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Abstrakt

Metody sekvenovani DNA druhé (NGS) a tieti generace (TGS) zasadnim zptisobem ovlivnily
strategii identifikace genetickych pficin nemoci. Pfedevsim pouziti exomového sekvenovani
zvysilo Uc¢innost identifikace kauzalnich variant ve studovanych souborech pacientl z

jednotek na desitky procent.

Vzacné neurodegenerativni nemoci jsou unikatni svou klinickou i genetickou heterogenitou a
Sirokou diferencialni diagnostikou. NGS a TGS technologie sehraly klicovou roli
v porozuméni patomechanismu vzacnych neurodegenerativnich nemoci. Pouziti téchto
technologii cestou vyzkumu je u mnoha pacientii jedinou moznosti pro stanoveni spravné

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

Tato dizertacni prace se zaméfuje na studium molekularni pficiny vybranych vzacnych
neurodegenerativnich nemoci - adultni neuronalni ceroidni lipofuscindézy (ANCL), spinalni
svalové atrofie (SMA) a neurondlni intranuklearni inkluzni nemoci (NIID). Studium
molekularni pfic¢iny téchto klinickych jednotek s vyuzitim modernich metod sekvenovéni a
analyzy DNA vedlo k identifikaci kauzalnich variant v souboru ANCL pacientd, vytvoieni
metodického postupu pro genetické testovani SMA pacientli s negativnim SMNI nalezem a

navrzeni metody pro vySetieni expanze tandemovych repetic u NIID.

Abstract

Next-generation (NGS) and third-generation (TGS) sequencing methods have played a key
role in strategies of disease genes identification. Especially the exome sequencing increased

the efficiency of causal variants identification up to tens of percent in study cohorts.

Rare neurodegenerative diseases are clinically and genetically heterogeneous and show a
broad differential diagnostics. NGS and TGS technologies have been crucial in our
understanding of the pathomechanism of rare neurodegenerative diseases. Used by research
laboratories, NGS and TGS have been essential for many patients to determine a correct

diagnosis, provide genetic counselling and reach an adequate treatment.

This thesis focuses on molecular mechanisms of selected rare neurodegenerative diseases,
namely adult neuronal ceroid lipofuscinosis (ANCL), spinal muscular atrophy (SMA) and

neuronal intranuclear inclusion disease (NIID). Modern DNA sequencing methods led to



identification of causal lesions in ANCL suspect patients. We provide a concept of genetic
testing for SMNI negative SMA patients and present a method for validation of tandem repeat

expansion in NIID.

1. Uvod

Dle evropské klasifikace je nemoc definovana jako vzéacna, pokud postihuje méné nez
jednoho c¢lovéka na 2000 obyvatel (Moliner & Waligora, 2017; Nguengang Wakap et al.,
2020). Mezi vzacné neurodegenerativni nemoci miZzeme fadit specifické neurodegenerativni
proteinopatie, jako je neurondlni intranukledrni inkluzni nemoc (NIID), neurometabolické
nemoci, jako jsou neuronalni ceroidni lipofuscin6zy (NCL), nebo nervosvalové nemoci jako
jsou spindlni svalové atrofie (SMA).

Jejich sjednocujicim prvkem je proces neurodegenerace, ktery je definovan jako
postupujici zanik struktury a funkce specifickych skupin neuronti riznych oblasti nervového
systému. Zasazend subpopulace neuronti urcuje vyslednou symptomatologii. (Przedborski et
al.,2003; Ambler, 2011).

V této praci se zamétuji na détské a dospélé pacienty s vybranymi formami neurodegeneraci,
jelikoz neurodegenerativni nemoci jsou z hlediska spravné (DNA)diagnostiky

mimoradnou vyzvou.

2. Cile prace

Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace bylo pokusit se odhalit genetickou pfic¢inu a definovat
molekularni mechanismus procesu neurodegenerace u vybranych pacientd s klinicko-
patologickym obrazem vzacnych neurodegenerativnich nemoci ANCL, SMA a iNIID.

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

navrzenych pro kazdého pacienta a jeho specifickou patologii.

Jednotlivé ¢asti této prace maji nésledujici cile:
1. Identifikace genetické a molekularni pfic¢iny ANCL.
1.1. Vyuziti exomoveého sekvenovani k identifikaci genetické pficiny ANCL ve
spolupraci s mezinarodnim konzorciem , The adult NCL gene discovery

consortium®.



1.2. Objasnéni patomechanismu nov¢ identifikované 30 bp duplikace v genu DNAJCS.
2. Stanoveni genetické pfic¢iny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou variantou
SMNI.
3. NavrzZeni metodiky a pouziti DNA-sekvenacni technologie s dlouhym ¢tenim Pacific

Biosciences pro vySetfeni piitomnosti expanze NOTCH2NLC u iNIID.

3. Metodika

Vyvoj vysokokapacitniho masivné paralelniho sekvenovani tzv. sekvenacnich metod nové
generace nebo také druhé generace (NGS) zménil piistup ve strategii identifikace novych

genll podminujicich vzacné nemoci.

U monogennich nemoci dominuje genomové sekvenovani se zacilenim na protein kodujici
oblasti souhrnné nazyvané exom, tedy exomové sekvenovani (Choi et al., 2009; Ng et al.,
2009; Ng et al., 2010). Exom ptedstavuje ~1 % lidského genomu; dnes je znamo, ze 85 %
kauzalnich variant podmifujicich monogenni nemoci se nachdzi v téchto oblastech (Choi et
al., 2009). V poslednich letech je exomové sekvenovani pouzivano také pro hledani de novo
variant, kdy je sekvenovano tzv. trio, tedy proband a rodi¢e (Goldmann et al., 2019).

S ohledem na snizujici se naklady na NGS sekvenovani se stalo dostupnéjSim také
sekvenovani kompletniho genomu, které v soucasné dobé citd ptiblizn¢ 1000 EUR.
Genomoveé sekvenovani umoznuje odhalit kauzalni varianty v intronovych a intergenovych
oblastech, poskytuje vice uniformni pokryti a zvySuje citlivost pro detekci malych
strukturnich variant (Gilissen et al., 2014; Bahlo et al., 2018).

Efektivitu genomového sekvenovani vyznamné zvySuje jeho kombinace s RNA
sekvenovanim, tedy sekvenovanim aktivniho transkriptomu jedince. Porovnani aberantnich
forem transkriptd s identifikovanymi lézemi genomového sekvenovani vyrazné zuzi volbu

kandidétnich variant (Aneichyk et al., 2018).

Vyznamnou limitaci NGS metod je sekvenovani fragmentované DNA knihovny, kdy se
délka jednotlivych fragmenti pohybuje kolem 150-300 bp (Ashley, 2016). Tento nedostatek
NGS metod inspiroval vyvoj dalSich sekvenacnich technologii, které nejsou zaloZeny na
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zaroven zvySuji pfesnost a tim mohou sniZovat dobu stanoveni diagnézy vzacnych nemoci.



Také strukturni varianty, repetitivni elementy a GC bohaté oblasti nebo sekvence s vysoce
homolognimi elementy v genomu jsou obtizné¢ charakterizovatelné prostfednictvim NGS

(Treangen & Salzberg, 2011).

S timto ohledem byly vyvinuty tzv. sekvenatory s dlouhym ¢tenim (Mantere et al., 2019),
které jsou schopny sekvenovat jednotlivé molekuly DNA bez fragmentovani DNA na kratké
useky. Jsou nazyvany sekvenatory tteti generace (TGS). Patii mezi n¢ sekvenatory PacBio
spolecnosti Pacific Biosicences (English et al., 2012) nebo MinlON Oxford Nanopore (Jain et
al.,2016; Su et al., 2021).

TGS dovoli detekovat az desitky kb v jednom kontinudlnim ¢teni s nizkou mapovaci
chybovosti a umozni tak detekci rozsahlych strukturnich variant (Miao et al., 2018; Sone et

al., 2019).

3.1. Exomové sekvenovani

Prvnim krokem exomového sekvenovani je priprava DNA knihovny. DNA je fragmentovana
sonikaci nebo enzymatickym Stépenim na fragmenty o délce 150-300 bp. Po precisténi jsou na
konce fragmentli ligovany adaptory. DNA knihovna je nasledné¢ amplifikovana pomoci PCR s
pouzitim primert komplementarnich k adaptortim.

Nasleduje hybridizace DNA knihovny s oligonukleotidovymi sondami specifickymi pro
exony. V této praci byly pouzity sekvenacni platformy SOLiD a Illumina. V piipadé Illumina
technologii jsou fragmenty DNA nasledné ligovany prostiednictvim adaptori na pevny povrch.
V piipadé systému SOLiD se fragmenty liguji na kulicky, na kterych probiha amplifikace pomoci
PCR. U platformy Illumina probihd tzv. mustkova amplifikace, v ptipadé¢ SOLiD tzv. emulzni
PCR. U paltformy Illumina probiha sekvenace syntézou pomoci fluorescenéné znacenych
reverzibilnich termindtorti, u platforem SOLiID probiha sekvena¢ni reakce na zaklad¢ ligace

fluorescencné znacenych oligonukeotidovych sond (Mardis, 2008).

3.2. Sekvenovani s dlouhym ¢tenim v realném case Pacific Biosciences

V této praci byl pouzit sekvenator s dlouhym ¢tenim PacBio spole¢nosti Pacific Biosciences,
ktery vyuziva technologii sekvenovani v redlném case SMRT (single-molecule real-time
sequencing) (Eid et al., 2009). Ve zkratce, nejprve je pfipravena sekvenacni knihovna
ligovanim vlasenkovych adaptori na oba konce dvouvladknové DNA molekuly. Vznika tak
uzaviend cirkularni DNA (,,SMRT bell* struktura). Knihovna je nasledné nanesena do reakéni

cely, kde se nachazi miniaturni jamky, ve kterych je imobilizovana polymeraza. Zde je



kombinovan SMRT bell adaptor s komplementarnim primerem pro iniciaci replikace.
Sekvenovani probiha syntézou na bazi inkorporace fluorescencné znacenych nukleotidt, které
jsou detekovany v redlném case. Vyhodou je ziskani cirkuldrni konsenzus sekvence (CCS),

ktera diky cyklickému sekvenovani zvySuje presnost Cteni (Su et al., 2021).

4. Vysledky a komentar k vybranym publikovanym pracem

4.1. Studium genetické a molekularni pficiny ANCL

4.1.1. Vyuziti exomového sekvenovani k identifikaci genetické pti¢iny ANCL ve
spolupréci s mezinarodnim konzorciem zvanym The adult NCL gene discovery
consortium.

ANCL jsou dédiné degenerativni nemoci mozku. Jsou nejvzacnéjSimi a nejméné
prostudovanymi formami neurondlnich ceroidnich lipofuscinézu (NCL). V genetické NCL
databazi zvané ,,NCL Resource - A gateway for Batten disease® (Emili Gardner, 2021)
spravované védeckou skupinou vedenou Sarou Mole z University College London je aktualné
evidovdno ptes 50 familiarnich a sporadickych pripadic ANCL zcelého svéta
s definovanou genetickou pficinou.

ANCL pacienti mohou mimikovat fadu dal§ich neurodegenerativnich nemoci. Jejich klinicka
heterogenita ztéZuje jejich v€asnou diagnostiku. Voditkem pro podezieni pro ANCL diagnozu
je neuropatologicky ndlez stfadani lipopigmentu zvaného ceroid s jeho charakteristickou
autofluorescenci a ultrastrukturou v neuronech. Findlni prikaz pro potvrzeni ANCL

diagndzy poskytuje geneticka analyza a identifikovani kauzalni varianty v postiZzeném genu.

Geneticky jsou ANCL heterogenni. Bylo popsano 6 geni, které ANCL podmitiuji. Vyhradné
adultni formy jsou zplsobeny homozygotnimi nebo slozenymi heterozygotnimi variantami
vgenu GRN (CLNI11 (Smith et al, 2012)) a CTSF (CLNI13 (Bras et al, 2016))
s autozomalné recesivni dédi¢nosti. Autozomalné¢ dominantni je ANCL forma zplisobena
variantami v genu DNAJCS5 (CLN4 (Noskova et al., 2011)).

Autozomalné recesivni formy ANCL byly dale asociovany s geny PPT (CLNI1 (van Diggelen
et al., 2001)), CLN5 (Mancini et al., 2015), CLN6 (Sharp et al., 1997; Arsov et al., 2011).
Zde se ukazuje alelickd heterogenita, jelikoz posledni zminované geny jsou rovnéz kauzalni
pro détské formy NCL.

Zajimavé je, Ze zatimco homozygotni varianty v genu GRN vedou k rozvoji ANCL, tytéz
heterozygotni varianty v GRN jsou pfiCinou frontotemporalni demence (Gijselinck et al.,

2008).



ANCL jsou klinicky déleny na dvé formy (Berkovic ef al., 2016):

Kufsova nemoc typ A, pacienti se manifestuji myoklonickou epilepsii. Typ A se
vyskytuje s autosomalné recesivni 1 dominantni dédicnosti. Autosomalné recesivni forma je
podminéna variantami v genu CLN6, dominantni forma variantami v genu DNAJC5 (CLN4).

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

je recesivni formou a je podminén variantami v genu CTSF.
ANCL se projevuje nejcastéji kolem 30. roku zivota, ale jsou znamy také piipady s Casnym
nastupem v dospivani, ¢i po 50. roku zivota. ANCL jsou nazyvany Kufsova nemoc podle
némeckého neuropatologa Hugo Friedricha Kufse (1871-1955), ktery ANCL poprvé popsal
v roce 1925 (Kufs, 1925).
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Obr. 1 The adult NCL gene discovery consortium. Mezinarodni konsorcium pro ANCL
(Kufsovo konsorcium) propojuje védecké pracovniky oboru genetiky a genomiky, klinické
Iékate a neuropatology z celého svéta — Velké Britanie, Evropy, USA, Kanady a Australie.
Kufsovo konsorcium (Obr. 1), které vzniklo vroce 2012, bylo zalozeno s myslenkou
zefektivnéni diagnostiky a podpoteni vyzkumu ANCL, naSe pracovisté je soucasti konzorcia.
Prvni vysledky konzorcia byly publikovany v roce 2016 (Berkovic et al., 2016). Tym
klinickych neurologli a neuropatologl sestavil panel klinicko-patologickych kritérii dle

dostupné literatury pro hodnoceni ANCL suspektnich pacienti. S pomoci exomového



sekvenovani byla odhalena alternativni diagnéza v 10 z 16 hodnocenych piipadi. U jednoho
pacienta byla potvrzena Kufsova nemoc identifikaci variant v genu CTSF.

Prace Kufsova konzorcia se dale zaméfila na charakterizaci novych a nevyreSenych ANCL
suspektnich pacientii. Tato cast prdace je ve fazi pripravy manuskriptu a vysledky nejsou

publikovany a budou predstaveny podrobnéji.

Pomoci exomového sekvenovani s vyuzitim sekvenacnich platforem SOLiD a Illumina jsme
sekvenovali exom 18 familiarnich a sporadickych pripada (7 s autozomalné dominantni
dédic¢nosti, 9 sporadickych). Soubor celkem cital 31 probandli. Genetickou pri¢inu jsme
byli schopni objasnit v 5 pripadech z 18 (tj. 28 %). U dalSich dvou ptipadi jsme nebyli
schopni vysSetfit kandidatni varianty z divodu nedostupnosti materidlu probanda a/nebo

rodinnych pfislusnika.

Z péti objasnénych piipadi byly 2 vyfeSeny Cisté exomovym sekvenovanim s pfimou
prioritizaci kandidatnich variant (kauzalni varianty v genu CI9ORF12, TREM?2). Jeden
ptipad byl vyfesen vypocetni analyzou expanzi tandemovych repetic z exomovych dat pomoci
ExpansionHunter softwaru (Dolzhenko et al., 2019) (expanze ATNI). Jeden piipad byl
objasnén kombinaci exomu s tradi¢nim Sangerovym sekvenovanim a optimalizaci pfipravy
PCR-sekvenovaného produktu (DNAJCS5). A jeden piipad byl objasnén specifickou
amplifikaci repetitivni oblasti pomoci repeat primed PCR (DeJesus-Hernandez et al., 2011)
(RP-PCR, expanze repetice C9ORF72).

U dvou pacientll jsme pomoci exomového sekvenovani identifikovali kandidatni slozené
heterozygotni varianty v genu CYP27A1, resp. NPCI1, ale nemohli jsme dale vySetfit jejich

fazi a tedy kauzalitu kvili nedostupnosti materidlu.

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

van den Ameele J, Jedlickova I, Pristoupilova A, et al. (2018): Teenage-onset progressive
myoclonic epilepsy due to a familial C90rf72 repeat expansion. Neurology.;90(8):e658-
€663. doi: 10.1212/WNL.0000000000004999. 1F=9.91
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Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Pfistoupilova A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult
neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially missed by
Sanger and whole-exome sequencing. Eur J Hum Genet.;28(6):783-789. doi:
10.1038/s41431-019-0567-2. 1F=4.246

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

chromozomu 20 a kdéduje protein ,,cysteine string protein a““ (CSPa). CSPa je chaperonovy
protein, ktery je soucasti synaptickych vacki a nachéazi se v neuronalni presynaptické oblasti.
Je soucasti SNARE proteinového komplexu a podili se na fuzi synaptickych vacki
s plasmatickou membranou, je tedy esencialni pro neurotransmisi (Tobaben et al., 2001;
Fernandez-Chacon et al., 2004).

Varianty v genu DNAJCS5 byly identifikovany v roce 2011 na naSem pracovisti (Noskova et
al., 2011) jako pric¢ina autosomaln¢ dominantni formy ANCL, NCL4 (OMIM #162350), také
oznacovany jako typ Parry. AD-ANCL nese oznaceni Parry podle rozsahlé rodiny Parry, ktera
byla popséna v 70. letech 20. stoleti jako prvni rodina s AD-ANCL (Boehme ef al., 1971).

Vramci ANCL Kkonsorcia jsme studovali familidrni pripad kanadské rodiny
s autozomalné dominantni dédi¢nosti, ktera byla klinicky i neuropatologicky suspektni
pro ANCL.

S ohledem na znamy prevalentni gen jsme zvolili pfistup cilené¢ho sekvenovani DNAJCS.
Negativni ndlez odstartoval necilenou strategii sekvenovanim exomu dvou postizenych bratra
na platformé Illumina HiSeq 2000. Na ziklad¢é autozomalné dominantni dédicnosti v roding
jsme sledovali anotované varianty, jejichz frekvence vyskytu v heterozygotnim stavu
v populaci byla mensi nez 0,5 % na zdkladé ExAC databaze (Karczewski et al., 2020). Jelikoz
jsme neodhalili kauzélni 1ézi, sniZzili jsme pokryti variant z nejméné deseti na pét ¢teni a
odhalili jsme duplikaci 30 pari bazi v genu DNAJCS.

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

Zasadni pro detekci a vizualizaci varianty bylo pouziti funkce ,,show soft clipped bases*,
zobrazeni tzv. meékkych bazi, tedy sekvenacnich produkti, které plné neodpovidaji referencni
sekvenci (Hart ef al., 2013). Objevili jsme tak u obou postiZzenych bratri 30 bp duplikaci
v exonu 4 genu DNAJCS5 chr20:2.62562252 62562281dup (hg19);
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NM 025219.2:¢.370 _399dup (p.(Cys124 Cys133dup)). Nasledn¢ jsme modifikovali nas
puvodni PCR protokol pro ptipravu produktu pro Sangerovo sekvenovani a potvrdili jsme

pfitomnost mutované alely také tradicnim Sangerovym sekvenovanim.

Tento piipad demonstruje uskali tradi¢nich pristupi genomiky:

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

ii) poddiagnostikovani obdobnych varianty s citlivosti na amplifika¢ni podminky s naslednou

faleSnou negativitou pii bézném diagnostickém sekvenovani v rutinnim provozu.

Tato nova 30 bp duplikace v genu DNAJC5 vede k duplikaci centralniho motivu CSPa, ktery
je tvofen sekvenci ,,cystein string™ bohatou na aminokyselinu cystein (Cys, C). Cysteinova
rezidua CSPa jsou bohaté¢ palmitoylovdna a jsou zodpovédna za membranové interakce

CSPa. (Gundersen et al., 1996; Chamberlain & Burgoyne, 1998).

In silico analyza pomoci programu ProtScale, CSS-Palm ukazala, ze duplikace tohoto motivu
vede ke zvysené hydrofobicit¢ proteinu a zvySuje jeho palmitoylaéni potencidl. Takovy
protein muiZze snaze podléhat agregovani.

In vitro funkéni charakterizaci na urovni tranzientniho bunééného modelu CADS
imortalizované neurondlni bunécné linie jsme ukézali, Ze nova 30 bp duplikace vede k chybné
lokalizaci mutovaného DNAJCS5 p.(Cysl24 Cys133dup). Podobny efekt byl popsan u
ptedeslych DNAJCS variant (Noskova et al., 2011).

Ve zkratce, tranzientni bunéény model CADS exprimujici GFP-znaceny mutovany a divokou
formu (wt) CSPa ukazal, Ze protein nesouci duplikaci CSD vykazuje sniZzenou lokalizaci na
plasmatické membrané a je pfitomen piedev§im v cytoplasmeé ve formé diftiznich nebo
hrubych granularnich inkluzi. Kolokalizuje s markery edoplasmatického retikula a Golgiho

aparatu, wt nikoliv.

Analyza bunéénych lyzath metodou Western blot s pouzitim chemické depalmitoylace
ukazala, ze protein nesouci duplikaci je pfitomen vyhradn€¢ ve form&€ nepalmitoylovang,
zatimco dalSi dva mutované proteiny jsou pfitomny ve formé palmitoylované i
nepalmitoylované. VSechny tfi mutantni formy CSPo LI115R, L116A a mutant s CSD
duplikaci C124-C133 tvoii vysokomolekularni agregaty, divoky typ CSPa nikoliv.
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Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Pfistoupilova A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult
neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially missed by
Sanger and whole-exome sequencing. Eur ] Hum Genet.;28(6):783-789. doi:
10.1038/s41431-019-0567-2. 1F=4.246

4.2.Stanoveni genetické piiciny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou
variantou SMN/

SMA jsou heterogenni skupinou dédicnych neurodegenerativnich nemoci, které jsou
charakterizovany progresivni degeneraci alfa motoneuronti pfednich rohtt miSnich v pateii a
mozkovém kmeni (Lefebvre et al., 1995).

Genetické vySeti‘eni pacienti suspektnich pro SMA je zaloZeno na stanoveni poctu kopii
exonu 7 a 8 genti SMNI a SMN2 metodou MLPA (Arkblad et al., 2006; Scarciolla ef al.,
2006). Tato metoda je zacilena na nejcastéjsi variantu klasickych proximalnich forem SMA,
kterou je homozygotni delece exonu 7 a/nebo 8 genu SMNI na chromozomu 5 (5q-SMA).
V ptipadé negativniho vysledku je déale provadéno Sangerovo sekvenovani vSech exonti genu
SMN1 pro hledani jiné kauzalni genetické varianty. 2%-5% 5q-SMA pacientli jsou sloZeni
heterozygoti pro intragenovou variantu SMN/ a klasickou deleci exonu 7(8) SMNI. (Wirth et
al., 1997; Parsons et al., 1998).

Pocet kopii SMN2 je stanovovan s ohledem na jeho kompenza¢ni funkci v pfipadé
bialelického defektu SMNI. Kopie SMN2 mohou dosahovat po¢tu 0-6 a jejich vyssi pocet

v mnoha piipadech vede k mirnéjSimu fenotypu (Calucho et al., 2018).

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

Jako modifikator SMA fenotypu byla identifikovana jednonukleotidovd zdména v exonu 7
genu SMN2, kterd vede ke zvySené expresi plnodélkového SMN2 transkriptu a mirnéjSimu
fenotypu (Prior et al., 2009). Dale byly reportovany vzacné piipady muzii s homozygotni
deleci SMN1, kteti byli asymptomati¢ti. U nich byla detekovéna zvySena exprese plastinu 3
(PLS3), ktery je lokalizovan na chromozomu X. Jelikoz PLS3 hraje roli v axonogenesi,

existuje hypotéza, Ze mize byt protektivnim modifikatorem SMA (Oprea ef al., 2008).

S ohledem na homologni oblast bohatou na retrotransposibilni A/u elementy, ve které se

SMNI gen nachazi, miZe byt geneticka analyza SMA pacientii pomérné komplikovana.
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Cast populace nese dvé kopie SMNI na jednom chromozomu a deleci SMNI na druhém

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

Problematice SMA jsme se zacCali vénovat prostiednictvim slovenského pracovisté
v Kosicich, kdy nas kontaktoval klinicky genetik s prosbou o konzultaci a spolupraci na
geneticky nejasném piipadu slovenské pacientky s SMA.

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

2020).

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

Kombinaci analyzy cDNA, kvantitativniho PCR (qPCR), rozsahlého ,long-range“
sekvenovani a Alu-zprostredkovaného PCR SMNI1 a SMN2 jsme odhalili intragenovou
deleci SMN1 exonii 2a-5 iniciovanou A/u elementy.

Pacientka byla tedy slozenym heterozygotem pro klasickou deleci exonu 7 zdédénou od
matky a unikatni deleci zprosttedkovanou A/u elementy zdédénou od otce. Kauzalitu SMNI
jsme podpofili detekei zasadné sniZzeného mnoZstvim SMN proteinu u pacientky metodou
Western blot z leukocytii periferni krve.

Objasnénim genetické priiny jsme tak umoznili rodin€ alespoi nepfimou preimplantacni

diagnostiku prostfednictvim vylouceni delece exonu 7 SMN1 zdédéné od matky.

Jelikoz je vySetteni homozygotni delece exonu 7 SMNI metodou qPCR pouzivano pfi
novorozeneckém screeningu (NS) SMA, Ize ocekavat, Ze pacienti, jako je vySe popsana
pacientka, nebudou zachyceni. V takovém piipadé musime byt pfipraveni v okamziku nastupu
fenotypu SMA co nejrychleji definovat SMNI genetické 1éze pro vCasné zahdjeni dostupné

terapie. Podani terapie je podminéno identifikaci bialelické¢ho defektu SMNI.

Vysledky NS v Némecku (Vill et al., 2021) po dvou letech jeho pilotniho programu uvadéji
100 % zachyt SMA pacientl, kterych se podafilo odhalit 40. Vysledky vCasného zahajeni
ASO terapie Nusinersen (Zolgensma v té dob€ nebyla dostupnd) jsou ohromujici. Pacienti, u

kterych byla 1é¢ba zahijena pred propuknutim nemoci, nevykazuji Zadné symptomy
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SMA. U zcela casnych forem s nastupem fenotypu hned po narozeni je dosazeni milnika
vyvoje ¢astecné opozdeéno, ale zadny z pacientll neni odkdzan na umélou plicni ventilaci.

Podavani terapie u pacientii se 4 a vice kopiemi SMN2 je pfedmétem debaty, jelikoz tito
pacienti nemusi SMA vubec vyvinout. Na druhou stranu vysledky NS v Némecku ukazuji, ze
az u 45 % pacientd nesoucich piedevsim 4 a vice kopii SMN2 byl pocet SMN2 kopii stanoven

nespravné.

S ohledem na vySe diskutovany pripad slovenské pacientky s SMA doporucujeme
nasledujici postup molekularné genetického testovani.

U pacientt, ktefi jsou klinicky suspektni pro SMA a nebyly u nich detekovany 2 mutované
SMNI alely rutinni DNA diagnostikou (MLPA, Sangerovo sekvenovani SMNI),
doporucujeme vysetfit kvalitu cDNA SMNI a SMN2 pacienta a rodici. V pripadé
negativniho nalezu musi byt pacient a rodi¢e indikovani pro exomové nebo genomové
sekvenovani. V piipadé nejasného nalezu cDNA SMNI a SMN2 (detekce zmény kvality
transkriptu) doporucujeme vysetfit pocet kopii vSech exonit SMN1/2 pomoci qPCR, mnozstvi
SMN proteinu metodou WB a ptipadné mapovat genetickou 1ézi pomoci Au-PCR (Majer &
Sikora, 2021) (Obr. 2).

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

Izolace RNA z leukocyt(
periferni krve a ndsledné
vysetieni cDNA SMNIa SMN2
u pacienta a rodicU

V pripadé negativniho vysledku V pfipadé nejasného vysledku

gPCR vsech exonl J

Exomové nebo genomoveé [

SMN1aSMN2
sgkvenovénf Vysetieni mnozstvi SMN
pacienta a rodicl proteinu metodou WB

z leukocytl periferni krve
u pacienta a rodic

Alu-zprostfedkované
PCR

Obr. 2 Schéma navrzeného postupu pro molekularné genetickou analyzu u SMNI
negativnich pacienti s SMA. Vzdy je nezbytné v ptipad¢ dostupnosti provadét veskeré
genetické testovani na triu pacient a rodie pro zvySeni pifesnosti analyz a sledovani
dédicnosti mutovanych alel v roding.
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Jedlickova I, Ptistoupilova A, Noskova L, et al. (2020): Spinal muscular atrophy caused by
a novel Alu-mediated deletion of exons 2a-5 in SMNI undetectable with routine genetic
testing. Mol Genet Genomic Med.;8(7):e1238.

doi: 10.1002/mgg3.1238. IF=3.09

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

Infantilni forma NIID (iNIID) je raritni neuropatologickou diagndézou. Doposud bylo
celosvétoveé v odborné literatufe popsano pouze 8 pacientd s iNIID (Sikora et al., 2021) a
vSichni byli diagnostikovani neuropatologicky post mortem na zaklad¢ nalezu neuronalnich
jadernych inkluzi v centralni nervové soustavé (CNS). Geneticky je iNIID nedefinovana a
jeji diagnostikovani béhem Zivota bez znalosti genetické pri¢iny je v podstaté nemoZné.
Pacienti nevykazuji specifickou symptomatologii ani specifické biochemické zmény a
vySetieni koZni biopsie je negativni. Podstatnym voditkem mutze byt progresivni

cerebelarni atrofie viditelna na MRI vySetieni, ktera se projevuje cerebelarni ataxii.

Zabyvali jsme se ptipadem pacienta, ktery se prezentoval od v€ku dvou let regresi
psychomotorického vyvoje, a vygradoval do vegetativniho stavu a Gmrti ve véku 7 let
v disledku respiracni infekce. U pacienta jsme stanovili post mortem neuropatologickou
diagnézu iNIID (Sikora ef al., 2021).

S ohledem na nezndmou genetickou pficinu této klinické jednotky bylo provedeno genomové
sekvenovani pacienta na platform¢ Illumina NovaSeq, materidl rodi¢ti nebyl dostupny.
Analyza genomovych dat u solitérniho ptipadu, které se v soucasné dobé vénujeme, je
komplikovana s ohledem na enormné vysoké mnoZstvi variant nezndmého vyznamu. NaSe
snahy kontaktovat autory historickych publikaci o iNIID pacientech a vytvotit kohortu iNIID

prozatim nebyly tspésné.

Vroce 2019 byly publikovany prace, které identifikovaly expanzi GGC repetic
v NOTCH2NLC jako genetickou priinu asijské formy adultni NIID (aNIID). Autofii
pouzili genomového sekvenovani s dlouhym c¢tenim v kombinaci s vazebnou analyzou

(Ishiura ef al., 2019; Sone et al., 2019; Tian et al., 2019).
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S timto ohledem jsme navrhli metodu pro vySetteni NOTCH2NLC expanze u iNIID pacienta
na nasem pracovisti. Zaméfili jsme se na specifickou amplifikaci NOTCH2NLC genu, ktery se
nachazi na chromozomu 1 spolu s dal§imi vysoce homolognimi geny NOTCH2NLA,
NOTCH2NLB, NOTCH2NLR, NOTCH?.

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

Pritomnost expanze NOTCH2NLC jsme timto pristupem vyloudili a demonstrujeme tak

genetickou heterogenitu NIID.

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

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

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

5. Diskuse a zavér

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

sekvenacni technologie s dlouhym ¢tenim u NIID.

Systematicka klinickd, neuropatologicka a geneticka charakterizace ANCL pacientd v ramci
Kufsova konzorcia vedla k odhaleni fady alternativnich diagnéz. Pomoci exomového
sekvenovani a dalSich molekularné genetickych technik jsme byli schopni definovat
genetickou pri¢inu ve 28 % ANCL pripada (FTD/C9ORF72, DRPLA/ATNI,
NBIA/CI90RF12, TREM?2, AD-ANCL/DNAJCS5). Nase vysledky demonstruji klinickou a
genetickou heterogenitu adultnich forem neurodegeneraci obecné a ukazuji, Ze identifikace

genetické priciny je klicové pro stanoveni spravné diagnozy.
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Pacienti, ktefi v naSem souboru nebyli geneticky definovani, mohou byt nositeli kauzalnich
variant, které exomové sekvenovani nepokryva. Jmenujme hluboké intronové varianty,
rozsahlé strukturnich varianty nebo zcela nové expanze TR (Burdick et al., 2020). Tito
pacienti mohou byt dale indikovéani ke genomovému sekvenovani. Genomové sekvenovani s
dlouhym ctenim bylo recentné uspésné aplikovano pro studium genetické pfi¢iny tady

neurodegeneraci s expanzemi TR (Su et al., 2021).

Tato prace dale vedla k identifikaci nové unikatni duplikace v genu DNAJCS. Funk¢ni
studie na urovni tranzientniho bunééného modelu demonstrovaly kauzalitu varianty pro
chybnou intracelularni lokalizaci a sniZenou palmitoylaci mutovaného CSPa a pro
tvorbu vysokomolekularnich agregatii CSPa. Nasari et al. ukdzal v recentni studii, Ze
cysteinova doména (ve které se nachazi také nami identifikovand duplikace) u mutovanych
forem CSPa, ztraci schopnost palmitoylace a vede k oligomerizaci CSPa. Ta je prekvapive
zprosttedkovana vazbou Fe-S klastri (Naseri et al., 2020). Mutovany CSPa interaguje s
divokym typem CSPa a ztraci svou funkei jako chaperon pro formovani SNARE komplexu v
presynaptické oblasti. Nasari demonstroval, Ze patologickd oligomerizace mutovaného
proteinu CSPa a defekt SNARE komplexu mohou byt na tirovni bunéénych modelli zmirnény

aplikaci chelatort zeleza.

Tato dizertacni prace dale pfispéla k rozsireni fenotypového spektra C9ORF72 expanze
kauzalni pro ALS/FTD. Expanzi jsme identifikovali u pacientky prezentujici se progresivni
myoklonickou epilepsii (PME) s rapidné¢ postupujici neurodegeneraci a komplexnim
neuropsychiatrickym fenotypem v rodin€. NaSe prace je prvnim reportem asociace fenotypu

PME a genetické léze expanze TR CIORF72.

V ramci problematiky SMA jsme se veénovali genetické charakterizaci pacientky s
monoalelickou mutaci SMNI. Tento ptipad zasadnim zplsobem demonstruje vyznam
individualizované molekularné genetické analyzy u pacientl se vzacnymi nemocemi.

U pacientky jsme identifikovali unikatni deleci exonii 2a-5 SMNI zprostifedkovanou Alu
elementy. Doposud byly 4/u zprosttedkované delece SMNI popsany jen ve dvou piipadech.
Jednalo se o deleci v rozsahu intronti 4 az 6 (Wirth et al., 1999) a homozygotni deleci exonti 1
az 6 SMNI (Thauvin-Robinet et al., 2012). Varianty se nach4dzi mimo oblast testovanou

rutinni DNA diagnostikou a NS SMA. Takovi pacienti tedy nebudou zachyceni. V ptipadé
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nastupu symptomu bude zasadni v€asna aplikace dnes jiz dostupné 1€cby, ktera je podminéna
identifikaci defektu obou alel SMNI. Na zaklad€ nasi zkuSenosti jsme vytvofili metodicky
postup pro efektivni molekularné genetickou analyzu geneticky neobjasnénych SMA

pripadi.

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

pracovisti.
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