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1 Uvod

1.1 Definice

Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je dédicné onemocnéni, definované nadmérnym
zesilenim stén levé komory (LK) srde¢ni pti nepfitomnosti hemodynamické pficiny, kterd by
k dané hypertrofii LK mohla vést (Elliott ef al., 2014; Veselka, Anavekar a Charron, 2017).
Mezi klinicky nejcastéjsi takto vylucované hemodynamické pticiny patii arterialni

hypertenze, aortalni stenoza, koarktace aorty a tzv. sportovni srdce.
1.2 Epidemiologie

S predpokladanou prevalenci 1/500 az 1/200 obyvatel se jedna o jednu z viibec nejcastéjsich
hereditarnich srde¢nich chorob (Maron et al., 2009; Semsarian et al., 2015). HCM je také
pravdépodobné nejcastéjsi pricina nahlé srde¢ni smrti u déti Skolniho véku (Colan ef al.,
2007; Ostman-Smith et al., 2008) a mladych sportovci (Maron et al., 2009), kteii si

onemocnéni ¢asto nejsou védomi.
1.3 Dédi¢nost

Ve vétsing pripadil (tj. u mutaci gent pro sarkomerické proteiny) je popisovana autosomalné
dominantni (AD) dédi¢nost (Richard et al., 2003). Typicka je neuplna penetrance a variabilni
expresivita. Penetrance se pohybuje okolo 70 % a je zavisla na v€ku (Charron et al., 1997;
Michels et al., 2009; Jensen et al., 2013). Do 30 let véku se penetrantni genotyp projevi u
piiblizné 55 % jedinct, po 50. roce véku u vice nez 95 %, €astéji u muzl (Charron ef al.,

1997; Michels et al., 2009).

Kromé tzv. klasické formy HCM podminéné mutacemi v genech pro sarkomerické proteiny
se vzacnéji vyskytuje HCM v ramci systémovych dédi¢nych onemocnéni a syndromtl.
Dé&di¢nost mize byt v téchto piipadech kromé AD i autosomalné recesivni a X-vazana (Tab.
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Tab. 1. Hypertroficka kardiomyopatie a syndromy. (Bonaventura et al. 2020)

Originalni nazev genového produktu Gen Asociovana diagnéza Dédi¢nost

Gama-regulacni podjednotka AMP- PRKAG2 | Wolff-Parkinson-White AD

aktivované protein kinazy syndrom

Lyzosomalni membranovy protein 2 LAMP2 | Danonova choroba X-vézana

Alfa-galaktosidasa A GLA Fabryho choroba X-vazana

Transtyretin TTR Amyloidédza AD

Alfa-glukosidasa GAA Pompeho choroba AR

Protein tyrosinova fosfataza, typ 11 PTPN11 | Syndrom Noonanové, AD
LEOPARD syndrom

Frataxin FXN Friedreichova ataxie AR

Four and half LIM doména 1 FHL1 Emery-Dreifussova myopatie | X-vadzana

1.4 Fenotyp a klinicka diagnostika

Nejvyraznéjsi fenotypovou charakteristikou HCM je hypertrofie LK. Zakladnim

diagnostickym kritériem je tlouStka srde¢ni svaloviny > 15 mm zji§téna zobrazovacim

vysetfenim (Gersh et al., 2011; Elliott ef al., 2014). Pro diagné6zu HCM staci prukaz

hypertrofie v jakémkoli segmentu srdecni komory, asymetricka septalni hypertrofie je vSak

Cast¢jsi nez koncentricka hypertrofie LK. Nej€astéjsi je postizeni bazalnich a sttednich

v

anteroseptalnich segmentii. Rozsah hypertrofie je velmi variabilni a je spojen s rizikem nahlé

srdecni smrti (Veselka, Anavekar and Charron, 2017).

Podle tvaru interventrikularniho septa (IVS) a dutiny LK Ize morfologii postizeni rozdélit do

Ctyt kategorii (Binder ef al., 2006):

1) septum sigmoideum s konkéavni plochou IVS smérem do dutiny levé komory
(Obr. 1)
1) reverzni septum, které se klene do dutiny LK konvexni plochou (Obr. 2)

1i1) neutrdlni septum bez vyrazné konvexni ¢i konkavni plochy (Obr. 3)

v) apikdlni forma HCM (Obr. 4)




Obr. 2. Reverzni septum (Echokardiografické vysetfeni, parasternélni projekce na dlouhou osu)



Obr. 4 Apikalni forma HCM (Echokardiografické vys3etteni, apikalni ¢tyfdutinova projekce)



V klinické praxi pouzivame k diagnostice HCM nejcastéji echokardiografické vysetieni, které
je levné a snadno dostupné. U prvostupniovych piibuznych pacienta s jiz diagnostikovanou
HCM jsou kritéria ptisnéjsi; k diagnoze staci po vylouceni hemodynamickych pficin tloustka

jakéhokoli segmentu stény LK > 13 mm (Gersh et al., 2011; Elliott et al., 2014).

V diagnostice pacientli s HCM ma stale vétsi uplatnéni magneticka rezonance (MRI) srdce.
Dokaze ptresn¢ zhodnotit pfitomnost, rozsah a tizi hypertrofie myokardu, zejména pfi
nedostate¢né echokardiografické vySetfitelnosti. Je uzite¢na v diagnostice méné obvyklych
forem HCM, které mohou byt obtizn¢ diagnostikovatelné echokardiograficky, napt. apikalni
formy HCM. Oproti echokardiografii je dale sensitivnéjsi v diagnostice hrotovych
aneurysmat, jez se vyskytuji asi u 2 % nemocnych. Velmi uzitecnd je pii MRI moznost
tkanové charakteristiky pomoci kontrastniho vysetfeni s gadoliniem, kdy pozdni syceni
myokardu kontrastni latkou (tzv. late gadolinium enhancement — LGE) souvisi s rozsahem
intersticidlniho prostoru a je typické pro pfitomnost fibrozy. Ukazuje se, Ze rozsah LGE u
pacientii s HCM je asociovan se zvySenym rizikem nahlé smrti (Nagueh et al., 2011; Mentias

et al., 2018; Freitas et al., 2019).

Ackoli jsou zékladem diagnostiky HCM vySe uvedené zobrazovaci metody, podezieni mize
vzniknout jiz na zéklad¢ fyzikalniho a elektrokardiografického (EKG) vySetteni. Fyzikalni
vySetieni nicméné miize byt u pacienta s HCM zcela normalni a je pravdépodobné jednou z
piic¢in poddiagnostikovani HCM v primérni péci pii predpokladané relativné vysokeé
prevalenci onemocnéni. U ¢asti pacientll miZe byt palpacné patrny zvedavy uder hrotu srdce
podminény hypertrofii LK. Klasickym poslechovym nalezem odraZejicim ptitomnost
dynamickeé obstrukce ve vytokovém traktu levé komory (LVOT) je crescendo-decrescendovy
systolicky Selest, slySitelny s maximem vlevo od sterna. Na rozdil od aortalni sten6zy se tento
Selest obvykle nepropaguje do karotid. Intenzitu Selestu 1ze zvyraznit manévry, kterymi
snizujeme naplit LK — nejcastéji Valsalvliv manévr ¢i rychld zména polohy z diepu do stoje.
Kromeé tohoto typického Selestu miize byt patrny systolicky Selest s maximem na srde¢nim

hrotu, souvisejici s mitralni regurgitaci (Stéchovsky, Adla a Bonaventura, 2019).

Asiu 5 % pacienti s HCM je EKG kiivka normalni, nicméné u naprosté vétSiny nemocnych
je EKG patologické (Ryan ef al., 1995). Tohoto faktu se vyuziva pfi screeningovém vySetieni.
Voltazové znamky hypertrofie LK se vyskytuji u vice nez 75 % pacientti. Jsou Casto
doprovazené vyraznymi inverzemi vin T, zvlasté vyjadfenymi u apikalni formy HCM.
Patologické kmity Q, imitujici stav po infarktu myokardu, se mohou objevit v jakémkoli

svodu a jejich pravdépodobnym podkladem je abnormélni aktivace komorového septa. Casta

10



je absence pozitivnich kmiti R nebo porucha jejich gradientu v hrudnich svodech. Mohou byt
pfitomny poruchy nitrokomorového vedeni (blokady Tawarovych ramének, levy piedni
hemiblok). Holterovské monitorovani EKG prokazuje u pacienti s HCM vysokou incidenci
supraventrikularnich tachykardii, komorovych extrasystol i prognosticky zavaznych

nesetrvalych komorovych tachykardii (Stéchovsky, Adla a Bonaventura, 2019).

Patofyziologie HCM je komplexni a zahrnuje diastolickou dysfunkci, myokardialni ischemii,
obstrukci LVOT, mitralni regurgitaci, supraventrikularni i komorové arytmie. Porucha
diastolické funkce LK je patrna u vétSiny nemocnych s HCM jiz v ¢asné fazi onemocnéni. S
progresi diastolické dysfunkce, souvisejici s rozvojem intersticidlni fibrozy a narastem
rigidity myokardu, dochazi ke zvySovani tlaku v levé sini (LS) a postkapilarni plicni
hypertenzi. ZvySovani tlaku v LS a jeji dilatace ma za nasledek rozvoj supraventrikularnich
arytmii, nej¢astéji fibrilace sini. Ischemie myokardu u HCM vznika v diisledku hypertrofie
myokardu a mikrovaskularni dysfunkce spojené s redukei sité kapilar (Veselka, Anavekar a

Charron, 2017; Stéchovsky, Adla a Bonaventura, 2019).

Obstrukce LVOT je piti HCM dynamické a méni se podle népln¢ komor a kontraktility. U
tretiny HCM pacientl je pfitomna v klidu, u dalsi tfetiny pacientl je pfitomna jen po
provokaci (tzv. latentni obstrukce). Jak klidova, tak provokovana obstrukce ma fadu
nepiiznivych disledkti. Zvysenim afterloadu (dotizeni) stoupa tlak v LK, coz podporuje jak
ischemii myokardu, tak zhorSeni diastolické funkce, a je téZ podkladem mitralni regurgitace,
Podkladem obstrukce LVOT je dopfedny pohyb jednoho ¢i obou cipit mitralni chlopné béhem
systoly, tzv. SAM (systolic anterior motion) smérem k hypertrofickému IVS (zejména jeho
basalni ¢asti). Disledek je dynamické zuzeni LVOT. Mezi faktory podporujici vznik SAM
patfi hemodynamickeé sily (akcelerace proudéni krve kolem basalniho IVS ,nasavajici‘
mitralni cipy do LVOT) a komplexni abnormalita celého aparatu mitralni chlopné.
Charakteristicky pro HCM je dopiedny a apikalni posun papilarnich svali a elongace cipi
mitralni chlopnég, zejména piedniho. Nékteti pacienti s HCM maji obstrukci midventrikularné,
nejcasteji v disledku hypertrofie papilarnich svali nebo abnormalni inzerce papilarniho svalu
pfimo na ptedni cip mitralni chlopné. Obstrukce LVOT je spojena s vyssi rizikem nahlé
srdecni smrti a 1ze ji efektivné 1éCit septalni redukéni terapii. Alkoholova septélni ablace
ucinné zlepsuje obstrukci LVOT 1 symptomatologii pacientt a je povazovana za bezpecny

vykon za predpokladu provedeni v expertnich centrech (Veselka, et al., 2016; Stéchovsky,
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Adla a Bonaventura, 2019; Veselka ef al., 2019). Méné indikovanou alternativou v CR je

chirurgickd myektomie.

Na rozdil od zavazné diastolické poruchy, systolické funkce LK je u vétSiny pacienti s HCM
zachovala, obvykle supranormalni. U malé ¢asti pacientl (3-5 %) dochazi v priibéhu zivota
k postupné remodelaci LK, jeji dilataci a vyraznému sniZeni ejek¢ni frakce LK. Tento stav se
nazyva tzv. burnout (nebo ,,end-stage*) faze HCM a je spojen s nepfiznivou prognozou, tj.
nutnosti transplantace srdce nebo ¢asnym umrtim (Biagini et al., 2005; Harris et al., 2006).
K transplantaci srdce vSak muze vzacnéji vést 1 tézké srdecni selhani se zachovalou ejekcni

frakci LK (Rowin ef al., 2014; Wells et al., 2018).

Endomyokardidlni biopsie nema v diagnostice HCM vyznamné postaveni. Je zatiZzena
pacientli Zadnou novou klinicky vyznamnou informaci pro diagnézu ani terapii (Stéchovsky,
Adla a Bonaventura, 2019). Vyjimkou mohou byt HCM pii1 metabolickych ¢i sttddavych
onemocnénich, ale i zde v soucasnosti uptfednostiiujeme neinvazivni metody (Bonaventura et

al. 2020)

K rozvoji fenotypu HCM muZe dojit diky nekompletni penetranci a variabilni expresivité
kdykoli béhem zivota, vétSina se vSak manifestuje do 50. roku v€ku. Pievazna ¢ast pacientl
ma mirné symptomy a diagnéza HCM je ucinéna ,,ndhodné&* napf. pfi preventivni prohlidce

nebo v ramci familidrniho screeningu.
Zasadnimi diagnostickymi prostfedky tedy jsou:

1) peclivy odbér rodinné a osobni anamnézy
i) fyzikalni vysetieni

iii)  EKG vySetieni

1v) echokardiografické vySetfeni

V) MRI srdce a Holter EKG k rizikové stratifikaci

1.5 Genotyp

Soucasna definice Evropské kardiologické spolecnosti (ESC) rozliSuje mezi
kardiomyopatiemi vedle tzv. klasické formy HCM podminéné mutacemi v genech pro
sarkomerické proteiny 1 vzacnéji se vyskytujici kardiomyopatie v rdmci systémovych

onemocnéni. Tato onemocnéni, diive oznaCovana jako tzv. fenokopie, se dle ESC guidelines
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2014 tadi do skupiny HCM (Elliott et al., 2014). Mezi n¢ patii glykogen6zy (napi. Pompeho
¢i Danonova choroba), lyzosomalni sttddava onemocnéni (napt. Fabryho choroba),
mitochondridlni poruchy, neuromuskularni onemocnéni (Friedreichova ataxie, Emery-
Dreifussova myopatie) a tzv. syndromické HCM (napft. syndrom Noonanové, LEOPARD,
PRKAG?2) (Tab. 1).

V klinické praxi je velmi obtizné odliSit pomoci neinvazivnich zobrazovacich metod
skute¢nou hypertrofii kardiomyocyti od zesileni st€én podminéného intersticialni infiltraci ¢i
akumulaci metabolickych substratii. Proto soucasna definice Evropské kardiologické
spolec¢nosti nepovazuje pritomnost akumulace patologického substratu za vylucujici kritérium

diagnozy HCM (Elliott et al., 2014).

Genetickymi studiemi z 80. a 90. let minulého stoleti byly objeveny varianty v genech
kédujicich proteiny sarkomery asociované s tézkou hypertrofii LK. V roce 1990 byla popséna
prvni mutace v genu pro tézky fetézec beta-myosinu (MYH?7) zodpovédna za vznik HCM
(Geisterfer-Lowrance ef al., 1990). Béhem nésledujici dekady pak byly postupné reportovany
dalsi geny asociované se vznikem HCM (Ho et al., 2015). Jejich stru¢ny ptehled je uveden

v Tab. 2.

Tab. 2. Geny asociované¢ s HCM. (Bonaventura, Veselka 2019)

Vyskyt
Gen Lokus (%)
Frekventni sarkomerické geny
Tlusta myofilamenta
Tézky fetézec beta-myosinu MYH7 14q11.2 20-30
Regulacni podjednotka lehkého fetézce
myosinu MYL2 | 12g23-q24 2-4
Esencialni podjednotka lehkého fetézce
myosinu MYL3 3p21.3 1-2
Tenka myofilamenta
Troponin T TNNT2 1g32.1 10
Troponin I TNNI3 19q13.4 7
Alfa-tropomyosin TPM1 15922.1 <1
Alfa-actin ACTCI1 15qllql4 <1
Intermediarni myofilamenta
Myosin vazebny protein C MYBPC3 | 11pll.2 30-40
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Raritni sarkomerické geny

Troponin C TNNCI1 3p21.1 <l
Alfa-aktinin 2 ACTN2 1g43 <1
Tezky tetézec alfa-myosinu MYH6 14q11.2 <1
Svalovy LIM protein CSRP3 11p15.1 <1
Myosenin 2 MYQOZ2 4926 <1
Filamin C FLNC 7g32.1 <1
Titin TTN 2q31.2 <1
Telethonin TCAP 17q12 <1
Geny regulujici metabolismus kalcia
Fosfolamban PLN 6q22.3 <1
Kalsekvestrin CASQ2 1pl3.1 <1
Junktofilin 2 JPH2 20q13.12 <1

V soucasné dobé, tedy 30 let od publikace prvni kauzalni mutace v genu MYH?7, je popsano
vice nez 2000 mutaci a geny asociované s HCM postupné piibyvaji (Maron, Maron a
Semsarian, 2012; Alfares et al., 2015; Ingles et al., 2015; Sabater-Molina et al., 2018).
Databaze Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) uvadi aktualné 26 asociovanych
genll (www.omim.org). Reportovany jsou vSak asociace v minimalné 33 genech (Ingles ef al.,
2019), soucasti vySetfovacich panelt na n€kterych expertnich pracovistich je 1 67

kandidatnich genti (Thomson et al., 2018).

Ze sarkomerickych genil je 8 dlouhodobé€ povazovano za jednoznaéné kauzalni a jsou

v soucasné dobé zahrnuty ve vétSin€ vysetfovacich HCM panelt. Jedna se o geny MYH7,
MYBPC3, TNNI3, TNNT2, TPM1, ACTC1, MYL2, MYL3 (Gersh et al., 2011; Elliott et al.,
2014), blize popsany v Tab. 2. Toto spektrum sarkomerickych geni bylo postupné rozsifeno i
na nesarkomerické geny, kddujici napt. desmosomalni proteiny ¢i iontové kanaly (Lopes et
al., 2015; Walsh, Buchan, et al., 2017). Nicmén¢ systematickd evaluace vysetiovacich panel
ukazuje, ze nejsilnéjsi evidence o kauzalit€ je u 8 vyse uvedenych sarkomerickych geni
(Ingles et al., 2019). Stfedné silné dikazy o kauzalité jsou u dalSich 3 geni — CSRP3, TNNCI

a JPH?2. U ostatnich gentl je zatim evidence slaba nebo témét zadna (Walsh, Buchan, ef al.,

2017; Thomson et al., 2018; Ingles et al., 2019).

Ackoli je HCM predevsim onemocnénim sarkomerickych proteintl, geneticky podklad je

vvvvvv
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asociovany s dilata¢ni kardiomyopatii, restriktivni kardiomyopatii a nonkompaktni

kardiomyopatii (Mogensen et al., 2003; McNally a Dellefave, 2009).

Pti AD dédicnosti sta¢i ke zptisobeni onemocnéni mutace v heterozygotni forme¢. Genomické
studie populaci pacientll s HCM vSak ukazuji, Ze aZ 5 % z nich jsou bud’ tzv. sloZeni
heterozygoti (maji dvé rtizné mutované alely stejného genu), dvojiti heterozygoti (mutace
dvou riznych genii zptisobujicich HCM) nebo homozygoti pro jednu konkrétni mutaci. Proto
je dualezité i pfi nalezu jedné mutace, kterou bychom povazovali za kauzalni, patrat po dalSich

patogennich variantach (Richard et al., 2003; Kelly and Semsarian, 2009).

1.6 Vztah fenotypu a genotypu

Geneticka heterogenita HCM je obrovska (Maron, Martin S. Maron and Semsarian, 2012;
Alfares et al., 2015; Ingles et al., 2015) a vztah jednotlivé mutace s konkrétnim typickym
fenotypem se zatim vétSinou nedafi uspokojiveé vysvétlit. Velmi ¢asté jsou v rodinach tzv.
privatni mutace a tedy neni mozn4 korelace genotyp-fenotyp na vétSim souboru pacientil
(Maron, Martin S. Maron and Semsarian, 2012; Alfares ef al., 2015; Richards et al., 2015).
Variabilni penetrance je patrna zejména v genu MYBPC3, kde miZe i v ramci jednotlivych
rodin vést ke zcela odlisSnému fenotypu (Page et al., 2012). V genu pro MYBPC3 jsou ¢astym
nalezem tzv. founder mutace, které jsou vysoce konzervované v ramci riiznych geograficky ¢i
kulturné izolovanych populaci. Penetrance je zde typicky odlozena do vys§iho v€ku (Richard

et al., 2003; Seidman and Seidman, 2011; Page et al., 2012).

S dostupnosti molekularné genetického vysetfeni pomoci vysokokapacitnich metod miizeme
vySetiovat stale vétsi mnozstvi gent. Vysledkem téchto vySetieni v§ak obvykle neni vétsi
zachyt patogennich mutaci, ale zachyt vétSiho mnozstvi tzv. variant nejasného vyznamu
(variant of uncertain significance, VUS), jejichZ interpretace je na zaklad¢ dostupnych dat
komplikovana a k jejich definitivnimu zafazeni je potieba vice korelovanych genotypt s
fenotypy a provedeni segregacnich analyz (Fokstuen ef al., 2011; Meder et al., 2011).
Uzite¢nou vetejné dostupnou databazi pro reportovani mutaci a jejich vztahu k fenotypu je

napft. ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).

Kwvili této genetické heterogenité jsou tedy data pro vztahy genotyp-fenotyp zatim
nedostatecna. Nékteré prace ukazuji, ze nalez patogenni mutace (G+) u HCM pacientt
zhorSuje kardiovaskularni mortalitu, zvysuje riziko cévni mozkové ptihody a progrese

symptomatologie ve tfidé NYHA ve srovnéni s genotyp negativnimi (G-) pacienty (Olivotto
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et al., 2008). Podle nov¢jsi prace jinych autorti jsou G+ pacienti ve vysSim riziku nahlé
srdecni smrti a maji vyssi celkovou i kardiovaskularni mortalitu (van Velzen et al., 2016).
Vétsina publikovanych dat o vztahu konkrétnich mutovanych genti a zdvaznosti fenotypu je

vSak na relativné malém poctu pacientt z jednoho centra.

Pro pacienty v détském véku byla popsana asociace mutace v genu MYH7 s Casnym nastupem
onemocnéni a rizikem kardiovaskularnich ptihod (Major Adverse Cardiac Events, MACE)
(Mathew et al., 2017). Publikovana data z portugalského registru HCM pacientil naznacuji
asociaci mutace ve stejném genu se systolickou dysfunkci LK i u dospélych (Lopes et al.,
2019). V tomto relativné rozsahlém registru (528 molekularné geneticky vySettenych) byl
nalez jakékoli patogenni mutace (G+) téz asociovan s vyssim rizikem nahlé srde¢ni smrti

(Lopes et al., 2019).

Data z pravdépodobné nejvetsiho multicentrického registru genotypizovanych pacientl

s HCM - SHaRe registry (Sarcomeric Human Cardiomyopathy Registry) — ukazuji, ze
prediktorem nepiiznivé progndzy je krome nizsiho veéku pti diagnéoze HCM také nalez
patogenni, ¢i pravdépodobné patogenni (pathogenic/likely pathogenic, P/LP) mutace

v n¢kterém z typickych sarkomerickych geni (Ho ef al., 2018). Nalez P/LP mutace je dle
registru SHaRe spojen s 2ndsobné zvySenym rizikem kombinovaného cilového ukazatele
(Gmrti, srdecni selhani, maligni arytmie, fibrilace sini). Nalez VUS v sarkomerickych genech
toto riziko zvySuje piiblizné€ 1,5ndsobné (Ho ef al., 2018). Nevyraznéjsi je pii ndlezu P/LP
mutace riziko rozvoje t€zké systolické dysfunkce LK (6nésobné) a nutnost mechanické
srde¢ni podpory ¢i transplantace srdce (4nasobné) (Ho ef al., 2018). Neni bez zajimavosti, Ze
registr obsahuje 1 data pacientil, ktefi maji minimalné¢ dvé P/LP mutace (jsou tedy slozenymi
nebo dvojitymi heterozygoty, autofi toto v publikaci nerozlisuji) a tvoti 2,8 % ze souboru
pacientil s pozitivnim genotypem. Vyskyt kombinovaného cilového ukazatele byl srovnatelny
(HR 1,06) s pacienty s jednou P/LP mutaci, méli vSak sklon k ¢astéj§imu rozvoji tézké
systolické dysfunkce LK a nutnosti mechanické srde¢ni podpory ¢i transplantace srdce (HR
7,5; CI12,7-20,5) (Ho et al., 2018). Zcela ojedinéla je téZ i komparativni analyza P/LP mutaci
ve dvou nejcastéjSich genech — MYH7 a MYBPC3. V souladu s vySe citovanymi pracemi bylo
nalezeno 1,7nasobn¢ vyssi riziko kombinovaného cilového ukazatele u mutaci v genu MYH7

proti mutacim v genu MYBPC3 (Ho et al., 2018).

Dilezitym faktorem v interpretaci nalezl je pro HCM typicka netplné penetrance a variabilni
expresivita (Page ef al., 2012). To nam naznacuje, Ze roli v dlouhodobém klinickém pribéhu

onemocnéni maji 1 jiné faktory neZ pouze mutace na trovni sarkomerickych proteini. Dalsi
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genetické a epigenetické faktory, stejné jako modifikace environmentalni, pravdépodobné
hraji dtlezitou funkci, kterou zatim neumime uspokojivé charakterizovat (Bonaventura and
Veselka, 2019). Pokud tedy hovoiime o HCM jako onemocnéni s AD Mendelovskou
dédicnosti, jedna se o znacné (a nejspise nepravdivé) zjednoduSeni skutecné podstaty (Ingles
et al., 2005; Blankenburg et al., 2014; Dorn, McNally and McNally, 2014). Mezi genetické
modifikatory se fadi obvykle metylace a acetylace DNA, v posledni dobé se diskutuje vyznam
miRNA (Sabater-Molina et al., 2018). Je mozné, ze noveé objevené varianty jinych nez
sarkomerickych genti, napt. pro iontové kandly, desmosomy ¢i titin, nejsou primarni pti¢inou

HCM, nybrz zminovanymi modifikéatory (Lopes et al., 2015; Whiffin et al., 2017).

V klinické praxi je Castd koincidence HCM s arteridlni hypertenzi (vzhledem k vysoké
prevalenci obou onemocnéni). Hemodynamicka situace pii arteridlni hypertenzi nutné
modifikuje fenotyp HCM. I ptes respektovani vylu€ujicich kritérii pro diagnozu HCM, se
setkavame téZ s pacienty s t¢zkou aortalni stendzou, soubéznou diagnézou arterialni
hypertenze a HCM. Fyzicka zatéz (pozor na tzv. sportovni srdce) a dal$i komorbidity jako
napft. diabetes mellitus, obezita a chronicka rendlni insuficience téz vedou k modifikaci
vysledného fenotypu HCM. Obezita a arterialni hypertenze jsou asociovany s vétSim
objemem myokardu LK. Kromé toho je obezita asociovana s arteridlni hypertenzi a rovnéz i
diabetes mellitus. Z uvedenych informaci je zfejmé, ze je v klinické praxi ¢asto nemozné
rozlisit, co je skute¢nou pficinou nebo hlavnim modifikatorem hypertrofie LK. V soucasné
dobé je velmi zkoumanym onemocnénim tzv. senilni (wild-type transtyretinova) amyloiddza,
u které se predpoklada taktéz relativné vysoka prevalence a poddiagnostikovani choroby

v bézné populaci (Rigopoulos et al., 2019). V terénu vSech vySe uvedenych komorbidit je
stanoveni etiologie hypertrofie LK ¢asto velmi komplikované (Bonaventura and Veselka,

2019).

1.7 Sekvenovani nové generace

Molekularn€ genetické vySetieni je u heterogenné geneticky podminéné HCM casove 1
finan¢né narocné (Bortot ef al., 2011; Fokstuen et al., 2011). Dfive bylo molekularné
genetické vysetfeni mozné pouze ve vyzkumnych centrech. Byly vysetfovany rodiny se
zjevnou dédi¢nou formou HCM a nakladna analyza DNA zahrnovala pouze nékolik genti
s nejsilngjsi asociaci s HCM. V poslednich dvou dekadach byla vyvinuta fada metod

oznacovanych jako tzv. sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS).
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Jedna se o vysokokapacitni metody, které v porovnani s klasickou metodou sekvenovani
(Sangerova metoda) analyzuji simultanné velké mnozstvi genti. Kromé klasickych vySetieni
genetické variability, mutacni analyzy konkrétnich gent a kvantifikace jednotlivych alel je
pomoci NGS mozné vysettit cely exom (whole exome sequencing, WES), pfipadné provést i
celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing, WGS), které mize zachytit i
ptislusné modifikujici geny. Vysledkem NGS je produkce obrovského mnozstvi vystupnich
dat s naslednou potfebou data utfidit a bioinformaticky analyzovat za pouziti mezinarodnich
databazi variant (napt. ClinVar, gnomAD). VéEtsi pocet vySetfenych gena Casto bohuzel
nepiinasi lepsi vytéznost diagnostického panelu, obvykle totiz vede k mnozstvi nalezenych
variant DNA, jejichz role pro vznik onemocnéni neni zatim objasnéna (VUS) (Fokstuen et al.,
2011; Meder et al., 2011). Ve vysledku je pak multidisciplinarni tym (kardiolog, klinicky
genetik, molekularni genetik) zatiZen obtizn¢ interpretovatelnymi variantami, které mohou
vySetfované osoby nebo jejich rodiny psychicky stresovat, ¢i dokonce iatrogenizovat
(Bonaventura et al. 2020). Naopak vyhodou NGS je diky relativné nizké cen€ a rychlosti

vySetfeni jeho postupné rozsitfeni do bézné klinické praxe.

1.8 Kilasifikace genetickych variant

Pro klinické vyuziti molekularné genetického vySetfeni ma zasadni vyznam klasifikace
nalezenych variant. Vzhledem k velkému mnoZzstvi vystupnich dat je v soucasnosti pouzivan

kombinovany pfistup, jehoZ podkladem jsou nésledujici tidaje:

- Frekvence variant v kontrolni populaci, s vyuZitim mezinarodnich databazi, napf.
1000Genomes Project (http://www.internationalgenome.org/), Exome Sequencing
Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), Exome Aggregation Consortium
(http://exac.broadinstitute.org/)

- Publikované varianty asociované s onemocnénim, napt. Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), Human Gene Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

- Insilico klasifikace s uZitim softwaru, napt. Polyphen2, Sorting Intolerant From
Tolerant (https://sift.bii.a-star.edu.sg) predikujicim mozny dopad mutace na strukturu
a funkci vysledného proteinu

- Mutace v tzv. evolucné vysoce konzervovanych funkénich doménach proteina

- Segregacni analyzy genotypu s fenotypem v postizenych rodinach (silnd evidence)
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- Funk¢ni studie na animalnich modelech ¢i in vitro (nakladné, slozité)

(Bonaventura a Veselka, 2019)

V roce 2015 byla publikovana doporuceni pro klasifikaci genetickych variant Americkou
spolecnosti pro Iékaiskou genetiku a genomiku (American College of Medical Genetics and
Genomics, ACMG), kterd vychazi z vyse uvedenych principi. Tato klasifikace déli nalezené

varianty do 5 nasledujicich tfid:
1) benigni
2) pravdépodobné benigni
3) varianta nejasného vyznamu (VUS)
4) pravdépodobné patogenni (LP)

5) patogenni (P)
(Richards et al., 2015)

1.9 Geneticky screening

Geneticky screening ma v péci o pacienty s HCM a jejich piibuzné vyznamné postaveni.
Standardnim postupem je ziskani detailni rodinné anamnézy a molekularné genetické
vySetieni probanda se zaméfenim na znamé geny asociované s HCM (Tab.2). V soucasné
dobé se v CR vysetiuji zakladni kandidatni geny pro kardiovaskularni onemocnéni a dle
jednotlivych laboratoii jsou v Ceské republice sestaveny panely obsahujici 30-200 t&chto
gend. V panelech je mozno se orientovat dle databaze Spole¢nosti 1€kai'ské genetiky a
genomiky Ceské 1ékaiské spoleénosti JEP (https:/slg.cz/pracoviste/mg/ngs). Aktualizované
informace o jednotlivych genech Ize nalézt v databazich OMIM (www.omim.org) nebo
Orphanet ( https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php). U vétSiny pacientii postacuje
vySetieni panelu zékladnich sarkomerickych gent (tj. MYH7, MYBPC3, TNNI3, TNNT2,
TPMI, ACTCI, MYL2, MYL3). Podle doporuc¢enych postupti Americké spolec¢nosti pro
srde¢ni selhani (Heart Failure Society of America, HFSA) (Hershberger et al., 2018) je
vhodné panel rozsiftit i o dalsi geny (CSRP3, PLN, TTR, PRKAG2, LAMP2, GLA, FHLI),
zejména pokud je klinické podezieni na syndromickou formu HCM (Tab.1). V piipade
syndromi Noonanové ¢i LEOPARD nesmime zapomenout zahrnout i geny zptsobujici tyto

tzv. RASopatie (PTPN11, SOSI, RAF1, RITI) (Bonaventura ef al. 2020).
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V ptipadé¢ pozitivniho nalezu poté provedeme specifické vySetfeni prvostupnového
ptibuzného na konkrétni gen a mutaci jiz nalezenou u probanda. Pokud je i u ptibuzného
zachycena patogenni mutace, je mozné kaskadovité vysetieni dalSich ptibuznych (vzhledem
k ptevazujici AD dédi¢nosti). HCM je u €asti pacientil spojena s vysokym rizikem nahlé
srdecni smrti. Proto je tfeba pomyslet na genetické vysetieni a kaskddovy rodinny screening
pfi pitevni diagndze hypertrofické kardiomyopatie. Zasadni je ¢asné zajisténi krve ¢i tkané
nahle zemftelého, ze které je nasledné po informovani a souhlasu ptibuznych mozno provést i

molekularné genetické vySetfeni (Bonaventura et al. 2020).

Idealnim klinickym scénaiem je situace, kdy specifickd pfi¢innd mutace u probanda neni
nalezena u prvostupnového piibuzného. Piibuzného je pak mozno vytadit z dispenzarizace,
pravdépodobnost onemocnéni je nizka, nicméné de novo mutace jsou samoziejmeé mozné
(Bonaventura ef al. 2020). Proto vzdy upozoriiujeme pacienty na nutnost navstévy lékare v
ptipadé symptomatologie. Vysetieni déti je podle soucasnych doporuceni vhodné mezi 6.-10.
rokem véku (Elliott ef al., 2014). Hranice byla stanovena na zéklad¢ pediatrickych studii,
které ukazaly raritni vyskyt zavaznych komplikaci HCM pied nastupem puberty (Jensen et
al., 2013; Cardoso et al., 2017). Pokud je molekularné genetické vySetteni u probanda
negativni, pokracujeme v zavedeném pravidelném klinickém sledovani prvostupiiovych
ptibuznych dle aktualnich doporuceni (Elliott et al., 2014; Hershberger et al., 2018). Schéma

»genetické stratifikace™ je prezentovano na obrazku.

,Geneticka stratifikace”

¢ Y

Patologicka mutace Patologicka mutace

neznama/nevysetiena

znama

Prediktivni genetické testovani u pribuznych

prvniho stupné pfibuznych (EKG, TTE aj.)
+ - Onemocnéni pfitomno Onemeocnéni nepfitomno
Kompletni kardiologickée vySetfeni a Stop FU Kompletnf kardiologické vytetfeni a Pokraovdni FU do 60 let
pfa\fjdﬁlﬂ\? FU ) Geneticky screening pro pravidelny FU (moZnost pozdniho rozvoje
Nabidka kardiologického screeningu potomky nenabizet Nabidka kardiologického screeningu onemacnéni)
dalsim potomkim (kaskada) daliim potomkdm [kaskéda)
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Obr. 5. Algoritmus genetického screeningu. (pievzato z Bonaventura et al. 2020)

Opacnou klinickou situaci je klinicky negativni fenotyp (F-) piibuzného s nalezem patogenni
mutace (G+). Na rozdil od diagnozy dilata¢ni kardiomyopatie, kde je napi. mutace v genu
LMNA jednoznacné spojena s nepiiznivou prognézou a je dle ESC guidelines soucasti
indikace k implantaci ICD (Priori et al., 2015), u HCM nemame k dispozici silnou evidenci o
vyvoji onemocnéni u asymptomatickych nosici mutaci bez klinicky vyjadieného fenotypu.
Riziko nahl¢ srde¢ni smrti je u jedincti bez vyjadiené hypertrofie LK obecné nizké. Vyjimkou
mohou byt mutace v TNNT2, jak naznacuji nékteré publikace (Moolman et al., 1997,

Varnava et al., 2001; Olivotto et al., 2008), nicméné evidence je pomérné slaba.

Je otazkou, zda pouze na zéklad¢€ pozitivniho genotypu bez vyjadieného fenotypu (G+/F-)
Cinit specificka doporuceni a navrhovat omezeni, napt. u profesionalnich atletti (Ho, 2010;
Maron, Yeates and Semsarian, 2011; Maron, Martin S. Maron and Semsarian, 2012). VétSina
(G+/F-) pacienti ma totiz pravdépodobné ptiznivou prognoézu (Maron, Yeates and Semsarian,
2011; Maron, Martin S Maron and Semsarian, 2012; Elliott ef al., 2014; Maron, 2018) a
nerozvine vyznamny fenotyp HCM (Maurizi et al., 2019). Vzhledem k variabilni penetranci,
kterd je v€kove vazana, bychom vSak méli pokracovat v pravidelném klinickém sledovani

téchto jedinct (Charron et al., 1997; Richard et al., 2003; Michels et al., 2009).

Molekularné genetické vySetteni je (vzhledem k jeho finan¢ni i1 ¢asové naro€nosti) v bézné
klinické praxi smysluplné u pacientli s vysokym stupném podezieni na genetickou pfic¢inu
HCM, zejména pokud maji Zijici ptibuzné, ktefi maji zdjem se nechat vySettit. Zakladni

pravidla jsou shrnuta v Tab. 3.

U pacientek s HCM (nebo v ptipadé, ze HCM trpi partner) lze v prubéhu gravidity vyuzit
metod prenatdlniho testovani, ale s pfihlédnutim k neuplné penetranci a variabilni expresivité,
je umélé preruseni t€hotenstvi medicinsky 1 eticky velmi problematické. Metodou volby je
preimplantacni testovani embryi v rdmci asistované reprodukce, s transferem embrya bez
P/LP mutace. Tato metoda nese taktéz mnoho nevyhod (zdravotni riziko pro zenu vzhledem
k hormonalni stimulaci, finan¢ni zatéz pro rodinu, nevelka tspésnost IVF cyklu). Vzdy tedy
zaleZi na rozhodnuti rodiny po poskytnuti komplexni reprodukéni a klinicko genetické
konzultace (Bonaventura et al. 2020). Nalez P/LP u mutace jinak zdravého embrya ¢i plodu
nemusi znamenat rozvoj onemocnéni béhem Zivota a i v ptipadé rozvoje HCM je klinicky

pribéh variabilni a prognéza je u vétSiny pacientli pfizniva (Maron, 2018).
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Diilezité je mit na paméti, ze ptinos molekuldrné genetického vysetieni obvykle nespociva ve
zptesnéni klinické diagnostiky u probanda s HCM (napt. u sportovniho srdce ¢i arteridlni
hypertenze). Nutné je téz si uvédomit fakt, ze negativni vysledek molekularné genetického

vysetieni neznamena vylouceni diagnézy HCM.

Tab. 3. Zakladni principy indikace a hodnoceni molekulédrné genetického vySetieni u pacientii

s HCM (ptevzato z Bonaventura ef al., 2020)

Jsou ptitomny zndmky syndromické formy HCM a je Sance pro individualizaci 1é¢by po
genetické stratifikaci (napt. enzymova substituéni terapie u Fabryho choroby, Danonova

choroba s rizikem ¢asného selhani levé komory apod.)

Pacient ma rodinu a rodinné ptislusniky, kteti maji zajem o vySetfeni, o stanoveni jejich

rizika onemocnéni a naslednou péci

Pacient zvazuje narozeni potomka a ma zajem o preimplantacni diagnostiku, a tedy

primarni prevenci onemocnéni

Molekularné genetické vySetieni nelze pouZit ke stanoveni diagnézy HCM

Negativni vysledek molekularné genetického vySetfeni nevylucuje pritomnost dédi¢né

formy HCM

1.10 Diagnosticka vytéZnost molekuldrné genetického vySetieni

Diagnosticka vytéznost molekularné genetického vySetieni (tj. zachyt P/LP mutace) je velmi
variabilni a relativné nizkd. Pravdépodobnost zachytu patogenni mutace je obecné vyssi u
mladSich pacientl a pacientl s pozitivni rodinnou anamnézou, kde mize dosahovat 50-60%
(Elliott et al., 2014). U ostatnich pacientl se pohybuje okolo 20-40% (Richard et al., 2003) a
se zavedenim ptisnéjSich klasifikac¢nich kritérii ACMG je zachyt jesté nizsi (Richards et al.,
2015; Amendola ef al., 2016). Vysoka sensitivita genetického testovani s nastupem metod
NGS tak byla postupné vystiidana vyssi specificitou souvisejici s aplikaci komplexnich
klasifikacnich kritérii. Ukazuje se, Ze geneticka data a klasifikaci patogennich mutaci

z minulych dekad bude vhodné periodicky revidovat v kontextu soucasnych poznatkti

(Richards et al., 2015; Bonaventura a Veselka, 2019).

Nizké vytéznost molekularné genetického vySetieni si vyzadala vznik klinickych skoérovacich

systému pro predikci jeho pozitivity. Nejrozsitenéjsim je tzv. ,,Mayo HCM Genotype
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Predictor score* (Mayo Score), ktery je zalozen na zékladnich klinickych a
echokardiografickych parametrech a své jméno dostal podle pracovisté autort (Bos et al.,

2014). Piehledné je skorovaci systém uveden v tabulce.

Tab.4. Mayo Score (upraveno podle Bos JM, et al. 2014)

Klinicky ukazatel Hodnota
vek <45 let 1
tloustka stény levé komory > 20 mm 1
rodinnd anamnéza HCM 1
rodinnd anamnéza nahlé srde¢ni smrti 1
reversni (katenoidni) tvar mezikomorového septa 1
arterialni hypertenze -1

Maximalni hodnota: 5, nejvyssi, udavana 80% vytéznost molekularné genetického vysetfeni

cvwvr

V plvodni kohorté 1053 pacientli dosahovala celkova vytéZznost genetického vySetieni 34%
pii vySetfovani 9 genil pro sarkomerické proteiny (ACTCI, MYBPC3, MYH7, MYL2, MYL3,
TNNCI1, TNNI3, TNNT2, TPM1) (Bos et al., 2014). S rozvojem NGS se v soucasné dob¢
pouzité panely genti mohou vyrazné lisit v poctu jednotlivych genli v zavislosti na lokalni
dostupnosti a finanénich moznostech pracovist'.
Jiny systém k predikci vytéZnosti genetického vySetfeni vznikl v Kanad¢ a jedna se o
,»Toronto HCM genotype score* (Toronto Score), publikované v roce 2013 (Gruner ef al.,
2013). Tento systém vychazi z podobnych klinickych a morfologickych charakteristik a
ptehledné je shrnut v Tabulce €. 5. Po aplikaci skorovaciho systému se déli pacienti s HCM
do nasledujicich skupin:

Nizka vytéznost (hodnoty skore od —9 do —1)

Stiedni vytéznost (hodnoty skore od 0 do 6)

Vysoka vytéznost (hodnoty skoére od 7 do 19)

V piipadé posledni skupiny je udavand vytéznost molekuldrné genetického vysetieni 66 %.
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Tab. 5. Toronto HCM genotype score (podle Gruner et al. 2013)

Parametr ‘ Hodnota
Vek
<20 0
20-29 -1
30-39 -2
4049 -3
50-59 —4
60-69 -5
70-79 —6
>80 -7
Zenské pohlavi 4
Arterialni hypertenze —4
Rodinna anamnéza HCM 6
Morfologie IVS reverzni ¢i neutralni 5
Pomér maximalni tloustka LK: tloustka zadni stény LK
<1.46 0
1.47-1.70 1
1.71-1.92 2
1.93-2.26 3
>2.27 4

Na prvni pohled je ziejmé, Ze Toronto Score je mnohem slozit&jsi systém, byt pouziva
obdobné klinické informace. Byl vytvofen na mensim poctu pacienti (n=471) nez o rok
pozdéji publikované Mayo Score (n=1053). Oba systémy byly nasledné retrospektivné
testovany k predikci vytéznosti na menSim souboru (n=77) détskych pacientd a ukazaly se
jako funkéni (Newman et al., 2018). Autoti Mayo Score téz provedli vlastni valida¢ni studii

za pouziti odlisné klasifikace nalezenych variant (Murphy et al., 2016).

V béZné praxi nepouzivanym je ,,Sydney genotype prediction score®, vychazejici ze 4
parametrl (vysoky vék, muzské pohlavi, pfitomnost arteridlni hypertenze a ,,neasymetricka“
morfologie IVS), predikujicim situaci opacnou — tj. nezachyceni P/LP mutace. Autofi skore
jej prezentuji k odhadu tzv. nefamilidlnich HCM a podle tviircti by mélo mit srovnatelnou

spolehlivost jako Mayo a Toronto Score (Ingles et al., 2017).

Kromé robustnéjsiho vzorku pacientt, ktery dal systému vzniknout, spo¢iva vyhoda Mayo
Score v jeho zapamatovatelnosti, a tedy 1 snadnému pouziti v bézné klinické praxi. Proto

v nasem vyzkumu pracujeme vyhradné s timto systémem.
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2 Cile prace

Nasi hlavni hypotézou je, Ze existuji klinické a morfologické charakteristiky HCM, které¢
souvisi s pozitivnim genotypem. Vedlejsi hypotézou je, ze zafazeni velkého poctu genii do
diagnostického panelu by mohlo vést k vyssi vytéznosti molekuldrné genetického vysetfeni.

Z hypotéz plynou nasledujici cile nasi prace.

2.1 Molekularné geneticky podklad HCM u pacientii v Ceské republice

Primérnim cilem nas$i prace bylo vySetieni molekularn¢ genetického podkladu HCM u
pacienti v Ceské republice. Prvni pokus o mapovéni genetického pozadi HCM v CR probéhl
v pritbéhu let 2005-2009 na Kardiologické klinice FNKV a 3.LF UK a v Kardiovaskularnim
centru FN Motol. Celkem bylo tehdy molekularné geneticky vysetfeno 100 pacientii s HCM
za pouziti klasické metody (Sanger) sekvenovani u 4 genti - MYH7, MYBPC3, TNNI3 a
TNNT? (Curila et al., 2012).

V soucasné dobé madme pomoci metod NGS moznost geneticky podklad HCM vysetfit
mnohem podrobnéji. Nase studie neni limitovana pfedpokladanou prevalenci vybranych genti
(viz vySe) a vysetifujeme sarkomerické i nesarkomerické geny. Diky podpoie z programového
projektu Ministerstva zdravotnictvi CR (reg. &. 15-34904A) miiZzeme vysetiit
n¢kolikanasobné vétsi mnozstvi pacientli nez pied 10 lety, financovani pokrylo cca 60 NGS

vySetienych pacientll ro¢né, grantova podpora probihala v letech 2015-2018.

2.2 Klinické a morfologické charakteristiky souvisejici s pozitivnim genotypem

Se ziskanymi primarnimi daty z NGS dale pracujeme. Nasi cilem je identifikace klinickych a
morfologickych charakteristik, které souvisi s pozitivnim vysledkem (G+, ndlez P/LP
varianty) molekularn€ genetického vySetfeni. Ziskana data porovname s publikovanymi daty
zahrani¢nich autorti. Neni nam znamo, ze by molekularné geneticky podklad HCM pacienti
v CR byl dosud v takovémto rozsahu vysetien. Nalezené asociace fenotypu s pozitivnim
genotypem se mohou lisit od kohort severoamerickych pacientii (Binder et al., 2006; Bos et
al., 2014), na kterych byly morfologické charakteristicky G+ pacient pivodné popsany.

V tomto smyslu budou naSe data prioritni.
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2.3 Predikce vysledku molekularné genetického vySetieni

Vytéznost molekularné genetického vysetieni je variabilni a spiSe nizkd. U prvni Ceské studie
z let 2005-2009 ¢inila vytéznost pii 4 vySetfovanych genech piesné 40 % (Curila et al., 2012).
V originélni kohort¢ Mayo Score pacientl bylo vysetfovano 9 zakladnich sarkomerickych

gent a vytéznost byla 34 % (Bos et al., 2014).

Kritéria pro definovani patogenicity nalezenych variant se vSak v pribéhu let zdsadné
zptisnila. V roce 2015 byla publikovéana doporuc¢eni ACMG pro klasifikaci genetickych

variant, ktera jsou velmi komplexni (Richards et al. 2015).

Cilem nasi prace bylo vysetfit u pacientti pomoci NGS az 229 genti asociovanych

s kardiovaskularnimi onemocnénimi (zahrnujici i vSechny dosud znamé geny asociované

s HCM) a zhodnotit jejich patogenicitu za pouziti striktnich ACMG kritérii. Rozsah gen,
metoda vySetieni 1 zpiisob klasifikace se vyrazné li§i od ptivodni Mayo kohorty. Dali jsme si

za cil zjistit, jestli predikce pomoci Mayo Score bude fungovat i za téchto podminek.

2.4 Kaskadovité vysetrovani ptibuznych

Nasim primarnim cilem je genotypizace HCM probandu. V ptipadé zachytu P/LP mutace nam
metody NGS umoziluji cilené kaskadovité vySetfovani ptibuznych a ¢asnou prevenci
kardiovaskularnich ptihod pied klinickou manifestaci HCM (Obr. 5). Genotypizaci
pfibuznych si tedy klademe za sekundarni cil nasi studie. Nalezena data nasledné pouZijeme

k optimalizaci dispenzarizace ptibuznych pacientti s HCM.

2.5 Vliv genotypu na vysledky alkoholové septalni ablace

Zhruba u dvou tfetin vSech pacienti s HCM diagnostikujeme klidovou nebo provokovanou
obstrukci (Gersh ef al., 2011; Elliott et al., 2014). Alkoholova septalni ablace (ASA) je
bezpecnou a i¢innou metodou v 1écbé obstrukce LVOT u symptomatickych pacientl
(Veselka, Jensen, Liebregts, Januska, Krejci, Bartel, Dabrowski, Hansen, Almaas, et al.,
2016; Veselka, Polakova and Bonaventura, 2019). Genetické pozadi a jeho moZny vztah

k vysledkiim procedury a prognoze téchto pacient neni dosud zndm. Cilem nasi prace je
zjistit, jestli se vysledky procedury a prognoza u pacient po ASA s pozitivnim genotypem
(G+) 181 od pacientli po ASA s negativnim genotypem (G-). Prace zabyvajici se timto

tématem dosud ve svété nebyla publikovana (dle databdze PubMed k 1. dubnu 2020).

26



3 Metody

3.1 Soubor pacientti

Do zakladni studie bylo zafazeno konsekutivné 336 dospélych neptibuznych pacientl

s klinickou diagn6zou HCM v terciarnim kardiovaskularnim centru (Kardiologicka klinika 2.
LF UK a FN Motol). Vzorky DNA pro NGS analyzu byly od pacientii odebrany mezi lety
2005 a 2017. Z vysetfovanych pacientt jich bylo 129 1é¢eno mezi lety 1998 a 2017
alkoholovou septalni ablaci (ASA).

Diagnéza HCM byla vzdy stanovena zkuSenym kardiologem na zakladé fyzikéalniho
vysetfeni, EKG a nélezu hypertrofie LK > 15 mm pfi echokardiografickém vySetfeni a/nebo
MRI srdce (Gersh et al., 2011; Elliott et al., 2014). Byly vylou¢eny b&ézné hemodynamické
ptic¢iny hypertrofie LK. Pokud m¢l pacient diagnozu arterialni hypertenze, tato musela byt
této sekundarni hypertrofie LK byla provadéna kontrolni echokardiograficka vySetieni

v ¢asovych odstupech pti adekvatni antihypertenzni terapii. U vSech pacientil byla kromé
standardniho echokardiografického protokolu vysetfena 1 morfologie IVS a zatazena do jedné
ze 3 kategorii — reverzni, sigmoidni a neutralni tvar IVS. Ctvrtou morfologickou kategorii

tvotili pacienti s apikdlni formou HCM (Binder et al., 2006).

U vSech pacientt byl provadén sbér demografickych, klinickych a echokardiografickych dat.
Vsichni pacienti byli sledovani v intervalech 3-12 mésicii podle jejich aktualniho klinického
stavu. Symptomatickym pacientim (New York Heart Association (NYHA) tfida ITI-IV nebo
synkopa pii zatézi) s vyznamnou obstrukci LVOT (maximalni gradient v klidu nebo pfti
provokaci > 50 mm Hg) pfi maximalni tolerované farmakoterapii byla nabidnuta septalni
redukéni terapie. ASA byla indikovéana na zakladé peclivého zhodnoceni morfologickych
charakteristik multidisciplinarnim tymem. VSechny ASA procedury byly provadény jednim
zkuSenym interven¢nim kardiologem, jak jiz bylo popséno v ptedchozich publikacich
(Veselka, Tomasov and Zemanek, 2012; Veselka et al., 2014) a vSechny procedury byly
provadény za kontroly myokardialni kontrastni echokardiografii (Veselka ef al., 2009). VSem
pacientim byla pred ASA procedurou zavedena doCasna transven6zni kardiostimulace
(DKYS). Pacienti byli po vykonu monitorovani minimalné 48 hodin na koronérni jednotce a

pokud nebyly pfitomny zdvazné poruchy srde¢niho ptevodniho systému, tak byla DKS po této
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dob¢ odstranéna. Do celkové doby 7 dni pak byli pacienti po ASA hospitalizovani za
nepfetrzité telemetrické EKG monitorace. V ptipadé kompletniho atrioventrikuldrniho bloku
¢i jinych vyznamnych poruch srde¢niho pfevodniho systému byl pacientim implantovan

trvaly kardiostimulator.

Data z molekularné genetické analyzy byla porovnavana s klinickymi a echokardiografickymi
charakteristikami. U vSech pacientii byla provedena kalkulace Mayo Score. Jeden bod byl
pridélen za nasledujici faktory: vek pti dg. HCM < 45 let, reverzni typ IVS, tloustka LK > 20
mm, rodinnd anamnéza HCM, rodinna anamnéza nahlé srdecni smrti. Jeden bod byl odecten
za pritomnost arteridlni hypertenze, bez ohledu na jeji tizi. Mayo Score u pacientti nabyvalo
hodnot od -1 do 5 a bylo porovnano s nalezy P/LP mutaci pii molekuldrné genetickém

vySetieni.

3.2 Molekularné genetické vySetieni

Izolace DNA byla provadéna ze vzorku nesrazlivé zilni krve za pouziti kit FlexiGene® DNA
AGF3000 Kit (QIAgen, Germany) a AutoGen Flex 3000 (Autogen, Holliston, USA) dle
doporuceni vyrobce. V prubchu studie byly pouZity celkem 3 panely genil (na zakladé
aktualn¢ dostupnych informaci o kauzalit¢ genti, ziskavanych dat, rozhodnuti klinika a
molekularniho genetika a rozpoctu financi): TruSight Cardiomyopathy (Illumina, San Diego,
USA; 46 gentl), TruSight Cardio (Illumina, San Diego, USA; 174 gentl), a na zakdzku
vyrobeny komplexni srde¢ni panel pomoci SeqCap EZ Choice Library (Roche NimbleGen,
Madison, USA) ktery obsahuje 229 genil asociovanych s kardiovaskularnimi onemocnénimi.
Ptiprava DNA knihoven byla provedena dle doporuceni vyrobce. DNA knihovny byly poté
sekvenovany (parové sekvenovani, fragmenty 2x150 bp) pomoci Illumina MiSeq nebo

MiniSeq platformy (Illumina, Inc. San Diego, USA).

Sekvenovani nové generace (masivni paralelni sekvenovani) produkuje velké mnoZstvi dat a
vyZaduje rozsahlou bioinformatickou analyzu. Pro tuto analyzu byl pouzit “in-house”
vyvinuty pipeline podle Genome Analysis Toolkit (GATK) doporuceni k identifikaci
germinélnich variant (DePristo et al., 2011; Van der Auwera et al., 2013). Hruba data z NGS
byla mapovana za pomoci algoritmu Burrows-Wheeler Alignment Maximal Exact Match
(BWA-MEM) (Li and Durbin, 2010) k referen¢nimu huménnimu genomu GRCh37/hg19.
PCR duplikaty (oznacujici Cteni totoZné sekvence a délky), které by zkreslovaly kvalitu

sekvenované oblasti, byly v této fazi odstranény a déle nezahrnovany do bioinformatické
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analyzy. Nasledn¢ byla provedena rekalibrace kvality bazi (umoznuje detekci a odstranéni
systémovych chyb sekvena¢niho procesu) pomoci GATK a poté byla provedena detekce
mutaci/variant (tzv. variant calling) za pouziti GATK-HaplotypeCaller (DePristo ef al., 2011;
Van der Auwera et al., 2013).

Finalnim krokem bioinformatického zpracovani sekvenacnich dat je genotypovani, tj.
nalezeni odchylek od referen¢niho genomu s ur¢enim, kde se tato varianta nachézi. Pro
prioritizaci a anotaci variant byl pouzit [llumina VariantStudio Software v3.0 (Illumina, San
Diego, USA) a BaseSpace Variant Interpreter (Illumina, San Diego, USA). Varianty

s hloubkou ¢teni < 10x, synonymni varianty, varianty v intronech v non-splice regionech a
varianty s frekvenci minoritni alely (minor allele frequency, MAF) vyssi nez pro HCM
kalkulovanou frekvenci vzacnych variant, tj. 4x10 - (Whiffin et al., 2017) byly z dalsi

analyzy odstranény.

Pro analyzu funkéniho dopadu doposud nepopsanych variant nebo VUS existuje mnoho
predikénich programi, zaloZenych na riznych algoritmech. Tyto algoritmy obvykle vyuzivaji
fylogenetickou konzervovanost dané oblasti, chemické odliSnosti ve sloZeni polypeptidového
fetézce Ci strukturni charakteristiky polypeptidového fetézce a umoznuji odhadnout dopad
varianty na konkrétni proteinovy produkt. V nasi studii jsme pouzili software Sorting Tolerant
From Intolerant (SIFT) a PolyPhen-2 k predikci funkéniho dopadu missense variant. Pro
zhodnoceni klinického vyznamu nalezenych variant jsme pouzili databaze ClinVar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) a Human Gene Mutation Database (HGMD) (Stenson
et al., 2003). VSechny vyznamné varianty byly klasifikovany podle ACMG guidelines
(Richards et al., 2015) do 5 tid: 1) benigni, 2) pravdépodobné benigni, 3) VUS, 4)
pravdépodobné patogenni (LP), 5) patogenni (P). VSechny P/LP varianty byly nasledné jesté

konfirmovany klasickou Sangerovou metodou sekvenovani.

3.3 Statistick4 analyza

U métenych parametrti byla vypoctena primérna hodnota a smérodatna odchylka. Pro
vyjadieni délky sledovani (follow-up) byl vypoc€itan median a ptislusné kvartily. Pro
porovnani klinickych a echokardiografickych parametri mezi G+ a G — skupinami pacientil

byl pouzit Mann-Whitney test, Fishertiv test a Studentiv t test, dle typu hodnocené proménné.
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Pti analyze dat u pacientii po ASA byl pouzit model Coxovy regrese pro identifikaci
prediktorti mortalitnich pfihod. Nésledujici klinické a echokardiografické proménné

s moznym vlivem na mortalitni pfihody byly nejprve otestovany v univariantnim modelu: vék
v dob¢ ASA, pohlavi, obstrukce LVOT, tloustka IVS, rozmér levé sin€. Proménné

s hodnotami p < 0.15 byly nésledné otestovany v multivariantni analyze za vyuziti stepwise
Coxovy regrese zpétné eliminace proménnych. Dlouhodoba mortalita pacientli byla
analyzovana Kaplan-Meierovou metodou a rozdily mezi skupinami G+ a G- analyzovany log-
rank testem. Kaplan-Meierovy kiivky G+ a G- pacientl byly adjustovany na vék v dobé ASA
a tloust’ku I'VS pred ASA.

Hodnota p <0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou. Pro statistickou analyzu byl

pouzit software Prism verze 7.04 a verze 8.1.1. (GraphPad Software Inc., USA).
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4 Vysledky

4.1 Molekularné geneticky podklad HCM u pacientii v Ceské republice

Zakladni klinické charakteristiky vSech 336 vySetifenych pacientti s HCM jsou pichledné

uvedeny v tabulce.

Tab 7. Zakladni charakteristiky souboru pacienti.

Pocet pacientii (n=336)
Vék v dobé diagnodzy, roky 53+£15
Zenské pohlavi, n (%) 139 (41)
Rodinna anamnéza HCM, n (%) 37 (11)
Rodinna anamnéza SCD, n (%) 16 (5)
Arterialni hypertenze, n (%) 157 (47)
MLVWT (mm) 20+ 5
Tvar IVS, n (%)
Sigmoidni 97 (29)
Reverzni 92 (27)
Neutralni 140 (42)
Apikalni forma HCM 712
Obstrukce, 7 (%) 230 (68)
Arytmie, n (%)
Supraventrikularni 72 (21)
Komorové 22 (7)
Nesetrvala KT 15 (5)
Setrvald KT 5(D
Fibrilace komor 2(1)
Farmakoterapie, n (%)
Beta blokatory 149 (44)
ACE inhibitory 62 (18)
Sartany 21 (6)
Ca blokatory 60 (18)
Diuretika 59 (18)
Amiodaron 6(2)
Ostatni antiarytmika 10 (3)

Publikovéano (Bonaventura et al., 2019)
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Vysvétlivky: SCD — nahlé srdecni smrt, MLVWT — maximalni tloustka stény levé komory,

IVS — interventrikularni septum, KT — komorovéa tachykardie, ACE — angiotensin konvertujici

enzym

Celkem jsme identifikovali 276 variant v celkem 71 riznych genech u 188 (56 %) HCM

pacientil. Nalezené varianty v genech, fazené dle Cetnosti vyskytu, jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8. Nalezené varianty v genech, fazené dle Cetnosti vyskytu, bez klasifikace patogenicity.

Nazvy gentl v originalnim znéni.

Varianty u pacienti
Gen Originalni nazev genu 1. 2. 3.
MYBPC3 | myosin binding protein C, cardiac 58 16 0
MYH7 myosin heavy chain 7, cardiac muscle, beta 27 4 0
SCNSA sodium channel, voltage-gated, type 5, alpha subunit 4 6 1
TNNT?2 troponin T type 2 7 0 0
DSP desmoplakin 4 3 2
ACTN2 actinin, alpha 2 5 2 1
CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein) 6 1 0
MYH6 myosin heavy chain 6, cardiac muscle, alpha 2 3 1
MYOMI1 myomesin 1 4 1 0
RAF1 v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 4 0 0
DSG2 desmoglein 2 0 3 0
MYL2 myosin light chain 2 2 1 0
CACNAIC | calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit 2 1 0
GLA galactosidase, alpha 3 0 0
NEBL nebulette 2 0 0
MYL3 myosin light chain 3 2 0 0
TNNI3 troponin [ type 3 0 1 0
TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 1 0 0
PTPN11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 1 0 0

Publikovéno (Bonaventura ef al. 2019)

Vysvétlivky: potadi 1., 2., 3. odkazuje na zachyt vice variant u jednoho konkrétniho pacienta,

tyto jsou sestupné ttidény dle patogenicity.
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Kompletni seznam vSech nalezenych vyznamnych variant ve vSech genech je uveden v Tab 9.

V tabulce je téz uveden vyskyt variant ve verejné dostupné databazi ClinVar.

Tab. 9. Kompletni seznam vSech nalezenych vyznamnych variant ve vSech genech, tfidéno

abecedné, varianty jsou v 5. sloupci znaceny od tfidy 3 (VUS) do tiidy 5 (patogenni). Nazvy

gend v origindlnim znéni.

C Zména na urovni . , . < o
Gen Originalni nazev nukleotidu a proteinu Pocet  ACMG| Vyskyt v ClinVar (pocet reportii)
\ATP-binding
cassette, sub-
IABCGS family G, member ABCGS5 p.Arg198GIn 1
5 Uncertain significance (3)
actin, alpha, ACTCI1 ¢.76G>A
AcTcl cardiac muscle 1 |p.(Asp26Asn) ! 3
.. ACTN2 c.1193G>T
I ACTN2 actinin, alpha 2 n.(Are398Leu) 1 3
ACTN2 ¢.1549C>T ) 3
p.(Leu517Phe)
ACTN2 ¢.1552C>T 1 3
p.(His518Tyr)
ACTN2 ¢.1822C>T, 1 3
p.(Arg608Trp)
ACTN2 ¢.2147C>T, 1 3
p.(Thr716Met)
ACTN2 p.Arg93GIn 1 Uncertain significance (3)
ACTN2 p.His518Tyr 1 Uncertain significance (1)
ankyrin repeat
ANKRD1  |domain 1 (cardiac ANKRDI1 p.Ala276Val 1 Benign(5); Likely benign(5);
muscle) Uncertain significance(1)
BCL2-associated \BAG3 c.1523A>G
BAG3 athanogene 3 p.(Tyr508Cys) ! 3
calcium channel,
cAcnaIc [0z CACNAIC ¢.5693+2T>A| 1 3
dependent, L type,
alpha 1C subunit
CACNAIC ¢.5893T>C, 1
p.(Ser1965Pro)
CACNAIC p.Arg518His 1 Likely pathogenic(1); Pathogenic(1);
Uncertain significance(1)
calcium channel,
voltage- CACNA2D1
CACNA2DI dependent, alpha |p.Ser709Asn 2
2/delta subunit 1
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CAV3 ¢c.233C>T,

CAV3 caveolin 3 b.(Thr78Met)
CAV3 c.89A>G
p.(Lys30Arg)
corsaz  [olagen e V. loor sa b Prol359Leu
alpha 2
COLS5A2 p.Val95Asp
COX15 homolog,
coxis ~ |lechromec ooy1S b Argd06Gin
oxidase assembly
rotein (yeast)
. CRYAB c.116C>T
CRYAB crystallin, alpha B v.(Pro39Leu)
CRYAB p.Pro51Leu lequ benign(7); Uncertain
significance(1)
cysteine and
glycine-rich CSRP3 ¢.208G>T
CSRP3 pprotein 3 (cardiac |p.(Gly70Trp)
LIM protein)
CSRP3 ¢.208G>T,
p.(Gly70Trp) HOM
CSRP3 ¢.520A>G,
p.(Lys174Glu)
CSRP3 p.Gly70Trp HOM
. DES ¢.728A>G,
DES desmin p.(His243Arg)
DMD dystrophin DMD ¢.10262+1G>A Benign(1); Uncertain significance(3)
DMD c.1934A>G,
p.(Asp645Gly)
DMD p.11e99Val L}kgly benign(1); Uncertain
significance(4)
. DSC2 c.1223C>T
\DSC2 desmocollin 2 b.(Thr4081le)
DSC2 ¢.1661A>G
p.(GIn554Arg)
DSG2 desmoglein 2 D(S\(;I 21 SC 6;26S>A’ Likely benign(5); Pathogenic(1);
p-(va © Uncertain significance(4)
DSG2 ¢.216G>T,
p.(Lys72Asn)
. DSP ¢.242G>A
DSP desmoplakin b.(Cys81Tyr)
DSP ¢.2684A>G,
p.(Tyr895Cys) Uncertain significance (5)
DSP ¢.3550C>T
p.(Argl184Trp)
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DSP ¢.3616T>A
p.(Leul206lle)

DSP ¢.4961T>C,
p.(Leul 654Pro)

DSP c.688G>A,
p.(Asp230Asn)

DSP ¢.8068C>A
p.(Pro2690Thr)

DSP ¢.8467C>G
p.(Pro2823Ala)

DSP p.Thr2665Met

Uncertain significance (1)

DTNA

dystrobrevin,
alpha

DTNA p. p.Thr205Met

DTNA p.GIn106Glu

Uncertain significance (2)

ELN

elastin

ELN ¢.1408C>T
p.(GIn470*)

EMILIN1

elastin microfibril
interfacer 1

EMILIN1
p.Leu606ValfsTer43
(delCT)

\FHL?2

four and a half
LIM domains 2

FHL2 c.191C>A,
p.(Ala64Asp)

FHL2 c.467A>T
p.(Lys156lle)

FHL2 ¢.501+1G>T

FHL2 p.Leu21GIn

Uncertain significance (1)

FKTN

fukutin

FKTN c.166-4A>G

Benign(1);Uncertain significance(6)

FLNA

ilamin A

FLNA p.Argl532GlIn

FLNA p.Leul540Val

FLNA p.Lys1538Thr

FLNC

filamin C

FLNC c.4564C>A
p.(GIn1522Lys)

FLNC c.4660A>C
p.(Ile1554Leu)

GLA

igalactosidase,
alpha

GLA c.644A>G
p.(Asn215Ser)

GLA ¢c.902G>A
p.(Arg301Gln)

GLA ¢.937G>T
p-(Asp313Tyr)

GPDIL

iglycerol-3-
iphosphate
dehydrogenase 1-
like

GPDIL c.370A>G,
p-(Ile124Val)
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GPDIL c.370A>G,

p-(Ile124Val)
hyperpolarization
activated cyclic
HCN4 nucleotide-gated [HCN4 p.Glul193GlIn
ppotassium channel Benign(1);Likely
4 benign(2);Uncertain significance(1)
[roquois
IRX4 Homeobox Protein IRX4 C’373 G
4 p.(Tyr125%)
JAGT jagged I (Alagille |y o1 o Thio62 Al
syndrome)
junction
JUP lakoglobin JUP p.Ser24Leu Uncertain significance (1)
ipotassium voltage-
\gated channel,
KCNAS shaker-related K?(I}\{;\; 1({2? 3)G ~C,
subfamily, member"” P
5
KCNAS p.Thr3741le
ipotassium voltage-
\gated channel, KCNH2 ¢.3107G>A
KCNH2 | bfamily H, |p.(Gly1036Asp)
member 2
KCNH2 ¢.526C>T Likely benign(1);Uncertain
p-Argl76Trp significance(5)
[potassium
inwardly-
KCNJ2 rectifying channel, [ KCNJ5 p.Met210Ile
subfamily J,
member 2 Likely benign (1)
[potassium voltage-
\gated channel,
KCNQI KQT-like KCNQI p.Gly269Ser
subfamily, member| Pathogenic (4) for long QT
1 syndrome
\LAMA4 laminin, alpha 4 |LAMA4 p.Arg730Cys
LAMA4 p.1le36Thr
LIM domain LDB3 ¢.1838C>T,
LDB3 binding 3 b.(Pro613Leu)
LDB3 p.Ala222Thr
LDB3 p.Gly508Cys
LDB3 p.Gly653Arg
. LMNA ¢.1930C>T
LMNA lamin A/C b.(Arg644Cys)
mindbomb MIBI1 c.1111C>T
MIB1 homolog 1 p.(Arg371%)
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MIBI1 ¢.1971del
p.(Asn658Thrfs*7)

MIBI1 c.908+2T>A

MYBPC3

myosin binding
rotein C, cardiac

MYBPC3 ¢.1000G>A
p.(Glu334Lys)

MYBPC3 ¢.1028delC
p.(Thr343MetfsTer7)

MYBPC3 ¢.1078 A>T
p.(Lys360Ter)

MYBPC3 ¢.1468G>A
p.(Gly490Arg)

MYBPC3 ¢.1484G>A,
p.(Arg495Gln)

Pathogenic/Likely pathogenic (12)

MYBPC3 ¢.1558G>T
p.(Glu520%)

MYBPC3
¢.1577_1580dup,
p.(Cys528Thrfs*4)

MYBPC3 ¢.1736A>C
p.(Lys579Thr)

MYBPC3 ¢.1790G>A
p.(Arg597Gln)

MYBPC3 ¢.1855G>A
p.(Glu619Lys)

MYBPC3 c.185dup
p.(Arg63Thrfs*50)

MYBPC3 ¢c.1897+1G>A

Pathogenic (4)

MYBPC3 ¢.2215G>T
p.(Glu739%)

MYBPC3 ¢.2309-3C>G

MYBPC3 ¢.2381C>T,
p.(Pro794Leu)

MYBPC3 ¢.2382delG
p.(Pro795LeufsTer27)

MYBPC3 ¢.2429G>A
p-(Arg810His)

MYBPC3
c.2540_2547delinsT
p.(Tyr847Leufs*30)

MYBPC3
€.2639_2642dup,
p.(Ser882Argfs*3)

MYBPC3 ¢.2686G>A,
p.(Val896Met)

MYBPC3 ¢.2687T>G,

p.(Val896Gly)
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MYBPC3 ¢.2815C>T
p.(Arg939Trp)

MYBPC3 ¢.3097C>T
p.(Arg1033Trp)

MYBPC3 ¢.3130C>T
p.(GIn1044%)

MYBPC3 c¢.3166dup
p.(Alal1056Glyfs*9)

MYBPC3 ¢.3190+5G>A

Pathogenic/Likely pathogenic (9)

MYBPC3 ¢.3343G>A,
p.(VallllS5lle)

MYBPC3 ¢.3392T>C,
p.(Ile1131Thr)

MYBPC3 ¢.3413G>C,
p.(Argl138Pro)

MYBPC3 ¢.3490+1G>T

Pathogenic (2)

MYBPC3 ¢.3580dup
p.(Alal194Glyfs*14)

MYBPC3 ¢.3697C>T,
p.(GIn1233%*)

10

MYBPC3 ¢.373_374del,
p.(Alal25%)

MYBPC3
¢.3767_3769del
p.(Thr1256del)

MYBPC3 ¢.3811C>T
p.(Argl271%)

MYBPC3 ¢.442G>A
p.(Gly148Arg)

MYBPC3 ¢.565G>A
p.(Val1891le)

MYBPC3 ¢.62T>G
p.(Val21Gly)

MYBPC3 c.696del,
p.(Phe233Serfs*67)

MYBPC3 ¢.724T>C,
p.(Ser242Pro)

MYBPC3 ¢.772+1G>A

Pathogenic/Likely pathogenic (4)

MYBPC3 ¢.842G>A
p.(Arg281Gln)

MYBPC3 ¢.977G>A,
p.(Arg326Gln)
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MYHG6

myosin, heavy
chain 6, cardiac
muscle, alpha

MYH6 ¢.3010G>T,
p.(Alal1004Ser)

MYH6 ¢.3346C>A
p.(Arglll16Ser)

MYHG6 ¢.3469G>A,
p.(Glyl157Arg)

MYH6 c.3607dup
p.(Alal1203Glyfs*30)

MYHS6 ¢.3902C>T
p.(Ser1301Leu)

MYHG6 p.GInl1534His

Uncertain significance (1)

MYH?7

myosin, heavy
chain 7, cardiac
muscle, beta

MYH?7 c.1063G>A,
p-(Ala355Thr)

MYH?7 ¢.1207C>T,
p.(Arg403Trp)

MYH?7 ¢.1436A>G.
p.(Asn479Ser)

MYH?7 c.161G>A
p.(Arg54Gln)

MYH?7 c.1816G>A
p.(Val606Met)

Pathogenic/Likely pathogenic (11)

MYH?7 ¢c.1868A>G
p.(Asn623Ser)

MYH7 ¢.1979C>A,
p.(Thr660Asn)

MYH7 ¢.2039C>T
p.(Ser680Phe)

MYH7 ¢.2051T>C
p.(Met684Thr)

MYH7 c.2081G>A,
p.(Arg694His)

MYH7 ¢.2167C>G
p.(Arg723Gly)

MYH?7 ¢.2207T>C
p.(Ile736Thr)

Pathogenic (9)

MYH?7 ¢.2221G>A,
p.(Gly741Arg)

Pathogenic (8)

MYH?7 ¢.2221G>T
p.(Gly741Trp)

Pathogenic (8)

MYH?7 ¢.2333A>T
p.(Asp778Val)

MYH7 ¢.2347C>T,

p.(Arg783Cys)
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MYH7 ¢.2389G>A
p.(Ala797Thr)

Pathogenic/Likely pathogenic (12)

MYH?7 ¢.2546T>C
p.(Met849Thr)

MYH?7 ¢.2609G>A
p.(Arg870His)

MYH7 ¢.2770G>A
p.(Glu924Lys)

MYH?7 ¢.2882T>G,
p.(Leu961Arg)

MYH?7 ¢.3286G>T,
p.(Asp1096Tyr)

MYH?7 ¢.4283T>C
p.(Leul428Ser)

MYH?7 c.428G>A
p.(Arg143Gln)

MYH?7 ¢.4472C>G,
p.(Ser1491Cys)

MYH?7 c.4487A>C
p.(Glul496Ala)

MYH?7 ¢.497T>G
p.(Leul 66Glu)

MYH?7 ¢.5527A>G
p.(Ser1843Gly)

MYH7 ¢.5561C>T,
p.(Thr1854Met)

myosin, light
MY1.2 chain 2, MYL2 c.401A>C
regulatory, p.(Glul34Ala) Likely pathogenic(3);Uncertain
cardiac, slow significance(5)
MYL2 c.431C>A,
p.(Pro144His)
MYL2 c.496G>A
p.(Aspl66Asn)
myosin, light
chain 3, alkali; MYL3 ¢.170C>G,
MYL3 ventricular, p-(Ala57Gly)
skeletal, slow
MYL3 c.460C>T,
p.(Argl54Cys)
MYOM1  |myomesin 1 MYOMI c.1175-2A>T

MYOMI1 c.1230del
p.(Lys410Asnfs*13)

MYOMI ¢.1482T>G

p.(Ser494Arg)
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MYOMI ¢.4222G>A,
p.(Asp1408Asn)

MYOMI ¢.920G>C

p.(Arg307Pro)
. MYOZ2 c.343C>T,
MYOZ2 myozenin 2 b.(Argl15%)
. MYPN c.1012C>T
MYPN myopalladin n.(Are338Cys)
MYPN c.3205C>A
p.(Arg1069Ser)
NEBL c.267C>G
NEBL nebulette o.(Tyr89Ter)
NEBL c.614A>G
p.(Asn205Ser)
NEXN n?xil.in (F actz:n NEXN ¢.1190G>A,
binding protein) |p.(Arg397GlIn)
INK2 transcription Benign(1);Likely
NKX2-5 factor related, NKX2-5 p.Alal19Ser het benign(2);Pathogenic(1) for
confirmed Lo
locus 5 hypothyroidism
INKX2-5 ¢.355G>T
p.(Alal19Ser)
. PKP2
PKP2 plakophilin 2 c.1170+4_1170+7dup
PKP2 ¢.2552C>T,
p.(Thr851Met)
PKP2 p.Val587lle Benign(3);Likely
benign(5);Uncertain significance(2)
PR domain PRDM16 c.1484C>T
PRDM16 containing 16 p.(Pro495Leu)
PRDM16 p.Asp418Asn
PRDM16 p.Phe729Leu Likely benign (1)
[protein kinase,
RK IAMP-activated, |PRKAG2 c.997T>G
P G2 \gamma 2 non- p-(Ser333Ala)
catalytic subunit
PRKAG?2 p.Asn512lle Uncertain significance (1)
PRKAG2 p.Leu341Ser
[protein tyrosine
PTPN11 iphosphatase, non- fTiI;T1419§:1M9)2C>T,
receptor type 11 P-AlE P Pathogenic (5)
PTPNI11 c.1643C>G
p.(Ser548Cys)
v-raf-1 murine
RAF1 leukemia viral RAF1 c.781C>T,

oncogene homolog

1

p.(Pro621Ser)
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RAF1 ¢.935T>C
p.(Val312Ala)

RNA binding motif|

Likely benign(2);Uncertain

RBM20 rotein 20 RBM20 p.Ala818Ser significance(1)
ryanodine
RYR2 ¢.10640C>T
RYR2 receptor 2
(cardiac) p.(Thr3547Met)
RYR2 ¢.5654G>A
p.(Gly1885Glu)
RYR2 p.Arg3904Trp Uncertain significance (1)
RYR2 p.Pro3209Leu
Sodium Channel,
Voltage Gated, SCN10A ¢.3803G>A,
SCNI0A Type 10 Alpha p-(Argl1268Gln)
Subunit
sodium channel,
SCN2B voltage-gated, S((:é\i zrllgl(iizi)c ~T,
type 11, beta P-
SCN2B ¢.53G>A
p.Serl8Asn
sodium channel,
voltage-gated, SCNS5A ¢.1199G>A
SCNSA type V, alpha p-(Gly400Glu)
subunit
SCNS5A ¢.1673A>G,
p-(His558Arg)
SCNS5A ¢.4895G>A
p.(Argl632His)
SCNS5A ¢.5216G>A
p.(Argl1739Gln)
SCNS5A ¢c.615T>A
p.(Tyr205Ter)
SCNSA p.Arg569Tmp
SCNS5A p.Glul876Val
SCNS5A p.His558Arg
SCNS5A p.Pro1044Leu
controphin. alpha Likely benign(4);Uncertain
SNTA1 ]y P, PR ISNTAT p.Ala257Gly significance(1); Pathogenic (1) for
long QT syndrome
SOS Ras/Rho
\guanine SOSI ¢.233T>G,
S0s2 nucleotide b.(Phe78Cys)
exchange factor 2
TBX3 T-box 3 TBX3 p.Aspl14Asn
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TGFB3

transforming
igrowth factor,

TGFB3 ¢.293C>T,

beta 3 p.(Ser98Leu)
TGFB3 c.487C>T
p.(Argl63Trp)
TGFB3 p.Argl63Trp Uncertain significance (3)
transmembrane
TMEM43 [protein 43 TMEM43 p.Arg240Cys Uncertain significance (4)
TMPO p.I[1e530SerfsTer8
troponin C type 1 |[TNNCI c.435C>A
TNNCL 0w n.(Asp145Glu)
TNNI3 t(rop Z’./lm )1 tpe 3 TIZISN 5 6C 64113?17)C>T, Likely pathogenic(2); Pathogenic(1);
caraiac p-(>¢ © Uncertain significance(1)
troponin T type 2 |TNNT2 ¢.304C>T
TNNT2 (cardiac) p.(Argl02Trp)
TNNT2 c.311G>A
p.(Argl04His)
TNNT2 c.275G>A,
p.(Gly92Glu)
TNNT2 ¢.304C>T
p.(Argl02Trp)
TNNT2 c.824G>A
p.(Arg275GIn)
TNNT2 c.862C>T,
p.(Arg285Cys)
TPMI1 tropomyosin 1 TPMI1 ¢.523G>A,
(alpha) p.(Aspl75Asn) Pathogenic (9)
tripartite motif- |TRIM63 c.481_482delAG
TRIM63 containing 63 p.(Serl61Cysfs*8) HOM
TRIM63 ¢.831+2T>G
TRIMG63 p.GIn247Ter Likely pathogenic(1);Uncertain
significance(1)
TXNRD2 |/hioredoxin TXNRD2 ¢.528 + 2T>C
reductase 2
VCL vinculin VCL p.Arg759GIn Uncertain significance (1)

Publikovano (Bonaventura et al. 2019)
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Tab. 10. Kompletni seznam vSech vySetfovanych gent. Nazvy gent v origindlnim znéni.

Gen Originalni nazev

ABCC9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9

ABCGS5 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5

ABCGS8 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 8

ACADVL |acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle
ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta
ACTCI1 actin, alpha, cardiac muscle 1

ACTN2 actinin, alpha 2

AGL amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase

AKAP9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9

ALMSI1 Alstrom syndrome 1

ANK2 ankyrin 2, neuronal

ANKRDI ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle)

APOA4 apolipoprotein A-1V

APOAS apolipoprotein A-V

APOB apolipoprotein B (including Ag(x) antigen)
APOC2 apolipoprotein C-II

APOE hypothetical LOC100129500; apolipoprotein E
ATPSE ATP Synthase F1 Subunit Epsilon

ATGS Autophagy Related 5

BAG3 BCL2-associated athanogene 3

BECNI1 Beclin 1, Autophagy Related

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CACNAIC [calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit

CACNA2DI [calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1

CACNB2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit

CALMI1 calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta)

CALM2 calmodulin 2 (phosphorylase kinase, delta)

CALR3 calreticulin 3
CAPNI Calpain 1, (Mu/I) Large Subunit
CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle)
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CAV3 caveolin 3

CBL Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral transforming sequence
CBS cystathionine-beta-synthase

CETP cholesteryl ester transfer protein, plasma

COAS Cytochrome C Oxidase Assembly Factor 5

COL3A1 collagen, type III, alpha 1

COL5A1 collagen, type V, alpha 1

COL5A2 collagen, type V, alpha 2

COX15 COX15 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein (yeast)
CREB3L3 |[cAMP responsive element binding protein 3-like 3
CRELDI cysteine-rich with EGF-like domains 1

CRYAB crystallin, alpha B

CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein)
CTF1 cardiotrophin 1

CTNNA3 catenin (cadherin-associated protein), alpha 3

DES desmin

DMD dystrophin

DMPK dystrophia myotonica-protein kinase

DNAJC19  |Dnal Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member C19
DNMIL dynamin 1-like

DOLK dolichol kinase

DPP6 dipeptidyl-peptidase 6

DSC2 desmocollin 2

DSG2 desmoglein 2

DSP desmoplakin

DTNA dystrobrevin, alpha

EFEMP2 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2
ELN elastin

EMD emerin

EMILIN1 elastin microfibril interfacer 1

EYA4 eyes absent homolog 4 (Drosophila)

FBN1 fibrillin 1

FBN2 fibrillin 2

FHL1 four and a half LIM domains 1

FHL2 four and a half LIM domains 2

45




FKRP fukutin related protein

FKTN fukutin

FLNA filamin A

FLNC filamin C

FOXE3 forkhead box E3

FOXREDI1 |FAD-dependent oxidoreductase domain containing 1

FXN frataxin

GAA glucosidase, alpha; acid

GATADI GATA zinc finger domain containing 1

GATA4 GATA Binding Protein 4

GCKR glucokinase (hexokinase 4) regulator

GJA1 gap junction protein alpha 1

GJAS gap junction protein, alpha 5, 40kDa

GLA galactosidase, alpha

GLBI galactosidase, beta 1

GPDIL glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like

GPIHBPI1 glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein 1
GUSB glucuronidase, beta

HADHA hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, alpha subunit

HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4
HFE hemochromatosis

HRAS v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog

HSPA4 heat shock protein family A (Hsp70) member 4; Heat Shock 70kDa Protein 4
HSPBI heat shock protein family B (small) member 1; Heat Shock 27kDa Protein 1
HSPB8 heat shock 22kDa protein 8

ILK integrin-linked kinase

ITGB1BP2 |Integrin Beta 1 Binding Protein (Melusin) 2

IRX4 Iroquois Homeobox Protein 4

JAGI1 jagged 1 (Alagille syndrome)

JPH2 junctophilin 2

JUP junction plakoglobin

KCNAS potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5
KCND3 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
KCNEI potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1
KCNEIL KCNEI-like
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KCNE2 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2
KCNE3 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3
KCNH2 potassium voltage-gated channel, subfamily H, member 2
KCNJ2 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
KCNJ5 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5
KCNJS potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8
KCNQI potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
KLF10 Kruppel-like factor 10

KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LAMA2 laminin, alpha 2

LAMA4 laminin, alpha 4

LAMP2 lysosomal-associated membrane protein 2

LDB3 LIM domain binding 3

LDLR low density lipoprotein receptor

LDLRAP1 [low density lipoprotein receptor adaptor protein 1

LMF1 lipase maturation factor 1

LMNA lamin A/C

LMODI1 leiomodin 1

LOX lysyl oxidase

LPL lipoprotein lipase

LTBP2 latent transforming growth factor beta binding protein 2
MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1

MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 pseudogene
MAT2A methionine adenosyltransferase 2A

MDM2 MDM2 Proto-Oncogene, E3 Ubiquitin Protein Ligase

MED12 mediator complex subunit 12

MFAPS microfibrillar associated protein 5

MIB1 mindbomb homolog 1 (Drosophila)

MRPL3 mitochondrial ribosomal protein L3

MURC muscle-related coiled-coil protein

MYBPC3  myosin binding protein C, cardiac

MYHI11 myosin, heavy chain 11, smooth muscle

MYH6 myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha

MYH7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta

MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow
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MYL3 myosin, light chain 3, alkali; ventricular, skeletal, slow
MYLK myosin light chain kinase

MYLK2 myosin light chain kinase 2

MYO6 myosin VI

MYOMI myomesin 1, 185kDa

MYQOZ2 myozenin 2

MYPN myopalladin

NEBL nebulette

NEXN nexilin (F actin binding protein)

INKX2-5 INK2 transcription factor related, locus 5 (Drosophila)
NODAL nodal homolog (mouse)

NOSIAP nitric oxide synthase 1 (neuronal) adaptor protein
NOTCH1 Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila)
NPPA natriuretic peptide precursor A

NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
PCSK9 proprotein convertase subtilisin/kexin type 9

PDLIM3 PDZ and LIM domain 3

PKP2 plakophilin 2

PLN phospholamban

PLODI procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1
PRDM16 PR domain containing 16

PRKG1 protein kinase, cGMP-dependent, type |

PRKAG?2 protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit
PRKARIA |protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha
PSENI presenilin 1

PSEN2 presenilin 2 (Alzheimer disease 4)

PTPN11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
RAF1 v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1
RANGRF  |RAN guanine nucleotide release factor

RBM20 RNA binding motif protein 20

RIT1 Ras-Like Without CAAX 1

RRAS Related RAS Viral (R-Ras) Oncogene Homolog
RYRI1 ryanodine receptor 1 (skeletal)

RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac)

SALL4 Spalt-Like Transcription Factor 4
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SCN1B sodium channel, voltage-gated, type I, beta

SCN2B sodium channel, voltage-gated, type Il, beta

SCN3B sodium channel, voltage-gated, type 111, beta

SCN4B sodium channel, voltage-gated, type IV, beta

SCNSA sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit

SCN10A Sodium Channel, Voltage Gated, Type X Alpha Subunit

SCO2 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2 (yeast)

SDHA succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)

SEPN1 selenoprotein N, 1

SGCB sarcoglycan, beta (43kDa dystrophin-associated glycoprotein)

SGCD sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associated glycoprotein)

SGCG sarcoglycan, gamma (35kDa dystrophin-associated glycoprotein)

SHOC2 soc-2 suppressor of clear homolog (C. elegans)

SKI SKI proto-oncogene

SLC25A3  |solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 3
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator),

SLC25A4  |member 4

SLC2A10  |solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 10

SLMAP sarcolemma associated protein

SMAD2 SMAD family member 2

SMAD3 SMAD family member 3

SMAD4 SMAD family member 4

SNTAL1 syntrophin, alpha 1 (dystrophin-associated protein Al, 59kDa, acidic component)

SOS1 son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

SOS2 SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange factor 2

SPREDI1 sprouty-related, EVH1 domain containing 1

STUBI STIP1 Homology And U-Box Containing Protein 1, E3 Ubiquitin

SYNEI1 spectrin repeat containing, nuclear envelope 1

SYNE2 spectrin repeat containing, nuclear envelope 2

TAZ tafazzin

TBX20 T-box 20

TBX3 T-box 3

TBXS T-box 5

TCAP titin-cap (telethonin)

TGFB2 transforming growth factor, beta 2
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TGFB3 transforming growth factor, beta 3

TGFBR1 transforming growth factor, beta receptor 1

TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor II (70/80kDa)

TMEM43 transmembrane protein 43

TMEM?70 transmembrane protein 70

TMPO thymopoietin

TNNCI1 troponin C type 1 (slow)

TNNI3 troponin I type 3 (cardiac)
TNNT2 troponin T type 2 (cardiac)
TPM1 tropomyosin 1 (alpha)
TRDN triadin

TRIMS54 Tripartite Motif Containing 54

TRIM63 tripartite motif-containing 63

TRPM4 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 4
TSFM Ts translation elongation factor, mitochondrial

TTN titin

TTR transthyretin

TXNRD?2 thioredoxin reductase 2

UBE4B Ubiquitination Factor E4B

UNC45B Unc-45 Myosin Chaperone B

VCL vinculin

XK X-linked Kx blood group (McLeod syndrome)

ZBTB17 zinc finger and BTB domain containing 17

ZFPM?2 Zinc Finger Protein, FOG Family Member 2
ZHX3 zinc fingers and homeoboxes 3
Z1C3 Zic family member 3 (odd-paired homolog, Drosophila)

Publikovéano (Bonaventura ef al. 2019)
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Tab. 11. Seznam slozenych heterozygotli a pacienti s komplexnim genotypem. Klasifikace
ACMG uvadéna od 3. tiidy (VUS) do 5. tiidy (patogenni).

SloZeni heterozygoti

Pacient | Zména na drovni nukleotidu a proteinu | ACMG | Zména na tirovni nukleotidu a proteinu |ACMG
R.D. MYH?7 ¢.2389G>A p.(Ala797Thr) 5 MYH?7 c.161G>A p.(Arg54Gln) 3
IDSP ¢.8068C>A p.(Pro2690Thr) 3 SCN2B c.53G>A p.Serl8Asn 3

P.S. MYBPC3 ¢.2639_2642dup, p.(Ser882Argfs*3) 5 MYBPC3 ¢.1468G>A, p.(Gly490Arg) 3

J.S. MYBPC3 c.696del, p.(Phe233Serfs*67) 5 MYBPC3 ¢.2381C>T, p.(Pro794Leu) 3

Pacienti s komplexnim genotypem

Pacient | Zména na tirovni nukleotidu a proteinu| ACMG | Zména na urovni nukleotidu a proteinu | ACMG

R.D. MYH7 ¢.2389G>A p.(Ala797Thr) 5 MYH?7 ¢.161G>A p.(Arg54Gln) 3
DSP ¢.8068C>A p.(Pro2690Thr) 3 SCN2B ¢.53G>A p.Ser18Asn 3

JN. MYBPC3 c.3166dup p.(Alal056Glyfs*9) 5 MYH?7 ¢.5527A>G p.(Ser1843Gly) 3
IACTN2 ¢.1549C>T p.(Leu517Phe) 3

M.Z MYBPC3 ¢.3697C>T, p.(Gln1233%*) 5 MYH7 ¢.2039C>T p.(Ser680Phe) 3
DSP ¢.242G>A p.(Cys81Tyr) 3

V.N. MYBPC3 ¢.2215G>T p.(Glu739%) 5 TNNCI c.435C>A p.(Asp145Glu) 3
PKP2 ¢.1170+4_1170+7dup 3

P.V. RAF1 c.781C>T, p.(Pro621Ser) 5 MYBPC3 ¢.3343G>A, p.(Vall115Ile) 3
SOS1 ¢.233T>G, p.(Phe78Cys) 3

A.P. MYL2 c.401A>C p.(Glul34Ala) 3 MYH?7 ¢.1868A>G p.(Asn623Ser) 3
CAV3 ¢c.89A>G p.(Lys30Arg) 3

JJ. MIB1 c.1111C>T p.(Arg371%) 3 MYL2 c.496G>A p.(Aspl66Asn) 3
RYR2 c.10640C>T p.(Thr3547Met) 3

EK. MYH7 ¢.2167C>G p.(Arg723Gly) 5 ELN ¢.1408C>T p.(Gln470%) 4*

M.K. IMYBPC3 ¢.3697C>T, p.(GIn1233%) 5 MYOZ2 ¢.343C>T, p.(Argl15%) 3

E.K. MYH7 ¢.2770G>A p.(Glu924Lys) 5 CRYAB c.116C>T p.(Pro39Leu) 3

R.S. MYBPC3 ¢.3490+1G>T 5 ACTN2 c.2147C>T, p.(Thr716Met) 3

R.S. MYBPC3 ¢.3490+1G>T 5 ACTN2 c.2147C>T, p.(Thr716Met) 3

L.H. MYBPC3 ¢.3580dup p.(Alal194Glyfs*14) 5 FHL2 c.467A>T p.(Lys156lle) 3

P.V. RAFI c.781C>T, p.(Pro621Ser) 5 MYBPC3 ¢.3343G>A, p.(Valll15lle) 3

JN. MYBPC3 ¢.3166dup p.(Alal056Glyfs*9) 5 MYH7 c.5527A>G p.(Ser1843Gly) 3

L.F. MYBPC3 c.772+1G>A 5 PRDM16 ¢.1484C>T p.(Pro495Leu) 3

P.M. MYH7 ¢.2207T>C p.(11e736Thr) 5 PRKAG2 ¢.997T>G p.(Ser333Ala) 3

V.N. MYBPC3 ¢.2215G>T p.(Glu739%) 5 TNNCI c435C>A p.(Aspl145Glu) 3
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LS. MYH?7 ¢.2546T>C p.(Met849Thr) 4 DSC2 ¢.1223C>T p.(Thr408lle) 3
P.P. MYH7 ¢.428G>A p.(Argl43Gln) 4 SCN10A4 ¢.3803G>A, p.(Arg1268Gln) 3
L.P. MYH7 ¢.2333A>T p.(Asp778Val) 4 SCN5A4 c.615T>A p.(Tyr205Ter) 3
J.P. TNNT2 c.824G>A p.(Arg275GIn) 3 SCN54 c.4895G>A p.(Argl632His) 4xx*
R.V MYH7 ¢.5561C>T, p.(Thr1854Met) 3 TNNI3 ¢.497C>T, p.(Ser166Phe) 4
M.L. TRIM63 ¢.831+2T>G 3 TRIM63 p.GIn247Ter 3
P.T. MYBPC3 c.442G>A p.(Gly148Arg) 3 IACTN2 ¢.1552C>T p.(His518Tyr) 3
V.F. MYOM1I c.1482T>G p.(Ser494Arg) 3 BAG3 c.1523A>G p.(Tyr508Cys) 3
J.B. SCN2B ¢.332C>T, p.(Serl11Leu) 3 CACNAIC c.5693+2T>A 3
V.B. MYH7 ¢.2882T>G, p.(Leu961Arg) 3 DSG2 c.216G>T, p.(Lys72Asn) 3
J.M. INEXN c.1190G>A, p.(Arg397GlIn) 3 IDSP ¢.2684A>G, p.(Tyr895Cys) 3
Z.M. MYH7 ¢.2347C>T, p.(Arg783Cys) 3 \DSP ¢.4961T>C, p.(Leul654Pro) 3
J.N. DSP ¢.3616T>A p.(Leul206lle) 3 FLNC ¢.4660A>C p.(Ile1554Leu) 3
S.V. MYHG6 ¢.3607dup p.(Alal203Glyfs*30) 3 MIB1 c.1971del p.(Asn658 Thrfs*7) 3
LL. FHL2 c.501+1G>T 3 MYBPC3 c.1736A>C p.(Lys579Thr) 3
A.H. MYH?7 c.497T>G p.(Leul66Glu) 3 MYBPC3 c.62T>G p.(Val21Gly) 3
L.J. MYBPC3 ¢.1468G>A p.(Gly490Arg) 3 MYH6 ¢.3346C>A p.(Argl116Ser) 3
J.J. MIBI c.1111C>T p.(Arg371%) 3 MYL2 ¢.496G>A p.(Aspl66Asn) 3
N.S. MYBPC3 ¢.1000G>A p.(Glu334Lys) 3 MYOMI c.1175-2A>T 3
J.S. MYBPC3 ¢.1790G>A p.(Arg597Gln) 3 SCN54 ¢.1199G>A p.(Gly400Glu) 3

Publikovéano (Bonaventura et al. 2019)

Vysvétlivky:

* pravdépodobné patogenni mutace v genu pro elastin, v ClinVar dosud nereportovana, bez
jasného vztahu k HCM, v literatufe popsana asociace genu se supravalvularni aortalni
stenozou (Jelsig et al., 2017), kterou tato pacientka neméla diagnostikovanu, jednalo se o

jasny fenotyp HCM, podkladem je mutace MYH?7 a segreguje v rodiné

** Ttida 4 (pravdépodobné patogenni) plati v tomto piipad¢ pro ,,sick sinus syndrom®, nikoli

HCM
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Celkem 72 variant u 70 (21 %) HCM pacientil bylo klasifikovano jako P/LP a jsou uvedeny
v Tab. 12 a Obr. 6., jejich distribuce pak v Tab. 13.

Tab. 12. Klasifikace variant podle ACMG guidelines.

Gen Benigni/gzﬁivgdjipodobné VUS P/LP celkem
MYBPC3 34 8 2 =
MYH?7 15 8 = 3
SCN5A 10 0 1 ”
TNNT2 3 2 > 0
DSP 8 . 0 :
ACTN2 7 ! 0 ;
CSRP3 1 6 : !
MYH6 S I 0 °
MYOMI1 1 3 0 :
RAF!1 1 0 : ;
DSG2 3 0 L :
MYL2 3 0 0 :
CACNAIC 2 I 0 :
GLA 0 0 2 2
NEBL 0 2 . 2
MYL3 0 0 2 2
TNNI3 0 0 1 1
TPMI 0 0 1 1
PTPNI1 0 0 1 1

Publikovéano (Bonaventura et al. 2019)

Tab. 13. Distribuce variant u pacientd.

Nalez variant u jednotlivych pacienti
ACMG Klasifikace variant 1. 2. 3. 4. celkem
Ttida 5 patogenni 53 0 0 0 53
Ttida 4 pravdépodobné patogenni 17 2 0 0 19
Ttida 3 VUS 70 33 8 2 113
Ttida 2 pravdépodobné benigni 13 14 3 0 30
Ttida 1 benigni 2 2 0 1 5

Publikovéno (Bonaventura ef al. 2019)
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Nejcastéji byly varianty nalezeny v genech MYBPC3 a MYH7, pticemz gen MYBPC3 (58 %)

hraje mezi P/LP variantami zcela dominantni roli (Obr.6).
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Obr. 6. Nalezené varianty a jejich klasifikace. (Bonaventura et al. 2019)

Celkem 7 P/LP variant bylo nalezeno v nesarkomerickych genech RAFI, SCN5A4, GLA a
PTPNI1 (Tab. 12). V ostatnich nesarkomerickych genech byly nalézany pouze VUS. Slozeni
heterozygoti pro P/LP mutace nebyli identifikovani, komplexni genotypy u 38 pacientl byly
tvoteny prevazné¢ VUS (Tab. 11)
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4.2 Klinické a morfologické charakteristiky souvisejici s pozitivnim genotypem

Pacienti s nalezenou P/LP variantou jsou oznaceni jako pozitivni genotyp (G+). Ostatni
pacienti véetné VUS jsou povazovani za negativni genotyp (G-). Charakteristika souboru
pacientil a porovnani klinickych a echokardiografickych ukazateli mezi G+ a G — pacienty je

uvedena v Tab. 14.

Tab. 14. Porovnani pacientil s pozitivnim (G+) a negativnim (G-) genotypem

G+ G- p hodnota

Pocet (%) 70 (21) 266 (79)
Vek v dobé diagndzy, roky 44.5£15.6 55.6+13.9 <0.01
Zenské pohlavi, n (%) 26 (37) 113 (42) 0.42
Rodinna anamnéza HCM, n (%) 15 (21) 22 (8) 0.04
Rodinna anamnéza SCD, n (%) 6(9) 10 (4) 0.75
Arterialni hypertenze, n (%) 18 (25) 138 (52) <0.01
MLVWT (mm) 20.7£4.5 19.6 4.6 0.43
Tvar IVS, n (%)

Sigmoidni 11 (16) 86 (32) 0.01

Reverzni 28 (40) 64 (24) 0.01

Neutralni 29 (41) 110 (41) >0.99

Apikalni forma HCM 23 52 0.64
Obstrukce, 7 (%) 50 (71) 180 (53) <0.01

LVOT gradient (mmHg) 77.8 £10.9 76.6 £5.3 0.92

Vysvétlivky: SCD — nahla srde¢ni smrt, MLVWT — maximalni tlouStka stény levé komory,
IVS — interventrikularni septum, LVOT — vytokovy trakt levé komory

G+ pacienti jsou v priméru o 11.1 let mladsi a maji méné Casto arteridlni hypertenzi. Je u nich
téz vice nez 2x Cast€jsi rodinna anamnéza HCM. U G+ pacienti ptfi echokardiografickém
vySetieni Castéji nalézdme reversni typ IVS nez u G- pacientll. Vyskyt sigmoidniho tvaru IVS

je 2x castéjsi u G- pacientl.
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4.3 Predikce vysledku molekularné genetického vySetieni

Jak je patrné z Tab. 13, celkem 188 identifikovanych variant u 142 (42 %) HCM pacientt
bylo klasifikovano jako P/LP nebo VUS. Rozd¢leni pacientli podle klasifikace nalezenych

variant a hodnoty Mayo Score je uvedeno v Tab. 15.

Tab. 15. Rozd¢leni pacientli podle klasifikace nalezenych variant a hodnoty Mayo Score.

Mayo Score Pocet pacientii P/LP varianta (%) P/LP + VUS (%)
5 1 1 (100) 1 (100)
4 7 5(71) 5(71)
3 28 14 (50) 16 (57)
2 52 18 (35) 29 (56)
1 77 16 (21) 39 (50)
0 100 12 (12) 31 (31)
-1 71 4 (6) 21 (30)

Pro hodnoceni vytéznosti jsme provedli dvé analyzy. Prvni analyza zahrnuje pouze P/LP
varianty a druha analyza zahrnuje 1 VUS. Jeden pacient dosahl nejvyssiho Mayo Score (5) a
m¢él nalezenu patogenni mutace (100% vytéznost). Pacienti s Mayo Score 4 m¢li zachyt
patogenni mutace v 71 % ptipadi. U pacienti s Mayo Score od -1 do 1 byla vytéznost
molekularné genetického vysSetieni velmi nizké (6 — 21 %) (Tab. 15 a Obr. 7).

Druhé analyza vytéZnosti pocitd s moZznosti, Ze jsou kromé P/LP variant i VUS povaZovany za
pozitivni genotyp. | v tomto piipade vytéznost zcela koreluje s hodnotami Mayo Score (Tab.

15, Obr. 8).
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4.4 Kaskadovité vysetrovani ptibuznych

Krom¢ zékladni kohorty nepiibuznych pacientl jsme u prvostupiiovych ptibuznych probandd,
ktefi méli zajem o geneticky screening, provedli molekularné genetické vySetfeni. Priklad
kaskadovitého genetického screeningu ukazujeme na kasuistice rodiny, kde se podaftilo
dokonale kompletizovat data, stanovit typ dédi¢nosti i molekularné genetickou ptficinu HCM.

Daéle se podatilo vysvétlit 1 dva zavadéjici vysledky z molekularné genetické analyzy.

Probandka ZH, ro¢nik narozeni 1969, navstivila nasi ambulanci HCM v prosinci 2016 v ramci
screeningu piibuznych po ndhlém umrti matky (HF, zemfela ve véku 51 let, sekéné
diagnostikovana HCM). U pacientky ZH byla echokardiograficky jednozna¢né
diagnostikovana HCM (Sife IVS 18 mm), bez obstrukce i po aplikaci isosorbid-dinitratu
(ISDN) v kombinaci s Valsalvovym manévrem. Pacientka méla dobrou systolickou funkci LK
s EF 70 %. V tinoru 2019 byla v ramci pravidelné rizikové stratifikace pfi vySetfeni Holter
EKG u pacientky odhalena epizoda nesetrvalé komorové tachykardie. Krom¢ rodinné
anamnézy nahlé srdecni smrti a dilatace levé siné se jednalo o dalsi rizikovy faktor ndhlé
srde¢ni smrti (SCD). Byla provedena kalkulace ESC rizika (Elliott et al., 2014; O’Mahony et
al., 2018) nahl¢ srde¢ni smrti (SCD); odhad ¢inil 6,59 % za 5 let, tj. vysoké riziko. Pacientce
byla proto nabidnuta implantace kardioverter-defibrilatoru (ICD). Po souhlasu pacientky byl
ICD za kratké hospitalizace na nasi klinice uspé$né€ implantovan jesté tyz mésic. Vzhledem

k rodinné anamnéze bylo provedeno u pacientky molekularné genetické vySetfeni naSim

studijnim panelem 229 gent s nasledujicim vysledkem:
MYBPC3:¢c.3697C>T p.(GIn1233%*) - patogenni
SCO2:¢c.418G>A p.(Glul40Lys) - patogenni
TTN:c.31763-1G>A (intron, splice site) — VUS

Nomenklatura dle Human Genome Variation Society (den Dunnen et al., 2016), v zavorce

uveden vliv mutace na stavbu polypeptidového fetézce.
Postupné byl provadén klinicky screening ptibuznych (fyzikalni vySetfeni, EKG,
echokardiografie) a vétSina z nich souhlasila s cilenym molekularné genetickym vySetfenim.

Cilené byl u vSech ptibuznych vySetrovan gen MYBPCS3 jiz klasickou Sangerovou metodou.

Kompletni rodokmen prezentujeme na Obr. 9.
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Obr. 9. Rodokmen.

Pacienti s HCM jsou oznaceni standardnim znac¢enim postizenych jedincii (tmava vypln),
nosici patogenni mutace MYBPC3 bez fenotypu HCM jsou oznaceni standardnim znacenim

prenasecu (teCka uprostied). ,,F* znaci fenotyp, ,,G* genotyp.

Poté byl cilené vySetien gen TTN, jehoz varianta byla oznacena jako VUS. Byla vySetiena
sestra probandky, na vlastni Zddost vSechny sestfenice probandky a teta B.K. (Obr. 9)

s nasledujicim vysledkem:
ZH 1969 - heterozygot pro mutaci TTN:c.31763-1G>A
HT 1969 - heterozygot pro mutaci TTN:c.31763-1G>A
BS 1976 - zdravy homozygot
BK 1945 - zdravy homozygot
KO 1976 - zdravy homozygot
DM 1975 - zdravy homozygot

Je patrné Ze VUS v genu TTN nesegreguje s fenotypem. Teta s fenotypem HCM (BK 1945)
nenese variantu v 77N. Nositelka této varianty (HT 1969) bez fenotypu HCM je navic
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dizygotnim dvojc¢etem probandky, tato informace je pro dalsi klasifikaci varianty v genu 7TN

velmi cennd. Variantu genu 77N nyni povazujeme za pravdépodobné benigni.

Varianta v genu SCO2 byla laboratofi oznacena jako patogenni. Jedna se o mutaci zpiisobujici
deficit cytochrom c oxidazy. Dédi¢nost je autosomalné recesivni, za patogenni ji lze tedy
povazovat jen v piipad¢, ze by byla varianta nalezena na obou alelach. Zptsobuje vzacnou
formu kardioencefalomyopatie, ktera je obvykle fatdlni v prvnim roce zivota. Je provazena
tézkou svalovou hypotonii, poruchou ristu, ztratou neuroni v basalnich gangliich, mozkovém
kmeni a miSe, laktatovou acidézou a hypertrofickou kardiomyopatii (Papadopoulou et al.,

1999). Nic z vyse uvedeného v nasi rodin€ pozorovano nebylo.

Nikdo ze zemielych pacientli nebyl post mortem molekularn€ geneticky vysetien. V L.
generaci lze tedy pouze ptedpokladat, ze jeden z rodici nesl mutovanou alelu pro MYBPCS3.
Z rodokmenu (Obr. 9) je ztejma pro HCM typickd AD dédi¢nost s netplnou penetranci a
variabilni expresivitou. V L. generaci se pacienti dozili (v soudobém meftitku) vysokého veku.
Ve II. generaci jiz doslo u 12letého chlapce k nahlému timrti utonutim pfi ,,srdecni vade* a
minimalné 2 jeho sourozenci byli pravdépodobni nosi¢i patogenni mutace. Ve III. generaci
dochazi k nahlému umrti u mladého muze véku 33 let na ,,srde¢ni vadu®, podrobnosti
probandka ani nikdo jiny z rodiny nema k dispozici. Pfi dal§im nahlém amrti ve III. generaci
(matka probandky) s ndslednou jednoznacnou diagnostikou HCM pfi pitve se probandka
rozhoduje pro konzultaci na nasi klinice. Na této kasuistice jsme chtéli demonstrovat situaci,
kdy screeningové vySetfeni probandky na zéklad¢ rodinné anamnézy nahlého imrti ma za

nasledek n€kolik preventivnich opatfeni, kterd diskutujeme v kapitole 5.4.

4.5 Vliv genotypu na vysledky alkoholové septalni ablace

Do studie bylo zatazeno 129 pacientt, ktefi podstoupili ASA. Jejich zakladni charakteristiky
jsou shrnuty v nize uvedené tabulce. Jako G+ jsou oznaceni pacienti s ndlezem P/LP mutace.

Pti nalezu VUS a benignich variant jsou pacienti povazovani za G-.

Tab. 16. Zakladni charakteristiky pacientli pfed a po ASA, rozdéleni na skupiny G+ a G-.

G + (n=30) G- (n=99) p hodnota
Muzské pohlavi (%) 19 (63) 46 (46) 0.10
Vek v dobé provedeni ASA, roky 47.3+12.3 58.8+11.3 <0.01
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LVEEF pted ASA, % 78.7+5.6 79.4+5.7 0.48
LVEF follow-up, % 70.3£9.3 72.5+73 0.34
LVEDD pred ASA, mm 40.1 £4.9 43.6 +4.6 <0.01
LVEDD follow-up, mm 45.6 £4.8 472 +£4.7 0.11
Angina pectoris, CCS tfida, pfed ASA 1.9+1.2 1.3+1.0 0.46
Angina pectoris, CCS tiida, follow-up 0.2+0.5 0.4+0.7 0.36
Dusnost, NYHA trida, pted ASA 2.8+0.6 2.8+0.5 0.81
Dusnost, NYHA ttida, follow-up 1.4+0.6 1.4+0.5 0.99
Synkopa, pocet epizod, pred ASA (%) 4 (13) 14 (14) 0.99
Synkopa, pocet epizod, follow-up (%) 1(3) 13 (13) 0.19
Tloustka IVS pted ASA, mm 23.9+5.0 20.3+3.6 <0.01
Tloustka IVS follow-up, mm 155+4.0 13.0+4.0 <0.01
LVOTO pred ASA, mmHg 63.6+31.4 63.5+40.2 0.50
LVOTO follow-up, mmHg 16.9+15.7 16.3 +18.8 0.73
Trvaly kardiostimulator pied ASA 2(7) 4(4) 0.62
ICD pred ASA 2(7) 33 0.33

Publikovano (Bonaventura et al., 2020)

Vysvétlivky: LVEF — ejekéni frakce levé komory, LVEDD — enddiastolicky rozmér levé
komory, NYHA — New York Heart Association, CCS — Canadian Cardiovascular Society,
IVS — mezikomorové septum, LVOTO — obstrukce vytokového traktu levé komory, ICD —

implantabilni kardioverter-defibrilator

Pacienti s pozitivnim genotypem byli oproti G- pacientim léceni ASA v niz§im véku (47.3 +

12.3 let vs. 58.8 + 11.3 let, p < 0.01), m¢li vyraznéjsi hypertrofii IVS (23.9 + 5.0 mm vs. 20.3
+ 3.6 mm, p < 0.01), a mensi enddiastolicky rozmér LK (40.1 £4.9 mm vs. 43.6 = 4.6 mm, p
<0.01).

Pted 1écbou ASA mély ob¢ skupiny pacientli podobné tlakové gradienty v LVOT (63.6 = 31.4
mm Hg vs. 63.5 +£40.2 mm Hg, p = 0.50) i symptomy (NYHA tfida 2.77 + 0.57 vs. 2.81 £+
0.49, p=0.81; CCS tfida 1.93 £ 1.17 vs. 1.83 + 1.04, p = 0.46).

Po 3 mésicich od provedeni ASA mély ob¢ skupiny pacientli podobné tlakové gradienty v
LVOT (16.9 = 15.7 mm Hg u G+ vs. 16.3 + 18.8 mm Hg u G-, p = 0.73) i symptomy (NYHA
tiida 1.40 £ 0.62 vs. 1.37 £ 0.53, p = 0.99, CCS tiida 0.23 £ 0.52 vs. 0.36 + 0.65, p = 0.36).
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U 53 (41 %) ASA pacientli jsme identifikovali 68 genetickych variant v 25 rliznych genech.

Kompletni seznam je uveden v tabulce.

Tab. 17. Postizené geny a klasifikace variant u ASA pacientd

Gen P LP VUS
MYBPC3 20
MYH7
PTPN11
RAFI
MYL3
TNNT2
TNNI3
TPM1
CSRP3
ACTN2
DSP
CACNAIC
DES
DMD
DSG2
FHL?2
LDB3
MYH6
MYL2
MYOZ2
NEXN
PKP2
SCNI10A4
SOS1
SCN2B
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Celkem 30 z téchto variant (v 8 riznych genech) nalezenych u 30 (23 %) pacientl bylo
klasifikovano jako P/LP. Jejich distribuce je uvedena na Obr. 10. Nejvice variant bylo
identifikovano v genech MYBPC3 a MYH7, pti€emZz MYPBC3 hraje dominantni roli stran
vSech P/LP variant (62 %).
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Obr. 10. Distribuce nalezenych variant u pacienti po ASA. (Bonaventura ef al. 2020)

Zadny z pacientli v souboru nezemfiel ani nemé&l cévni mozkovou piihodu béhem vykonu a do

30 dnti po ASA. Setrvald komorova tachykardie nebo fibrilace komor s nutnosti urgentni

defibrilace se vyskytla u 5 pacienti (4 %). Pfechodny nebo perzistujici kompletni

atrioventrikularni (AV) blok byl dokumentovan u 22 pacientti (17 %) a trvaly
kardiostimulator bylo nutné implantovat 9 pacientim (7 %) béhem hospitalizace. Komplikace

v misté vpichu se vyskytla u 2 pacientd (2 %). V Cetnosti komplikaci nebyl vyznamny rozdil

mezi skupinami G+ a G- (Tab. 18)

Tab. 18. Komplikace ASA. (Bonaventura et al. 2020)

Typ nezadouci udalosti G+ (n=30) | G- (n=99) p hodnota
Smirt (%) 0 (0) 0 (0) NA
Cévni mozkova piihoda (%) 0 (0) 0 (0) NA
Fibrilace komor/sKT (%) 1(3) 4 (4) 0.99
Kompletni AV blok (%) 2(7) 20 (20) 0.10
Implantace trvalého kardiostimulatoru (%) 1(3) 8 (8) 0.68
Kardiopulmondlni resuscitace (%) 1(3) 4 (4) 0.99
Komplikace v mist€ vpichu (%) 0 2(2) 0.99

Vysvétlivky: sKT - setrvala komorova tachykardie, AV — atrioventrikularni
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Median sledovani (follow-up) vSech pacientli po ASA byl 9.1 (6.3-12.9) let, primér €inil 9.9
+ 4.8 let. Celkem 21 pacientti (16.3 %) zemielo béhem 1211 pacientoroktl sledovani, coz
odpovida frekvenci celkové mortality 1.7 imrti za 100 pacientorokti. V G+ skupiné 2 pacienti
(6.7 %) ze 30 pacientd zemteli béhem sledovani. V G- skupiné zemfielo 19 pacientt (19.2 %)
z 99 pacientl béhem sledovani. Celkova mortalita se mezi obéma skupinami statisticky
vyznamn¢ neliSila (p = 0.087) (Obr. 11). Nezavislymi prediktory celkové mortality byly
identifikovany: tloustka IVS pfed ASA (HR 1.12, 95% CI 1.00—-1.26, p = 0.049) a vék v dobé
provedeni ASA (HR 1.11, 95% CI 1.06-1.17, p <0.001). Celkova mortalita adjustovana na
tloustku IVS pfed ASA a vék v dobé ASA se mezi obéma skupinami statisticky vyznamné

neligila (p = 0.518) (Obr. 12)
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Obr. 11. Celkova mortalita G+ a G- pacientii po ASA (Bonaventura et al. 2020)
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Obr. 12. Celkova mortalita u G+ a G- pacientll po ASA, adjustovana na tloustku IVS pted
ASA aveék v dobé ASA. (Bonaventura et al. 2020)

Kombinovany cilovy ukazatel (celkova mortalita a adekvatni vyboj ICD) se vyskytl u celkem
24 pacientt (18.6 %) béhem 1211 pacientorokt sledovani, coz odpovida frekvenci 2.0 umrti
za 100 pacientorokll. Vyskyt kombinovaného cilového ukazatele se mezi obéma skupinami
statisticky vyznamné nelisil (p = 0.288) (Obr. 13). Nezavislymi prediktory kombinovaného
cilového ukazatele byly identifikovany: tlousStka IVS pted ASA (HR 1.14, 95% CI 1.03-1.26,
p=0.011) a vék v dob¢ provedeni ASA (HR 1.07, 95% CI 1.03-1.12, p <0.001). Vyskyt
kombinovaného cilového ukazatele adjustovany na tloustku IVS pifed ASA a vék v dobé ASA
se mezi skupinami G+ a G- statisticky vyznamné nelisil (p = 0.777) (Obr. 14).
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Obr. 13. Kombinovany cilovy ukazatel (celkova mortalita a adekvatni vyboj ICD) u G+a G —
pacientii po ASA. (Bonaventura et al. 2020)
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Obr. 14. Kombinovany cilovy ukazatel (celkova mortalita a adekvatni vyboj ICD) u G+a G —
pacientll po ASA, adjustovany na tloustku IVS a v€k v dobé ASA. (Bonaventura et al. 2020)
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5 Diskuse

5.1 Molekularng geneticky podklad HCM u pacientii v Ceské republice

Geneticky podklad HCM, jako relativné ¢astého dédicného onemocnéni, byl a je intenzivné
zkouman. V roce 1990 byla popsana prvni mutace v genu MYH?7, kterd byla oznacena jako
kauzalni (Geisterfer-Lowrance et al., 1990). V poslednich dvou dekadach bylo reportovano
mnozstvi gend, které jsou nebo by mohly byt asociovany s rozvojem HCM (Maron, Martin S
Maron and Semsarian, 2012; Alfares et al., 2015; Ingles et al., 2015). Nejsilnéjsi evidence o
kauzalité je u 8 zakladnich sarkomerickych genti: MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3, TPM1,
ACTCI, MYL2, a MYL3 (Gersh et al., 2011; Ingles et al., 2019). Stfedné siln¢ dikazy o
kauzalité jsou u dalsich 3 genti — CSRP3, TNNC/ a JPH2. U ostatnich geni je zatim evidence
slaba nebo témét Zadna (Walsh, Buchan, et al., 2017; Thomson et al., 2018; Ingles et al.,
2019).

V nasi studii bylo 336 pacienti s HCM molekuldrné geneticky vysetfeno pomoci masivniho
paralelniho sekvenovani (NGS) s vyuzitim komplexniho panelu, ktery obsahoval az 229 genii
asociovanych s kardiovaskularnimi onemocnénimi. Panel obsahoval sarkomerické i
nesarkomerické geny, geny jiz potvrzené jako kauzalni 1 geny pouze suspektni (Tab. 10).
Studie tohoto rozsahu dosud na populaci ¢eskych pacientd nebyla provedena, z hlediska
rozsahu vysetfovanych genti (nikoli poctu pacientil) je studie i ve svété ojedinéld. Vzhledem
k soucasné evidenci o kauzalnich genech HCM navic neni pfili§ pravdépodobné, Ze bude

v budoucnu takto Siroky panel vyuzivan (Walsh, Buchan, ef al., 2017; Thomson ef al., 2018;
Ingles et al., 2019).

Dominantn€ mutovanymi geny v ¢eské HCM populaci jsou sarkomerické geny MYBPC3 a
MYH?7, coz je v souladu s dosud znamymi daty z evropského 1 amerického kontinentu
(Maron, Martin S. Maron and Semsarian, 2012; Alfares ef al., 2015; Ingles et al., 2015).
Nalez dominance téchto genti neni prekvapivy ani v kontextu ¢eské populace, pokud jej
porovname s probéhlym vySetiovanim z let 2005-2009 na Kardiologické klinice FNKV a
3.LF UK a v Kardiovaskularnim centru FN Motol. Celkem bylo tehdy molekularné geneticky
vysetfeno 100 pacientd s HCM za pouziti klasické Sangerovy metody sekvenovani u 4 gent -
MYH7, MYBPC3, TNNI3 a TNNT2 (Curila et al., 2012). Omezeny pocet genl byl zvolen
vzhledem k jejich predpokladané vysoké prevalenci na zakladé publikovanych dat z jinych

zemi a kviili optimalizaci finan¢nich nékladu.
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Prevalence mutaci v genech TNNI3 a TNNT2 byla pii vySetfovani v letech 2005-2009 nizka
(Curila et al., 2009). Nyni jsme v nasem vice nez 3x vétSim souboru pacientti identifikovali
jedinou LP mutaci v genu TNNI3, v genu TNNT?2 pak 4 P/LP varianty a 2 VUS (Tab. 9).
Nizka prevalence mutaci v genu 7NNI3 je v porovnani s dosud publikovanymi pracemi (podil
4-5% mezi P/LP variantami) neobvykla (Richard et al., 2003; Alfares et al., 2015). To mtze
byt zptisobeno stale jesté relativné malym vzorkem pacientt, resp. celkovym poctem pouze
72 P/LP variant, podobné¢ jako v recentni praci francouzskych autorti, kde 200 pacientt

vysetiili podrobné pomoci WES a nenalezli ani jednu mutaci v TNNI3 (Nguyen et al., 2019).

Kromé¢ vyse uvedenych frekventné zastoupenych genti jsme nalezli nékolik vzacnéjSich
variant v nesarkomerickych genech. Podafilo se ndm tak podrobn¢ zmapovat geneticky
podklad HCM pacientii v CR. Nékteii pacienti by bez provedeni molekularné genetického
vySetfeni nebyli spravné diagnostikovani. Pfikladem jsou nélezy v genech RAF1 a PTPNI1,
které pomohly u pacientl potvrdit diagnézu syndromu Noonanové a LEOPARD syndromu.
Nalez patogenni mutace v GLA genu umoznil spravnou diagndzu pacienta s Fabryho
chorobou, ktera v dob¢ vySetfeni nebyla klinicky zjevna. V tomto piipad¢ je nalez zcela
zasadni v kontextu dostupné enzymatické substitucni terapie. Ukazuje se, ze tato 1écba je
efektivnéjsi, pokud je podéna v Casnych fazich onemocnéni, tj. pted rozvinutim vyrazné

hypertrofie a myokardialni fibrozy (Yogasundaram et al., 2017).

Identifikovali jsme velké mnozstvi VUS, jejichz klinicky vyznam v tuto chvili spociva
zejména v archivaci v klinickych databazich (napt. ClinVar) a kaskadovitém vySetfovani
ptibuznych ke zjisténi jejich segregace s fenotypem (viz vysledky v kapitole 4.4). Tato data
jsou nasledné¢ podkladem pro jejich klasifikaci patogenicity (Richards et al., 2015). Ziskané
vysledky je nutné také periodicky znovu vyhodnocovat a nalezené VUS ev. reklasifikovat do
protein Z-diskd sarkomer nebulette (Perrot ef al., 2016), jehoz mutace byly nalezeny u 2

pacientll z naseho souboru (Tab. 9).

5.2 Klinické a morfologické charakteristiky souvisejici s pozitivnim genotypem

G+ pacienti jsou vyznamné (v pruméru o 11 let) mladsi a maji méné Casto arteridlni
hypertenzi. Je u nich téZ statisticky vyznamné cast¢jsi rodinnd anamnéza HCM. U G+

pacientl pfi echokardiografickém vySetieni Castéji nalézame reversni typ IVS nez u G-
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pacientl. S vyskytem sigmoidniho tvaru IVS je to piesn¢ naopak. VSechny tyto faktory
zohlediuje predikéni systém Mayo Score (Bos et al., 2014). V systémech Mayo Score ani
Toronto Score (Gruner et al., 2013) vSak neni zahrnuta pfitomnost obstrukce. V naSem
souboru pacientd jsme identifikovali vyznamné ¢astéjsi vyskyt obstrukce LVOT u G+
pacientli (71 % vs. 53 %). Pozoruhodné je, Ze ptes Castejsi vyskyt u G+ pacientl se jeji
zavaznost (tj. tlakovy gradient v mmHg) mezi obéma skupinami nelisila (Tab. 14). Tento
nalez je v rozporu z praci autorti Toronto Score, kde byl naopak vyskyt obstrukce LVOT
Castéjsi u G- pacientt (Gruner et al., 2013). Pfitomnost obstrukce byla v jejich praci také
zahrnuta do prvotni multivariantni analyzy 16 proménnych, nebyla vSak nasledné prokazana
jako statisticky vyznamny nezavisly prediktor zdchytu P/LP mutaci. Nicmén¢ v kanadské
praci byla celkova prevalence obstrukce v souboru HCM pacientd pomérné nizka (44 %) a
vyvolava tak otazku (a¢ dle metodiky ma kohorta zahrnovat pacienty s klidovou i
provokovanou obstrukei) o technice jejiho méteni (Gruner ef al., 2013). Prevalence v
originalni kohorté Mayo Score je jen o malo vyssi (47 %) a vétSina z nich je 1éCena
chirurgickou myektomii (Bos ef al., 2014), na rozdil od nasich pacientti, ktefi jsou pfevazné
léceni ASA. Jednim z moznych vysvétleni relativné vySsiho zachytu obstrukce v nasem
souboru by mohl byt fakt, Ze na naSem pracovisti ¢asto k provokaci obstrukce pouzivame
sublingualni podani isosorbid-dinitratu (ISDN) v kombinaci s Valsalvovym manévrem, coz
zvysuje senzitivitu vySetieni (Zemanek et al., 2015). Udaje o pouzivani ISDN pii diagnostice

ve zminénych kohortach nebyly publikovany.

Apikalni forma HCM se vyskytla pouze u 7 pacientli z celého souboru. Tento nalez je

v souladu se znamym faktem, Ze prevalence apikalni formy je v zapadnich zemich okolo 3 %
vSech HCM pacientii (Maron et al., 1982; Eriksson et al., 2002; Kitaoka ef al., 2003).
Prevalence v Japonsku je vSak cca 5x ¢astéjsi (Kitaoka et al., 2003) a byla zde téz poprvé pied

vice nez 40 lety popsana (Yamaguchi ef al., 1979).

V naSem souboru se vyznamné neliSily skupiny G+ a G- v zastoupeni pohlavi (Tab. 14).
Tento nélez je v rozporu z praci autort Toronto Score, kde bylo Zenské pohlavi stanoveno
jako nezavisly prediktor zachytu P/LP mutace a je soucasti findlniho skorovaciho systému

(Gruner et al., 2013).

V porovnéni s reportovanou prevalenci (okolo 30 %) ve vétsing€ publikovanych studii (Bos et
al., 2014; Alfares et al., 2015; Murphy et al., 2016; Cirino et al., 2017) jsou v naSem souboru

relativné malo zastoupeni pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou HCM-pouze v 11 %.
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Toto je pravdépodobné zpiisobeno nasim studijnim zamérem (selek¢ni bias) molekularné

-----

Déle je pozoruhodny relativné vysoky primérny veék diagnostikovanych HCM pacientd. Nasi
HCM pacienti jsou v dob¢ diagnézy priméerné o cca 8-9 let starsi, nez v podobnych
publikovanych zahrani¢nich studiich (Richard et al., 2003; Bos et al., 2014; Alfares et al.,
2015; Murphy et al., 2016). Vyssi vék mize souviset praveé s nizkou prevalenci rodinné
anamnézy HCM a dlouhym asymptomatickym obdobim (Morita et al., 2008; Maron, Yeates
and Semsarian, 2011; Elliott ef al., 2014). U pacient s mirn¢jsim fenotypem HCM, typickym
pozdnim nastupem onemocnéni, sigmoidnim tvarem IVS a soucasnou arterialni hypertenzi
Casto pravdépodobné neni hypertrofie LK (a¢ splituje diagnosticka kritéria HCM) primarné
zpusobena mutaci sarkomerickych proteinii. MlzZe se tak spise jednat o diisledek vysokého
véku, komorbidit (napi. diabetes mellitus, rendlni insuficience), moznych ireverzibilnich
zmén pii anamnéze letité arterialni hypertenze (a¢ nyni dobie 1é¢ené, podminka dg. HCM) a
raznych genetickych modifikatort (viz Kapitola 1.6). Jisté vyznamnou ¢ast starSich pacienti
budou tvofit pacienti s tzv. senilni (wild-type) transtyretinovou amyloidoézou, u které se na
zaklad¢ recentnich studii pfedpokladd vysoka prevalence a poddiagnostikovani choroby

v bézné populaci (Rigopoulos ef al., 2019). Nutno zde konstatovat, ze srdecni amyloiddza
nebyla rutinn€ vylucovana u vSech nasich HCM pacientt. V soucasné dob¢ je moznost
neinvazivni diagnostiky dostupnym scintigrafickym vysetfenim pomoci 1,2-

dikarboxypropandifosfonové kyseliny (DPD) znacené techneciem 99m (Rapezzi et al., 2013).

5.3 Predikce vysledku molekularné genetického vysetreni

Vytéznost molekularné genetického vySetteni je variabilni a dosahuje 20 az 60 % dle
vySetfované populace (Van Driest et al., 2005; Charron et al., 2010; Bos et al., 2014). U prvni
ceské studie z let 2005-2009 ¢inila vytéznost pii 4 vySetfovanych genech (MYH7, MYBPC3,
TNNI3, TNNT?2) ptesné 40 % (Curila ef al., 2012). V origindlni kohorté¢ Mayo Score pacienti
bylo vysetfovano 9 zakladnich sarkomerickych gentt (ACTCI, MYBPC3, MYH7, MYL?2,
MYL3, TNNCI, TNNI3, TNNT2, TPM1) a vytéznost byla 34 % (Bos et al., 2014).

Pravdépodobnost zachytu patogenni mutace je vys$si u mladsich pacientl a pacientt
s pozitivni rodinnou anamnézou, kde miize dosahovat 50-60% (Elliott ef al., 2014). V naSem

souboru mame pacienty spiSe vyssiho véku a bez rodinné anamnézy HCM, jak jiz
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diskutujeme v kapitole 5.2. U ostatnich pacientli se pohybuje okolo 20-40% (Richard et al.,
2003). Kritéria pro definovani patogenicity nalezenych variant se v priabéhu let zasadné
zptisnila. V roce 2015 byla publikovana doporu¢eni ACMG pro klasifikaci genetickych
variant, ktera jsou velmi komplexni (Richards et al. 2015). Se zavedenim pfisnéjSich
klasifika¢nich kritériit ACMG je v publikovanych studiich zachyt jesté nizsi (Richards et al.,
2015; Amendola et al., 2016).

Z vyse uvedenych skute¢nosti plyne, ze ptedpokladany zachyt P/LP mutaci v nasem souboru
bude n¢kde mezi 20 a 30 %. Metodika i rozsah vySetfovanych gent se ve studiich li§i. V nasi
studii jsme stanovili hypotézu, Ze zatazeni velkého poc¢tu genti do diagnostického panelu by
mohlo vést k vyssi vytéznosti molekularné genetického vysSetfeni. Proto jsme postupné béhem
studie panely expandovali a vétSina (82 %) pacientl z naseho souboru tak byla vysetiena
panelem obsahujicim 229 genti asociovanych s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Je
samoziejmé, Ze nas panel obsahoval 1 v§echny vySe uvedené zakladni sarkomerické geny

(Tab. 10)

Nase hypotéza vSak nebyla potvrzena. VéEtsi pocet genti nevedl k vyznamné vyssi vytéznosti
molekularné genetického vySetfeni; ta v naSem soboru €inila pouze 21 %. P/LP varianty byly
nalezeny pouze v 10 genech, v ostatnich jsme nalézali VUS (Tab. 9). Tuto nizkou vytéznost si
vysvétlujeme striktnim dodrZzovanim klasifika¢nich kritérii nalezenych variant podle ACMG
(Richards et al., 2015). V minulé dekad¢ byla napt. kritéria patogenicity zaloZena pouze na
absenci nalezenych variant u 50-100 zdravych kontrol (Van Driest ef al., 2005; Andersen et
al., 2009). To se jevi v soucasné dob¢ jako naprosto nedostacujici a tato publikovana data
bude nutno revidovat. V originalni kohorté¢ Mayo Score pacienti k definovani varianty jako
patogenni stacilo, aby bud’ a) nebyla ptitomna u kontrolni skupiny 8400 vetejn¢ dostupnych
genomull/exomil zdravych jedincil, nebo b) mohla byt pfitomna ve frekvenci < 0.01% zdravych
kontrol a zaroven ve vyznamn¢ vyssi frekvenci u pacienti s HCM (Bos et al., 2014). O dva
roky pozdéji autofi originalni Mayo Score prace publikovali valida¢ni studii svého
skorovaciho systému na nové kohort€ pacientd. V této validacni studii byli pacienti oznaceni
jako G+, pokud u nich byla nalezena P/LP varianta nebo VUS (Murphy et al., 2016). VSechny
nalezené varianty byly ve valida¢ni studii znovu analyzovany nésledujicim zplisobem:
evaluace MAF (frekvence minoritni alely) v popula¢ni databazi Exome Aggregation
Consortium (ExAC) (http://exac.broadinstitute.org/), reference v klinické databazi ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) a aplikace né€kolika in silico predikénich nastrojii

(PolyPhen, SIFT, Mutation Assessor, Condel a Grantham score). Varianty, které¢ mély MAF >
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0.01% byly reklasifikovany jako VUS-pravdépodobné benigni. Vysledkem byl vyrazny
pokles diagnostické vytéznosti u pacientd s nizkym Mayo Score (-1, 0 a 1) na 16 %, 20 % a
26 % (Murphy et al., 2016). Od skére > 2 Cinila vytéznost 61 — 94 % a i po této reklasifikaci
variant ziistavala vysoka (Murphy et al., 2016). V nasem souboru (Tab. 15) pozorujeme u

pacientl s nizkym Mayo Score (-1, 0 a 1) podobné nizkou diagnostickou vytéznost: 6 %, 12

% a2l %.

V nasi studii byly vSechny nalezené varianty striktn¢ klasifikovany podle ACMG guidelines
do 5 definovanych tiid dle patogenicity (Richards ef al., 2015). V zékladni analyze jsme
pouze nalez P/LP varianty povazovali za G+. Nejvyraznéj$im rozdilem v hodnoceni variant
proti originalni i valida¢ni kohort¢ Mayo Score byla skute¢nost, ze vS§echny varianty s MAF
vy$si nez pro HCM kalkulovanou frekvenci vzacnych variant, tj. 4x107 (Whiffin et al. 2017)
byly z dal$i analyzy odstranény jesté pted findlni fazi bioinformatického zpracovani
sekvenacnich dat (Kapitola 3.2). Definovand hranice MAF vychazi z predpokladu, ze
autosomalné dominantni patogenni alela nemuze byt v populaci zastoupena ve vyssi frekvenci
nez samotné onemocnéni, které ma zptsobovat. Jako model byla pouZita ta patogenni mutace,
ktera je v populaci HCM nejvice zastoupena: missense varianta v genu MYBPC3 ¢.1504C>T
(p.Arg502Trp), nalezena u 104 nemocnych z rozsahlého reprezentativniho vzorku 6179 HCM
pacientti (podil na HCM populaci je 1.7%; 95% CI 1.4-2.0%) (Alfares et al., 2015; Walsh,
Thomson, et al., 2017; Whiffin et al., 2017). Kalkulace horni hranice frekvence vyskytu ev.
nové patogenni alely (=MAF) je tedy:

1/500 (prevalence HCM) x 1/2 (parové chromozomy) x 0.02 (frekvence nejcasté;si
mutace MYBPC3 ¢.1504C>T v populaci HCM) x 1/0.5 (penetrance) = 4.0 x 107>
(Whiftin et al., 2017)

Vyse uvedena aplikace vyfazeni variant s ur¢itou MAF a aplikace ACMG guidelines
vysvétluji nizkou vytéznost molekularné genetického vySetteni v nasi studii oproti Mayo
kohortam (45 % valida¢ni kohorta se zahrnutim VUS po reklasifikaci a 34 % puvodni
kohorta). Zamérné jsme proto provedli paralelni analyzu, kdy za G+ budou povazovany
nalezy P/LP variant véetné¢ VUS (Tab. 15, Obr. 8). Diagnosticka vytéznost se nasledné piesné
zdvojnasobila na 42 %, tedy zcela srovnatelné s Mayo kohortami a logické vzhledem

k podobnéjsi metodice hodnoceni vytéznosti. Cennym nalezem je fakt, Ze i pti zahrnuti VUS
hodnoty Mayo Score konsistentn¢ predikuji vytéznost — ¢im vyssi hodnota, tim vyssi
vytéznost (Tab. 15). Oba ptistupy (zahrnuti i nezahrnuti VUS do G+) tedy piinaSeji dilezitou
informaci do klinické praxe; Mayo Score 2 a vys$si by mélo vést k indikaci molekularné
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genetického vysetteni. U pacientli s nizkym Mayo Score (-1, 0 a 1) je indikace spiSe
vyzkumna (ke sbéru dat a jejich reportovani) nez klinickd. Dale je nutno poznamenat, Ze nas
experimentalni ptistup stran $ite vySettovaného panelu genti pravdépodobné neni vyhodné
pienést do bézné klinické praxe kvili neptiznivému poméru cena vs. piidana diagnosticka

informace.

Nase studie ma n¢kolik limitaci. Jedna se o studii z jednoho centra. Nemtizeme si tedy byt
jisti, zda lze nalezené vysledky plné generalizovat na populaci HCM pacientii v CR, kteii
nejsou referovani do tercidrniho centra. B€hem nasi studie byly pouzity celkem 3 vySetfovaci
panely gent (viz kapitola 3.2). Nepovazujeme to vSak za limitaci zasadni, jelikoz 82 % vSech
krevnich vzorkl z ptedeslych let byla izolovdna DNA a uchovéna v bance). Nase studie
zahrnovala pouze dosp¢lé pacienty, vysledky tedy nelze aplikovat na populaci détskych

pacientl s odliSnym fenotypem i rizikovym profilem.
5.4 Kaskadovité vySetfovani pribuznych

V ptedchozi kapitole (5.3) jsme diskutovali fakt, Ze zatazeni velkého poctu gent do
diagnostického panelu nevedlo k vyssi vytéznosti molekularné genetického vysetfeni. To ma
zéasadni vliv 1 na indikace genetického screeningu piibuznych pacienti s HCM. V tomto
piipadé€ jsou (vzhledem k nutnosti kontinualniho sbéru dat a rozSifovani znalosti o etiologii
HCM) cenné i vSechny nalezené VUS a mozZnost jejich segregacni analyzy v rodinach. Pro
interpretaci vysledkt molekularné genetického vysetieni je pravé moznost evaluace vice
rodinnych pfislusnikti s HCM zcela zasadni. Hled4 se varianta, kterou postizeni ptibuzni
sdileji, nebo naopak nepostizeni nemaji. Cim vice rodinnych pfislusnikii je vysetieno, tim se
zvySuje validita molekularné genetickych vystupti a je mozné potom nabidnout prediktivni
testovani pfi¢inné DNA varianty u déti ¢i pro primarni prevenci onemocnéni vyuZzitim metod
preimplanta¢niho testovani embryi (Bonaventura et al. 2020). V soucasné dob¢ tyto genetické
konzultace probihaji u IV. a V. generace prezentované rodiny (Obr. 9) na Ustavu biologie a

1¢katské genetiky 2. LF UK a FN Motol.

V béZné klinické praxi indikuje molekularné genetické vySetieni klinicky genetik a je
smysluplné u pacientl s vysokym stupném podezieni na genetickou pfi¢inu, zejména pokud
maji zijici ptibuzné, kteti maji zdjem se nechat vysetiit. Nami prezentovany kaskadovity

rodinny screening (Kap. 4.4) je toho ilustrativnim ptikladem.
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Screeningové vySetieni probandky mélo tedy za nasledek nésledujici preventivni opatfeni:

- Identifikace rizikovych faktort HCM u probandky a implantace ICD v
primarni prevenci SCD

- Identifikace jednozna¢né molekularné genetické ptic¢iny HCM v této rodin¢ a
tou je mutace MYBPC3:¢.3697C>T p.(GIn1233%*), kterd vede k terminaci
peptidového fetézce proteinu

- Korekce dalsich molekularné genetickych nalezii z laboratote a prevence
iatrogenizace pii nalezu VUS béhem vySetfovani ptibuznych

- Identifikace asymptomatickych nosict v rodin€ (IV. a V. generace) a jejich
pravidelné klinické sledovani véetné stratifikace rizika SCD stejnym postupem
jako u probandky

- U nejmladsich pacientll V. generace (Obr. 9 vpravo dole) jejich ¢asné predani
pediatrovi - kardiologovi s vySetfenim nejpozdéji v mladsim Skolnim véku dle
aktudlnich doporuceni (Elliott ef al., 2014). V ptipad€ zachytu patogenni mutace

budeme jist¢ v€kovou hranici pocatku dispenzarizace modifikovat.
5.5 Vliv genotypu na vysledky alkoholové septalni ablace

Nase studie ukazuje, Ze ASA je stejné efektivni lé€bou obstrukce LVOT u G+ HCM pacientil
jako u G- HCM pacientl. Toto zjisténi je zvlasteé dulezité, kdyz si uvédomime fakt, ze G+

S 4

(Ho et al., 2018; Lopes et al., 2019).

Reportovana data o G+ pacientech ukazuji, ze se obvykle s dg. HCM prezentuji v niz§im
véku, maji vyraznéjsi hypertrofii IVS a mensi enddiastolicky rozmér LK (Binder et al., 2006;
Bos et al., 2014; Lopes et al., 2015). Bylo téZ reportovano zvysené riziko kardiovaskularni
mortality, cévni mozkové piihody a srde¢niho selhani tfidy NYHA III-1V oproti G- pacientim
(Olivotto et al., 2008). Data z portugalského registru naznacuji vyssi riziko SCD,
pravdépodobné kviili asociaci s konvenénimi rizikovymi faktory SCD dle doporuceni ESC i
americkych spolecnosti (ACC, American College of Cardiology; AHA, American Heart
Association) (Lopes et al., 2019). Zakladni charakteristiky naseho souboru jsou v souladu s
reportovanymi daty. G+ pacienti jsou diagnostikovani v niz§im véku, maji vyrazn&jsi

hypertrofii IVS a mensi enddiastolicky rozmér LK (Tab. 16).
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Do nasi studie byli zafazeni vysoce symptomati¢ti pacienti s obstrukci LVOT. Dilezitym se
jevi nalez téméf identické tize obstrukce LVOT mezi obéma skupinami, podobné jako je tomu
v celém nasem neselektovaném souboru (Tab. 14). Symptomatologie (angina tfida CCS,
dusnost tfida NYHA, synkopy) se mezi G+ a G- pacienty taktéz vyznamné nelisi. U obou
skupiny se tyto symptomy po ASA konzistentn¢ zlepsily. Zlepseni symptomatologie po
provedeni ASA jiz bylo publikovano v n¢kolika studiich (Olivotto ef al., 2008; Veselka,
Jensen, Liebregts, Januska, Krejci, Bartel, Dabrowski, Hansen, Almaas, et al., 2016; Veselka,
Tomasov, et al., 2016; Veselka, Polakova and Bonaventura, 2019). Vliv molekularné
genetické etiologie na osud pacientll po ASA nebyl dosud zkouman a nase nynéjsi vysledky
jsou tak unikatni. NaSe nalezy také dopliuji reportovana data o srovnatelnych vysledcich po
ASA mezi riznymi podskupinami pacientd z registru Euro-ASA (Veselka, Jensen, Liebregts,
Januska, Krejci, Bartel, Dabrowski, Hansen, Almaas, et al., 2016), kde genetické vySetfovani
téZ nebylo zohlednovano. JelikoZ je residudlni obstrukce LVOT spojena s hor$i progndzou
(Veselka, Tomasov, et al., 2016), je nyni nami zjisténa informace o stejné ucinnosti ASA u

G+ 1 G- pro volbu 1écby a osud pacientti zasadni.

Dlouhodobé pteziti se v naSem souboru HCM pacientli po ASA neliSilo mezi G+ a G-
pacienty. Stejné tak se statisticky vyznamné neli$il vyskyt kombinovaného cilového
ukazatele (celkova mortalita a adekvatni vyboj ICD). I pies relativn¢ dlouhou dobu sledovani
(medién vice nez 9 let), byla incidence mortalitnich endpointi relativné nizka. Nase studie
tedy zaroven zdlraznuje velmi dobrou progn6zu HCM pacientii po ASA, bez ohledu na
genetickou pfi¢inu. Predikce prognozy pacientli s HCM je slozitd, zejména u takto vyrazné
heterogenniho souboru. Multivariantni analyzou (popis v kapitole 3.3.) jsme identifikovali
nezavislé prediktory mortality — vék v dob¢€ provedeni ASA a tloustku IVS pted provedenim
ASA. I po adjustaci na tyto nezavislé prediktory se preziti mezi G+ a G- statisticky vyznamné
nelisilo (Obr. 12 a 13). Nicméné relativné nizky pocet endpointii multivariantni analyzu

ponékud kompromituje.

Dal$im vyznamnym zji§ténim v nasi praci byla bezpecnost ASA procedury, kterd nebyla nijak
ovlivnéna genetickym pozadim (Tab. 18). I pies vyraznéjsi hypertrofii IVS byl vyskyt
malignich arytmii i kardiopulmonalni resuscitace bez vyznamného rozdilu mezi G+ 1 G-
pacienty. Pacienti G- mé&li tendenci k vy$§imu vyskytu kompletniho (a pfevazné
tranzientniho) AV bloku po ASA, nicméné nejedna se o statisticky vyznamny rozdil. Pocet

implantovanych kardiostimulator po ASA se mezi skupinami nelisil.
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V nasi studii prezentujeme dosud nejveétsi kohortu HCM pacientli po ASA komplexné
vySetienou masivnim paralelnim sekvenovanim (NGS). Pouze 23 % nalezenych genetickych
variant bylo klasifikovano jako P/LP, v souladu s nizkou vytéznosti v celém nasem souboru i
publikovanymi daty (Bonaventura et al., 2019). Expandovany vySetfovaci panel genii nam
nepfinesl vyssi vytéznost ani u pacientii s ASA, jak jiz dokumentovano na neselektované
populaci HCM pacientii ptevazné bez obstrukce, tedy nelécenych ASA (Alfares et al., 2015;
Walsh, Thomson, et al., 2017; Ingles et al., 2019) i v naSem neselektovaném souboru
(kapitola 5.3.). Ve studii HCM po ASA také byly P/LP mutace (az na dv¢ vyjimky — PTPNI1
a RAFI) nalézany pouze v sarkomerickych genech. Zde navazeme na diskuzi z kapitoly 5.2 o
heterogenité naseho souboru a znamy fakt, ze i pacienti s morfologii IVS typu sigmoideum
maji ¢asto vyznamnou obstrukci LVOT (Bos et al., 2014). Nizka vytéznost molekularné
genetického vySetfeni ndm naznacuje, ze ¢ast pacientii 1écend ASA pravdépodobné netrpi
dédi¢nou (monogenné podminénou) formou HCM, nebo minimalné nerespektuje
mendelovskou dédi¢nost (Ko et al., 2018). Jejich fenotyp spliuje kritéria HCM (Gersh et al.,
2011; Elliott ef al., 2014) a ma nékteré typické znaky vcetné obstrukce LVOT. Vysledky nasi
prace naznacuji, ze jak dédi¢né i (pravdépodobné) nedédicné formy HCM s obstrukci mohou
byt efektivné 1é€eni ASA a klinické rozhodnuti o indikaci této procedury by nemélo byt

ovlivnéno genetickym pozadim.

I tato naSe studie s ASA pacienty ma své limitace. Jedna se o retrospektivni analyzu
prospektivné (v prabehu let 1998-2017) sbiranych dat. Ackoli se jedna o unikétni kohortu
ASA pacienttl, velikost vzorku (sila studie) neni dostate¢na ke zhodnoceni mortalitnich dat.
Déle neni jisté, zda 1ze nalezené vysledky plné generalizovat na celou populaci HCM pacientti
s obstrukci, ktefi nejsou 1éCeni v tercidrnich centrech s dostatecnou zkuSenosti s ASA.
ZkuSenosti centra s timto interven¢nim vykonem jsou naprosto klic¢ové k dosaZeni dobrych
vysledkl a nizkého procenta komplikaci (Veselka et al., 2018). Timto dale deklarujeme dalsi
selek¢ni bias — ve studii byli pacienti peclivé vybrani pro ASA po zhodnoceni morfologickych
charakteristik jejich IVS 1 mitralniho aparatu. V neposledni fad¢, stejn¢ jako v celém nasem
souboru pacientll, se jednalo pouze o dosp¢€lé pacienty podstupujici ASA a nelze tak vysledky

aplikovat na populaci détskych pacienti.
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6 Zavér

U 336 pacienti s HCM jsme provedli molekularné genetickou analyzu masivnim paralelnim
sekvenovanim (NGS) za pouziti panelii obsahujicich az 229 genti asociovanych

s kardiovaskularnimi onemocnénimi. Pocet vySetfenych geni v nasi studii je zcela unikatni a

slouzil ke zmapovéni genetického podkladu HCM u pacienttl v CR. Vétsina P/LP mutaci byla
nalezena v genech MYBPC3 a MYH7.

G+ pacienti jsou vyznamné mladsi, maji méné Casto arteridlni hypertenzi a je u nich Cast¢jsi
rodinna anamnéza HCM. U G+ pacientl pii1 echokardiografickém vySetfeni Castéji nalézame
reversni typ IVS nez u G-. U G- pacientll je Cast¢jsi nalez sigmoidniho IVS. Tyto parametry

jsou soucasti predikénich systémt k odhadu vytéznosti.

Vysoky pocet vysetfovanych genli nevedl k vyznamné vyssi diagnostické vytéznosti
molekularné genetického vysetieni (G+); ta v naSem soboru Cinila pouze 21 %. Tuto nizkou
vytéznost si vysvétlujeme striktnim dodrzovanim klasifikacnich kritérii patogenicity
nalezenych variant podle ACMG guidelines. Pokud bychom za G+ povaZovali i ndlez VUS,
jak bylo provedeno v minulosti na kohortach Mayo Score pacientd, tak by se vytéznost
zdvojnasobila na 42 %. Pti pouziti obou metod systém Mayo Score konzistentné predikuje
diagnostickou vytéznost a jeho pouziti se jevi v klinické praxi, kde je patrna limitace
finan¢nimi prostfedky, jako racionalni. Vzhledem k ¢asové i finanéni naro€nosti molekularné
genetického vySetreni tak 1ze peclivou selekci pacientli zamezit velkému mnoZstvi

negativnich nebo nejasnych vysledkl a naduzivani metody NGS v bézné klinické praxi.

Geneticky screening ma v péci o pacienty s HCM a jejich pfibuzné vyznamné postaveni.
Vyznam byl demonstrovan na kasuistice rodiny, kde se podafilo dokonale kompletizovat data,

stanovit typ dédicnosti 1 molekularné genetickou pficinu HCM. Screeningové vySetfeni

vvvvvv
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obstrukce LVOT jako u G- pacientli. Dlouhodobé pieziti pacientt s obstrukéni HCM po ASA
je u G+ 1 G- podobné. Vysledky nasi prace naznacuji, ze jak dédicné, tak i (pravdépodobné)

nedédi¢né formy HCM s obstrukci mohou byt efektivné 1é€eni ASA.
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