :3 l:4 :5 l:6 n:9
w.t/w.t. H4TR/w.t.

PR e

IV: IV:2 v:4 IV:5 IvV:6 Iv:7
w.t/w.t. H47R/w.t. H4TR/w.t. w.t. H4TRIw.t.

Obrazek 14: Rodokmen rodiny se SODI mutaci

Primarné jsem postizené Cleny rodiny vysetfila na nejcastéjsi CMT1A duplikaci/deleci;
sekvenovani geni BSCL2, GJBI — bez nalezu kauzalni mutace. Nasledovalo masivné
paralelni sekvenovani (HaloPlex kit, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) na panel
64 dosud znamych genti spojovanych s dédicnou neuropatii (panel nezahrnoval SODI
gen) a to bez nalezu kauzalni mutace. ProtoZze se jednd o rodinu s mnohacetnym
vyskytem dédi¢né neuropatie a s jasnym klinickym nalezem, rozhodli jsme se
pokracovat v hledani ptfi¢iny onemocnéni metodou exomového sekvenovani. WES bylo
provedeno u 3 ¢lenil z rodiny — hledédni stejnych variant u 2 postiZenych a nepfitomnych
u zdravé. Vyhodnoceni dat bylo provedeno vlastni pipeline pomoci lokalni instalace
Galaxy (www.usegalaxy.org). Nalezli jsme mutaci NM 000454.4(SOD1):c.140A>G
(p.-His47Arg) v heterozygotnim stavu (Obrazek 15). VySetiila jsem celkové 8
dostupnych c¢lent rodiny a klasickym Sangerovym sekvenovanim potvrdila perfektni
segregaci mutace p.His47Arg s onemocnénim v rodin€. Mutace p.His47Arg byla poprvé
popsana ve spojeni s FALS ve dvou japonskych rodindch (Aoki et al. 1993),
interpretujeme ji jako patogenni. Varianta His47Arg byla rovnéz popsana s dominantni
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formou dédicné motorické neuropatie (Hoyer et al. 2014; Ostern et al. 2012). SOD1 byl

nasledné vysetfen u dalSich 43 Ceskych pacienti s podobnym fenotypem HMN, avsak

bez nalezu dal$i mutace.

Varianta p.His47Arg je konzervovana mezi druhy. Funkcéni studie ukazuji, ze

vysledkem je konformacéni zména proteinu SOD1, coz vede k aberantni vazebné aktivité

(Fujisawa et al. 2012).

Tabulka 8: Neurologické obtiZe v rodiné s mutaci v SODI genu

Vik
Pacienti] Vik/Pohlavi | vznikm HK DK EMG - mivir Soulasnf stav
obifl
zemiel ve véku n n
1I:1 60 let / M - nemame dostupné informace -
zemiel ve véku . an
11:2 S1let /M 40 let - nemame dostupné informace -
zemiel ve véku , L.
I1:3 S7let /M 50 let - nemame dostupné informace -
1:1 I 59 let oslabend abdukce LHK L5-S2 hyporeflexie, stoj na $picce tézk:? motorickd neuropatie na DK, | od 55 let na invalid. voziku,
nesvede lehka na HK po operaci katarakty
1:2 69/ F 481t | C5-8 vjbavné reflexy | L2-L4 vibavné, L5-S2 areflexie TR o) SISt TR B na invalid.voziku
zvysené reflexy na HK
11:6 63/ F 53 Jet C5-8 )/yba\fne reflexy, L5-82 areflexie tézka motovr'lcka neurf)patle na DK, | od 60 let na invalid. voziku,
nezvladne Spetku na HK leh¢iho stupné katarakta
‘ Iv:1 49/ F zdrava | bez obtizi stoj a chiize v normé normalni
1v:2 51/M 40 let nezvladne petku neschopen chiize po patich t&7ka motorickd neuropatie na DK | na invalid.voziku
‘ Iv:6 39/F zdrava | bez obtizi stoj a chiize v normé normalni
Iv:5 41/ M 25 let = }fyba\fne Eflexyy L2-L4 vybavné, L5-S2 hyporeflexie motcrkeineurcpatisnal DRI od 27 let na invalid. voziku
nezvladne $petku svalech trupu
Iv:7 37/F 34 let bez obtizi LLZHL VL) LA el ity motoricka neuropatie na DK

vyssi nart, kladivkovité prsty
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p. HA7R (c.140 A>G het.)

il Sl

Obrazek 15: Wild type sekvence a sekvence s mutaci p.His47Arg

w.t. - wild type
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1.6 Diskuze

Pro CMT pacienty uspésné pouzivame diagnostické schéma DNA testovani zavislé
na klinické prezentaci, typu neuropatie, zpusobu dédi¢nosti a véku nastupu pro
nejCastej$i pripady pocinajic vySettenim CMTI1A/HNPP duplikaci/deleci pomoci
MLPA metody, nasledné Sangerovo sekvenovani gent: GJBI, MPZ a MFNZ2 v prvni
linii testovani. Jestlize tyto testy neodhali pfi¢inu onemocnéni, pokracujeme s MPS
specifického panelu geni. MPS je vyhodnym nastrojem pro vzacné, neobvyklé a
atypické ptipady a typy CMT. Na rozdil od klasickych Sangerovych sekvenénich

technologii, MPS ve vychozim nastaveni rozpozna SNP.

V souladu s pfedem stanovenymi cili dizertacni prace jsme reprezentativni soubor
pacientdi pro hereditdrni neuropatie s pfevazné axonalnim typem neuropatie zatradili na
klasické Sangerovo sekvenovéani. Nasledn¢ jsme tuto metodu nahradili masivné
paralelnim sekvenovanim panelem 97 genli pro neuropatie. Nalezen¢ pravdépodobné
patogenni varianty jsme ovefovali klasickym Sangerovym sekvenovanim. Tento postup

se nam jevi jako nejlepsi mozny pro nalezeni pfi¢iny onemocnéni u pacientd.

Zjistili jsme, Ze nema vyznam testovat samostatné geny DNM2, GARS, MORC2, SOD1

o 24

ktery dané geny zahrnuje (Lassuthova et al. 2016).
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1.6.1 Mutace p.Met692Val v GARS

Pomoci Sangerovho sekvenovani 37 pacienti a MPS analyzy u 217 pacientli jsme

zjistili, Ze mutace v genu GARS u naSich pacientli jsou vzacné.

Varianta p.Met692Val v heterozygotnim stavu je lokalizovana v antikodonové doméng,
je vysoce konzervovana. Nalezena varianta doposud nebyla popsana v EVS a HGMD
databazich, ale na zaklad¢ predikénich programi (PolyPhen), konzervovanosti a
segregacni analyzy v rodin€ se mize jednat o patogenni mutaci a pficinu dédicné
neuropatie u pacienta. U stejné postizené sestry jsme danou variantu také nalezli. U
dvou déti pacienta jsme hledanou variantu neprokdzali, zatimco u dvou dalSich tdajné
zdravych déti pacienta jsme variantu prokazali a mohlo by to vyrazné svédCit proti
kauzalité varianty. Vzhledem k pozdnimu nastupu neuropatickych symptomu u otce je
vSak mozZné, Ze ve veéku 31 let jeSt€ nejsou neuropatické symptomy vyjadreny ani

v subklinické formé.

1.6.2 Mutace p.Argl186GIln v TRPV4

Mutace p.Argl86GIn byla popsana v Landoure et al. 2010 jako patogenni.
Nukleotidova zdména ma za disledek substituci argininu za glutamin na pozici 186
aminokyseliny ve vysoce konzervované oblasti genu. Zajimavé je, ze 186.
aminokyselina je lokalizovana na konvexni stran¢ ankyrin opakujici se domény (ARD),
tato konvexni strana je spojovana s mutacemi pro CMT onemocnéni a ma zvlastni
vyznam pro funkci TRPV4 v perifernim nervovém systému, zatimco konkavni strana je
spojovana s mutacemi pro skeletalni dysplazii (Landouré et al. 2012). Funk¢ni expresni
studie v bunkach HEK293 ukdzaly, Ze mutantni protein Argl86GIn vedl ke zvySeni
hladiny vapniku a zvySenému odumirani buné€k, coz naznacuje abnormalni konstitutivni

aktivitu TRPV4 (Landoure et al. 2012).
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Tato mutace byla detekovéna iu matky pacientky, kterd ma podobné neurologické
potize, také u podobné postizené sestry probandky — dvojcete, coz vyrazné svédci pro

kauzalitu mutace.

1.6.3 Mutace p.Glu368Lys a p.Arg465Trp v DNM?2

Heterozygotni mutace p.Glu368Lys zpiisobuje substituci kyseliny glutamové za lysin
ve sttedni proteinové doméné DNM2, mezi aminokyselinami Glu a Lys je mala
fyzicko-chemickd odliSnost. Programy SIFT a MutationTaster ji popisuji jako
deleterious a disease causing, coz svédéi pro jeji patogenicitu. Mutace jiz byla
opakované popsana jako pfi¢ina centronukledrni myopatie (Aghbolaghi and
Lechpammer 2017; Bitoun et al. 2005; Catteruccia et al. 2013). Varianta je de novo
vznikld, vzhledem k tomu, ze rodice pacientky jsou zdravi a nebyla u nich prokézéna
tato mutace, predpokladame jeji patogenni a kauzalni vliv na rozvoj nervosvalového

onemocnéni u probandky.

Heterozygotni mutace p.Arg465Trp ve stiedni proteinové doméné zptsobuje substituci
argininu za tryptofan v pozici 465, je mezi nimi stfedni fyzicko-chemicka odliSnost.
SIFT a MutationTaster ji popisuji jako deleterious a disease causing, coz svéd¢i pro jeji
patogenicitu. Mutace byla publikovdna (Aghbolaghi and Lechpammer 2017; Bitoun et
al. 2005; Catteruccia et al. 2013). Obé mutace jsou popsané jako mutacni hotspot pro

DNM?2 gen (Bohm et al. 2012).

1.6.4 Mutace p.Argl90Trp v MORC2

Pomoci celoexomového sekvenovani u jednoho pacienta a restrikéniho S$tépeni u
druhého pacienta jsme nalezli mutaci ¢.568C>T (p.Argl90Trp) u 2 ze 161 celkove

vysetienych pacienti (u 1,24% pacienttt).
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Mutace se nachazi v GHL-ATP-azové doméné (Obrazek 4). Zaména zplisobuje
substituci  argininu za tryptofan na kodénu 190 MORC2 proteinu.
Argininovy zbytek je vysoce konzervovany a mezi argininem a tryptofanem existuje
mirny fyzikélné-chemicky rozdil. SIFT a PolyPhen-2 variantu klasifikuji jako
disruptivni. Z téchto divodi byla tato varianta klasifikovana jako patogenni. Tato
varianta neni obsaZena v populacnich databazich (dbSNP, ESP, ExAC bez frekvence),
byla publikovana v souvislosti s onemocnénim ve vice rodindch s CMT2 (Albulym et
al. 2016; Sevilla et al. 2016) a ve sporadickych ptipadech CMT2 (Lassuthova et al.

2016; Sevilla et al. 2016).

1.6.5 Mutace p.His47Arg v SOD1

Mutace p.His47Arg byla poprvé popsana v spojeni s FALS ve dvou japonskych
rodindch (Aoki M et. Al, 1993), interpretujeme ji jako patogenni. Varianta p.His47Arg
byla rovnéz popsdna s dominantni formou dédi¢né motorické neuropatie (Ostern et al.
2012; Hoyer et al. 2014). Nebyla pozorovéna u piiblizné¢ 6 500 osob evropského a
afrického amerického plivodu v NHLBI Exome Sequencing Project, coZ naznacuje, ze v
téchto populacich neni béZnou benigni variantou. Varianta p.His47Arg je konzervovana
mezi druhy. Funkéni studie ukazuji, Ze vysledkem je konformacni zména proteinu

SOD1, coz vede k aberantni vazebné aktivit¢ (Fujisawa et al. 2012).
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1.7 Zavér

1.7.1 GARS

Mutace v GARS genu nejsou velmi Castou pii¢inou onemocnéni u Ceskych pacienti.
7 217 pacientii jsme nalezli variantu jenom u jednoho pacienta, a to variantu
p-Met692Val, kterou povazujeme za polymorfismus, protoze nesegreguje v rodiné

(Obrazek 7).
1.7.2 TRPV4

Nélezem mutace c.557G>A (p.Argl86GIn) v TRPV4 genu popisujeme ziejm¢e prvni
pacienty s potvrzenou mutaci v genu TRPV4 v CR. Z 217 u nas vysetfenych pacientti se
jednd o jediny ptipad mutace v TRPV4 genu sjasné odliSitelnym fenotypem, ktery
odpovida klinickym pfiznakiim, popsanym v literature. U Ceskych pacientd se tedy

jedna o vzacnou pfi¢inu dHMN.
Rozlisitelné kritéria pro diagnostiku TRPV4 genu jsou:

e Casny nastup v détstvi
e vyrazné zkraceni Achillovych §lach, pes cavus, distalni oslabeni koncetin

e oslabeni hlasivkovych svall (dysfonie) a skolioza

Mutace jiz byla popséna jako patogenni (Landoure et al. 2012). V rdmci souhrnu
vysledkit doposud u nas vySetfenych pacientli pomoci panelu gena byla zahrnuta do

¢lanku:

Lassuthova P, Safka Brozkova D, Krutova M, Neupauerova J, Haberlova J, Mazanec
R, et al. Improving diagnosis of inherited peripheral neuropathies through gene panel

analysis. Orphanet J Rare Dis. 2016 Aug 22;11(1):118.
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Kazuistiku pacientky jsme také publikovali v Casopise:

Mazanec R, Neupauerova J, Baumgartner D, Potockova V, Lassuthova P, Safka
Brozkova D, Seeman P. Hereditarni motorické neuropatie. Neurologie pro praxi. 2016;

17(6): 354-35

1.7.3 DNM2

Potvrdili jsme de novo mutace p.Glu368Lys a p.Arg465Trp v DNM?2 genu u 2 pacientli
ve spojeni ne s hereditarni neuropatii, ale centronuklearni myopatii. Jsou to prvni dva

pacienti s molekularné genetickym potvrzenim centronuklearni myopatie.

U mutace p.Glu368Lys zména sekvence nahrazuje kyselinu glutamovou lysinem v
kodonu 368 proteinu DNM2. Zbytek kyseliny glutamové je vysoce konzervovany a
mezi kyselinou glutamovou a lysinem existuje maly fyzikalné-chemicky rozdil. Tato
varianta je pifitomna v populacnich databazich (rs121909092, ExAC 0,006%). Byla
opakované popsdna v literatuie u jedinci postizenych autosomdlné¢ dominantni
centronukledrni myopatii (Bohm et al. 2012; Hanisch et al. 2011; Mori-Yoshimura et al.

2012).

U mutace p.Argd65Trp jde o aminokyselinovou substituci, ktera meéni vysoce
konzervovany zbytek v stfedni doméné proteinu (Bitoun et al. 2005). Varianta
p.Argd65Trp v genu DNM?2 byla diive popsana ve vice rodindch s centronuklearni
myopatii a je nejcastéji popsanou patogenni variantou DNM?2 (Bitoun et al. 2005;
Cowling et al. 2011). MySi modely demonstruji, ze mutantni mysi Arg465Trp s
kloubovym postizenim vykazuji svalové defekty, progresivni atrofii a zmény svalové

biopsie podobné zménam pozorovanym u lidi (Durieux et al. 2010). Dalsi funkéni
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studie ukazuji, ze p.Argd65Trp zvySuje aktivitu GTPazy a vede k vysoce stabilnimu

dynaminovému komplexu (Cowling et al. 2011).

Rozlisitelna kritéria pro diagnostiku CNM:

e distalni slabost dolnich koncetin
® pescavus

¢ unaSich pacientli nejsou zaznamenany potize s dychanim

Podle shrnuti v ¢lanku Haberlova et al. 2011 se doporucuje vysetifovat DNM2 gen u
pacientdl s nejasnou intermedidrni anebo primarné axonalni CMT, s pozd¢jSim

nastupem onemocnéni a s predominantné distalni motorickou periferni neuropatii.

1.7.4 MORC2

Mutace p.Argl90Trp byla nalezena u pacientd z riiznych zemi, povazuje se za mutaéni
hotspot, coz se potvrdilo nalezem stejné varianty 1 u naSich dvou pacienti (ze 161
vySetfenych). Klinicky obraz naSich pacientl je stejny jako u pacientd v publikovaném

¢lanku (Sevilla et al. 2016). Gen byl zafazen do panelu gent.

Rozlisitelna kritéria pro diagnostiku MORC? jsou:

e svalova slabost a progrese onemocnéni
e kiece na dolnich koncetinach, distalni slabost a senzoricky deficit, pfidruzi se

slabost hornich kondéetin
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1.7.5 SOD1

Potvrdili jsme, Ze mutace v genu SODI zpusobuji i dédi¢nou motorickou neuropatii.
Zaradili jsme gen SODI do panelu. Identifikace mutace ¢.140A>G (p.His47Arg) v
SODI pomoci exomového sekvenovani nam opét ukéazala, ze tuto metodiku lze s
vyhodou pouzit pravé v podobnych ptipadech - nalez jasn¢ kauzalni mutace v genu,
ktery by nebyl byval vySetfovan, protoze spojitost mezi obtizemi pacienta a timto
genem nebyla dosud dostate¢né zndma. Je to ziejmé prvni zachycend rodina v CR
s autosomalné dominantnim typem hereditarni motorické neuropatie a se smiSenou

poruchou centrdlniho a periferniho motoneuronu v disledku mutace v SOD/ genu.
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2 Prehled vysledki vlastnich praci

2.1 Prehled v cislech

Celkové jsem publikovala 16 ¢lanka v ¢asopisech s IF, z toho 3krat jako prvni autor,
13krat jako spoluautor. Dle databdze Web of Science Core Collection je celkovy pocet

citaci 39 (34 bez autocitaci). H-index 4.

Z téchto 16 publikaci je 9 pfimo zamétenych na problematiku dédi¢nych neuropatii.
Dale jsem spoluautorkou 2 ¢esky psanych ¢lankl bez IF (v recenzovanych ¢asopisech) s

tematikou dédi¢nych neuropatii.

V poslednich 5 letech jsem se také vénovala genetice epilepsii. S touto tematikou jsem

publikovala 4x, z toho 2x jako prvni autorka.
Proto v dalS$im textu ve stru¢nosti okomentuji dva okruhy:
- publikace s tematikou dédi¢nych neuropatii vySe neuvedené (kapitola 2.2)

- publikace s tematikou genetiky epilepsii (kapitola 2.3)
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2.2 Ostatni publikace s tematikou dédi¢nych neuropatii

2.2.3 MFN2 gen

MFN2 gen je lokalizovan na vné&jsi mitochondrialni membrané a podili se na regulaci
fzi mitochondrii (Santel and Fuller 2001). Je lokalizovan na chromozomu 1p36.22
(Zuchner et al. 2004), ma 19 exonti (17 kodujicich)(Casasnovas et al. 2010), referencni
sekvenci pouzivame NM 014874.3. Domény jsou znazornény na Obrazku 16. VétSina
MFN2 mutaci je popisovana v GTP-azové doméné, Coiled-coil doméné a R3 vysoce
konzervované doméné (Kijima et al. 2005). Mutace v genu MFN2 zpusobuji CMT2A

(Kijima et al. 2005; Lawson et al. 2005; Zuchner et al. 2004).

p-His361Tyr

v
o e

103 261 406 433 614 646 724 752 757

GTP-4zova R3 C ™ ™ C

Obrazek 16: Domény MFN2 genu (upraveno z Engelfried et al. 2006)

GTP-azova doména; R3 doména, C = coiled coil doména; TM = transmembranova

doména

Cisla 103-757 popisuji pozice aminokyselin

Vsech 17 kodujicich exont a pfilehlych intronovych sekvenci MFN2 genu jsem
sekvenovala metodou dle Sangera jako test prvni volby. Klasickym Sangerovym

sekvenovanim jsem u nds v laboratofi vySetifila 139 pacientii a nalezla 8 patogennich
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mutaci. U Ceskych pacientl jsou mutace v MFN2 nejcastéjsi pricinou CMT2 (Brozkova

et al. 2013). Vysledky byly shrnuty v praci:

Brozkova DS, Posadka J, Lassuthova P, Mazanec R, Haberlova J, Siskova D,
Sakmaryova I, Neupauerova J, Seeman P.: Spectrum and frequencies of mutations in
the MFN2 gene and its phenotypical expression in Czech hereditary motor and sensory
neuropathy type II patients. Mol Med Rep. 2013 Dec;8(6):1779-84. doi:

10.3892/mmr.2013.1730. Epub 2013 Oct 14.

Zajimavym nalezem byla varianta, kterou Sangerovo sekvenovani neodhalilo, ale MPS
ano. Pacient k ndm byl odeslan s ¢asnym nastupem onemocnéni (od 3 let) zavazného
axonalniho typu Charcot-Marie-Tooth (CMT2) s dominantni dédi¢nosti. Casny nastup a
rodinnd anamnéza (té¢Zce postizena matka) poukazovaly na fenotyp CMT2A. Pacient se
dostal na na$i kliniku ve v€ku 4 let. Rodokmen rodiny pacienta je zndzornén na
Obrazku 17. Prvni pfiznaky u pacienta zaznamenali prarodice, kdyZ mu byly 3 roky,
pacient m¢l problémy hlavné s chizi ze schodl. Neurologické vysetieni ve véku 4 let
ukézalo na atrofii lytek, bilaterdln€¢ pes cavus, svalovy tonus byl snizeny, zatimco
reflexy L2-L4 zvySené. Z anamnézy bylo zndmo, Ze matka pacienta trpéla podobnym
typem neuropatie, jeji potize zacaly jiz ve 4 letech, jeji chlize té€sné pfed porodem byla
omezena, bohuzel zemiela po porodu. Vsechny klinické udaje a ¢asny veék nastupu
naznacovaly na zavazny typ CMT2A s moZznou mutaci v MFN2 genu (Feely et al.

2011).

Pouzit¢é PCR primery u dan¢ho pacienta byly ptfevzaty z publikace (Zuchner et al.

2004a) (Tabulka 9).
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Tabulka 9: Sekvence primera pro MFN2 (pievzaty z Ziichner et al. 2004).

Exon Forward primer Reverse primer

9 TCTGTGCCTCCCCAGCTC | GGTGGAGCACCCTTGTCTC

Tabulka 10: Sekvence primert pro MFN2 nové bez SNP

Exon Forward primer Reverse primer

9 GGTTGTAGGCCCCTGGTG | AAGGCGTGTCCTAACTGCC

Family p.His361Tyr

oA

n:1
p-His361 Tyr/w.t.

Obrazek 17: Rodokmen rodiny s mutaci p.His361Tyr v MFN2 genu (pouZito

z Neupauerova et al. 2016)
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U pacienta jsme provedli klasické Sangerovo sekvenovani MFN2 genu kupodivu bez
nalezu kauzalni varianty. DNA pacienta jsme nasledné vysettili pomoci MPS panelem
vSech 78 gentli popsanych ve spojitosti s dédicnymi neuropatiemi (44ARS, ARHGEF'10,
ATLI, ATP7A4, BICD2, BSCL2, CCT5, COX6A1, CTDPI, DCTNI, DHTKDI, DNAJB?2,
DNM2, DNMTI, DYNCIHI, EGR2, FAM134B, FBLN5, FGD4, FIG4, GAN, GARS,
GDAPI, GJBI, GNB4, HARS, HINTI, HKI, HSPBI, HSPB3, HSPBS, HSP22,
IGHMBP2, IKBKAP, INF2, ITPR3, KARS, KIFIA, KIF1B, KLHLI3, LITAF, LMNA,
LRSAM1, MARS, MED25, MFN2, MICALI, MPZ, MTMR2, MYHI14, NDRGI, NEFL,
NGF, NTRK1, PDK3, PLEKHGS5, PMP22, PRPSI, PRX, RAB7A, REEPI, SBF1, SBF2,
SEPT9, SETX, SH3BP4, SH3TC2, SLCI1246, SLCI18A43, SLC547, SOX10, SPTLCI,
SPTLC2, TFG, TRIM2,TRPV4, VCP, WNKI, YARS). Pomoci MPS byla piekvapiveé
nalezena heterozygotni mutace v jiz vySetfeném MFN2 genu
NM _014874.3(MFN2):c.1081C>T (p.His361Tyr) v heterozygotnim stavu. Sangerovo
sekvenovani mutaci neodhalilo v disledku jednonukleotidového polymorfismu pod
sekvenci reverse primeru v 9. kodujicim exonu. Byla provedend novd PCR reakce
s novymi primery (Tabulka 10) a nasledné Sangerovo sekvenovani pak potvrdilo mutaci

v MFN2 genu.

Heterozygotni mutace p.His361Tyr jiZ byla popsana jako patogenni (Feely et al. 2011;
Verhoeven et al. 2006). Nachazi se v R3 vysoce konzervované oblasti. V nasem
pfipadé, kdy klasické Sangerovo sekvenovani neodhalilo mutaci, ale MPS ano, jsme
chtéli poukazat na to, Ze vypadek amplifikace jedné alely, tzv. ,,allele drop-out* je dobte
znamd pri¢ina nezachyceni mutace v disledku nerovnomémé amplifikace

heterozygotnich alel.
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Predikce patogenicity zhodnotila mutaci jako zédvaznou-deleterious mutaci programem
SIFT (http://sift.jcvi.org) a onemocnéni zplisobujici mutaci programem MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org). Tato pozice je vysoce konzervovana. Nasledn¢ byla
testovana segregace mutace s onemocnénim v rodiné. NepostiZzeny otec nebyl testovan,
nebyl ochoten pfistoupit k DNA testovani. Pacientova matka, ktera byla podobné
postizena, je zesnula a jeji DNA nebyla k dispozici. Avsak, testovali jsme maternalni
prarodie, ktefi jsou bez neurologickych obtizi, a mutace nebyla detekovana,
neprokdzali jsme, ze by S§lo o vziacnou nepatogenni variantu. Ztoho divodu
pfedpokladdme, ze mutace vznikla de novo u postizené matky pacienta; avSak, nebylo

to mozné dokazat z jejiho vzorku DNA.

Mutace v genu MFN2 byly nalezeny u 8 pacienti ze 139 vySetfenych (. 5,8 %).
Piehled spektra a frekvence mutaci v MFN2 genu je v ¢lanku (Brozkova et al. 2013).
Zajimavy piipad laboratorni diagnostiky pacienta s axonalni formou CMT2
onemocnéni, u kterého klasické Sangerovo sekvenovani nedetekovalo kauzalni mutaci
c.1081C>T (p.His361Tyr) v MFN2 genu z divodu jednonukleotidového polymorfismu

(rs2236057) pod sekvenci PCR primeru jsme publikovali v ¢lanku:

Neupauerova J, Grecmalova D, Seeman P, Lassuthova P. Massively Parallel
Sequencing Detected a Mutation in the MFN2 Gene Missed by Sanger Sequencing

Due to a Primer Mismatch on an SNP Site, 2016, Ann Hum Genet.;80(3):182-6.

Plny text ¢lanku je v ptiloze €. 2.
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2.3 Ostatni publikace s tematikou epileptickych encefalopatii

Od roku 2016 ve spolupraci s Klinikou détské neurologie 2. LF UK a FNM jsme se
zacali vénovat diagnostice zavaznych détskych epilepsii a epileptickych encefalopatii.
Zabyvame se jak jejich vySetfenim pomoci panelu gend, tak i WES a WGS analyzou.
Epilepsie je Castym neurologickym onemocnénim s prevalenci 5-8 na 1000 jedincu
(Fiest et al. 2017). Postihuje piiblizn€ 65 miliont lidi na svéteé (Moshe 2015). Epilepsie
je porucha mozku charakterizovana trvalou predispozici ke generovéani epileptickych

zachvati (Fisher et al. 2014).

Soucasna definice podle ILAE (Fisher et al. 2014) epilepsii popisuje jako:

1. Minimaln€é dva nevyprovokované zachvaty vyskytujici se v intervalu nejméné
24 hodin od sebe.

2. Jeden nevyprovokovany (nebo reflexni) zdchvat a pravdépodobnost dalSich
zachvatl podobnd obecnimu riziku recidivy (nejméné 60 %) po dvou
nevyprovokovanych zachvatech, které se vyskytly béhem nasledujicich 10 let.

3. Soucast epileptického syndromu.

Pti¢iny epilepsie jsou rizné — od vyvojovych vad mozku, metabolickych onemocnéni,
zevnich poskozeni mozku, infekci, traumat, autoimunitnich onemocnéni pfes genetické

pti¢iny-v posledni dob¢ se ukazalo, ze velké mnozstvi epilepsii ma geneticky ptivod.

Klasifikace dle ILAE z roku 2017 (Scheffer et al. 2017) klasifikuje epilepsie podle typu
zachvatl (s fokdlnim, generalizovanym a nezndmym nastupem), podle typu epilepsie
(fokalni, generalizovana, kombinovana generalizovana a fokalni, nezndmd) a podle

epileptického syndromu. Vzacnéj$i jsou genetické epilepsie zplisobené mutacemi

jednoho genu nebo strukturalnimi chromozomovymi aberacemi (Steinlein 2008).
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Epileptické encefalopatie jsou onemocnéni, kde kognitivni deficit a vyvojovy regres je

piimym disledkem pfitomnosti zachvatii a epileptické mozkové aktivity (Engel 2001).

Vseobecny postup pii genetickém vySetfeni je nasledovny — prvnim krokem po
zékladnich laboratornich vysledcich a EEG je vySetfeni CGH microarrayi. Definitivni
diagndza se tim ale urci u méné nez 5 % pacientii (Mercimek-Mahmutoglu et al. 2015).
Druhym krokem je testovani jednoho konkrétniho genu v ptipad¢ jasnych klinickych
ptiznaki poukazujicich na dany syndrom. Ptikladem je Dravettiv syndrom, u kterého 80
% pacientll ma patogenni variantu v SCNIA genu (Marini et al. 2011). Asociace Rettova
syndromu s mutacemi v MECP2 a CDKLS5 genech jsou taky zndmé (Liyanage and
Rastegar 2014; White et al. 2010). Na detekei Castych duplikaci a deleci v napt. genu
SCNI4 je k dispozici kit MLPA (Mulley et al. 2006). Nasledujicim krokem je testovani
pomoci panelu gent. Pfed par lety bylo zndmych pouze 12-20 genii spojovanych
s epilepsii (Ottman et al. 2010). V soucasnosti panely gen zahrnuji pies 100 gend,
nekteré¢ 1 300+ (Chambers et al. 2016) pficemz se objasni ptiblizné 15-25 % piipadd
(Mercimek-Mahmutoglu et al. 2015). Dal§imi kroky jsou pouziti WES a WGS (Dyment

et al. 2015; Helbig et al. 2016; Willig et al. 2015).

Pecliveé vybrané rodiny pacientd, u kterych cilené resekvenovani panelu genti neukézalo
zadnou kauzalni variantu, byly zafazeny jako tria (nepostizeni rodi¢e a proband) na

vysetieni pomoci WES s cilem najit de novo mutace.

V naSem projektu jsme postupovali podle nasledujiciho algoritmu:

Pacienti s klinicky rozpoznatelnym fenotypem byli testovani na pfitomnost mutaci

v genech, které jsou nejCastéjsi pri¢inou (napi. SCN1A4).
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V dalsim kroku nebo u pacientt s klinicky nezaraditelnym fenotypem jsme provedli
cilené resekvenovani panelem genti (97/112 gent), jejichz mutace zpusobuji tézké

détské epilepsie a encefalopatie (Stanck et al. 2018).

ADAR BRAT1 |FASN GLDC IQSEC2 |MBD5 |[PANK2 |PSEN1 SCN1B  SLC9A6 |[TBC1D24
ADCK3  |C100RF2 |FLNA GNAO1 |KCNA2 |MECP2 |PCDH19 |PURA SCN2A  |SPTAN1 (TCF4
ADSL CACNA1A|FOLR1 GPHN KCNB1 MEF2C |PHF6 QARS SCNSA  |SRGAP2 |TDP2

ALDH7A1 |CASK FOXG1 GRIN1 KCNC1 MFSD8  |PIGQ R NASEH2A [SCN9A  |SRPX2 TPP1
AMT CDKL5 GABBR2 |GRIN2A |KCNH5 |MOCS1 |PLCB1 RNASEH2B |[SLC12A5 [ST3GAL3 |TREX1
AP451 CLCN4 GABRA1 |GRIN2B |KCNJ10 |MOCS2 |PNKP RNASEH2C |SLC13A5 |ST3GAL5 |TSC1

ARHGEF9 |[CNTNAP2 |GABRB3 |HCN1 KCNQ2 |MTHFR |PNPO ROGDI SLC19A3 [STXBP1 |TSC2
ARX DNM1 |GABRG2 |HDAC4 |KCNQ3 |MTOR POLG RYR3 SLC25A22|SYN1 UBE3A
ASAH1 DOCK7 |GAMT HNRNPU |KCNT1 NEDD4L |PRIMA1 |SAMHD1 |SLC2A1 |SYNGAP1 |W DR45
ATP1A3 |EEF1A2 |GCSH CHD2 KCTD7  |NRXN1 |PRRT2 SCN1A SLC35A2 |SZT2 ZEB2

V pfipad€ neobjasnéni ani vySetfenim panelu dosud spojovanych genti pomoci MPS
jsme provedli celoexomové sekvenovani-hledani de novo variant, spoluprace
s EuroEPINOMICS. Exomové sekvenovani se jevi jako dal§i UspéSny nastroj
v genetice na identifikovani novych variant u pacientl s neurovyvojovymi
poruchami (Helbig 2016, Martin et al. 2014). Cilem pfti dalSich objevech novych
genu pro epilepsii je sdileni dat a vymeéna informaci a spoluprdce na mezinarodni

urovni, do které jsme zaclenéni.

!

V ptipadé¢ neobjasnéni pomoci WES je mozné pokraCovat celogenomovym
sekvenovanim (WGS). WGS muze odhalit az o 10-15 % vice mutaci v exomu a dalsi
v nekodujici ¢asti nez WES (m.j. 1 diky jiné technologii) (Martin et al. 2014). Pfiprava
knihoven byla provedena pomoci kit SureSelect (Agilent) podle uzivatelského
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manualu. Nasledna sekvenacni analyza prob¢hla na ptistroji HiSeq4000 na zahrani¢nich
pracovistich (Macrogen Inc., Soul, Korea). Ziskana data byla piirazena k referencni
sekvenci a analyzovana. Analyzu dat jsme provedli pomoci NextGENe (Softgenetics),
SureCall (Agilent) a nasi lokalni instalace s vlastnim workflow serveru Galaxy

(https://usegalaxy.org). Varianty nalezené u probandii a nenalezené u nepostizenych

rodica jsme hodnotili pomoci softwart PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), zohlednila jsem frekvenci
v populaci (Exome Sequencing Project (ESP), dbSNP 135, 1000 Genomes, ExAC,
GnomAD). Déle pro analyzu dat z WES jsem vyuzila ptistup do piedplacené databaze
mutaci lidského genomu HGMD Profess. (The database of Human Genome Mutation
Data, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) a také Alamut (http://www.interactive-
biosoftware.com/). Objevené varianty jsem potvrdila klasickym Sangerovym
sekvenovanim na piistroji ABI 3130 a potvrdila segregaci mutace v rodin€¢ vylou¢enim

u obou rodicu.
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2.3.1 SETBPI gen
Missense varianty v SETBPI genu, predominantné¢ v exonu 4, byly popsané jako

kauzalni pro SGS syndrom.

Schinzel-Giedion syndrom (SGS) je extrémné vzacné onemocnéni s autosomalné
dominantnim typem dédi¢nosti postihujici stejné ob¢ pohlavi, prevalence neni znama.
Celosvétove je zaznamenanych jenom 50 piipadi. Mezi typické ptiznaky SGS patii:
postnatalni ristova retardace, t€Zké opozdéni psychomotorického vyvoje, facidlni
dysmorfie, hypoplazie stfedni Casti obli¢eje, makroglosie, exoftalmus, hirsutismus, a
mnohé vrozené malformace, v dusledku, kterych se ne vSichni pacienti dozivaji

dospélého veéku (AL-Mudaffer et al. 2008).

Vysetiovany pacient je 20lety muz s facialni dysmorfii, farmakorezistentni epilepsii,
zavaznou intelektudlni nedostate¢nosti a poruchou autistického spektra (dle literarniho
spektra se jedna pravdépodobné o nejstarSiho pacienta s touto diagnézou celosvétove).
Abnormalni psychomotoricky vyvoj byl zaznamenan od poc¢atku. Jsou u né&j pfitomny
dysmorfické rysy, vyrazné acné vulgaris, problémy s piijmem potravy, chybéji fecové
schopnosti. Ve véku 4 let byl diagnostikovan 1 autismus. Epilepsie u né&j zacala ve véku
7 let myoklonickymi, myoklonicko-astatickymi zachvaty, pozdéji tonicko-klonickymi.
Vyustilo to také ve zhorSeni chiize. Ketogenni strava u pacienta sniZila intenzitu
zachvatli. Magnetickd rezonance poukéazala na difizni mozkovou atrofii. Nalezy na
elektroencefalografickém vysetfeni koreluji s Lennox-Gestaut syndromem. U pacienta

neni pfitomen Zadny kardiologicky defekt.

Pacienta jsme zaradili na panel 97 gend spojovanych s riiznymi formami epilepsii

(SureSelect, Agilent, Santa Clara, USA). Po neobjasnéni pfiiny jsme doplnili
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celoexomové sekvenovani (SureSelect Human All Exon V5 kit, Agilent Technologies,

USA) na pristroji HiSeq4000 (Illumina, California, USA).

Kandidatni varianty jsme detekovali pomoci nasi vlastni pipeline (Galaxy). Data byla
analyzovana pomoci DeNovoGear (http://denovogear.weebly.com/). Vyhodnocenim dat
z WES byla nalezena heterozygotni varianta vexonu 4 genu SETBPI
NM _015559.2(SETBP1):¢c.2601C>G (p.Ser867Arg). Pro potvrzeni nalezu z MPS jsem
provedla cilené sekvenovani exonu 4, ktery je muta¢nim hotspotem za pomoci primerii

z Tabulky 11.

Tabulka 11: Sekvence primeri pro SETBPI gen

Exon Forward Reverse

4 ACACAGTGGAACCTGGAAGC | AGGCCTACCACGCTTCTTC

Vsechny primery jsem navrhovala pomoci programu ExonPrimer na webu UCSC

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).

Druhou pacientkou je ro¢ni divka s facidlni dysmorfii, mikrocefalii, hypertelorismem,
hirsutismem a exoftalmem. Korelace a piehodnoceni fenotypu prvniho pacienta
v détstvi s fenotypem divky byly klicové k pfesné syndromologické diagnostice SGS
klinickym genetikem. TudiZ jsme u pacientky provedli pfimou analyzu sekvenovani
exonu 4 SETBPI (mutacni hotspot). Nalezli jsme heterozygotni variantu ¢.2608G>A
(p.Gly870Ser), zndzornéna na Obrazku 18. Byla jiz publikovana jako patogenni. Je de
novo, oba zdravi rodic¢e nesou wild type alelu. Matefstvi a otcovstvi bylo testovano u
obou pacientl se sadou Sesti mikrosatelitnich markeri ze tii riznych chromozomi.
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Obrazek 18: Mutace p.Gly870Ser v SETBPI genu
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Heterozygotni varianta p.Gly870Ser byla nalezena u dvou nepiibuznych thajskych
pacienti spliujicich kritéria SGS (Lehman et al. 2008; Suphapeetiporn et al. 2011).
Stejnd mutace byla nalezena i u divky s SGS, ktera zemiela v 9 letech (Hoischen et al.
2010). Zaména G-A postihuje vysoce konzervovany nukleotid a vysoce konzervovany
aminokyselinovy zbytek v SKI homologni oblasti SETBPI genu (Herenger et al. 2015).
Je de novo, oba zdravi rodi¢e nesou wild type alelu. Matefstvi a otcovstvi bylo
testovano u obou pacientil se sadou Sesti mikrosatelitnich markert ze t¥i rGznych
chromozomil. Hypotéza, ze haploinsuficience nebo ,loss-of-function® varianty v

SETBPI maji mirnéjsi fenotyp, byla téZ publikovana (Filges et al. 2011).

Druhé varianta p.Ser867Arg (podobna substituce odliSujici se jenom v zaméné bazi C
na A, bez zmény aminokyselinové substituce) jiz byla popséna jako pficina syndromu
Schinzel-Giedion u pacienta s velmi podobnym fenotypem (Carvalho et al. 2015) a
proto je vysoce pravdépodobné, ze tato varianta je patogenni. Taktéz predikéni
programy ji hodnoti jako deleterious a disease causing. Mutace je pravdépodobné de

novo, nenalezli jsme ji u zdravych rodicu.

Mutaéni hotspot, umistény v exonu 4 genu SETBPI, kde jsou mutace shromazdéné, je
vysoce konzervovany mezi riznymi druhy. Detekce variant v exonu 4 genu SETBPI u
obou ¢eskych SGS pacientt podporuji fakt, ze exon 4 piedstavuje mutace horkého mista

genu SETBPI.

SETBPI mutace zabranuji ubikvitinaci a ovliviiuji stabilitu SETBP1 proteinu, zatimco

varianty mimo degron mohou zpusobit rtizné formy SGS s mirn¢j$im fenotypem.

Nalezem mutaci p.Gly870Ser a p.Ser867Arg popisujeme prvni molekuldrné-geneticky

potvrzené pacienty s SGS v CR. Na§ prvni pacient (20lety) je zatim nejstar$i popsany
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v literatufe, pacienti se v disledku zavaznych zdravotnich komplikaci nedozivaji tak

vysokého veku.

Publikovano v ¢lanku:

Neupauerova J, Stérbova K, Komarek V, Giegorova A, Vickova M, Stan¢k D, Seeman
P, Lassuthova P, Havlovicova M. Schinzel—Giedion Syndrome: First Czech
Patients Confirmed by Molecular Genetic Analysis. Journal of Pediatric Neurology,

2018

Plny text ¢lanku je v pfiloze €. 1

Rozlisitelnd diagnosticka kritéria jsou:

e facidlni dysmorfismus
e makroglosie

e hypertelorismus

e hirsutismus

e exoftalmus

e cpileptické zachvaty

e vrozené anomalie
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2.3.2 CDKLS5 gen

Varianty v X-vdzaném CDKL5 genu (v minulosti zvaném serine/threonine kindza 9 =
STK9) byly popsany jako pfi¢ina Casné epileptické encefalopatie typu 2 (EIEE2) a
vyskytuji se exkluzivné de novo. EIEE2 je charakterizovana casnym nastupem epilepsie
(pted 3. mésicem ve€ku), generalizovanymi tonickymi zachvaty, té€Zkou hypotonii,
poruchou zraku, absenci feci a zavaznou intelektudlni nedostatecnosti (Bahi-Buisson et
al. 2008; Fehr et al. 2013). CDKLS5-encefalopatie je X-vazanym dominantnim
onemocnénim. Klinickd zavaznost CDKLS5 onemocnéni pro obé pohlavi je stejna (Liang
et al. 2011). CDKL5 gen je lokalizovan na chromozomu Xp22.13 a zahrnuje 21 exontl.

Je to protein exprimovany ve vSech tkanich (Lin et al. 2005; Rusconi et al. 2008).

V CDKL5 jsme nalezli 3 zajimavé varianty, kterymi jsme objasnili pfi¢inu onemocnéni

u pacientd.

Pacient 1

Pacientkou je Sletd divka s farmakorezistentni epilepsii, ve véku 6 tydnd u ni byly
pozorovany bilateralné tonické zachvaty. Ve véku 3 let zachvaty na rok vymizely beze
zmeény medikace. Zachvaty se znovu objevily ve véku 4 let. Ketogenni dieta méla
uspokojivé vysledky, ale divka ziistala hypotonickd, s absenci fe¢i, se zavaznou

intelektualni nedostate¢nosti a motorickym opozdénim.

MPS identifikovalo intronovou variantu v intronu 7 CDKL5
NM_003159.2(CDKL5):c.463+5G>A v heterozygotnim stavu. Varianta nebyla
nalezena u asymptomatickych rodi¢h. Na agarovém gelu v porovnéni s kontrolnim
vzorkem, pii PCR produktu cDNA naSeho pacienta byly pozorovany 2 fragmenty (lisici
se 0 60 nukleotidii, odpovida to exon skippingu exonu 7) v disledku formace krat$iho
aberantniho transkriptu. Predpokladali jsme vznik pied¢asného stop kodonu. Vysetteni
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na RNA urovni prokazalo aberantni sestith mRNA s vynechdnim exonu 7 — exon
skipping a vznik proteinu kratsiho o 20 aminokyselin. Heterozygotni variantu

¢.463+5G>A podle ACMG kritérii povazujeme za pravdépodobné patogenni.
Pacient 2

Pacient je 4lety chlapec s farmakorezistentni epilepsii od 4 tydnt véku, sporadicky
pfipad v roding, od pocatku opozdén psychomotoricky vyvoj, ofni kontakt Spatny,
staeni oc¢nich bulbl, za zvukem se neotoCi, vokalizuje, po operaci pro Fallotovu
tetralogii v 1 roce. Rozvinuly se u n¢j myoklonické a tonické zachvaty rezistentni vici
1écbé. Ketogenni dieta od dvou do tii let zredukovala Casnost zachvatli jenom na par
mésict. V sou€asnosti se zadchvaty opakuji pfiblizn€ v 3 sériich 20krat za den. Pacient
neni schopen samostatného sezeni, ma Spatny zrakovy kontakt, neotoci se za zvukem,

neusmiva se, nema zajem o hracky.

Pied vysetfenim na panel gentl byl pacient na jiném pracovisti na Ustavu biologie a
lékatské genetiky 2. LF UK a FNM podroben array-CGH analyze a vySetfeni syndromu

Di-George s negativnim vysledkem.

Zatazenim pacienta na panel 112 gend jsme nalezli nonsense variantu Vv
NM 003159.2(CDKL5):c.2578C>T (p.GIn860*) v hemizygotnim stavu v exonu 18.
Hemizygotni variantu p.GIn860* povazujeme dle ACMG kritérii (Richards et al. 2015)
za patogenni. Cteci ramec je prerusen vytvofenim piedéasného stop kodonu, ktery ma
zévazny efekt na funkci proteinu. Varianta je de novo, nenalezli jsme ji u zdravych

rodici. Nebyla jesté popsana, neni v HGMD databazi, exAC ani EVS.
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Pacient 3

Pacient je 3lety chlapec, do 8. mésicii véku zdrav, zachvaty se rozvinuly jako spasmy
v sériich, tonické, rezistentni na antiepileptickou 1é¢bu, pacient je hypotonicky, ma

problémy s chiizi, Spatny o¢ni kontakt, absenci feCi a zavaznou mentalni retardaci.

MPS u pacienta prokdzalo variantu NM 003159.2(CDKL5):c.1247-1248del
(p.Glu416Valfs*2) vexonu 12 v heterozygotnim stavu, kdy mutovana alela je ve
vyrazn€ niz§im zastoupeni (cca 10 %), coz sv&€d¢i nejspiSe pro mosaicismus pro
uvedenou variantu. Tato varianta jiz byla popséna (Raymond et al. 2013), ale u divky a
ne v mosaicismu. U heterozygotni varianty p.Glu416Valfs*2 jde o variantu predikujici
posun ¢teciho rdmce se vznikem predCasného stop kodonu. Varianta nebyla prokdzana u
rodi¢li probanda, je tedy nejspiSe de movo vznikld pravdépodobné postzygoticky
(mosaicismus). Také v DNA z bukalniho stéru jsme nalezli variantu ve vyrazné niz§im
zastoupeni (cca 10-15 %), coz sveéd¢éi pro somaticky mosaicismus. Mosaicismus pro
mutaci v CDKL5 a jeho vliv na fenotyp jiz byl popsan (Mei et al. 2014), lze
predpokladat patogenni a kauzalni vliv na fenotyp podobny jako pii bézné germinalni

mutaci.

Fenotypy pacienti jsou shrnuty v Tabulce 12.
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Pacientka 1 (5-leta hol¢icka) Pacient 2 (4-lety chlapeéek) Pacient 3 (3-lety chlapecek)

Nastup zachvata 6.tyden 4.tyden 8. mésic

Zachvaty bilaterdlné klonické tonické (2-3 v serii), méné myoklonické |kratké tonické

Farmakorezistentni zachvaty ano ano ano

Psychomotoricky vyvoj zavazna mentdlni retardace opozidény zavazna mentdlni retardace

Hypotonie pfitomna pfitomna pfitomna

O¢ni kontakt $patny $patny Spatny

Reé absence absence absence

Chuaze atakticka chlze neschopny chlze problémy s chuzi

Cytogenetické vySetieni bez nélezu kauzalni varianty bez nélezu kauzalni varianty neprovedeno

Varianta nalezena MPS sekvenovaninIntron 7: c.463+5G>A Exon 18: p.GIn860* (c.*2578C>T) Ex 12: p.Glu416Valfs*2(c.1247_1248del)

VvV mosaicismu

Ovéfeni Sangerovym sekvenovanim

A A
AV
VI ?I'Hl..'w
RRAR AR

Segregace v rodiné de novo de novo de novo

Patogenicita podle ACMG kritérii pravdépodobné patogenni patogenni patogenni
Predikce aberantnisplicing vznik predéasného stop-kodonu vznik pfedc¢asného stop-koddénu

Tabulka 12: Fenotypy pacientii s CDKL5 mutacemi

Zavérem se jedna pravdépodobné o prvni 3 pripady kauzalnich variant v CDKL5 genu
u Ceskych pacientl. VSichni naSi pacienti maji klinické projevy podobné jako jini
doposud popsani pacienti s mutacemi v CDKLS5 (Fehr et al. 2013). Mutace v CDKL5
jsou vyznamnou pficinou ¢asné a hlavné té¢zké farmakorezistentni epilepsie. Kauzalni

varianty v CDKLJ5 genu jsou 4. nejcastéjsi pti¢inou epilepsie u nasich pacientl (u 3 ze

152 vySettenych).

Publikovano v ¢lanku:

Neupauerova J, Sterbova K, Vickova M, Sebronova Vera, Marikova T, Krutova M,
Stanek D, Krsek P, Zaliova Marketa, Seeman P, Lassuthova P. Two Novel Variants
Affecting CDKLS5 Transcript Associated with Epileptic Encephalopathy; Genet Test

Mol Biomarkers; 2017, 21(10): 613-618

Plny text ¢lanku je v pfiloze €. 3.

RozliSovaci diagnosticka kritéria jsou:

e Casny nastup onemocnéni s rezistenci na antiepileptickou 1écbu
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hypotonie
psychomotorické opozdéni

absence feci a poruchy vidéni
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3 Seznam vybranych praci priloZzenych v plném rozsahu
(seznam priloh):

Neupauerova J, Stérbova K, Komarek V, Gregorova A, VIckova M, Stan¢k D, Seeman
P, LasSuthova P, Havlovicova M. Schinzel—Giedion Syndrome: First Czech Patients

Confirmed by Molecular Genetic Analysis. Journal of Pediatric Neurology, 2018

Neupauerova J, Sterbova K, Vickova M, Sebronova Vera, Marikova T, Krutova M,
Stanek D, Krsek P, Zaliova Marketa, Seeman P, Lassuthova P. Two Novel Variants
Affecting CDKL5 Transcript Associated with Epileptic Encephalopathy; Genet Test

Mol Biomarkers; 2017, 21(10): 613-618

Neupauerova J, Grecmalova D, Seeman P, Lassuthova P. Massively Parallel
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