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Abstrakt  

Metody sekvenování DNA druhé (NGS) a třetí generace (TGS) zásadním způsobem ovlivnily 

strategii identifikace genetických příčin nemocí. Především použití exomového sekvenování 

zvýšilo účinnost identifikace kauzálních variant ve studovaných souborech pacientů z 

jednotek na desítky procent.  

Vzácné neurodegenerativní nemoci jsou unikátní svou klinickou i genetickou heterogenitou a 

širokou diferenciální diagnostikou. NGS a TGS technologie sehrály klíčovou roli 

v porozumění patomechanismu vzácných neurodegenerativních nemocí. Použití těchto 

technologií cestou výzkumu je u mnoha pacientů jedinou možností pro stanovení správné 

diagnózy, poskytnutí genetického poradenství a pro indikaci adekvátní léčby.  

Tato dizertační práce se zaměřuje na studium molekulární příčiny vybraných vzácných 

neurodegenerativních nemocí - adultní neuronální ceroidní lipofuscinózy (ANCL), spinální 

svalové atrofie (SMA) a neuronální intranukleární inkluzní nemoci (NIID). Studium 

molekulární příčiny těchto klinických jednotek s využitím moderních metod sekvenování a 

analýzy DNA vedlo k identifikaci kauzálních variant v souboru ANCL pacientů, vytvoření 

metodického postupu pro genetické testování SMA pacientů s negativním SMN1 nálezem a 

navržení metody pro vyšetření expanze tandemových 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 
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identification of causal lesions in ANCL suspect patients. We provide a concept of genetic 

testing for SMN1 negative SMA patients and present a method for validation of tandem repeat 

expansion in NIID. 

1. Úvod 

 

Dle evropské klasifikace je nemoc definována jako vzácná, pokud postihuje méně než 

jednoho člověka na 2000 obyvatel (Moliner & Waligora, 2017; Nguengang Wakap et al., 

2020). Mezi vzácné neurodegenerativní nemoci můžeme řadit specifické neurodegenerativní 

proteinopatie, jako je neuronální intranukleární inkluzní nemoc (NIID), neurometabolické 

nemoci, jako jsou neuronální ceroidní lipofuscinózy (NCL), nebo nervosvalové nemoci jako 

jsou spinální svalové atrofie (SMA).  

Jejich sjednocujícím prvkem je proces neurodegenerace, který je definován jako 

postupující zánik struktury a funkce specifických skupin neuronů různých oblastí nervového 

systému. Zasažená subpopulace neuronů určuje výslednou symptomatologii. (Przedborski et 

al., 2003; Ambler, 2011).  

V této práci se zaměřuji na dětské a dospělé pacienty s vybranými formami neurodegenerací, 

jelikož neurodegenerativní nemoci jsou z hlediska správné (DNA)diagnostiky 

mimořádnou výzvou. 

2. Cíle práce 

 

Hlavním cílem této dizertační práce bylo pokusit se odhalit genetickou příčinu a definovat 

molekulární mechanismus procesu neurodegenerace u vybraných pacientů s klinicko-

patologickým obrazem vzácných neurodegenerativních nemocí ANCL, SMA a iNIID.  

Metodicky byly použity DNA sekvenační technologie nové generace zahrnující exomové 

sekvenování na platformách SOLiD a Illumina, dále sekvenování s dlouhým čtením Pacific 

Biosciences v kombinaci s širokým spektrem molekulárně-biologických technik individuálně 

navržených pro každého pacienta a jeho specifickou patologii.  

 

Jednotlivé části této práce mají následující cíle:  

1. Identifikace genetické a molekulární příčiny ANCL. 

1.1. Využití exomového sekvenování k identifikaci genetické příčiny ANCL ve 

spolupráci s mezinárodním konzorciem „The adult NCL gene discovery 

consortium“. 
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1.2. Objasnění patomechanismu nově identifikované 30 bp duplikace v genu DNAJC5. 

2. Stanovení genetické příčiny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou variantou 

SMN1. 

3. Navržení metodiky a použití DNA-sekvenační technologie s dlouhým čtením Pacific 

Biosciences pro vyšetření přítomnosti expanze NOTCH2NLC u iNIID.   

3. Metodika 

 

Vývoj vysokokapacitního masivně paralelního sekvenování tzv. sekvenačních metod nové 

generace nebo také druhé generace (NGS) změnil přístup ve strategii identifikace nových 

genů podmiňujících vzácné nemoci.  

 

U monogenních nemocí dominuje genomové sekvenování se zacílením na protein kódující 

oblasti souhrnně nazývané exom, tedy exomové sekvenování (Choi et al., 2009; Ng et al., 

2009; Ng et al., 2010). Exom představuje ~1 % lidského genomu; dnes je známo, že 85 % 

kauzálních variant podmiňujících monogenní nemoci se nachází v těchto oblastech (Choi et 

al., 2009). V posledních letech je exomové sekvenování používáno také pro hledání de novo 

variant, kdy je sekvenováno tzv. trio, tedy proband a rodiče (Goldmann et al., 2019).  

S ohledem na snižující se náklady na NGS sekvenování se stalo dostupnějším také 

sekvenování kompletního genomu, které v současné době čítá přibližně 1000 EUR. 

Genomové sekvenování umožňuje odhalit kauzální varianty v intronových a intergenových 

oblastech, poskytuje více uniformní pokrytí a zvyšuje citlivost pro detekci malých 

strukturních variant (Gilissen et al., 2014; Bahlo et al., 2018).  

Efektivitu genomového sekvenování významně zvyšuje jeho kombinace s RNA 

sekvenováním, tedy sekvenováním aktivního transkriptomu jedince. Porovnání aberantních 

forem transkriptů s identifikovanými lézemi genomového sekvenování výrazně zúží volbu 

kandidátních variant (Aneichyk et al., 2018).  

 

Významnou limitací NGS metod je sekvenování fragmentované DNA knihovny, kdy se 

délka jednotlivých fragmentů pohybuje kolem 150-300 bp (Ashley, 2016). Tento nedostatek 

NGS metod inspiroval vývoj dalších sekvenačních technologií, které nejsou založeny na 

přípravě fragmentované DNA knihovny. Rozšiřují tak spektrum detekovatelných variant a 

zároveň zvyšují přesnost a tím mohou snižovat dobu stanovení diagnózy vzácných nemocí. 
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Také strukturní varianty, repetitivní elementy a GC bohaté oblasti nebo sekvence s vysoce 

homologními elementy v genomu jsou obtížně charakterizovatelné prostřednictvím  NGS 

(Treangen & Salzberg, 2011).  

 

S tímto ohledem byly vyvinuty tzv. sekvenátory s dlouhým čtením (Mantere et al., 2019), 

které jsou schopny sekvenovat jednotlivé molekuly DNA bez fragmentování DNA na krátké 

úseky. Jsou nazývány sekvenátory třetí generace (TGS). Patří mezi ně sekvenátory PacBio 

společnosti Pacific Biosicences (English et al., 2012) nebo MinION Oxford Nanopore (Jain et 

al., 2016; Su et al., 2021). 

TGS dovolí detekovat až desítky kb v jednom kontinuálním čtení s nízkou mapovací 

chybovostí a umožní tak detekci rozsáhlých strukturních variant (Miao et al., 2018; Sone et 

al., 2019).  

3.1. Exomové sekvenování 

Prvním krokem exomového sekvenování je příprava DNA knihovny. DNA je fragmentována 

sonikací nebo enzymatickým štěpením na fragmenty o délce 150-300 bp. Po přečištění jsou na 

konce fragmentů ligovány adaptory. DNA knihovna je následně amplifikována pomocí PCR s 

použitím primerů komplementárních k adaptorům.  

Následuje hybridizace DNA knihovny s oligonukleotidovými sondami specifickými pro 

exony. V této práci byly použity sekvenační platformy SOLiD a Illumina. V případě Illumina 

technologií jsou fragmenty DNA následně ligovány prostřednictvím adaptorů na pevný povrch. 

V případě systému SOLiD se fragmenty ligují na kuličky, na kterých probíhá amplifikace pomocí 

PCR. U platformy Illumina probíhá tzv. můstková amplifikace, v případě SOLiD tzv. emulzní 

PCR. U paltformy Illumina probíhá sekvenace syntézou pomocí fluorescenčně značených 

reverzibilních terminátorů, u platforem SOLiD probíhá sekvenační reakce na základě ligace 

fluorescenčně značených oligonukeotidových sond (Mardis, 2008). 

3.2. Sekvenování s dlouhým čtením v reálném čase Pacific Biosciences 

V této práci byl použit sekvenátor s dlouhým čtením PacBio společnosti Pacific Biosciences, 

který využívá technologii sekvenování v reálném čase SMRT (single-molecule real-time 

sequencing) (Eid et al., 2009). Ve zkratce, nejprve je připravena sekvenační knihovna 

ligováním vlásenkových adaptorů na oba konce dvouvláknové DNA molekuly. Vzniká tak 

uzavřená cirkulární DNA („SMRT bell“ struktura). Knihovna je následně nanesena do reakční 

cely, kde se nachází miniaturní jamky, ve kterých je imobilizována polymeráza. Zde je 
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kombinován SMRT bell adaptor s komplementárním primerem pro iniciaci replikace. 

Sekvenování probíhá syntézou na bází inkorporace fluorescenčně značených nukleotidů, které 

jsou detekovány v reálném čase. Výhodou je získání cirkulární konsenzus sekvence (CCS), 

která díky cyklickému sekvenování zvyšuje přesnost čtení (Su et al., 2021). 

4. Výsledky a komentář k vybraným publikovaným pracem 

4.1. Studium genetické a molekulární příčiny ANCL 

4.1.1. Využití exomového sekvenování k identifikaci genetické příčiny ANCL ve 

spolupráci s mezinárodním konzorciem zvaným The adult NCL gene discovery 

consortium. 

ANCL jsou dědičné degenerativní nemoci mozku. Jsou nejvzácnějšími a nejméně 

prostudovanými formami neuronálních ceroidních lipofuscinózu (NCL). V genetické NCL 

databázi zvané „NCL Resource - A gateway for Batten disease“ (Emili Gardner, 2021) 

spravované vědeckou skupinou vedenou Sarou Mole z University College London je aktuálně 

evidováno přes 50 familiárních a sporadických případů ANCL z celého světa 

s definovanou genetickou příčinou. 

ANCL pacienti mohou mimikovat řadu dalších neurodegenerativních nemocí. Jejich klinická 

heterogenita ztěžuje jejich včasnou diagnostiku. Vodítkem pro podezření pro ANCL diagnózu 

je neuropatologický nález střádání lipopigmentu zvaného ceroid s jeho charakteristickou 

autofluorescencí a ultrastrukturou v neuronech. Finální průkaz pro potvrzení ANCL 

diagnózy poskytuje genetická analýza a identifikování kauzální varianty v postiženém genu.  

 

Geneticky jsou ANCL heterogenní. Bylo popsáno 6 genů, které ANCL podmiňují. Výhradně 

adultní formy jsou způsobeny homozygotními nebo složenými heterozygotními variantami 

v genu GRN (CLN11 (Smith et al., 2012)) a CTSF (CLN13 (Bras et al., 2016)) 

s autozomálně recesivní dědičností. Autozomálně dominantní je ANCL forma způsobená 

variantami v genu DNAJC5 (CLN4 (Noskova et al., 2011)).  

Autozomálně recesivní formy ANCL byly dále asociovány s geny PPT (CLN1 (van Diggelen 

et al., 2001)), CLN5 (Mancini et al., 2015), CLN6 (Sharp et al., 1997; Arsov et al., 2011). 

Zde se ukazuje alelická heterogenita, jelikož poslední zmiňované geny jsou rovněž kauzální 

pro dětské formy NCL.  

Zajímavé je, že zatímco homozygotní varianty v genu GRN vedou k rozvoji ANCL, tytéž 

heterozygotní varianty v GRN jsou příčinou frontotemporální demence (Gijselinck et al., 

2008). 
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ANCL jsou klinicky děleny na dvě formy (Berkovic et al., 2016):  

Kufsova nemoc typ A, pacienti se manifestují myoklonickou epilepsií. Typ A se 

vyskytuje s autosomálně recesivní i dominantní dědičností. Autosomálně recesivní forma je 

podmíněna variantami v genu CLN6, dominantní forma variantami v genu DNAJC5 (CLN4). 

Kufsova nemoc typ B, pacienti se prezentují demencí a motorickými příznaky. Typ B 

je recesivní formou a je podmíněn variantami v genu CTSF. 

ANCL se projevuje nejčastěji kolem 30. roku života, ale jsou známy také případy s časným 

nástupem v dospívání, či po 50. roku života. ANCL jsou nazývány Kufsova nemoc podle 

německého neuropatologa Hugo Friedricha Kufse (1871-1955), který ANCL poprvé popsal 

v roce 1925 (Kufs, 1925).  

 

 

Obr. 1 The adult NCL gene discovery consortium. Mezinárodní konsorcium pro ANCL 

(Kufsovo konsorcium) propojuje vědecké pracovníky oboru genetiky a genomiky, klinické 

lékaře a neuropatology z celého světa – Velké Británie, Evropy, USA, Kanady a Austrálie. 

 

Kufsovo konsorcium (Obr. 1), které vzniklo v roce 2012, bylo založeno s myšlenkou 

zefektivnění diagnostiky a podpoření výzkumu ANCL, naše pracoviště je součástí konzorcia.  

První výsledky konzorcia byly publikovány v roce 2016 (Berkovic et al., 2016). Tým 

klinických neurologů a neuropatologů sestavil panel klinicko-patologických kritérií dle 

dostupné literatury pro hodnocení ANCL suspektních pacientů. S pomocí exomového 
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sekvenování byla odhalena alternativní diagnóza v 10 z 16 hodnocených případů. U jednoho 

pacienta byla potvrzena Kufsova nemoc identifikací variant v genu CTSF.  

Práce Kufsova konzorcia se dále zaměřila na charakterizaci nových a nevyřešených ANCL 

suspektních pacientů. Tato část práce je ve fázi přípravy manuskriptu a výsledky nejsou 

publikovány a budou představeny podrobněji.  

 

Pomocí exomového sekvenování s využitím sekvenačních platforem SOLiD a Illumina jsme 

sekvenovali exom 18 familiárních a sporadických případů (7 s autozomálně dominantní 

dědičností, 9 sporadických). Soubor celkem čítal 31 probandů. Genetickou příčinu jsme 

byli schopni objasnit v 5 případech z 18 (tj. 28 %). U dalších dvou případů jsme nebyli 

schopni vyšetřit kandidátní varianty z důvodu nedostupnosti materiálu probanda a/nebo 

rodinných příslušníků.  

 

Z pěti objasněných případů byly 2 vyřešeny čistě exomovým sekvenováním s přímou 

prioritizací kandidátních variant (kauzální varianty v genu C19ORF12, TREM2). Jeden 

případ byl vyřešen výpočetní analýzou expanzí tandemových repetic z exomových dat pomocí 

ExpansionHunter softwaru (Dolzhenko et al., 2019) (expanze ATN1). Jeden případ byl 

objasněn kombinací exomu s tradičním Sangerovým sekvenováním a optimalizací přípravy 

PCR-sekvenovaného produktu (DNAJC5). A jeden případ byl objasněn specifickou 

amplifikací repetitivní oblasti pomocí repeat primed PCR (DeJesus-Hernandez et al., 2011) 

(RP-PCR, expanze repetice C9ORF72).  

U dvou pacientů jsme pomocí exomového sekvenování identifikovali kandidátní složené 

heterozygotní varianty v genu CYP27A1, resp. NPC1, ale nemohli jsme dále vyšetřit jejich 

fázi a tedy kauzalitu kvůli nedostupnosti materiálu. 

 

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. IF=9.91 

 

van den Ameele J, Jedlickova I, Pristoupilova A, et al. (2018): Teenage-onset progressive 

myoclonic epilepsy due to a familial C9orf72 repeat expansion. Neurology.;90(8):e658-

e663. doi: 10.1212/WNL.0000000000004999. IF=9.91 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27412140/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27412140/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29352102/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29352102/
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Jedličková I, Cadieux-Dion M, Přistoupilová A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult 

neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJC5 initially missed by 

Sanger and whole-exome sequencing. Eur J Hum Genet.;28(6):783-789. doi: 

10.1038/s41431-019-0567-2. IF=4.246 

4.1.2. Objasnění patomechanismu 30 bp duplikace v genu DNAJC5 

 kauzální pro AD-ANCL.Gen DNAJC5 (NG_029805.2) je lokalizovaný na 

chromozomu 20 a kóduje protein „cysteine string protein α“ (CSPα). CSPα je chaperonový 

protein, který je součástí synaptických váčků a nachází se v neuronální presynaptické oblasti. 

Je součástí SNARE proteinového komplexu a podílí se na fúzi synaptických váčků 

s plasmatickou membránou, je tedy esenciální pro neurotransmisi (Tobaben et al., 2001; 

Fernandez-Chacon et al., 2004).  

Varianty v genu DNAJC5 byly identifikovány v roce 2011 na našem pracovišti (Noskova et 

al., 2011) jako příčina autosomálně dominantní formy ANCL, NCL4 (OMIM #162350), také 

označovány jako typ Parry. AD-ANCL nese označení Parry podle rozsáhlé rodiny Parry, která 

byla popsána v 70. letech 20. století jako první rodina s AD-ANCL (Boehme et al., 1971). 

 

V rámci ANCL konsorcia jsme studovali familiární případ kanadské rodiny 

s autozomálně dominantní dědičností, která byla klinicky i neuropatologicky suspektní 

pro ANCL.  

S ohledem na známý prevalentní gen jsme zvolili přístup cíleného sekvenování DNAJC5. 

Negativní nález odstartoval necílenou strategii sekvenováním exomu dvou postižených bratrů 

na platformě Illumina HiSeq 2000. Na základě autozomálně dominantní dědičnosti v rodině 

jsme sledovali anotované varianty, jejichž frekvence výskytu v heterozygotním stavu 

v populaci byla menší než 0,5 % na základě ExAC databáze (Karczewski et al., 2020). Jelikož 

jsme neodhalili kauzální lézi, snížili jsme pokrytí variant z nejméně deseti na pět čtení a 

odhalili jsme duplikaci 30 párů bází v genu DNAJC5.  

Překvapivé bylo, že tato varianta nebyla viditelná ve standardním nastavení vizualizačního 

programu Integrative Genomics Viewer (IGV, (Robinson et al., 2011)), který umožnuje 

zobrazení pokrytí genomové sekvence získanými sekvenačními produkty.  

Zásadní pro detekci a vizualizaci varianty bylo použití funkce „show soft clipped bases“, 

zobrazení tzv. měkkých bází, tedy sekvenačních produktů, které plně neodpovídají referenční 

sekvenci (Hart et al., 2013). Objevili jsme tak u obou postižených bratrů 30 bp duplikaci 

v exonu 4 genu DNAJC5 chr20:g.62562252_62562281dup (hg19); 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
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NM_025219.2:c.370_399dup (p.(Cys124_Cys133dup)). Následně jsme modifikovali náš 

původní PCR protokol pro přípravu produktu pro Sangerovo sekvenování a potvrdili jsme 

přítomnost mutované alely také tradičním Sangerovým sekvenováním.  

 

Tento případ demonstruje úskalí tradičních přístupů genomiky: 

i) citlivost bioinformatické analýzy ve smyslu nastavení podmínek pro vyvolání anotovaných 

variant; 

ii) poddiagnostikování obdobných varianty s citlivostí na amplifikační podmínky s následnou 

falešnou negativitou při běžném diagnostickém sekvenování v rutinním provozu.  

 

Tato nová 30 bp duplikace v genu DNAJC5 vede k duplikaci centrálního motivu CSPα, který 

je tvořen sekvencí „cystein string“ bohatou na aminokyselinu cystein (Cys, C). Cysteinová 

rezidua CSPα jsou bohatě palmitoylována a jsou zodpovědná za membránové interakce 

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

 

In silico analýza pomocí programu ProtScale, CSS-Palm ukázala, že duplikace tohoto motivu 

vede ke zvýšené hydrofobicitě proteinu a zvyšuje jeho palmitoylační potenciál. Takový 

protein může snáze podléhat agregování.  

In vitro funkční charakterizací na úrovni tranzientního buněčného modelu CAD5 

imortalizované neuronální buněčné linie jsme ukázali, že nová 30 bp duplikace vede k chybné 

lokalizaci mutovaného DNAJC5 p.(Cys124_Cys133dup). Podobný efekt byl popsán u 

předešlých DNAJC5 variant (Noskova et al., 2011).  

Ve zkratce, tranzientní buněčný model CAD5 exprimující GFP-značený mutovaný a divokou 

formu (wt) CSPα ukázal, že protein nesoucí duplikaci CSD vykazuje sníženou lokalizaci na 

plasmatické membráně a je přítomen především v cytoplasmě ve formě difúzních nebo 

hrubých granulárních inkluzí. Kolokalizuje s markery edoplasmatického retikula a Golgiho 

aparátu, wt nikoliv.  

 

Analýza buněčných lyzátů metodou Western blot s použitím chemické depalmitoylace 

ukázala, že protein nesoucí duplikaci je přítomen výhradně ve formě  nepalmitoylované, 

zatímco další dva mutované proteiny jsou přítomny ve formě palmitoylované i 

nepalmitoylované. Všechny tři mutantní formy CSPα L115R, L116Δ a mutant s CSD 

duplikací C124-C133 tvoří vysokomolekulární agregáty, divoký typ CSPα nikoliv. 
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Jedličková I, Cadieux-Dion M, Přistoupilová A, et al. (2020): Autosomal-dominant adult 

neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJC5 initially missed by 

Sanger and whole-exome sequencing. Eur J Hum Genet.;28(6):783-789. doi: 

10.1038/s41431-019-0567-2. IF=4.246 

4.2. Stanovení genetické příčiny SMA fenotypu u pacientky s monoalelickou 

variantou SMN1 

SMA jsou heterogenní skupinou dědičných neurodegenerativních nemocí, které jsou 

charakterizovány progresivní degenerací alfa motoneuronů předních rohů míšních v páteři a 

mozkovém kmeni (Lefebvre et al., 1995).  

Genetické vyšetření pacientů suspektních pro SMA je založeno na stanovení počtu kopií 

exonu 7 a 8 genů SMN1 a SMN2 metodou MLPA (Arkblad et al., 2006; Scarciolla et al., 

2006). Tato metoda je zacílena na nejčastější variantu klasických proximálních forem SMA, 

kterou je homozygotní delece exonu 7 a/nebo 8 genu SMN1 na chromozomu 5 (5q-SMA). 

V případě negativního výsledku je dále prováděno Sangerovo sekvenování všech exonů genu 

SMN1 pro hledání jiné kauzální genetické varianty. 2%-5% 5q-SMA pacientů jsou složení 

heterozygoti pro intragenovou variantu SMN1 a klasickou deleci exonu 7(8) SMN1. (Wirth et 

al., 1997; Parsons et al., 1998). 

Počet kopií SMN2 je stanovován s ohledem na jeho kompenzační funkci v případě 

bialelického defektu SMN1. Kopie SMN2 mohou dosahovat počtu 0-6 a jejich vyšší počet 

v mnoha případech vede k mírnějšímu fenotypu (Calucho et al., 2018). 

 

V literatuře jsou reportovány vzácné případy asymptomatických homozygotů pro SMN1 

deleci, kteří měli 5 kopií SMN2. Takové případy demonstrují, že 5 kopií SMN2 patrně může 

kompenzovat kompletní deficit SMN1 (Prior et al., 2004).  

Jako modifikátor SMA fenotypu byla identifikována jednonukleotidová záměna v exonu 7 

genu SMN2, která vede ke zvýšené expresi plnodélkového SMN2 transkriptu a mírnějšímu 

fenotypu (Prior et al., 2009). Dále byly reportovány vzácné případy mužů s homozygotní 

delecí SMN1, kteří byli asymptomatičtí. U nich byla detekována zvýšena exprese plastinu 3 

(PLS3), který je lokalizován na chromozomu X. Jelikož PLS3 hraje roli v axonogenesi, 

existuje hypotéza, že může být protektivním modifikátorem SMA (Oprea et al., 2008). 

 

S ohledem na homologní oblast bohatou na retrotransposibilní Alu elementy, ve které se 

SMN1 gen nachází, může být genetická analýza SMA pacientů poměrně komplikovaná. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31919451/
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Část populace nese dvě kopie SMN1 na jednom chromozomu a deleci SMN1 na druhém 

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

 

Problematice SMA jsme se začali věnovat prostřednictvím slovenského pracoviště 

v Košicích, kdy nás kontaktoval klinický genetik s prosbou o konzultaci a spolupráci na 

geneticky nejasném případu slovenské pacientky s SMA. 

Pacientka se prezentovala SMA fenotypem a MLPA analýza u ní stanovila pouze jednu kopii 

exonu 7 genu SMN1, tedy heterozygotní deleci SMN1. Jelikož SMA je autozomálně recesivní 

onemocnění, heterozygotní delece nevysvětlovala fenotyp pacientky. U pacientky byla 

provedena řada dalších genetických vyšetření s negativním výsledkem (Jedlickova et al., 

2020). 

 

S ohledem na vysoce suspektní SMA fenotyp jsme se zaměřili na cílené a komplexní 

vyšetření SMN1 genu.  

Kombinací analýzy cDNA, kvantitativního PCR (qPCR), rozsáhlého „long-range“ 

sekvenování a Alu-zprostředkovaného PCR SMN1 a SMN2 jsme odhalili intragenovou 

deleci SMN1 exonů 2a-5 iniciovanou Alu elementy.  

Pacientka byla tedy složeným heterozygotem pro klasickou deleci exonu 7 zděděnou od 

matky a unikátní deleci zprostředkovanou Alu elementy zděděnou od otce. Kauzalitu SMN1 

jsme podpořili detekcí zásadně sníženého množstvím SMN proteinu u pacientky metodou 

Western blot z leukocytů periferní krve.  

Objasněním genetické příčiny jsme tak umožnili rodině alespoň nepřímou preimplantační 

diagnostiku prostřednictvím vyloučení delece exonu 7 SMN1 zděděné od matky.  

 

Jelikož je vyšetření homozygotní delece exonu 7 SMN1 metodou qPCR používáno při 

novorozeneckém screeningu (NS) SMA, lze očekávat, že pacienti, jako je výše popsaná 

pacientka, nebudou zachyceni. V takovém případě musíme být připraveni v okamžiku nástupu 

fenotypu SMA co nejrychleji definovat SMN1 genetické léze pro včasné zahájení dostupné 

terapie. Podání terapie je podmíněno identifikací bialelického defektu SMN1.   

 

Výsledky NS v Německu (Vill et al., 2021) po dvou letech jeho pilotního programu uvádějí 

100 % záchyt SMA pacientů, kterých se podařilo odhalit 40. Výsledky včasného zahájení 

ASO terapie Nusinersen (Zolgensma v té době nebyla dostupná) jsou ohromující. Pacienti, u 

kterých byla léčba zahájena před propuknutím nemoci, nevykazují žádné symptomy 
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SMA. U zcela časných forem s nástupem fenotypu hned po narození je dosažení milníků 

vývoje částečně opožděno, ale žádný z pacientů není odkázán na umělou plicní ventilaci.   

Podávání terapie u pacientů se 4 a více kopiemi SMN2 je předmětem debaty, jelikož tito 

pacienti nemusí SMA vůbec vyvinout. Na druhou stranu výsledky NS v Německu ukazují, že 

až u 45 % pacientů nesoucích především 4 a více kopií SMN2 byl počet SMN2 kopií stanoven 

nesprávně.  

 

S ohledem na výše diskutovaný případ slovenské pacientky s SMA doporučujeme 

následující postup molekulárně genetického testování.  

U pacientů, kteří jsou klinicky suspektní pro SMA a nebyly u nich detekovány 2 mutované 

SMN1 alely rutinní DNA diagnostikou (MLPA, Sangerovo sekvenování SMN1), 

doporučujeme vyšetřit kvalitu cDNA SMN1 a SMN2 pacienta a rodičů. V případě 

negativního nálezu musí být pacient a rodiče indikováni pro exomové nebo genomové 

sekvenování. V případě nejasného nálezu cDNA SMN1 a SMN2 (detekce změny kvality 

transkriptu) doporučujeme vyšetřit počet kopií všech exonů SMN1/2 pomocí qPCR, množství 

SMN proteinu metodou WB a případně mapovat genetickou lézi pomocí Alu-PCR (Majer & 

Sikora, 2021) (Obr. 2).   

 

Obr. 2 Schéma navrženého postupu pro molekulárně genetickou analýzu u SMN1 

negativních pacientů s SMA. Vždy je nezbytné v případě dostupnosti provádět veškeré 

genetické testování na triu pacient a rodiče pro zvýšení přesnosti analýz a sledování 

dědičnosti mutovaných alel v rodině.  
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Jedličková I, Přistoupilová A, Nosková L, et al. (2020): Spinal muscular atrophy caused by 

a novel Alu-mediated deletion of exons 2a-5 in SMN1 undetectable with routine genetic 

testing. Mol Genet Genomic Med.;8(7):e1238.  

doi: 10.1002/mgg3.1238. IF=3.09 

4.3. Využití DNA-sekvenační technologie s dlouhým čtením Pacific 

Biosciences pro vyšetření přítomnosti expanze NOTCH2NLC u pacienta 

s infantilní formou NIID.   

Infantilní forma NIID (iNIID) je raritní neuropatologickou diagnózou. Doposud bylo 

celosvětově v odborné literatuře popsáno pouze 8 pacientů s iNIID (Sikora et al., 2021) a 

všichni byli diagnostikováni neuropatologicky post mortem na základě nálezu neuronálních 

jaderných inkluzí v centrální nervové soustavě (CNS). Geneticky je iNIID nedefinována a 

její diagnostikováni během života bez znalosti genetické příčiny je v podstatě nemožné. 

Pacienti nevykazují specifickou symptomatologii ani specifické biochemické změny a 

vyšetření kožní biopsie je negativní. Podstatným vodítkem může být progresivní 

cerebelární atrofie viditelná na MRI vyšetření, která se projevuje cerebelární ataxií. 

 

Zabývali jsme se případem pacienta, který se prezentoval od věku dvou let regresí 

psychomotorického vývoje, a vygradoval do vegetativního stavu a úmrtí ve věku 7 let 

v důsledku respirační infekce. U pacienta jsme stanovili post mortem neuropatologickou 

diagnózu iNIID (Sikora et al., 2021).  

S ohledem na neznámou genetickou příčinu této klinické jednotky bylo provedeno genomové 

sekvenování pacienta na platformě Illumina NovaSeq, materiál rodičů nebyl dostupný.  

Analýza genomových dat u solitérního případu, které se v současné době věnujeme, je 

komplikovaná s ohledem na enormně vysoké množství variant neznámého významu. Naše 

snahy kontaktovat autory historických publikací o iNIID pacientech a vytvořit kohortu iNIID 

prozatím nebyly úspěšné. 

 

V roce 2019 byly publikovány práce, které identifikovaly expanzi GGC repetic 

v NOTCH2NLC jako genetickou příčinu asijské formy adultní NIID (aNIID). Autoři 

použili genomového sekvenování s dlouhým čtením v kombinaci s vazebnou analýzou 

(Ishiura et al., 2019; Sone et al., 2019; Tian et al., 2019). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337852/
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S tímto ohledem jsme navrhli metodu pro vyšetření NOTCH2NLC expanze u iNIID pacienta 

na našem pracovišti. Zaměřili jsme se na specifickou amplifikaci NOTCH2NLC genu, který se 

nachází na chromozomu 1 spolu s dalšími vysoce homologními geny NOTCH2NLA, 

NOTCH2NLB, NOTCH2NLR, NOTCH2.  

Použili jsme technologii sekvenování s dlouhým čtením Pacific Bioscienes. Tento přístup 

nám umožnil elegantně vyšetřit přítomnost a stanovit přesnou délku repetice bez nutnosti 

použití repeat primed PCR metody, která se obvykle k vyšetření expanzí TR používá 

(DeJesus-Hernandez et al., 2011).  

Přítomnost expanze NOTCH2NLC jsme tímto přístupem vyloučili 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 závěr 

 

Tato práce vedla ke genetické a molekulární charakterizaci řady pacientů s 

neurodegenerativním fenotypem. Přispěla k rozšíření alelického spektra klinických jednotek 

AD-ANCL a 5q-SMA. V rámci této práce byly navrženy metodické postupy pro molekulárně 

genetické testování SMN1 negativních pacientů s SMA a pro vyšetření expanze TR pomocí 

sekvenační technologie s dlouhým čtením u NIID. 

 

Systematická klinická, neuropatologická a genetická charakterizace ANCL pacientů v rámci 

Kufsova konzorcia vedla k odhalení řady alternativních diagnóz. Pomocí exomového 

sekvenování a dalších molekulárně genetických technik jsme byli schopni definovat 

genetickou příčinu ve 28 % ANCL případů (FTD/C9ORF72, DRPLA/ATN1, 

NBIA/C19ORF12, TREM2, AD-ANCL/DNAJC5). Naše výsledky demonstrují klinickou a 

genetickou heterogenitu adultních forem neurodegenerací obecně a ukazují, že identifikace 

genetické příčiny je klíčové pro stanovení správné diagnózy.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827029/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827029/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827029/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33780169/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33780169/
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Pacienti, kteří v našem souboru nebyli geneticky definováni, mohou být nositeli kauzálních 

variant, které exomové sekvenování nepokrývá. Jmenujme hluboké intronové varianty, 

rozsáhlé strukturních varianty nebo zcela nové expanze TR (Burdick et al., 2020). Tito 

pacienti mohou být dále indikováni ke genomovému sekvenování. Genomové sekvenování s 

dlouhým čtením bylo recentně úspěšně aplikováno pro studium genetické příčiny řady 

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

 

Tato práce dále vedla k identifikaci nové unikátní duplikace v genu DNAJC5. Funkční 

studie na úrovni tranzientního buněčného modelu demonstrovaly kauzalitu varianty pro 

chybnou intracelulární lokalizaci a sníženou palmitoylaci mutovaného CSPα a pro 

tvorbu vysokomolekulárních agregátů CSPα. Nasari et al. ukázal v recentní studii, že 

cysteinová doména (ve které se nachází také námi identifikovaná duplikace) u mutovaných 

forem CSPα, ztrácí schopnost palmitoylace a vede k oligomerizaci CSPα. Ta je překvapivě 

zprostředkována vazbou Fe-S klastrů (Naseri et al., 2020). Mutovaný CSPα interaguje s 

divokým typem CSPα a ztrácí svou funkci jako chaperon pro formování SNARE komplexu v 

presynaptické oblasti. Nasari demonstroval, že patologická oligomerizace mutovaného 

proteinu CSPα a defekt SNARE komplexu mohou být na úrovni buněčných modelů zmírněny 

aplikací chelátorů železa.  

 

Tato dizertační práce dále přispěla k rozšíření fenotypového spektra C9ORF72 expanze 

kauzální pro ALS/FTD. Expanzi jsme identifikovali u pacientky prezentující se progresivní 

myoklonickou epilepsií (PME) s rapidně postupující neurodegenerací a komplexním 

neuropsychiatrickým fenotypem v rodině. Naše práce je prvním reportem asociace fenotypu 

PME a genetické léze expanze TR C9ORF72. 

 

V rámci problematiky SMA jsme se věnovali genetické charakterizaci pacientky s 

monoalelickou mutací SMN1. Tento případ zásadním způsobem demonstruje význam 

individualizované molekulárně genetické analýzy u pacientů se vzácnými nemocemi.  

U pacientky jsme identifikovali unikátní deleci exonů 2a-5 SMN1 zprostředkovanou Alu 

elementy. Doposud byly Alu zprostředkované delece SMN1 popsány jen ve dvou případech. 

Jednalo se o deleci v rozsahu intronů 4 až 6 (Wirth et al., 1999) a homozygotní deleci exonů 1 

až 6 SMN1 (Thauvin-Robinet et al., 2012). Varianty se nachází mimo oblast testovanou 

rutinní DNA diagnostikou a NS SMA. Takoví pacienti tedy nebudou zachyceni. V případě 
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nástupu symptomů bude zásadní včasná aplikace dnes již dostupné léčby, která je podmíněna 

identifikací defektu obou alel SMN1. Na základě naší zkušenosti jsme vytvořili metodický 

postup pro efektivní molekulárně genetickou analýzu geneticky neobjasněných SMA 

případů.  

 

Pro vyšetření recentně publikované expanze TR v genu NOTCH2NLC u pacienta s iNIID 

jsme se rozhodli použít sekvenování s dlouhým čtením Pacific Biosciences. Výhodou této 

metody je možnost stanovení přesného počtu expandovaných repetic a jejich architektury i u 

rozsáhlých expandovaných alel a v GC bohatých oblastech (Rhoads & Au, 2015). 

Vyloučením expanze u iNIID pacienta jsme podpořili genetickou heterogenitu NIID a dále 

jsme tematicky rozšířili aplikaci elegantního postupu pro vyšetření expanze TR na našem 

pracovišti. 
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