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Abstrakt

Charakterizace molekularné genetické podstaty monogennich onemocnéni spociva nejen v
identifikaci patogenni varianty, ale i v popisu jejiho vlivu na strukturu a stabilitu vznikajici RNA.
Krom¢ toho u X-vdzanych onemocnéni vstupuje u heterozygotnich pacientek do hry X-inaktivace.
V ptedkladané disertacni praci jsme vyuzili metody sekvenovani nové generace ke studiu tii X-
vazanych lysosomalnich onemocnéni (mukopolysacharidoza typ II, MPS II; Danonova choroba,
DD; Fabryho choroba, FD). Vyuzili jsme dva metodické postupy: 1) panelové sekvenovani
s pouzitim hybridiza¢nich prob pro identifikaci nukleotidovych variant, deleci/duplikaci malého
rozsahu a strukturnich variant (rozsahlé delece a duplikace) 2) amplikonové sekvenovani pro

vySetieni somatického mozaicismu a alelové specifické exprese.

Panelové sekvenovani umoznilo na molekularné genetické urovni potvrzeni Danonovy choroby u
dvou pacientti, u kterych byla identifikovana duplikace dvou exonu a delece péti exonil v genu

LAMP?.

Amplikonovym sekvenovanim jsme analyzovali somaticky mozaicismus v rodindch pacientl
s Danonovou chorobou a mukopolysacharidézou typu II a identifikovali prvni pfipad somatického

mozaicismu u pacienta s Danonovou chorobou.

Metoda alelové specifické exprese rozsifila paletu metod pouzivanych pfi vySetfeni X-inaktivace

a jeji ptinos se projevil zejména pii minimalizaci chybné interpretace vysledkii.

Vysledky uvedené v této disertacni praci prokézaly vyznam metod sekvenovani nové generace
pro diagnostiku X-vazanych lysosoméalnich onemocnéni, objasnéni molekularniho podkladu

fenotypovych projevil a ve vybranych piipadech i k ureni jejich prognézy.



Abstract

The characterisation of the molecular-genetic etiology of monogenic diseases includes not only the
identification of the pathogenic variant, but also the description of its effect on the RNA structure
and stability. Additionally, the X-inactivation plays an important role in X-linked diseases. In the
presented thesis, we applied the methods of next generation sequencing to study three lysosomal
disorders (mukopolysacharidosis type II, MPS II; Danon disease, DD; Fabry disease, FD). Two
methodological approaches have been used: 1) panel sequencing with hybridization probes for
identification of single nucleotide variants, small deletions/duplications and structure variants

(CNVs) 2) amplicon sequencing for analysis of somatic mosaicism and allele specific expression.

The panel sequencing enabled us to confirm the molecular-genetic basis of DD in two patients with

the identification of two exons duplication and five exons deletion in LAMP?2, respectively.

The somatic mosaicism was being analyzed by the amplicon sequencing in families with DD, MPS

II. We could identify the first case of somatic mosaicism in a patient with DD.

The allele specific expression has enlarged the group of methods used in X-inactivation analysis.

Its impact has been proved particularly in minimizing misinterpretation of XCI results.

Results published in this thesis proved the importance of the next generation sequencing methods
for the diagnosis of X-linked lysosomal storage disease, shedding light on their molecular basis
leading to particular phenotype manifestation and even in determining their prognosis in selected

cascs.



1 Uvod

Lysosomalni stfddava onemocnéni (LSD) jsou monogenni onemocnéni zplsobend deficitem
nekteré z lysosomalnich hydrolaz, jejich aktivatorii nebo lysosomadlnich transportérti ci
strukturnich proteinii. Mohou se manifestovat v détstvi i v dospélosti. Fenotyp je vysoce variabilni
od tézkych forem s ¢asnou manifestaci v nizkém véku a neptiznivou prognézou az po lehéi formy
s nastupem ve vysSim véku a mirn€j$im pribéhem (Rajkumar a Dumpa 2021). Souhrnna incidence
LSD je odhadovéana na jedno ze 7700 narozenych déti (Meikle et al. 1999), incidence v Ceské
republice se udava na jedno z 8300 déti (Poupetova et al. 2010).

Fenotyp onemocnéni zavisi na typu akumulovaného substratu a mistu jeho akumulace. Postizen
muze byt prakticky jakykoli organ v téle. Napi. u Pompeho nemoci s nedostatecnou aktivitou o-
glukosidazy (gen GAA) je charakteristické stiadani glykogenu v lysosomech svalovych bunék.
Manifestuje se postizenim kosterniho svalu a u infantilni formy i srdce (Morales a Anilkumar
2021). U Gaucherovy choroby je pak stidadan glukocerebrosid v makrofazich
retikuloendotelidlniho systému. Klinicky je tak vyjaddiena splenomegalie, doprovdzena anémii,
trombocytopenii a projevy onemocnéni skeletu (Mistry et al. 2015). U fady lysosomalnich
onemocnéni stoji v popfedi neurologické postizeni, napf. celkovd degenerace nervového
systému spojena s hluchotou a slepotou zptisobena ztratou funkce podjednotky A nebo B -

hexosaminidazy u Tay-Sachsovy, respektive Sandhoffovy choroby (Gilbert et al. 1975).

Dédi¢nost dosud popsanych LSD je autosomalné recesivni s vyjimkou tfi onemocnéni, jejichz
dédicnost je vadzand na chromosom X: Fabryho choroba, Danonova choroba a
mukopolysacharidéza typ I (Huntertiv syndrom). Tato prace se vénuje studiu genetickych aspekt

prave téchto tii posledné jmenovanych onemocnéni.

2 Cile

Diagnostika X-vazanych lysosomalnich onemocnéni je komplexni proces, jehoZ podstatnou
soucasti je molekuldrné genetické vySetieni. Problematika je specificka u Zen, u kterych jsou jak
klinicky fenotyp, tak vysledky laboratornich nalezi ovlivnény fenoménem X-inaktivace. Cilem
této disertacni prace bylo zavést a zhodnotit vyznam moderni diagnostické metody, sekvenace nové
generace (NGS), pro charakterizaci genotypu a genotypoveé-fenotypové korelace u pacientl

s témito onemocnénimi.



Jednotlivé ¢asti disertacni prace:

1) Zavedeni metod NGS a zhodnoceni jejich piinosu pro diagnostiku X-vazanych lysosomalnich

onemocnéni

a) Zavést metodu hybridizacniho panelového sekvenovani veetné navrhu hybridizacnich

sond.

b) Pfipravit bioinformatickou analyzu nukleotidovych variant, deleci/duplikaci malého

rozsahu a strukturnich variant (CNV).
c¢) Ovéftit vysledky a zhodnotit diagnosticky ptinos NGS.

2) Vyuziti metod NGS pro analyzu somatického mozaicismu a sestiihovych variant u pacienta s X-

vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi

a) Zavést metodu pro analyzu somatickych mutaci na Urovni genomové DNA a

sestfihovych variant na irovni RNA, véetné bioinformatického zpracovani.
b) Aplikovat tuto metodu pro vySetfeni v rodinach pacientti.

3) Vyuziti metod NGS pro analyzu transkripcnich variant a studium X-inaktivace u pacientti s X-

vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi

a) Zhodnotit pfinos metody alelovée specifické exprese (ASE) pro charakterizaci mutaci na

urovni RNA (zjiSténi vlivu mutace na stabilitu transkriptu).

b) Zavést metody ASE pro vySeteni polymorfnich SNP a mutantnich alel pro vySetieni X-

inaktivace.

c) Porovnat vyuziti metod ASE s béZné pouzivanymi metylacné specifickymi metodami a

posoudit limity obou typti metod.

3 Metodika

K ptipravé vzorkl pro panelové sekvenovani byla vyuzivdna standardni hybridiza¢ni metoda
s vyuzitim sond od firmy Roche (SeqCap EZ choice library ) a ultrasonickd fragmentace, ktera
zarucuje vysokou kvalitu a délkovou uniformitu vznikajicich fragmenti (Quail et al. 2009).

Bioinformatické zpracovani je rozdéleno podle velikosti variant. V prvni fazi jsou identifikovany



SNV a malé¢ delece/duplikace do 50 bp. V druhé ¢asti jsou analyzovany CNV od velikosti jednoho
exonu po celé geny nebo skupiny gent. Analyza CNV je zalozena na tzv. hloubce ¢teni. Porovnava
se pocet Cteni dané oblasti u pacienta oproti hodnoté poctu Cteni ziskané z analyz vSech ostatnich
pacientli sekvenovanych v tomtéz behu. Signifikantné vySs§i pocCet Cteni u pacienta naznacuje

duplikaci, vyrazné niz$i pocet vede k podezieni na deleci (Royer-Bertrand et al. 2021) .
K ovéfeni nalezu CNV jsme zvolili metodu kvantitativniho PCR (qPCR) z genomové DNA.

Pro splnéni druhého a tietiho cile bylo zavedeno amplikonové sekvenovani tzv. single-plexova
pfiprava sekvenacni knihovny vyuzivajici systému Nextera XT DNA Library kit (Illumina)
(Sykorova et al. 2015). Sekvenovany vzorek o minimalni délce 150 bp a oznaceny kombinaci dvou
indexti, je pfipraven z PCR, RT-PCR nebo long-range PCR produktii od riiznych pacientt.
V prvnim kroku pfipravy tzv. sekvenacni knihovny probihd miseni na zakladé délek jednotlivych
produktti. Delsi produkty jsou do reakce ptridavany ve vySSim objemu, aby bylo zajisténo
rovnomeérné pokryti po celé délce produktu. V pifipadé sekvenovani somatickych variant je PCR

produkt davkovan v desetindsobném mnozstvi oproti ekvimolarni hodnoté.

Dalsi metody pouzité v této praci jsou metody pro vySetieni X-inaktivace zalozené na metylacné

senzitivnim Stépeni a analyze délkovych polymorfismt v lokusech AR, RP2, CNKSR2.

4 Vysledky

4.1 Zavedeni metod NGS a zhodnoceni jejich prinosu pro diagnostiku X-vazanych
lysosomalnich onemocnéni

V ramci cileného panelového sekvenovani jsme pro diagnostické ucely zavedli vySetfeni genli

spojenych s X-vdzanym lysosomalnim onemocnénim. Vysledky sekvenacni analyzy gentt LAMP?2,

IDS a GLA ukazuji, ze vSechny diilezité oblasti, ve kterych se mohou nachdzet mutace (exony,

priléhajici ¢asti intrond, ¢asti neprekladanych oblasti), jsou dobfe pokryté (tj. pocet Cteni je vyssi

nez 20). To jsme ilustrovali u kontrol heterozygotnich pro dva benigni SNP (rs12097, rs1141608)

v genech IDS a LAMP?2 a u dvou pacientil nesoucich patogenni variantu v genu GLA.

V laboratoii je metoda vyuzivana v ramci diagnostického procesu pacientli s metabolickymi,

kardiologickymi a skeletdlnimi onemocnénimi. Béhem uplynulych 5 let jsme touto metodou
stanovili diagn6zu u 228 pacient(. Naprosta vétsina (92 %) nalezenych patogennich variant nalezi

do kategorie variant malého rozsahu a byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim. Patogenni
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varianty velkého rozsahu (tj. duplikace nebo delece, CNV) byly identifikovany u 19 pacienti.
V osmi pfipadech byla zjiSténa delece jednoho exonu (7x heterozygotné, 1x hemizygotné),
v jednom ptipadé duplikace jednoho exonu v heterozygotnim stavu. V dalSich osmi ptipadech se
jednalo o heterozygotni deleci dvou a vice exonti. Ve zbylych dvou ptipadech byla identifikovana

rozsahla delece cel¢ skupiny gend.

Moznost analyzovat rozsahlé delece a duplikace (CNV varianty) metodou NGS je zasadni zejména
pro molekularné genetickou analyzu Danonovy choroby. Vysledky naseho pracovisté, kde byly
CNV detekovany u 4 z 10 pacientd ukazuji, ze pravé tento typ variant je Castou pifi¢inou
onemocnéni (Majer et al. 2014; 2018; 2020; Kousal et al. 2021). Tuto skute¢nost podporuji i prace
dalSich autor (Yang et al. 2010; Burstein et al. 2021; Lines et al. 2014; Ceyhan-Birsoy et al.
2016).

Prokazali jsme, Ze panelové sekvenovani a vypracovana bioinformatickd analyza vhodnou
metodou k diagnostice SNV 1 stanoveni ptitomnosti CNV u fady metabolickych, kardiologickych
a skeletdlnich onemocnéni. VSechny reportované patogenni varianty, které jsme pomoci
panelového sekvenovani identifikovali, byly ovéfeny pomoci dalSich metod (Sangerovo
sekvenovani, qPCR nebo SNP microarray) a nebyl identifikovan faleSné pozitivni vysledek.
Diagnozu jsme potvrdili u 228 z celkové 539 vySetienych pacienti (42 %). Tento tidaj odrazi vybér
pacienttl, kteti jsou na vySetfeni indikovani a které 1ze rozdélit na dveé skupiny. Prvni skupinou jsou
pacienti, jejichz diagndéza byla stanovena na zaklad¢ jasnych klinickych a/nebo laboratornich
nalezli, v tomto piipadé nachdzime patogenni varianty témét ve 100 % ptipadi. Druhou skupinu
tvoii pacienti s nejasnym ndlezem, ktefi na vySetieni pfichazeji z divodu diferencialni diagnostiky,
a u téchto pacientli nachazime genetickou pfi¢inu jejich onemocnéni vyrazné méné casto. U
nekterych pacientl mizeme diagndézu minout z divodu metodického. Metoda identifikuje exonové
varianty, pfiléhajici ¢asti intronti a ¢asti 5 a 3’ neptekladanych oblasti. Do vySetieni jsou zahrnuty
i nékteré¢ publikované hluboké intronové varianty a varianty v regulacnich oblastech, vétSina
variant vSak v téchto nekddujicich oblastech zistava opominuta. Metoda panelového sekvenovani
pouzivaného v nasi laboratofi je srovnatelna s celoexomovym sekvenovanim, kde se diagnosticka

vytéznost pohybuje okolo 50 % (Kmoch a Zeman 2018).

Nase vySetteni piispélo ke stanoveni diagndzy u jedné pacientky s DD (Majer et al. 2018), dalsi

pacienti diagnostikovani nebyli. Mezi divody muze patiit raritni vyskyt studovanych onemocnéni



1 povaha téchto onemocnéni. FD a MPS II jsou enzymopatie, jejich primarni vySetfeni probiha na
urovni enzymologické, u pozitivnich vysledkii enzymologického vysetieni je metodou volby pro
genetickou analyzu Sangerovo sekvenovani nebo MLPA. U analyzy genu /DS jsou navic zavedeny
metody pro zachyt specifickych prestaveb, zalozenych na amplifikaci specifickych PCR produktt
indikujicich pfitomnost ptfestavby. PCR produkt je ovéfen Sangerovym sekvenovanim, které by
NGS z principu metody nezachytilo. Geny pro X-vazana lysosomalni onemocnéni jsou v panelech
zatazeny pro piipady pacientl s nejasnou etiologii klinickych potizi nebo naopak pro pacienty
s prokazanym deficitem, u kterych Sangerovo sekvenovani/MLPA genetickou pfi¢inu neobjasnily

(MLPA nemusi ukazat deleci — sonda mtize sedét mimo jeji hranice).

Odlisna situace nastavda u DD, kde mohou byt pacienti primarné diagnostikovani na
kardiologickém panelu, protoze mezi hlavni piiznaky patii hypertrofickd kardiomyopatie (HKMP).
Vzhledem k tomu, Ze ¢astym typem mutace u DD jsou delece a duplikace velkého rozsahu, je NGS

vyuzivajici hybridiza¢ni proby vhodnym nastrojem pro diagnostiku pacienti s DD.

Citlivost bioinformatické analyzy pro CNV v nasi laboratofi je srovnatelna s literarnimi daty
(Royer-Bertrand et al. 2021). Do studie autofi zapojili 450 pacientil s riznou diagndzou ze Sirokého
spektra onemocnéni zahrnujici mimo jiné metabolickd 1 kardiologickd onemocnéni. Autofi
identifikovali patogenni CNV u 18 jedincii, zatimco v naSem souboru se jednalo o 19 pacientl
v souboru 539 pacienti. Zavedena NGS metabolického, kardiologického a panelu kostnich

onemocnéni se stala rutinni soucasti diagnostického procesu na naSem pracovisti.

4.2 Vyuziti metod NGS pro analyzu somatického mozaicismu a sestfihovych variant
u pacientii s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi
V prvni praci jsme se zabyvali otdzkou predikce zavaznosti projevii MPS 1II a to v unikatni kohort¢
44 pacientil s timto vzicnym onemocnénim z Ceské republiky, Slovenska, Srbska a Chorvatska
(Dvorakova et al. 2017). Nase vysledky ukézaly, Ze ani stanoveni aktivity iduronatsulfatazy v
leukocytech ani zjisténi exkrecni frakce glykosaminoglykanii v mo¢i nema pro stanoveni tize
onemocnéni prediktivni hodnotu. Mutac¢ni analyza provedena u 38 pacientii vedla k identifikaci 8
variant velkého rozsahu (rozsahlé delece, rekombinace genu IDS s pseudogenem), 10 variant
malého rozsahu (6 deleci, 2 duplikace, 2 inserce) a 20 nukleotidovych zamén zpiisobujicich

zdmeénu aminokyselinového zbytku, vznik pred¢asného termina¢niho kodonu nebo ovlivitujich
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sestiih. Velké prestavby vedly bez vyjimky k zavaznym projeviim onemocnéni, coz je vysledek v
souladu s literarnimi daty (Brusius-Facchin et al. 2014). Nulové varianty malého rozsahu vedly az
na jednu vyjimku rovnéz tézkému fenotypu. Vyjimkou byla inzerce 4 nukleotidli v exonu 9
nalezena u 2 bratri s mirnym fenotypem. Pfedpokladany efekt této mutace je vznik pred¢asného
terminacniho kodonu vedouciho ke ztraté celé malé enzymové podjednotky (14 kDa). Mutace v
této oblasti identifikované u dalSich pacienti z naseho souboru i prezentovanych v literatuie
(Kosuga et al. 2016) jsou spojeny s tézkym fenotypem. Pro mirny fenotyp jsme nenasli uspokojivé

vysvétleni.

Ve skupiné jednonukleotidovych zamén bylo nalezeno 6 rekurentnich variant popsanych v fadé
publikaci (p.Asn63Asp, p.Pro86Leu, p.Arg88Cys, p.Arg88His, p.Ser333Leu, p.Arg468Gln).
Fenotyp naSich pacienti odpovidal literarnim udajim, u téchto mutaci lze opét pozorovat

genotypovou-fenotypovou korelaci.

Hluboké amplikonové sekvenovani RNA bylo pouzito pro charakterizaci sestfihové varianty /DS
c.1122C>T u pacienta se stfedné¢ zdvaznym fenotypem MPS II. VysSetfeni RNA ukazalo, ze
varianta zpusobuje deleci 60 nukleotidii a nevede k posunu ve ¢tecim ramci, vliv na stabilitu
transkriptu nebyl detekovan. V literatuie byla tato rekurentni varianta popsana u pacientd s
variabilni Skalou fenotypd, ktera mtize souviset s pfitomnosti urcitého podilu normalniho
transkriptu u nékterych pacienti. Normalni transkript jsme u naSeho pacienta nedetekovali, piesto
vSak 1 vyhradn¢ zastoupeny produkt deletované alely u né stacil k manifestaci pouze
intermediarniho fenotypu.

Hluboké amplikonové sekvenovani DNA jsme dale pouzili pro vySetfeni somatického mozaicismu.
V nékterych rodinach u rodicl nenachazime patogenni mutace, které jsou pti¢inou onemocnéni u
jejich postizeného ditéte. Obvyklou pficinou tohoto nalezu je vznik mutace de novo. V takovém
pfipadé¢ rodi¢e nenesou riziko pro pfisti téhotenstvi. Cca 6,5% mutaci vSak ma plvod
v somatickych mutacich rodict (Acuna-Hidalgo et al. 2015). Somaticky mozaicismus je proto
nutné zvazovat z divodu rizika pfenosu mutace na dalsi potomky.

Uvedené problematice jsme se vénovali zejména u pacienti s Danonovou chorobou. V roding€ prvni
pacientky jsme nezjistili somaticky mozaicismus u rodi¢ti ani postzygoticky mozaicismus u
pacientky. V rodin¢ druhé pacientky opét somaticky mozaicismus u rodici nebyl detekovan,
postzygoticky vznik mutace nebylo mozné vysettit z divodu limitace metody. Naopak somaticky
mozaicismus popisujeme u tietiho pacienta s projevy Danonovy choroby. Metodou amplikonového
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sekvenovani jsme urcili pomérné zastoupeni mutované a WT alely v riznych tkanich vcetné
srdecni, ve vSech tkanich byla mutovana alela pfitomna v cca poloviné bunék.

Somaticky mozaicismus DD byl doposud publikovan pouze u zen. Prvni publikovand prokazana
somatickd mozaika byla u DD popsana v piipadé¢ asymptomatické matky, u které bylo
identifkovano 20 % mutovanych bun¢k (Chen et al. 2012). Somaticky mozaicismus byl detekovan
1 u zdravé matky dvou postizenych chlapct u které bylo pritokovou cytometrii stanoveno pouze
0,061 % LAMP?2 deficitnich bun¢k (Majer et al. 2014). V roce 2019 byla metodou paralelniho
sekvenovani identifikovdna mozaika 16 — 30 % u pacientky s DD, u které se projevily kardialni a

o¢ni ptiznaky (Meinert et al. 2019).

Na rozdil od DD, kde somaticky mozaicismus doposud u muze nebyl publikovan, Bae 2020
popisuje pacienta s pozdnim nastupem ptiznakli Fabryho choroby. Mozaikovité zastoupeni
mutované alely bylo stanoveno pomoci NGS v krvi (84%), bukalnich stérech (58%) a mocovém

sedimentu (85%) (Bae et al. 2020, s. 200).

Posledni pacientkou popsanou vtéto kapitole byla manifestni heterozygotka pro
mukopolysacharidozu II. Pfestoze pacientka nesla rekurentni mutaci c.1403G>A (p.Arg468Gln),
tato mutace nebyla identifikovana ani u jednoho z rodic¢i. Somaticky mozaicizmus u rodi¢l nebyl
prokdzan

Manifestace MPS II u Zen je velmi vzacna, nase kazuistika byla podle odborné literatury ve svéteé
17. ptipadem divky manifestujici MPS II (Reboun et al. 2016), ptfi¢emz do dnesniho dne bylo
v literatuie popsano pouze devatenact manifestnich heterozygotek.. Manifestace je podminéna
kompletnim deficitem enzymu, jehoz genetickou pfi¢inou mohou byt komplexni chromosomalni
piestavby postihujici expresi genu /DS (Manara et al. 2010) nebo mutace pfitomné na obou alelach
(Broadhead et al. 1986; Semyachkina et al. 2019). Nejcastéjsi pficinou je pfitomnost jedné
mutované alely v kombinaci s kompletnim zeSikmenim X-inaktivace (XCI) vedouci k vyhradni
expresi mutované alely (Jurecka et al. 2012; Pifia-Aguilar et al. 2013; Lonardo et al. 2014; Tuschl
et al. 2005). Pfi¢inou manifestace nami popisované pacientky popisované je prave tento piipad —
prokdzali jsme vyhradni expresi mutované alely p.Argd68GIn zplsobenou kompletnim
zeSikmenim X-inaktivace.

V souhrnu naSe vysledky ukazuji, ze pro charakterizaci klinickych ptiznaki (MPS II) i pro
interpretaci vysledkti dalSich metod (prutokova cytometrie u Danonovy choroby) je dilezita
znalost stavu X-inaktivace.
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4.3 Vyuziti metod NGS pro analyzu transkrip¢nich variant a studium X-inaktivace
u pacientii s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi
Fenotyp Zen s Fabryho chorobou je velmi variabilni, od asymptomatického prabéhu po zdvaznou
klinickou manifestaci srovnatelnou s postizenim u hemizygotnich muza (Lenders et al., 2016). Na
tizi klinickych projevi se podili typ mutace a vék pacientek, podil XCI na vysledném fenotypu ale
zustava doposud nevyjasnény. Pokud by byla korelace mezi stavem XCI a tizi klinickych ptiznakt
FD jednoznacné prokazéana, bylo by mozné vyuzit znalost stavu XCI k predikci prabéhu
onemocnéni a véasnému, spravné nacasovanému zahdjeni 1€cby. Podle n€kterych studii zeSikmeni
XCI ve prospéch exprese mutované alely vede k t€zSimu fenotypu a rychlejsi progresi onemocnéni.
Korelace byla pozorovéna na Grovni kazuistik (Hossain et al. 2017; 2019; Morrone et al. 2003;
Redonnet-Vernhet et al. 1996; Yanagisawa et al. 2019) i v souborech pacientek (Dobrovolny et al.
2005; Echevarria et al. 2016). Jini autofi vSak dosli k opacnym vysledkiim a vliv XCI na fenotyp

zpochybiiuji (Elstein et al. 2012; Juchniewicz et al. 2018; Maier et al. 2006; Rossanti et al. 2021).

Sporné vysledky z publikovanych praci mohou byt ¢astecné vysvétleny komplikacemi v hodnoceni
klinické zavaznosti (je tfeba zvazovat heterogenitu symptomil, v€k a variabilitu v postizeni
jednotlivych organti). Problém vSak muze spoc¢ivat i v metodickém pfistupu. V fad¢ z uvedenych
publikovanych praci byla XCI stanovena pouze jednou metodou ve vzorku jedné tkané. Nase usili
jsme proto zaméfili na vyhledavani metodickych tuskali a jejich feSeni. Tomuto tématu jsme se
vénovali v prezentované praci provedené na souboru 35 FD pacientek se zndmou mutaci a riiznou
tizi klinickych projevii (Reboun et al. 2022). V algoritmu vySetieni a spravné interpretace vysledki

XCI byla pouzita transkrip¢ni analyza vyuzivajici amplikonové sekvenovani.

V literatuie nejuzivanéjsi metodou pro vysetieni XCI je metoda zalozena na sledovani metylace
v oblasti délkového polymorfismu lokusu genu AR (Xql2), piipadné RP2 (Xp11.3). V nasi praci
jsme pouzili obé tyto sondy (4R i RP2). Kromé& téchto Casto pouzivanych a publikovanych
metylaéné senzitivnich metod jsme ale nové zavedli 1 dalsi analyzu alelové specifické exprese
(ASE) metodou amplikonového sekvenovani vyuzivajici heterozygotni SNP (IDS, LAMP?2).
Zakladni podminkou pro pouziti téchto SNP ve vySetfeni XCI bylo, ze geny IDS a LAMP?2
neunikaji X-inaktivaci. To znamena, Ze jsou skutecné exprimovany pouze z aktivniho chromosomu
X (Carrel a Willard 2005). Dalsi dilezitou podminkou vyuziti téchto SNP je vysoké frekvence

heterozygotek pro tyto SNP v populaci. V nasem souboru bylo zastoupeno sedmnact Zen (49 %)
13



heterozygotnich, a tedy informativnich pro SNP v genu /DS (rs1141608), a devét Zen (25%)
heterozygotnich pro polymorfismus v genu LAMP2 (rs12097). U heterozygotnich zen byl
amplikonovym sekvenovanim analyzovan RT-PCR produkt obsahujici SNP. Pocet cteni
nukleotidii v mist¢ SNP pak reprezentuje pomérné zastoupeni alel, které podle nasi hypotézy

odpovida X-inaktivaci.

Vysledky tohoto vysetieni jsme pak porovnali s vysledky metyla¢nich metod. Pfikladem srovnani
obou metod byla pacientka 35, u které jsme ziskali shodné vysledky z analyzy exprese alel u
benigniho SNP v genu IDS (89:11) a metylacné senzitivni metody za pouziti sondy v genu AR
(91:9). Velmi dobrou korelaci obou metod jsme zjistili v celém souboru pacientek. Jediny vyrazné
odlehly vysledek jsme pozorovali u pacientky 10 v sondé AR. Sonda AR vykazuje zeSikmeni XCI
k jedné z alel (80/20), zatimco u dalSich sond byla XCI nahodné (u metyla¢ni sondy (RP2) byl
pomér 63/37, u neptimé transkripéni sondy v genu IDS 47/53).

Metodicky postup amplikonového sekvenovani jsme dale vyuzili pro stanoveni exprese
mutovanych alel pfimo v genu GLA. Porovnanim vysledkt transkripni analyzy genu GLA a
metylacné specifickych metod pro stanoveni XCI jsme ziskali shodné vysledky u vétSiny pacientek
nesoucich missense mutace. U 3 pacientek (26, 34 a 35) vSak vySetfeni vedla k reciprokym
hodnotam. U pacientek 26 a 35 metylacni sondy pouzité pro vySetfeni XCI ukazovaly zeSikmeni
ve prospéch mutované alely, analyza exprese GLA ukazala preferen¢ni expresi WT alely. Naopak,
u pacientky 34 metylacni analyza ukazovala preferen¢ni umlceni chromosomu s mutovanou alelou,
zatimco expresni studie prokazala témét vyhradni expresi pravé mutované alely. Tento nalez lze

vysvétlit jevem crossing — over a ukazuje na riziko pouzivani nepiimych sond.

Po korekci na crossing — over odpovidalo pomérné zastoupeni mutované a normalni alely v genu
GLA vysledkim XCI u vSech missense mutaci, jak zavaznych, tak hypomorfnich (t;.
zachovéavajicich urcitou rezidualni enzymovou aktivitu). Tento vysledek ukazuje na stabilitu

transkriptu u vSech téchto uvedenych mutaci.

Rozdily mezi stavem XCI a zastoupenim mutované alely v transkriptu jsme pozorovali u tii
pacientek nesoucich nulové mutace (Obrazek 1). U pacientky 3, ktera je heterozygotkou pro mutaci
c.559 560delAT, byla exprimovana pouze WT alela genu GLA, zatimco pomér XCI podle
metylacnich sond byl ndhodny (AR = 36/64, RP2=46/54). Tento nalez lze vysvétlit odbourdvanim

poskozené mRNA z mutovanych transkriptd mechanismem nonsense-mediated decay (NMD). K
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castecnému odbouravani dochéazi i u pacientky 5 s nonsense mutaci (c.881T>G; p.Leu294*) a
pacientky 8 nesouci duplikaci (c.1034dupT; p.Ser345Phefs*30). Naopak, pfedcasny terminacni
kodon (c.1024C>T; p.Arg342*) k NMD nevedl, jak je patrné z vysledk pacientky 6, ktera

vykazuje nahodnou XCI a vyvazenou expresi obou alel.
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Obrazek 1: Vztah mezi stavem XCI a expresi genu GLA u pacientek s Fabryho chorobou. Stav XCI je vyjadren
v procentudlnim zastoupeni WT alely (osa X). Na Ose Y je zobrazena exprese WT alely genu GLA. Cerné trojithelnicky
predstavuji pacientky, které nesou stabilni alelu genu GLA. Cervend kolecka odpovidaji castecnému (Pacientky 5 a 8)
nebo uplnému (Pacientka 3) NMD. V datech XClI je zohlednén vznik crossing-overu. Korelacni koeficienty a statistickad
vyznamnost vyjdruji hodnoty R a p, linearni regrese je vyjadrena rovnici pro obé skupiny (s prokdzanym/
neprokdazanym) NMD. Svislé modré cerchované cary vymezuji hranici zesikmeni stavu XCI (25:75).

Vysledek vysSetieni XCI miize byt ovlivnén 1 tkanovou specifitou a faktorem véku. V souboru 15
pacientek, u kterych byly dostupné vzorky vice tkani (periferni krev, bukalni stéry, sliny, moc),
jsme identifikovali 6 pacientek, které vykazovaly vyznamné rozdily v XCI pfi vySetfeni v riznych
tkénich. Rozdilné hodnoty XCI mezi archivnimi vzorky krve (ndbér provedeny pied vice nez 6

lety) a recentnim nabérem jsme pozorovali u dvou z osmi vysetienych pacientek.

StéZejnim piinosem prace vénované XCI u pacientek s Fabryho chorobou (Reboun et al. 2022)
bylo poukézani na moznosti chybné interpretace metod pouzivanych k detekci XCI. Popsali jsme
zaménitelnost neptimych ASE a metylac¢nich sond. Kombinace pouzitych metod miize ptispét

k eliminaci specifickych nedostatkli obou metodickych pfistupii. Vyuziti metyla¢nich sond je
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limitovano zjiSténim, ze ve vzacnych ptipadech stav metylace v daném lokusu neodpovida stavu
XCI (Swierczek et al. 2012). Tato situace je pravdépodobnym vysvétlenim u pacientky 10, kdy
sonda AR vykazuje zeSikmeni XCI k jedné z alel, zatimco dalsi pouZité sondy (RP2 a IDS) koreluji
s hodnotou analyzy transkriptu pro GLA a vykazuji vyvazenou expresi alel. Limitaci ASE sond
muze byt nerovnomérna exprese alely, ke které miize dojit naptiklad jevem NMD nebo variantou
v regulacni oblasti genu. Varianty modulujici transkripci, byly popsany v promotoru genu LAMP?2

(Pang et al. 2012) nebo v 5° nepiekladané oblasti genu GLA (Ferreira et al. 2015)

Prokazali jsme, Ze vysledky metod vyuzivajicich nepiimé sondy, jak metylacni, tak ASE, mohou
byt ovlivnény jevem crossing — over. Diivodem je znacné vzdalenost mezi lokusy téchto sond a
kauzalnim genem, v nasSem piipadé¢ GLA. Na kazdém metacentrickém chromosomu dochézi podle
literatury minimaln¢ ke dvéma presmyktm (Coop a Przeworski 2007). Pfitomnost jevu crossing —
over miize vést k chybnému posouzeni faze, tzn., ze na zéklad¢ vySetfeni nepiimych sond nelze
rozli$it, zda je dominantn¢ aktivni WT nebo mutovana alela. Eliminaci tohoto jevu lze provézt
analyzou vzorku otce a detailni segregaci v roding, vzorky pro takovéto analyzy jsou vsak jen
ziidka dostupné. Analyza transkriptu GLA je proto zasadni pro spravnou interpretaci vysledka XCI.
I tato metoda vSak ma své limity. Detekce jevu crossing-over pomoci analyzy exprese GLA neni
mozna u pacientek s mutacemi ovliviiujicimi stabilitu mRNA vedoucim k NMD. V prezentované
kohorté byla zjiSténa snizena stabilita mRNA u tii pacientek nesoucich nulovou mutaci. Protoze
enzymova aktivita a-gal neni ovlivnéna typem mutace ani nestabilitou mRNA (Reboun et al. 2022),

je pro identifikaci jevu crossing-over u téchto pacientek mozné vyuzit enzymologické vySetieni.

5 Zavér

1) Metoda panelového sekvenovani s pouzitim hybridizacnich prob zavedena v nasi laboratofi je
vhodna pro identifikaci malych patogennich variant a rozsédhlych deleci/duplikaci v jednom kroku.
To je zasadni zejména pro molekuldrné genetickou analyzu Danonovy choroby, u které jsou prave
velké delece nebo duplikace Castou ptric¢inou onemocnéni. Pacienti s Danonovou chorobou mohou
byt tak zachyceni v ramci diferencialni diagnostiky hledani genetické pficiny jejich hypertrofické

kardiomyopatie

2) Amplikonové sekvenovani umoznuje identifikaci minoritné zastoupenych alel. V nasi praci byla
tato metoda vyuzita pro vysetfeni somatického mozaicismu a charakterizaci sestfihové varianty.

Pfitomnost/absence somatického mozaicismu je dulezitou informaci pfi vedeni genetického
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poradenstvi. VySetfeni je nutno zvazit ve vSech rodinach, ve kterych nebyli rodie probanda
identifikovani jako pfenaseci kauzalni mutace.

U mutaci vedoucich k chybnému sestfihu mize byt v urcitém procentu zachovan normalni
transkript, coz muze zmirnit klinickou manifestaci. VySetfeni vlivu sestfihové varianty na

transkript tak mize mit dopad na progndézu onemocnéni.

3) Amplikonové sekvenovani umoziuje vysetieni alelove specifické exprese, které jsme v této
praci pouzili ke studiu X-inaktivace. X-inaktivace je jednim ze zasadnich faktorti sledovanych u
manifestnich heterozygotek s X-vazanymi onemocnénimi. Korelace fenotypu pacientek se stavem
X-inaktivace je ve vybranych pfipadech moznd, nicméné casto interpretacné komplikovana.
Metodické postupy shrnuté v této praci poukazuji na metodicka tskali, ktera je potieba zohlednit
pii interpretaci vysledkii X-inaktivace.

VytycCené cile této prace byly splnény, hypotézy potvrzeny a dosazené vysledky byly zpracovany
v péti Clancich publikovanych v ¢asopisech s impakt faktorem. VySe popisované metody byly

pouzity v dalSich Sesti publikacich nesouvisejicich s tématem disertacni prace.
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