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Abstrakt  

Charakterizace molekulárně genetické podstaty monogenních onemocnění spočívá nejen v 

identifikaci patogenní varianty, ale i v popisu jejího vlivu na strukturu a stabilitu vznikající RNA. 

Kromě toho u X-vázaných onemocnění vstupuje u heterozygotních pacientek do hry X-

inaktivace. V předkládané disertační práci jsme využili metody sekvenování nové generace ke 

studiu tří X-vázaných lysosomálních onemocnění (mukopolysacharidóza typ II, MPS II; 

Danonova choroba, DD; Fabryho choroba, FD). Využili jsme dva metodické postupy: 1) 

panelové sekvenování s použitím hybridizačních prób pro identifikaci malých a strukturních 

variant (rozsáhlé delece a duplikace) 2) amplikonové sekvenování pro vyšetření somatického 

mozaicismu a alelově specifické exprese. 

Panelové sekvenování umožnilo na molekulárně genetické úrovni potvrzení Danonovy choroby u 

dvou pacientů, u kterých byla identifikována duplikace dvou exonů a delece pěti exonů v genu 

LAMP2.  

Amplikonovým sekvenováním jsme analyzovali somatický mozaicismus v rodinách pacientů 

s Danonovou chorobou a mukopolysacharidózou typu II a identifikovali první případ 

somatického mozaicismu u pacienta s Danonovou chorobou. 

Metoda alelově specifické exprese rozšířila paletu metod používaných při vyšetření X-inaktivace 

a její přínos se projevil zejména při minimalizaci chybné interpretace výsledků.  

Výsledky uvedené v této disertační práci prokázaly význam metod sekvenování nové generace 

pro diagnostiku X-vázaných lysosomálních onemocnění, objasnění molekulárního podkladu 

fenotypových projevů a ve vybraných případech i k určení jejich prognózy.  

 

 

Klíčová slova  

Sekvenace nové generace, mozaicismus, alelově specifická exprese, inaktivace chromosomu X, 

Danonova choroba, mukopolysacharidóza typu II, Fabryho choroba  



   
 

   
 

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 LAMP2, 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 

cases.   
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Seznam pojmů a zkratek 
ABCD1 gen asociovaný s X-vázanou cerebrální adrenoleukodystrofií (ATP Binding Cassette 

Subfamily D Member 1)   

ABCD4  protein asociovaný s metylmalonovou acidurií    

AIFM1 gen pro apoptózu indukující faktor (apoptosis inducing factor mitochondria 

associated 1)   

AR gen pro androgenní receptor (Androgen Receptor)   

AR-MSP metyl specifické PCR pro androgenní receptor (androgen receptor methylation-

specific PCR)   

BWA software pro mapovaní variant (Burrows-Wheeler aligner)   

cDNA komplementární DNA (Complementary DNA)   

ClinVar databáze klinických variant    

CNKSR2 gen pro (Connector Enhancer Of Kinase Suppressor Of Ras 2)   

CNS centrální nervová soustava    

CNV strukturní varianta - změna počtu kopií nukleových kyselin (copy number variant) 

  

CNVkit software pro analýzu strukturních variant   

dbNSFP databáze patogenních skóre   

DD Danonova choroba (Danon disease)   

EDTA  polyaminokarboxylová kyselina    

EGA embryonální aktivace genomu    

FANCB gen asociovaný s Fanconiho anémií typu B (FA complementation group B)   

FASTQ datový formát sekvenačních dat   

FD Fabryho choroba (Fabry disease)   



   
 

   
 

GAG glykosaminoglykan    

GATK software pro identifikaci variant (Genome analysis toolkit)   

GERP++ patogenní skóre fylogenetické konzervovanosti variant v lidském genomu (genomic 

evolutionary rate profiling)  

GLA gen pro α-galaktosidázu A (galactosidase alpha)   

GnomAD databáze lidských genetických variant (genome aggregation database)   

H3K27me3 modifikovaný histon    

HGMD databáze lidských variant (human gene mutation database)   

HKMP hypertrofická kardiomyopatie    

HT1 hybridizační pufr (Illumina)    

HUMARA metoda pro vyšetření X-inaktivace v genu AR (human androgene receptor assay)  

IDS gen pro iduronát-2-sulfatázu (iduronate-2-sulfatase)   

IDS2 pseudogen ke genu IDS    

IL2RG gen pro X-vázanou těžkou kombinovanou imunodeficienci (interleukin 2 receptor 

subunit gamma)   

LAMP1 lysosomální membránový protein 1 (lysosomal associated membrane protein 1) 

  

LAMP2 gen pro lysosomální membránový protein 2 (lysosomal associated membrane protein 

2)   

LIMP 1/2 lysosomální integrální membránové proteiny    

long-range PCR  dlouhý PCR produkt, který je amplifikován za speciálních podmínek   

LSD lysosomální střádavé onemocnění (lysosomal storage disease)   

MAF frekvence minoritní alely (minor allele frequency)   

MPS II mukopolysacharidóza typu II    



   
 

   
 

mRNA mediátorová RNA (messenger ribonucleic acid)   

NGS sekvenování nové generace - masivně paralelní sekvenování (next generation 

sequencing) 

NMD mechanismus odbourávání mRNA (nonsense-mediated mRNA decay)   

PAR pseudoautosomální oblast (pseudoautosomal regions)   

PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction)   

Q30 označení skóre kvality s pravděpodobností 99,9% správného určení nukleotidu  

  

qPCR metoda kvantitativní polymerázové řetězové reakce (quantitative polymerase chain 

reaction)    

Rab7 Ras monomerický G protein    

RFLP polymorfismus v délce restrikčních fragmentů (restriction fragment length 

polymorphism)   

RNA-FISH  metoda fluorescenční in situ hybridizace (RNA-fluorescence in situ hybridization) 

  

RP2 gen asociovaný s X-vázanou formou retinitis pigmentosa (retinitis pigmentosa 2 

activator of ARL3 GTPase)   

RT-PCR reverzní polymerázová řetězová reakce (reverse transcription polymerase chain 

reaction)   

SNARE membránové receptory    

SNP jednonukleotidový polymorfismus (single nukleotid polymorphism)   

SRY gen určující pohlaví (sex-determining region Y)   

STR krátká tandemová repetice (short tandem repeats)   

VNTR polymorfismus v počtu tandemových repetic (variable number tandem repeat)   

WES sekvenování celých exomů (whole exome sequencing) 



   
 

   
 

WGS  sekvenování celých genomů (whole genome sequencing) 

WT normální alela (wild type alelle)   

Xa aktivní alela X    

XACT lidská nekódující RNA (X active coating transcript)   

XCI inaktivace chromosomu X (X chromosome inactivation)   

Xi neaktivní alela X    

XIST lidská nekódující RNA (X-inactive specific transcript)   

Xist myší nekódující RNA (X-inactive specific transcript)   

α-gal enzym α-galaktosidáza A   

1x TE pufr z tris(hydroxymetyl)aminomethanu a polyaminokarboxylové kyseliny   
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1. Úvod 

1.1  Lysosom a lysosomální střádavá onemocnění 
Organela lysosomu byla popsána v roce 1955 belgickým biochemikem Christianem de Duvem 

(de Duve et al. 1955). V témže roce byla zobrazena pomocí elektronové mikroskopie a byly v ní 

lokalizovány hydrolytické enzymy (Novikoff et al. 1956). Pojmenování lysosom odráží základní 

roli této organely ve štěpení/lýzi makromolekul a recyklaci takto získaných stavebních jednotek. 

Dalším de Duvovým objevem byla organela peroxisomu (De Duve a Baudhuin 1966). De Duve 

v roce 1974 za své objevy týkající se strukturní a funkční organizace buňky získal Nobelovou 

cenu.  

Lysosomy jsou důležitou součástí endosomálně-lysosomálního systému buňky, v němž zaujímají 

roli klíčového regulátora homeostázy (Obrázek 1) a podílí se na celé řadě buněčných procesů: 

zejména intracelulární degradaci makromolekul a zpracování materiálu z endocytózy a autofagie. 

Podílí i na signalizaci, sekreci, recyklaci membrán a dalších funkcích (Winchester 2001; 

Schwake et al. 2013; Perera a Zoncu 2016).  

 

Obrázek 1: Vlastnosti a funkce lysosomů: Lysosomy obsahuj specifické luminální, integrální membránové a periferně 
asociované proteiny. Lumen lysosomu obsahuje kyselé hydrolázy, enzymové aktivátory a také transportní proteiny. Kyselé 
pH lysosomálního lumen je udržováno ATPázou zabudovanou do membrány. Lysosomální membrána obsahuje:1) vysoce 
glykosylované proteiny, které chrání membránu před degradaci 2) iontové kanály a transportéry udržující iontovou 
homeostázu 3) transportéry pro cholesterol a další lipidy 4) přenašeče cukrů, nukleosidů, aminokyselin a dalších 
produktů lysosomální degradace 5) SNARE proteiny, které zprostředkovávají fúzi lysosomů s jinými organelami. 
Upraveno dle (Ballabio a Bonifacino 2020) 



 

15 
 

Lysosomy mají průměr 0,2-0,3 µm a jsou ohraničeny fosfolipidovou membránou s nízkým 

obsahem cholesterolu, která je z vnitřní strany chráněna glykokalyxem – až 10 nm silnou vrstvou 

chránící membránu před účinky vlastních hydroláz. Glykokalyx je tvořen řetězci oligosacharidů 

obsažených v membránových glykoproteinech (LAMP1, LAMP2, LIMP1 a LIMP2). V samotné 

membráně se nachází na 300 proteinů odpovědných za řadu pochodů, např. snížení pH lysosomu 

nebo interakce s dalšími buněčnými organelami, mezi které patří endoplasmatické retikulum, 

mitochondrie, pozdní endosom nebo autofagosom. Na interakci se podílí např. GTPáza Rab7 a 

SNARE proteiny. Přenos látek mezi lysosomy a cytosolem zajišťuje řada transportérů (např. 

ABCD4 transportér kobalaminu), iontových kanálů (např. TRPML1-3, TPC1-2, P2X4) a další 

membránové proteiny (Winchester 2001; Bajaj et al. 2019; Trivedi et al. 2020).  

V lumen lysosomů se nachází bezmála 60 solubilních hydrolytických enzymů, jako jsou 

proteázy, sulfatázy, nukleázy, lipázy, fosfatázy a glykosidázy, které se podílejí na komplexní 

degradaci makromolekul v nízkém pH (méně než 5). Lumen lysosomů obsahuje také vápenaté 

ionty o koncentraci 0,5 mM (tj. 5000x vyšší oproti cytosolu). (Trivedi et al. 2020).  

Modifikace hydroláz směřujících do lysosomu probíhá v cis Golgiho aparátu, ve kterém jsou 

příslušné proteiny označeny pomocí manóza-6-fosfátového zbytku. Modifikované proteiny se 

potom za vyššího pH váží na manóza-6-fosfátový receptor v trans Golgi aparátu. Prostřednictvím 

vezikul pokrytých klatrinem se modifikované proteiny transportují do pozdního endosomu, kde 

se vlivem nižšího pH komplex rozpadá. Z pozdního endosomu se odštěpí váčky, které 

transportují hydrolázy do cílových lysosomů (Trivedi et al. 2020).  

1.1.1 Lysosomální střádavá onemocnění 

Lysosomální střádavá onemocnění (LSD) jsou monogenní onemocnění způsobená deficitem 

některé z lysosomálních hydroláz, jejich aktivátorů nebo lysosomálních transportérů či 

strukturních proteinů (Platt et al. 2018). 

Lysosomální onemocnění se mohou manifestovat v dětství i v dospělosti. Fenotyp je vysoce 

variabilní od těžkých forem s časnou manifestací v nízkém věku a nepříznivou prognózou až po 

lehčí formy s nástupem ve vyšším věku a mírnějším průběhem (Rajkumar a Dumpa 2021). 

Souhrnná incidence LSD je odhadována na jedno ze 7700 narozených dětí (Meikle et al. 1999), 

incidence v České republice se udává na jedno z 8300 dětí (Poupetová et al. 2010).  
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Fenotyp onemocnění závisí na typu akumulovaného substrátu a místu jeho akumulace. Postižen 

může být prakticky jakýkoli orgán v těle. Např. u Pompeho nemoci s nedostatečnou aktivitou α-

glukosidázy (gen GAA) je charakteristické střádání glykogenu v lysosomech svalových buněk. 

Manifestuje se postižením kosterního svalu a u infantilní formy i srdce (Morales a Anilkumar 

2021). U Gaucherovy choroby je pak střádán glukocerebrosid v makrofázích 

retikuloendoteliálního systému. Klinicky je tak vyjádřena splenomegalie, doprovázená anémií, 

trombocytopenií a projevy onemocnění skeletu (Mistry et al. 2015). U řady lysosomálních 

onemocnění stojí v popředí neurologické postižení, např. celková degenerace nervového 

systému spojená s hluchotou a slepotou způsobená ztrátou funkce podjednotky A nebo B β-

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

Dědičnost dosud popsaných LSD je autosomálně recesivní s výjimkou tří onemocnění, jejichž 

dědičnost je vázaná na chromosom X: Fabryho choroba, Danonova choroba a 

mukopolysacharidóza typ II (Hunterův syndrom). Tato práce se věnuje studiu genetických 

aspektů právě těchto tří posledně jmenovaných onemocnění. 

 

1.1.2 X-vázaná onemocnění 

Z historického pohledu se k X-vázaným onemocněním přistupovalo jako k onemocněním 

postihujícím výhradně muže - hemizygoty nesoucí pouze jednu kopii chromosomu X. Ženy byly 

převážně vnímány jako heterozygotní přenašečky, u kterých se onemocnění běžně klinicky 

nemanifestuje (Migeon 2013). Ukazuje se však, že řada X-vázaných onemocnění se projevuje i u 

heterozygotních žen. U některých chorob je jejich manifestace u žen - heterozygotek častá (např. 

Fabryho choroba nebo deficit ornitintranskarbamylázy), u jiných X-vázaných onemocnění jsou 

klinické projevy onemocnění u dívek velice vzácné (např. plně vyjádřený fenotyp Duchennovy 

svalové dystrofie nebo mukopolysacharidózy typ II) (Silva et al. 2020; de Camargo Pinto et al. 

2011). 

 

1.1.3 Fabryho choroba 

Fabryho-Andersenova, dále jen Fabryho choroba (Fabry disease, FD; OMIM #301500), je 

lysosomální střádavé onemocnění řazené mezi glykolipidózy. Jeho příčinou jsou mutace v GLA 

genu, které vedou k snížené nebo nulové aktivitě enzymu lysosomální hydrolázy α-galaktosidázy 
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A (α-gal), jehož funkcí je štěpení α-galaktosylových zbytků z glykosfingolipidů. Částečně 

degradované glykosfingolipidy - převážně globotriaosylceramid a digalaktosylceramid se 

akumulují v lysosomech a následně dochází k poškození na buněčné, tkáňové i orgánové úrovni 

(Ortiz et al. 2018; Germain 2010). 

První kazuistiky Fabryho choroby byly publikovány na konci 19. století anglickým chirurgem 

Wiliamem Andersonem a německým dermatologem Johannesem Fabrym (Fabry 1898). Lipidová 

podstata střádaného materiálu byla určena v padesátých letech 20. století (Sweeley a Klionsky 

1963). Enzymový deficit α-galaktosidázy A byl objasněn americkým lékařem Rosco O´Bradym 

v roce 1967 (Brady et al. 1967). Kompletní sekvence genu GLA, kódujícího enzym α-

galaktosidázu A, byla rozřešena až v roce 1989 (Kornreich et al. 1989). 

Fabryho choroba je po Gaucherově chorobě (deficit glukosylcerebrosidázy, dědičnost AR) 

druhým nejčastějším lysosomálním střádavým onemocněním s prevalencí udávanou v rozmezí 

1:40–60 000 (Meikle et al. 1999). Rozsáhlé screeningové studie ovšem poukazují na frekvenci 

výrazně vyšší, např. 1:4 600 v severoitalské populaci (Spada et al. 2006) a 1:1 521 v populaci 

taiwanské (Lin et al. 2009). V české populaci se prevalence Fabryho choroby odhaduje na 

1:76 000, i když autoři připouští, že vzhledem k heterogenní klinické manifestaci onemocnění 

může být zastoupení výrazně vyšší (Reková et al. 2018). 

 

1.1.3.1.1 Klinické projevy Fabryho choroby 

Klasická forma onemocnění se u mužů projevuje často již na přelomu první a druhé dekády 

života, a to kožními angiokeratomy, tedy drobnými červenými papulkami lokalizovanými 

v oblasti pasu a pupeční jizvy, a dále hypohidrózou (sníženým pocením). Při postižení periferního 

nervového systému jsou prvním a také nejčastějším symptomem onemocnění pálivé nebo bodavé 

bolesti dlaní, prstů a lýtek, případně i dalších částí těla (Lidove et al. 2006). V dalším průběhu se 

přidává postižení srdce (hypertrofická kardiomyopatie, poruchy srdečního rytmu), ledvin 

(chronické renální selhání) a postižení rohovky (cornea verticillata). Projevem postižení 

autonomního nervového systému jsou gastrointestinální příznaky jako průjmy a nadýmaní. 

Důležitou patologii představuje postižení CNS pod obrazem ischemické cévní mozkové příhody 

(Rolfs et al. 2005). U některých jedinců se první příznaky nemoci projeví až v dospělosti, 

přičemž pozdní forma se může omezit na kardiální či renální postižení. Onemocnění může vést 
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k předčasné smrti ve čtvrté či páté dekádě života. Projevy FD u žen se pohybují od 

asymptomatického přenašečství, které je spíš výjimkou, až po plně rozvinutou formu 

srovnatelnou s manifestací u mužů (Lenders et al. 2016). K nástupu onemocnění u žen dochází 

zpravidla později než u hemizygotů. 

 

1.1.3.1.2 Genetická podstata Fabryho choroby 

Gen GLA je lokalizován na dlouhém raménku chromosomu X, konkrétně v lokusu Xq22.1. Je 

tvořen sedmi exony, známa je jediná transkripční varianta NM_000169.3, která kóduje 

proteinový produkt dlouhý 429 aminokyselin (NP_000160.1). Podle databáze „Human Gene 

Mutation Database“ (HGMD) bylo v červnu 2022 v literatuře popsáno 1104 patogenních variant 

a 6 polymorfismů spojených s onemocněním (Quinodoz et al. 2022). 

 

1.1.3.1.3 Diagnostika a léčba Fabryho choroby 

Diagnosticky se u mužů využívá stanovení enzymové aktivity α-gal v plazmě, leukocytech nebo 

fibroblastech. Zatímco u mužů s FD je enzymová aktivita nulová nebo zbytková do deseti procent 

kontrol, u heterozygotních žen se aktivita enzymu pohybuje v širokém rozmezí od téměř nulové 

až po fyziologickou. U žen je proto nutno diagnózu stanovit molekulárně-genetickým vyšetřením 

(Nakano et al. 2013; Michaud et al. 2020). 

FD se léčí enzymovou substituční terapií, a to intravenózním podáváním rekombinantního 

enzymu v infuzi. Terapie významně zmírňuje kardiální, renální i neuropatické příznaky 

onemocnění a celkově zpomaluje progresi onemocnění (Lipinski et al. 2014; El Dib et al. 2016). 

Pro pacienty s určitými mutacemi je také dostupná orálně podávaná chaperonová léčba. 

Chaperony zvyšují stabilitu a facilitují transport mutované formy α-gal do lysosomů díky vazbě 

do aktivního centra enzymu. Po přechodu do lysosomu molekula chaperonu disociuje. V 

důsledku efektivnějšího přenosu enzymu do lysosomu je dosaženo vyšší enzymové aktivity 

(McCafferty a Scott 2019; Lenders a Brand 2021)  

 

1.1.4 Mukopolysacharidóza typu II 

Mukopolysacharidóza typu II (MPS II, OMIM #309900) je jediným X-vázaným zástupcem ze 

skupiny mukopolysacharidóz. Příčinou mukopolysacharidóz je deficit některého z lysosomálních 
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enzymů spojených s poruchou degradace glykosaminoglykanů (GAG), dříve mukopolysacharidů, 

a jejich následným střádáním v různých orgánech. GAG díky své chemické povaze určují 

pevnost a elasticitu pojivové tkáně. Mají důležitou roli v růstu a diferenciaci buněk a 

mezibuněčné interakci (Demydchuk et al. 2017). 

Klinické projevy mukopolysacharidóz jsou vysoce variabilní, spojené s progresivním 

charakterem postižení. Typickým nálezem u této skupiny onemocnění je kraniofaciální dysmorfie 

ve smyslu hrubých obličejových rysů, makrocefalie, hepato- a splenomegalie, pupeční a/nebo 

tříselná kýla, syndrom karpálního tunelu. U dětí dochází k disproporčnímu malému vzrůstu, 

k omezení hybnosti kloubů a bederní kyfóze. Postižení CNS je variabilní (Wraith et al. 2008). 

Příčinou MPS II je deficit hydrolázy iduronát-2-sulfatázy, která katalyzuje první krok 

katabolismu dermatansulfátu a heparansulfátu. Udávaná incidence onemocnění v české populaci 

je 1:230 000 (Poupetová et al. 2010), celosvětová incidence se pak udává v rozmezí 1: 92 000 až 

1:260 000 (D’Avanzo et al. 2020). 

 

1.1.4.1 Klinické projevy mukopolysacharidózy typ II 

První nespecifické příznaky onemocnění zahrnují větší obvod hlavy, záněty horních cest 

dýchacích a středního ucha, ztuhlost malých i velkých kloubů a pupečníkovou a/nebo tříselnou 

kýlu. V případě závažnější formy se už v batolecím věku objevuje hepatomegalie a progredují 

morfologické změny v obličeji. V průběhu růstu dochází ke změnám ve tvaru a struktuře kostí. 

Až dvě třetiny postižených chlapců vykazuje v různé míře snížení intelektu (Wraith et al. 2008). 

Střádání GAG ve srdečních chlopních vede k postupnému rozvoji srdečního selhání. Častá je také 

ztráta sluchu. Jedinci se závažnější formou se bez léčby dožívají v průměru 15 let. U mírnějších 

forem může délka dožití přesáhnout 50 let. Příznaky popsané u typického pacienta jsou 

zobrazeny na fotografii (Obrázek 2). 
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Obrázek 2: Fenotyp 19letého pacienta s mukopolysacharidózou typu II. Nápadná je nízká postava, kraniofaciální 
dysmorfie ve smyslu hrubých rysů v obličeji, soudkovitý hrudník, bederní lordóza s hrudní kyfózou, kontraktury 
velkých i malých kloubů, pupeční kýla. (Publikováno se souhlasem pacienta, snímky z archivu doc. MUDr. Martina 
Magnera, Ph.D.) 

 

1.1.4.2 Genetická podstata mukopolysacharidózy typ II 

Mukopolysacharidóza typu II je způsobena mutacemi genu IDS (iduronate-2-sulfatáza), který je 

lokalizován do lokusu Xq28 a zahrnuje 9 exonů o celkové délce 44kb. Gen kóduje 550 

aminokyselin dlouhý polypeptid. Celý glykosylovaný protein má velikost 76 kDa a skládá se 

ze dvou podjednotek. Těžký řetězec obsahující katalytické místo má velikost 42 kDa. Lehký 

řetězec má velikost 14 kDa a dává vzniknout hydrofobnímu obalu. Klíčovým prvkem 

katalytického místa je posttranslačně modifikovaný cystein 84 (Demydchuk et al. 2017; Froissart 

et al. 1995). 
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Pro IDS gen byl popsán nefunkční pseudogen IDS2, lokalizovaný v invertované orientaci 

přibližně 20kb distálně od funkčního genu (Froissart et al. 1998). Pseudogen vykazuje vysokou 

sekvenční homologii pro exony a introny 2 a 3. Pro exon 3 je shoda dokonce 100%. Vysoce 

homologní je i intron 7 (Bunge et al. 1998). Do roku 2022 bylo pro gen IDS v databázi HGMD 

publikováno na 729 variant, 63 z nich jsou rozsáhlé delece a inzerce a duplikace. 21 variant 

představuje rozsáhlé přestavby, mezi kterými dominují homologní nealelické rekombinace mezi 

homologními oblastmi genu IDS a jeho pseudogenu IDS2 (Quinodoz et al. 2022).  

 

1.1.4.3 Diagnostika a léčba mukopolysacharidózy typ II 

Při vyslovení podezření na MPS II je jako první indikováno biochemické vyšetření profilu 

glykosaminoglykanů v moči. Uvedené vyšetření nejenom potvrdí onemocnění ze skupiny 

mukopolysacharidóz, ale pomáhá blíže zacílit na některý z jejich typů. Následuje vyšetření 

enzymové aktivity nejčastěji v leukocytech, diagnóza je souběžně potvrzena molekulárně-

genetickým vyšetřením.  

Pro pacienty je dostupná enzymová substituční terapie rekombinantním enzymem. Jedná se o 

infuzní léčbu aplikací jedenkrát týdně, u které zpravidla dochází k ústupu hepatomegalie a 

ke zpomalení progrese onemocnění. Léčba však neovlivňuje postižení CNS (enzym neprochází 

hematoencefalickou bariérou), ani postižení srdečních chlopní a pojivové tkáně (Scarpa et al. 

2011). 

K manifestaci MPS II u heterozygotek dochází jen velmi vzácně. Všechny doposud popsané 

případy manifestace MPS II u žen, se vyznačovaly kompletním deficitem enzymu iduronát-2-

sulfatázy. Nejčastější příčinou deficitu byla výhradní exprese mutované alely, způsobená 

extrémním zešikmením X-inaktivace (Kloska et al. 2011; Winchester et al. 1992; Sohn et al. 

2010). Další příčinou manifestace je komplexní chromosomální přestavba znemožňující expresi 

genu IDS (Manara et al. 2010) nebo mutace na obou alelách (Cudry et al. 2000). 

 

1.1.5 Danonova choroba  

Danonova choroba (DD, OMIM #300257) je vzácné X-vázané onemocnění s klinickými projevy 

jak u mužů, tak i u žen. Referenční fenotyp u mužů zahrnuje kardiomyopatii, myopatii kosterních 

svalů a mírný kognitivní deficit. Zpočátku bylo onemocnění mylně klasifikováno jako varianta 
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Pompeho choroby s fyziologickou aktivitou kyselé maltázy (alfa-glukosidázy) a označováno jako 

Glykogenóza IIb (GSDIIb) (Danon et al. 1981). Klasifikace byla upravena po vyloučení 

akumulace glykogenu, který se naopak u Pompeho choroby střádá (Nishino et al. 2000). 

Jedná se o velice vzácné onemocnění, od popisu nemoci v roce 1981 do roku 2020 bylo popsáno 

pouze 500 případů (Cenacchi et al. 2020). Recentní práce založené na metodách průtokové 

cytometrie a sekvenování nové generace (NGS) však ukazují, že Danonova choroba je s velkou 

pravděpodobností poddiagnostikována (Cenacchi et al. 2020; Gurka et al. 2020). Pacienti 

s Danonovou chorobou mohou být vedeni např. pod diagnózou hypertrofické (HKMP) či 

dilatační kardiomyopatie (Tabulka 1) (Cenacchi et al. 2020; Brambatti et al. 2019),  

Tabulka 1: Zastoupení Danonovy choroby mezi pacienty s onemocněním srdce. Data převzata z (Cenacchi et al. 
2020) 

Skupina Zastoupení [%] Původní zdroj 

Děti s HKMP 4-6 (Yang et al. 2005; Fu et al. 2016; 
Hayashi et al. 2018) 

Dospělí s HKMP 0,7-4 (Mazzarotto et al. 2019; Charron et 
al. 2004; Arad et al. 2005) 

Dospělí s koncentrickou HKMP 6–8 (Cheng et al. 2012) 
Pacienti se zesílenými stěnami 
levé komory a preexcitací na 

EKG 
17–30 (Arad et al. 2005; Liu et al. 2018; 

2019) 

Pacienti s vakuolární myopatií 
a HKMP 33 (Fanin et al. 2006) 

 

Rozdíl v manifestaci mezi pohlavími je znatelný u hypertrofické kardiomyopatie, kterou ve studii 

Bouček a kolektiv 2011 vyvinulo 88 % mužů, ale pouze 33 % žen, i když většina pacientek 

vyvinula jinou formu kardiálního onemocnění. (Boucek et al. 2011). Rozdíly byly popsány i u 

Wolffova-Parkinsonova-Whiteova syndromu, který se projevil u 68,2 % mužů, ale pouze u 26,7 

% žen(Brambatti et al. 2019). Podobně neurokognitivní složka je u mužů přítomna ve 100 %, 

zatímco u žen jen asi v polovině případů (Tabulka 2). U muskulárně skeletální složky jsou u 

mužů výrazně zvýšené svalové enzymy (kreatinkináza, alaninaminotransferáza, 

aspartátaminotransferáza). Retinální abnormality se vyskytují u obou pohlaví v podobné míře 

(Boucek et al. 2011; Brambatti et al. 2019).  
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Tabulka 2: Rozdíly projevech Danonovy choroby v závislosti na pohlaví. Stanoveno v kohortě 26 pacientů a 18 
pacientek s DD (Boucek et al. 2011) 

 Muži (n=26) [%] Ženy (n=18) [%] 
Kardiální složka 88,5 77,7 
Neurokognitivní složka 100 46,6 
Muskulární složka 80 50 

 

Muži jsou většinou diagnostikováni do třetí dekády života, zatímco ženy jsou díky mírnějšímu 

průběhu zpravidla diagnostikovány později, někdy až v šesté dekádě života, a to často až na 

základě odhalení nemoci u jejich synů. U žen tak většinou nedochází k včasnému zahájení léčby 

ani efektivnímu klinickému ani genetickému poradenství, hrozí u nich riziko náhlé smrti a riziko 

nemoci je zároveň předáváno do další generace (Boucek et al. 2011; Brambatti et al. 2019). 

 

1.1.5.1 Genetická podstata onemocnění Danonovy choroby 

Danonova choroba je způsobena mutacemi v genu LAMP2 (lysosomal associated membrane 

protein 2) (Nishino et al. 2000). LAMP2 je membránový protein, který se podílí na transportu 

makromolekul a interakcích lysosomů s endosomy a plasmatickou membránou. Gen je 

lokalizován na dlouhém raménku chromosomu X a je tvořen devíti exony, přičemž devátý exon 

má tři alternativní varianty vedoucí ke vzniku tří různých sestřihových variant mRNA. Exony 1 

až 8 a část exonu 9 kódují lumenální doménu proteinu. Tato část proteinu je silně glykosylována, 

aby bylo zabráněno její degradaci v kyselém prostředí (Eskelinen 2005; Mrschtik a Ryan 2015). 

Transmembránová a cytoplasmatická část proteinu je kódována alternativními exony 9. 

Alternativní sestřih dává vzniknout třem izoformám, které plní specifickou funkci při 

lysosomální autofagii, přičemž cytoplasmatická část proteinu slouží jako receptor proteinů a 

dalších molekul určených k degradaci (Nishino et al. 2000). Funkce jednotlivých izoforem je 

shrnuta na obrázku (Obrázek 3). Izoforma LAMP2A se účastní chaperony řízené autofagie a 

mikroautofagie (Cenacchi et al. 2020), LAMP2B je spojována s makroautofagií (Bandyopadhyay 

et al. 2008; Nishino et al. 2000; Pajares et al. 2018) a u nejslaběji exprimované izoformy 

LAMP2C se předpokládá její zapojení do degradace nukleových kyselin - RNautofagie a 

DNautofagie (Fujiwara et al. 2013a; 2013b; Hase et al. 2015).  
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Obrázek 3: Funkce izoforem proteinu LAMP2 při lysosomální autofagii. Strukturně se jednotlivé izoformy proteinu 
odlišují až v posledním exonu (exon 9). Izoforma A se podílí na chaperony řízené autofagii a mikroautofagii, 
izoforma B se podílí na makroautofagii a izoforma C je zapojena do degradace nukleových kyselin (Cenacchi et al. 
2020). 

Podle databáze  HGMD (Quinodoz et al. 2022) bylo v genu LAMP2 publikováno 107 

patogenních variant, z toho 79 (tj 74%) variant je nulových (21 nonsense, 44 malých delecí nebo 

duplikací, 12 rozsáhlých delecí a 2 rozsáhlé duplikace). Tento údaj je důležitý z hlediska 

laboratorní diagnostiky. Nulové mutace jednoznačně vylučují přítomnost aberantního proteinu a 

v těchto případech lze využít metodu průtokové cytometrie. 

 

1.1.5.2 Diagnostika Danonovy choroby 

Diagnostika u pacientů s Danonovou chorobou byla v minulosti založena na biopsii srdečního a 

kosterního svalu, popřípadě na vyšetření explantátu srdce po transplantaci pomocí elektronové 

mikroskopie v kombinaci s imunohistologií LAMP2 (Obrázek 4) (Taylor et al. 2007). 

Problematické je použití této metody u žen vzhledem k jejich mozaikovité expresi alel. Kosterní 

sval vzniká v průběhu vývoje splynutím několika sousedních buněk v syncytium, tedy 

mnohojadernou buňku. Zatímco u mužů splynutí buněk nemá na přítomnost patologického 
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proteinu vliv, u žen se splýváním v syncytia zastoupení proteinu sníží a interpretace vyšetření 

může být nejednoznačná (Majer et al. 2012; Hedberg Oldfors et al. 2015).   

Gen LAMP2 je významně exprimován v leukocytech. U mužů lze deficit proteinu stanovit 

pomocí western blotu (Fanin et al. 2006). Velmi spolehlivou a citlivou metodou pro diagnostiku 

DD se ukázala být průtoková cytometrie (Regelsberger et al. 2009). Je založena na detekci 

LAMP2 negativních buněk oproti kontrolnímu proteinu LAMP1. Využití metody je podmíněno 

tím, že mutace nedovoluje produkci mutantního proteinu. Tento typ mutací v genu LAMP2 podle 

HGMD výrazně převládá. Díky metodě průtokové cytometrie je možno efektivně posoudit 

nejasné genetické nálezy např. u variant nejasného významu (VUS) nebo v případech 

delecí/multiplikací. U žen lze tyto výsledky porovnávat se stavem mozaiky X-inaktivace (Majer 

et al. 2012).  

Obrázek 4: Vzorek srdečního svalu od 14ti letého pacienta s Danonovou chorobou. a) Příčný řez explantovaným 
srdcem ukazující biventrikulární hypertrofii a fibrózu. b) Mikrofotografie (trichromové barvení) ukazující rozsáhlou 
fibrózu modře a kardiomyocyty červeně (měřítko odpovídá 100 µm). c) Mikrofotografie (barvení hematoxylinem a 
eosinem) ukazující rozsáhlou vakuolizaci kardiomyocytů (měřítko odpovídá 100 µm). d) Elektronový mikrosnímek 
ukazující mnohočetné autofagické vakuoly (šipky), korelující s cytoplasmatickou vakuolizací pozorovanou světelnou 
mikroskopií (měřítko odpovídá 1 µm). Převzato z (Taylor et al. 2007).  
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1.2 Chromosom X a jeho inaktivace 

1.2.1 Vývoj lidského gonosomu 

Chromosom X je lidský gonosom, tedy jeden ze dvou chromosomů určujících pohlaví. Ženské 

pohlaví je určeno kombinací dvou X chromosomů (XX), zatímco mužské pohlaví je určeno 

kombinací chromosomů X a Y. Oba gonosomy se vyvinuly z páru identických autosomů. 

Chromosom X je submetacentrický, obsahuje 862 identifikovaných genů (Juchniewicz et al. 

2021). Pouze 54 z nich má svůj protějšek na chromosomu Y, na kterém se shlukují do dvou 

pseudoautosomálních oblasti PAR I a II. Chromosom Y prošel rozsáhlou několikastupňovou 

inverzí, při které byla potlačena rekombinace a došlo k eliminaci přenosu SRY regionu určujícího 

pohlaví (Bachtrog 2013).  

 

1.2.2 Ustanovení X-inaktivace 

Většina poznatků o ustanovení X-inaktivace byla získána pozorováním myších embryí (Obrázek 

6). U myší dochází k inaktivaci chromosomu X ve dvou krocích. V prvním kroku dojde ve 

čtyřbuněčném stádiu k imprintovanému umlčení paternálního chromosomu X. V tomto stavu je 

buňka udržována až do stádia blastocysty, ve které je opět aktivován paternální chromosom a 

následně je u těchto buněk náhodně umlčen jeden z chromosomů. V procesu X-inaktivace hraje 

ústřední roli dlouhá nekódující RNA, Xist (X-inactive specific transkript). V průběhu X-

inaktivace se Xist akumuluje v cis fázi na budoucím inaktivním X chromosomu v regionech, 

které jsou pravděpodobně částečně značeny histonem H3K27me3 (Engreitz et al. 2013) Xist pak 

spouští kaskádu dějů, které vedou ke stabilnímu umlčení celého chromosomu (vyřazení RNA 

polymerázy II, modifikace histonů a metylace DNA)(Cerase et al. 2015) Exprese Xist je řízena 

faktory lokalizovanými v blízkosti genu Xist v regionu nazývaném X-inaktivační centrum. V této 

oblasti je lokalizována další dlouhá nekódující RNA Tsix, která potlačuje expresi Xist z aktivního 

chromosomu (Patrat et al. 2020). 

Studie provedené na lidských embryích před implantací naznačují, že řada molekulárních 

mechanismů popsaných u myší není napříč živočišnými druhy konzervována (Migeon 2017). U 

člověka nedochází k ustanovení inaktivace bezprostředně po oplození vajíčka, po krátkou dobu 

jsou oba chromosomy aktivní. Kdy dojde k nevratnému ustanovení inaktivace, není přesně 

známo. Na základě studie založené na sekvenaci RNA z jedné buňky (Petropoulos et al. 2016) 

byl formulován model, ve kterém jsou z počátku oba X chromosomy aktivní a následně dochází 
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k utlumení exprese z obou chromosomů. K asymetrii exprese mezi jednotlivými chromosomy, 

spojované s klasickou představou inaktivace, došlo podle autorů studie až od pátého dne vývoje. 

Při opětovné analýze dat jinou skupinou však byly původní závěry o snížení exprese z obou alel 

zpochybněny (Moreira de Mello et al. 2017).  

Při průběhu asymetrického utlumení dochází ke specifické expresi a akumulaci XIST (lidský 

analog myší Xist) na chromosomu vybraném k inaktivaci. Exprese XIST je u člověka 

detekovatelná ve čtyřbuněčném stádiu, v průběhu času se zvyšuje. V sedmém dni od oplodnění 

koreluje exprese této RNA se stavem potlačené exprese z chromosomů X (Sahakyan et al. 2017).  

 U člověka není analog myšího genu Tsix v embryích transkribován a předpokládá se přítomnost 

jiného mechanismu, kterým by mohla být exprese dlouhé nekódující RNA, XACT. Výzkumy 

s kombinovaným přístupem využívající RNA sekvenování v jedné buňce (single cell RNA 

sequencing) a RNA-FISH (fluorescenční in situ hybridizace RNA) ukázaly, že exprese XACT 

silně koreluje s expresí XIST (Vallot et al. 2017).  

 

Obrázek 5: Porovnání charakteristických znaků při ustanovení X-inaktivace během raného vývojem myši a 
člověka. Během preimplantačního vývoje myši (nahoře) je inaktivace chromosomu X úzce spojena s expresí 
nekódující RNA Xist a probíhá ve dvou krocích. První krok je navázán na embryonální aktivaci genomu (mEGA), 
v tomto stadiu je systematicky inaktivován paternální chromosom X (Xp) (iXCI – imprintovaná X-inaktivace - 
modrá). Tento stav je udržován až do vytvoření časných blastocyst. Poté následuje druhý krok ustavení náhodné X-
inaktivace (rXCI- modrá). Při tomto procesu je náhodně inaktivována maternální X (Xm) nebo Xp alela. V průběhu 
vývoje myši koreluje exprese histonu H3K27me3 (fialová) s expresí Xist na inaktivovaném chromosomu X (zelená). 
Preimplantační vývoj u člověka (dole) probíhá bez imprintované inaktivace. Exprese XIST během embryonální 
aktivace genomu (hEGA) probíhá z maternálního i paternálního chromosomu. Současně je v preimplantačním 
období na aktivním X chromosomu exprimována i dlouhá nekódující RNA, XACT (červená). K expresi H3K27me3 na 
inaktivním chromosomu X dochází až v postimplantačním stadiu (Patrat et al. 2020). 
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1.2.3 Stav X-inaktivace v populaci 

Předpokládá se, že výběr inaktivovaného chromosomu X je zcela náhodný. Maternální i 

paternální chromosom má stejnou pravděpodobnost být inaktivován a poměr inaktivace by u 

většiny žen měl být rozdělen s poměrem 50:50. Tuto domněnku potvrzuje analýza inaktivace X 

chromosomu v periferní nebo v pupečníkové krvi novorozených dívek (n = 590) a populace 

zdravých dospělých žen (n =415), celkem 1005 žen (Amos-Landgraf et al. 2006). Ve studii bylo 

prokázáno, že u 75 % žen byla inaktivace rozložena náhodně (Obrázek 7, medián 50:50), čtvrtina 

žen vykázala vyšší poměr 70:30 ve prospěch jedné z alel a 8 % z těchto žen vykazovalo rozložení 

XCI v poměru vyšším než 80:20. Extrémní posun v poměru více než 95:5 byl přítomen u minima 

žen (0,8 %) (Amos-Landgraf et al. 2006). Tyto výsledky do značné míry podporují i data získaná 

na krevních vzorcích z kohorty 79 dívek a jejich rodičů pomocí RNA sekvenování. U více než 

poloviny dívek a žen byla inaktivace vyvážená, s poměrem nižším než 65:35 (Shvetsova et al. 

2019).  

 

Obrázek 6: Poměrné zastoupení inaktivní paternální/maternální alely v populaci. Stav inaktivace stanovený u 1005 
žen je na grafu zobrazen ve 21 skupinách v rozsahu od 2:98 do 98:2. Skupiny vykazují normální distribuci, přičemž 
průměr distribuce je 49:51 a medián 50:50 Převzato z (Amos-Landgraf et al. 2006).  

 

Vyšší míra inaktivace jedné z alel byla stanovena v populaci starších žen, kdy byl pozorován 

nárůst výrazného zešikmení XCI (více jak 90:10) v krvi, bukálních stěrech a moči v průměru u 16 
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% žen starších 60 let (Sharp et al. 2000). Tento jev byl pozorován ve vzorcích krve v řadě dalších 

prací (Amos-Landgraf et al. 2006; Busque et al. 1996; Fey et al. 1994; Gale et al. 1997; 

Sandovici et al. 2004), zatímco v jedné recentní publikaci potvrzen nebyl (Shvetsova et al. 2019). 

V průřezové studii 350 žen ve věku mezi 0 - 88 let (Hatakeyama et al. 2004) je poukázáno na 

fakt, že posun v inaktivaci se výrazněji projevuje až po 30. roce života. Na podobný trend 

upozorňují i (Sandovici et al. 2004), kteří sledovali výrazný posun XCI až u žen starších šedesáti 

let. V práci jsou popsány tři teorie vysvětlující výraznější posun XCI ve vyšším věku. První dvě 

teorie popisují zdravé ženy, u nichž k posunu dochází náhodně. Budeme-li sledovat například 

posun XCI směrem k aktivní paternální alele, může být příčinou 1) s věkem spojená redukce 

v poolu kmenových buněk nesoucích aktivní maternální X chromosom nebo 2) redukce 

celkového poolu kmenových buněk kompenzovaná nadprodukcí buněk s aktivním paternálním 

chromosomem. Třetí teorie je zaměřena na sekundární XCI způsobenou patologickým zásahem, 

např. rozvojem myelodysplázie.  

Selekční výhoda způsobená přítomností mutace na jedné alele X-vázaného genu byla pozorována 

u některých monogenních onemocnění. Např. příčinou jednoho z typů kombinované poruchy 

oxidativní fosforylace je mutace v X-vázaném genu AIFM1, který je zapojen do průběhu 

apoptózy. U zdravých heterozygotek nesoucích mutaci v genu AIFM1 byla v 

krevních lymfocytech pozorována prakticky nulová exprese transkriptu z mutované alely. 

U ostatních sledovaných typů buněk (bukální stěry a močový epitel) nebyl posun v XCI tak 

výrazný (Ghezzi et al. 2010). Mezi další popsaná onemocnění spojená se sekundárním typem 

inaktivace patří X-vázaná těžká kombinovaná imunodeficience (gen IL2RG) (Puck et al. 1992)  

nebo Fanconiho anémie typu B (gen FANCB) (Meetei et al. 2004). O selekčním vlivu sekundární 

X-inaktivace se také spekuluje v případě některých sekvenčních variant lokalizovaných na 

chromosomu X, stojících za mentálním postižením u žen (Plenge et al. 2002).  

 

1.2.4 X-inaktivace v tkáních 

Vyšetření inaktivace se provádí z dostupných tkání, nejčastěji se jedná o leukocyty či bukální 

stěry. Jestli je možné tato data extrapolovat i na ostatní tkáně a orgány je zatím málo 

diskutovanou otázkou, i když závažnost průběhu onemocnění ze stavu XCI stanoveného v krvi se 

v literatuře běžně hodnotí (Hoon et al. 2015). Na základě dostupných dat se předpokládá, že 

odchylka mezi jednotlivými tkáněmi může výrazně přesáhnout 10 % (Bittel et al. 2008). Stejně 
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tak může mít vliv na zastoupení inaktivovaných chromosomů kultivace buněk. Je možné, že u 

buněk s vysokou mitotickou aktivitou, na které jsou vyvíjeny nízké selekční tlaky, bude nalezen 

jiný poměr inaktivovaných chromosomů než u buněk s nižší mitotickou aktivitou (Orstavik 

2009). 

1.2.5 Metody pro stanovení X-inaktivace 

V současnosti se využívají převážně dva molekulárně-genetické přístupy stanovení inaktivace 

chromosomu X. 

Prvním přístupem je nepřímé stanovení inaktivace založené na štěpení genomové DNA pomocí 

restrikčních metylačně-senzitivních endonukleáz a následné amplifikaci tandemových repetic 

(STR). Aktivní chromosom X může být od inaktivního rozlišen na základě rozdílné metylace 

CpG ostrůvku v promotorových oblastech. Nejrozšířenějším zástupcem této metody je metoda 

HUMARA (Allen et al. 1992). Postup využívá polymorfní tandemovou repetici (CAG) 

v nepřekládané oblasti prvního exonu genu AR kódujícího androgenní receptor (HUMARA, 

human androgen receptor). Rozpoznávací místa pro restrikční enzymy HpaII a HhaI, nacházející 

se v blízkosti genu, jsou na inaktivním chromosomu metylována. Metylace zaručuje jejich 

nepřístupnost pro restrikční enzymy, u kterých se předpokládá, že kompletně rozštěpí aktivní 

(nemetylovaný) chromosom. Stanovení poměru X-inaktivace standardně probíhá odečtením 

relativního zastoupení (poměr ploch nebo výšek píků) vzniklých produktů rozdělených pomocí 

kapilární elektroforézy. Na základě této metody byla vyvinuta metoda metylačně-specifické 

polymerázové řetězové reakce (AR-MSP, AR methylation-specific PCR), ve které je vynechán 

krok enzymatického štěpení a dochází ke konverzi nemetylovaných cytozinů na uracil, zatímco 

metylované cytoziny jsou zachovány. Výhodou tohoto uspořádání je zvýšení přesnosti odečtením 

komplementárního poměru pro aktivní chromosom (Kubota et al. 1999).  

Na metylaci DNA je založena i řada dalších metod využívajících především dinukleotidové STR 

repetice (Bertelsen et al. 2011; Beever et al. 2003; Carrel a Willard 1996). Tyto metody jsou 

méně výhodné zejména kvůli nízkému rozlišení, které se projevuje vznikem tzv. stutterů. Proto je 

vhodnější využívat repetice trinukleotidové, například v genech CNKSR2, TMEM185A a 

HMGB3 (Musalkova et al. 2015), popřípadě tetranukleotidové repetice jako je repetice v genu 

RP2 (Machado et al. 2014). Popsány jsou i metody využívající k analýze polymorfismy délky 

restrikčních fragmentů (RFLP), popřípadě polymorfismy v počtu tandemových repetic (VNTR) 

(Vogelstein et al. 1987; Boyd a Fraser 1990).  
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Důležitou informací pro využití metyl-senzitivních metod je jejich informační výtěžnost, tzn., 

jakou populační frekvenci má polymorfismus, na němž je metoda založena. U HUMARA, jako 

zlatého standardu metylačních metod, byla primárně uvedena informativnost dosahující 90 % 

(Allen et al. 1992). Vlivem stutterů však informativnost klesá na 78 %. Ze stejného důvodu je u 

dinukleotidových repetic udávaná informativnost 75-90 % jen těžko dosažitelná. U 

trinukleotidových a tetranukleotidových repetic je udávaná  informativnost 60 -80% (Musalkova 

et al. 2015). 

Druhým typem metody pro stanovení XCI je výrazně méně využívaná relativní kvantifikace 

transkriptu pomocí benigních jednonukleotidových variant (SNP). Zástupcem těchto metod je 

alelově specifické PCR. Vyšetřením SNP  v genu XIST bylo stanoveno zešikmení XCI u dvou 

zdravých žen (Rupert et al. 1995). Dalšími metodickými postupy jsou kvantitativní PCR 

využívající technologie TaqMan sond a metoda NGS pyrosekvenování (Busque et al. 2009; 

Mossner et al. 2013). V současnosti se pro analýzu transkriptu využívá i  RNA sekvenování 

v kombinaci s celogenomovým, popřípadě celoexomovým sekvenováním (Shvetsova et al. 2019; 

Tukiainen et al. 2017; Szelinger et al. 2014).  

 

1.3 Somatické varianty  
V lidských buňkách dochází k replikační chybě v průměru jednou za 108 replikovaných 

nukleotidů. To dává vzniknout 30 – 100 de novo variantám pro každou další generaci. I když je 

původ těchto změn převážně popsán u spermato- a oogeneze, mohou tyto varianty vzniknout i 

postzygoticky a zapříčinit tak mozaikovitý vývoj embrya. Ve studii (Acuna-Hidalgo et al. 2015) 

autoři sledovali tria, u kterých mutace nalezená u probanda nebyla identifikovaná u jeho rodičů. 

Sekvenační analýzy ukázaly, že 7 ze 107 (6,5%) předpokládaných zárodečných de novo mutací 

jsou ve skutečnosti postzygotické mozaiky a 0,1 % mutací (4 ze 4081 vyšetřovaných případů) má 

původ v somatických mutacích rodičů.  

Mezi postzygotickými variantami mají vysoké procento zastoupení copy number varianty (CNV). 

Vznik somatických CNV byl popsán u buněk v embryonálním stadiu, ale i ve zcela 

diferenciovaných tkáních. (O’Huallachain et al. 2012; Vanneste et al. 2009). K manifestaci 

patologického účinku somatické varianty je důležité nejen vývojové stádium,  ale i typ postižené 

tkáně (Shirley et al. 2013).  
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Stanovení skutečného rozsahu mozaiky není v současnosti triviálním problémem. Pro minoritně 

zastoupené varianty narážíme na mez citlivosti zavedených sekvenačních metod. Pro somatické 

varianty s vysokým zastoupením je naopak technologicky obtížné stanovit jejich postzygotický 

původ (Rohlin et al. 2009; Acuna-Hidalgo et al. 2015).  

Případy postzygotického mozaicismu byly popsány i u X-vázaných střádavých lysosomálních 

onemocnění. V nedávné studii Fabryho choroby byl popsán první případ maternálního původu 

varianty, kdy kauzální varianta byla identifikována u dvou ze tří potomků, což v kombinaci 

s haplotypovou analýzou umožnilo doložit germinální mozaicismus u matky (Pianese et al. 

2019). Paternální původ kauzální varianty byl poprvé popsán ve studii (Dobrovolný et al. 2005). 

De novo somatický původ varianty byl popsán u symptomatického pacienta s pozdním nástupem 

manifestace. K prokázání somatického původu varianty u pacienta se autoři rozhodli poté, co 

varianta nebyla identifikována u jeho dcery. Zastoupení varianty bylo u pacienta provedeno 

technikou masivně paralelního sekvenování ve vybraných tkáních: v bukálních stěrech (58 %), 

krvi (84 %) a močovém epitelu (85 %) (Bae et al. 2020). 

Danonovy choroby byly popsány dva případy přenosu maternální somatické varianty na syny 

(Chen et al. 2012; Majer et al. 2014). Maternálně somatický původ varianty byl popsán také u 

pacienta s Hunterovým syndromem. Kauzální varianta byla nalezena v maternálních leukocytech, 

lymfocytech a lymfoblastocytech v 7% zastoupení. Ve fibroblastech bylo zastoupení mutované 

alely 22% (Froissart et al. 1997; 2007). V další práci byl popsán somatický původ mutace 

c.463_464delinsCCGTATAGCTGG v močovém sedimentu matky probanda (Alcántara-Ortigoza 

et al. 2016). V roce 2021 bylo využito NGS metod k prokázání somatického původu varianty 

u 3 matek pacientů s MPS II, kdy se zastoupení mutovaných alel  pohybovalo v rozmezí od 13 do 

49 % (Oliveira Netto et al. 2021). 

 

1.4 Sekvenování nové generace  
Možnost stanovení pořadí nukleotidů ve studovaném fragmentu nukleové kyseliny byla popsána 

na konci 70. letech 20. století britským biochemikem a dvojnásobným nositelem Nobelovy ceny 

Frederickem Sangerem. Sangerovo kapilární sekvenování je založeno na terminaci elongační 

reakce pomocí dideoxynukleotidů (Sanger et al. 1977) a v uplynulých pěti dekádách se stalo 

zlatým standardem při určení sekvence DNA. V 90. letech se stalo hlavním nástrojem při analýze 
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lidského genomu v projektu „Human Genome Project“ (International Human Genome 

Sequencing Consortium 2004). Náročnost a délka projektu vedla ve svém důsledku k rozvoji 

nových sekvenačních technologií, které označujeme jakožto sekvenování nové generace nebo 

masivně paralelní sekvenování (NGS). Masivně paralelní sekvenování není synonymem pro 

jedno technické řešení, jako je tomu u Sangerova sekvenování, ale souhrnným názvem pro 

několik postupů, které dokážou simultánně přečíst sekvence tisíců až milionů krátkých fragmentů 

nukleové kyseliny. Výsledná informace je následně získána pomocí bioinformatického 

zpracování přečtených fragmentů, mapováním na referenční genom nebo pomocí „de novo 

assembly“ postupu, při kterém je sekvenovaný genom znovu sestaven skrze překrývající se části 

fragmentů. NGS může být použito pro analýzu celých genomů (whole genome sequencing - 

WGS), nebo jen pro analýzu vybraných obohacených částí - například všech kódujících částí 

genů tzv. whole exome sequencing (WES) nebo jen několika vybraných genů spojených 

s vybraným onemocněním, tzv. panelové sekvenování. Panelové a WES sekvenování se dnes 

standardně používá v diagnostice dědičných onemocnění (Behjati a Tarpey 2013).  

NGS lze dále dělit podle postupu obohacování vybraných úseků. V současné době jsou 

využívány především tři metodické postupy (Obrázek 8). Prvním z těchto postupů je multiplex 

PCR, které dokáže namnožit řadu vybraných regionů v jedné reakci. Výhodou PCR obohacování 

je technologická nenáročnost, rychlost přípravy knihovny a minimální množství spotřebované 

DNA (<10 ng) na vstupu. Mezi nevýhody PCR se řadí tvorba dimerů mezi primery a 

nespecifické amplifikační produkty. PCR může být zdrojem chyb způsobených nesprávnou 

činností polymerázy, které mohou vést k detekci nových variant nepřítomných v původní 

sekvenci. Specificita reakce je ovlivněna množstvím primerů a jejich cross-reaktivitou, 

zastoupením GC bohatých regionů, popřípadě přítomností jednonukleotidových polymorfismů 

(SNP) v místě nasedání primerů, které mohou vést k alelickému drop-outu jedné z alel (Ballester 

et al. 2016). 

Řadu chyb a specificitu je možno ovlivnit využitím specifických molekulárních indexů, 

experimentálním uspořádáním přípravy pomocí droplet-PCR, při kterém jsou specifické primery 

lokalizovány vždy na jedné olejové kapce nebo využitím Long-range PCR (Peng et al. 2015; 

Harismendy a Frazer 2009). 

Druhým rozšířeným metodickým přístupem jsou hybridizační metody. Ty se dělí mezi 

hybridizační metody na pevné fázi (využívající microarray) a hybridizační metody v kapalné fázi 
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(využívající reakce biotinylované sondy s avidinem vázaným na magnetickou částici), které jsou 

výrazně rozšířenější, protože nevyžadují dodatečné přístrojové vybavení. Oba tyto přístupy mají 

oproti PCR nevýhodu v relativně větším množství požadovaného vstupního materiálu a delšímu 

času na přípravu knihovny z důvodu hybridizace (až desítky hodin). Další nevýhodou je nižší 

účinnost hybridizace v regionech s vysokým nebo naopak velmi nízkým obsahem GC párů 

(Tewhey et al. 2009).  

Třetí metodou využívající jednovláknovou DNA molekulu je metoda selekčních cirkulárních 

sond. Primární sondy mají na svých koncích dvě sekvence komplementární k hledané sekvenci. 

Ke vzniku cirkulární sondy dojde po navázaní na cílové sekvence. Sonda je následně 

amplifikována pomocí PCR. Přebývající lineární úseky DNA mohou být odstraněny pomocí 

exonukleáz. Mezi výhody tohoto systému se řadí vysoká specificita a jednoduchost. Nevýhodou 

je vysoké množství potřebné DNA a nízká uniformita pokrytí (Ballester et al. 2016).  

 

Obrázek 7: Cílové strategie obohacování analyzovaného genetického materiálu. (A) Tradiční polymerázová 
řetězová reakce (PCR) využívá páry primerů specifické pro oblast zájmu, která je amplifikována. Může být 
multiplexována pro amplifikaci více oblastí zájmu v jedné zkumavce. (B) Microdroplet PCR využívá mikrokapky 
generované v olejové emulzi; každá mikrokapka obsahuje jednu molekulu DNA spolu s párem primerů pro 
amplifikaci oblastí zájmu. (C) Selektivní cirkulární sondy se vážou na oblasti ohraničující cílovou sekvenci, 
následuje extenze a ligace, čímž se vytvoří kruhová molekula. Nekruhové molekuly DNA jsou degradovány 
endonukleázami. Kruhové molekuly obsahující cílovou sekvenci jsou amplifikovány pomocí PCR. (D) Biotinylovaná 
sonda se váže na cílovou sekvenci a je zachycena částicí kuliček. Zachycená sekvence je poté amplifikována pomocí 
PCR a je provedeno sekvenování. (E) Jinou variantou je využití čipu se sondami komplementárními k oblastem 
zájmu. Cílové sekvence se vážou na sondy a zbývající molekuly jsou odmyty. Zachycená DNA je disociována z čipu a 
amplifikována pomocí PCR s následnou sekvenční analýzou (Ballester et al. 2016). 
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Při analýze lidského genomu metodou NGS se v současnosti nejvíce uplatňují sekvenátory 

generující krátká čtení. Typickým představitelem jsou sekvenátory Illumina (San-Diego, USA), 

které mohou číst krátká párová čtení maximálně o délce 2x300 nukleotidů, ale běžně se využívá 

čtení pouze 2x75 nebo 2x150. Tento postup je vhodný pro identifikaci nejběžnějších 

jednonukleotidových záměn (SNV), které jsou v genomických projektech detekovány v řádech 

milionů (1000 Genomes Project Consortium et al. 2010; 2012). Mezi další varianty, které lze 

z těchto sekvenačních dat jednoznačně identifikovat, patří malé delece nebo duplikace, které 

svojí délkou nepřesáhnou průměrnou délku čtení, a to zejména v kombinaci s vhodným 

algoritmem mapujícím rozdělená čtení (tzv. split-ready) (Chen et al. 2016; Ye et al. 2018).  

K identifikaci strukturních variant (SV) se zpravidla využívá interference varianty s jednotlivými 

čteními, které ji obsahují. Tato interference dává vzniknout jednoznačným mapovacím vzorům, 

které lze pro tento účel využít (Obrázek 9). Prvním z těchto vzorů je pokles nebo zvýšení počtu 

čtení oproti nepostižené části genomu nebo zdravým kontrolám. Dalším jednoznačným vzorem je 

změna vzdálenosti mezi mapovanými polohami párových čtení. Delší vzdálenost mezi 

mapovanými párovými čteními indikuje více bází DNA v referenčním genomu, než bylo 

stanoveno ve vzorku pacienta, a tedy deleci. Naopak kratší vzdálenost může být 

charakteristickým znakem inzerce. Možným znakem SV je i nesouhlasná orientace párových 

čtení. Párová čtení se obvykle mapují na opačné řetězce DNA. Ve vzácných případech, ve 

kterých jedno čtení z páru překrývá počátek SV, může relativní mapování čtení v páru vykazovat 

neočekávanou směrovost. Pokud tedy jedno ze čtení končí v obráceném segmentu, obě čtení by 

byla mapována na stejný řetězec DNA. Podobně tandemové duplikace často vykazují inverzní 

pořadí čtení (upstream čtení na zadní straně, downstream čtení na dopředném řetězci), protože v 

DNA pacienta tato čtení patří ke dvěma sekvenčním kopiím stejného referenčního segmentu 

DNA. Posledním vzorem je selhání párového mapování. Tento jev může být vysvětlen překrytím 

čtení přes bod zlomu rozsáhlé přestavby. Umístění druhého z páru čtení může být použita 

k určení počátku a rozsahu této varianty (Zverinova a Guryev 2021).  

Vyžití těchto vzorů může být neprůkazné v metodických přístupech jako je WES nebo panelové 

sekvenování. Hloubka čtení v exomových nebo v panelových datech je nerovnoměrná a 

algoritmy nástrojů pro detekci CNV musí rozlišit změny v pokrytí způsobené například 

fragmentací nebo postupem obohacení (Zverinova a Guryev 2021). Stejně tak se výrazně snižuje 

pravděpodobnost, že oproti celogenomovému sekvenování bude hledaný zlomový bod 
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v obohacené části. I přes zřejmé nedostatky metody je NGS jedním z nejkomplexnějších nástrojů 

vhodných pro detekci strukturních variant. Oproti cytogenetickým metodám (např. fluorescenční 

in situ hybridizace, které zpravidla detekují varianty kolem 1 Mb nebo SNP array čipům, které 

dosahují citlivosti detekce okolo 20 kb (Roca et al. 2019)) lze pomocí NGS detekovat CNV 

v rozlišení stovek nukleotidů současně s identifikací i dalších variant. Význam a účinnost této 

detekce určitě vzroste po masivnějším zavedení NGS technologií schopných číst dlouhá čtení 

v řádech desetitisíců nukleotidů.  

 

 

Obrázek 8: Identifikace strukturních variant pomocí vzorů z mapovaných párových čtení. U jevu inzerce a delece 
je hlavním vzorem nesouhlasná délka mezi párovými čteními. U inverzních variant je hlavním vzorem nesouhlasná 
orientace párových čtení. U duplikace je převládajícím vzorem nárůst hloubky pokrytí. Translokace se projevuje 
mapováním jednoho čtení do různých cílů.  Konverze se v sekvenačních datech projevuje nulovou kvalitou mapování. 
Převzato z (Zverinova a Guryev 2021) 
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2. Cíle 
Diagnostika X-vázaných lysosomálních onemocnění je komplexní proces, jehož podstatnou 

součástí je molekulárně genetické vyšetření. Problematika je specifická u žen, u kterých jsou jak 

klinický fenotyp, tak výsledky laboratorních nálezů ovlivněny fenoménem X-inaktivace. Cílem 

této disertační práce bylo zavést a zhodnotit význam moderní diagnostické metody, sekvenace 

nové generace (NGS), pro charakterizaci genotypu a genotypově‑fenotypové korelace u pacientů 

s těmito onemocněními. 

Stanovili jsme tři konkrétní cíle: 

1) Zavedení metod NGS a zhodnocení jejich přínosu pro diagnostiku X-vázaných 

lysosomálních onemocnění  

Hypotéza: NGS využívající hybridizační próby je vhodnou metodou pro analýzu mutací, protože 

v rámci jednoho vyšetření umožňuje identifikaci variant malého rozsahu i variant typu CNV 

(copy number varianty). 

Dílčí cíle: 

1) Zavést metodu hybridizačního panelového sekvenování včetně návrhu hybridizačních sond. 

2) Připravit bioinformatickou analýzu nukleotidových variant, delecí/duplikací malého rozsahu a 

strukturních variant (CNV). 

3) Ověřit výsledky a zhodnotit diagnostický přínos NGS. 

2) Využití metod NGS pro analýzu somatického mozaicismu a sestřihových variant u 

pacientů s X-vázanými lysosomálními onemocněními 

Hypotéza: Hluboké čtení stovek až tisíců cílů získaných amplikonovým sekvenováním je 

vhodnou metodou pro analýzu somatického mozaicismu a sestřihových variant.  

Dílčí cíle: 

1) Zavést metodu pro analýzu somatických mutací na úrovni genomové DNA a sestřihových 

variant na úrovni RNA, včetně bioinformatického zpracování. 

2) Aplikovat tuto metodu pro vyšetření v rodinách pacientů. 
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3) Využití metod NGS pro analýzu transkripčních variant a studium X-inaktivace u 

pacientů s X-vázanými lysosomálními onemocněními 

Hypotéza:  

1) Hluboké čtení amplikonového sekvenování umožní detekci různých transkripčních variant a 

jejich relativní zastoupení. 

2) Metody alelově specifické exprese (ASE) založené na hlubokém čtení amplikonového 

sekvenování zvýší spolehlivost a zkvalitní interpretaci výsledků X-inaktivace.  

Dílčí cíle: 

1) Zhodnotit přínos metody ASE pro charakterizaci mutací na úrovni RNA (zjištění vlivu mutace 

na stabilitu transkriptu).  

2) Zavést metody ASE pro vyšetření polymorfních SNP a mutantních alel pro vyšetření X-

inaktivace.  

3) Porovnat využití metod ASE s běžně používanými metylačně specifickými metodami a 

posoudit limity obou typů metod. 
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3. Metody 

3.1 Izolace nukleových kyselin z krve a tkání 
Izolace nukleových kyselin z lymfocytů byla provedena pomocí QiaAmp DNA Blood Mini Kit 

(Qiagen). Izolace z bukálních stěrů, slin, moči, popřípadě vlasových folikulů byla provedena 

kitem QIAamp DNA Micro Kit. RNA z krevních vzorků byla izolována pomocí kitu BiOstic 

Blood Total RNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA). Ve všech případech 

bylo postupováno podle standartního protokolu daného výrobcem kitu. Kvalita a koncentrace 

izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky.  

 

3.2 Panelové hybridizační sekvenování nové generace 

3.2.1 Laboratorní příprava hybridizačních knihoven 

Pro přípravu hybridizačních knihoven byl využit systém Roche SeqCap EZ library, přičemž bylo 

postupováno podle doporučeného návodu ve verzi 5.1. (Anon. 2015). Prvním krokem přípravy 

knihovny je rozštěpení vstupní genomové DNA na fragmenty dlouhé přibližně 300 nukleotidů. 

Tento krok byl prováděn pomocí ultrasonikátoru Bioruptor se vstupním množstvím 500 ng 

pacientské DNA ředěné v 1xTE pufru (nízká koncentrace EDTA, Invitrogen) v celkovém objemu 

100 µl. 

Z fragmentovaného vzorku bylo použito 50 µl pro přípravu knihovny kitem Kapa Kit LT 

(Roche). Při tomto postupu dochází nejdříve k zatupení ostrých konců vzniklých fragmentů, které 

probíhá enzymaticky při 30minutové inkubaci fragmentované DNA při teplotě 20°C. Následně 

byla provedena izolace produktu pomocí magnetických kuliček (Agencourt AMPure XP beads, 

Beckman-Coulter). Po očištění následoval krok, ve kterém je k zatupeným koncům přidán právě 

jeden nukleotid A. Vzorek DNA byl inkubován v enzymatické směsi po 30 minut při teplotě 

30°C. Přes tento nukleotid došlo ve finálním kroku k ligaci adaptérů. Adaptery jsou speciální 

technické sekvence DNA obsahující sekvenační primery, specifický pacientský index a 

terminální sekvenci sloužící k uchycení fragmentu na povrch sekvenační cely. Vzorek byl 

inkubován v ligační směsi 20 minut při teplotě 20°C. Mezi jednotlivými kroky byl vzorek 

opakovaně purifikován pomocí magnetických kuliček (Agencourt AMPure XP beads, Beckman-

Coulter). Následným krokem byla duální délková selekce fragmentů pomocí různých objemů 

magnetických kuliček; při tomto kroku byly z jednotlivých vzorků odstraněny fragmenty výrazně 
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kratší nebo delší, než je pro sekvenační reakci ideálních 300 nukleotidů (rozsah délek fragmentů 

150-500 nukleotidů). Takto očištěná knihovna byla amplifikována v „Pre-capture“ PCR reakci 

(Tabulka 3). 

Tabulka 3:Podmínky „Pre-capture“ PCR reakce 

předcházející hybridizaci. Teplota víka 100°C 

Teplota čas  

98 °C   48 sec 

98 °C  15 sec 

Opakovat 6x 60 °C  30 sec 

72 °C  30 sec 

72 °C  1 min 

15 °C  ∞ 

 

Tabulka 4:Podmínky „Post-capture“ PCR reakce 

následující hybridizaci. Teplota víka 100°C 

Teplota čas  

98 °C   45 sec 

98 °C  15 sec 

Opakovat 9x 60 °C  30 sec 

72 °C  30 sec 

72 °C  1 min 

15 °C  ∞ 

 

Po amplifikaci vzorků byla provedena první kontrola kvality pomocí spektrofotometru. Poměr 

absorbancí při vlnových délkách 260 a 280 nm byl v požadovaném rozsahu 1,7 – 2,0. 

Koncentrace amplifikovaných upravených vzorků byla stanovena pomocí fluorimetru Qubit 

(Invitrogen). Délka fragmentů byla ověřena pomocí přístroje Bioanalyzer (Agilent) a byla 

v požadovaném rozsahu 150-500 nukleotidů.  

Knihovna jednotlivých pacientských vzorků byla po úspěšné kontrole kvality ekvimolárně 

smíchána do výsledného mixu, který byl následně 14 hodin hybridizován s vybranou sadou prób 

SeqCap® EZ probe pool (Roche). V tomto kroku došlo k obohacení vybraných úseků.  

Hybridizační próby SeqCap® EZ probe pool (Roche) pro jednotlivé panely byly navrženy 

pomocí online nástroje NimbleDesign®. V panelech jsou obohaceny exonové regiony vybraných 

genů s přesahem minimálně 30 nukleotidů do intronových nebo nepřekládaných oblastí. Pro 

diagnostické využití jsme připravili 3 panely (metabolický, kardiologický a skeletální), které 

obsahují i geny spojené s X-vázanými lysosomálními onemocněními. Soupis vyšetřovaných genů 

je uveden v příloze této práce (Supplement: 8). Po úspěšné hybridizaci byla provedena druhá 

PCR reakce (Tabulka 4). 

Po izolaci finální knihovny byla opět provedena kontrola kvality pomocí přístroje Bioanalyzer 

(Agilent) a fluorimetricky stanovena její koncentrace (Qubit, Invitrogen). Závěrečná příprava 
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knihovny k sekvenaci zahrnovala denaturaci 0,2M hydroxidem sodným a přidání 2 objemových 

procent vnitřního sekvenačního standardu PhiX (V3) (Illumina). Pair-endové sekvenování 

proběhlo na přístroji Miseq (Illumina, San-Diego) s využitím sekvenační chemie MiSeq Reagent 

Kit v3 s délkou čtení 2x75 nukleotidů. 

 

3.2.2 Bioinformatické zpracování dat z hybridizačního sekvenování  

K třídění a úpravě dat využitých k analýze dochází automaticky na sekvenačním přístroji. 

Z obrazových primárních souborů jsou získány komprimované textové soubory FASTQ, které 

jsou pomocí softwaru Miseq reporter (Illumina) rozděleny do skupin podle jednotlivých 

sekvenačních indexů. K analýze jsou využita pouze ta čtení, jejichž kvalita čtení průměrně 

převyšuje scóre Q30  

V prvním kroku vlastní analýzy byla u vstupních dat provedena kontrola kvality a úprava pomocí 

nástroje Trimmomatic. Z počátků a konců jednotlivých čtení byly odstraněny nukleotidy, pokud 

jejich kvalita klesla pod práh kvality Q30. Dále byly odstraněny čtení kratší 50 nukleotidů a 

následně ta čtení, jejichž průměrná kvalita klesla pod hodnotu Q30. Znovu byla provedena 

kontrola kvality takto vzniklých .fastq souborů. Druhým krokem bylo pair-endové mapovaní na 

lidský genom hg19 pomocí mapovacího nástroje BWA – MEM (Li 2012). Následně byla pomocí 

softwarového balíčku GATK 3.8 (Poplin et al. 2018) provedena rekalibrace mapovaní a došlo 

k opětovnému mapovaní SNP a malých indelů. Z rekalibrovaných dat byly identifikovány 

varianty pomocí nástroje GATK – HaplotypeCaller. Odečet variant (SNP a menší INDEL) 

proběhl pouze v regionech zařazených do panelu u nukleotidů s minimálním mapovacím skóre 

10, minimálním prahem spolehlivosti s hodnotou 5 a minimálním pokrytím 20 čtení. Pro analýzu 

je ideální hloubka 100-150 čtení. Následně byly tyto varianty anotovány nástrojem ANNOVAR 

(Yang a Wang 2015). K anotaci byla použita data z databáze dbNSFP (Liu et al. 2020), ClinVar 

(Landrum et al. 2020) a GnomAD (Karczewski et al. 2020). Analýza středně rozsáhlých 

strukturních variant byla provedena nástrojem Manta (Chen et al. 2016). 

Pro analýzu rozsáhlých CNV byl využit nástroj CNVkit (Talevich et al. 2016). Tento postup 

využívá analýzy hloubky pokrytí a porovnává toto pokrytí oproti referenci postavené z dat 

ostatních pacientů sekvenovaných za stejných podmínek jakožto analyzovaný pacient.  
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3.3 Amplikonové sekvenování 

3.3.1 Stanovení alelických poměrů při analýze alelově specifické exprese, somatického 

mozaicismu a X-inaktivace 

Amplikonové sekvenování bylo využito pro analýzu somatického mozaicismu v genech LAMP2 

a IDS na úrovni genomové DNA a pro analýzu alelově specifické exprese (ASE) na úrovni 

transkriptu. Metoda ASE sloužila ke stanovení vlivu kauzálních mutací ve sledovaných genech 

(IDS, LAMP2 a GLA) na transkript a dále k určení poměrného zastoupení alel pomocí dvou 

benigních SNP v genech LAMP2 a IDS. 

V genu LAMP2 byl využit benigní SNP rs12097 (c.156A>T, p.Val52=) lokalizovaný v druhém 

exonu s vysokou populační frekvencí v exomové databázi GnomAD (frekvence minoritní alely 

MAF=0,39), s benigním hodnocením 2,13 v databázi fylogenetické konzervovanosti variant 

(GERP++). Varianta byla 9x zmíněna v databázi ClinVar jakožto benigní bez konfliktních 

záznamů. V genu IDS byla využita varianta rs1141608 (NM_000202.8, c.438C>T, p.Thr146=), 

která je populačně frekventní (MAF= 0,275), lokalizována v lehce konzervované oblasti 

(GERP++ 1,13) s benigním hodnocením v predikčních databázích, tak i v databázi ClinVar. 

Kombinací výsledků vyšetření SNP získáváme informaci o stavu transkripce z různých míst 

chromosomu X. Tohoto přístupu jsme využili při studiu XCI, kdy byla data z ASE analýz 

porovnána s výsledky XCI stanovené pomocí metylačně senzitivních sond (AR, RP2 a CNKSR2) 

kterými se podrobněji zabýváme v kapitole 3.4. Lokalizace jednotlivých transkripčních a 

metylačně senzitivních sond je zobrazena na obrázku (Obrázek 10). 
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Obrázek 9: Rozmístění jednotlivých sond na chromosomu X. Červeně zvýrazněné geny označují metylačně 

senzitivní sondy. Modře jsou označené sondy využité pro transkripční studie. 

 

3.3.2 Příprava PCR produktů a RT–PCR produktů 

Reverzní transkripce RNA na cDNA pro přípravu produktů reverzní polymerázové řetězové 

reakce (RT-PCR) byla provedena pomocí sady High Capacity RNA to cDNA (Applied 

Biosystems, Carlsbad, CA). Pro reakci bylo využito 20 µl RNA. Inkubace za přítomnosti 2x RT 

pufru a enzymatického mixu probíhala při teplotě 37 °C po dobu 60 minut.  

K přípravě PCR a RT-PCR produktů sloužících jako alelově specifické sondy, které byly 

následně sekvenovány pomocí amplikonového sekvenování, bylo využito 25 µl reakčního mixu. 

Reakční mix obsahoval 1 µl pacientské cDNA, 12,5 µl bezbarvého reakčního mixu - Plain 

Master Mix (TopBio) 1,5 µl primerů a 10 µl vody. Využité primery jsou uvedeny v příslušných 

publikacích. Reakční podmínky jsou uvedeny v tabulkách (Tabulky 5-10). 
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Tabulka 5:Podmínky PCR reakce LAMP2 (délka 
produktu 285bp) 
Teplota  Čas 

94 °C   2 min 

94 °C  20 sec 

Opakovat 35x 58 °C  20 sec 

71 °C  20 sec 

71 °C  5 min 

15 °C  ∞ 

Tabulka 6: Podmínky RT- PCR reakce pro fragment 
1 z cDNA genu LAMP2 (délka produktu 545bp) 
Teplota  Čas 

94 °C   2 min 

94 °C  30 sec 

Opakovat 35x 58 °C  30 sec 

71 °C  50 sec 

71 °C  5 min 

15 °C  ∞ 

 
Tabulka 7:Podmínky PCR reakce IDS (délka 
produktu 320bp) 
Teplota  Čas 

94 °C   2 min 

94 °C  15 sec 

Opakovat 35x 60 °C  15 sec 

71 °C  40 sec 

71 °C  5 min 

15 °C  ∞ 

Tabulka 8: Podmínky RT- PCR reakce pro fragment 
z cDNA genu IDS (délka produktu 585bp) 
Teplota  Čas 

94 °C   2 min 

94 °C  15 sec 

Opakovat 35x 60 °C  15 sec 

71 °C  40 sec 

71 °C  5 min 

15 °C  ∞ 

 
Tabulka 9:Podmínky RT- PCR reakce pro fragment 
1 z cDNA genu GLA (délka produktu 780bp) 
Teplota  Čas 

95 °C   40 sec 

95 °C  15 sec 

Opakovat 35x 61 °C  22 sec 

71 °C  30 sec 

95 °C  15 sec  
Opakovat 10x 

+ 5s/cyklus 
62 °C  20 sec 

72 °C  30 sec 

72 °C  5 min 

15 °C  ∞ 

Tabulka 10: Podmínky RT- PCR reakce pro fragment 
2 z cDNA genu GLA (délka produktu 776bp) 
Teplota  Čas 

95 °C   1 min 

95 °C  30 sec 

Opakovat 30x 61 °C  20 sec 

71 °C  35 sec 

95 °C  30 sec  
Opakovat 15x 

+ 5s/cyklus 
62 °C  20 sec 

72 °C  35 sec 

72 °C  5 min 

15 °C  ∞ 
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3.3.3 Amplikonové sekvenování nové generace – Nextera XT 

Pro splnění druhého a třetího cíle bylo zavedeno amplikonové sekvenování tzv. single-

plexová příprava sekvenační knihovny využívající systému Nextera XT DNA Library kit 

(Illumina). Tento ve své podstatě unikátní postup, byl vyvinut na Endokrinologickém ústavu 

v Praze a poprvé publikován v (Sykorova et al. 2015). Využití obdobných single-plexových 

příprav knihoven bylo popsáno ve stejném období (De Leeneer et al. 2015). Sekvenovaný 

vzorek, který je označen kombinací dvou indexů, je připraven z PCR, RT-PCR nebo long-

range PCR produktů pocházejících od různých pacientů. Produkty značené stejnými indexy 

musí být sekvenčně unikátní, je nepřípustné kombinovat stejné nebo sekvenčně podobné PCR 

produkty od různých pacientů nebo kombinovat PCR a RT-PCR produkty od stejného 

pacienta. Produkty musí mít minimální délku 150 nukleotidů, aby je bylo možné enzymaticky 

fragmentovat a připravit z nich sekvenační knihovnu. V prvním kroku přípravy tzv. 

sekvenační knihovny jsou míseny neizolované produkty, u kterých není známa přesná 

koncentrace. Mísení probíhá na základě délek jednotlivých produktů. Delší produkty jsou do 

reakce přidávány ve vyšším objemu, aby bylo zajištěno rovnoměrné pokrytí po celé délce 

produktu. V případě sekvenování somatických variant je PCR produkt dávkován 

v desetinásobném množství oproti ekvimolární hodnotě. Z takto připravených směsí se 

odebere 10 µl pro purifikaci. 

Směs PCR produktů je purifikována pomocí magnetických kuliček Agencourt AMPure XP 

(Beckman- Coulter) a eluována do 40 µl vody. Koncentrace výsledné směsi určené k 

enzymatickému štěpení - tagmentaci je stanovována fluorimetricky pomocí přístroje Qubit a 

kitu Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (Thermo).  

Tagmentace je enzymatický proces fragmentace vstupní DNA za současné ligace technických 

sekvencí, tzv. adaptérů, pomocí transposonu s obchodním názvem tagmentáza. Do reakce se 

přidá 5 µl přečištěné směsi PCR produktů o koncentraci 0,2 ng/µl spolu s 10 µl 

tagmentačního pufru a 5 µl amplicon tagment mix. Takto připravená směs se 5 minut 

inkubuje při 55°C, následně je schlazena na 10°C. Po ochlazení je enzym okamžitě 

neutralizován pomocí pufru. V následujícím kroku je tagmentovaná DNA amplifikována a 

indexována (N7XX, S5XX). Maximální možná kombinace indexů v kitu je 96. K 25 µl 

vzorků je přidáno 15 µl Nextera PCR master mix a 5 µl index 1 (N7XX) a 5 µl indexu 2 

(S5XX), které slouží jako primery. Celkový objem reakce činil 50 µl.. Pro PCR amplifikaci je 

využit program uvedený v tabulce (Tabulka 11).  
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Tabulka 11:Podmínky PCR reakce při přípravě knihovny pomocí kitu Nextera XT (Illumina) 

Teplota    Čas  

72 °C     3 min 

95 °C     30 sec 

95 °C    10 sec 

Opakovat 12x 55 °C    30 sec 

72 °C    30 sec 

72 °C    5 min 

10 °C    ∞ 

 

Po amplifikaci je znovu provedena purifikace produktů magnetickými kuličkami a 

fluorimetrem je stanovena koncentrace. Pomocí přístroje Bioanalyzer 2100 (Agilent) a kitu 

High Sensitivity DNA reagents a chips (Agilent) je stanovena průměrná délka jednotlivých 

směsí vzorků. Následně jsou spolu jednotlivé indexované směsi ekvimolárně smíchány 

s ohledem na jejich délku za vzniku finální sekvenační knihovny. 

Sekvenační knihovna je denaturována pomocí 0,2M hydroxidu sodného. Stejně tak je 

denaturována 4nM PhiX knihovna sloužící jakožto vnitřní sekvenační standard. Působení 

NaOH je v obou knihovnách inhibováno pomocí HT1 hybridizačního pufru (Illumina, San 

Diego). Obě knihovny jsou smíseny v takovém poměru, aby výsledné zastoupení PhiX 

knihovny v sekvenačních datech odpovídalo 3 %. Výsledná směs je sekvenována na přístroji 

Miseq pomocí Miseq reagent kit V2 2x250 (Illumina, San Diego). 

 

3.3.4 Zpracování dat z amplikonového sekvenování 

Pro analýzy byly využity demultiplexované .fastq soubory. U všech dat proběhla kontrola 

kvality pomocí nástroje FastQC (de Sena Brandine a Smith 2019) a následně úprava kvality 

čtení pomocí nástroje Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Tento nástroj odfiltroval čtení kratší 

50 bp, odstranil prvních a posledních 5 bp z každého čtení a vyloučil ta čtení, u kterých 

v průběhu sekvenace klesla kvalita jednotlivých bází pod Q30. Pro mapovaní dat získaných 

z klasických PCR produktů byl použit nástroj Bowtie2 (Langmead et al. 2009). Mapování 

získaných RT-PCR produktů bylo provedeno nástrojem TopHat (Trapnell et al. 2009), jehož 

mapovací algoritmy vycházejí z nástroje Bowtie2. Následně byla odstraněna duplicitní čtení 

pomocí nástrojů Picard tools.  
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Procentuální zastoupení varianty bylo manuálně odečteno v programu IGV (Robinson et al. 

2017). Primárně byla data mapována na lidský referenční genom hg19. Při analýze varianty 

c.1122C>T vedoucí na transkripční úrovni k deleci 60 nukleotidů byla k mapovaní 

transkripčních dat využita referenční sekvence genu IDS NM_000202. Odečteny byly 

varianty, které byly mapovány ve stovkách čtení pro zárodečné varianty a v tisících až 

desetitisících čtení pro analýzy somatických variant nebo analýzu transkriptu.  

 

3.4 Stanovení inaktivace chromosomu X s využitím metylačních sond 
Pro vyšetření byly zavedeny tři metody: HUMARA využívající repetici (CAG)n v genu 

lidského androgenního receptoru AR, dále trinukleotidová repetice v genu CNKSR2 a 

tetranukleotidová repetice v genu RP2.  

K metylačně senzitivní analýze v lokusech AR, RP2 a CNKSR2 bylo využito 100 ng DNA. 

K pacientské DNA byl přidán reakční mix obsahující metylačně senzitivní restriktázu HpaII. 

Pro lokusy AR a CNKSR2 navíc byl použit pomocný enzym RsaI. Paralelně s těmito vzorky 

byly připraveny i kontrolní vzorky bez restrikčního enzymu HpaII. Takto připravené vzorky 

byly inkubovány při teplotě 37 °C po dobu minimálně 8 hodin. Inkubace byla ukončena 

inaktivací enzymů, tj. zahřátím reakční směsi na 80 °C. Následně byly vzorky amplifikovány 

pomocí PCR reakce. Podmínky PCR reakcí pro jednotlivé lokusy jsou uvedeny v tabulkách 

12 a 13. 

Tabulka 12:Podmínky PCR reakce pro lokusy AR a 

CNKSR2. Teplota víka 100°C 

Teplota   Čas  

94 °C    2 min 

94 °C   15 sec 
Opakovat 

30x 
63 °C   20 sec 

72 °C   30 sec 

72 °C   10 min 

15 °C   ∞ 

  

Tabulka 13:Podmínky PCR reakce pro lokus RP2. 

Teplota víka 100°C 

Teplota   Čas  

94 °C    5 min 

94 °C   30 sec 
Opakovat 

25x 
64 °C   30 sec 

68 °C   30 sec 

68 °C   10 min 

15 °C   ∞ 

K restrikční analýze bylo využito 0,5 µl vzorku amplifikovaného vzorku, který byl 

denaturován po dobu 3 minut při teplotě 95 °C v master mixu obsahujícím 9 µl formamidu, 
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0,5 µl standardu GeneScan 500 ROX. Ke kapilární elektroforéze byl využit sekvenátor 

3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Analýza STR lokusů byla provedena v programu Gene Mapper 5. K výpočtu poměru 

inaktivace chromosomů X byly použity hodnoty výšky a plochy vrcholů pro každou z alel 

(Racchi et al. 1998; Machado et al. 2014). Data byla hodnocena a označena jako informativní 

pouze v případě, pokud mezi jednotlivými alelami byl rozdíl minimálně jednoho (RP2) nebo 

dvou (AR, CNKSR2) opakování STR motivu. 

 

3.5 Stanovení somatických variant 
Pro identifikaci somatických variant byla zavedena metoda masivně paralelního sekvenování 

PCR produktů obsahující studovanou variantu. Příprava a vyhodnocení sekvenačního 

experimentu je totožné s kapitolami 3.3.2 a 3.3.3. K ověření somatického původu variant byly 

využity krevní vzorky, vlasové folikuly, bukální stěry a sliny od probandů, případně od jejich 

rodinných příslušníků. 
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4. Výsledky  

4.1 Zavedení metod NGS a zhodnocení jejich přínosu pro diagnostiku X-

vázaných lysosomálních onemocnění  
 

Metody, které byly zavedeny v rámci řešení prvního cíle disertační práce, byly využity 

v publikaci: LAMP2 exon-copy number variations in Danon disease heterozygote female 

probands: Infrequent or underdetected?(Majer et al. 2018). 

Pro diagnostické účely jsme v rámci cíleného panelového sekvenování zavedli vyšetření genů 

spojených s X-vázaným lysosomálním onemocněním. K přípravě vzorků je využívána 

standardní hybridizační metoda s využitím sond od firmy Roche (SeqCap EZ choice library) a 

ultrasonická fragmentace, která zaručuje vysokou kvalitu a délkovou uniformitu vznikajících 

fragmentů (Quail et al. 2009). Bioinformatické zpracování je rozděleno podle velikosti 

variant. V první fázi jsou identifikovány SNV a malé delece/duplikace do 50 bp. V druhé 

části jsou analyzovány CNV od velikosti jednoho exonu po celé geny nebo skupiny genů. 

Analýza CNV je založena na tzv. hloubce čtení. Porovnává se počet čtení dané oblasti u 

pacienta oproti hodnotě počtu čtení získané z analýz všech ostatních pacientů sekvenovaných 

v tomtéž běhu. Signifikantně vyšší počet čtení u pacienta naznačuje duplikaci, výrazně nižší 

počet vede k podezření na deleci. Výsledný počet kopií DNA je vyjádřen na logaritmické 

škále (Royer-Bertrand et al. 2021) .  

Výsledky sekvenační analýzy genů LAMP2, IDS a GLA ukazují, že všechny důležité oblasti, 

ve kterých se mohou nacházet mutace (exony, přiléhající části intronů, části nepřekládaných 

oblastí), jsou dobře pokryté (tj. počet čtení je vyšší než 20). To je ilustrováno u kontrolních 

vzorků heterozygotních pacientek pro dva SNP (rs12097, rs1141608) genech IDS a LAMP2 

(Obrázek 11) a u dvou pacientů nesoucích patogenní variantu v genu GLA (Obrázek 12). K 

snížení kvality mapování, a tedy k snížení počtu informativních čtení, dochází pouze v genu 

IDS u exonu 3 a intronu 2 (Obrázek 11), ve kterém je část čtení mapována do vysoce 

homologní oblasti pseudogenu IDS2. Experimentální uspořádání metody pomocí 

hybridizačních sond je natolik robustní, že při bioinformatickém zpracování může být využito 

unikátně mapovaných čtení, lokalizovaných mimo duplikovanou oblast, k analýze jejich 

protějšků z páru, tak aby bylo dosaženo minimálního počtu dvaceti čtení.  



 

50 
 

 

Obrázek 10: Pokrytí genů IDS a LAMP2 v datech z panelového sekvenování. V horní části obrázku 
z prohlížeče IGV jsou zobrazena data pro gen LAMP2 s benigním SNP rs12097 v heterozygotním stavu 
(znázorněno červenou šipkou). V dolní části obrázku jsou data pro gen IDS s benigním SNP rs1141608 
v heterozygotním stavu (znázorněno červenou šipkou). U genu IDS je vidět snížení kvality mapovaní v exonu 3, 
které je způsobené částečným mapováním dat do regionů v pseudogenu IDS2 s vysokou mírou homologní 
sekvence. Přesto všechny analyzované oblasti vyšetřovaných genů vykazují dostatečné pokrytí více než 20 čtení. 

 

 

Obrázek 11: Data z NGS panelového sekvenování kódujících exonů genu GLA pro kontrolní vzorky dvou 
pacientů, jejichž mutace spojené s Fabryho chorobou byly zjištěny Sangerovým sekvenováním. U prvního 
pacienta byly ve shodě se Sangerovým sekvenováním identifikovány 3 hemizygotní varianty (označeno číslem 
SNP). První SNP byl identifikován 5´UTR oblasti. Druhý SNP byl identifikován v intronu 6 a kauzální varianta 
(červená šipka) byla identifikována exonu 3. U druhého pacienta byla identifikována ve schodě se Sangerovým 
sekvenováním pouze hemizygotní kauzální varianta (červená šipka). 
 

V laboratoři je metoda využívána v rámci diagnostického procesu pacientů s metabolickými, 

kardiologickými a skeletálními onemocněními. Během uplynulých 5 let jsme touto metodou 

stanovili diagnózu u 228 pacientů. Naprostá většina (92 %) nalezených patogenních variant 
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náleží do kategorie variant malého rozsahu a byla ověřena Sangerovým sekvenováním. 

Patogenní varianty velkého rozsahu (tj. duplikace nebo delece, CNV) byly identifikovány u 

19 pacientů. V osmi případech byla zjištěna delece jednoho exonu (7x heterozygotně, 1x 

hemizygotně), v jednom případě duplikace jednoho exonu v heterozygotním stavu. V dalších 

osmi případech se jednalo o heterozygotní deleci dvou a více exonů. Ve zbylých dvou 

případech byla identifikována rozsáhlá delece celé skupiny genů. 

Pro vymezení CNV je běžně využíváno několik laboratorních přístupů, kterými je možné 

varianty detekovat a ověřit. Patří mezi ně multiplex ligation-dependent probe amplification 

(MLPA) (Shen a Wu 2009), SNP microarray (Carter 2007) nebo sekvenování transkripčního 

produktu. U SNP microaaray a MLPA analýzy existují limitace dané výrobci například v 

rozsahu zařazených genů. Metoda MLPA je navíc limitována rozsahem, který umožní 

analyzovat maximálně 50 sond (Singh et al. 2021). U analýzy transkripčních produktů je 

nevýhodou nestabilita RNA. U velkých delecí nebo duplikací je velká pravděpodobnost, že 

mutovaná alela bude degradována v procesu nonsense-mediated mRNA decay (NMD).  

Jako vhodnou alternativu k ověření nálezu z NGS jsme proto zvolili metodu kvantitativního 

PCR (qPCR) z genomové DNA, která je výhodná svojí cenou, jednoduchostí a 

škálovatelností. Metodu qPCR jsme použili pro vymezení přibližných hranic CNV, přesný 

rozsah varianty byl potom specifikován sekvenací překlenujícího PCR produktu. Delece 

zahrnující větší počet genů byly ověřeny metodou SNP microarray. Metodami použitými pro 

ověření byly všechny reportované varianty identifikovány a ve výsledcích z NGS nebyl 

popsán žádný falešně pozitivní nález.  

Možnost analyzovat rozsáhlé delece a duplikace (CNV varianty) metodou NGS je zásadní 

zejména pro molekulárně genetickou analýzu Danonovy choroby. Výsledky našeho 

pracoviště, kde byly CNV detekovány u 4 z 10 pacientů ukazují, že právě tento typ variant je 

častou příčinou onemocnění (Majer et al. 2014; 2018; 2020; Kousal et al. 2021). Tuto 

skutečnost podporují i práce dalších autorů  (Yang et al. 2010; Burstein et al. 2021; Lines et 

al. 2014; Ceyhan-Birsoy et al. 2016).  

V publikaci Majer et al. 2018 popisujeme pacientku, u níž byla diagnóza Danonovy choroby 

primárně stanovena metodou qPCR a ověřena metodou průtokové cytometrie. Delece 

zasahující exony 4 – 8 v heterozygotním stavu identifikovaná metodou qPCR byla ověřena 

metodou panelového sekvenování za použití dvou sad hybridizačních prób. Spolupracující 

laboratoř využívá systém Illumina TruSight Cardiomyopathy Enrichment Kit od firmy 
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Illumina, v naší laboratoři probíhala sekvenace tak, jak je popsáno v kapitole 3.2 s využitím 

hybridizačních prób od firmy Roche. Obě analýzy vedly ke shodnému výsledku – identifikaci 

delece zasahující exony 4 – 8 v heterozygotním stavu. Výsledek získaný naším postupem je 

znázorněn na obrázku (Obrázek 13) a v tabulce (Tabulka 14). Přesný rozsah delece obsahující 

více než 11 tisíc nukleotidů byl specifikován sekvenací překlenujícího PCR produktu 

(LAMP2: NM_002294.3: c.398-2306_1093+1449del11154).  

 

Obrázek 12: Zobrazení heterozygotní delece 5 exonů u pacientky s DD. V levé části obrázku je zobrazen 
histogram pokrytí získaný z prohlížeče IGV. V horní části jsou zobrazena data pacientky (růžová) pro LAMP2. 
Ve střední části histogramu je viditelný pokles signálu mezi exony 4 až 8 pod linii (červená) znázorňující 2 kopie 
tohoto genu. V dolní části je zobrazen kontrolní vzorek bez deletované oblasti. V pravé časti je znázorněn bodový 
graf generovaný nástrojem CNVkit z pacientských dat pro všechny regiony v panelu. Na ose Y je znázorněn 
počet kopií, na ose X jsou zobrazeny jednotlivé chromosomy. Šedé tečky znázorňují počet kopií pro jednotlivé 
regiony- exony. Oranžové tečky znázorňují průměrný počet kopií pro celé geny. Heterozygotní delece 5 exonů na 
chromosomu X je znázorněna červenou šipkou.  

 

Tabulka 14: Výstup z programu CNVkit, který je využit k hodnocení CNV pro pacientku s delecí exonů 4 - 8 
exonu (červeně). K hodnocení se využívá hodnota log2, která vyjadřuje počty kopií jednotlivých exonů 
následovně: 3 a více kopií >0,5; 2 kopie <0, 5 a > -0,76; 1 kopie < -0,78; žádná kopie < - 2. Transkripční 
varianty genu LAMP2 Exon 9a - NM_002294.3; exonu 9b- NM_013995.2; exon 9C - NM_001122606.1  

Pozice LAMP2 - NM_002294.3 Počet 
čtení 

log2 

chrX:119602925-119603059 exon 1 46.754 -0.067 
chrX:119590470-119590659 exon 2 56.175 0.135 
chrX:119589176-119589460 exon 3 96.979 0.083 
chrX:119582789-119583018 exon 4 25.533 -1.366 
chrX:119581660-119581915 exon 5 53.98 -0.992 
chrX:119580124-119580317 exon 6 29.829 -0.905 
chrX:119576418-119576552 exon 7 34.425 -1.097 
chrX:119575549-119575784 exon 8 44.145 -0.853 
chrX:119572973-119573183 exon 9b 78.095 -0.137 
chrX:119565142-119565352 exon 9a 57.476 -0.075 
chrX:119562303-119562516 exon 9c 55.474 0.138 
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Analýzu NGS jsme použili k ověření funkčnosti metody v rodině, ve které byla diagnostika 

Danonovy choroby včetně molekulárně genetického vyšetření dokončena a publikována před 

zavedením metody NGS v naší laboratoři (Majer et al. 2014). V této rodině byla Danonova 

choroba diagnostikována na základě vyšetření granulocytů průtokovou cytometrií u dvou 

bratrů, u nichž se před desátým rokem života rozvinula kardiomyopatie. Molekulárně 

genetické vyšetření bylo založeno na identifikaci abnormálně dlouhého produktu získaného z 

amplifikace celodélkové cDNA. Další analýzy byly provedeny vyšetřením genomové DNA. 

Pomocí qPCR byla identifikována duplikace 4. a 5. exonu, která byla ověřena a specifikována 

sekvenováním PCR produktu obsahujícího duplikovanou oblast. Duplikace měla celkový 

rozsah 6404 bp (NM_002294.3: c.397+1822_742-705dup6404). Variantu jsme ověřili 

panelovým sekvenováním, výsledky jsou uvedeny na obrázku (Obrázek 14) a v tabulce 

(Tabulka 15). 

 

Obrázek 13: Zobrazení duplikace exonů 4 a 5 u pacienta s DD. V levé části obrázku je zobrazen histogram 
pokrytí získaný z prohlížeče IGV. V horní části jsou zobrazena data pacientů (modrá) pro LAMP2. ve střední 
části histogramu je viditelné zesílení signálu exonu 4 a 5 nad linii (červená) pro jednu kopii tohoto genu. 
V kontrolním vzorku (dolní část) tento jev není zachycen. V pravé časti je znázorněn bodový graf generovaný 
nástrojem CNVkit z dat pacientů pro všechny regiony v panelu. Duplikace dvou exonu na X chromosomu je 
znázorněna pomocí červených šipek.  
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Tabulka 15: Výstup z programu CNVkit, který je využit k hodnocení CNV pro pacienta s duplikací 4 a 5 
exonu (červeně). K hodnocení se využívá hodnota log2, která vyjadřuje počty kopií jednotlivých exonů 
následovně: 3 a více kopií >0,5; 2 kopie <0, 5 a > -0,76; 1 kopie < -0,78; žádná kopie < - 2. Transkripční 
varianty genu LAMP2 Exon 9a - NM_002294.3; exonu 9b- NM_013995.2; exon 9C - NM_001122606.1  

Pozice LAMP2  Počet 
čtení 

log2 

chrX:119602925-119603059 exon 1 37.684 -1.213 
chrX:119590470-119590659 exon 2 33.775 -1.037 
chrX:119589176-119589460 exon 3 66.008 -1.101 
chrX:119582789-119583018 exon 4 124.565 0.155 
chrX:119581660-119581915 exon 5 110.596 0.004 
chrX:119580124-119580317 exon 6 39.705 -0.859 
chrX:119576418-119576552 exon 7 60.798 -0.827 
chrX:119575549-119575784 exon 8 58.293 -1.107 
chrX:119572973-119573183 exon 9b  68.195 -1.081 
chrX:119565142-119565352 exon 9a  52.821 -0.997 
chrX:119562303-119562516 exon 9c 45.016 -1.158 

 

4.1.1 Diskuze a závěr k prvnímu cíli 

Na základě výše uvedených výsledků je panelové sekvenování a vypracovaná bioinformatická 

analýza vhodnou metodou k diagnostice SNV i stanovení přítomnosti CNV u řady 

metabolických, kardiologických a skeletálních onemocnění. Všechny reportované patogenní 

varianty, které jsme pomocí panelového sekvenování identifikovali, byly ověřeny pomocí 

dalších metod (Sangerovo sekvenování, qPCR nebo SNP microarray) a nebyl identifikován 

falešně pozitivní výsledek. Diagnózu jsme potvrdili u 228 z celkově 539 vyšetřených pacientů 

(42 %). Tento údaj odráží výběr pacientů, kteří jsou na vyšetření indikováni a které lze 

rozdělit na dvě skupiny. První skupinou jsou pacienti, jejichž diagnóza byla stanovena na 

základě jasných klinických a/nebo laboratorních nálezů, v tomto případě nacházíme patogenní 

varianty téměř ve 100 % případů. Druhou skupinu tvoří pacienti s nejasným nálezem, kteří na 

vyšetření přicházejí z důvodu diferenciální diagnostiky, a u těchto pacientů nacházíme 

genetickou příčinu jejich onemocnění výrazně méně často. U některých indikovaných 

pacientů můžeme nález minout z důvodu metodického. Metoda identifikuje exonové varianty, 

přiléhající části intronů a části 5’ a 3’ nepřekládaných oblastí. Do vyšetření jsou zahrnuty i 

některé publikované hluboké intronové varianty a varianty v regulačních oblastech, většina 

variant v těchto nekódujících oblastech zůstává opominuta. Metoda panelového sekvenování 

používaného v naší laboratoři je srovnatelná s celoexomovým sekvenováním (WES), kde se 

diagnostická výtěžnost pohybuje okolo 50 % (Kmoch a Zeman 2018). 
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Naše vyšetření přispělo ke stanovení diagnózy u jedné pacientky s DD (Majer et al. 2018), 

další pacienti diagnostikováni nebyli. Mezi důvody může patřit raritní výskyt studovaných 

onemocnění i povaha těchto onemocnění. FD a MPS II jsou enzymopatie, jejich primární 

vyšetření probíhá na úrovni enzymologické, u pozitivních výsledků enzymologického 

vyšetření je metodou volby pro genetickou analýzu Sangerovo sekvenování nebo MLPA. U 

analýzy genu IDS jsou navíc zavedeny metody pro záchyt specifických přestaveb, založených 

na amplifikaci specifických PCR produktů indikujících přítomnost přestavby. PCR produkt je 

ověřen Sangerovým sekvenováním, které by NGS z principu metody nezachytilo. Geny pro 

X-vázaná lysosomální onemocnění jsou v panelech zařazeny pro případy pacientů s nejasnou 

etiologií klinických potíží nebo naopak pro pacienty s prokázaným deficitem, u kterých 

Sangerovo sekvenování/MLPA genetickou příčinu neobjasnily (MLPA nemusí ukázat deleci 

– sonda může sedět mimo její hranice). 

Odlišná situace nastává u DD, kde mohou být pacienti primárně diagnostikováni na 

kardiologickém panelu, protože mezi hlavní příznaky patří hypertrofická kardiomyopatie 

(HKMP). Vzhledem k tomu, že častým typem mutace u DD jsou delece a duplikace velkého 

rozsahu, je NGS využívající hybridizační próby vhodným nástrojem pro diagnostiku pacientů 

s DD. 

Citlivost bioinformatické analýzy pro CNV v naší laboratoři je srovnatelné s literárními daty 

(Royer-Bertrand et al. 2021). Do studie autoři zapojili 450 pacientů s různou diagnózou ze 

širokého spektra onemocnění zahrnující mimo jiné metabolická i kardiologická onemocnění. 

Autoři identifikovali patogenní CNV u 18 jedinců, zatímco v našem souboru se jednalo o 19 

pacientů v souboru 539 pacientů. Zavedená metoda NGS metabolického, kardiologického a 

panelu skeletálních onemocnění se stala rutinní součástí diagnostického procesu na našem 

pracovišti. 
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4.2 Využití metod NGS pro analýzu somatického mozaicismu a sestřihových 

variant u pacientů s X-vázanými lysosomálními onemocněními 
Výsledky spojené s řešením problematiky druhého cíle práce jsme uveřejnili ve čtyřech 

publikacích v časopisech s IF (Dvorakova et al. 2017; Reboun et al. 2016; Majer et al. 2018; 

2020). Uvádíme zde i dosud nepublikované výsledky, které jsou součástí připravované 

publikace (Majer et al. 2022).  

 
4.2.1 Genotypová-fenotypová korelace u mukopolysacharidózy II. typu 

V první práci jsme se zabývali otázkou predikce závažnosti projevů MPS II, a to v unikátní 

kohortě 44 pacientů s tímto vzácným onemocněním z České republiky, Slovenska, Srbska a 

Chorvatska. Naše výsledky ukázaly, že ani stanovení aktivity iduronátsulfatázy v leukocytech 

ani zjištění exkreční frakce glykosaminoglykanů v moči nemá pro stanovení tíže onemocnění 

prediktivní hodnotu. Mutační analýza provedená u 38 pacientů vedla k identifikaci 8 variant 

velkého rozsahu (rozsáhlé delece, rekombinace genu IDS s pseudogenem), 10 variant malého 

rozsahu (6 delecí, 2 duplikace, 2 inserce) a 20 nukleotidových záměn způsobujících záměnu 

aminokyselinového zbytku, vznik předčasného terminačního kodonu nebo ovlivňují sestřih. 

Velké přestavby vedly bez výjimky k závažným projevům onemocnění, což je výsledek v 

souladu s literárními daty (Brusius-Facchin et al. 2014). Nulové varianty malého rozsahu 

vedly až na jednu výjimku rovněž těžkému fenotypu. Výjimkou byla inzerce 4 nukleotidů v 

exonu 9 nalezená u 2 bratrů s mírným fenotypem. Předpokládaný efekt této mutace je vznik 

předčasného terminačního kodonu vedoucího ke ztrátě celé malé enzymové podjednotky (14 

kDa). Mutace v této oblasti identifikované u dalších pacientů z našeho souboru i 

prezentovaných v literatuře (Kosuga et al. 2016) jsou spojeny s těžkým fenotypem. Pro mírný 

fenotyp jsme nenašli uspokojivé vysvětlení. 

Ve skupině jednonukleotidových záměn bylo nalezeno 6 rekurentních variant popsaných v 

řadě publikací (p.Asn63Asp, p.Pro86Leu, p.Arg88Cys,p.Arg88His, p.Ser333Leu, 

p.Arg468Gln). Fenotyp našich pacientů odpovídal literárním údajům, u těchto mutací lze opět 

pozorovat genotypovou-fenotypovou korelaci.  

U jednoho pacienta v souboru byla nalezena nukleotidová záměna c.1122C>T, která nevede k 

aminokyselinové substituci (p.Gly374Gly), ale k aktivaci 5´ kryptického sestřihového místa a 

následně k deleci 60 nukleotidů 3’ koncové části exonu 8 (r.1121_1180del). Diagnóza byla u 

tohoto pacienta stanovena v pěti letech věku. Bylo pozorováno mírné zpoždění vývoje bez 

vývojové regrese, menší postava, velmi hrubé obličejové rysy, makrocefalie. Při 
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rentgenologickém vyšetření byl popsán typický obraz dysostosis multiplex. Prvním 

pozorovaným příznakem onemocnění byla chronická rýma. Ve věku 22 let byla přítomna 

pupečníková a tříselná kýla, výrazná hepatomegalie a v menší míře i splenomegalie a 

postižení srdečních chlopní. Pacient dále trpěl záněty středního ucha a sluchovým postižením. 

Celkově byl pacientův fenotyp hodnocen jako středně závažný. V literatuře byla varianta 

c.1122C>T popsána u řady pacientů s různými fenotypovými projevy: 11 pacientů s mírným 

fenotypem (Rathmann et al. 1996, Gort et al. 1998, Amartino et al. 2014, Uttarilli et al. 2016, 

Alves et al. 2006)), 2 pacienti se středně těžkým fenotypem (Filocamo et al. 200), 7 pacientů s 

těžkým fenotypem (Karsten et al. 1998, Zhang et al. 2011, Uttarilli et al. 2016). V rozsáhlé 

studii 228 ruských pacientu s MPS II, byla tato varianta popsána u 15 pacientů, jejich fenotyp 

byl popsán jako středně závažný až závažný (Semyachkina et al. 2021).  

Důvodem variabilního fenotypu může být přítomnost určité frakce normálního transkriptu u 

některých pacientů. Alves ve své práci popisuje pacienta, u něhož je dominantně 

transkribován abnormální transkript, ale v minoritní míře je zachován i transkript normální, 

jehož přítomnost dává vzniknout běžné izoformě enzymu v takové míře, která zaručuje 

zmírnění fenotypových projevů (Alves et al. 2006). Naopak absence normálního transkriptu 

může být způsobena individuálními rozdíly v procesu sestřihu a může vysvětlit rozdíly 

v závažnosti fenotypu jednotlivých pacientů (Zhou a Fu 2013). 

U našeho pacienta jsme doplnili transkripční analýzu provedenou hlubokým amplikonovým 

sekvenováním RT-PCR produktu (Nextera, MiSeq, Illumina platform). Při hloubce 776 čtení 

byla detekována pouze deletovaná alela, zatímco správně sestřižená alela nebyla detekována 

ani jednou (Obrázek 15). Tento výsledek ukazuje, že 1) varianta c.1122C>T znatelně 

neovlivňuje stabilitu mRNA, 2) v případě našeho pacienta není přítomen normální transkript, 

který by vedl ke zmírnění příznaků. Středně závažný fenotyp lze vysvětlit tím, že delece 60 

nukleotidů nevede k posunu ve čtecím rámci, ve výsledném aberantním proteinu je 

deletováno 20 aminokyselinových zbytků. Tento typ mutace nemusí být tak závažný jako 

mutace vedoucí k nestabilnímu transkriptu, což tato mutace dle našeho vyšetření není. 

V exonu 8 je popsáno minimálně 6 dalších patogenních variant, z nichž jsou čtyři varianty 

hodnoceny jako závažné, včetně dvou nejbližších naší variantě (c .1123G>T a c.1025A>C) a 

dvě jsou hodnoceny jako středně závažné (c.1048A > C, c.1142 T > C) (Zhang et al. 2019).  
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Obrázek 14: Analýza transkriptu u muže s MPS II. Varianta c.1403G>A vede k deleci 60 nukleotidů (fialová 
šipka) na rozhraní exonu 8 a 9 (modrá šipka). (A) Na chromatogramu ze Sangerova sekvenování je patrná pouze 
mutovaná alela. (B) Na záznamu NGS mapování z IGV je rovněž zachycena pouze mutovaná alela. Při počtu 
776 čtení nebyla normální alela (WT) detekována. Data jsou mapována oproti referenční sekvenci 
NM_000202.8  

 

4.2.2 Genetická analýza somatického mozaicismu a XCI u Danonovy choroby 

Problematiku jsme zpracovávali ve dvou publikacích (Majer et al. 2018; 2020) a přinášíme 

zde i některá nepublikovaná data z připravované publikace (Majer et al. 2022).  

4.2.2.1 Pacientka 1 

V publikaci (Majer et al. 2018) je popsána pacientka, jejíž příčinou onemocnění je delece 

zahrnující exony 4-9C, detekovaná na jedné alele genu LAMP2. Hypertrofická 

kardiomyopatie byla u této pacientky diagnostikována v 11 letech. Při progresi onemocnění 
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musela mít v 19 letech implantován dvoukomorový kardioverter defibrilátor. Primární 

diagnóza byla určena průtokovou cytometrií, kdy bylo identifikováno 32,3 % LAMP2 

deficitních granulocytů (Obrázek 16B). Tato hodnota korelovala se stavem XCI 70:30. 

Vyšetření polymorfismu rs12097 ve 2. exonu genu LAMP2 ukázalo, že matka je 

homozygotkou pro alelu nesoucí thymin (T), zatímco otec je hemizygotem pro alelu nesoucí 

adenin (A) (Obrázek 16A). Pacientka je tedy dle předpokladu heterozygotkou pro A/T a 

v souladu se stavem XCI by transkribované alely měly být detekovány v poměru 70:30. Ve 

skutečnosti však analýza transkriptu ukázala výhradní expresi maternální alely (Obrázek 16C, 

D). Pravděpodobnou příčinou tohoto výsledku je odbourávaní mutované alely procesem 

NMD, což je u velké delece obvyklý jev. Mutovaná alela je podle této analýzy paternálního 

původu.  
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Obrázek 15: Genetické analýzy u pacientky 1 s DD. A) rodokmen pacientky znázorňující distribuci alel rs12097 
v rodině a stav XCI stanovený v krevním vzorku probandky. B) Graf zobrazující poměr exprese proteinů LAMP2 
(osa X) vůči kontrolnímu proteinu LAMP1 (osa Y) v granulocytech stanovený průtokovou cytometrií. LAMP2 
deficitní buňky jsou zvýrazněny rámečkem a vyjádřeny v procentuálním zastoupení. C) tabulka zobrazuje ztrátu 
heterozygosity SNP (rs12097) u probandky na úrovni transkriptu oproti stavu na úrovni gDNA stanovenou 
pomocí NGS. D) zobrazení ztráty heterozygosity SNP (rs12097) u probandky na úrovni transkriptu oproti stavu 
na úrovni gDNA stanovenou pomocí Sangerova sekvenování. Publikováno (Majer et al. 2018).  

 

Patogenní varianta zahrnující deleci exonů 4 – 9C nebyla při primárním vyšetření detekována 

u rodičů. Proto jsme se zabývali otázkou somatického mozaicismu u rodičů a otázkou 

somatického postzygotického původu varianty u pacientky. 

Somatický mozaicismus u rodičů byl vyšetřen pomocí specifického nested PCR ve vzorcích 

periferní krve, ve vlasových koříncích, bukálních stěrech, močovém sedimentu a spermatu. 

Varianta nebyla identifikována u žádného z rodičů.  
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Somatický postzygotický původ varianty u pacientky by se dal ověřit přítomností určité 

frakce nedeletované alely. Za tímto účelem byla u rodičů osekvenována oblast, ve které je u 

pacientky přítomna delece. V této oblasti byly vybrány tři intronové SNP (rs2072067, 

rs2072068, rs42893). Všechny 3 SNP pocházejí z intronu 5 a splňují podmínku, že rodiče 

nejsou nositeli stejných alel. Otec je hemizygotem pro majoritní alelu a matka byla 

homozygotkou pro minoritní alelu u všech těchto 3 SNP (Obrázek 17).  

 

 

 
Obrázek 16: Rodokmen pacientky 1 s DD znázorňující distribuci alel s vyznačenými SNP. 
rs2072067(červeně), rs2072068(zeleně), rs42893(fialově) v rodině a lokalizaci těchto SNP v intronu 5 genu 
LAMP2 vzhledem k deletované oblasti mezi 4-9 exonem (oranžová). SNP rs12097 charakterizovaný na obrázku 
16 je v exonu 2 před deletovanou oblastí.  

 

Za účelem stanovení citlivosti metody a relativní kvantifikace případně identifikované 

mozaiky byly připraveny směsné vzorky zahrnující paternální a maternální PCR produkty 

v různých poměrech (100:0 50:50, 20:80, 10:90, 5:95, 3:97, 2:98, 1:99 a 0:100). Jednotlivé 

směsné vzorky rodičů a PCR produkt probandky byly analyzovány amplikonovým 

sekvenováním.  

Jak je znázorněno v tabulce (Tabulka 16) při hlubokém sekvenování v rozmezí 6 – 16 tisíc 

čtení, vybrané varianty dobře odpovídají teoretickému zastoupení jednotlivých nukleotidů. 

Výraznější rozdíl je pouze u mixu s teoretickým 50% zastoupením paternální DNA. Chyba 

pravděpodobně vznikla při ředění mixu. Data vykazují dobrou shodu při stanovení 
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jednotlivých poměrů pro různé SNP s rozdíly maximálně desetin procent. Největší rozdíl byl 

v mixu s 5% zastoupením paternálního produktu až 0,6 %. 

Hlubokým sekvenováním produktu probandky nebyl identifikován paternální haplotyp a byly 

detekovány pouze nukleotidy získané od matky. V zastoupení maternálních nukleotidů 

v produktu probandky bylo 99,8 % pro rs2072067 a 99,9 % pro rs2072068 a rs42893. Toto 

zastoupení přesně odpovídá zastoupení nukleotidů stanoveném v maternálním produktu (mix 

označen jako 0:100 Tabulka 16). Postzygotická mozaika u pacientky nebyla prokázána. 

Tabulka 16: Shrnutí dat využitých pro detekci případného postzygotického somatického mozaicismu u 
pacientky 1 s DD. Citlivost metody byla testována pomocí ředící řady, výsledky jsou ukázány v prvních 8 
řádcích tabulky. Bylo využito hlubokého sekvenování 3 benigních SNP (rs2072067, rs2072068, rs42893). První 
sloupec představuje zastoupení alel v ředící řadě. Modře je znázorněna paternální alela, růžově alela 
maternální. Položka total reads představuje celkový počet čtení. Červeným rámečkem je zvýrazněno porovnání 
dat stanovených pro matku a probandku, u které byla detekována výhradně maternální alela. Publikováno v 
(Majer et al. 2018)  

 

 

Family 2 - LAMP2  intron 5 SNPs
mixing ratio

Total reads: 8604 9302 12029
A 0.2 A 0.1 A 0.2
C 99.6 C 0.0 C 99.7
G 0.0 G 99.8 G 0.0
T 0.2 T 0.1 T 0.1

Total reads: 6271 6655 7509
A 0.2 A 58.5 A 58.7
C 42.0 C 0.1 C 41.2
G 0.2 G 41.3 G 0.0
T 57.6 T 0.1 T 0.0

Total reads: 10058 10481 10811
A 0.0 A 80.9 A 80.5
C 19.0 C 0.1 C 19.5
G 0.1 G 19.0 G 0.0
T 80.9 T 0.0 T 0.0

Total reads: 10930 11598 12258
A 0.0 A 91.8 A 91.5
C 8.0 C 0.1 C 8.5
G 0.1 G 8.0 G 0.0
T 91.8 T 0.1 T 0.0

Total reads: 12342 12960 13788
A 0.1 A 96.0 A 95.5
C 4.0 C 0.1 C 4.5
G 0.1 G 3.9 G 0.0
T 95.9 T 0.0 T 0.0

Total reads: 6333 6787 8251
A 0.1 A 96.9 A 97.2
C 3.0 C 0.2 C 2.7
G 0.1 G 2.9 G 0.0
T 96.8 T 0.0 T 0.0

Total reads: 11484 12008 13314
A 0.1 A 98.2 A 98.2
C 1.7 C 0.1 C 1.6
G 0.3 G 1.6 G 0.0
T 97.9 T 0.1 T 0.1

Total reads: 10476 10924 11536
A 0.1 A 99.1 A 99.1
C 0.7 C 0.1 C 0.9
G 0.1 G 0.8 G 0.0
T 99.1 T 0.0 T 0.0

Total reads: 14764 15402 15926
A 0.0 A 99.9 A 99.9
C 0.1 C 0.1 C 0.1
G 0.1 G 0.0 G 0.0
T 99.8 T 0.0 T 0.0

Total reads: 8740 9172 10200
proband A 0.0 A 99.9 A 99.9

C 0.0 C 0.1 C 0.1
G 0.1 G 0.0 G 0.0
T 99.8 T 0.0 T 0.0

I.1F2 0%
I.2F2 100%

100%II.1F2

I.2F2 98%

I.1F2 1%
I.2F2 99%

I.1F2 3%
I.2F2 97%

I.1F2 2%

I.2F2 90%

I.1F2 5%
I.2F2 95%

I.1F2 20%
I.2F2 80%

I.1F2 10%

I.2F2 0%

I.1F2 50%
I.2F2 50%

rs2072067 rs2072068 rs42893

I.1F2 100%
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4.2.2.2 Pacientka 2  

U pacientky s mírnou mentální retardací popsané v (Majer 2020) byla diagnostikována 

dilatační kardiomyopatie s oboustranným srdečním selháním s následnou nutností 

transplantace srdce. Při zpětném zhodnocení elektrokardiogramů byla jako jedna z možných 

příčin zvažována i DD. Tato diagnóza byla prokázána průtokovou cytometrií, pomocí níž byla 

identifikována malá LAMP2 deficitní frakce monocytů (cca 4 %) a granulocytů (přibližně 3 

%).  

Molekulárně genetické vyšetření identifikovalo rozsáhlou deleci zahrnující kromě celého 

genu LAMP2, další tři geny ATP1B4, TMEM255A a ZBTB33 a část genu CUL4B. Tato 

rozsáhlá delece nebyla zjištěna u rodičů probandky. Somatický mozaicismus nebyl prokázán 

v krvi žádného z rodičů a ani ve spermatu otce. K vyšetření postzygotického vzniku mutace u 

pacientky nebylo možné použít stejných benigních intronových SNP, jako v předchozím 

případě. Rodiče pro toto vyšetření nebyli informativní, protože oba nesli stejný haplotyp. 

Původ postzygotické mozaiky proto nebyl stanoven. 

Výsledek průtokové cytometrie byl v souladu s vyšetřením inaktivace v krvi a dalších tkáních 

metodou HUMARA (periferní leukocyty 96:4, bukální stěry 89:11, vlasové folikuly 94:6 a 

močový sediment 89:11). Výsledky ukazující téměř výhradní zastoupení normální alely (WT) 

v periferních tkáních lze vysvětlit sekundárním zešikmením XCI, tj. selektivním 

zvýhodněním proliferace buněk nesoucích aktivní WT alelu. Tyto nálezy jsou v souladu 

s publikovanými daty, které ukazují sekundární XCI v hematopoetické tkáni heterozygotek 

pro CUL4B (Zou et al. 2007). 

Na rozdíl od periferních tkání imunohistopatologická analýza srdečního svalu ukázala, že 

počet LAMP2 deficitních kardiomyocytů zhruba odpovídal kardiomyocytům exprimujícícm 

normální LAMP2 (Obrázek 18). Tento výsledek ukazuje, že sekundární inaktivace v srdeční 

tkáni zřejmě neprobíhá. Tkáňové rozdíly v  sekundární XCI byly pozorovány i u 

heterozygotní Cul4b knock-outované myši (Jiang et al. 2012). 
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Obrázek 17: Distribuce LAMP2 pozitivních a LAMP2 negativních buněk u pacientky 2 s DD. A) Graf 
zobrazující poměr exprese proteinů LAMP2 (osa X) vůči kontrolnímu proteinu LAMP1 (osa Y) v monocytech a 
granulocytech stanovený průtokovou cytometrií. LAMP2 deficitní buňky jsou zvýrazněny šipkou a vyjádřením 
v procentuálním zastoupení. B) Fotografie z imunohistologického vyšetření stanovující poměr LAMP2 
deficitních a LAMP2 normálních kardiomyocytů přibližně v poměru 50:50. Publikováno v  (Majer et al. 2020). 

 

4.2.2.3 Pacient 3  

U pacienta z připravované publikace (Majer et al. 2022 in prep), byla na základě dušnosti při 

sportu diagnostikována hypertrofická kardiomyopatie v 15 letech života. Během tří let došlo 

k vývoji systolické dysfunkce levé komory. Následná rychlá progrese srdečního selhání vedla 

ve věku 21 let k transplantaci srdce. V genu LAMP2 byla ve vzorku krve prokázána delece 

dvou nukleotidů, která vedla k posunu ve čtecím rámci od 64 pozice a předčasnému ukončení 

translace o 11 aminokyselinových zbytků (NM_002294.3: c.190_191delGT, 

p.Val64Asnfs*11). Nalezená varianta byla již dříve popsána u hemizygotního chlapce (He et 

al. 2014). Unikátní byl nález v tom, že varianta byla u našeho pacienta identifikována pouze 

v polovině všech čtení z NGS. Takový nález lze očekávat u heterozygotních žen, u muže jde 

však o nález raritní. Vysvětlením může být rozsáhlá duplikace, Klinefelterův syndrom, 

chimerismus nebo somatický mozaicismus. 

Somatický mozaicismus byl v první fázi vyšetřen v periferních tkáních (krev, močový 

sediment, bukální stěry). Využili jsme amplikonové sekvenování pomocí kitu Nextera XT na 

úrovni genomové DNA a sekvenování na přístroji Miseq. Tímto postupem jsme v krvi 

stanovili zastoupení WT a mutované alely v poměru 55:45 (Tabulka 17). Tato data korelují 

s výsledky průtokové cytometrie, kterou bylo identifikováno 47,3 % LAMP2 deficitních 

buněk (Obrázek 19). Zastoupení jednotlivých alel bylo v močovém sedimentu srovnatelné 

s krví (48:52). Oproti tomu výrazný rozdíl v zastoupení varianty byl zjištěn v bukálních 
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stěrech, kde mutovaná alela byla zastoupena pouze 28 %. Analýza z nového PCR produktu 

výsledky z bukálních stěrů potvrdila (71:29).  

Tabulka 17: Zastoupení varianty v periferních tkáních pacienta 3 s DD a v krvi jeho matky.  Data byla získána 
pomocí NGS na úrovni gDNA. WT značí normální alelu. MUT značí kauzální variantu - deleci dvou nukleotidů 
LAMP2: NM_002294.3 c.190_191delGT  

gDNA WT(%) MUT(%) Čtení 

Krev 54.6 45.4 5463 

Močový epitel 47.9 52.1 1855 

Bukální stěr 71.9 28.1 1948 

Matka (krev) 100.0 0.0 2700 

 

 

 

Obrázek 18: Distribuce LAMP2 pozitivních a LAMP2 negativních buněk u pacienta 3 s DD.  A) Graf 
zobrazující poměr exprese proteinů LAMP2 (osa X) vůči kontrolnímu proteinu LAMP1 (osa Y) v granulocytech 
stanovený průtokovou cytometrií u pacienta 3 s DD. LAMP2 deficitní buňky jsou zvýrazněny modrým boxem a 
vyjádřením v procentuálním zastoupení. B) Fotografie z imunohistologického vyšetření ve vzorku srdeční tkáně 
stanovují poměr LAMP2 deficitních a LAMP2 normálních buněk přibližně v poměru 50:50.  

 

Imunohistologické vyšetření provedené ve třech vzorcích srdeční tkáně ukázalo, že zastoupení 

LAMP2 deficitních buněk je přibližně 50 % (Obrázek 19B). Tento nález byl ve shodě 

s výsledky amplikonového sekvenování na úrovni genomové DNA Tabulka 18. 

Pomocí amplikonového sekvenování byla provedena i transkripční analýza v krvi a vzorcích 

srdečního svalu. U izoforem LAMP2A a LAMP2B byla zjištěna téměř výhradní exprese WT 

alely (> 99 %). U izoformy LAMP2C, jejíž exprese je ve sledovaných tkáních velmi nízká, 
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jsme detekovali zastoupení mutované alely ve 2,2 – 3,3 % (Tabulka 18). Velmi 

pravděpodobně se jedná o technický artefakt, vzniklý při přípravě produktu, která využívá 

v případě LAMP2C 40 cyklů PCR oproti 37 cyklech použitých u LAMP2A a B. Výsledky 

transkripční analýzy ukazují kompletní nestabilitu mutované alely na úrovni RNA 

způsobenou pravděpodobně mechanismem NMD. 

 

Tabulka 18: Zastoupení patogenní varianty v srdeční tkáni pacienta s DD.  Data byla získána pomocí 
amplikonového sekvenování na úrovni gDNA a cDNA s ohledem na jednotlivé transkripční varianty. WT značí 
běžnou populační alelu. MUT značí kauzální variantu -deleci dvou nukleotidů v LAMP2: NM_002294.3 
c.190_191delGT. RV – pravá komora, VS – septum, LV – levá komora. 

gDNA  WT(%) MUT(%) Čtení 

Srdce RV - 50.0 50.0 742 

Srdce VS - 61.7 38.3 128 

Srdce LV - 59.2 40.8 213 

cDNA Transkript WT(%) MUT(%) Čtení 

Krev 
LAMP2B 99.3 0.7 2772 

LAMP2A 99.2 0.8 1069 

 LAMP2B 99.1 0.9 462 

Srdce RV LAMP2A 99.1 0.9 1374 

 LAMP2C 96.7 3.3 1165 

 LAMP2B 99.6 0.4 495 

Srdce VS LAMP2A 99.8 0.2 978 

 LAMP2C 97.4 2.6 777 

 LAMP2B 99.8 0.2 658 

Srdce LV LAMP2A 99.5 0.5 1359 

 LAMP2C 97.8 2.2 604 

 

Naše výsledky tak v souhrnu ukazují první případ muže s prokázanou somatickou mozaikou 

pro mutaci v genu LAMP2, a to v poměru přibližně 50:50 ve většině sledovaných tkání včetně 

tkáně srdeční.  
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4.2.3 Genetická analýza XCI a somatického mozaicismu u dívky s MPS II 

V kohortě pacientů (Dvorakova et al. 2017) byla jedna dívka s klinicky plně vyjádřeným 

onemocněním. Manifestace MPS II u dívek je vzácná, genetické analýze u pacientky jsme 

věnovali samostatnou publikaci (Reboun et al. 2016).  

V prvních letech života pacientky probíhal její vývoj bez nápadností. Ve třetím roce života 

byly u dívky již patrny hrubé obličejové rysy, mírná hepatosplenomegalie, kontraktury 

velkých kloubů a lehké opoždění vývoje. V moči byla detekována zvýšená exkrece heparan- a 

dermatansulfátu (60,5– 65,7 g/mol kreatininu; norma ˂ 15.5), což je nález vysoce suspektní 

pro mukopolysacharidózu typu I, II nebo VI. Vzhledem k tomu, že se jedná o dívku, byla 

v této fázi vyšetření X-vázaná MPS II z těchto tří onemocnění nejméně pravděpodobnou 

diagnózou. Aktivita enzymu iduronát-2-sulfatázy v leukocytech (0,46 nmol/4 h/mg, 19 

nmol/4 h/ml) srovnatelná s hodnotami hemizygotních pacientů však vedla právě k diagnóze 

MPS II. Na molekulární úrovni byla u dívky pomocí Sangerova sekvenování v genu IDS 

v heterozygotním stavu identifikována varianta c.1403G>A (p.Arg468Gln, rs113993946). 

Jedná se o rekurentní mutaci (Brusius-Facchin et al. 2014), jejíž patogenita byla prokázána ve 

funkční studii (Sukegawa-Hayasaka et al. 2006). Mutace byla již dříve popsána u 

manifestující heterozygotky japonského původu, která zdědila mutaci od své matky 

(Sukegawa et al. 1997).  

U rodičů naší pacientky nebyla mutace Sangerovým sekvenováním identifikována. Abychom 

detekovali případný somatický mozaicismus ve tkáních rodičů, provedli jsme analýzu 

hlubokým amplikonovým sekvenováním – Nextera XT, (MiSeq, Illumina) ve třech 

buněčných typech, DNA byla izolovaná z periferních leukocytů, močového sedimentu a 

bukálních stěrů. Počet čtení odpovídající mutované alele (A) představoval ve všech 

sledovaných vzorcích zastoupení v desetinách až setinách procent, což je hodnota na úrovni 

experimentální chyby a srovnatelná s počtem čtení zbylých dvou nukleotidů (C, T; Tabulka 

19). Somatický mozaicismus u rodičů nebyl prokázán. 
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Tabulka 19: Výsledky z amplikonového sekvenování varianty c. 1403G>A v genu IDS v krvi probandky a v 
různých tkáních rodičů 

  
Tkáň 

Počet 

čtení 

Normální 

alela (G) 

Mutovaná 

alela (A) 

Normální 

alela (%) 

Mutovaná 

alela (%) 

Probandka krev 266523 129633 136478 49 51 

Matka   

krev 316872 315947 364 99.7 0.11 

moč 16007 15969 9 99.7 0.06 

bukální 
stěry 

24177 24114 21 99.7 0.09 

Otec 

krev 225319 224700 253 99.7 0.11 

moč 1380 1377 2 99.7 0.1 

bukální 
stěry 

72733 72228 406 99.3 0.5 

 

Mutace na druhé alele nebyla zjištěna Sangerovým sekvenováním, MLPA analýzou ani 

metodami specifickými pro vyšetření rekombinace mezi genem IDS a pseudogenem IDS2. 

Nejpravděpodobnějším vysvětlením manifestace tedy bylo výrazné zešikmení XCI ve 

prospěch mutované alely.  

Pro analýzu XCI jsme použili vyšetření dvou metylačně senzitivních sond (AR a CNKSR2) a 

transkripční analýzu pro benigní SNP v genu LAMP2 (rs12097). Metylačně senzitivní sondy 

shodně ukazovaly ve vzorcích z leukocytů i bukálních stěrů téměř výlučnou expresi jedné 

alely (poměr aktivních alel se pohyboval mezi 96:4 – 98:2). Kompletní inaktivace jedné alely 

byla dále podpořena transkripční analýzou benigního SNP v genu LAMP2, který vykazoval 

100% expresi pouze jedné z alel. K identifikaci aktivní alely byla použita transkripční analýza 

IDS pomocí amplikonového sekvenování, která potvrdila téměř exkluzivní expresi mutované 

alely (Obrázek 20). 
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Obrázek 19: Vyšetření XCI u dívky se vzácnou manifestací MPS II. A) Stanovení exprese mutované alely 
v genu IDS u kauzální varianty IDS:NM_000202.8 c.1403 G>A. V horní části je záznam ze Sangerova 
sekvenování gDNA, který uprostřed chromatogramu zobrazuje heterozygotní záměnu této varianty. Při 
sekvenování cDNA je vidět pouze exprese mutované alely. V dolní části je zobrazen stejný výsledek získaný 
pomocí paralelního sekvenování, který zachytil v 99,5 % čtení mutovanou alelu. B) zobrazení exprese výhradně 
jedné alely benigního heterozygotní SNP v genu LAMP2 pomocí Sangerova (horní část obrázku) a 
amplikonového sekvenování.  

 

4.2.4 Diskuze a závěr k druhému cíli práce 

Hluboké amplikonové sekvenování RNA bylo použito pro charakterizaci sestřihové varianty 

IDS: c.1122C>T u pacienta se středně závažným fenotypem MPS II. Vyšetření RNA ukázalo, 

že varianta způsobuje deleci 60 nukleotidů a nevede k posunu ve čtecím rámci, vliv na 

stabilitu transkriptu nebyl detekován. V literatuře byla tato rekurentní varianta popsána u 

pacientů s variabilní škálou fenotypů, která může souviset s přítomností určitého podílu 

normálního transkriptu u některých pacientů. Normální transkript jsme u našeho pacienta 

nedetekovali, přesto výhradně zastoupený produkt deletované alely u něj stačil k manifestaci 

pouze intermediárního fenotypu. 

Hluboké amplikonové sekvenování DNA jsme dále použili pro vyšetření somatického 

mozaicismu. V některých rodinách u rodičů nenacházíme patogenní mutace, které jsou 

příčinou onemocnění u jejich postiženého dítěte. Obvyklou příčinou tohoto nálezu je vznik 

mutace de novo. V takovém případě rodiče nenesou riziko pro příští těhotenství. Cca 6,5 % 

mutací však má původ v somatických mutacích rodičů (Acuna-Hidalgo et al. 2015). 
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Somatický mozaicismus je proto nutné zvažovat z důvodu rizika přenosu mutace na další 

potomky.  

Uvedené problematice jsme se věnovali zejména u pacientů s Danonovou chorobou. V rodině 

první pacientky jsme nezjistili somatický mozaicismus u rodičů ani postzygotický 

mozaicismus u pacientky. V rodině druhé pacientky opět somatický mozaicismus u rodičů 

nebyl detekován, postzygotický vznik mutace nebylo možné vyšetřit z důvodu limitace 

metody. Naopak somatický mozaicismus popisujeme u třetího pacienta s projevy Danonovy 

choroby. Metodou amplikonového sekvenování jsme určili poměrné zastoupení mutované a 

WT alely v různých tkáních včetně srdeční, ve všech tkáních byla mutovaná alela přítomna 

v cca polovině buněk.  

Somatický mozaicismus DD byl doposud publikován pouze u žen. První publikovaná 

prokázaná somatická mozaika byla u DD popsána v případě asymptomatické matky, u které 

bylo identifkováno 20 % mutovaných buněk (Chen et al. 2012). Somatický mozaicismus byl 

detekován i u zdravé matky dvou postižených chlapců, u které bylo průtokovou cytometrií 

stanoveno pouze 0,061 % LAMP2 deficitních buněk (Majer et al. 2014). V roce 2019 byla 

metodou paralelního sekvenování identifikována mozaika 16 – 30 % u pacientky s DD, u 

které se projevily kardiální a oční příznaky (Meinert et al. 2019).  

Na rozdíl od DD, kde somatický mozaicismus doposud u muže nebyl publikován, Bae 2020 

popisuje pacienta s pozdním nástupem příznaků Fabryho choroby. Mozaikovité zastoupení 

mutované alely bylo stanoveno pomocí NGS v krvi (84%), bukálních stěrech (58%) a 

močovém sedimentu (85%) (Bae et al. 2020).  

Poslední pacientkou popsanou v této kapitole byla manifestní heterozygotka pro 

mukopolysacharidózu II. Přestože pacientka nesla rekurentní mutaci c.1403G>A 

(p.Arg468Gln), tato mutace nebyla identifikována ani u jednoho z rodičů. Somatický 

mozaicismus u rodičů nebyl prokázán 

Manifestace MPS II u žen je velmi vzácná, naše kazuistika byla podle odborné literatury ve 

světě 17. případem dívky manifestující MPS II (Reboun et al. 2016), přičemž do dnešního dne 

bylo v literatuře popsáno pouze devatenáct manifestních heterozygotek. Manifestace je 

podmíněna kompletním deficitem enzymu, jehož genetickou příčinou mohou být komplexní 

chromosomální přestavby postihující expresi genu IDS (Manara et al. 2010) nebo mutace 

přítomné na obou alelách (Broadhead et al. 1986; Semyachkina et al. 2019). Nejčastější 

příčinou je přítomnost jedné mutované alely v kombinaci s kompletním zešikmením XCI 

vedoucí k výhradní expresi mutované alely (Jurecka et al. 2012; Piña-Aguilar et al. 2013; 



 

71 
 

Lonardo et al. 2014; Tuschl et al. 2005). Příčinou manifestace námi popisované pacientky je 

právě tento případ – prokázali jsme výhradní expresi mutované alely p.Arg468Gln 

způsobenou kompletním zešikmením X-inaktivace.  

 

V souhrnu naše výsledky ukazují, že pro charakterizaci klinických příznaků (MPS II) i pro 

interpretaci výsledků dalších metod (průtoková cytometrie u Danonovy choroby) je důležitá 

znalost stavu X-inaktivace. Této problematice se budeme věnovat v další kapitole.  

 

4.3 Využití metod NGS pro analýzu transkripčních variant a studium X-

inaktivace u pacientů s X-vázanými lysosomálními onemocněními 
Výsledky komplexní analýzy studia X-inaktivace u žen s Fabryho nemocí byly publikovány 

v práci: (Řeboun et al. 2022) 

Fenotyp žen s Fabryho chorobou je velmi variabilní, od asymptomatického průběhu po 

závažnou klinickou manifestaci srovnatelnou s postižením u hemizygotních mužů (Lenders et 

al., 2016). Na tíži klinických projevů se podílí typ mutace a věk pacientek, podíl XCI na 

výsledném fenotypu ale zůstává doposud nevyjasněný. Pokud by byla korelace mezi stavem 

XCI a tíží klinických příznaků FD jednoznačně prokázána, bylo by možné využít znalost 

stavu XCI k predikci průběhu onemocnění a včasnému, správně načasovanému zahájení 

léčby. Podle některých studií zešikmení XCI ve prospěch exprese mutované alely vede 

k těžšímu fenotypu a rychlejší progresi onemocnění. Korelace byla pozorována na úrovni 

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). Jiní autoři však došli k opačným výsledkům a vliv XCI na fenotyp zpochybňují 

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

Sporné výsledky z publikovaných prací mohou být částečně vysvětleny komplikacemi 

v hodnocení klinické závažnosti (je třeba zvažovat heterogenitu symptomů, věk a variabilitu v 

postižení jednotlivých orgánů). Problém však může spočívat i v metodickém přístupu. V řadě 

z uvedených publikovaných prací byla XCI stanovena pouze jednou metodou ve vzorku jedné 

tkáně. Naše úsilí jsme proto zaměřili na vyhledávání metodických úskalí a jejich řešení. 

Tomuto tématu jsme se věnovali v prezentované práci provedené na souboru 35 FD pacientek 

se známou mutací a různou tíží klinických projevů (Řeboun et al. 2022). V algoritmu 

vyšetření a správné interpretace výsledků XCI byla použita transkripční analýza využívající 

amplikonové sekvenování. 
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V literatuře nejužívanější metodou pro vyšetření XCI je metoda založená na sledování 

metylace v oblasti délkového polymorfismu lokusu genu AR (Xq12), případně RP2 (Xp11.3). 

V naší práci jsme použili obě tyto sondy (AR i RP2). Kromě těchto často používaných a 

publikovaných metylačně senzitivních metod jsme ale nově zavedli i další analýzu alelově 

specifické exprese (ASE) metodou amplikonového sekvenování využívající heterozygotní 

SNP (IDS, LAMP2). Základní podmínkou pro použití těchto SNP ve vyšetření XCI bylo, že 

geny IDS a LAMP2 neunikají X-inaktivaci. To znamená, že jsou skutečně exprimovány pouze 

z aktivního chromosomu X (Carrel a Willard 2005). Další důležitou podmínkou využití těchto 

SNP je vysoká frekvence heterozygotek pro tyto SNP v populaci. V našem souboru bylo 

zastoupeno sedmnáct žen (49 %) heterozygotních, a tedy informativních pro SNP v genu IDS 

(rs1141608), a devět žen (25%) heterozygotních pro polymorfismus v genu LAMP2 

(rs12097) (Tabulka 20). U heterozygotních žen byl amplikonovým sekvenováním analyzován 

RT-PCR produkt obsahující SNP. Počet čtení nukleotidů v místě SNP pak reprezentuje 

poměrné zastoupení alel, které podle naší hypotézy odpovídá X-inaktivaci (Obrázek 21). 
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Obrázek 20: Vyšetření X-inaktivace a exprese mutované alely metodou amplikonového sekvenování u 
pacientky 35 z Tabulky 20. Zastoupení alel je zobrazeno v prohlížeči IGV. Výsledek sekvenování DNA v 1. 
sloupci ukazuje heterozygotii pro benigní SNP v genu IDS (rs1141608). 2. sloupec ukazuje zastoupení alel 
v transkriptu, tj. preferenční expresi jedné alely v poměru 89:11. Exprese hypomorfní mutované alely (GLA: 
c.902G>A, p.Arg301Gln) ve 3. sloupci odpovídá procentuálně expresi SNP v IDS. 

 

Výsledky tohoto vyšetření jsme pak porovnali s výsledky metylačních metod. Příkladem 

srovnání obou metod je pacientka 35, u které jsme získali shodné výsledky z analýzy exprese 

alel u benigního SNP v genu IDS (89:11) a metylačně senzitivní metody za použití sondy v 
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genu AR (91:9) (Obrázek 21). Velmi dobrou korelaci obou metod jsme zjistili v celém 

souboru pacientek (Tabulka 20, Obrázek 22). Jediný výrazně odlehlý výsledek jsme 

pozorovali u pacientky 10 v sondě AR. Sonda AR vykazuje zešikmení XCI k jedné z alel 

(80/20), zatímco u dalších sond byla XCI náhodná (u metylační sondy (RP2) byl poměr 

63/37, u nepřímé transkripční sondy v genu IDS 47/53.  

 

 

Obrázek 21: Korelace metylačních a alelově specifických expresních sond. XCI byla stanovena v leukocytech 
periferní krve 16 pacientek FD, které byly polymorfní pro alespoň jednu z metylačních sond (AR, RP2, osa X) a 
současně pro alespoň jednu z ASE sond (IDS, LAMP2, osa Y). V grafu vynesené hodnoty korelačního koeficientu 
(R) a statistické významnosti (p) vypovídají o vysoké shodě obou provedených nepřímých metod bez ohledu na 
typ mutace v genu GLA uvedený v (Tabulka 20)   (bod – nulové mutace, trojúhelník – závažné missense mutace, 
čtvereček – hypomorfní mutace).  

 

Metodický postup amplikonového sekvenování jsme dále využili pro stanovení exprese 

mutovaných alel přímo v genu GLA. Porovnáním výsledků transkripční analýzy genu GLA a 

metylačně specifických metod pro stanovení XCI jsme získali shodné výsledky u většiny 
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pacientek nesoucích missense mutace (Tabulka 20). U 3 pacientek (26, 34 a 35) však 

vyšetření vedla k reciprokým hodnotám. U pacientek 26 a 35 metylační sondy použité pro 

vyšetření XCI ukazovaly zešikmení ve prospěch mutované alely, analýza exprese GLA 

ukázala preferenční expresi WT alely. Naopak, u pacientky 34 metylační analýza ukazovala 

preferenční umlčení chromosomu s mutovanou alelou, zatímco expresní studie prokázala 

téměř výhradní expresi právě mutované alely (Obrázek 23). Tento nález lze vysvětlit jevem 

crossing – over a ukazuje na riziko používání nepřímých sond.  

 

Obrázek 22: Znázornění jevu crossing – over detekovaného u pacientek 26, 34, 35 s Fabryho chorobou. 
Segregace alel AR, RP2 s mutantní alelou genu GLA byly založeny na analýze probandů a/nebo rodinných 
příslušníků, specifikováno v poznámce k tabulce (Tabulka 20). Na ose X je znázorněn stav XCI v procentuálním 
zastoupení WT alely, Na ose Y je v procentech vynesena exprese WT alely genu GLA. Nekorigovaná data jsou 
znázorněna černými trojúhelníky, hodnota XCI WT alely je nepřímo úměrná expresi GLA. Korigovaná data 
ukazující přímou úměru jsou znázorněna červenými body. Svislé modré čerchované čáry vymezují hranici 
zešikmení XCI (25:75) V grafu jsou vyneseny korelační koeficienty (R), statistická významnost (p) a rovnice 
lineární regrese.  

 

Po korekci na crossing – over odpovídalo poměrné zastoupení mutované a normální alely 

v genu GLA výsledkům XCI u všech missense mutací, jak závažných, tak hypomorfních (tj. 

zachovávajících určitou reziduální enzymovou aktivitu) (Tabulka 20). Tento výsledek ukazuje 
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na stabilitu transkriptu u všech těchto uvedených mutací. Příklad výsledku analýzy u 

hypomorfní mutace (GLA: c.902G>A, p.Arg301Gln) je znázorněn na (Obrázek 21).  

Rozdíly mezi stavem XCI a zastoupením mutované alely v transkriptu jsme pozorovali u tří 

pacientek nesoucích nulové mutace (Obrázek 24, Tabulka 20). U pacientky 3, která je 

heterozygotkou pro mutaci c.559_560delAT, byla exprimována pouze WT alela genu GLA, 

zatímco poměr XCI podle metylačních sond byl náhodný (AR = 36/64, RP2= 46/54). Tento 

nález lze vysvětlit odbouráváním poškozené mRNA z mutovaných transkriptů mechanizmem 

NMD. K částečnému odbourávání dochází i u pacientky 5 s nonsense mutací (c.881T>G; 

p.Leu294*) a pacientky 8 nesoucí duplikaci (c.1034dupT; p.Ser345Phefs*30). Naopak, 

předčasný terminační kodon (c.1024C>T; p.Arg342*) k NMD nevedl, jak je patrné 

z výsledků pacientky 6, která vykazuje náhodnou XCI a vyváženou expresi obou alel 

(Tabulka 20).  

 

Obrázek 23: Vztah mezi stavem XCI a expresí genu GLA u pacientek s Fabryho chorobou. Stav XCI je 
vyjádřen v procentuálním zastoupení WT alely (osa X). Na Ose Y je zobrazena exprese WT alely genu GLA. 
Černé trojúhelníčky představují pacientky, které nesou stabilní alelu genu GLA. Červená kolečka odpovídají 
částečnému (Pacientky 5 a 8) nebo úplnému (Pacientka 3) NMD. V datech XCI je zohledněn vznik crossing-
overu. Korelační koeficienty a statistická významnost vyjdřují hodnoty R a p, linearní regrese je vyjádřená 
rovnici pro obě skupiny (s prokázaným/ neprokázaným) NMD. Svislé modré čerchované čáry vymezují hranici 
zešikmení stavu XCI (25:75).  
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Výsledek vyšetření XCI může být ovlivněn i tkáňovou specifitou a faktorem věku. V souboru 

15 pacientek, u kterých byly dostupné vzorky více tkání (periferní krev, bukální stěry, sliny, 

moč), jsme identifikovali 6 pacientek, které vykazovaly významné rozdíly v XCI při vyšetření 

v různých tkáních. Rozdílné hodnoty XCI mezi archivními vzorky krve (náběr provedený 

před více než 6 lety) a recentním náběrem jsme pozorovali u dvou z osmi vyšetřených 

pacientek. 

 

4.3.1 Diskuze a závěr k třetímu cíli práce 

Stěžejním přínosem práce věnované XCI u pacientek s Fabryho chorobou (Řeboun 2022) 

bylo poukázání na možnosti chybné interpretace metod používaných k detekci XCI. Popsali 

jsme zaměnitelnost nepřímých ASE a metylačních sond. Kombinace použitých metod může 

přispět k eliminaci specifických nedostatků obou metodických přístupů. Využití metylačních 

sond je limitováno zjištěním, že ve vzácných případech stav metylace v daném lokusu 

neodpovídá stavu XCI (Swierczek et al. 2012). Tato situace je pravděpodobným vysvětlením 

u pacientky 10, kdy sonda AR vykazuje zešikmení XCI k jedné z alel, zatímco další použité 

sondy (RP2 a IDS) korelují s hodnotou analýzy transkriptu pro GLA a vykazují vyváženou 

expresi alel. Limitací ASE sond může být nerovnoměrná exprese alely, ke které může dojít 

například jevem NMD nebo variantou v regulační oblasti genu. Varianty modulující 

transkripci, byly popsány v promotoru genu LAMP2 (Pang et al. 2012) nebo v 5‘ 

nepřekládané oblasti genu GLA (Ferreira et al. 2015) 

Jak jsme ukázali výše, výsledky metod využívajících nepřímé sondy, jak metylační, tak ASE, 

mohou být ovlivněny jevem crossing – over. Důvodem je značná vzdálenost mezi lokusy 

těchto sond a kauzálním genem, v našem případě GLA. Na každém metacentrickém 

chromosomu dochází podle literatury minimálně ke dvěma přesmykům (Coop a Przeworski 

2007). Přítomnost jevu crossing – over může vést k chybnému posouzení fáze, tzn., že na 

základě vyšetření nepřímých sond nelze rozlišit, zda je dominantně aktivní WT nebo 

mutovaná alela. Eliminaci tohoto jevu lze provézt analýzou vzorku otce a detailní segregací 

v rodině, vzorky pro takovéto analýzy jsou však jen zřídka dostupné. Analýza transkriptu 

GLA je proto zásadní pro správnou interpretaci výsledků XCI. I tato metoda však má své 

limity. Detekce jevu crossing-over pomocí analýzy exprese GLA není možná u pacientek s 

mutacemi ovlivňujícími stabilitu mRNA vedoucím k NMD. V prezentované kohortě byla 

zjištěna snížená stabilita mRNA u tří pacientek nesoucích nulovou mutaci. Protože enzymová 
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aktivita α-gal není ovlivněna typem mutace ani nestabilitou mRNA (Řeboun et al. 2022), je 

pro identifikaci jevu crossing-over u těchto pacientek možné využít enzymologické vyšetření. 

Závěrem lze shrnout, že hodnocení XCI u pacientek s FD přineslo několik důležitých nových 

pohledů: 

1) Výsledky metod založených na metylaci a ASE využitém pro hodnocení XCI spolu úzce 

korelují a mohou se doplňovat, protože používané sondy nemusí být plně informativní. 

Využití více testovaných lokusů umožňuje správnou identifikaci stavu XCI ve většině vzorků 

a minimalizuje potenciální chybu. 

2) Správné hodnocení XCI u pacientek s FD může být ztíženo jevem crossing-over. Pro 

správnou interpretaci výsledků doporučujeme provést srovnávací expresní analýzu transkriptu 

GLA a/nebo měření zbytkové enzymové aktivity α-gal. 

3) Výsledek stanovení XCI může být ovlivněn typem tkáně, ve které jsou analýzy prováděny. 

Stav XCI se navíc může měnit s věkem pacientky. 
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Tabulka 20: Genotypy genu GLA, aktivity enzymu α-gal, stav inaktivace chromosomu X a transkripce genu GLA. Hodnoceno v leukocytech 35 žen nesoucích heterozygotní 
variantu pro Fabryho chorobu. 

Paci Rodina Mutace v genu GLA 
Predikce varianty 

na proteinové 
úrovni 

Věk 
 

Enzymová 
aktivita 

(nmol/h/mg) 

XCI: Metylační 
sondy 

(% wt/mut) (&) 

XCI: Alelově 
specifická exprese 

(%)(&) 

Exprese 
genu GLA 

(% wt/mut) 
Reference 

AR  RP2  IDS  LAMP2 
  Nulové mutace          
1 1 c.195-1692_369+754del p.Ser65Argfs*7 72 11.0 NI 60/40 50/50 NI NI (Dobrovolny et al. 2005) 2 34 36.5 42/58 35/65 NI NI NI 
3 2 c.559_560delAT ($) p.Met187Valfs*6 62 39.8 36/64 46/54 NI NI 100/0 (Nowak et al. 2018) 
4 3 c.674_732del59 p.His225Leufs*5 72 16.5 52/48 51/49 62/38 NI NI (Dobrovolny et al. 2005) 
5 4 c.881T>G ($) p.Leu294* 34 32.5 64/36 64/36 NI 70/30 88/12 (Blaydon et al. 2001) 
6 5 c.1024C>T p.Arg342* 24 49.0 65/35 69/31 60/40 74/26 56/44 (Davies et al. 1993) 7 52 0.5 5/95 NI 0/100 7/93 1/99 
8 6 c.1034dupT ($) p.Ser345Phefs*30 68 20.6 18/82 14/86 NI NI 44/56 Nepublikováno 
  Missense&sestřihové mutace s vážným fenotypem          

9 7 c.194+2T>C 
(r.194_195ins[194+1_194+14]) p.Ser65Argfs*61 32 32.5 NI 39/61 NI NI NI (Dobrovolny et al. 2005) 

10 8 c.277G>A p.Asp93Asn 46 27.5 80/20 63/37 47/53 NI 45/55 (Shabbeer et al. 2005) 
11 9 c.463G>C p.Asp155His 63 34.8 44/56 41/59 NI 44/56 44/56 (Dobrovolny et al. 2005) 12 34 25.4 49/51 36/64 33/67 NI 47/53 
13 10 c.488G>T p.Gly163Val 54 13.9 NI 26/74  67/33 NI 64/36  (Eng et al. 1997) 
14 11 c.511G>C p.Gly171Arg 59 17.9 51/49 NI NI NI NA (Dobrovolny et al. 2005) 
15  12 c.551A>G p.Tyr184Cys 60 25.9 37/63 55/45 NI NI 71/29 Nepublikováno 16 50 39.9 30/70 NI NI NI NA 
17 13 c.671A>C  p.Asn224Thr 60 14.1 NI NI 37/63 NI 48/52 Nepublikováno 18 31 14.2 47/53 43/57 37/63 NI 36/64 

19 14 c.801+3A>G 
(r.801_802ins[801+1_801+36]) p.Leu268Valfs*4 56 8.6 NI 7/93 NI NI NI (Shabbeer et al. 2006) 

20 15 c.950T>C p.Ile317Thr 55 32.2 83/17 80/20 NI NI 87/13 (Shabbeer et al. 2002) 
21 16# c.1025G>A p.Arg342Gln 70 57.4 NI 97/3 NI 99/1 100/0 (Ploos van Amstel et a  

1994; Lukas et al. 2013)  22 37 31.2 NI NI NI 51/49 53/47 
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23 17# c.1025G>A p.Arg342Gln 27 26.6 66/34 NI NI NI 80/20 (Ploos van Amstel et a  
1994) 

24 18 c.1078G>A p.Gly360Ser 49 31.6 56/44 NI 53/47 NI 58/42 (Dobrovolny et al. 2005) 
25 

19 c.1085C>T p.Pro362Leu 
38 26.2 NI  NI 48/52 37/63 49/51 

(Shabbeer et al. 2002) 26 67 NA 21/79 (‡) 22/78 (‡) 68/32 NI 75/25(‡) 
27 59 34.7 NI NI 77/23 77/23 69/31 
  Missense&sestřihové hypomorfní mutace         
28 

20 c.644A>G p.Asn215Ser 

59 29.2 NI 65/35 64/36 52/48 72/28 
(Davies et al. 1993; Lukas e  
al. 2013) 

29 69 27.8 43/57 NI 50/50 NI 55/45 
30 66 30.3 41/59 NI NI NI 50/50 
31 68 23.9 NI NI 35/65 NI 29/71 
32 21 c.801+48T>G 

(r.801_802ins[801+1_801+66]) p.Leu268Valfs*4 36 31.7 59/41 NI NI NI NI (Palecek et al. 2014)  33 70 56.6 64/36 NI NI NI NI 
34 22 c.902G>A p.Arg301Gln 72 13.9 76/24 (‡) NI NI NI 30/70(‡) (Lukas et al. 2013; Sakurab  

et al. 1990) 35 26 32.1 9/91 (‡) NI 89/11 NI 92/8(‡) 
Pacientky 8, 15, 17, 24, 25, 34 představují probandky – první případy popsané v rodině. NA - vzorek nebyl k dispozici pro analýzu; NI – 
neinformativní lokus pro analýzu XCI nebo pro tento typ mutace GLA není možné zavedenou metodou analyzovat expresi - V případě 
metylačních sond a exprese GLA je zešikmení XCI znázorněno tučným zvýrazněním WT alely. Pacientky, u kterých byl detekován crossing-over 
mezi metylační sondou a genem GLA, jsou podbarveny šedě s (‡). Symbol ($) značí nestabilitu mRNA (NMD). (#) Rodiny 16 a 17 mají stejnou 
mutaci bez prokázané příbuznosti. (&) Segregace alel AR a RP2 oproti mutantní alele GLA byla založena na analýze probanda a/nebo jiných 
členů rodiny. Rodinné vztahy mezi probandy a pacientkami s posunem XCI jsou: Pacientka 20: Sestra hemizygotního pacienta. Pacientka 21: 
Teta z matčiny strany hemizygotního probanda. Pacientka 26: Matka pacientky 27 a teta pacientky 25 (z matčiny strany). Pacientka 34: Matka 
hemizygotního pacienta. Pacientka 35: Neteř pacientky 34 a sestřenice hemizygotního pacienta. Segregace alel IDS a LAMP2 byla odvozena z 
exprese GLA. Hodnoty aktivit α-gal naměřené v leukocytech 477 kontrol v letech 2003 -2020 byly v rozmezí 24,8 – 103,0 nmol.mg-1.h-1,  
průměr 59,7 nmol.mg-1.h-1, SD 14,6, medián 58,7 nmol .mg-1.h-1 

 

. 
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5. Závěr 
1) Metoda panelového sekvenování s použitím hybridizačních prób zavedená v naší laboratoři je 

vhodná pro identifikaci malých patogenních variant a rozsáhlých delecí/duplikací v jednom 

kroku. To je zásadní zejména pro molekulárně genetickou analýzu Danonovy choroby, u které 

jsou právě velké delece nebo duplikace častou příčinou onemocnění. Pacienti s Danonovou 

chorobou mohou být tak zachyceni v rámci diferenciální diagnostiky hledání genetické příčiny 

jejich kardiomyopatie. 

2) Amplikonové sekvenování umožňuje identifikaci minoritně zastoupených alel. V naší práci 

byla tato metoda využita pro vyšetření somatického mozaicismu a charakterizaci sestřihové 

varianty. Přítomnost/absence somatického mozaicismu je důležitou informací při vedení 

genetického poradenství. Vyšetření je nutno zvážit ve všech rodinách, ve kterých nebyli rodiče 

probanda identifikováni jako přenašeči kauzální mutace. 

U mutací vedoucích k chybnému sestřihu může být v určitém procentu zachován normální 

transkript, což může zmírnit klinickou manifestaci. Vyšetření vlivu sestřihové varianty na 

transkript tak může mít dopad na prognózu onemocnění.  

3) Amplikonové sekvenování umožňuje vyšetření alelově specifické exprese, které jsme v této 

práci použili ke studiu X-inaktivace. X-inaktivace je jedním ze zásadních faktorů sledovaných u 

manifestních heterozygotek s X-vázanými onemocněními. Korelace fenotypu pacientek se 

stavem X-inaktivace je ve vybraných případech možná, nicméně často interpretačně 

komplikovaná. Metodické postupy shrnuté v této práci poukazují na metodická úskalí, která je 

potřeba zohlednit při interpretaci výsledků X-inaktivace. 

 

Vytyčené cíle této práce byly splněny, hypotézy potvrzeny a dosažené výsledky byly zpracovány 

v pěti článcích publikovaných v časopisech s impakt faktorem. Výše popisované metody byly 

použity v dalších šesti publikacích nesouvisejících s tématem disertační práce. 
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