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Resumé

Dédicné periferni neuropatie (DEN) jsou heterogenni skupinou onemocnéni.
Cilem préce bylo hledat u pacientii, u nichz jiz byly vylouceny nejcastéjsi 3 typy DEN
(CMT1A/HNPP, CMTX1, CMT1B), vzacné typy DEN, nebo hledat priciny nové.

Zavedli jsme nejmoderné€jsi postupy, véetné masivné paralelniho sekvenovani
(MPS), a témito testy bylo vysetieno az 400 pacientli s DEN — cileny panel gent u 299
pacientli, celoexomové sekvenovani u 103 pacientd, celogenomové sekvenovani
u 8 pacientl. Byla-li pro néktery gen zjisténa prevalentni kauzalni varianta v nasi
populaci, vysetiili jsme vzdy soubor témétf vSech dostupnych DNA kompatibilnich
s typem neuropatie a dédiCnosti (v priméru kolem 550 pacientii/varianta, a to pro

prevalentni variantu v genech SH3TC2, HINTI1, MORC2 a SORD).

Tyto postupy vedly k objasnéni pti¢iny DEN u témer 200 pacientii ze 170 rodin.
Jde vesmés o unikatni pfi¢iny DEN, které by nebylo mozné objasnit béZnymi postupy.
Nejvyznamnéj$im védeckym vysledkem mezinarodni Grovné je objev nové pii¢iny DEN
v disledku mutaci genu ATP1A1. Déle jsme podrobné popsali n¢kolik vzacnych typi
DéEN a pro mnohé typy jsme publikovali celosvétove nejvétsi kohorty pacientt (SH3TC2,
HINT, SORD, SBF2). Tim bylo mozné detailné¢ popsat fenotyp pacientll a stanovit
fenotypovo-genotypové korelace. Nase prace také vedla k potvrzeni kauzalniho vztahu
pro nékolik gent, kde nas nalez druhé — potvrzujici — rodiny verifikoval originalni studie

(MORC2, COX6A1, GNB4).

Vysledky maji vyznamny lécebné preventivni piinos, realizace projektu zvysila
uroven genetické 1 neurologické diagnostiky na uroven nejvyspélejSich zemi a pacientim
a rodinam poskytuje nejmodernéjsi dostupné diagnostické moznosti, které bylo diive
nutno hledat v zahrani¢i. Objasnéni ptiiny zavazného dédicného onemocnéni ma velky
ptinos pro pacienta, jeho rodinu, ale i celou spole¢nost — efektivni molekularné geneticka
diagnostika uSetii dalsi zbytecné a nakladné diagnostické postupy. Nase prace je unikatni
praveé v tom, ze spojujeme neurologickou diagnostiku s kvalitné provedenou genetickou

analyzou.

Vysledky jsou dilezité i celosvétové — pro mezindrodni komunitu jsme pomohli
definovat mnoh¢ typy DEN. O vyznamu sveéd¢i i nase Siroké zapojeni jak do evropskych

konsorcii, tak 1 dalSich mezinarodnich vyzkumnych projektu.
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1. Uvop

1.1. DEDICNE PERIFERNI NEUROPATIE

Dédicné periferni neuropatie (DEN) jsou heterogenni skupinou onemocnéni.
RozliSujeme dédicné periferni neuropatie, u nichz je neuropatie zakladnim klinickym
projevem, neuropatie je primarni pti¢inou obtizi (Rossor et al. 2016). Druhou skupinou
jsou nemoci, kde je neuropatie soucasti komplexniho klinického obrazu, neuropatie

je sekundarni — ptidruzeny symptom. Dé€leni je znazornéno v tabulce 1.

Tabulka 1: Zakladni delent neuropatii — volné upraveno dle (Reilly 2009)

1. Neuropatie jako primdrni pfi¢ina obtizi

HMSN — hereditarni motoricka a senzitivni neuropatie

dHMN — distalni hereditarni motoricka neuropatie

HS(A)N — hereditarni senzitivni (a autonomni) neuropatie
HNPP — hereditarni neuropatie se sklonem k tlakovym obrndm
HNA - hereditarni neuralgicka amyotrofie

2. Neuropatie je soucasti komplexniho klinického obrazu, napfiklad:

Nemoci mitochondrialni

Poruchy lipidového metabolismu
Poruchy reparace DNA

Amyloidézy

Neuropatie asociované s hereditarni ataxii

A ptipadné dalSich, piehledné shrnuto v (Rossor et al. 2017)

11
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1.2. DELENI A KLASIFIKACE DEN

Tato prace je veénovana zejména prvni skupiné nemoci — kde je neuropatie
primarni a zékladnim patofyziologickym mechanismem je progresivni neurodegenerace
PNS, délkove zavisla (Baets and Timmerman 2011). Podle svych objevitelt se oznacuje
jako nemoc Charcot-Marie-Tooth (CMT), 1 kdyz se v soucasné dob¢ tento ndzev pouziva
pouze pro nejcastéjsi formu DEN, a to hereditarni motorickou a senzitivni neuropatii
(HMSN), kdy je vyjadien motoricky i senzitivni deficit. U nékterych pacientl ptrevazuje
postizeni motorickych nervi, tuto skupinu oznacujeme jako hereditarni motorickou
neuropatii ({(HMN) (Bansagi et al. 2017). Nejméné castd je skupina hereditdrnich
senzitivnich neuropatii (HSN), kdy pfevladé postizeni nervl senzitivnich (Rossor et al.

2013).
1.3. KLINICKE PROJEVY

DéEN jsou nejcastéjsim dédi€nym nervosvalovym onemocnénim s prevalenci
1 : 2500 (Kazamel and Boes 2015; Skre 1974). Pfedpokladame, Ze v CR Zije asi 4000
pacienti s DEN. Onemocnéni je velice heterogenni — jak klinicky (pacienti mohou mit
ruznorodé klinické projevy), tak geneticky (poruchy mnoha riznych genti mohou mit

podobné ptiznaky).

Ve vétsing piipadii jde o pomalu progredujici onemocnéni, které nezkracuje délku
zivota, ale pacienta invalidizuje. Nemoc obvykle zacina v prvni nebo druhé Zivotni
dekad¢, i1 kdyz jsou Cetné vyjimky ve formé casngjSiho (zejména CTM2A — MFN2,
pfipadné rizné autosomalné recesivné dédicné formy) i pozdnéjsiho nastupu (poruchy
genu MME jsou typické nastupem obtizi az v paté dekad€). Priznaky jsou délkové
zéavislé — zacinaji na akrech dolnich (pozd¢ji 1 hornich) koncetin a postupuji proximalné,

umérné délce postizeného nervu a trvani nemoci (Pareyson and Marchesi 2009).

12
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Obrazek 1: Klinické priznaky u pacientii s DeN (foto: archiv NGL KDN)

Typickym klinickym projevem je svalova slabost a symetrické svalové atrofie.

Slachosvalové reflexy jsou sniZené aZ vyhaslé nejdiive na dolnich kon&etinach (L5/S2).
K rozvinutému obrazu patii také deformity nohou typu pes cavus, pozdéji ptipadné i
rukou. Mize byt pfitomné porucha vibracniho ¢iti, ¢i snizena citlivost (Verhamme et al.

2004).
Neurofyziologické vySetieni

Elektrofyziologické vySetieni rozlisi, zda se jednd o demyelinizacni, nebo
axondlni formu DEN (Reilly et al. 2011). Standardné se pouziva rychlost vedeni
perifernim nervem (n. medianus) na predlokti, jako hranice byla stanovena rychlost 38
m/s (Harding and Thomas 1980). Demyelinizacni typ DEN (oznacovan téz HMSN I
neboli typ 1) ma rychlost vedeni vyrazné snizenou, zatimco axonalni typ DEN (HMSN II
neboli typ 2) ma relativn€ zachovanou rychlost vedeni, ale zaroven signifikantni pokles
sumacniho svalového akéniho potencialu (CMAP, resp. SNAP — sensory nerve action
potential) (Saporta and Shy 2013). Na rozhrani téchto dvou skupin jsou intermediarni
formy s rychlostmi vedeni 25-45 m/s (Nicholson and Myers 2006).

1.4. KLASIFIKACE

Klasifikace DEN prosla vzhledem k velké klinické i genetické heterogenité
onemocnéni komplikovanym vyvojem (Reilly, et al. 2011). Klasifikace se utvaiela
postupné tak, jak byly jednotlivé typy DEN popisovany a objasiiovany na molekuldrné
genetické urovni (znazornéno v tabulce 2). Urcilo se zdkladni oznaceni skupiny: CMT1

pro autosomalné¢ dominantné dédicné demyelinizaéni formy, CMT2 pro axonalni,

13
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autosomalné dominantné dédicny typ DEN a podobné. Nasledné se pridavala pismena
abecedy pro kazdy nové popsany typ. Ale pro enormni nartist poznatkii, coz je spojeno
také s rozvojem masivné paralelniho sekvenovani, byla jiz v roce 2016 pro nékteré

skupiny vyCerpana vSechna pismena abecedy (napt. CMT2A — CMT2Z).

Vzhledem k velké heterogenité a vzajemné se prolinajicim podskupinam zacalo
byt nasledné ziejmé, ze vyse uvedena klasifikace dédicnych neuropatii je obtizné

pochopitelna a pfili§ komplikovana.

Proto tym autord vedeny J. M. Vallatem navrhl klasifikaci dle kauzalni varianty
a typu dédicnosti (Magy et al. 2018; Mathis et al. 2015). Popis v klasifikaci by byl tvofen
z nékolika ¢asti, které jasné urcuji typ dédicnosti, typ neuropatie dle primarniho postizeni
na EMG a z ndzvu genu, ve kterém je kauzalni varianta. Dédi¢nost je popsana zkratkami
AD (autosomalné dominantni), AR (autosomalné recesivni), nebo X (X-véazana). Typ
neuropatiec méa byt popsan jako de (demyelinizacni), ax (axondlni), nebo int
(intermedidrni). Napf. nejcastcjsi typ CMT1A, ktery je zptsoben duplikaci v oblasti genu
PMP22 a jde o autosomaln¢ dominantné dédi¢nou formu, by se jmenoval AD-CMTde-

PMP22dup.

Zda komunita pfijme uvedeny popis, zatim neni jasné. Nicmén¢, i kdyby navrh
nebyl piijat v kompletni podobé, trend zjednodusit popis a klasifikaci zlstava. Neékteti
autofi v souCasné dob¢ jiz pouzivaji popis, ktery odkazuje pouze na kauzélni gen,

napt. SORD neuropathy (Cortese et al. 2020b).

14
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Tabulka 2: Vybrané (Castejsi) typy DéN a jejich zarazeni dle klasifikace

Typ DéN Dédi¢nost Oznaceni Vybrané
skupiny priklady:

Kauzalni gen
a odkaz na primarni
literaturu

Klasifikace
konkrétniho typu
dle kauzalniho
genu
Demyeliniza¢ni AD CMTI CMTIA PMP22 (Lupski et al.
1991)
CMTIB MPZ (Shy et al. 2004)
CMTIC LITAF/SIMPLE
(Street et al. 2003)
CMTID EGR2 (Warner et al.
1998)
Axonalni AD CMT2 CMT2A MFN2 (Zuchner et al.
2004)
CMT2B RAB7 (Auer-
Grumbach et al. 2000)
CMT2N AARS (Latour et al.
2010)
CMT2Z MORC?2 (Sevilla et al.
2016)
Demyelinizaéni AR CMT4 CMT4A/CMTRIB GDAPI (Senderek et
al. 2003a)
CMT4C SH3TC2 (Senderek et
al. 2003b)
CMT4J FIG4 (Chow et al.
2007)

Intermediarni X-vizand CMTX CMTX1

GJBI1 (Bergoffen et al.
1993)

Legenda: AD — autosomalné dominantné dédi¢né; AR — autosomalné recesivné dédi¢né forma
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Souhrnem lze fict, Ze v soucasné dob¢ prochézi klasifikace vyvojem. Podobng,
jako je tomu i u jinych vzacnych onemocnéni, i u DEN je patrny posun v mysleni a
heterogenni onemocnénti je jiz chapano spise jako spektrum nemoci nez piesné vyhranéné

jednotlivé klinické jednotky.
1.4.1. Dédi¢na motoricka a senzitivni neuropatie - HMSN

Oznaceni CMT —nemoc Charcot-Marie-Tooth — se pouziva pro nejcastéjsi formu:
dédicnou motorickou a senzitivni neuropatii (HMSN). U tohoto typu jde o poruchu
funkce jak motorického, tak senzitivniho neuronu. K této skupiné ma blizko
HMN - dédi¢na motorickd neuropatie, kdy je témét zachovana funkce senzitivni, ale
je pfitomnd vyraznéj§i porucha motorickd. Jak se piekryvaji uvedené skupiny,

je znazornéno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Déleni u DEN

AD: MFN2, MME, MORC2, RABTA, TTR, ATP1A1
AR:SPG 11, MME, SLC25A46, SACS, MPV17
XL: AIFM1

Axonalni DEN (HMSN II)

AD:NEFL, MPZ, YARS,

DNM2, GNB4 AD:HSPBS8, HSPB1, GARS,
AR:GDAP1, COX6A1 AARS, HARS, BSCL2,
XL: GJB1 TRPV4

AR:HINT1, SORD

Demyelinizaéni DEN (HMSN 1)

Hereditarni motorické neuropatie

AD: PMP22, LITAF, FBLNS

AR: SH3TC2, MTMR2, NDRG, AD:HSPB3, DCTN1, DYNC1H1,
SBF2, CTDP1, SURF1, FGD4, BICD2, WARS, SETX
FIG4, H1, PRX XL:ATP7A

Legenda: Venntiv diagram znazortiuje jednotlivé typy DéN a prekryv mezi skupinami HMSN a HMN.
Pro kazdou skupinu jsou uvedeny kauzalni geny, které jsme nalezli u nasich pacientii v CR. Schéma je
upraveno dle (Rudnik-Schoneborn et al. 2020), kde autofi prehledné popisuji vétSinu v soucasné dobé
znamych genli. AD — autosomalné dominantni dédic¢nost, AR — autosomaln¢ recesivni dédi¢nost,

XL — X-vazana dédi¢nost

Vrwe

Nejcastéjsi priciny DéN

CMT neboli HMSN je geneticky heterogenni, v soucasné dob¢ je s nemoci
asociovano jiz vice nez 100 geni. Mnohé z téchto pfi¢in jsou ale velice vzacné,
celosvétové je popsano jen nékolik malo rodin, také v ramci CR jde pouze o jednu nebo
dvé rodiny s poruchou daného genu. Existuji ale nékteré typy CMT, které jsou vice
zastoupeny, z nich nejéastéjsi je CMT1A. NiZe je prehled nejéastéjsich typti DN v CR,

popsany jsou ty typy, pro které je v nasSi databazi Neurogenetické laboratote vic nez 20

pacientt s poruchami daného genu.
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Demyeliniza¢ni formy autosomalné dominantné dédi¢né (CMT1)
CMTIA

Jde o autosomilné dominantné¢ dédi€nou demyelinizaéni formu CMT.
Molekuldrnim podkladem jsou duplikace v oblasti 17p11.2-12, kde lezi i gen PMP22
(Lupski, et al. 1991). Ten koduje periferni myelin protein, jeho uloha je dilezita zejména

pro Schwannovy bunky, jejich dozravani a udrzovani myelinu.

Pro diagnostiku se pouzivé jednoduché vysetfeni metodou MLPA. Az 40 % vSech
pacientdl s objasnénou pfi¢inou DEN ma CMT1A. Toto vySetfeni tedy je a 1 zlstava

zakladnim vySetfenim pro pacienty s demyeliniza¢ni formou DEN.

Je zajimavé, Ze 1 pfesto, ze je mechanismus vzniku nemoci relativné uniformni na
podkladé duplikaci v oblasti genu PMP22, u pacientll pozorujeme ¢asto velmi rozdilny
fenotyp a miru postizeni. Mira postizeni navic nekoreluje s expresi PMP22 (Visigalli et

al. 2016). Proto se predpoklada, ze existuje n¢jaky modifikujici faktor (Tao et al. 2019).
CMTI1B

Z dalich vyznamnéjSich demyeliniza¢nich AD forem DéEN je potieba uvést
zejména CMTI1B na podklad€ kauzéalnich variant v genu MPZ. Tvoii asi 10 % vSech
objasnénych pacientli s CMT1. Pacienti mohou mit klasicky CMT fenotyp, ale 1ze rozlisit
1 skupinu pacientli s asnym zacatkem a vyrazné sniZenymi rychlostmi vedeni, nebo

naopak pozdné nastupujici axondlni/intermediarni formy (Shy, et al. 2004).
Demyeliniza¢ni formy autosomalné recesivné dédi¢né (CMT4)

Autosomalné recesivné dédicné formy jsou obecné celosveétove povazovany spise
za vzacné a jejich vyssi vyskyt se pfedpoklada jenom u nékterych populaci (uzaviené,
homogenni populace). Mnoho z téchto typt je ale relativné astych v CR. U autosomalné
pocetné zastoupeny je typ CMT4C, ktery je podminén bialelickymi variantami v genu
SH3TC2. Pro tento typ je typicka skolidza.
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Axonalni formy autosomalné dominantné dédi¢né (CMT?2)

Jde o relativné pocetnou skupinu, je zndmo vice nez 20 kauzélnich gent

pro CMT2. Nejcastéjsi pricinou jsou mutace v genu pro MFN2, které zptisobuji CMT2A.

vvvvvvvv

Axonalni formy autosomalné recesivné dédi¢né

V této skupin€ jsou vyznamné zejména geny SORD a HINTI, které byly popsany
nedavno. Jejich objev byl vyznamnym piekvapenim, jelikoZz méalokdo ocekéaval, Ze je

mozné i v soucasné dob¢ najit novou pri¢inou DEN, ktera bude relativné Casta.

Bialelické varianty v genu HINT! (Zimon et al. 2012) zptsobuji autosomalné
recesivné dédicnou neuropatii s neuromyotonii. Jde o vyznamny a snadno rozpoznatelny
znak, kdy napt. po usilovném stisku pacient neni schopen samovoln¢ ruku uvolnit,
ale musi st dopomoct druhou rukou. To, Ze existuje typ neuropatie s neuromyotonii, bylo
popsano jiz davno (Hahn et al. 1991), ale nebylo znamé, jak Casté toto onemocnéni je.
U pacientli se prvni obtiZze objevuji kolem desatého roku véku. Jde o stfedné tézké
postizeni vice motorickych nervili, kromé neuromyotonie jsme pozorovali u vSech nasich

pacientil oslabeni extenze az plegii palce nohou.

Bialelické varianty v genu SORD byly popsany jako pfi¢ina neuropatie teprve
nedavno — v roce 2020 (Cortese, et al. 2020b). Jde o vyznamny objev, a to nejen proto,
ze jde o Castou formu neuropatie. Jde také o potencidlng Ié¢itelnou formu, u pacientli jsou
totiz zménény hladiny sorbitolu. Navic pochopeni patofyziologickych mechanismu pro

tento typ neuropatie mizZe mit terapeuticky vyznam i pro diabetickou neuropatii.

O pozoruhodny pocin jde ale taktéz z hlediska analyzy dat. Byly pouZity nové
metodiky analyzy dat z MPS zalozené na velkém mnozstvi dostupnych vySetfenych
pacientl. Data byla spojena a byly hledany ne vzacné varianty, jak je obecné zvykem,

ale naopak varianty spole¢né — Casté v uvedené skupiné pacienttl.

Klinicky jde opét o stiedné tézké postiZzeni, rozvoj obtizi nastupuje ve druhé nebo

treti dekadé. Vyraznéjsi je postizeni motorickych nervi, ¢asté jsou deformity nohou typu

pes cavus.
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X-vazané formy

Vyznamny je GJBI, jedna se o jednu z nejCastéjSich forem DEN (Bone et al.
1997). Postizeni u muzi je vyraznéjsi, s ¢asn¢jSim néstupem. Taktéz rychlosti vedeni
perif. nervem jsou vyrazngji snizené — demyelinizac¢ni typ. U Zen pfenaseCek mize jit
o intermediarni typ CMT (rychlosti vedeni perif. nervem 30-40 m/s), klinicky jsou
postizené mirnéji, nebo jsou i zcela bez ptiznakii. Tato skupina tvoii az 10 % vSech

objasnénych DEN.
Vzacné priciny

Je mnoho dalSich podtypti DEN, které jsou ale jiZ relativné vzacné. Kazdy rok je
popséano nékolik novych kauzalnich genti pro DEN, poznatkli pfibyva, i kdyz se tempo
postupné zvoliuje. Nejvice novych pricin DEN bylo popséano v letech 2010 az 2015, kdy
napt. v roce 2012 to bylo az 10 novych gent, v roce 2013 az 11 novych pfi¢in DEN
(Timmerman et al. 2014). Nepochybné to souvisi s rozvojem metodik MPS. V roce 2020
pak byly popsany minimaln¢ dva geny: SORD (Cortese, et al. 2020b) a GBF'I (Mendoza-
Ferreira et al. 2020) pro primdrni DEN. V roce 2019 byl vyrazny zejména gen ATPIAl
(Lassuthova et al. 2018).

Naopak ale ptibyva praci, které popisuji nové geny a jejich kauzalni asociace pro
komplexnéjsi fenotypy, kde je neuropatie soucasti komplexniho klinického obrazu.
Taktéz jsou dnes v mnohem vét§i mife popisovany piekryvy jednotlivych klinickych
jednotek (napf. ataxie — spasticka paraparéza — neuropatie) (Bis-Brewer and Zuchner

2018; Cortese et al. 2020a).
1.4.2. Hereditarni motorické neuropatie — HMN

Jde o skupinu neuropatii, které tvoii asi 10 % DéEN. Predstavuje vyraznéjsi
postizeni motorickych nervi, klinicky pozorujeme u pacientli vyrazné atrofie a slabost
na DK. Elektrofyziologicky jde o axonélni formy DéEN, kde je velky piekryv se skupinou
axonalnich HMSN (CMT?2).
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1.4.3. Hereditarni senzitivni neuropatie — HSN

Jde o nejméné cCastou formu DEN, ale klinicky velice zavaznou. Je poruSena
spravna funkce senzitivniho neuronu. U pacientl proto vidime porusené funkce vnimani

bolesti, teploty, tlaku nebo dotyku.
Rozlisujeme nékolik typtt HSN s Mendelovskou dédi¢nosti:
1) Ztrata citlivosti, oznacovana téz jako CIP — congenital insensvity to pain

Nejcastéji podminéna bialelickymi mutacemi v genu pro Nay1.7 — SCN94 (Cox
et al. 2006). Jde o zavaznou formu onemocnéni, u pacientl jsou typicka castd poranéni,
pokousani (jazyka, rtQ, prstll), vnimani visceralni bolesti je také sniZeno, a to v€etné napf.
bezbolestnych porodt (Goldberg et al. 2007; Yuan et al. 2013). Kromé¢ kauzalnich variant
v genu SCN94 mohou tuto formu onemocnéni zplisobovat i varianty v genech SCN/11A4

nebo ZFHX?2 (Habib et al. 2018; Leipold et al. 2013).
2) Hereditarni senzitivni a autonomni neuropatie —- HSAN

Jde o Sirokou skupinu nemoci, kde je zndmo vice forem (Rotthier et al. 2012).
Autosomaln¢ dédicné formy se oznacuji jako HSANI, autosomalné recesivni formy jako
HSAN2-8. U téch je patrny Casnéjsi nastup a vyraznéjsi obtize typu Castych poranéni,
sebeposkozujiciho chovani, casté a Spatné se hojici rany, osteomyelitidy. Nékdy je patrna
1 porucha autonomnich funkci (kolisani krevniho tlaku, neobvyklé poceni, poruchy
traveni a jiné). Pfi elektrofyziologickém vySetieni pozorujeme axonalni neuropatii na
sensitivnich nervech, rychlosti vedeni a amplitudy na motorickych nervech jsou vétSinou

zachovany.

Autosomalné dominantni formy jsou zplisobeny kauzalnimi variantami v genech
ATLI, ATL3, DNMTI, SCNI11A4, SPTLCI a SPTLC2. Autosomaln¢ recesivné dédicné
formy zpiisobuji bialelické varianty v genech DST, RETREGI, ELPI, KIFIA, NGF,
NTRKI, PRDM12, WNKI nebo FLVCRI (Lotsch et al. 2013; Naureen et al. 2020).

U mnoha pacientli zlistdvd pfi¢ina nemoci neobjasnéna i po vySetfeni baterie

téchto znamych gent.

3) ZvySena citlivost a zvySené vnimani bolesti
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V néekterych ptipadech porucha funkce senzitivniho neuronu vede naopak praveé
ke zvySené vnimavosti pro bolest, teplo, dotyk nebo tlak. Typickym piedstavitelem je

skupina tzv. small fiber neuropathies (SFN) (Faber et al. 2012a; Faber et al. 2012b).

Pro skupinu HSN je v soucasné dobé mozné poskytnout pouze podplrnou terapii
a péci. Nicméné je praveé tato skupina nemoci dilezitym a zajimavym kandidatem
pro nové terapie (Goldberg et al. 2012). U CIP bialelické varianty v genu SCN94, ktery
kéduje iontovy kandl Nay1.7, zptisobuji blokovani kandlu, a tim ztratu vnimani bolesti.
Pokud bychom pochopili mechanismus plisobeni, m¢lo by to velky vyznam pro vyvoj
novych analgetik. A pokud by byla G¢innd, vysledek by m¢l velky dosah i pro terapii
bolestivych stavli obecné. Tyto nemoci jsou dobrym modelem pro studium bolestivych
stavil a vyvoj novych analgetik (Sexton et al. 2018). I proto jde o velmi vyznamny obor

zkoumani.
1.4.4. Soucasné mozZnosti terapie u DEN

Zatim neexistuje kauzalni terapie. Pacientim lze ale nabidnout terapii podptrnou,
ze které mohou vyrazné profitovat. Jde o multidisciplinarni péc¢i, nezbytnou soucasti je

genetické poradenstvi, rehabilitace a ortopedicka péce.
1.4.5. Vyznam genetiky pro vyzkum novych 1é¢iv pro DéN

I kdyZ zatim neexistuje kauzalni terapie, znalost kauzalnich mutaci je zcela

zéasadni, a to zejména:
1) Pro pacienta a jeho rodinu.

2) Pro moZnost studovat mechanismy, kterymi poruchy jednotlivych genti

zpusobuji DEN.

3) Pro moZznost shromazd’ovat data od vétSich skupin pacienti s poruchami
daného genu tak, aby bylo mozné dobte popsat klinické projevy daného
podtypu, ale taktéz aby bylo mozné vytvofit kohorty pro ptipadné klinické

studie.

Kauzalni terapii musi pfedchazet podrobné¢ zkoumdani daného typu nemoci,

a proto je diagnostika prvnim krokem ke klinickym studiim. Nicméné¢, v dneSni dobé ma
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z naseho pohledu hledani novych a objasiiovani vzacnych ptic¢in DEN nejveétsi vyznam

pro samotné pacienty.

1.4.6. Jak probiha neurogenetické vySetieni a vybér vhodného testu?

pacienta s periferni neuropatii mize jednat o dédi¢nou formu, a na zéklad¢ toho odeslat

pacienta ke genetické konzultaci.

V soudasnosti je v Ceské republice doporudovano, aby pacienti pred zahajenim
molekuldrné genetického testovani vzdy podstoupili genetické poradenstvi, které je

nedirektivni.
Optimalni postup:

1) Stanoveni neurologické diagnozy, nebo klinického zaveru. Spravny a detailni
popis obtizi, vysledky pomocnych vysetfeni a klinicky zavér, ¢i podezieni na
urcitou diagnozu jsou pro klinického genetika zcela zasadni.

2) Geneticka konzultace. Cilem je vysvétlit pfinos a limity genetického
testovani a poukazat na vysledky, ke kterym je mozné dospét. Respektujeme
rozhodnuti pacienta/rodiny o provedeni/neprovedeni genetického testovani.
Ptinosem genetického testovani mize byt zejména upfesnéni diagnozy.
Soucasti konzultace je vypracovani rodokmenu, ziskani a podepsani

informovanych souhlasti, vybér vhodnych DNA testi a laboratofi.

3) Molekularné genetické vySetfeni — DNA testovani.
4) Geneticka konzultace. Sdéleni a vysvétleni vysledki vySetfeni,
uptesnéni rizika dle vysledkli, nabidka vySetfeni piibuznych,

nabidka pfipadné prevence.
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1.4.7. Jak vybrat vhodny a spravny molekularné geneticky test?

Technologie nyni umoznuji sekvenovat (piecist) libovoln¢ velky usek DNA nebo
i cely genom, v podstat¢ tedy odpadaji technické limitace rozsahu vySetieni.
DNA testu. Na zaklad¢ obtizi pacienta se snazime vybrat optimalni feSeni tak, abychom
vysetiili ty oblasti genomu, které nas vzhledem k fenotypu zajimaji (sekvenovani celého
genomu neni vzdy nejefektivnéj§im feSenim). Zaroven musime byt schopni tyto oblasti
zanalyzovat a nalezené varianty vyhodnotit (¢im véEtsi Gisek si vybereme, tim vice variant
musime hodnotit a mame vice vedlejSich nalezil). Musime také zohlednit i finan¢ni
hledisko (i kdyZ cena klesd, pofad jde o relativné vysoké Castky). Vybirdme proto

co nejefektivnéjsi fesend.
V soucasnosti je k dispozici nasledujici Skala moznosti:
1) Vysetfeni cilené na konkrétni (prevalentni) variantu.
2) Vysetieni cilené na jednotlivé geny.
3) VysSetieni cilené na jednotlivé skupiny/panely geniti (10-500).

4) Celoexomové sekvenovani (Whole Exome Sequencing — WES; az 20 tisic

gentl, pouze exony).

5) Celogenomové sekvenovani (Whole Genome Sequencing — WGS; 3

miliardy bazi — exony 1 introny).

6) Molekularné cytogeneticka vySetfeni (array Comparative Genomic
Hybridization — aCHG; fluorescen¢ni in situ hybridizace — FISH; apod.) —
zejména pro odchylky v poctu kopii (copy number variation — CNV), pfip.

vEtsi piestavby.
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2. CIiLE PRACE:

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jaké jsou molekularni pfic¢iny dédicné

neuropatie u pacientd, u nichz dosud pouzité metody genetiky neobjasnily pti¢inu obtizi.

Dil¢im cilem pak bylo objevovani novych pii¢in vzacnych dédi¢nych

nervosvalovych onemocnéni a fenotypovo-genotypova analyza u vzacnych typl

dédi¢nych neuropatii.

Pro splnéni uvedenych cilii byl navrzen nasledovny postup:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Navrhnout optiméalni a ovéfeny standardni postup pro DNA vySetieni
u pacientll s dédi¢nou neuropatii, u kterych jiz byly vylouceny nejcastéjsi

3 typy DéN.

Zavést postupy s vyuzitim nejmodernéjSich vySetfovacich technologii
pro DNA vySetfeni ceskych pacienti s dédicnou periferni neuropatii,

a to zejména masivné paralelni sekvenovani (MPS).

Vytvofit nastroj pro MPS panelu vSech dosud zndmych gent — jejichz mutace

mohou vést k dédi¢né neuropatii.

Navrhnout a ovéfit pouZitelnost a spolehlivost postupu vyhodnocovani
a filtrovani dat z masivné¢ paralelniho sekvenovani k efektivni DNA

diagnostice pacientl s DEN.

Vyuzit sekvenovani exomu u rodin, u nichZ vysledky ptedchozich vySetfeni
neobjasnily pfi¢inu DEN.

Zjistit a popsat fenotyp a ptipadné typické ptiznaky u pacientii a rodin, u nichz
budou prokdzany kauzalni mutace, zejména ty v noveé asociovanych genech.
Pfi nélezu mutaci v genech dosud nespojovanych s DEN vySetfit tyto nové
pfiCiny u vétsiho poctu pacientl s neobjasnénou DEN z nasi databéze.

Ovéfit spolehlivost a citlivost pouzitého postupu NGS a vyhodnocovani
ziskanych dat.

Zlepsit uroven genetické 1 neurologické diagnostiky na troven nejvyspélejSich
zemi a pacientiim a rodindm poskytnout nejmodernéjsi dostupné diagnostické

moznosti, které bylo dfive tfeba hledat v zahraniéi.
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3. METODY

3.1. MOLEKULARNE GENETICKA DIAGNOSTIKA DEN — ZAKLADNi POSTUP

Zakladnim testem je a stadle zlstdva vySetfeni deleci/duplikaci v oblasti
CMT/HNPP region 17pl2. V soucasnosti vyuzivdme metodiku MLPA — metoda

multiplexni amplifikace sond zéavisla na ligaci (www.mlpa.com). Pouzivany kit

https://www.mrcholland.com/product/P033/726) obsahuje 38 prob, z toho 16 v oblasti
17p12, 2 proby pro gen KIFIB a 18 kontrolnich prob. Submikroskopické 1,5Mb velké

duplikace v oblasti 17p12 zptisobuji CMT1A — demyeliniza¢ni autosomaln¢ dominantné
dédicnou formu DEN — nejcastéjsi formu neuropatie vibec (az 70 % vSech
demyeliniza¢nich forem). Naopak delece této oblasti vedou k HNPP — hereditary
neuropathy with liability to pressure palsies — tomakul6zni neuropatie (Seeman et al.

1999).

Daéle u vybranych pacientti nasleduje klasické Sangerovo sekvenovani vybranych
nejcastéjSich pficin DEN, a to zejména sekvenovani genu GJBI, MPZ a MFN2.

V nékterych piipadech je vhodné vysetfit konkrétni gen (nebo vySetieni
na prevalentni patogenni variantu konkrétniho genu) dle specifickych klinickych
priznaki a typu dédi¢nosti v rodin€. Nékteré priklady nami pouzivaného algoritmu jsou

uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Vybrané typy DéN a typické znaky

MUDr. Petra LasSuthova, PhD.

TYPDEN  GEN/ . TYPICKE ZNAKY/ FENOTYP
PREVALENTNI
VARIANTA

CMT1

CMTIA PMP22/ duplikace Klasicky fenotyp

CMTIB MPZ Klasicky fenotyp/ DSS/ CHN

CMTIE PMP22/ bodové mutace Klasicky fenotyp/ DSS/ CHN

CMTI FBLN5 CMT1/ hyperelasticita kiize/ makuldrni degenerace

HNPP PMP22/ delece Neuropatie s tendenci k tlakovym obrnam

CMTX

CMTX1 GJBI Intermediarni typ, mirn&j$i postizeni u Zen, v roding
neni pfenos z otce na syna

CMT4

CMT4B2 SBF2 Zavazné postizeni, glaukom (Senderek et al. 2003¢)

CMT4C SH3TC2 Zavazné postizeni, skolioza (Yger et al. 2012)

CMT4D NDRGI1 Zavazné postizeni/ Romové/ hluchota

CMT4] FIG4 Casny néstup, zavaznéjsi postizeni

CMT

CMT2

CMT2A MFN2 Zéavazné postizeni, Casny nastup, atrofie optiku
(Bombelli et al. 2014)

CMT2B RAB7A Axonalni typ s pfevazujicim senzitivnim postizenim

CMT2C TRPV4 Axonalni typ, paralyza hlasivek (Chen et al. 2010)

AR-NANM HINTI Axonalni typ, neuromyotonie, AR dédi¢nost
(Lassuthova et al. 2015)

SORDD SORD Axonalni typ, spiSe motoricky deficit

Legenda: Vybrané klinické znaky, které nas mohou navést ptimo ke kauzalni varianté

AR — autosomalné recesivni; DSS — Neuropatie typu Déjerine-Sottas; CHN — kongenitalni

hypomyeliniza¢ni neuropatie
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3.2. MOLEKULARNE GENETICKA DIAGNOSTIKA DEN — ROZSIRENY POSTUP

Masivn¢ paralelni sekvenovani patii k modernim metoddm genetiky. Zdkladnim
principem je vySetieni vice oblasti genomu (masivn¢) v jednom vySetfovacim postupu
(paraleln€) a vredlném case. Pro masivné paralelni sekvenovani jsou k dispozici
ruzné platformy, my pouzivdme chemikalie SureSelect (Agilent Technologies, CA,

USA) a pfistroje Illumina (Illumina, Inc, CA, USA) (Liu et al. 2012).
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1) MPS panelu gent

MPS panelu gent jsme zacali pouzivat v roce 2012. Pomoci nastroje SureDesign
(Agilent Technologies, CA, USA) byl sestaven design pro metodu HaloPlex, ktery
obsahoval vSech 59 dosud (v té dob&) zndmych genii spojovanych s DEN: AARS,
ARHGEF10, ATLI, BSCL2, CCT5, CTDPI, DCTNI1, DNM2, EGR2, FAM134B, FBLN?,
FGD4, FIG4, GAN, GARS, GDAPI1, GJBI, HARS, HINTI, HSPBI, HSPB3, HSPBS,
IGHMBP2, IKBKAP, INF2, KARS, KIFIB, LITAF, LMNA, LRSAM1, MED25, MFN2,
MICALI, MPZ, MTMR2, NDRGI, NEFL, NGF, NTRKI1, PLEKHG5, PMP22, PRPSI,
PRX, RAB7A, REEPI, SBF2, SEPTY, SETX, SH3TC2, SLC1246, SLC18A43, SLC5A7,
SOX10, SPTLCI, SPTLC2, TFG, RPV4, WNKI, YARS.

Nésledné byl panel rozsifovan vzdy o nové popsané geny, posledni pouzivana

verze pokryvala oblast 102 gent, jejichz varianty byly spojovany s DEN:

AARS, AIFM1, ARHGEF10, ATLI1, ATPIAl, ATP7A, BAG3, BICD2, BSCL2,
CCT5, COX6A1, CTDPI, CTNI, DHTKDI, DNAJB2, DNM2, DNMTI1, DRP2, DST,
DYNCIHI, EGR2, FAMI134B, FBLNS, FBX038, FGD4, FIG4, GAN, GARS, GDAPI,
GJBI1, GJB3, GNB4, HARS, HINTI, HKI, HSPBI, HSPBS, CHCHDI0, IFRDI,
IGHMBP2, IKBKAP, INF2, KARS, KIF1A, KIF5A4, LITAF, LMNA, LRSAM1, MARS,
MCM3AP, MFN2, MME, MORC2, MPZ, MT-ATP6, MTMR?2, MYHI14, NDRGI, NEFH,
NEFL, NGF, NTRK1, PDK3, PLEKHGS5, PMP2, PMP22, PNKP, PRPS1, PRX, RAB7A,
REEPI, SACS, SBF1, SBF2, SCN11A4, SCN94, SEPTY, SETX, SH3TC2, SIGMARI,
SLCI1246, SLC25446, SLC5A47, SOD1, SOX10, SPG11, SPTLCI, SPTLC2, SURFI, TFG,
TRIM?2, TRPV4, TTR, TUBB3, VAPB, VCP, WARS, WNK1, YARS.

Geny pro zatazeni do panelu jsme vybirali na zakladé kritérii:

1) Publikovana jedna prace, ktera popisuje kauzalni vztah variant v daném genu
pro DéN, ale soucasti je i funkeni studie, a zaroven byly zachyceny kauzalni

varianty v genu u vice nez dvou nepiibuznych rodin.

2) Pokud né¢ktera z vySe uvedenych podminek nebyla splnéna, byl gen zatazen
do panelu pouze, pokud byly publikovany alespoit dvé nezavislé (z jinych

pracovist’) prace, které potvrzuji kauzalni vztah gen — DEN.

Postup zpracovani je zndzornén na obrazku 3.
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Obrazek 3: Postup pripravy a zpracovani MPS panelu genii v laboratori

Target Summary

Target Region Size : 324.543 kbp

Total Amplicons {PCR produkt(i): 17056
Total Target Bases Analyzable: 321.562 kbp

Design knihovny DNA vzorek —

/ vybé&r pacientii

Target Coverage: 99.91 %
Pfiprava knihovny
2dny v laboratofi SureCall >

| Sekvenovini ||

RELLE

Filtrovani variant

| Ovéfowini variant klasickym sekvenovanim

Legenda: Vpravo znazornén postup piipravy vzorku v laboratofi, vlevo bioinformatické
zpracovani. Zkratky: bam — komprimovany bindrni format soubord .sam — sequence alignment/map file;

VCF — variant calling file — soubor, kde jsou zapsany vyvolané varianty v definovaném formatu.

2) MPS vsech dosud znamych genii — WES

Celoexomové sekvenovani (Whole exome sequencing — WES) je pfistup,
kdy sekvenujeme pouze kodujici oblasti DNA. Jde o oblast, kterd tvofi pouze 1-2 %
genomu, ale dle soucasného stavu poznani lezi v této oblasti az 85 % kauzalnich variant
(Choi et al. 2009). V nasi laboratofi pouzivame kit pro pfipravu knihoven od firmy
Agilent Technologies (CA, USA): SureSelect Human All Exon kity (verze 4 az verze 7)

https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/hybridization-based-

next-generation-sequencing-ngs/exome-probes/sureselect-human-all-exon-v7-232866.

K sekvenovani jsou pouzité pfistroje od firmy Illumina (Illumina, Inc, CA, USA), a to
zejména vysokokapacitni platformy HiSeq 4000 a HiSeq X

https://emea.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html.
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3) MPS celého genomu — WGS

Sekvenovani celého genomu (WGS) je narocny proces, ale v porovnani s WES
muze vést k ziskani novych dat a poznatkd. Literatura uvadi, ze WGS muze vyrazné
zlepsit diagnostické moznosti MPS, mize zachytit az o 10 % vice variant i v kodujicich

oblastech, a navic je schopno zachytit i jiné nez bodové¢ varianty (Gilissen et al. 2014).

Pro WGS protokol byl pouzit TruSeq DNA PCR free protocol (Illumina)

https://emea.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/truseq-

dna-pcr-free.html?langsel=/cz/, data byla zpracovana dle doporu¢eni GATK. V procesu

hodnoceni variant jsme se zaméfili zejména na varianty v kodujici oblasti genomu.
Podezielé varianty byly nasledné ovéfeny klasickym sekvenovanim, véetné segregace

varianty s onemocnénim v roding.

4) Hodnoceni dat z MPS

Vsechna data z MPS panelu genti, WES 1 WGS jsme vyhodnotili vétSinou vice nastroji a

algoritmy.

Na nasem pracovisti v soucasnosti pouzivime 3 ndstroje pro kompletni
bioinformatickou analyzu dat z MPS (NGS) — 2 komer¢ni nastroje s grafickym
uzivatelskym rozhranim (GUI): SureCall (Agilent Technologies, CA, USA) a NextGENe
(Softgenetics, USA) a ,,GATK best practices* pipeline v ptikazové fadce na pracovni

stanici s Linuxem.

Data z MPS panelu genti a WES byla vyhodnocena vzdy s pouzitim dvou riiznych
nastrojii, a to vétSinou kombinace jednoho komeréniho néstroje (vétSinou SureCall)
a vlastniho postupu (tzv. pipeline) dle ,,GATK best practices” (Van der Auwera et al.
2013).

Data z WGS byla vyhodnocena s pouzitim vlastni pipeline dle ,,GATK best

practices®.
Pti analyze dat z WGS jsme pouzili dva pfistupy — jednak analyza s pouZzitim .bed
file z WES (analyza pouze ,,kodujicich oblasti” stejn¢ jako u WES, ale s rovnomérnéj$im

pokrytim), jednak analyza bez omezeni oblasti, bez pouziti .bed file. U vybranych rodin,

pokud mame k dispozici i data z vazebné analyzy, 1ze tyto také vyuzit pro filtrovani dat.
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Anotace a filtrovani variant byla provedena opét vzdy s pouzitim alesponn dvou
riznych nastrojt.
Pouzili jsme jednak anotaci komerénim nastrojem Alamut®Batch (Interactive

Biosoftware, a Sophia Genetics company, France), ktera méla vyhodu zejména v tom,

ze ptitadila 1 udaje z databdze HGMD Professional (nyni dostupné na:

https://digitalinsights.qiagen.com/, HGMD® Online, Qiagen Digital Insights, Qiagen,
Hilden, Germany). BohuZzel, od roku 2018 toto propojeni s HGMD Professional jiz
ptestalo byt dostupné kvili zménam vlastnikli firem, proto jsme ptesli na jiny nastroj, a

to Ingenuity Variant analysis (Qiagen, Hilden, Germany).

Z volné dostupnych nastrojii anotace jsme pak vyuzivali aplikaci Annovar (Wang
et al. 2010), tento nastroj jsme implementovali do vlastniho bioinformatického postupu

(tzv. ,,pipeline®).

Dale jsme pouzivali pokrocilejsi zpisoby anotace a filtrovani dat, které jsou
zalozeny zejména na analyze dle fenotypu pacienta, a to s pouzitim HPO

terminti — Human Phenotype Ontology (dostupné na: https://hpo.jax.org/app/) (Kohler et

al. 2019) a pomoci nastroje Exomiser (Robinson et al. 2014).

5) Prevalentni kauzalni varianty

Pro nékteré geny jsme nasli v nasi populaci lokalné specifické prevalentni
kauzalni varianty. Tyto varianty bylo vhodné vySetfovat 1 samostatnym, cilenym testem.
Proto jsme navrhli testovani pomoci fragmentani analyzy nebo real-time PCR

pro n¢které vybrané Casté varianty — uvedeno v tabulce 4.
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Tabulka 4: Vysetreni prevalentnich variant ve vybranych genech

Gen Varianta Metoda Pocet
vySetienych
pacient

SH3TC2 p.(Arg954Stop)
Real-time PCR 412
NM 024577.3 ¢.2860C>T
HINTI p-(Arg37Pro) .
Real-time PCR 746
NM_005340.6 ¢.110G>C
SORD p.(Ala253GInfs*27) | Fragmentacni
931
NM _003104.5 c.757del analyza
MORC2 (Arg252T
p-(Arg252Trp) RELP ol
NM_001303256.3 ¢.754C>T

Legenda: RFLP — restriction fragment length polymorphisms analysis

Real-time PCR pro varianty v genech SH3TC2 a HINTI:

Principem pouziti real-time PCR pro detekci bodovych variant v genech SH37C2 —
p-(Arg954Stop) a HINTI — p.(Arg37Pro) je pouziti TagMan®SNP Genotyping Assay

(Applied Biosystems — nyni LifeTechnologies, CA, USA).

Fragmentacni analyza pro variantu c.757del v genu SORD:

Pro fragmentacni analyzu jsme pouzili genové specificky (amplifikuje gen SORD

a ne pseudogen SORDZ2P) flourescenéné znaCeny primer v kombinaci s neznatenym

primerem. Po amplifikaci béznym zplisobem byly vzorky analyzovany na pfistroji

ABI3130 a kapilarni elektroforézou rozd€leny na jednotlivé fragmenty dle relativni délky.

Jelikoz varianta v genu SORD, kterou jsme vySetfovali, je jednonukleotidova

delece, vysledek mél tfi mozné podoby: byl detekovan pouze fragment o délce 230bp

(wild type homozygot), pouze fragment o délce 229bp (homozygot pro deleci ¢.757del)
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anebo byly detekovany dva piky, jeden o délce 229bp a jeden o délce 230bp (heterozygot).

Ukézku vysledku zndzorfiuje obrazek 4.

Obrazek 4: Ukazka fragmentacni analyzy pro variantu c.757del v genu SORD

Applied
Biosystems 2020-05-29-LS
GeneMapper 4.1
Sample File | Sample Name Panel 0s sQ
3719 SORD ex7 FO1fsa [3719 SORD ex7 None [ ] 1
ZDIZ 5 . 2115 2205 22‘?.5 2385 2475
5600+
4800
4000
3200
2400
1600
800+
0
200.0
7008 SORD ex? GO01.fsa [7008 SORD ex7 None [ ] B
2025 2115 2205 2205 2385 ‘ 247.5
5600
4800+
s000]
3200
2400
1600
800 i
ok
200.0
|_%61 SORD ex7 E01.fsa 19461 SORD ex7? None [ ] )
2025 211.5 2205 2295 2385 2475
5600 '
4800
4000
3200
2400
16001
HUO‘@&
el ey
12000
Fri May 29,2020 03:22PM, CEST Printed by: gm Page 1 of 2

Legenda: Amplifikace se SORD specifickymi primery vede ke vzniku dvou produktli o rtizné
délce pro heterozygota, produktu o krat§i délce pro homozygota s deleci a produktu o normalni délce

pro homozygota wild type.
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Restrikéni Stépeni PCR produktu pro detekci varianty p.(Arg252Trp) v genu

MORC2

Pro vysetteni velkého poctu pacientti (161) na pfitomnost mutace p.(Arg252Trp)
v MORC2 (NM _001303256.3) genu jsme zvolili pfistup pomoci stépeni PCR produktu
restrikénim enzymem Hpall od firmy NewEnglandBiolabs (MA, USA).

Poznamka: V pivodnim ¢lanku (Sevilla, et al. 2016), a pak i v naSem autorském ¢lanku
je tato varinta oznacend jako p.(Argl90Trp) dle NM_014941.3(MORC2):c.568C>T. Nyni je
shoda v pouzivani NM 001303256.3, a proto nazev varianty je
NM_001303256.3(MORC2):¢c.754C>T nebo-li p.(Arg252Trp).
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4. VYSLEDKY

Vysledky této prace ptispély k objasnéni pti¢iny DEN u celkem asi 190 pacientli

ze 170 rodin v CR. Jde o vzacné piiciny.

V nasi unikatni databazi viech pacientii s DéN z celé CR mame v sou¢asné dobé
celkem 2313 pacientl s objasnénou pfi¢inou DEN. Nejcastéjsi pri¢inou DEN v naSem
souboru je duplikace/delece oblasti genu PMP22. Duplikace byla prokézana u 900
pacientli (39 % objasnénych pacientli) a delece svéd¢ici pro HNPP u 567 pacientii
(24,5 %). Celkem tedy az 62,5 % objasnénych pacientl je objasnéno pomoci zakladni
metody cilené na detekci duplikaci/deleci v lokusu 17p12. CMTI1A/HNPP je tedy

nejéast&jsi pric¢inou DEN, a to nejen v CR, ale i celosvétové (Nelis et al. 1996).

Ze zbylé skupiny pacientll s objasnénou ptic¢inou DEN (846) tvofi velkou Cast
pacienti s kauzalnimi variantami v n¢kolika mélo nejcastéjSich genech (bodové mutace
PMP22 =31, MPZ =92, GJBI =231, MFN2 = 67, tyto 4 nej¢ast¢jsi ptiiny spolu tvoii
az 18,2 % vsech objasnénych pacientti = 421).

Tento postup diagnostiky, kdy nejdiive budou vySetfeny nejcastéjsi pticiny, je
racionalni a bude i1 nadale zachovan, protoze je efektivni — tyto pficiny tvoii podil vice

nez 80 % ze vSech objasnénych pacient s DEN.

Pak je tady ale relativné velka skupina pacientd, u nichz pfi¢ina nemoci zlstane

neobjasnéna 1 po vysetieni této zakladni baterie testi.

A u téch je potieba doplnit dalsi testy. V soucasné¢ dobé jde zejména o MPS
panelu genil ¢i celoexomové sekvenovani. V nékterych piipadech lze s vyhodou pouZzit
rychlé testy na prevalentni mutace, a to zejména v genech MORC2, HINT1, SH3TC2
nebo SORD.

Pro tyto prevalentni varianty jsme provedli rozsahlé testovani, poCty vySetienych

pacientl a poCty nalezenych variant jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Pocty pacientii vySetFenych na jednotlivé prevalentni varianty

Gen Varianta Pocet vysetfenych Pocet pacientd s prokazanou
pacient variantou

SH3TC2 p.Arg954Stop 412 8 (2x HET, 6x HOM)

HINTI p.Arg37Pro 746 11 (6xHET, 5xHOM)

SORD c.757del 931 17 (10x HET, 7xHOM)

MORC2 p.Argl90Trp 161 1 (HET)

Na zavedeni vSech téchto metod jsem se podilela a vétSinu z nich i provadéla.
U dat z MPS jsem se podilela na hodnoceni dat a optimalizaci pipeline — tedy nastroji
pro hodnoceni dat. Tyto metodiky spole¢né vedly k objasnéni pti¢iny DEN u vice nez
190 pacientl. Vysledky této prace pfispély k objasnéni pfi¢iny DEN u celkem asi 8,4 %

vSech objasnénych pacient s DEN.

Piehledné shrnuti po¢tu provedenych testil a objasnitelnosti je v tabulce 6 niZe.
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Tabulka 6: Celkovy pocet prokazanych kauzalnich variant pomoci novych metod

Metodika — typ Pocet Pocet objasnénych Pozitivni Podil ze
vySeti‘eni vySetifenych s prokdzanou zachytv %  vSech
pacientt kauzalni variantou objasnénych
v CR (2313)
—pacienti —rodiny v %
MPS panel genti 299 81 81 27,09 3,50
MPS — WES 102 24 22 23,52 1,03
.Arg954Sto
p-AE P 28 24 1,21
(SH3TC2)
.Arg37Pro
p-E 30 27 1,29
(HINTI)
c.757del (SORD) 18 (3) 16 0,78
p- Argl90Trp
8(3) 6(3) 0,22
(MORC2)
Klasické
sekvenovani (u
dalich vob N ATPIAIL: 2 )
alSic ranyc 0,69
. Vybrany 18 (2) )
pacienti dle
fenotypu)
196 170
Soucet 8,4
pacientu rodin
Legenda:

Pocer vySetfenych pacientil je uveden pro prvedena vysetieni MPS panel genti a WES. Pocet neni
uveden u jednotlivych gent, protoze zde dochazi k prekryvu vice metod, vySetfeni na pfitomnost
prevalentni varianty, klasické Sangerovo sekvenovani a hodnoceni dat z WES. Cislo v zavorce popisuje
pocet pacientil s kauzalni variantou v daném genu, ktera byla zachycena nejdiive pomoci WES, a nasledné

ovéiena dal$i metodou.
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Jednotlivé vysledky jsou uvedeny piehledné nize. Ke kazdému vysledku byl
publikovan ¢lanek v impaktovaném cCasopisu, tyto prace jsou v piiloze, kam pro detaily

odkazujeme.
Publikac¢ni vystupy a ziskané vysledky jsou rozdéleny do nékolika skupin:
1) Zavedeni MPS a souhrn ziskanych vysledki (pfiloha €. 1).

2) Studie zamétené na jednotlivé geny: prace, které podrobné stanovuji a popisuji
spektrum kauzalnich mutaci a gent zptsobujicich dédiéné neuropatie. Bylo
mozné upiesnit neurologicka kritéria s mutacemi v jednotlivych genech,

korelace genotyp-fenotyp (ptilohy €. 2- 9).
3) Nov¢ pticiny DEN (pftiloha €. 10).
4) Studie zamétené na komplexni fenotypy (piilohy ¢. 11- 13).

5) Bioinformatické prace (ptilohy ¢. 14-16).

Uvadim zde pouze prace, kde jsem prvnim, korespondujicim nebo
poslednim autorem. Ze spoluautorskych praci jsou uvedeny pouze dvé vybrané
publikace. Spoluautorsky jsem se podilela na dalSich vyznamnych ¢lancich s tématem

De¢N, ty zde ale nebylo mozné uvést s ohledem na piehlednost samotné prace.
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PRILOHA 1
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LASSUTHOVA, P., D. SAFKA BROZKOVA, M. KRUTOVA, J. NEUPAUEROVA,
J.HABERLOVA, R. MAZANEC, P. DRIMAL AND P. SEEMAN. Improving

diagnosis of inherited peripheral neuropathies through gene panel analysis.

Orphanet J Rare Dis, Aug 22 2016, 11(1), 118.

Zavedli jsme postup, laboratorni i bioinformaticky, pro cilené masivné paralelni
sekvenovani (MPS nebo také NGS) pro diagnostiku a objasiiovani pfi¢in méné Castych

typtt dédicné neuropatie.

Vysledky uvedené v ¢lanku jsou zaloZené na datech ziskanych v obdobi 2012-
2016. V ramci projektu jsme vysetiili pomoci masivné paralelniho sekvenovani panelu
vSech dosud zndmych geni spojenych s dédi¢nou neuropatii 198 pacienti s dédi¢nou
neuropatii, a to postupné¢ pomoci 5 rozsifovanych verzi genovych panell se stale se
zvySujicim poctem genl. NejspiSe patogenni a kauzdlni mutace jsme prokdzali
u 51 pacientii (26 %). U dalSich 31 pacientt byly prokazany varianty, které mohou, ale
nemusi, byt kauzalni pro dédi¢nou neuropatii. Nejcastéji byly pravdépodobné kauzalni

mutace prokdzany v genech: MFN2 — 9%, GJB1 — 5%, BSCL2 —3x , SH3TC2 —3x.

Kauzalni mutace jsme prokézali v 25 genech z celkem 93 vySetfenych. U vétSiny
genl s nalezenymi kauzdlnimi mutacemi byly mutace prokazany pouze u jediného
pacienta (13 gent), nebo nekdy u dvou (6 genti). To vSe jasn¢ opodstatiiuje vyuziti MPS
jako toho ¢asu jediny efektivni postup pro diagnostiku a detekci vzacnéjSich typt dédi¢né
neuropatie (ale i dalSich geneticky heterogennich skupin dédi¢nych chorob) oproti
diivéjSimu sekvenovani klasicky jednotlivych genii s velmi nizkou Sanci na zachyt

kauzalni mutace.

Do roku 2019 jsme pokracovali ve vysetrovani MPS panelu genl, nyni mame
vySetienych 299 pacientii s DEN, z toho u 81 pacientii byla timto zpiisobem objasnéna
pri¢ina nemoci (26 %). Od roku 2020 jsme jiz piesli na vySetfeni pomoci WES

a naslednou analyzu virtudlniho panelu geni.
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PRILOHA 2
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LASSUTHOVA, P., D. S. BROZKOVA, M. KRUTOVA, J. NEUPAUEROVA,
J.HABERLOVA, R. MAZANEC, N. DVORACKOVA, Z. GOLDENBERG AND
P. SEEMAN. Mutations in HINT1 are one of the most frequent causes of hereditary
neuropathy among Czech patients and neuromyotonia is rather an underdiagnosed

symptom. Neurogenetics, Jan 2015, 16(1), 43-54.

Clanek v Gasopise Neurogenetics popisuje na§ vyznamny a prioritni objev,
ze mutace v HINTI genu, zpisobujici autozomalné recesivni (AR) typ axondlni
a pfevazn¢ motorické neuropatie s neuromyotonii, jsou jednou z nejcastéjSich pticin
dédiéné neuropatie v Ceské republice.

V ¢lanku popisujeme typicky fenotyp s neurologickymi i elektrofyziologickymi nalezy.
U vétsiny pacientll 1ze cilenym vySetfenim zjistit projevy neuromyotonie — poruchu
dekontrakce po usilovném stisku ruky, coz dosud nebylo zjistovdno nebo spravné
interpretovano, podobné jako elektrofyziologické nalezy. U mladSich pacientii jde
typicky o Cisté motorickou axondlni neuropatii, koncem 2. dekady a pozdé&ji se pridava

1 porucha ¢iti a elektrofyziologické ndlezy prokazuji abnormity senzitivnich neurogramt.
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SEDIVA, M., P. LASSUTHOVA, J. ZAMECNIK, L. SEDLACKOVA, P. SEEMAN
AND J. HABERLOVA. Novel variant in the KCNK9 gene in a girl with Birk Barel

syndrome. Eur ] Med Genet, Jan 2020, 63(1), 103619.

Prace popisuje pacientku s Birk Barelovym syndromem, u které jsme prokazali

variantu v genu KCNK9 pomoci celoexomového sekvenovani.

U pacientky jsme prokdzali dosud nepopsanou variantu:

cDNA Level: NM_001282534.1:¢.710C>A
gDNA Level: Chr8(GRCh37):2.140630916G>T
Protein Level: p.(Ala237Asp)

(Hodnoceno nastrojem Alamut Visual, version 2.14, SOPHiA Genetics,

Lausanne, Switzerland)

Obrazek 5: Rodokmen pacientky s variantou v genu KCNK9

Fam i Iy KC N K9 Legenda k obrazku 5:

Gen KCNK9 podléha imprintingu a je utlumen na

paternalni alele. Varianta nebyla prokdzana u
12

w.tiwt | wtiwt. zdravého otce. DNA od matky nebyla k dispozici.

Dovyseteni maternalnich prarodic¢t ukazalo, ze

ani jeden z nich neni nositelem varianty. Varianta

—':l proto pochazi nejspiSe od matky probandky,
I\III.IA. W. {I:’:\%v . anebo je vznikla de novo.

Pouzité znaky: Ctverec — muz; kruh — Zena;

prazdny symbol — nepostizeny; plny cerny
o symbol — postizeny; Sipka — proband.

1M ]
p.Ala237Asp/w.t. w.t./w.t.

Vzhledem k vyse uvedenému povazujeme variantu za pfi¢inu obtizi u

probandky.

67



Habilita¢ni prace MUDr. Petra Lassuthova, PhD.

PRILOHA 4

72



Habilita¢ni prace MUDr. Petra Lassuthova, PhD.

LASSUTHOVA, P., D. SAFKA BROZKOVA, J. NEUPAUEROVA, M. KRUTOVA,
R. MAZANEC AND P. SEEMAN. Confirmation of the GNB4 gene as causal for
Charcot-Marie-Tooth disease by a novel de novo mutation in a Czech patient.

Neuromuscul Disord, Jan 2017, 27(1), 57-60.

U pacienta s hereditarni motoricko a senzitivni neuropatii demyelinizacniho typu
(HMSN typ I) jsme prokdzali variantu p.Lys57Glu v . GNB4 genu. Spojitost GNB4
s AD CMT byla objevena az v roce 2013 a jsou popsany pouze 2 mutace ze
dvou rodin v jediné origindlni publikaci (Soong et al. 2013). Nami nalezend mutace je
tedy teprve 3. dosud popsanou mutaci v tomto genu v dosud 3. rodin¢ celosvétove.
Nalezena mutace nebyla prokdzanau zdravychrodi¢lipacientaaniujeho zdravého bratra,

je tedy nejspiSe de novo vznikla.

Tato kasuistika ukazuje, ze 1 pacienti vySetieni pomoci panelu genit mohou mit mutace
v genech zcela neddvno objevenych a je tedy smysluplné vySetfeni panelu
v dalSich rozsifen&jSich verzichs odstupem opakovatnebo vyuzit WES adatapravidelné

opakovan¢ vyhodnocovat.
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LASSUTHOVA, P., K. VILL, S. ERDEM-OZDAMAR, J. M. SCHRODER,
H. TOPALOGLU, R. HORVATH, W. MULLER-FELBER, B. BANSAGI,
B. SCHLOTTER-WEIGEL, D. GLASER, J. NEUPAUEROVA, L. SEDLACKOVA,
D. STANEK, R. MAZANEC, J. WEIS, P. SEEMAN AND J. SENDEREK. Novel SBF2
mutations and clinical spectrum of Charcot-Marie-Tooth neuropathy type 4B2. Clin

Genet, Nov 2018, 94(5), 467-472.

Tato prace je klinicka studie a fenotypovo-genotypova analyza. Jde o podrobnou

specifikaci fenotypu a genotypt u pacientti v disledku mutaci v genu SBF2.

Bialelické mutace v genu SBF2 jsou pfi¢inou autosomalné recesivné dédicné

formy DEN, kterd je charakterizovdna demyelinizacni neuropatii a glaukomem

(CMT4B2) (Senderek, et al. 2003c).

Popisujeme deset pacientii ze sedmi rodin, u kterych jsme prokazali az 9 raznych

variant v genu SBF2. Jde o unikatni soubor pacientl ze 4 zemi.
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LASSUTHOVA, P., R. BEHARKA, M. KRUTOVA, J. NEUPAUEROVA AND
P. SEEMAN. COX6A1 mutation causes axonal hereditary motor and sensory
neuropathy - the confirmation of the primary report. Clin Genet, Apr 2016, 89(4),
512-514

Clanek v ¢asopise Clinical Genetics popisuje pacientku se zadvaznou neuropatii,
u které jsme prokézali homozygotni mutaci v genu pro COX6A4 1. Mutace v genu COX6A 1
byly prokédzany teprve nedavno jako pfic¢ina dédi¢né neuropatie u dvou rodin z Japonska
(AJHG, 2014). Nase publikace popisuje teprve 3. rodinu se 4. pacientkou celosvétove,
¢imz potvrzujeme kauzalitu mutaci v COX6A41 genu pro dédi¢nou neuropatii. NaSe prace

je prvni zpravou o mutacich v COX6A41 kromé pivodni publikace z Japonska.

Exon 3 genu COX6A41 byl vysSetien u 20 dalSich ¢eskych pacientii klasickym
sekvenovanim pouze exonu 3. Tento gen byl jiz také zatfazen do designu (€. 4 a €. 5),
timto zplisobem byl gen vySetien jiz u 87 dalSich pacientli. Mutace c. 247-7 247-3del

nebyla u nikoho z nich prokézana.
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LASSUTHOVA, P., D. SAFKA BROZKOVA, M. KRUTOVA, R. MAZANEC,
S. ZUCHNER, M. A. GONZALEZ AND P. SEEMAN. Severe axonal Charcot-Marie-

Tooth disease with proximal weakness caused by de novo mutation in the MORC2

gene. Brain, Apr 2016, 139(Pt 4), €26.

V Casopise Brain (Sevilla, et al. 2016) byl publikovén ¢lanek o mutacich v genu
MORC?2, které zpusobuji CMT2. Na zédkladé této prace jsme reanalyzovali nase data
z WES u pacientd s dosud neobjasnénou pii¢inou CMT. U jednoho naseho pacienta jsme
nalezli stejnou mutaci (p.R190W) jako v plivodnim ¢lanku autorti Sevilla, et al. Mutaci
jsme nasledné potvrdili Sangerovym sekvenovanim a taktéz jsme vySettili oba rodice na
pritomnost uvedené mutace. Ani u jednoho rodi¢e nebyla mutace nalezena, mutace je
proto u pacienta nejspiSe de novo vznikla. Fenotyp pacienta je podobny tomu, co popisuji
autofi ve své ptivodni praci. To vSe spolu svéd¢i o patogennim charakteru a kauzalité této
mutace. Tyto naSe vysledky potvrzuji praci autori Sevilla et al (Sevilla, et al. 2016). Je to
vyznamny objev 1 pro dalsi diagnostiku pacienti s CMT2, protoze fenotyp je klinicky
rozpoznatelny, vybrani pacienti by proto méli byt testovani na pfitomnost této mutace.
TaktéZ jsme nalrtli, Ze se pravdépodobné jednd o relativné Castou formu CMT2,
coz se nasledné potvrdilo, kdyz byly v navazujicim obdobi publikovany dalsi prace

dosvédcujici tyto vysledky.

Tato naSe prace ukazuje, ze data z MPS, u kterych dosud nebyla nalezena kauzalni

varianta, je vhodné reanalyzovat, a to opakované, dle novych poznatk.

Dale bylo vysetfeno 160 pacientli z nasi databaze na ptfitomnost prevalentni

mutace v MORC2 genu, mutace byla prok4zéana u jedné dalsi pacientky.
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SANCHO, P., L. BARTESAGHI, O. MIOSSEC, F. GARCIA-GARCIA,
L. RAMIREZ- IMENEZ, A. SIDDELL, E. AKESSON, E. HEDLUND, P.
LASSUTHOVA, S. 1. PASCUAL-PASCUAL, T. SEVILLA, M. KENNERSON, V.
LUPO, R. CHRAST AND C. ESPINOS. Characterization of molecular mechanisms
underlying the axonal Charcot-Marie-Tooth neuropathy caused by MORC2

mutations. Hum Mol Genet, May 15 2019, 28(10), 1629-1644.

Tato prace navazuje na puvodni studie, ve kterych byli popsani pacienti
s kauzalnimi variantami v genu MORC2. Cilem prace bylo objasnit mechanismus,
kterym varianty v genu MORC?2 zpUsobuji axonalni neuropatii.

Byla studovéna exprese isoforem MORC2, a bylo ukazano, ze predominantnim
transkripten v nervové tkani je NM_001303256. U mysiho modelu byl studovan expresni
profil béhem vyvoje. Byla taktéZ provedena charakterizace fibroblastli ziskanych
od pacientll s kauzélni variantou p.(R252W), ale 1 dalSich variant, zejména varianty

p.(S87L).
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LASSUTHOVA, P., MAZANEC R., STANEK D., SEDLACKOVA L., PLEVOVA
P..HABERLOVA J. AND P. SEEMAN.

Biallelic variants in the SORD gene are oneof the most common causes of

hereditary neuropathy among Czech patients.

Submitted,2020
Ptijato k tisku: Scientific reports, 2021 (IF:4,1)

V roce 2020 byla popsana autosomalné recesivné dédi¢na forma axonalni DEN
zpusobena bialelickymi variantami v genu SORD. Jde o relativné ¢astou pricinu
DéN, prevalentni varianta NM_003104.5(SORD):c.757del dosud unikala
identifikaci pro vysokou shodu genu SORD a pseudogenu SORD2P.

Nalezli jsme az 18 pacientli z 16 nepiibuznych rodin s bialelickymi patogennimi nebo
pravdépodobné patogennimi variantami. Varianta c.757del byla prokadzéna u deviti
pacientll v homozygotnim stavu a u dalSich deviti pacientil v heterozygotnim stavu v
kombinaci s jinou variantou (u Sesti pacienti jiz diive popsana c.458C>A, a pak vzdy u
jednoho pacienta tyto dosud nepopsané varianty: ¢.218C>T, ¢.503G>A a ¢.553G>A).
Déle bylo nalezeno Sest heterozygotnich nosi¢ii varianty c¢.757del bez prikazu dalsi
varianty na druhé alele genu SORD. Celkem byla nejcastéjSi (prevalentni) varianta
c.757del prokazéna v 79 % patogennich alel (33 alel). VSichni pacienti jsou nosici
prevalentni varianty c.757del alesponi na jedné alele genu SORD. Vysetfeni varianty
c.757del sekvenovanim exonu 7 genu SORD by meélo odhalit vSechny pacienty s

kauzalnimi bialelickymi variantami v genu SORD.

Klinické obtize jsou u vSech pacienti podobné — axonalni periferni neuropatie se
zacatkem ve druhé nebo treti dekadé zivota. U pacientli jsou vyrazné atrofie svalstva

dolnich koncetin distaln€, svalova slabost a deformity nohy typu pes cavus.

V této rozsahlé studii jsme prokazali, ze autosomalné recesivné dédicna neuropatie

zpusobena bialelickymi variantami v genu SORD je u pacienti v CR &astd — jedna se o

treti nejCastéjsi autosomalné recesivné dédi¢nou formu.
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SENDEREK, J., P. LASSUTHOVA, D. KABZINSKA, L. ABREU, J. BAETS,
C.BEETZ, G. J. BRAATHEN, D. BRENNER, J. DALTON, L. DANKWA,
T. DECONINCK, P. DE JONGHE, B. DRAGER, K. EGGERMANN, M. ELLIS,
C. FISCHER, T. STOJKOVIC, D. N. HERRMANN, R. HORVATH, H. HOYER,
S. IGLSEDER, M. KENNERSON, K. KINSLECHNER, J. N. KOHLER, 1. KURTH,
N. G. LAING, P. J. LAMONT, W. LOSCHER, A. LUDOLPH, W. MARQUES, JR.,
G. NICHOLSON, R. ONG, S. PETRI, G. RAVENSCROFT, A. REBELO, G. RICCI,
S. RUDNIK-SCHONEBORN, A. SCHIRMACHER, B. SCHLOTTER-WEIGEL,
L. SCHOELS, R. SCHULE, M. SYNOFZIK, B. FRANCOU, T. M. STROM,
J. WAGNER, D. WALK, J. WANSCHITZ, D. WEINMANN, J. WEISHAUPT,
M. WIESSNER, R. WINDHAGER, P. YOUNG, S. ZUCHNER, S. TOEGEL,
P. SEEMAN, A. KOCHANSKI AND M. AUER-GRUMBACH. The genetic landscape
of axonal neuropathies in the middle-aged and elderly: Focus on MME. Neurology,

Nov 3 2020.

V této praci, kterd je mezinarodni studii, se vénujeme objasiiovani pii¢in DEN
u pacientil s pozdnim zacatkem (po 40. roce Zzivota). Jde o dosud marginalizovanou
skupinu pacientt, které nebyla vzhledem k obtiZnosti diagnostiky a piekryvani se DEN

se skupinou ziskanych neuropatii vénovana nalezitd pozornost.

Ukézali jsme, Ze jsou v této skupin€ nejcastejsi pticinou DEN kauzalni varianty
v genu MME, ¢imz jsme potvrdili ptivodni studii (Auer-Grumbach et al. 2016). Popsali
jsme spektrum a frekvenci variant v genu MME. TaktéZ byly nalezeny kauzalni varianty

v dal$ich genech: TTR, LRSAM1 a MPZ.
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LASSUTHOVA, P., A. P. REBELO, G. RAVENSCROFT, P. J. LAMONT,
M. R. DAVIS, F. MANGANELLIL S. M. FEELY, C. BACON, D. S. BROZKOVA,
J.HABERLOVA, R. MAZANEC, F. TAO, C. SAGHIRA, L. ABREU, S. COUREL,
E. POWELL, E. BUGLO, D. M. BIS, M. F. BAXTER, R. W. ONG, L. MARNS,
Y. C. LEE, Y. BAL D. G. ISOM, R. BARRO-SORIA, K. W. CHUNG, S. S. SCHERER,
H. P. LARSSON, N. G. LAING, B. O. CHOI, P. SEEMAN, M. E. SHY, L. SANTORO
AND S. ZUCHNER. Mutations in ATP1A1 Cause Dominant Charcot-Marie-Tooth

Type 2. Am J Hum Genet, Mar 1 2018, 102(3), 505-514.

Vyznamnym vysledkem vynikajici mezinarodni trovné je na$ clanek, ktery
popisuje objev nové pri¢iny dédicné neuropatie v disledku mutaci genu ATPIA1 (Clanek
v American Journal of Human Genetics), kde byla ptivodni rodinou ¢eska rodina s CMT2,

vySetfovana nasim pracovistém jiz od roku 2000 (Obrazek 6).

Diky mezinarodni spolupréci v ramci platformy Genesis (Gonzalez et al. 2015)

(https://www.tgp-foundation.org/) bylo nalezeno celkem az sedm rodin s dédicnou

neuropatii zpiisobenou patogenni variantou v genu ATPIA].
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Obrazek 6: Rodokmen piivodni Ceské rodiny s variantou v genu ATP1A1

s |
ok o
== 0 )

Legenda k obrazku: Pouzité znaky: ¢tverec — muz; kruh — Zena; prazdny symbol — nepostizeny;

plny erny symbol — postizeny; Sipka — proband
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LASSUTHOVA, P., D. SISKOVA, J. HABERLOVA, I. SAKMARYOVA, A. FILOUS
AND P. SEEMAN. Congenital cataract, facial dysmorphism and demyelinating
neuropathy (CCFDN) in 10 Czech Gypsy children--frequent and underestimated

cause of disability among Czech Gypsies. Orphanet J Rare Dis, Apr 1 2014, 9, 46.

Clanek je souhrnna préace, v niZ popisujeme 10 pacientt se syndromem CCFDN:
Hereditarni neuropatie s kongenitalni kataraktou a facidlni dysmorfii. Tento syndrom
se vyskytuje pouze u pacientll romského etnika, molekuldrnim podkladem je intronova

varianta v genu CTDP] (c.863+389C>T), pacienti jsou homozygoty pro tuto variantu.

Szndrom byl poprvé popsan v roce 1999 (Angelicheva et al. 1999; Tournev et al.
1999), v roce 2003 byla identifikovana kauzalni varianta (Varon et al. 2003). Od té doby
bylo publikovano n¢kolik malo pacientli, krom¢ pivodni studie vesmés izolované
ptipady. Nami publikovany soubor 10 pacientt je unikatni jak velikosti souboru, tak tim,

ze prezentuje data od détskych — pediatrickych pacientd.
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LASSUTHOVA, P., M. ZALIOVA, K. INOUE, J. HABERLOVA, K. SIXTOVA,
I. SAKMARYOVA, K. PADEROVA, R. MAZANEC, J. ZAMECNIK, D. SISKOVA,
J. GARBERN AND P. SEEMAN. Three new PLP1 splicing mutations demonstrate
pathogenic and phenotypic diversity of Pelizaeus-Merzbacher disease.

J Child Neurol, Jul 2014, 29(7), 924-931.

Pelizaeus Merzbacherova choroba je onemocnéni zplsobené kauzalnimi
variantami v genu PLPI, ktery se nachazi na X-chromozomu. Klinicky jde o poruchu
centralni myelinizace. Gen PLPI ma dva transkripty: PLP1 a DM20 (Inoue 2005).

V préci popisujeme 3 v té dob€ nepopsané varianty, které méni RNA sestfih.

Ukazujeme, jaky je vztah mezi zménou sestiihu, tvorbou transkriptu a tiZi postiZeni.

Obrazek 7: TFi nami popisované varianty, které ovliviiuji RNA sestrih.

. Legenda: wt — wild type
453_453+6del7 ins A_at the DNA level

y\/\qﬁ/\ MY _,-"""{vxi\f\.}(\ patient (A)
YNNI control weiwt
W\[\){\ /ﬂ\{W\fy\ ,{W\[\/\/\/\f‘ mother carrier

Mutation IVS 2 +1 G to A at the DNA level

MY V\N\/\‘/\/\/\/W patient (A)
A\ VY femate carrier (Gia)
imﬂ/\ff\ﬂ(\/\!‘\,/ V\{\/\/ controlwt/wt (G)
Mutation IVS 5+ 1 G to A at the DNA level

(reverse strand)

DMWY patient(T)

A AV f&sz«tf\/\[‘mx/ﬂf\/\f\/\f mother carrier (C/T)

S0\ A"’VU\A’LX\‘A/\& /,\A/\/\f\/\/\ﬂf controlwt/wt (C)
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NEUPAUEROVA, J., D. GRECMALOVA, P. SEEMAN AND P. LASSUTHOVA.
Massively Parallel Sequencing Detected a Mutation in the MFN2 Gene Missed
by Sanger Sequencing Due to a Primer Mismatch on an SNP Site. Ann Hum Genet,

May 2016, 80(3), 182-186.

Nejcastéjsim typem axonalni dédi¢né neuropatie s autosomalné¢ dominantni
ddi¢nosti je Charcot-Marie-Tooth neuropatie typu 2A (CMT2A) zpiisobend mutacemi
v genu mitofusin 2 (MFN2).

U pacientll pozorujeme Casny nastup obtizi, vétSinou v prvni Zivotni dekad¢.

Oneocnéni ma progresivni charakter, rozviji se distalni svalova slabost.

V praci popisujeme pacienta, ktery k ndm byl odeslan pro rozvoj axonalni
neuropatie se za¢atkem obtizi kolem ttetiho roku véku.. Podobné obtize byly popisovany

1 u matky probanda.

Provedli jsme Sangerovo sekvenovani vSech kodujich exonli genu MFN2.
Variantu, kterd by moha objasnit pfi¢inu potizi u porabnda jsme nenalezli. Nasledné bylo
provedeno MPS panelu gent, které detekovalo variantu c.1081C>T;

p-(His361Tyr) v MFN2 genu.

Byly manudlné¢ porovnany sekvenci z MPS panelu genli (.bam files/soubory)
s elektroferogramy. Ukazalo se, ze pod sekvenci v t&€ dobé pouzivaného PCR primeru
pro exon 11 v MFN2 genu je single nukleotid polymorfism (dbSNP: rs2236057).
To vedlo k alelickému dropout-u, doslo k vypadku amplifikace na jedné alele. MPS
panelu gentl je uZiteény néstroj i pro odhaleni podobnych uskali. Clanek také poukazuje

na dulezitost a potiebu specialni pozornosti pii navrhovani primerti pro PCR amplifikaci.
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STANEK, D., D. M. BIS-BREWER, C. SAGHIRA, M. C. DANZI, P. SEEMAN,
P. LASSUTHOVA AND S. ZUCHNER. Prot2HG: a database of protein domains

mapped to the human genome. Database (Oxford), Jan 1 2020, 2020.

Databaze je dostupna na adrese: http://prot2hg.com/.

Interpretace dat z WES je naro¢ny proces, v ramci kterého se hodnoti charakter
(benigni/patogenni) jednotlivych variant. Rozmanité anotacni nastroje ndm umoziuji
ziskat co nejvice informaci o kazdé varianté, a tim se kvalifikované rozhodnout. V praci
popisujeme vytvoieni nastroje, ktery pomaha urcit, zda dand varianta se nachézi
v konkrétni proteinové domén¢. Dale ukazujeme vyznam této anotace pro hodnoceni

na datech z databaze ClinVar (Landrum et al. 2020).
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STANEK, D., L. SEDLACKOVA, P. SEEMAN, D. SAFKA BROZKOVA AND
P. LASSUTHOVA. Whole-Exome Sequencing in Czech Patients with Neurogenetic

Diseases. Genet Test Mol Biomarkers, May 2020, 24(5), 264-273.

Vytvoftili jsme databazi dat z WES (analyzovano 222 pacientll). Databéaze je

v omezené mife dostupné na http://prot2hg.com/variantbrowser/, kde je mozné dohledat

ktera varianta ve kterém genu je jak pocetné zastoupend v naSem souboru dat z WES.

Databaze slouzi zejména pro analyzu dat, k odfiltrovani castych a falesné

pozitivnich variant.

Taktéz slouzi krychlé reanalyze dat; v situaci, kdy je publikovan novy
gen — asociace s nemoci. V takovém pfipad¢ lze jednodusSe zkontrolovat vSechna
dostupnd data na pfitomnost variant v hledaném genu. Tento pfistup jsme opakované

uspésné vyuzili — pro hledani variant v genu MORC2, SORD ¢i jinych.
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5. DISKUZE

Vysetteni zakladnich typti DEN (CMT1A/HNPP, MPZ, MFN2 a GJBI) objasni
naprostou vétSinu pacientll — v nasi kohorté az 80 % ze vSech objasnénych pacienti. Proto
ma vyznam pouzivat tuto zakladni baterii testli 1 v dobé MPS. Jde o vySetfeni relativné
rychla a levnd, pouzivaji se metodiky MLPA a klasické sekvenovani. Podobné vysledky

jsou popisovany i jinde ve svéte (Gess et al. 2013; Saporta et al. 2011).

Po provedeni téchto zakladnich testi ale potrad zlstava velka skupina
s neobjasnénou piicinou DEN. U téchto pacientl je vyhodné provést MPS, a to formou

cileného panelu genti nebo celoexomového sekvenovani.

5.1. POROVNANi PANELU GENU A CELOEXOMOVEHO SEKVENOVANI (WES)

Od roku 2013 jsme u nds na pracovisti zacali pouzivat panel geni, ktery pokryval
kodujici exony gent, jejichz varianty byly spojovany s DEN. Zacali jsme pouzivat panel

o velikosti 59 gentl, ktery se postupné rozsifoval az na 102 geni.
Tento ptistup mé své vyhody 1 nevyhody.

Nespornym kladem byla dobra kvalita ziskanych dat a pokryti cilové oblasti, a to
zejména ze zaCatku. Pouzitim chemikalii od firmy Agilent Technologies (CA, USA) (na
principu custom design assay SureSelect) a sekvenovani na vysokokapacitnich strojich,
které nejsou bézné v CR dostupné (HiSeq 4000 a HiSeq X od firmy Illumina), bylo

dosaZeno uniformnich a kvalitnich vysledk.

Porovnani naSich vysledk z hlediska kvality dat pro MPS panelu genti a WES je

uvedeno v tabulce 7. Toto je stav z analyz do roku 2018.
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Tabulka 7: Porovnani kvality dat

Panel WES
Pokryti 99,9 % 95-98 %
Hloubka ¢teni 500-1000x 50-100x
Nepokryté oblasti Cca 50 bp Cca 1 000 000 bp

V nasich podminkach jsme pracovali s panely o velikosti kolem 100 gent,
kapacita designu byla max. 0,5 Mbp. Jde rozsahem o stiedné¢ velké panely.
Opodstatnénost tohoto postupu je zaloZzend zejména na Gvaze finanéni — pii zvySovani
kapacity panelu na 200 nebo 300 genl roste cena samotného sekvenovani,
ato i dvojnasobné. Pfitom je ale diagnosticky piinos velkého panelu oproti stiedné
velkému maly, a to proto, Ze naprosta vétSina kauzalnich variant se nachézi v malém
poctu genil — v naSem piipadé byly kauzalni varianty nalezeny v 26 ze 102 genti: 80 %
pfi¢in je objasnéno vySetfenim 20 % genli. Ostatni geny jsou v panelu zafazeny,
ale varianty v téchto genech jsou velice vzacné. NavySenim poctu vzacnych genl tedy
vytéznost zvySime jen minimalné. Podobné vysledky byly popsany i v jinych studiich
(Trump et al. 2016). Na druhou stranu, snizit pocet gent nebylo v nasem ptipad¢€ Zadouci,
protoze by to nevedlo ke sniZeni ceny (cena designu ziistava stejna do rozsahu 0,5 Mbp),

a naopak, ztratili bychom nékteré vzacnéjsi diagnozy.

VysSetteni panelu genli spojenych s urcitou skupinou chorob se ukazovalo dlouho
jako vyhodnéjsi oproti pouzivani celoexomového sekvenovani (WES), a to z n¢kolika
divodi. Jednak Slo o vyrazné levnéjsi feSeni (vySeteni panelu gent stdlo jen cca 20-
30 % ceny WES), jednak byl v té dobé (do roku 2018) vyrazny rozdil v pokryti oblasti,
kdy u panelu dosahujeme pokryti 100x u > 90 % cilovych oblasti, ale u WES pokryti
pouze 100% u pouze 80 % oblasti.

Panel genti byl proto vtomto obdobi zlatym standardem pro vySetfovani

vzacnych nemoci, které jsou geneticky heterogenni.
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Dalsi rozvoj metodiky MPS, vcetné vyrazného zlepseni v kvalité¢ sekvenatori

nov¢ gererace vedl k tomu, ze bylo nutné zvazit vyhody MPS panelu genti vs. WES.

Geny zatazeny na panel jsme v pravidelnych intervalech revidovali, a na zéklad¢
novych informaci byl pfipravovan novy design. Vzhledem k rozvoji poznatki, bylo
nutné design pro MPS panelu genti casto kontrolovat a dopliovat. Toto lze povazovat
za ur¢itou nevyhodu MPS panelu genid. Ptiprava nového designu je narocna Casoveé.
Taktéz to vedlo k situacim, kdy jeden pacient musel byt opakované vysetifen novejsi verzi
MPS panelu genti pro dédi¢né neuropatie. Podobnou zkuSenost uvadéji 1 autofi Seleman
M. a kolektiv (Seleman et al. 2017). Ve své praci porovnavaji moznosti vyuziti MPS
panelu geni a WES u pacientl s primdrnimi imunodeficiencemi. Popisuji, Ze potieba

aktualizace designu panelu genii je urcitou limitaci.

Taktéz, asi od roku 2018 pozorujeme vyrazny posun v kvalité ziskanych dat. Data
z WES, ktera jsme méli v pocatecnim obdobi (2015), maji horsi kvalitu nez ta ziskana
v roce 2019/2020. Je to dano jednak samotnym sekvenacnim kitem (SureSelect verze
4 na zacatku, nyni SureSelect V6), ale také a zejména vyrazn¢jSim navysenim kvality
a kapacity sekvenatorti. Nami pouzivané sekvenatory nyni generuji 10-12 GB dat pro

jeden vzorek.

Umérné tomu nartista i hloubka pokryti. Zarovei klesa cena WES a cena cileného
panelu genti zlstava stejna. V soucasné dob¢ jsou tedy oba dva typy vySetfeni stejné
drahé (250-300 EUR). Jak se ménila kvalita sekvenacnich dat pro WES, je uvedeno

v tabulce 8.
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Tabulka 8: Zmeény v pokryti a kvalité dat z WES v poslednich 5 letech v nasi laboratori

hloubka ¢teni % cilové oblasti pokryto alespon x-krat

béh (run) mésic_rok | primér | median | 5x 10x% 20x% 50x%

WES 09 2020 163 138 97,48 |96,9 95,81 | 90,06
WES 03 2020 182 142 99,41 |98,74 |97,24 | 88,92
WES 01 2020 141 118 97,26 96,52 | 94,98 | 86,3

WES 05 2019 137 119 97,53 196,95 |95,88 | 89,59
WES 01 2018 124 109 98,17 97,2 94,66 | 81,67
WES 11 2017 46 39 97,78 195,13 | 82,92 | 36,74
WES 04 2017 70 63 97,9 96,57 91,98 | 63,47
WES 08 2015 96 58 89,74 | 83,63 | 73,95 | 54,22

DalSim dualezitym aspektem je, Ze nyni jiz b&zné zpracovavame data z WES, a

neni to problém ani bioinformaticky, ani z hlediska ukladani dat, kde mame dostate¢nou

kapacitu datového uloziste.

Proto jsme nyni pfistoupili k WES jako prvnimu testu, a to na zakladé téchto ctyt

dilezitych bodi:

1) stejné cena pro WES a cileného MPS panelu gent,

2) vyrazné lep$i kvalita dat z WES, ktera sice potad nedosahuje hloubku ¢teni

jako u MPS panelu gent, ale nyni ji povaZzujeme jiz za dostatecné kvalitni a

validni,

3) bezproblémova moznost analyzy a ukladani dat z WES,

4) vyrazn€ lepsi objasnitelnost.

To znamend, Ze po provedeni zadkladni baterie testi provedeme MPS pomoci

WES. Data v prvnim kroku vyhodnocujeme jako virtualni panel gent a nasledné, pokud

ma rodina z4ajem a pacient vyjadril sviij souhlas, data z WES otevirdme a hodnotime tzv.

sopened WES“. To nam umoZzni za jednu cenu a jednim zpracovanim dat

v bioinformatické pipeline ziskat oba dva typy vysledkl — jak z panelu gentl, tak z WES.
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Tento pfistup je potiebny zejména v dnesni dob¢, kdy skokove nardsta pocet genti
asociovanych s danym onemocnénim. Proto jiz odpada nutnost nového custom designu
pro knihovnu vzdy, kdy je potieba zatadit do panelu nové geny. Staci upravit bed file
a provést novou analyzu. Tento pfistup ma ale nesporné vyhody i z jiného divodu. Je
stale vice ziejmé, Ze je u mnoha pacientil obtizné presné zarazeni do klinické jednotky,
mnohé jednotky se prolinaji, pfip. klinické projevy nejsou uUplné jasné, anebo jde

0 kombinaci vice duvodu.

U téchto pacientt je provedeni WES analyzy zcela stézejni, protoze restriktivnim
zam&fenim MPS panelu genli bychom u téchto pacientl nebyli schopni objasnit pfi¢inu
jejich obtizi. Tento pfistup nékdy umozni az tzv. reverse phenotyping, kdy az na zaklade
genotypu pochopime a spravné interpretujeme pacientovy klinické obtize. Tento piistup
muze vyraznit zvysit diagnostickou ptesnost, jak doklada naptiklad i studie provedena

u 111 pacientl s nefrotickym syndromem (Landini et al. 2020).

Na druhou stranu, obavy ze sniZen¢ kvality dat pfi provedeni WES a analyzy jako
virtualni panel jsou opravnéné. Proto jsme provedli validacni studie, sledovali jsme
pokryti v genech, které byly zafazeny 1 na panel, a porovnavali jsme, které exony téchto
gent nemame dobie pokryté. Ukézalo se, Ze jde primérné o Ctyfi exony, které jsou pfi
pouziti MPS panelu gent pokryty dostatecné a jejichz pokryti je pii pouziti WES mensi
nez 20x. Je nutné si byt védom této imitace a tyto exony v pribchu analyzy manuélné
kontrolovat. Taktéz 1ze doplnit klasické sekvenovani téchto useki, pokud to molekularni

biolog uzna za vhodné.

Dalsi opodstatnénou vyhradou k pouziti WES je moZnost ndhodnych nalezi,
které nesouvisi s primarnim onemocnénim. Tato problematika byla feSena v ramci
Evropské spolecnosti pro lidskou genetiku (ESHG — European Society of Human
Genetics). Bylo vydano doporuceni (van El et al. 2013), které stanovi nutnost
individudlné zvazit potiebu provedeni WES misto cileného panelu gent. Taktéz je
diskutovdna moznost provedeni WES a nasledné analyzy dat jako virtudlni panel — tedy
cilené hodnoceni. Autofi ale upozorniuji na to, ze tento pfistup miize byt n¢kdy ptilis
restriktivni. I s ohledem na toto doporuceni jsme zvolili postup, kdy data z WES
hodnotime jako virtualni panel gent. Cilovou oblast tohoto virtudlniho panelu

upravujeme bioinformatickou analyzou. Re-analyza vzorkii probihd v pravidelnych
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intervalech (4 6 mésici). Nasledné, v pfipad¢ potieby, data otevirame a hodnotime jako

WES, pouze v ptipad¢ souhlasu rodiny.

Myslime si, ze tento kompromis je opodstatnény s ohledem na vySe uvedené

vyhody provedeni WES jako prvniho testu.

K podobnému zavéru dospéli 1 autoti Sun, a kolektiv (Sun et al. 2015). Porovnali
kvalitu dat z MPS panelu gent (bylo zahrnuto 500 gent), WES a také WGS. Na sadé
9 vzorki provedli vSechny tyto tfi vySetfeni, a ukézali, ze pouziti WES je optimalni feSeni

za predpokladu pouziti kvalitniho kitu pro pfipravu knihoven a dostate¢né hloubky ¢teni.

5.2. PERSONALIZOVANA MEDICINA

Objasnéni pfiCiny zavazného dédi€ného onemocnéni ma velky piinos pro
pacienta, jeho rodinu, ale i celou spole¢nost — efektivni molekuldrné geneticka
diagnostika uSetii dalsi zbytecné a nakladné diagnostické postupy. Pacientim a rodinam
nyni miizeme poskytnout nejmodernéj$i dostupné diagnostické moznosti, které bylo

diive tfeba hledat v zahranié¢i.

Noveé poskytujeme moznost lépe urcit progndézu onemocnéni 1 upfesnit
genetickou progndzu pro pacienty a jejich rodiny i odhalit specialni potieby jednotlivych

pacientl — tzv. precision medicine.

Také mame moznost nabidnout rodindm genetické poradenstvi a upiesnéni
genetické prognozy pro dalsi pldnovéani rodiCovstvi a piipadné i cilenou genetickou

prevenci.

Uspésné molekularné-genetické vySetfeni s objasnénim pfi¢iny onemocnéni
ukon¢i sled opakovanych vySetfeni, kterd nejsou bez rizik, a tim usetii finan¢ni zdroje ve
zdravotnim systému. Optimalizace 1écby pak vede ke snizeni poctu hospitalizaci.

Realizace vysledki projektu v praxi pfinese zménu s redlnym ekonomickym dopadem.

5.3. MEZINARODNI SPOLUPRACE

Mezinarodni spoluprice je stéZejni pro objasiiovani vzacnych pficin DEN,
ale 1 pro hledani pticin novych. Pouze $irsi spoluprace ve védecké komunité umoziuje

sdilet data a vysledky. Nase laboratof se zapojuje do né¢kolika vyznamnych skupin.
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Pod hlavickou Peripheral nerve society funguje skupina zaméiena na DEN —
CMT(R) -  Charcot-Marie-Tooth and related neuropathies  konsortium

(https://www.pnsociety.com/ida/pages/index.cfm?pageid=3471). Vyznamnym

kolaborativnim projektem, ktery je hostovan na Univerzit¢ v Miami a vede ho prof.

Stephan Ziichner, je aplikace Genesis (https://www.tgp-foundation.org/). Zde je mozné
analyzovat data z NGS. V ramci Evropy je také nékolik vyznamnych skupin, které se
vénuji problematice DEN. V soucasné dobé jsme zapojeni zejména v konsorciu ENISNIP,
které se veénuje objasnovani piicin HSN — hereditarnich senzitivnich neuropatii

(https://enisnip.org/).
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6. ZAVERY

V priibéhu realizace této prace:

1) Byl nalezen jedem novy gen, jehoz kauzalni varianty zplsobuji DEN
s autosomalné dominantnim pfenosem, a v rdmci mezinarodni spoluprace bylo

nalezeno celkem az sedm rodin s timto typem neuropatie — ATP1A1.

2) Byly nalezeny kauzalni varianty v genech, které byly teprve neddvno popsané
jako pfi¢ina DEN, a prikazem druhé — potvrzujici — rodiny bylo mozné
potvrdit pivodni prace a taktéZ upiesnit fenotyp pro tyto typy DEN — GNBY,
MORC2, COX6A1.

3) Byly popsény jedny z nejvétSich skupin pacientli pro nékolik typi DéEN.
Tyto vysledky jsou unikatni, protoze spojuji detailni klinicky popis a genetické
analyzy na relativné velkém poctu pacientl. Tim umoziiuji dobfe popsat postizeni
pro dané typy neuropatii a urcit spektrum a frekvenci kauzalnich variant pro dané

geny: SH3TC2, SORD, HINT1, CCFDN.

4) Byly studovany vybrané molekularni mechanismy, jejichz pochopeni je

dilezité pro pochopeni a studium daného onemocnéni — PLPI, MORC?2.

5) Bioinformatické analyzy jsou dnes jiZ nezbytnou soucasti prace v genetice.
Vytvéreni a pouzivani téchto nastroju je dulezité pro spravné provadeéni analyzy
dat z MPS. V laboratofi jsme vytvofili cely postup pro analyzu dat, a dvé prace
byly i publikovany — PROT2HG a WES databaze.

Vysledky této nasi systematické prace jsou diilezZité pro zlepSeni diagnostiky
pacienti s DEN v CR. Piinosem je pro pacienty moznost uréit p¥i¢inu jejich obtizi, i kdyz
jde o vzacné ptiCiny, ale v souctu o velké mnozstvi pacientli. MoZnost uptesnit diagndzu

je pro pacienty ulevou. Tyto informace jsou vSak diilezité také pro §irsi rodinu pacienta.
Souhrnem lze fict, ze v ramci hodnoceni dat z MPS:

1) Zjistili jsme, Ze limitem uz neni detekce, ale interpretace ndlezli (kterd

varianta je kauzalni a ktery z podezielych je opravdu ,,pachatel*).
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2) MPS ma vysokou spolehlivost — pfesnost — vysetieni, blizici se klasickému

sekvenovani.
3) MPS nam pfinese objasnéni ,,jen“ u cca 25 % vySetienych pacienti.
4) Témet vzdy je nutné dovysetfit piimé piibuzné — segregace mutace s nemoci.

5) Pii vyhodnocovani je nutné se vratit k detailnimu klinickému popisu — zda

mutace, kterou/které jsme nalezli, mohou zptisobovat dany fenotyp.

6) Bez téchto informaci Casto neni mozné vySetfeni spolehlivé uzaviit —
vysledky spolehlivé interpretovat — ,,pachatele spolehlivé usvédcit —

odsoudit®.

I kdyZ zatim neni mozna kauzalni 1é¢ba, pro vyvoj terapeutik jsou velké, dobie
prostudované kohorty pacientii nezbytnym piedpokladem. Nase prace je unikatni prave
vtom, Ze spojujeme vybornou neurologickou diagnostiku s kvalitné provedenou

genetickou analyzou.

Vysledky jsou diilezité i celosvétoveé — pro mezinarodni komunitu jsme pomohli
definovat mnohé typy DEN. O vyznamu svédc¢i 1 naSe Siroké zapojeni jak do evropskych

konsorecii, tak i dalSich mezinarodnich vyzkumnych projekti.
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