Univerzita Karlova

1. Iékarska fakulta

Autoreferat dizertacni prace

UNIVERZITA KARLOVA
1. lékatska fakulta

Vyuziti metod celoexomového sekvenovani pro studium vzacnych

dédi¢né podminénych chorob

Ing. Lenka Piherova

2021



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie
Ptedseda oborové rady: doc. RNDr. Dana Hola, Ph.D.

Skolici pracovisté: Klinika pediatrie a dédiénych poruch metabolismu, Laboratof pro studium

vzacnych nemoci.
Skolitel: prof. Ing. Stanislav Kmoch, CSc.
Konzultant: MUDr. Jakub Sikora, PhD.

Dizertacni prace bude nejméné pét pracovnich dnii pfed konanim obhajoby zvefejnéna
k nahlizeni vefejnosti v tist€éné podob& na Oddéleni pro vé€deckou ¢innost a zahrani¢ni styky

D¢kanatu 1. Iékatské fakulty.



ODSAN ...ttt ettt et ettt e bt et e e ht e e beesateebeenaeeen 3
ADSTIAKE ..t a et sb et st b e e ae e 4
ADSITACT ...ttt st b e et ae et et aesaeeaes 4
UIVOU oottt 5
(0 1 1 o) 1o PSSR 5
IMLEEOAIKA. ...ttt ettt et e ettt e st e et eeab e e bt e et e e saeeenbeesneeenseenneaens 6

Sekvenacni tEChNOLOZIC . ....c...iiciieiiieiiecie ettt e b e siaeebeesaaeenbeessneenseas 6

Sekvenovani nove generace (NGS).....oooiiiiiiiiieiiiecee et 6
VPSLRAKY ...ttt ettt ettt e bt et et e et e e b e sneeebeenaaeen 9
I. Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a identifikace kauzalnich
genll @ PAtOZENNICH VATTANT. ......ccueiiiiiiiiiiiciieeie ettt saee et e e reestaeebeestaeesseessneensaessneans 9

I.a Objasnéni molekuldrni podstaty vzacné akadské varianty Fanconiho syndromu............ 9

I.b Objasnéni molekularni podstaty vzacné vrozené srdecni vady. ........coceeveeveinienenncnnens 10
II. Studium genetické pii¢iny kardiomyopatii.........cccccveeeriieeriieeriieeiee e 11

II.a Studium architektury dilata¢ni kardiomyopatie (DKMP) a patofyziologickych
mechanisml vedoucich k fenotypovému obrazu remodelace levé komory srdecni a k

STAECTIIMIU SEIIANI ....eeeeeeeteeee e et e e e e e e e e e eee e e e e e e e e eeeaaaaaeeeeeeeeeennnns 12

ILb Studium variant v genech kontraktilniho systému kardiomyocytd vedoucich k riznym

fenotypiCKYmM PrOJEVIITL. ...uviiiiiieiiiie et e et e e e e e e e enneeeenns 13

II.c Studium variant zpisobujicich Danonovu chorobu u zen. ..........cccovviiiiiiiiniiininen. 14
ZIAVET ..ttt ettt ettt e h e et b et h e e at e nb e san e e nee e eaee 17
POUZItA TIEETALUTA ......eiiiiiiiiiie ettt ettt st e st esaeeeaeeas 18
Seznam publikaci doKtoranda: .............coocuiieiiiieiiie s 21
1. publikace in extenso, které jsou podkladem disertace...........ccceeeueerieeiieeniieiieniieieeeeee, 21
2. Publikace in extenso bez vztahu k tématu diSertace..........c.ceeevverieneriienienecienieneeienene 22



Abstrakt

Vzécnad onemocnéni jsou heterogenni skupinou onemocnéni a postihuji okolo 5 %
celosvétové populace. Tvofii vice nez 7 000 riznych fenotypovych jednotek a jejich podstata
je u fady z nich dana geneticky. Vysledky studia molekularni podstaty vzacnych onemocnéni
modely, které napoméhaji k pochopeni patofyziologie téchto onemocnéni a hlubSimu
porozumeéni jednotlivych biologickych principli. Vyrazny pokrok v molekuldrné-genetickych
metodach, konkrétné¢ zavedeni metody sekvenovani nové generace (NGS) do klinické praxe,

otevrel Sir§i moznosti diagnostiky pro fadu vzacnych onemocnéni ¢i vedl k jejich zpiesnéni.

Tato dizertacni prace popisuje vyuziti metod sekvenovani nové generace a bioinformatické
zpracovani ziskanych dat pfi studiu molekularni podstaty vzacnych geneticky podminénych
onemocnéni. Tyto postupy vedly k ureni kauzalni pfi¢iny u akadské varianty Fanconiho
syndromu (NDUFAF6) a vzacné vrozené srdeni vady u novorozenct (PLDI). Také byly
vyuzity pii exomové analyze souboru pacientl s riznymi typy kardiomyopatii, coz vedlo
k charakterizaci fenotypové odlisSnych skupin pacientd a k ur€eni pfesné genetické diagndzy u

fady z nich.

Abstract

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

identified the previously unknown molecular causes of many RDs.

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

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



Uvod

Tato dizertani prace se zabyva studiem molekuldrni podstaty vybranych vzacnych
geneticky podminénych onemocnéni pomoci metod sekvenovani nové generace. To umoziuje
sekvenovat vybrané oblasti genomu, vSechny jeho kodujici oblasti ¢i cely genom. Posun od
ptimého a cileného sekvenovani jiz zndmych vybranych kandidatnich gent k celoexomovému
¢1 celogenomovému piistupu umoznuje identifikovat nejen kauzalni varianty v genech jiz
asociovanych s onemocnénim, ale také definovat nové varianty v genech s dosud neznamou
funkci. Potencialné kauzalni varianty ziskané témito metodami Ize diky stdle rostoucimu
mnozstvi vefejné dostupnych lidskych exomovych a genomovych dat porovnavat s variantami

pfitomnymi v populacnich databazich.

Ve své dizertacni praci prezentuji piiklady vyuziti metodiky NGS a dalSich
molekularné-biologickych metod, které vedly k odhaleni molekularni podstaty nékolika
skupin vzacnych onemocnéni a k popsani novych kauzalnich genti. Na zaklad¢ spoluprace
s mnoha ¢eskymi kardiology se podaftilo ziskat unikatni soubor pacienti s kardiomyopatiemi.
U velké fady z nich se pomoci exomového sekvenovani podafilo odhalit genetickou pfic¢inu

vzniku onemocnéni.

Cile prace

Cilem této dizertacni prace bylo vyuZziti metod sekvenovani nové generace ke studiu
vybranych vzacnych onemocnéni a identifikované kandidatni geny a nalezené varianty
charakterizovat pomoci dostupnych molekularné genetickych, bunéénych a proteomickych
technik.

Jednotlivé ¢asti dizertacni prace:

I. Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a identifikace
kauzalnich gent a patogennich variant.
a. Objasnéni molekularni podstaty vzacné akadské varianty Fanconiho syndromu.
b. Objasnéni molekularni podstaty vzacné vrozené srde¢ni vady.
II. Studium genetické pfic¢iny kardiomyopatii.
Studium architektury dilatacni kardiomyopatie (DKMP) a patofyziologickych mechanismil
vedoucich k fenotypovému obrazu remodelace levé komory srdecni a k srdecnimu selhéni.
a. Studium variant v genech kontraktilniho systému kardiomyocytll vedoucich k
riznym fenotypickym projeviim.

b. Studium variant zpiisobujicich Danonovu chorobu.



Metodika

Z dtvodu nutnosti vysokokapacitniho sekvenovani byly vyvinuty nové technologie
sekvenovani (NGS, Next Generation Sequencing). Ty umoznuji sekvenovat az stovky miliona
molekul najednou a jsou oznacovany jako masivné paralelni sekvenovani (Massively Parallel

Sequencing).

Sekvenacni technologie

V roce 1977 byly nezavisle na sobé vyvinuty dvé odlisné metody sekvenace DNA —
Sangerova enzymatickd metoda (Sanger et al., 1977) a Maxam-Gilbertova chemickd metoda
(Maxam & Gilbert, 1977). Tyto metody umoZznily zkoumani genetické informace vSech
zivych organismil. Sangerova enzymatickd metoda se stala na dal$ich téméf 30 let metodou
nejrozsifenéjsi a stdle ma své misto v témet vSech molekularné genetickych laboratofich,
zejména pro nutnost ovéfeni nalezenych variant a pro provedeni segregacni analyzy

v rodinach.

Vylepseni Sangerovy metody umoznilo sekvenaci kompletnich genomi vcetné
lidského, ktery byl dokoncen v roce 2003. Jeho ,,pfecteni trvalo 13 let a stalo 2,7 miliard
dolar (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; Lander et al., 2001).
Limitem této technologie je vysoké cena a moznost ¢ist maximalné stovky vzorkl najednou o
délce ~1000 part bazi (bp).

Z divodu nutnosti levnéjSiho a zejména vysokokapacitniho sekvenovani byla vyvinuty
nové technologie (NGS, Next Generation Sequencing). Ty umozZiuji sekvenovat az stovky
milionti molekul najednou a jsou ozna¢ovany jako masivné paralelni sekvenovani (Massively

Parallel Sequencing).

S rozvojem a roz$ifenim sekvenovani nové generace se jiZ nemusime soustfedit na
malé ¢asti genomu. Pomoci NGS technologie miiZeme porovnavat genomy zdravych lidi a
hledat vzacné varianty, které by mohly vysvétlit studovany fenotyp. Tento pfistup v fadé

pifipadi vede k uréeni novych kauzalnich variant vysvétlujicich dané onemocnéni.

Sekvenovani nové generace (NGS)

Zakladni princip této metody je u vSech pouzivanych platforem sekvenovani velmi
podobny — zahrnuje pfipravu knihovny, cilené obohaceni definovanych oblasti (s vyjimkou

genomového sekvenovani) a vlastni sekvenaci.
1. Priprava, obohaceni a amplifikace DNA knihovny

Molekula DNA je nejprve naStépena na krat§i fragmenty. V soucCasné dobé je
nejpouzivanéj§i mechanicka nebo enzymatickd metoda. Néasleduje enzymatické oSetieni
koncii a ligace adaptorti. Pfi ndsledné amplifikaci pomoci pfidanych adaptorii jsou fragmenty
specificky oznaCeny pfidanim unikatniho kodu. Pro hybridizaci jsou pouzity



oligonukleotidové sondy znacené biotinem, komplementarni k oblastem z&jmu sekvenovani.
Cilené obohaceni pripravované DNA knihovny vede k ziskéni pouze pozadované informace.

V piipadé, Ze cilem je sekvenovani celého genomu, krok cileného obohaceni se vynecha.
2. Sekvenovani

V prubéhu svého doktorského studia jsem vyuzila sekvenaéni technologii SOLID a
Illumina. SOLiD sekvenovani (Valouev et al., 2008) pracuje na principu sekvenovani ligaci a
vyhodou tohoto systému je nizka chybovost ¢teni. Nevyhodou je ¢asova naroc¢nost a kratka
délka ¢teni. V soucasné dob€ jsou nejpouzivanégjsi sekvenacni platformou jsou sekvenatory
firmy Illumina (Bentley et al., 2008), které vyuzivaji metodu mustkové amplifikace, pfi které
se vytvareji prostoroveé oddélené shluky amplifikovanych fragmentii. Sekvenovani je zaloZeno
na cyklické reverzibilni terminaci (CRT). Pii sekvenaéni reakci je fluorescencné znaceny
nukleotid inkorporovéan, detekovan, odstépena fluorescencni znacka a reakce pokracuje
dalsim cyklem. Cyklus se podle pozadované délky cteni fragmentu opakuje 100x az 300x. V
této praci byl vyuzit sekvenator HiSeq 2500 (laboratof UBLG - FN Motol).

3. Bioinformaticka analyza

Soucasti sekvenacnich technologii je zpracovani ziskanych dat. Sekvenatory NGS jich
produkuji velké mnozstvi (GB aZ TB) v zavislosti na pouZzit¢ metod€. Tato data neni mozné
zpracovavat stejnym zpusobem jako data ze Sangerova sekvenovani, a proto musime vyuZzit
slozité¢ bioinformatické analyzy. Zékladni bioinformatickou analyzu muizeme rozdélit na

primarni, sekundarni a terciarni (obrazek €. 1).
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Obr. 1. Bioinformaticka analyza dat. Prevzato z (Pereira et al., 2020)



4. Interpretace sekvenacnich dat

V této praci byla sekvenacni data ziskavéana s cilem identifikovat variantu ¢i varianty, které
mohou vysvétlit fenotypy velké skupiny pacientli. Sekvenacni data byla ziskdvana v ramci

Sirokého spektra projektli a jejich interpretace byla zavisla na prvotni biologické otazce.
Filtrovani variant

Vysledkem sekvenovani nové generace jsou seznamy desitek tisic variant, ale pouze jedna ¢i
nekolik z nich jsou kauzalni. Za kandidatni varianty jsou povazovany nesynonymni zameény,
sestfithové varianty a delece nebo inzerce, které zptisobuji zménu ¢teciho rdmce. Na zaklad¢

rodinné anamnézy je nutné stanovit model dédicnosti.

Varianty vybrané pro dal$i analyzu svou biologickou funkci odpovidaji fenotypovym
projevim pacienta. Kauzalita variant byla ovéfena z 0dajii uvedenych v literatufe nebo na
zaklad¢ funkcnich studii. Kvalita kandidatnich variant byla ovétena prohlize¢i genomickych
variant IGV (Robinson et al., 2017).

Interpretace vysledki

Interpretace vysledki byla provedena na zadkladé doporuceni Americké spole¢nosti 1ékaiské
genetiky a genomiky (ACMG) (Richards et al., 2015). Hodnoceni vychazi z frekvence
varianty v populaci, pocitatové analyzy a in silico predikce, funk¢ni analyzy, segregace
varianty s onemocnénim, pivodu de-novo a dalSich kritérii zahrnujicich informace z databazi
¢i literatury. Sekvenéni varianty byly rozdéleny do skupin patogenni, pravdépodobné

patogenni, varianta neznamého vyznamu, benigni a pravdépodobné benigni.
Kombinaci jednotlivych ptistupti byl vytvofen seznam jednotek variant, z nichz byly pfimo
ureny kauzalni varianty nebo byly déle studovany s cilem potvrdit ¢i vyvratit jejich

kauzalitu.



Vysledky

I. Studium genetické podstaty vybranych vzacnych onemocnéni a
identifikace kauzalnich genti a patogennich variant.

V ramci svého doktorského studia jsem se podilela na objasnéni piic¢in vzniku

nékolika vybranych vzacnych onemocnéni.

I. a Objasnéni molekulirni podstaty vzacné akadské varianty Fanconiho syndromu

Fanconiho syndrom je vzicné onemocnéni, které se projevuje snizenym vstiebavanim
elektrolyti a organickych sloucenin v proximalnich tubulech ledvin (Bokenkamp & Ludwig,
2010; Klootwijk et al., 2015). Nami studovana varianta Fanconiho syndromu (Acadian variant
of Fanconi syndrome, AVES), se objevuje pouze u Akad’anti v Novém Skotsku. Tento typ je
charakterizovan generalizovanou dysfunkci proximalnich tubull, ktera vede k pomalu
progredujicimu chronickému selhdni ledvin, spojenému s intersticialni fibrozou plic (Wornell
et al., 2007).

Obdrzeli jsme biologicky materidl od dvanacti pacientli z osmi rodin, jejichZz rodokmeny

vykazuji charakter autozomalné recesivni dédicnosti s efektem zakladatele.

Exomové sekvenovani bylo provedeno u tfi nemocnych a jednoho zdravého ¢lena rodiny.
Standardnimi metodami filtrovani nebyly nalezeny Zadné pravdépodobné kauzalni varianty.
Pomoci homozygotniho mapovani byla nalezena homozygotni oblast genomu vétsi nez 2Mb.
Oblast z4jmu byla ziiZzena na chromozom 8 (chr8:90958422-96960058 (hgl9)). V této oblasti
jsme nenalezli Zadnou kandidatni variantu, proto bylo provedeno exomové sekvenovani
rozSifené o 5" a 3’ neptekladané oblasti. Kandidatni varianty nebyly nalezeny ani timto
pfistupem a na zdkladé téchto vysledkli bylo pfikroceno ke genomovému sekvenovani.
Homozygotni mapovani genomovych dat zzilo kandidatni oblast na chr8:94423201-
96206283 (hgl9), ktera obsahovala 322 variant. Pfi filtrovani byly upfednostnény varianty
vzacné, konzervované a predikované jako patogenni. Témto parametrim odpovidala pouze
jedna varianta chr8:96046914T>C, rs575462405, v genu NDUFAFG6.

Analyzy sestfithovych variant ptedpovédely, Ze kandidatni varianta vytvaii nové akceptorové
misto sestfihu. Ve vzdalenosti 37 bazi od této varianty se u pacientii nachazi populacné Casta
varianta chr8:96046951A>G (c.298-731A>Q), rs74395342), kterd vytvaii nové donorové
misto sestfihu. Pomoci Sangerova sekvenovani byla prokazana piitomnost obou variant
chr8:96046914T>C a chr8:96046951A>G v homozygotnim stavu u nemocnych jedincii ze

vSech osmi rodin.



NDUFAF6 koéduje asemblacni faktor 6 komplexu I respiratniho fetézce NADH
dehydrogenazy. Tento protein tvoii nékolik raznych izoforem, vcetné jedné, ktera je

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

Pro potvrzeni vlivu nalezené varianty na sestfih, byla izolovana celkovda RNA z koznich
fibroblast a z plicni biopsie pacientl. Produkty reverzni transkripce byly sekvenovany
pomoci technik nové generace. Bylo nalezeno deset riiznych transkripénich izoforem.
Varianta rs575462405 v kombinaci s variantou rs74395342 ovliviiuje sestith a syntézu
izoforem NDUFAF6, netvofi se mitochondridlni jeho izoforma a tim dochazi k poruse tvorby
a funkce respiratniho komplexu I. Kauzalita této varianty byla potvrzena dalSimi

experimenty.

I. b Objasnéni molekularni podstaty vzacné vrozené srdecni vady.

Vrozené srde¢ni vyvojové vady jsou nejcastéjSim typem vrozenych vad pii narozeni ditéte.
Predstavuji az jednu tfetinu vSech vrozenych anomalii, s celosvétovym vyskytem sedm na
tisic zivé narozenych déti (Dolk et al., 2011). Genetické pri¢iny téchto vrozenych vad jsou

stale do zna¢né miry neprozkoumané.

V na$i laboratofi byla studovadna rodina, u niZ doSlo k péti potratim z divodu srde¢nich
anomadlii. Filtrovanim variant jsme urcili jako pravdépodobnou pfi¢inu srde¢nich defekth

pfitomnost dvou variant v genu PLD].

Gen PLDI koduje enzym fosfolipazu D1, kterd hydrolyzuje fosfatidylcholin za vzniku
fosfatidové kyseliny a cholinu a patfi mezi proteiny signalnich kaskad. Dtive popsané

recesivni varianty v tomto genu byly asociovany s vaznymi vyvojovymi vadami srdce.

Ve spolupréci s dal§imi laboratofemi (Sobreira et al., 2015) zabyvajicimi se studiem vzacnych
onemocnéni bylo identifikovano 29 pacientii z celkem 20 rodin. Ve vSech rodinach byl
pozorovan autozomalné recesivni zplsob dédi¢nosti a pfitomnost variant v genu PLD].
Zadny z pacientii, kteii preZili kojenecky vék, nemél dysmorfické rysy, mentalni postizeni
nebo vyrazné zpozdeéni vyvoje, coz naznacuje, ze ztrata funkce PLD1 je spojena prevazné s

izolovanym srde¢nim onemocnénim.

Celkové bylo v ramci studie popsano 29 variant, z nichz se ve dvaceti ptipadech jednalo o
zameény bazi, dalSich sedm z nich vedlo k vytvofeni pred¢asného stop kodonu a dvé varianty
ovlivitovaly sestfih proteinu. V nasi laboratofi byl ze vzorku RNA z periferni krve rodica

potvrzen vznik chybné¢ sestfizeného proteinu PLD1.

Az na dvé vyjimky nebyly identifikované varianty nalezeny v homozygotnim stavu v databazi
gnomAD (stav k fijnu 2019). Databaze gnomAD obsahuje 42 ptedpokladanych variant PLD]

typu ,Jloss of function” (ocekdvany pocet je 62) a zadnd z variant se nevyskytuje v
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homozygotnim stavu, coz naznacuje, ze PLDI netoleruje homozygotni varianty vedouci ke

ztraté funkce.

V ramci této studie bylo rozsifeno fenotypové spektrum vyvojovych srdecnich vad
souvisejicich s genem PLDI. Ve vSech pfipadech byla popsana ztrata enzymatické aktivity a
bylo prokédzano, Ze inhibice fosfolipazy D1 snizuje mezenchymoveé-epitelovy prechod (EMT),

coz je stézejni rany krok ve valvulogenezi.

I1. Studium genetické priciny kardiomyopatii

Kardiomyopatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni, s casto genetickou podstatu,
spojenych se strukturdlnim a funkénim postizenim srde¢niho svalu pfi vylouceni ischemické
choroby srde¢ni, hypertenze, chlopenni vady ¢i vrozené srde¢ni vady, které by mohly tuto
abnormalitu zpiisobit (Elliott et al., 2008). Odhadovana prevalence kardiomyopatii v populaci
je 3 % (McKenna et al., 2017). Klasifikace kardiomyopatii doznala v prib¢hu let mnoha
zmeén. Historické rozdéleni kardiomyopatii na primarni ¢i idiopatické a sekundarni bylo tteba
upravit zejména s ohledem na rychle se rozvijejici poznatky na poli genetické diagnostiky a
molekularni biologie. Odborné stanovisko Pracovni skupiny pro choroby myokardu a
perikardu Evropské kardiologické spolecnosti (ESC) z roku 2008 (Elliott et al., 2008) navrhlo
klasifikaéni schéma, ve kterém jsou kardiomyopatie rozdéleny dle morfologického a
funk¢niho obrazu a kazda z nich je pak déle rozdélena na familiarni a nefamilidrni.

Genetické vysetfeni je dulezitou soucasti péce o pacienty s kardiomyopatiemi (Charron et al.,
2010). Prispiva k upfesnéni diagndézy onemocnéni a je vyznamné i pro genetické poradenstvi
v rodinach. Vysledek je vzdy nutné hodnotit s ptihlédnutim k mnoha dal§im faktorim (typ
dédicnosti, variabilni, Casto v€koveé zavislé expresivity a penetrance a klinickému fenotypu) a
je nutné mit na paméti, Ze negativni vysledek nevylu€uje genetickou pficinu onemocnéni.
Kardiomyopatie vykazuji nejCastéji autozomalné¢ dominantni typ dédi¢nosti (AD).
Autozomalné recesivni typ dédicnosti (AR) u dospélych pacientli je vyjimecny. X-vazané
pozdéji (Danonova choroba, Becker/Duchenniiv syndrom). U kardiomyopatii je nutné pocitat
1 s mitochondridlni dédi¢nosti (MELAS syndrom). Pro kardiomyopatie je charakteristicka
variabilni expresivita a nekompletni penetrance, coz zna¢n¢ komplikuje diagnostiku.

Ve své dizertaéni praci predstavuji nekolik studii, které byly soucasti spoluprace s fadou
vyznamnych ceskych kardiologickych pracovist. V ramci této spoluprace jsme pomoci
exomového sekvenovani charakterizovali velké skupiny pacientl, pfevdzné s dilataéni

kardiomyopatii.
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II. a Studium architektury dilata¢ni kardiomyopatie (DKMP) a patofyziologickych
mechanismi vedoucich k fenotypovému obrazu remodelace levé komory srdecni a k

srde¢nimu selhani

Dilata¢ni kardiomyopatie (DKMP) je po ischemické chorob¢ srdecni nejCastéj$i onemocnéni
vedouci k chronickému srdecnimu selhani a je nejcastéjSim diivodem k transplantaci srdce. Je
heterogenni etiologie vcetné genetické, zanétlivé, toxické a pticiny (Elliott et al., 2008; Yancy
et al., 2013). Klinickd diagnéza DKMP je zalozena na pfitomnosti dilatace a systolické
dysfunkce levé komory pii absenci abnormalnich plnicich podminek ¢i ischemické choroby
srdecni, které by mohly tuto abnormalitu zpuasobit (Elliott et al., 2008; Pinto et al., 2016).
Velkym diagnostickym problémem jsou pacienti s recentné vzniklou (méné nez Sest mésici)
dilata¢ni kardiomyopatii (RDKMP). Klinicky pribéh onemocnéni mize byt zna¢né variabilni,
v rozsahu od uplné reverzni remodelace levé komory (LKS), pfes pifetrvavani systolické
dysfunkce LKS aZ po rychlou progresi do kone¢ného stadia srde¢niho selhani.

Cilem na$i studie bylo sestavit genetickou mapu recentné¢ vzniklych dilataénich
kardiomyopatii u 83 pacientii pomoci celoexomového sekvenovani a studovat korelaci mezi
genotypem a fenotypem. Pacienti s RDKMP byli dobfe klinicky klasifikovani a
charakterizovani jak pifi vstupnim vySetfeni, tak i pfi kontrole po 12ti mésicich. U vSech
pacientdl bylo provedeno celoexomové sekvenovani a byla u nich studovéana souvislost mezi
remodelaci levé komory a genetickou pfi¢inou.

Nalezené varianty byly hodnoceny podle kritérii ACMG (Richards et al., 2015). Pro dalsi
korelaci byly pouZity pouze varianty, které odpovidaly klasifikaci patogenni, pravdépodobné
patogenni a vybrané varianty nejasného vyznamu a které predikéni program MutationTaster2
(Schwarz et al., 2014) hodnotil jako patogenni.

Ve studované skupin€ pacientll byla pozitivni rodinnd anamnéza zjiSténa u 14 pacientd,
zatimco dalSich 69 pacientd bylo diagnostikovéano jako sporadické ptipady. U 45 pacientl
byla nalezena vzacna patogenni varianta nékterého z kardiomyopatickych genti, ktera vedla k
vysvétleni patogeneze onemocnéni. Celkem byly nalezeny varianty ve 28 genech. VéEtsinu
téchto variant pfedstavovaly trunkujici varianty v genu pro titin. Dal$i varianty byly nalezeny
zejména v sarkomerickych genech, desmozomech a proteinech jaderné obalky. Méné Casté
byly varianty v genech, které koduji jaderné proteiny a v genech kodujicich iontové kanaly.
Byly nalezeny také varianty v genech, které nebyly diive pfimo asociovany s DKMP, ale jsou
anotovany bud’ k jinym skupinam kardiomyopatii anebo maji vyrazné zvySenou expresi v
srdci a lze predpokladat, ze maji vliv na funkci kontraktilniho aparatu kardiomyocyti. Tyto
geny jsou dale studovany. U jedenacti pacientii jsme nalezli vice patogennich variant, coz
koresponduje s vysledky jinych studii, ze v piipad¢ kardiomyopatii se nemusi jednat o
monogenni onemocnénti.

Touto studii byla zjiSténa korelace vysledkti genetickych analyz s dvandctimésicnim

klinickym pozorovanim pacientli. U pacientli, u kterych byla nalezena suspektné patogenni
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varianta jiného kardiomyopatického genu nez titinu, byl zaznamenan vyznamné nizsi vyskyt

reverzni remodelace LKS ve srovnani s ostatnimi pacienty.

II. b Studium variant v genech kontraktilniho systému kardiomyocyti vedoucich k
riznym fenotypickym projeviim.

Desminopatie je vzacné dédi¢né onemocnéni s prevalenci méné nez 1 : 2 000 (Clemen et al.,
2013), které je zptisobeno patogennimi variantami v desminu (Goldfarb et al., 1998). Mezi
klinické projevy tohoto onemocnéni patii kardiomyopatie, svalova myopatie, respiracni
dysfunkce a obli¢ejova paralyza v podobé potizi s polykdnim. Prvni klinické pfiznaky se u
pacientli objevuji kolem tficatého roku zivota (Goldfarb et al., 2004). Pro desminopatie je
charakteristickym nalezem zéachyt desmin pozitivnich agregatii, které pochazeji z

degradovanych slozek myofibrilarniho aparatu a desminu v kosternim svalu a myokardu.

Desmin tvoti svalové specifickd intermedidlni filamenta podilejici se na tvorbé dynamické
vnitrobunééné sité, ktera propojuje sarkomery se sarkolemou, mitochondriemi a zajistuje
komunikaci s bunéénym jadrem (Capetanaki et al., 2007). Hlavni funkci této sité je udrzeni
morfologické integrity svalovych bunék a bunéénych organel béhem svalové kontrakce.
Mutace v desminu nebo jeho absence ¢asto vedou k tvorbé agregath tvofenych jak desminem,
tak 1 dalSimi cytosleketarnimi proteiny.

Ve skupiné 372 ceskych pacienti s neobjasnénou pti¢inou kardiomyopatie bylo

identifikovano Sest pacientl s desminopatii, nesoucich Sest vzacnych variant (tabulka ¢. 1) v
genu DES (MAF<0,0005).

Varianta Druh kardiomyopatie Lokalizace
p.K43E Arytmogenni KMP N - konec
p.S57L Dilata¢éni KMP N - konec
p.A210D Dilatacni KMP 1B a — helikalni doména
p.Q364H Nonkompaktni KMP + myopatie | 2B a — helikdlni doména
p.R406W (Dalakas et al., 2000) Arytmogeni KMP + myopatie 2B o — helikalni doména
p.R454W (Bar et al., 2007) Restriktivni KMP + myopatie C - konec

Tab. 1 Varianty nalezené v desminu u Sesti pacientil.

Ve vSech Sesti rodinach bylo provedeno klinické kaskddové vySetieni i segregacni analyza. Ta
ve tfech rodinach potvrdila familidrni vyskyt onemocnéni. S desminopatii byl diagnostikovan
také jeden pacient s nonkompaktni kardiomyopatii. Tento typ kardiomyopatie byl u
desminopatii identifikovan jen v né€kolika malo (Arbustini et al., 2016; Marakhonov et al.,
2019; van Waning et al., 2018).

U péti pacientit bylo provedeno imunohistochemické vysetieni vzork kosterniho svalu a

myokardu na pfitomnost patogennich agregatii. Prekvapivé nebyly v pfipad¢ varianty
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p.(R454W) nebyly desminové agregaty detekovany v kosternim svalu, ale byly ptfitomny v
srdecni tkani. V ptipad¢ varianty p.(Q364H) chybély agregaty v obou typech tkani. Vysledek
byl potvrzen na proteinové trovni pomoci Western blot analyzy. Tento nalez je v souladu s jiz
diive publikovanymi daty, kdy ke spravnému urceni diagnézy musi vést genetické vySetieni a
diagnostika nemtize byt zalozena na nalezu agregati v kosterni svaloving¢ (Clemen et al.,
2013).

Byly popsany nové varianty v desminu vedouci k desminopatii a tim bylo potvrzeno Siroké
fenotypové spektrum tohoto onemocnéni. Prace potvrdila nutnost genetické diagnostiky u
pacientli s podezfenim na desminopatie, kdy 1ze imunohistochemické vysetieni pouzit pouze

pro ptipadné potvrzeni diagnozy.

I1. ¢ Studium variant zpisobujicich Danonovu chorobu u Zen.

Danonova choroba (DD) je X-vdzané onemocnéni charakterizované mentalni retardaci,
kardiomyopatii a myopatii kosterniho svalu. DD je zplisobena mutacemi v lysozomalnim
membranovém proteinu 2 (LAMP2), kter¢ vedou k dysfunkci autofagozomalng-
lysozomalniho systému, a tim k narusSeni autofagie. U muzii detekujeme patogenni varianty v
genu LAMP?2 hemizygotné a patofyziologickym podkladem DD, ve vét§iné ptipadi je uplna
absence LAMP2 ve tkanich. Prognoéza pteziti je u nich vzhledem k rychlému termindlnimu
srde€nimu selhdni a malignim arytmiim velmi Spatna. U Zen, které jsou heterozygotkami pro
patogenni LAMP?2 varianty, se onemocnéni projevuje piiblizn€¢ kolem 20. roku Zivota a
progreduje do termindlni faze vétSinou béhem 3. - 4. decénia. Deficit LAMP2 u Zen s DD je
mozaikovity a je ovlivnén stupném X-inaktivace v konkrétni tkdni. Vyznamny podil Zen s DD
dospéje k terminalnimu srde¢nimu selhdni (Brambatti et al., 2019). V¢asna identifikace Zen s

timto onemocnénim je dileZita pro jejich prognostickou stratifikaci a rodinné poradenstvi.

Glykoprotein LAMP2 je receptor lokalizovany v lysozomalni membrané. V bunkach
je exprimovan ve trech alternativnich sestfihovych variantach (B, A a C), které se lisi
v primarni aminokyselinové sekvenci C-termindlni transmembranové a cytosolické cCasti
proteinu. Nejhojné&jsi varianta (LAMP2B) je kritickou proteinovou komponentou
makroautofagické drahy. Patogenni mutace v genu LAMP2 vedou k deficitu proteinu
v autofagozomalné-lysozomalnim systému. Dusledkem je zejména dysfunkce procesu

makroautofagie a diisledkem je akumulace vakuol v cytoplazmé.

Kvili vyznamné expresi LAMP2 v leukocytech periferni krve mizeme u pacienti s DD
v téchto bunkach deficit LAMP2 snadno prokazat. U muzi s DD lze kompletni deficit
LAMP2 v leukocytech potvrdit pomoci Western blotu (Fanin et al., 2006) nebo natéru
perifernich krevnich bunék (Regelsberger et al., 2009). Nicméné v soucasné dobé se
diagnosticky vyuziva pritokova cytometrie (Majer et al., 2012; Sikora et al., 2015) a to jak u

zen, tak 1 u muzu.
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Vétsina z vice nez sta popsanych patogennich variant v genu LAMP2 vede k porucham
syntézy proteinu. Kauzalni LAMP2 missense varianty jsou u DD velmi vzacné (Brambatti et
al., 2019).

V ramci své prace jsem se postupné¢ podilela na tfech studiich popisujicich molekularni

podstatu DD u Zen.

Zeny s DD se klinicky piili§ nelii od jinych pacientek se srde¢nim selhanim vzniklym na
podkladé dilataéni nebo hypertrofické kardiomyopatie. Uskalim pro molekularni diagnostiku
DD mtize byt pfitomnost deleci LAMP2, které mohou byt pouzitim klasickych diagnostickych
metod piehlédnuty. Pfitom Zeny s DD maji nepochybné hor$i prognoézu nez jiné zeny s
neischemickou kardiomyopatii, a protoze jsou v reprodukénim véku, je spravna diagndza

dulezité také z hlediska genetického poradenstvi.

V obdobi od listopadu 2016 az do fijna 2018 (Gurka et al., 2020) jsme vysetfili skupinu 60
zen, z nichz 47 bylo jiz po transplantaci srdce, 2 zeny byly na mechanické srdecni podpofe a
11 v ptedtransplantacnim sledovani. U této skupiny byla hodnocena klinickd data, abnormalni
EKG profily byly revidovany k potvrzeni/vylouceni pfitomnosti znamek preexcitace.
Geneticka pricina vzniku kardiomyopatie byla znamé u 15 pacientek, z toho u dvou byla jiz
diive diagnostikovana DD. U zbylych 45 Zen bez znamé pfiCiny vzniku onemocnéni bylo
provedeno vysetfeni periferni krve pomoci pratokové cytometrie na detekci LAMP2
deficitnich bunck. Soucasn¢ probéhlo u této skupiny celoexomové sekvenovani. Pomoci
téchto metod bylo charakterizovano dalSich 5 pacientek s DD.

Kombinaci klinickych dat, pritokové cytometrie a genetického vySetieni se ndm podafilo

charakterizovat skupinu zen s vaznym srde¢nim selhanim pted 40 rokem Zivota.

Fenotyp hypertrofické kardiomyopatie a elektrokardiograficky obraz preexcitace byly
signifikantné Castéjs$i u pacientek s DD nez u pacientek s jinymi kardiomyopatiemi, nicméné
neumoznovaly spolehlivou identifikaci Zen s DD na zdkladé klinickych nalezl. Zjisténa
prevalence DD u Zen s pokroCilym srdecnim selhanim zplisobenym neischemickou
kardiomyopatii pfed 40. rokem Zivota byla 12 %. Prokéazali jsme, Ze pouZzitd metoda
pratokové cytometrie je efektivni screeningovou diagnostickou metoda pro detekci DD u Zen.

Druhé studie (Filip Majer et al., 2018) byla zaméfena na hledani patogennich variant v genu
LAMP?2 u dvou pacientek s klinickym podezienim na DD a s prikazem populace LAMP2
deficitnich leukocytl pomoci pritokové cytometrie. V prvnim piipadé se pii amplifikaci
specifické RNA podafilo ptfipravit kratky PCR produkt, ktery prokazal deleci ¢asti genu. V

druhém ptipad¢ klasické metody nevedly k urceni piesné molekularné-genetické pticiny.

Vyuzitim metod sekvenovani nové generace a naslednou detekci zmény genové davky se nam
podafilo u obou pacientek najit velké exonové delece. V prvnim piipadé se jednalo o deleci

exonl 4 - 8 a v druhém o deleci exont 4 - 9. Absence aberantniho mRNA/cDNA produktu u
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druhé pacientky je pravdépodobné vysledkem ,,nonsense-mediated mRNA decay (NMD)*
mechanismu. V obou piipadech byl nalez velkych deleci ovéfen pomoci qPCR.

Tteti studie (Filip Majer et al., 2020) byla zamétfena na hledani genetické ptfiCiny onemocnéni
u dal$i pacientky s podezienim na DD. Pacientce byla ve véku 25 let diagnostikovéana
dilatacni kardiomyopatie s oboustrannym srde¢nim selhdvanim a o tfi mésice pozdéji
podstoupila transplantaci srdce. Po 11 letech od klinické diagnozy dilatacni kardiomyopatie
bylo provedeno opétovné hodnoceni EKG nalezli pacientky z doby pied transplantaci a jako

jedna z moznych pfi¢in byla zvazovana Danonova choroba.

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této diagnozy byla provedena pritokova cytometrie
detekujici LAMP2 deficitni buiiky. U této pacientky byla nalezena pouze mal4 populace (3
%) téchto bunck. Histopatologické vySetfeni explantatu pacientky potvrdilo hypertrofii a
vakuolizaci kardiomyocyti a cilené imunohistochemické barveni potvrdilo piitomnost
LAMP2 deficitnich /LAMP2 pozitivnich kardiomyocyti. Na rozdil od leukocytli periferni
krve, byl ale pomér obou populaci kardiomyocytl ~1:1.

Stejné¢ jako v predchozi studii klasické metody nevedly ke zjiSténi kauzalni pficiny
onemocnéni. Proto jsme opét oCekavali pritomnost velké delece na jedné z alel. Sekvenovani

genomu s nizkym pokrytim ukézalo na moznou deleci celého genu LAMP?.

Jedna hranice delece byla lokalizovana v sousednim genu CUL4B. Deletovany byly i dalsi
sousedni geny ATP1B4, TMEM2554 a ZBTB33.

Druha hranice delece byla stanovena pomoci ,,PCR genome walking* - v misté zlomu byly
nalezeny v genomové DNA zbytky Alu sekvenci (4/uJb a AluSxI). Detailni analyzou této
¢asti genomu byla nalezena inverze homeoboxu RHOXF2/RHOXFI/RHOXF?2 jako soucast
komplexniho Xq24 pteskupeni.

Podatilo se ndm popsat kauzalni pfi¢inu onemocnéni u této pacientky, které bylo zptisobeno

deleci péti gend.
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Z7.avér

Tato dizertacni prace predstavuje vyuziti metod sekvenace nové generace ve studiu
molekularni podstaty vzacnych onemocnéni a identifikace kauzédlnich gent a patogennich
variant.

V ramci dizertacni prace byla identifikovana kauzalni nekddujici mutace v genu NDUFAF6, a
objasnén mechanismus vzniku vzacné varianty Fanconiho syndromu pomoci kombinace
metod exomového a genomového sekvenovani, homozygotniho mapovani a sekvenovani
transkripti. Dale byly identifikovany kauzalni varianty v genu PLDI, které zpisobuji
vzacnou srdecni vyvojovou vadu, a doSlo k rozSifeni fenotypového spektra variant
nalézajicich se v PLDI1. V ¢asti prace, kterda se zabyvala studiem genetickych pficin
kardiomyopatii, byla sestavena genetickd mapa pacienti s recentné diagnostikovanou
dilata¢ni kardiomyopatii a provedena korelace klinickych a genetickych dat. Dalsi analyza
sekvenacnich dat vedla k identifikaci a nasledné charakterizaci novych variant v genu DES
vedoucim k riznym fenotypovym projeviim. Sir§i pohled na problematiku Dannonovy
choroby vedl k identifikaci novych patogennich variant zpiisobujicich toto onemocnéni u Zen.

Vramci této dizertatni prace byla navéazéna uzka spoluprace s fadou ceskych
kardiologickych pracovist’ (IKEM, II. interni klinika VFN Praha, I. interni kardioangiologicka
klinika FNUSA v Brn€ a I. interni klinika FNOL v Olomouci), kterd umoZiiuje studium
geneticky podminénych kardiomyopatii v Ceské republice. Uréeni molekularng-biologické
podstaty onemocnéni v korelaci s klinickymi daty pfispivaji k detailn€jSimu porozuméni
vzniku kardiomyopatii a k posunu diagnostickych schémat ve sméru zvysujici se dileZitosti
genetického testovani u pacientll s kardiomyopatiemi a tvorbé multidisciplinarnich tymi
hodnoticich genetické nélezy. Soucasti spoluprace je 1 tvorba databaze lokélnich variant a
vyuziti shodnych interpretacnich ndastroji mezi laboratofemi provadéjicimi vySetieni

geneticky podminénych onemocnéni srdce.
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