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Abstrakt

Uvod: Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je nej¢ast&jsi monogenné dédi¢né onemocnéni
srdce s velkou genetickou i klinickou variabilitou. Genetické vySetieni pacientti s HCM je
diilezité k urceni etiopatogeneze onemocnéni a stava se soucasti péce o pacienty a jejich
piibuzné.

Cil: Cile nasi prace zahrnovaly nésledujici pouziti genetického vySetieni pacienti s HCM v
zékladnim i klinickém vyzkumu:

1. Identifikovat genetické varianty u pacientti s HCM v novém kandidatnim genu NEBL pro
protein Z-diskt sarkomer nebulette.

2. Urcit klinické a echokardiografické prediktory nalezu mutaci v nejcastéjSich
sarkomerickych genech asociovanych s HCM u ¢eské populace.

3. Nalézt echokardiografické parametry schopné urcit genotyp piibuznych pacienti s HCM
pred rozvojem fenotypu.

Vysledky: V souboru 95 pacienti s HCM jsme u jednoho nemocného nalezli novou
genetickou variantu v konzervovaném misté genu NEBL (p.H171R), ktera se nenachazela v
kontrolni populaci a méla odhadovany poskozujici dopad na strukturu proteinu. V souboru 48
pacientd s HCM vySetfenych na pfitomnost mutaci v nejcastéjSich sarkomerickych genech
jsme nalezli vyznamnou asociaci mezi niz§im vékem v dob¢ diagnoézy a reverznim typem
interventrikularniho septa a ndlezem mutace. V souboru 20 geneticky vySetfenych piibuznych
pacientd s HCM jsme potvrdili roli kombinovaného echokardiografického ukazatele k detekci
jedinct s pozitivnim genotypem.

Zaver: Genetické vysSetieni je uziteCnym nastrojem v diagnostice HCM. Umoznilo ndm nalézt
mutaci v novém kandidatnim genu pro HCM, identifikovat faktory asociované s nalezem

mutaci v sarkomerickych genech a faktory pouzitelné k urceni genotypu ptibuznych.

Klicova slova: Onemocnéni myokardu, Hypertroficka kardiomyopatie, Genetické vySetieni



Abstract

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common monogenic cardiac
disease with vast genetic and clinical heterogeneity. Genetic testing of HCM patients is
important in determining the etiopathogenesis of the disease and is becoming an integral part
of patient care.

Aim: The aims of our work included the following implementation of genetic testing in HCM
in both basic and clinical research:

1. To identify genetic variants in a novel candidate gene NEBL coding Z-disc protein
nebulette in HCM patients.

2. To determine clinical and echocardiographic variables associated with the presence of
mutations in the most common sarcomeric genes in the Czech population.

3. To find echocardiographic parameters useful in determining the genotype of relatives
before the development of phenotype.

Results: In a cohort of 95 patients with HCM we identified a novel genetic variant in a
conserved spot of NEBL gene (p.H171R) in one patient. The variant was not found in a
control population and was predicted to have a damaging effect on the protein’s structure. In a
cohort of 48 HCM patients tested for mutations in the most common sarcomeric genes, we
found a significant association between a younger age at diagnosis and reverse morphology of
interventricular septum and the presence of mutation. In a group of 20 genetically tested
relatives, we confirmed the role of a combined echocardiographic index to identify genotype
positive individuals.

Conclusion: Genetic testing is a useful tool in diagnostics of HCM. It allowed us to identify a
mutation in a novel candidate gene for HCM, define factors associated with the presence of
mutations in sarcomeric genes and factors capable of determining the genotype status of

relatives.

Key words: Myocardial diseases, Hypertrophic cardiomyopathy, Genetic testing
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1. Uvod

Kardiomyopatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni myokardu, definovanou jako stavy se
strukturalnim anebo funkénim poskozenim srdecniho svalu pti absenci ischemické choroby
srdec¢ni (ICHS) a abnormalnich hemodynamickych podminek schopnych zpiisobit dané
postizeni (Maron BJ. et al., 2006, Elliott P. et al., 2008). I ptes riznorodost v etiologii,
patofyziologickych mechanizmech a klinickych diisledcich umoziuje postizeni srde¢niho
svalu u kardiomyopatii klasifikaci téchto onemocnéni do n¢kolika malo kategorii podle
dominantniho morfologického a funk¢éniho obrazu nemocného srdce. Podle klasifikace
Evropské kardiologické spolecnosti (European Society of Cardiology, ESC) tak rozeznadvame
hypertrofickou (HCM), dilata¢ni (DCM), arytmogenni (ARVC), restriktivni (RCM) a ve
skupiné nezatazenych také nonkompaktni (LVNC), Tako-tsubo a tachykardii indukovanou

kardiomyopatii (Obr. 1.1., Elliott P. et al., 2008).

Kardiomyopatie

Nezaiazené

Familiarni/dédiCné ¢>/\J Nefamiliarni/'medediéné

AN A

Neidentifikovany Podtyp Idiopatické Podtyp
genovy defekt onemocnsni onemocnani
Obr. 1.1.

Klasifikace kardiomyopatii podle ESC. HCM - hypertrofickd kardiomyopatie, DCM -
dilataéni kardiomyopatie, ARVC - arytmogenni kardiomyopatie, RCM - restriktivni
kardiomyopatie (Elliott P. et al., 2008).



Dédi¢nost kardiomyopatii hraje diilezitou roli v jejich etiologii, nékteré z kardiomyopatii jsou
primarné genetické poruchy (jde o monogenné dédi¢nd onemocnéni), jiné maji smiSenou
etiologii, véetné genetické a toto rozdéleni je i soucasti klasifikacniho schématu
kardiomyopatii (Obr. 1.1., Elliott P. et al., 2008). Genetické vySetfeni pacientd s
kardiomyopatiemi vedlo k identifikaci mutaci zodpovédnych za vyvoj jednotlivych
onemocnéni, ¢astecné ukazalo spojitost mezi typem mutaci a nékterymi parametry fenotypu ¢i
klinickych disledkii onemocnéni a uplatnilo se ve vySetfovani pfibuznych pacienti s
genetickymi formami chorob myokardu. Navzdory velkému pokroku v této oblasti zistava
mnoho nezodpovézenych otazek a genetické vysetfeni zatim pouze v malé mite ovliviiuje

terapeutické rozhodovani u pacientt s kardiomyopatiemi.

1.1. Definice hypertrofické kardiomyopatie

HCM je nemoc, u které dochazi ke zvétseni tlouStky levé komory srdecni pfi nepfitomnosti
abnormalnich hemodynamickych podminek (jako v ptipad¢ arterialni hypertenze, vrozenych a
chlopennich vad), které jsou schopné zapfticinit danou miru hypertrofie (Elliott P. et al.,

2014).

1.2. Historie

HCM byla poprvé popsana britskym patologem Tearem v roce 1958 na sérii pitevnich
kazuistik 8 mladych lidi s asymetrickou hypertrofii levé komory srdecni a s atypickym
uspotradanim svalovych vlédken, pficemz 7 z nich zemielo ndhlou smrti a ¢asto m¢li 1 rodinnou
anamnézu néhlé smrti (Teare D., 1958). HCM byla dlouho povaZovana za vzacnou nemoc, ale
zlepSeni diagnostickych moznosti, dané zejména rozvojem echokardiografie, ukédzalo, Ze jde o
nejcastéj$i monogenné dédi¢né onemocnéni srdce (Maron BJ. et al., 1995, Maron BJ, Maron
MS., 2013). Historicky se pro oznaceni onemocnéni pouzivalo velké mnozstvi riznych nazvi,
které vyjadfovaly jednotlivé morfologické i funkéni aspekty srde¢niho postiZzeni u HCM,
nakonec se ustalil vyraz hypertrofickéd kardiomyopatie, zdlraznujici univerzalni vlastnost
tohoto onemocnénti, ktera je i soucasti definice ESC (Elliott P. et al., 2014) i americkych
kardiologickych spole¢nosti (American College of Cardiology Foundation a American Heart

Association, ACCF/AHA, Gersh BJ. et al., 2011).
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1.3. Epidemiologie

Metodologicky rozdilné prace udéavaji vyskyt nevysvétlené hypertrofie levé komory srde¢ni v
riznych dospélych populacich mezi 0,02 a 0,23 % (Hada Y. et al., 1987, Codd MB. et al.,
1989, Maron BJ., et al., 1995, Corrado D. et al., 1998, Nistri S. et al., 2003, Zou Y. et al.,
2004, Maro EE. et al., 2006). Pravdépodobné nejptesnéjsi udaje o prevalenci onemocnéni
poskytuji studie vySettujici neselektované populace metodou, kterd dokéze s velkou ptesnosti
zobrazit fenotyp, v ptipadé HCM pomoci echokardiografie. Diky témto pracim se za
prevalenci HCM povazuje hodnota 1:500 (Maron BJ. et al., 1995). Nebyly identifikovany

vyznamné rasové rozdily ve vyskytu HCM.

1.4. Etiologie

Klinické definice HCM je zaloZena na ptitomnosti hypertrofie levé komory nevysvétlitelné
hemodynamickymi podminkami. HCM jako nemoc naplitujici tuto definici miiZze vzniknout i
v disledku nekterych ziskanych onemocnéni, primarné jde ale o dédi¢nou kardiomyopatii,
ktera je ve vétSin€ piipadl zpisobena mutacemi v genech pro sarkomerické proteiny s
autozomaln¢ dominantnim pfenosem (Elliott P. et al., 2014, Gersh BJ. et al., 2011). Jako
prvni byla identifikovana mutace v genu pro tézky fetézec f myozinu (Jarcho JA. et al., 1989,
Geisterfer-Lowrance AA. et al., 1990), nasledné bylo nalezeno velké mnozstvi dalSich mutaci
(Maron BJ, Maron MS., 2013). V soucasnosti je se vznikem HCM asociovano vice nez 2000
mutaci v alesponi 20 rtiznych genech (Tab. 1.1., Yingchoncharoen T., Tang WW., 2014). Cast
publikovanych mutaci je nalezena pouze v jedné rodin€, prevalence jinych je vyrazné vyssi,
coz je nejlépe patrno na ¢astecné izolovanych populacich, jako naptiklad dominance jednoho
typu mutace u islandskych pacientti s HCM (Adalsteinsdottir B. et al., 2014). VétSina pacientd
(ptes 80 %) s pozitivnim genetickym vySetfenim ma mutaci v jednom ze dvou genti (gen
MYH?7 pro te€zky fetézec f myozinu a gen MYBPC3 pro myozin vazebny protein C),
zastoupeni ostatnich genil je vyrazné€ nizs$i (Maron BJ, Maron MS., 2013). AZ polovina
pacientil z nékterych souborti vySetienych pro pfitomnost mutaci v sarkomerickych genech
ma pfitom negativni vysledek genetického vySetteni, ptredpoklada se postizeni dalSich gend,
dosud neasociovanych s HCM (Mouton J. et al., 2015).

Kromé¢ postizeni gentl pro proteiny sarkomery dochazi ke vzniku fenotypu HCM i u dalSich

genetickych poruch s riznym typem dédi¢nosti (Tab. 1.2.) a vzacné u nékterych ziskanych
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Gen Protein Cetnost identifikace mutaci
u pacientt s HCM
MYH?7 Tézky fetézec  myozinu 25-35%
MYBPC3 | Myozin vazebny protein C 20-30 %
TNNT2 Srdec¢ni troponin T 3-5%
TNNI3 Srdec¢ni troponin I <5 %
TPM1 o tropomyozin <5%
MYL2 Regulacni podjednotka lehkého fetézce myozinu <5%
MYL3 Esencidlni podjednotka lehkého fetézce myozinu vzacna
ACTC a aktin vzacna
TTN Titin vzacna
TNNCI Srdec¢ni troponin C vzacna
MYHG6 Lehky fetézec o myozinu vzacna
CSRP6 Svalovy LIM protein vzacna
MYLK2 [ Kinaza lehkého fetézce myozinu 2 vzacna
LDB3 LIM vézajici doména 3 vzacna
TCAP Teletonin vzacna
VCL Vinkulin/metavinkulin vzacna
ACTN2 a aktinin 2 vzacna
PLN Fosfolamban vzacna
MYOZ2 | Myozenin 2 vzacna
JPH2 Junktofilin 2 vzacna

Tab. 1.1.

Zastoupeni jednotlivych genil asociovanych s HCM (Yingchoncharoen T., Tang WW., 2014).

onemocnéni. V minulosti byly tyto nemoci oznaovany jako fenokopie HCM, ale podle
aktualni klasifikace ESC spliiuji definici HCM (Elliott P. et al., 2008). V klasifikaci
ACCF/AHA jsou tyto nemoci vzhledem k Castému postiZzeni i jinych organovych systémt
kromé srdce oznacovany jako sekundarni kardiomyopatie (Maron BJ. et al., 2006).

Nékteré vrozené poruchy metabolizmu jsou asociovany s hypertrofii levé komory srde¢ni.
VétSina téchto chorob se prenasi jako autozomalné recesivni znak, u nékterych je prenos
gonozomalni. U dospélych pacientli s HCM je nejcastéji zastoupena Andersonova-Fabryho
nemoc s mutaci v genu pro a-galaktozidazu A a postizeni genu PRKAG?2 (y-2 regulaéni
podjednotka AMP-aktivované protein kinazy). Ob¢é nemoci maji prevalenci v kohortach
dospélych pacienti s HCM kolem 1 % (Elliott P. et al., 2011, Murphy RT. et al., 2005). Dalsi

vrozené poruchy metabolizmu (jako Danonova nemoc s mutaci v genu LAMP?2 pro
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Gen Protein Cetnost u Asociovany fenotyp
pacientl s
HCM
PRKAG2 v-2 regulaéni podjednotka 1 % Wolfftiv-Parkinsoniv-
AMP-aktivované protein kinazy Whitetiv syndrom,
predvodni poruchy
GLA a-galaktozidaza A 1% Andersonova-Fabryho
nemoc
GAA a-1, 4-glukozidaza vzacna Pompeho nemoc
AGL Amylo-1, 6-glukozidaza vzacna Forbesova nemoc
LAMP2 Lyzozomalni membranovy vzacna Danonova nemoc
protein 2
Mitochondrialni | Proteiny respiracniho fetézce vzacna Mitochondrialni
geny kardiomyopatie
PTPNI11 Protein tyrozinova fosfataza, vzacna LEOPARD syndrom,
typ 11 Noonanové syndrom
FRDA Frataxin vzacna Friedreichova ataxie

Tab. 1.2.

Ptiklady postizeni gent u dalSich onemocnéni, soucasti kterych je i fenotyp HCM
(Yingchoncharoen T., Tang WW., 2014).

lyzozomalni membranovy protein 2 a Pompeho nemoc s mutaci v genu GAA pro o-1, 4-
glukozidazu) jsou ¢astéjsi u détské populace (Charron P. et al., 2004).

Mitochondrialni kardiomyopatie jsou dédi¢né poruchy s mutacemi v mitochondridlni nebo
nukledrni DNA s riznym typem pfenosu. Nejcastéji u nich dochazi k poruse soucasti
mitochondrialniho respirac¢niho fetézce a projevuji se variabilnim klinickym obrazem, véetné
HCM (Limongelli G. et al., 2012).

Neuromuskularni poruchy pouze vzacné zptusobuji fenotyp HCM, vyjimkou je Friedreichova
ataxie s mutacemi v genu FRDA pro frataxin a ze svalovych dystrofii a vrozenych myopatii
nemalinova myopatie (mutace v genu pro nebulin) a myopatie s mutaci v genu FHLI (four-
and-half LIM domain 1, Filla A. et al., 1996, Limongellli G. et al., 2013).

Mezi projevy nékolika vrozenych syndromil patii i fenotyp HCM. Nejcastéji jde o poruchy
signaliza¢ni cesty Ras/mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK), kam patii syndrom
Noonanové, Costelliiva LEOPARD syndrom (Wilkinson JD. et al.,. 2012, Sarkozy A. et al.,

2008, Lin AE. et al., 2002). Opét jde o nemoci diagnostikované vétSinou jiz v détstvi, mirnéjsi
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formy ale mohou byt rozpoznany az v dospélosti, piipadné az pii genetickém vySetieni
pacient s HCM.

Srde¢ni amyloiddza zpusobuje typicky obraz RCM, ale protoZe u ni ¢asto dochazi i k
hypertrofii levé komory srdecni, je tato nemoc v klasifikaci ESC zatazena i v diferencidlni
diagnostice HCM (Elliott P. et al, 2008). Edém myokardu u myokarditidy miize napodobit
echokardiograficky obraz HCM, ale jde vétSinou o ptechodny nalez, ktery spolu s ostatnimi
klinickymi a laboratornimi zndmkami necini potize pfi rozliSeni t€chto onemocnéni
(Hiramitsu S. et al., 2001).

Endokrinni poruchy mohou rovnéz zptisobit hypertrofii myokardu (Casto s tistupem po 1éCb¢),
jak k tomu dochazi u novorozencu diabetickych matek nebo u pacienti s feochromocytomem
nebo akromegalii (Ullmo S. et al., 2007, Huddle KR. et al., 1996, Hradec J. et al., 1988).
Chronické uzivani nékterych 1¢kt jako kortikosteroidli nebo takrolimu maze vést k mirné
hypertrofii levé komory srde¢ni, ktera ziidkakdy dosdhne hodnoty 15 mm (Jarzembowski
TM. et al., 2005).

1.5. Patofyziologie

Patofyziologické mechanizmy u klasické HCM, zapfic¢inéné mutacemi v genech pro
sarkomerické proteiny, vedouci od genetické poruchy k hypertrofii a zménéné organizaci
sarkomer a kardiomyocytli a rozvoji fibrézy myokardu, nejsou detailn€ objasnény.
Predpoklada se neefektivni energetické vyuziti ATP s naslednou hypertrofii jako
kompenza¢nim mechanizmem, zménéna citlivost na ionty kalcia pii regulaci kontrakce a
relaxace 1 zvySena apoptoza kardiomyocyti s naslednou fibrozou (Obr. 1.2., Crilley JG. et al.,
2003, Gupte TM. et al., 2015). Naptiklad mutace v genu pro tropomyozin vedouci ke zvySené
citlivosti na ionty kalcia zptisobuji rozvoj fenotypu HCM, ale mutace vedouci ke snizené
citlivosti na ionty kalcia (a nasledné trvajici inhibici interakce aktinu a myozinu molekulou
tropomyozinu) zpusobuji rozvoj fenotypu DCM (Chang AN. et al., 2014). Pacienti s HCM
maji v periferni krvi vys$si pocty cirkulujicich mezenchymalnich kmenovych bunék, které
rovnéz mohou hrat roli pfi vzniku fibrozy myokardu (Marketou ME. et al., 2015). Kromé
hypertrofie jsou ¢astym fenotypovym znakem HCM i strukturalni abnormality cipti mitralni
chlopné, coz potvrzuje 1 knock-out zviteci model pro gen MYBPC3 (Judge DP. et al., 2015).
Medidtorem téchto zmén je pravdépodobné transformacni riistovy faktor beta (TGF-p).

Penetrance mutaci je u HCM (jako i jinych kardiomyopatii) zavisla na véku, rozvoj
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Mutace

A
Porucha kontrakce a relaxace
Neefektivni vyuziti energie
Zména citlivosti na ionty Ca

v

Aktivace kompenzaénich
neurohumordalnich mechanizmua

Apoptéza
Fibréza
Hypertrofie
Srdec':ni;elhéni Arytmie, nahla smrt Tromboembol’ické komplikace

Obr. 1.2.

Ptredpokladané patofyziologické mechanizmy vedouci od mutace k fenotypu a klinickym
disledkim HCM.

hypertrofie levé komory stoupa do 60 let, kdy dosahuje az 95 % (Watkins H. et al., 1992, Van
Driest SL. et al., 2002). U¢inek mutace na vznik fenotypu je ale piitom dan pravdépodobné jiz
velmi ¢asné. Na modelu transgennich mysi s mutaci zpiisobujici HCM v genu pro tézky
fetézec 3 myozinu vedlo farmakologické potlaceni exprese tohoto genu k prevenci vzniku
fenotypu jenom v piipadé, ze bylo provedeno v ¢asném postnatalnim obdobi (Cannon L. et
al., 2015). To je jedno z moznych vysvétleni malého Gcinku preventivni 1€cby k zabranéni
rozvoji hypertrofie u nositelii genotypu HCM. Velka geneticka variabilita HCM je

pravdépodobné jednim z divodi velké variability fenotypu a klinickych projevii onemocnéni.

1.6. Fenotyp

V mikroskopickém obraze je HCM charakterizovana hypertrofii sarkomér a kardiomyocytt a
jejich chaotickym uspotadanim. Dal§imi znamkami jsou fibr6za myokardu a postizeni
mikrovaskulatury. Zadna z téchto znamek neni pro HCM specificka, a proto se v diagnostice
onemocnéni rutinné nepouziva endomyokardidlni biopsie (Maron BlJ. et al., 1981, Fujiwara H.

etal., 1979, Becker AE., Caruso G., 1982).
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Makroskopicky vede HCM k vyvoji zakladniho znaku tohoto onemocnéni tedy hypertrofie
levé komory srde¢ni nevysvétlitelné hemodynamickymi podminkami. Mira hypertrofie levé
komory je u pacientli s HCM velmi variabilni, od mirné hypertrofie aZ po extrémni hodnoty
vyrazné prevysujici hypertrofii pozorovatelnou u nemoci se zménénymi hemodynamickymi
podminkami jako jsou arteridlni hypertenze nebo chlopenni vady. Lokalizace hypertrofie je
rovnéz variabilni a mize byt vyjadiend ve kterémkoliv segmentu levé komory, nejcastéji je
postiZena bazalni ¢ast interventrikularniho septa a ptredni stény (Maron MS. et al., 2009,
Rangel L. et al., 2014, Cai C. et al., 2014). Apikalni forma HCM s nejvétsi prevalenci v asijské
populaci je oznaceni pro dominantni postizeni apikalnich segmentti levé komory (Kitaoka H.
et al., 2003). Podle tvaru interventrikularniho septa a dutiny levé komory lze celkovou
morfologii postizeni rozdé€lit do Ctyt kategorii - septum sigmoideum s konkavni plochou septa
smérem do dutiny levé komory (Obr. 1.3.), reverzni septum vyklenujici se do dutiny levé
komory konvexni plochou (Obr. 1.4.. 1.5.), neutralni septum bez vyrazné konvexni ¢i
konkavni plochy (Obr. 1.6.) a zminéné apikalni forma HCM (Obr. 1.7., Binder J. et al., 2006).
Toto d€leni ma vztah k zdchytu mutaci v genech pro sarkomerické proteiny (viz genetické
vySetfeni). Do obrazu onemocnéni rovnéz patii hypertrofie a morfologické abnormality
papildrnich svalt levé komory (Obr. 1.8., Harrigan CJ. et al., 2008). U menSiny pacientti je
patrna i hypertrofie pravé komory, ale k hypertrofii sini nedochazi (Nagata Y. et al., 2015,
Hayashi H. et al., 2014) . Krom¢ pfitomnosti mutace je pro rozvoj hypertrofie tedy
pravdépodobné dulezity i afterload (dotiZeni), proti kterému dany srde¢ni oddil pracuje. U
pacientll s HCM dochazi i k prodlouzeni obou cipli mitralni chlopné, které poté hraji roli pti
vzniku nitrokomorové obstrukce a mitralni insuficience (Obr. 1.9., Maron MS. et al., 2011).
Hypertroficka leva komora pacientii s HCM ma vétSinou dobrou systolickou funkci s
normalni nebo az supranormalni ejekéni frakci, u ¢asti pacientll dochazi témét k obliteraci
dutiny levé komory béhem systoly. Citlivéjsi detektory systolické dysfunkce jako jsou
rychlosti longitudinalniho pohybu myokardu a deformacni echokardiografické parametry
(strain a strain rate) jsou ale abnormalni i u nemocnych bez poklesu ejekéni frakce (Urbano-
Moral JA. et al., 2014). U menSiny pacientil dochazi béhem trvani onemocnéni k rozvoji tézké
systolické dysfunkce a remodelaci levé komory, tento stav se ¢asto oznacuje jako “burnt-out”
nebo “end-stage” stadium HCM (Obr. 1.10., Melacini P. et al., 2010). Béznym disledkem
hypertrofické levé komory se snizenou poddajnosti je ale diastolicka dysfunkce rizného
stupné, ktera vede k projeviim srde¢niho selhani. Jednim z disledki diastolické dysfunkce
levé komory je i zv€tSeni levé sin€, na kterém se miize podilet i mitralni insuficience pfi

abnormalitdch cipt mitralni chlopné (Obr. 1.11., Nistri S. et al., 2006). ZvétSeni levé siné
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Obr. 1.3.

Transtorakalni echokardiografické vySetteni, parasternalni projekce na dlouhou osu. Je patrno
hypertrofické interventrikularni septum morfologie septum sigmoideum s maximem
hypertrofie v bazalni ¢asti a s konkavni plochou smérem do dutiny levé komory. IVS -
interventrikularni septum.

Obr. 1.4.

Transtorakalni echokardiografické vySetteni, parasternalni projekce na dlouhou osu. Je patrno
vyrazné hypertrofické interventrikulérni septum reverzni morfologie s konvexni plochou
smérem do dutiny levé komory. IVS - interventrikularni septum.
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Obr. 1.5.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, apikalni ¢tyfdutinova projekce. Je patrno
vyrazné hypertrofické interventrikuldrni septum reverzni morfologie vyklenujici se do dutiny
levé komory. Rovnéz je zobrazen hypertroficky anterolateralni papilarni sval a v pravé sini je
patrna elektroda implantabilniho kardioverteru-defibrilatoru, kterd dale pokracuje do pravé
komory. IVS - interventrikularni septum, ICD - implantabilni kardioverter-defibrilator.

Obr. 1.6.

Transtorakalni echokardiografické vySetteni, parasternalni projekce na dlouhou osu. Je patrno
hypertrofické interventrikularni septum neutralni morfologie bez dominantni konvexity nebo
konkavity smérem do dutiny levé komory. IVS - interventrikularni septum.
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Obr. 1.7.

Magneticka rezonance srdce u nemocné s apikalni formou HCM. Je patrna hypertrofie
apikalnich a stiednich segmentti levé komory, bez vyrazné hypertrofie bazalnich segment.
Rovnéz je patrna dilatace levé siné.
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Obr. 1.8.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, parasternalni projekce na kratkou osu v tirovni
papilarnich svali. Je patrna hypertrofie obou papilarnich svala a bifidni posteromedidlni
papildrni sval. RovnéZ je zobrazena vyraznd hypertrofie interventrikuldrniho septa. IVS -
interventrikularni septum, PM - posteromedidlni papilarni sval, AL - anterolateralni papilarni
sval.

Obr. 1.9.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, parasternalni projekce na dlouhou osu. Je patrno
prodlouzeni obou cipti mitralni chlopné a hypertrofie levé komory. IVS - interventrikularni
septum, AML - pfedni cip mitralni chlopn&, PML - zadni cip mitralni chlopné.
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Obr. 1.10.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, parasternalni projekce na dlouhou osu u
pacientky s “end-stage” HCM. Je zobrazena dilatovand, kulovité remodelovana, hypertroficka
leva komora s tézkou systolickou dysfunkci. Patrny je i stopovy perikardialni vypotek za
posterolateralni sténou levé komory. IVS - interventrikularni septum.

PATTITOC
TEE T: 38.9C

Obr. 1.11.

Jicnové echokardiografické vysetieni u pacientky s HCM s obstrukci ve vytokovém traktu
levé komory a mitralni regurgitaci. Zobrazeni v dvourozmérném modu a v barevném
dopplerovském modu ukazuje trysku mitralni regurgitace orientovanou pod zadni cip mitralni
chlopné. AML - ptedni cip mitralni chlopné, PML - zadni cip mitralni chlopné, MiR - tryska
mitralni regurgitace, LVOT - vytokovy trakt levé komory.
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znamena pro pacienty s HCM vyssi riziko vzniku fibrilace sini a tromboembolickych
komplikaci. U ¢asti pacientli dochazi vlivem diastolické dysfunkce levé komory 1 ke vzniku
tézké postkapildrni plicni hypertenze, kterd podle o¢ekavani zhorSuje prognézu nemocnych
(Ong KC. et al., 2016).

Krevni zasobeni myokardu je u pacienti s HCM zhorSené hypertrofii myokardu, zvySenym
diastolickym tlakem v levé komote a mikrovaskularnim postizenim koronarniho fecisté. Dalsi
zhorSeni koronarni perfuze pfi koincidenci s ICHS zhorSuje pacientim s HCM jejich
progndézu v porovnani s pacienty bez ICHS (Sorajja P. et al., 2003).

Dutlezitym hemodynamickym diisledkem HCM je pfitomnost nitrokomorové obstrukce. U
¢asti pacientit dochazi v dutin€ levé komory béhem systoly ke vzniku tlakového gradientu
mezi dvéma ¢astmi levé komory. Obstrukce vznika nejcastéji ve vytokovém traktu levé
komory srdecni, pri¢inou je kombinace hypertrofie bazalni ¢asti interventrikularniho septa a
prodlouzeni ptedniho cipu mitralni chlopné, ktery (i diky abnormalitdm ve svém zavésném
aparatu) je krevnim proudem vytékajicim z levé komory béhem systoly ptiblizen k

interventrikularnimu septu (Obr. 1.12., Maron MS. et al., 2006). Mén¢ Casto muze

Obr. 1.12.

Jicnové echokardiografické vySetieni u pacientky s HCM s obstrukei ve vytokovém traktu
levé komory. Je patrno piiblizeni pfedniho cipu mitralni chlopné a bazélni ¢asti
interventrikuldrniho septa béhem systoly, které¢ tvofi podklad obstrukce ve vytokovém traktu
levé komory. AML - pfedni cip mitralni chlopné, IVS - interventrikularni septum.
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nitrokomorova obstrukce vzniknout i na trovni stfednich segmentti levé komory

(midventrikularni obstrukce), kde se na ni podileji hypertrofické papilarni svaly (Obr. 1.13.),

Obr. 1.13.

Transtorakalni echokardiografické vySetfeni, apikalni ctyfdutinova projekce u pacienta s
midventrikularni obstrukci. Barevni dopplerovské zobrazeni ve stfedni ¢ésti levé komory
zachycuje turbulentni tok v misté pfiblizeni vyrazné hypertrofického interventrikularniho
septa a anterolateralniho papilarniho svalu. IVS - interventrikularni septum, AL -
anterolateralni papilarni sval.

nebo v dutiné pravé komory pii vyklenuti hypertrofického interventrikularniho septa (Klues
HG. et al., 1991). Nitrokomorova obstrukce u HCM je dynamickym jevem, jeji hodnota se
méni v priabehu kazdé systoly 1 v disledku aktudlnich hemodynamickych podminek.
Obstrukce se zhorSuje ke konci systoly (kdyz se pfedni cip mitralni chlopné blizi k
interventrikularnimu septu nebo se k sobé¢ ptiblizuji stény levé komory a hypertrofické
papilarni svaly pii midventrikulérni obstrukci), proto ma dopplerovské echokardiografické

zobrazeni tlakového gradientu u HCM typicky tvar s maximalni hodnotou v pozdni fazi
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systoly (tvar dyky), na rozdil od fixni obstrukce (jako naptiklad pfi aortalni sten6ze), kde je
plocha stenotického usti béhem celé systoly prakticky stejna (Obr. 1.14., 1.15.). Mira

obstrukce se v ¢ase méni i s hemodynamickymi faktory ovliviiujicimi naplii levé komory

M3

+ Vel 305cml/s
PG 37 mmHg

==-100

--200
o Midventrikularni
. --300
obstrukce

=-400

T I U -
75mm/s bpm

Obr. 1.14.

Transtorakalni echokardiografické vysetieni, apikalni ¢tyfdutinova projekce u pacienta s
midventrikularni obstrukci, kontinualni dopplerovské zobrazeni. Je patrny dobie vykresleny
tlakovy gradient s vrcholem v pozdni fazi systoly (tvar dyky), ktery ma ptivod v
midventrikularni obstrukci. Rovnéz je patrny slabé vykresleny tlakovy gradient béhem celé
systoly, ktery je diisledkem malé mitralni regurgitace. Oba jevy se nachdzeji v jedné linii
snimané kontinudlnim dopplerovskym zobrazenim v jiné hloubce zobrazenych struktur.

M2IM4
+61.4

+AVVTI =]
Vmax 400 cmis
Vmean 297 cmls
Max PG 64 mmHg
Mean PG 29 mmHg

Obr. 1. 15.

Transtorakalni echokardiografické vySetfeni, apikalni ctyfdutinova projekce u pacienta s
aortalni stendzou, kontinualni dopplerovské zobrazeni. Je patrny tlakovy gradient
symetrického tvaru v dusledku fixni obstrukce pfi stenoze aortalni chlopné.
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(preload a afterload) a kontraktilitou myokardu.

JiZ zminéna fibrilace sini je nejCastéjsi arytmii u pacient s HCM. Hlavnimi predisponujicimi
faktory pro vznik fibrilace sini jsou zvétSeni levé sin¢€ a zvySeni tlaku v levé sini v dsledku
diastolické dysfunkce, nitrokomorové obstrukce a mitralni regurgitace (Elliott P. et al., 2014).
Krome¢ fibrilace sini, dochazi u pacientii s HCM i ke vzniku nesetrvalych i setrvalych
komorovych tachykardii i fibrilace komor. Roli v jejich vzniku hraje pravdépodobné kromé

jiného i intersticidlni fibr6za myokardu a mikrovaskularni postizeni (Elliott P. et al., 2014).

1.7. Klinické dusledky

VeétSina pacientl s HCM nemd béhem svého Zivota limitujici symptomy, proto
pravdépodobné zlistava Cast nositeld fenotypu nediagnostikovana (Elliott P. et al., 2014).
Klinicky vyznam onemocnéni je dan rizkem nahlé srdecni smrti, morbiditou a mortalitou
srdec¢niho selhani a tromboembolickymi komplikacemi fibrilace sini.

Nahla smrt u pacient s HCM vznika zejména jako disledek fibrilace komor (Nicod P. et al.,
1988). HCM je vyznamnou pii¢inou nadhlé smrti u mladych dospélych, véetné vrcholovych
sportovct, podle nékterych studii jde o nejcastéjsi pricinu nahlé smrti v téchto populacich
(Maron BJ, Maron MS, 2013). U starSich nemocnych s HCM je ndhlé smrt rovnéz
nezanedbatelnou pfi¢inou mortality. Vzhledem k vyrazné vyssi prevalenci ICHS (ktera je u
starSich dospélych nejcastéjsi pficinou ndhlé smrti) v této vékové skupiné neni jednoduché
rozlisit jestli k nahlému amrti dochazi v disledku HCM nebo ICHS.

Srdec¢ni selhani je nejcastéjSim klinickym syndromem i dilezitou pfi¢inou umrti u pacientl s
HCM. Jeho etiologie je multifaktorialni, podili se na ném zejména diastolickd dysfunkce levé
komory, u ¢asti pacientli i jeji systolicka dysfunkce, nitrokomorova obstrukce a mitralni
insuficience (Elliott P. et al., 2014).

Morbidita a mortalita v disledku fibrilace sini je dana zejména vznikem emboliza¢ni cévni
mozkové piihody a zda se, Ze ptitomnost fibrilace sini u pacienti s HCM znamena vyssi
riziko vzniku cévni mozkové piihody nez u jinych onemocnéni (Guttmann OP. et al., 2014).
V poslednich letech bylo publikovano nékolik praci zabyvajicich se dlouhodobym piezivanim
nemocnych s HCM (Ommen SR. et al., 2005, Sorajja P. et al., 2009, Nagueh SF. et al., 2011,
Schaff HV. et al., 2012, Veselka J. et al., 2014, Veselka J. et al., 2016). Neselektované
pacientské populace maji relativné dobrou prognozu, které je z pohledu rizika amrti

v

porovnatelna s obecnou populaci v danych zemich. Cim vyrazngjsi je ale vyjadieni fenotypu

-25 -



HCM, tim hors$i progndzu pacientil 1ze pozorovat. Mezi faktory, které byly asociovany s horsi
progndzou onemocnéni, tak fadime vySs$i miru hypertrofie, t€zky stupen diastolické dysfunkce
levé komory, systolickou dysfunkci levé komory, aneuryzma hrotové ¢asti levé komory,
vyznamnou nitrokomorovou obstrukei, postizeni pravé komory nebo t€zkou plicni hypertenzi.
Samostatnou kapitolou je riziko nahlé srde¢ni smrti u HCM, které je rovnéz asociovano s
nekolika rizikovymi faktory, kam patii rodinnd anamnéza nahlé smrti, anamnéza nevysvétlené
synkopy, maximalni hypertrofie levé komory nad 30 mm, zachyt nesetrvalych komorovych
tachykardii na ambulantnim monitorovani EKG a abnormalni hemodynamicka reakce na
zatéz (Gersh BJ. et al., 2011). V poslednich doporucenych postupech ESC k diagnostice a
1é€bé HCM byl publikovany novy skérovaci systém predikujici 5-leté riziko néhlé srdecni
smrti, ktery nezahrnuje abnormadlni tlakovou reakci na z4téz, ale navic obsahuje 1 vék
pacienta, rozmér levé sin€ a hodnotu maximalniho gradientu nitrokomorové obstrukce

(Elliott. P. et al., 2014).

1.8. Diagnostika

Diagnéza HCM je zaloZena na zobrazeni hypertrofie levé komory nevysvétlitelné
hemodynamickymi podminkami jakoukoliv zobrazovaci metodou (Obr. 1.16., 1.17., Elliott
P., etal., 2014). Nejcastéji je hypertrofie detekovana echokardiografickym vySetfenim, 1ze ji
ale prokazat i magnetickou rezonanci nebo pocitatovou tomografii (CT) srdce (O’Hanlon R.
et al., 2007). Doporucené postupy ESC stanovuji jako diagnostické kritérium pro HCM u
dospélych pacientli maximalni tloustku stény levé komory alespont 15 mm s védomim, ze
fenotyp HCM muze dosdhnout i mensi miry hypertrofie, kdy je obtizné odliSeni od nemoci se
zménénymi hemodynamickymi podminkami (arteridlni hypertenze, chlopenni vady) a
fyziologické hypertrofie pfi intenzivni fyzické zaté€zi (“sportovni” nebo “atletické” srdce
Elliott. P. et al., 2014). V takové situaci je kromé zobrazeni samotné hypertrofie k uréeni

diagnozy potieba dalSich vySetieni.

Anamnéza a fyzikalni vysetreni

Jako u kazdého dédi¢ného onemocnéni hraje v diagnostice HCM roli rodinnd anamnéza.
Sestaveni rodokmene pacienta s vyznacenim ptibuznych postizenych onemocnénim dokaze
odhalit zplisob dédi¢nosti v dané rodin€ a zpiesnit tak etiologii HCM. Nejcastéjsi zpiisob
pfenosu u HCM je autozomaln¢ dominantni, kterym se pfenasi mutace v genech pro

sarkomerické proteiny i vrozené syndromy. Postizené jedince u néj nalézame v kazdé
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Obr. 1. 16.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, parasternalni projekce na kratkou osu v tirovni
mitralni chlopné u pacienta s HCM. Je patrna koncentrickd hypertrofie levé komory. IVS -
interventrikularni septum

generaci, pfenos je mozny od rodi¢li obou pohlavi a riziko pfenosu znaku na potomka je 50
%. Autozomaln€ recesivni prenos nalézame u metabolickych onemocnéni, Friedreichovy
ataxie a n¢kterych mitochondriopatii. V rodokmenu se miize projevit nepfitomnosti nemoci
ani u jednoho z rodi¢l probanda. Gonozomalni pfenos (u Andersonovy-Fabryho a Danonovy
nemoci) se projevuje izolovanym nebo vyrazngj$im postizenim muzl a absence pfenosu z
otce na syna. Zaznamenani vyskytu nahlé smrti v roding je dilezité pro urceni rizika nahlého
umrti probanda.

Typickymi symptomy pacientli jsou inavnost a dusnost jako projevy srde¢niho selhani, které
muze byt zpisobeno diastolickou nebo systolickou dysfunkci levé komory, nitrokomorovou
obstrukei ¢i mitralni regurgitaci (Elliott P. et al., 2014). Selhani z kterékoliv z téchto pficin
dokaze zhorsit nové vznikla fibrilace sini s rychlou odpovédi komor, coz je i nejcastéjsi ditvod
akutni dekompenzace srde¢niho selhdni u pacientti s HCM. Dals§im ¢astym symptomem jsou
anginozni bolesti na hrudi, které jsou zptisobeny ischemii myokardu pfi hypertrofii,

mikrovaskularni dysfunkci, zvySeném napéti stény levé komory (wall stress) pti
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Obr. 1.17.

Magneticka rezonance srdce u pacienta s HCM. Je patrna hypertrofie levé komory s
maximalnim vyjadfenim v bazalnim segmentu piedni stény.
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nitrokomorové obstrukei a ptipadnou koincidenci ICHS.

Palpitace jsou nespecifickym ptiznakem, ktery mize doprovazet komorové extrasystoly i
setrvalé supraventrikularni ¢i komorové arytmie. Synkopa ma i u pacientii s HCM Sirokou
diferencialni diagnostiku, specifickou etiologii ptedstavuje nitrokomorova obstrukce a
komorové tachykardie. U pacientti s HCM je nevysvétlena synkopa rizikovym faktorem nahlé
srdec¢ni smrti. Nekardialni symptomy u pacientti s fenotypem HCM mohou poukazovat na
specifickou etiologii pii metabolickych vadach, vrozenych syndromech, neuromuskularnich a
sttddavych onemocnénich ¢i mitochondriopatiich (McCully RB. et al., 1996, Prasad K. et al.,
2008).

Fyzikalni vySetfeni je u HCM casto bez pozoruhodnych nalezt, v ptipad¢ pokrocilého
srde¢niho selhani mize byt pfitomna tachykardie, tieti srde¢ni ozva, poslechovy ndlez na
plicich, zvySena napln krénich Zil ¢i periferni otoky. Fibrilace sini se projevi jako
nepravidelné nepravidelna srde¢ni akce s moznym perifernim deficitem pfti palpaci pulzu.
Typickym poslechovym nalezem nitrokomorové obstrukce je systolicky Selest s poslechovym
maximem u levého okraje sterna. Intenzita Selestu stejné jako velikost nitrokomorového
tlakového gradientu stoupa pii manévrech snizujicich preload a afterload levé komory srde¢ni
(postaveni ze dfepu, Valsalvliv manévr). Systolicky Selest nad srdecnim hrotem s propagaci
do axily je patrny u mitralni insuficience. I fyzikalni vySetfeni mize poukazat na nekardialni

postizeni u metabolickych vad, vrozenych syndromech a neuromuskuldrnich onemocnéni.

Elektrokardiografie

Elektrokardiografie (EKG) u pacientii s HCM c¢asto vykazuje rizné abnormality. Typickym
znakem na 12-ti svodovém EKG je pfitomnost kritérii hypertrofie levé komory, extrémni
hodnoty jsou pozorovatelné zejména u metabolickych vad (Pompeho a Danonova nemoc),
naopak nizka voltaz QRS komplexu navzdory hypertrofii mize byt zndmkou srde¢ni
amyloidozy. Mezi dal$i ndlezy na EKG patii Q kmity a abnormality ST useku a T viny i pfi
absenci ICHS (McLeod CJ. et al., 2009). Distribuce Q kmiti abnormalniho trvani (nad 40 ms)
koreluje s lokalizaci fibrozy v levé komote, elevace ST segmentl v lateralnich svodech nékdy
doprovazi apikalni aneurysma a hluboce negativni T viny v prekordialnich svodech byvaji
patrny u apikalni formy HCM. Zkraceni PQ intervalu s preexcitaci mize ukazovat na
metabolické vady (Pompeho a Danonova nemoc, mutace v genu PRKAG?2) a
mitochondriopatie, samotné zkraceni PQ intervalu poté na Andersonovu-Fabryho nemoc.
Vznik AV bloku mizeme pozorovat u metabolickych onemocnéni i amyloidézy (Rapezzi C.

et al., 2013). Ambulantni monitorovani EKG se u pacienti s HCM vyuziva ke stratifikaci
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rizika nahlé srde¢ni smrti. B€hem 24 - 48 hodinového monitorovani ma 25 % pacientti
zachycenu nesetrvalou komorovou tachykardii definovanou jako alespoii tii po sob¢
nasledujici komorové stahy s frekvenci nad 120/min. Az 40 % pacientdl ma pii ambulantnim
monitorovani pfitomno paroxyzmy supraventrikularni tachykardie, které ptredstavuji riziko

embolizacnich piihod (Adabag AS. et al., 2005).

Echokardiografie
Echokardiografické vySetieni hraje stéZejni roli ve stanoveni diagn6zy HCM i v dlouhodobém
sledovani pacienti s HCM. Méfenim tloustky srdecni stény ve standardnich projekcich se

zobrazi hypertrofie levé komory jako zakladni znak fenotypu HCM (Obr. 1.18.). Pii omezené

Dist 4.13 cm

Obr. 1.18.

Transtorakalni echokardiografické vySetteni, parasternalni projekce na dlouhou osu. Je patrno
vyrazn¢ hypertrofické interventrikularni septum s tloustkou 41 mm. IVS - interventrikularni
septum.
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echokardiografické vysetritelnosti a v situaci, kdy k hypertrofii dochazi pouze v jednom nebo
nckolika malo segmentech levé komory, dokéaze piesnost vySetieni zvysit pouziti kontrastni
echokardiografie, ptipadné je k zobrazeni hypertrofie vhodné pouzit magnetickou rezonanci.
Echokardiografie je klicova k zachyceni nitrokomorové obstrukce. Dokaze zobrazit struktury
podilejici se na vzniku obstrukce, jako je hypertrofické bazalni interventrikularni septum,
piedni cip mitralni chlopné a jeho doptedny pohyb béhem systoly a hypertrofické papilarni
svaly v pfipad¢ midventrikularni obstrukce. Dopplerovské vysetieni ptesné kvantifikuje
velikost tlakového gradientu vlivem obstrukce. Obstrukce se povazuje za pfitomnou pii
maximalnim tlakovém gradientu nad 30 mm Hg, s nartstajicim tlakovym gradientem pak
progresivné nartista impedance toku krve (Wigle ED. et al., 1985). Pfiblizn¢ tfetina pacientt s
HCM ma jiz v klidu pfitomnou nitrokomorovou obstrukei, dalsi tietina ma latentni obstrukei,
ktera neni pfitomna v klidu, ale projevi se pfi manévrech nebo farmakologickych
provokacich, které snizuji preload a afterload anebo zvySuji kontraktilitu levé komory (Obr.
1.19.). Nejcitlivéjsi metodou k detekci obstrukce je fyzicka zat¢z a zatézova echokardiografie,

ktera je ale rovnéz

M3 M4

+ Vel 822cmis .
PG 270 mmHg

Obr. 1.19.

Transtorakalni echokardiografické vySetieni, apikélni ¢tyfdutinova projekce u pacientky s
obstrukci ve vytokovém traktu levé komory, kontinualni dopplerovské zobrazeni. Je patrny
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vyrazny tlakovy gradient (270 mm Hg) s vrcholem v pozdni fazi systoly (tvar dyky) po
provokaci Valsalvovym manévrem.

casove obstrukce je fyzicka zatéz a zatézova echokardiografie, ktera je ale rovnéz ¢asové
symptomatickych pacientd, kterym se nepodatilo dokumentovat pritomnost obstrukce jinymi
testy (Dimitrow PP. et al., 2009). NejpouzivangjSim provoka¢nim manévrem je Valsalviv
manévr, farmakologicka provokace nitraty méné reprodukuje vysledky fyzické zatéze a
pouziti dobutaminu neni fyziologickym provoka¢nim mechanizmem. Pfitomnost
nitrokomorové obstrukce je rovnéz rizikovym faktorem nahlé srde¢ni smrti i prediktorem
horsi prognozy nemocnych (Maron MS. et al., 2003, Veselka J. et al., 2016).

Mitrélni insuficience je Castym ndlezem u HCM, ktery je rovnéz zobrazitelny
echokardiografii. Pii doptedném systolickém pohybu pfedniho cipu mitralni chlopné dochazi
prakticky vzdy k poruse koaptace cipt a alespoit malé mitralni regurgitaci, kterda smétuje pod

zadni cip (Obr. 1.20.). Centralni nebo doptfedu orientovana mitralni regurgitace vétSinou

Obr. 1.20.

Transtorakalni echokardiografické vysetieni, apikalni ¢tyfdutinova projekce u pacienta s
HCM, barevné dopplerovské zobrazeni. Je patrna tryska malé mitralni regurgitace
orientované pod zadni cip mitralni chlopné. MiR - tryska mitralni regurgitace.
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doprovazi primarni mitralni vadu, ktera nevymizi po 1€cb¢ nitrokomorové obstrukce.

Leva sin je u pacientli s HCM casto zvétSena v diisledku mitralni regurgitace a zvySenych
plnicich tlakd levé komory. Rozmér levé siné je soucasti nového modelu predikce rizika nahlé
smrti dle doporucenych postupti ESC (Elliott, P. et al., 2014).

Zvlastnim morfologickym nalezem u HCM s nejasnym klinickym vyznamem jsou

myokardialni krypty, invaginace dutiny levé komory do hypertrofického myokardu,

zachytitelné zejména magnetickou rezonanci, vzacné i echokardiografii (Obr. 1.21., Spacek

M. et al., 2014).

Obr. 1.21.

Transtorakalni echokardiografické vysSetfeni, parasternalni projekce na kratkou osu v urovni
papilarnich svall u pacienta s HCM. Na boc¢ni sténé€ jsou zobrazeny dvé myokardialni krypty.
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Komplexni zhodnoceni diastolické funkce je soucasti echokardiografického vysSetteni u
pacientti s HCM. Diastolicka dysfunkce levé komory je dilezitou pfi¢inou klinickych projeva
diastolické dysfunkce) maji hordi prognézu (Kitaoka H. et al., 2011). Zadny z
echokardiografickych parametri dokonale nevystihuje poruchu diastolické funkce, k jejimu
zhodnoceni se pouziva kombinace parametrti dopplerovského méteni pritoku mitralni
chlopni, dopplerovského méteni rychlosti pohybu mitralniho prstence, prutok plicnimi Zilami

a velikost levé sin¢ (Obr. 1.22., 1.23.). I kdyz globalni ukazatele systolické funkce levé

+
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DELAY1 I MS EVERY BB BEATS

Obr. 1.22.

Transtorakalni echokardiografické vysSetieni, apikalni ¢tyfdutinova projekce u pacientky s
HCM, pulzni dopplerovské zobrazeni na trovni mitralni chlopné. Pritok mitralni chlopni

v Vv

dysfunkce levé komory. Pomér maximalnich rychlosti ¢asného a pozdniho diastolického
prutoku (E/A) je nad 2, deceleracni Cas viny E je 150 ms. E - ¢asny diastolicky pratok mitralni
chlopni, A - pozdni diastolicky prutok mitralni chlopni.

komory jako je ejekéni frakce dosahuji u vétSiny pacientii normalni nebo vyssi nez normdlni
hodnoty, jiz zminéné dalsi parametry systolické funkce jako deformacni ukazatele (strain a
strain rate) a rychlosti longitudinalniho pohybu myokardu mohou byt snizeny zejména v
segmentech postizenych hypertrofii (Urbano-Moral JA. et al., 2014). Na specifickou etiologii
HCM lze usuzovat podle n€kterych echokardiografickych ukazateli. Koncentrickéd hypertrofie
je Castéjsi u metabolickych onemocnéni, extrémni hypertrofie doprovazi zejména Danonovu a

Pompeho nemoc. Ztlusténi interatrialniho septa a cipt atrioventrikuldrnich chlopni a
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Obr. 1.23.

Transtorakalni echokardiografické vySetfeni, apikalni ctyfdutinova projekce u pacientky s
HCM, tkanové dopplerovské zobrazeni septalniho okraje mitralniho anulu. Niz$i maximalni
casna diastolicka rychlost pohybu mitralniho anulu oproti pozdni diastolické rychlosti a
celkové snizené maximalni rychlosti pohybu ukazuji na diastolickou dysfunkci levé komory.
Ea - ¢asna diastolicka rychlost pohybu mitralniho anulu, A - pozdni diastolicka rychlost
pohybu mitralniho anulu, Sa - systolicka rychlost pohybu mitralniho anulu.

restriktivni plnéni levé komory s malym perikardialnim vypotkem patii do obrazu srde¢ni
amyloidozy. Hypertrofie pravé komory a obstrukce v jejim vytokovém traktu byva soucasti
syndromu Noonanové. Jicnova echokardiografie je vyuZivana u pacientli s omezenou
transtorakalni vysetfitelnosti, k posouzeni mechanizmu obstrukce ve vytokovém traktu levé
komory, kvantifikaci vad mitralni chlopné a pii myektomii k periopera¢ni monitoraci vykonu

a detekci komplikaci.

Magneticka rezonance

Magneticka rezonance srdce je dilezitou diagnostickou metodou u pacientd s HCM. Pro
zhodnoceni morfologie a funkce levé komory srde¢ni poskytuje podobné informace jako
echokardiografie u dobie vysettitelnych pacientti, ale u ¢asti nemocnych je ptesnéjsi v
zobrazeni nékterych oblasti a struktur jako jsou srdecni hrot, anterolateralni oblast levé

komory nebo prava komora, kde dokéaze 1épe kvantifikovat hypertrofii myokardu. Lepsi
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zobrazeni poskytuje magneticka rezonance i v pfipadé anomalii a hypertrofie papilarnich
svalu, pii detekci myokardialnich krypt a apikdlnich aneuryzmat levé komory (Rickers C. et
al., 2005). Magnetické rezonance dokéaze kvantifikovat nitrokomorovou obstrukei 1
diastolické pritoky mitralnim ustim a pritok plicnimi zilami, ale tato vySetfeni jsou Casove
narocna a obstrukce se kvantifikuje za klidovych podminek, proto je metodou volby ke
zhodnoceni nitrokomorové obstrukce 1 diastolické funkce levé komory echokardiografie.
Vyuzitim rozdilnych magnetickych vlastnosti jednotlivych tkani a zobrazenim distribuce
gadoliniové kontrastni latky 1ze pomoci magnetické rezonance detekovat intersticidlni fibrozu

myokardu (Obr. 1.24.). Ta je pfitomna u pfiblizné 65 % pacienti s HCM a je lokalizovana

Obr. 1.24.

Magneticka rezonance srdce u pacienta s HCM. Bilou barvou je zobrazeno pozdni syceni
gadoliniem v oblasti hrotu a apikalni ¢asti predni stény levé komory. LGE - pozdni syceni
gadoliniem.
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zejména v hypertrofickych segmentech a v bodech inzerce myokardu pravé komory do
interventrikularniho septa. Jeji distribuce je odlisna od distribuce fibrézy po infarktu
myokardu, nej¢astéji tvoii nepravidelnd loziska ulozené uprostied srde¢ni svaloviny. K
transmuralni fibroze a ztenceni stény dochazi u ¢asti pacientl pti rozvoji systolické dysfunkce
(end-stage disease) a apikalnich aneuryzmat (Rudolph A. et al., 2009). Pfitomnost fibrozy pii
vySetieni magnetickou rezonanci je asociovana s vyskytem nesetrvalych komorovych
tachykardii pfi ambulantnim monitorovani EKG a rovnéz s vysSim rizikem
kardiovaskularnich ptfihod, v¢etné srdecniho selhdni a kardiovaskuldrni i celkové mortality.
Metaanalyza publikovanych dat ale ukazuje pouze trend asociace fibrozy s rizikem nahlé

smrti (Green JJ. et al., 2011).

Dalsi vysetrovaci metody

Z metod nuklearni mediciny se v diagnostice HCM vyuziva afinita transtyretinu (TTR) k
radiofarmakiim pouzivanych pii kostnich scintigrafiich (nejvice technecium-difosfono-
propano-dikarboxylova kyselina, Tc-DPD), ktera se vyuziva pii podezieni na TTR

amyloidozy (tedy hereditarni a senilni, Obr. 1.25.). K akumulaci radiofarmaka v srdci

Akumulace
radiofarmaka v srdci

Obr. 1.25.

SPECT s vyuzitim Tc-DPD u pacienta se senilni amyloido6zou srdce. Je patrna akumulace
radiofarmaka v myokardu, kterd ptevysuje jeho akumulaci ve skeletu.
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nedochazi pti sarkomerické HCM ani HCM jinych etiologii (Rapezzi C. et al., 2011).
Vysetieni srdce pocitacovou tomografii (CT) dokéze za cenu ionizujiciho zafeni poskytnout
analogické informace o struktute a funkci srde¢nich oddilii jako echokardiografické vySetfeni
a magneticka rezonance. Navic podéava i informaci o pfipadném postizeni véncitych tepen u
ICHS. V ptipadé HCM je CT vySetieni rezervovano pro pacienty s limitovanou
echokardiografickou vysettfitelnosti a kontraindikacemi magnetické rezonance (Elliott P. et
al., 2014).

Endomyokardialni biopsie neni potiebna ke stanoveni diagnézy HCM, které je dosazitelna
klinickym vySetfenim a neinvazivnimi metodami, ale jeji pouziti je mozné pii diagnostice

infiltrativnich a stftddavych onemocnéni s fenotypem HCM.

Genetické vySetreni

HCM se nejcastéji dédi jako autozomalné dominantni znak s typickym familidrnim vyskytem
a 50% rizikem pfenosu na potomky. Cést piipadi je sporadickych pfi de novo vzniklych
mutacich, piipadné tak ptisobi v momentu stanoveni diagnozy u probanda pii netiplné
penetranci u postizeného rodi¢e nebo autozomalné recesivnim typu ptenosu u nékterych
forem HCM. K rozliSeni typu pfenosu je diilezité ziskani rodinné anamnézy a sestaveni
rodokmenu. Genetické poradenstvi je soucasti péce o pacienty s HCM a jejich piibuzné s
cilem informovat nemocné o riziku pfenosu a progndzach rozvoje onemocnéni, jeho
klinickych disledcich a moznostech genetického vysSetieni (Elliott P. et al., 2014).

Tradi¢ni zptisob genetického vysetfeni pacientd s HCM zahrnoval vySetieni sarkomerickych
genl pomoci piimého sekvenovani, moderni alternativou je vysokokapacitni vysetieni vétsiho
mnozstvi gent (vZdy vSak obsahujici 1 sarkomerické geny) pomoci metod sekvenovani nové
generace (Next Generation Sequencing, NGS). Faktory omezujici aktualni klinicky ptinos
genetického vysetfeni jsou genetickd variabilita onemocnéni, nalez genetickych variant
nejasného vyznamu a omezena korelace genotypu a fenotypu a tim minimalni ovlivnéni
klinické péce o pacienty. Pouze u 50-60 % pacientil identifikujeme mutaci v genech pro
sarkomerické proteiny (Charron P. et al., 2010, Gersh BJ. et al., 2011). Negativni vysledek
genetického vySetfeni tedy neznamena jistotu nepfitomnosti onemocnéni a omezuje jeho
pouziti ve vylou¢eni HCM jako pfi¢iny nalezu hrani¢ni hypertrofie levé komory (u pacientti s
arterialni hypertenzi nebo u sportovcu s fyziologickou adaptaci). Nalez mutace je Castéjsi u
mladSich pacientl a u pacientl s pozitivni rodinnou anamnézou HCM a i u pacientli s
vyraznéjsi hypertrofii myokardu (Gersh BJ. et al., 2011). Morfologie levé komory je rovnéz

Mrwe wevr

asociovana se zadchytem pricinné mutace. NejCastéjsi je u pacientl s reverzni morfologii
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interventrikularniho septa (septum konvexné vyklenuté do dutiny levé komory), kde dosahuje
(konkavni plocha smérem do dutiny levé komory), kde tvoii pouhych 10 % (Binder J. et al.,
20006). Tito pacienti, splitujici klinickou definici HCM, tedy ve vétSing piipad nemaji z
genetického pohledu sarkomerickou HCM a neni zcela jasné, jestli u nich jde o dédicné
onemocnéni nebo zmény morfologie levé komory srdec¢ni vlivem véku. Skupinu pacientd bez
identifikované mutace v sarkomerickych genech tedy mohou tvofit jedinci s nedédi¢nou
etiologii hypertrofie levé komory a z mensi ¢asti jedinci s jinymi genetickymi nemocemi
vedoucimi k fenotypu HCM (viz etiologie, metabolickd onemocnéni, vrozené syndromy,
mitochondrialni kardiomyopatie, neuromuskularni a infiltrativni onemocnéni). Cést pacientt
muze byt nositeli mutace v genech doposud neasociovanych s HCM, i mimo oblast
sarkomery. Pfi vzajemné genetické provazanosti jednotlivych familiarnich forem
kardiomyopatii 1ze o¢ekavat, ze mutace v genech asociovanych s ostatnimi kardiomyopatiemi
mohou pfi odlisném efektu na funkci proteinu vést k rozvoji fenotypu HCM. Metody NGS
umoziuji efektivni a rychlou analyzu velkého mnozstvi genti nebo celého genomu. VySetieni
vice gent ale nevyhnuteln€ piinasi identifikaci vice vzacnych genetickych variant. Je
potiebné co nejpiesnéjsi odliSeni mutaci s kauzalnim vztahem ke vzniku onemocnéni od
ostatnich vzacnych genetickych variant, které nejsou patogenni. Zakladem této stratifikace je
klasifikace identifikovanych variant na zéklad¢ vSech dostupnych dikazii o jejich kauzalité
(pozitivnich i negativnich), jako jsou vzacnost vyskytu, vyskyt v kontrolnich populacich,
kosegregace s fenotypem, postiZzeni konzervovaného mista, predikce dopadu na funkci
proteinu a vysledky bunéénych a zvifecich modeld (MacArthur DG. et al., 2014). Mnoho z
identifikovanych variant postrada presvédcivé dikazy o roli v patogenezi HCM, oznacujeme
je jako varianty nejasného vyznamu. Nalezeni vztaht konkrétnich mutaci a fenotypovych
znakl nebo prognézy HCM je obtizné pro velké mnozstvi mutaci, chybé&jici potvrzeni jiz
publikovanych asociaci a ocekavané ovlivnéni fenotypu HCM i dal§imi genetickymi a
epigenetickymi faktory (Elliott P. et al., 2014). Klinicky pribéh onemocnéni je totiz velmi
variabilni 1 v rdmci jedné rodiny (u nositeld identickych mutaci). Jednim z cilt péce o
pacienty s HCM je co nejpiesnéji identifikovat jedince ohrozené nahlou srde¢ni smrti, u
kterych se indikuje preventivni 1é€ba v podob¢€ implantabilnich kardiovertera-defibrilatorg.
Tato 1écba je ovSem invazivni a zatiZena jistym rizikem komplikaci a je navic ekonomicky
nakladna. V soucasnosti se indikace fidi stanovenim rizika podle pfitomnosti jednotlivych
rizikovych faktorli z anamnézy a zobrazovacich metod (Gersh BJ. et al., 2011, Elliott P. et al.,

2014). Tyto stratifikacni systémy maji ale jenom omezenou schopnost spravné urcit jedince
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ohrozené nahlou smrti (Jahnlova D. et al., 2015). Prokézani asociace konkrétnich mutaci s
rizikem néhlé smrti by vedlo k pfesnéjSim indikacim 1écby, zatim se ale pouzitelny vztah
mutace s rizikem zavaznych arytmii nepovedlo identifikovat. Mutace v genech pro srde¢ni
troponiny a né€které mutace v genu pro tézky fetézec f myozinu byly v minulosti na zdkladé
kazuistickych sdéleni oznaceny za rizikové a mutace v genu pro myozin vazebny protein
naopak za benigni stran nahlé srde¢ni smrti, neexistuji ale presvédcivé ditkazy o vlivu
konkrétnich mutaci na vznik nahl¢ srde¢ni smrti (Watkins H. et al., 1995, Moolman JC. et al.,
1997, Pasquale F. et al., 2012). Je ale logické pfedpokladat, Ze typ mutace ma dopad na
klinickou prognézu pacienta. Porovnani skupin pacientti s mutaci v genech pro tenka a tlusta
filamenta (dva nej€astéji zastoupené geny pro tézky fetézec f myozinu a pro myozin vazebny
protein C patii mezi tlusta filamenta) v nedavné praci ukéazalo vyssi pravdépodobnost vyvoje
systolické dysfunkce i tézké diastolické dysfunkce u pacientii s mutacemi v genech pro tenka
filamenta. Naproti tomu arytmické piihody vEetné nahlé smrti nebyly u pacientl s postizenim
tenkych filament (kam patii i srdecni troponiny) ¢astéjsi (Coppini R. et al., 2014).

Hlavni klinicky vyznam genetického vySetieni HCM je identifikace specifické etiologie u
pacientil se specialnimi rysy fenotypu a ptipadné specifickou terapii (jako jsou metabolicka
onemocnéni) a zejména genetickd diagnostika ptibuznych (Charron P. et al., 2010). Vzhledem
k monogenni dédi¢nosti HCM a jejimu klinickému vyznamu jsou piibuzni pacienti
indikovani ke screeningovému vysetfeni s cilem identifikace fenotypu. Zakladem tohoto
vySetieni je stejné jako pfi stanoveni diagndzy onemocnéni u probanda identifikace
hemodynamicky nevysvétlené hypertrofie levé komory srde¢ni pomoci zobrazovacich metod.
Ptibuzni podstupuji klinické vySetteni kardiologem, EKG a echokardiografické vySetteni,
piipadné magnetickou rezonanci. V ptipad¢ identifikace fenotypu se provadi dalsi vySetfeni
zejména ke stratifikaci rizika ndhlé smrti a screeningové vysetfeni ptibuznych téchto jedinci.
Limitujicim faktorem klinického kaskadového screeningu je na véku zavisla penetrance
onemocnéni. Pfi absenci fenotypu u ptibuzného si nemtizeme byt jisti, ze neni nositelem
patogenni mutace a neni ohrozen rozvojem fenotypu a klinickymi dtsledky onemocnéni v
pozdéjsim veku. Klinicka vySetieni, EKG a echokardiografii je proto potieba opakovat v
pravidelnych intervalech i u asymptomatickych ptibuznych az do véku 50-60 let. Interval
opakovanych vySetfeni je mezi 2-5 lety podle véku pribuznych, klinické zavaznosti projevil
onemocnéni v roding, piipadné participace piibuzného ve vrcholovych sportech. Nalez
patogenni mutace u probanda umozni pfesnou genetickou diagnostiku na pfitomnost dané

mutace u jeho piibuznych a dokaze identifikovat jedince ohrozené HCM i v dobé pied
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Obr. 1.26.

Model sledovani ptibuznych pacientti s familiarnimi kardiomyopatiemi dle stanoviska ESC v
piipadé pozitivniho a negativniho vysledku genetického vySetteni (Charron P. et al., 2010).

rozvojem detekovatelného fenotypu. U ptibuznych, ktefi jsou nositeli patogenni mutace, je
mozné déle geneticky vySetfit jejich pfibuzné prvniho stupné (Obr. 1.26., kaskddovy
geneticky screening, Charron P. et al., 2010). Existuje malo dat o dlouhodobém sledovani
nositell mutace bez vyvinutého fenotypu HCM a neni jasné jaké je jejich riziko rozvoje
klinickych ptihod, povazuje se ale za malé. Vznik nahlé smrti pied rozvojem hypertrofie levé
komory je vzacny a zminky o ni se tykaji zejména nékolika izolovanych sdéleni pii
identifikovanych mutacich v genu pro srde¢ni troponin T (Moolman JC. et al., 1997, Pasquale
F. etal., 2012). V prafezovych studiich podle o¢ekavani stoupa s vékem i podil nositelil
mutace s rozvinutym fenotypem, lze tedy ocekavat, ze ¢ast pribuznych s patogenni mutaci
rozvine béhem svého Zivota obraz HCM a je logické pfistupovat k nim jako k pacientlim s
HCM, véetné potieby dlouhodobého sledovani a stratifikace rizika nahlé smrti (Elliott P. et
al., 2014). Ptibuzni, ktefi nejsou nositeli patogenni mutace identifikované v dané rodinég,
nejsou v riziku rozvoje onemocnéni, pi absenci symptomil nepotiebuji dalsi kardiologické
sledovani a nemohou pfenést HCM na svoje potomky. V situaci, kdy genetické vySetieni neni

dostupné nebo neidentifikuje patogenni mutaci u probanda je moznost identifikace nositeli
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mutace pred rozvojem fenotypu omezend. Znamky hypertrofie levé komory na EKG jsou
citlivym, ale malo specifickym ukazatelem (Charron P. et al., 1997). N¢kolik
echokardiografickych parametrli bylo asociovano s pozitivnim genotypem pied vznikem
hypertrofie, ale vysledky jednotlivych praci jsou €asto kontroverzni a konkrétni parametry
jsou pravdépodobné malo specifické. Rychlosti pohybu mitralniho anulu z tkanového
dopplerovského vysetieni (jako citlivy ukazatel casnych stadii poruchy diastolické funkce) se
jevily zejména u mladych lidi jako proménné schopné diskriminovat jedince s patogenni
mutaci, ale dal$i prace tyto vysledky nepotvrdily (Marian AJ., Roberts R. 1994, Marian AlJ. et
al., 1997, Maron BJ. et al., 2001, Ho CY. et al., 2002, Michels M. et al., 2009). Jedna prace
prezentovala ukazatel kombinujici funkéni a morfologické echokardiografické parametry jako
zpiisob identifikace nositeldl mutace (Gandjbakhch E. et al., 2010). Zadna ze zminénych
metod nedosahuje v identifikaci nositel mutace presnost genetického vySetieni, ale pro
nezanedbatelnou ¢ast rodin s negativnim nebo neprikaznym genetickym vySetienim
predstavuji jedinou moznost stratifikace ptibuznych vzhledem k riziku rozvoje HCM a

umoziuji intenzivngjsi sledovani vybranych jedinct.

1.9. Lécba

Klinicky vyznam HCM je dan jejimi zavaznymi kardiovaskularnimi disledky, mezi které
patii riziko nahle srde¢ni smrti, morbidita a mortalita srde¢niho selhani a vznik cévnich
mozkovych ptihod (jako dusledek tromboemboliza¢nich komplikaci pfi fibrilaci sini, Maron
BJ, Maron MS. 2013). U HCM neexistuje kauzalni 1écba a preventivni farmakoterapie u
nositelil genotypu pred vyvojem fenotypu nebo u asymptomatickych pacientt s jiz rozvinutou
hypertrofii levé komory srdec¢ni nevede ke zméné klinického pribéhu ani vyznamnému
ovlivnéni fenotypu (i ptes zménu nékterych echokardiografickych parametrt, Ho CY. et al.,
2015, Axelsson A. et al., 2015). VSechny klinické dopady nemoci ale Ize terapeuticky
ovlivnit.

V 1é¢bé nitrokomorové obstrukce se kromé rezimovych opatieni jako je prevence
hypovolémie, abstinence od alkoholu, redukce télesné hmotnosti a neuzivani diuretik a
vazodilatatorti (jako jsou nitraty nebo inhibitory fosfodiesterazy 5) vyuzivaji farmakologické i
nefarmakologické postupy. Farmakoterapie je pti absenci randomizovanych studii zaloZzena
na konsenzu a nerandomizovanych pracich. Lékem prvni volby jsou betablokatory, pfi jejich
kontraindikaci nebo nedostate¢ném ucinku Ize podavat non-dihydropyridinové blokatory

kalciovych kanalt (verapamil a diltiazem). Ob¢ kategorie 1€kl 1ze kombinovat s
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antiarytmikem IA tfidy s negativnim inotropnim u¢inkem, disopyramidem (neni v CR
registrovan). U pacientii s limitujicimi symptomy (NYHA ttida III-IV, pfipadné opakované
synkopy pfi fyzické ndmaze) navzdory podavané farmakoterapii, nebo pfi intoleranci
farmakoterapie a nadale trvajici vyznamné nitrokomorové obstrukci (gradient nad 30 mm Hg)
se k 1é¢b¢ obstrukce pouzivaji i nefarmakologické metody. Tradi¢ni procedurou je v takovém
piipad¢ chirurgicka myektomie, pti které se vytizne ¢ast hypertrofického bazéalniho
interventrikularniho septa, coz vede k redukci tlakového gradientu a tlevé od symptomi. V
ptipadé midventrikuldrni obstrukce se myektomie mtze prodlouzit distalné do Grovné
stiednich segmentt levé komory. Soucasti chirurgického vykonu mtize byt i vykon na mitralni
chlopni a jejim zavésném aparatu v pripad¢ vyznamné mitralni insuficience (Elliott P. et al.,
2014).

Méné invazivni alternativou nefarmakologické 1é€by obstrukce je katetrizacni alkoholova
septalni ablace, u které se podanim malého mnozstvi alkoholu do tepny zasobujici bazalni
¢ast interventrikularniho septa (nej¢astéji ramus septalis anterior z ramus interventricularis
anterior) vyvola cilena nekr6za myokardu omezeného rozsahu (Sigwart U., 1995). Ta vede k
poruSe kontraktility a pfi vyvoji jizvy i k redukci hypertrofie v této oblasti a k redukei
obstrukce v LVOT (Veselka J. et al., 2005). B€hem procedury je teritorium zasobené cilovou
vétvi korondrniho fecisté zobrazeno pomoci kontrastni echokardiografie (Obr. 1.27., Zemanek
D. et al., 2010). Neexistuje randomizované porovnani myektomie a alkoholové septalni
ablace, z nerandomizovanych dat se ukazuje, Ze ASA ma vétsi riziko vzniku kompletniho
atrioventrikularniho bloku a nutnosti implantace trvalého kardiostimulatoru a vyssi rezidualni
tlakovy gradient v LVOT, ale vede k porovnatelné ulevé od symptomda jako chirugicka
myektomie. Proceduralni mortalita obou vykont byla povaZzovéana za podobnou, nedavna
prace s vysledky celonarodni analyzy provedenych vykonu v USA ukazuje vyrazné vyssi
mortalitu u myektomie (Alam M. et al., 2009, Veselka J. et al., 2016, Kim LK. et al., 2016).
Kromé alkoholu lze katetrizacné€ k vyvolani nekrdzy pouzit i odpoutatelné civky (“coily”)
nebo kyanoakrylat, pfipadné aplikaci radiofrekvencni energie z dutiny komor (Riedlbauchova
L. et al., 2013). Publikované vysledky téchto metod se tykaji mensSich soubort pacientii bez
dlouhodobého sledovani.

Trvala dvoudutinové kardiostimulace s nastavenim kratkého atrioventrikularniho intervalu a
polohou komorov¢ elektrody v hrotu pravé komory vede podle n€kolika praci s malymi
kohortami pacientl k redukci obstrukce v LVOT (v mensi mife nez ASA) a k variabilnim

zméndm v symptomech (Qintar M. et al., 2012). O této metod¢ 1éCby nitrokomorové
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obstrukce lze uvazovat u pacientti odmitajicich nebo kontraindikovanych k jinym

nefarmakologickym metodam a s jinymi indikacemi k trvalé kardiostimulaci.

Obr. 1.27.

Transtorakalni echokardiografické vysetieni, apikalni ¢tyfdutinova projekce u pacientky
beéhem ASA vykonu. Power-dopplerovské kontrastni zobrazeni ukazuje teritorium myokardu
v bazalni ¢asti interventrikularniho septa, které je zasobeno cilovou tepnou.

Lécba srdecniho selhdni u pacientli bez nitrokomorové obstrukce je zalozena zejména na
farmakoterapii. U pacientl se zachovalou systolickou funkci levé komory srdecni je cilem
farmakoterapie snizeni plnicich tlaki levé komory pomoci zpomaleni tepové frekvence
(pomoci betablokatorti, verapamilu, diltiazemu) a opatrnou diuretickou 1écbou. V piipade
snizené systolické funkce se k terapii pridavaji rovnéz léky zasahujici do renin-angiotensin-
aldosteronového systému (inhibitory angiotensin-konvertujiciho enzymu, sartany, blokatory
aldosteronovych receptorit). U pacientli se supraventrikuldrnimi tachykardiemi (nejcastéji
fibrilace sini) vede kontrola rytmu nebo kontrola frekvence k tlevé od symptomu srde¢niho
selhani (Elliott P. et al., 2014).

Existuje malo dat o srdecni resynchronizacni terapii (pomoci biventrikularni stimulace) u
HCM, ale regionalni heterogenita kontrakce je u pacientii s HCM c¢astd a v jedné studii vedla
resynchronizacni terapie k redukci symptomt srde¢niho selhani (Rogers DP. et al., 2008),

proto je doporucena u pacientil se systolickou dysfunkci levé komory (ejekéni frakce pod 50
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%) a rozsifenym QRS komplexem v trvani nad 120 ms morfologie blokady levého raménka
Tawarova (LBBB). U pacientt s refrakternim srde¢nim selhdnim funkéni tftidy NYHA M-IV
navzdory farmakoterapii a pfi absenci vyznamné nitrokomorové obstrukce piedstavuje
posledni lécebnou moznosti transplantace srdce. VEtSina téchto pacientil se nachazi ve stadiu
nemoci s té¢Zkou systolickou dysfunkei levé komory. Minoritni indikaci k transplantaci jsou u
HCM 1 nefesitelné komorové arytmie. Pacienti s HCM tvoii malou ¢ast nemocnych
podstupujicich transplantaci (1-7 %, Kato TS. et al., 2012).

Nejcastéjsi arytmii u pacientti s HCM je fibrilace sini. Vznikd v dasledku dilatace levé sin¢ a
zvySeni tlaku v levé sini pfi srde€nim selhani, nitrokomorové obstrukci a mitralni regurgitaci.
Jeji prevalence je u HCM téméf 25 %. Prevalence tromboembolickych komplikaci je pak u
pacientt s fibrilaci sini u HCM rovnéz ptiblizné 25 % (Guttmann OP. et al., 2014). Vzhledem
k takto vysokému riziku je u vSech pacientd s HCM pfi vzniku fibrilace sini doporuc¢ovana
antikoagula¢ni terapie, bez ohledu na hodnotu jejich CHA2DS2-VASc skore (skorovaci
systém stanovujici riziko tromboembolickych komplikaci zahrnujici ptitomnost srde¢niho
selhani, vék, diabetes mellitus, anamnézu cévni mozkové prihody, cévni postizeni a Zenské
pohlavi pouzivany k indikaci antikoagulaéni terapie u nonvalvularni fibrilace sini, Elliott P. et
al., 2014). Ostatni aspekty 1écby fibrilace sini véetné kontroly frekvence a rytmu a
katetriza¢ni ablace jsou stejné jako u pacientii bez HCM.

Nahla smrt je dilezitym faktorem podilejicim se na mortalité pacientd s HCM. Nejcastejsi
arytmii, ktera u HCM zpiisobi ndhlou smrt je fibrilace komor, ale byly dokumentovany i
asystolie, atrioventrikularni blok a elektromechanicka disociace (Nicod P. et al., 1988). K
predikci rizika nédhlé smrti u HCM, o kterou se pak opira i jeji prevence, se pouziva
identifikace rizikovych faktort v anamnéze pacientii a ve vysledcich pomocnych vySetieni.
Doporucené postupy ACCF/AHA sleduji vyskyt rodinné anamnézy nahlé smrti, pfitomnost
nevysvétlené synkopy, hypertrofie levé komory nad 30 mm, nesetrvalych komorovych
tachykardii na ambulantnim monitorovani EKG a abnormalni tlakové reakce béhem fyzické
zatéze (Gersh BJ. et al., 2011). Pacienti s témito faktory jsou ve vyS§im riziku nédhlé smrti.
Tento stratifikaéni systém nepredikuje absolutni riziko ndhlé smrti, ale identifikuje pacienty s
relativn€ zvySenym rizikem. Za pomocné faktory, jejichZ pfitomnost mize ovlivnit
rozhodovani o 1é¢bé pacientt ve sttednim riziku se povazuje ptitomnost fibrézy myokardu na
magnetické rezonanci, apikalnich aneuryzmat a viceCetnych mutaci v sarkomerickych genech.
V doporucenych postupech ESC byl navrzen novy skorovaci systém odhadujici absolutni
hodnotu pétiletého rizika nahlé smrti, ktery ji vypocitava z véku, maximalni tloustky levé

komory, velikosti levé sin€, velikosti gradientu nitrokomorové obstrukce, pfitomnosti
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nesetrvalych komorovych tachykardii na ambulantnim monitorovani EKG, nevysvétlené
synkopy a rodinné anamnézy nahlé smrti (Elliott P. et al., 2014). Tento systém navic
umoziuje kontinualnim veli¢indm pfisoudit riiznou vahu podle jejich absolutni hodnoty. Ani
jeden z pouzivanych stratifika¢nich systému neni dokonaly v identifikaci nemocnych
ohrozenych nahlou srde¢ni smrti, americky se jevi byt senzitivnéjs$im za cenu nizké
specificity, ten evropsky zase méné senzitivnim (Jahnlova D. et al., 2015).

Prevence néhlé srde¢ni smrti je zaloZena na n€kolika doporucenich a terapeutickych
postupech. I kdyz vétSina epizod nahlé srdecni smrti vzniké bez fyzické ndmahy, pacientim s
HCM, zejména pii pritomnosti rizikovych faktorti ndhlé smrti, se nedoporucuje vykonavat
velkou fyzickou aktivitu a participovat ve vrcholovych sportech (Gersh BJ. et al., 2011, Elliott
P. et al., 2014). Zadn4 antiarytmicka 1é¢ba nema piesvéd&ive prokazany efekt na snizeni
rizika ndhlé smrti u HCM, amiodaron v jedné observac¢ni studii snizoval riziko nédhlé smrti u
pacientl se zachycenymi nesetrvalymi komorovymi tachykardiemi na ambulantnim
monitorovani EKG, v jinych observacnich pracich ale nedokazal nahlou smrt potlacit

nahlé smrti je tak u HCM implantace kardioverteru-defibrilatoru. Sekundarni prevence nahlé
smrti se tyka malé ¢asti pacientli po Uspé$né resuscitaci pro fibrilaci komor a setrvalou
komorovou tachykardii, kteti jsou ve vysokém riziku dalSich arytmickych ptihod (Elliott P. et
al., 1999). V primarni prevenci nahlé smrti se indikuje implantace kardioverteru-defibrilatoru
podle jednoho ze zminénych stratifikacnich systémi (Gerch BJ. et al., 2011, Elliott P. et al.,
2014). Pouze mensSina pacientll s implantovanym kardioverterem-defibrilatorem obdrzi
adekvatni vyboj terminujici Zivot ohrozujici arytmii, na druhou stranu mnohaleta 1écba
pomoci implantabilniho kardioverteru-defibrilatoru je zatizena rizikem neadekvatnich vyboji
a dalSich komplikaci. Pfi nedokonalosti stratifikacnich systémil k predikci rizika nahlé smrti je
potiebné u kazdého pacienta pted implantaci kardioverteru-defibrilatoru individudlni
posouzeni pfinosu a rizik terapie. Role genetického vySetfeni v upiesnéni rizika nahlé smrti je
prozatim omezena. Jak jiz bylo zminéno, n¢které mutace byly asociovany s vys§im rizikem
nahlé smrti, tyto vysledky jsou ale zaloZené na malych kohortach pacientl a ¢asto raritnich
mutacich a nedati se je reprodukovat v neptibuznych populacich. Doporucené postupy
ACCF/AHA uznéavaji pritomnost vicecetnych mutaci v sarkomerickych genech jako pomocné
kritérium pfi stanoveni rizika. Pacienti s viceCetnymi mutacemi maji krom¢ vyssiho rizika 1

vetsi miru hypertrofie a vétsi riziko dalsich klinickych ptihod véetné srdecniho selhdni.
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2. Cile prace

Genetické vysetfeni pacienti s HCM ma Siroky potencial ve zlepSeni poznatki o etiologii a
patofyziologii onemocnéni a predikci rozvoje jednotlivych charakteristik fenotypu a
klinickych disledk této heterogenni kardiomyopatie. Kromé samotnych pacientt je
genetické vysetfeni nepostradatelné v péci o jejich ptibuzné.

Pfi zminéné genetické heterogenité je vétSina pacienti s HCM nositeli mutace v jednom z
genu pro sarkomerické proteiny a mala ¢ast nemocnych trpi nékterym z metabolickych
onemocnéni, vrozenych syndromi, mitochondridlnich kardiomyopatii, neuromuskularnich
chorob nebo sttddavych onemocnéni (Elliott P. et al., 2014). Nadale ale existuje pocetna ¢ast
pacientt s fenotypem HCM bez zachytu mutace v sarkomerickych genech (40 - 50 %). Tuto
skupinu mohou tvofit nedédicné zmény morfologie levé komory a taktéZ nemocni s mutacemi
pritomnymi v genech doposud neasociovanych s HCM. Pfi vzajemné genetické provazanosti
familiarnich kardiomyopatii Ize ocekévat nalezeni patogenni mutace zpiisobujici HCM i v
genech asociovanych s jinymi typy kardiomyopatii. Pfi dominantnim zastoupeni dvou gentli v
genetice HCM (MYH7 a MYBPC3) a malé frekvenci identifikovanych mutaci v ostatnich
genech bude ocekdvana Cetnost mutaci v potencialnich novych genech pro HCM nizka
(kolem 1 %). Prim&rnim cilem nasi prace bylo identifikovat nové patogenni mutace pro HCM
metodou vybéru kandidatniho genu pro protein nebulette (gen NEBL), ktery doposud nebyl se
vznikem HCM asociovan.

Pacienti s pfitomnou mutaci v sarkomerickych genech se od nemocnych bez identifikované
mutace li§i v nékolika parametrech vcetné rodinné anamnézy HCM, niZ§iho véku, v&tsi miry
hypertrofie levé komory a ¢ast&jsi reverzni morfologie interventrikularniho septa (Binder J. et
al., 2006, Gersch BJ. et al., 2011). Pozitivni vysledek genetického vySetieni je u pacienti s
témito klinickymi parametry Castéjsi podle zahrani¢nich praci. Piedpokladame vétsi podil
nemocnych s identifikovanymi mutacemi v nejcasté€jSich sarkomerickych genech pfi
ptitomnosti zminénych klinickych parametrii i v ¢eské populaci a planujeme porovnat, ktery z
téchto faktord je nejsilnéjsim prediktorem ptitomnosti patogenni mutace. Rovnéz
piredpokladame, Ze selekce pacientt indikovanych ke genetickému vysetfeni na zakladé
klinickych parametri dokaze zlepsit vytéznost tohoto vySetreni.

V rodinéach bez provedeného genetické vySetieni a pfi negativnim genetickém vySetieni je
péce o ptibuzné pacientd s HCM zalozena na provedeni klinického, EKG a

echokardiografického vysetieni. U pfibuznych bez jasnych znamek fenotypu onemocnéni je
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nutné opakované vysetieni vzhledem k penetranci zavislé na véku. Nékolik
echokardiografickych parametrt bylo asociovano s nosi¢stvim patogenni mutace pred
rozvojem fenotypu, vysledky jednotlivych praci jsou ale kontroverzni. V €eské populaci tyto
parametry doposud nebyly testovany. Pfedpoklddame schopnost morfologickych a funkénich
echokardiografickych parametrt rozlisit jedince s pozitivnim a negativnim genotypem v

populaci geneticky vySetfenych piibuznych jesté pred rozvojem hypertrofie levé komory.
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3. Metody

3.1. Populace

Studovanou populaci tvorili konsekutivné vysetieni neptibuzni pacienti ¢eského piivodu se
stanovenim diagn6zy HCM ve dvou prazskych terciarnich kardiologickych centrech.
Diagn6éza HCM byla urcena dle doporuc¢enych postupit ESC na zékladé zobrazeni
hemodynamicky nevysvétlené hypertrofie levé komory srde¢ni echokardiografickym
vySetienim nebo magnetickou rezonanci srdce (Elliott P. et al., 2014). Pacientliim byla
nabidnuta Gcast v navrhované studii a v ptfipadé€ souhlasu jim byla po podepsani
informovaného souhlasu odebrana krev z periferni zily na genetické vysetfeni. Pro analyzu
kandidatniho genu NEBL pro protein nebulette bylo vysetfenych 95 konsekutivnich pacientii z
Kardiologické kliniky 2. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole.
Pro urc¢eni morfologickych a klinickych parametra u pacienti s identifikovanou mutaci v
nejcastéjSich sarkomerickych genech bylo vysetifeno 48 konsekutivnich pacientti z
Kardiologické kliniky 2. 1€kaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole.
Pro préci s identifikaci parametrti predpovidajicich vyvoj fenotypu HCM u ptibuznych s
pozitivnim genotypem bylo vySetfeno 99 konsekutivnich pacientt (48 z Kardiologické kliniky
2. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole a 51 z III Interni-
kardiologické kliniky 3. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady). U nemocnych s identifikovanou mutaci v nejcastéjSich sarkomerickych genech
byli osloveni vSichni piibuzni 1. stupné s nabidkou genetického vySetieni na pritomnost dané
mutace a komplexniho kardiologického vysetieni. Po podpisu informovaného souhlasu byl
pribuznym odebran vzorek bukalni sliznice na genetické vysetieni (52 piibuznych) a
provedeno kardiologické vysetieni (20 piibuznych).

Kontrolni skupinu pro porovnéni vyskytu genetickych variant identifikovanych v genu NEBL
tvotilo 320 jedincti bez fenotypu jakékoliv kardiomyopatie vySetienych pomoci
echokardiografie v berlinském terciarnim kardiologickém centru (Univerzitni nemocnice
Charité, Berlin) a 192 klinicky zdravych darct krve ze stejného pracoviste.

Protokoly vSech studii spliiovaly podminky Helsinské deklarace a byly schvaleny etickymi

komisemi jednotlivych instituci.
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3.2. Kardiologické vysetieni

Kardiologické vySetieni pacienti s HCM a jejich piibuznych zahrnovalo odebrani anamnézy,
vcetné rodinné anamnézy se sestavenim rodokmene obsahujiciho minimalné tfi generace a s
cilenymi dotazy na vyskyt HCM a nahlé smrti v rodin€. N4hla smrt byla definovéana jako
umrti do jedné hodiny od vzniku symptomi u ¢loveéka s pfedchozim stabilnim zdravotnim
stavem nebo umrti ve spanku. Pacientlim a ptibuznym bylo dale provedeno fyzikalni
vySetfeni, 12-ti svodové EKG a echokardiografické vySetieni. Pii nedostatecné

echokardiografické vysetfitelnosti byla provedena rovnéz magneticka rezonance srdce.

3.3. Echokardiografické vySetieni

Echokardiografické vySetfeni bylo provedeno zkusenymi echokardiografisty na pfistroji
Philips Sonos 5500 (Philips Healthcare, Best, Nizozemsko) ve standardnich projekcich s
pouzitim dvourozmérného (2D) zobrazeni, M-mode, pulzniho a kontinualniho
dopplerovského vysetieni a tkanového dopplerovského zobrazeni podle doporuceni americké
spolecnosti pro echokardiografii (American Society of Echocardiography, Lang RM. et al.,
2005). Nasledujici parametry byly zaznamenany v jednotlivych modech zobrazeni a
projekcich: M-mdéd v parasternalni projekci na dlouhou osu: rozmér kotfene aorty, rozmér levé
sin€, rozmér pravé komory, tloustka interventrikuldrniho septa, tloustka zadni stény levé
komory, rozmér levé komory na konci diastoly a rozmér levé komory na konci systoly; pulzni
dopplerovské vysetieni v apikalni ¢tyfdutinové projekcei: vrcholova rychlost ¢asného (E) a
pozdniho (A) priitoku mitralni chlopni, vrcholova rychlost ve vytokovém traktu levé komory;
tkanové dopplerovské zobrazeni v apikalni ctyfdutinové projekci: vrcholova systolicka (Sa),
Casna diastolické (Ea) a pozdni diastolicka (Aa) rychlost pohybu septalniho okraje mitralniho
anulu. Nitrokomorova obstrukce byla detekovana za klidovych podminek i po provokaci
Valsalvovym manévrem a 10 minut po sublingualnim podani isosorbid dinitratu (Dimitrow
PP. et al., 2009). Ejekéni frakce levé komory byla vypoctena jako pomér tepového objemu a
objemu levé komory na konci diastoly. Tepovy objem levé komory je rozdil objemil na konci
diastoly a na konci systoly. Objemy levé komory byly vypoéteny pomoci Teichholzovy
rovnice: V=7D"/(2,4+D), kde V je objem a D rozmér levé komory.
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3.4. Vybér kandidatniho genu

P11 hledani vhodného kandidatniho genu doposud neasociovaného se vznikem HCM jsme
studovali dostupnou literaturu stran informaci o proteinech s dulezitou strukturalni tlohou v
oblasti sarkomery nebo v jeji blizkosti a sledovali jsme ptipadnou roli téchto proteind ve
vzniku jinych forem familiarnich kardiomyopatii.

Protein nebulette je 109 kDa velky, vlaknity protein, poprvé popsan v roce 1995 na zakladé
zktizené imunitni reakce s protilatkami proti nebulinu (Obr. 3.1., Moncman CL., Wang K.
1995). Nebulin a nebulette jsou homologni proteiny nachazejici se v blizkosti Z diska
sarkomer pfi¢n¢€ pruhovanych (nebulin) a srdecnich (nebulette) svalii. Maji podobnou
organizaci domén a vysokou sekven¢ni homologii, nebulette je ale vyrazné krat§im proteinem

oproti nebulinu. Nebulin je tvofen rodinou proteintl, jednotlivé izoformy velikosti 600 - 900

Troponin 5100
Tropomyosin Myopalladin

Actin

—C ‘.-‘

43 nm gamma-Filamin Calsarcii alcineurin PKC Myostatin

Obr. 3.1.

Schéma Z-disku sarkomery srde¢niho svalu, jehoZ soucasti je i1 protein nebulette (Pyle WG,
Solaro RJ., 2004).
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kDa vznikaji alternativnim sestifihem (splicing) jediného genu na chromozomu 2q21 (Pelin K.
et al., 1997). Gen NEBL pro protein nebulette je lokalizovany na chromozomu 10p12, sklada

se z 28 exonl a koduje protein o délce 1014 aminokyselin (Obr. 3.2). Publikované prace

Glu 23 Nebulinu podobnych modula Ser SH3

ATG TAA

\ \

Exon 1 2 34 5 67 89 101112 1314 15161718 19 20 212223 24 2526 27 28
AA 132 836 954 1014
Imotivy vazici aktin ISH3 doména
Obr. 3.2.

Schéma genu NEBL.

prezentuji kontroverzni vysledky ohledem moznych existenci rozdilnych izoforem proteinu
nebulette vzniklych alternativnim sestfihem béhem vyvojovych stadii (Moncman CL., Wang
K., 2000, Arimura T. et al., 2000, Ogut O. et al., 2003). Zatimco n¢které nachazeji identicky
protein v riznych ¢astech srdce i béhem embryonalniho vyvoje, jiné naznacuji moznost
alternativniho sestfihu exont 17-21 a také moznost ptipojeni LIM domény k N-terminalnimu
konci proteinu v embryondlnich i dospé€lych srdcich. Struktura proteinu se sklada ze ctyt

domén (Obr. 3.3.): 1) N-terminalni konec proteinu je bohaty na kyselinu glutamovou, 2)

centralni
Glu 23 Nebulinu podobnych modulit ~ Spojovaci doména SH3
AA 1 32 836 954 1014
Varbana filamin C Vazna na aktin,troponin a fropomyozin ~ Pfenos signalu  Vazba na
Zdisk  c-akiinin
Obr. 3.3.

Schéma proteinu nebulette.
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repetitivni doména je tvotrena 23 nebulinu podobnymi moduly (“nebulin-like repeats™), 3)
spojovaci doména bohata na serin, kde mize dochéazet k fosforylaci proteinu a 4) C-terminalni
SH3 (Src-homology 3) doména (Moncman CL., Wang K., 2000). Spojovaci a C-terminélni
doména slouzi k ukotveni proteinu do Z-disku sarkomery a diky fosforylaénim mistim maji
pravdépodobné i regulacni funkci na schopnost vazby nebulette na vldkna aktinu. Tato vazba
je hlavni funkci nejvétsi centralni domény s 23 moduly o délce 35 aminokyselin, které
obsahuji SDXXYK motiv, typicky pro nebulinovou rodinu proteinti. Moduly 15-23 navic
obsahuji dalsi opakujici se motiv PEIXRXK. Centralni doména je krom¢ aktinu schopna i
interakce s tropomyozinem a troponinem T. N-termindlni doména se na druhou stranu vaze s
filaminem C a C-terminalni SH3 doména s a-aktininem, toto spojeni je zprostfedkovano ptes
myopalladin (Bang ML. et al., 2001, Esham M. et al., 2007, Holmes WB., Moncman CL. et
al., 2008). Nebulette se tim podili na vzajemném ukotveni aktinu a a-aktininu. Nebulin se v
kosternim svalstvu podili na regulaci délky tenkych filament sarkomery (McElhinny AS. et
al., 2005). Jelikoz je ale nebulette vyrazné kratsi protein (obsahuje 23 nebulinu podobnych
modulti oproti 185 u nebulinu) a nedosahuje pies celou délku aktinovych vlaken,
pravdépodobné tuto tlohu v srde¢nim svalu nezastava. Nebulette je nepostradatelny protein
pro spravnou organizaci myofibril a stabilitu sarkomery. Diky vysoce konzervované C-
termindlni SH3 doméné se ocekava i mozna role nebulette v intracelularnim pfenosu signalu.
Role SH3 domén v transdukeci signélu je spjata s jejich interakci s oblastmi jinych proteinti
bohatych na prolin. ProtoZe region a-aktininu, na ktery se SH3 doména nebulette vaZe neni
bohaty na prolin, pfedpoklada se existence doposud neidentifikovaného proteinového
partnera, se kterym se nebulette podili na regulaci pfenosu signalu (Moncman CL., Wang K.,
1995, Ram R., Blaxall BC., 2010).

Genetické varianty v genu NEBL byly asociovany s DCM. V japonské populaci pacientl s
idiopatickou DCM byly identifikovany Ctyfi genetické polymorfizmy vedouci k zdméné jedné
aminokyseliny v fetézci nebulette. Tyto genetické varianty se ale nachdzeji i ve zdravé
populaci. Jedna z nich je u pacientl s idiopatickou DCM nalézana ve vyssi frekvenci nez u
zdravé populace a povaZzuje se tedy za mozny geneticky marker DCM (Arimura T. et al.,
2000). U pacientt s familiarni formou DCM byly nalezeny mutace, které byly dale zkoumény
na zvifecim modelu. Jejich zvySena exprese na mysich vedla k vyraznému fenotypu DCM
vcetné Casné fatalnich forem (Purevjav E. et al., 2010).

Mutace v genu pro nebulin patii mezi hlavni pfic¢iny geneticky i klinicky heterogenniho
onemocnéni kosterniho svalstva - nemalinové myopatie (Pelin K. et al., 1997). Jde o

onemocnéni s progresivni svalovou slabosti a s histologickym prikazem poruchy stavby Z-
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diski sarkomery a vzniku proteinovych agregatii Z-disk a tenkych filament. Tize projevi je
velmi variabilni od fatalnich po lehké formy onemocnéni. Kromé genu pro nebulin se na
vzniku nemalinové myopatie podileji mutace ve Ctyfech dalSich genech.

Informace dostupné o proteinu nebulette a genu NEBL, konkrétné jejich vyznam pro spravnou
strukturu a funkci sarkomery, role homologniho proteinu nebulinu v onemocnéni kosternich
svall a asociace genetickych variant v NEBL se vznikem DCM vedly k vybéru tohoto genu

jako kandidatniho genu k hledani doposud neobjevenych mutaci zptisobujici HCM.

3.5. Odbér vzorkl pro genetické vysetieni a izolace DNA

Pro tGcely genetického vysSetfeni bylo pacientim s HCM za sterilnich kautel odebrano 2 ml
krve z periferni zily do zkumavky s EDTA (etilendiamino tetraoctova kyselina), které byly v
den odbéru zpracovany s cilem izolace DNA. U piibuznych pacientt s identifikovanou mutaci
byly k odbéru vzorkt pouzity odbérové tampony FLOQ Swabs (Copan Flock Technologies,
Brescia, Italie) k ziskani bun€k bukalni sliznice. Pfibuzni byli pouceni o spravném odbéru,
ktery provadéli sami nebo v ordinacich svych praktickych 1ékait po 60-ti minutach nala¢no
rota¢nim i posuvnym pohybem odbérového tamponu po bukalni sliznici a nasledné jej ulozili
zpét do ptivodni zkumavky a zaslali ke genetickému vysetieni. [zolace DNA ze zaslanych
vzorkl probihala pouzitim standardnich komercnich kitd QIAQuick DNA mini kits (Qiagen
GmbH, Hilden, Némecko) a JetQuick DNA Isolation kits (GENOMED GmbH, Loehne,

Némecko).

3.6. Amplifikace DNA

K amplifikaci DNA byla pfed jejim sekvenovanim pouzita polymerdzova fetézova reakce
(PCR). Metoda popsana v roce 1983 vede k mnohonéasobné amplifikaci useku DNA
nachazejiciho se mezi dvéma specifickymi oligonukleotidovymi sekvencemi (primery) v
délce 17 - 28 nukleotidil, vazicimi se na komplementéarni fetézce DNA (Mullis KB., Faloona
FA., 1987). K amplifikaci dochazi emzymatickou in-vitro syntézou DNA v cyklicky se
opakujicich krocich zahrnujici denaturaci dvouvlaknové DNA na samostatna vlakna,
hybridizaci primert, které jsou v roztoku v nadbytku a jejichz volny 3’OH konec funguje jako
startovaci misto syntézy DNA podle ptedlohy tvofené jednovlaknovou DNA a elongace
fetézce pomoci termostabilni DNA polymerdzy. Nasledné dochéazi opét k denaturaci i nové

vzniklych dvouvlaknovych molekul DNA a opakovani celého cyklu. Kdyz v dal§im cyklu
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dochazi k hybridizaci nové vytvoieného vlakna DNA s primerem opa¢né orientace,
vysledkem elongace DNA je kratky fetézec mezi obéma primery, syntéza konc¢i v misté
puvodniho primeru, protoZe k dalsi extenzi fetézce jiz chybi predloha. Primer, ktery zac¢ind na
5’ konci genu a elonguje se ve sméru transkripce se oznacuje jako kodujici (forward) a primer
vazici se na komplementéarni vlakno DNA na druhém konci amplifikovaného useku a
elongujici se proti sméru transkripce genu se oznacuje jako antikodujici (reverse). Diky
opacné orientaci primert dochazi k amplifikaci DNA produktu, jehoz délka je rovna presné
vzdalenosti mezi primery - mnozstvi produktu s cilovou délkou roste béhem PCR
exponencialné. Béhem reakce vznikaji i produkty delsi, které vznikaji podle ptedlohy ptivodni
DNA, jejich mnozstvi ale roste pouze linearné a je vzhledem k poctu opakujicich se cykli ve
vysledném produktu zanedbatelné. K provedeni jednotlivych kroki je potieba cyklicky ménit
teplotu roztoku, denaturace probiha pfi teploté kolem 95 °C, hybridizace primert podle jejich
sekvence pfi teplotach 50 - 70 °C a elongace DNA pfi teplotach 65 - 75 °C. Cyklické zmény
teploty jsou automatizované a probihaji v termocykleru.

Pomoci PCR byla amplifikovana DNA vSech exonil a ptilehlych useki introntt genu NEBL
pro identifikaci novych mutaci u pacientli s HCM a genlt MYH7, MYBPC3, TNNI3 a TNNT2
pro analyzu morfologickych a klinickych parametrt pacientii s mutacemi v nejcastéjSich
sarkomerickych genech a rovnéz pro nasledné vysetieni ptibuznych. Vysledny produkt kazdé
PCR byl ovéfen gelovou chromatografii v 3% agar6zovém gelu porovnanim s hmotnostnim
markerem a nepfitomnost kontaminace byla prokazana negativni kontrolou v kazdé PCR

reakci.

3.7. Sekvenovani

Pro sekvenovani amplifikovanych tiseki DNA byla pouzitd Sangerova sekvenace. Metoda
vyuziva enzymatickou in-vitro syntézu DNA podle predlohy, kterou tvoii sekvenovany usek
DNA, analogicky k PCR (Sanger F., Coulson AR., 1975). Tentokrat se ale v roztoku nachazi
vzdy pouze jeden primer a kromé klasickych deoxynukleotidii jako materidlu k elongaci DNA
1 dideoxynukleotidy jednotlivych bazi. V ptipad¢ ndhodného zabudovani dideoxynukleotidu
namisto deoxynukleotidu do elongovaného fetézce dochazi k zastave syntézy vlakna DNA,
protoze dideoxynukleotid postrada 3’ OH skupinu potiebnou k navazani dalSiho nukleotidu.
Ve vysledném produktu tak vznikaji fetézce rizné délky zakoncené nekterym z
dideoxynukleotidii. Kazdy z dideoxynukleotidii je znacen jednim ze Ctyt fluorescencnich

markerd, podle toho, kterou bazi obsahuje. Syntetizované fetézce jsou rozdéleny podle své
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délky kapilarni elektroforézou a rozdily v absorpénim maximu jednotlivych fluorescencnich
markerti jsou detekovany argonovym laserem. Cely proces je automatizovan a probihd v
sekvenatoru. Vysledna data jsou zpracovana pomoci dedikovaného softwaru.

K enzymatickému vy¢isténi PCR produktt pred sekvenaci byla pouZzita rekombinantni
alkalicka fosfatdza (Shrimp alkaline phospatase) a exonukleaza Exo I. K vyc¢isténému
produktu se poté ptidal zvoleny primer a BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit,
obsahujici deoxynukleotidy, zna¢ené dideoxynukletidy, DNA polymerazu a puffer. Produkt
sekvenacniho cyklu byl vy¢istén gelovou filtraci k odstranéni nizkomolekularnich latek
pouzitim Millipore MultiScreen Assay System se Sephadex G-50 Superfine. (GE Healthcare
life sciences). Pro analyzu vysledného produktu byl pouzity automaticky sekvenator ABI

Prism 3100 Avant (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).

3.8. Geneticka analyza

Data ze sekvenace byla zpracovana pomoci Sequencher software version 4.8 (Gene Codes,
Ann Arbor, MI, USA). VSechny detekované genetické varianty byly ovéfeny alespon dvéma
nezéavislymi PCR a sekvenacnimi cykly. Vyskyt identifikovanych genetickych variant byl

sledovan v popula¢nich databazich dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) a Exome

Variant Server poskytnuty Exome Sequencing Project z National Heart, Lung and Blood

Institute (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). U identifikovanych variant jsme provedli

predikci dopadu mutace pomoci nastrojit PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) a

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org).

3.9. Statisticka analyza

K porovnani klinickych a echokardiografickych parametri mezi pacienty a jejich ptibuznymi
s identifikovanou genetickou variantou a bez identifikované genetické varianty jsme pouzili
neparametricky Mannliv-Whitneyho test u spojitych proménnych a Fishertv test u
kategorickych proménnych. Hodnota p < 0,05 byla povazovéna za statisticky vyznamnou. Ke
statistické analyze byl pozit program GraphPad PRISM verze 5.01 (GraphPad Software Inc.,
CA, USA).
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4. Vysledky

4.1. Genetické varianty v genu NEBL

Pti sekvenovani vSech kodujicich exonti genu NEBL jsme v kohorté 95 pacientt identifikovali
6 genetickych variant (Obr. 4.1.). P&t z nalezenych variant byly zndmé jednonukleotidové
polymorfismy (4 nesynonymni a 1 synonymni), posledni variantou (p.H171R, Obr. 4.2.) byl

nove objeveny nesynonymni jednonukleotidovy polymorfismus (Tab. 4.1.).

KB0M | G20ZR M351V D378H hE54K RETTR

Detekované varianty

Obr. 4.1.

Detekované varianty v genu NEBL v souboru pacientii s HCM. Znamé genetické
polymorfismy jsou zndzornény malymi Sipkami. Nova genetickd varianta je zobrazena velkou
Sipkou.

Vsech pét znamych jednonukleotidovych polymorfismu se v riznych frekvencich nachézelo i
v kontrolni populaci bez fenotypu jakékoliv kardiomyopatie. Nové objevena varianta
p-H171R, nachdzejici se v sedmém exonu genu NEBL nebyla v kontrolni populaci
identifikovana. Tato varianta zptisobuje zaménu hydrofobniho a aromatického histidinu za

hydrofilni arginin uvnitf ctvrt¢ domény podobné nebulinu (Nebulin-like repeat 4) proteinu
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H171R

ACCCAGCA CG
Thr His/Arg Thr

Obr. 4.2.

Elektroferogram z DNA sekvenace demonstrujici heterozygozitu v genetické varianté
p-H171R u pacienta s HCM.

DNA Protein Exon Varianta Znédméa/nova | dbSNP ID
c.180G>C p.-K60N 3 nsSNP znama rs41277374
c¢.521A>G p-H171R 6 nsSNP nova -

c.604G>A p-G202R 7 nsSNP znama rs137973321
c.1051A>G | p.M351V 11 nsSNP Znama rs4025981
c.1132G>C | p.D378H 12 nsSNP Zznama rs41277370
c.1962T>A p.N654K 19 nsSNP Znama 154748728
c.2031G>A | p.R677R 20 sSNP zZnama rs1006363
Tab. 4.1.

Genetické varianty detekované v genu NEBL. (nsSNP — nesynonymni jednonukleotidovy
polymorfismus, sSSNP — synonymni jednonukleotidovy polymorfismus, dbSNP ID —
identifikac¢ni Cislo varianty v databazi dbSNP).

nebulette a je vysoce konzervovana v ortolognich proteinech jinych obratlovci (Tab. 4.2.).
Dopad této varianty na funkci proteinu byl pii predikci pomoci PolyPhen2 oznacen jako
pravdépodobné poskozujici a pii predikci pomoci MutationTester jako vedouci k onemocnéni.
Rodokmen pacienta s nové objevenou variantou p.H171R je na Obr. 4.3. Nemocny m¢l
stanovenou diagnézu HCM v 53 letech na zaklad¢ echokardiografického vysetieni

indikovaného pro namahovou dusnost tfidy NYHA II a EKG znamky hypertrofie levé
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Sekvence Kodon
167 168 | 169 | 170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 175

Varianta p.H171R \% Q D T R T Y S A
Lidska referenéni \Y Q D T H T Y S A
Simpanz \ Q D T H T Y R A
Pes \% Q D T H M Y S A
Kocka \Y Q D T H T Y S A
Mys M Q G T H T Y T A
Kur domaci \Y Q D T H R Y T E
Ctverzubec K E E L H |  H | Y | K T
Tab. 4.2.

Proteinovy kod v okoli nové objevené genetické varianty v genu NEBL a jeho konzervovanost
napti¢ druhovym spektrem.

| ? 7
-1 -2

.. O mo
oI e e A

Obr. 4.3.

Rodokmen pacienta s HCM s nové objevenou genetickou variantou p.H171R.
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komory. Byla u n¢j identifikovana pfitomnost hypertrofie levé komory srdecni s maximalnim
vyjadifenim v bazalni ¢asti interventrikularniho septa, kde dosahovala 18 mm, tloustka
inferolateralni stény levé komory byla 13 mm. U pacienta nebyla dokumentovéana vyznamna
nitrokomorova obstrukce v klidu ani po provokaci Valsalvovym manévrem a po
sublingudlnim podéni isosorbid dinitratu. Provedenim stratifikace rizika ndhlé smrti nebyly
nalezeny zadné z rizikovych faktora a pacientovi nebyla doporu¢ena implantace
kardioverteru-defibrilatoru. Byla zahdjena farmakologicka 1écba betablokatorem (metoprolol
sukcinat 50 mg/den per os) s ¢asteénou tlevou namahové dugnosti. Sest z pacientovych
sourozencu souhlasilo s klinickym a genetickym vySetfenim na pfitomnost objevené varianty.
Nikdo z vySettenych nemél jasny fenotyp HCM, tii z pacientovych bratri (I1-2, 11-3 a 11-4)
m¢éli hraniéni tloustku stény levé komory 11 az 12 mm pfii nékolikaleté anamnéze 1écené
arterialni hypertenze. Pacientova sestra (II-5, 56 let) byla jako jedind z vysetfenych

ptibuznych nositelkou stejné genetické varianty jako proband, ale neméla fenotyp HCM.

4.2. Vztah klinickych a echokardiografickych parametrti a vysledkt genetického vySetieni
pacienti s HCM

V kohorté 48 pacientti s HCM (zékladni charakteristika souboru v Tab. 4.3.), vySetfenych na
pritomnost genetickych variant v nej¢astéjSich sarkomerickych genech MYH7, MYBPCS3,
TNNI3 a TNNT2, jsme nalezli varianty u 19 z nich (40 %). Sedm z té€chto pacientl (15 %) byli
nositeli zndmé patogenni mutace, 6 pacientl (13 %) mélo pravdépodobné patogenni mutaci, 3
pacienti (6 %) variantu nejasného vyznamu a 3 pacienti (6 %) variantu v prilehlé ¢asti intronu
(Obr. 4.4.). Vsechny identifikované varianty se nachazely v genech MYBPC3 (13 pacientt, 27
%) a MYH7 (6 pacientd, 13 %), nenalezli jsme Zadné varianty v genech TNNI3 a TNNT2. Pti
porovnani faktorii se vztahem k pfitomnosti mutaci, tedy v€ku v dob¢€ diagnozy, ptitomnosti
rodinné anamnézy HCM, maximalni hypertrofie levé komory a typu morfologie
interventrikularniho septa jsme v nasi skupiné pacientli nalezli asociaci mladsiho véku v dobé
diagndzy a reverzniho typu interventrikularniho septa s pfitomnosti patogenni nebo
pravdépodobné patogenni mutace (Tab. 4.4.).

Pfitomnost septum sigmoideum byla asociovana s vy$sim vékem v dob¢ diagndzy (median
veku 60 vs. 49 let, IQR 55,75-68,75 vs. 38-59,5, p=0,017), reverzni septum (median véku 49
vs. 51 let, IQR 26-60 vs. 40-60,5, p=0,540) ani neutralni septum (median véku 49,5 vs. 59 let,
IQR 39-53 vs. 43-63,5, p=0,167) neukazaly statisticky vyznamny vztah k véku v dobé

diagndzy. Zajimavym nalezem bylo, ze zadny z pacientl se septum sigmoideum nemé¢l
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Pacienti s HCM (n=48)
Median [IQR] nebo %

Vek (roky) 51 [43,5-63,75]
Pohlavi (muzi, %) 52 %

Vyska (cm) 170 [162-175]
Viaha (kg) 79 [64,5-92,25]
BMI (kg.m™) 27,66 [24,48-31,16]
Dusnost (tfida NYHA) 1,75 [1-2,375]
Betablokatory (%) 67 %

ACE inhibitory (%) 23 %
Antagonisté angiotensinovych receptort (%) 8 %
Blokatory kalciovych kanala (%) 27 %

Maximalni hypertrofie levé komory (mm)

18 [15,25-22]

RWT

0,67 [0,57-0,79]

LVEDD (mm) 43,5 [39-48]
LVESD (mm) 25 [21-29]
LVEF (%) 75 [74-80]
Rozmér levé sin€ (mm) 43,5 [39-48]

E (m/s) 0,685 [0,5825-0,89]
A (m/s) 0,82 [0,66-0,95]
LVOTO v klidu (mm Hg) 13 [6-37,75]
LVOTO po provokaci (mm Hg) 32 [9-86,5]

Tab. 4.3.

Demograficka, klinickd a echokardiograficka charakteristika souboru pacientii s HCM. BMI -
body mass index, ACE - angiotensin konvertujici enzym, RWT - relativni tloustka stény,
LVEDD - rozmér levé komory na konci diastoly, LVESD - rozmér levé komory na konci
systoly, E - vrcholova rychlost ¢asného diastolického priitoku mitralni chlopni, A - vrcholova
rychlost pozdniho diastolického pritoku mitralni chlopni, LVOTO - obstrukce ve vytokovém

traktu levé komory.
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Pacienti(n=48)

Intronoveé varianty
6%

Varianty nejasneho
wyznamu
6%

Patogenni mutace
15%

Obr. 4.4.

Rozdé&leni pacientd podle identifikované genetické varianty.

Genotyp + Genotyp - OR 95 % CI P
Vek (roky, IQR) 48 [39,5-55,5] 56 [49-70] 0,028
Pohlavi (muzské, %) 46 % 54 % 0,72 | 0,201-2,590 0,749
Rodinnd anamnéza HCM (%) | 23 % 6 % 3,35 | 0,500-22,50 0,320
Maximalni LVH (mm, IQR) 22 [16,5-24] 18 [15-20] 0,149
Reverzni septum (%) 56 % 9% 12,5 | 1,760-88,78 0,012
Septum sigmoideum (%) 0% 38 % 0,14 | 0,007-2,646 0,145
Neutralni septum (%) 44 % 53 % 0,46 | 0,096-2,211 0,433

Tab. 4.4.
Porovnani klinickych a echokardiografickych parametri mezi pacienty s identifikovanou

patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutaci (Genotyp +) a zbytkem souboru
(Genotyp -). Maximalni LVH - maximalni tloustka stény levé komory
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identifikovanou genetickou variantu v nejcastéjSich sarkomerickych genech, zatimco 70 %
pacientli s reverznim septem byli nositeli mutace v nékterém z téchto gent (Tab. 4.5.). Pii
piitomnosti alespoil jednoho z nésledujicich faktorti: rodinna anamnéza HCM, reverzni typ
nejvyssi kvartil maximalni hypertrofie levé komory (>22 mm) byla patogenni nebo
pravdépodobné patogenni mutace identifikovana u 48 % pacientil (oproti 27 % z celé
kohorty). Pouze u 2 pacientil (4 %) s patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutaci jsme

nenalezli zddny ze zminénych faktort.

Genotyp + Genotyp -
Reverzni septum (%) 70 % 30 %
Septum sigmoideum (%) 0% 100 %
Neutralni septum (%) 24 % 76 %

Tab. 4.5.

Zastoupeni pacientt s identifikovanou patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutaci v
podskupinach podle morfologie interventrikularniho septa.

4.3. Genetické a klinické vySetieni piibuznych pacienti s HCM

V kohorté€ 99 pacientll s HCM (zékladni charakteristika souboru v Tab. 4.6.), vySetfenych na
pritomnost genetickych variant v nejéastéjsich sarkomerickych genech MYH7, MYBPCS3,
TNNI3 a TNNT?2 jsme nalezli 38 variant u 47 pacientt (47 %). Dvacet jedna z téchto pacientli
(21 %, jeden sloZeny heterozygot) byli nositeli znamé patogenni mutace, 10 pacienti (10 %)
m¢élo pravdépodobné patogenni mutaci, 4 pacienti (4 %) variantu nejasného vyznamu a 12
pacientil (12 %) variantu v prilehlé ¢asti intronu (Obr. 4.5.). Distribuce identifikovanych
variant je na Obr. 4.6., az polovina z nich se nachazela v genu MYBP(C3, zastoupeni genti pro
srde¢ni troponiny bylo podle ocekavani nizsi.

Ve 21 rodinach se zndmou patogenni mutaci jsme provedli genetické vySetieni 52 pfibuznych
(18 z nich (35 %) mélo pozitivni genotyp). Dvacet z téchto ptibuznych souhlasilo s klinickym
vySetfenim, v¢etné€ echokardiografie (10 jedinct (50 %) z klinicky vySetfenych ptibuznych
mélo pozitivni genotyp). Na zaklad€ genetického vySetfeni tedy mohlo byt z dal$iho
kardiologického sledovéani vytazeno 34 piibuznych s negativnim fenotypem v rodinach s

identifikovanou patogenni mutaci. Pti absenci genetického vysetieni by tito ptibuzni méli byt
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Pacienti s HCM (n=99)

Median [IQR] nebo %
Vek (roky) 55 [49-62,75]
Pohlavi (muzi) 58 %
BSA (m") 1,91 [1,745-2,185]
TK systolicky (mm Hg) 130 [110-140]
TK diastolicky (mm Hg) 80 [70-90]
NYHA tiida 2 [1-2,375]
Betablokatory (%) 77 %
ACE inhibitory (%) 26 %
Antagonisté angiotensinovych receptorti (%) 6 %
Antagonisté kalciovych kanalt (%) 23 %
Diuretika (%) 26 %
IVS (mm) 17 [14,75-21]
PWT (mm) 13 [12-14,5]
LVEDD (mm) 44 [40-47]
LVESD (mm) 26 [23-29]
LVEF (%) 75 [73-80]
Rozmér levé sin€ (mm) 43 [39-48]
E (m/s) 0,675 [0,5875-0,91]
A (m/s) 0,78 [0,69-0,91]
LVOTO v klidu (mm Hg) 13 [7,25-34,75]
LVOTO po provokaci (mm Hg) 29 [11,75-83,25]

Tab. 4.6.

Demograficka, klinické a echokardiograficka charakteristika souboru pacienti s HCM. BSA -
télesny povrch, TK - krevni tlak, ACE - angiotensin konvertujici enzym, IVS -
interventrikuldrni septum, PWT - tloust’ka posterolateralni stény, LVEDD - rozmér levé
komory na konci diastoly, LVESD - rozmér levé komory na konci systoly, LVEF - ejek¢ni
frakce levé komory, E - vrcholova rychlost ¢asného diastolického pritoku mitralni chlopni, A
- vrcholova rychlost pozdniho diastolického pratoku mitralni chlopni, LVOTO - obstrukce ve
vytokovém traktu levé komory.
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Pacienti(n=99)

Pravdépodobné
patogenni mutace
10%

Varianty nejasneho
wznamu
A%

Obr. 4.5.

Rozdé&leni pacientt podle identifikované genetické varianty.

Varianty (n=38)

Obr. 4.6.

Rozd¢leni variant podle gentl, ve kterych se nachazeji. MYBPC3 - myozin vazebny protein C,
MYHT - tézky tetézec B myozinu, TNNI3 - srde¢ni troponin I, TNNT2 - srde¢ni troponin T.

- 65 -



nadale sledovani v pravidelnych intervalech (2 - 5 let podle doporuc¢eni ESC) do 60 let véku k
identifikaci rozvoje fenotypu HCM. Pii analyze véku piibuznych z nasi kohorty nam tak
genetické vySetfeni jednoho pacienta s HCM umoznilo upustit od 2,45 (pfi sledovani kazdych
5 let) az 5,15 (pfi sledovani kazdé 2 roky) klinickych vySetfeni ptibuznych.

U klinicky vySetfenych pribuznych jsme po vyfazeni 3 jedinci s jiz pfitomnou hypertrofii
levé komory nad 12 mm porovnavali klinické a echokardiografické parametry mezi
ptibuznymi s pozitivnim a negativnim fenotypem (Tab. 4.7.). Pfi malych souborech zadny ze
sledovanych parametri nedosahl vyznamného rozdilu s vyjimkou kombinované¢ho
echokardiografického ukazatele navrzeného v praci od Gandjbakhch et al. zahrnujiciho pomér
tlouStky interventrikularniho septa a inferolateralni stény, relativni tloustku srdecni stény
(pomér souctu tloustky interventrikuldrniho septa a inferolaterdlni stény k rozméru levé
komory na konci diastoly, Obr. 4.7.) a poméru vrcholové rychlosti ¢asného prutoku mitralni
chlopni a vrcholové rychlosti ¢asného diastolického pohybu septalniho okraje mitralniho

anulu (E/Ea, Gandjbakhch E. et al., 2010).

Obr. 4.7.

Znazornéni parametr potfebnych k vypoctu relativni tloustky stény. IVS - interventrikularni
septum, PWT - tloustka posterolaterdlni st€ény, LVEDD - rozmér levé komory na konci
diastoly.
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Genotyp + (n=7) | Genotyp - (n=10) P

Median [IQR] nebo % | Median [IQR] nebo %
Vek (roky) 31 [24,5-40,5] 25,5 [15,25-56] 0,74
Pohlavi (muzi) 29% 70% 0,15
IVS (mm) 9[8-11] 8,5 [7,75-9,25] 0,52
PWT (mm) 9 [8-10] 8 [7-8,25] 0,20
LVEDD (mm) 43 [40-47] 45 [40,5-47,5] 0,81
IVS/PWT 1[1-1,1] 1,065 [1-1,133] 0,72
RWT 0,447 10,333-0,476] 0,369 [0,346-0,422] 0,47
LVEF (%) 65 [64-68,75] 64 [62-66] 0,59
Rozmér levé sin€ (mm) 30 [29-33] 34,5 [27,75-40,25] 0,35
E (m/s) 0,80 [0,73-0,88] 0,745 [0,53-1,01] 0,73
A (m/s) 0,46 [0,45-0,60] 0,57 [0,495-0,795] 0,40
Septalni Ea (cm/s) 11,4 [8,38-11,70] 12,05 [6,525-15] 0,81
Septalni Aa (cm/s) 917,3-10,1] 8,145 [6,515-12,65] 0,94
Septalni Sa (cm/s) 7,8 [7,1-9,1] 8,9 [8,04-9,7] 0,37
E/Ea 8[6,5-9,5] 7 [6-9] 0,61
ECHO index Gandjbakhch et al. | 3,316 [2,950-3,531] -0,489 [-1,679-1,827] | 0,01

Tab. 4.7.

Porovnani klinickych a echokardiografickych parametrti mezi ptibuznymi s identifikovanou

patogenni mutaci (Genotyp +) a zbytkem souboru (Genotyp -). IVS - interventrikularni
septum, PWT - tlouStka posterolateralni stény, LVEDD - rozmér levé komory na konci
diastoly, RWT - relativni tloustka stény, LVEF - ejekcni frakce levé komory, E - vrcholova
rychlost ¢asného diastolického pritoku mitralni chlopni, A - vrcholova rychlost pozdniho
diastolického pritoku mitralni chlopni, Septalni Ea - ¢asna diastolicka rychlost pohybu
septalniho okraje mitralniho anulu, Aa - pozdni diastolické rychlost pohybu septalniho okraje
mitralniho anulu, Sa - systolicka rychlost pohybu septalniho okraje mitralniho anulu.

-67 -



5. Diskuze

5.1. Genetické varianty v genu NEBL

V genu NEBL jsme identifikovali novou genetickou variantu vedouci k zdmén¢ jedné
aminokyseliny u pacienta s typickym fenotypem HCM. Nase vysledky naznacuji, Ze se jedna
o patogenni mutaci s kauzalnim vztahem ke vzniku onemocnéni, i kdyz chybi prikaz v
podobé jasné kosegregace genotypu a fenotypu v rodiné naseho probanda. Nékolik dalsich
faktort ale podporuje vztah genetické varianty p.H171R a vzniku HCM. Absence ndmi
objevené varianty ve velkém kontrolnim souboru bez zndmek kardidlniho onemocnéni je
faktorem potvrzujicim patogenni ulohu dané varianty. Nesynonymni genetické varianty
zpusobujici onemocnéni se ¢astéji nachazeji v evoluéné konzervovanych oblastech
genetického kodu. Nami identifikovana genetickd varianta se nachazela ve vysoce
konzervovaném misté napii¢ mnoha druhy. Zaména aminokyseliny v disledku zmény
genetického kédu navic vedla ke zméné polarity bilkoviny v daném misté, coz naznacuje
dopad na strukturu a funkci proteinu. Ke zmén¢ dochazi v jednom z nebulin pfipominajicich
modulti, kterych hlavni funkci je vazba na aktin. PorusSeni této funkce genetickou variantou
muze byt dostate¢nym mechanizmem ke vzniku fenotypu HCM. Gen NEBL patii mezi geny
koédujici sarkomerické proteiny, nebulette je konkrétné soucasti Z-diskt sarkomer. Geny
kodujici sarkomerické proteiny tvoii dominantni skupinu postizenou mutacemi u HCM a i
geny pro ostatni proteiny Z-diskl jsou asociovany se vznikem onemocnéni. Exprese NEBL je
navic specifickd pro srdec¢ni sval, takze svym postavenim a funkci v kardiomyocytech
predstavuje patofyziologicky vhodné misto k lokalizaci mutaci zplisobujicich HCM. Roli
NEBL v etiologii kardialnich onemocnéni podporuje i homolog nebulette z kosterniho svalu -
nebulin, ktery je asociovan s nemalinovou myopatii kosterniho svalstva (Pelin K. et al., 1997).
V genu NEBL byly nalezeny mutace i u jinych pacientd s kardiomyopatiemi. Ve skupiné
pacientl s DCM byly nalezeny 4 mutace, které se rovnéz nachazely v nebulinu podobnych
modulech (Purevjav E. et al., 2010). V této praci autofi studovali efekt nalezenych mutaci na
transgennim mysim modelu se zvySenou expresi lidského “wild-type” i mutantniho NEBL
omezeného na srdce. Zviteci model ukazoval heterogenni fenotyp od letalnich forem v
embryonalnim obdobi az po fenotyp DCM s dilataci a dysfunkci levé komory. Na bun&cné
urovni dochéazelo ke zménam struktury Z-diskl a I-prouzkii sarkomery a k abnormalni

distribuci mutantniho nebulette v podminkach mechanického napéti. Nebulette je tedy
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nepostradatelny pro spravnou organizaci a stabilizaci Z-diskti sarkomery. Variabilita fenotypu
pii raznych mutacich miize byt krom¢ jiného podminéna 1 duélni funkci nebulette. Kromé
poskozeni strukturalni role mize dochazet i k poruchdm ocekavané regulacni funkce pii
nitrobunééném pienosu signdlu (Ram R., Blaxall BC., 2010). Béhem analyzy naSich pacientli
s HCM na ptitomnost genetickych variant v genu NEBL probéhlo v rdmci mezinarodniho
projektu soubézné 1 vySetieni dalSich pacientt s kardiomyopatiemi (Perrot A. et al., 2016).
Bylo vySetieno dalSich 122 pacienti s HCM, 148 pacientii s DCM a 24 pacientli s LVNC
(celkem tedy 389 nepiibuznych pacientl s kardiomyopatiemi) z riznych evropskych center na
pritomnost genetickych variant v genu NEBL. Celkové bylo identifikovano 20 genetickych

variant (Obr. 5.1.). Ctrnact z nich bylo nalezeno ve frekvencich 1-31 % a bylo oznageno za

H171R
A175T Q581R I652L S747L Pal16L
N l l l l l v
5 67 101112 1314 15161718 19 2021 2223 24 25126 27 28
L37L K60N Y163Y G202R M351V D378H R558R N654K T728A S885F T999T
K64R 1621V R677R

Obr. 5.1.

Detekované varianty v genu NEBL v souboru pacientti s HCM, DCM a LVNC. Vzacné
genetické varianty jsou zobrazeny nad ilustraci genu. Genetické polymorfizmy jsou
znazornény pod ilustraci genu.

genetické polymorfizmy. Naproti tomu 5 variant bylo identifikovano vzdy pouze u jednoho
pacienta (v¢etné p.H171R u naseho pacienta s HCM) a 1 varianta byla nalezena u dvou
nepiibuznych pacientll. VSechny identifikované varianty byly nesynonymni zdmény jednoho
nukleotidu a zadna z nich se nenachazela v kontrolni populaci 320 subjektli bez znamek
kardialniho onemocnéni na echokardiografickém vySetieni a v kohort¢ 192 darct krve. Dvé z
variant (v€etné p.HI71R) se nenachazely v databazi dbSNP, ostatni byly pfitomny s nizkou
alelickou frekvenci 0,08 - 0,3 %. Ctyfi z variant (véetné p.H171R) se nenachazely v databazi
Exome Sequencing Project, zbylé dvé byly pfitomny s velmi nizkou frekvenci pod 0,01 %. S

vyjimkou jedné varianty vedly ostatni k zamén¢ aminokyselin s rozdilnymi vlastnostmi.

-69 -



Vsechny varianty mély odhadovany poskozujici efekt na funkci proteinu v alespon jednom z
predik¢nich nastroji (PolyPhen2 nebo Mutation Taster). S vyjimkou jedné se vSechny
identifikované varianty nalézaly v n¢kterém z nebulinu podobnych modulii, posledni varianta
byla identifikovana ve spojovaci oblasti bohaté na serin. Porovnanim sekvence ortologli pro
lidsky gen NEBL se ukazalo, Ze vSechny varianty sdileji konzervovanost minimalné u savct,
tf1 z nich (vCetné p.H171R) i u dalSich obratlovci. Dvé z variant (véetné p.H171R) byly
nalezeny u 2 pacientid s HCM, 3 varianty u 4 pacientd s DCM (1 z nich u dvou neptibuznych
pacientl) a posledni varianta u pacienta s LVNC. Celkovy vyskyt o¢ekavanych patogennich
mutaci v genu NEBL u heterogenniho souboru pacientti s kardiomyopatiemi byl 1,8 %
(7/389). Ptitomnost Sesti riznych variant u 7 neptibuznych pacientti s kardiomyopatiemi,
které se nenachazely ve velké kontrolni skupiné subjektli bez onemocnéni srdce Cini
nepravdépodobnou moznost, ze jde o genetické polymorfizmy bez kauzalniho vztahu ke
vzniku onemocnéni. Velmi nizka frekvence nebo uplna absence (jako v ptipadé p.H171R)
objevenych variant v databazich dbSNP a Exome Sequencing Project je dalsim pomocnym
kritériem jejich patogenicity. Nalez mutaci zptsobujicich razné typy familiarnich
kardiomyopatii v jednom genu je typicky pro geny kodujici proteiny Z-diski, ale i mnohé
dalsi proteiny sarkomery (Obr. 5.2.). VSechny geny pro proteiny Z-diskil jsou asociovany
minimaln¢ s rozvojem dvou riznych fenotypti, nejcastéji DCM i HCM. Vzhledem k roli Z-
diskt jako diillezitych mechanoreceptort a analyzatort tazniho napéti se pii jejich genetické
mechanizmy vedouci od konkrétni mutace k rozvoji fenotypu nejsou objasnény, v ptipadé
NEBL se opét mize jednat o dualni roli vysledného proteinu jak pro spravnou strukturu Z-
diskt tak pro nitrobunécny pienos signalu. Vysledny fenotyp je pravdépodobné sumou efektu
mutace DNA, tprav proteinu, pfitomnosti dalSich genetickych variant, epigenetickych
mechanizmil a pfipadné i vlivl prostfedi. Prozatim ale postradame efektivni integrované
nastroje k rozpoznani vlivu jednotlivych zminénych slozek na vznik konkrétniho fenotypu.
V¢ek probandl v dobé diagnozy v jednotlivych rodindch byl mezi 41 a 53 lety, coz muze
ukazovat na vyraznou v€kové zavislou penetranci mutaci v genu NEBL. V nasi rodiné s
identifikovanou variantou p.H171R nem¢la sestra probanda ve véku 56 let zddné znamky
fenotypu HCM, i kdyz byla nositelkou dané varianty. Muze se tedy jednat o variantu, ktera
zpusobuje hypertrofii levé komory az ve vys§im véku (u probanda byla diagn6za HCM
stanovena ve veéku 53 let), pfipadné miiZe byt jeji penetrance netplna, jak tomu byvaiu
jinych mutaci asociovanych s riznymi familiarnimi kardiomyopatiemi. Varianta p.H171R

objevena u naseho pacienta ani dalsi identifikované varianty nebyly vzhledem k rodinam s

-70 -



RCM

LVNC
D TNNT2
TAZ LDBS MYL3
LMNA
™NIS
;"“ MYL2
MYBPC3
DCM <~ sccp PLN HCM
SUR2A/ABCCS THNNC1 MyHe TIN CALR3
LAP2 P2
ycL MYPN
= ACTN2
SCNSA MYOZ2
ILK JCAP
NEBL LAMA4

Obr. 5.2.

Prekryv genti asociovanych s riznymi formami familiarnich kardiomyopatii. Geny pro
proteiny Z-diskili jsou podtrzeny a jsou vzdy asociovany s alespoit dvéma rliznymi fenotypy.
DTNA - a dystrobrevin, TAZ - tafazzin, LDB3 — LIM vazajici doména 3 (Cypher/ZASP),
LMNA - lamin A/C, DES - dezmin, TNNT2 - srde¢ni troponin T, TNNI3 - srde¢ni troponin I,
TNNCI - srde¢ni troponin C, ACTC - sdre¢ni a aktin, MYH7 - tézky fetézec f myozinu,
MYBPC3 - myozin vazebny protein C, TPM1 - a tropomyozin, RBM20 - RNA véazouci
protein 20, SGCD - § sarkoglykan, SUR2A/ABCC9 - sulfonylureovy receptor 2, EMD -
emerin, DMD - dystrofin, LAP2 - protein vnitini jaderny membrany, CHRM2 -
acetylcholinovy receptor 2, SCN5A - a podjednotka napétim ovladaného sodikového kanalu,
ILK - s integrinem spojena kinaza, LAMA4 - a4 laminin, PLN - fosfolamban, TTN - titin,
MYHG6 - tézky fetézec a myozinu, ANKRDI - ankyrin-repeat doména 3, CSRP3 - srde¢ni
LIM protein, NEXN - nexilin, VCL - vinkulin, MYPN - myopalladin, ACTN2 - a2 aktinin,
TCAP - teletonin, MYL3 — esencialni podjednotka lehkého fetézce myozinu, MYL2 -
regulacni podjednotka lehkého fetézce myozinu, CALR3 - kalretikulin 3, JPH2 - junktofilin 2,
MYOZ2 - myozenin 2, NEBL - nebulette

nizkym pocétem vysetienych jedincti podrobeny vazbové analyze a rovnéz nebyly provedeny
funk¢ni studie. Na zdklad¢é konzervovanosti postizenych mist, predpokladanému dopadu
identifikovanych variant, jejich absenci v kontrolni a obecné populaci a predchozim
publikacim o efektu pfibuznych mutaci ve zvifecim modelu pfedpokladame jejich tlohu ve
vzniku familiarnich kardiomyopatii v€etné varianty p.H171R identifikované u ¢eského

pacienta s HCM. NaSe data podporuji predpokladany spolecny geneticky zaklad familidrnich
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kardiomyopatii a ukazuji, ze NEBL pravdépodobné patii mezi geny asociované s vrozenymi
onemocnénimi myokardu. M¢l by tak tvofit soucast vySetfovaného panelu genti pti
genetickém vySetfeni pacientli s kardiomyopatiemi, zejména pii pouZziti metod NGS

schopnych efektivné analyzovat velké mnozstvi genii paralelné.

5.2. Vztah klinickych a echokardiografickych parametra a vysledkti genetického vySetieni
pacienti s HCM

Genetické vysetieni pacientd s HCM se stava soucasti kazdodenni praxe v péci o tyto
nemocné. Zasadnimi faktory umoznujicimi vétsi rozsifeni genetického vysetteni téchto
pacienttl je klesajici ekonomicka naro€nost a rozsifeni vysokokapacitnich metod NGS.
Limitujicim faktorem klinické pouzitelnosti genetického vySetteni je nenalezeni zddné mutace
u znacné Casti pacientd s HCM. Pouze v rodinach s identifikovanou patogenni mutaci 1ze
provadét genetické vysetieni ptibuznych s vysokou spolehlivosti predikce rizika rozvoje
onemocnéni (Charron P. et al., 2010). Jednou ze strategii zvySujicich Sanci na identifikaci
patogennich mutaci je selekce pacientl pro genetické vySetieni. Pacienti s rodinnou
anamnézou HCM maji vys$$i zdchyt mutaci nez nemocni se sporadickou formou (60-70 %
versus 10-50 %, Morita H. et al., 2008, Fokstuen S. et al., 2008). Koncentrace genetického
vySetieni na pacienty s familiarni formou onemocnéni je obecné dobré opatteni ke zvySeni
poctu identifikovanych variant. V piipadé HCM jsou ale n€které parametry fenotypu rovnéz
silnymi prediktory pozitivniho vysledku genetického vySetteni. V praci od Binderové et al.
byla na velké skupiné pacientti s HCM nalezena silna asociace mezi morfologii
interventrikularniho septa a zadchytem mutace v sarkomerickych genech (Binder J. et al.,
2006). Pacienti s reverzni morfologii interventrikuldrniho septa (vyklenujici se konvexnim
tvarem smérem do dutiny levé komory) byli nositeli mutace v sarkomerickych genech v téméf
80 % pripadul, zatimco pacienti se septum sigmoideum (s konkavnim povrchem
interventrikularniho septa smérem do dutiny levé komory) méli identifikovanou mutaci v
méné nez 10 % ptipadh. Dalsi prace zkoumajici klinické a echokardiografické parametry u
pacientil vySetfenych na pfitomnost mutaci v 9 sarkomerickych genech nasla jako nezavislé
prediktory pozitivniho vysledku genetického vysetfeni kromé reverzni morfologie
interventrikularniho septa 1 mladsi vék v dobé diagnozy (pod 45 let), maximalni hypertrofii
levé komory nad 20 mm a rodinnou anamnézu HCM a néhlé srde¢ni smrti (Bos JM. et al.,
2014). Negativnim prediktorem byla pfitomnost arteridlni hypertenze. Vysledkem prace je

skérovaci systém ptitad’ujici kazdému pozitivnimu prediktoru 1 bod a odecitajici 1 bod pfi
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arterialni hypertenzi. Zachyt mutaci v celé populaci byl v této studii pouze 34 %, s rozpétim 6
- 80 % podle hodnoty navrZzeného skore. Hodnota 80 % nalezenych mutaci byla dosaZzena u
pacienti se vSemi rizikovymi faktory, i kdyz ve diive zminéné préci k tak velkému zachytu
postacovala samotnd reverzni morfologie interventrikularniho septa. Vysledky naseho
vySetieni souboru ¢eskych pacienti s HCM ukazuji podobné vztahy mezi klinickymi a
morfologickymi parametry a zachycenymi mutacemi v sarkomerickych genech. Nejvyssi
podil pacientl s pozitivnim vysledkem genetického vySetieni byl rovnéz ve skupiné
nemocnych s reverzni morfologii interventrikularniho septa a na druhou stranu u Zadného
naseho pacienta se septum sigmoideum jsme nenalezli patogenni mutaci. I kdyz byli tito
pacienti vySetieni na pritomnost mutaci pouze ve 4 sarkomerickych genech, slo o geny, ve
kterych se nachazi nejvétsi mnoZstvi mutaci asociovanych s HCM a vynechani dalSich
sarkomerickych gent v nasi analyze by v celkové populaci pacientii nemélo piedstavovat
sniZzeni zachycenych mutaci o vice nez 10 %. Vztah pozitivniho vysledku genetického
vySetieni a maximalni hypertrofie levé komory nebo pfitomnosti rodinné¢ anamnézy HCM
nedosahl v naSem souboru statistické vyznamnosti. Morfologie interventrikularniho septa tak
muze byt v pifipadé HCM v silngj$i asociaci s mutaci v sarkomerickych genech nez samotny
familiarni vyskyt onemocnéni. Pacienti s identifikovanou mutaci méli i v naSem souboru niz$i
vek v dobé¢ diagndzy. Navzdory tomu, ze nékteré mutace v sarkomerickych genech jsou
asociovany s penetranci ve vys$im véku, celkové je u pacientii s mutacemi v sarkomerickych
genech pfitomna hypertrofie levé komory v mlad$im véku nez u neselektované skupiny
nemocnych. Naproti tomu pacienti se septum sigmoideum byli v dobé diagnozy starsi a méli
nulovy zachyt mutaci ve Ctyfech nejcastéjsich sarkomerickych genech. U této skupiny
pacientli by se tak mohlo jednat vice o zménu morfologie levé komory u vnimavych pacientii
vlivem véku nez o ptimy efekt mutace v nékterém ze sarkomerickych gent. Tito pacienti ale
zcela splnuji klinickou definici HCM od ESC a maji nékteré typické patofyziologické a
klinické projevy HCM v¢etné srdecniho selhani a obstrukce ve vytokovém traktu levé
komory. Selekce pacientl ke genetickému vySetfeni na zakladé zminénych klinickych a
echokardiografickych parametrti vede ke zvySené vytéznosti pii vySetfovani sarkomerickych
genu s piijatelné malym zastoupenim pacientli s patogenni mutaci, kteti by pomoci této
strategie nebyli vySetieni. V nasem souboru by se pii vySetieni pacientl s alespon jednim se
zminénych znakt (reverzni morfologie interventrikularniho septa, vék pod 44 let, maximalni
hypertrofie levé komory nad 22 mm a rodinna anamnéza HCM) zachyt patogennich mutaci
vyznamné zvysil (48 % oproti 27 %) a nedoslo by ke spravné identifikaci nosi¢stvi patogenni

mutace pouze u 4 % pacientl. Pti zlepSovani dostupnosti modernich metod NGS Ize ocekavat,
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ze genetické vysetfeni bude rutinné indikovéano u vSech nemocnych s HCM i dal$imi
familiarnimi kardiomyopatiemi. Selekce na zakladé¢ klinickych a fenotypovych znakt ale
muze byt nadale efektivnim nastrojem ve volbé modality NGS. Pouziti cileného sekvenovani
s kardiologickymi panely obsahujicimi sarkomerické geny pravé pro inicialni vysetfeni
pacientil se znaky asociovanymi s mutacemi v téchto genech a s rezervovanim nakladnéjSich
modalit vySetfujicich mendeliom, cely exom nebo cely genom pro pacienty bez zminénych
fenotypovych znakl se mtze ukézat jako ekonomicky vyhodné. I ptes velkou genetickou
variabilitu HCM, jejiZ projevy jsou mnoZzstvi mutaci a genli asociovanych s touto nemoci a
znacnd Cast pacientll bez nalezené genetické varianty v sarkomerickych genech, je v ptipadé
HCM patrnd dominantni role gent MYH7 a MYBPC3. Tyto geny obsahuji vétSinu
identifikovanych mutaci ve vySetfovanych souborech. Stejné tak tomu bylo 1 v nasi préci, 1
kdyz jsme vySetfovali pouze Ctyfi nejcastéjsi geny. HCM se tak jevi geneticky homogennéjsi
nez napiiklad familiarni DCM s malymi rozdily v zastoupeni jednotlivych genii asociovanych

s touto nemoci (Haas J. et al., 2015).

5.3. Genetické a klinické vySetteni pfibuznych pacientti s HCM

Hlavnim klinickym vyuzitim genetického vysetieni pacienti s HCM je fizeni péce o jejich
piibuzné. Existuje nékolik doporuceni odbornych spolecnosti tykajicich se genetického
vySetieni pacienti s HCM, v€etné doporucenych postupt pro diagnostiku a 1é¢bu HCM od
ESC a ACC/AHA a stanoviska ESC ke genetickému vysetfeni pacientli s familidrnimi
kardiomyopatiemi (Charron P. et al., 2010, Gersh BJ. et al., 2011, Elliott P. et al., 2014).
Kromé omezenych indikaci pti pfitomnosti nezvyklych fenotypovych rysi a pfi hrani¢nich
fenotypovych nalezech je shodné ve vSech doporu€enich genetické vySetieni pacienti s HCM
indikovéno k nalezeni patogenni mutace v roding s cilem identifikace ptibuznych s pozitivnim
genotypem. VySetfeni pfibuznych na pfitomnost znamé mutace v roding je poté velmi piesnou
a efektivni metodou ovliviiujici jejich dalsi péci. Pfibuzni s negativnim genotypem nemusi byt
pii absenci symptomt dale kardiologicky sledovani. V piipadé€ ptibuznych s pozitivnim
genotypem bez vyvinutého fenotypu neméame dostatek dlouhodobych dat o jejich prognéze,
ale ta se zda byt dobra. Existuje nékolik sd€leni o vyskytu nahlé smrti u ptibuznych pred
rozvojem hypertrofie levé komory, které se téméi vSechny tykaji jedincli s mutacemi v genu
pro srdecni troponin T (Moolman JC. et al., 1997, Pasquale F. et al., 2012). Zda se ale logické
jedince s pozitivhim genotypem pravidelné sledovat a vySetfovat analogicky k pacientiim s

rozvinutym fenotypem HCM vcetné¢ stratifikace rizika ndhlé smrti. Vytazeni
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asymptomatického piibuzného s negativnim genotypem z dalsiho sledovani snizuje naklady
na zdravotni péci, ale je mozné ho provést pouze pfi jistoté, Ze identifikovana geneticka
varianta je patogenni mutaci pro vznik HCM v dané roding. Rozsifeni genetického vySetfeni
pacientd s HCM zejména pomoci metod NGS vede k identifikaci velkého mnozstvi
genetickych variant, z nichz n€které maji nejasny vztah ke vzniku onemocnéni. Co
nejpresnéjsi klasifikace identifikovanych variant stran jejich patogenicity umozni vetsi
klinicky pfinos pii vySetfovani ptibuznych. V situaci, kdy genetické vySetieni nebylo
provedeno anebo jim nebyla identifikovana patogenni mutace v dané roding, podstupuji
ptibuzni probanda klinické kardiologické vySetteni s cilem odhalit jedince s rozvinutym
fenotypem HCM. Piibuzni bez zndmek fenotypu nemohou byt vzhledem k penetranci
onemocnéni stoupajici s vékem ujisténi, Ze nejsou v riziku rozvoje onemocnéni. Tito piibuzni
jsou pravidelné klinicky sledovani az do v€ku 50-60 let, kdy penetrance HCM dosahuje svého
maxima (Charron P. et al., 2010). Nejistota stran mozného rozvoje dédicného onemocnéni s
sebou prinasi i psychologickou zatéz. Existuje n¢kolik studii zabyvajicich se
echokardiografickymi parametry schopnymi pfedpovédét genotyp u piibuznych bez
vyjadieného fenotypu HCM. Dobra diskrimina¢ni hodnota s vysokou senzitivitou a
specificitou byla prokazana na zvifecich modelech a pozd¢ji i na lidech pro rychlosti pohybu
mitralniho anulu na tkanovém dopplerovském zobrazeni. Pozd¢jSim pracim se ale tuto
pouzitelnost parametrt tkdniového dopplerovského zobrazeni nepodafiilo potvrdit (Marian AJ.,
Roberts R. 1994, Marian AlJ. et al., 1997, Maron BJ. et al., 2001, Ho CY. et al., 2002, Michels
M. et al., 2009). Jednim z faktort ovliviiujicich rychlosti pohybu mitralniho prstence na
tkanovém dopplerovském zobrazeni je veék vySetrovanych jedinci, ale porovnani riznych
praci ukézalo velkou variabilitu tohoto parametru ve vSech vékovych skupinach. V nasi praci
zkoumajici pouzitelnost echokardiografickych k identifikaci ptibuznych s pozitivnim
genotypem v ¢eské populaci byl vék jedincti podobny nebo vyssi v porovnani s ostatnimi
studiemi. Samotné hodnoty rychlosti pohybu mitralniho anulu v nasi kohort¢ nebyly schopné
rozlisit jedince s pozitivnim a negativnim genotypem. Dal$im zkoumanym parametrem v
tomto ohledu byl pomér rychlosti ¢asného diastolického pritoku pies mitralni Gsti z pulzniho
dopplerovského vySetteni a ¢asné diastolické rychlosti pohybu septalniho okraje mitralniho
anulu z tkanového dopplerovského zobrazeni (E/Ea). Tento ukazatel vypovida o diastolické
funkci levé komory a Ize jej pouzit na odhad jejich plnicich tlakt. Jako Casny marker
diastolické dysfunkce by tak opét mohl identifikovat nositele patogenni mutace jesté pied
rozvojem hypertrofie levé komory. V naSem souboru ani tento ukazatel nebyl vyznamné

odlisny mezi skupinami s pozitivnim a negativnim genotypem. Dalsi prace kombinovala
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posledni zmifiovany parametr s morfologickymi echokardiografickymi proménnymi
vyjadiujicimi asymetrickou distribuci tloustky stény levé komory (pomér tloustky
interventrikularniho septa a posterolateralni stény levé komory) a ¢asné zndmky remodelace
levé komory pted rozvojem manifestni hypertrofie (pomér souctu tloustky
interventrikularniho septa a posterolateralni stény k rozméru levé komory na konci diastoly —
tedy relativni tlouStka stény, Gandjbakhch E. et al., 2010). I na relativné¢ malém
vySetfovaném souboru byl tento kombinovany echokardiograficky index dobrym nastrojem k
identifikaci genotypu piibuznych, coz potvrdily i naSe vysledky na jedincich z ceské
populace. Navrzena diskriminacni (cut-off) hodnota zminéného indexu (0,45) s vybornou
specificitou pro detekci pfibuznych s pozitivnim genotypem v ptivodni praci ukazovala v
naSem souboru vysokou senzitivitu (100 %), ale pouze stfedni specificitu (60 %), coz miize
naznacovat rozdilnou distribuci sledovanych parametrt v rozdilnych populacich. Vysoce
specificky nastroj k detekcei jedinct s pozitivnim genotypem by umoznoval urcit piibuzné,
kteti nepotiebuji klinické sledovani v kratkych intervalech, protoze pravdépodobné nejsou
nositeli patogenni mutace. Vysoka senzitivita by naopak umoznila selektovat piibuzné k
sledovani s vétsi frekvenci, pfipadné k provedeni rozsifeného spektra vySetteni, jako u
pacientll s HCM. I kdyz Zadny ze zmiflovanych parametrti nedosahuje v uréeni genotypu
ptibuznych ptesnosti genetického vysetfeni, jejich pouzitelnost v rodinach bez identifikované
patogenni mutace by mohla byt pravé v individualizaci intenzity dalSiho sledovani.
Kombinace morfologickych i funkénich parametri v jednom indexu ma pravdépodobné vétsi

diskrimina¢ni hodnotu, nez jednotlivé zmiflované ukazatele.
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6. Zavér

Genetické vysetfeni je dilezitou soucasti diagnostiky HCM, nejcastéjsiho monogenné
dédicného onemocnéni srdce. Ma Siroké vyuziti od zédkladniho vyzkumu podilejiciho se na
objasnéni etiologie a patogeneze onemocnéni, pies klinicky vyzkum sledujici dopad
genetickych variant na fenotyp a projevy onemocnéni az po pouziti v klinické praxi, zejména
ke genetické diagnostice ptibuznych pacienti s HCM. Nase prace se vénovala vsem
zminénym moznostem pouziti genetického vysetteni. Nase vysledky spolu s vysledky
spolupracujicich center naznacuji roli genu NEBL kodujiciho protein Z-diskli kardiomyocyti,
nebulette, v etiologii HCM 1 jinych familidrnich kardiomyopatii. Identifikace vzacné
genetické varianty v konzervovaném misté genu NEBL u pacienta s typickym fenotypem
HCM a nepritomnost této varianty v kontrolni populaci a genetickych databazich ukazuji, ze
se pravdépodobné jednd o patogenni mutaci ve vztahu k HCM. Nalez variant asociovanych s
Jinymi kardiomyopatiemi v genu NEBL potvrzuje spolecny geneticky zaklad dédi¢nych
chorob myokardu. Gen NEBL by se tak mél stat soucasti vysettovaného panelu genti u
pacientd s HCM i dal$imi kardiomyopatiemi. VySetfeni dobie fenotypoveé charakterizované
skupiny pacientti s HCM na ptitomnost genetickych variant ve ¢tyfech nejcastéjSich
sarkomerickych genech asociovanych se vznikem onemocnéni ndm umoznilo identifikovat
klinické a echokardiografické ukazatele spojené s vyssi pravdépodobnosti zachytu patogenni
mutace v téchto genech. Nizsi vék v dob¢ diagndzy a reverzni morfologie interventrikularniho
septa jsou prediktory pfitomnosti mutace v nejcastéjSich genech pro HCM a miizou byt
pouzity k vybéru rozsahu vySetfovanych gent u dalSich pacientl. Kone¢né genetické
vySetieni ptibuznych pacienti s HCM ndm umoznilo hledat echokardiografické ukazatele
schopné identifikovat nositele patogenni mutace pied rozvojem fenotypu onemocnéni s
potencialnim dopadem na fizeni jejich dalsi klinické péce. I kdyz zadny ze sledovanych
parametr samostatné nedokazal s dobrou piesnosti urcit nositele mutace, kombinovany
echokardiograficky index zahrnujici morfologické i funkéni parametry se ukazal byt
pouzitelnym néstrojem v situacich bez identifikované patogenni mutace. Metody genetického
vySetieni se rychle vyvijeji a v ptfipad¢ geneticky variabilniho onemocnéni, jakym je HCM
maji velky potencial metody NGS schopné paralelniho vysetieni velkého mnozstvi genti. Na
identifikaci novych genetickych variant u pacienti s HCM bude navazovat jejich klasifikace
ve vztahu k onemocnéni, nalezeni tésnéjSich korelaci mezi genotypem a fenotypem, objasnéni

modifikujicich genetickych faktorti a vyhledové i predikce klinickych dasledk onemocnéni
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na zéklad¢ genotypu. VSechny tyto faktory povedou k stale castéjSimu vyuzivani genetického

vySetieni pacientti s HCM jak ve vyzkumu, tak v klinické praxi.
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