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Abstrakt

Metody sekvenovani DNA druhé (NGS) a tieti generace (TGS) zasadnim zptisobem ovlivnily
strategii identifikace genetickych pfi¢in nemoci. Pfedevs§im pouziti exomového sekvenovani
zvysilo t€innost identifikace kauzalnich variant ve studovanych souborech pacientil z jednotek
na desitky procent. Vzacné neurodegenerativni nemoci jsou zcela unikatni svou klinickou 1
genetickou heterogenitou a Sirokou diferencialni diagnostikou. NGS a TGS technologie sehraly
klicovou roli v porozuméni patomechanismu vzacnych neurodegenerativnich nemoci. Pouziti
téchto technologii cestou vyzkumu je u mnoha pacientl jedinou moznosti pro stanoveni spravné

diagnozy, poskytnuti genetického poradenstvi a pro indikaci adekvatni 1écby.

Tato dizertacni prace se zamétfuje na studium molekularni pfi€iny vybranych vzacnych
neurodegenerativnich nemoci - adultni neuronalni ceroidni lipofuscindzy (ANCL), spindlni
svalové atrofie (SMA) a neurondlni intranuklearni inkluzni nemoci (NIID). Studium
molekularni pfi¢iny téchto klinickych jednotek s vyuzitim modernich metod sekvenovani
a analyzy DNA vedlo k identifikaci kauzalnich variant v souboru ANCL pacientt, vytvoreni
metodického postupu pro genetické testovani SMA pacientll s negativnim SMNI nalezem

a navrzeni metody pro vySetfeni expanze tandemovych repetic u NIID.

Kli¢ova slova: adultni neurondlni ceroidni lipofuscin6za, spindlni svalova atrofie, neuronalni

intranuklearni inkluzni nemoc, sekvenovani nové generace, DNAJCS



Abstract

Next-generation (NGS) and third-generation (TGS) sequencing methods have played a key role
in strategies of gene identification over the past twelve years. Especially the exome sequencing
increased the efficiency of causal variants identification up to tens of percent in study cohorts.
Rare neurodegenerative diseases are clinically and genetically heterogeneous and show a broad
differential diagnostics. NGS and TGS technologies have been crucial in our understanding of
the pathomechanism of rare neurodegenerative diseases. NGS and TGS, used by research
laboratories, have been essential for many patients to determine a correct diagnosis, provide

genetic counselling and reach an adequate treatment.

This thesis focuses on molecular mechanisms of selected rare neurodegenerative diseases,
namely adult neuronal ceroid lipofuscinosis (ANCL), spinal muscular atrophy (SMA) and
neuronal intranuclear inclusion disease (NIID). Modern DNA sequencing methods led to
identification of causal lesions in ANCL suspect patients. We provide a concept of genetic
testing for SMNI negative SMA patients and present a method for validation of tandem repeat

expansion in NIID.

Key words: adult neuronal ceroid lipofuscinosis, spinal muscular atrophy, neuronal

intranuclear inclusion disease, next-generation sequencing methods, DNAJCS
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Seznam zkratek
AD Alzheimerova nemoc

AD-ANCL autosomalné dominantni adultni neuronalni ceroidni lipofuscin6za

ALS amyotroficka lateralni skler6za

Alu retrotranspozonovy element nazvany dle restrikéniho mista Alul

ANCL adultni neurondlni ceroidni lipofuscindza

ANPA Americké neuropsychiatrickd asociace (American Neuropsychiatric
Association)

ASO antisense oligonukleotidy

bp par bazi (base pare)

CADASIL  Autozomalné dominantni cerebralni arteriopatie se subkortikalnimi infarkty a
leukoencefalopatii (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with
Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy)

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

CNS centralni nervova soustava

CSD cysteinova doména (cysteine string domain)

Cys, C cystein

DMP dédi¢né metabolické poruchy

DNA deoxyribonukleové kyselina

EMA Evropska 1€ékova agentura (European Medicines Agency)

EOAD Alzheimerova nemoc s asnym nastupem (early-onset Alzheimer’s disease)
EOPD Parkinsonova nemoc s ¢asnym nastupem (early-onset Parkinson’s disease)
ERT enzymova substitucni terapie (enzyme replacement therapy)

EUR Euro

FDA Americka Iékova agentura (The Food and Drug Administration)

FTD frontotemporalni demence

GFP zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein)



GRODs granularni osmiofilni depozita

hnRNP heterogenni nuklearni ribonukleoprotein

IGV Software Integrative Genomics Viewer

ISS intronovy sestfihovy zeslabovac (intronic splicing silencer)

kbp tisic paru bazi (kilobase)

MLPA metoda multiplex ligation-dependent probe amplification

MRI magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NCL neuronalni ceroidni lipofuscindza

NGS sekvenovani druhé/nové generace (next-generation sequencing)

NIH Americky Narodni institut zdravi (National Institutes of Health)

NIID neuronalni intranuklearni inkluzni nemoc (neuronal intranuclear insclusion
disease)

OMIM databaze Online Mendelian Inheritance in Man

ORF otevieny Cteci ramec (open reading frame)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PD Parkinsonova nemoc

pH zaporny dekadicky logaritmus ¢iselné hodnoty koncentrace vodikovych iontl v

roztoku (potential of hydrogen)
pre-mRNA  primarni transkript, prekurzorova ribonukleova kyselina

qPCR kvantitativni PCR (quantitative PCR)

repeticemi (repeat associated non-AUG initiated translation)

RNA ribonukleova kyselina
ROS reaktivni kyslikova ¢éstice (reactive oxygen species)
RURD Laboratof pro studium vzacnych nemoci (Research Unit for Rare Diseases)

SMA spindlni svalova atrofie (spinal muscular atrophy)



SNARE

snRNP

TGS

TR

VNTR

proteinovy komplex (soluble NSF protein attachment proteins receptor)
maly jaderny ribonukleoprotein (small nuclear ribonucleoprotein)
sekvenovani tieti generace (third-generation sequencing)

tandemova repetice

polymorfismus v poc¢tu tandemovych repetic (variable number of tandem
repeat polymorphism)



1. Uvod

Tato dizertacni prace se zabyva studiem genetické a molekularni pfi¢iny vybranych forem
vzacnych neurodegenerativnich nemoci s vyuzitim modernich metod sekvenovani a analyzy
DNA.

Teoretickd Cast této prace struéné predstavi obory neuropsychiatrii a neurogenetiku, definuje
vzacné neurodegenerativni nemoci a ukdZze vyznam jejich studia. Pfedstavi vyvoj DNA
sekvenaCnich technologii na vybranych piikladech objevii genii podminujicich
neurodegenerativni nemoci. Soucasti je piehled molekularnich mechanismt neurodegenerace
se zacilenim na klinické jednotky neurondlni ceroidni lipofuscinézu (NCL), spinalni svalovou

atrofii (SMA) a neuronalni intranuklearni inkluzni nemoc (NIID).

Laboratof pro studium vzacnych nemoci (,,Research Unit for Rare Diseases“, RURD),
kde tato prace vznikla, se dlouhodob¢ vénuje vyvoji a aplikacim modernich metod sekvenovani
a analyzy DNA. Nasim poslianim je porozumét patomechanismu studovanych vzacnych

nemoci skrze odhaleni jejich genetické priciny.

Identifikovani genetické prifiny je v mnoha ptipadech klicové pro stanoveni spravné
diagnozy vzhledem k vysoké heterogenité vzacnych nemoci a umoziluje poskytnuti
genetického poradenstvi v rodinach pacientii. Ziskané poznatky jsou dale pouZity pro
zpfesnéni a urychleni diagnostiky studovanych klinickych jednotek.

Vcasné odhaleni genetické prifiny fady patologii byvéa nezbytné pro zaiazeni pacienta do
vhodné klinické studie nebo piimo podmifiuje uspéSnost a samotnou aplikaci 1é¢by.
V neposledni fad¢, diky porozuméni patomechanismu vzacnych nemoci na molekuldrni tirovni

muze byt iniciovan vyvoj kauzalni 1écby.

Prostfednictvim studia genetiky a genomiky vzacnych nemoci stidle dikladnéji a v SirSich
souvislostech rozumime architektufe patogennich variant lidského genomu. Ziskané
poznatky, dynamicky se vyvijejici technologie a metodiky pouZivané pro vyzkum vzacnych
nemoci mohou byt dale vyuzity pro studium molekularni podstaty populacné castych

nemoci.

Cesta vyzkumu umoziiuje pouZziti vySe uvedenych technologii a otevirai mnohem S§irsi

mozZnosti, jak se pacientiim se vzicnymi nemocemi vénovat. U fady pacientl je nezbytné
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doplnit DNA sekvenac¢ni vysledky dal§imi molekularné biologickymi metodami ¢i funkénimi
studiemi na urovni bunécnych modelli pro potvrzeni kauzality identifikovanych variant.
V mnoha pripadech rozvijime pro pacienty metodicky nové téma v zavislosti na jejich

patologii.

Ve své dizertacni praci demonstruji piinos modernich metod sekvenovani a analyzy DNA pro
spravnou a vcasnou diagnostiku vzacnych nemoci. Ukazuji vyznam vyzkumu vzacnych
nemoci, jehoz efektivita je zaloZena na individualizovaném metodickém pristupu, na azké
spolupraci védeckych pracovniki s motivovanymi Kklinickymi lékafi a na vstFicnosti
pacientii a jejich rodin. Zamétuji se na détské a dospélé pacienty s vybranymi formami
neurodegeneraci, jelikoz neurodegenerativni nemoci jsou z hlediska spravné

(DNA)diagnostiky mimoradnou vyzvou.

Vysledky, které jsou soucasti této prace, vedly k identifikaci kauzalnich variant v souboru
pacientii s adultni formou NCL, vytvoreni metodického postupu pro genetické testovani SMA
pacientil s negativnim SMNI nélezem a navrZeni metody pro vySetfeni expanze tandemovych
repetic u NIID. Zaroven tato prace ukazuje uskali molekuldrné-genetického testovani a

neuropatologické diagnostiky na ptikladech ANCL, SMA a NIID pacientt.

1.1.0bor neuropsychiatrie

Neuropsychiatrie je obor mediciny, ktery studuje komplexni vztahy mezi lidskym chovanim a
mozkovymi funkcemi (Koliatsos et al. 2020). Zabyva se poruchami centralni nervové soustavy,
které se manifestuji psychiatrickymi (deprese, méanie, zmény kognitivnich funkci, demence,
halucinace), psychologickymi (smutek, ztrata z4jmu o sebe a své okoli, pocit nedostatku
energie pro vykonavani béZnych kazdodennich c¢innosti) a neurologickymi symptomy
(z&chvaty, nedobrovolna vokalizace, motoricka slabost, smyslové poruchy a poruchy feci)

(Arzy and Danziger 2014).

Mezi diagnostické kategorie neuropsychiatrie patii neurodegenerativni nemoci, organické
dusevni poruchy (vaskuldrni, nadorové nebo zanétlivé postizeni tkané, infekce, intoxikace),
deprese, Uzkostné poruchy, schizofrenie, funkéni poruchy hybnosti, navykové nemoci, poruchy

piijmu potravy, epilepsie nebo spanek a jeho poruchy (Tereza Uhrova 2020).



V USA byla v roce 1988 zalozena Americka neuropsychiatrickd asociace (ANPA), kterad
sdruzila americké 1€kaie s dudlni certifikaci pro obory neurologie a psychiatrie (Fogel and
Schiffer 1989). Na zaddost ANPA v roce 2004 byla udélena akreditace novému lékarskému
oboru Behavioralni neurologie a neuropsychiatrie (Behavioral Neurology and Neuropsychiatry
(BNNP), ktery tak oficialn¢ propojil a zastiesil obory neurologie a psychiatrie (Coffey 1999).

V Ceské republice je neuropsychiatrie nekodifikovanym 1ékafskym oborem. Neurologie a
psychiatrie ziistavaji jako lékatrské obory odd¢€leny, jejich interdisciplinarni piekryv je vSak
rozsahly. S timto ohledem bylo v CR zaloZeno v roce 2011 Neuropsychiatrické férum, jehoz
hlavnim cilem je rozvijet neuropsychiatrii s jejim komplexnim pohledem na vyzkum mozku a

jeho onemocnéni (Tereza Uhrova 2020).

Soucasny koncept neuropsychiatrie vychéazi z predpokladu, Ze psychické i neurologické
poruchy vznikaji v disledku zmén struktury, funkce a konektivity nervového systému (Lee et
al. 2017b).

Moderni neuropsychiatrie je zaloZena na poznatcich neurogenetiky a na vyuZiti
neurozobrazovacich metod a poskytuje propojeni mezi obory psychiatrie, neurologie a

neuropsychologie (Lyketsos et al. 2007).

1.2.Stru¢na historie neurogenetiky, technologicky vyvoj a objevy novych
genil

Neurogenetika je védnim oborem, ktery se zabyva studiem genetickych zakonitosti
podmiiiujicich vyvej nervového systému, jeho biologické funkce a rozvoj neuropatologii
(Silva et al. 2021). O rozvoj neurogenetiky se vyznamné zaslouzil v 60. letech 20. stoleti
americky molekularni biolog Seymour Benzer (1921-2007), ktery se vénoval studiu genetiky
chovani na modelu octomilky. Benzertiv vyzkum poprvé v historii ukédzal, ze fenotypové
znaky mohou byt Fizeny variantami v jednotlivych genech. V piipad¢ octomilky se jednalo

o schopnost fototaxe, uceni a denni biorytmus (Konopka and Benzer 1971).

Milnikem neurogenetiky se stal rok 1983, kdy byl mapovan lokus genu pro Huntingtonovu
chorobu (Gusella et al. 1983) pomoci pomérné univerzalni strategie pozi¢niho klonovani
a vazebné analyzy s vyuzitim délkovych polymorfismu restrikénich fragmentti (Botstein et al.

1980).



Tato strategie nevyzadovala znalost biochemické funkce a sekvence kodovaného proteinu, jako
tomu bylo u funk¢niho klonovani (Leder et al. 1978). Stala se tak viidéim pfistupem objevu
novych gend pro dalsi desetileti.

V roce 1987 byla publikovdna prvni geneticka mapa lidského genomu (Donis-Keller et al.
1987). Jeji znalost vyznamné zjednodusila orientaci v lidském genomu, coz vedlo v 90. letech
k vIn¢ objevii novych genli a identifikaci kauzdlnich variant, mezi kterymi hraly
neurodegenerace vyznamné misto (Hsiao et al. 1989; Goate et al. 1991; Orr et al. 1993;

Lefebvre et al. 1995; Levy-Lahad et al. 1995; Sherrington et al. 1995).

Vyjimecnou roli sehral Projekt lidského genomu, ,,Human Genome Project* (Lander et al.
2001; Venter et al. 2001), ktery probihal v letech 1990-2003. Akceleroval vyvoj sekvenacnich
a vypocetnich technologii a vznik integrovanych genomovych databazi jako Ensembl
(Hubbard et al. 2002) nebo UCSC Genome browser (Kent et al. 2002). Priméarnim cilem bylo
osekvenovat celou jadernou DNA, tedy znat jeji kompletni nukleotidovou sekvenci a vytvorit
kompletni fyzickou mapu lidského genomu. Projekt lidského genomu mél vSak celou fadu
ptesahti (Hood and Rowen 2013) a vytvofil tak infrastrukturu pro efektivni identifikaci novych
gentl a kauzalnich variant.

Uspéiné sekvenovani lidského genomu spolu s projekty HapMap (International HapMap
2003) a 1000 Genomi (Genomes Project et al. 2010) umoznilo charakterizovat genetickou
variabilitu mezi jednotlivci v populaci. Metodologické pokroky, zahrnujici expresni (Schena et
al. 1995), genotypovaci Cipy (Fan et al. 2000) a vysokokapacitni sekvenovani DNA, umoznily
generovat rozsahla geneticka data ve vyznamné zredukovaném case.

Vyvoj vysokokapacitniho masivné paralelniho sekvenovani, tzv. sekvena¢nich metod nové
generace nebo také druhé generace (next-generation sequencing methods, NGS), zménil

piistup ve strategii identifikace novych genli podminujicich vzacné nemoci.

U monogennich nemoci dominovalo genomové sekvenovani se zacilenim na protein kodujici
oblasti souhrnné nazyvané exom, tedy exomové sekvenovani (Choi et al. 2009; Ng et al. 2009;
Ng et al. 2010). Exom piedstavuje ~1 % lidského genomu; dnes je zndmo, Ze 85 % kauzalnich
variant podminujicich monogenni nemoci se nachazi v téchto oblastech (Choi et al. 2009).
Exomové sekvenovani, v pocatcich v kombinaci s vazebnou analyzou, vytvofilo u¢innou
strategii, kterd vyznamné zredukovala pocet sekvenovanych gent v kandidatnich oblastech a
byla cenové dostupnéjsi (Wang et al. 2010; Johnson et al. 2010; Zimprich et al. 2011; Vilarino-
Guell et al. 2011; Chartier-Harlin et al. 2011; Noskova et al. 2011; Guerreiro et al. 2012).
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V poslednich letech je exomové sekvenovani pouzivano také pro hledani de novo variant.

De novo varianty mohou vznikat nékolika mechanismy na riznych tirovnich u rodi¢ti a potomka
(Obr.1). (1) Nejranéjsi de novo varianty vznikaji v pritbéhu embryonalniho vyvoje jednoho
zrodi¢li v jeho zarodecnych buiikach. (2) Dale se v pribé¢hu zivota rodict uplatituje tzv.
germinalni mozaicismus, kdy vznikaji de novo varianty starnutim oocyti matky nebo pii
mitoze spermatogonii otce. (3) U potomka vznikaji de novo varianty postzygoticky v pribéhu
embryogeneze (Goldmann et al. 2019). Ani jeden z rodic potomka tedy ve své genomové
DNA somatickych (télnich) bunék de novo variantu nenese. Sekvenovano je tzv. trio, tedy

proband a zdravi rodice.

P Py,
€ 3 I g % -
) {1 ‘S
] S j
s\hﬂrj Rrex
Paternal germline Maternal germline
development development

\
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Obr.1 Schematické znazornéni urovni vzniku de novo variant. De novo varianty vznikaji
(1) v zarode¢nych pohlavnich bunkéch u jednoho z rodi¢t v pribéhu jejich embryogeneze, kdy
vSechny pohlavni buiiky takového rodi¢e pak nesou tuto variantu. (2) Dale se uplatiuje tzv.
germindlni mozaicismus, kdy de novo varianty vznikaji u otce ve spermatogonidlnich bunkach
pfi spermatogonialni mitdze vedouci ke vzniku spermii nebo u matky v prabéhu starnuti oocyti.
Pfi germindlnim mozaicismu nesou de novo variantu jen takové spermatocyty a oocyt, ve
kterych ke vzniku de novo varianty doslo. (3) De novo varianty mohou vzniknout také jako
postzygotické zmény v ¢asné fazi embryonalniho vyvoje vyvijejiciho se embrya. Takové de
novo varianty jsou pfitomny jako somatické a/nebo germinalni zmény podle casového vyvoje
embrya a zdrode¢ného listu, kdy a kde k jejich vzniku doSlo. Upraveno dle Goldmann et al.,
2019.

De novo varianty mohou vznikat jako jednonukleotidové zamény nebo rozsahlé delece

(>50 kbp), duplikace nebo genomickéd pteskupeni. Vznik de novo variant je vyznamnym



mechanismem rozvoje neurovyvojovych nemoci, které mohou zahrnovat kombinaci autismu,

poruch intelektu, opozdéného vyvoje, ¢i epilepsii (Wilfert et al. 2017).

S ohledem na snizujici se naklady na NGS sekvenovani se stalo dostupnéjsim také sekvenovani
kompletniho genomu, které v souc¢asné dobé¢ stoji ptiblizn¢ 1000 EUR za sekvenovany genom
a dale néklady za uschovani sekvenacnich dat.

Genomové sekvenovani umoziuje odhalit kauzéalni varianty v intronovych a intergenovych
oblastech, poskytuje vice uniformni pokryti a zvySuje citlivost pro detekci malych strukturnich
variant (Bahlo et al. 2018; Gilissen et al. 2014). Jako jeden z prvnich ptikladt aplikace
genomového sekvenovani uved'me odhaleni sloZenych heterozygotnich variant v SH3TC2
u pacienta s Charcot-Marie-Toothovou nemoci (Lupski et al. 2010) nebo piiklad recentné
identifikované hluboké intronové varianty v SPG7 (Verdura et al. 2020).

Efektivitu genomového sekvenovani vyznamné zvysuje jeho kombinace s RNA sekvenovanim,
tedy sekvenovanim aktivniho transkriptomu jedince. Porovnani aberantnich forem transkriptii
s identifikovanymi lézemi genomového sekvenovani vyrazné zazi volbu kandidatnich variant.
Prikladem je identifikace SINE-VNTR-Alu exonové retrotranspozice v genu 7TAFI

kauzalni pro endemickou formu X-vazané dystonie-parkinsonismu (Aneichyk et al. 2018).

Vyznamnou limitaci NGS metod je sekvenovani fragmentované DNA knihovny, kdy se
délka jednotlivych fragmentli pohybuje kolem 150-300 bp (Ashley 2016). Tento nedostatek
NGS metod inspiroval vyvoj dalSich sekvenacnich technologii, které nejsou zaloZeny na
strukturni varianty, repetitivni elementy a GC bohaté oblasti nebo sekvence s vysoce
homolognimi elementy v genomu jsou obtizn€ charakterizovatelné prostfednictvim NGS

(Treangen and Salzberg 2011).

S timto ohledem byly vyvinuty tzv. sekvenatory s dlouhym ¢tenim (Mantere et al. 2019), které
jsou schopny sekvenovat jednotlivé molekuly DNA bez nutnosti fragmentovani DNA na kratké
useky. Jsou nazyvany sekvenatory tieti generace (third-generation sequencing methods,
TGS). Patii mezi n€ sekvenatory Sequel spolecnosti Pacific Biosicences (English et al. 2012)
nebo sekvenatory MinlON, PromethION spole¢nosti Oxford Nanopore (Jain et al. 2016; Su et
al. 2021).

TGS dovoli detekovat az desitky kb vjednom kontinudlnim c¢teni s nizkou mapovaci

chybovosti a umozni tak detekci rozsahlych strukturnich variant.



Jako ptiklad jejich uspésného pouziti uved'me odhaleni strukturni varianty 1,7 kbp delece
v oblasti bohat¢ na Alu elementy v genu G6PC pomoci nanoporového genomového
sekvenovani s dlouhym ¢tenim u pacienta s glykogendzou typu la. Exomové sekvenovani
u pacienta odhalilo pouze jednu mutovanou alelu G6PC. Diky odhaleni obou mutovanych alel
mohla byt rodiné nabidnuta a Gispésné provedena preimplantacni diagnostika (Miao et al. 2018).
Dalsim ptikladem aplikace sekvenovani s dlouhym c¢tenim bylo odhaleni expanze repetice
v nekodujici oblasti genu NOTCH2NLC kauzalni pro asijskou formu adultni neurondlni
intranuklearni inkluzni nemoci (Ishiura et al. 2019; Sone et al. 2019; Tian et al. 2019), které

bude podrobnéji vénovana samotna kapitola.

1.3.Vzacné neurodegenerativni nemoci

Dle evropské klasifikace je nemoc definovéna jako vzacnd, pokud postihuje méné nez jednoho
clovéka na 2000 obyvatel (Moliner and Waligora 2017; Nguengang Wakap et al. 2020). V roce
2020 citala Orphanet databidze (Weinreich et al. 2008) 6172 vzacnych nemoci a jejich
kumulativni vyskyt byl odhadovan na 3.5-5.9 % populace. Dle Narodniho ustavu zdravi (NIH)
a Orphanet je vice neZ 70 % vzacnych nemoci genetického plivodu a ptiblizné 70 % geneticky

podminénych nemoci se manifestuje v détském véku (Nguengang Wakap et al. 2020).

Mezi vzacné neurodegenerativni nemoci muzeme fadit specifické neurodegenerativni
proteinopatie, jako je Huntingtonova nemoc, amyotroficka lateralni skler6za nebo prionové
nemoci; neurometabolické nemoci, jako jsou lysosomalni sttddavé nemoci, mitochondrialni
nemoci nebo poruchy metabolismu aminokyselin; nervosvalové nemoci, jako jsou spinalni
svalové atrofie; a dale primarni nadory mozku a michy nebo primarni cerebrovaskularni
nemoci (CADASIL-Autozomalné dominantni cerebralni arteriopatie se subkortikdlnimi

infarkty a leukoencefalopatif).

Jejich sjednocujicim prvkem je proces neurodegenerace, ktery je definovan jako postupujici
zanik struktury a funkce specifickych skupin neurond rtiznych oblasti nervového systému.
Muze postihovat mozkovou kiiru, bazalni ganglia, mozkovy kmen, mozecek, michu, ¢i
periferni nervy. Zasazend subpopulace neuronil a anatomicky region urcuji klinicky obraz.
(Przedborski et al. 2003; Ambler 2011).

Vysledna symptomatologie zahrnuje psychiatrické projevy, tj. zmény kognitivnich funkeci

(poruchy paméti, ztratu schopnosti koncentrace, ztratu schopnosti ucit se a chapat informace),



demenci, depresi, halucinace; a neurologické projevy, jako jsou epileptické zachvaty, poruchy

feci, poruchy koordinace pohybd, ¢i svalova slabost.

Kumulativni vyskyt vzacnych neurodegenerativnich nemoci je obtizn¢ stanovitelny s ohledem
na vzacnost diagnoz, jejich klinickou i genetickou heterogenitu, manifestaci v jakémkoliv véku,
obtizné dostupny materidl mozkové tkan€ pro potvrzeni neuropatologické diagndzy a

vyznamné poddiagnostikovani mnoha klinickych jednotek (Faviez et al. 2020).

Jako model pouzijme vyznamny soubor vzacnych nemoci, kterym jsou dédi¢né metabolické
poruchy (DMP). Podle udaji IEM base databaze (Lee et al. 2018) ¢itaji ke dni 26.11.2021
1616 klinickych jednotek a vyskytuji se s kumulativni incidenci 1 na 800 az 1 na 2500 zivé
narozenych déti (Applegarth et al. 2000; Sanderson et al. 2006). Dle aktudlni porodnosti se v
Ceské republice roéné narodi az 130 déti s DMP. 85 % dédi¢nych poruch metabolismu

vykazuje pfevazné neurologické projevy (Saudubray and Garcia-Cazorla 2018).

Definici vzacné nemoci neodpovidaji nejcastéjsi specifické proteinopatie Alzheimerova nemoc
(AD) a Parkinsonova nemoc (PD). AD postihuje 6 % populace ve véku 60 let (Mayeux and
Stern 2012); vyskyt PD je ptiblizn€¢ 1 na 1000 jedinct (Tereza Bartonikova 2020). Dulezité je
vSak zminit, Ze ¢asné familiarni formy AD s manifestaci pfed 65. rokem (Bekris et al. 2010) 1
PD s manifestaci pfed 50. rokem (Camerucci et al. 2021) vyskytujici se s monogenni dédi¢nosti

dle frekvence v populaci definici vzacnych nemoci spliuji.

Zavedeni NGS sehrdlo zasadni roli v porozuméni molekularnim mechanismim a zvySeni
efektivity stanoveni spravné diagnozy vzacnych (neurodegenerativnich) nemoci (Boycott et al.
2013).

Diky dokonalé znalosti molekuldrniho mechanismu vzacnych monogennich nemoci bylo
mozn¢ iniciovat vyvoj kauzalni 1écby. V soucasné dobé je Americkym tfadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA) povoleno 8 genovych terapii, napiiklad
Zolgensma cilici spinalni svalovou atrofii, Luxura k 1é¢bé dystrofie rohovky, Zynteglo k 1écbé
beta thalasemie. A dalSich 13 genovych terapii, vétSina cilicich na vzacné nemoci, jsou ve

3. fazi klinickych studii (American Gene Technologies, 2021).



1.4.Molekularni mechanismy neurodegenerace

V procesu neurodegenerace se uplatituje cela fada molekuldrnich mechanismii (Obr. 2), které
jsou specifické pro konkrétni genetické 1éze podminujici jednotlivé klinické jednotky. Zahrnuji
chybné sbalovani proteint a jejich agregaci v dusledku defektni proteostasy (Lindberg et al.
2015), chybnou degradaci a recyklaci proteinii (Fecto et al. 2014), mitochondrialni dysfunkci a
poskozeny energeticky metabolismus (Monzio Compagnoni et al. 2020), naruSeny axonalni
transport (Guo et al. 2020), neuroinflamaci (Palpagama et al. 2019) a RNA-zprostfedkovanou
toxicitu (Swinnen et al. 2020), excitotoxicitu (patologicky zvysené hladiny neurotransmiterii)

(Olloquequi et al. 2018), ¢i akumulaci kovti (Chen et al. 2016).

2

Obr. 2 Molekularni a bunééné mechanismy neurodegenerace. Piicinou monogennich
nemoci je genetickd léze (1), kterd vede k produkci mutovaného proteinu se ztratou nebo
zménou funkce, ptipadné vyvold jeho nadprodukci nebo deficit. V ptipadé expanzi repetic (2)
dochazi k expresi mutantnich nefunkénich mRNA, které tvoii vldsenky, agregaty a dalsi
struktury, které vy€erpavaji RNA-vazebné proteiny a méni metabolismus mRNA. Patologické
proteiny se mohou chybné¢ sbalovat (3) a agregovat do toxickych neodbouratelnych forem.
Nejsou adekvatné odbouravany ubikvitin-proteasomovym systémem (4) nebo autofagii (5). (6)
Mitochondrialni dysfunkce a neadekvatni mitofagie mize vést k produkci apoptotickych
signald, formaci ROS a chybnému energetickému metabolismu. (7) Axondlni transport mlize
byt blokovan agregaty proteinii nebo mutantnimi transportnimi proteiny. (8) Diky synaptické
transmisi mohou byt patogenni proteiny a s nimi asociované patologie rozsévany do okolnich
neurond. (9) Aktivované mikroglie nebo (10) astrocyty uvoliiuji neurotoxické signaly a podili
se na produkci ROS. ROS=reaktivni kyslikové ¢astice. Upraveno dle: (Wolfe 2018).

Patofyziologickou podstatou specifickych proteinopatii je hromadéni patologicky

pozménénych nebo nadprodukovanych proteinti (Tab. I). Tyto proteinové agregaty se



stavaji pro neuron toxické a spousti kaskadu déja (autofagii a apoptdzu), které vedou k zéniku
postizenych neurond.

Histopatologicka klasifikace proteinopatii je zalozena na povaze a lokalizaci depozitnich
proteinit v nervovém sytému. Diagndéza se klinicky uruje na urovni mozné (possible)
a pravdépodobné (probable). Potvrzena diagnéza (definite) je pouze neuropatologicka (Z.
Rohan 2015). Tyto patologie nejsou hermeticky izolovanymi kategoriemi, ale tvofi kontinuum
a soubézny vyskyt riiznych proteinovych agregati neni vzacny (Moussaud et al. 2014).
Ptedpoklada se, ze az 10 % specifickych proteinopatii méa familiarni vyskyt (Robert Rusina
2019).

Tab. I Primarni geny a molekularni patologie familiarnich forem nejcastéjSich specifickych
proteinopatii (Wolfe 2018).

Forma neurodegenerace Mutovany gen Proteinova deposita
Alzheimerova nemoc APP, PSENI, PSEN2 Amyloid B, tau
Frontotemporalni demence MAPT, GRN, C9ORF72 Tau, TDP-43
Amyotroficka laterdlni skleroza ~ TDP-43, C9ORF72 TDP-43
Parkinsonova nemoc SNCA, LRRK? a-Synuklein
Huntingtonova nemoc HTT Huntingtin

Prionové nemoci PRNP Prionovy protein

Neurometabolické nemoci jsou DPM, které se prezentuji neuropsychiatrickymi symptomy
v dusledku poskozeni centralni nervové soustavy (CNS).

Patofyziologickou podstatou neurometabolickych nemoci jsou léze v genech kédujicich
enzymy (napi. deficit palmitoylproteinthioesterasy u CLN2, OMIM #204500), kofaktory
(defekt tetrahydrobiopterinu u fenylketonurie, OMIM #261640), transmembranové proteiny
(ptikladem je defekt transportu cholesterolu a genetickych 1ézi NPCI u Nieman-Pickovy
nemoci C1, OMIM #257220), ¢i chaperonové proteiny (defekt synaptického chaperonu CSPa
u Kufsovy nemoci, OMIM #162350).

Ztrata nebo zména jejich funkce vede k akumulaci nebo deficitu esencialnich metabolitt. Mtize
dojit k tvorbée zcela novych metaboliti, ¢i obtizn€ odbouratelnych modifikovanych proteint za
vzniku stfadavych onemocnéni. Dochéazi také k intoxikacim, jako je stav hyperamonemie
v piipad¢ defektli mocovinového cyklu (Gropman et al. 2013).

Neurometabolické nemoci mohou vedle CNS postihovat také dalSi organy podle tkanoveé
specifické exprese mutovaného proteinu, narokl dané tkané€ na specificky protein, a citlivosti

tkan¢ na toxické produkty metabolismu.
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Mezi nejcastejsi neurometabolické nemoci v détském véku patii leukoencefalopatie, neuronalni
ceroidni lipofuscindzy, mitochondridlni nemoci, mukopolysacharidosy, gangliosidosy, ¢i

peroxisomalni nemoci. (Verity et al. 2010)

Rada neurometabolickych nemoci se prezentuje v dospivani nebo dospélosti
neuropsychiatrickym fenotypem. Jako piiklad uved’'me porfyrie, homocystinurii, Wilsonovu
nemoc, adrenoleukodystrofii, ¢i nekteré lysosomalni stfadavé nemoci (Sedel et al. 2007). Tyto

piipady jsou velice Spatné diagnostikovatelné, coz vede k podhodnoceni jejich vyskytu.

V uplatinovani molekularnich mechanismi patologii CNS hraje vyznamnou roli zranitelnost
neuront, které jsou postmitotickymi bunikami. Neurony jsou pln¢ diferencovany a dale se
nedéli (Aranda-Anzaldo and Dent 2017). Proces neurogeneze, tedy formovéani funkcnich
zralych neuronil z neurdlnich kmenovych bunék, je nejaktivnéjsi v dobé embryogeneze. Je
fascinujici, Ze z pocatecni neurdlni trubice o velikosti 3 mm ptibyva v prubéhu embryogeneze
pramérneé 250 000 neuronidl za minutu, aby pfi narozeni bylo dosazeno 100 miliard neuront.
(Ackerman 1992). Neurogeneze pokracuje také v dospélém mozku ve dvou specifickych
oblastech (Kumar et al. 2019) v hippokampu a subventrikularni z6né¢ postrannich komor
pfedniho mozku (Boldrini et al. 2018; Kumar et al. 2019; Moreno-Jimenez et al. 2019).
Neurogeneze je piitomna take v dalSich ¢astech mozku, ale ve velmi omezené mife (Ernst et al.
2014).

Axony neuront prekondvaji zna¢né vzdalenosti, aby se propojily s dal§imi neurony. Napiiklad
motorické neurony mohou dosahovat délky jednoho metru a vice. Axony 1 dendrity pouZivaji
transportni systémy, které dopravuji biomolekuly a organely do vzdalenych synapsi. Dysfunkce

téchto systémui miiZze vést k zaniku synapsi a tedy 1 celych neuronti (Morfini et al. 2009).

S ohledem na nosné publikace této prace se nasledujici text bude vénovat molekularnim
mechanismum neurodegenerace u neurondlnich ceroidnich lipofuscinoz, spinadlni svalové

atrofie a neuronalni intranukledarni inkluzni nemoci.

1.5.Neurondlni ceroidni lipofuscindzy

Neuronalni ceroidni lipofuscinozy (NCL) jsou heterogenni skupinou progresivnich
neurometabolickych nemoci, které se vyskytuji v détském 1 dospélém veku. Jejich

sjednocujicim neuropatologickym prvkem je stfadani lipopigmentu zvaného ceroid
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v neuronech a dalSich bunéénych typech, které vede k progresivni neurodegeneraci a predcasné
smrti (Haltia 2006; Anderson et al. 2013).

Ceroid je autofluorescentni, elektrondenzni a vysoce hydrofobni material podobny
lipofuscinu, lipopigmentu starnuti. Sklada se z lipidt a hydrofobnich proteinii. Dominantnim
proteinem je podjednotka ¢ mitochondridlni ATP-synthasy a/nebo saposiny A a D. Ceroid ma
charakteristicky histochemicky profil a na rozdil od lipofuscinu vytvaii typické ultrastruktury
(tvar otisku prstu, kurvilinearni, rektilinearni profil a tzv. GRODs = ,,granular osmiophilic
deposits*) (Haltia 2006; Anderson et al. 2013).

U détskych forem NCL byva prtivodnim znakem progresivni zrakové postizeni v disledku
degenerace sitnice, epileptické zachvaty a postupujici zhorSeni kognitivnich i motorickych
funkci. U dospélych pacientli zpravidla neni zrakové postizeni pfitomno a choroba se
manifestuje postupujici demenci, epileptickymi zachvaty a zhorSenim motorickych funkci

(Mole and Cotman 2015).

NCL jsou jednou z nejéastéjSich geneticky podminénych pti¢in neurodegeneraci u déti (Moore
et al. 2008). Vyskytuji se po celém svété s rozptylem incidence 1 na 67 000 v Italii a Némecku
az 1 na 14 000 ve skandindvskych zemich (Haltia and Goebel 2013). V Newfoundlandu byla
stanovena jedna z nejvysSich incidenci NCL na svété - 1 na 7353 Zivych narozenych déti
(Moore et al. 2008).

Historicky byly NCL klasifikovany dle obdobi nastupu nemoci na formy kongenitalni (CNCL),
infantilni (INCL), pozdné-infantilni (LINCL), juvenilni (JNCL) a adultni (ANCL) (Haltia and
Goebel 2013).

Geneticky jsou NCL dobfe charakterizovany. Dnes je znamo 13 gend podminujicich NCL.
S timto ohledem byla v roce 2012 zavedena nova klasifikace NCL forem na zékladé
postizeného genu, CLN1-CLN14 (forma CLN9 byla z klasifikace vyjmuta) (Williams and Mole
2012; Mole and Cotman 2015).

Kazda ze tfinacti NCL forem ma sva fenotypova specifika a manifestuje se v jiném vékovém
obdobi. Kombinace zrakového postiZeni s regresi kognitivnich a motorickych funkci u déti
v jakémkoliv véku je vyznamnym voditkem pro podezieni na NCL diagnoézu.

Diagnostika ANCL je komplikovand sohledem na Sirokou diferencidlni diagnostiku

neurodegenerativnich nemoci s nastupem v dospélosti (Berkovic et al. 2016).
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Problematice ANCL je venovan teoreticky uvod v kapitole 4. 1. Studium genetické a molekularni

priciny ANCL.

Geny podminujici NCL kéduji proteiny, které lze rozde€lit do 4 skupin dle intracelularni
lokalizace (Mukherjee et al. 2019):

I.  lysosomadlni rozpustné (PPT1/CLN1, TPP1/CLN2, CLN5/CLNS5, CTSD/CLNI10,
CTSF/CLN12) a membranové proteiny (CLN3/CLN3, MFSDS8/CLN7,
ATP13A42/CLN12),

II.  membranové proteiny endoplasmatického retikula (CLN6/CLN6, CLNS/CLNS),
III.  proteiny asociované s plasmatickou membranou (DNAJCS5/CLN4, KCTD7/CLN14),
IV.  extracelularné sekretovany protein (GRN/CLNI11).

Funkce jednotlivych NCL proteinli a patomechanismus NCL forem jsou objasnény jen velmi
omezené.  Funkéné  charakterizované  jsou  predevS§im  lysosomalni  proteasy
tripeptidylpeptidasa (7PP1/CLN2 (Sleat et al. 1997)), kathepsin D (C7SD/CLN10 (Siintola
et al. 2006)) a kathepsin F (C7SF/CLN13 (Bras et al. 2016)), lysosomalni depalmitoylaéni
enzym palmitoylproteinthioesterasa (PPT//CLN1 (Vesa et al. 1995)) a presynapticky
chaperonovy protein CSPa (DNAJCS5/CLN4 (Noskova et al. 2011)). CSPa se podili na
formovani SNARE komplexu, na exocytose neurotransmitert a recyklaci synaptickych vackt
(Burgoyne and Morgan 2015).

V soucasné dobé je zndmo, Ze lysosomélni membranovy protein CLN3 (The International
Batten Disease Consortium, 1995) se podili na koordinaci efektivni interakce podjednotek
sortilinového receptoru. Sortilin je v CLN3 deficitnich buikach degradovan lysosomem
(Cotman and Lefrancois 2021). Funkci sortilinu je regulace piepravy proteinli mezi trans Golgi
a endosomy. Varianty v SORLI jsou pfi¢inou Alzheimerovy nemoci s ¢asnym nastupem (Hung
et al. 2021).

CLNS (Savukoski et al. 1998) je rozpustny lysosomalni protein, jehoz deficit vede k defektu
anterogradniho pohybu lysosoml v axonech (Basak et al. 2021). Rovnéz se piredpoklada
interakce proteinu CLNS s CLN3 a spole¢na koordinace stavby sortilinu (Yasa et al. 2021).
Dal8i membranovy lysosomalni protein MFSD8 (CLN7, (Siintola et al. 2007)) je dle deficitniho
MFSDS8 modelu octomilky nezbytny pro vyvoj synapsi a je lokalizovan do post synaptické
oblasti do synaptickych vackt (Connolly et al. 2019).
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Ptredpoklada se, Ze dva membranové proteiny endoplasmatického retikula CLN6 (Wheeler et
al. 2002) a CLN8 (Lonka et al. 2000) tvoii komplex, ktery umoziiuje transport lyosomalnich
rozpustnych proteini do Golgi (Bajaj et al. 2020).

Gen ATPI3A4A2 (CLNI12, (Bras et al. 2012)) koduje neuroprotektivni ATPasu, ktera
zprostiedkovava selektivni import polyaminti z lysosomu do cytosolu. Je to polyaminovy
transportér v endo-lysosomalnim systému (Sim et al. 2021).

Granulin (CLN13, (Smith et al. 2012)) je extracelularné sekretovany protein, ktery je ze své
proaktivni formy progrnanulin §té€pen v lysosomech hydrolyticky pomoci kathepsinu L (Lee et
al. 2017a). Predpoklada se, ze mtize fungovat jako rustovy faktor (He and Bateman 2003). GRN
deficitni mysi model vykazuje defekt axonalniho rastu a vétveni (Gass et al. 2012). Granulin
reguluje aktivitu dalsiho NCL proteinu, lysosomalni proteasy kathepsin D (Zhou et al. 2017).
Funkce KCTD7 (CLN14, (Staropoli et al. 2012)) proteinu neni objasnéna. Ukazuje se, Ze Cast
proteinti rodiny KCTD tvofi podjednotky cullin 3 ubikvitin-ligasovych komplexi, které jsou
soucasti ubikvitin-proteasomového systému (Pinkas et al. 2017). KCTD7 je nezbytny pro
fungovani bazalni autofagie (Metz et al. 2018).

V roce 2017 byla FDA uvedena na trh historicky prvni enzymova substitucni terapie (ERT) pro
lécbu NCL, typ CLN2, cerliponasa alfa (Markham 2017) (Obr. 3) s komerénim nazvem
Brineura (,,BRIghtens the future of patients with this severely debilitating and life threatening
NEUROological disease®) spolecnosti BioMarin Pharmaceutical Inc. Brineura musi byt
pacientim aplikovana jednou za dva tydny po dobu 48 tydnu intraventrikularn¢ (Kim et al.
2021).

NCL formy (PPTI/CLN1, TPPI/CLN2, CLN5/CLNS, CTSD/CLNI10, CTSF/CLNI12)
zpusobené variantami v genech kodujicich lysosomdlni rozpustné enzymy, jsou vhodné pro
pouziti strategie ERT s naslednym jevem ,,cross correction®, ktery caste¢né distribuuje funkéni
enzym do CNS (Rastall and Amalfitano 2015).

Ve fazi klinickych zkousek 1/2 je genova terapie pro pozdné infantilni formu vLINCLG6
(scAVVI.CB.CLNO®), ktera zapocala v roce 2016, zahrnuje 13 tcastnikl s variantami v genu
CLNG6 a jeji ukonceni je planovano na listopad 2021. V soucasné dobé by méla byt rovnéz
zahgjena klinickd studie pro genovou terapii CLN1, ktera byla schvilena jiz v roce 2019.
Informace o probihajicich klinickych studiich jsou dostupné v databdzi ClinicalTrials.gov

(Zarin et al. 2011).
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Obr. 3 Mechanismus enzymové substitucni terapie Cerliponasou alfa pro CLN2.
Cerliponasa alfa je rekombinantni proenzym obsahujici posttranslacni modifikaci manosa-6-
fofatem. Po intrathékalni administraci je mozkomiSnim mokem dopravena k cilovym
neuronum. (1) Vaze se na manosa-6-fosfatovy receptor na povrchu neuronii a procesem
endocytosy je vpravena do neuroni. (2) Endocytovany obsah fuzuje s endozomem, nasledné
s lysosomem (3), kde je proenzym v dasledku kyselého pH autokatalyticky aktivovan do
podoby funkéniho enzymu a nahradi hydrolytickou funkci nefunkéni TPP1. Upraveno:
(Johnson et al. 2019).

1.6.Spinalni svalové¢ atrofie

Spindlni svalové atrofie (SMA) jsou heterogenni skupinou dédi¢nych neurodegenerativnich
nemoci, které jsou charakterizovany progresivni degeneraci alfa motoneuronil prednich rohti
miSnich v patefi a mozkovém kmeni (Lefebvre et al. 1995).

Alfa motoneurony inervuji kosterni svaly atidi jejich pohyb. J ejich degenerace vede ke svaloveé
generahzované svalové slabosti dojit k dechové nedostatecnosti s nutnosti pouziti umélé plicni
ventilace.

SMA je nejcastéjsi formou fatdlniho dédiéného onemocnéni u déti s incidenci 1 na 8000 a
frekvenci prenase¢ti v populaci 1 na 40 - 60 (Vill et al. 2021). V Ceské republice se tak ro¢né
narodi 10 déti s SMA.

SMA je fenotypove heterogenni a vyskytuje se v péti formach, které se odlisuji vékem nastupu
nemoci, zdvaznosti a progresi prabéhu nemoci (Obr. 4).

Geneticky se podatilo SMA charakterizovat v 90. letech, kdy byl v roce 1990 mapovén lokus
genu SMA (Melki et al. 1990). Nalezeny lokus piekvapivé asocioval se vSemi klasickymi
proximalnimi formami SMA. V roce 1995 byl stejnou skupinou identifikovan gen SMNI na
chromozomu 5 podmifiujici klasické proximalni formy SMA (5q-SMA) (Lefebvre et al. 1995).
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Obr. 4 Schematické znazornéni péti SMA forem 0-4. Formy SMA jsou klasifikovany na
zékladé véku ndstupu nemoci a dosazenych pohybovych schopnosti. Pocet SMN2 kopii
asociovany s kazdou SMA formou je uveden. Upraveno: (Wirth 2021).

Klinickou heterogenitu SMA ¢asteéné vysvétlila identifikace homologniho genu SMN2
(Lefebvre et al. 1995). SMN2 vznikl v pribéhu evoluce inverzni duplikaci rozsahlé oblasti
na chromozomu 5 a od genu SMNI se odliSuje pouze v péti nukleotidech (Lorson et al.
1999).

Rozdil jediného nukleotidu v exonu 7 SMN2 mé za nasledek Caste¢ny vznik aberantniho
transkriptu SMNA7 a nasledného nestabilniho proteinu SMN. Cast funkéniho transkriptu je viak
zachovana (10-20 %) (Lauria et al. 2020). SMN2 tak produkuje v niz§i mife funkéni SMN
protein. Geny SMNI a SMN2 tedy kéduji identicky funkéni protein SMN, ktery je v ptipadé
SMN2 exprimovan v niZ8i mifte.

Tento jev se vyznamné uplatiiuje v klinické heterogenit¢ SMA, jelikoz pocet kopii SMN2 je
v populaci variabilni (0 az 6 kopii) a u 5q-SMA pacientii tak kopie SMN2 zastupuji defektni
gen SMN1. Vyssi pocet kopii SMN2 ve vétsing piipadd koreluje s mirnéjsi formou SMA.

Brain

SMA (§SMN)

f\‘l'
\ 0

Dorsal root | Proprioceptor sensory
ganglion | neuron

General sensory
neuron

\k M\r 7 Skeletal
muscle
Tﬁ\'ﬁ ¢ (weakened)

=

Ventral root

Motor neuron (effector)

Obr. 5 5q-SMA je zpiisobena deficitem SMN proteinu v disledku bialelickych 1ézi genu
SMNI. Primarnim cilem deficitu SMN proteinu jsou selektivné degenerované motoneurony
pfednich roht misSnich patefe a mozkového kmene, coZz vede k atrofii kosternich svali.
Upraveno: (Swoboda 2011).

Protein SMN (,,survival of motor neuron*) (Obr. 5) hraje vyznamnou roli v biogenezi

RNA a ucastni se fady RNA-asociovanych mechanismil. Lokalizovan v jadfe se podili na

sestaveni malych jadernych ribonukleoproteini (snRNP) a nasledném vzniku
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spliceosomu, ktery je zodpovédny za sestiih pre-mRNA (Liu and Dreyfuss 1996; Liu et al.
1997).

SMN protein se nachazi také v axonech, kde reguluje axonalni transport fady mRNA svou
interakci s cytoskeletalnimi proteiny (Fallini et al. 2011).

Rovnéz bylo ukézéno, Zze SMN asociuje s polysomy (polyribosomy) a tucastni se tak
translace (Bernabo et al. 2017). Tuto skute¢nost rozvinuli v recentni studii Lauria et al.
Ukazali, ze SMN funguje jako tkamnové specificky regulator translace specifické skupiny
mRNA, které hraji vyznamnou roli v patogenezi SMA. Ribozomy asociujici se SMN nazyvaji
»SMN-primed ribosomes* (Lauria et al. 2020). Tento mechanismus poprvé naznacuje divod
specifické neurodegenerace alfa motoneuronil v ptipadé jinak obecné exprimovaného SMN

proteinu.

V soucasné dobé jsou na trhu tri lé¢iva (Obr. 6) pro 5q-SMA pacienty, ktera jsou povolena
FDA a Evropskou lékovou agenturou (EMA). Uspéch jejich vyvoje spo¢ival v unikatnim
propojeni (1) znalosti jasn¢ definované genetické pficiny, kterou je bialelicky defekt SMN1, (2)
existence homologniho genu SMN2, ktery je schopen kompenzovat deficit SMNI a (3)

ptistupnost postizenych motoneuronti skrze intrathékalni administraci 1é¢iva.

V roce 2016 bylo na trh uvedeno 1écivo Nusinersen (obchodni nizev Spinraza, vyrobce
Biogen). Nusinersen funguje na bazi anti sense oligonukleotidli (ASO) (Chiriboga et al. 2016),
které cili do ,,down stream* oblasti exonu 7 genu SMN2, brani vazb¢ sesttihovych faktort a
umoziuji produkci plnodélkového transkriptu SMN2 a funkéniho SMN proteinu (Obr. 7).

V roce 2019 byla na trh uvedena genova terapie onasemnogen abeparvovek s obchodnim
nazvem Zolgensma (vyrobce Novartis), kterd prostfednictvim neintegrujiciho se virového
vektoru vnasi do organismu kopie genu SMN1, které vedou k expresi funkéniho SMN proteinu.
Zolgensma se aplikuje pouze v jediné davce intraven6zné (Hoy 2019).

V roce 2020 bylo schvaleno 1é¢ivo risdiplam (obchodni nazev Evrisdi, vyrobce Roche and
PTC Therapeutics), nizkomolekuldrni latka, ktera, stejné jako Nusinersen, ovliviiuje sestiih
SMN?2 mechanismem, ktery neni zcela objasnény. Risdiplam zvySuje produkci plnodélkového

SMN proteinu (Baranello et al. 2021).
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Therapy Therapy Type Administration SMA type :fI:,FI-‘:!ZS Age Weight (kg) Dosing
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Obr. 6 Terapie SMA zacilené na deficit SMN proteinu. Panel ukazuje hlavni charakteristiky
tii dostupnych 1é¢iv proti 5q-SMA se SMNI genetickym defektem. Uvedena jsou doporuceni
pro jejich aplikaci v piipadé symptomatickych a asymptomatickych pacientti Upraveno: (Wirth
2021).
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Obr. 7 Mechanismus pusobeni 1é¢iva Nusinersen. Nusinersen je ASO 1é€ivo navrzené tak,
aby cililo na hnRNP-A1/A2-zavisly sestiihovy ,,zeslabovac* (,.silencer”) ISS-N1, na pre-
mRNA SMN2. Nusinersen vytésiiuje hnRNP-proteiny z mista ISS-N1 v intronu 7 SMN a
usnadiiuje spravny sestith SMN2 transkriptu (zvySuje vznik transkriptu s exonem 7). To ma za
nasledek zvySenou produkei plnodélkového SMN proteinu. ASO = antisense oligonukleotidy;
hnRNP = heterogenni nukledrni ribonukleoprotein; ISS = intronovy sestfihovy zeslabovac
(,,intronic splicing silencer®). Upraveno: (Chiriboga et al. 2016).

Vyznamnym krokem ve strategii 1écby se stalo zarazeni SMA do programu
novorozeneckého screeningu (NS, Obr. 8) (Vill et al. 2021). V Ceské republice bude
dvoulety pilotni program zahajen pocatkem roku 2022. Dobrovolné genetické testovani
novorozencu ze suché kapky krve je provadéno metodou kvantitativniho PCR exonu 7 genu
SMNI. V ptipadé ptfitomnosti delece obou alel SMNI budou vySetfeny pocty kopii SMN2
metodou MLPA (,,multiplex ligation-dependent probe amplification). Pocet kopii SMN2 je
voditkem pro strategii 1écby SMA pacientl (Czibere et al. 2020; Dangouloff et al. 2021).
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Obr. 8 Novorozenecky screening (NS) SMA v EU. Programy NS SMA jsou zavadény v fadé
zemi od roku 2018. Mezi prvnimi byly staty Australie, Belgie, Kanada, Némecko, Italie,
Japonsko, Taiwan, USA. V soucasné dob¢ probihaji pilotni programy v fadé¢ evropskych zemi.
Upraveno dle Dangouloff et al., 2021.

Bialelicky defekt SMNI tvoti 95 % SMA piipadi (59-SMA) (Dangouloff et al. 2021).
Non-5q-SMA jsou klinicky i geneticky heterogenni skupinu onemocnéni spodniho
motoneuronu, které nejsou zpisobeny variantami v genu SMN/. Zahrnuji formy s autozomalné
dominantni, recesivni i X-vazanou dédi¢nosti a manifestaci v détském i dospélém véku.

Dnes je znamo 17 genu (Peeters et al. 2014; Pinto et al. 2021), které jsou asociovany
s proximalnimi non-5¢-SMA, jsou klinickymi fenokopiemi SMA a vykazuji alelickou

heterogenitu (Axente et al. 2021).

Alelicka heterogenita vyjadiuje vznik riznych fenotypl na zaklad¢ variant v identickém genu.
Naptiklad varianty v genu DYNCI1H] jsou pii¢inou autosomaln€ dominantnich détskych forem
spinalni svalové atrofie s postizenim dolnich koncetin, typ 1 (OMIM 158600), Charcot-Marie-
Toothovy nemoci axonalni, typ 20 (OMIM 614228) a mentalni retardace typ 13 (OMIM
614563). Gen DYNCIH]I koduje zakladni podjednotku dyneinového komplexu, ktery se podili
na axonalnim transportu makromolekul, organel a transportnich vackt (Hoang et al. 2017).
Genetickou pti¢inu non-5q-SMA bylo mozné identifikovat v pritbéhu poslednich let predevsim

diky aplikacim NGS metod (Peeters et al. 2014; Pinto et al. 2021).
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Patofyziologické mechanismy, které se u non-5q-SMA uplatiuji, jsou velice pestré a budou
predstaveny jednotlivymi zastupci.

Zahrnuji (1) defekt biogeneze RNA a poruchy transkripce (TR/P4, (Knierim et al. 2016)),
(2) tvorbu proteinovych agregatii, chybné sbalovani proteini a jejich degradaci (Groen
and Gillingwatert 2015) (UBA1, (Ramser et al. 2008)), (3) defekt axonalniho transportu a
dynamiky cytoskeletu (Harms et al. 2010) (DYNCIH1, (Hoang et al. 2017)), (4) primarni
defekt iontovych kanali (Lanciotti et al. 2012) (TRPV4, (Deng et al. 2010)), (5) defekt
neuronalniho mitochondrialniho energetického metabolismu a mitochondrialni struktury

(Genin et al. 2016) (CHCHD10, (Penttila et al. 2012)).

1.7 .Neuronalni intranuklearni inkluzni nemoc

Neuronalni intranuklearni inkluzni nemoc (Neuronal intranuclear inclusion disease, NIID) je
progresivni neurodegenerativni nemoci, ktera je charakterizovéna piitomnosti eosinofilnich
intranuklearnich inkluzi v neuronech a dalSich buné¢nych typech (Haltia et al. 1984). Klinicky
jsou NIID heterogenni a jsou klasifikovany na formu infantilni (iNIID), juvenilni (jNIID) a
adultni (aNIID). Formy se od sebe 1i8i vékem ndstupu nemoci, neurologickymi symptomy a

nalezem na MRI (Sone et al. 2019; Sikora et al. 2021).

Nejlépe charakterizovany jsou aNIID. Diky pfitomnosti inkluzi mimo CNS jsou
diagnostikovatelné béhem zivota pacienta na zaklad¢é koZni biopsie. aNIID zahrnuji Sirokou
symptomatologii: progresivni zhorSeni kognitivnich funkci, tfes, ataxii, periferni neuropatii,
autonomni dysfunkce nebo svalovou slabost (Kimber et al. 1998; Zannolli et al. 2002; Sone et

al. 2005).

Détskych pacientii s iNIID bylo v odborné literatufe doposud popsano pouze 8 (Sikora et al.
2021) s ohledem na vzacnost nemoci a obtizné stanoveni iNIID diagndzy béhem Zivota. iNIID
diagnoza byla ve vSech pfipadech urCena neuropatologicky post mortem. Dle doposud
reportovanych piipadl a na zédkladé pacienta, kterym jsme se zabyvali na naSem pracovisti, je
ziejmé, Ze na rozdil od aNIID, iNIID pacienti maji charakteristické inkluze pritomny
vyhradné v CNS a neni tedy mozZné pro diagnostikovani iNIID pouzit koZni biopsii.

Dokumentovani iNIID pacienti se prezentovali progresivni regresi psychomotorického vyvoje,
ktera se zacala manifestovat pfed ¢tvrtym rokem, dale cerebelarni ataxii v disledku cerebelarni

atrofie a pfedcasnou smrti do veéku deviti let (Sikora et al. 2021).
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Vroce 2019 byla pfistupem genomového sekvenovani s dlouhym c¢tenim identifikovana
expanze tandemovych repetic (TR) GGC v nekddujici oblasti genu NOTCH2NLC jako kauzalni
varianta pro asijskou formu aNIID (Ishiura et al. 2019; Sone et al. 2019).

Tato 1éze vSak nebyla nalezena v kohort¢ evropskych pacientl s esencialnim tremorem (Yau et
al. 2020), jednim z privodnich znakt aNIID, coz nasvédCuje genetické heterogenit¢ NIID.
Fenotypové spektrum NOTCH2NLC expanze se vzapéti rozsifilo (Fan et al. 2021) o dalsi

syndromy a dnes ¢itd pomérné Sirokou skupinu neuropsychiatrickych diagndz.

Za posledni dva roky od Iéta 2019, kdy byla prvné expanze NOTCH2NLC popsana, bylo
publikovano 70 odbornych praci, které se vénuji identifikaci NOTCH2NLC expanze predev§im
u pacientii asijského ptivodu. Jedna se o klinické soubory adultnich pacientli s esencidlnim
tremorem, Alzheimerovou nemoci, FTD, PD, multisysttmovou atrofii, adultni
leukoencefalopatii, ALS (Jiao et al. 2020; Ehrlich and Ellerby 2021). aNIID pacienti maji
expanzi v rozsahu vice nez 60 GGC repetic, zdravi jedinci maji méné nez 40 repetic (Ishiura et
al. 2019; Tian et al. 2019).

Détské formy NIID zistavaji geneticky nedefinovany. Hlavni pFi¢inou je predevSim
v podstaté nemozZnost rozpoznat iNIID béhem Zivota bez molekularné-genetické

diagnostiky.

Patomechanismus NOTCH2NLC expanze demonstroval v letoSnim roce Boivin et al., ktery
ukdzal, Ze GGC repetice jsou lokalizovany v ,upstream* oblasti NOTCH2NLC genu
s vlastnim ¢tecim ramcem (WORF), ktery je odlisny od ORF NOTCH2NLC. Jeho vysledkem
je produkce nového proteinu uN2CpolyG s expandovanym polyglycinem a N-terminalni

¢asti pivodniho NOTCH2NLC proteinu (Boivin et al. 2021).

Technologie genomového sekvenovani s dlouhym ¢tenim vyznamné zefektivnily identifikaci
gent klinickych jednotek podminénych expanzi TR (Obr. 9). Nestabilita expanzi repetic béhem
meidzy a prenos expandované alely na dalsi generaci jsou dobfe dokumentovany (Nolin et al.
2019; Joosten et al. 2020). Popséana byla také zkraceni, tedy kontrakce TR, ktera jsou vzacnéjsi
(Nolin et al. 2019). V souc¢asné dobé je znamo vice nez 50 klinickych jednotek, které jsou
zpusobeny expanzemi TR, predevSim neuropsychiatrické a neurovyvojové nemoci

(Depienne and Mandel 2021).

21



-0 NIID
Number of > g‘? (NOTCH2ZNLC, CGG)
identified & S
v .8 CANVAS
disorders ,0? [ (RFC1, AAGGG)
. & .
60 o+ @ :
o & »
<90 FAME1
@ (SAMD12, A g
SCA36 g
50 (NOP56, GGCCTG) SCA37 6
FTD/ALS el S3
(C9ORF72, GGGGCC) ~v &
FXTAS 9
(FMR1, CGG) SCA31
40 (BEAN, AATGG)
Friedreich ataxia
SCA10
(FXN.GAR) 10, ATTCT)
Synpolydactyly
(HOXD13, GCN)
30 Huntington
(HTT, CAG) Microarray era
Myotonic dystropy
20 (DMPK, CTG)
saml
(AR, CAG) e
Fragile X \_;\\'\\“ag ge
10 (FMR1, CGG) \ae® L
90
0
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Obr. 9 Casovy a technologicky vyvoj objevii genii podmiiiujicich onemocnéni s expanzemi
TR. Jako prvni byly vroce 1991 identifikovany expanze repetic CGG v genu FMRI u
fragilniho syndromu X a CAG v genu AR u X-vazané spinalni bulbarni svalové atrofie.
Upraveno dle Depienne and Mandel, 2021.

Predpoklada se, ze TR vznikly v prubéhu evoluce z jinych repetitivnich oblasti, kterymi jsou
retrotranspozony tvofici 45 % lidského genomu (Grandi and An 2013). TR se nachdzeji
pfedevsim v nekodujicich oblastech. Expanze GC bohatych repetic v 5'UTR neptekladanych
oblastech mohou vést k hypermethylaci a uml¢eni expandované alely (Lacroix et al. 2019). TR

expanze ptitomny v koédujicich oblastech mohou byt hotspotem pro posunové varianty (Mattioli

et al. 2020).

Patomechanismus expanzi TR spociva v epigenetickém umlCovani gend, RNA toxicité,
chybném sbalovani a agregaci proteini a RAN translaci (,,Repeat associated non-AUG initiated
translation®).

Expanze GC-bohatych repetic v promotorech nebo 5 nepiekladanych oblastech mohou vést
k hypermethylaci CpG ostriivkii, coz zabrani genové expresi a vede k deficitu expandované
alely. Ptikladem jsou expanze FMRI u fragilniho syndromu X (Kremer et al. 1991; Bell et al.
1991).
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RNA toxicita je zpisobena vyéerpanim RNA vazebnych proteini, transkripcnich faktora.
Expandované RNA mohou vytvaret sekundarni struktury, které vyvazuji a vyCerpavaji RNA
vazebné proteiny. Vznikaji RNA jaderné inkluze, které¢ vedou k chybnému sestfihu dalsich
pre-mRNA vycerpanim sestfihovych faktort. Piikladem je expanze DMPK u myotonické
dystrofie (Mahadevan et al. 1992; Kanadia et al. 2003).

Expanze v kodujicich oblastech (HTT, ATN1, AR) vedou k produkci chybné sbalovanych
a agregujicich proteinii. Pfikladem jsou polyglutaminové expanze u fady
neurodegenerativnich nemoci (HD, OMIM #143100; DRPLA, OMIM #125370 nebo SBMA,
OMIM #313200).

RAN translace (,,Repeat associated non-AUG initiated translation®) je nekanonicky proces
AUG kodonu (Zu et al. 2011). Vznikaji toxické agregujici polypeptidy ve vSech tfech ¢tecich
ramcich a obou smérech vldkna RNA, které vycerpavaji buiiku a vytvaii RNA inkluze.
Mechanismus se uplatituje u DM2 (Zu et al. 2017), FXTAS (Glineburg et al. 2018), HD (Banez-
Coronel et al. 2015), C9ORF72-FTD/ALS (Ash et al. 2013), SCA8 (Zu et al. 2011) a SCA31
(Ishiguro et al. 2021).
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2. Hypotézy a cile dizertac¢ni prace

Hlavnim cilem této dizertacni prace bylo pokusit se odhalit genetickou pficinu a definovat
molekuldrni mechanismus procesu neurodegenerace u  vybranych pacienti s
klinicko-patologickym obrazem vzacnych neurodegenerativnich nemoci adultni neuronalni
ceroidni lipofuscinézy (ANCL), spinélni svalové atrofie (SMA) a infantilni formy neurondalni
intranuklearni inkluzni nemoci (iNIID).

Metodicky byly pouzity DNA sekvenacni technologie nové generace zahrnujici exomové
sekvenovani na platformach SOLID a Illumina, dale sekvenovani s dlouhym ctenim Pacific
Biosciences v kombinaci s Sirokym spektrem molekularné-biologickych technik individualné

navrzenych pro kazdého pacienta a jeho specifickou patologii.
Jednotlivé ¢asti této prace maji nasledujici cile:
1. Identifikace genetické a molekularni pri¢iny adultni formy NCL (ANCL)
1.1. Vyuziti exomového sekvenovani k identifikaci genetické pti¢iny ANCL ve spolupraci
s mezinarodnim konsorciem ,,The adult NCL gene discovery consortium®.

1.2. Objasnéni patomechanismu nov¢ identifikované 30 bp duplikace v genu DNAJCS.

2. Stanoveni genetické priciny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou mutaci

SMNI.

3. NavrZeni metodiky a pouZziti DNA-sekvenacni technologie s dlouhym ¢tenim Pacific

Biosciences pro vySetieni pritomnosti expanze NOTCH2NLC u iNIID.
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Berkovic SF, Staropoli JF, Carpenter S, Oliver KL, Kmoch S, Anderson GW, Damiano JA,
Hildebrand MS, Sims KB, Cotman SL, Bahlo M, Smith KR, Cadieux-Dion M, Cossette

P, Jedlickova 1, Pristoupilova A, Mole SE; ANCL Gene Discovery Consortium (2016):
Diagnosis and misdiagnosis of adult neuronal ceroid lipofuscinosis (Kufs disease).

Neurology;87(6):579-84. doi: 10.1212/WNL.0000000000002943. 1F=9.91

van den Ameele J, Jedlickova I, Pristoupilova A, Sieben A, Van Mossevelde S, Ceuterick-de
Groote C, Hilkova H, Matej R, Meurs A, Van Broeckhoven C, Berkovic SF, Santens P,
Kmoch S, Dermaut B (2018): Teenage-onset progressive myoclonic epilepsy due to a
familial C90rf72 repeat expansion. Neurology.;90(8):e658-e663.

doi: 10.1212/WNL.0000000000004999. 1F=9.91

Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Pfistoupilova A, Stranecky V, Hartmannova H, Hodatiova K,
Baresova V, Hulkova H, Sikora J, Noskova L, Musalkova D, Vyletal P, Sovova J, Cossette P,
Andermann E, Andermann F, Kmoch S; Adult NCL Gene Discovery Consortium (2020):
Autosomal-dominant adult neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in
DNAJCS initially missed by Sanger and whole-exome sequencing. Eur ] Hum
Genet.;28(6):783-789. doi: 10.1038/s41431-019-0567-2. 1F=4.246

Jedlickova I, Pistoupilova A, Noskova L, Majer F, Stranecky V, Hartmannova H, Hodanova
K, TreSlova H, Hyblova M, Solar P, Minarik G, Giertlovd M, Kmoch S. (2020): Spinal
muscular atrophy caused by a novel A/u-mediated deletion of exons 2a-5 in SMN1
undetectable with routine genetic testing. Mol Genet Genomic Med.;8(7):e1238.

doi: 10.1002/mgg3.1238. IF=3.09

Jedlickova I, Pristoupilova A, Hulkova H, Vrbacka A, Stranecky V, Hruba E, Jesina P,
Honzik T, Hrdlicka I, Fremuth J, Pivovarcikova K, Bitar I, Matej R, Kmoch S, Sikora J.
(2020): NOTCH2NLC CGG Repeats Are Not Expanded and Skin Biopsy Was Negative
in an Infantile Patient With Neuronal Intranuclear Inclusion Disease. ] Neuropathol Exp

Neurol.;79(10):1065-1071. doi: 10.1093/jnen/nlaa070. IF= 2.923

25


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27412140/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29352102/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29352102/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827029/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827029/

Sikora J, Jedlickova I, Pristoupilova A, Stranecky V, Honzik T. (2021): Genetic
heterogeneity of neuronal intranuclear inclusion disease: What about the infantile

variant? Ann Clin Transl Neurol.;8(4):994-1001. doi: 10.1002/acn3.51332. IF=3.66

26


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33780169/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33780169/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33780169/

4. Vysledky a komentare k vybranym publikovanym pracem

4.1.Studium genetické a molekuldrni pti¢iny adultnich forem NCL

4.1.1. Vyuziti exomového sekvenovani k identifikaci genetické pticiny
ANCL ve spolupraci s mezinarodnim konsorciem zvanym The
adult NCL gene discovery consortium.

Adultni formy NCL (ANCL) jsou dédi¢né degenerativni nemoci mozku. Jsou
nejvzacnéjSimi a nejméné prostudovanymi formami mezi NCL. V genetické NCL databazi
zvané ,,NCL Resource - A gateway for Batten disease (Gardner and Mole, 2021) spravované
védeckou skupinou vedenou Sarou Mole z University College London je aktualné evidovano
ptes 50 familidrnich a sporadickych pripadi ANCL z celého svéta s definovanou genetickou
pricinou.

ANCL pacienti mohou mimikovat fadu dalSich neurodegenerativnich nemoci. Jejich klinické
heterogenita ztézuje jejich v€asnou diagnostiku. Voditkem pro podezieni pro ANCL diagnézu
je neuropatologicky nalez stiadani lipopigmentu zvaného ceroid sjeho charakteristickou
ultrastrukturou v neuronech. Finalni pritkaz pro potvrzeni ANCL diagno6zy poskytuje geneticka

analyza a identifikovani kauzélni varianty v postizeném genu.

Geneticky jsou ANCL heterogenni. Bylo popsano 6 gentl, které ANCL podminiuji. Vyhradné
adultni formy jsou zpiisobeny homozygotnimi nebo sloZzenymi heterozygotnimi variantami
v genu GRN (CLN11 (Smith et al. 2012)) a CTSF (CLN13 (Bras et al. 2016)) s autozomalné
recesivni dédicnosti. Autozomalné dominantni je ANCL forma zpiisobena variantami v genu
DNAJCS (CLN4 (Noskova et al. 2011)).

Autozomalné recesivni formy ANCL byly dale asociovany s geny PPT (CLN1 (van Diggelen
et al. 2001)), CLN5 (Mancini et al. 2015), CLN6 (Arsov et al. 2011; Sharp et al. 1997). Zde se
ukazuje alelickd heterogenita, jelikoZ posledni tfi zminované geny jsou rovnéz kauzalni pro
détské formy NCL.

Zajimavé je, Ze zatimco homozygotni varianty v genu GRN vedou k rozvoji ANCL, tytéz

heterozygotni varianty v GRN jsou piic¢inou frontotemporalni demence (Gijselinck et al. 2008).
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ANCL jsou klinicky déleny na dvé formy (Berkovic et al. 2016):

Kufsova nemoc typ A, pacienti se prezentuji myoklonickou epilepsii. Typ A se
vyskytuje s autosomalné recesivni i dominantni dédi¢nosti. Autosomalné recesivni forma je
podminéna variantami v genu CLN6, autosomaln¢ dominantni forma variantami v genu
DNAJC5 (CLN4).

Kufsova nemoc typ B, pacienti se prezentuji demenci a motorickymi pifiznaky. Typ B

je recesivni formou a je podminén variantami v genu CTSF.
ANCL se projevuje nejcastéji kolem 30. roku zivota, ale jsou znamy také piipady s Casnym
nastupem v dospivani, ¢i po 50. roku zivota. ANCL jsou nazyvany Kufsova nemoc podle
némeckého neuropatologa Hugo Friedricha Kufse (1871-1955), ktery ANCL poprvé popsal
v roce 1925 (Kufs 1925).

‘ McGill University, Montreal ‘ UCL Institute of Child Health, Institute of Inherited Metabolic

University College London Disorders , First Faculty of Medicine,

Centre de Recherche du Centre Charles University in Prague

Hospitalier de I'Université de Montréal

Harvard Medical
School, Massachusetts
General Hospital,

Boston
Biogen, Cambridge, / Centro Hospitalar S3o Jodo,
Boston Porto

‘ University of Melbourne }

Obr. 10 The adult NCL gene discovery consortium. Mezindrodni konzorcium pro ANCL
(Kufsovo konsorcium) propojuje védecké pracovniky oboru genetiky a genomiky, klinické
Iékate a neuropatology z celého svéta — Velké Britanie, Evropy, USA, Kanady a Australie.

Kufsovo konzorcium (Obr. 10), které vzniklo vroce 2012, bylo zalozeno s myslenkou

zefektivnéni diagnostiky a podpoteni vyzkumu ANCL; naSe pracoviste je soucasti konzorcia.
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Prvni vysledky konzorcia byly publikovany v roce 2016 (Berkovic et al. 2016). Tym klinickych
neurologl a neuropatologti sestavil panel klinicko-patologickych kritérii dle dostupné literatury
pro hodnoceni ANCL suspektnich pacienti. S pomoci exomové sekvenovani byla odhalena
alternativni diagnéza v 10 z 16 hodnocenych ptipadi. U jednoho pacienta byla potvrzena
Kufsova nemoc identifikaci variant v genu CTSF.

Alternativni diagnézy zahrnovaly Huntingtonovu nemoc, familiarni formu Alzheimerovy
nemoci s ¢asnym nastupem, Niemann-Pickovu nemoc, neuroserpinopatii, prionové
onemocnéni, neurodegeneraci spojenou s akumulaci Zeleza (2 pripady), cerebralni

lymfom, spastickou ataxii Charlevoix-Sagueany a Leightv syndrom.

Prace Kufsova konzorcia se dale zaméfila na charakterizaci novych a nevyieSenych ANCL
suspektnich pacientd. Tato Cast prace je ve fazi ptipravy manuskriptu a vysledky nejsou

publikovany a budou pfedstaveny podrobnéji.

Pomoci exomového sekvenovani s vyuzitim sekvenacnich platforem SOLiD a Illumina jsme
sekvenovali exom 18 familiarnich a sporadickych pripadi (7 s autozomalné dominantni
dédic¢nosti, 9 sporadickych). Soubor celkem ¢ital 31 probandii. Genetickou pFic¢inu jsme byli
schopni objasnit v 5 pripadech z 18 (tj. 28 %). U dalSich dvou pfipadti jsme nebyli schopni
objasnit kauzalitu kandidatnich variant z diivodu nedostupnosti materidlu probanda a/nebo

rodinnych ptislusniki.

Z péti objasnénych piipadi (Tab. II) byly 2 vyfeSeny ¢isté exomovym sekvenovanim s ptimou
prioritizaci kandidatnich variant (kauzalni varianty v genu C190RF12, TREM?2). Jeden ptipad
byl vyfeSen vypocetni analyzou expanzi TR z exomovych dat pomoci ExpansionHunter
softwaru (Dolzhenko et al. 2019) (expanze ATNI). Jeden piipad byl objasnén kombinaci exomu
s tradicnim Sangerovym sekvenovanim a optimalizaci PCR pro pfipravu sekvenovaného
produktu (DNAJCS). A jeden piipad byl objasnén specifickou amplifikaci repetitivni oblasti
pomoci repeat primed PCR (DelJesus-Hernandez et al. 2011) (RP-PCR, expanze repetice
CIORF72).

U dvou pacientll jsme pomoci exomového sekvenovani identifikovali kandidatni slozené
heterozygotni varianty v genu CYP27A41, resp. NPC1, ale nemohli jsme déle vySetfit jejich fazi

a tedy kauzalitu kviili nedostupnosti materialu.
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Tab. II Prehled péti ANCL suspektnich pripadi s definovanou genetickou lézi. U Ctyr
ptipadu jsme stanovili alternativni diagndzu, jeden ANCL ptipad byl potvrzen identifikaci nové
30 bp duplikace v genu DNAJCS5. Metodicky jsme pouzili exomového sekvenovani

v kombinaci s dal§imi molekularné genetickymi a vypocetnimi technikami.

ID Prezentujici Kauzalni Strategie Finalni diagnoza
symptomy gen identifikace
kauzalni
varianty
Demence ve 37 letech, TREM?-
KC9 e cerebelgrm .. | TREM2 Exom asociovana
symptomy, epileptické
zachvaty neurodegenerace
Néstup nemoci v 18
letech, parkinsonismus
a myoklonus,
KC15 psychoza, pacient 1 /55051 | Exom NBIA
odkazan na invalidni
vozik. Bez verbalni
komunikace v 38
letech.
progresivni
myoklonicka
KC16 Demence, epilepsie CI90ORF72 | RP-PCR epilepsie+FTD
(van den Ameele
et al. 2018)
Generalizované Exom
tonicko-klonické .
Zachvaty, ataxie, Expansion Deqtato-rubro-
KC46 zmény v chovani, ATNI H}lnt?r , pallido- .
demence: postizend vypocetni luysianska
matka as’ 1. oba analyza atrofie
sesnuli o, expanzi TR
Dva synové se
prezentovali zachvaty,
ztratou paméti, Exom ANC.L’ CLN4
KC50 odkézani na invalidni DNAJCS Sangerovo (Jedlickova et al.
vozik ve véku 31 a 34 sekvenovdni | 2020a)
let.

Autortiv prispévek: Podilela jsem se na ptiprave vzorkll pro exomové sekvenovani, izolaci DNA
z parafinovych blo¢kl bioptickych tkani, na interpretaci bioinformatickych dat a prioritizaci
kandidatnich variant zahrnujicich in silico analyzy funkéniho dopadu identifikovanych variant.
Déle na ovéfovani kandidatnich variant pomoci Sangerova sekvenovani, na koordinaci
spoluprace konzorcia prostiednictvim telekonferenci a uc¢asti na mezinarodnich konferencich.
Podilela jsem se na pfipravé a psani publikaci van den Ameele J et al., 2018 a Jedlickova et al.,

2020.

30



Berkovic SF, Staropoli JF, Carpenter S, et al. (2016): Diagnosis and misdiagnosis of adult
neuronal ceroid lipofuscinosis (Kufs disease). Neurology;87(6):579-84. doi:
10.1212/WNL.0000000000002943. 1F=9.91

van den Ameele J, Jedlickova I, Pristoupilova A, et al. (2018): Teenage-onset progressive
myoclonic epilepsy due to a familial C90rf72 repeat expansion. Neurology.;90(8):658-
€663. doi: 10.1212/WNL.0000000000004999. 1F=9.91

Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Pfistoupilova A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult
neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially missed by
Sanger and whole-exome sequencing. Eur J Hum Genet.;28(6):783-789. doi:
10.1038/s41431-019-0567-2. 1F=4.246

4.1.2. Objasnéni patomechanismu 30 bp duplikace v genu DNAJCS
kauzalni pro AD-ANCL.Gen DNAJC5 (NG_029805.2) je lokalizovéan na

chromozomu 20 a kéduje protein ,,cysteine string protein a*“ (CSPa). CSPa je
chaperonovy protein, ktery je soucasti synaptickych vacki a nachézi se
v neuronalni presynaptické oblasti. Je souc¢asti SNARE proteinového komplexu a
podili se na fuzi synaptickych vacka s plasmatickou membranou, je tedy
esencialni pro neurotransmisi (Tobaben et al. 2001; Fernandez-Chacon et al.
2004).
Varianty v genu DNAJCS5 byly identifikovany v roce 2011 na naSem pracovisti (Noskova et al.
2011) jako pfic¢ina autosomalné dominantni formy ANCL, NCL4 (OMIM #162350), také
oznacovany jako typ Parry. AD forma ANCL nese oznaceni Parry podle rozsahlé rodiny Parry,

ktera byla popséna v 70. letech 20. stoleti jako prvni rodina s AD-ANCL (Boehme et al. 1971).

Vramci ANCL Kkonsorcia jsme studovali familiarni piipad kanadské rodiny
s autosomalné dominantni dédic¢nosti, ktera byla klinicky i neuropatologicky suspektni
pro ANCL.

S ohledem na znamy prevalentni gen jsme zvolili pfistup cileného sekvenovani DNAJCS.
Negativni nalez odstartoval necilenou strategii sekvenovanim exomu dvou postizenych bratra
na platformé Illumina HiSeq 2000.

Na zaklad¢ autozomalné dominantni dédi¢nosti v rodin€ jsme sledovali anotované varianty,

jejichz frekvence vyskytu v heterozygotnim stavu v populaci byla mensi nez 0,5 % na zaklad¢
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ExAC databaze (Karczewski et al. 2020). Jelikoz jsme neodhalili kauzélni 1ézi, snizili jsme
pokryti variant z nejméné deseti na pét ¢teni a odhalili jsme duplikaci 30 bp v genu
DNAJCS.

Prekvapivé bylo, ze tato varianta nebyla viditelnd ve standardnim nastaveni vizualiza¢niho
programu Integrative Genomics Viewer (IGV, (Robinson et al. 2011)), ktery umoZznuje
zobrazeni pokryti genomové sekvence ziskanymi sekvenacnimi produkty.

Zasadni pro detekci a vizualizaci varianty bylo pouziti funkce ,,show soft clipped bases®,
zobrazeni tzv. mekkych bazi, tedy sekvenacnich produktl, které plné neodpovidaji referencni
sekvenci (Hart et al. 2013). Jejich zobrazenim jsme potvrdili u obou postizenych bratri
ptitomnost 30 bp duplikaci v exonu 4 genu DNAJC5 chr20:2.62562252 62562281dup
(hg19); NM_025219.2:¢.370_399dup (p.(Cys124_Cys133dup)). Nasledn¢ jsme modifikovali
puvodni PCR protokol pro piipravu produktu pro Sangerovo sekvenovani a potvrdili jsme

pfitomnost mutované alely také tradicnim Sangerovym sekvenovanim.

Tento piipad demonstruje uskali tradi¢nich pristupi genomiky:

i) citlivost bioinformatické analyzy ve smyslu nastaveni podminek pro vyvolani anotovanych
variant;

ii) poddiagnostikovani obdobnych varianty s citlivosti na amplifikaéni podminky s naslednou

faleSnou negativitou pii béZném diagnostickém sekvenovani v rutinnim provozu.

Tato nova 30 bp duplikace v genu DNAJCS vede k duplikaci centralniho motivu CSPa, ktery
je tvofen sekvenci ,,cystein string” bohatou na aminokyselinu cystein (Cys, C) (Obr. 11).
Cysteinova rezidua CSPa jsou bohaté palmitoylovana a jsou zodpovédna za membranové

interakce CSPa (Gundersen et al. 1996; Chamberlain and Burgoyne 1998).

In silico analyza pomoci programu ProtScale, CSS-Palm, ukazala, Ze duplikace tohoto motivu
vede ke zvySené hydrofobicité proteinu a zvySuje jeho palmitoylacni potencial. Takovy protein
muze snaze podléhat agregovani.

In vitro funkéni charakterizaci na urovni tranzientniho bunééného model CADS mysich
neuronalnich bunék jsme ukdazali, ze nova 30 bp duplikace vede k chybné lokalizaci
mutovaného DNAJCS5 p.(Cys124 Cys133dup). Podobny efekt byl popsan u ptedeslych
DNAJCS varianty (Noskova et al. 2011).

Ve zkratce, tranzientni bunéény model CADS exprimujici GFP-znaceny mutovany a divokou

formu (wt) CSPa ukézal, ze protein nesouci duplikaci CSD vykazuje snizenou lokalizaci na
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plasmatické membrané. Dale je pfitomen predevsim v cytoplasmé ve formée diftiznich nebo
hrubych granuldrnich inkluzi. Kolokalizuje s markery edoplasmatického retikula a Golgiho

aparatu, wt nikoliv.

Analyza bunécnych lyzati metodou Western blot s pouzitim chemické depalmitoylace ukazala,
ze protein nesouci duplikaci je pfitomen vyhradné ve form¢ nepalmitoylované, zatimco dalsi
dva mutované proteiny jsou pfitomny ve formé palmitoylované i nepalmitoylované. VSechny
tf1 mutantni formy L115R, L116A a mutant s CSD duplikaci p.(Cys124 Cys133dup) tvori
vysokomolekularni agregaty, divoky typ CSPa nikoliv.

phosphorylation Hsc70binding palmitoylation
1 1 15 1 84 112 l 137 198
N- J-domain MM cys-string -C

P —_— e
LKYHPDKNP FCGLLTCCYCCCCLCCCFNCCCGKCK

Obr. 11 Schéma struktury funkénich domén proteinu CSPa. Schéma znazoriuje
fosforylovany serin na pozici S10 a HPD motiv J-domény zodpovédny za interakci CSPa
s proteinem teplotniho Soku Hsp70. Cysteinova doména (CSD) obsahuje 13 cysteinil (zeleng).
Tti doposud identifikované AD-ANCL kauzélni varianty se nachazi v této oblasti: L115R,
L116A (**) a duplikace C124-C133 (Cervené podtrzeno), ktera vede ke vzniku sekvence
C124LCCCFNCCCCLCCCFNCCCGK145. Upraveno: (Burgoyne and Morgan 2015).

Autoruv prispévek: Podilela jsem se na pfipravé plasmidovych konstruktl, tranzientniho
bunécného modelu a jeho nasledné charakterizaci, na ptipravé bunéénych lyzat s naslednou

palmitoylacni studif; na psani a ptipravé publikace.

Jedlickova 1, Cadieux-Dion M, Pfistoupilova A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult
neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially missed by
Sanger and whole-exome sequencing. Eur J] Hum Genet.;28(6):783-789. doi:
10.1038/s41431-019-0567-2. 1F=4.246

4.2.Stanoveni genetické pticiny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou
variantou SMN1

Genetické vySetteni pacientil suspektnich pro SMA je zaloZeno na stanoveni poctu kopii exonu

7 a 8 gentt SMNI a SMN2 metodou MLPA (Scarciolla et al. 2006; Arkblad et al. 2006). Tato
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metoda je zacilena na nejcastéjsi variantu klasickych proximalnich forem SMA, kterou je
homozygotni delece exonu 7 a/nebo 8 genu SMNI na chromozomu 5 (5q-SMA). V
pfipad¢ negativniho vysledku je dale provadéno Sangerovo sekvenovani vSech exonli genu
SMNI1 pro hledani jiné kauzalni genetické varianty. 2%-5% S5q-SMA pacientt jsou sloZeni
heterozygoti pro intragenovou variantu SMNI a Kklasickou deleci exonu 7(8) SMNI.
(Parsons et al. 1998; Wirth et al. 1997).

Pocet kopii SMN2 je stanovovan s ohledem na jeho kompenzac¢ni funkei v ptipadé bialelického
defektu SMNI. Kopie SMN2 mohou dosahovat poctu 0-6 a jejich vyssi pocet v mnoha
piipadech vede k mirn€jSimu fenotypu (Calucho et al. 2018).

V literatufe jsou reportovany vzacné ptipady asymptomatickych homozygoti pro SMN1 deleci,
kteti méli 5 kopii SMN2 (Prior et al. 2004). Takové ptipady demonstruji, Ze 5 kopii SMN2
patrn€ miize kompenzovat kompletni deficit SMNI.

Jako modifikator SMA fenotypu byla identifikovana jednonukleotidova zdména v exonu 7 genu
SMN2, ktera vede ke zvySené expresi plnodélkového SMN?2 transkriptu a mirnéj$§imu fenotypu
(Prior et al. 2009). Dale byly reportovany vzacné ptipady muzii s homozygotni deleci SMN1,
kteti byli asymptomaticti. U nich byla detekovdna zvySena exprese plastinu 3 (PLS3), ktery je
lokalizovan na chromozomu X. Jelikoz PLS3 hraje roli v axonogenesi, existuje hypotéza, ze

muze byt protektivnim modifikatorem SMA (Oprea et al. 2008).

S ohledem na homologni oblast bohatou na retrotransposibilni A/u elementy, ve které se
SMNI gen nachazi, miZe byt geneticka analyza SMA pacienti pomérné komplikovana.
Cast populace nese dvé kopie SMNI na jednom chromozomu a deleci SMNI na druhém

chromozomu, tato konfigurace je oznacovéana jako ‘2+0’ (Obr. 12) (Verhaart et al. 2017).

| p—
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Obr. 12 Schéma variability architektury kopii alel SMNI v populace. Levy panel
znazoriiuje dokumentované genotypy dle poctu kopii SMNI na jednotlivych alelach v populace,
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ktera neptfedstavuje pienaSeCe 5q-SMA. Pravy panel naznacuje variabilitu mozného
maskovaného prenasecstvi delece nebo bodové mutace (*) jedné alely SMNI (Verhaart et al.
2017).

Problematice SMA jsme se zacali vénovat prostfednictvim slovenského pracovisté v KoSicich,

kdy nas kontaktoval klinicky genetik s prosbou o konzultaci a spolupraci na geneticky nejasném
piipadu slovenské pacientky s SMA.

Pacientka se prezentovala SMA fenotypem a MLPA analyza u ni stanovila pouze jednu kopii
exonu 7 genu SMN1, tedy heterozygotni deleci SMNI. Jelikoz SMA je autozomalné recesivni
onemocnéni, heterozygotni delece nevysvétlovala fenotyp pacientky. U pacientky byla
provedena fada dalSich genetickych vySetfeni s negativnim vysledkem (Jedlickova et al.

2020b).

S ohledem na vysoce suspektni SMA fenotyp jsme se zaméfili na cilené a komplexni vySetieni
SMNI genu.

Kombinaci analyzy cDNA, kvantitativniho PCR (qPCR), rozsahlého ,long-range“
sekvenovani a Alu-zprostiedkovaného PCR SMNI a SMN2 jsme odhalili intragenovou
deleci SMN1 exonii 2a-5 iniciovanou A/u elementy.

Pacientka byla tedy sloZzenym heterozygotem pro klasickou deleci exonu 7 zdédénou od matky
a unikatni deleci zprostiedkovanou A/u elementy zdédénou od otce. Kauzalitu SMNI jsme
podporili detekci zasadn¢ snizeného mnoZstvim SMN proteinu u pacientky metodou
Western blot (WB) z leukocyti periferni krve.

Objasnénim genetické pfi¢iny jsme tak umoznili rodiné alespoil nepfimou preimplantacni

diagnostiku prostfednictvim vylouceni delece exonu 7 SMN1 zdédéné od matky.

4.2.1. Novorozenecky screening (NS) SMA a jeho tskali na ptikladu nasi
pacientky

Jelikoz je vySetieni homozygotni delece exonu 7 SMN1 metodou qPCR pouzivéano pii NS SMA,
lze ocekavat, ze pacienti, jako je vySe popsana pacientka, nebudou zachyceni. V takovém
piipadé musime byt pfipraveni v okamziku nastupu fenotypu SMA co nejrychleji definovat
SMN1 genetické 1éze pro v€asné zahdjeni dostupné terapie. Podani terapie je podminéno

identifikaci bialelického defektu SMNI.

Vysledky NS v Némecku (Vill et al. 2021) po dvou letech jeho pilotniho programu uvadéji
100 % zachyt SMA pacienttl, kterych se podatilo odhalit 40. Vysledky vcasného zahajeni ASO

terapie Nusinersen (Zolgensma v té dobé nebyla dostupnd) jsou ohromujici. Pacienti, u
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or wr

kterych byla 1é¢ba zahajena pied propuknutim symptomii, nevykazuji Zadné symptomy
SMA. U zcela ¢asnych forem s nastupem fenotypu hned po narozeni je dosazeni milnikti vyvoje
castecné opozdéno, ale zadny z pacientll neni odkazan na umélou plicni ventilaci.

Podavani terapie u pacientl se 4 a vice kopiemi SMN2 je predmétem debaty, jelikoz tito pacienti
nemusi SMA viibec vyvinout, na druhou stranu vysledky NS v Némecku ukazuji, ze azu 45 %

pacientil nesoucich predevsim 4 a vice kopii SMN2 byl pocet SMN2 kopii stanoven nespravng.

S ohledem na vyse diskutovany piipad pacientky s identifikovanou unikatni deleci SMNI

doporucujeme nasledujici postup molekularné genetického testovani.

U pacientt, ktefi jsou klinicky suspektni pro SMA a nebyly u nich detekovany 2 mutované
SMN1 alely rutinni DNA diagnostikou (MLPA, Sangerovo sekvenovani SMN1), doporucujeme
vySetfit kvalitu cDNA SMNI a SMN2 pacienta a rodici.

V pripadé negativniho nalezu musi byt pacient a rodice indikovani k exomovému nebo
genomovému sekvenovani.

V piipad€é nejasného nalezu cDNA SMNI a SMN2 (detekce zmény kvality transkriptu)
doporucujeme vysetfit pocet kopii vSech exoni SMNI/2 pomoci qPCR, mnozstvi SMN
proteinu v leukocytech periferni krve metodou WB a piipadné mapovat genetickou 1ézi pomoci

Alu-PCR (Majer and Sikora 2021) (Obr. 13).

SMA klinicky fenotyp
MLPA SMN1/2 negativni (nejasny vysledek)
Sangerovo sekvenovani SMN1 negativni

Izolace RNA z leukocytd
periferni krve a nasledné
vysetieni cDNA SMNIa SMN2
u pacienta a rodicu

V pfipadé negativniho vysledku V pfipadé nejasného vysledku

gPCR vsech exon J

Exomové nebo genomové [

SMNI a SMNZ2
sekvenovani Vysetieni mnoZstviSMN
pacienta a rodicd proteinu metodou WB

z leukocytl periferni krve
u pacienta a rodicu

Alu-zprostfedkované
PCR

Obr. 13 Schéma navrzeného postupu pro molekularné genetickou analyzu u SMNI
negativnich pacienti s SMA. Vzdy je nezbytné v ptipadé dostupnosti provadét veskeré
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genetické testovani na triu pacient a rodice pro zvyseni piesnosti analyz a sledovani dédi¢nosti
mutovanych alel v roding.
Autoruv prispévek: Podilela jsem se na izolaci DNA a RNA z leukocyta periferni krve, na

ptipravé proteinovych lyzatl, metodicky na qPCR, WB, analyze cDNA. Déle jsem se podilela

na koordinaci studie a na pfiprave a psani publikace.

Jedlickova I, Piistoupilova A, Noskova L, et al. (2020): Spinal muscular atrophy caused by
a novel Alu-mediated deletion of exons 2a-5 in SMNI undetectable with routine genetic
testing. Mol Genet Genomic Med.;8(7):e1238.

doi: 10.1002/mgg3.1238. IF=3.09

4.3.Vyuziti DNA-sekvenacni technologie s dlouhym ¢tenim Pacific
Biosciences pro vySetieni pfitomnosti expanze NOTCH2NLC u pacienta
s infantilni formou NIID.

Infantilni forma NIID (iNIID) je raritni neuropatologickou diagnézou. Doposud bylo
celosvétove v odborné literatufe popsano pouze 8 pacientti s iNIID (Sikora et al. 2021) a vSichni
byli diagnostikovani neuropatologicky post mortem na zaklad¢ ndlezu neuronalnich jadernych
inkluzi v CNS. Geneticky je iNIID nedefinovana a jeji diagnostikovani béhem Zivota bez
znalosti genetické priiny je v podstaté nemoZzZné. Pacienti nevykazuji specifickou
symptomatologii ani specifické biochemické zmény a vySetieni koZni biopsie je negativni.
Podstatnym voditkem mtliZe byt progresivni cerebelarni atrofie viditelna na MRI vySetieni,

ktera se projevuje cerebelarni ataxii.

Zabyvali jsme se ptipadem pacienta, ktery se prezentoval od véku dvou let regresi
psychomotorického vyvoje, a vygradoval do vegetativniho stavu a imrti ve véku sedm let
v disledku respiracni infekce. U pacienta jsme stanovili post mortem neuropatologickou
diagnozu iNIID (Sikora et al. 2021).

S ohledem na neznamou genetickou pficinu této klinické jednotky jsme provedli genomové
sekvenovani pacienta na platformé Illumina NovaSeq, material rodic¢t nebyl dostupny.
Analyza genomovych dat u solitérniho ptipadu, které se v soucasné dobé vénujeme, je
komplikovana s ohledem na enormné vysoké mnozstvi variant nezndmého vyznamu. NaSe
snahy kontaktovat autory historickych publikaci o iNIID pacientech a vytvotit kohortu iNIID

prozatim nebyly Uspésné.
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Vroce 2019 byly publikovany prace, které identifikovaly expanzi GGC repetic
v NOTCH2NLC jako genetickou prifinu asijské formy adultni NIID. Autofi pouzili
genomového sekvenovani s dlouhym ¢tenim v kombinaci s vazebnou analyzou (Ishiura et al.
2019; Sone et al. 2019; Tian et al. 2019).

S timto ohledem jsme navrhli metodu pro vysetiteni NOTCH2NLC expanze u iNIID pacienta
na nasem pracovisti. Zaméfili jsme se na specifickou amplifikaci NOTCH2NLC genu, ktery se
nachazi na chromozomu 1 spolu s dal§imi vysoce homolognimi geny NOTCH2NLA,
NOTCH2NLB, NOTCH2NLR, NOTCH?.

Pouzili jsme technologii sekvenovani s dlouhym ¢tenim Pacific Bioscienes. Tento piistup nam
umoznil elegantné vySetfit pfitomnost a stanovit pfesnou délku repetice bez nutnosti pouziti
repeat primed PCR metody, kterd se obvykle k vySetieni expanzi TR pouziva (Delesus-
Hernandez et al. 2011).

Pritomnost expanze NOTCH2NLC jsme timto pristupem vyloudili a demonstrujeme tak

genetickou heterogenitu NIID.

Autoriiv prispévek: Podilela jsem se na ptipravé vzorkll pro sekvenovani, na navrzeni metody

pro specifickou amplifikaci NOTCH2NLC, na organizaci studie a na ptipravé a psani publikaci.

Jedlickova 1, Pristoupilova A, Hulkova H, et al. (2020): NOTCH2NLC CGG Repeats Are
Not Expanded and Skin Biopsy Was Negative in an Infantile Patient With Neuronal
Intranuclear Inclusion Disease. J Neuropathol Exp Neurol.;79(10):1065-1071. doi:
10.1093/jnen/nlaa070. IF=2.923

Sikora J, Jedlickova I, Pristoupilova A, et al. (2021): Genetic heterogeneity of neuronal
intranuclear inclusion disease: What about the infantile variant? Ann Clin Transl

Neurol.;8(4):994-1001. doi: 10.1002/acn3.51332. IF=3.66
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5. Souhrn vysledkt

Tato dizertacni prace prezentuje vyuziti modernich metod sekvenovani a analyzy DNA pro
studium molekularni podstaty vzacnych neurodegenerativnich nemoci. Souhrnnymi vysledky

dizerta¢ni prace s ohledem na jeji cile jsou:

I.  Identifikace genetické a molekularni pfi¢iny adultnich forem NCL (ANCL):

a. Identifikace kauzalnich variant u 28 % pacientl zatazenych do mezinarodniho
konzorcia pro ANCL s vyuzitim exomového sekvenovani a dalsich molekuldrné
genetickych metod. Priloha 1a, 1b, 1¢

b. Identifikace nové varianty v genu DNAJCS5 podminiujici ANCL; objasnéni
jejiho molekularniho mechanismu v podobé chybné lokalizace a snizené
palmitoylace mutovaného proteinu CSPa na trovni tranzientniho bunééného
modelu, demonstrovani tvorby vysokomolekularnich agregati mutovaného

CSPo. Priloha 1¢
II.  Identifikace nové varianty v genu SMNI vedouci k SMA, rozsiteni alelického spektra
variant podmifujicich SMA, navrzeni metodického postupu genetické analyzy u SMNI

negativnich pacientd. Priloha 2a

III.  Vylouceni pfitomnosti expanze NOTCH2NLC pomoci sekvenovani s dlouhym ¢tenim

u pacienta s iNIID, rozsiteni genetické heterogenity NIID. Priloha 3a, 3b

39



6. Diskuse, vyznam dosazenych vysledku

Tato prace vedla ke genetické a molekularni charakterizaci fady pacientd s
neurodegenerativnim fenotypem. Pfispéla k rozsifeni alelického spektra klinickych jednotek
AD-ANCL a 5g-SMA. V ramci této prace byly navrzeny metodické postupy pro molekularné
genetické testovani SMNI negativnich pacientl s SMA a pro vySetieni expanze TR pomoci

sekvenacni technologie s dlouhym ¢tenim u NIID.

Systematicka klinickd, neuropatologicka a geneticka charakterizace ANCL pacientd v ramci
Kufsova konsorcia vedla k odhaleni tady alternativnich diagnéz. Pomoci exomového
sekvenovani a dalSich molekulirné genetickych technik jsme byli schopni definovat
genetickou pri¢inu ve 28 % pripadi (FTD/CIORF72, DRPLA/ATNI, NBIA/CI90RF12,
TREM?2, AD-ANCL/DNAJCS). NaSe vysledky demonstruji klinickou a genetickou
heterogenitu adultnich forem neurodegeneraci obecné a ukazuji, ze identifikace genetické

priciny je klicové pro stanoveni spravné diagnozy.

Pacienti, ktefi v naSem souboru nebyli geneticky definovani, mohou byt nositeli kauzalnich
variant, které exomové sekvenovani nepokryva. Jmenujme hluboké intronové varianty,
rozsahlé strukturni varianty nebo zcela nové expanze TR (Burdick et al. 2020). Tito pacienti
mohou byt dale indikovani ke genomovému sekvenovani. Genomové sekvenovani s dlouhym
¢tenim bylo recentné GspeéSné€ aplikovano pro studium genetické pticiny fady neurodegeneraci

s expanzemi TR (Su et al. 2021).

Tato prace dale vedla k identifikaci nové unikatni duplikace v genu DNAJCS. Funkéni studie
na urovni tranzientniho bunééného modelu demonstrovaly kauzalitu varianty pro chybnou
intracelularni lokalizaci a sniZenou palmitoylaci mutovaného CSPa a pro tvorbu
vysokomolekuldrnich agregati CSPa.

Nasari et al. ukdzal v recentni studii, Ze cysteinovd doména (ve které se nachazi také nami
identifikovand duplikace) u mutovanych forem CSPa, ztraci schopnost palmitoylace a vede k
oligomerizaci CSPa. Ta je piekvapivé zprostfedkovana vazbou Fe-S klastrii (Naseri et al.
2020). Mutovany CSPa interaguje s divokym typem CSPa a ztraci svou funkci jako chaperon
pro formovani SNARE komplexu v presynaptické oblasti. Nasari demonstroval, ze patologicka
oligomerizace mutovaného proteinu CSPa a defekt SNARE komplexu mohou byt na urovni

bunéénych modeld zmirnény aplikaci chelatort zeleza.
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Tato dizertacni prace dale piispéla k rozsireni fenotypového spektra C9ORF72 expanze
kauzalni pro ALS/FTD. Expanzi jsme identifikovali u pacientky prezentujici se progresivni
myoklonickou epilepsii (PME) s rapidn€ postupujici neurodegeneraci a komplexnim
neuropsychiatrickym fenotypem v rodiné. Nase prace je prvnim reportem asociace fenotypu

PME a genetické 1éze expanze TR CIORF72.

V ramci problematiky SMA jsme se veénovali genetické charakterizaci pacientky s
monoalelickou variantou SMNI. Tento piipad zasadnim zplisobem demonstruje vyznam
individualizované molekularné genetické analyzy u pacientd se vzacnymi nemocemi.

U pacientky jsme identifikovali unikatni deleci exont 2a-5 SMNI1 zprostiedkovanou Alu
elementy. Doposud byly A/u zprosttedkované delece SMNI popsany jen ve dvou piipadech.
Jednalo se o deleci v rozsahu intronti 4 az 6 (Wirth et al. 1999) a homozygotni deleci exonti 1
az 6 SMNI (Thauvin-Robinet et al. 2012). Varianty se nachdzi mimo oblast testovanou rutinni
DNA diagnostikou a NS SMA. Takovi pacienti tedy nebudou zachyceni. V piipad¢ nastupu
symptomll bude zisadni vcasna aplikace dnes jiz dostupné lécby, kterd je podminéna
identifikaci defektu obou alel SMNI. Na zdklad€ naSi zkuSenosti jsme vytvofili metodicky
postup pro efektivni molekularné genetickou analyzu geneticky neobjasnénych SMA

pripadi.

Pro vySetieni recentné publikované expanze TR v genu NOTCH2NLC u pacienta s iNIID
jsme se rozhodli pouzit sekvenovani s dlouhym ¢tenim Pacific Biosciences. Vyhodou této
metody je moZnost stanoveni pifesného poctu expandovanych repetic a jejich architektury i u
rozsahlych expandovanych alel a v GC bohatych oblastech (Rhoads and Au 2015). Vylou¢enim
expanze u INIID pacienta jsme podpofrili genetickou heterogenitu NIID a dale jsme
tematicky rozsitili aplikaci elegantniho postupu pro vySetfeni expanze TR na naSem

pracovisti.
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