Abstrakt

Kabuki syndrom (KS) je dominantné dédicné onemocnéni zpusobené
vétsinou de novo patogennimi mutacemi v genech KMT2D (dfive MLL2) nebo
KDMG6A. Jedna se o vzacné multisystétmové onemocnéni charakterizované
pfedevSim intelektovou nedostateCnosti (ID — ,intellectual disability“) a
typickou obli¢ejovou dysmorfii. KS je klinicky velmi heterogenni, coz

znesnadnuje jeho klinickou diagnostiku.

Prvnim cilem této dizertaCni prace bylo zavedeni testovani patogennich
mutaci ve dvou znamych KS kauzalnich genech metodou Sangerova DNA
sekvenovani a nasledné metodou MLPA (Multiple Ligation Probe
Amplification) na pracovisti Ustavu biologie a Iékafské genetiky 2. LF UK a FN
Motol a nasledné pak identifikace mutaci v genech KMT2D ¢i KDMG6A u
reprezentativniho souboru 43 pacientt s fenotypem typickym pro KS, ktefi byl
indikovani k tomuto molekularné genetickému vySetfeni 2z nékolika
spolupracujicich genetickych ambulanci v Ceské republice. Vysledkem této
studie bylo potvrzeni &i vyvraceni klinické diagndzy pacienta, studium spektra
mutaci v genech KMT2D/KDMG6A v Ceské populaci, korelace fenotypu s
genotypem a zhodnoceni vyuziti fenotypového “MLL2-skére” (publikovaného
Markrythanasisem et al., 2013) jakozto predikéniho nastroje k selekci pacientu

pro sekvenovani genu KMT2D.

U 40% (17/43) analyzovanych pacientd s KS fenotypem byla nalezena
mutace v genu KMT2D pomoci Sangerova DNA sekvenovani, naprosta
vétSina mutaci byla protein zkracujiciho typu a mutace se nachazely v riznych
exonech tohoto genu. Nebyla nalezena Zadna mutace v genu KDM6A, ani
zadna intragenova prestavba v zadném z obou genll pomoci metody MLPA.
RovnéZz nebyla nalezena korelace mezi konkrétni mutaci a fenotypem
studovaného onemocnéni. Byla v8ak nalezena vyrazna korelace mezi
fenotypem a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti mutace v genu KMT2D vyjadiena

pomoci “MLL2- skére”, pacienti s patogenni mutaci méli praimérné fenotypové



skore 7,4 (rozmezi 6-9), zatimco pacienti bez mutace 5 (rozmezi 2-7). Pacienti
s KS se skére 6 a vice jsou tak vhodnymi kandidaty pro cilenou sekvenaci
genu KMT2D.

Druhym cilem této prace bylo objasnit molekularné genetickou podstatu
Kabuki fenotypu u 18 pacientd bez mutace v genech KMT2D/KDM6A za
pouziti metody aCGH nasledované sekvenovanim nové generace (NGS)
zacilenym na klinicky exom (CES), a tak zjistit, které genomové lokusy mohou
zpusobovat vzacna onemocnéni podobajici se KS — tj. syndromy Kabuki-like
(KS-like). Pouze u 18 pacientd z 26 KMT2D/KDMG6A negativnich pacientu
jsme obdrzeli souhlas rodi¢l s provedenim NGS. TaktéZz bylo snahou

ustanovit testovaci algoritmus pro pacienty s KS a KS-like fenotypy.

U 2 pacientek s KS-like fenotypem byly nalezeny kauzalni genomické
imbalance (Copy Number Variations — CNV) v lokusech Xp21.1-Xp21.3,
respektive 14q11.2. U 4 pacientl s fenotypem KS-like byly nalezeny kauzalni
mutace v embryonalné exprimovanych genech, jejichZ proteinové produkty se
ucastni regulace transkripce — gen KMT2A, mRNA sestfihu — gen EFTUD2,
apoptézy — gen HUWET a pfenosu signalu — gen GRIN1. U pacientu, ktefi
jsou KMT2D/KDMG6A negativni, jsou aCGH nasledovana CES metodami prvni
volby, coz predstavuje vhodny kaskadovy testovaci algoritmus, jehoz
zachytnost v nasi kohorté byla relativné vysoka — 33% (6/18 pacientl se
souhlasem k vySetfeni pomoci NGS). Pacienti s fenotypovym skére 5 a nizSim
mohou byt neprodlené indikovani k aCGH/CES testovani, jelikoz u této

skupiny nebyla nalezena mutace v genech KMT2D/KDMG6A.

Poslednim cilem mé prace bylo testovani vyuziti CES u pacientl se vzacnym
onemocnénim (VO) charakterizovanym syndromovou ID podobné jako u KS,
ke zjisténi molekularni pfiiny téchto klinicky heterogennich onemocnéni. U
15 z 60 testovanych pacientd byla pomoci této metody nalezena potencialné
patogenni Ci patogenni varianta, stanovujici tak diagnostickou vytéznost
metody u syndromové asociované ID az na 25 %. V této skupiné pacientl

jsme diagnostikovali dalSi dva pacienty s mutaci v genu KMT2A, piestoze



nebylo u téchto pacientd vysloveno podezfeni na Wiedemann-Steiner
syndrom, podobné jako u pacienta s fenotypem KS-like. Dale jsme nové
asociovali histonovou demetylazu kédovanou genem KDM6B (ze stejné
genové rodiny jako gen KDM6A) se syndromovové asociovanou ID.
Identifikovali jsme dalSiho pacienta s protein zkracujici mutaci v genu
EFTUDZ2 a pacientku s mutaci v genu GRIN2B, a to ze stejné skupiny genu
jako GRIN1. U dalSich dvou pacientl byla potvrzena autozomalné recesivni
(AR) dédi¢nost jejich ID, u dvou pacientd X-vazana (XL — X-linked) dédi¢nost.
Metoda CES predstavuje metodu s vysokym zachytem u syndromovych forem
ID, a muze tak poskytnout rychou diagnostiku, obzvliasté pak u pacientd, kde
je jejich klinicky fenotyp nejednoznacny €asto diky variabilni klinické / vékové
expresivité jejich pfiznakl. Zavérem lze tedy fici, ze fada pacientd se
syndromové asociovanou |ID ma mutace v histonovych metyltransferazach
(obsahujicich SET doménou) (KMT2A, KMT2D) a demetylazach (KDMG6A,
KDM6B), v genu pro spisozomalni GTPazu (EFTUD2), v genech pro
neurotransmiterové receptory aktivované glutamatem (GRIN1, GRIN2B) a
v genech kodujicich ubiquitin protein ligazy s HECT doménou (HUWET,
HECT2).
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