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Patogenetické mechanismy imunitni dysregulace a hematopoetickych

onemocnéni

Abstrakt

Cilem mé prace bylo zavedeni vySetfeni pomoci celoexomového sekvenovani (WES) a
rutinniho algoritmu analyzy ziskanych dat u détskych pacient s podezienim na vrozenou
poruchu imunity (IEI) nebo selhani kostni dien¢. Kromée jasné molekularni diagnozy na zakladé
genetického vySetieni, které bylo dosazeno u 25 % pacientd, tvoii ¢ast vysledkl (9 %) take
pacienti, u nichz toto vysetfeni odhalilo nové mutace, které nebyly dosud popsény v patogenezi
IEI nebo selhani krvetvorby. U téchto pacienti byly na zéklad¢ literarnich reSersi a znamych
mechanismu vyvoje a regulace imunitniho systému navrzeny valida¢ni experimenty, za ic¢elem
potvrzeni kauzality identifikovanych mutaci v patogenezi onemocnéni. Diky WES se podafilo
objasnit pfi¢inu dvou novych vrozenych onemocnéni — megaloblastické anémie na podkladé
homozygotni mutace genu SLCI94] a syndromu imunitni dysregulace s autoimunitnimi a
autoinflammatornimi projevy na podkladé X-vdzané mutace genu 7LRS u monozygotickych
dvojcat s chronickou autoimunitni hemolytickou anémii (AIHA). U péti dalSich pacientl se
podafilo identifikovat nové mutace v genech STAT3, SPTAI, SAMDY a XIAP a prokazat jejich
kauzalitu v patogenezi selhani krvetvorby nebo IEL U jedné pacientky s netypickym fenotypem
pomohlo vysetfeni WES odhalit kombinaci mutaci v genech NOD2 a IFNGRI. Tato prace
ilustruje vyznam WES v diagnostice pacientl s poruchou imunity a krvetvorby, jejich cilené

1é¢be a identifikaci novych klinickych jednotek.
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Pathogenetic mechanisms of immune dysregulation and hematopoietic

disorders

Abstract

The aim of my work was to introduce whole exome sequencing (WES) and a routine algorithm
for data analysis in pediatric patients with suspected inborn error of immunity (IEI) or
hematopoiesis. A clear molecular diagnosis based on genetic testingwas achieved in 25% of
patients. Additionally, novel mutations not previously described in the pathogenesis of IEI or
hematopoietic failure were revealed in 9% of the patients. Validation experiments were designed
to confirm the causality of the identified mutations in the pathogenesis of the disease, based on
literature review and known mechanisms of immune system development and regulation in
these patients. Thanks to WES, we were able to elucidate the cause of two new congenital
diseases — megaloblastic anemia due to a homozygous mutation of the SLC/941 gene and
immune dysregulation syndrome with autoimmune and autoinflammatory manifestations due to
an X-linked mutation of the 7LR8 gene in monozygotic twins with chronic autoimmune
hemolytic anemia (AIHA). In five additional patients, novel mutations in the STAT3, SPTAI,
SAMDY and XIAP genes were identified and their causality in the pathogenesis of hematopoietic
failure or IEI was demonstrated. In one patient with an atypical phenotype, WES helped to
identify a combination of mutations in the NOD2 and IFNGRI genes. This work demonstrates
the importance of WES in the diagnosis of patients with immune and hematopoietic disorders,

their targeted treatment and the identification of new clinical entities.
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cytopenias, anemia
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folate receptor

hemophagocytic lymphohistiocytosis
hereditary spherocytosis
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inflammatory bowel disease
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immune thrombocytopenia

knock-out

methotrexate

next generation sequencing
non-steroidal anti-inflammatory drugs
protein-coupled folate transporter
pattern recognition receptors

reduced folate carrier

severe combined immunodeficiency
single-stranded RNA
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1. Uvod

Predkladané vysledky této disertacni prace tvoii publikace, které vznikly na zdklad¢ identifikace
patogennich variant u pacientll vySetfovanych pro podezieni na vrozenou poruchu imunitniho
systému nebo selhani kostni dfen¢ v laboratofich CLIP. Mym hlavnim podilem na této praci
bylo vyhodnoceni primarnich sekvenac¢nich dat, interpretace vysledki dalSich molekularné-
genetickych vysSetieni, identifikace novych potencidlné patogennich genetickych variant a
navrzeni patogenetickych mechanismi a validacnich experimenti, na nichz jsem se

v uvedenych piipadech ptimo podilel.
1.1. Vrozené poruchy imunity

Vrozené poruchy imunity (inborn errors of immunity; IEI) zahrnuji pies 400 jednotek geneticky
podminénych defektii vyvoje nebo funkce imunitniho systému u ¢lovéka (Notarangelo et al.
2020). Klasifikace IEI na zékladé¢ fenotypu jednotlivych onemocnéni a jejich genetickych pficin
je provadéna Komisi pro IEI (/IEI Committee) Mezinarodni unie imunologickych spole¢nosti
(International Union of Immunological Societies; IUIS) a je aktualizovdna a vydavana kazd¢ 2
roky. Dle posledni publikované klasifikace, aktualizované k roku 2019 je mozné rozd¢lit tato
onemocnéni do 10 skupin a oproti ptedchozi verzi z roku 2017 zahrnuje 64 nové popsanych
genetickych defektti (Tangye et al. 2020). Spolu s touto klasifikaci je publikovan také podrobny
fenotypicky piehled jednotlivych onemocnéni (Bousfiha et al. 2020). Exponencialni nartst nove
popsanych IEI v poslednich letech vedl k publikaci ptedbézného doplnéni této klasifikace
dal§imi 26 novymi geneticky podminénymi poruchami (Tangye et al. 2021) popsanymi za

pouhych 12 mésici.

Velmi rychly rozvoj poznani v oblasti imunitniho systému nepochybné souvisi se stale rostouci
dostupnosti novych metod sekvenovani lidského genomu a moznosti studia lidského imunitniho
systému na bunéénych modelech. Ackoliv se jednd o vzacnd onemocnéni, ukazuji dulezity
vyznam popist jednotlivych kasuistik pacientl s genetickou mutaci, nebot’ diky takto nové
popsanym a podrobn¢ funkéné charakterizovanym genim je mozné poznat a podrobné studovat
mechanismy a procesy dilezité pro spravny vyvoj a funkci imunitniho systému. Podstatna cast
znamych IEI byla nejdiive popsana na piipadech jednotlivych pacienti. Dle piehledového

¢lanku Casanovy et al., se jednalo o 49 z 232 monogenn¢ podminénych IEI znamych v roce



2014 (21 %). Az na zaklad¢ znalosti patogenetického mechanismu a klinickych projevi
onemocnéni je mozné spravné identifikovat a diagnostikovat dalsi pacienty. Identifikace novych
gentl, jejichz mutace vedou k porucham imunitni odpovédi je kliCova pro pochopeni
fyziologickych a patofyziologickych procesii a tim ke spravné volbé adekvatni terapie

(Casanova et al. 2014).

Mezi typické piiklady takového onemocnéni patfi napiiklad X-vazana agamaglobulinémie
(XLA; OMIM #300755), také oznaCovana jako Brutonova agamaglobulinémie, jez byla
popsana jako prvni piipad vrozené poruchy vyvoje B-lymfocytii (Bruton 1952) nebo tézky
kombinovany imunodeficit (severe combined immunodeficiency; SCID), ktery tvoii heterogenni
skupinu onemocnéni s riznym stupném postizeni vyvoje T-lymfocytd, B-lymfocyti a NK
bunék v zavislosti na konkrétnim genetickém defektu. Prvnim genem, jehoz mutace byly
identifikovany jako kauzalni pro SCID byl gen ADA, kodujici adenosin deaminasu. U pacienta
s mutaci v tomto genu dochazi k poruse vyvoje B i T lymfocytli a NK bunck a jednd se o
autosomalng recesivni (AR) formu onemocnéni. Identifikace genetické ptic¢iny a molekularniho
patogenetického mechanismu onemocnéni umoznila veliky posun v terapii téchto onemocnéni.
Krom¢ transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (hematopoietic stem cell
transplantation; HSCT) vedla také k zavedeni cilené farmakologické terapie (Notarangelo et al.
2020). V ptipadé¢ ADA deficience §lo o nahrazeni chybéjiciho enzymu jeho uméle pripravenou
dlouho cirkulujici formou (Hershfield et al. 1987), prvni takovou formu terapie schvalenou The
United States Food and Drug Administration. Stejn¢ tak byla 1écba tohoto onemocnéni cilem
genové terapie a vroce 2016 byla terapie pomoci ex vivo geneticky modifikovanych
hematopoetickych bunck schvalena jako prvni komeréné dostupny produkt svého typu (Aiuti et

al. 2017).

Spolu s nové popsanymi syndromy imunitni dysregulace se v posledni dekadé rozsitily i1
moznosti cilené terapie u téch onemocnéni, u kterych jsou dostupné piipravky ovliviujici
patogenetickou pficinu onemocnéni. Dobrym ilustrativnim piikladem je autosomalné
dominantni (AD) syndrom zahrnujici deficit imunitniho systému se zvySenou nachylnosti
k infekcim, ale zaroven také s autoimunitnimi projevy a lymfoproliferaci v disledku aktivace
T-lymfocyti na podkladé mutace genu CTLA4. Protein kodovany timto genem CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) je klicovy pro regulaci T-lymfocytl po jejich
aktivaci a pro funkci regulac¢nich T-lymfocyti (Schubert et al. 2014). Vedle HSCT, ktera je
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kurativni u vétSiny pacientti, a imunosupresivni 1écby kortikosteroidy ¢i mTOR (mammalian
target of rapamycin) inhibitorem sirolimem (rapamycinem), je u pacientll mozné nasadit
v terapii také abatacept — flzni protein Fc fragmentu imunoglobulinu a extracelularni domény
CTLA-4 (Egg et al. 2022). Dobra klinick4 odpovéd’ na tuto 1é€bu byla popséna také u pacientt
s deficitem LRBA (lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein), jelikoz je
tento protein klicovy pro recyklaci CTLA-4 a patogeneticky mechanismus obou onemocnéni
spolu velmi uzce souvisi (Lo et al. 2015). Na téchto syndromech je patrné dilezitost syntézy
poznatkli o patogenetickych mechanismech jiz pospanych IEI a vziajemnych interakci
jednotlivych molekul ¢i signdlnich drah pro identifikaci novych kauzalnich genl a jejich

potencialni 1écby.
1.2. Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (next generation sequencing; NGS), n¢kdy téZ oznaCované jako
masivng paralelni sekvenovani (massive parallel sequencing) je souhrnné oznaceni pro n¢kolik
sekvenacnich metod, které vyuzivaji odliSné zpiisoby samotné sekvenace DNA molekul, ale
spojuje je princip paralelniho ¢teni mnoha milionti sekvenci. Diky tomu se dramaticky snizila
cena a predevsim Cas, ktery je nutny pro genetickou analyzu pacientli (Goodwin et al. 2016).
Rostouci dostupnost této technologie a jejich aplikaci, predevsim celoexomového sekvenovani
(whole exome sequencing; WES) a jeho postupné zavedeni do diagnostickych postupl u
pacientli s podezfenim na IEI umoznila obrovsky nariist nové popsanych onemocnéni a
v konecném dusledku také jejich rychlejsi a spolehlivéjsi diagnostiku (Meyts et al. 2016).
Krom¢ WES ma NGS tadu dalSich aplikaci. Patfi mezi né napf. panelové sekvenovani
vybranych genl souvisejicich s ur€itym onemocnénim, amplikonové sekvenovani zamétené
napf. na detekci somatickych mutaci anebo piestaveb genti pro immunoglobuliny ¢i T-bunécné
receptory v analyze imunitniho repertodru nebo minimalni residualni nemoci (Briiggemann et
al. 2019), ale 1 celotranskriptomové sekvenovani a dals$i modifikace zaméfené na analyzu
epigenetické regulace. V této disertacni praci se budu sousttedit predevsim na WES a analyzu

dat a hodnoceni genetickych variant identifikovanych pomoci této metody.
1.3. Imunitni cytopenie a dalSi autoimunitni projevy

IEI jsou vedle zvySené nachylnosti k infekcim a neefektivni imunitni odpovédi proti patogentim
také velmi Casto spojeny s dysregulaci imunitniho systému, kterd mize vést k zadvaznému
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autoimunitnimu onemocnéni nebo lymfoproliferativnim onemocnénim a zvySenému riziku
malignity. Velmi ¢astym projevem IEI jsou imunitni cytopenie, popisovany u 31 % pacienti.
Nejcastéjsim typem u téchto pacientll je autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA), jejiz
relativni riziko vzniku ve spojeni s IEI je dle studie francouzského referen¢niho centra pro
vrozené poruchy imunity (CEREDIH-Centre de référence des déficits immunitaires
héréditaires) 830x vys$si v porovnani s béznou populaci. Kombinované relativni riziko jakékoliv
cytopenie je potom 120x vyssi. Dal§im velmi ¢astym projevem u téchto pacientil je postizeni
gastrointestindlniho traktu u 24 % pacientd, s relativnim rizikem rozvoje nespecifického
sttevniho zanétu (inflammatory bowel disease; IBD) v détském veéku 80x vySSim oproti bézné

populaci. (Fischer et al. 2017)

Zvl1astni pozornost v tomto kontextu zasluhuje Evanstiv syndrom u détskych pacientt, tedy
kombinace AIHA a imunitni trombocytopenie (ITP). V nékterych ptipadech je definovan takeé
jako kombinace alespont dvou imunitné podminénych cytopenii, tedy vcetné autoimunitni
neutropenie (AIN). N&kolik studii publikovanych v poslednich letech se zaméfilo praveé na
genetické vySetfeni détskych pacientii s Evansovym syndromem. Jejich cilem bylo odhalit
moznou genetickou pfic¢inu IEI, s ohledem na rozvoj téZzkych imunitnich cytopenii v nizkém
véku. Jasn€ patogenni mutace, vysvétlujici patogenezi onemocnéni v genech, které byly
popsany jako kauzalni u IEIL, byla identifikovana u 40 % z 80 pacientli, kteti podstoupili
genetické testovani ve studii francouzského referencniho centra pro détské imunitni cytopenie
(CEREVANCE — Centre de référence des cytopénies auto-immunes de l'enfant). U dalSich 25 %
pacientil byly identifikovany mutace v genech souvisejicich s imunitnim systémem, které byly
klasifikovany jako pravdépodobné patogenni. Funkéni dopad téchto mutaci vSak nebyl
experimentalné prokazan a vysledky funk¢ni validace nebyly ve studii prezentovany (Hadjadj
etal. 2019). Podobna studie byla publikovana v letoSnim roce také italskou skupinou s vysledky
genetické analyzy cilenou NGS analyzou 315 vybranych genti popsanych v souvislosti s IET u
40 détskych pacientll s pozitivnim ndlezem patogenni varianty nebo potencidlné patogenni
varianty u 45 % pacientti (Miano et al. 2022). Podtrhuje tak vyznam genetického vySetfeni u
pacientll s imunitni cytopenii, obzvlast’ v pfipadé cytopenie ve vice liniich ¢i v kombinaci
s dalSimi autoimunitnimi projevy s nastupem ve velmi Casném véku, jejichz nemoc je Casto

refrakterni ke standardni 1é¢bé.
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2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo odhalit genetickou pfi¢inu a patogeneticky mechanismus

onemocnéni u pacientll se zdvaznou poruchou imunitniho systému nebo poruchou krvetvorby,

a tim zlepsit diagnostiku téchto pacientil. Praci je mozné rozdélit na 3 zakladni ¢asti a ukoly:

1.

Zavést vysetieni pomoci WES u détskych pacientl s podezienim na IEI nebo selhani
kostni dien¢ a nastavit jasny postup hodnoceni NGS dat a identifikovanych genetickych
variant u téchto pacientt.

Identifikovat potencidlné patogenni varianty, které nebyly diive popsany jako pfic¢ina
IEI nebo selhani krvetvorby. Navrhnout a provést validacni experimenty, které jasné
prokézou kauzalitu identifikovanych variant v patogenezi onemocnéni u konkrétnich
pacientul.

Na zéklad¢ identifikovanych genetickych variant, které byly jiz dfive popsany jako jasné
patogenni anebo byly na zéklad¢ provedenych experimentt validovany jako kauzalni
v patogenezi pacientova onemocnéni, navrhnout 1é¢bu téchto pacienti a sledovat
klinickou a laboratorni odpovéd v souvislosti s patogenetickymi mechanismy

onemocnéni.
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3. Metodika

Podrobny popis metod vySetfeni a experimentt, které byly zaméfené na odhaleni funkéniho
dopadu identifikovanych mutaci u jednotlivych pacientd, je pfiloZen v ramci publikaci, které
tvoii hlavni obsah této prace. Stru¢nou metodiku vySetieni WES a zékladni analyzy priméarnich

dat, postup hodnoceni a identifikace pravdépodobné kauzalnich variant uvadim nize.
3.1. VySetieni WES

Zékladem prezentovanych vysledkt bylo vySetieni WES, provedené u pacientii 1éCenych na
Klinice détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol nebo referovanych ke
genetickému vySetfeni do laboratofe molekularni genetiky CLIP. Sekvenace byla provedena
v této laboratofi na pfistroji NextSeq 500 (Illumina, San Diego, CA, USA) s vyuzitim kit na
piipravu sekvenacnich knihoven SureSelect XT Human All Exon V5+UTRs a V6+UTRs
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) z DNA izolované z mononuklearnich bun¢k
periferni krve nebo kostni difené. Analyza sekvenacnich dat byla provedena na serveru
laboratoie CLIP pomoci vlastniho bioinformatického postupu. Ve zkratce byly vysledné
FASTQ soubory namapovany k lidskému referenénimu genomu hgl9 pomoci Burrows-
Wheeler Aligner (Li a Durbin 2009) a varianty identifikovany s pomoci samtools (Li et al. 2009)
a VarScan 2 (Koboldt et al. 2012). K anotaci a filtrovani vyslednych variant byl vyuzivan nastroj
Ingenuity Variant Analysis (QIAGEN, Hilden, Némecko) a k jejich hodnoceni pouzivana
individualni kritéria hloubky pokryti, kvality a alelické frekvence, frekvence variant v populaci
a virtualni panely gent pro jednotlivé pacienty v zavislosti na jejich onemocnéni a souvisejicich
fenotypickych projevech (Obrazek 1). Pfitomnost jednotlivych variant a frekvence vyskytu
v bézné populaci byla posouzena na zakladé databaze gnomAD (Karczewski et al. 2020). In
silico predikce funk¢éniho dopadu a patogenicity jednotlivych variant byla posuzovana primarné
na zakladé¢ Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) skore (Kircher et al. 2014)
spolu s nastroji PolyPhen-2 (Adzhubei et al. 2013) a SIFT (Kumar et al. 2009) pro hodnoceni
dopadu missense variant. Varianty, které maji dopad na sestfih pre-mRNA, byly hodnoceny
pomoci nastroje MaxEntScan (Yeo a Burge 2004). Hodnoceni variant a jejich klasifikace byla
posuzovana na zaklad¢é doporuceni American College of Medical Genetics and Genomics and
the Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP) (Richards et al. 2015). Prioritu pfi

analyze mély varianty v genech jiz popsanych v souvislosti s IEI (Tangye et al. 2020), nebo ty,
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které byly identifikovany jako jasn¢ patogenni s pomoci dostupnych databazi publikovanych
mutaci - The Human Gene Mutation Database (HGMD Professional, QIAGEN, Hilden,
Némecko) nebo Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM (McKusick-Nathans Institute of
Genetic Medicine, Johns Hopkins University Baltimore, MD, USA).

~ 200 000 variant
Vérohodnost vysledkl sekvenace Hloubka pokryti, kvalita
Béiné varianty v populaci < 1-3% v populacnich databdzich

ExXAC, GhomAD
Filtrace vysoce variabilnich gent

Vliv na funkci proteinu
Nesynonymni mutace
Evolucné konzervované oblasti
~ 100-1 000 ot
Predikcni nastroje in-silico
(SIFT, PolyPhen-2, CADD)

Biologicky kontext
Geny popsané s fenotypem
Ci ve stejné signalni drdze
yvirtudlni panel”

~1-10 variant

Obrazek 1. Schéma postupu filtrovani genetickych variant identifikovanych pomoci WES u

jednoho pacienta s pfibliznymi pocty oCekavanych variant v jednotlivych krocich analyzy.

(Svaton, XIV. Pediatricky kongres, Olomouc, 26. 9. 2019)

Pro predikci variability v poc¢tu kopii (copy number variation;, CNV) z WES dat byl pouzit
nastroj CNVKkit (Talevich et al. 2016) a jako reference k normalizaci pokryti byl pouzit ndhodny

soubor né€kolika pacientli sekvenovanych z knihoven pfipravenych stejnym kitem.
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4. Vysledky

Ditive citované prace provedené na podobnych souborech pacientti uvadeji vysledky rozdélené
do dvou hlavnich skupin: pozitivni molekuldrni nalez a negativni vysledek genetického
vySetieni, aniz by se podrobné vyjadtily k funkénimu dopadu variant nejasného vyznamu nebo
pravdépodobné patogennich variant, které nebyly diive popsany (Hadjadj et al. 2019; Miano et
al. 2022). Podrobnéjsi rozdéleni vysledkii v souboru pacientt s IEI z 278 rodin pomoci WES
(Stray-Pedersen et al. 2017) bylo vzorem k rozdé€leni naSich vysledki do 4 hlavnich kategorii.
Jasna molekularni diagnéza, tedy identifikace patogenni varianty, kterd byla jiz dfive popsana
jako kauzalni u pacienti s odpovidajicim fenotypem a vysvétluje tak pfi¢inu onemocnéni
(kategorie A). Druhou kategorii tvoii ptipady s identifikovanou genetickou variantou, u které
byla popsana souvislost s vyS§Sim rizikem autoimunitniho onemocnéni nebo imunitni
dysregulace, ale jeji frekvence v bézné populaci je vyssi nez predpokladand prevalence daného
onemocnéni. Jednd se tedy o rizikovy faktor, ktery mlze mit vliv na fenotyp pacienta a
v kombinaci s dalSimi vlivy ovlivnit rozvoj klinickych ptiznaki. Nejde vSak o klasicky piipad
monogenn¢ dédicného onemocnéni. Do této kategorie fadime i patogenni heterozygotni varianty
v genech zpisobujici AR onemocnéni, které samy o sobé nevysvétluji fenotyp pacienta

(kategorie B).

Hlavni skupinu, na kterou se zaméiuji v této praci, jsou potom nové varianty v genech
podminujicich IEI, které nebyly diive popsdny v souvislosti s danym onemocnénim nebo
potencidln¢ patogenni varianty v genech, u nichz dosud nebyla popséna kauzalni vazba
s monogenné¢ dédi€nym onemocnénim, ale hraji dulezitou roli ve vyvoji imunitniho systému
anebo krvetvorbé. Uzavieni vysledku v takovém piipadé vyzaduje jasné funkéni potvrzeni

patogenniho dopadu mutace, které objasniuje fenotyp pacienta (kategorie C).

Velkou c¢ast vysledkii potom tvofi pacienti, u nichz nebylo mozné identifikovat molekularné
genetickou pfi¢inu onemocnéni (kategorie D) — at’ uz v disledku biologické pficiny anebo
zvolené metodiky. Znalost molekuldrni patogeneze onemocnéni pacientl je kliCova pro vybér
vhodné terapie, at’ uz je jim jasna indikace k HSCT anebo spravny vybér cilené 1écby. Kromé
pifimého dopadu na samotné pacienty je identifikace patogennich variant diilezitd pro v€asné
odhaleni onemocnéni u dalSich ¢lent rodiny, ktefi do t¢ doby nemuseli rozvinout piiznaky

onemocnéni, 1 pro dalsi genetické poradenstvi.
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4.1. Vysledky vySetfeni WES u pacientii s poruchou imunity a krvetvorby

Jako struény piehled typickych vysledkt WES vysetifeni uvadim pribéznou statistiku 222
pacientl vySetifenych pro podezieni na IEI, vrozenou poruchu krvetvorby nebo nejasny syndrom
imunitni dysregulace v nasi laboratoii do r. 2019 (Obrazek 2). Publikace zaméfena na vybér
pacientii s Evansovym syndromem je v pfipravé. U vsech téchto pacientii byla jasna
molekularni pfic¢ina (kat. A) identifikovana u 25 % pacientii. Kromé typickych ptipadi SCID
s mutacemi /L2RG, IL7R a familiarni hemofagocytujici lymfohistiocyt6zou (HLH) na podklade
mutaci PRFI, UNCI3D jsme identifikovali pacienty se syndromy imunitni dysregulace na
podkladé typickych mutaci CTLA4, LRBA, STAT3, PIK3CD.

Uzaviena molekularni
diagnéza — dusledky pro
Iécbu nebo poradenstvi

Bez relevantniho
nalezu

56% 9%

Nové identifikované mutace
vyZadujici funk¢ni potvrzeni

Obrazek 2. Prehled vysledktt WES u pacientii s podezienim na IEI nebo vrozenou poruchu

krvetvorby (Svaton, XIV. Pediatricky kongres, Olomouc, 26. 9. 2019).

Mezi piipady z kategorie B se fadi 10 % pacientl s genetickou variantou, ktera miize mit vliv
na rozvoj onemocnéni, ale nejednd se o monogenné¢ podminéné onemocnéni, jsou typické
varianty v genech kodujicich receptory pro cytokiny TNF (tumor necrosis factor) superrodiny
— TNFRSF13B (také Transmembrane activator and CAML interactor; TACI) a TNFRSF13C
(také B-cell activating factor receptor; BAFFR). ACkoliv jsou popsané varianty identifikované
také u naSich pacientli pfitomny 1 u zdravych jedinct a vyskytuji se v bézné populaci, jejich

populacni alelicka frekvence je pod 1 % a jsou asociovany s béznou variabilni imunodeficienci
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(common variable immunodeficiency; CVID) a spojeny také s vyskytem autoimunitnich
komplikaci v€etné imunitnich cytopenii u téchto pacienti (Salzer et al. 2005; Warnatz et al.

2009).

vvvvvv

WES identifikovat nové, diive nepopsané varianty v genech spojenych s vyvojem imunitniho
systému anebo krvetvorbou. Tyto vysledky umoznily plnéni druhého cile této prace, a to
konkrétné navrzeni experimentli, které by umoznily potvrdit kauzalni roli identifikovanych
variant v rozvoji onemocnéni a objasnit jeho patogenetické mechanismy a moznosti cilené
terapie. Téchto vysledkii se podafilo dosdhnout u 9 % vSech pacientli a jsou podkladem

vzniklych publikaci, které jsou podrobné popsany v této disertacni praci.

U pacienttl, jejichz genetické vySetfeni nevedlo k identifikaci patogenni varianty (kat. D), je
mozné predpokladat, Ze onemocnéni neni zptisobeno geneticky nebo jeho genetickou pficinu
neni mozné odhalit. Mutace mohou byt v oblastech intronti, které nejsou v NGS knihovnach pro
WES pokryty nebo se nachazi v genech, jejichz funkce v souvislosti s imunitnim systémem stale
nebyla dobfe popsana a nepodatilo se je identifikovat v procesu filtrace variant. Z tohoto diivodu
je vhodné neuzaviené vysledky NGS vysetteni u takovych pacientl s odstupem ¢asu znovu
analyzovat v kontextu nové publikovanych ptipadii IEI a nové popsanych genii v jejich

patogenezi.
4.2. Nové identifikované mutace a projevy onemocnéni

Podrobné vysledky, prezentované v této disertacni praci, tvoii publikace vzniklé na zakladé
vysledkt kategorie C, u nichz se pomoci validacnich experimentli podafilo prokazat kauzalni

vyznam nov¢ identifikovanych mutaci.
4.2.1. Imunitni cytopenie na podkladé mutace genu STAT3

Sediva H. et al. Short Stature in a Boy with Multiple Early-Onset Autoimmune Conditions due
to a STAT3 Activating Mutation: Could Intracellular Growth Hormone Signalling Be
Compromised? Hormone Research in Paediatrics, 2017;88(2), 160—166.

(viz Priloha 1)
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Vysledkem vySetfeni pacientt, které spojovaly cytopenie n€kolika linii a lymfoproliferace, a u
nichz bylo vyznamné podezieni na IEI, byla identifikace nové mutace v genu STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), ktery hraje vyznamnou roli v aktivaci a vyvoji
lymfocyti. Mutace v tomto genu vedouci ke ztraté jeho funkce byly popsany jako pfi¢ina AD
Hyper-IgE syndromu (Minegishi et al. 2007), ktery byl znamy jiz n¢kolik desitek let. Teprve
v nedavné dobé byly popsany také aktivacni mutace, které vedou k odlisSnému fenotypu a
zpusobuji u pacientll autoimunitni onemocnéni, lymfoproliferaci a imunitni cytopenie (Milner

et al. 2015).

V uvedené publikaci je popsana kasuistika chlapce s vyznamnou lymfoproliferaci, autoimunitni
tyreoiditidou, diabetem mellitem 1. typu, poruchou ristu a vyznamnymi rekurentnimi atakami
ITP od 4. roku zivota spojenymi s rozvojem AIN v 6. roce véku. Rozvoj bicytopenie vedl
k indikaci HSCT, jejimz komplikacim v podobé adenovirové infekce bohuzel podlehl.
Vysetfeni WES u tohoto pacienta odhalilo mutaci c.2144C>T vedouci k zaméné aminokyseliny
p.Pro715Leu v blizkosti diive popsané patogenni aktivaéni mutace p.Thr716Met (Milner et al.
2015). Jelikoz tato mutace lezi na hranici exonu 22 a intronu, vede také k alternativnimu sestiihu
pre-mRNA. Stejnd mutace byla identifikovana také u druhé pacientky vySetfované v ramci
naseho souboru, kterd trpéla od narozeni poruchou ristu. Od 1. roku Zzivota se u ni potom
postupné rozvinula vyznamna hepatosplenomegalie, lymfoproliferace a chronické ITP a AIHA

vyzadujici imunosupresivni terapii.

Aktivaéni mutace v genu STAT3 vedou k inhibici STAT1 a STATS signalizace v disledku
zpétné inhibice regulatoru STAT této signalizace, proteinu SOCS3 (Suppressor of cytokine
signaling 3). Zvysend exprese genu SOCS3 byla v nasi studii vyuzita také k priikazu funkéniho
dopadu identifikované mutace, stejné¢ tak jako snizena aktivace STATI1 po stimulaci
T-lymfocyti interferonem (IFN) y a pfedevSim snizend fosforylace STATS v odpovédi na
stimulaci interleukinem 27 po prestimulaci interleukinem 6. Pravé snizena schopnost STATS
signalizace je vysvétlenim ristové poruchy u naSich 2 pacienti odpovidajici dfive popsanym

ptipadiim vrozené¢ho STATSDb deficitu (Kofoed et al. 2003).

Vysledkem této publikace byla identifikace nové aktivacni mutace genu STA73 u dvou pacienta
s AD syndromem multisystémového autoimunitniho onemocnéni (OMIM #615952). Imunitni

cytopenie jsou vyznamnym piiznakem pacientl stimto syndromem. Vedle nich je ale také
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vyznamnd porucha rlstu, kterd mize byt v nékterych pfipadech uspésné léCena pomoci
ristového hormonu. Proto je dulezitd ¢asna diagnostika téchto pacientli a nastaveni optimalni
terapie. Vzhledem k faktu, Ze mutace tohoto genu mohou vést i ke ztraté jeho funkce a syndromu
s odliSnymi projevy a imunofenotypem, je kromé genetického vySetfeni v diagnostice téchto
pacientt klicova také pritokova cytometrie a funkéni testy provedené na primarnich bunikach

pacientd.
4.2.2. Vrozena megaloblasticka anémie v disledku poruchy transportu folatu

Svaton M., Skvarova Kramarzova K. et al. A homozygous deletion in the SLC/941 gene as a
cause of folate-dependent recurrent megaloblastic anemia. Blood, 2020;135(26), 2427-2431.
(viz Priloha 2)

Uvedena prace popisuje prvni piipad t€zké megaloblastick¢ anémie v disledku AR vrozené
poruchy genu SLC19A41 u Clovéka. Tento gen koduje transportér redukovaného folatu (reduced
folate carrier; RFC), ktery je jednim z hlavnich transportérii foldtu u savcl a je exprimovan
pfedevs§im v buiikach placenty, jater, a kostni dfené (Whetstine et al. 2002). Jeho vyznam
v krvetvorbé u savci byl uz diive demonstrovan studii mysiho knock-out (KO) modelu, v némz
uplny deficit tohoto transportéru vedl k embryonalni letalité¢ s ndpadnou absenci krvetvorby
(Zhao et al. 2001). Tato studie byla zdkladem hypotézy o kauzalité¢ nalezené mutace
v patogenezi pacientova onemocnéni. DalSimi transportéry folatu u ¢loveéka jsou protonove
vazany folatovy transportér (protein-coupled folate transporter; PCFT), jez je kddovan genem
SLC46A1 aje zodpovédny predevsim za absorpci folatu z potravy ve stievé. Mutace v ném byly
popsany jako pficina AR malabsorpce folatu, ktera se u clovéka projevuje velmi ¢asné, a to jiz
v prvnich mésicich Zivota priijmy, neurologickym postizenim, ale také megaloblastickou anémii
a poruchou imunity. V dasledku snizené absorpce maji tito pacienti nizkou hladinu folatu v séru
a cerebrospindlni tekutiné (Qiu et al. 2006). DalSimi transportéry folatu, které se odlisSuji
predevsim specifickou tkanovou expresi, jsou folatové receptory (folate receptor; FR) alfa, beta
a gamma, kodované geny FOLRI-3. Jako pfi¢ina monogenné podminéného onemocnéni byly u
clovéka popsany pouze mutace v genu FOLRI, ktery koduje FRa umoziujici transport folatu
predev§im do centralni nervové soustavy. AR onemocnéni v disledku mutaci FOLRI se u
pacientli projevuje v prvnich letech Zivota zdvaznym neurodegenerativnim postizenim

s psychomotorickou retardaci a epileptickymi zachvaty (Steinfeld et al. 2009).
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Nami vySetfovany pacient byl poprvé hospitalizovan v 15 letech s t€Zkou anemii (Hb 50 g/), s
obrazem poruchy vyzravani erytroidni linie v kostni dfeni s cetnymi megaloblasty a
dyserytropoetickymi zménami. Pacient mél zvySenou sérovou hladinu bilirubinu (34 pmol/l) a
homocysteinu (34.7 umol/lI). Mezi hlavni pfiCiny v diferencidlni diagnostice megaloblastické
anémie v tomto veéku patii predev§im nedostatek vitaminu B12 nebo folatu. Jelikoz sérové
hladiny folatu byly u tohoto pacienta v normdlnim rozmezi (10.7 nmol/l), zatimco naopak
hladina vitaminu B12 byla sniZzena (138 ng/l; velmi pravdépodobné kompenzacn¢), byl jako
hlavni pfi¢ina pacientovy anémie piedpokladdn nedostatek vitaminu B12. Spravna diagnéza
byla stanovena az po odhaleni homozygotni in-frame delece c.634 636delTTC v genu
SLC19A41, ktera vede k deleci fenylalaninu (p.F212del) ve vysoce konzervované doméné RFC
(Liu et al. 2003).

Cilem publikované prace bylo prokédzat kauzalni roli této mutace v onemocnéni pacienta a
snizenou schopnost mutovaného RFC transportovat folat do bunék kostni diené pacienta. RFC
ma vysokou afinitu k redukovanym formam folatu, ale kromé nich transportuje také analoga
folatu, napt. metotrexat (MTX) (Dixon et al. 1994). Somatické mutace SLC19A41 vedouci ke
ztraté tohoto transportéru byly popsany jako mechanismus resistence k 1é¢bé MTX naptiklad u
akutni lymfoblastické leukémie a resistentnich bunéénych linii (Zhao et al. 1999). V této studii
byl vyuzit radioaktivng znaceny ([PH]MTX), abychom mohli porovnat rychlost transportu do
bunék mezi wild-type klonem K562 bunécné linie a klonem s homozygotni mutaci SLC1941
p.F212del (SLC19A41MYT), ktery byl ptipraven pomoci genové editace systémem CRISPR/Cas9.
Stejné tak byly ptipravené klony nesouci pacientovu mutaci v heterozygotnim stavu a klony

s uplnym KO genu SLC1941.

Oproti SLC19A41VT klonu K562 bunééné linie jsme u U SLCI1941MYT klonu pii dlouhodobé
kultivaci pozorovali také zvySenou rezistenci k fadové vysSim koncentracim. Rezistence
SLCI19A41%° byla jests vyrazné vyssi, coz dokazuje snizenou kapacitu mutovaného RFC pro
transport MTX, ale ne Gplnou ztratu jeho funkce. V builkéch kostni dfené pacienta jsme také
prokézali zvySenou expresi genl jinych transportérti foldtu proti zdravym kontrolam —
piedev§im SLC46A1 a FOLR?2, jejichz afinita k redukovanému folatu je nizsi a tato kompenzace
tedy nestacila dlouhodobé pokryt naroky na transport foldtu do hematopoetickych buné¢k

pacienta.
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Kauzalni 1é¢ba pacienta farmakologickymi davkami kyseliny listové, ktera vyuziva k transportu
do bunék jinych mechanismil, vedla k normalizaci klinického stavu pacienta i jeho laboratornich
nalezi béhem pouhého jednoho mésice. Tato publikace popisuje prvni piipad vrozeného
deficitu transportu redukovaného folatu u ¢lovéka v disledku mutace v genu SLC1941, jehoz
hlavnim projevem je tézka megaloblasticka anémie (OMIM #601775) a zaroven popisuje velmi

jednoduchou a efektivni dlouhodobou 1écbu tohoto onemocnéni.
4.2.3. Hydrops fetalis a téZka hereditarni sferocytéza

Svaton M. et al. Hydrops fetalis and failure of hematopoietic stem cell transplantation — A long
route to the diagnosis of SPTAI-associated hereditary spherocytosis. Blood Cells Mol Dis.
2022;Jul;95:102664.

(viz Priloha 3)

Kasuistika pacientky se zavaznou vrozenou anémii popisuje dalsi zpiipadi velice
komplikované diagnostiky, kterd mohla byt uzaviena pouze diky WES, jez odhalilo 2 nové
synonymni mutace v genu SPTA 1, kdédujicim spektrin a, ktery je soucasti membrany erytrocytu.
Mutace tohoto genu podminiuji vzacnou, AR formu hereditarni sferocytozy (HS), ¢i AD
hereditarni eliptocytozu. Pacienti trpici timto onemocnénim zpravidla profituji ze splenektomie,
kterda vede k vyznamnému prodlouzeni doby zivotnosti a cirkulace erytrocyti s fragilni
membranou, a tim ke stabilizaci klinického stavu. Ve vzacnych ptipadech tézké AR HS
zpusobené uplnym anebo téméet uplnym deficitem spektrinu o, je membrana erytrocytti natolik
nestabilni, ze dochazi k rozpadu retikulocytli 1 po splenektomii a pacienti jsou tak dozivotné
zavisli na transfizich erytrocytli, nebo je u nich nutnd HSCT. Tito pacienti vétSinou trpi
zavaznou anémii se spojenymi komplikacemi jiz in utero, ktera vede k hydropsu plodu (Chonat

et al. 2019).

Pacientka trpéla velmi tézkou anémii (Hb 37 g/l) s obrazem fetdlni erytroblastéozy a velmi
nizkou retikulocytémii (0.06 %). Vyznamnd hyperplazie erytroidni fady v kostni dfeni,
zpiisobend rapidnim rozpadem erytrocytl jiz v rannych stadiich a spojené morfologické zmény
erytroidnich prekurzort (megaloblasty, dvoujaderné erytroblasty, nepravidelnost jader, Howell-
Jollyho tcliska) odpovidal vramci diferencidlni diagnostiky obrazu kongenitalni
dyserytropoetické anémie (congenital dyserythropoietic anemia; CDA) typu II. Vzhledem

k z&vaznosti anémie byla pacientka zavisld na transfuzich erytrocytd ve velmi kratkych
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intervalech 2-3 tydni, coz spolu s vysokou fragilitou jejich vlastnich erytrocyti zasadné
komplikovalo laboratorni diagnostiku. Vysetfeni erytrocytarni membrany pomoci pritokové
cytometrie vyuzivajici barveni eosin-5'-maleimidem (EMA test), deformability erytrocyta
pomoci ektacytometrického vySetfeni s osmotickym gradientem ani SDS-PAGE vysetieni
nepiinesly specifické vysledky pro HS, jelikoz interval mezi transfizemi nikdy nepiesahl 8
tydnd. Ve 3. roce Zivota pacientka podstoupila HSCT s dobrym post-transplantacnim pribéhem
bez zavaznych Casnych komplikaci. Nicméné po 3 meésicich od transplantace u ni doslo
k pozdnimu selhani $tépu a obnoveni autologni krvetvorby. Splenektomie méla efekt mirného
prodlouzeni intervalu mezi transfizemi a zvySeni retikulocytémie, nikoliv vSak kurativni, jak je

tomu u velké ¢asti pacientti s HS (Chonat et al. 2019).

Pro funkéni potvrzeni dopadu obou mutaci na sestfih pre-mRNA genu SPTAI, ktery je
exprimovan pouze béhem vyvoje erytrocytti (Wolgast et al. 2011) jsme se rozhodli separovat
casné retikulocyty pomoci FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) z periferni krve
pacientky v dobé pied transfuzi, kdy byl jejich podil nejvyssi. Z téchto bunék byla potom
izolovana RNA a po reverzni transkripci jsme vyuzili specificky navrzenych PCR primera
k ptipravé amplikonovych NGS knihoven pro analyzu sestiihu pre-mRNA piimo v postizenych
bunkach pacientky. Bioinformatickd analyza sekvena¢nich dat potvrdila vznik novych
sestithovych mist v diisledku obou mutaci, které vedly k retenci ¢asti intronu a posunu ¢teciho
ramce nebo preskoCeni celého exonu 13. V pfipadé obou mutaci vedla k témet uplné
neptitomnosti spravné sesttizenych transkripti SPTA (ty jsme detekovali pouze na urovni 3 %

sekvenovanych amplikontl), a tedy funkéniho proteinu spectrinu a.

Ackoliv HSCT v piipadé této pacientky bohuzel selhala a splenektomie vedla pouze k ¢astecné
upravé onemocnéni, vysvétleni genetické pfi¢iny vedlo alesponi k uzavieni této diagnostické

odysey a potvrzeni spravnosti zvoleného terapeutického postupu.
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4.2.4. Chronicka autoimunitni hemolytickd anémie na podkladé imunitni dysregulace

Fejtkova M. et al. TLR8/TLR7 dysregulation due to a novel TLR8 mutation causes severe
autoimmune hemolytic anemia and autoinflammation in identical twins. Am J Hematol. 2022
Mar 1;97(3):338-351.

(viz Priloha 4)

Novym popisem klinické jednotky monogenné podminéného syndromu imunitni dysregulace
s lymfoproliferaci a chronickou AIHA byla studie dvou jednovaje¢nych dvojcat s napadné
podobnym priibéhem onemocnéni nastupujicim od 2. roku zivota. Chronicka AIHA, kterd byla
refrakterni ke vSem standardnim liniim 1é€by (kortikosteroidy, azathioprin, rituximab), byla
hlavnim projevem u obou bratril a stabilizace projevlii anémie bylo docileno az nasazenim
sirolimu. Pfetrvavajici autoinflammatorni projevy vSak vyzadovaly dlouhodobou I1écbu
nesteroidnimi antiflogistiky (non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) a progrese
nasazeni anti-TNF-o 1écby a MTX, bez dlouhodobého efektu. Postupny rozvoj onemocnéni
pripominajici systémovy lupus erythematodes (SLE-like onemocnéni) a CNS vaskulitidy, ktera

vedla k nahlé hemoragické cévni mozkové piihod¢, byly diivodem k HSCT tohoto pacienta.

Pomoci WES jsme identifikovali variantu c.1715G>T (NM_138636) v genu kodujicim Toll-
like receptor 8 (TLR8) vedouci k substituci aminokyseliny p.Gly572Val. TLRS patii mezi tzv.
receptory pro alarminy (pattern recognition receptors; PRRs), které slouzi k detekci struktur
patogennich mikroorganismt v lidském organismu, v ptipad¢ TLRS jde o jednovlaknovou RNA
(single-stranded RNA; ssRNA) virti a bakterii. Tento receptor je exprimovan endosomalné
pfedevs§im v monocytech a makrofazich a jeho aktivace vede k silné aktivaci NF-kB signalni
drahy a produkci prozanétlivych cytokinti — IFN typu I (de Marcken et al. 2019). ZvySena
prozanétliva aktivita u obou pacientl a prilomové zhorSeni klinickych projevli v navaznosti na
gastrointestindlni ¢i respiracni infekty néds vedly k hypotéze, Ze se jedna o patogenni mutaci,

ktera je hlavni pfic¢inou jejich autoimunitniho a autoinflamatorniho onemocnéni.

Velky vyznam pro hodnoceni nalezené varianty ve vztahu k onemocnéni, ale také adekvatni

volb¢ 1écebnych postupli bylo navazani zahranicni spoluprace diky platformé GeneMatcher,

ktera spojuje vyzkumné tymy vySetiujici stejné geny jako potenciadlné kauzalni u pacientt

s podobnymi fenotypickymi projevy (Sobreira et al. 2015). Diky této spolupraci jsme mohli
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najit nékolik pacientl s podobnymi projevy imunitni dysregulace, lymfoproliferace a cytopeni,
u nichz byly identifikovany somatické mutace 7LRS. Spolecnd konzultace pacienti nam
umoznila vyménu zkuSenosti s jejich 1é€bou a sdileni navrhl a vysledkii experimentt, které

vedly k odhaleni patogenetickych mechanismt tohoto onemocnéni (Aluri et al. 2021).

Signalizace TLR8 a fylogeneticky pifibuzného TLR7 je v bunikdch imunitniho systému uzce
spjata a oba receptory jsou vzijemné regulovany. V disledku identifikované mutace byla
regulace narusena ve prospéch TLR7-mediované signalizace. V nasi studii jsme demonstrovali,
7e mutovany protein TLR8%7?Y reaguje na ligandy specifické pro TLRS v niz§ich koncentracich
nez TLRWT. Zaroven je zkfizené& aktivovan ligandy, které jsou specifické pro TLR7. Exprese
TLR8%7V v primarnich pacientskych burikich, ale i transientng transfekovanych bunéénych
liniich HEK293(T) je snizen4 oproti TLR8WT a je rychleji degradovan. Ko-exprese mutovaného
TLR8%7Y spolu s TLR7 v bunééné linii HEK-Blue nevede ke stejné schopnosti regulace
TLR7-mediované odpovédi jako v ptipadé ko-exprese TLR8WT. Tyto vysledky potvrdily nasi
hypotézu patogenetického mechanismu onemocnéni na zaklad¢ dysregulace TLR7/TLRS8
rovnovahy v disledku 7LR8 mutace. Objasnéni tohoto patogenetického mechanismu vedlo také
k nasazeni hydroxychlorochinu v 1é¢bé netransplantovaného bratra s cilem inhibovat TLR7
signalizaci (Schrezenmeier a Dérner 2020). Tento zptsob 1écby vedl k dobré klinické odpovédi
a umoznil postupnou redukci kortikosteroidii vjeho 1écbe, a stabilizaci onemocnéni

v kombinaci s dlouhodobou 1é¢bou sirolimem.

Tato studie byla prvnim popsanym pifipadem vrozené X-vazané vrozené poruchy imunity
s autoimunitnimi a autoinflamatornimi projevy na podkladé mutace genu 7LRS (OMIM
#301078). Soucasn¢ také popsala vedle uspésné HSCT u jednoho z bratrli, novou modalitu

imunosupresivni 1é¢by u druhého z nich, ktera vedla k dlouhodobé stabilizaci onemocnéni.
4.2.5. Imunodeficience na podkladé nové mutace SAMDY

Formankova, R, et al. Novel SAMD9 Mutation in a Patient With Immunodeficiency,
Neutropenia, Impaired Anti-CMV Response, and Severe Gastrointestinal Involvement.

Frontiers in Immunology. 2019;10(September), 1-8.

(viz Priloha 5)
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V nedavné dobé byly popsany heterozygotni aktivaéni mutace genu SAMDY jako pricina
syndromu MIRAGE (Myelodysplazie, Infekce, Rustova restrikce, Adrenalni hypoplézie,
Genitalni abnormality a Enteropatie). Patogenetickym mechanismem tohoto syndromu je
zvysena aktivace SAMD9, ktery inhibuje rast bunék. U tohoto syndromu byl poprvé popsan
mechanismus adaptace bun¢k pomoci aneuploidie u ¢lovéka — 2 pacienti popsani v této studii
vyvinuli myelodysplasticky syndrom v dasledku monosomie chromosomu 7, na kterém se
nachazi gen SAMDY. Bunky, u nichz doslo ke ztrat¢ chromosomu 7 nesouciho mutovanou alelu

genu, ziskaly selekéni vyhodu oproti buiikam, jejichz rist byl inhibovan (Narumi et al. 2016).

Néami publikovana kasuistika popisovala pacienta narozeného predcasné v 33. gestacnim tydnu
se zavaznou generalizovanou cytomegalovirovou (CMYV) infekei. Vyznamnymi projevy
onemocnéni u tohoto pacienta byly také enteropatie a porucha polykani a Casté zadvazné infekce.
Od 6. mésice zivota trpél zavaznou neutropenii a postupné vyvinul monosomii chromosomu 7.
HSCT u pacienta vedla k resoluci jeho hematologického postizeni, bohuzel ale i ptesto v 2. roce

od transplantace podlehl dal$im symptomim tohoto onemocnéni a sepsi.

V dobé vySetiovani tohoto pacienta nebyl syndrom MIRAGE popsan a patogenni variantu
v genu SAMD?9 se podafilo identifikovat az po jeho popséani v roce 2016, kdy byla data z WES
znovu analyzovana. Mutace ¢.2471G>A (NM_017654.4) identifikovana u tohoto pacienta vede
k zdméné aminokyseliny p.R824Q a je vétSinou nastrojii zamétenych na in silico predikci

dopadu na funkeci proteinu charakterizovana jako pravdépodobné benigni.
4.2.6. Imunitni dysregulace v diisledku narusené signalizace NOD2

Parackova Z et al., Novel XIAP mutation causing enhanced spontaneous apoptosis and
disturbed NOD?2 signalling in a patient with atypical adult-onset Crohn‘s disease. Cell Death
Dis. 2020 Jun 8;11(6):430.

(viz Priloha 6)

Parackova Z et al.,, Mutual alteration of NOD2-associated Blau syndrome and IFNyRI1
deficiency. J Clin Immunol. 2020 Jan;40(1):165-178.
(viz Priloha 7)
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Publikace dvou kasuistik pacientli se zdvaznym postizenim imunitniho systému spojuje
dysregulace signalizace proteinu NOD2. Tento protein patii také mezi PRRs a hraje dilezitou
roli pfedevsim v detekci bakterialnich patogenti. Mutace genu NOD?2 byly popséany v souvislosti
s AD Blauovym syndromem (OMIM #186580) — kombinaci granulomatdzni artritidy, uveitidy
a dermatitidy (Blau 1985; Miceli-Richard et al. 2001). V prvni studii jsme popsali piipad
pacientky, u niz jsme pomoci WES identifikovali kombinaci dvou heterozygotnich mutaci:
mutace ¢.2264C>T v genu NOD2 (NM 022162.2), kterd vede k zdméné aminokyseliny
p-A755V a delece 4 nukleotidii ¢.819 822delTAAT v genu IFNGRI (NM_000416.2). Obé tyto
mutace byly diive popsany u pacientt s Blauovym syndromem — NOD27>*V (Rose et al. 2015)
a pacienti s AD formou deficience receptoru pro IFNy (IMD27B; OMIM #615978) —
IFNGRI8'3%% (Jouanguy et al. 1999). Kombinace obou mutaci u této pacientky vedly
v disledku vzajemné interakce k unikdtnimu fenotypu Blauova syndromu s porusenou IFNy
signalizaci a nadchylnosti k mykobakteridlni infekci, kterd se projevila jiz v 6 tydnech Zivota po
aplikaci BCG (bacillus Calmette-Guérin) vakciny. Segregacni analyza rodiny ukézala, Ze
patogenni varianty v obou genech zdédila pacientka od své matky, ktera netrpéla Zadnymi
symptomy onemocnéni a neméla v détstvi zddnou nezadouci reakci na BCG vakcinu. Tento
paradox ukazuje na neuplnou penetranci identifikovanych mutaci a pravdépodobnou existenci
dalsich faktori a modifikatorii v rozvoji onemocnéni, které nebylo mozné objasnit. Provedené
funk¢ni testy ukdzaly u této pacientky alterace v signalizaci NOD2 i IFNy a jeji klinicky stav a

laboratorni markery velmi dobte odpovédély na lécbu MTX.

Druhym ptipadem byl pacient s IBD, jez se rozvinul v obdobi adolescence a rekurentni HLH,
jejiz ataky nastupovaly v navaznosti na virové infekce (napf. v souvislosti s infekei virem
Epsteina-Barrové). Pomoci WES jsme u tohoto pacienta identifikovali diive nepopsanou mutaci
v genu XIAP c.266delA vedouci k posunu cteciho ramce a piedCasnému stop kodonu
p-Asn89fs*41. Dusledkem této mutace je Uplnd absence funkcniho proteinu. Mutace tohoto
genu jsou popsané jako pricina X-vézaného lymfoproliferativniho syndromu-2 (X-linked
lymphoproliferative syndrome 2; XLP2), pro n¢jz jsou typické projevy IBD a HLH ve velmi
casném veéku a zvysSena sensitivita k apoptdze u T-lymfocyti, kterou jsme pozorovali také u
naSeho pacienta. V souvislosti s rozvojem IBD u pacientti s XLP2 byl v nedavné dob¢ popsan
vyznam role C-terminalni RING (Really Interesting New Gene) domény jako ubiquitin ligazy
klicové v NOD1/2 signalizaci (Damgaard et al. 2013).
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5. Diskuse

Cilem mé prace bylo posoudit moznost vyuziti WES u pacientii s podezienim na poruchu
imunity nebo krvetvorby. Vzhledem k jejich nizkému véku v dobé nastupu onemocnéni a jeho
zdvaznému pribéhu, Casto refrakternimu k nékolika liniim standardni 1écby, je u nich
pravdépodobné vrozend pri¢ina. Ve srovnani s podobnymi soubory pacientli, u nichz byla
vyuzita diagnostika pomoci NGS a vysledky byly rozd€leny do dvou hlavnich skupin
pozitivniho ¢i negativniho genetického nalezu (Hadjad;j et al. 2019; Miano et al. 2022), navrhl
jsem podrobng;jsi rozdé€leni vysledkl do Ctyt kategorii — kromé jasného nélezu patogenni mutace
(kat. A) a negativnich vysledki (kat. D) také na vysledky jejichZ interpretace je komplikovana
a mutace samy o sob¢ nevysvétluji fenotyp pacienta, v némz mohou hrat roli dalsi faktory

(kat. B) anebo vyzaduji experimentalni validaci (kat. C).

Prvnim krokem diagnostiky pomoci WES je filtrace variant z NGS dat. Vzhledem k poctu
detekovanych variant v fadech statisicti u kazdého pacienta (s odchylkami v zavislosti na
zvolené metod¢ ptipravy knihoven, kvalit¢ DNA, NGS knihovny a sekvena¢niho béhu) je pro
spravnou identifikaci kauzalni varianty kliCové nastaveni optimalnich filtracnich kritérii a
individualni hodnoceni kazdého pacienta. V mnoha pfiipadech zlstavaji mezi vyslednymi
variantami 1 po filtraci artefakty vzniklé pfi pfipravé knihovny, sekvenaci anebo v disledku
bioinformatického zpracovani primarnich dat. K jejich automatické eliminaci pii analyze by
bylo vhodné vyuzit tzv. in-house databaze variant, které se opakuji ve vysledcich pacienti
sekvenovanych a analyzovanych stejnym postupem. Tu se bohuzel v pribéhu mé prace
nepodafilo vytvofit. Nicméné diky ziskanym zkuSenostem a moZznosti porovnavat pribézné
nezavislé vysledky mnoha pacientli bylo mozné naucit se tyto artefakty rychle a efektivné
eliminovat. V tomto kontextu je dle mého nazoru vyhodné, aby byla NGS data jednotlivych
pacientl analyzovana odborniky, kteti se dlouhodobé soustfedi na problematiku urcité¢ho typu
onemocnéni a jsou tak 1épe schopni zaméfit se na nékolik stovek gentl, které mohou byt jeho

pric¢inou.

U vétSiny pacientt, u kterych se podafilo identifikovat genetickou pfi¢inu onemocnéni, byla tato
pfi¢ina odhalena v jiz zndmych genech, jejichz mutace byly jiz dfive popsany v souvislosti s IEI
anebo vrozenou poruchou krvetvorby. Pro snazsi analyzu a interpretaci dat je tedy mozné vyuzit

misto WES cileného panelového sekvenovani klinicky vyznamnych gent pro jeden typ

27



onemocnéni. V névrhu takového panelu, piipadné virtualniho panelu gent, ktery lze pouzit i pro
filtraci vysledkit WES, je mozné vyuzit nastrojt pro predikci funkéné podobnych genti (Itan et
al. 2013). Je tak mozné zvysit Sanci identifikace novych kauzalnich gent a zaroven snizit
naklady na sekvenaci a zjednodusit analyzu dat. Takovy panel pro IEI se podatilo v pribéhu mé
prace v nasi laboratofi zavést. V soucasné dobé zahrnuje pfes 500 riznych gent a je prubézné
aktualizovan. Vyuziti tohoto panelového sekvenovani je nyni prvnim krokem v diagnostice a
rychlé analyze pacientli s podezienim na IEI. K WES je mozné ptistoupit v ptipad¢ negativniho
vysledku. Kromé vysSiho potencialu k identifikaci novych pfi¢in monogenné dédi¢nych
onemocnéni ma WES oproti panelu také vyhodu v detekci CNV vzhledem k uniformnéjSimu

pokryti.

Pro spravnou interpretaci vysledki WES a prioritizaci variant je také kliCové posouzeni
fenotypu pacienta a piiznakli onemocnéni v kontextu diive popsanych piipadi. Kromé
klinickych symptomi a vysledkti béznych laboratornich vySetieni je zejména u poruch imunity
anebo krvetvorby klicové vySetfeni imunofenotypu bunék periferni krve nebo kostni diené
pomoci prutokové cytometrie (Kalina et al. 2020). Jak ukazuje napt. publikace nové STAT3
mutace (Pfiloha 1), mutace stejného genu mohou mit odliSny charakter a vést k riznym
projevim onemocnéni, které je mozné Iépe klasifikovat na zdkladé cileného vysSetieni
imunofenotypu ¢i aktivace signdlnich drah, jichZ je mutovany gen soucasti. Stejné tak je takto
cilené¢ vysSetteni na zéklad¢ identifikované mutace vyuzit k monitoraci efektu cilené terapie,
napf. u terapie aktivaéni mutace STA71 (Bloomfield et al. 2018). Provedeni téchto vysetieni,
jejich interpretace, nastaveni a monitorace specifické terapie u téchto pacientll vyzaduje
dlouhodobou spolupraci védeckych pracovniku s oSetfujicimi 1ékati, ale predevSim také

pacient a jejich rodin.

Identifikace patogennich mutaci ma obrovsky vyznam pro volbu terapie jednotlivych pacienta
diky odhaleni molekularniho mechanismus patogeneze, ale neméné dulezitd je vzhledem
k vzacnosti téchto onemocnéni také pro ziskavani poznatki o efektech riznych modalit 1écby u
konkrétnich syndromt. Diky mezinarodni spolupraci a moznosti sdileni dat o pacientech
v ramci vétSich souborti je mozné hodnotit vysledky 1écby a nastavit tak doporuceni pro
optimalni terapii a management komplikaci. Nasi pacienti byli zafazeni do rozsahlé studie

efektu 1écby CTLA-4 deficitu (Egg et al. 2022) a diky rychlé identifikaci fenotypicky
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podobnych pacientt skrz databazi GeneMatcher (Sobreira et al. 2015) jsme mohli konzultovat

moznosti 1é¢by u dosud nepopsaného onemocnéni na podkladé mutace genu 7LRS (Ptiloha 4).

hematopoézy a imunity, které¢ fadim do kategorie C. Hodnoceni kauzéalnich mutaci a jejich
spravna identifikace je u pacientli v fad¢ ptipadi komplikované charakterem danych mutaci a
nespravnou in silico predikci pomoci standardné vyuzivanych néstroji. Uvadéné piiklady
ilustruji dilezitost individualni analyzy pacienti v souvislosti s jejich klinickym fenotypem,
vysledky laboratornich vySetfeni a reSersi dostupné literatury. V ptfipad¢ pacienta s tézkou
anémii na podkladé mutace SLCI941 (Ptiloha 2) nebyla mutace vramci bézné filtrace
klasifikovana jako patogenni, jelikoZ se jednd o in-frame deleci, ktera nevede k vyznamné
zméné proteinu. K odhaleni pfiiny pacientova onemocnéni vedla az cilena analyza genu

spojenych s metabolismem folatu a vitaminu B12 na zakladé jeho fenotypu.

Podobnym piipadem byly i dvé nové identifikované mutace SPTAI u pacientky s AR HS
(Ptiloha 3), jelikoZ obé jeji mutace jsou na tirovni proteinu synonymni, a tak byly odhaleny az
cilenou analyzou zaméfenou na varianty ovliviiujici sestfih pre-mRNA. Tento ptiklad podtrhuje
podceniovany vyznam synonymnich mutaci, které byvaji v analyze NGS dat Casto filtrovany
jako nevyznamné. Vzhledem k zadvaznému fenotypu pacientky bylo velmi obtizné i provedeni

vySetieni, kterd by odhalila pfi¢inu onemocnéni a potvrzeni kauzality obou mutaci.

Nizs8i spolehlivost predikénich néstrojii PolyPhen-2 a SIFT, které jsou bézné vyuZzivany,
dokazuje 1 dalsi ptipad pacienta s mutaci SAMD9 (Ptiloha 5), ktera mé aktivacni charakter, u
néjZ jsou tyto nastroje mén¢ spolehlivé, a tak byla predikovana jako benigni (Flanagan et al.
2010). Jelikoz se jednalo o diive nezndmy gen v patogenezi IEI, byla tato mutace identifikovana
az pti reanalyze dat s odstupem ¢asu od prvniho vysetieni pacienta. V identifikaci této mutace
pomohlo také tzv. trio sekvenovani, tedy doplnéni sekvenace i o vzorky obou rodi¢ii pacienta,
které piinasi zna¢nou vyhodu v diagnostice sporadickych AD onemocnéni na podkladé de novo

vzniklych mutaci.

Obtizna interpretace vysledkt a identifikace patogennich variant je také v ptipadé soucasného
postizeni vice geni a kombinovan¢ho fenotypu, ktery neodpovidd typickym piiznakiim

onemocnéni na podkladé mutaci jednotlivych gent, ale je ovlivnén jejich vzajemnou interakei.
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Tak jako tomu bylo napf. u pacientky s mutacemi identifikovanymi v genech NOD2 a [IFNGR1
(Ptiloha 7).

Ve vSech téchto piipadech bylo klicové navrzeni vhodného vySetfeni na zakladé dostupnych
poznatktli o biologii a fyziologickych mechanismech vysetfovanych genti. V mnoha ptipadech
k prokézani kauzalni role mutace v patogenezi onemocnéni sta¢i provedeni dostupného
vySetieni — typicky u novych mutaci v genech, které¢ jsou jiz s IEI asociovany, jestlize fenotyp
pacienta odpovida typickym projevim takového onemocnéni a charakter mutace je jasné
patogenni. Piikladem muze byt mutace vedouci k posunu ¢teciho rdmce a vneseni pred¢asného
stop kodonu do mRNA v piipad¢ nové mutace genu XIAP (Ptiloha 6). V podobnych ptipadech,
které vedou k Uplné ztraté proteinu, je pro uzavieni diagnézy dostacujici priikaz ztraty nebo
snizeni jeho exprese v primarnich bunkéch pacienti oproti zdravym kontroldm pomoci
prutokové cytometrie nebo western blotu (napft. vysetieni CTLA-4). Mutace vedouci k zdméné
specificky zamétenych na konkrétni signalni drahu, jelikozZ mohou mit charakter ztraty funkce
proteinu nebo naopak charakter aktivacni (napf. vySetfeni fosforylace jednotlivych STAT
molekul). U novych onemocnéni, jejichz patogeneze neni zndmd, je nutné dikladné
prozkoumani dopadu mutace, a to nejen v primarnich bunkach pacienta, ale také pomoci
experimentalniho modelu, kterym je mozné reprodukovat bunécny fenotyp pacienta. Ptistupt
k vytvoreni takového modelu a ovétreni funkéniho dopadu je mnoho a odviji se od konkrétniho

genu a procesu, ktery je v disledku mutace narusen a dostupnych nastroju.

Posledni skupinu vysledkt tvoii velka ¢ast pacientil, u nichz vysetfeni pomoci WES neposkytne
genetickou diagnozu (kat. D). Vysvétleni pro tento fakt mize byt nékolik. Obecné poznéni
v oblasti IEI a vyvoje imunitniho systému a krvetvorby se velice rychle rozviji a nejsou znamy
zdaleka vSechny genetické piiCiny téchto onemocnéni. Dlikazem je 1 tato prace, béhem niz se
podatilo dvé nové priCiny identifikovat a popsat. Nékteré pacienty bylo mozné diagnostikovat
az n€kolik let po provedeni vysetfeni, kdyz byla pfi¢ina onemocnéni odhalena u jinych pacientt,
tak jako tomu bylo u nové mutace v genu SAMDY (Ptiloha 5). Z tohoto divodu je vhodné
neuzaviené piipady s odstupem cCasu znovu analyzovat s vyuzitim novych biologickych
znalosti, aktualizovanych databazi (Landrum et al. 2018; Karczewski et al. 2020) a nov¢
vyvijenych néstroju pro anotaci variant a predikci jejich funkéniho vyznamu. Druhym divodem

mohou byt pfi¢iny onemocnéni, které neni mozné pomoci WES detekovat, napt. na podkladé
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epigenetickych zmén, mutaci v intronech, které mohou ovliviiovat sestfih genii nebo jejich
regulaci a nejsou v pripravenych NGS knihovnach pokryty. Tyto pfi¢iny by mohlo potencialné
odhalit napt. celogenomové sekvenovani. Usp&$nost tohoto vysetieni u neuzavienych piipadi
jsme u nasich pacientti neprovadéli. Dal$i moznosti je také transkriptomové sekvenovani, které
by umoznilo odhalit zmény v genové expresi, piipadné detekovat fuzni geny na podkladé

strukturalnich variant, které je pomoci WES obtizné odhalit.

Ptes vSechny tyto neuzaviené piipady a limitace umoznilo WES vySetieni rychle a Gspésné
diagnostikovat velkou ¢ast pacientli, a tim umoznit jejich cilenou terapii. Data vygenerovana
pomoci této metody je mozné dale pouzit pro budouci analyzy pomoci sofistikovangjsich
nastroju a rozsifujiciho se poznani molekularni biologie a odhalit tak moznou pfi¢inu bez

nutnosti opakovaného vysetteni.
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6. Zavér

WES vysetieni u détskych pacientl s tézkou cytopenii a podezienim na IEI nebo poruchu
krvetvorby vede k odhaleni genetického podkladu onemocnéni zhruba u tfetiny pacientii. Na
zéklad¢ znalosti patogenetického mechanismu poruchy imunity nebo krvetvorby je mozné
navrhnout specifickou terapii a moznosti sledovani odpovédi na IéCbu. Samotné vySetfeni a
identifikace patogennich mutaci u téchto pacient vyzaduje izkou spolupraci s pacientem a jeho
rodinou, oSetfujicimi l€katfi a dalSimi laboratornimi pracovniky, jelikoz je k interpretaci
funkéniho dopadu nalezenych variant pomoci WES zapotiebi specifickych vysetieni. Uzka
spoluprace je také dilezita v rdmci volby optimalni 1écebné strategie a sledovani jejiho efektu,
a to predevsim u nové popsanych poruch krvetvorby a imunity, které nebyly doposud ditkladné

studovany.

Oproti omezenému sekvenovani jiz znamych geni s jasnym mechanismem patogeneze otevira
WES moznosti identifikace novych klinickych jednotek. Samotné identifikace kauzalni mutace
v takovych ptipadech je velmi slozitd a potvrzeni hypotézy vyzaduje zavedeni specifickych
laboratornich vysetfeni nejen primarnich bunék pacienta, ale také ptipravu experimentalnich
bunécnych ¢i zvifecich modelt, diky kterym je mozné podrobné studovat dopad novych mutaci.
Vysledky této disertacni prace ukazuji ptiklady uzavienych ptipadd, u nichz byl tento proces
uspesny a vedl k publikaci novych genetickych pficin poruch imunity ¢i krvetvorby nebo
doplnéni spektra klinickych projevii a moznosti 1é¢by u téchto pacientli. Tyto uspesSné uzaviené
vysledky doprovézelo také mnoho identifikovanych variant, jejichz piimé role v onemocnéni
pacienta se nepotvrdila. I negativni vysledky také vyzadovaly velké Usili a jsou neméné dulezité

v poznani funkce hematopoetickych bun€k a interpretaci dalSich vysledki u mnoha pacientt.

Jedinou ucinnou terapii IEI ¢i poruch krvetvorby je v mnoha piipadech pouze HSCT, ktera je
velmi ndro¢nd a spojena s fadou rtiznych komplikaci. Znalost patogeneze téchto onemocnéni je
proto nesmirné dilezita pro spravnou volbu terapie, at’ uz je potvrzenim nutnosti HSCT anebo

naopak nabizi jinou moznost efektivni farmakologické terapie a jejiho sledovani.

Vzhledem k neustalému vyvoji poznani, nastroju a terapeutickych moznosti v této oblasti ma i
v budoucnosti NGS vySetfeni u takovych pacientii velky potencidl a mélo by byt rutinné

vyuzivano v diagnostice. Stejné dilezitd je potom zpétna analyza dat novymi nastroji.
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7. Souhrn

Vysledkem této disertacni prace je celkem 7 publikaci, z nichz 2 popisuji nova monogenné
dédicnd onemocnéni — AR megaloblastickou anémii v diisledku snizeného transportu folatu
pomoci RFC do hematopoetickych bunék na podkladé mutace genu SLC/941, novou X-
vazanou poruchu imunity na podkladé mutace genu 7LRS u dvojcat s chronickou AIHA a
autoimunitnim a autoinflammatornim onemocnénim. Dale byly publikovany nové mutace u
diive znamych onemocnéni — aktiva¢ni mutace v genu S7473 u dvou pacientli se syndromem
imunitni dysregulace, dvé novéh mutace v genu SPTAI, které vedou k naruseni sestiihu
pre-mRNA a t€zké AR HS, aktiva¢ni mutace v genu SAMD9 vedouci k AD syndromu poruchy
imunity a selhdni kostni dfené, nonsense mutace v genu X/4P u pacienta s XLP2 a piipad
atypického fenotypu u pacienty s mutacemi v genech NOD2 a IFNGRI. Krom¢ téchto publikaci
vysvétlujicich nové patogenetické mechanismy vedla prace predevsim k GspéSné diagnostice
mnoha pacientl s IEI nebo selhanim hematopoézy a ukazuje tak dtlezitost WES a dalSich

technologii NGS v diagnostice pacientl a uspésné volbé terapeutickych postupti u pacienti.
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8. Summary

The results of this work comprise 7 publications, 2 of which describe new inherited monogenic
disorders — AR megaloblastic anemia due to disrupted folate transport via RFC into
hematopoietic cells due to a mutation in the SLC/941 gene, a new X-linked immune disorder
due to a mutation in the 7LRS gene in twins with chronic AIHA and autoimmune and
autoinflammatory disease. In addition, we published novel mutations in previously known
disease-causing genes — an activating mutation in the S7A73 gene in two patients with a
syndrome of immune dysregulation, two novel mutations in the SPTA/ gene resulting in
disrupted pre-mRNA splicing and severe AR HS, an activating mutation in the SAMDY gene
leading to AD immune deficiency syndrome and bone marrow failure, a nonsense mutation in
the XI4P gene in a patient with XLP2, and the publication of an atypical phenotype in a patient
with mutations in the NOD2 and IFNGRI genes. In addition to these publications explaining
novel pathogenetic mechanisms, this work has mainly led to the successful diagnosis of many
patients with IEI or hematopoietic failure, demonstrating the importance of WES and other NGS

technologies in patient diagnostics and choice of successful therapy of these patients.
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