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Abstrakt

Vzécna onemocnéni jsou heterogenni skupinou onemocnéni a postihuji okolo 5 %
celosvétoveé populace. Tvofi vice nez 7 000 riznych fenotypovych jednotek a jejich podstata
jeuftady z nich dana geneticky. Vysledky studia molekulérni podstaty vzacnych onemocnéni
slouzi nejen pro diagnostiku a ptipadnou 1écbu pacientti, ale ptinasi také unikatni biologické
modely, které napoméhaji k pochopeni patofyziologie téchto onemocnéni a hlubSimu
porozuméni jednotlivych biologickych principti. Vyrazny pokrok v molekuldrné-
genetickych metodach, konkrétné zavedeni metody sekvenovani nové generace (NGS) do
klinické praxe, otevrel $ir§i moznosti diagnostiky pro fadu vzécnych onemocnéni ¢i vedl
k jejich zptfesnéni.

Tato dizertacni prace popisuje vyuziti metod sekvenovani nové generace a bioinformatické
zpracovani ziskanych dat pti studiu molekularni podstaty vzacnych geneticky podminénych
onemocnéni. Tyto postupy vedly k urceni kauzalni pti¢iny u akadské varianty Fanconiho
syndromu (NDUFAF6) a vzacné vrozené srde¢ni vady u novorozenct (PLDI). Také byly
vyuzity pfi exomové analyze souboru pacientd s riznymi typy kardiomyopatii, coz vedlo
k charakterizaci fenotypové odlisnych skupin pacienti a k urceni piesné genetické diagnézy

u fady z nich.

Klic¢ova slova: vzacna onemocnéni, sekvenovani nové generace, Fanconiho syndrom,

vrozend srdecni vada, kardiomyopatie



Abstract

Rare diseases (RD) are a heterogeneous group of diseases that affect about 5% of the world
population. RDs represent more than 7.000 different phenotypes and many of them are
genetically determined. RDs provide unique biological models for understanding the basic
principles of molecular and cellular organization and function of human tissues and organs.
Results of studies focused at pathogenesis of RDs are often used to diagnose and treat the
affected patients. Significant progress in molecular genetic techniques, specifically the use
of the next generation sequencing (NGS) in clinical practice, substantially facilitated and
improved efficiency of RD laboratory diagnostics. Moreover, these novel testing algorithms

identified the previously unknown molecular causes of many RDs.

This thesis demonstrates the utility of NGS techniques and bioinformatics processing of
obtained data in studies aimed at understanding molecular basis of selected RDs. These
methods led to identification and characterization of causative pathogenic variants in the
NDUFAF6 and PLDI genes among patients affected by the Acadian variant of Fanconi
disease and patients with a rare congenital heart defect, respectively. This approach was
further used to analyze exomes of a large cohort of patients with different types of
cardiomyopathies. This part of the project characterized phenotypically different groups of

patients and established accurate molecular genetic diagnosis in many of them.

Key words: rare diseases, next generation sequencing, Fanconi disease, congenital heart
defect, cardiomyopathy
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1. UVOD

Tato dizertacni prace se zabyva studiem molekularni podstaty vybranych vzacnych
geneticky podminénych onemocnéni pomoci metod sekvenovani nové generace. To
umoznuje sekvenovat vybrané oblasti genomu, v§echny jeho kodujici oblasti ¢i cely genom.
Posun od pfimého a cilené¢ho sekvenovani jiz znamych vybranych kandidatnich genii
k celoexomovému ¢i celogenomovému piistupu umoziuje identifikovat nejen kauzalni
varianty v genech jiz asociovanych s onemocnénim, ale také definovat nové varianty
v genech s dosud nezndmou funkci. Potencidlné kauzalni varianty ziskané témito metodami
lze diky stéle rostoucimu mnozstvi vetejné dostupnych lidskych exomovych a genomovych

dat porovnavat s variantami piitomnymi v populacnich databazich.

Od roku 2010 na nasem pracovisti — Laboratofi pro studium vzacnych onemocnéni
na Klinice pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN (v té dob¢ jesté
Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch 1. 1ékaiské fakulty UK a VEN) vyuzivame nové
sekvenacni metody (Next Generation Sequencing, NGS); s jeho pomoci se ndm podafilo
objasnit pfi€iny jiZ vice neZ 20ti vzacnych onemocnéni.

Ve své disertatni praci prezentuji priklady vyuziti metodiky NGS a dalSich
molekularné-biologickych metod, které vedly k odhaleni molekularni podstaty nékolika
skupin vzacnych onemocnéni a k popsani novych kauzélnich gent. Na zakladé spoluprace
smnoha ceskymi kardiology se podafilo ziskat unikatni soubor pacientd
s kardiomyopatiemi. U velké fady znich se pomoci exomového sekvenovani podatilo

odhalit genetickou pfi¢inu vzniku onemocnéni.

1.1 Vzacna onemocnéni a vyznam jejich studia

Vzéacna onemocnéni jsou heterogenni skupinou onemocnéni postihujici okolo 5%
celosvétoveé populace, coz predstavuje priblizn¢ 300 miliont lidi (Nguengang et al., 2020).
Definice vzacnych onemocnéni se v jednotlivych castech svéta 1iSi. V souCasné dobé
existuje 296 rtznych definic. V Evropé€ jsou jako vzacnd onemocnéni definovéna jako
choroby s prevalenci nizsi nez 5 jedincii na 10 000 obyvatel; tj. 1: 2 000 (European Union,
2000), v Japonsku jsou definovany s prevalenci 1: 2 500 (Richter et al., 2015) a v USA jako

onemocnéni postihujici méné nez 200 000 pacientil v celé zemi; s prevalenci k aktudlnimu



poctu obyvatel 1: 1 630 (Federal Food, Drug, 1983). Vzacna onemocnéni definovand v USA

tedy nemusi byt povazovana za vzacna v jinych zemich svéta.

Tato skupina onemocnéni zahrnuje vice nez 7 000 raznych fenotypovych jednotek.
Konkrétnim onemocnénim casto trpi jen desitky az stovky pacientii na celém svéte.
Nejcastéji takto postizenymi pacienty jsou déti, z nichz 1/3 umird jiz pted patym rokem

zivota (The Lancet Diabetes & Endocrinology, 2019).

V poctu vzacnych onemocnéni zpiisobenych genetickymi pfi¢inami se literarni
prameny rozchazeji. Nékteré zdroje uvadéji 72 % (Nguengang et al., 2020) jiné méné nez
40 % (Ferreira, 2019), nicmén¢ geneticka pficina stale u fady z nich nebyla uréena. Pro
mnoho pacientll to znamena az 20 navstév Iékare a podstoupeni fady vySetfeni v prubéhu
nékolika let, neZ dojde k urceni molekuldrni podstaty jejich onemocnéni (Vissers et al.,
2017). Neznalost spravné diagnozy casto vede ke zhorSeni kvality Zivota pacientl i jejich
rodin. Pfesné urceni kauzalni ptic¢iny je dulezité pro klasifikaci studovaného onemocnéni
a je vychodiskem pro cilenou DNA diagnostiku, nasledné genetické poradenstvi, prevenci
a pripadné i lécbu.

Komplikace pii studiu vzacnych onemocnéni jsou spojeny s jejich klinickou
heterogenitou, fenotypickou variabilitou a fadou nespecifickych symptomt. V¢asna
diagnostika a pfipadné nasazeni 1écby ¢i jeji zména je u fady vzacnych onemocnéni klicova.
Lécba musi byt zahajena diive, nez miiZze dojit nenavratnému poskozeni tkani. Do roku 2018
bylo Americkym ufadem pro kontrolu potravin a lé¢iv (FDA, Food and Drug
Administration) schvaleno 747 1€kt pro vzacna onemocnéni a v Evropé bylo Evropskou
lékovou agenturou (EMA, European Medicines Agency) schvaleno 164 1ékd. Vyvoj 1éka
pro vzacna onemocnéni je pro farmaceutické spolecnosti finanéné velmi naro¢ny, proto je
v pfipadé 1é¢iv a terapeutik pro vzacnd onemocnéni zvolen jednodussi zplisob registrace

takovych latek.

AC pro vétSinu vzacnych onemocnéni neni dostupna kauzalni 1écba, znalost diagnozy
piinasi pacientiim fadu benefit, at’ jiz ve formé& cilené¢ho sledovani ptfedpokladané progrese
onemocnéni v odbornych ambulancich, moZnosti prekoncepcniho €i prenatalniho vySetteni
a poradenstvi a n¢kdy i pfilezitosti zapojit se do pfipadnych experimentalnich lécebnych
studii. V neposledni tad¢ hraje stanoveni genetické podstaty onemocnéni velkou
psychologickou roli pii ziskani jistoty konecné diagnézy. Rodiny pacientt se také ¢im dal

Cast&ji zapojuji do pacientskych skupin vznikajicich pro jednotlivd onemocnéni.



Studium vzécnych onemocnéni a hledani jejich molekulérni pficiny zaroven slouzi
jako unikatni biologicky model pro hlubsi pochopeni jednotlivych biologickych principti.
Definice kauzalnich genti a dopad pfitomnosti patogennich variant mize vést k objasnéni
funkce tady genli a umoznuje studium patofyziologickych procest v lidskych bunkach.
V databazi OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) je k datu 26. 3. 2021 uvedeno
ptes 6 tisic fenotypt (tabulka €. 1) s vysvétlenou molekularni podstatou. Stale vSak zlstava

velka fada fenotypi, jejichz patofyziologicka podstata je neznama.

Tabulka ¢. 1 Pocet  zaznamu v OMIM  databazi k 26. 3. 2021

(https://omim.org/statistics/entry)

Autozomalni | X-vazana | Y- vazana Mitochondrialni Celkem
dédic¢nost dédi¢nost | dédi¢nost dédic¢nost

Geny se znamou sekvenci 15615 747 51 37 16 450
Geny se znimou sekvenci a 27 0 0 0 27
fenotypem
Fenotyp se znamou molekularni 5639 356 5 34 6034
podstatou
Fenotyp nebo lokus s neznamou 1412 112 4 0 1528
molekuldrni podstatou
Ostatni, pFedevsim fenotypy 1656 102 3 0 1761
s pravdépodobnou mendelovskou
dédi¢nosti
celkem 24 349 1317 63 71 25 800



https://omim.org/statistics/entry

2. Technologie a metody pouZivané pro studium vzacnych
onemocnéni

Vzacna onemocnéni jsou ve vétSin€ piipadi zpiisobend patogennimi zménami v
jednotlivych genech ¢i funkéné vyznamnych genetickych elementech. V poslednich letech
doslo diky technologickému pokroku ke zna¢nému rozsifeni metod pouzivanych ke studiu
téchto onemocnéni. Analyzy dat ziskané sekvenovanim exomt, genomt, transkriptomu ¢i
metabolomii umoziuji postihnout komplexitu patogennich zmén na bunécéné ¢i tkanoveé

urovni. NejCastéji jsou vyuzivany rizné druhy sekvenacnich technologii.

2.1 Sekvenacni technologie

V roce 1977 byly nezavisle na sob€ vyvinuty dvé odlisné metody sekvenace DNA —
Sangerova enzymaticka metoda (Sanger et al., 1977) a Maxam-Gilbertova chemickéa metoda
(Maxam & Gilbert, 1977). Tyto metody umoznily zkoumani genetické informace vsech
zivych organismil. Sangerova enzymatickd metoda se stala na dalSich témét 30 let metodou
nejrozsifené;si a stale ma své misto v témét vSech molekularné genetickych laboratofich,
zejména pro nutnost ovéfeni nalezenych variant a pro provedeni segregacni analyzy

v rodinach.

VylepsSeni Sangerovy metody umoznilo sekvenaci kompletnich genomi vcetné
lidského, ktery byl dokoncen v roce 2003. Jeho ,,pfecteni* trvalo 13 let a stdlo 2,7 miliard
dolart (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; E. S. Lander et al.,
2001). Limitem této technologie je vysokd cena a moZnost ¢ist maximalné stovky vzorkt

najednou o délce ~1000 part bazi (bp).

Vzhledem k potiebé levnéjSiho a zejména vysokokapacitniho sekvenovani byla
vyvinuty nové technologie (NGS, Next Generation Sequencing). Ty umoziiuji sekvenovat
az stovky miliéni molekul najednou a jsou oznacovany jako masivné paralelni sekvenovani

(Massively Parallel Sequencing).

S rozvojem a rozsifenim sekvenovani nové generace se jiZ nemusime soustiedit na
malé ¢asti genomu. Pomoci NGS technologie miiZzeme porovnavat genomy zdravych lidi a
hledat vzacné varianty, které by mohly vysvétlit studovany fenotyp. Tento piistup v fadé

piipadl vede k urceni novych kauzalnich variant vysvétlujicich dané onemocnéni.

V soucasné dob¢ jsou nejrozsifencjSimi nasledujici dva typy NGS metod.



2.1.1 Sekvenovani nové generace vyuzivajici amplifikaci fragmenti

Zakladni princip této metody je u vSech pouzivanych platforem sekvenovani velmi
podobny — zahrnuje piipravu knihovny, cilené obohaceni definovanych oblasti (s vyjimkou
genomového sekvenovani) a vlastni sekvenaci. Tyto metody je mozné pouzit na
celogenomové sekvenovani, studium genetické variability kodujicich oblasti genomu,
studium vybranych genti i transkriptomovou analyzu. NejcastéjSim vstupnim materidlem je
genomova DNA (gDNA), lze pouzit komplementarni DNA (cDNA) pfipravenou z RNA
nebo PCR produkt.

RNA-sekvenovani (RNA-Seq)

Tato metoda se pouziva pro studium exprese proteinti na urovni RNA. Z izolované
RNA se nejprve odstrani ribozomalni frakce RNA (rRNA), ktera tvoii az 95% celkové RNA
v bunice. Nejcasteji pouzivana metoda odstranéni rRNA je tzv. deplece (Kraus et al., 2019).
Takto precisténd RNA je nasledné piepsana na komplementarni DNA (cDNA), kterd se dale
zpracovava podle nize popsaného postupu. Dle typu experimentu se miize pfidavat krok

obohaceni nebo je mozné jej pieskocit.

Priprava DNA knihovny

Molekula DNA je pfti ptipravé knihovny nasStépena na malé fragmenty (100 — 500
bp). Fragmentace probihda bud’ mechanicky (akustickou sonikaci) nebo enzymaticky
(restrikénimi endonukledzami, transponazami, fragmentdzami, fragmentaci polymerizaci
(Ignatov et al., 2019). Ziskané fragmenty je nutné enzymaticky oSetfit a pfipojit adaptory.
Pti nasledné amplifikaci pomoci pfidanych adaptorid je mozné zaroven fragmenty specificky
oznacit pfidanim unikatniho kodu. Tento krok umozni nésledné pracovat s vice vzorky
v jedné reakci, coz vede jak ke sniZeni pracnosti, tak k mensi finanéni néro¢nosti pifipravy

knihovny.

Obohaceni DNA knihovny
Cilené obohaceni piipravované DNA knihovny vede k ziskani pouze pozadované
informace. Jednd se o obohaceni DNA knihovny o vybrané tuseky genomu (napf.

mitochondrialni genom, exomy — kédujici Giseky genil, vybrané geny).

Jedna z variant cileného obohaceni je multiplex PCR reakce. Nevyhodou vsech
metod zaloZzenych na PCR je to, Ze v prubéhu amplifikace dochazi k zaneseni chyb

v dtsledku chybovosti DNA polymerazy.



Metody cileného obohaceni exomu jsou v dne$ni dobé nejvyuzivanéj$i metodou a
pomoci kombinace vzorkl s odlisnymi unikatnimi kody je mozné snizit sekvenacni naklady
a zpracovat vice vzorkl najednou. Pro hybridizaci se pouzivaji oligonukleotidové sondy,
které jsou znacCeny biotinem. Tyto sondy jsou komplementarni k oblastem zdjmu
sekvenovani. Pro cilenou detekci jsou tyto metody nejvhodnéjsi, nebot’ cili az na tisice
ruznych oblasti a nedochazi k zanaseni chyb tak, jako u obohaceni pomoci PCR. Navic tyto

metody poskytuji dobrou reprodukovatelnost (Mamanova et al., 2010).

V piipad¢, Ze cilem je sekvenovani celého genomu, krok cileného obohaceni se

vynecha.

Amplifikace obohacené knihovny

Amplifikace obohacené¢ knihovny nasledné probiha podle typu pouzitého
sekvenatoru. Nejcastéji pouzivana platforma je od firmy Illumina, kterd vyuzivd metodu
mustkové amplifikace, pfi které se vytvaieji prostorové oddélené shluky amplifikovanych
fragmentt. V piipadé sekvenatord od firmy Ion Torrent dochazi k amplifikaci pomoci

emulzniho PCR na kuli¢kach.

Sekvenovani

Nejcastéji pouzivana metoda sekvenovani je zaloZzena na cyklické reverzibilni
terminaci (CRT), kterou vyuzivaji sekvenatory firmy Illumina (Bentley et al., 2008). Pfi ni
je béhem sekvenacni reakce inkorporovéan fluorescen¢né znaceny nukleotid, nésledné je
detekovan a odstépen a reakce pokracuje dalsim cyklem. Cyklus se podle poZadované délky

¢teni fragmentu opakuje 100 az 300x.

Dalsi v souc¢asné dobé méné vyuzivana metoda je zaloZend na principu pfidavani
jednoho nukleotidu (SNA), kterou vyuziva sekvenator firmy IonTorrent (Rothberg et al.,
2011).

Limity sekvenovani nove generace vyuzivajici amplifikaci fragmentii

Diky vyraznému rozsifeni technik sekvenovani nové generace a tim 1 jeho klesajici
cenou, dochézi k jejimu castéjSimu vyuzivani v diagnostické praxi. Zaroven i s rostoucimi
znalostmi lidského genomu dochédzi k novym postupiim identifikace kauzalnich gent.
Porovnavame sekvence jedinct (pacient vs. zdravy jedinec) nebo tkani/bunéénych linii. Jiz
se nezabyvame malou cCasti genomu, ale diky novym technikdm mutzeme porovnavat
funk¢né dulezité oblasti genomu a hledat vzacné varianty, které mohou vysvétlit studovany

fenotyp.



Ptesto v§ak popsanymi technikami nelze spravné analyzovat mnoho oblasti lidského
genomu. Mezi tyto oblasti patii vysoce homologni ¢asti genomu, mista s vysokym obsahem
GC ¢i1 AT bazi, repetitivni oblasti, expanze tandemovych repetic, segmentalni duplikace ¢i
transpozony.

V tadé¢ pripadl je mozné vyuzit alternativni bioinformatické feSeni, nicméné pro
nékteré studie je vhodné vyuzit metody, které nevyzaduji amplifikaci knihovny a umoziiuji

¢teni jednotlivych molekul v redlném case.

2.1.2 Sekvenovani nové generace se ¢tenim v realném case

Jiz v roce 2009 byl ptipraven prvni komerén¢ dostupny sekvenator ¢touci jednotlivé
molekuly bez amplifikace (ptistroj Helicos od firmy Helicos Biosciences) (Pushkarev et al.,
2009). Tato metoda nebyla kviili svym limitim (pomala, draha sekvenace umoznujici ¢teni

pouze o délce 32 bp), prili§ uspeésna.

Nov¢jsi technologie se ¢tenim v redlném cCase jsou v soucasné dob& vyuzivany
predevSim pro védecké ucely, jejich rutinni zavedeni v diagnostickych laboratofich je
limitovano pozadovanym velkym mnoZstvim vstupniho materidlu a néaslednou sloZitou

bioinformatickou analyzou.

Technologie SMRT (Single — Molecule Real-Time)

Tato technologie (Eid et al., 2009) byla komeréné pifedstavena firmou Pacific
Biosciences (PacBio) v roce 2011. Principem metody je vytvofeni cirkuldrni molekuly
(SMRT bell) pomoci ligace vlasenkovych adaptort k sekvenované molekule DNA. Pomoci
DNA polymerazy, ktera je navazana na sekvenacni primer, jsou pfipojovany znacené
nukleotidy, které po zaclenéni uvoliiuji fluorescenéni signdl. Fluorescence je sniména
vredlném case a zaznamendva se nejen fluorescencni signal, ale idoba potiebna
k inkorporaci nukleotidu, coz se vyuZiva k urceni epigenetické modifikace. Primérna délka

ziskanych ¢teni je 10—16 kb (Ardui et al., 2018).

Technologie nanoporového sekvenovani

Dalsi metodou sekvenovani vrealném case je technologie nanopdrového
sekvenovani (Clarke et al., 2009), komer¢né piedstavend v roce 2015 firmou Oxford
Nanopore Technologies. Pii piipravé sekvenacniho vzorku jsou na oba konce DNA

molekuly naligovany specifické adaptory, které maji 5’ konci pifipevnény tzv. ,,motor



protein®. Ten slouzi ke zpomaleni priichodu molekuly DNA pfes nanopér na sekvenacni
cele. Sekvenacni cela se sklada ze dvou komor naplnénych iontovym roztokem oddélenych
membranu, ve které jsou zasazeny proteinové pory. Aplikace napéti zptisobuje iontovy tok,
diky kterému jednotlivé molekuly DNA prochézeji skrz pory. Pii priichodu jednotlivych bazi
pérem dochazi ke zménam elektrického proudu, které jsou zaznamenévany pro kazdy
jednotlivy nanopdr a nasledné je z téchto dat odecitana sekvence prochazejici molekuly.
Nevyhodou této technologie je vysoka chybovost ¢teni jednotlivych molekul (cca 15 %).
Nejdelsi popsany osekvenovany fragment pomoci této technologie je > 2 Mb (Payne et al.,

2019).

2.2 Bioinformaticka analyza sekvenaénich dat

Soucasti sekvenacnich technologii je zpracovani ziskanych dat. Sekvenatory NGS
jich produkuji velké mnozstvi (GB az TB) v zavislosti na pouzit¢ metodé. Tato data neni
mozné zpracovavat stejnym zplisobem jako data ze Sangerova sekvenovani, a proto musime

vyuzit slozité bioinformatické analyzy.
2.2.1 Zakladni bionformaticka analyza

Zakladni bioinformatickou analyzu muzeme rozdélit na primarni, sekundarni a terciarni

(obrazek €. 1).

Primarni analyza

Primarni analyza slouZi k pfevedeni primarnich informaci zaznamenanych v podobég
obrazkt do textové podoby (tzv. hruba sekvenacni data). Hruba sekvenacni data jsou uloZzena
ve formatu FASTQ (Cock et al., 2010). Tento soubor obsahuje kromé sekvence ¢tenych

usektl fadu dalSich informaci vcetné ¢iselného vyjadieni kvality ¢teni.

Sekundarni analyza

Ptipravené FASTQ soubory jsou déle zpracovavany s cilem namapovat ziskané
krok celé¢ bioinformatické analyzy (Flicek & Birney, 2009). Touto metodou dochézi
k ptfifazeni jednotlivych sekvenci ke spravnym mistim referencni sekvence s co nejveétsi

piesnosti. Metoda je zaloZena na hledani maximalni, nikoliv pfesné shody.



Poslednim krokem sekundérni analyzy je detekce variant (,,variant calling®). Jsou pfi
ni identifikovany veskeré odliSnosti od referencni sekvence, detekuji se jednonukleotidové

polymorfismy (SNPs) a kratké inzerce ¢i delece.

Na konci sekundarni analyzy jsou jednotlivé varianty liSici se od referencniho
genomu definovany v souboru typu VCF (Variant Calling Format; Danecek et al., 2011). Ke

kazdé variant€ je prilozena informace o chromozomalni pozici a kvalité.
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Obr. 1. Bioinformaticka analyza dat. Prevzato z (Pereira et al., 2020)

Terciarni analyza
Cilem terciarni analyzy je dodat ziskanym variantdm biologicky smysl. Dochazi
k anotaci variant pfidanim informaci z riznych databazi a urceni frekvence dané varianty

v populaci. Tyto informace jsou nasledn¢ vyuzity pro filtrovani kandidatnich variant.

Dtlezitou informaci u kazdé varianty je jeji frekvence v populaci. Tu lze urcit
z vefejné dostupnych databazi jako naptiklad databaze projektu 1000 genoml (1000
Genomes  Project  Consortium et al., 2015), Exome Variant Server

(http://evs.gs.washington.edu/EVS), ExAC (Lek et al., 2016) a gnomAD (Karczewski et al.,

2019). Kromé vefejnych databazi je vhodné vyuzit i narodni a regionalni databaze. V Ceské
republice pod zastitou Narodniho centra l1ékarské genomiky vytvorena vefejné dostupna

databaze, ktera obsahuje varianty bézné pro ceskou populaci (https://ncmg.cz). Pro odhaleni



http://evs.gs.washington.edu/EVS
https://ncmg.cz/#projects

variant, které jsou pouze Castymi chybami souvisejicimi s pouzitou technologii sekvenovani,

je vhodné pouzit databazi dat vytvotené v kazdé laboratofi.

Anotaci variant ziskdvame informace, v kterém genu a ve kterém transkriptu se
varianta nachazi, jaky ma dopad na protein (zména smyslu, ztrata smyslu, posun cteciho
ramce, ztrata/novy stop kodon atd.). Anotace gent je dalSim krokem, pro ktery opét

vyuzivame informace z velké fady biologickych databazi.
2.2.2 Interpretace sekvenacnich dat

V této préci byla sekvenacni data ziskdvana s cilem identifikovat variantu ¢i varianty,
které mohou vysvétlit fenotypy pacientti a ptispét ke stratifikaci velké skupiny pacienti
s heterogennim onemocnénim. Sekvenaéni data jsou ziskavana v ramci Sirokého spektra

projekti a jejich interpretace je vzdy zavisla na prvotni biologické otazce.

Filtrovani variant

Vysledkem sekvenovani nové generace jsou v zavislosti na technologii seznamy
desitek tisic variant, ale pouze jedna ¢i n€kolik z nich jsou kauzalni. Standardné jsou za
kandidatni varianty povazovany nesynonymni zameény, sestiithové varianty a delece nebo
inzerce, které zptisobuji zménu ¢teciho rdmce. Pro spravnou analyzu dat je nutné na zaklade

rodinné anamnézy stanovit model dédi¢nosti.

Vzdy jsou ptednostné¢ vybirdny varianty a geny, které¢ svou biologickou funkci
odpovidaji fenotypovym projevim pacienta. Kauzalitu variant je nutné ovéfit z udajii
uvedenych v literatufe nebo na zdkladé funkénich studii. U kazdé kandidatni varianty je
vhodné oveétit jeji kvalitu v prohlize¢i genomickych variant, jako je naptiklad IGV

(Robinson et al., 2017).

Interpretace vysledkil

Interpretace vysledklt NGS je velmi slozitd a je proto vhodné pouzit doporuceni
Americké spolecnosti 1ékarské genetiky a genomiky (ACMG) (Richards et al., 2015), ktera
zajistuji konzistenci v interpretaci variant a jsou jim dand presna kritéria pro jednotliva
hodnoceni variant. Hodnoceni vychézi z frekvence varianty v populaci, poc¢itatové analyzy
a in silico predikce, funk¢ni analyzy, segregace varianty s onemocnénim, puvodu de novo a
dalSich kritérii zahrnujicich informace z databazi ¢i literatury. Dle jejich vzajemné

kombinace lze jednotlivé sekvencni wvarianty klasifikovat do skupin ,,patogenni®,
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»pravdépodobné patogenni®, ,,varianta neznamého vyznamu®, ,,benigni* a ,,pravdépodobné

benigni‘.

Kombinaci jednotlivych pfistupt je mozné ziskat seznam jednotek variant, z nichz
1ze v ne€kterych ptipadech rovnou urcit kauzalni variantu nebo je Ize dale studovat s cilem

potvrdit ¢i vyvratit jejich kauzalitu.
2.2.3 DalSi analyzy sekvenacnich dat

Ziskana data z NGS sekvenovani je mozné vyuZit i pro dalsi analyzy, které jsem
pouzila ve své praci — konkrétn¢ pro homozygotni mapovani (Hartmannova et al., 2016) a

detekci zmén genové davky (Filip Majer et al., 2018, 2020).

Homozygotni mapovani

Metoda homozygotniho mapovani je vhodné pro hledani kauzalnich gent (nikoliv
variant) u vzacnych recesivnich onemocnéni, pfedevsim u déti z ptibuzenskych svazki (Eric
S Lander & Botstein, 1987) ¢i v izolovanych populacich s vysokou mirou piibuznosti.
Predpokladem pro pouziti této metody je hypotéza, ze kauzalni varianta bude lezet v nékteré

z homozygotnich oblasti, které pochéazeji od spole¢ného predka (IBD, identity by descent).

Detekce zmeny genové davky

Strukturni varianty jsou definovany jako inzerce, delece a duplikace oblasti DNA vétSich
nez lkb (Freeman, 2006). Souhrnné jsou tyto varianty nazyvany zmény genové davky
(CNV, Copy Number Variation). Pro detekci CNV jsou vhodnéj$i metody se ¢tenim
v realném case ¢i celogenomové sekvenovani. Detekce CNV variant je u sekvenovani

s cilenym obohacenim problematicka a nepfili§ spolehliva.
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3. Cile dizertaéni prace

Hlavnim cilem mé prace bylo vyuzit metod sekvenovani nové generace ke studiu
vybranych vzacnych onemocnéni a identifikované kandidatni geny a varianty
charakterizovat pomoci dostupnych molekularné genetickych, bunéénych a proteomickych

technik.
Jednotlivé Casti dizertacni prace maji tyto cile:

L Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a identifikace
kauzalnich gent a patogennich variant.

a. Objasnéni molekularni podstaty vzacné akadské varianty Fanconiho
syndromu.

b. Objasnéni molekularni podstaty vzacné vrozené srde¢ni vady.

IL Studium genetické priciny kardiomyopatii.

a. Studium  architektury dilatacni = kardiomyopatie (DKMP) a
patofyziologickych mechanismli vedoucich k fenotypovému obrazu
remodelace levé komory srde¢ni a k srde¢nimu selhani.

b. Studium variant v genech kontraktilntho systému kardiomyocyta
vedoucich k riznym fenotypickym projeviim.

c¢. Studium variant zpiisobujicich Danonovu chorobu.
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5. Vysledky a komentar k vybranym publikovanym pracim

5.1 Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a

identifikace kauzalnich genii a patogennich variant

5.1.1 Objasnéni molekularni podstaty vzacné akadské varianty Fanconiho

syndromu

Fanconiho syndrom je vzacné onemocnéni, které se projevuje snizenym
vstiebavanim elektrolyti a organickych sloucenin v proximdalnich tubulech ledvin
(Bokenkamp & Ludwig, 2010; Klootwijk et al., 2015). Mize byt zpiisobené toxiny (Hall et
al., 2014), 1éky (Kitterer et al., 2015) nebo genetickymi mutacemi ovliviiujicimi funkci
proximalnich tubuli (Klootwijk et al., 2015; Solano et al., 2014).

Varianta Fanconiho syndromu (Acadian variant of Fanconi syndrome, AVES),
kterou jsme studovali, se projevuje pouze u Akad’anli, v populaci s efektem zakladatele
v kanadském Novém Skotsku. Tento typ onemocnéni je charakterizovan generalizovanou
dysfunkci proximalnich tubuli, kterd vede k pomalu progredujicimu chronickému selhani

ledvin, spojenému s intersticialni fibrézou plic (Wornell et al., 2007).

Pro studium pficiny tohoto onemocnéni jsme méli k dispozici materidl od dvanacti
pacientll z osmi rodin. Ze struktury rodokmenti jsme pfedpokladali autozomalné recesivni

model dédi¢nosti s efektem zakladatele.

Nejprve jsme provedli exomové sekvenovani u tfi nemocnych a jednoho zdravého
¢lena rodiny. Standardnimi metodami filtrovani jsme nenalezli Z4dné pravdépodobné
kauzalni varianty, proto jsme vyuzili metodu homozygotniho mapovani a urcili
homozygotni oblasti genomu vétsi nez 2Mb. Témto podminkdm vyhovovala pouze oblast
na chromozomu 8 (chr8:90958422-96960058 (hg19)). Vzhledem k ptedpokladanému typu
dédicnosti jsme se zamé&fili na homozygotni varianty, které by byly sdilené pouze u pacientt,
a nikoliv u zdravych ¢lend rodiny. Nalezli jsme variantu s nizkou frekvenci vyskytu v
populaci v genu OTUDG6B (chr8:92097062G>A; rs3210518, hgl9). Segregacni analyzou

v rodinach jsme potvrdili relevanci vybrané homozygotni oblasti.

Pro identifikaci kauzdlnich variant jsme dale provedli exomové sekvenovani
roz$itené o 5" a 3" nepiekladané oblasti. Kandidatni varianty nebyly nalezeny ani timto

pristupem, podafilo se nam ale zptesnit hranice homozygotni oblast (chr8:94242350-
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97172487 (hgl9)). Na =zaklad¢ téchto vysledki jsme piikrocili ke genomovému
sekvenovani, nebot’ jsme na zaklad¢ predchozich vysledkii predpokladali, ze onemocnéni je

zpusobeno mutacemi v nekddujici oblasti.

Homozygotni mapovani genomovych dat dale zGzilo kandidatni oblast na
chr8:94423201-96206283 (hgl9), kterd obsahovala 322 variant. Pii filtrovani jsme
upiednostnili varianty vzacné, konzervované, predikované jako patogenni. Témto
parametriim odpovidala pouze jedna varianta chr8:96046914T>C, rs575462405, v genu
NDUFAF6.

Nalezena varianta se nachazi ve druhém intronu genu NDUFAF6 (NM_152416.3;
¢.298-768T>C). Vliv této varianty jsme analyzovali pomoci nastroji predikujicich efekt
sestithovych variant. Provedené analyzy predpoveédély, ze kandidatni varianta
pravdépodobné ovliviiuje sestfih, nebot’ vytvaii nové akceptorové misto sestiihu. Ve
vzdalenosti 37 bazi od této varianty se u pacienti nachdzi populaéné castd varianta
chr8:96046951A>G (c.298-731A>QG), rs74395342), ktera vytvari nové donorové misto
sestithu. Pomoci Sangerova sekvenovani jsme prokéazali pfitomnost obou variant
chr8:96046914T>C a chr8:96046951A>G v homozygotnim stavu u nemocnych jedinct ze

vSech osmi rodin.

NDUFAF6 koéduje asemblacni faktor 6 komplexu I respiracniho fetézce NADH
dehydrogenéazy. Tento protein tvoii nékolik rtiznych izoforem, vcetné jedné, ktera je

predikovand jako mitochondridlni (McKenzie et al., 2011).

Pro potvrzeni vlivu nalezené varianty na sestiih, jsme izolovali celkovou RNA
z fibroblastii a z plicni biopsie pacientil. Produkty reverzni transkripce jsme osekvenovali
pomoci technik nové generace. Timto zplUsobem jsme nalezli celkem deset rtiznych

transkrip¢nich izoforem.

Touto studii jsme prokdzali, ze varianta rs575462405 v kombinaci s variantou
rs74395342 ovliviiyje sestiih a syntézu NDUFAF6 izoforem, netvoii se mitochondridlni
izoforma. Tim dochazi k poruse tvorby a funkce respira¢niho komplexu I. Vyznam této

varianty byl potvrzen dal$imi experimenty.

AVFS je zplisobena deficitem mitochondridlniho komplexu I respira¢niho fetézce
v disledku varianty v nekodujici oblasti. Vysledky byly vyuzity pro diagnostiku a prevenci
onemocnéni a zaroven rozsifuji spektrum defektii respiracniho fetézce a poruch respira¢niho

komplexu L.
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Prispévek autorky dizertace k této studii:

Podilela jsem se na piipravé sekvenacnich knihoven, analyze dat, provad¢la jsem
filtrovani variant, veskeré homozygotni mapovani, ovéfovani variant a jejich segregaci
v rodinach. Izolovala jsem RNA z tkani a bunécnych linii a nasledné jsem z dat ziskanych
sekvenovanim popsala sestfihové varianty, jak u zdravych ¢lend rodiny, tak u pacientt.

Analyzovala jsem tkanové lyzaty pomoci metody Western blot.
Podilela jsem se na ptipraveé publikace, kde jsem sdilenym prvnim autorem.

Hartmannova H, Piherova L, Tauchmannova K, et al (2016) Acadian variant of Fanconi
syndrome is caused by mitochondrial respiratory chain complex I deficiency due to
a non-coding mutation in complex I assembly factor NDUFAF6. Hum Mol Genet
25:4062-4079. doi: 10.1093/hmg/ddw245; IF = 5.1

5.1.2 Objasnéni molekularni podstaty vzacné vrozené srdecni vady

Vrozené srde¢ni vyvojové vady jsou nejcastéjSim typem vrozenych vad pfi narozeni
ditéte. Predstavuji aZ jednu tietinu vSech vrozenych anomalii, s celosvétovym vyskytem
sedm na tisic Ziv€ narozenych déti (Dolk et al., 2011). Skupina pravostrannych vyvojovych
srdeCnich vad zahrnuje abnormality plicnich a trikuspidalnich chlopni, pravé komory a
vytokového traktu pravé komory. Genetické pfiCiny téchto vrozenych vad jsou do znacné

miry neprozkoumané.

V nasi laboratofi jsme pomoci celoexomového sekvenovani studovali rodinu, v niz
u doslo postupné k péti potratim. U dvou plodi byl ultrazvukem potvrzen defekt
komorového septa, atypicky prabeh kiizeni velkych cév, extrémné dilatovana prava komora
a dysplasticka trikuspidalni chlopen. Filtrovanim variant jsme ur¢ili jako pravdépodobnou

pfi¢inu srdec¢nich defektid pfitomnost dvou variant v genu PLD].

Gen PLDI koéduje enzym fosfolipdzu DI, ktera hydrolyzuje fosfatidylcholin za
vzniku fosfatidové kyseliny a cholinu a patii mezi proteiny signalnich kaskad. Diive popsané
recesivni varianty v tomto genu byly asociovany s vaznymi vyvojovymi vadami srdce. Mysi
modely postradajici fosfolipdizu D1 vykazuji pfi echokardiografickém vySetfeni mirné
poskozenou funkeci plicni a trikuspidalni chlopné (Nelson & Frohman, 2015). Nicmén¢ zatim
nebylo vysvétleno, pro¢ dysfunkce tohoto proteinu vede k vyvojovym abnormalitam

trikuspidalni chlopné.
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Ve spolupréaci s dalsimi laboratofemi (Sobreira et al., 2015) zabyvajicimi se studiem
vzacnych onemocnéni bylo identifikovano 29 pacientii z celkem 20 rodin. Ve vSech rodinach

byl pozorovan autozomalné recesivni zptisob dédicnosti a pfitomnost variant v genu PLD].

Dvacet sedm pacienti vykazovalo vrozené formy malformace srde¢nich chlopni
postihujicich pfevazné pravou stranu myokardu. Tyto defekty byly charakterizovany
zavaznymi abnormalitami trikuspidalni a plicni chlopné, hypoplastickou pravou komorou a
hypoplastickou plicni tepnou. V Sesti pfipadech bylo téhotenstvi ukonceno z ditvodu srdecni
vady se §patnou prognézou (gestaéni rozmezi 13-22 tydni). Ctyfi pacienti piezili méné nez
rok v duasledku strukturalni srde¢ni vady. VétSina zivé narozenych déti vyzadovala

chirurgicky zakrok uz v prvnich dnech nebo mésicich zivota.

U dvou pacientil se objevila té¢Zka izolovand novorozeneckd kardiomyopatie bez
vrozené vyvojove vady srdce. Oba pacienti zemfeli kratce po porodu a bylo u nich provedeno
genetické vySetfeni panelu 300 gen souvisejicich s kardiomyopatii s negativnim

vysledkem.

Zadny z pacienttl, ktefi piezili kojenecky vék, nemél dysmorfické rysy, mentalni
postiZeni nebo vyrazné zpozdéni vyvoje, coZ naznacuje, Ze ztrata funkce PLD! je spojena

pievazné s izolovanym srde€nim onemocnénim.

Celkové bylo v ramci studie popsano 29 variant, z nichz se ve dvaceti pfipadech
jednalo o zdmény bazi, dalSich sedm z nich vedlo k vytvofeni pfedcasného stop kodonu a
dv¢ varianty ovliviiovaly sestfih proteinu. V nasi laboratofi jsme ze vzorku RNA z periferni

krve rodicii potvrdili vznik chybné sesttizené¢ho proteinu PLDI.

Az na dvé vyjimky nebyly identifikované varianty nalezeny v homozygotnim stavu
v databazi gnomAD (stav k fijnu 2019). Databaze gnomAD obsahuje 42 pfedpokladanych
variant PLDI typu ,loss of function® (ocekdvany pocet je 62) a Zadna z variant se
nevyskytuje v homozygotnim stavu, coz naznacuje, ze PLDI netoleruje homozygotni

varianty vedouci ke ztraté funkce.

V réamci této studie jsme rozsifili fenotypové spektrum vyvojovych srde¢nich vad
souvisejicich s genem PLDI. Ve vSech piipadech jsme popsali podstatnou ztratu
enzymatické aktivity a prokazali jsme, Ze inhibice PLD1 snizuje mezenchymové-epitelovy

piechod (EMT), coz je stézejni rany krok ve valvulogenezi.

Prispévek autorky dizertace k této studii:
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V ramci studie jsem se podilela na ptipravé vzorkl, sekvenaci, analyze dat, ovéteni
variant a jejich segregaci. Izolovala jsem RNA ze vzorku periferni krve rodi¢t a nasledné

pomoci RT-PCR potvrdila chybny sestiih genu PLD1 u nosice sestfihové varianty.
Podilela jsem se na ptipravé publikace.

Najim Lahrouchi, Alex V Postma, Christian M Salazar, et al (2021) Biallelic loss-of-
function variants in PLDI cause congenital right-sided cardiac valve defects and
neonatal cardiomyopathy. J Clin Invest. 131(5): €142148. doi: 10.1172/JC1142148.; IF =
11.864

Vrwve

5.2 Studium genetické pri¢iny kardiomyopatii

Kardiomyopatie jsou onemocnéni spojend se strukturalnim a funkénim postizenim
srde¢niho svalu pfi vylouceni ischemické choroby srde¢ni, hypertenze, chlopenni vady ¢i
vrozené srde¢ni vady, které by mohly tuto abnormalitu zpisobit (Elliott et al., 2008). Jedna
se o chronickd onemocnéni srde¢niho svalu, kterd vedou nejcastéji k dilataci srdecnich
komor a zavazné poruse jejich systolické funkce, coz charakterizuje dilatacni
kardiomyopatii. Dal§i abnormalitou je ztlustovani stén srde¢nich komor, typické pro
hypertrofickou kardiomyopatii nebo zdvazna porucha poddajnosti srde€nich komor, ktera
charakterizuje restriktivni kardiomyopatii. Posledni dvé jednotky jsou spojeny pfedev§im
s poruchou diastolické funkce srde¢nich komor. Mezi kardiomyopatie patii také tzv.
kanalopatie, kde jsou v popfedi poruchy srdecniho rytmu u makroskopicky normalniho
srdce. Odhadovana prevalence kardiomyopatii v populaci je uvadéna 3 % (McKenna et al.,
2017). Jednd se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni, kterd ma casto genetickou
podstatu. Kardiomyopatie se mohou vyskytovat izolované nebo jsou soucasti systémovych
onemocnéni, jako jsou rizné malformacni syndromy, neuromuskularni postizeni a stfadaci

onemocnéni (Calcagni et al., 2018; Sweet et al., 2018).

Pacienti s kardiomyopatiemi jsou ohrozeni rozvojem srde¢niho selhani a zavaznymi
poruchami srde¢niho rytmu. Srde¢ni selhéni je charakterizovano neschopnosti srdce
precerpavat krev v souladu s metabolickymi potfebami tkani, nebo se tak déje za cenu
patologicky zvySenych plnicich tlakh srde¢nich oddilt. Klinicky se srde¢ni selhani projevuje
namahovou dusnosti, inavou a otoky dolnich konc¢etin. Kromé& méstnani krve v zilni ¢asti

plicniho a systémového fecist¢ dochdzi u nemocnych s té€z§imi formami srdecniho selhani
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také k poklesu srde¢niho vydeje a hypoperfuzi organt. U pacienti se mohou objevit rizné
druhy arytmii jako jsou sifilokomorové pievodni poruchy, fibrilace sini, komorové
tachykardie nebo fibrilace komor, které se projevuji busenim srdce, kratkodobou ztratou

védomi, obéhovou zastavou nebo jako nahlé srdecni smrt.

Klasifikace kardiomyopatii doznala v pribéhu let mnoha zmén. Historické rozdéleni
kardiomyopatii na primarni ¢i idiopatické a sekundarni bylo tfeba upravit zejména s ohledem
na rychle se rozvijejici poznatky na poli genetické diagnostiky a molekularni biologie.
Odborné stanovisko Pracovni skupiny pro choroby myokardu a perikardu Evropské
kardiologické spolecnosti (ESC) z roku 2008 (Elliott et al., 2008) navrhlo klasifika¢ni
schéma, ve kterém jsou kardiomyopatie rozdéleny dle morfologického a funkéniho obrazu

a kazda z nich je pak dale rozdé€lena na familiarni a nefamilidrni formy (obrazek €. 2).

[ Kardiomyopatie ]

v ! : ! !

Hypertroficka Dilata¢ni Arytmogenni Restriktivni Neklasifikované
kardiomyopatie kardiomyopatie kardiomyopatie kardiomyopatie kardiomyopatie

J

Familiarni/ Nefamilidrni/
Genetické Negenetické

/\ /\

Bez zjisténé molekularné x: ;
[ biologické priginy Lze urcit typ onemocnéni Idiopatické Lze urtit typ onemocnéni

Obr. 2. Klasifikace kardiomyopatii navrzené Pracovni skupinou pro choroby myokardu a

perikardu Evropské kardiologické spolecnosti z roku 2008. Prevzato z (Elliott et al., 2008)

Hlavni morfologické typy =zahrnuji hypertrofickou kardiomyopatii, dilatacni
kardiomyopatii, arytmogenni kardiomyopatii, restriktivni kardiomyopatii a dalsi

neklasifikované kardiomyopatie.

Jako familidrni (geneticky podminéné) jsou oznacovany ty piipady, ve kterych se
kardiomyopatie vyskytuje alespont u dvou pokrevnich ptibuznych nebo pokud jsou v rodinné
anamnéze pacienta jinak neobjasnéna ndhla imrti ¢i srdecni selhdni v mladém véku (do 40
let). VétSina familiarnich kardiomyopatii se fadi mezi monogenni onemocnéni (Hershberger
etal., 2018). Nefamiliarni (geneticky nepodminéné) formy jsou pak rozdéleny na idiopatické

(bez zjisténé priciny) a ziskané (srde¢ni dysfunkce je zpiisobena jinym onemocnénim). Stale
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pfitom plati zakladni podminka vyplyvajici z obecné definice kardiomyopatii, ze jako
pti¢ina musi byt vyloucena ischemicka choroba srde¢ni, hypertenze, chlopenni vada ¢i jina

vrozena srde¢ni vada.

Genetické vySetieni je dualezitou soucasti péCe o pacienty s kardiomyopatiemi
(Charron et al., 2010). Piispiva k upfesnéni diagnoézy onemocnéni a je vyznamné pro
genetické poradenstvi v rodindch (obrazek ¢. 3). Vysledek je vzdy nutné hodnotit
s ptihlédnutim k mnoha dal$im faktorim (typ dédi¢nosti, variabilni, ¢asto vékové zavislé
expresivity a penetrance a klinickému fenotypu) a je nutné mit na paméti, Zze negativni

vysledek nevylucuje genetickou pfic¢inu onemocnéni.

[ Pacient s kardiomyopatii ]
) 4
{ Genetické testovani ]
. I\’Iep n:;vedeno/ Nalezena kauzalni varianta
Kauzélni varianta nenalezena
o v, -
'S ‘ Y g
Kardiologické preventivni vySetfeni (EKG, sonografie) u Prediktivni genetické testovani
prvostupfiovych ptibuznych prvostupiiovych pifbuznych
Kgrdlomy:opat}e € Kar-dlomyo.patlﬁf fremt Varianta ptitomna Varianta nenalezena
diagnostikovana diagnostikovana
\. J \ 4 L. J \
Y Y Y Y
N . -
* Kompletni kardiologické * Pokracovani v » Kompletni kardiologické * Neni potieba
vySetfeni kardiologickém sledovani vySetfeni kardiologické sledovani
« Kardiologické vySetfeni * Genetickeé vysetfeni * Neni potfeba geneticky
dalgich ¢lemi rodiny dalgich ¢lent rodiny vy3etfeni
J . \

Obr. 3. Postup vysetreni dalsich ¢lenu rodiny u pacienta s podezirenim na geneticky piivod

onemocneni (Charron et al., 2010).

Kardiomyopatie vykazuji nejcastéji autozomalné dominantni typ dé€di¢nosti (AD).
Autozomalné recesivni typ dédi¢nosti (AR) u dospélych pacientl je vyjimecny. X-vazané
kardiomyopatie se u muzia projevuji jiz v détském veku, u zen dochazi k nastupu
onemocnéni pozdéji (Danonova choroba, Becker/Duchenniiv syndrom). U kardiomyopatii
je nutné pocitat i s mitochondrialni dédi¢nosti (MELAS syndrom). Pro kardiomyopatie je
charakteristickd variabilni expresivita a nekompletni penetrance, coz znacné komplikuje

diagnostiku.
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V soucasné dobé je s kardiomyopatiemi spojovano okolo 70 riznych genti (McNally
& Mestroni, 2017). Tyto geny koduji sarkomerické, cytoskeletalni, mitochondrilni,
desmosomalni proteiny i proteiny jaderné obalky (obrazek €. 4).

Cardiomyocyte Cardiomyocyte

v 0
T ==+ - =l

a-Actinin

Calsatciljl "= i
(T-G§ Thick filament
20T

Nebulette

Tropomudulir;.'ﬁyqz% F-actin
y-Filamin | Myotillin

Centrosome
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Obr. 4. Struktura kardiomyocytu: sarkomera, kostamera, interkalacni disk a jadro
s centrozomem. A — Sarkomera: tlusta filamenta se skladaji z lehkého a tézkého retézce
myozinu, tenkd filamenta obsahuji molekuly aktinu. Aktinova vidkna jsou propojena
s komplexem troponinii a tropomyozinu, ktery hraje klicovou roli v regulaci kontrakce
sarkomery. Dalsimi duleZitymi slozkami sarkomery, které zajistuji mechanickou odolnost a
strukturalni integritu bunky, jsou titin, MYBPC3, o-aktinin a myomezin. Sarkomera je
slozena z nékolika casti: M-band, A-band, I-band a nakonec Z-disk. B — Kostamera se sklada
z dystroglykanu a komplexu proteinu integrin-vinkulin-talin, ktery spojuje extracelularni
matrix s myofibrilami a sarkolemou prostrednictvim aktinu a mikrotubulii. C — Interkalacni
disky spojuji sousedni kardiomyocyty a jsou nezbytné pro mezibunécnou komunikaci a
integritu tkane. D — Jadro a centrozom: slozky jaderné obalky (lamin, SUNI-2 a emerin)

Jjsou tésné spojeny s aktinem, mitochondriemi a desminovymi filamenty prostrednictvim
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nesprinii. Integrita centrozomu hraje klicovou roli pri deéleni kardiomyocyti. (Ali et al.,

2020)

Nejcastéjsimi genetickymi pficinami onemocnéni jsou patogenni zmény v genech
TTN, MYH7, MYBPC3, LMNA, SCN5A4, DSP, TPM1, DES, FLNC, PLN. V nékterych genech
se za patogenni povazuji pouze varianty vedouci k predéasnému ukoncéeni proteinu - tzv.
trunkujici varianty (Mazzarotto et al., 2020). Jednim z téchto gent je titin — (nejdelsi lidsky
protein) a pocet nalezenych trunkujicich variant v tomto genu dosahuje v ptipad¢ dilatacni
kardiomyopatie az 20 % vSech popsanych kauzalnich pficin (Schafer et al., 2017). V ptipadé
kardiomyopatii jsou velmi ¢asté varianty specifické pro danou rodinu, tzv. privatni mutace.
Je popsano velmi nizké procento piipadu sdilenych variant. Takové varianty jsou popsany u
ttech genlt RBM20 (Guo et al., 2012; S. Li et al., 2013), PLN (van der Zwaag et al., 2013) a
TMEM43 (Milting et al., 2015)

Ve své dizertacni praci predstavuji nékolik studii, které byly soucasti spoluprace
stfadou vyznamnych ceskych klinickych kardiologickych pracovist. V ramci této
spoluprace jsme pomoci exomového sekvenovani charakterizovali velké skupiny pacientt,

prevazné s dilatacni kardiomyopatii.

5.2.1 Studium genetické architektury dilata¢ni kardiomyopatie (DKMP) a
patofyziologickych mechanismi vedoucich k fenotypovému obrazu

remodelace levé komory srde¢ni a k srde¢nimu selhani

Dilata¢ni kardiomyopatie (DKMP) je po ischemické chorobé srdecni nejcastéjsi
onemocnéni vedouci k chronickému srde¢nimu selhdni a je nejcastéjSim divodem
k transplantaci srdce. Je heterogenni etiologie vcetné genetické, zanétlivé, toxické a

metabolické pficiny (Elliott et al., 2008; Yancy et al., 2013).

Ptesna prevalence DKMP neni znama. Prvni odhad byl provadén v letech 1975-1984
a diagnodza se opirala pouze o echokardiograficka, angiografickd a post-mortem provedena
hodnoceni. Tehdy odhadovana prevalence onemocnéni byla 1: 2 500 (Codd et al., 1989). V
nov¢jSich studiich, predev§im diky rozvoji fady diagnostickych metod se odhaduje
prevalence 1: 250 (Hershberger et al., 2013). Stejné jako ostatni kardiomyopatie se DKMP

d¢€li na familiarni (genetické) a nefamilidrni (negenetické) formy.
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Klinicka diagnoza DKMP je zalozena na pfitomnosti dilatace a systolické dysfunkce
levé komory pii absenci abnormalnich plnicich podminek ¢i ischemické choroby srdecni,

které¢ by mohly tuto abnormalitu zptisobit (Elliott et al., 2008; Pinto et al., 2016).

Velkym diagnostickym problémem jsou pacienti s recentné vzniklou (méné nez Sest
mesict) dilataéni kardiomyopatii (RDKMP). Klinicky pribéh onemocnéni miize byt znacné
variabilni, v rozsahu od Uplné reverzni remodelace levé komory (LKS), pies pretrvavani
systolické dysfunkce LKS az po rychlou progresi do kone¢ného stadia srde¢niho selhani.
Reverzni remodelace LKS u pacienti s RDKMP je pfiznivym prognostickym ukazatelem
pro dalsi vyvoj onemocnéni (Merlo et al., 2011). Je charakterizovana ¢aste¢nym zlepSenim
systolické funkce LKS (absolutni vzestup ejekéni frakce >10 procentnich bodi) a

zmen$enim objemu LKS (relativni zmensSeni end-diastolického rozméru LKS > 10%).

Cilem nasi studie bylo sestavit genetickou mapu recentné¢ vzniklych dilatacnich
kardiomyopatii u 83 pacientii pomoci celoexomového sekvenovani a studovat korelaci mezi
genotypem a fenotypem. Pacienti s RDKMP byli dobtfe klinicky klasifikovéni a
charakterizovani jak pii vstupnim vySetfeni, tak i pfi kontrole po 12ti mésicich. U vSech
pacientil bylo provedeno celoexomové sekvenovani a byla u nich studovana souvislost mezi

remodelaci levé komory a genetickou pti¢inou.

Nalezené varianty byly hodnoceny podle kritérii ACMG (Richards et al., 2015). Pro
dal§i korelaci byly pouZzity pouze varianty, které odpovidaly klasifikaci patogenni,
pravdépodobné patogenni a vybrané varianty nejasného vyznamu, které predikéni software

MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014) hodnotil jako patogenni.

Ve studované skupin€ pacientll byla pozitivni rodinnd anamnéza zjiSténa u 14
pacientll, zatimco dalSich 69 pacientl bylo diagnostikovano jako sporadické piipady. U 45
pacientll byla nalezena vzacnéd patogenni varianta nékterého z kardiomyopatickych gen,
ktera vedla k vysvétleni patogeneze onemocnéni. Dle o¢ekavani, spektrum genid nesoucich
patogenni varianty bylo Siroké. Celkem byly nalezeny varianty ve 28 riznych genech.
VétSinu téchto variant pfedstavovaly trunkujici varianty v genu pro titin. Dal$i varianty byly
nalezeny zejména v sarkomerickych genech, desmozomech a proteinech jaderné obalky.
Méné Casté byly varianty v genech, které koduji jaderné proteiny a v genech kodujicich
iontové kandly. Byly nalezeny také varianty v genech, které nebyly diive pfimo asociovany
s DKMP, ale jsou anotovany bud’ k jinym skupinam kardiomyopatii anebo maji vyrazné

zvysenou expresi v srdci a lze predpokladat, Ze maji vliv na funkci kontraktilniho aparatu
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kardiomyocyt. Tyto geny jsou dale studovany. U jedenacti pacientll jsme nalezli vice
patogennich variant, coz koresponduje s vysledky jinych studii, Zze v ptipad¢ kardiomyopatii

se nemusi jednat o monogenni onemocnéni (Burke et al., 2016).

Touto studii byla zjisténa korelace vysledkti genetickych analyz s dvanactimési¢nim
klinickym pozorovanim pacientti. U pacientd, u kterych byla nalezena suspektné patogenni
varianta jiného kardiomyopatického genu nez titinu, byl zaznamenan vyznamné nizsi vyskyt
reverzni remodelace LKS ve srovnani s ostatnimi pacienty. Kontrolni skupinu tvofili

pacienti s negativnim genetickym vysetfenim.
Prispévek autorky dizertace k této studii:

V ramci studie jsem se podilela na ptipravé vzorku a jejich sekvenovani. Provadéla
jsem analyzu a celkové filtrovani komplexnich dat u celé skupiny pacientl
s kardiomyopatiemi, tyto varianty jsem nasledné klasifikovala dle ACMG Kkritérii.
Spolupracovala jsem na statistické analyze. Podilela jsem se na ptipraveé publikace, kde jsem

sdilenym prvnim autorem.

Chaloupka A., Piherova L., at al. Genetic architecture of recent-onset dilated
cardiomyopathy in Moravian patients assessed by whole-exome sequencing and its
clinical correlates. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2019,
163(4):309-317 | DOI: 10.5507/bp.2018.054; IF = 1.00

5.2.2 Studium variant v genech kontraktilniho systému kardiomyocyti

vedoucich k riznym fenotypickym projeviim

Desminopatie je vzacné dédicné onemocnéni s prevalenci méné nez 1 : 2 000
(Clemen et al., 2013), které je zpsobeno patogennimi variantami v desminu (Goldfarb et
al.,, 1998). Mezi klinické projevy tohoto onemocnéni patii kardiomyopatie, svalova
myopatie, respiracni dysfunkce a oblicejova paralyza v podobé potizi s polykanim. Prvni
klinické pfiznaky se u pacientli objevuji kolem tficatého roku Zivota (Goldfarb et al., 2004).
Pro desminopatie je charakteristickym nalezem zachyt desmin pozitivnich agregatl, které
pochazeji z degradovanych slozek myofibrilarniho apardtu a desminu v kosternim svalu

a myokardu.

Desmin tvoii svalové specificka intermedialni (stfedni) filamenta podilejici se na

tvorbé¢ dynamické vnitrobunééné sité, ktera propojuje sarkomery se sarkolemou,
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mitochondriemi a zajist'uje komunikaci s bunéénym jadrem (Capetanaki et al., 2007). Hlavni
funkei této sité je udrzeni morfologické integrity svalovych bunék a bunéénych organel
béhem svalové kontrakce. Mutace v desminu nebo jeho absence Casto vedou k tvorbé
agregatli tvorenych jak desminem, tak i dalS§imi cytosleketarnimi proteiny. Dochézi
k rozvolnéni intracelularni sit¢ a deformaci sarkomerického aparatu (,,disarray*), coz je

mechanismus vedouci k onemocnéni.

Patogenni varianty v desminu jsou nejcastéji asociovany s dilatacni kardiomyopatii
(D. Li et al., 1999; Taylor et al., 2007; van Spaendonck-zwarts et al., 2011), mén¢ Casto s
restriktivni kardiomyopatii (Arbustini et al., 1998; Goldfarb et al., 1998; Purevjav et al.,
2012) a arytmogenni kardiomyopatii (Klauke et al., 2010). U tady pacienti s desminopatii

je zarovein popisovana sekundarni mitochondridlni dysfunkce (McCormick et al., 2015).

Pacienty s desminopatii jsme pomoci celoexomového sekvenovani identifikovali ve
skupin¢ 372 cCeskych pacientli s neobjasnénou pfi¢inou kardiomyopatie. Zastoupeni
jednotlivych typt kardiomyopatii v této skupiné je uveden v tabulce ¢. 2. V této skupiné

jsme detekovali Sest vzacnych variant v genu DES (MAF<0,0005).

Tab 2. Zastoupeni jednotlivych typu familiarnich i sporadickych kardiomyopatii ve

skupiné 372 ceskych pacientii vysetienych pomoci celoexomového sekvenovani.

Kardiomyopatie Zastoupeni pacientli ve skupiné
Dilata¢ni kardiomyopatie 81 %
Nonkompaktni kardiomyopatie 7%
Restriktivni kardiomyopatie 6 %
Arytmogenni kardiomyopatie 6 %

Jednotlivé varianty, jejich lokalizace a druh diagnostikované kardiomyopatie jsou
uvedeny v tabulce €. 3. Dfive provedend meta—analyza (van Spaendonck-zwarts et al., 2011)
rozlozeni patogennich variant podél genu ve vztahu k fenotypu spojovala varianty
nachdzejici se v 2B-helikélni doméné p.(Q364H) a p.(R406W) se svalovym i srdecnim
fenotypem. Naopak, varianty nachdzejici se na N-konci proteinu se projevuji zejména jako

1zolovand kardiomyopatie, coz bylo potvrzeno i1 u pacientil v nasi studii.

Ve vsech Sesti rodinach bylo provedeno klinické kaskadové vySetteni 1 segregacni

analyza. Ta ve tfech rodinach potvrdila familidrni vyskyt onemocnéni. S desminopatii byl
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diagnostikovan také pacient s nonkompaktni kardiomyopatii. Tento typ kardiomyopatie byl
u desminopatii identifikovan jen v nékolika malo pfipadech (Arbustini et al., 2016;

Marakhonov et al., 2019; van Waning et al., 2018).

Tab 3. Varianty detekované v DES

Varianta Druh kardiomyopatie Lokalizace
p-K43E Arytmogenni KMP N - konec
p.S57L Dilataéni KMP N - konec

1B a — helikalni
p-A210D Dilata¢ni KMP doména

2B o — helikalni
p-Q364H Nonkompaktni KMP + myopatie doména
p.R406W (Dalakas et al., 2B o — helikalni
2000) Arytmogeni KMP + myopatie doména
p-R454W (Bér et al., 2007) Restriktivni KMP + myopatie C - konec

U péti pacientli bylo provedeno imunohistochemické vySetfeni vzorkli kosterniho
svalu a myokardu na pfitomnost patogennich agregatti. Prekvapiveé nebyly v pfipadé varianty
p-(R454W) detekovany desminové agregaty v kosternim svalu, ale byly pfitomny v srde¢ni
tkani. Proteomickd analyza ukazala sniZzenou expresi desminu u této varianty pomoci
Western blot analyzy. Tento nalez je v souladu s jiz dfive publikovanymi daty, kdy ke
spravnému urceni diagnozy musi vést genetické vysetieni a diagnostika nemuze byt zalozena

na nalezu agregatii v kosterni svaloviné (Clemen et al., 2013).

Podaftilo se nam popsat nové varianty v desminu vedouci k desminopatii. Potvrdili
jsme Siroké fenotypové spektrum tohoto onemocnéni a rozsifili jsme evidenci o vztahu
desminopatie a nonkompaktni kardiomyopatie. Prace potvrdila nutnost genetické
diagnostiky u pacientl s podezienim na desminopatie, kdy imunohistochemické vySetieni

1ze pouZit pouze pro piipadné potvrzeni diagnozy.
Prispévek autorky dizertace k této studii:

V ramci studie jsem se podilela na pfipravé vzorkl a sekvenovani. Provadéla jsem
analyzu celkové filtrovani komplexnich dat u celé skupiny pacientti s kardiomyopatiemi a

ovefovani variant a jejich segregaci v rodindch. Provedla jsem proteomickou analyzu
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bioptickych vzorkd. Podilela jsem se na ptipravé publikace, kde jsem sdilenym prvnim

autorem.

Kubanek M, Schimerova T, Piherové L. et al. Desminopathy: Novel Desmin Variants, a
New Cardiac Phenotype, and Further Evidence for Secondary Mitochondrial

Dysfunction. J Clin Med. 2020 Mar 29;9(4):937. doi: 10.3390/jcm9040937. IF = 3.303

5.2.3 Studium variant zpiisobujicich Danonovu chorobu u Zen

Danonova choroba (DD) je X-vdzané onemocnéni charakterizované u nemocnych
muzi mentalni retardaci, kardiomyopatii a myopatii kosterniho svalu. Poprvé byla popsana
v roce 1981 u dvou chlapct s mentalni retardaci, kardiomegalii a proximalni myopatii. Ve
svalové biopsii téchto (a vSech dalSich) DD pacientl byla pozorovana vyrazna vakuolizace
cytoplazmy svalovych bunék spojena s akumulaci glykogenu avSak bez pritvodniho deficitu
lysozomalni alfa-glukosidasy (Danon et al., 1981). Molekularni podstata tohoto onemocnéni
byla definovana az v roce 2000 (Nishino et al., 2000). Bylo zjisténo, ze DD je zpusobena
mutacemi v lysozomalnim membranovém proteinu 2 (LAMP?2), které vedou k dysfunkci

autofagozomalng-lysozomalniho systému.

DD se manifestuje u muza jiz v détském veéku, pravidlem je rozvoj pokrocilého
srdeniho selhani béhem 2. decénia, zaznamenan byl 1 vyskyt malignich komorovych
arytmii. Klinické podezieni na DD vznika u mladych muzl s t€Zkou formou hypertrofické
kardiomyopatie, kteti maji v EKG extrémni voltdz QRS komplexi a obraz preexcitace.
Diagnozu podporuje pritomnost mentalni retardace a dale zvySeni aktivity kreatinkinazy
v séru, kterd je indikatorem myopatie kosterniho svalu. U muzi detekujeme patogenni
varianty v genu LAMP?2 hemizygotn¢ a patofyziologickym podkladem DD u muza je ve
vétsing piipadi uplna absence LAMP2 ve tkanich. Prognéza preziti vzhledem k rychlému
terminalnimu srde¢nimu selhani a malignim arytmiim je u muzskych pacientti velmi Spatna.

Terapeutickou metodou volby je u téchto pacientl transplantace srdce.

U Zen, které jsou heterozygotkami pro patogenni LAMP?2 varianty, se onemocnéni
projevuje piiblizné kolem 20. roku Zivota a progreduje do terminélni faze az béhem 3. - 4.
decénia. Deficit LAMP2 u Zen s DD je mozaikovity a je ovlivnén stupném X-inaktivace
v konkrétni tkani. Primérny vék pieziti zen s DD je 35 let, v rlizné mife je u nich vyjadieno

postizeni kognitivnich funkci, postizeni kosterniho svalstva je minimalni (Boucek et al.,
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2011). Provedené meta-analyzy publikovanych studii o Danonové chorobé ukazaly, ze
podobné¢ jako u muzil, vyznamny podil zen s DD dospéje k termindlnimu srde¢nimu selhéni
(Brambatti et al., 2019). U nékterych zen je také popisovano riziko néhlé srde¢ni smrti
v souvislosti s DD (Miani et al., 2012). V¢asna identifikace Zen s timto onemocnénim je
dalezitd pro jejich prognostickou stratifikaci a klinicko-genetické poradenstvi v jejich

rodinach.

Glykoprotein LAMP2 je receptor lokalizovany v lysozomalni membrané. V bunikach
je exprimovan ve tiech alternativnich sestfihovych variantach (B, A a C), které se lisi
v primarni aminokyselinové sekvenci C-termindlni transmembranové a cytosolické ¢asti
proteinu. Nejhojnéjsi varianta (LAMP2B) je kritickou proteinovou komponentou
makroautofagické drahy. Patogenni mutace v genu LAMP2 vedou k deficitu proteinu

v autofagozomalng-lysozomalnim systému. Disledkem je zejména dysfunkce procesu

makroautofagie a disledkem je akumulace vakuol v cytoplazmé.

Kviili vyznamné expresi LAMP2 v leukocytech periferni krve miizeme u pacientt
s DD v téchto bunkach deficit LAMP2 snadno prokézat. U muzii s DD lze kompletni deficit
LAMP2 v leukocytech potvrdit pomoci Western blotu (Fanin et al., 2006) nebo natéru
perifernich krevnich bunék (Regelsberger et al., 2009). Nicméné¢ v soucasné¢ dobé se
diagnosticky vyuziva pratokova cytometrie (F. Majer et al., 2012; Sikora et al., 2015) a to

jak u Zen, tak 1 u muZza.

VétSina z vice nez sto popsanych patogennich variant v genu LAMP2 vede
k poruchdm syntézy proteinu. Kauzalni LAMP?2 missense varianty jsou u DD velmi vzacné

(Brambatti et al., 2019).

Vréamci své prace jsem se postupné podilela na tfech studiich popisujicich

molekularni podstatu Danonovy choroby u Zen.

Zeny sDD se klinicky pi#ili§ nelidi od jinych pacientek se srdeénim selhanim
vzniklym na podkladé dilataéni nebo hypertrofické kardiomyopatie. Uskalim pro
molekularni diagnostiku DD miize byt ptitomnost deleci LAMP2, které mohou byt pouzitim
klasickych diagnostickych metod piehlédnuty. Pfitom Zeny s DD maji nepochybné horsi
progndzu nez jiné Zeny s neischemickou kardiomyopatii, a protoZe jsou v reprodukénim

veku, je spravna diagnoza diilezita také z hlediska genetického poradenstvi.

Porovnani poctu diagnostikovanych pacientl a pacientek nas vedlo k zamysleni, zda

zeny nejsou v piipadé DD piehlizeny, a tim i1 poddiagnostikovany. Tyto divody néas vedly
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k provedeni studie (Gurka et al., 2020) prevalence Danonovy choroby u Zen s neischemickou

kardiomyopatii, které dospély do faze pokrocilého srde¢niho selhdni pted 40. rokem zivota.

V obdobi od listopadu 2016 az do tijna 2018 jsme vysetiili skupinu 60 Zen, z nichz
47 bylo jiz po transplantaci srdce, 2 zeny byly na mechanické srde¢ni podpote a 11 bylo v
predtransplantaénim sledovani. U této skupiny jsme hodnotili klinickd (zejména
kardiologickd) data. Abnormalni EKG profily byly revidovany k potvrzeni/vylouceni

pritomnosti zndmek preexcitace.

Geneticka pfi¢ina vzniku kardiomyopatie byla zndma u 15 pacientek, z toho u dvou
byla jiz diive diagnostikovana Danonova choroba. U zbylych 45 Zen bez znamé pftiCiny
vzniku onemocnéni bylo provedeno vySetfeni periferni krve pomoci prutokové cytometrie
na detekci LAMP2 deficitnich bunék. Soucasné probé&hlo u této skupiny celoexomové
sekvenovani. Pomoci téchto metod bylo popsdno 5 dalSich pacientek s Danonovou

chorobou.

Kombinaci klinickych dat, pritokové cytometrie a genetického vysetieni se ndm

podafilo charakterizovat skupinu Zen s vdznym srde¢nim selhanim pted 40 rokem Zivota.

Fenotyp hypertrofické kardiomyopatie a elektrokardiograficky obraz preexcitace
byly signifikantné Castéj$i u pacientek s DD neZ u pacientek s jinymi kardiomyopatiemi,
nicméné neumoziovaly spolehlivou identifikaci Zen s DD na zéklad€ jejich klinickych
nalezli. Zjisténa prevalence DD u Zen s pokro€ilym srde¢nim selhdnim zplsobenym
neischemickou kardiomyopatii pied 40. rokem Zivota byla 12 %. Prokazali jsme, Ze pouZzita
metoda prutokové cytometrie je efektivni screeningovou diagnostickou metoda pro detekci

DD u Zen.

Druha studie (Filip Majer et al., 2018) byla zaméfena na hledani patogennich variant
v genu LAMP2 u dvou pacientek s klinickym podezienim na DD a s priikkazem populace
LAMP2 deficitnich leukocytli pomoci pritokové cytometrie. V prvnim piipad¢ se pfi
amplifikaci specifické RNA podaftilo pfipravit kratky PCR produkt, ktery prokazal deleci
¢asti genu. V druhém piipad¢ klasické metody nevedly k urceni presné molekularné-
genetické pficiny.

Vyuzitim metod sekvenovani nové generace a naslednou detekci zmény genové
davky se nam podatilo u obou pacientek najit velké exonové delece. V prvnim ptipad¢ se
jednalo o deleci exonii 4-8 a vdruhém o deleci exoni 4-9. Absence aberantniho

mRNA/cDNA produktu u druhé pacientky je pravdépodobné vysledkem ,,nonsense-
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mediated mRNA decay (NMD)“ mechanismu. V obou pfipadech byl nalez velkych deleci

ovéfen pomoci qPCR.

Tteti studie (Filip Majer et al., 2020) byla zamétfena na hledani genetické pficiny
onemocnéni u dalsi pacientky s podezienim na DD. Pacientce byla ve véku 25 let
diagnostikovéana dilatacni kardiomyopatie s oboustrannym srdecnim selhdvanim a o tfi
meésice pozd¢ji podstoupila transplantaci srdce. Po 11 letech od klinické diagnézy dilatacni
kardiomyopatie bylo provedeno opétovné hodnoceni EKG nalezli pacientky z doby pied

transplantaci a jako jedna z moznych pii¢in byla zvazovana Danonova choroba.

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této diagnozy byla provedena pritokova cytometrie
detekujici LAMP2 deficitni bunky (granulocyty a monocyty). U této pacientky byla nalezena
pouze mala populace (3 %) téchto bun€k. Histopatologické vySetfeni explantatu pacientky
potvrdilo hypertrofii a vakuolizaci kardiomyocytii. Cilené imunohistochemické barventi sice
potvrdilo ptfitomnost LAMP2 deficitnich /[LAMP2 pozitivnich kardiomyocytii. Na rozdil od

leukocytt periferni krve, byl ale pomér obou populaci kardiomyocytti ~1:1.

Stejn€ jako v predchozi studii klasické molekularné-genetické nepomohly urcit
kauzalni pfic¢inu onemocnéni. Proto jsme opét ocekavali pfitomnost velké delece na jedné
z alel. Sekvenovani genomu s nizkym pokrytim ukdzalo na mozZnou deleci celého genu

LAMP?.

Jedna hranice delece byla lokalizovdna v sousednim genu CUL4B. Trunkujici
varianty v genu CUL4B jsou u muzl asociovany s t¢zkou mentalni retaradci (Tarpey et al.,
2007; Zou et al., 2007) a zpusobuji extrémni zeSikmeni X-inaktivace, coz vysvétluje nalez
malé populace LAMP2 deficitnich bunék u pacientky. Ze sekvenacnich dat bylo patrné, Ze
delece je velmi rozsahlad. Deletovany byly i1 dals$i sousedni geny ATP1B4, TMEM2554 a
ZBTB33. ATP1B4 je svalové specificky protein lokalizovany na vnitini strané jaderné
obalky (Zhao et al., 2004), TMEM255A je pravdépodobné transmembranovy protein
(UniProtKB) a ZBTB33 je transkripcni faktor obsahujici zinkovy prst zapojeny do regulace
bunééného cyklu (Schackmann et al., 2013). Fenotypicky obraz variant v téchto genech neni

popisovan, a proto piispévek delece téchto genli ke klinickému obrazu pacientky nenf jasny.

Pti snaze urcit druhou hranici delece jsme pouzitim metody ,,PCR genome walking*
nalezli v mist¢ zlomu genomové DNA zbytky Alu sekvenci (4luJb a AluSxI). Detailni
analyzou této ¢asti genomu byla nalezena inverze homeoboxu RHOXF2/RHOXF1/RHOXF?2

jako soucast komplexniho Xq24 preskupeni.
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Podaftilo se nam popsat kauzalni pfi¢inu onemocnéni u této pacientky, které bylo

zpusobeno deleci péti gentl.

Ptispévek autorky dizertace k témto studiim:

V ramci studie jsem se podilela na ptipraveé vzorkl a sekvenovani. Provadéla jsem
analyzy a celkové filtrovani komplexnich dat u celé skupiny pacientek. Podilela jsem se na
pripravé qPCR experimentii. Podilela jsem se na pfipravé publikaci, kde jsem ve dvou

ptipadech sdilenym prvnim autorem.

A) Gurka J, Piherova L. et al. Danon disease is an underdiagnosed cause of advanced
heart failure in young female patients: a LAMP2 flow cytometric study. ESC Heart
Fail. 2020 Oct;7(5):2534-2543. doi: 10.1002/ehf2.12823. Epub 2020 Jul 13.; IF = 3.407

B) Majer F, Piherova L., et al. LAMP?2 exon-copy number variations in Danon disease
heterozygote female probands: Infrequent or underdetected? Am J Med Genet A.
2018 Sep 8. doi: 10.1002/ajmg.a.40430. PMID: 30194816; IF = 2.125

C) Majer F, Kousal B at al. Alu-mediated Xq24 deletion encompassing CUL4B,
LAMP2, ATP1B4, TMEM255A4, and ZBTB33 genes causes Danon disease in a female
patient. Am J Med Genet A. 2020 Jan;182(1):219-223. doi: 10.1002/ajmg.a.61416. Epub
2019 Nov 15., IF =2.125
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6. Souhrn vysledkii

Tato dizertacni prace predstavuje vyuziti novych metod sekvenace nové generace ve studiu
molekularni podstaty vzacnych onemocnéni. Souhrnnymi vysledky s ohledem na cile

dizerta¢ni prace jsou:

I. Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a identifikace kauzalnich

gentl a patogennich variant.

a) Identifikace kauzdlni nekodujici mutace v genu NDUFAF6, a objasnéni mechanismu
vzniku vzacné varianty Fanconiho syndromu pomoci kombinace metod exomového
a genomového sekvenovani, homozygotniho mapovani a sekvenovani transkriptd.
Piiloha 1a

b) Identifikace kauzalnich variant v genu PLD1 zpusobujicich vzacnou srde¢ni vyvojovou

vadu, rozsifeni fenotypového spektra variant nalézajicich se v PLDI. Priloha 1b
II. Studium genetické pticiny kardiomyopatii.

a) Sestaveni genetické mapy u pacientl srecentné diagnostikovanou dilatacni
kardiomyopatii a provedeni korelace klinickych a genetickych dat. Priloha 2a

b) Identifikace a studium novych variant v genu DES vedoucim k riznym fenotypovym
projevim. Priloha 2b

¢) Identifikace novych patogennich variant zplsobujicich Danonovu chorobu u Zen.

Prilohy 2c, 2d a 2e
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7. Vyznam dosaZenych vysledkii

Vyrazny pokrok v molekularné-genetickych metodach, konkrétn¢ zavedeni
celoexomové sekvenace do klinické praxe, vedl ke zpfesnéni diagnostiky fady vzacnych
onemocnéni. I kdyz v fad¢ pifipadi nemdme k dispozici specifickou 1é¢bu danych
onemocnéni, jsou tyto nalezy dilezité pro pochopeni patofyziologie téchto onemocnéni, pro

genetické poradenstvi a ve vybranych ptipadech také pro rizikovou stratifikaci pacientt.

Obecnou limitaci celoexomové sekvenace jsou finanéni ndrocnost a dale velké
dasové, softwarové a hardwarové pozadavky pii bioinformatické analyze. Uskali ma také
interpretace vysledkii vySetfeni, kdy jsou zachyceny velkd mnozstvi variant nejasné¢ho
vyznamu, nebo lze zachytit zdvazné genetické varianty, které souvisi s jinym neZz
vysetfovanym onemocnénim a mohou mit pro pacienta zadsadni dopady. Prvnim krokem ke
komplexnim molekuldrné-genetickym vysetfenim je proto pecliva klinicko-geneticka
konzultace, ktera po domluvé s pacientem stanovi hranice, v jakych se bude vysSetfeni a jeho
interpretace pohybovat. Dal$im krokem je pecliva korelace genetickych nalezt s klinickym
obrazem onemocnéni, nejlépe ptfimou komunikaci s oSetfujicimi Iékafi. Nelze podcenovat

ani metodu sdéleni vysledku pacientovi a také dalsi lékatskou a psychologickou péci.

Byla navazana tzké spolupréace s fadou ¢eskych kardiologickych pracovist’ (IKEM,
I interni klinika VFN Praha, I. interni kardioangiologicka klinika FNUSA v Brné a I. interni
klinkka FNOL v Olomouci), kterd umoziiuje studium geneticky podminénych
kardiomyopatii v Ceské republice. Uréeni molekularn&-biologické podstaty onemocnéni
v korelaci s klinickymi daty ptispivaji k detailngjSimu porozuméni vzniku kardiomyopatii a
k posunu diagnostickych schémat ve sméru zvySujici se dllezitosti genetického testovani u
pacienti s kardiomyopatiemi a tvorbé multidisciplinarnich tymid hodnoticich genetické
nalezy. Soucasti spoluprace je i tvorba databdze lokdlnich variant a vyuziti shodnych
interpretacnich nastroji mezi laboratofemi provadéjicimi vysetieni geneticky podminénych

onemocnéni srdce.
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