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Abstrakt

Kabuki syndrom (KS) je dominantné dédi¢né onemocnéni zpusobené vétSinou de
novo patogennimi mutacemi v genech KMT2D (dfive MLL2) nebo KDM6A. Jedna
se 0 vzacné multisysttmové onemocnéni charakterizované predevSim
intelektovou nedostatecnosti (ID — ,intellectual disability“) a typickou obli¢ejovou
dysmorfii. KS je klinicky velmi heterogenni, coZz znesnadhuje jeho Kklinickou

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 lékafské genetiky 2. LF UK a FN Motol a nasledné& pak
identifikace mutaci v genech KMT2D ¢i KDM6A u reprezentativhiho souboru 43
pacientl s fenotypem typickym pro KS, ktefi byli indikovani k tomuto molekularné
genetickému vysSetfeni z nékolika spolupracujicich genetickych ambulanci v
Ceské republice. Vysledkem této studie bylo potvrzeni & vyvraceni klinické
diagndzy pacienta, studium spektra mutaci v genech KMT2D/KDM6A v Ceské
populaci, korelace fenotypu s genotypem a zhodnoceni vyuziti fenotypového
“‘MLL2-skére” (publikovaného Markrythanasisem et al., 2013) jakozto predikéniho

nastroje k selekci pacientt pro sekvenovani genu KMT2D.

U 40% (17/43) analyzovanych pacientl 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 genl pomoci metody MLPA. Rovnéz nebyla nalezena korelace
mezi konkrétni mutaci a fenotypem studovaného onemocnéni. Byla vSak nalezena
vyrazna korelace mezi fenotypem a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti mutace v genu
KMT2D vyjadfena pomoci “MLL2- skore”, pacienti s patogenni mutaci méli
prumérné fenotypové skére 7,4 (rozmezi 6-9), zatimco pacienti bez mutace 5
(rozmezi 2-7). Pacienti s KS se skore 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 pacientll bez mutace v genech KMT2D/KDMG6A za pouziti metody
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aCGH nasledované sekvenovanim nové generace (NGS) zacilenym na klinicky
exom (CES), a tak zjistit, které genomové lokusy mohou zplsobovat vzacna
onemocnéni podobajici se KS — tj. syndromy Kabuki-like (KS-like). Pouze u 18
pacientd z 26 KMT2D/KDM6A negativnich pacientl jsme obdrzeli souhlas rodi¢u
s provedenim NGS. Taktéz 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 14g11.2.
U 4 pacientd s fenotypem KS-like byly nalezeny kauzalni mutace v embryonalné
exprimovanych genech, jejichz proteinové produkty se ucastni regulace
transkripce — gen KMT2A, mRNA sestfihu — gen EFTUDZ2, apoptozy — gen
HUWET1 a pfenosu signalu — gen GRIN1. U pacientu, ktefi jsou KMT2D/KDM6A
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 pacientll se souhlasem k vySetfeni pomoci NGS).
Pacienti s fenotypovym skoére 5 a niz§im 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 pacientd se vzacnym
onemocnénim (VO) charakterizovanym syndromovou ID podobné jako u KS, ke
zjisténi molekularni pficiny téchto klinicky heterogennich onemocnéni. U 15 z 60
testovanych pacientl byla pomoci této metody nalezena potencialné patogenni i
patogenni varianta, stanovujici tak diagnostickou vytéZnost metody u syndromoveé
asociované ID az na 25 %. V této skupiné pacientd jsme diagnostikovali dal$i dva
pacienty s mutaci v genu KMT2A, pfestoze nebylo u téchto pacientd vysloveno
podezieni na Wiedemann-Steiner syndrom, podobné jako u pacienta s fenotypem
KS-like. Déale jsme nové asociovali histonovou demetylazu kédovanou genem
KDM6B (ze stejné genové rodiny jako gen KDMG6A) se syndromovové
asociovanou ID. Identifikovali jsme dalSiho pacienta s protein zkracujici mutaci
v genu EFTUD?Z2 a pacientku s mutaci v genu GRIN2B, a to ze stejné skupiny gen
jako GRIN1. U dalSich dvou pacientl byla potvrzena autozomalné recesivni (AR)
dédi¢nost jejich ID, u dvou pacientll X-vazana (XL — X-linked) dédi¢nost. Metoda

CES predstavuje metodu s vysokym zachytem u syndromovych forem ID, a muze

6



tak poskytnout rychou diagnostiku, obzvlasté pak u pacientu, kde je jejich klinicky
fenotyp nejednoznacny Casto diky variabilni klinické / vékové expresivité jejich
pfiznakl. Zavérem lze tedy fici, Ze Fada pacientd se syndromoveé asociovanou ID
ma mutace v histonovych metyltransferazach (obsahujicich SET doménou)
(KMT2A, KMT2D) a demetylazach (KDM6A, KDM6B), v genu pro spisozomalni
GTPazu (EFTUDZ2), v genech pro neurotransmiterové receptory aktivované
glutamatem (GRIN1, GRIN2B) a v genech kodujicich ubiquitin protein ligazy
s HECT doménou (HUWE1, HECT?2).

Kliéova slova: aCGH, EFTUDZ2, fenotypizace, GRIN1, GRIN2B, HECT2, HUWET,
intelektova nedostate€nost (ID), Kabuki syndrom, KDM6A, KDM6B, klinicky exom,
KMT2A, KMT2D, MLL2-skére, MLPA, molekularni syndromologie, NGS,
Sangerovo DNA sekvenovani, sekvenovani klinického exomu (CES), sekvenovani

nove generace (NGS).



Abstract

Kabuki syndrome (KS) is a dominantly inherited rare disease caused mainly by de
novo pathogenic variants (henceforward mutations) in the KMT2D (formerly MLL2)
and KDMG6A genes. It is rare multisystemic syndrome characterized by intellectual
disability (ID) and typical facial dysmorphism. KS is clinically heterogeneous, which

complicates its clinical diagnosis.

The first aim of this thesis was to introduce mutation testing of the two known KS
causative genes in KS by Sanger DNA sequencing and by MLPA (Multiple Ligation
Probe Amplification) at the Department of Biology and Medical Genetics of 2"
Medical Faculty of Charles University and University Hospital Motol, Prague
followed by identification of underlying genetic mutations in KMT2D/KDMG6A genes
in 43 patients with phenotype typical for KS, who were indicated for this molecular
genetic analysis by several collaborating genetic departments in the Czech
Republic. We aimed to confirm or disprove of patient’s clinical diagnosis, establish
spectra of KMT2D/KDM6A mutations in the Czech population, render phenotype-
genotype correlations and evaluate the phenotypic “MLL2-score” (published by
Makrithanasis et al., 2013) utility as prediction tool for selection of cases for KMT2D

sequencing.

Mutations in the KMT2D gene were detected by Sanger DNA sequencing in 40 %
(17/43) of analyzed patients with the KS phenotype, vast majority of mutations
were protein truncating and these were located in various exons. No causal
mutation was found in the KDM6A gene and no intragenic rearrangements were
found in either of the two genes using MLPA analysis. In addition, no correlation
was found between a particular mutation and the KS phenotype. However, there
was correlation between the KS phenotype and the presence vs. absence of a
mutation in the KMT2D gene, expressed by the “MLL2-score”. Patients with
KMT2D mutation presented with average phenotypic score of 7,4 (range 6-9) and
patients without a KMT2D mutation with an average score of 5 (range 2-7). KS
patients with score of 6 and higher are thus good candidates for targeted KMT2D

testing.

The second aim of this study was to elucidate the molecular genetic cause of
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Kabuki phenotype in 18 patients lacking mutation in KMT2D/KDMG6A genes using
aCGH followed by Next Generation Sequencing (NGS) targeted to clinical exome
(CES) and so determine genomic locuses that are responsible for rare diseases
resembling KS — KS-like syndromes. Only in 18 patients out of the 26
KMT2D/KDMG6A negative patients was granted consent with the NGS testing.
Furthermore, we aimed to establish the most suitable testing algorithm in KS and

KS-like cases.

In two patients with KS-like phenotype we found causal genomic imbalances (Copy
Number Variations / CNV) at Xp21.1-Xp21.3 and 14911.2 loci, respectively. In four
patients with KS-like phenotype we found mutations in embryonically expressed
genes, whose protein products participate in the regulation of transcription — gene
KMT2A, in mRNA splicing — gene EFTUDZ2, in apoptosis — gene HUWE1T and in
signal transmission — gene GRIN1. In KMT2D/KDMG6A negative patients are the
aCGH followed by CES the methods of first choice, since the detection rate in our
cohort is relatively high — 33 % (6/18 patients with NGS consent). Patients with the
phenotypic score 5 and lower could be directly indicated to aCGH/CES testing, as

in this cohort of patients no mutation in KMT2D/KDMG6A genes was observed.

The last aim of this study was an examination of the CES utility in patients with
rare disease characterized by syndromic ID (i.e. similar to KS) and elucidation of
molecular pathogenesis in those clinicaly heterogeneous disorders. In 15 out of 60
patients tested we found likely pathogenic or pathogenic variants, increasing the
diagnostic yield to 25% in patients with syndromic ID. In this group of patients we
diagnosed two additional patients with a mutation in the KMT2A gene, although
there wasn’t original clinical suspicion of the Wiedeman-Steiner syndrome, i.e.
similar as in the KS-like KMT2A-mutation positive patient. Furthermore, we were
able to make novel connection of histone demethylase KDM6B (from the same
gene family as KDM6A) with ID. In addition, we had identified another patient with
protein truncating mutation in the EFTUDZ2 gene and a patient with mutation in the
GRINZ2B gene (from the same gene family as the GRINT1 gene). In two other
patients autosomal recessive (AR) molecular cause of ID disase was revealed, in
two patients X-linked (XL) inherited cause was observed. The NGS method aimed
at the clinical exome has a high detection rate in patients with syndromic ID and

may provide rapid diagnosis especially in cases, where their clinical phenotype is
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ambiguous, often due to variable clinical / age-related expressivity of their features.
Many of the studied patients, with syndromic ID, have mutations in histone
metyltransferases (with SET domain) (KMT2A, KMT2D) and demetylases
(KDM6A, KDM®6B), in splisosomal GTPase (EFTUDZ2), in genes coding for
neurotransmitter receptors activated by glutamate (GRIN1, GRIN2B) and in
ubiquitin protein ligases with HECT domain (HUWE1, HECT?2).

Key words: aCGH, clinical exome sequencing (CES), EFTUD2, GRIN1, GRIN2B,
HECT2, HUWET1, intellectual disability (ID), Kabuki syndrome, KDM6A, KDM6B,
KMT2A, KMT2D, MLL2-score, MLPA, molecular syndromology, Next Generation
Sequencing (NGS), phenotyping, Sanger DNA sequencing
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Seznam pouzitych zkratek

AA
aCGH

AD

AOH

AR

ARX
ASCOM

bp

BR

BWA

CDL

CES

CNS

CNV

CR

Db
DECIPHER

del

DGV

DMD

DNA

DUF

dup
ECARUCA

EFTUD2
ESCs
ExAC

ExAC-NFE

EZH2
FISH
FMRP
GRIN1
GRIN2B
H3K4
H3K27
HECT
HERC?2
HGNC

HOX
HS
HSF
HUWE1
ID

aminokyselina
komparativni genomova hybridizace na €ipu (,arrayCGH®)
autozomalné dominantni onemocnéni
Absence of Heterozygozity (ztrata heterozygosity)
autozomalné recesivni onemocnéni
Aristaless related homeobox, X-linked
ASC-2/NCOAG6 komplex (proteinovy complex)
pary (nukleotidovych) bazi
Broad Range (Siroké spektrum/distribuce)
Burrowslv-Wheelerv Aligner (pro NGS)
Cornelia de Lange syndrom
Clinical Exome Sequencing (sekvenovani klinického exomu)
Centralni nervova soustava
copy number variation (variace v poctu kopii)
Ceska republika
databaze
Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
Using Ensembl Resources (decipher.sanger.ac.uk)
delece
Database of Genomic Variants
Dystrophin gen
deoxyribonukleova kyselina
Domain of Unknown Function (Doména s neznamou funkci)
duplikace
European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced
Chromosome Aberrations (ecaruca.radboudumc.nl:8080/ecaruca/)
Elongation Factor Tu GTP-binding Domain-containing 2 gen
Embryonic Stem Cells (embryonalni kmenové buriky)
Exome Aggregation Consortium (Broad Institute, USA; databaze
populacnich frekvenci variant; exac.broadinstitute.org/)
populaéni frekvence varianty (v evropské populaci “nefinského”
puvodu) dle ExAc databaze
Enhancer of Zeste, Drosophilla Homolog 2
fluorescencni in situ hybridizace
protein fragilniho chromosome X
Glutamate Receptor, lonotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 1
Glutamate Receptor, lonotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 2B
lysin na pozici 4. aminokyseliny u histonu H3
lysin na pozici 27. aminokyseliny u histonu H3
Homologous to the EG-AP Carboxyl Terminus
HECT domain and RCC1-like domain 2
Human Genome Organisation Gene Nomenclature
(www.genenames.org)
Homeobox, homeodoménove geny (geny fidici embryogenezi)
High Sensitivity (vysoka citlivost)
Human Splicing Finder (predikéni software; www.umd.be/HSF3/)
HECT, UBA a WWE domain containing protein 1
intellectual disability (intelektova nedostate¢nost; dfive mentalni
retardace)
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ILTRAPL1  Interleukin 1 Receptor Accessory Protein-like 1

1Q inteligenéni kvocient

ISCA International Standards for Cytogenomic Arrays
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gap/cgi-
bin/study.cgi?study_id=phs000205.v2.p1)

IUGR intrauterinni ristova retardace (intrauterine growth retardation)

kb kilobaze (DNA sekvence o tisici nukleotidech)

KDMG6A lysine /K/ demetylaza 6A

KDM6B lysine /K/ demetylaza 6B

KMT2A lyzin/K/ specificka metyl transferaza 2A

KMT2D lyzin/K/ specificka metyl transferaza 2D

KMT2D-/KDMG6A- nebo KMT2D/KDMG6A negativni
pacienti bez mutace v genech KMT2D a KDMG6A

KMT2D+ pacienti s mutaci v genu KMT2D

KS Kabuki syndrom

KS-like/KLS Kabuki-like syndrom

M molarita roztoku

MAGEL?2 Mage-Like 2 gen

Mb megabaze (DNA sekvence o délce 1 millionu nukleotid)

MFD Mandibulofacial dysostosis (Mandibulofacialni dysostéza)

MFDM Mandibulofacial dysostosis with microcephaly (MFD s mikrocefalii)

MLL2 Myeloid/Lymphoid Leukemia 2 — dfivéjSi nazev pro gen KMT2D

MLL2-skére Fenotypové skore pro hodnoceni podobnosti fenotypu pacienta
s fenotypem typickym pro Kabuki syndrom

MLPA Multiplex Ligation dependent Probe Amplification

MPS Massive Parallel Sequencing (vysokokapacitni paralelni
sekvenovani)

MR Mentalni retardace (viz také moderni termin ID vySe)

MRI Magnetic resonance imaging (Magneticka resonance)

MS Makrythanasisovo fenotypické skore u Kabukiho syndromu

MTS Martsolf syndrom

MS-MLPA  Metylation-Specific MLPA

NGS Next Generation Sequencing (sekvenovani nové generace)

NIPBL Nipped-B-Like gen

NMDA N-metyl-D-aspartate receptor excitacnich synapsi

NNSPLICE Neural Network Splice Site prediction (predikéni software)

nt nukleotid

ORF Open Reading Frame

ORL Otorinolaryngologie

PAS Porucha Autistického Spektra

PF Passing Filter (% spolehlivych &teni)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerazova fetézova reakce)

PRC2 Polycomb repressor complex 2 (proteinovy komplex)

RAB3GAP1 RAB3 GTPase Activating Protein Catalytic Subunit 1

RNA ribonukleova kyselina

RT-MLPA  Reverse Transcriptase MLPA

SNP Single Nucleotide Polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)

UBLG Ustav Biologie a Lékafské Genetky UK 2.LF a FN Motol
(www.fnmotol.cz/ublg)

VO vzacné onemocnéni

VUS Variant of Unknown Significance (varianta nejasného klinického

vyznamu)
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WES

WMA
WSS
XL
XLD
XLMR
XLR

Whole Exome NGS Sequencing (celoexomové sekvenovani nové
generace)

Warburg Mikro Syndrom

Wiedemann-Steiner syndrom

X-vazané onemocnéni (X-linked)

X-vazané onemocnéni dominantni

X-vazana mentalni retardace

X-vazané onemocnéni recesivni
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Uvod

Molekularni syndromologie

Molekularni syndromologie se zamérfuje na zjisténi molekularni pficiny,
vetSinou genetické mutace, ktera vede k rozvoji klinicky popsaného
syndromu / fenotypu. Tento obor se zacal uplatiovat zejména diky snaze
lépe porozumét vzacnym dédicnym onemocnénim (VO;
“rare/orphan/Mendelian diseases”), jejich dédic¢nosti, vyskytu, v€etné jejich
primarni, sekundarni a terciarni prevence. Prozatim je popsano okolo 6000
takovychto onemocnéni (www.omim.org; www.orpha.net). Pro ziskani
nazvu daného ,VO* staci, aby byl popsan jeden pacient v celosvétovém

méritku.

V uz8im slova smyslu jde o onemocnéni s definovanym fenotypem, které
nespada pod zadny dobfe definovany syndrom, a celosvétové tak existuje
pouze nékolik rodin ¢i jedinct s genetickou zménou v daném genu /
genech. Ve snaze urcit tuto genetickou zménu u pacienta s VO je dulezita
celosvétova spoluprace a (anonymni) sdileni fenotypovych a
genotypovych dat pacientd, s cilem najit shodny fenotyp s
diagnostikovanym pacientem (www.matchmakerexchange.org). DalSim
pfistupem je celogenomoveé Ci celoexomové testovani pacientovy DNA a
identifikace patogenni &i pravdépodobné patogenni varianty u daného
pacienta. Patogenicita téchto variant musi byt nalezité zhodnocena, musi
pfitom byt bran v potaz klinicky projev pacienta, srovnani s fenotypem
jinych pacientt s patogenni variantou (dale mutaci) v identifikovaném genu
¢i v genu patficim do stejné genové rodiny, dale aberantni proteinové
interakce, které by mohly vést k danému klinickému projevu. Téz je nutné
zhodnotit populacni vyskyt dané varianty, jeji typ, identifikovat pfisluSnou
postizenou proteinovou doménu, pfipadnou chemickou zménu dané

aminokyseliny a jeji evolu¢ni konzervovanost.

V ramci molekularni syndromologie je nezbytna uzka spoluprace
klinického genetika, ktery pacienta zna a mnohdy ma moznost sledovat
jeho Kklinicky vyvoj v pribéhu nékolik let, a dale molekularniho genetika,

ktery zhodnocenim patogenicity detekovanych variant muze predlozit
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klinickému genetikovi ke zvazeni nékolik genetickych variant, které by
mohly byt kauzalni spolu s pfedpokladanym fenotypovym projevem
onemocneéni, a to podle aktualnich informaci v mezinarodnich genetickych
databazich &i na zakladé publikovanych vyzkumdu. Klinicky genetik pak pfi
porovnani s projevy pozorovanymi u pacienta muUze nékteré genetické
variany vyloucCit Ci naopak potvrdit pravdépodobnou dvojici genotyp-

fenotyp.

Intelektova nedostatecnost

Intelektovou nedostatecnosti (,intellectual disability — ID; dfive také
mentalni retardaci — MR) je celosvétové postizeno okolo 1% déti (Maulik
et al., 2011), chlapci jsou postizeni o 30% Ccastéji nez divky (McLaren a
Bryson, 1987). ID se rozumi snizena intelektualni schopnost jedince v
porovnani s béznou populaci. Inteligence se vyjadfuje pomoci
inteligenéniho kvocientu - 1Q. Dle zavaznosti postiZzeni IQ se ID historicky
rozdéluje na lehkou MR (LMR) s 1Q: 50-70, stfedné téZzkou MR (SMR) s 1Q:
35-50 a téZkou MR (TMR) s 1Q: 20-35. Pfi€iny ID mohou byt genetické i
negenetické povahy. Negenetickymi pfi¢inami mohou byt komplikace pfi
porodu &i virové infekce a vystaveni se teratogenim v téhotenstvi.
Genetické pficiny ID zahrnuji chromozémové aneuploidie slucitelné se
zivotem (napf. Down syndrom (MIM#190685), Edwards syndrom
(MIM#300484), Patau syndrom (MIM# - ) nebo mikrodele¢ni a
mikroduplikacni syndromy zahrnujici celou skupinu genu v oblasti delece
¢i  duplikace (napf. Wiliams-Beuren- (MIM#194050), Di-George-
(MIM#188400), Prader-Willi- (MIM#176270) / Angelman syndrom
(MIM#105830)), kde vétSinou jeden gen byva zodpovédny za vznik ID.
Castymi genetickymi pfiginami ID jsou téZ genové mutace rozdélujici se
dle mechanismu zpusobujiciho onemocnéni na autozomalné dominantni
(AD), objevujici se u pacienta vétSinou de novo, autozomalné recesivni
(AR), které jsou Casto spojeny s metabolickymi poruchami, a dale pak
zejména u chlapcli X-vazana MR (XLMR), tedy mutace na X chromozému,
ktery je dédén od matky- prenasecCky, ktera byva nepostizena nebo ma
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pouze mirné snizeny 1Q. Mezi XLMR patfi vedle mutaci v mnoha genech i
nejcastéjsi typ ID - nadpocetné trinukleotidové expanze v genech
FMR1/FMR2 u syndromu fragilniho chromozému X (MIM#300624 /
MIM#300806). Mutace XLMR se mnohdy tak pfenasi po nékolik generaci,
nez mohou byt identifikovany. V Evropé a USA jsou vétSinou pfi¢inou geny
zodpovédné za AD (vétSinou de novo mutace u starSich otcu) a XL formy
ID, zatimco v zemich s vysokou konsanguinitou jsou to geny zodpovédné
za AR formy ID. Ve vétsiné pfipadl se geneticky podminéna ID projevuje

jiz béhem prvnich let zivota.

ID se muze objevovat sama o sobé, jako jediny (izolovany) klinicky pfiznak
u pacienta, ¢i jako syndromova ID v ramci samostatného syndromu, spolu
s vnéjSimi fenotypovymi pfiznaky, které ve vétSiné pfipadd zahrnuiji
dysmorfni rysy v obliCejovém fenotypu pacienta, v€etné pfitomnosti dalSich
organovych vad, neurologickych ¢i metabolickych poruch. Nej¢astéjSimi

syndromy s ID jsou Down syndrom a syndrom fragilniho X chromozdmu.

Tato dizertacni prace se zaméruje na VO u pacienti se syndromovou ID
Jjako napr. Kabuki syndrom. Dale ukaze vyuZziti molekularni syndromologie
pri identifikaci kauzalni genetické zmény u pacientu, kteri nékteré jiz
popsané VO pripominaji, ale po genetické analyze k nému nemohou byt
prifazeni, a tak postiZzenym rodinam nemuzZe byt poskytnuta konkrétni
diagndza, navrh lékarskeho managementu daného onemocnéni, a ani

nabidnuta preimplantacni ¢i prenatalni diagnostika.

Geny spojené s intelektovou nedostatec¢nosti

K dnesSnimu dni bylo popsano vice nez 600 genu spojenych s ID, pfi¢emz
dalSi zhruba stejné mnozstvi genld je povazovano za pravdépodobné
asociované (Martinez et al., 2017), pficemz jejich kauzalita jeSté ceka na
potvrzeni. Predpoklada se, Zze mnoho genlt jesSté nebylo vlbec
identifikovano. Musante a Ropers (2014) publikovali pfedpoklad, ze
existuje vice nez 2500 genu spojenych s autosomalnimi ID geny, kdy v
Evropé by 13-24% z nich mélo byt pfenaseno AR zpusobem. Casto byvaiji
ve spojeni s ID nové identifikovany geny pluvodné spojené s jinym typem
onemocnéni, jako napfiklad s nadorovymi onemocnénimi. Nejvétsi
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rozmach v objevovani novych kauzalnich gent nastal poslednich zhruba
8-10 let v souvislosti s pouzivanim metody aCGH a obzvlasté pak se
zavedenim resekvenovani lidského genomu metodami sekvenovani nové
generace (NGS; nebo také masivné paralelniho sekvenovani — MPS), {j.
pfiblizné od roku 2010.

Proteiny kédované geny pro ID se vétSinou ucCastni prenatalniho vyvoje
centralni nervové soustavy (CNS), stavby neuronu, nebo jsou dulezité pro
spravnou funkci nervového spojeni. Mnohé AR dédéné ID geny koduiji
enzymy, které jsou dulezité pro syntézu Ci degradaci proteint, a mutace
v téchto genech tak zpulsobuji akumulaci jinak nedegradovatelného

produktu v neuronech (a i jinych bunkach).

Kabuki syndrom

Kabuki syndrom (KS) byl poprvé popsan autory Kuroki a Niikawa v roce
1981, patfi mezi syndromové asociovanou ID. Jedna se o syndrom
mnohocetnych malformaci objevujicich se u kazdého pacienta v rizné
kombinaci v zavislosti na véku a zavaznosti onemocnéni. KS ma
dominantni dédi¢nost, vétSinou se sporadickym vyskytem (v dUsledku de
novo mutaci). Je popsano pouze cca. 20 familialnich pfipadl, kde pfenos
z generace na generaci byl umoznén predevsim diky variabilni expresivité,
ktera je pro toto onemocnéni typicka. Prevalence syndromu je odhadovana
1/32 000 v Japonsku a 1/86 000 v Australii a na Novém Zélandé. Data z

jinych populaci dosud nejsou k dispozici.

Kabuki make-up syndrom je pojmenovan podle obli¢ejového fenotypu
pfipominajiciho tvar ,make-upu®, tj. namaskovani, pouzivaného v tradi¢nim
japonském divadle ,Kabuki®. Oblicejovy fenotyp zahrnuje vysoko
pasazené klenuté oboci (nékdy s profidlou lateralni &asti), evertovanou
lateralni tfetinu spodniho viCka, dlouhé ocni stérbiny, velké dysplastické
usi, Siroky kofen nosu, kratkou columelu, ploché filtrum, abnormailni chrup,
uzky horni ret a pfilezitostné modré skléry, ptozu, strabismus nebo
kolobom duhovky. Mezi dalSi typické projevy tohoto onemocnéni patfi
vyvojové opozdéni, problémy s vyzZivou v kojeneckém véku, maly vzrist,
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mikrocefalie, hypotonie, vrozené vyvojové vady srdce a ledvin,
dysplastické kyc€le a kloubni laxicita, persistujici fetalni polstarky na
prstech, brachydaktylie a/nebo klinodaktylie, hypoplastické prsty nebo
nehty.

Molekularni priéiny Kabuki syndromu

V roce 2010 objevil Ng et al. pomoci exomového sekvenovani KMT2D
(lyzin/K/ specificka metyl transferaza 2D) (MIM#602113) jako kauzalni gen
pro rozvoj Kabuki syndromu 1 (MIM#147920). Tento gen byl pivodné
spojovan s folikularnim lymfomem, kde byl mutovan az u 82% pfipadul jako
~driver mutace“ spolu s mutacemi v genech EZH2 a CREBBP. Puvodni
nazev genu byl proto MLL2 (Myeloid/Lymphoid Leukemia 2). Gen KMT2D
se nachazi v chromozdmoveé oblasti 12q13.12, je to dlouhy gen o velikosti
36.350 kbp, obsahuje 54 exonld s ORF (Open Reading Frame — otevieny
Cteci ramec) o délce 16.614 bp a tvofi enzym o velikosti 5.537 aminokyselin
(AA). Mutace v tomto genu jsou detekovany u 44-76% pacientd s KS
(Makrythanasis et al., 2013, Ng et al., 2010, Paulussen et al., 2011, Banka
et al., 2012, Micale et al., 2011, Miyake et al., 2013, Courcet et al., 2013,
Bogershausen et al., 2013, Micale et al., 2014, Li et al., 2011, Banka et al.,
2013). Typy mutaci v tomto genu zahrnuji bodové mutace (napf. typu
missense — zpusobujici zaménu aminokyseliny, stop — nonsense i
sestfihové), ,indel“ zpusobujici posun &teciho ramce a zavedeni stop
kodonu, delece celého genu nebo nékolika exonl, duplikace exonl a
mozaikové formy vSech téchto typlu mutaci (Banka et al., 2012). Doposud
bylo popsano okolo 300 rdznych mutaci v ramci celého genu, a to Castéji
na 3’konci, ktery kdéduje terminalni SET doménu proteinu, ktera je
zodpovédna za metyltransferazovou funkci tohoto proteinu. VétSina mutaci
je jedinec¢na, velice malo je rekurentnich, nejCastéjSi mutace
p.Tyr2199llefs*65 v exonu 31 byla celosvétové popsana u 7 pacientd.
VétSina mutaci zkracuje celkovou délku tohoto proteinu. VétSina missense

mutaci se nachazi v exonu 48 (Bogershausen et al., 2013).

V roce 2012 Lederer et al. asociovali gen KDM6A (lysine /K/ demetylaza
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6A) (MIM#300128) s diagnézou KS, kdyz zkoumali geny interagujici s
KMT2D. Tento gen lezi v oblasti Xp11.3 a unika X-inaktivaci. Velikost genu
je 239.426 kb, ORF o velikosti 4.206 bp je sestaven z 29 exonl. Kédovany
enzym je 1.401 AA dlouhy. Mutace v tomto genu se nachazeji u 1-6% KS
pacientu a jsou prfi¢inou Kabuki syndromu 2 (MIM#300867) (Lederer et
al.,, 2014, Miyake et al.,, 2013, Banka et al.,, 2015). Popsané mutace
zahrnuji delece celého genu (v ramci CNV zahrnujici vice genl) nebo i
nékolika exonu (Lederer et al.,, 2012). Dale jsou nalézany mutace typu
missense, nonsense, splice a indel (Miyake et al., 2013, Micale et al.,
2013).

Funkce KMT2D a KDMG6A proteinu

Geny KMT2D a KDMG6A koduji enzymy, které epigeneticky modifikuji
histony navazané na regulacnich oblastech regulovanych (,downstream®)
genu, a tak pozitivné ovliviiuji zahajeni jejich transkripce. KMT2D metyluje
4. lysin od N-konce histonu H3 oktamerového jadra, coz predstavuje
aktivacni epigenetickou modifikaci. KDM6A demetyluje di-/tri-metylovany
27. lysin histonu H3, coz je téz prokazana aktivacni epigeneticka
modifikace. Oba geny jsou soucasti aktivacniho multiproteinového
ASCOM komplexu (tzv. KMT2D-komplexu). Inaktivni (tj. reprimovany)
chromatin regulovanych genu je navazan na Polycomb repressor complex
2 (PRC2), jehoz hlavhim komponentem je EZH2 protein, a ten udrzuje
H3K27 trimetylovany. Chromatin se zméni v aktivni po navazani ASCOM
komplexu, ktery odstrani represivni metylové znacnky z H3K27 a vlozi
aktivacni metylovou znacku na H3K4, umozni navazani RNA polymerazy,
a tim pocatek transkripce (Bogershausen 2013). KMT2D gen patfi do
genoveé rodiny Trithoraxové skupiny genu, které jsou obzvlasté dllezité pfi
aktivaci HOX genu v pribéhu vyvoje embrya. Z funkce proteinid KMT2D a
KDM6A Ize pak odvodit celkovy negativni multisystémovy efekt
aberantniho proteinu nebo jeho haploinsuficienci na vyvoj plodu vyustujici

v ID, zde s fenotypem Kabuki syndrom.
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Diferencialni diagnostika Kabuki syndromu a dalSi geny
studované v souvislosti s Kabuki syndromem

Vzhledem k tomu, Ze u 24-57% pacientld s KS nebyla odhalena molekularni
pfiCina tohoto onemocnéni, byly v souvislosti s rozvojem tohoto
onemocnéni zkoumany dalSi geny: geny ASCOM komplexu (ASC2,
ASH2L, RBBP5, WDRS5, DPY30, PTIP, SMAD1, CXXC1), KMT2A (dfive
MLL), KMT2D — asociované geny DKK1 (Li et al., 2011), HOXC6, ST100A4
a KMT2D vazebné geny - ERA, ERB. Dale gen MACROD2, ktery byl
pferuSen chromozomalni prestavbou u jednoho pacienta s KS (Maas et al.,
2007) a geny TRPM3, KLF9, SMC5, MAMDCZ2 deletované v oblasti 9921
u dalSiho pacienta s KS (Kuniba et al., 2009). Ani jeden z vySe uvedenych
genu nebyl alterovan oproti normé u pacientl s KS, a proto kauzalita u KS

nebyla potvrzena.

Z hlediska diferencialni diagnostiky byly u jednotlivych pacientd s KS
publikovany CHARGE syndrom (MIM#214800) (u pacienta s fenotypickou
dg. CHARGE syndromu byla nalezena mutace v genu KMT2D), Sotos
syndrom (MIM#117550) (u pacienta s fenotypem KS byla nalezena 1,87 kb
delece zahrnujici gen NSD), v€etné 977 kb delece v imprintované oblasti
19913, mozaika +12, delece v oblasti 2q37 a 1,27 Mb delece v oblasti
9921.11-g21.12 (Verhagen et al., 2014, Hannibal et al., 2011, Maas et al.,
2007, Cusco et al., 2008, Kuniba et al., 2009). U vétSiny deleci se vSak
fenotypové znaky danych syndromu prekryvaly s KS jen Caste¢né. U
CHARGE a Sotos syndromu lze pfedpokladat, ze Slo o ojedinélé nahodné
pfipady, jelikoz tyto syndromy jsou si obecné s KS velmi nepodobné, napf.
pro SotosUv syndrom je typicky velky vzrist a makrocefalie, zatimco pro
KS je typicky maly vzrdst a mikrocefalie. Zadny z vySe uvedenych
syndroml nemulzeme proto povazovat za jasnou diferencialni diagnézu
KS.

Variabilni expresivita a fenotypové “MLL2-skére”

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro KS je typicka variabilni expresivita a rizna

kombinace fenotypovych znaku u rozdilnych KS pacientt. Navic jsou urcité

znaky vice patrné v urcitém véku a naopak méné vyrazné v jiném vekovém

obdobi. Existuje téz predpoklad, ze KS je vSeobecné poddiagnostikovan a
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neni v€as zachycen spadovymi zdravotnickymi zafizenimi. Klinicka
diagnéza KS je tak velmi obtizna a ani nejzkusenéjsi klini¢ti genetici si
nemohou byt touto diagndzou jisti, dokud neni potvrzena na molekularni
arovni. Je tedy snahou zavést objektivni fenotypové zhodnoceni znaku tak,
aby mohla byt pravdépodobnost KS Skalovana a stanovena ,preselekce”
pacientl pro analyzu kauzalnich gend. Az do zavedeni NGS do vyzkumu
a diagnostiky KS byla takovato sekvenacni analyza DNA dle Sangera
nakladna, ¢asové i financné naro€na z ddvodu dlouhého &teciho ramce

studovanych genu, a tak preselekce pacientt by byla vyhodou.

Makrythanasis et al. publikovali v roce 2013 vyuziti fenotypového “MLL2-
skore” k objektivizaci klinického fenotypu KS. V ramci této dizertani prace
jsme se rozhodli testovat vyuziti tohoto fenotypového skoére pro nase
pacienty a jeho pfipadné zavedeni do diagnostického algoritmu. ,MLL2-
skore” nabyva hodnot 0 — 10. Toto fenotypové skoére se vyznacuje tim, ze
kazdy znak pfispiva k finalnimu fenotypovému skoére pacienta jinak velkou
hodnotou, napf. vyvojové vady srdce a ledvin maji vysokou hodnotu,
zatimco vady koncetin naopak nizkou hodnotu. Nékteré typické KS znaky,
které vSak nejsou specifické pouze pro KS, nejsou zapoditavany vibec,
jako napf. hypotonie. Zplisob vypoctu fenotypového skére u nasich

pacientd je uveden v kapitole Material a Metody.

Vybrana vzacna onemocnéni s intelektovou
nedostatecnosti

Vzacna onemocnéni zpisobena mutacemi v genu HUWE1

Gen HUWE1 (MIM#300697) (HECT, UBA a WWE domain containing
protein 1) se nachazi v chromozomové oblasti Xp11.22 a je spjat s
rozvojem X-vazané ID ,Turnerovského“ typu. Tento gen koduje E3
ubiquitin ligazu a tak reguluje stabilitu mnoha proteind, coz je nezbytné pro
mnoho fyziologickych procest. HUWE1 ubiquitinuje a tim reguluje
napfiklad histony H1, H2A, H2B, H3 a H4 a také antiapoptoticky protein -
Mc11. HUWE1 se také vaze k proteinu p53. SniZzeni hladiny proteinu
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HUWE1 tedy E3 ubiquitin ligazy (napf. v dlisledku mutaci) vede
k akumulaci p53 a Mc11 (Friez et al., 2016). HUWE 1 tak reguluje apoptdzu,
ktera je ddlezitym procesem pfi vyvoji embrya. Pivodné byl tento gen
spojen s intelektovou nedostateCnosti (Froyen et al., 2008). Diky zavedeni
celoexomového NGS a pfistupu trio analyzy (ij. analyza pacienta a jeho
rodi€u) pak bylo od roku 2015 publikovano nékolik pacientd se syndromové
asociovanou |ID a kauzalnimi mutacemi v tomto genu (Zhu et al., 2015,
Taylor et al., 2015, Friez et al., 2016, Miller et al., 2017). VSechny dosud
popsané mutace jsou charakteru missense nachazejici se v doméné
HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus) nebo v doménach
s neznamou funkci (DUF — domain of unknown function), které se vSak
nachazi i u jinych vysoce konzervovanych ubiquitin ligaz (DUF913) €&i u
jinych DNA-vazebnych protein0 (DUF4414). Prokazalo se, ze téz
Juberglv-Marsidiho (Juberg a Marsidi et al., 1980) a Brookstv syndrom
(Brooks et al., 1994) jsou stejna genetickd onemocnéni patfici k této
skupiné ,XLMR* spojené s mutacemi v genu HUWET1 (Friez et al., 2016).
Fenotypové se onemocnéni s mutacemi v genu HUWE1 projevuji rizné,
|lze pozorovat vysoky stupen variabilni expresivity, ale i spolec¢né klinické
charakteristiky: ID a rlstovou retardaci. Néktefi pacienti jsou popisovani
bez dysmorfnich zmén, jini naopak maji mikrocefalii nebo makrocefalii.
Casto se mezi pacienty objevuji kraniosynostoézy, trojihelnikovy tvar hlavy,
vysoké Celo, vyrazné obodi, dolu smérujici oCni stérbiny, nizko polozené
usi, poruchy sluchu, uzky horni ret nebo rozstép patra. Rozdilné mutace
vdoméné HECT maji za nasledek u jednoho pacienta hyperflexibilni
klouby (Gly4310Arg) a u druhého naopak omezenou hybnost kloubU
(Arg4063GiIn) (Friez et al., 2016).

Vzacna onemocnéni zpisobena mutacemi v genu EFTUD1

V roce 2006 popsal Guion-Almeida et al. U &tyf pacientu sporadicky

syndrom kombinujici mandibulofacialni dysostézu (MFD), mikrocefalii,

rastové a vyvojové opozdéni, rozStép patra a anomalie vnéjSiho ucha

(MIM#610536). Lines et al. v roce 2012 popsali dalSich 12 pacientu a

nazvali tento syndrom jako MFDM - manidibulofacialni dysost6éza s
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mikrocefalii a k fenotypovym rysum pfidali je§té mikrognacii a hypoplazii
stfedni Casti obliCeje. U nékterych pacientd byly pozorovany vrozené
srde¢ni vady, opozdéna myelinizace na MRI (magnetic resonance
imaging), pfevodni ztrata sluchu a rozstép patra. Lines et al., 2012 pouZili
exomovou NGS k urCeni kauzalniho genu a identifikovali gen EFTUDZ2
(Elongation Factor Tu GTP-binding Domain-containing 2) (MIM#603892)
jakozto kauzalni pro rozvoj syndromu MFDM. Gen EFTUDZ2 koéduje
splisozomalni GTPazu specifickou pro U5-snRNP majoritniho splisozém,
s dulezitymi protein-protein a protein-GTP vazebnymi doménami.
Kodovany protein je klicovy pro stabilitu a sestfih pre-mRNA a je prvnim
proteinem majoritniho splisozému spojeného s ID. U pacientd s MFDM byly
v genu EFTUDZ2 nalezeny heterozygotni mutace (napf. typu SNP ¢i indel),
delece nékolika exonu, €i mikrodele¢ni syndrom zahrnujici nékolik gend.
Doposud bylo s timto syndromem popsano pres 100 pacientd a okolo 80
raznych mutaci v genu EFTUD2 (43% sestfihovych, 38% protein
zkracujicich, 18% typu missense), véetné 7 riznych mikrodeleci. Vétsina
(75%) mutaci vzniklo de novo, 18% bylo AD zdédéno od rodicl a u zbylych
je dédi¢nost neznama (Huang et al., 2016). K vyctu fenotypovych projevu
pfibyly: abnormality palce, poruchy dentice, anomalie ledvin, atrofie bilé

hmoty, skoli6za a strabismus.

Vzacna onemocnéni zpisobena mutacemi v genu GRIN1

Gen GRIN1 (Glutamate Receptor, lonotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 1)
(MIM#138249) kéduje podjednotku 1 glutamatového receptoru (kalciového
kanalu) aktivovaného agonistou N-methyl-D-aspartatem. Tento receptor je
dalezity pro funkci nervovych synapsi. mRNA je ubikvitérné exprimovana v mozku,
nejvice vSak v hipokampu, mozecku a mozkové kife. Hamdan et al., 2011
popsali de novo heterozygotni missense mutace v genu GRIN7 u dvou paciantl s
AD neurovyvojovym onemocnénim s nebo bez hyperkinetickych pohybl a
zachvatd. Gen byl nalezen pfi sekvenaci 197 genu kodujicich glutamatové
receptory u 95 pacientd s nesyndromovou ID a onemocnéni bylo oznaceno jako
Mentalni retardace, autozomalné dominantni 8 (MIM#614254). Obé missense
mutace mély za nasledek snizenou funkci glutamatového kanalu. Ohba et al.,
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2015 posléze identifikovali dalSi 4 pacienty a Zhu et al., 2015 jednoho pacienta s
s podobnym fenotypem a heterozygotni missense mutaci v genu GRINT pomoci
exomového NGS sekvenovani. Lemke et al., 2016 popsali dalSich 14 pacientu
s heterozygotni mutaci, jejichz dusledkem byl nefunkéni kanal nebo kanal se
snizenym potencialem indukovanym agonistou. Dale v$ak identifikovali i dvé
nepfibuzné rodiny s missense, respektive stop mutaci homozygotniho charakteru,
kde heterozygotni nosiCi byli nepostizeni. Detekovani pacienti méli vyrazné
vyvojové opozdéni, zavaznou ID (spojenou s absenci feci) a svalovou hypotonii.
Rovnéz tak trpéli stereotypickymi pohyby, okulomotorickymi abnormalitami a

epilepsii, avSak dysmorfni rysy byly vétSinou mirné.

Wiedemann-Steiner syndrom (mutace v genu KMT2A)

Wiedeman et al. popsali v roce 1989 u jednoho pacienta syndrom s
abnormalnim obli¢ejovym fenotypem, malym vzrustem, psychomotorickou
retardaci a nadmérnym ochlupenim, obzvlasté pak v loketni obasti
(hypertrichosis cubiti). Druhy pfipad tohoto syndromu byl pak popsan
Steinerem et al. v roce 2000. Visser et al. provedli v roce 2002 revizi
literatury a identifikovali 26 dalSich pacientd s nadmérné ochlupenymi lokty
“Hairy elbow syndrome” (MIM#139600), kde 75% pacientl mélo pouze
nadmérné ochlupené lokty a maly vzrast, zatimco zbytek mél navic ID a

obli¢ejovou dysmorfii — tj. Wiedemann-Steiner syndrom (MIM#605130).

V roce 2012 pak byly celoexomovym sekvenovanim NGS stanovena
molekularni  pfiCina tohoto syndromu mutace v genu MLL
(myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia gene) (Jones et al., 2012),
ktery byl podobné jako MLL2 (KMT2D) gen plvodné pozorovan jako fuzni
gen v leukemickych bunkach. MLL gen je homologem trithorax genu u
Drosophila melanogaster. Dle své molekularni funkce byl MLL gen
pfejmenovan na KMT2A (lyzin/K/ specifickd metyl transferaza 2A;
NM_001197104.1) (MIM#159555). KMT2A lezi v oblasti 11923.3 a
podobné jako KMT2D pomoci své SET domény metyluje Ctvrty lyzinovy
zbytek histonu 3, ¢imz pozitivné reguluje transkripci cilovych gend, mezi

néz patfi téz HOX geny. Protein KMT2A je soucasti transkripéniho
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komplexu spolu s transkripénim faktorem TFIID a vaze se na promotorovou
oblast genu HOX9A (Nakamura et al., 2002).

Zmény v histonovych modifikacich pak zpUsobuji globalni zmény genové
exprese mnoha genu v prubéhu vyvoje embrya a vedou
k multisystémovym abnormalitam. VétSina pacientd ma naruseny vyvoj
mozku, ktery vede k vyvojovému opozdéni a/nebo ID. Tento syndrom je
velmi vzacny a je charakterizovany hypertrichosis cubiti a/nebo
hypertrich6zou zad a dolnich kon¢€etin, malym vzrustem, ID a vyraznymi
obli¢ejovymi znaky zahrnujicimi dlouhé fasy, husté oboci, dold smérfujici a
vertiikalné uzké ocni stérbiny, Siroky kofen nosu, Siroka a potlacena Spicka
nosu, uzky horni ret, klindaktylie malicku a hypotonie v ranném véku, u
nékterych pacientlu pak agresivni chovani a poruchy autistického spektra
(Miyake et al., 2014). VétSina mutaci v genu KMT2A ma charakter protein
zkracuijicich variant, nékteré mutace jsou typu missense jiné delece celych
exonU (Mendelsohn et al., 2014 a Miyake et al., 2014).

Pouzité metody

Metoda Sangerova DNA sekvenovani

DNA sekvenacni analyza dle Sangera (j. ,sekvenovani prvni generace®) je
nejcastéji pouzivanou technikou molekularnich laboratofi ke zjisténi pfesného
nukleotidového slozeni fragmentu DNA amplifikovaného metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR). Tato metoda byla vyvinuta v roce 1977
Sangerem et al. a od to doby byla Siroce pouzivana dalSi Ctvrtstoleti, nez
zaCalo dochazet k jejimu postupnému nahrazovani metodou NGS. Metoda
Sangerova sekvenovani je znama téz jako “metoda ukonceni fetézce”, jelikoz
vyuziva inkorporace fetézec-ukoncujicich dideoxynukleotidd (ddNTP), kterym
chybi 3'OH skupina k formovani dalSi fosfodiesterové vazby ke spojeni s
dals§im  nukleotidem. Klasické Sangerovo sekvenovani vyzaduje
jednoretézcovou templatovou DNA (ssDNA), DNA polymerazu, DNA primer,
klasické dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a modifikované ddNTP (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP). Prodluzovanim primeru dle ssDNA templatu se tvofi

inkorporaci dNTP (které jsou v nadbytku nad ddNTP) do fetézce DNA, které
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jsou pak v riznych pozicich zakoncovany vzdy komplementarnim ddNTP.
Kazdy se 4 druht ddNTP nese odliShou fluorescenéni znacku (dfive téz
radioaktivni znacku), ktera je pak detekovana pomoci kapilarni elektroforézy a
navaznych zobrazovacich metod. Retézce liSici se délkou vzdy o jeden
nukleotid tak prochazeji postupné za sebou detekci laserem a typ signalu je
zaznamenan a je mu pfifazen konkrétni nukleotid, ktery je pfitomen v dané
pozici. Na tomto principu dosud pracuji kapilarni sekvenatory DNA (napf.
LifeTechnologies — ThermoFisher (www.thermofisher.com/us/en/home/life-

science/sequencing/sanger-sequencing.html).

Metoda MLPA

MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification) je metoda multiplexové
PCR detekujici abnormalni pocet kopii u az 50 riznych DNA nebo RNA sekvenci.
Pro kazdou genomovou sekvenciDNA je designovan par sond, které jsou
umistény tésné vedle sebe a po hybridizaci na templatovou ssDNA jsou ligovany
pouze v pfipadé, Ze dana sekvence komplementarni k sondam je v testované
templatové DNA pfitomna. Na rozdil od klasické multiplexové PCR neni
amplifikovana cilova DNA, ale par ligovanych sond hybridizujicich k testované
DNA. PCR produkty jsou detekovany na kapilarni elektroforéze a porovnavany s
normalni kontrolou. Pokud jsou pfitomny testované sekvence na obou alelach,
relativni mnozstvi produktu (po normalizaci) odpovida kontrole. Pokud je cilova
sekvence pritomna pouze na jedné alele (heterozygotni delece), bude relativni
mnozstvi produktu polovi¢ni. Pokud cilova sekvence nebude pfitomna na zadné z
obou alel (monozygotni delece), nevznikne Zzadny PCR produkt. Obdobné je pak
vyhodnoceni duplikaci a triplikaci, atd. Kazda z dvojice sond v ramci jedné
multiplexové PCR nese ruzné dlouhou vyplaujici (,stuffer’) sekvenci DNA, ktera
umoznuje na kapilarni elektroforéze oddélit jednotlivé PCR produkty dle své

unikatni délky.

Metoda MLPA byla vyvinuta Schoutenem et al. v roce 2002. V soucasné dobé je
komeréné nabizeno vice nez 300 rlznych setl sond, vétSinou pro dané exony
jednoho genu, pfipadné na nékolik cilovych oblasti rdznych genu & genomovych

lokusu souvisejicich s uréitym onemocnénim. Tato metoda optimalné dopliuje
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Sangerovo sekvenovani, jelikoz mnoho monogennich chorob je zplsobeno jak
mutacemi (SNP ¢&i indel), tak delecemi (v mirnéjsi formé téz duplikacemi)
jednotlivych exonu danych kauzalnich genu. Tato motoda ma i podobné analytické
zaméreni jako aCGH (viz dale), ale umoznuje detekci i kratkych cilovych sekvenci,
které jsou pod rozliSovaci schopnosti aCGH. Na druhou stranu aCGH podava
hrubou informaci o celém genomu, zatimco MLPA je zacilena na konkrétni
,kandidatni“ gen &i skupinu genu. Existuje téZ varianta MLPA nazvana Reverse
Transcriptase MLPA (RT-MLPA) pro mRNA profilovani a Methylation-Specific
MLPA (MS-MLPA) slouzici jak ke kvantifikaci CNV, tak i k metylacnimu profilovani
pf. pro Prader-Willi/Angelmanuv syndrom. Jelikoz ,povinna“ ligace sond, pokud je
spravné zacilena, rozpozna i SNP, Ize tuto metodu pouzit i pro SNP ¢&i indel mutaci,
resp. mutaci typickou pro dané onemocnéni pf. p.Phe508del u cystickeé fibrozy
(MIM#219700). Z tohoto dlivodu je téZ mozné navrhnout vlastni diagnostickou

soupravu, dle pfislusné diagnostické Ci vyzkumné potreby.

Metoda aCGH

V roce 1992 Kallioniemi et al. publikovali metodu komparativhi genomové
hybridizace (CGH; Comparative Genomic Hybridization), ktera umoznovala
detekci deleci a duplikaci v celém genomu s rozliSovaci schopnosti okolo 5
Mb, tj. obdobné jako G-pruhovani. Principem této metody byla kompetitivni
hybridizace shodného mnozstvi normalni DNA znaCené jednim
fluorochromem a shodného mnozstvi testované DNA znacené jinym
fluorochromem k normalnim metafaznim chromozémum na mikroskopickém
sklicku. Hybridizované metafazni chromozémy pak byly digitalné nahrany
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a byl analyzovan fluorescenéni signal
obou fluorochromu podél jednotlivych chromozému. Pokud byla v nékterém
lokusu chromozému detekovana pfevaha jednoho fluorochromu, byla to

indikace delece, respektive duplikace.

V roce 1997 pak Solinas-Toldo et al. pfedstavili prvni verzi aCGH (array based
Comparative Genomic Hybridization — komparativni genomova hybridizace na
Cipu), kde misto k hybridizaci na metafazni chromozémy dochazi k hybridizaci

ke genomovym usekim vazanym na pevny substrat. Genomovymi sondami
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vazanymi na skli¢ko byly v prvnich verzich ¢ipd DNA BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) klonu a pozdéji az unikatni 60-merové sekvence cilené
syntetizovanych sond. Klasicka aCGH detekuje CNV v celém genomu s
rozliSenim zavisejicim na hustoté pokryti genomu jednotlivymi sondami, kterou
jsou nejCastéji okolo 100 kbp dlouhé. Dale byla vyvinuta metoda SNP aCGH,
ktera obsahuje 2 druhy sond a umoznuje jak detekci CNV, tak i oblasti s
absenci heterozygozity (AOH), které mohou indikovat onemocnéni s chybou
imprintingu (obzvlasté pak na chromozémech 6, 7, 11, 14 a 15) a nebo téz
pfibuzensky vztah rodi¢u, jehoz znalost je dulezita at’ uz z etickych ddvodu Ci

z duvodu moznosti rozvoje AR podminéného VO.

U kazdého jedince je zpravidla detekovano nékolik variant CNV, a proto je
dulezité zhodnotit jejich patogenicitu. Zpravidla se CNV klasifikuji jako benigni,
pravdépodobné benigni, s neznamym klinickym vyznamem, pravdépodobné
patogenni a patogenni. Ke zhodnoceni benigniho &i patogenniho charakteru
variant vyuzivame nékolik pfistupu:

1/ statut varianty u nepostizenych rodi¢u & naopak u rodi€l s urcitymi
fenotypovymi pfiznaky

2/ rozsah nalezené delece/duplikace

3/ umisténi Ci pfekryv s oblasti znamého mikrodeleéniho/mikroduplikacniho
syndromu

4/ genovy obsah dané aCGH aberace

5/ pfitomnost/nepfitomnost v mezinarodnich databazich populacnich
(benignich) variant

6/ pritomnost v mezinarodnich databazich patogennich variant

7/ predeSla detekce varianty u nami vysSetfenych pacientu (z “in house”
databaze)

8/ analyza publikaci v Medline (www.pubmed.com)

Mezi databaze populacnich variant patfi DGV (Database of Genomic Variants;
dgv.tcag.ca) zaloZzena a spravovana Hospital for Sick Children v Torontu
(MacDonald et al. 2014). DGV obsahuje okolo 550 tisic CNV a také inzerce.
Dalsi podobnou databazi je dbVar spravovana NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar), ktera obsahuje CNV, inzerce a inzerce mobilnich
elementl. Mezi databaze obsahujici publikované patogenni varianty pak patfi

i ECARUCA (European Cytogeneticists Association register of Unbalanced
30



Chromosome  Aberrations; umcecaruca01.extern.umcn.nl:8080/ecaruca),
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
Using Ensembl Resurces, decipher.sanger.ac.uk/) a ISCA (International
Standards from Cytogenomic Arrays, dbsearch.clinicalgenome.org/search/),
dnes zastitovana databazi ClinGen (Clinical Genome Resource;
www.clinicalgenome.org). Posledné zmifiovana databaze vsSak jiz neni

pravidelné aktualizovana.

Metoda NGS

Metoda NGS (Next Generation Sequencing — Sekvenovani Nové Generace
nebo také MPS Massive Parallel Sequencing - vysokokapacitni masivné
paralelni sekvenovani) vyuziva miniaturni platformy k simultani amplifikaci a
sekvenaci 1 milionu az 43 biliond sekvenci, kazdy o délce 50-400 bp (oboji v
zavislosti na platformé, pfistroji atd.) v ramci jednoho experimentu (tj. jednoho
béhu instrumentu). Miniaturni platforma byva nazyvana “flowcell” (“pritokova

[1P-4

komurka”) a 50-400 bp sekvence “read” (“Cteni”). NGS byla vyvinuta v letech
1994-1998 a komercné je pouzivana zhruba od roku 2005 a postupné
nahrazuje Sangerovo sekvenovani DNA. Firmy poskytujici chemikalie,
flowcelly a instrument pro NGS vyuzivaji riznych sekvenacnich a detek&nich
principu (napf. www.illumina.com). Prvnim vyuzivanym pfistupem bylo
pyrosekvenovani firmy Roche na pfistroji ,454% ktera vyuzivala detekce
zablesku pfi uvolnéni pyrofosfatu po pfidani spravného komplementarniho
dNTP (www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-sequencing-
practical-course/what-next-generation-dna-sequencing/454-seque). Vyhodou
tohoto typu sekvenovani NGS bylo ¢teni dlouhych sekvenci, nevyhodou
Casové naro¢na priprava knihovny (ij. souboru sekvenci DNA vhodné délky a
cilové sekvence genomu pfipravena pro sekvenaci na NGS analyzatoru)

pomoci emulzni PCR.

DalSim pfistupem, a to dnes nejCastéji pouzivanym, je sekvenace pomoci
syntézy, kdy je DNA amplifikovana v mnoha bodech (klastrech) na pevném
substratu (flowcell) tzv. “bridge” amplifikaci, kdy je fetézec selkvenované DNA

je syntetizovan rozdilné znacenymi dNTP a v kazdém cyklu sniman. Snimany
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signal je pfeveden na informace o konkrétnim nukleotidu readu (klastru) v
dané pozici. Jednotlivé osekvenované sekvence jsou pak bioinformaticky
pfifazeny ke znamé sekvenci analyzovaného organismu, v klinické genetice
tedy kreferentni lidské DNA (jedna se o smés nékolika jedinca). U
sekvenovani pacientskych vzorku jde tak tedy o tzv. resekvenovani genomové
DNA. Ziskané sekvence jsou porovnavany s referenéni sekvenci a vSechny
homozygotni (objevujici se ve 100% Ccteni) i heterozygotni (objevujici se ve
50% Cteni) varianty jsou informaticky ozna¢eny. Pomoci NGS je mozné odhalit
i mozaikové formy danych variant. Mutace detekované NGS jsou vétSinou
ovérovany Sangerovym sekvenovanim DNA pro pfipad, Zze by se jednalo o
sekvenacni artefakt. Pokud je hloubka pokryti (tj. poCet Cteni pfifazenych
k dané referencni sekvenci) dostatecna (napf. 100x), od ovéfeni Sangerovym

sekvenovanim se jiz ustupuje.

Dle mnozstvi a typu cilovych sekvenci rozdélujeme NGS na panelové,
celoexomoveé a celogenomové. V diagnostice se nejCastéji pouziva panelové
sekvenovani, kde je cilen pouze jeden gen, vétSinou vSak vice genu
souvisejicich s urCitou skupinou onemocnéni, tj. napf. nadorovy panel,
kardiomyopaticky panel, panel pro intelektovou nedostateCnost. Mezi
panelovou NGS patfi téz sekvenovani klinického exomu (CES — clinical exome
sequencing), které cili na geny, u kterych bylo prokazano spojeni s VO nebo
u kterych se predpoklada, ze néjaké spojeni s VO mohou mit. V podstaté by
se dalo fici, Ze jde o geny pfitomné v databazi OMIM.org, o geny, u kterych se
predpoklada, ze zpusobuji mendelovsky dédiéné VO, CES byva tak nazyvan
téz ,Mendeliomem®. V zavislosti na vyrobci pak pokryva exonové oblasti a
exon-intronova rozhrani ve mnozstvi cca. 4000-6000 genl. Celoexomové
sekvenovani (WES — Whole Exome Sequencing) ziskava sekvence vsSech
exonud vdech gend jaderného genomu. Uspésnost tohoto sekvenovani viak
neni 100 %, jelikoz nékteré na CG dinukleotidy bohaté sekvence (napf.
promotorové €i prvnich exonl genu) &i repetitivni sekvence je obtizné pokryt
vzhledem k nespecificnosti i Spatné pfistupnosti hybridizacnich ¢ PCR
metodiky. Tento problém pak feSi celogenomova NGS (WGS - Whole
Genome Sequencing), pfi které se nevyvazuji sondami jen urcité sekvence,
ale cela testovana DNA je rovhomérné sekvenovana. Pokryti celého genomu

je tak rovnomérnéjsi nez pokryti napf. u WES ¢&i CES.
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NGS (CES, WES, WGS) ptivodné umoznovala celegenomovy screening SNP
a indel az do cca 30 bp a optimalné doplfiovala aCGH. V souasné dobé nové
bioinformatické pfistupy umoznuji téZ analyzu CNV obzvlasté u malych dobie
pokrytych sekvenci a u WGS. WGS (ktera je vSak nejdrazsi z hlediska pouzité
sekvenacni chemie) umoznuje pomoci vyvijenych bioinformatickych postupl
detekovat rovnéz chromozomové prestavby typu translokace, inverze a

inzerce, kde mezi indikatory patfi zakoncCeni ¢tenych sekvenci ve stejné pozici.

Data ziskana pomoci NGS hodnotime jednak z kvalitativniho hlediska,
abychom byli schopni zhodnotit vérohodnost experimentu a ziskanych variant,
pravdépodobnost, s jakou je varianta opravdu pfitomna a jaka je moznost
nezachyceni varianty. Hodnotime tak datovy objem urcitého sekvenacniho
béhu (,run“) v porovnani s bé&znym objemem (typicky pro panel, pocet
sekvenacnich cykll a sekvenacni platformu), hloubku pokryti, primérnou
hloubku pokryti, kolik % cilové sekvence bylo pokryto pozZadovanou Ci
minimalni hloubkou pokryti. Parametr Q30 pak hodnoti pravdépodobnost, s
jakou byl dany nukleotid spravné pfifrazen na urcité dané misto v sekvenci.
Hodnotime téz primérnou délku readl vypovidajici o kvalité pripravy knihovny
a tzv. “passing filter” (PF - % klastri/readl, které byl program po snimani
kamerou s jistotou schopen vyhodnaotit), ktery vypovida o vhodnosti molarity

analyzované knihovny (White SJ et al., 2017).

NejdulezitéjSi je v8ak hodnoceni ziskanych variant a vyhodnoceni jejich
patogenicity. Podobné jako u CNV i zde je jiz viceméné celosvétové uznavany
koncensus o hodnoceni variant do 5 kategorii — “classes”. Class 1 varianty
jsou benigni, class 2 pravdépodobné benigni, class 3 varianty nejasného
vyznamu (VUS — Variant of Unknown Significance), class 4 pravdépodobné

patogenni a class 5 patogenni (Richards et al., 2015).

Kazda laboratof si vSak vétSinou definuje kritéria pro nalezitost ke kazdé
skupiné jinak. PFfi hodnoceni patogenicity je nutné vyuZzit Sirokého spektra
informaci, mezi které patfi:

1/ populaéni frekvence variant ve zdravé populaci — MAF (Minor Allele
Frequency), ktera se liSi dle databaze: db SNP
(www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/), 1000Genomes

(www.internationalgenome.org), EVS (Exome Variant Server-
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evs.gs.washington.edu/EVS), EXAC (http://gnomad.broadinstitute.org/ a

http://exac.broadinstitute.org/). EVS ma nejvice pokrytych chromozémua a
rozdéluje frekvenci dle plvodu populace. Nejvétsi vyhodou byvaji “in-house”
databaze, které sbiraji data jiz analyzovana v dané laboratofi ¢i konzorciu
laboratofi a jsou ziskana na populaci s nejbliz§im evoluénim plivodem,;

2/ povaha varianty (napf. zaménova - missense, sestfihova - splice site,
terminacni - protein truncating);

3/ typ dédicnosti znamy pro dany gen a onemocnéni pacienta (AD, AR, XL,
imprinting, mitochondrialni dédi¢nost);

4/ segregace alely s onemocnénim, pfitomnost varianty u zdravych nebo
naopak postizenych rodicu &i geneticky pfibuznych osob;

5/ evolu¢ni konzervovanost domény a nukleotidu u missense mutaci;

6/ ,chemicka zavaznost“ zmény aminokyseliny (AA) u missense mutaci

7/ predikéni  softwary u substituci  AA napr. Polyphen-2
(genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (sift.bii.a-star.edu.sg), Provean
(provean.jcvi.org/index.php), Align GVGD (agvgd.iarc.fr),  Mutalyser
(mutalyzer.nl), Mutation Taster (www.mutationtaster.org), @ MutPred2
(mutpred.mutdb.org), PMUT (mmb.pcb.ub.es/PMut/) a PANTHER
(www.pantherdb.org/tools/)

8/ predikéni softwary sestfihovych donorovych a akceptorovych mist napf.
Human Splicing Finder v3.1(HSF) (www.umd.be/HSF3/), Fruit Fly Splice
predictor (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), ESEfinder (Exone Splicing

Enhancers finder - rulai.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home), MaxEntScan
(genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) nebo

GeneSplicer (ccb.jhu.edu/software/genesplicer/). Pozn: mnozstvi a kvalita
tohoto software se neustale vyviji a je aktualizovan (github.com/nmdp-
bioinformatics/ngs);

9/ pfitomnost/nepfitomnost dané varianty v muta¢nich databazich napf.
ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/NCBI), ClinVitae

(http://clinvitae.invitae.com), LOVD (Leiden gene specific mutation database;
www.lovd.nl/3.0/home), HDMD (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) a HGMD
Professional, placena nicméné dobfe reflektujici nové publikace
(portal.biobase-international.com/cgi-

bin/portal/login.cgi?redirect_url=/hgmd/pro/ start.php?), pro nadorové
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germinalni ¢i somatické varianty pak COSMIC
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

10/ nové publikace v Medline (PubMed - NCBI);

11/ v pfipadé nulové populaéni frekvence a nepfitomnosti v mutacnich
databazich srovnani typu mutace a typu dédiCnosti se znamymi kauzalnimi
mutacemi v dané proteinové doméné (www.uniprot.org/);

12/ pfedpokladany vliv varianty na funkci kddovaného proteinu (snizeni

funkce Ci ztrata celého nebo polovicéniho mnoZstvi proteinu
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Cile prace

Prace se zaméfuje na molekularni syndromologii u pacientl s intelektovou
nedostateCnosti a Siroké spektrum vzacnych onemocnéni, které tato skupina
zastfeSuje. Tato prace prezentuje zjiStovani molekularni pfiCiny onemocnéni u
pacientd s ID se specidlnim zaméFenim na pacienty s Kabuki syndromem a s
Kabuki-like fenotypem a dale ID syndromy spojené s histonovymi

metyltransferazami a demetylazami, glutamatovymi receptory a dalsi.

Mezi diléi cile této dizerta€ni prace patri:

Cil 1: Cilené testovani mutaci v genech KMT2D a KDM6A

Zavedeni molekularné genetického testovani Kabuki syndromu, tedy mutaci v
genech KMT2D a KDMG6A pomoci Sangerova sekvenovani a intragenovych
prestaveb v téchto genech pomoci metody MLPA, novéji pak pomoci panelového

NGS sekvenovani.

Potvrzeni diagnézy Kabuki syndromu na molekularni drovni u pacientl
syndromicky odpovidajicich fenotypu Kabuki syndromu a zjisténi dédicnosti
mutace, které by pak rodiné umoznily vhodny management onemocnéni a vhodné

reprodukéni moznosti u dalSich ¢lenu rodiny.

Zjisténi genotypového spektra mutaci v KMT2D a KDMG6A genech v Ceské

populaci.

Zhodnoceni korelace genotypu s fenotypem u pacientld s Kabuki a Kabuki-like

syndromy.

Zhodnoceni vyuziti fenotypového “MLL2-skore” publikovaného Makrythanasis a

kol. 2013 pro indikaci k molekularnimu testovani KMT2D genu.

Vyhodnoceni nejvhodnéjSiho testovaciho algoritmu u pacientd s Kabuki a Kabuki-

like syndromy.
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Cil 2: Zjisténi molekularni priciny vzacného onemocnéni u
pacientl s Kabuki-like fenotypem

Determinace molekularni pfi¢iny onemocnéni u pacientd s Kabuki-like syndromy,
u kterych nebyla nalezena kauzalni pfi¢ina onemocnéni ve znamych kauzalnich
genech (KMT2D a KDM6A) pomoci celogenomovych screeningovych metod jako
aCGH a exomova NGS.

Detekce genomovych lokusu, které by mohly byt zodpovédné za rozvoj Kabuki-
like fenotypu, a mohly by tak reprezentovat diferencialni diagnézu Kabuki

syndromu.

Cil 3: Vvyuziti vysSetreni klinického exomu pomoci NGS u
pacientu se syndromoveé asociovanou intelektovou
nedostatecnosti k detekci dalsich potencialné kauzalnich
enu

Zhodnoceni vyuziti metody NGS s panelem pro klinicky exom pfi identifikaci

molekularnich pficin u vzacnych onemocnéni s intelektovou nedostateCnosti.

Molekularni syndromologie u vzacnych onemocnéni s ID zplsobenych mutacemi
v genech kodujicich histonové metyltranferazy/demetylazy, glutamatové receptory
a dalsi proteiny zahrnuté ve vyvoji centralni nervové soustavy (CNS), v apoptéze,

v MRNA sestfihu.
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Material a Metody

Soubory pacientu

Pacienti s Kabuki a Kabuki-like fenotypem

Skupina 1

Pro Cil 1 této studie, tedy ve struCnosti k potvrzeni diagnozy Kabuki syndromu
(KS) na molekularni urovni, byl pouzit reprezentativni soubor 43 pacientu z
rdznych genetickych center v Ceské republice (Praha, Hradec Kralové, Usti nad
Labem, Brno, Ostrava), ktefi byli doporuceni k molekularnimu KS testovani na
nasem pracovisti v letech 2013-2017. Pacienti byli ve véku 1-24 let, primérny
veék 8 let, 23 chlapcu a 20 divek. VycCet pacientl je uveden v Tabulce 6 v sekci
Vysledky. VSichni pacienti prosli jednou nebo nékolika genetickymi konzultacemi
a dle klinického fenotypu byla jejich diagn6éza stanovena jako Kabuki syndrom
nebo byl tento syndrom zvazovan alespon jako jedna z nejpravdépodobnéjSich
diagndz. Néktefi pacienti méli tuto diagnézu nékolik let, ale v Ceské republice
(CR) nebylo dostupné molekularni testovani tohoto syndromu. U 41 pacientti byla
mutace v genech KMT2D a KDM6A zjistovana pomoci Sangerova DNA
sekvenovani v obou genech, pfiemz u dvou pacientu (KS42 a KS45) bylo
mutaéni testovani téchto dvou genl provedeno pomoci panelové NGS. Ke
Zjisténi spektra mutaci v genech KMT2D a KDM6A v CR byla do souboru pfidana
mutace v genu KMT2D nalezena pfi NGS (CES) plodu Zenského pohlavi se

srde¢ni vadou patrnou na ultrazvuku (KS39).
Skupina 2

Pro Cil 2, tedy ve stru¢nosti pro zjisténi molekularni pfi¢iny VO u pacientl s
Kabuki-like syndromem (KLS) sekvenénim testovanim metodou aCGH a NGS
(CES), byl pouzit soubor 18 pacientu (ze 43 pacientd ve skupiné 1), ktefi
prezentovali klinicky Kabuki syndrom, ale nebyla u nich prokazana mutace v
Zzadném z kauzalnich gend KMT2D a KDM6A (KMT2D-/KDMG6A-) a rodice
podepsali souhlas s NGS. V této souvislosti je nutno uvést, ze u 8 KMT2D-
/KDMG6A- KLS pacientl jsme souhlas k provedeni NGS neobdrzeli. V testované
skupiné 18 KMT2D-/KDMG6A- KLS pacientl bylo 8 chlapct a 10 divek ve véku 1-
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31 s prumérnym vékem 9 let. Pacienti z tohoto souboru jsou uvedeni v Tabulce 6

v sekci Vysledky a oznaceni symbolem “*”.
Pacienti se se syndromové asociovanou ID

Skupina 3

Pro Cil 3, tedy ve stru¢nosti pro zjisténi molekularni pfi¢iny onemocnéni u pacientu
se syndromové asociovanou ID pomoci CES a ovéfeni vyuziti NGS trio analyzy
panelem CES, byl vytvofen soubor 60 pacientl bez nalezu cilenym molekularné
genetickym testovanim kandidatnich gend a bez nalezu na aCGH. Rodice
pacientl byli zdravi a pacienti nebyli pfesnéji zarazeni k urcitému syndromu,
vykazovali dysmorfické obliCejové rysy, ID a pfipadné dalSi vrozené vady Ci
abnormality. Seznam vSech pacientl podrobenych CES testovani je shrnut v
Tabulce 12.

Metody

Sangerovo DNA sekvenovani

Pro urceni nukleotidové sekvence DNA v genech KMT2D a KDM6A u Skupiny 1
(pacienti s KS a KLS fenotypem) bylo pouZito Sangerovo DNA sekvenovani.
Primery pro Sangerovo sekvenovani genu KMT2D byly pouzity dle publikace Ng
et al., 2010. Ty z nich, které neposkytovaly dostateCné kvalitni sekvenacni
produkt, byly navrzeny v roce 2013 pomoci programu Primer-BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastHome).

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o dlouhy gen (36,35 Mb) s dlouhou kddujici
sekvenci (ORF 16,6 kb), bylo celkem vyuzito 23 PCR produkti o velikosti 568-
exonu 10 a cely exon 15. Celkem bylo tedy sekvenovano 25 PCR produktd pro
gen KMT2D u kazdého pacienta. Jako sekvenacéni primery byly pouzity PCR
primery pro 3’ a 5’ konce PCR produktu (F a R PCR a sekvenacni primery) a dale
sekvenacni primery umisténé uvnitif PCR produktl pro dosekvenovani celé délky
amplikonu (SF, SR, SF2 a SR2 sekvenacni primery). Seznam pouzitych primert

je uveden v Pfiloze 1.
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Primery pro Sangerovo sekvenovani genu KDMG6A byly opét navrZzeny pomoci
Primer-BLAST a byla k nim pfipojena univerzalni sekvence (UNIF pro 5’konec a
UNIR pro 3’ konec PCR produktu) odvozena od faga M13. Navrzené primery tak
byly pouzity pouze k ziskani specifickych PCR produktt zahrnujicich exonové
sekvence, vCetné exon/intronového rozhrani tohoto genu. K sekvenaci PCR
produktt pak byly pouzity UNIF a UNIR primery sestavajici pouze z univerzalni
M13 sekvence. Gen KDM6A je celkové pomérné dlouhy (239,43 Mb), ale jeho
kodujici sekvence je kratka (ORF 4,2 kb). Pro 29 kratkych exonu tak bylo vyuZito
20 PCR produktu pro naslednou sekvenaci DNA. Seznam pouzitych primert je

uveden v Priloze 2.

Sangerovo DNA sekvenovani bylo pouzito téz pro ovéfeni veSkerych nalezti CES
sekvenovani u Skupiny 2 (pacienti fenotypem KLS) a Skupiny 3 (pacienti se
syndromoveé asociovanou ID). Primery byly navrzeny vzdy 100-300 bp od mista
mutace pomoci program Primer BLAST. Navrzené primery byly vizualizovany
vzhledem k sekvenci a uchovavany pro dany gen pomoci softwaru SnapGene

Viewer (www.snapgene.com).

Veskeré oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Eurofins Genomics AT
(Ebersberg, SRN). PCR produkty byly namnozeny pomoci PCR mixu PCRBIO
HS Tag mix Red (PCR Biosystems, London, UK; www.pcrbio.com/) obsahujiciho
Taq polymerazu, MgCl2 a v8echny ¢&tyfi ANTP. Do PCR reakce byly pfidany 10
pmol/ul PCR primery a pacientova DNA o koncentraci 30ng/pl. PCR produkty
byly precistény pomoci FastAP Thermosensitivni Alkalické Fosfatazy a
Exonukleazy | (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA;
www.thermofisher.com/cz/en/home.html). PCR produkty byly osekvenovany
pomoci sekvenacnich primerl (2.5 pmol/ul) a dideoxynukleotidové terminacni
metody pomoci BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems, Forster City,
CA, USA; home.appliedbiosystems.com/about/contact/). Sekvenaéni produkty
byly pfelistény a vysrazeny pomoci 3M acetatu sodného a 70 %, resp. 100 %
etanonlu, rozpustény ve formamidu a nasledné analyzovany pomoci kapilarni
elektroforézy na analyzatoru ABI3130XL a programu Sequencing Analysis v5.3
(vSe Applied Biosystems, Forster City, CA, USA,;

home.appliedbiosystems.com/about/contact/).
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Nalezené varianty byly hodnoceny nejprve dle MAF (NCBI) a dle zastoupeni
v EXAC, zvaZovany jako patogenni byly pouze mutace s populacni frekvenci 0 %
v obou databazich. Dale byla hodnocena povaha mutace. Protein zkracujici
varianty a varianty v nuleotidu -1, -2, +1, +2 byly povazovany za patogenni.
Varianty typu missense a inframe deletion / duplication byly hodnoceny pomoci
softwaru Alamut v2.3 (Interactive Biosoftware, Rouen, Francie; www.interactive-
biosoftware.com), zahrnujiciho predik¢ni softwary pro zaménu aminokyseliny
SIFT, PolyPhen-2, Align GVGD a sestfihové predikéni softwary HSF,
MaxEntScan, GeneSplicer a dale vyhodnocujicim konzervovanost nukleotidu,
aminokyseliny, zavaznost chemické zmény aminokyseliny, vliv na funkci
proteinové domeény. Varianty a mutace nalezené v genu KMT2D byly pak
porovnavany s mutacemi publikovanymi Ng et al. 2010, Paulussen et al. 2010,
Hannibal et al. 2011, Banka et al. 2011, Micale et al. 2011, Li et al. 2011,
Makrythanasis et al. 2013, Miyake et al. 2013, Borgenshausen et al. 2013 a
Micale et al.2014 a po ziskani placeného pfistupu (v roce 2016) pak i s databazi
HGMD Professional (QIAGEN, Hilden, SRN; www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).

Metoda MLPA

Padesat ng DNA od jednotlivych pacientt bylo denaturovano a hybridizovano se
sondami pro jednotlivé exony genu KMT2D (diagnosticka souprava P389-A1),
respective se sondami pro jednotlivé exony genu KDM6A (P445-A1) (MRC
Holland, Amsterdam, NL). Seznam sond pro gen KMT2D je uveden v Pfiloze 3,
pricemz MLPA kit neobsahuje sondy pro exony: 2, 3, 5, 6, 8,9, 12, 13, 16-18, 20,
21, 23-25, 27-29, 32, 36-38, 40, 42, 44, 46, 48 a 50-53. Seznam sond pro gen

KDMG6A je uveden v P¥iloze 4, kit neobsahuje sondu pro exon 14.

Pary sousedné hybridizovanych sond byly nasledné ligovany a cilené sekvence
byly amplifikovany pomoci PCR, vSe dle instrukci vyrobce. Vysledné DNA
fragmenty byly analyzovany kapilarni elektroforézou na sekvenatoru ABI 3130XL.
Intenzita signald jednotlivych fragmentl u pacientské DNA byla porovnavana s
tou u kontrolni DNA a vysledky byly ziskany pomoci in-house softwaru E-mlpa

(emlpa.lf2.cuni.cz/) a paralelné i pomoci softweru Coffalyser (MRC Holland,

Amsterdam, NL; support.mlpa.com) — viz. Obrazky 3 a 4.
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Korelace fenotypu vysetiovanych pacientu s jejich
genotypem

V ramci této dizertani prace byl vypracovan “Kabuki fenotypovy dotaznik FN
Motol” zahrnujici 38 fenotypovych znakd pozorovanych €asto ¢i méné €asto u
pacientl s KS. Pacienti byli pfijati k vySetfeni gen0 KMT2D/KDM6A pouze s
vyplnénym dotaznikem od indikujiciho klinického genetika. Tento Dotaznik je

uveden v Pfiloze 5.
Fenotypové “MLL2-skére”

Uvedené fenotypové skore bylo vyvinuto a publikovano Makrythanasisem et al.
2013 a zahrnuje 23 fenotypovych znaku, z nichz kazdy pfispiva k vyslednému
fenotypovému skore jinak velkou hodnotou. Maximalni hodnota tohoto skore je

10. Vypocet je uveden v nasledujici tabulce:

Skupina klimickich

znaki MoZndé ekire Zapoiitivand klinické znaky

Faciaini znaky 0-5 bodd {(0—-3 znaky=1 bod; 4-6=2 hody: Disuhé oéni stérbiny; evertované spodni vicko; valké
T-8=3 body; 10—12=4 body; 13-15=5 dysplasticke usi; klenuké obodi, profidi laterdini
bl ) tfeting; plochd fpicka nosu; abnormuilnd dentice;

wysoke patrafrozitép patrs; streblemus; modre
skléry; mali mandibula; ploza; Sk kofen nosu;
oligodoncie; izky homia ping spodni ret; noduly
na rech

Abnormality kondetin - Max 1 bod (01 znaky=0bodd; 2-4=15od) BBl GO B e Rt bR e
Pl werizst fised kiaubil

g Tk

Calkem 0-10 bodd

VSechny tyto znaky jsou barevné oznaceny ve fenotypovém KS dotazniku FN
Motol pro usnadnéni vypoctu (facialni znaky modfe, abnormality koncetin zelené,

4 znaky s vysokou hodnotou €ervené) viz. Pfiloha 5.

Pro kazdeho pacienta bylo vypocitano vysledné “MLL-2 skére”, bylo zjisténo
primérné skoére pro skupinu pacientd s mutaci v genu KMT2D a pro skupinu
pacientl bez mutace v genu KMT2D. Vypovédni hodnota tohoto skére u ¢eskych
KS pacienti pak byla zhodnocena Wilcoxonovym rank sum testem pomoci

statistického softwaru R-project (www.r-project.org).

Porovnani fenotypovych vlastnosti

Pritomnost 38 fenotypovych vlastnosti sledovanych u pacientd s KS pomoci
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naseho fenotypového dotazniku byla porovnana mezi pacienty s mutaci v genu
KMT2D a pacienty bez mutace v genu KMT2D. U kazdého fenotypového znaku
bylo vypocitano jeho procentualni zastoupeni ve skupiné KMT2D+ resp. KMT2D.
Statisticky byl zhodnocen kazdy fenotypovy znak probitovym modelem, zda
predpovida vice nez jiné znaky pfitomnost mutace v genu KMT2D. Ziskané p-
hodnoty byly korigovany statistickymi metodami dle Benjaminiho a Hochberga

(www.statisticshowto.com/ benjamini-hochberg-procedure).

Komparativhi genomova hybridizace aCGH

DNA 18 pacientli ze Skupiny 2 (tj. KMT2D/KDM6A mutacné negativnich pfipadu)
byla dale testovana metodou aCGH pro zjisténi zmén v poctu kopii v ramci celého
genomu za pouziti platformy CytoChip ISCA 8x60K (lllumina, San Diego, USA,;
www.illumina.com). Jeden Cip obsahuje 8 hybridizacnich oblasti pro 8 pacientd.
DNA kazdého pacienta hybridizuje s 60 tisici 60-merovych oligonukleotidovych
sond. Sedesat tisich jednotlivych sond je na tomto &ipu z Gspornych davodi
umisténo pouze v jedné kopii. ,Backbone” (tj. primérny rozestup sond) tohoto
Cipu je 50 kb, v cilovych genovych oblastech (,ISCA obastech®) je hust§i, mimo
tyto oblasti je v8ak FidSi — cca. 75 kb. Metoda aCGH byla provedena dle
doporuceni vyrobce, s vyjimkou enzymatického znaeni DNA pomoci kitu od
firmy Bluegnome (Fluorescent Labelling System [dUTP]) nebo OGT (CytoSure™
Genomic DNA Labelling Kit;

www.ogt.com/products/469 cytosure _genomic_dna_labelling_kits).

Pfi pouZiti znaciciho kitu firmy BlueGnome bylo dodrZeno doporuceni vyrobce a
DNA byla pfed samotnym znaCenim enzymaticky nastepena (enzymy Alu | a Rsa
I od firmy Promega; www.promega.com). Jako kontrolni DNA byla pouZita
komeréné dodavana smés DNA sta jedincu od firmy Kreatech — MegaPool
Reference DNA (www.diagnostictechnology.com.au/products/megapool-
reference-dna-male-100-individuals) stejného pohlavi jako vy$etfovany vzorek.
Testovana DNA znacena fluorochromem Cy3 a kontrolni DNA fluorochromem
Cy5 byla hybridizovana na 8x60K chip. Nenavazana DNA byla z €ipl nasledné
odmyta sérii odmyvacich procesl. Signal znacené DNA hybridizované na chip

byl detekovan na skeneru G2565CA Microarray Scanner firmy Agilent
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(www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G2505-

90019 _ScannerC_User.pdf). Vysledky testu byly analyzovany pomoci softwaru
BlueFuse Multi version v4.0 (Numina, San Diego, USA;
support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/
software_documentation/bluefuse-multi-
software/BlueFuseMultiv4.4ReleaseNotes-1000000027872_02.pdf).

Patogenicita nalezenych variant byla hodnocena dle velikosti CNV, obsazenych
genu, pfitomnosti v databazi benignich variant DGVA (www.ebi.ac.uk/dgva) Ci
naopak v databazich patogennich variant jako je Decipher (decipher.sanger.ac),
ISCA (dbsearch.clinicalgenome.org/search) nebo Ecaruca, pfipadné dle

publikaci v literatufe (Medline).

Next Generation Seqgencing (NGS)

NGS klinicky exom (CES)
U 18 pacientli ze Skupiny 2, ktefi byli jak KMT2D/KDM6A mutacné negativni, tak

negativni na nalez pomoci array CGH, byla provedena NGS analyza se zacilenim
na klinicky exom (,mendeliom®), tedy na geny dfive spojené s genetickym

onemocnénim, vétSinou geny obsazené v databazi OMIM (www.omim.org). Tato

analyza byla provedena téz u vSech 60 pacientl ze Skupiny 3. U pacientd, kde byli
dostupni oba rodice, bylo vyuzito pfistupu trio-analyzy ke zjisténi plvodu mutaci
nalezenych u probanda. U nékterych pacientd byly nalezené predpokladané

patogenni varianty ovéfovany u rodi€l az naslednym Sangerovym sekvenovanim.

Sekvenacni panel Focused Exome (Agilent, Santa Clara, USA), pokryvaijici 5.888
klinicky vyznamnych genu, byl pouzit k pfipravé knihoven se dvéma indexy pro
kazdého pacienta dle navodu vyrobce. Seznam genl Focused Exome kitu je
uveden v Pfiloze 6. Strucné, testovana DNA byla kvantifikovana pomoci
spektrofotometru Nanodrop ND-2000 a v fedéné koncentraci okolo 5 ng/ul pak
pomoci fluorimetru Qubit 2.0 za pouziti broad range kitu (Qubit BR). 50ng DNA
bylo enzymaticky Stépeno tagmentazou, nasledné byla provedena selekce
fragmentd vhodné délky a délka fragmentl byla analyzovana pomoci mikrofluidiky
na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer za pouZiti chipu 1000 (Agilent, Santa Clara,

USA). Fragmentovana DNA byla dale hybridizovana se sondami pro 5.888 OMIM
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genu. Poté byly selektovany nahybridizované fragmenty vhodné délky, a dale byly
precidtény a kvantifikovany pomoci fluorimetru Qubit za pouZiti high sensitivity kitu
(Qubit HS) a pfistroje Agilent 2100 Bioanalyzer za pouZiti chipu HS (High
Sensitivity). Knihovny byly nasledné sekvenovany syntézou 100 bp dlouhych ¢teni,
za pouziti pair-end sekvenovani v2 lllumina sekvenacni chemie na platformé
HiSeg2500 (oboji lllumina, USA). Data byla staZzena do ,klaudového prostredi®
BaseSpace (lllumina, USA) a zde byla téz ziskana kvalitativni sekvenacni data
jednotlivych sekvenacnich béhu a jednotlivych pacientd, jako je primérna hloubka
pokryti, procento cilové sekvence pokryté minimalné 10x, primérna délka &teni,
pravdépodobnost pfifazeni spravného nukloetidu do dané pozice (Q30), procento
Cteni, které |ze vyuZzit k analyze (PF — passing filter), zastoupeni urcitého indexu a

jiné.

Nasledné bioinformatické zpracovani dat zacCalo pfifazenim jednotlivych cteni
k lidské referen¢ni sekvenci dle genomové verze GRCh37 (NCBI)/hg19 (UCSC).
Data byla zpracovana pomoci Burrows-Wheeler Aligner (BWA) algoritmu

nasledovaném GATK analyzou https://software.broadinstitute.org/gatk/ a vysledné

varianty byly filtrovany pomoci Variant Studio Software 3.0 (lllumina, USA). Mozné
patogenni varianty byly hodnoceny na zakladé dédi¢nosti v rodiné resp. vzniku de
novo, populaéni frekvence, fenotypovych znakd znamych pfi poruse daného genu,
na zakladé typu mutace, u zaménovych mutaci dle zavaznosti zmény
aminokyseliny, dle proteinové domény a konzervovanosti nukleotidu a
aminokyseliny, dale na zakladé predikénich zaménovych a sestfihovych softwarl
a na zakladé publikaci v LOVD a HGMD professional databazich a publikaci

v literature.

Patognicita mutaci byla hodnocena v 5-stupriové Skale obdobné s doporucenimi
publikovanymi ACMG — American College of Medical Genetics (Richards et al.,
2015):

Class/Tfida 5: Patogenni varianta (opakovana v literatufe i ovéfena funkénimi
studiemi)

Class/Tfida 4: Pravdépodobné patogenni varianta

Class/Tfida 3: Varianta nejasného vyznamu (VUS — Variant of Unknown
Significance)

Class/Tfida 2: Pravdépodobné benigni varianta

Class/Tfida 1: Benigni varianta
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Dle evropskych konvenci byly reportovany pouze varianty tfidy 4 a 5. Varianty tfidy
3 byly reportovany jen pokud se jevily relevantni, ale zatim neexistoval prikaz

patogenicity.

VSechny predpokladané patogenni varianty byly ovéfeny Sangerovym

sekvenovanim u probandu a jejich rodicu.

NGS panel pro Kabuki syndrom

U 2 pacientd ze skupiny 1 byl ktestovani pfitomnosti mutace v genech
KMT2D/KDM6A pouzit in-house genovy panel NGS vyvinuty pro ucely této
dizertaCni prace a pro ucely testovani genetické pfi¢iny onemocnéni u pacientd
s hluchotou, slepotou (pouze geny pfedniho segmentu oka) a rozvojem syndromu
Kabuki, syndromu Cornelia de Lange a nefrotického syndromu. Panel obsahoval
celkem 247 genu a byl navrzen pro pouziti kitu pro pfipravu NGS knihoven SeqCap
EZ choice library (Nimblegen-Roche, Basel, Svycarsko) pro sekvenovani na NGS
sekvenatoru MiniSeq (lllumina, USA) se 150 bp délkou &teni. Seznam genu je
uveden v Pfiloze 7. Pfiprava knihoven byla principialné obdobna jako u klinického
exomu, pouze knihovny jednotlivych pacietd obsahovaly pouze 1 index.
Bioinformatické zpracovani dat, filtrovani genomovych variant i hodnoceni

patogenicity variant probihala shodné s postupy u klinického exomu.
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Vysledky a diskuze

Cil 1: Cilené testovani mutaci v genech KMT2D
a KDMGA

Zavedeni molekularné genetického testovani Kabuki
syndromu

Pro vSech 54 exonu a exon/intronovych rozhrani genu KMT2D bylo celkem
navrzeno Ci pfevzato z publikace Ng et al. 2010 25 sekvenacnich usekl o
délce 568 - 2193 bp. Pfitomnost PCR produktl pro jednotlivé exonové Useky

byla ovéfena na 2% agarézovém gelu (Obrazek 1).

Pro vSech 29 exond a exon/intronovych rozhrani genu KDMG6A bylo celkem
navrzeno 20 PCR produktl. Pfitomnost PCR produktu pro jednotlivé exonové

useky byla rovnéz ovéfena na 2% agarézovém gelu (Obrazek 2).

Sekvenace obou genu byla validovana na kohorté 6 zdravych nahodné
vybranych (anonymizovanych) jedinct a bylo zajisténo, Ze je s vysokou
kvalitou precCtena veskera kodujici sekvence a dale minimalné 10 nt do obou

sousednich intronl pro kazdy vySetfovany exon.

Komeréné dostupny MLPA kit pro gen KMT2D (P389-A1) byl validovan na
kohorté zdravych jedincu a bylo zjisténo, Ze vSeobecné dvojice sond pro exon
34 poskytuje nizSi signal, prestoZe je exon 34 pfitomen v obou alelach.
Z tohoto diivodu a s védomim daného technického artefaktu byl pak test vyuzit
u pacientd s podezienim na KS. Komer¢né dostupna MLPA diagnosticka
souprava pro gen KDM6A (P445-A1) byl uvedena na trh aZz v roce 2015 a nase
uvodni publikace vysledkl (Padérova et al., 2016) byla prvni uvadéjici pouziti
tohoto kitu. Bohuzel ani pro jednu z diagnostickych souprav nebyla dostupna
Zadna pozitivni kontrola, jelikoz CNV v oblasti téchto genu jsou velmi vzacné,
pouze s nékolika publikovanymi pfipady u KMT2D genu (Banka et al., 2013)
a KDM6A genu (Banka et al., 2015).

U dvou pacientl z naSi kohorty KS42 a KS45 byla mutace nalezena pomoci
NGS panelu 247 genu (mezi nimi KMT2D a KDMG6A; seznam téchto genu je
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uveden v Pfiloze 7). Tento panel byl nami navrzen ¢aste€né pro ucely této
prace vroce 2017, kdy finan¢ni a Casové pozadavky na panelové NGS
sekvenovani zacCaly byt nizSi nez u klasického Sangerova sekvenovani.

Kvalitativni parametry panelového NGS testu jsou uvedeny v Tabulce 1.

Timto panelem bylo analyzovano celkem 20 vzorkd DNA testovanych na
razné choroby a geny, 2 z nich byli pacienti s podezifenim na KS (a klinicky
doporu€eni k molekularné genetickému testovani az v dobé zavadéni
panelové NGS). Run se 151 sekvenacnimi cykly pair-end sekvenovani
fragmentd o délce cca 500 bp dobéhl s objemem 8,68 Gb, passing filtr ¢teni
PF 94,85 %, primérnym kvalitativnim score Q30 = 93,58 %, primérnym
pokrytim okolo 100 ¢teni a 77 % cilovych bazi bylo pokryto alespori 20x. Z
téchto kvalitativnach hodnot vyplyva, Ze ziskana sekvenacni data jsou vysoce
kvalitni a spolehliva. Vzhledem k tomu, Ze NGS metody v3ak stale jesté mohou
vytvaret urcité artefakty, varianty nalezené pomoci NGS byly pak nasledné
ovéfeny bodové cilenym Sangerovym sekvenovanim DNA u pacienta a pokud

mozno i u jeho rodi¢l / sourozencu.

Potvrzeni diagnézy Kabuki syndromu na molekularni arovni a
zjiSténi genotypového spektra mutaci v KMT2D a KDMG6A
genech v €eské populaci

Metodou MLPA nebyla nalezena zadna delece ani duplikace v pokrytych
exonech genu KMT2D ani KDMG6A, negativni vysledky jsoou ukazany vzdy na
pfikladu jednoho pacienta na Obrazcich 3 - 4 pro kazdy gen. Priolo e al. 2012
téz pouzili MLPA analyzu pro gen KMT2D ve své kohorté KS pacientll a téz
nenalezli CNV. Oproti tomu Banka et al. 2013 nalezli CNV v genu KMT2D u
3/64 pacientu. Lederer et al. 2014 a Banka et al. 2015 detekovali ¢aste¢nou a

kompletni deleci genu KDMG6A.

Metodou Sangerova DNA sekvenovani genu KDM6A nebyla u Zadného
z pacientl nalezena mutace, stejné tak jako ve studiich Hannibal et al. 2011 a
Courcet et al. 2013. Toto zjisténi neni neoCekavané vzhledem k tomu, zZe

zachyt mutaci v tomto genu byl stanoven ve velkych kohortach pacientdl KS
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na cca. 1-6% (Lederer et al. 2014 a Banka et al. 2015).

U 40 % (17/43) pacientll s podezfenim na KS byla nalezena kauzalni mutace
vgenu KMT2D. Tento mutacni zachyt je srovnatelny s publikovanymi
mutacnimi zachyty 44 % (Micale et al. 2013), 48 % (Borgershausen et al. 2013
a Banka et al. 2012, 52 % (Makrythanasis et al. 2013) a 56 % (Li et al. 2011).
V klinickém prostfedi jsou toto pravdépodobné realnéjsi hodnoty nez ty, které
publikovali Paulussen et al. 2011 (75,6 %) a Hannibal et al. 2011 (74,0 %).

Mezi nasSimi pacienty s potvrzenou diagndézou KS je 11 chlapcu a 6 divek.
Prestoze se zda, ze v nasi kohorté je téméf dvojnasobné mnozstvi chlapcl
nez divek, obdobné publikace takovéto trendy neuvadéji. Jde tedy
pravdépodobné o chybu malych Cisel vzhledem k mensi velikosti studované
kohorty.

Seznam vSech nalezenych mutaci je uveden v Tabulce 2 a pfislusné
sekvenacni elektroferogramy mutaci na Obrazku 5. Ke zhodnoceni spektra
mutaci v genu KMT2D byla do tabulky pfidana téz mutace v genu KMT2D
(KS39 / NG82), ktera byla nalezena pomoci celoexomoveho NGS ve vzorku

plodové vody u plodu Zenského pohlavi s detekovanou srdecni vadou.

Sest z 18 mutaci bylo jiz dfive publikovano & uvedeno v mezinarodnich
mutaCnich  databazich, v€etné nejCastéjSi celosvétové rekurentni
frameshiftové mutace ¢.6594delC. Dvanact mutaci bylo poprvé popsano
v naSi kohorté, pfiCemz 3 z nich byly publikovany v publikaci Padérova et al.
2016 a dalSi 3 pak v publikaci Padérova et al. 2018.

Mutace jsou rozlozeny v riznych exonech genu KMT2D (tak jak je graficky
znazornéno na Obrazku 6): intron 2, exon 8, 2x exon 10, exon 16, exon 25, 2x
exon 31, exon 34, 2x exon 39, exon 40, 3x exon 48, exon 51 a 2x exon 52.
VySSi poCet mutaci ve vétSiné exonul je dan jejich vétsi délkou, tj. exony 10,
31, 39 a 48.

VétSina mutaci (15/18) v genu KMT2D je protein zkracujiciho typu, 7 typu stop
a 8 posunu Cteciho ramce, predpokladame tudiz jejich zfejmou patogenicitu
pro rozvoj KS. Nebyla nalezena zadna mutace typu missense a nebyla tak
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nutnost hodnoceni funkéni domény ¢€i zavaznosti zamény aminokyseliny ¢i
nukleotidu (chemické vlastnosti, konzervovanost). Jedna mutace byla
sestfihového typu v pozici +1, proto pfedpokladame téz jeji patogenicitu dle
konsensualnich kritérii pro sestfihové mutace. Kone¢né jedna duplikace
(nepferusujici ¢teci ramec tohoto genu) byla jiz dfive publikovana u pacienta

s KS, a proto se téz pfiklanime k jeji patogenicité i u naseho pacienta.

Mutacni spektrum v genu KMT2D v nasi kohorté je obdobné jako ve vSech
publikacich se stejnym zaméfenim (Borgershasen et al. 2013, Li et al. 2011,
Paulussen et al. 2010, Miyake et al. 2013, Micale et al. 2013, Hannibal et al.
2011, Banka et al. 2012, Makrythanasis et al. 2013), kdy naprosta vétSina
mutaci je protein zkracujiciho typu s tim, ze mutace posunu cteciho ramce
pfevazuji nad stop mutacemi, zaménovych mutaci je zhruba 2x méné a
nejmensi procento pfipada na sestfihové mutace a indel mutace neménici
Cteci ramec tohoto genu. Je zajimave, Ze v Ceské kohorté jsme nezachytili
Zzadnou patogenni missense mutaci. VeSkeré SNP, které jsme zachytili
v tomto genu, mély budto malou populaéni frekvenci &i byly zachyceny téz u

nasich ¢eskych nahodnych popula¢nich kontrol.

Makrythanasis et al. 2013 a Miyake et al. 2013 shodné uvadéji, ze protein
zkracujici mutace jsou nahodné rozmistény ve vSech exonech genu, tak jak je
tomu i v nasi kohorté, zatimco pravdépodobné patogenni missense mutace
jsou umistény v misté funkénich domén proteinu, tj. pfedevsim v exonu 48 -
funkéni domény PHD (plant homeo domain finger), FYRN (N-terminal
phenylalanine/tyrosine rich domain), FYRC (C-terminal phenylalanine/tyrosine

rich domain) a v exonech 52 a 53 — SET (metyltransferazova) doména.

U 6 nasich pacientl s mutaci v genu KMT2D byli testovani téz rodice, tak aby
mohl byt zjistén plvod mutace. U zadného z rodi¢u nebyla mutace nalezena
a byl tak potvrzen vznik mutace de novo. U ostatnich pacientu nebyli prozatim
rodiCe dostupni, avSak vzhledem Kk jejich normalnimu fenotypu a 1Q u nich
vyskyt mutace neprfedpokladame. Shodné vSechny publikace uvadéji vznik
mutaci vgenu KMT2D de novo, coz logicky vyplyva z negativnich
reprodukénich moznosti pacientll se syndromové asociovanou ID. Pouze

nékolik pfipadu AD dédi¢nosti bylo pozorovano celosvétove, napr. Brazilska
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rodina (Kokitsu-Nakata et al. 2012), kde matka s mutaci v genu KMT2D byla
postizena pouze mirné (pouze snizené 1Q) v porovnani se svou vyraznéji
postizenou dcerou, coz je pravdépodobné dusledkem variabilni expresivity a
vtomto pfipadé téZz missense povahy mutace, kde defektni protein je

pravdépodobné alespon ¢astecné funkeni.

Korelace fenotypu s genotypem a zhodnoceni vyuziti
fenotypového ,,MLL2-skére“ a vhodny testovaci algoritmus
pro diagnostiku KS

Fotografie dokumentujici obli¢ejové znaky nékterych pacientl s mutaci v genu
KMT2D, u kterych dali rodiCe povoleni s publikaci fotografie, jsou soucasti
Obrazku 7, tak jak byl publikovan v ¢lanku Padérova et al. 2016. Oblicejové
fotografie nékolika pacientd bez mutace v genu KMT2D, u kterych dali rodice
povoleni s publikaci fotografie, jsou soucasti Obrazku 8 ve vysledcich Cile 2

této dizertacni prace.

Pfed zahajenim molekularné genetického testovani byly klinickymi genetiky
vyplnény fenotypové KS dotazniky (viz Prfiloha 5) a fenotypové znaky
jednotlivych pacientu pak byly pfevedeny do Tabulky 3 pro pacienty, u kterych
byla posléze zjiSténa mutace v genu KMT2D, a do Tabulky 4 pro pacienty s
KS bez mutace v genu KMT2D. V tabulkach je uvedeno procentualni

zastoupeni daného znaku v dané skupiné pacientld s KS.

VSeobecné Ize shrnout, Ze naprosto vsSichni pacieti s mutaci v genu KMT2D
(KMT2D+) nesli 3 shodné rysy: ID, dlouhé ocni $térbiny a Siroky kofen nosu.
VétSina KMT2D+ pacientd pak méla rysy zahrnujici malou postavu,
mikrocefalii, hypotonii, klenuté oboci a dlouhé o¢ni $térbiny, velké dysplastické
usi a vrozenou srdec¢ni vadu. Nékteré znaky se vSak zdaji byt zastoupeny
zhruba stejné Casto v obou skupinach a tim nejsou vyznamnymi ,KMT2D
mutacnimi klinickymi prediktory®, jako napfiklad dlouhé o€ni Stérbiny, velké
dysplastické usi, klenuté oboci, kloubni laxicita nebo fetalni polstarky na

prstech rukou.

Tricet Sest fenotypovych znakd (nezahrnujicich znaky specifické pro pohlavi
jako telarché u dév€at a abnormality testes u chlapcl) bylo statisticky
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hodnoceno, zda vice nez jiné znaky korelue ur€ity znak s pfitomnosti mutace
v genu KMT2D. Bylo zjisténo, ze 7 znaku (p < 0,05) vyraznéji predikuje
prfitomnost mutace v genu KMT2D: hypoplastické nehty a prsty, vrozena vada
ledvin, ptdza, rastova retardace, strabizmus a abnormality patra. Vysledek

statistické analyzy je uveden v Tabulce 5.

Makrythanasis et al., 2013 délal obdobné srovnani fenotypovych znakl ve
skupiné 86 pacientl s KS a zjistil, ze pfitomnost znaku jako dlouhé ocni
stérbiny, fetalni polStaftky na prstech, evertované spodni vicko,
brachy/klinodaktylie nevykazuji signifikantni rozdil mezi skupinami KMT2D+ a
KMT2D-, zatimco statisticky vyznamné (p < 0.05) se tyto 2 skupiny li§i ve
znacich jako jsou plocha SpiCka nosu, Siroky kofen nosu, klenuté oboCi
s profidlou lateralni tretinou, ID a malym vrastem. Tyto nalezy se shoduji

v rastoveé retardaci s porovnanim v nasich skupinach KMT2D+ a KMT2D-.

Shodné s nasimi vysledky, téZz Borgenshausen et al. 2013 a Courcet et al.
2013 shledali statisticky vyznamny rozdil pfitomnosti renalnich malformaci u
KMT2D+ pfipadld. Courcet et al. 2013 nalezl renalni malformace u 28 %
KMT2D+ a u zadného KMT2D- pacienta. V nasi kohorté jsme nalezli renalni
abnormality u 47 % KMT2D+ a u 12 % KMT2D- pacientd.

Fenotypové ,MLL2-skére“ bylo vypocteno pro vSech 43 pacientd
s podezienim na KS a je uvedeno v Tabulkach 3 a 4. Primérné skore ve
skupiné KMT2D+ bylo 7.44 (rozmezi 6-9), ve skupiné KMT2D- pak bylo 5
(rozmezi 2-7). Wilcoxonovym rank testem bylo zjisténo, ze ,MLL2 skore” je
statisticky vyznamné vyssSi ve skupiné KMT2D+ nez ve skupiné KMT2D-, a to

na hladiné statistické vyznamnosti p = 1,451 x 106.

Maktrythanasis et al. 2013, ktefi toto fenotypové skore navrhli, urcili toto skore
pro svou kohortu 86 KS pacientd a shledali, ze KMT2D+ pacienti méli
pramérné ,MLL2-skore“ 6.1, zatimco KMT2D- pacienti 4.5, coz je statisticky
vyznamny rozdil (p < 0.0014).

Zachytnost mutaci v genu KMT2D u vSech pacientu s podezienim na KS je
40%, a to bez ohledu na fenotypové skore. Nicméné u pacientd s fenotypovym

skére minimalné 6 se zveda zachytnost na 63%, pfi¢emz by méli byt zachyceni
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vSichni pacienti s mutaci v tomto genu. DoporuCujeme proto algoritmus
testovani zacinajici fenotypovym hodnocenim a u pacientd se skore vySSim
nebo rovhym 6 pak pokracovani cilenou analyzou genu KMT2D / KDM6A. U
pacientl se skoére 5 a nizSim doporucujeme zacit rovnou testovanim v rozsahu
CES, jak bude dale podpofeno vysledky Cile 2 této dizertacni prace.
Simultanni vyuziti MLPA testu je doporuceno, tak jako u jinych diagnosticky
testovanych gend, jelikoz se pfedpoklada, ze urcité malé procento pacientl s
monogennim syndromem ponese CNV v daném genu. Panelové sekvenovani
pomoci NGS by vSak postupnym zdokonalovanim bioinformatickych algoritmu

meélo byt schopno detekovat jak SNP a indel mutace, tak i CNV.

Na zakladé naSich vysledkl téz navrhujeme, Ze by bylo mozné vyuzit 7
fenotypovych znaku, které nejvice diferencuji mezi pacienty s mutaci a bez
mutace v genu KMT2D ke zpfesnéni jiz zavedeného a dobfe fungujiciho
fenotypového skore, tak aby byl prfekryv ve vysledné hodnoté skére mezi

obéma skupinami pacientd minimalni.

Konecné nebyl nalezen zadny vztah mezi typem C&i umisténim mutace a
fenotypem pacienta. Toto je pravdépodobné zplsobeno faktem, Ze vétSina
mutaci je protein zkracujiciho typu a dochazi k degradaci mRNA transkriptu s
predCasnym termina¢nim kodonem pomoci mechanismu nonsense-mediated
decay a fenotypovy efekt je pak obdobny pro vSechny pacienty. Variabilni
expresivita znakl pravdépodobné zavisi na jinych faktorech plUsobicich v dobé

vyvoje plodu.

wrwa

Cil 2: Zjisténi molekularni priciny vzacného
onemochnéni u pacientll s Kabuki-like fenotypem

aCGH poskytla u vSech 18 pacientd kvalitni profily po¢tu kopii pokryvajicich

cely genom.

NGS (CES) sekvenovani probéhlo s vysokou kvalitou u vSech béh, ve kterych
bylo zafazeno 16 pacientl, ktefi i po provedeni array CGH analyzy zustali bez
diagnostikované molekularni pfi¢iny onemocnéni. CES poskytlo u vSech

pacientd primérnou hloubku pokryti minimalné 66x. Pro vSechny pacienty
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bylo minimalné 10x pokryto 95% cilovych sekvenci (tedy exonovych sekvenci

a sekvenci exon/intron rozhrani u 5.888 klinicky vyznamnych genu).

Z 18 KMT2D- pacientl s Kabuki-like fenotypem byla objasnéna molekularni
podstata onemocnéni sekven¢nim testovanim aCGH a CES celkem u 6
pacientd tj. u 33% KS-like pacientl. U 2 pacientt byla nalezena kauzalni CNV
pomoci aCGH a u 4 pacientl byla nalezana kauzalni mutace pomoci CES.
Seznam nalezU v této skupiné je uveden v Tabulce 6 a 7. Nalezené genomické
zmény tak reprezentuji onemocnéni, ktera se mohou projevovat podobnym
fenotypem jako Kabuki syndrom, u nékterych pacientd a nékdy pouze v
urcitém vékovém obdobi. Nasledujici detekované genetické zmény tak mohou
prezentovat diferencialni diagnézu pro Kabuki syndrom. Porovnani
fenotypovych rysu jednotlivych pacientll s fenotypovymi rysy popsanymi u
Kabuki syndromu Ize vyvodit z Tabulky 4 u pacientu KS9, KS10, KS11, KS17,
KS23 a KS25.

Pacientka KS9 (MLL2-skére 4)

v wvivs

retardaci, mikrocefalii ani vrozenou vadu srdce ¢i ledvin, avSak ma typicky
facialni fenotyp KS a hypotonii, jsme nalezli 6,6 Mb de novo duplikaci v
chromozomové oblasti Xp21.3p21.2. Tato oblast zahrnuje 37 gend. Zejména
vyznamné z hlediska intelektové nedostateCnosti je nabyti extra kopie genl
ARX (MIM# 300382) a ILTRAPL1 (MIM#300206) a z hlediska hypotonie pak
pferuseni genu DMD (MIM# 300377) mistem zlomu duplikované oblasti. ARX
je homeoboxovy transkripcni faktor zodpovédny za vyvoj embryonalniho
mozku a udrzovani subpopulace kortexovych neuront. ILTRAPL1 reguluje
tvorbu synapsi a synapticky prenos. Ruzné typy mutaci v genech ARX a
ILTRAPL1 jsou spojované s intelektovou nedostateCnosti (Bienvenu et al.,
2002, Shen et al., 2014, Carrie et al., 1999, Behnecke et al., 2014). PferuSeni
jedné kopie genu DMD, které ma za nasledek haploinsuficienci proteinu, mize
zpUsobovat hypotonii u pacientky. U nékterych Zenskych prenaSecek

nefunkéniho DMD genu se zménou v X-inaktivaci projevuje svalova slabost
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(Hoffman et al., 1992, Heide et al., 2015, Hu et al., 1988). Pokud X chromozém
postizeny genetickou prestavbou neni plné subjektem nahodné X-inaktivace
ve vSech tkanich, Ize pfedpokladat, ze ID a hypotonie by mohly byt nasledkem.
Kolegyné RNDr. Miroslava Hancarova, PhD. potvrdila dalSimi testy, zZe
inaktivace u této pacientky byla opravdu zménéna a postizeny chromozdm
zUstal ve vétSi mife aktivné transkribovanym chromozémem (data nejsou
prezentovana v této praci). V databazi DECIPHER (decipher.sanger.ac.uk)
jsme nalezli duplikaci podobného rozsahu jako u pacientky KS9, pfitomnou u
pacientky postizené celkovym vyvojovym opozdénim (ID:292724). Nicméné v
tomto pfipadé byl gen DMD zahrnut v duplikované oblasti a neobsahoval misto
zlomu. DalSi Zenska pacientka (ID: 262074) uvedena v této databazi
prezentovala duplikaci distalné od duplikace pozorované u pacientky KS9 s
prekryvem v genu ARX. Tato pacientka méla ID, nizko posazené usi, malou
postavu a dolu smérfujici o€ni Stérbiny. Rozdily mezi témito pacienty jsou
zjevné dany posunem v mistech zlomu a pravdépodobné téz variabilni

expresivitou a riznou X-inaktivaci.

Pacient KS10 (MLL2-skére 7)

4lety chlapec se zavaznou ID a celkovym vyvojovym opozdénim, centralni
hypotonii, postnatalni ruastovou retardaci, mikrocefalii, trigonocefalii,
metopickiou synostézou,srdeCnim a renalnim defektem, hypoglykémii,
sluchovou vadou a dysmorfickymi rysy zahnujicimi nizko posazené usi,
abnormality vnéjSiho ucha, fidké vlasy, vysoké a klenuté oboci,
hypotelorismus, dold sméfujici mandlové a podlouhlé o¢ni Stérbiny, potlaceny
kofen nosu, uzky nos, dlouhé filtrum, Siroka kolumela, mikrognacie, oteviena
Usta a uzky horni ret. Nékteré KS znaky byly Iépe patrné ve véku 1 roku, kdy
byl pacient poprvé konzultovan klinickym genetikem (mikrognacie, klenuté
oboci, potlateny kofen nosu) v porovnani s fenotypem ve 4 letech. V obou
vékovych obdobich byla pacientova vaha, vyska i obvod hlavy pod 3. percentil.

Pacientova fotografie je umisténa na Obrazku 8.

U tohoto pacienta jsme diagnostikovali X-vazané onemocnéni MR XL Turner
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type (MIM# 300706), jelikoz je hemizygotnim pfenaseem zaménové mutace
v X-vazaném genu spojeném s ID: HUWE1 (MIM# 300697) -
NM_31407.5:c.328C>T (p.Arg110Trp). Mutace byla pfidana do LOVD
databaze pod ID:0000170305. U matky probanda byla mutace potvrzena v
heterozygotnim stavu a byla vylou€ena u nepostizeného otce, bratra a sestry.
Tato varianta ma nulovou popula¢ni frekvenci (EXAC NFE — Exome
Aggregation Consortium databaze, Ne-Finska Evropska populace) a je
prediknimi softwary hodnocena jako patogenni. Tato mutace byla popsana
jiz u nékolika pacientu s ID a vyvojovym opozdénim — Zhu et al., 2015, Taylor
etal., 2015, Miller et al., 2017, zatimco jiné mutace v tomto genu byly popsany
u nékolika dalSich pacientu s ID — Froyen et al., 2008, Friez et al., 2016.
Porovnani fenotypl jednotlivych dfive publikovanych pacientd s mutacemi v
genu HUWET a naseho pacienta je uvedeno v Tabulce 8. VSichni pacienti s
missense mutaci v genu HUWE1 (v€etné naseho pacienta) méli stredni az
zavaznou ID, navyvin fe€i nebo limitovany vyvoj fe€i a rlstovou retardaci.
VétSina pacientd ma sluchovou vadu, nizko posazené usi, vysoké Celo a
mikrocefalii, podobné jako nas pacient, nicméné u jinych pacientl s mutaci v
HUWE1 genu byl pozorovan normalni obvod hlavy, u jednoho pacienta (s
mutaci p.Arg4013Trp) dokonce makrocefalie (Froyen et al., 2008).
Kraniosynostéza je pfitomna u vSech 4 pacientll s mutaci v aminokyselinovém
zbytku AA 110 (vysoce konzervovana doména neznamé funkce DUF908),
vCetné naseho pacienta KS10. VétSina téchto pacientl (vSichni muzského
pohlavi) nese mutaci Arg110Trp, nicméné mutace Arg110GIn byla
pozorovana u zenské pacientky s kraniosynostézou a obtiZzemi uceni, u niz
byla prokazana preferencni inaktivace normalniho X chromozému (Taylor et
al., 2015). Za zminku stoji i dalSi fenotypové zmény, které byly pozorovany jak
u naSeho pacienta, tak u jinych pacientd s HUWE1 mutaci, jako dold smérfujici
ocCni Stérbiny, profidlé vlasy, hypotonie, neobratnost a ataktické pohyby. Jak
se da oCekavat u X vazané choroby, vétSina pacientl je muzského pohlavi.
Pacientky zenského pohlavi s mutacemi v tomto genu se nachazeji kdekoli v
rozmezi od nepostizenych pacientek, pacientek s mirnymi poruchami uceni
az po postizené pacientky s poruchou uceni a kraniosynost6zou (u mutaci v
AA 110), pravdépodobné v zavislosti na X-inaktivaci. Zadné protein zkracujici
mutace v tomto genu nebyly doposud popsany.
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Pacient KS11 (MLL2-skére 6)

7lety chlapec s mirnou ID, opozdénym vyvojem feci, prenatalné zapocatou
rastovou retardaci, epilepsii, mirnou mikrocefalii, Uzkym drobnym obli¢ejem,
stfedné tézkou prevodni poruchou sluchu, uzkymi externimi sluchovymi
kanaly, hypotonii, kratkym krkem a facialni dysmorfii (nizko posazené usi,
hypertelorismus, klenuté lateralné profidlé oboci, lateralni everze spodniho
vicka, dlouhé fasy, Siroky kofen nosu, Siroka usta, uzky horni ret, Siroce
rozmisténé zuby), s mirné perzistujicimi fetalnimi polsStarky na prstech, kratSim
mali¢kem a bez anomalii vnitfnich organt. VysSka chlapce je pod treti percentil

a obvod hlavy pod normalem. Pacientova facialni fotografie je na Obrazku 8.

U pacienta KS11 jsme detekovali de novo heterozygotni stop mutaci
NM_004247.3:c.876T>G (p.Tyr292*) v genu EFTUD2 (MIM#300697), ktery
je spojen s mandibulofacialni dysostézou (MFD) a mikrocefalii
(MIM#610636). Mutace byla pfidana do LOVD databaze pod ID:0000170306.
Prestoze tato stop mutace nebyla dosud publikovana, jiné mutace typu stop,
zameénové, posunu Cteciho ramce a sestfihové vCetné parcialnich genovych
deleci byly jiz dfive publikovany (Huang et al., 2016, Lines et al., 2012) u
pacientd s MFD, mikrocefalii a celkovym vyvojovym opozdénim. Nejcast&jSim
typem mutace v genu EFTUDZ2 jsou protein zkracujici mutace (38%) a
sestfihové mutace (43%), s tim ze 75% mutaci se objevuje de novo (Huang et
al., 2016). Mutace u naseho pacienta se nachazi v proteinové doméné vazici
elongacni faktor Tu GTP a je pravdépodobné patogenni, jelikoz zkracuje
kdédovany protein vice nez o polovinu. Tvrzeni, Ze protein zkracujici EFTUD2
mutace jsou patogenni, je podpofeno obdobnym fenotypem pacientl
nesoucich tento typ mutace. Nas pacient se shodoval s publikovanymi
pacienty v nejCastéji reportovanych rysech, jako je mikrocefalie, vyvojové
opozdéni, mala postava, pfevodni ztrata sluchu, abnormality vnéjSiho ucha a
zuzeni vnéjSich sluchovych kanalld. Nicméné nas pacient neprezentuje
mikrognacii, malarni hypoplazii, rozstép patra a abnormality palce, které jsou
Casto popisovany u pacientu s timto typem MFD. Hypotonie a epilepsie, které

nejsou bézné u MFD, jsou pfitomny u naseho pacienta. Absence mikrognacie

57



a malarni hypoplazie nemohou byt v tento moment korelovany s genotypem,
jelikoz jini pacienti s protein zkracujicimi mutacemi tento fenotyp prezentovali
(Lines et al., 2012). Porovnani fenotypovych znaku typickych pro MFD a
fenotyu naseho pacienta (téZ dalSiho pacienta z Cile 3 této prace) je uvedeno

v Tabulce 9.

Pacient KS17 (MLL2-skére 6)

9lety chlapec s vaznou ID a motorickym opozdénim, autismem, opozdénym
rastem, hypotonii, mirnou mikrocefalii, klinodaktylii mali€ku, kratkymi prsty,
prominentnimi polStafky na prstech, kloubni laxicitou a facialnim
dysmorfismem (dlouhé uzké nahoru sméfujici o€ni Stérbiny, modré skléry,
strabismus, vysoké a uzké patro, Siroce rozmisténé zuby, abnormality brady,
makrocie, abnormalni vnéjsi ucho, nizko posazené€). Chlapec se narodil s
normalni vahou a vyskou, ve véku 6 let byl vSak jiz na 9. percentilu vysSkové a

21. percentilu z hlediska obvodu hlavy.

Pacient je nosi¢em heterozygotni de novo zaménové mutace
NM_001185090.1:¢c.2470A>T (p.Asn824Tyr) v genu GRIN1 (MIM# 138249),
ktery je spojen s rozvojem syndromjové asociované ID — Neurovyvojové
onemocnéni (MIM# 614254). Mutace byla pfidana do LOVD databaze pod
ID:0000170304. Tato mutace nebyla dosud publikovana, ma nulovou
populacéni frekvenci v databazi ExXAC NFE a vSemi dostupnymi predik&nimi
softwary je hodnocena jako patogenni. Mutace se nachazi ve vysoce
konzervované transmembranové doméné M4 pobliz C-konce kdédovaného
proteinu. Popsané patogenni mutace v tomto genu maji tendenci klastrovat v
transmembranovych usecich proteinu, coz vede ke ztraté funkce kanalu
(Lemke et al. 2016).

VétSina patogennich mutaci v genu GRIN1 jsou zaménového typu, nicméné
stop mutace a duplikace zachovavajici ¢teci ramec byly téz popsany. V ramci
M4 proteinové domény jsou popsany pouze zaménoveé mutace (Lemke et al.
2016). Dosud nebyla popsana mutace v aminokyseliné 824, tak jak je

pozorovana u naseho pacienta, minimalné 5 zaménovych mutaci je popsano

58



v blizkosti, ve stejné funkéni doméné, v ramci aminokyselin 817 a 827. Funkéni
studie téchto mutaci potvrdily kompletni (827) nebo ¢asteCnou (817) ztratu
funkce (Lemke et al. 2016). Fenotyp popsany u naseho pacienta byl shodné
pozorovan i u pfedeslych publikovanych pfipadu (Lemke et al. 2016, Zhu et
al. 2015), tedy vyrazné vyvojové opozdéni a zavazna ID, hypotonie, ristové
opozdéni, nizka vaha, mikrocefalie, abnormalni pohyby, okulomotorické

abnormality nebo “Angelman-like” fenotyp.

Nas pacient, stejné tak jako vétSina publikovanych pacientl, nikdy nezacal
chodit ¢i mluvit. Nicméné nas pacient nema kortikalni o€ni vadu. Dysmorfické
rysy u téchto pacientl jsou reportovany spiSe jako mirné, nicméné u naseho
pacienta jsou dysmorfické rysy vyrazné, viz popis vySe. RodiCe pacienta

nesouhlasili s publikaci jeho fotografie.

Pacient KS23 (MLL2-skére 6)

V dobé genetické konzultace 10tilety pacient s ristem na 10.- 25. percentilu,
s opozdénym psychomotorickym vyvojem a autistickymi rysy, pfed€asnou
pubertou dle ochlupeni na mons pubis, hypotrofii, lehkou hypoplazii ledvin,
polstarky na prstech, klinodaktylii mali¢ku a dysmorfickymi facialnimi rysy
(prodlouzené ocni S$térbiny, hypertelorismus, epikanty, vysoké patro,
malpozice zubd, velikost usSnich boltcd na 90. percentilu). V tomto véku se

oblicejovy fenotyp zdal nejvice typicky pro Kabuki syndrom.

U pacienta jsme nalezli heterozygotni protein zkracujici de novo mutaci
NM_001197104.1:c.8206delA (p.Thr2736GInfs*21) v genu KMT2A
(MIM#159555) spojenym s Wiedemann-Steiner syndromem (WSS)
(MIM#505130). Wiedemann-Steiner syndrom je autozomalné dédicné
onemocnéni, vznikajici nej¢astéji (podobné jako u Kabuki syndromu) de novo
mutacemi v genu, ktery kdoduje histonovou lyzin matyltransferazu a tak
ovliviuje transkripci embryonalné exprimovanych gend (v€etné HOX genl)
podilejicich se na embryonalnim vyvinu mnoha organovych soustav, vCetné
nervové. Gen KMT2A byl puvodné detekovan jako aberantni u myeloidnich a
lymfoidnich leukémii (podobné jako KMT2D), je totiz Castym fuznim genem u
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ziskanych chromozomalnich prestaveb (transkripce a inverze) u téchto
onemocnéni. Tento gen je nicméné exprimovan ve vétsiné lidskych tkani a
podobné jako u KMT2D i zde je zasadni metyltransferazova SET doména
umisténa v blizkosti 5° konce genu, udélujic tak vSem protein zkracujicim
mutacim patogenni efekt a ma za nasledek haploinsuficienci kédovaného

proteinu.

WSS syndrom je typicky charakterizovan psychomotorickym opozdénim, pre-
a postnatalni rastovou deficienci, chlupatymi lokty (nékdy téz zady a dolnimi
koncCetinami) a dysmorfickymi obliCejovymi rysy jako hypertelorismus, husté
oboc¢i, dlouhé dold sméfujici oni Stérbiny. Dle zpétné vazby klinickych
genetikl a zpétném zhodnoceni fenotypovych znaku pacienta v souvislosti se
znaky typickymi pro WSS bylo shledano, ze diagn6za WSS je v souladu
s fenotypem pacienta. Nadmérné pubické ochlupeni v ranném véku bylo
pravdépodobné variaci nadmérného ochlupeni typického pro WSS. Ochlupeni
pfedlokti mohlo byt vtomto véku opomenuto, €i zapadalo do celkového
zvySeného ochlupeni. Sun et al., 2017 publikovali nalezeni dvou stop variant
u dvou €inskych chlapcu, u kterych nebylo ochlupeni loktd pfitomno i presto,
Ze jinak nesli vSechny rysy typické pro WSS. Nejvyraznéjsi facialni rysy pro
WSS jsou velmi podobné tém u KS, specialné klenuté Ci husté obocCi a dlouhé
oc¢ni Stérbiny a mohou byt téZko rozliSitelné, alespon jisté v urcitém vékovém
obdobi. Porovnani fenotypovych znaku typickych pro WSS s témi dale
pozorovanymi u pacienta KS23 je uvedeno v Tabulce 10. Pro srovnani jsou
pfidany dalSi nasSe dvé pacientky NG28 a CDL2, které byly molekularné
diagnostikovany v ramci Cile 3 této prace a byly plvodné testovany pro podezieni
na Cornelia De Lange syndrom. Z tabulky je patrné, Ze podobné jako u KS i u
WSS se projevuje vyrazna variabilni expresivita, a to bez ohledu na umisténi
mutace. Jistou shodu genetypu s fenotypem Ize vSak pozorovat, jelikoz zakladni
charakteristické rysy WSS se projevuji u vdech pacientd a vSichni pacienti maji téz
mutace protein zkracujiciho typu Ci zmény sestfihového mista, ktera jisté vyrazné

zasahuje do velikosti a konformace kédovaného proteinu.

Strom et al., 2014 nalezli pomoci CES mutaci v genu KMT2A u dvou pacientu, u

jednoho zaménovou u dalSiho pak sestfihovou. Jones et al., 2012 nalezli 4 stop
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mutace a jednu mutaci posunu ¢teciho ramce. Miyake et al.,, 2016 detekovali
pomoci WES 2 zaménové mutace, 2 stop mutace a 2 mutace posunu ¢teciho
ramce. 5 pacientl z této kohorty bylo suspektnich pro WSS, jeden byl pivodné
diagnostikovan jako Kabuki syndrom, podobné jako v pfipadé naseho pacienta.
Je tedy zfejmé, Ze fenotypovy prekryv obou syndromu je vyznamny obzvlasté pak
facialné. RozliSitelnym voditkem by zde mohlo byt dukladné zhodnoceni miry a
rozmisténi ochlupeni u pacienta, jelikozZ nadmérné ochlupeni zejména v oblasti
lokte je typické pro WSS na rozdil od KS. Variabilni expresivita vSak pfesto mize

zapficinit nemoznost tohoto rozliSeni.

Pacient KS25 (MLL2-skére 4)

10leta divka s mirnou ID, autistickym chovanim, vrozenou srdecni vadou,
Arnold Chiari malformaci |, prominentnimi polstarky na koneccich prstq,
kratkymi ¢lanky prsta, kratkymi malicky na rukach, kratkymi palci na nohu,
facialni dysmorfii (Siroké Celo, velké dysplastické usi, vysoce klenuté oboci,
hypertelorismus, dlouhé dold sméfujici o¢ni Stérbiny mandlového tvaru,
ektropion, prominentni fasy, modré skléry, Siroky kofen nosu, Siroka Spicka
nosu, silna kolumela, kratké a hladké filtrum, vysoké a uzké patro,
nepravidelné zuby). Ve véku 5 let byla pacientka vySkové na 13. percentilu a
obvodem hlavy na 44. percentilu., a v tomto véku take nejvice pfipominala
rysy Kabuki syndromu, viz. Obrazek 8. Ve véku 10 let byly jeji facialni
dysmorfické rysy jiz méné patrné.

Pacientka nese zhruba 200 kb dlouhou heterozygotni de novo deleci v
oblasti 14q11.2, ktera zahrnuje 5 protein kédujicich gent, véetné CHD8
(MIM#610528) a SUPTH16H (MIM#605012). Tato CNV byla vloZzena do
databaze ECARUCA pod ID: 5284. Tato heterozygotni delece byla jiz dfive
publikovana kolegyni Drabovou et al., 2015 a Zahirem et al., 2007. Podobné
jako u publikovanych pfipadud s deleci vtéto oblasti, nasSe pacientka
prezentovala stejné dysmorfické rysy jako Siroce posazené oci, dolt sméfujici
oc¢ni Stérbiny, Siroky kofen nosu a abnormality zubl. Za povSimnuti nicméné
stoji, ze u pacientd s deleci v 14g11.2 a s mutacemi v genu CHDS8 byla

pfitomna makrocefalie, zatimco naSe pacientka ma obvod hlavy v normalnim

61



rozmezi. Fenotyp pacienty by mohl byt spojen se dvémi z péti genll deletované
oblasti: CHD8 a SUPTH16H. Protein zkracujici mutace v genu CHDS8 byly
dfive spojeny s autismem (ORoak et al., 2012). Genem SUPTH16H kdédovany
protein se ucCastni DNA oprav, replikace a transkripce, nicméné mutace

v tomto genu nabyly dosud spojeny s zadnou klinickou jednotkou.

Cil 3: Vyuziti vySetreni klinického exomu pomoci
NGS u pacienti se syndromové asociovanou
intelektovou nedostatecnosti k detekci dalSich
potencialné kauzalnich genu

Z 60 pacientl se syndromové asociovanou ID, u kterych byla provedena CES
analyza, jsme zachytili patogenni, pravdépodobné patogenni ¢i VUS (mozZna
patogenni) mutaci u 15 pacientu, tj. diagnosticky vytézek metody 25%. Seznam
nelezenych mutaci je uveden v Tabulce 11. Seznam vSech pacientl podrobenych

CES testovani a jejich nalezu je sumarizovan v Tabulce 12.

Obdobné diagnostické vytézky exomového sekvenovani byly publikovany v
nékolika studiich. Evropské vedouci NGS centrum v Nijmegenu uvadi diagnosticky
vytézek 16% pro 21.000 genl pro blize nezafazené ID (de Ligt et al., 2012),
FORGE projekt Kanada (www.care4rare.ca) pak 29% pro WES u déti se vzacnym

onemocnénim, které byly jiz na konci své diagnostické odysey (Sawyer et al.,
2016). Retterer et al.,, 2016 uvadéji 28.8% zachytnost u ruznych klinickych
monogennich chorob, Wright et al., 2015 27% pro syndromickou a
nesyndromickou 1D, Zhu et al., 2015 24% u blize nediagnostikované ID a u
riznych fenotypové predpokladanych syndromd (téz nalezy v genech KMT2D,
GRIN1, GRIN2A, HUWE1), Rump et al., 2016 29% u ID s mikrocefalii, Martinez et
al. 2017 dokonce 39% pro syndromickou ID (zahrnujice 3x KMT2D gen, 2x KMT2A
a 1x NIPBL gen). Diagnosticky vytéZzek beze sporu zavisi na tom, v jaké fazi
diagnostického procesu pacienta bylo exomové sekvenovani pouzito. Retterer et
al., 2016 dale uvadi signifikantni rozdil v zachytnosti pomoci WES v zavislosti na
testovani probanda samotného (23.6%) Ci probanda zaroven s nepostizenymi

rodi€i — trio analyza (31%). Tento fakt podporuje spravnost naseho rozhodnuti
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provadét veskeré CES vysetieni pouze v triich, pokud jsou rodi¢e dostupni.

Co se tyka spektra mutaci v naSi kohort¢, u 4 pacientd puvodné
diagnostikovanych jako Kabuki syndrom byly nalezeny mutace v genech
KMT2A, EFTUD2, GRIN1 a HUWET, jak je podrobné popsano v Cili 2 této prace.
U dalSich 11 pacientd (z 10 rodin) s blize nezafazenou syndromickou ID byly
nalezeny kauzalni mutace v 10 rlznych genech. V této skupiné pacientu byli
diagnostikovani dalSi dva pacienti s mutaci v genu KMT2A, pfestoze nebylo u
pacientd plvodni podezieni na Wiedemann-Steiner syndrom, z duvodu
nepfitomnosti kardinalniho znaku syndromu — ochlupenych loktt. Dale byla nové
spojena histonova demetylaza KDM6B (ze stejné genové rodiny jako KDM6A) se
syndromoveé asociovanoi ID. Byl téz identifikovan dalSi pacient s protein zkracuijici
mutaci v genu EFTUDZ2 a pacientka s mutaci v genu GRIN2B ze stejné skupiny
genl jako GRIN1. U dalSich dvou pacientd byla potvrzena AR povaha ID
onemocnéni — geny RAB3GAP1 a HERC2. Musante a Ropers 2014 odhadli, ze
AR onemocnéni tvofi 13-24% vSech ID onemocnéni, my jsme je detekovali v nasi
malé kohorté u 2 z 15 rodin tj. 13%. Stejni autofi odhaduji podil XL onemocnéni u
ID na 10-12%, kde my jsme detokovali pacienta s HUWET1 a ATRX mutaci

maternalné pfenasenych tj. 2/15 — téz 13%.

VSichni pacienti s nalezem jsou podrobné popsani nize.

Pacient 1 (NG28)

2leta pacientka malého vzristu (pod 2. percentil), s mirnou hypotonii, poruchou
hybnosti, dysplazii kyCli, nepfitomnosti fe€i, vyraznéjSim drobnym ochlupenim na
stehnech a v bederni oblasti a mirnou facialni stigmatizaci (vyrazné oboci,
epikanty, uzké ocni Stérbiny, Siroky kofen nosu). V rodiné otce se objevuje

sluchova vada. Rodina pfichazi ke genetické konzultaci z didvodu dalSi gravidity.

CES prokazala, Ze pacientka i jeji otec jsou heterozygotni pfenaseci nejCastéjsi
mutace zpuUsobujici AR hluchotu v genu koédujicim konexin 26 - GJB2
(NM_004004.5 ): c.35delG, a dale prokazala, Zze pacientka je heterozygotnim
nosiéem sestiihové mutace ¢.3335-1G>C, v intronu 4 genu KMT2A
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(MIM#159555) (NM_001197104.1) v heterozygotnim stavu. Nalezend mutace
meéni akceptorové kanonické sestfihové misto a ma vyrazny vliv na
aminokyselinové poradi a délku kodovaného proteinu. Mutace byla Sangerovym
sekvenovanim vylou¢ena u obou zdravych rodi¢u probanky, vznikla tedy de novo.
Z vySe uvedenych faktl Ize vyvodit, Ze mutace je pravdépodobné patogenni a je
pravdépodobnou molekularni pfiCinou genetického onemocnéni u probandky:
Wiedemann-Steiner syndrom (MIM#605130). Porovnani fenotypovych znaku
typickych pro Wiedemann-Steiner syndrom s pacientkou NG28 a dale s pacientem
KS23 (viz Cil 2), u kterého byl téZ molekularné diagnostikovan tento syndrom, je
uvedeno v Tabulce 10. Pro pfipad germinalniho mozaicismu byla testovana
cilenym Sengerovym sekvenovanim DNA z plodové vody sourozence probanky a
ta vyloucCila nosiCstvi mutace v genu KMT2A u plodu. Diskuze ohledné genu

KMT2A a onemocnéni WSS je rozvinuta v Cili 2 této prace u pacienta KS23.

NG28 KMT2A c.3335-1G>C, p.?_/ Patogenicita 4
Potvrzeni ]E;‘/EC i
Gen RefSeq . ReiSe.q Dus.ledek Exon Zygozita Souvnse]lsl . | Dédi¢nost Sangerem (evropska
Transkript | Protein varianty onemocnéni Segregace v lacni
rodiné populacni
frekvence)
NM_001197
KMT24 104.1: NP 001184 |, . Wiedemann Ano; mutace
(Lysine | 0 3335 033.1: ! Intron 4 Het e AD neg. u 0%
Methyltransfer 1G> 9 sestfihu -Steiner sy kyi
ase 2A) G>C p.? matky i otce
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Doména Chsmlcka K()flzerv. Mutation Clinvitae . HGMD l"ubllkovan'
. zména amino SIFT PolyPhen-2 ClinVar db ¢ patogenni
proteinu . . Taster db db
aminokys. kyseliny mutace
c.4086+1G>
A (Strom
2014)

Pacient 2 (CDL2)

19leta pacientka s podezienim na Cornelia de Lange syndrom, dlouhodobé
vedena pod touto diagnozou, ktera nebyla potvrzena na molekularni urovni z
divodu nedostupnosti testovani pro NIPBL gen v Ceské republice, prezentuje
klenuté dobfe definované oboci, ptdézu, hypertrichdzu a rustové a intelektové

opozdéni.

Metodou NGS zaméfenou na Kklinicky exom ani metodou MLPA nebyly u
probandky nalezeny mutace v genech NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21 a HDACS8

spojenych s rozvojem Cornelia de Lange syndromu, byla vSak nalezena mutace
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NM_001197104.1:c.8481T>G (p.Tyr2827Ter) v genu KMT2A (MIM#159555),
ktery je spojen s fenotypem Wiedemann-Steiner syndrom (MIM#605130).
Pfitomnost mutace byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim a bylo téz ovéfeno,
Ze rodiCe tuto mutaci nenesou. Fenotypové znaky a jejich porovnani s dalSimi
pacienty s KMT2A mutaci, ktefi jsou prezentovani v této dizertaCni praci jsou

uvedeny v Tabulce 10.

Diskuze ohledné genu KMTZ2A a onemocnéni WSS je rozvinuta vySe v Cili 2 této

prace u pacienta KS23.

CDL2 KMT2A c.8481T>G, p.Tyr2827Ter / Patogenicita 4
ExAC -
RefSeq RefSeq Disledek . Souvme]lvcn “ix Potvrzeni NFE .
Gen h . . Exon Zygozita onemocnén | Dédi¢nost Sangerem (evropska
Transkript Protein varianty . ‘.
i Segregace v | populaéni
rodiné frekvence)
KM~T'2A NM_001197 NP(T;) ;) 111‘ * Wiedemann mut/::eo ile
(Lysine 104.1: o stop 27 Het ; AD & 0%
Methyltransfer p.Tyr2827T -Steiner sy u matky i
c.8481T>G
ase 2A) er otce
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Doména CheI?wka Kon?erv. Mutation Clinvitae . HGMD l"ubllkovanr
rotein zména amino Taster db ClinVar db db ¢ patogenni
P 1 aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 mutace

Transaktiva

*
¢ni doména p.Arg2480

Pacienti 3 a 4 (NG49A a NG49D)

Sourozenci 7leta divka a 22lety chlapec postizeni rGznym stupném intelektové
nedostate¢nosti, opozdénim vyvoje, autismem, hypotonii, vrozenymi vadami
srdce, kratkymi prsty, makrocefalii a facialni dysmorfii zahrnujici Siroké celo,
hluboko posazené oci, Siroky kofen nosu a dysplastické usi. Divka je intelektové
vyraznéji postizena nez bratr, ma téz spastickou paraparézu, avsSak jeji
dysmorfické rysy narozdil od bratra s vékem ustupuji. Divka je tézko vySetfitelna
a proto nelze s urcitosti potvrdit diagnézu neurologa tykajici se spastické
paraparézy, jde mozna pouze o poruchu stability. Porovnani fenotypu sourozenct

je prezentovano v Tabulce 13.

U obou sourozencl jsme nalezli variantu zkracujici proteinovy produkt
NM_001080424.1:c.2041C>T (p.GIn681Ter) vgenu KDM6B (MIM#611577),
ktera byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim. U otce ani matky probanda nebyla

pfitomnost varianty potvrzena, pravdépodobné se jedna o germinalni
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mozaicismus u jednoho z rodi¢u probanda a vznik varianty u obou sourozenct de

novo.

Tento gen nebyl doposud pfesné spojen s rozvojem zadné klinické diagnodzy, v
literatufe se doposud objevily 3 potencialné patogenni mutace v tomto genu pro
rozvoj syndromické i nesyndromické ID a/nebo autismus, nalezené pomoci
rozsahlych WES studii (Najmabadi et al., 2011, lossifov et al., 2012). Nicméné
Najmabadi et al., 2011 povaZzuji tento gen za pfiCinu autozomalné recesivni ID,
jimi nalezena varianta je vSak povahy missense. lossifov et al., 2012 nalezli
heterozygotni variantu posunu ¢teciho ramce u pacienta s autismem, kde zdravi

rodiGe a sourozenec tuto variantu nenesli.

KDMG6B stejné jako KDM6A (Kabuki syndrom 2) je H3K27 demetylaza katalyzujici
demetylaci H3K27me2/3. Trimetylace histonu 3 na lyzinu 27 je represivni znackou
genové exprese. Redukce této trimetylace se objevuje v priibéhu embryonalniho
vyvoje a haploinsuficience kteréhokoli z proteint kddovanych t€mito demetylazami
zpusobuje snizeni genové exprese v embryonalnim vyvoji. KDM6B reguluje
posteriorni vyvoj regulaci genové exprese HOX genu. lossifov et al., 2012 Fadi
KDM6B mezi geny asociované s FMRP (protein fragilniho X), coz poukazuje na
vyznam kodovaného proteinu v plasticité synapse a dale na citlivost na davku

tohoto proteinu u kognitivnich onemocnéni.

KDM6B se pfimo podili na embryogenezi vSech tfi zarodecnych listd (Burchfield
et al., 2015), coz by vysvétlovalo komplexni fenotyp probandl. Vyfazeni tohoto
genu u embryonickych kmenovych bunék vedlo k redukci diferenciace
endotelidlnich bunék a srde€nich progenitorovych bunék (Ohtani et al., 2013).
Kodovany protein téz pfimo reguluje expresi kliCovych regulatord neurogeneze
jako PAX6, SOX1 a NESTIN a ma tak pravdépodobné vliv na vyvoj nervového
systému, perifernich nervi a mozku (Burgold et al., 2008). KDM6B je téz klicovym
regulatorem SHH (Sonic HedgeHog gen) fizeného vyvoje nervové trubice (Shi et
al., 2014). Vyrazeni genu KDM6B u mysi zpUsobilo naruSeni indukce programu
exprese genu nutnych k vyzrani funkéni synapse (Wijayatunge et al., 2018). U
kravskych embryi zpusobilo vyfazeni maternalni KDM6B mRNA inhibici redukce
mnozstvi H3K27me3 a vedlo ke snizeni poctu bunék vnitfni bunééné masy a

bunék trofektodermu ve stadiu blastocysty a dale vedlo k downregulaci transkript(
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vztahujicich se k regulaci transkripce, chromatinového remodeling a proteinového
katabolismu (Chung et al., 2017). Dle EXAC databaze (na zakladé velké populaéni
studie - minimalné 1,211 tisic alel) se pLI (Probability of LOF Intolerance —
pravdépodobnost intolerance k mutaci zpusobuijici ztratu funkce) pro KDM6B gen
rovna 0,99, z ¢ehoz Ize vyvodit, Zze dle této databaze je mutace zkracujici tento

protein pravdépodobné patogenni.

Na zakladé segregacni analyzy v rodiné, protein zkracujici povahy mutace a
nulového vyskytu varianty v populaci a dle vySe uvedenych publikaci
predpokladame, Ze tato varianta muize byt patogenni pro rozvoj fenotypu u
obou sourozenci. Jedna se o prvni popsanou mutaci protein zkracujiciho typu u
KDM6B genu. Déle tato mutace u pacientd s danym fenotypem potvrzuje
pravdépodobnost AD podstaty onemocnéni a dale posiluje pfedpoklad, ze KDM6B

je silnym kandidatnim genem pro rozvoj ID.

NG49 KDMG6B ¢.2041C>T, p.GIn681Ter / Patogenicita 3-4
ExAC -
RefSeq RefSeq Disledek . Souvisejici < 1ix Potvrzeni NFE .
Gen h . . Exon Zygozita . .| Dédi¢nost Sangerem (evropska
Transkript Protein varianty onemocnéni v o
Segregace v | popula¢ni
rodiné frekvence)
KDMéB NM_001080 18\19])37(1)91073 Syndromick Ano; mutace
Dg;ﬁ;zse 424.2: CIn681T stop 11 Het Y iIb AR/AD neg. u 0%
6B) c.8481T>G | P ¢ matky i otee
r
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Doména | Chemickd | Konzery. Mutation | Clinvitae ) HGmp | Publikovan
rotein zména amino Taster db ClinVar db db ¢ patogenni
protetnu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 ste mutace
p-Q115* pro
ASD (Yuen
2017)

Pacient 5 (NG47)

7,5leta pacientka prezentuje maly vzrist, hluboké mentalni opozdéni, bez vyvinu
feCi (bez sluchové vady), lehky hypotonicky syndrom, oboustranou paraparézu
dolnich koncetin, asymetricky obli¢ej, hypertelorismus,vrozenou kararaktu (a
sekundarni glaukom), mikropthalmus pravého oka, mikrokorneu a dysmorfické
usni boltce. Podezfeni na Smith-Lemli-Opitz (SLO) syndrom nebylo molekularné
potvrzeno. V pozdéjSim véku bylo u pacientky vysloveno podezfeni na Warburg

micro syndrom (WMS).
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VySetifenim NGS jsme u pacientky jsme nalezli 2 heterozygotni varianty v genu
RAB3GAP1 (MIM#602536), ktery je spojen s fenotypem: Warburg micro
syndrom 1 (MIM#600118). Varianta NM_001172435.1:c.119delT
(p.lle40MetfsTer54) byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim. Tato varianta byla
potvrzena u otce probandky. U matky probandky byla pfitomnost této varianty
vyloucena. Varianta nebyla dosud publikovana. Varianta
NM_001172435.1:¢.1380delG (p.Alad461LeufsTer6) byla ovéfena Sangerovym
sekvenovanim. Tato varianta byla potvrzena u matky probandky. U otce
probandky byla pfitomnost této varianty vylouCena. Varianta nebyla dosud
publikovana. Na zakladé protein zkracujici povahy obou mutaci, na zakladé nulové
populaéni frekvence a AR segregace v rodiné a na zakladé souhlasu s fenotypem

predpokladame, Zze obé tyto mutace jsou patogenni pro rozvoj WMS u probandky.

Micro Syndrom byl poprvé popsan v roce 1993 Warbugem et al. u konsanguinni
rodiny, jako syndrom AR mikrocefalie, mikrokorney, vrozené katarakty, ID, atrofie
optiku a hypogenitalismu. K dalSim typickym fenotypovym znakim patfi
mikroptalmie, hypoplazie corpus callosum, maly vzrust a kloubni deformity.
Molekularni zaklady onemocnéni byly popsany v roce 2005 Aligianisem et al. jako
bialelické mutace v genu aktivujicim Rab3 GTP-azu - RAB3GAP1. Handley et al.,
2013 zjistil, ze WMS a Martsolf syndrom (MS) tvofi fenotypické continuum
podminéné mutacemi v genech RAB3GAP1 ve 41%, RAB3GAP2 v 7% a RAB18
v 5%, s tim, Ze vice patogenni mutace zpusobuji WMS a méné zavazné pak MS.
WMS je extrémné vzacné onemocnéni, které se vétSinou nachazi v
konsanguinnich rodinach a mutace je ve vétSiné pfipadid homozygotni. VétSina
patogennich mutaci je protein zkracujiciho typu, pouze nékolik malo méné
patogennich mutaci typu missense bylo zachyceno. RAB3GAP1 mutace byly
publikovany Morris-Rosendahl et al.m 2010, Handley et al., 2013, Picfker-Minh et
al., 2014, Imagawa et all., 2015, Rump et al., 2016 a dalSimi.

U naSi pacientky jde velmi vzacné o slozeného heterozygota. Mutace jsou obé
protein zkracujiciho typu, které jasné svédci pro WMS a téz ve vétSiné rysa
odpovidaji zavaznému fenotypu pacientky. | u tohoto syndromu se vSak objevuje
jista variabilni expresivita, jelikoz u pacientky nedoslo k atrofii nervu opticu, coz je
Castym fenotypovym rysem WMS, a ani k typické dislokaci ky¢li. Rodiné byla
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nabidnuta preimplantacni diagnostika, ktera by méla vyloucit narozeni dalSiho

postizeného ditéte.

1. NG47 RAB3GAPI c.119delT, p.Ile40MetfsTer54 pat / Patogenicita S
ExAC -
Potvrzeni NFE
Souvisejici Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Dusledek onemocnén Segregace v | populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita i Dédi¢nost rodiné frekvence)
RAB3GAPI
BB | NML001172 % Warburg Ano;
Activating 435.1: - Frameshift 3 het micro AR potvrzena u 0%
Protein ¢.119delT p-lledOMetf syndrom 1 otce
Catalytic sTer54
Subunit 1)
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zména amino Mutation Clinvitae ClinVar ¢é patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster DB DB HGMD DB mutace
c.131delT
(Handley,
2013)

2. NG47 RAB3GAPI ¢.1380delG, p.Ala461LeufsTer6 mat / Patogenicita 5

ExAC -
Potvrzeni NFE
Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Disledek Souvisejici Segregace v | popula¢ni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita onemocnéni | Dédi¢nost rodiné frekvence)
RAB3GAPI
BB | NML001172 % Warburg Ano;
Activating 435.1: e Frameshift 15 het micro AR potvrzena u 0%
Proein | c.1380delG | P-Alad61Le syndrom 1 matky
Catalytic ufsTer6
Subunit 1)
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zména amino Mutation Clinvitae ClinVar é patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster DB DB HGMD DB mutace
c.1353delA
(Imagawa,
2015)

Pacient 6 (NG11)

6lety pacient s tézkou ID (psychologicky odpovida 4 mésicim, komunikuje
necilenymi zvuky) a opozdénym motorickym vyvojem (sedi od 6 let, stoji jen s
oporou), s drobnym corposem calosum, vrozenou vyvojovou vadou ledvin
(ageneze levé ledviny, hypoplazie pravé ledviny), retenci varlete a hypospadii,
mikrocefalii a facialnim dysmorfismem (mikromandibula, nize posazené usi, vyssi
patro, uzké ocni Stérbiny, epikanty, kratky zasuvkovity nos, dlouhé filtrum,

abnormalni tvar rtd — horni ret vytazen do pismene M).
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U pacienta jsme nalezli missense variantu NM_000489.4:c.797A>G
(p.Tyr266Cys) v exonu 9 genu ATRX (MIM#300032), ktery je spojen s fenotypem:
ATRX syndrome - ID s alfa thalasémii (XLD) (MIM#301040) nebo ID s
hypotonickym oblicejem (XLR) (MIM#309580). XLR spektrum onemocnéni
spojenych s mutaci v genu ATRX zahrunuje téz XLMR syndromy - Carpenter-
Waziri syndrom, Holmes-Gang syndrom, Chudley-Lowry syndrom, XLMR se
spastickou paraplegii, XLMR s epilepsii, a nesyndromickou XLMR (EGL Genetics,
www.egleurofins.com/?approved _ symbol=ATRX) — vSechny MIM#309580.

Pfitomnost varianty byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim, matka je
prenaSeCka této varianty. Vzhledem k pfitomnosti varinty u zdravé matky
predpokladame XLR dédi¢nost odpovidajici dle sou¢asnych znalosti onemocnéni
ID s hypotonickym obli¢ejem. Tato varianta byla publikovana Gibbons a Higgs v
roce 2000 jako patogenni, nicméné byla publikovana pouze jednou a jedna se o
missense mutaci, proto jeji interpretace musi byt provedena s opatrnosti.
Predikéni sestfihové softwary MaxEnt, NNSPSPLICE ani HSF nepfedpokladaji
zménu sestfihového mista zplsobenou nalezenou mutaci. Se sou¢asnym stavem
znalosti hodnotime patogenicitu variant jako 3-4 (VUS, mozna patogenni). K
patogenicité se pfiklani vSechny predikéni softwary, vysoka konzervovanost
aminokyseliny i nukleotidu, vyrazna chemicka zména aminokyseliny, pozice
varianty ve funkéni doméné protein (Zn finger, PHD doména) a nulova populaéni
frekvence. Zinc finger doména funguje jako transkripéni faktor a mutantni ATRX
protein downreguluje expresi alfa-globinu a zaroven potlacuje expresi mnoha genl
narusenim transkripce a chromatinového remodelingu, coz vede nasledné k ID a
vrozenym malformacim. Vyrazna vétSina zjisténych patogennich variant v tomto
genu je typu missense, coz téz podporuje patogenicitu nami nalezené mutace. Téz
veSkeré  publikované mutace v exonu 9 (zdroj Clinvitae -

http://clinvitae.invitae.com) jsou vyhodnoceny jako patogenni &i pravdépodobné

patogenni (ACMG tfida patogenicity 4 a 5). Je zatim popsano celkem pouze 200
pfripadl. Mutace v genu ATRX se mohou objevovat téz jako ziskané (somatickeé)

u myelodysplastického syndromu.

V pfipadé naseho probanda bude dulezité fenotypové srovnani, proband i jeho
matka byly doporuceni k hematologickému vySetfeni. Pro tento typ onemocnéni
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jsou typické inkluze hemoglobinu H patrné obrazem “golfového micku” na
erytrocytech. Molekularni syndromologie a pfehodnoceni pathogenicity mutace

bude dale pokraCovat po ziskani vysledkl hematologického vySetfeni.

NGl11 ATRX c.797A>G, p.Tyr266Cys / Patogenicita 3-4
ExAC -
Potvrzeni NFE
Dislede Souvisejici Sangerem | (evropska
RefSeq RefSeq k onemocnén | Dédi¢nos | Segregace | populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita i t v rodiné frekvence)
ATRX A'il'i;
~(Alpha M 000489.4 | NP_000480.3 MR (mozn4 o otk
Thalassemia/Mental : : Missense 9 Hemizygot alfa XL p 0%
Retardation .. , mutace
Syndrome X- ¢.797A>G p.Tyr266Cys thalasémie) negativai u
Linked) otce
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zména amino Mutation Clinvitae ClinVar HGMD é patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster DB DB DB mutace
Zpusobujic
Zinc finger Skodliva | Pravdépodobn i Patogenni Tato
motif, PHD Vyrazna Silna (score: € poskozujici | onemocnén - Neni pro ATRX | (Gibbons,
doména 0) (score: 1.0) i (p-value: syndrom 2000)
D
Pacient 7 (CDL7)
4,5mésicni holCicka s malym vzristem a stigmatizaci — mikrocefalie,

dysproporcionalni zkraceni koncetin obzvlasté hornich, nizka vlasova hranice
vpfedu i vzadu, vyrazny hirzutismus s maximem na zadech, hrudniku a stehnech,
zuzené Celo, vyrazné klenuté obocCi se synophrys, dlouhé filtrum, tenkeé rty, vysoké

patro, kratky krk. V tomto véku pfipomina Cornelia de Lange (CDL) syndrom.

CES vySetfenim byla nalezena jasna sestfihova mutace
NM_133433.3:¢.5225+2T>A (p.?) vgenu NIPBL (MIM#608667), ktery je
nejCastéjSim genem mutovanym u CDL syndomu (MIM#122470), ¢imz byl
potvrzen predpoklad klinickych genetiku a diagnéza byla potvrzena na molekularni
urovni. Pfitomnost mutace byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim a byla
vylou¢ena v lymfocytech obou rodi€d. Mutace nebyla dosud publikovana.
Vzhledem k tomu, Ze v8ak naruSuje povinny motiv (GU) kanonického donorového
sestfihového mista, ma naprosto jist€ za nasledek aberantni sestfih NIPBL
proteinu. Predik¢ni sestfihové softwry SpliceSiteFinder, MaxEntScan, NNSPLICE,

GeneSplicer a Human Splicing Finder predikuji ztratu sestfihového mista.
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Gen NIPBL koduje dimer proteinu MEUZ2, ktery je nutny ke spojeni kohezinu
k chromadidam v anafazi meiézy a mitézy. Byly prokazany dvé zakladni funkce
tohoto proteinu, jednak pfi segregaci chromozému v mitdze/meiéze a jednak pfi
skladani chromozému v jadfe a tak organizaci 3D struktury genomu, kterd ma
zasadni vliv na vzajemnou polohu enhanceru a jejich cilovych genu (Schwarzer et
al., 2017).

CDL7 NIPBL ¢.5225+2T>A / Patogenicita 4
Potvrzeni ExAC - NFE
Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Dusledek Souvisejici Segregace v populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita | onemocnéni | Dédi¢nost rodiné frekvence)
NIPBL : ix
. NM_133433.3: S Cornelia de Ano; rodice o
(N'Eﬁfg-B- €.5225+2T>A Splice site 26 Het Lange sy AD bez mutace 0%
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikované
Doména zména amino PolyPhen- | Mutation ClinVar patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT 2 Taster Clinvitae DB DB HGMD DB mutace
Armadillo- ¢.5225+3A>C
type fold - B - B o B B (Oliveira, 2010)

Pacient 8 (NG67)

4,5leta divka s atypickym autismem, psychomotorickym onemocnénim, hypotonii,
nestabilni chdzi, vahou a vySkou na 10. percentilu, strabismem a s obli¢ejem bez
napadnéjsi stigmatizace. U pacientky existovalo podezieni na Rett nebo Rett-like
syndrom, cilena molekularni vysetfeni v8ak diagnézu nepotvrdila. Z duvodu

gravidity matky bylo provedeno NGS vysSetieni v rozsahu klinického exomu.

Byla nalezena heterozygotni protein zkracujici mutace ¢.2533C>T (p.GIn845%) v
exonu 12 genu GRIN2B (Ref.Seq. GenBank NM_000834.3) (MIM#138252). Tato

mutace nebyla dosud publikovana.

2 podjednotky proteinu GIuN2B (kédovany genem GRIN2B) spolu s 2
podjednotkami proteinu GRIN1 (kédovany genem GRIN1, viz pacient KS17 z Cile
2 této prace) tvofi heterotetramericky N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor.
NMDA receptor je glutamatem aktivovany iontovy kanal permeabilni pro Na+, K+

a Ca?* a nachazi se v excita¢nich synapsich v ramci mozku.

Tento gen je spojovan s diagnézou autozomalné dédi¢né nesyndromické ID

pojmenované MR AD 6 (MIM#613970). Varianta byla potvrzena Sangerovym
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sekvenovanim a rodi€e variantu nenesou. Jedna se tedy o vznik mutace de novo.
Dle literatury jsou v genu GRIN2B pozorovany nejCastéji missense mutace, které
zpUsobuji “gain of function” (ziskani funkce) fenotyp, nékteré vyrazné zvySuji
permeabilitu pro Mg?*, jiné znaéné redukuji prichodnost Ca?* (Fedele et al., 2018).
Funkéni vliv protein zkracujicich mutaci nebyl dosud studovan, nicméné Ize
predpokladat jejich znacCny vliv na kvalitu synapse, pokud i dopad missense mutaci
je takto vyrazny. V8echny protein zkracujici mutace v tomto genu uvedené v
databazi ClinVitae jsou oznaceny jako patogenni, s nejbliz§i mutaci zkracujici
protein pozdéji o 2 aminokyselinové zbytky u pacienta s ID a autismem. Soto et
al., 2018 publikovali pfipad 4leté pacientky s Rett-like syndromem a zavaznou
encefalopatii, u které byla nalezena missense mutace v tomto genu. Fenotyp nasi
probandky potvrzuje shodu s Rett-like fenotypem u publikovanych pacientd,
encefalopatie se pak objevuje dle literatury a databaze OMIM pouze u néktery
pacientld. Muaze jit o korelaci fenotypu s genotypem, kde missense mutace
zpusobuji encefalopatii na rozdil od protein zkracujicich mutaci. Z literatury vSak

zatim neni dostupnych dost klinickych dat, ktera by tuto teorii mohla potvrdit Ci

vyvratit.
NG67 GRIN2B ¢.2533C>T, p.GIn845* / Patogenicita 4
Potvrzeni | ExAC - NFE
Gen RefSe(! RefSe.q Dus!edek Exon Zygorita SOllVlSe_]l'CI, Dédicnost Sangerem (evrops'kar
Transkript Protein varianty onemocnéni Segregace popula¢ni
v rodiné frekvence)
GRIN2B
(glutamate Ano:
ionotropic . . ’
receptor NM_000834.3: NP—000825I2' stop 12 Het MR AD 6 AD mutace nee. 0%
¢.2533C>T p-GIn845* u matky i
NMDA type otce
subunit 2B
)
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Doména Chen}ncka Kon%erv. Mutation Clinvitae ClinVar HGMD Publlkoval}e
roteinu zména amino PolyPhen- Taster db db db patogenni
P aminoKys. kyseliny SIFT 2 mutace
p.Arg847*
pro ID
(Kruperberg
2016)

Pacient 9 (NG109)

7lety chlapec s téZkou ID, téZkou vyvojovou retardaci (absence feci, neni schopen
stoje a chlize) a tézkou rastovou retardaci, dale s axialni hypotonii, kongenitalni

arthrogryposis multiplex (s maximem na dolnich koncetinach), mikrocefalii,
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vyraznou facidlni stigmatizaci, vyraznou suturou metopicu, strabismem,
hypomimii a hypogonadismem. Byl zvazovan defekt glykosilace a Allan-Herndon-
Dudley syndrom, které vSak nebyly potvrzeny a po negativhi aCGH bylo
indikovano CES.

U pacienta byla nalezena heterozygotni protein zkracujici varianta v genu
MAGEL?2, ktery je spojen s fenotypem: Schaaf-Yang syndrom / Prader-Willi like
syndrom (MIM#615547). Varianta NM_019066.4:c.1990_1991insT
(p.Pro664Leufs*49) v genu MAGEL2 (15911.2) (MIM#605283) byla ovéfena
Sangerovym sekvenovanim a vylou€ena u rodi¢l probanda, vznikla tedy de novo.
Gen MAGEL2 lezi v maternalné imprintované oblasti a je exprimovan z paternalni
alely. Mutace je patologického charakteru, pokud se nachazi na paternalni alele.
Tuto informaci nebylo zatim mozné ziskat, nicméné vzhledem k podobnosti
fenotypu pacienta a fenotypu publikovaného pro mutace v genu MAGEL?2 |ze
prfedpokladat, Ze tato mutace je pravdépodobné patogenni a kauzalni pro rozvoj
fenotypu pacienta. Tato mutace ma nulovou frekvenci vyskytu celosvétové i
v evropské populaci a nebyla dosud popsana. Mutace doposud nalezené u tohoto

syndromu jsou dobfe shrnuty v publikaci Fountain et al., 2017.

NG109 MAGEL2 ¢.1990_1991insT, p.Pro664Leufs*49 / Class 5 jestliZe paternalni
Potvrzeni | ExAC - NFE
Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Disledek Souvisejici Segregace populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita | onemocnéni | Dédi¢nost | v rodiné frekvence)
Schaaf-
MAGEL?2 . . Yang
; NM_019066.4: NP_061939.3: . o
(Mage-LKe | ¢ 1990_1991insT | p.Pro66dLeufs<ag | Mo ! Het | syadrom | AD Ano 0%
like sy
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Mutation Publikované
Doména zména Konzerv. amino PolyPhen- Taster Clinvitae ClinVar HGMD patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT 2 db db db mutace
¢.1996dupC
pro PWS-like
(Soden 2014)

Pacient 10 (NG103)

11lety pacient s poruchou sluchu a feci, atrézii zvukovodUl, rozstépem patra,
lehkou ID, pyelonefritis, lehkou chlopenni vadou, nize nasedajicim palcem na

rukou a facialni stigmatizaci odpovidajici spektru Treacher-Collins. Pacient
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prezentuje obvod hlavy pod 3. percentil, mikrocii, hypertelorismus,
antimongoloidni slant o€nich Stérbin, uzky obli¢ej s drav€im profilem, velka usta

v pootevieném postaveni, nenapadnou bradu.

U pacienta byla nalezena heterozygotni stop mutace NM_004247.3:¢.1842T>G
(p.Tyr614*) vgenu EFTUD2 (MIM#603892), ktery je spojen s fenotypem:
mandibulofacialni dysostéza (MFD) s mikrocefalii (Orphanet), dle jinych zdroj(
(OMIM) mandibulofacialni dysostéza Guion Almeida typu (dédiCnost AD)
(MIM#610536). Mandibulofacialni dysostéza s mikrocefalii je vzacny syndrom, na
kterém se podili progresivni microcefalie, micrognacie, microcie, malformace usi,
vyvojové opozdéni a opozdéni Feci. Mnoho pacientd ma atrézii choan, ktera ma

za nasledek dychaci obtize, pfevodni ztratu sluchu a rozstép patra.

Fenotyp pacienta tedy odpovida fenotypu pozorovanému u pacientll s mutacemi

v tomto genu.

Nami nalezena mutace nebyla dosud publikovana. Na zakladé protein zkracuijici
povahy mutace a korelace s fenotypem klasifikujeme tuto variantu jako tfidu 4 —
pravdépodobné patogenni. Na zakladé tohoto NGS vysledku bylo u pacienta

indikovano ORL vySetfeni pro zjisténi atrézie choan.

Fenotypové znaky naSich dvou pacientl s protein zkracujici mutaci v genu
EFTUD2 (KS11 viz Cil 2 a NG103) jsou uvedeny v Tabulce 9. Diskuze ohledné
genu EFTUDZ2 a onemocnéni MFD s mikrocefalii je rozvinuta v Cili 2 této prace u

pacienta KS11.

NG103 EFTUD? c.1842T>G, p.Tyr614* / Patogenicita 4
ExAC -
Potvrzeni NFE
Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Disledek Souvisejici Segregace v | populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita onemocnéni | Dédi¢nost rodiné frekvence)
EFTUD2
(clongation | NM_(004247 | NP_004238. Mandibulofa
factor T GTP | 3:c.18427T> 3: Nonsense 18 het cidlni AD Ano 0%
dglm::ﬁ G p.Tyr614* dysostoza
containing 2)
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zZména amino Mutation ¢ patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster Clinvitae | ClinVar DB | HGMD DB mutace
p.Q719*
(Lines 2012)
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Pacient 11 (NG171)

8lety pacient s lehkou az stfedni ID, PAS, menSim vzrustem (25. percentil),
asthenik, s deformitou hrudniku vpravo, vadnym drzenim téla, delSimi prsty na
dolnich i hornich koncetinach a s lehkou facialni stigmatizaci — vy$si klenuté Celo,

trojuhelnikovy obliej, velké odstavajici dysplastické usi, kratSi hlouboké filtrum.

CES prokazala u pacienta 2 heterozygotni mutace typu missense ¢.10460C>T,
(p.Ser3487Leu) pat a ¢.10424C>T, (p.Ser3475Phe) mat v genu HERC2
(MIM#605837), ktery je spojen s rozvojem autozomalné dédicné ID oznaCované
MR AR 38 (MIM#615516), které podle nékterych zdroju spada do AS-like
(Angelman syndrome-like) syndromU. Jedna mutace je zdédéna od matky a druha
od otce. HERC2 je ubiquitin protein ligaza ze stejné genové rodiny jako HUWE1
(viz. pacient KS10 z Cile 2 této prace), s funkéni HECT doménou na 3" konci genu,
ktera katalyzuje kovalentni pfipojeni ubhiquitinu k substratu. Mutace v genu
HERC2 jsou spojovany s ID, autismem a poruchami chize. Mutace byly doposud
pozorovany pouze VvV homozygotni kompozici a to vétSinou v populaci
severoamerickych Amishd a Mennonitd. V databazi HGMD jsou uvedeny pouze 3
mutace, 2 typu missense, kde jedna zpusobuje celkové vyvojové opozdéni a
autismus (Puffenger et al., 2012) a druha neurologické onemocnéni (Charng et al.,
abnormality mozku, transpozici hlavnich artérii, ventrikularni septalni defect,

renalni anomalii a ztratu sluchu (Yavarna et al., 2015).

Obé mutace nalezené u naseho pacienta maiji velmi nizkou populacni frekvenci
(odpovidala by frekvenci patogenni alely u AR onemocnéni), objevuji se ve
funkéni doméné (RCC1 domeéna) proteinu, postihuji vysoce konzervovany
nukleotid i aminokyselinu, u obou dochazi k vyrazné fyzikalné-chemické zméné
aminokyseliny a obé mutace jsou hodnoceny jako patogenni vétSinou predik¢nich
softwaru. Dale patogenicité mutace nasvédcuje i biparentalni dédi¢nost a shoda s
fenotypem u publikované missense mutace. Na druhou stranu jde stale o
missense mutace, kde je patogenicita nejista bez funkénich studii a u tohoto genu
je prozatim malo dostupnych informaci. Téz fenotyp je velmi stru€ny a obecny.
Predikéni sestfihové softwary MaxEnt, NNSPSPLICE ani HSF nepfedpokladaji

zménu sestfihového mista zpusobenou nalezenou mutaci a to ani pro jednu z
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obou mutaci. Dle sou€asného stavu znalosti hodnotime tedy obé varianty jako

varianty nejasného vyznamu a jejich vztah k onemocnéni pacienta nelze s jistotou

potvrdit.
1. NG171 HERC?2 ¢.10460C>T, p.Ser3487Leu pat / Patogenicita 3
ExAC -
Potvrzeni NFE
Souvisejici Sangerem (evropska
RefSeq RefSeq Disledek onemocnén Segregace v | populaéni
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita i Dédi¢nost rodiné frekvence)
HERC2
(hect
domainand | NM_00466 | NP_004658. )
RCCl-like 75 3 4 o . i Arno; oo
domain- .10460C> | p.Ser3487L Missense et MR AR AR pot\;rtzceena u 1%
containing T eu
protein 2
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zména amino Mutation Clinvitae ClinVar ¢ patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster DB DB HGMD DB mutace
Pravdépodo p-P394L pro
o T celkové
Poskouikici bné Zpiisobujici Vivojové
RCCl1 velka Vysoka . poskozujici | onemocnéni — - -— yvojove
(skore 0) ) _ opozdéni
(skore (p=1)
0.994) (Puffenberg
i er2012)
2. NG171 HERC?2 ¢.10424C>T, p.Ser3475Phe mat / Patogenicita 3
Potvrzeni
Souvisejici Sangerem
RefSeq RefSeq Disledek onemocnén Segregace v
Gen Transcript Protein varianty Exon Zygozita i Dédi¢nost rodiné MAF
HERC2
(hect
domainand | NM_00466 | NP_004658. )
RCCl1-like 7.5: 3: . Ano; \
domain- c.10424C> | p.Ser3475P Missense 68 het MR AR 38 AR potvrzena u 0.04%
. matky
containing T he
protein 2
Vyplnit u missense mutaci Publikace
Chemicka Konzerv. Publikovan
Doména zména amino Mutation Clinvitae ClinVar é patogenni
proteinu aminokys. kyseliny SIFT PolyPhen-2 Taster DB DB HGMD DB mutace
p.D4267E
pro
P Benigni Zpisobujici neurologick
RCCl1 velka Vysoka (]:(]:)krzlgkol:; (skore onemocnéni - - - é
: 0.001) (p=1) onemocnéni
(Charng
2016)
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TABULKY A OBRAZKY

Tabulka 1: Kvalitativni vysledky panelového NGS sekvenovani, v ramci kterého byla nalezena mutace
v genu KMT2D u dvou pacientt

% bazi

kvality Primérné pokryti  Uniformita pokryti % bazi s pokrytim >=20 % baziv Median délky

Q>=30 cilovych oblasti v cilovych oblastech v cilovych oblastech duplikovanych étenich  fragmentt
KS042A 93.895 107.196 76.171 77.107 341 494
KS045A 93.493 101.394 76.44 77.291 6.813 511
NGOO0X 92.955 30.876 76.186 76.998 3.878 490
NGXXA 93.662 105.646 76.344 77.404 4.139 512
NGXXXA 93.793 110.588 76.1 77.078 3.755 491
NGXXXXA 93.364 103.86 76.733 77.744 3.145 539
NGOXXXA 93.798 97.37 76.337 77.21 5.87 508
NGO0140A 93.637 103.831 76.364 77.218 3.887 508
NG0225A 93.688 101.037 76.269 77.193 3.971 505
NG0225D 94.7 96.907 74.609 75.522 5.461 382
NGO0225E 92.693 96.841 76.251 77.133 4.475 506
NGO0230A 94.156 108.817 75.622 76.406 4.803 447
NG0232A 93.733 103.005 76.046 76.958 4182 493
NG0236A 93.514 102.002 76.377 77.275 3.258 504
NGO0238A 93.533 101.568 76.388 77.31 3.224 510
NGO0239A 93.724 104.769 76.45 77.341 3.341 511
NG0264A 93.597 103.339 76.385 77.326 5.597 517
NG0265A 93.756 104.593 76.214 77.182 3.33 501
NG0265B 93.567 108.316 76.393 77.342 3.381 508
NG0265C 93.723 107.451 76.371 77.27 3.606 503
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Tabulka 2: Seznam patogennich mutaci v genu KMT2D u ¢eskych KS pacientt
Vzorek/P | Mutace cDNA uroven Mutace Exon | Typ mutace | Rodice testovani | Dédicnost Publikovano
ohlavi Ref Seq NM 003482.3 Proteinova troven Otec/Matka
KSI/M | c.16371_16374delTGAA | p.Glu5458Metfs*2 52 FS ne zz‘fsggflad Makrythanasis
Predpoklad Lo
KS3/M c.8743C>T p.Arg2915* 34 NS ne Makrythanasis, Li
de-novo
KS4/M c.2488G>T p-Glu830* 10 NS O-/M- de-novo NOVEL (Padérova)
KS5/M c.4549 4549delG p-Glul517Argfs*4 16 FS O-/M- de-novo NOVEL (Padérova)
KS12/Z €.6349 _6350delinsA p-Pro2117Thrfs*27 31 FS O-/M- de-novo NOVEL (Padérova)
KS13/M | ¢.5625 5628delAGAC p.Asp1876Glyfs*38 | 25 FS M- zg:ggglad Makrythanasis, Banka
KS16/Z | c.16164 C>G p.Tyr5388Ter 51 NS ne HEIELES | g
de-novo
KS20/M | c.15545delG p-Gly5182Alafs*61 48 FS O-/M- de-novo NOVEL
KS21/Z c.16360delC p-Arg5454Glufs*2 52 FS O-/M- de-novo NOVEL
KS24/M | ¢.6594delC p.Tyr21991lefs*65 31 FS 0O-/M- de-novo Hannibal
KS33/Z | c.1090C>T p.GIn364* 8 NS ne e N i
de-novo
KS36/M | ¢.13606C>T p.Argd536* 40 NS ne Predpoklad | . 1 issen
de-novo
KS39/Z | ¢.176+1delG p.? Int2 | SS ne Bt | arEL
de-novo
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KS40/M | ¢.1967delT p.Leu656Argfs*274 10 FS O-/M- de-novo NOVEL
KS42/7 c.15163 15168dupGACCT | p.Asp5055 Leu5056d 48 [Fdup ne Predpoklad Micale
G up de-novo
Predpoklad
KS43/Z | c.12406C>T p.GIn4136* 39 NS ne NOVEL
de-novo
KS44/M | c.12304C>T p.Glu4102* 39 NS ne HEEd | g
de-novo
: Predpoklad
KS45/M | c.15226delG p.Ala5076Hisfs*2 48 FS ne de-novo NOVEL

M: pohlavi muzské, Z: pohlavi zenské, FS: frameshift mutace, NS: nonsense mutation, IFdup: in frame duplikace, M-: matka negativni na KMT2D mutaci,
O-: otec negativni na KM72D mutaci, Makrythanasis a kol 2013, Li a kol 2011, Banka a kol 2012. Padérova a kol. 2016, Hannibal a kol. 2011,
Paulussen a kol. 2010, Micale 2011.
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Tabulka 3 Klinické znaky pozorované u ¢eskych KMT2D+ KS pacientii

Klinicky znak / Pacient KS1 KS3 KS4 KS5 KS12 KS13 KS16 KS20 KS21 KS24 KS33 KS36 KS40 KS42 KS43 KS44 KS45 KFMreTkz‘;)[l:_I %
Vék v dobé diagnézy 7 7 4 2 1 4 6 15 4 10 10 20 3 7 1 1 24
Vseobecné znaky | Pohlavi M M M M Y4 M Y4 M Y4 M Y4 M M Z Y4 M M
Postnatilni riistové retardace v v v v v v v v v v v v v v v 15/17 94
Mikrocefalie v v v v v v v v v v v v v 13/17 81
Poruchy piijmu potravy v v v v v v v v v v v v 12/17 71
Facidlni znaky
Klenuté obogi v v v v v v v v v v v v v v v 15/17 88
Evertovana dolni vi¢ka v v v v v v v v v v v v 12/17 75
Dlouh¢ oéni 3térbiny v v v v v v v v v v v v v v v v v 17/17 100
Ptoza v v v v v v v v v v v 11/17 69
Strabizmus v v v v v v v v v 9/17 56
Modré skléry v v v v v v 6/17 38
Kolobom v v 2/17 13
Velké dysplastické usi 4 4 v v v v v v v v v v v v v v 16/17 94
Siroky kofen nosu v v v v v v v v v v v v v v v v v 17/17 100
Zplost&la $picka nosu v v v v v v v v v v v v v 13/17 81
Ploché filtrum v v v v v v v v v v v 11/17 69
Abnormalni dentice v v v v v v 6/17 38
Oligodoncie v v v v v v 6/17 35
Vysoké patro nebo roz§tép patra v v v v v v v v v v v v v 13/17 76
Mala mandibula v v v v v v v v v v 10/17 63
Tenky horni ret a plny horni ret v v v v v v v v v v v v 12/17 71
Anomdlie koncletin a skeletu
Brachy- nebo klinodaktylie v v v v v v v v v v v v v v 14/17 82
Hypoplastické prsty v v v v v v v 717 44
Hypoplastické nehty v v v v v v v v 8/17 50
Perzistentni pol3tatky na prstech v v v v v v v v v v v v v 13/17 81
Dysplazie kycelnich kloubt v v 4 v 4/17 25
Kloubni laxicita v v v v v v v v v 9/17 56
Abnormality dermatoglyfii v v v v 4/17 24
Neurologické znaky
Intelektova nedostateénost v v v v v v v v v v v v v v v v v 1717 100
Opozdény motoricky vyvoj v v v v v v v v v v v v v v v 15/17 88
Hypotonie v v v v v v v v v v v v v 14/17 82
Zachvaty / abnormalni EEG 4 v 2/17 13
Viscerdlni anomdlie
Vrozené srdeéni vada v v v v v v v v v v v v v 13/17 76
Vrozené vada ledvin v v v v v v v v 8/17 47
Dalsi znaky:
Imunitni dysfunkce v v v v v 5/17 31
Ztrata sluchu / chron. otitis media 4 v v v v 5/17 31
Abnormality testes v v N/A v N/A v N/A v N/A N/A N/A v 6/10 60
Piedcasné telarché u dévcat N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A v N/A N/A N/A N/A 1/6 17
Katarakta v v 2/17 12
Autismus 4 4 v 3/17 20
MLL2-Kabuki score 7 8 9 8 8 8 8 7 6 7 6 7 7 9 6 8 6 7.44

Frekv. in KMT2D[+]: frekvence fenotypového znaku u KMT2D-mutataéné-pozitivnich patientii; Frekv. in KMT2DI[-]: frekvence fenotypového znaku u KM72D-mutataéné-negativnich patientd;
M: male/muz; F: female/zena; N/A: neaplikovatelné
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Tabulka 4 /1 Klinické znaky pozorované u ¢eskych KMT2D- KS pacientii

Klinicky znak / Pacient KS2 KSé6 KS7 KS8 KS9 KS10 KS11 KS14 KS15 KS17 KS18 KS19 KS22 KS23 KS25 KS26 KS27 KS28 KS29 KS30
VéEk v dobé diagnézy 8 15 7 2 3 4 7 16 5 9 12 3 15 10 10 7 11 15 7 4
Vieobecné znaky /| Pohlavi M M V4 V4 M M M V4 M M M Z M Z Z Z Z Z Z
Postnatalni ristova retardace v v v v v v v v v v v
Mikrocefalie 4 v v v v v v v v
Poruchy piijmu potravy v v v v v v v v v v v
Facidlni znaky
Klenuté obo¢i v v v v v Vv Vv v v v v v v v
Evertovand dolni vicka v v v v v v 4 v v v v
Dlouhé oéni §térbiny v v v v v v v v v v v v v v v v v
Ptoza v v v v v v v
Strabizmus v v v v v
Modré skléry 4 v v v 7 v
Kolobom v v
Velké dysplastické usi v v v v v v v v v v v v v v v v Vv Vv
Sirok)'/ kofen nosu v v v v v v v v v v v v v v v v
Zplostela $picka nosu v v v v v v 4 v v v v v
Ploché filtrum v v v v v v v v v v v v v
Abnormalni dentice 4 v v v v v
Oligodoncie v v
Vysoké patro nebo rozstép patra v v v v v v v
Mald mandibula v v v v v v 7 7
Tenky horni ret a plny horni ret v v v v v v v v v v v v v v v
Anomadlie koncetin a skeletu
Brachy- nebo klinodaktylie v v v v v 4 4 v v v
Hypoplastické prsty v v
Hypoplastické nehty v v
Perzistentni pol§tarky na prstech v v v v 4 4 v v v v v v v
Dysplézie kycelnich kloubt
Kloubni laxicita v v v v v v v v v v v v
Abnormality dermatoglyfit 4 v v v v v v
Neurologické znaky
Intelektova nedostatednost v v v v v v v v 4 v v v v 4 v v v v v
Opozdény motoricky vyvoj 4 4 v v v v v v v 4 4 4 v v v v
Hypotonie v v v v v v v v v v v v v v v v v
Zachvaty / abnormalni EEG v v v v v v
Viscerdlni anomadlie
Vrozena srde¢ni vada v v v v v v v v
Vrozend vada ledvin v v
Dalsi znaky:
Imunitni dysfunkce v v v
Ztrata sluchu / chron. otitis media v v v v v
Abnormality testes 4 N/A N/A N/A N/A v v N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Predcasné telarché u dévcat N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A v N/A v
Katarakta v v
Autismus v v v v v v v
MLL2-Kabuki skére 5 5 4 4 4 7 6 4 2 6 6 4 5 6 4 4 6 5 7 3

Frekv. in KMT2D[+]: frekvence fenotypového znaku u KMT2D-mutataéné-pozitivnich patientll; Frekv. in KMT2DI[-]: frekvence fenotypového znaku u KM7T2D-mutataéné-negativnich patient;
M: male/muz; F: female/Zena; N/A: neaplikovatelné
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Tabulka 4 / IIKlinické znaky pozorované u ¢eskych KMT2D- KS pacientii

Klinicky znak / Pacient KS31 KS32 KS34 KS37 KS38 KS41 KFI‘\I’L?II‘(ZVI.)l[l-] %
Vék v dobé diagnézy 10 4 3 4 8 7
Vseobecné znaky | Pohlavi M Y4 M M Y4 Y4
Postnatalni ristova retardace v v v v v 16/26 62
Mikrocefalie v v v v v v 16/26 62
Poruchy piijmu potravy v v 13/26 60
Facidlni znaky
Klenuté oboéi v v 16/26 62
Evertovand dolni vicka v v 13/26 50
Dlouh¢ o¢ni §térbiny v v v v v 22/26 85
Ptoza v v 9/26 35
Strabizmus v v 7/26 27
Modré skléry v v 8/26 31
Kolobom v 3/26 12
Velké dysplastické usi v v v v 22/26 85
Siroky kofen nosu v 4 v v v 21/26 81
Zplost&la $picka nosu v v v 15126 58
Ploché filtrum v v 15/26 58
Abnormalni dentice v 7/26 27
Oligodoncie 2/26 8
Vysoké patro nebo roztép patra v v v v 11/26 42
Mala mandibula v v v v 12/26 46
Tenky horni ret a plny horni ret v v v 18/26 69
Anomdlie koncletin a skeletu
Brachy- nebo klinodaktylie v v v v 14/26 54
Hypoplastické prsty v 326 12
Hypoplastické nehty 2/26 8
Perzistentni pol3tatky na prstech v v 15/26 58
Dysplazie ky¢elnich kloubi 0/26 0
Kloubni laxicita v 13/26 50
Abnormality dermatoglyfi v 8/26 31
Neurologické znaky
Intelektova nedostate¢nost v v 21/26 81
Opozdény motoricky vyvoj v v v v v 21/26 81
Hypotonie v v 19/26 73
Zachvaty / abnormalni EEG v 726 27
Viscerdlni anomdlie
Vrozena srdecni vada v v v 11/26 42
Vrozend vada ledvin v 3/26 12
Dalsi znaky:
Imunitni dysfunkce 3/26 12
Ztrata sluchu / chron. otitis media v 6/26 23
Abnormality testes v N/A N/A N/A 4/12 33
Piedcasné telarché u dévcat N/A N/A N/A 2/14 14
Katarakta 2/26 8
Autismus 9/26 35
MLL2-Kabuki score 7 5 7 5 5 3 5

Frekv. in KMT2D[+]: frekvence fenotypového znaku u KMT2D-mutataéné-pozitivnich patientii; Frekv. in KMT2DI[-]: frekvence fenotypového znaku u KM72D-mutataéné-negativnich patientd;
M: male/muz; F: female/zena; N/A: neaplikovatelné
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Tabulka 5: Statisticka vyznamnost znaku u pacienta s

KMT2D mutaci

KMT2Dmut

Hypoplastické nehty 0.0033767
Hypoplastické prsty 0.026326822
Vrozena vada ledvin 0.029420252
Ptoza 0.034532297
Postnatalni ristova retardace 0.034909603
Strabizmus 0.039718302
Vysoké patro nebo rozstép patra 0.045510556
Oligodoncie 0.057770716
Vrozend srdec¢ni vada 0.065545785
Brachy- nebo klinodaktylie 0.08020047

Klenuté oboci

Evertovana dolni vicka
Zplostéla Spicka nosu
Mikrocefalie

Imunitni dysfunkce
Zachvaty / abnormalni EEG
Autismus

Poruchy ptijmu potravy
Mala mandibula
Abnormality dermatoglyfu
Velké dysplastické usi
Perzistentni polstarky na prstech
Abnormadlni dentice
Hypotonie

Modré skléry

Ploché filtrum

Opozdény motoricky vyvoj
Kloubnni laxicita

Tenky horni ret

Kolobom

Ztrata sluchu / chron. otitis media
Katarakta

Dysplazie kycelnich kloub(
Siroky kofen nosu
Intelektova nedostatecnost
Dlouhé oc¢ni stérbiny

0.085834989
0.106909712
0.117223611
0.146937878
0.244283947
0.252665472
0.267812413
0.283321422
0.318848228
0.351319374
0.394322589
0.395691834
0.531626193
0.556684834
0.62108476

0.685596102
0.721450264
0.724678701
0.831439399
0.847944503
0.958682145
0.983572077
0.991182813
0.993382621
0.993623475
0.993788046
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Tabulka 6: Genetické priciny onemocnéni u pacientti s Kabuki syndromem a
pacientl s Kabuki-like fenotypem a jejich fenotypové skore.

Vék
v dobé MS
Pacient | dg. Pohlavi | skére Kauzalni geneticka prifina
KS1 7 M 7 KMT2D: p.Glu5458Metfs*2 [Paderova 2016]
KS2 * 8 M 5 neznama (NGS analyza provedena)
KS3 7 M 8 KMT2D: p.Arg2915* [Paderova 2016]
KS4 4 M 9 KMT2D: p.Glu830* [Paderova 2016]
KS5 2 M 8 KMT2D: p.Glul517Argfs*4 [Paderova 2016]
KS6 15 M 5 neznama (bez NGS souhlasu)
KS7 * 7 Z 4 nezndma (NGS analyza provedena)
KS8 * 2 Z 4 nezndma (NGS analyza provedena)
KS9 * 3 Z 4 6.6 Mb dup v Xp21.3p21.2 [Paderova 2016]
KS10 * 1 M 7 HUWEI: p.Argl 10Trp [Paderova 2018]
KS11 * 4 M 6 EFTUD2: p.Tyr292* [Paderova 2018]
KS12 1 Z 8 KMT?2D: p.Pro2117Thrfs*27 [Paderova 2016]
KS13 4 M 8 KMT2D: p.Asp1876Glyfs*38 [Paderova 2016]
KS14 * 16 M 4 neznamad (NGS analyza provedena)
KS15 * 5 Z 2 neznama (NGS analyza provedena)
KS16 6 Z 7 KMT2D: p.Tyr5388*
KS17 * 8 M 6 GRIN1: p.Asn824Tyr [Paderova 2018]
KS18 12 M 6 neznama (bez NGS souhlasu)
KS19 * 3 M 4 neznama (NGS analyza provedena)
KS20 15 M 7 KMT2D: p.Gly5182Alafs*61
KS21 4 Z 6 KMT2D: p.Arg5454Glufs*2
KS22 * 15 Z 5 neznama (NGS analyza provedena)
KS23 * 31 M 6 KMT2A: p.Thr2736GInfs*
KS24 10 M 7 KMT2D: p.Tyr21991lefs*65
KS25 * 9 V4 4 200 kb del ve 14q11.2 [Paderova 2018]
KS26 7 Z 4 neznama (bez NGS souhlasu)
KS27 * 11 Z 6 neznama (NGS analyza provedena)
KS28 * 15 Z 5 neznama (NGS analyza provedena)
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KS29 7 Z 7 neznama (bez NGS souhlasu)
KS30 * 4 Z 3 neznama (NGS analyza provedena)
KS31 10 M 7 neznama (bez NGS souhlasu)
KS32 * 4 Z 5 neznama (NGS analyza provedena)
KS33 3 Z 6 KMT2D: p.GIn364*

KS34 * 3 M 7 neznama (NGS analyza provedena)
KS35 NA ? NA neodiivodnénad indikace (plod)
KS36 20 M 7 KMT2D: p.Argd536*

KS37 4 M 5 neznama (bez NGS souhlasu)
KS38 8 Z 5 nezndma (bez NGS souhlasu)
KS39 NA Z NA KMT2D: ¢.176+1delG (plod)
KS40 3 M 7 KMT2D: p.Leu656Argts*274
KS41 7 Z 3 neznama (bez NGS souhlasu)
KS42 7 Z 9 KMT2D: p.Asp5055 Leu5056dup
KS43 1 Z 6 KMT2D: p.GIn4136*

KS44 1 M 8 KMT2D: p.Glu4102*

KS45 24 M 6 KMT2D: p.Ala5076Hisfs*2

* pacienti u nichz bylo pouzito testovani metodou aCGH a v piipadé negativniho vysledku
pak metodou NGS klinicky exom (CES)

86




Tabulka 7: Seznam kauzalnich genetickych zmén u pacientt s Kabuli-like fenotypem
Pacient/ | Gen Onemocnéni/ Mutace - DNA Uroven | Mutace - Patoge | Typ Dé&dicnost Publikovéano
Pohlavi Syndrom Proteinova Groven nicita | mutace
_— 6,6 Mb duplikace
CNV (ARX, | Syndromicka ’
KS9/Z | ILIRAPLI, | intelektové arr(hg9]Xp21.3p21.2 4 Large | AD, De- ne
DMD) nedostate¢nost (24,942,199- dup novo
31315,935)x3
Syndromicka
. , NM_031407.5: XL, matka Zhu 2015, Taylor
KSIOM HUWEL | intelektova ¢.328C>T p-Argl10Trp > MS | prcnasecka | 2015, Miller 2017
nedostate¢nost
Mandibulofacialni )
KS11/M | EFTUD2 dysostdza s NM_004247.3: p.Tyr292* 5 NS AD, De- ne
) .. c.876T>G novo
mikrocefalii
Syndromicka )
KS17/M | GRINI intelektové NM_001185090.1: 1 ) o o182atyr 4 Ms  |[ADDe
y c.2470A>T novo
nedostate¢nost
KS23/M | KMT24 Wiedemann-Steiner | NM_001197104.1: p.Thr2736GInfs* 5 FS AD, De- ne
syndrom c.8206delA novo
- 200 kb delece
LNy Syndromicka arr[hg19]14q11.2 Large | AD,De- | Drbové 2015,
KS25/Z | (CHDS, intelektova 5 .
SUPTI6H) | nedostategnost (21,819,647- del novo Zahir 2007
21,952,317)x1

M: pohlavi muzské, Z: pohlavi zenské, FS: frameshift mutace, NS: nonsense mutace, SS: splice site mutace, MS: missense mutace, AD:
autozomaln¢ dominantni onemocnéni, XL: X-vazané onemocnéni
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Tabulka 8: Fenotyp pacientll se zaménovymi mutacemi v X-vazaném HUWE1 genu.

Pacient/ Publication Poh | Mutace Proteinova | Fenotyp

Rodina lavi doména

KS10 V této dizertacni M Argl10Trp DUF908 Zavaina intelektova nedostatecnost, celkové vyvojové opozdéni, ristova retardace, hypotonie,

praci mikrocefalie, metopicka synostdza, trigonocefalie, profidlé vlasy, klenuté oboci, hypotelorismus,
dolusmértujici o¢ni Stérbiny, potlaceny kofen nosu, Uzky nos, mikrognacie, tzky horni ret, oterena
Usta, nizko posazené usi, sluchova vada, hypoglykémie, gastroesofagedlni reflux, renalni hypoplazie,
neforlitida, patent foramen ovale, trikspidalni regurgitace.

Trio 99 Zhu, 2015 M Argl10Trp DUF908 Celkové vyvojévé opozdéni, epileptické zachvaty, kranisynostéza pravého koronalniho svu,
strabismus, ztrata sluchu, Chiari | malformace.

Fam14 Miller, 2017 M Argl10Trp DUF908 Stredi intelektova nedostatecnost, facialni dysmorfismus, zubni anomale, pectus excavatum,
skolidza, dlouhé dlané Chiari malformace.

Boy_UNID Taylor, 2015 M Argl10Trp DUF908 Stredni intelektova nedostate¢nost, metopicka kraniosynostéza, dysmorfické rysy.

CRS_4659 Taylor, 2015 F Argl110GIn DUF908 Problémy s uéenim, kraniosynost6zy. De-novo mutace paterndlniho ptvodu, u pacientkz preferenéni
inaktiavce maternalniho X chromozému.

A323 Froyen, 2008 M Argd013Trp none Mirna intelektova nedostatecnost, makrocefalie, dysmorfické rysy nejsou patrné

A323 Froyen, 2008 F Argd013Trp none Vyrazna porucha uceni, makrocefalie.

uUK444 Froyen, 2008 M Arg4187Cys HECT Mirna intelektova nedostatecnost, normalni vyvin feci, normalni obvod hlavy, rlistové opozdni,
dysmorfické rysy nejsou patrné.

UK106 Froyen, 2008 M Arg2981His DUF4414 Vyrazné dysmorfické rysy nejsou patrné, jazykové schopnosti nevyvinuty, normalni obvod hlavy,
rGstova retardace, flexni deformity v kolenou, zacpy.

K9149 Friez, 2016 F Gly4310Arg HECT Normadlini intelekt, Bez fenotypickych abnormalit. Zaznamenan posun v X inaktivaci (>90:10).

K9149 Friez, 2016 M Gly4310Arg HECT Zavazna intelektova nedostate¢nost (1Q<20), Fe¢ nevyvinuta, rlstova retardace, snizena
muskulatura distalné na koncetinach, mikrocefalie, vysoké celo, bifrondalni zizeni, prominentni
oboci, hypotelorismu, epikany, nahoru sméfujici ocni Stérbiny, rozstép rtu a patra, prominentni nos,
plochy kofen nosu, velké usi, hluchota, brachydaktylie, hyperflexibilni klouby, nesestoupla varlata,
maly penis.

K9223 Friez, 2016 F Gly4310Arg HECT Normalni intelekt, normalni fst a faciadlni rysy. Zaznamenan posun v X inaktivaci (>90:10).

K9223 Friez, 2016 M Gly4310Arg HECT Zavazina intelektova nedostatecnost, limitovany vyvoj feci, ristova retardace, trojuhelnihovy oblicej,
bifrontalni zdzZeni, nizka posteriorni vliasova linie, blepharophimoza, dold sméfujici o¢ni Stérbiny,
kulaty nos, uzky horni ret, malarni plochost, nizko posazené udi, ztrata sluchu, pectus excavatum,
nystagmus, atrofie optiku, Spatna koordinace, rozsahlé kloubni kontraktury, hyperaktivita, maly
mozek s zvétSené komory.

Fam 3 Friez, 2016 F Argd063GIn HECT Mirna porucha uceni. Test X-inaktivace neinformativni.

Fam 3 Friez, 2016 M Arg4063GIn HECT Zavaina intelektova nedostatecnost, limitovany vyvoj feci, ristova retardace, mikrocefalie, protidlé

vlasy, hluboko posazené oci, dolusmérujici o¢ni Stérbiny, Siroky kofen nosu a Spicka nosu, uzky horni
ret, prognacie, nizko posazené usi, ataxické pohyby, redukvana hybnost ky¢li a kolenou, stazené
Achilovy Slachy, normaini sluch a zrak, normalni genital, opozdény kostni vék, redukce bilé hmoty v
parietalni, occipitalni a periventrikuldrni oblasti.
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Tabulka 9: Fenotypové znaky pacientd s mutaci v genu EFTUD2

hypertelorismus, klenuté
nadoc¢nicové oblouky
s profidnutim lateralni casti
obo¢i, Siroké usta, Sirsi
mezizubni prostory

Fenotyp KS11 NG103
Pohlavi / VEk pfi vySeti‘eni M/4 M/11
Mutace EFTUD2: p.Tyr292Ter EFTUD?2: p.Tyr614Ter
Diferencialni dg. Kabuki syndrom Syndromick4 hluchota
Maly vzrust X X
ID lehka lehka
Opozdéna fec X X
Porucha sluchu stfedn¢ tézka, prevodni

porucha sluchu x
Mikrocefalie mirna X
Metopic ridge -
Prominentni glabella -
Faciélni asymetrie -
Mal brada - X
Mikrocie nebo abnormality nizko posazené “cup-
vnéjsiho ucha shaped” usi, uzké mikrocie

zvukovody

Atrézie choan -
Dolu smétujici o¢ni $térbiny - X
Siroky kofen nosu X X
Kulata Spicka nosu
Rozstép patra - X
Evertovany spodni ret - X
Klinodaktylie malicku - krat$i malicek
Abnormality palce - X
Vrozena vada ledvin - pyelonefritis
Vrozend vada srdce - lehka chlopenni vada
Kryptorchidismus - X
Dalsi epilepsie, hypotonie,
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Tabulka 10: Fenotypové znaky pacientti s Wiedemann-Steiner syndromem

Fenotyp

KS23

NG28

CDL2

Pohlavi /
VéEKk pri vySetieni

M/ 10

7 /4

7/ 19

Mutace

KMT2A:

p-Thr2736GInfsTer21

KMT2A:
¢.3335-1G>C

KMT2A:
p.Thr2827Ter

Diferencialni dg.

Kabuki syndrom

Cornelia DeLange

Cornelia DeLange

Hypertrychéza
predlokti

Hypertrychéza
dolnich koncetin

v 10 letech nadmérné
pubické ochlupeni

Hypertrychdza zad

X

X

Maly vzrist

10-25 percentil

pod 3. percentil

pod 3. percentil

ID

X

X

X

Opozdéna te¢

X

X

Hypotonie

Poporodni
hypotrofie

X
X
X

Dolu sméfujici o¢ni
Stérbiny

Uzké o¢ni Stérbiny

Hypertelorismus

b

Epikanty

Husté oboci

Klenuté oboci

Dlouhé tasy

Siroky kofen nosu

b

Siroka Spic¢ka nosu

b

Velké usi

Vysoké patro

Tenky horni ret

Abnormality zubti

R R R I

Husté vlasy

SRRl

Klinodaktylie
malicku

>

Polstarky na prstech

Hypoplézie ledvin

PredcCasna puberta

Dysplézie kycli

R

Skeletélni
abnormality

Dalsi
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Tabulka 11: Seznam patogennich mutaci u pacienti se syndromickou ID

Vzorek/P | Gen Onemocnéni/ Mutace cDNA troven Mutace Patoge | Typ Dédicnost | Publikovano
ohlavi Syndrom Proteinova tiroven nicita | mutace
NG28/Z | KMT24 Wiedemann-Steiner | ¢ 3335 1 p.? 5 SS AD. De- o
syndrom novo
CDL2/Z | KMT24 Wiedemann-Steiner | ¢4811>G p.Tyr2827* 5 NS AD, De- 1
syndrom novo
NG9 kpmes Regulace exprese | ¢ 5041057 p.Gln681* 34 |NS AD. De- | o
Z HOX genil novo
KS4D/ | kpwmss Regulace exprese ¢.2041C>T p.GIn681* 3-4 NS AD,De- |
M HOX genil novo
NG47A/ Warburg micro c.119delT p.lle40Metfs*54 mat 5 FS
Z RAB3GAPI syndrome 1 ¢.1380delG p.Ala461Leufs*6 pat 5 FS AR ne
MR, hypotonicky Wada a kol. 2016
NG11/M | ATRX oblite ¢.797A>G p.Tyr266Cys 3-4 MS XLR Gibbons 2 Lol 2000
CDL7/Z | NIPBL Corneliade Lange | (5575 9750 p.? 5 sS AD, De-
syndrom novo
AD, De-
NG67/Z GRIN2B MR AD6 ¢.2533C>T p.GIn845* 5 NS Hovo ne
AD,
NGIO9FH yjygpry | Schaat-Yang ¢.1990_1991insT p.Pro664Leufs*49 5ifpat | FS mprint e
M syndrom - paternalni
alely
NG103A/ EFTUD2 Mandll?ulofa01a1n1 . 1842T>G p.Tyr614* 5 NS AD, De- ne
M dysostoza novo
NG171/ c.10460C>T p.Ser3487Leu pat 3 MS
M HERC2 MR AR38 ¢.10424C>T p.Ser3475Phe mat 3 MS AR ne

M: pohlavi muzské, Z: pohlavi Zenské, FS: frameshift mutace, NS: nonsense mutace, SS: splice site mutace, MS: missense mutace
Rizove€ zvyraznén novy gen s moznym klinickym vyznamem — KDM6B




Tabulka 12: Seznam pacientu se syndromickou ID zahrnutych do CES
testovani, v€etné vysledkla CES testovani

Kod Kod

pacienta | Vysledek CES pacienta Vysledek CES

KS2/M 0 NG30/M 0

KS7/Z 0 NG32/F 0

KS8/Z 0 NG37/M 0

KS10/M HUWEIL: p.Argl 10Trp NG45/M 0

KS11/M EFTUD2: p.Tyr292* NG47/F RAB3GAP1:p.lle40Metfs*54
RAB3GAPI1:p.Ala461Leufs*6

KS14/M 0 NG49A/F KDM6B:p.GIn681*

KS15/Z2 0 NG49/D KDM6B:p.GIn681*

KS17/M GRIN1:p.Asn824Tyr NG52/M 0

KS19/M 0 NG67/F GRIN2B:p.GIn854*

KS22/7 0 NG68/M 0

KS23/M KMT2A:p.thr2736GInfs* NG73/M 0

KS27/7 0 NG79/F 0

KS28/Z 0 NG84/Z 0

KS30/Z 0 NG85/M 0

KS32/7 0 NG86/M 0

KS34/M 0 NGS88/Z 0

CDLI/M 0 NG92/Z 0

CDL2/Z KMT2A:p.tzr2827* NG95/M 0

CDL3/Z 0 NG98/M 0

CDL4/M 0 NG99/M 0

CDL5/M 0 NG102/M 0

CDL6/Z 0 NG103/M EFTUD2:p.Tyr614*

CDL7/Z NIPBL:c.5225+2T>A NG104/M 0

NGI11/M ATRX:p.Tyr266Cys NG108/M 0

NG13/M 0 NG109/M MAGEL2:p.Pro664Leufs*49

NG14/M 0 NG111/Z 0

NG20/M 0 NG120/M 0

NG24/M 0 NG127/M 0

NG27/M 0 NG153/F 0

NG28/F 0 NG171/M HERC2:p.Ser3487Leu

HERC2:p.Ser3475Phe
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Tabulka 13: Srovnani fenotypu sourozenct s protein zkracujici mutaci v

KDM6B genu
Fenotyp NG49A sestra NG49 bratr
VEK pri vySetieni 7,5 let 22 let
Mutace KDM6B:p.GIn681Ter KDM6B:p.GIn681Ter
Hypotonie + +
Nevyvin feci + +
ID tézka stiedni
ADHD + +
Vrozend srde¢ni vada . Subvalvularni stondza
Hypertrofie levé komory .
plicnice
Makrocefalie ++ +
Siroké &elo ++ +
Hluboko posazené oci ++ +
Siroky kofen nosu + +
Siroka §picka nosu + +
Dlouhy nos + +
Kratka kolumela + +
Kratké filtrum + +
Velké dyspla§t1(i1§é iy N
antevertované usi
Vyrazna brada ++ +
Kratké prsty + +
Klinodaktylie mali¢ku + -
Obezita,
dyslipoproteinemie, - +
hypertriglyceridemie
Epilepsie - +
Spastickd paraparéza + -
Enuresis, Encopresis + -
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Obrazek 1: PCR produkty pro sekvenovani KMT2D genu
na 2% agarézovém gelu

KMT2D

Obrazek 2: PCR produkty pro sekvenovani KDM6A genu
na 2% agarézovém gelu
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Obrazek 3: Normalni nalez MLPA anlyzou za pouziti kitu P389 pro gen KMT2D
na prikladu pacienta KS34
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Obrazek 4: Normalni nalez MLPA anlyzou za pouziti kitu P445 pro gen KDM6A
na prikladu pacienta KS30
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Obrazek 5 1: KMT2D mutace v Ceskipopulaci
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Obrazek 5 8: KMTID mutace v Ceské populaci
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Obrazek 8: Umisténi mutaci v exonech genu KMT2D u éeskych Kabuki pacienti
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Obrazek 7: Facidlni fotografie vybranych deskych
KS paclentl s mutaci v KMT2D genu a elektorofercgram mutace
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Obrazek 8 I: Pacienti s Kabuki-like syndromem a
molekuldmi priciny jejich onemocnéni = SNP mutace
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Zaver

V ramci této dizertaCni prace bylo uspésné zavedeno molekularné genetické
testovani genit KMT2D a KDM6A podmiriujicich rozvoj Kabuki syndromu 1 resp.
2, a to pomoci Sagnerova DNA sekvenovani exonovych oblasti a
exon/intronovych rozhrani, v€etné MLPA analyzy obou genu. Z divodu zleviiovani
testovani NGS v porovnani se Sangerovym sekvenovanim byl v roce 2017 v ramci
této dizertacni prace navrzen NGS panel obsahujici témér 300 genu pro nékteré
syndromy zahrnujici geny asociované s ID, v€etné genu pro hluchotu a slepotu a

predni segment oka (ij. pro ucely jinych projektd na pracovisti).

Kombinaci metod Sangerova DNA sekvenovani a MLPA bylo otestovano 41
pacientl s klinickym podezifenim na KS a pomoci panelové NGS pak 2 dalSi
pacienti s timto fenotypem, celkem tedy 43 pacientl s KS. U 17 pacientt (40%)
byla zachycena patogenni mutace vgenu KMT2D Sangerovym DNA
sekvenovanim nebo panelovym NGS vySetfenim. Testovani genu KDM6A a
testovani metodou MLPA u obou genl nemélo pozitivni nalez. Vysledkem této
studie je stanoveni celkového spektra 18 mutaci v genu KMT2D v Ceské populaci.
Naprosta vétSina nalezenych mutaci byla protein zkracujiciho typu (posunové —
frameshit mutace prfevazovaly nad stop mutacemi), jedna mutace byla sestfihova
a jedna typu indel bez posunu ¢teciho ramce, av8ak jiz dfive publikovana jako
patogenni. Sest z téchto 18 mutaci bylo jiz dfive popsano véetné celosvétové
nejCastéjSi mutace ¢.6594delC a 12 mutaci bylo pozorovano poprvé u nasich
pacientl. Tyto mutace byly nahlaseny do celosvétovych databazi. VétsSina z téchto
novych mutaci byla opublikovana v publikacich Padérova et al., 2016 a Padérova
et al., 2018. Mutace se nachazely naprosto nahodné rozprostfené po celé délce
genu, shodné s jinymi studiemi. Aberantni mRNA je v duasledku protein
zkracujicich mutaci podrobena ,nonsense-mediated decay®, jak bylo prokazano
Micale et al., 2013, coZz ma za nasledek haploinsuficienci tohoto proteinu a rozvoj
KS. Bez ohledu na umisténi mutace v genu by vyslednému proteinu chybéla
zakladni funk&ni doména — metyltransferazova SET doména kdédovana jeho 3°
koncem. Z tohoto dlivodu by kédovany protein pro zadnou z téchto mutaci nebyl
funkCni. Fenotypové by tedy veSkeré nalezené protein zkracujici mutace (16/18)

mély mit stejny dopad, pokud nebereme ovSem v uvahu variabilni expresivitu.



V souladu s timto predpokladem nebyla nalezena zadna korelace fenotypu
s genotypem mezi KMT2D+ (pozitivnimi) pacienty. Sestfihova mutace byla
nalezena u plodu, nelze tudiz provést fenotypové porovnani. Fenotyp pacienta

s deleci dvou aminokyselin byl obdobny fenotypu ostatnich KMT2D+ pacientu.

Oproti tomu bylo vS8ak mozné stanovit korelaci genotypu s fenotypem mezi
skupinou pacientl s mutaci v genu KMT2D (KMT2D+) a skupinou pacientt bez
mutace (KMT2D-). Fenotypove ,MLL2-skére” se statisticky signifikantné liSilo mezi
obé&ma skupinami, primérné skore pro KMT2D+ skupinu bylo 5 (rozmezi 2-7) a
pro KMT2D- skupinu 7.4 (rozmezi 6-9). Tohoto vysledku Ize vyuZzit k predikci
pritomnosti mutace v genu KMT2D u pacientl s klinicky suspektnim KS. Pacienti
s ,MLL2-skore“ 6 a vyS8Sim by méli byt nejdfive podrobeni cilenému KMT2D
testovani, zatimco u pacientd s ,MLL2-skore” 5 a nizSim je z hlediska zjisténi

molekularni pfi€¢iny onemocnéni strategicky vyhodnéjsi rovnou prejit k aCGH a pfi

jeho negativité pak nasledné k CES, pfipadné WES.

Porovnani jednotlivych fenotypovych znakl vedlo k nékolika zavéruam. VSichni
pacienti s mutaci v genu KMT2D méli dlouhé ocni Stérbiny, Siroky kofen nosu,
zavaznou ID, pfevazna vétSina z nich pak méla ristovou retardaci, mikrocefalii,
dysplastické usi, vysoké patro nebo jeho rozstép, brachy- nebo klinodaktylii,
perzistujici fetalni polstarky na prstech nebo vrozenou srdeéni vadu. V porovnani
se skupinou KLS pacientd bez mutace vgenu KMT2D se po provedeni
statistického zhodnoceni vyznamné vice vyskytuji ve skupiné KMT2D+
hypoplastické prsty a nehty, vrozena vada ledvin, ristova retardace, strabismus a
vysoké patro/roz§tép. Naopak ID, dlouhé oc¢ni Stérbiny, Siroky kofen nosu,
dysplazie kyCelnich kloubl a ztrata sluchu jsou naprosto nespecifickymi rysy pro

ureni pritomnosti Ci nepfitomnosti mutace v genu KMT2D.

U 18 pacientl z 26 pacientl s KS, ktefi nenesli mutaci v genech KMT2D/KDMG6A,
byl ziskan souhlas rodi€l s testovanim pomoci NGS a byli podrobeni
kaskadovému testovani pomoci aCGH/CES ke zjiSténi molekularni pfi€iny jejich
onemocnéni. U 6 z téchto 18 pacientl byla tato molekularni pfi¢ina zjisténa, u 2
pacientt byl zachyt pomoci aCGH a u 4 pacientl pak pomoci CES. Zachytnost
metod aCGH/CES u KMT2D/KDMG6A negativnich pacientd s Kabuki-like

fenotypem byla tedy 33%. VSechny zjisténé genetické zmény byly rozdilné.
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Pomoci aCGH byla u jedné pacientky nalezena 6.6 Mb de novo duplikace v oblasti
Xp21.3p21.2 zahrnujici 37 gend, mezi nimi jsou ARX a IL1RAPL1, které jsou
zodpovédné za embryonalni vyvoj mozku, respektive tvorbu synapsi, coz by
mohlo vysvétlovat ID u dané pacientky. Navic se zlom této pfestavby nachazel
vgenu DMD, coz by mohlo vysvétlovat hypotonii, obzvlasté pfi zméné X-
inaktivace. U dalSi pacientky aCGH odhalila 200 kb dlouhou deleci v oblasti
chromozému 14q11.2, ktera zahrnuje pét protein kédujicich gent véetné CHDS8 a
SUPTH16H, které byly dfive spojeny s poruchami autistického spektra, respektive
s opravami DNA a regulaci transkripce. Tato CNV byla jiz dfive publikovana pro

obdobny fenotyp.

U dalSich 4 pacientd byly pomoci CES odhaleny mutace v genech HUWET,
EFTUD2, GRIN1 a KMT2A. Fenotypovy pfekryv KS a WSS, zpusobenych
mutacemi v KMT2D respektive KMT2A, byl jiz dfive povSimnut Miyake et al., 2016.
Z tohoto divodu mize byt diagnéza zaménéna obzvlasté pokud neni pfitomen
kardinalni znak Widemann-Steiner syndromu, tj. vyrazné chlupaté predlokti, tak
jako tomu bylo u naseho pacienta a bylo souladu s literaturou (Sun et al., 2017).
DalSi 3 geny nebyly dosud vztazeny k rozvoji KS fenotypu, nase studie vSak
ukazuje, Ze minimalné v ur€itém vékovém obdobi pfipomina facialni fenotyp téchto
vzacnych chorob fenotyp KS. U vSech pacientt bylo provedeno porovnani s dfive
publikovanymi pfipady a shledana shoda ve vétSiné fenotypovych znakl. Mutace
vgenech EFTUD2, GRINT a KMT2A byly nové popsany, a byly vioZzeny do

mezinarodni databaze LOVD.

Vzhledem k tomu, Zze HUWET je nové se objevujicim genem, bylo provedeno
dukladné porovnani fenotypu naseho pacienta s dalSimi publikovanymi pfipady.
V tomto ohledu u v8ech pacientt (v€etné naseho pacienta) se zaménovou mutaci
vramci aminokyseliny 110 (vysoce konzervovana doména neznamé funkce
DUF908) dochazi ke vzniku kraniosynost6z a tento fakt byl poprvé publikovan
v praci Padérova et al. 2018.

Vzacna onemocnéni zplsobena mutacemi v genech HUWE1, EFTUD2, GRINT a
KMT2A, stejné jako urcita CNV v chromozémovych oblastech Xp21.3p21.2 a

14911.2, mohou byt zvaZzovany jako diferencialni diagn6za KS.
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Dalsi studii tykajici se vyuziti CES pro diagnézu syndromické ID bylo dale zjisténo,
Ze dochazi k fenotypovému prekryvu mezi KS, Wiedeman-Steiner syndromem a
syndromem Cornelia de Lange (gen NIPBL). U vSech je pfitomna ID, maly vzrist,
hypotonie, mikrocefalie, ale hlavné velmi podobny facialni fenotyp s prominentnim
hustym a/nebo klenutym oboc&im, dlouhymi o€nimi §térbinami, nékdy sméfujicimi
doll. Z hlediska molekularni patogeneze se vSechny tfi podmifiujici geny (KMT2A,
KMT2D, NIPBL) podileji na regulaci transkripce embryonalniho genomu, KMT2A
a KMT2D pomoci epigenetickych zmén histonovych oktamert a NIPBL pomoci
reorganizace 3D struktury genomu, a tak zménou vzajemné polohy

enhanceru/silenceru a jejich cilovych sekvenci (Schwarzer et al. 2017).

V ramci této prace bylo snahou zjistit molekularni pfi€¢inu VO u 60 pacientd se
syndromové asociovanou ID. U této skupiny byly mimo jiz zminéné mutace
v genech HUWET (XL), EFTUD2 (AD), GRIN1 (AD) a KMT2A (AD) u KLS pacientl
nalezeny dalSi mutace v genu KMT2A. Dale byl diagnostikovan dalSi pacient
s protein zkracujici mutaci v genu EFTUD2, pacient s mutaci v genu GRIN2 (ze
stejné genové rodiny jako gen GRIN1T) a pacient s mutaci v dalSim X-vazaném
genu ATRX. Rovnéz byli diagnostikovani 2 pacienti s AR onemocnénimi,
podminénymi geny RAB3GAP1 a HERC2. Nami pozorované zastoupeni XL a AR
chorob v ramci ID onemocnéni (13% v obou pfipadech) odpovida literatufe. Dale
jsme noveé téz spoijili histonovou demetylazu KDM6B (ze stejné genové rodiny jako
KDM6A - Kabuki syndrom 2) se syndromové asociovanou ID (publikace v

priprave).

U vSech téchto pacientu byla velmi dllezita zpétna vazba klinickych genetik, ktefi
dle zjisténé mutace znovu zhodnotili fenotyp pacienta ve svétle idenfikované
molekularni patogeneze a nutnosti prozkoumani dalSich fenotypovych znaki
pfiznatnych pro molekularné zjisténé VO. Molekularni syndromologie a
spoluprace molekularniho a klinického genetika jsou tak pfi pouziti aCGH, CES a
WES zakladnimi a nezbytnymi pfedpoklady pro uspé&sSné stanoveni diagnozy.
Znalost, ktery gen nese mutaci, je velkou vyhodou pro klinickou diagnostiku a
muze vést k lepSimu porozumeéni zdravotnich problém( konkrétniho pacienta s
VO, zacilit 1é¢bu, a tak zlepsit kvalitu Zivota nemocnych. Je mozné rovnéz

nabidnout postizenym rodinam moznost reprodukéni volby pomoci preimplantacni
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/ prenatalni diagnostiky.

Jak bylo vytyCeno v cilech této dizertaCni prace, bylo dale uspésné otestovano
vyuziti NGS/CES ke stanoveni diagnézy u pacientd s blize nezafazenou
syndromové asociovanou ID na vySe zminéné skupiné 60 pacientl. Zachytnost
CES byla stanovena na 25%, coz je srovnatelné s vétSinou dosud publikovanych
studii. Tato skute€nost Cini CES velmi vyhodnym diagnostickym nastrojem pro
zjisténi molekularni diagnézy u pacientd se syndromové asociovanou ID,
obzvlasté proto, Ze se u téchto syndroml projevuje variabilni expresivita a
vyznamny prekryv v jejich fenotypovych znacich. V souCasné dobé lze CES
doporucit jako metodu prvni volby pfi diagnostice blize nezafazenych VO
spojenych s ID, pfipadné v kombinaci s aCGH. S rychlym snizovanim naklad na
NGS pak bude mozné prejit k CES jako metodé prvni volby pro vSechny VO se
syndromovou komponentou a ID. Rovnéz tak s vylepSenim bioinformatickych
postupu bude CES pripadné WES & WGS moci zcela zastoupit i aCGH ve

vyzkumu a diagnostice.

U nékterych pacientl s jasnou genetickou pficinou jejich VO (v€etné pacientu se
syndromem Kabuki-like) neni stale mozno urcit pomoci aCGH/CES kauzalni
genetickou etiopatogenezi. Molekularni pfi¢inou v doposud neobjasnénych
pfipadech mulze byt mosaicismus, ktery by mohl byt odhalen hlubokym
sekvenovanim (WES/WGS), ¢i mosaicismus vztahujici se pouze k ur€ité tkani, a
nepfitomny v lymfocytech, ze kterych je DNA obvykle extrahovana. Dale
molekularni pfi¢inou maze byt rozsahla mutace typu indel, ¢i SNP v nekddujici
¢asti genomu, ktera nicméné muze vést ke zméné sestfihového mista, k regulaci
sestfihu gend, &i regulaci transkripce. Tyto zmény by pak mohly byt odhaleny za
pouziti WGS ¢i sekvenace RNA. DalSi zmény se mohou kromé genomu a
transkriptomu nachazet téZ v metabolomu ¢&i liponomu. V regulaci transkripce je
nutné zvazovat epigenetické zmény chromatinu a histond, na coz nam poukazuje
jiz vyznam proteint kddovanych geny KMT2D, KMT2A, KDM6A, KDM6B ¢i NIPBL,
jak bylo zminéno v této praci. V neposledni fadé bude jisté mnoho neobjasnénych
pfri€in vzacnych onemocnéni spocivat v digenni & multigenni podstaté
onemocnéni, napf. onemocnéni s komplexnim fenotypem bude vysledkem dvou

riznych vzacnych chorob.
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Zkracene Ize tedy zavérem fici, ze budoucnost zjisténi pfiCiny VO spociva v pouziti
WES, WGS a RNA sekvenovani (pfipadné ve studiu metabolomu) ve spojeni
s molekularni syndromologii, s tim Ze vyznamnym nastrojem bude téz celosvétove
fenotypové a genotypové sdileni dat (jako napf. pomoci Phenome Central -
https://www.phenomecentral.org), jelikoz vétSina VO je velmi vzacnych na to, aby
mohla byt molekularni pfi¢ina v novel genu ¢€i nekoddujici sekvenci jednoduse

asociovana.
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Priloha 1: Sekvenéné specifické primery pro Sangerovo sekvenovani KMT2D

genu
Pouziti: PCR: PCR a sekvence
Oznaceni primeru Seq: pouze sekvence Sekvence 5°- 3’
F: forward, R: reverse
1-2F MLL2 Exony 1-2 PCR F GATGCCTTCTTCCCAGGATT
1-2R MLL2 Exony 1-2 PCR R TTCCCCAACACTCATTTTCC
3-5F MLL2 Exony 3-5 PCR F GTTTGAGGGCACATGAGGAT
3-5R MLL2 Exony 3-5 PCR R CCTGGTGCTCACAAAGTTCA
6-9F MLL2 Exony 6-9 PCR F GCAATGTGCTGAGGCTTACA
6-9R MLL2 Exony 6-9 PCR R ACAGAAAGTGTGGGGTCTGG
6-9SF MLL2 Exony 6-9 Seq F CCCTGATTCTGCCCTATTGT
6-9SR MLL2 Exony 6-9 Seq R GCATTGGTCAGACAGCAAAG
10F MLL2 Exon 10 PCR F CCCTGAAATTCATCCCCTTT
10R MLL2 Exon 10 PCR R TGTGCCATGAAGAGTTACAGC
10SF MLL2 Exon 10 Seq F AAGAGTCACCCCCATCTCCT
10SR MLL2 Exon 10 Seq R AAATGGTGGGAACAGACGAG
11F MLL2 Exon 11 PCR F GCTGTAACTCTTCATGGCACA
11R MLL2 Exon 11 PCR R AGCTCTAGCCCAAACCCATT
11SF MLL2 Exon 11 Seq F CAGCCTTGGAACCCAGTG
11SR MLL2 Exon 11 Seq R GCACAGGGGAGCCTTTAAGT
12-14F MLL2 Exony 12-14 PCR F AGTGGGACTCCTGGGCTTAT
12-14R MLL2 Exony 12-14 PCR R CCACCGTTGAGTTCCAAAGT
12-14SF MLL2 Exony 12-14 Seq F TGACTCTGGTCGCAAATCAG
12-14SR MLL2 Exony 12-14 Seq R TCCAGTTTTCCCATCTATCCTC
15-18F FN MLL2 Exony 15-18 PCR F TGGAGGCCTAGTCTCTGCAT
15-18R_FN MLL2 Exony 15-18 PCR R AGACGAAATCCTAGCAGTGAAGA
15-18SF MLL2 Exony 15-18 Seq F TGACAGAGGCTGGGTTTAGG
15F FN MLL2 Exon 15 PCR F ACCTCTTTTCCACCTCACACC
15R_FN MLL2 Exon 15 PCR R CAGAGCTTTAGCACCCAACC
16-18R_FN MLL2 Exony 16-18 Seq R AATCCTAGCAGTGAAGAGACCAT
19-21F MLL2 Exony 19-21 PCR F GGTTGAAACTTGCAGTTCTGG
19-21R MLL2 Exony 19-21 PCR R GTCAGACTCGGGTTGAGAGC
22-25F MLL2 Exony 22-25 PCR F CTCATTGAAAGGGCCAAGAG
22-25R MLL2 Exony 22-25 PCR R AGGACTCCCCACCAGAGAAG
26-27F MLL2 Exony 26-27 PCR _F CTTCTCTGGTGGGGAGTCCT
26-27R MLL2 Exony 26-27 PCR R CCCAAAAGAGGAGGGTCACT
28-30F MLL2 Exony 28-30 PCR F TCCCCATTCCCTTGTTAGTG
28-30R MLL2 Exony 28-30 PCR R AGACCAGGCATAGGGCAGT
31F MLL2 Exon 31 PCR F CCCTAAGGCTGTGTCCCATA
31R MLL2 Exon 31 PCR R GCAGCTGTTTCCTTCTCCTG
31SF MLL2 Exon 31 Seq F GCAGGACCCCTTTGGACT
31SR MLL2 Exon 31 Seq R CAGGTGGGGTAGTGTGGAAT
31SF2 MLL2 Exon 31 Seq F2 CTCGGGCATCTCAGGTAGAG
32-33F MLL2 Exony 32-33 PCR F CCCCCTATATCGCTCCTGTC
32-33R MLL2 Exony 32-33 PCR R GCAGTGAGGGAGAAAAGGAA
34F MLL2 Exon 34 PCR F TCCTTCCTCACTGCCCTAAG
34R MLL2 Exon 34 PCR R TCTAGCCTCAGTGCCCATTT
34SF MLL2 Exon 34 Seq F GAGACCAATGACCCCCACTT
34SR MLL2 Exon 34 Seq R CAAGGGTCCTGGCTCCAC
35-38F MLL2 Exony 35-38 PCR _F GCACGGTGCAAGTAAAAACA
35-35R_FN MLL2 Exony 35-38 PCR_R TAACATGGGAGGGTCGGAGA
35-58SF MLL2 Exony 35-38 Seq F GTGGTCAGGTGGGAGTAGGA
39IF MLL2 Exon 39 1. ¢ast PCR F ACTTCAGCCTAGCACCCAGA
39IR MLL2 Exon 39 I. ¢ast PCR R TTGGACAAGCAGGAGTTGTG
39ISF MLL2 Exon 39 I. ¢ast Seq F CTTCTTCCCTGGCAACCTT




39ISR MLL2_Exon 39 I. &ast_Seq R GGATTGCCACCTGTCCTAGA
391IF MLL2_ Exon 39 II. &ast PCR_F TAGACCCAGCCGTTTCTTCA
391IR MLL2_ Exon 39 Il.ast PCR_R ACCCAGGCTCACTCATTICTG
391ISF MLL2_Exon 39 II. &ast_Seq_F TTAAGTCCTCAGCAGCAGCA
391ISR MLL2_Exon 39 II. &ast_Seq R TGTCTGTGGTCCAGGGAAG
40-42F MLL2_Exony 40-42 PCR_F AGCCTGGGTCAGACAGAAGA
40-42R MLL2_Exony 40-42 PCR_R ACCTCAGGTGCCCTGTTATG
43-45F_FN MLL2_Exony 43-45 PCR_F TTGCCCCAAACTGGTAGGTG
43-45R_FN MLL2_Exony 43-45 PCR_R GCTGACAGAGTCCCACCAAA
46-47F MLL2_Exony 46-47 PCR_F CCCACCCAGCTGGTAGTAGA
46-47R MLL2_Exony 46-47 PCR_R CTCCCAAAGCACTGGGATTA
48F MLL2_Exon 48 PCR F GAGGCTGTCTAGGGCAAAGA
48R MLL2_Exon 48 PCR_R GGGAAGGAGGATCATTCACA
48SF MLL2_Exon 48 Seq F TTCTGTCATGAGGAGGGTGA
48SR MLL2_Exon 48_Seq R CAGGTCCAGGTTCAGCAGAC
49-50F MLL2_Exony 49-50 PCR_F GCAGTTCTGGATTGGGGTTA
49-50R MLL2_Exony 49-50 PCR_R GACCAGAGGATCCCTGTCAA
51-54F MLL2_Exony 51-54 PCR_F CAGAGGAGGTGGGTGGTATG
51-54R MLL2_Exony 51-54 PCR_R CTGGCTGCTACCTCTCTTCC
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Priloha 2: Seznam primert pro sekvenaci genu KDM6A

Sekvence 5°-3°

1-2F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTAGGCGGCGATAAAGTTGGTG
1-2R_KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCATTTCGCAAGGGAGCAAGCA
3F_KDMG6A TGTAAAACGACGGCCAGTTAGGTGATCGAATGGAGGCT
3R KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCTGTTTAGTTTGCTCATGCACTT
4F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTATCTACTGGGAGGTGGGTGT
4R_KDMG6A CAGGAAACAGCTATGACCACCCTTTTCCAATACCTTTCCCC
5F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGGGCTGGAATACCTCTCT
5R KDMG6A CAGGAAACAGCTATGACCAAGGTGAGCCAACACCCTTC
6F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTCAACCTATCTTCCTTCCCCTTT
6R_KDMG6A CAGGAAACAGCTATGACCACCATGGAAGTCTTAGCATAACT
7F_KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTCCCACAGCATGTCAGTTGTC
7R KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCTCTGGTCTTGCAGGTTCCAT
8F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTGCTTAATGTTGCCATTTTGAAC
SR KDMG6A CAGGAAACAGCTATGACCTGTACACAGCAAGCACTCCT
9F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTTAGGTACTCTGGAACAAGGCT
9R_KDMG6A CAGGAAACAGCTATGACCTGCTGGGCAGAGGATACAAA
10F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTAATGGCCAGAATTGGCAGT
10R_KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCGAAACGTCCTGCTAGACCAGA

11-13F_ KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTAGTCCATCCTTTCAGCCGAT

11-13R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCAAAAGCCTCCTGTGCTTAGT

14F_KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTAGTCATTTGGCCTCCTCTAACC

14R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCACTTGTTTGCTACCTCTACTCC

15-16F_ KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTTGACCAGATAGTGGTTCTGAGT

15-16R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCCCAGTTCCCCAAACACTTCTC

17F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTTGATAACTTTAGGACTTGGGTCAA
17R_ KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCACGGTCCAAATTTCAGCATTC
18F KDM6A TGTAAAACGACGGCCAGTGGATCCACATCCCACATCTCA
18R_KDM6A CAGGAAACAGCTATGACCTGTTTCCTAAAGGGCATCCAT




19-20F_KDMG6A

TGTAAAACGACGGCCAGTGAAATATCACCCCATAAAATGCGT

19-20R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCAGACAACTGGAGAACACTTACAA

21-23F_KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTCAGTTGTATGGTGGAAAGGAT

21-23R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCTCTGGCTGTCTTTGCATGTT

24F_KDMG6A

TGTAAAACGACGGCCAGTAGTGTTCTCTGTTGAGCATTTGT

24R KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCCCAGCTTGGTAAGTTGTCGTT

25-26F_KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTAGCAGATCTTTTTGCACAAGC

25-26R_KDMG6A

CAGGAAACAGCTATGACCCCTTTCTGTACCATAGTGGGC

27F_KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTGCCTGCTGAGCATTGTCATT

27R_KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCGGCTAAGCAACAAAATTGAATCC

28-29F KDM6A

TGTAAAACGACGGCCAGTCAGCCATGTTTTTCTTACCACC

28-29R _KDM6A

CAGGAAACAGCTATGACCGCCAGCAGCCTTACGAGATA

UNIF TGTAAAACGACGGCCAGT
UNIR CAGGAAACAGCTATGACC
11-13SR_ KDM6A GACAAACTTTCCAGCCACCC

11-13SF_KDM6A

AGTGTCTTCTAAAGCCCCAAA

15-16SF_KDM6A

TTTGGGTAAAATCACACATTCCCT

15-16SR_KDM6A

GCTTTTGTCTAAAAATCTCCGTCA

18SF_KDM6A

CTGTTTTCCAAATAAATGTAC
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Priloha 3: Seznam MLPA sond pro gen KMT2D

Délka Chromozomalni pozice

(nt) SALSA MLPA sonda reference KMT2D
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
136 Reference probe 05747-L05185 2p11
141 MLL2 probe 16358-L18751 Exon 4
148 MLL2 probe 16359-L18752 Exon 54
154 MLL2 probe 16360-L18753 Exon 10
160 MLL2 probe 16361-L18754 Exon 34
172 MLL2 probe 16362-L18755 Exon 19
178 K MLL2 probe 16363-SP0358-L18756 Exon 54
184 MLL2 probe 16364-L18757 Exon 7
190 MLL2 probe 16365-L18758 Exon 47
196 Reference probe 10723-L11305 6p12
207 MLL2 probe 16366-L18759 Exon 39
213 MLL2 probe 16367-L18760 Exon 30
220 MLL2 probe 16368-L18761 Exon 14
228 X MLL2 probe 16369-SP0359-L18762 Exon 51
234 Reference probe 11156-L16377 5q31
247 MLL2 probe 16370-L18763 Exon 26
255 MLL2 probe 16371-L18764 Exon 43
265 MLL2 probe 16372-L18765 Exon 33
272 MLL2 probe 16373-L18766 Exon 1
283 Reference probe 04404-L02610 14922
290 MLL2 probe 16374-L18767 Exon 39
301 MLL2 probe 16375-L18768 Exon 11
310 Reference probe 09245-L09435 7922
317 MLL2 probe 16377-L18770 Exon 22
328 Reference probe 10857-L11527 9p21
337 XK MLL2 probe 16378-SP0360-L18771 Exon 45
355 MLL2 probe 16380-L18773 Exon 54
364 MLL2 probe 16381-L18774 Exon 35
373 Reference probe 13585-L15042 1923
400 MLL2 probe 16384-L18777 Exon 15
416 Reference probe 09070-L09239 19p13
424 MLL2 probe 16386-L18779 Exon 34
436 MLL2 probe 16387-L18780 Exon 49
448 XK MLL2 probe 16388-SP0362-L18781 Exon 31
454 MLL2 probe 16389-L18782 Exon 41
463 Reference probe 14308-L15978 15913




Priloha 4: Seznam MLPA sond pro gen KDM6A

Délka Chromozomalni pozice

(nt) SALSA MLPA sonda Reference KDM6A
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 Reference probe 13917-L02320 Xq23
142 KDMG6A probe 19373-L25780 Exon 19
148 KDMG6A probe 19374-L26405 Exon 6
154 KDMG6A probe 19375-L25782 Exon 21
162 KDM®6A probe 19376-L26504 Exon 17
166 Reference probe 07099-L26081 Xp22
172 KDMG6A probe 19377-L25784 Exon 25
177 KDMG6A probe 19378-L25785 Exon 20
184 Reference probe 05592-.04518 Xq26
190 KDMG6A probe 19379-L25786 Exon 29
196 KDM®6A probe 19380-L25787 Exon 27
203 KDMG6A probe 19381-L25788 Exon 15
209 KDM®6A probe 19382-.26082 Exon 1
220 KDM®6A probe 19383-L25790 Exon 28
227 KDMG6A probe 19384-L25791 Exon 16
233 KDMG6A probe 19385-L25792 Exon 4
238 Reference probe 07051-L26083 Xq28
244 KDMG6A probe 19386-L26505 Exon 24
250 KDMG6A probe 19387-L26506 Exon 7
256 KDMG6A probe 19388-L25795 Exon 30
265 KDMG6A probe 19389-L25796 Exon 10
274 KDM®6A probe 19390-L25797 Exon 26
281 Reference probe 03902-L02553 Xg21
292 KDMG6A probe 19391-L25798 Exon 5
301 Reference probe 03652-L16233 Xp22
310 KDMG6A probe 19392-L.25799 Exon 3
319 KDMG6A probe 19393-L25800 Exon 9
328 Reference probe 15358-1.17192 Xq22
337 KDMG6A probe 19394-L25801 Exon 18
346 KDMG6A probe 19395-L.25802 Exon 4
355 KDMG6A probe 19396-L.25803 Exon 11
364 KDMG6A probe 19398-L.25805 Exon 22
373 KDMG6A probe 19399-L.25806 Exon 8
383 Reference probe 06472-L05998 Xp22
391 KDM®6A probe 19400-L25807 Exon 2
400 KDM®6A probe 19401-L25808 Exon 12
409 Reference probe 13752-L16654 Xp22
418 KDM®6A probe 19402-L25809 Exon 23
426 KDMG6A probe 19548-L25804 Exon 13
436 KDMG6A probe 19403-L25810 Exon 3
445 KDMG6A probe 19404-L25811 Exon 19
454 Reference probe 14797-L16506 Xp21




Pfiloha 5: Kabuki fenotypovy dotaznik UBLG FN Motol

KLINICKY DOTAZNIK - KABUKI SYNDROM

Pritomnost Poznamka
znaku

Vieobecné znaky

Postnatalni rastova retardace

Mikrocefalie

Neprospivani / poruchy pfijmu potravy

Facidlni znaky

Klenuté nado¢nicové oblouky s profidnutim lateralni
tretiny oboci

Evertovana dolni vicka

Dlouhé o¢ni Stérbiny

Ptoza

Strabizmus

Modreé skléry

Kolobom

Velké dysplastické usi

Siroky kofen nosu

vvvvvv

Ploché filtrum

Abnormalni dentice

Oligodoncie

Vysoké patro nebo rozstép patra

Mala mandibula

Tenky horni a plny dolni ret

Noduly na rtech

Anomalie koncetin a skeletu

Brachy- nebo klinodaktylie

Hypoplastické prsty

Hypoplastické nehty

Perzistentni polStarky na prstech (fetal pads)

Dysplazie kycelnich kloubi

Kloubni laxicita

Abnormality dermatoglyfu

Neurologické znaky

Mentalni retardace

Opozdény motoricky vyvoj

Hypotonie

Zachvaty / abnormalni EEG

Visceralni anomadlie

Vrozena srdeéni vada

Vrozena vada ledvin

Dalsi znaky:

Imunitni dysfunkce

Ztrata sluchu / chronicka otitis media

Abnormality testes (retence, skluzna testes)

Piedcasné telarché u dévcat

Katarakta / nokturdlni lagophtalmos

Autismus

Barevné zvyraznéné znaky budou pouzity k vypoctu fenotypového skore dle Makrythanasis
et al (2013).



Priloha 6: Seznam genu NGS kitu Sure Select Focused Exome (Agilent)

A2M
A2M-AS1
A2ML1
A4GALT
A4GNT
AAAS
AADAC
AADACL2
AADACL2
-AS1
AAGAB
AANAT
AARS
AARS2
AASS
ABAT
ABCALl
ABCA10
ABCA12
ABCA13
ABCA2
ABCA3
ABCA4
ABCA7
ABCBI
ABCBI11
ABCB4
ABCB5
ABCB6
ABCB7
ABCBS
ABCC1
ABCC10
ABCC11
ABCC12
ABCC2
ABCC3
ABCC4
ABCC5
ABCC6
ABCC8
ABCC9
ABCD1
ABCD3
ABCD4
ABCG1
ABCG2
ABCGS5
ABCGS
ABHDI12
ABHDI14A-
ACY1
ABHDS5
ABI3BP
ABL1
ABO
ACACA
ACACB
ACADS
ACAD9
ACADL

ACADM
ACADS
ACADSB
ACADVL
ACAN
ACATI1
ACAT2
ACBD5
ACBD6
ACCS
ACE
ACKR1
ACLY
ACO2
ACOX1
ACP2
ACP5
ACSF3
ACSL4
ACSL5
ACSM2B
ACSM3
ACTA1
ACTA2
ACTA2-
AS1

ACTB
ACTC1
ACTG1
ACTN2
ACTN3
ACTN4
ACVRI1
ACVRIB
ACVRIC
ACVR2B
ACVR2B-
AS1
ACVRLI1
ACY1
ADA
ADAM10
ADAM12
ADAM17
ADAMI19
ADAM33
ADAM7
ADAM9
ADAMTS1
0
ADAMTS1
3
ADAMTSI
6
ADAMTSI
7
ADAMTS1
8
ADAMTS2
ADAMTSL

2
ADAMTSL
3
ADAMTSL
4

ADAR
ADARBI1
ADCK3
ADCK4
ADCY10
ADCY3

ADCY5
ADCY6
ADCY?9
ADCYAPI
ADD1
ADHIA
ADHIB
ADHIC
ADH4
ADHS5
ADH6
ADH7
ADHFE1
ADIPOQ
ADIPOQ-
ASI1
ADIPOR]1
ADIPOR2
ADK
ADM
ADNP
ADNP-ASI
ADORALI
ADORA2A
ADORA2A
-AS1
ADORA3
ADRAIA
ADRA2A
ADRA2B
ADRA2C
ADRBI
ADRB2
ADRB3
ADRBK2
ADSL
ADTRP
AFF1
AFF2
AFF3
AFG3L2
AFP
AGA
AGBLI
AGBL4
AGER
AGGF1
AGK
AGL

AGMO
AGO1
AGO2
AGPAT2
AGPS
AGRN
AGRP
AGT
AGTR1
AGTR2
AGXT
AGXT2
AHCY

AHI1
AHR
AHRR
AHSG
AHSP
ACHE
AICDA
AIF1
AIFM1
AIMP1
AIP

AIPL1
AIRE

AK1

AK2
AKAP10
AKAP13
AKAP2
AKAP9
AKRI1BI1
AKRI1C2
AKRI1C3
AKR1C4
AKRI1D1
AKR7A2
AKR7A3
AKTI1
AKT2
AKT3
ALAD
ALAS2
ALB
ALCAM
ALDH16A
1
ALDHISA
1
ALDHIAI1
ALDH1A2
ALDH1A3
ALDHI1BI
ALDH2
ALDH3Al
ALDH3A2
ALDH3B1
ALDH3B2
ALDH4AL1

ALDHS5ALI
ALDHG6ALI
ALDH7AL1
ALDHSA1
ALDHY9A1
ALDOA
ALDOB
ALG1
ALG11
ALG12
ALG13
ALG14
ALG2
ALG3
ALG6
ALG8ALG
9

ALK
ALLC
ALMSI
ALOX12
ALOX12-
AS1
ALOX12B
ALOX15
ALOXS5
ALOXS5AP
ALOXE3
ALPL
ALS2
ALS2CL
ALX1
ALX3
ALX4
AMACR
AMDI1
AMELX
AMELY
AMERI
AMH
AMHR2
AMN
AMPDI1
AMPD3
AMT
ANAPCI16
ANG
ANGPTI
ANGPT2
ANGPTL3
ANGPTL4
ANGPTLS
ANK1
ANK2
ANK3
ANKH
ANKK1
ANKRDI1
ANKRDI11
ANKRD26

ANKSIA
ANKS1B
ANKS6
ANO10
ANO3
ANOS
ANO6
ANO7
ANTXR1
ANTXR2
ANXAT11
ANXAS
AOAH
AOC1
AOX1
AP1S1
AP1S2
AP2A1
AP3Bl1

AP3B2
AP4B1
AP4B1-
AS1
AP4E1
AP4M1
AP4S1
AP5Z1
APAF1
APBA2
APBB1
APBB3
APC
APCDD1
APEX1
APHIA
APH1B
APLNR
APOA1
APOA2
APOA4
APOA5
APOB
APOBEC2
APOBEC3
B
APOBEC3
B-AS1
APOBEC3
G
APOBEC3
H

APOC1
APOC2
APOC3
APOC4
APOC4-
APOC2
APOD
APOE
APOF



APOH
APOLI
APOL3
APOM
APOOL
APP
APRT
APTX
AQP1
AQP2
AQP3
AQP4
AQP4-AS1
AQP5

AR

ARAF
ARC
ARELLI
ARF4
ARFGEF2
ARG
ARHGAP2
4
ARHGAP2
6
ARHGAP3
1
ARHGAP6
ARHGAP9
ARHGDIA
ARHGEF1
0
ARHGEF1
1
ARHGEF1
2
ARHGEF2
8
ARHGEF6
ARHGEF7
ARHGEF9
ARIDIA
ARIDIB
ARID2
ARID5A
ARIHI
ARLI1
ARLI3B
ARLI4EP
ARL2BP
ARLG6
ARLGIPS
ARMC4
ARMS2
ARNT
ARPC3
ARSA
ARSB
ARSE
ARSF
ART3
ART4
ARVCF
ARX
AS3MT
ASAHI
ASAH2

ASBI10
ASCC1
ASCC3
ASCL1
ASHIL
ASIC3
ASIP
ASL
ASNS
ASPA
ASPM
ASPN
ASPRV1
ASPSCR1
ASS1
ASTELl
ASTN2
ASXLI
ASXL3
ATCAY
ATF1
ATF3
ATFS5
ATF6
ATGI6L1
ATG7
ATG9B
ATIC
ATL1
ATM
ATNI1
ATOH7
ATP10A
ATP10D
ATP13A2
ATP13A4
ATP13A4-
AS1
ATP1A2
ATP1A3
ATP1BI
ATP2A1
ATP2A2
ATP2A3
ATP2B2
ATP2B3
ATP2B4
ATP2C1
ATPS5A1
ATP5B
ATP5Cl1
ATPSE
ATP5G1
ATP5G2
ATP5G3
ATPSI
ATPSJ
ATP5J2-
PTCDI1
ATP50
ATPSS
ATPSSL
ATP6AP2
ATP6VOAL
ATP6VO0A2
ATP6V0OA4
ATP6V1BI

ATP6V1BI1
-AS1
ATP6V1G2
-DDX39B
ATP7A
ATP7B
ATP8A2
ATP8B1
ATPAF2
ATR
ATRNLI
ATRX
ATXNI1
ATXN10
ATXN2
ATXN3
ATXN3L
ATXN7
ATXNSOS
AUH
AURKA
AURKC
AUTS2
AVIL

AVP
AVPRIA
AVPRIB
AVPR2
AXDND1
AXIN1
AXIN2
AXL
AZIN2
B2M
B3GALNT
1
B3GALNT
2
B3GALT6
B3GAT3
B3GNT2
B3GNT3
B4GALNT
1
B4GALT1
B4GALTI-
AS1
B4GALT7
B9D1
B9D2
BAALC
BAALC-
AS2
BAAT
BACE1
BACE1-AS
BAG3
BAG6
BANF1
BANKI1
BAP1
BARDI1
BAX
BBIP1
BBSI
BBS10
BBS12
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BBS2
BBS4
BBSS
BBS7
BBS9
BCAM
BCAN
BCAP31
BCATI1
BCAT2
BCKDHA
BCKDHB
BCKDK
BCL10
BCL11A
BCL11B
BCL2
BCL2Al
BCL2L11
BCL2L2
BCL2L2-
PABPN1
BCL3
BCL6
BCL9
BCO1
BCOR
BCORLI
BCR
BCSIL
BCYRNI1
BDKRB2
BDNF
BDNF-AS
BDP1
BEANI1
BEST1
BEX4
BFSP1
BFSP2
BHLHA9
BHLHE41
BHMT
BCHE
BICC1
BICD1
BICD2
BIN1
BIRCS
BIVM-
ERCC5
BLK
BLM
BLMH
BLNK
BLOCI1S3
BLOC1S6
BLVRA
BMI1
BMP1
BMP10
BMP15
BMP2
BMP2K
BMP4
BMP5
BMP7

BMPER
BMPRI1A
BMPRI1B
BMPR2
BNC2
BOLA3
BPGM
BPI
BPIFA1
BRAF
BRAP
BRATI
BRCALI
BRCA2
BRCC3
BRD1
BRIP1
BRSK2
BRWDI1
BRWD3
BSCL2
BSG
BSND
BST1
BTAF1
BTBD9
BTC

BTD
BTK
BTLA
BTNIA1
BTN2A1
BTNL2
BTRC
BUBIB
C100rf105
Cl10orfl11
Cl10orf2
C10orf32-
ASMT
C10orf55
C12o0rf10
C120rf29
C12orf57
C12orf65
Cl50rf65
Cl6orf58
Cl60rf93
C170rf107
C19orf12
CIGALTI1
CIGALTI1
Cl
Clorfl45
CIQA
C1QB
C1QC
C1QTNF3-
AMACR
C1QTNF5
CIR

C1S

C2
C2-AS1
C2lorf2
C21orf59
C2orf71

C3

C3ARI1
C4A

C4B
C4B 2
C4BPA
C4orf26

C5

C5AR2
C5orf42
C5orf66

C6

Coorfl5

Cc7

C7orf69
C8A

C8B

C8G
C8orf37
C8orf37-
AS1

c9
C9orf139
C9orf3
C9orf66
C9orf72
CAl

CA12

CA2

CA4

CASA

CA6

CA8
CABINI1
CABP2
CABP4
CACNAIA
CACNAIC
CACNAIC
-AS1
CACNAIC
-AS2
CACNAID
CACNAIE
CACNAIF
CACNAIG
CACNAIG
-AS1
CACNAI1H
CACNAI1S
CACNA2D
1
CACNA2D
3
CACNA2D
3-AS1
CACNA2D
4

CACNB2
CACNB4
CACNG2
CADMI1
CALCA
CALCR
CALHMI1
CALMI1
CALM3



CALR
CALR3
CALU
CAMKI1
CAMK2G
CAMK4
CAMKK]1
CAMKK?2
CAMP
CAMTAL
CANTI
CAPNI10
CAPN13
CAPN3
CAPN5
CARDI1
CARD14
CARDS
CARD9
CARS2
CARTPT
CASC16
CASC5
CASK
CASP1
CASP10
CASP12
CASP2
CASP3
CASP5
CASPS
CASP9
CASQ2
CASR
CAST
CAT
CATIP-
AS2
CATSPERI
CATSPER2
CATSPER3
CATSPER4
CAVI
CAV3
CBFB
CBL
CBLB
CBRI
CBR3
CBR3-AS1
CBS
CBX2
CBX4
CC2DI1A
CC2D2A
CCBE1
CCDC103
CCDC114
CCDC12
CCDC14
CCDC140
CCDC152
CCDC170
CCDC176
CCDCI183-
AS1
CCDC22

CCDC28B
CCDC39
CCDC40
CCDC50
CCDC6
CCDC65
CCDC78
CCDC8
CCDC86
CCDC88C
CCK
CCKAR
CCKBR
CCL11
CCL13
CCL17
CCL2
CCL22
CCL26
CCL5
CCL7
CCM2
CCNA2
CCND1
CCNO
CCNT2
CCPG1
CCR1
CCR2
CCR3
CCRS5
CCR6
CCR7
CCRL2
CCT5
CD109
CD14
CD151
CD177
CD19
CDIA
CDIE
CD207
CD209
CD22
CD226
CD24
CD244
CD247
CD27
CD27-AS1
CD2AP
CD320
CD36
CD38
CD3D
CD3E
CD3EAP
CD3G
CD4
CDA40
CD40LG
CD44
CDA46
CDs5s
CD55
CDs8

CD59
CD72
CD79A
CD79B
CD81
CD&81-AS1
CD82
CD&86
CD8A
CD9%6
CDA
CDANI1
CDC27
CDC42BP
B

CDC6
CDC73
CDCA3
CDCA7L
CDH1
CDHI12
CDHI13
CDHI15
CDH22
CDH23
CDH3
CDHS5
CDHS
CDHR1
CDKI11A
CDK11B
CDK16
CDK138
CDK19
CDK4
CDKS5R1
CDKS5RAP
2
CDKS5RAP
3

CDK7
CDKL3
CDKLS5
CDKNI1A
CDKNI1B
CDKNI1C
CDKN2A
CDKN2B
CDKN2B-
ASl1
CDKN2C
CDON
CDR1
CDSl1
CDSN
CDT1
CEACAMI1
6
CEACAMS
CEBPA
CEBPE
CECR1
CEL
CELF4
CELSRI1
CEMIP
CENPJ
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CENPO
CENPP
CEP120
CEP135
CEP152
CEP164
CEP290
CEP41
CEP57
CEP63
CEP68
CEP85L
CEP89
CER1
CERKL
CERS1
CERS6
CES1
CES2
CETP
CFAPS53
CFAP57
CFB
CFD
CFH
CFHR1
CFHR2
CFHR3
CFHR4
CFHRS5
CFI
CFL2
CFLAR
CFLAR-
AS1
CFP
CFTR
CGA
CGREF1
CCHCRI1
CIAPIN1
CIB2
CIC
CIDEA
CIDEC
CIITA
CILP
CIRHIA
CISD2
CISH
CITED2
CIZ1
CKM
CLASP1
CLCAl
CLCA2
CLCCl1
CLCF1
CLCNI1
CLCN2
CLCN4
CLCNS
CLCN7
CLCNKA
CLCNKB
CLDNI1
CLDN14

CLDNI16
CLDNI19
CLDN23
CLEC11A
CLEC2D
CLEC4M
CLEC7A
CLIC2
CLIP1
CLK2
CLMP
CLN3
CLN5
CLN6
CLN8
CLNK
CLOCK
CLPP
CLPS
CLPTM1
CLRN1
CLRNI1-
AS1
CLSTN2
CLTCLI
CLU
CLUL1
CLYBL
CMAL
CMPK1
CNBP
CNDP1
CNGA1
CNGA3
CNGBI
CNGB3
CNKSR1
CNKSR2
CNNM2
CNNM4
CNOT3
CNOT4
CNPY3
CNR1
CNR2
CNTF
CNTNI1
CNTN4
CNTN4-
AS1
CNTN6
CNTNAP2
CNTNAP4
CNTNAPS
COAS5
COASY
COGl
COG4
COGS5
COG6
CcOoG7
COG8
COCH
COL10A1
COL11A1
COL11A2
COL12A1

COL14Al
COL17Al
COLI8Al
COLI1Al
COL1A2
COL25A1
COL2A1
COL3Al
COL4Al
COL4A2
COL4A2-
ASI1
COL4A3
COL4A3B
P
COL4A4
COL4AS
COLA4AG
COL5AL
COL5A2
COL6A1
COL6A2
COL6A3
COL6A4P2
COLGAS
COL7ALl
COL8A2
COL9A1
COL9A2
COL9A3
COLECI1
COLQ
COMMDI
COMMD3-
BMII
COMP
COMT
COPA
coQ2
CcoQ3
CoQ4
COQ5
CoQ6
CcoQ7
CcoQY
CORIN
COROIA
COX10
COX14
COX15
COX20
COX411
COX412
COX5A
COX5B
COX6A1
COX6B1
COX6C
COX7ALl
COX7A2
COX7B
COX7B2
COX7C
COX8A
COX8C
CP

CPA4



CPA6
CPB2
CPB2-AS1
CPE
CPLX2
CPN1
CPNELl
CPO
CPOX
CPS1
CPTIA
CPT1B
CPT2
CPZ

CR1

CR2
CRADD
CRAT
CRB1
CRBN
CREB1
CREB3L3
CREBBP
CRELDI1
CRH
CRHRI1
CRIM1
CRISP2
CRK
CRKL
CRLF1
CRP
CRTAP
CRX
CRYAA
CRYAB
CRYBAI
CRYBA4
CRYBBI1
CRYBB2
CRYBB3
CRYGB
CRYGC
CRYGD
CRYGS
CRYLI1
CRYM
CSDEL1
CSF1
CSFIR
CSF2
CSF2RB
CSF3R
CSGALNA
CT1
CSMD1
CSMD3
CSNKI1A1
L
CSNKI1D
CSNKIE
CSNK2A2
CSNK2A3
CSPP1
CSRP3
CST3
CST6

CSTA
CSTB
CSTF2
CSTF2T
CTC1
CTCF
CTDP1
CTF1
CTGF
CTH
CTHRC1
CTLA4
CTNNA3
CTNNBI1
CTNND1
CTNND2
CTNS
CTPS2
CTRC
CTSA
CTSB
CTSC
CTSD
CTSG
CTSK
CTSZ
CTTNBP2
CUBN
CUL3
CUL4B
CUL5
CUL7
CUX2
CX3CR1
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL16
CXCLS5
CXCLS
CXCRI1
CXCR3
CXCR4
CYB5A
CYBS5R3
CYBA
CYBB
CYBRD1
CYC1
CYCS
CYGB
CYLD
CYP11A1
CYP11Bl1
CYP11B2
CYP17A1
CYP19A1
CYPIALI
CYP1A2
CYPI1BI1
CYP21A2
CYP24A1
CYP26A1
CYP26Bl1
CYP26Cl1
CYP27A1
CYP27Bl1

CYP2A13
CYP2A7
CYP2B6
CYP2C18
CYP2C19
CYP2C8
CYP2C9
CYP2D6
CYP2E1L
CYP2F1
CYP2GIP
CYP2J)2
CYP2R1
CYP2S1
CYP2U1
CYP2W1
CYP39A1
CYP3A4
CYP3A43
CYP3AS
CYP3A7
CYP46A1
CYP4Al1
CYP4A22
CYP4B1
CYP4F11
CYP4F12
CYP4F2
CYP4F22
CYP4F3
CYP4F8
CYP4V2
CYP4Z1
CYP51A1
CYP7Al
CYP7B1
CYP8BI1
CYSLTRI
CYSLTR2
D2HGDH
DAAM2
DAB2
DACTI
DACT3-
AS1
DAGI1
DALRD3
DAO
DAOA
DAOA-
ASl1
DAPK1
DARS
DARS-ASI1
DARS2
DAZL
DBH
DBH-AS1
DBI

DBT
DCAF13
DCAF17
DCBLD1
DCC
DCDC2
DCK
DCLK1
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DCLREIC
DCN
DCP1B
DCTD
DCTN1
DCTNI1-
AS1
DCX
DCXR
DDAHI1
DDAH2
DDB1
DDB2
DDC
DDC-ASI
DDHD1
DDHD2
DDI2
DDIT3
DDO
DDOST
DDRI1
DDR2
DDX20
DDX25
DDX39B
DDX3Y
DDX5
DDXS53
DDX58
DDX59
DEAF1
DEC1
DECRI1
DEFB1
DEFB126
DES
DFNAS
DFNB31
DFNB59
DGATI1
DGCR14
DGCR2
DGCR5
DGCR6
DGCRS
DGKD
DGKE
DGKK
DGUOK
DGUOK-
ASl1
DHCR24
DHCR?7
DHDDS
DHFR
DHH
DHODH
DHRSI1
DHRS2
DHRS3
DHRS4-
AS1
DHRS4L1
DHRS4L2
DHRS7
DHRS7C

DHRS9
DHTKD1
DHX16
DHX36
DHX37
DHX9
DCHSI1
DCHS2
DIABLO
DIAPHI1
DIAPH2
DIAPH3
DIAPH3-
AS1
DICER1
DIO1
DIO2
DIP2A
DIP2B
DIP2C
DIRC2
DIS3L2
DISCl1
DISP1
DKC1
DKK1
DKK?2
DKK3
DLAT
DLCl1
DLD
DLECI1
DLEU2
DLGI
DLG3
DLG3-AS1
DLG4
DLGS5
DLGAP2
DLGAP2-
AS1
DLGAP3
DLLI1
DLL3
DLST
DLX2
DLX3
DLXS5
DLX6
DLX6-AS1
DMBTI
DMC1
DMD
DMGDH
DMP1
DMPK
DMRT1
DMRT2
DMTF1
DMXL1
DNA2
DNAAF1
DNAAF2
DNAAF3
DNAH11
DNAH2
DNAHS

DNAHS
DNAH9
DNAI1
DNAI2
DNAJA4
DNAJB2
DNAIJB6
DNAJC19
DNAIJCS
DNAJC6
DNAJC9-
AS1
DNAL1
DNASEI
DNASEIL
1
DNASEIL
3
DNASE2
DND1
DNM1
DNMIL
DNM2
DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
DNMT3L
DOC2A
DOCK3
DOCK4
DOCK4-
AS1
DOCK6
DOCK?7
DOCKS
DOCK9
DOK1
DOK?7
DOLK
DPAGT!1
DPEP1
DPM1
DPM2
DPM3
DPP10
DPP6
DPY19L2
DPYD
DPYD-ASI1
DPYS
DPYSL2
DRC1
DRD1
DRD2
DRD3
DRD4
DRDS
DRGI
DROSHA
DRP2
DSC2
DSC3
DSCAM
DSCAS
DSCRS
DSE
DSG1



DSG1-AS1
DSG2
DSG2-AS1
DSG4
DSP
DSPP
DST
DSTYK
DTD1
DTHD1
DTNA
DTNBP1
DUOX1
DUOX2
DUOXALI
DUOXA2
DUS2
DUSP22
DUSP23
DUSP6
DXO
DYM
DYNCI1H1
DYNC2H1
DYRKIA
DYSF
DYX1Cl1
DYXI1CI1-
CCPG1
EARS2
EBAGY9
EBP
ECE1
ECELI
ECI1
ECM1
ECM2
ECSIT
EDA
EDA2R
EDAR
EDARADD
EDNI1
EDN2
EDN3
EDNRA
EDNRB
EDNRB-
AS1
EDRF1
EDRF1-
AS1
EEF1A2
EEF1B2
EEF2
EEF2K
EFCABS
EFEMP1
EFEMP2
EFHCI
EFHC2
EFNA4
EFNBI1
EFR3A
EFTUD2
EGF
EGFL7

EGFR
EGFR-ASI1
EGLNI1
EGLN2
EGR2
EGR3
EHD2
EHHADH
EHMTI1
EHMT2
ECHS1
EIF2AK3
EIF2AK4
EIF2B1
EIF2B2
EIF2B3
EIF2B4
EIF2B5
EIF2S2
EIF2S3
EIF3H
EIF4E
EIF4G1
EIF4G3
ELAC2
ELANE
ELAVL2
ELF4
ELK1
ELL
ELN
ELOVLA4
ELP2
ELP4
EMC1
EMC4
EMD
EMEI
EMG1
EMX2
EMX20S
EN2
ENAM
ENG
ENO1
ENO3
ENOSF1
ENPP1
ENSA
ENTPD1
ENTPD1-
AS1
EOMES
EP300
EPASI1
EPB41
EPB41L1
EPB42
EPC2
EPCAM
EPG5
EPHA2
EPHA3
EPHAS
EPHA7
EPHB2
EPHB6

EPHX1
EPHX2
EPM2A
EPO
EPOR
EPPK1
EPX
ERAP1
ERAP2
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERCC1
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCC5
ERCC6
ERCC6-
PGBD3
ERCC8
ERF
ERI2
ERLIN2
ERMAP
ESAM
ESCO2
ESPN
ESR1
ESR2
ESRRB
ESRRG
ETFA
ETFB
ETFDH
ETHE1
ETNPPL
ETS1
ETV1
ETV6
EVC
EvVC2
EVI5
EWSRI1
EXO1
EXO5
EXOC2
EXOC4
EXOSC3
EXOSC5
EXPHS
EXTI
EXT2
EXTL3
EYALl
EYA4
EYS
EZH1
EZH2
F10

F11
F11-AS1
F12
F13A1
F13B

F2

F2R
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F2RL1

F3

F5

F7

F8

F9

FA2H
FAAH
FAAH2
FABP1
FABP2
FABP3
FABP4
FABP6
FABP7
FADD
FADS1
FADS2
FAH
FAM104A
FAMI11A
FAM111B
FAMI20A
FAM120A
OS
FAM126A
FAM134B
FAMI161A
FAM161B
FAMI175A
FAM189A2
FAM205A
FAM20A
FAM20C
FAM213B
FAM228B
FAMS58A
FAM69A
FAMS3H
FAMS8A1
FAMO1A1
FAN1
FANCA
FANCB
FANCC
FANCD2
FANCD20
S

FANCE
FANCF
FANCG
FANCI
FANCL
FANCM
FARS2
FAS
FASLG
FASN
FASTKD2
FAT4
FBLIM1
FBLN1
FBLNS5
FBN1
FBN2
FBN3
FBP1

FBP2
FBXL4
FBXL6
FBXO10
FBXO18
FBXO038
FBXO7
FBXW11
FBXW4
FBXW7
FCAR
FCERIA
FCER2
FCGR2A
FCGR2B
FCGR3A
FCGR3B
FCGRT
FCN1
FCN2
FCN3
FCRL3
FDFTI
FDXI1L
FECH
FEN1
FERMT1
FERMT3
FES
FEV
FEZ1
FEZF2
FFARI1
FFAR4
FGA
FGB
FGD1
FGD3
FGD4
FGF1
FGF10
FGF14
FGF17
FGF2
FGF20
FGF23
FGF3
FGF8
FGF9
FGFBP1
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FGFRL1
FGG

FH

FHL1
FHL2
FIG4
FIGLA
FIP1L1
FKBP10
FKBP14
FKBP5
FKBP6
FKBPL

FKRP
FKTN
FLCN
FLG
FLG-AS1
FLI1
FLNA
FLNB
FLNC
FLRT3
FLT1
FLT3
FLT4
FLVCRI
FLVCR2
FMNI1
FMN2
FMO1
FMO2
FMO3
FMO4
FMO5
FMOG6P
FMR1
FMRI1-AS1
FNI1
FN3K
FNIP1
FNTB
FOLH1
FOLRI1
FOXA1
FOXA2
FOXA3
FOXC1
FOXC2
FOXC2-
AS1
FOXD3
FOXD3-
AS1
FOXE1
FOXE3
FOXF1
FOXF2
FOXG1
FOXH!1
FOXI1
FOXL2
FOXN1
FOXN2
FOXO1
FOXO4
FOXP1
FOXP2
FOXP3
FOXREDI1
FPGS
FPGT-
TNNI3K
FPR1
FPR2
FRA10AC1
FRAS1
FREM1
FREM2
FREM3



FRGI
FRK
FRMD6
FRMD7
FRMPD4
FRY
FRZB
FSBP
FSCB
FSCN2
FSHB
FSHR
FTCD
FTHI1
FTHL17
FTL
FTO
FTSI1
FUBPI
FUCAI
FUCA2
FURIN
FUS
FUTI
FUT2
FUT3
FUT6
FUT7
FUTS
FUZ
FXN
FXR2
FXYD2
FXYD6
FXYD6-
FXYD2
FYCOI1
FZDI1
FZD3
FZD4
FZD6
FZD9
G6PC
G6PC2
G6PC3
G6PD
GAA
GAB2
GABBRI
GABPA
GABRALI
GABRA2
GABRA3
GABRA4
GABRAS5
GABRA6
GABRBI
GABRB2
GABRB3
GABRD
GABRE
GABRGI
GABRG2
GABRG3
GABRP
GABRQ
GABRRI

GABRR2
GAD1
GAD2
GADD45B
GAK
GAL3ST3
GALC
GALE
GALK1
GALNS
GALNTI12
GALNTI18
GALNT2
GALNTS3
GALNT9
GALNTLS
GALP
GALT
GAMT
GAN
GAP43
GARI1
GARS
GASI
GAS2L2
GAS6
GAS6-AS1
GATAl
GATA2
GATA3
GATA4
GATA6
GATADI1
GATAD2B
GATM
GBA
GBA2
GBA3
GBEI1
GBGT1
GC
GCDH
GCGR
GCK
GCKR
GCLC
GCLM
GCM2
GCNT2
GCOM1
GCSH
GDA
GDAP1
GDF1
GDF15
GDF3
GDF5
GDF6
GDF9
GDI1
GDNF
GEMIN2
GEMIN4
GENI1
GFAP
GFER
GFI1

GFIIB
GFM1
GFPT1
GFPT2
GFRA1
GGA3
GGACT
GGCX
GGH
GGT5
GH2
GHR
GHRH
GHRHR
GHRL
GHRLOS
GHSR
GCHI
GIF
GIGYF2
GIMAPS
GIP
GIPC3
GIPR
GIT1
GJAI
GJA3
GJA4
GJAS
GJAS
GJB1
GJB2
GJB3
GJB4
GJB6
GJC2
GJC3
GJD2
GK

GK2
GLA
GLB1
GLCCIl
GLDC
GLE1
GLI1
GLI2
GLI3
GLIS2
GLIS3
GLIS3-AS1
GLMN
GLO1
GLPIR
GLRA1
GLRB
GLRX5
GLS
GLTSCRI1
GLUDI1
GLUD2
GLUL
GLYCTK
GM2A
GMIP
GMPPA
GMPPB
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GMPS
GNA14
GNAI2
GNAI3
GNAL
GNAOI
GNAQ
GNAS
GNAS-AS1
GNATI
GNAT2
GNBIL
GNB3
GNB4
GNB5
GNE
GNMT
GNPAT
GNPTAB
GNPTG
GNRHI
GNRHR
GNS
GOLGA3
GOLGAS
GONA4L
GOPC
GORAB
GOSR2
GOTI
GPIBA
GP1BB
GP2
GP6
GP9
GPAM
GPANKI1
GPATCHS
GPBARI
GPC3
GPC4
GPC6
GPC6-AS2
GPDI
GPDIL
GPD2
GPHN
GPI
GPIHBPI
GPRI
GPR12
GPR139
GPR143
GPR179
GPR33
GPRSS
GPR68
GPRIN2
GPS1
GPSM2
GPSM3
GPT
GPX1
GPX2
GPX3
GPX4
GPX5

GPX6
GRB10
GRB14
GREM1
GRHL2
GRHL3
GRHPR
GRIA1
GRIA3
GRID1
GRID1-
AS1
GRID2
GRIK1
GRIK2
GRIK3
GRIK4
GRIKS5
GRIN1
GRIN2A
GRIN2B
GRIN3A
GRIP1
GRK1
GRK4
GRKS
GRM1
GRM3
GRM5
GRM5-AS1
GRM6
GRM7
GRM8
GRN
GRPR
GRXCRI1
GSC
GSDMA
GSDMB
GSE1
GSK3B
GSN
GSN-AS1
GSPT1
GSPT2
GSR
GSS
GSTA1
GSTA2
GSTA3
GSTA4
GSTAS
GSTK1
GSTM1
GSTM2
GSTM3
GSTM4
GSTMS
GSTO1
GSTO2
GSTP1
GSTT1
GSTZ1
GTF2E1
GTF2H1
GTF2HS
GTF2I

GTF2IRDI
GUCAIA
GUCAIB
GUCY2C
GUCY2D
GUSB
GYGI
GYG2
GYLTLIB
GYPA
GYPB
GYPC
GYPE
GYSI
GYS2
GZMB
H19
H2BFWT
H6PD
HABP2
HACEI
HACLI
HADH
HADHA
HADHB
HAGH
HAL
HAMP
HANDI
HAND2
HARS
HARS2
HASI
HAVCRI1
HAXI1
HBAI
HBA2
HBB
HBD
HBEI
HBEGF
HBM
HBQI
HBSIL
HBZ
HCCS
HCFC1
HCK
HCLS1
HCNI1
HCN2
HCN4
HCP5
HCRT
HCRTRI
HCRTR2
HDAC4
HDACS
HDAC9
HDC
HDLBP
HDX
HELQ
HEPACAM
HERC2
HES6
HES7



HESX1
HEXA
HEXB
HEY1
HFE
HFE2
HGD

HGF
HGSNAT
HHAT
HHEX
HHIP
HIBCH
HIF1A
HIF1A-
ASI1
HIF1AN
HIGD2A
HIGD2B
HINTI
HIP1
HIRA
HISTIH2A
E
HISTIH4B
HIST3H3
HIVEP2
HK1

HK2
HLA-A
HLA-B
HLA-C
HLA-DMB
HLA-DOA
HLA-DPAI
HLA-DPBI
HLA-DPB2
HLA-
DQAI
HLA-
DQBI
HLA-DRA
HLA-
DRBI
HLA-
DRB5
HLA-E
HLA-G
HLCS
HLX
HLX-ASI
HMBS
HMCNI
HMGALI
HMGA2
HMGCL
HMGCR
HMGCS2
HMHA
HMOX]1
HMOX2
HMSD
HMX1
HMX2
HNF1A
HNF1B
HNF4A

HNF4A-
AS1
HNMT
HNRNPAO
HNRNPA1
HNRNPA1
P10
HNRNPA2
B1
HNRNPD
HNRNPDL
HNRNPH1
HNRNPH2
HNRNPH3
HNRNPU
HNRNPU-
AS1
HNRNPUL
1
HNRNPUL
2-BSCL2
HOGA1
HOMERI1
HOMER2
HOOK1
HOXA1
HOXA10
HOXA10-
AS
HOXAI11
HOXA13
HOXA2
HOXA4
HOXB-
AS3
HOXBI1
HOXBI13
HOXB6
HOXC13
HOXC13-
AS
HOXD10
HOXD13
HOXD4
HP

HPD
HPGD
HPRTI
HPS1
HPS3
HPS4
HPSS5
HPS6
HPSE2

HR

HRAS
HRC

HRG
HRH2
HRH3
HS1BP3
HS6STI
HSDI11B1
HSD11B2
HSD17B1
HSD17B10
HSD17B11

HSD17B14
HSD17B2
HSD17B3
HSD17B4
HSD3B1
HSD3B2
HSD3B7
HSF4
HSP90AA1
HSP90B1
HSPAIA
HSPA1B
HSPAIL
HSPAS
HSPAS
HSPA9
HSPB1
HSPB3
HSPB6
HSPB7
HSPB8
HSPD1
HSPG2
HTN3
HTRI1A
HTR1B
HTR2A
HTR2B
HTR2C
HTR3A
HTR3B
HTR3C
HTR3E
HTRSA
HTRSA-
AS1
HTR6
HTR7
HTRA1
HTRA2
HTT
HUS1B
HUWEI
HVCNI1
HYALLI
HYDIN
HYKK
HYLS1
CHAT
CHDI1L
CHD2
CHD3
CHD6
CHD7
CHDS
CHDH
CHEK1
CHEK2
CHFR
CHGA
CHGB
CHI3L1
CHI3L2
CHIA
CHITI
CHKB
CHKB-
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CPT1B
CHL1
CHL1-AS1
CHM
CHMP1A
CHMP2B
CHMP4B
CHNI1
CHPT1
CHRDLI1
CHRM1
CHRM2
CHRM3
CHRNA1
CHRNA2
CHRNA3
CHRNA4
CHRNAS
CHRNA7
CHRNA9
CHRNB1
CHRNB2
CHRNB4
CHRND
CHRNE
CHRNG
CHST1
CHST10
CHST11
CHSTI12
CHST13
CHST14
CHST2
CHST3
CHSTS
CHST6
CHST7
CHSTS
CHST9
CHSY1
CHUK
CHURCI-
FNTB
IAPP
IARS2
IBAS7
IBSP
ICAM1
ICAM4
ICAMS
ICK
ICOS

ID3

IDE
IDH1
IDH2
IDH3B
IDO1

IDS
IDUA
IER3IP1
IFI130
IF144L
IFIH1
IFITMS
IFNA2
IFNAR1

IFNAR2
IFNG
IFNGR1
IFNGR2
IFRDI1
IFT122
IFT140
IFT172
IFT43
IFT80
IGBP1
IGF1
IGFIR
IGF2
IGF2R
IGFALS
IGFBP1
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP7
IGFBP7-
AS1
IGHMBP2
IGLL1
IGSF1
[HH
IKBIP
IKBKAP
IKBKB
IKBKG
IKZF1
IL10
IL1I0RA
IL10RB
IL11RA
IL12A
IL12A-AS1
IL12B
IL12RB1
IL12RB2
IL13
IL16
IL17A
IL17F
IL1I7RA
IL17RB
IL17RD
IL17REL
IL18
IL18R1
IL18RAP
IL19
ILTA
IL1B
ILIR1
ILIRAPLL1
IL1RL1
ILIRN
IL2
IL20RA
IL20RB
IL21
IL21-AS1
IL21R
IL21R-AS1
IL23R
IL2RA

IL2RG
IL3
IL31RA
IL36RN
IL4
IL411
IL4R
IL5

IL6
IL6R
IL7
IL7R
IL9
ILDR1
ILF3
ILK
IMMP2L
IMMT
IMPA2
IMPADI
IMPDH1
IMPDH2
IMPG1
IMPG2
INF2
ING1
INHA
INMT
INMT-
FAMI88B
INPP4A
INPPSE
INS
INS-IGF2
INSIG1
INSIG2
INSL3
INSL6
INSR
INSRR
INVS
IPCEF1
PP
IQCBI
1QCG
IQGAPI1
IQGAP2
IQGAP3
IQSEC2
IRAK1
IRAK3
IRAK4
IRF1
IRF2
IRF4
IRF5
IRF6
IRF7
IRFS
IRGM
IRSI
IRS2
IRS4
IRX4
IRXS
ISCU
ISL1



ISPD
ISPD-AS1
ISYNAL
ITGA11
ITGA2
ITGA2B
ITGA3
ITGA4
ITGA6
ITGA7
ITGAS
ITGA9
ITGA9-
AS1
ITGAE
ITGAM
ITGB2
ITGB3
ITGB4
ITCH
ITIH1
ITIH3
ITIH4
ITIH4-AS1
ITIH6
ITK
ITM2B
ITPA
ITPKC
ITPR1
ITPR3
ITSN2
IVD
IYD
JAGI1
JAG2
JAK1
JAK2
JAK3
JAM3
IMJIDIC
IMJDIC-
AS1
JPH2
JPH3
JRK
JUN

JUP
KAAGI
KALRN
KANKI1
KANSL1
KARS
KAT6B
KATNAL?2
KBTBD13
KCNALI
KCNA3
KCNAS
KCNAB2
KCNC3
KCND2
KCND3
KCNE1
KCNE2
KCNE3
KCNE4

KCNH2
KCNIP1
KCNIP4
KCNJ1
KCNJ10
KCNJ11
KCNJ12
KCNJ13
KCNJ15
KCNJ16
KCNJ18
KCNJ2
KCNJ3
KCNIJ5
KCNJ6
KCNIJ8
KCNJ9
KCNK18
KCNK3
KCNK6
KCNK9
KCNMALI
KCNMAL-
ASI1
KCNMBI
KCNMB3
KCNN3
KCNQI
KCNQIOT
1

KCNQ2
KCNQ3
KCNQ4
KCNSI
KCNS3
KCNTI
KCNV2
KCTDI13
KCTD7
KDM4C
KDMS5A
KDM5C
KDM5D
KDM6A
KDM6B
KDR

KEL
KERA
KHDC3L
KHK
KIAA0100
KIAA0196
KIAA0226
KIAA0232
KIAA0319
KIAA0513
KIAA1033
KIAA1462
KIAA1549
KIAA1614
KIAA2022
KIF11
KIF17
KIF18A
KIF1A
KIF1B
KIF1C

KIF21A
KIF22
KIF2A
KIF4A
KIF5A
KIF5B
KIF5C
KIF6
KIF7
KIFAP3
KIR2DL3
KIR2DLA4
KIR3DL1
KIR3DL2
KIRREL3
KISS1
KISS1R
KIT
KITLG
KL

KLB
KLCl1
KLF1
KLF10
KLFI11
KLF5
KLF6
KLF7
KLF8
KLHDCSB
KLHLI
KLHL10
KLHL3
KLHL40
KLHLA41
KLHL6
KLHL7
KLHL9
KLK1
KLK12
KLK15
KLK3
KLK4
KLK7
KLKBI1
KLLN
KLRC4-
KLRK1
KLRK1
KMT2A
KMT2C
KMT2D
KMT2E
KNG1
KPNA1
KPTN
KRAS
KRIT1
KRTI
KRTI10
KRTI12
KRT13
KRT14
KRT18
KRT2
KRT3
KRT31
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KRT37
KRT38
KRT4
KRTS5
KRT6A
KRT6C
KRT74
KRT75
KRT8
KRT81
KRT83
KRT85
KRT86
KRT9
KRTAP1-1
KRTCAP3
KYNU
L1CAM
L2HGDH
L3MBTLI1
LACTB
LADI1
LAMAL
LAMA2
LAMA3
LAMAA4
LAMAS
LAMAS-
AS1
LAMBI1
LAMB2
LAMB3
LAMCI
LAMC2
LAMC3
LAMP2
LAMTOR2
LARGE
LARP7
LARS
LARS2
LARS2-
ASl1

LBP

LBR
LCA5
LCAT
LCE3B
LCE3C
LCESA
LCK
LCN10
LCT
LDB3
LDHA
LDHB
LDLR
LDLRAD2
LDLRAD4
LDLRAP1
LEF1
LEF1-AS1
LEFTY2
LEMD3
LEP
LEPR
LETM1

LFENG
LGALSI12
LGALS13
LGALS2
LGALS3
LGI1
LHCGR
LHFPL5
LHX1
LHX3
LHX4
LHX8
LHX9
LIAS

LIF

LIFR
LIG1
LIG3
LIG4
LILRA3
LILRB2
LIM2
LIMK1
LIN28A
LIN28B
LINC00609
LINC01237
LINS
LIPA
LIPC
LIPE
LIPE-AS1
LIPG
LIPH
LIPI
LIPN
LIPT1
LITAF
LLGL1
LMANI1
LMBRI1
LMBRDI1
LMF1
LMF1-AS1
LMNA
LMNB1
LMNB2
LMTK3
LMXI1B
LNX2
LOR
LOX
LOXHD1
LOXL1
LOXLI1-
AS1
LOXL2
LOXL3
LPA
LPARI
LPARG6
LPIN1
LPIN2
LPIN3
LPL

LPP
LRAT

LRBA
LRFNS5
LRCH1
LRIT3
LRP1
LRP2
LRP4
LRP4-AS1
LRPS5
LRP6
LRPS
LRPAPI
LRPPRC
LRRC4
LRRC6
LRRCSA
LRRK1
LRRK2
LRSAM1
LRTOMT
LSS

LTA
LTBP1
LTBP2
LTBP3
LTBP4
LTBR
LTC4S
LTF

LTK
LTN1
LUM
LURAPIL-
AS1
LY6E
LY96
LYL1
LYN
LYRM4
LYST
LYZ
LZTFL1
LZTS1
MACROD2
MADIL1
MAD2L1
MADD
MAF
MAFB
MAG
MAGEE2
MAGEL2
MAGI1
MAGI2
MAGI2-
AS3
MAGT]I
MAK
MAK16
MALTI1
MAMLDI1
MANI1A2
MANIBI1
MAN2B1
MANBA
MAOA
MAOB



MAP2
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K3
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K13
MAP3K15
MAP3K8
MAP4K2
MAP4KS
MAP6
MAP7D3
MAPK1
MAPK10
MAPK13
MAPKSIP1
MAPT
MARS
MARS2
MARVEL
D2
MASP1
MASP2
MAST4
MASTL
MATIA
MATN3
MATR3
MAVS
MAX
MBD1
MBD3
MBD4
MBDS5
MBL2
MBNL1
MBTPS2
MCIR
MC2R
MC3R
MC4R
MCCC1
MCCC2
MCEE
MCF2
MCF2L2
MCFD2
MCL1
MCM3AP
MCM3AP-
AS1
MCM4
MCM5
MCM6
MCM7
MCOLN1
MCPHI1
MCU
MDHI1
MDM2
MDM4
MDNI1
MECP2
MED12
MEDI12L
MED13

MEDI3L
MED17
MED23
MED25
MEF2A
MEF2B
MEF2BNB
-MEF2B
MEF2C
MEF2D
MEFV
MEGF10
MEGF11
MEIS1
MEIS2
MENI1
MEOX1
MEP1B
MERTK
MESDC2
MESP2
MEST
MET
METTLS
MFF
MFGES
MFI2
MFI2-AS1
MFN2
MFRP
MFSD2A
MFSD8
MGATI1
MGAT2
MGATA4C
MGEA5
MGLL
MGME1
MGMT
MGP
MGST1
MGST2
MGST3
MCHRI1
MIA3
MIAT
MIATNB
MIB1
MICA
MICB
MID1

MIF
MIF-AS1
MIIP
MINPP1
MIP
MIPOLI1
MIR1256
MIR1273H
MIR17HG
MIR3680-1
MIR3680-2
MIR548AN
MIR548A0
MIRS48AZ
MIRS548F1
MIRS548F3

MIR548F5
MIR548H2
MIR 54814
MIR548N
MIR548T
MIR548W
MIR5694
MIR7851
MITF
MKKS
MKL1
MKRN3
MKS1
MLC1
MLF1
MLH1
MLH3
MLLTI1
MLLT10
MLLT3
MLPH
MLX
MLXIPL
MLYCD
MMAA
MMAB
MMADHC
MMACHC
MME
MMELI1
MMP1
MMP10
MMP12
MMP13
MMP14
MMP2
MMP20
MMP3
MMP7
MMP8
MMP9
MNI1
MNS1
MNX1
MOCOS
MOCS1
MOCS2
MOG
MOGAT2
MOGS
MOK
MPCl1
MPDU1
MPDZ
MPG
MPHOSPH
8

MPI

MPL
MPLKIP
MPO
MPP3
MPP4
MPP6
MPP7
MPST
MPV17
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MPZ
MRI1
MRAP
MRE11A
MROHS8
MRPL1
MRPL10
MRPLI11
MRPL12
MRPL13
MRPL14
MRPL15
MRPL16
MRPL17
MRPL18
MRPL19
MRPL2
MRPL20
MRPL21
MRPL22
MRPL23
MRPL24
MRPL27
MRPL28
MRPL3
MRPL32
MRPL34
MRPL35
MRPL36
MRPL37
MRPL38
MRPL39
MRPLA4
MRPLA40
MRPLA41
MRPLA42
MRPLA43
MRPL44
MRPLA45
MRPL46
MRPLA47
MRPLA48
MRPLA49
MRPLS50
MRPLS51
MRPL52
MRPL53
MRPL54
MRPLSS
MRPL9
MRPS10
MRPSI11
MRPS12
MRPS14
MRPS15
MRPS16
MRPS17
MRPS18A
MRPS18B
MRPS18C
MRPS2
MRPS21
MRPS22
MRPS23
MRPS24
MRPS25
MRPS26

MRPS27
MRPS28
MRPS30
MRPS31
MRPS33
MRPS34
MRPS35
MRPS36
MRPS5
MRPS6
MRPS7
MRPS9
MRRF
MS4A1
MS4A12
MS4A2
MS4A3
MS4A6A
MS4A6E
MSH2
MSH3
MSH4
MSHS5
MSHS-
SAPCD1
MSH6
MSMB
MSMO1
MSR1
MSRA
MSRB3
MSTIR
MSTN
MSX1
MSX2
MTIA
MT2A
MT3
MTAP
MTF1
MTFMT
MTHFD1
MTHFDI1L
MTHFR
MTHFS
MTCH2
MTM1
MTMR14
MTMR2
MTMR9
MTNRIA
MTNRIB
MTO1
MTOR
MTOR-
AS1
MTPAP
MTR
MTRR
MTTP
MTUS1
MUCI1
MUC13
MUCI15
MUC2
MUC3A
MUC4

MUCSB
MUC6
MUC7
MUMI1
MURC
MUSS81
MUSK
MUT
MUTYH
MVK
MX1
MYB
MYBL2
MYBPCl1
MYBPC3
MYC
MYCL
MYCN
MYDS88
MYEF2
MYF6
MYHI11
MYHI13
MYH14
MYHI15
MYH2
MYH3
MYH6
MYH7
MYH7B
MYHS8
MYH9
MYHAS
MYL2
MYL3
MYLIP
MYLK
MYLK-
AS1
MYLK2
MYOI5A
MYO18B
MYOI1A
MYOI1C
MYOIE
MYOI1F
MYO1G
MYO3A
MYOSA
MYOSB
MYO6
MYO7A
MYO7B
MYO9B
MYOC
MYOCD
MYOMI
MYOT
MYOZ2
MYPN
MYTI
MYTIL
N4BP2
NAAI10
NAGA
NAGLU
NAGPA



NAGS NDUFB11 NID1 NPHP3 NTHL1 OTOR

NAIP NDUFB3 NIN NPHP3- NTNGI1 0TX2
NALCN NDUFB4 NINJ1 ACAD11 NTNG2 OVGP1
NALCN- NDUFB35 NIPA1 NPHP4 NTRK1 OXCT1
AS1 NDUFB6 NIPAL1 NPHS1 NTRK2 OXCT1-
NAMPT NDUFB7 NIPAL4 NPHS2 NTRK3 AS1
NAPRT NDUFBS8 NIPBL NPL NTRK3- OXTR
NARS NDUFB9 NIPSNAP1 NPM1 ASl1 P2RX1
NARS2 NDUEFC1 NIPSNAP3 NPPA NUAK1 P2RX2
NATI1 NDUEFC2 A NPPA-AS1 NUBPL P2RX4
NAT2 NDUFC2- NKAIN2 NPPB NUDC P2RX5
NATS8L KCTD14 NKX2-1 NPPC NUDT1 P2RX5-
NAV2 NDUFS1 NKX2-1- NPR1 NUDT6 TAX1BP3
NAV2-AS2 NDUFS2 AS1 NPR2 NUMA1 P2RX7
NBAS NDUFS3 NKX2-3 NPR3 NUMBL P2RY11
NBEA NDUFS4 NKX2-5 NPRL3 NUP155 P2RY12
NBEAL2 NDUEFS5 NKX2-6 NPSR1 NUP214 P2RY4
NBN NDUEFS6 NKX3-1 NPSR1- NUP62 P4HB
NBPF10 NDUEFS7 NKX3-2 ASl1 NXF3 PABPC4L
NBPF20 NDUFS8 NLGN1 NPTN NXF5 PABPNI
NCALD NDUFV1 NLGN2 NPTX2 NXNL1 PACRG
NCAM1 NDUFV2 NLGN3 NPY NYX PACRG-
NCAM1- NDUFV2- NLGN4X NPY1R OASI1 AS1

AS1 AS1 NLGN4Y NPY2R OAS2 PACS1
NCAN NDUFV3 NLRP1 NQO1 OAT PAFAHIB
NCAPD2 NEB NLRP12 NQO2 0OAZ1 1
NCAPH2 NEBL NLRP14 NROBI OAZ3 PAFAHIB
NCF2 NEDDA4L NLRP2 NROB2 OBSCN 3

NCF4 NEDD9 NLRP3 NRI1D1 OBSL1 PAH
NCK1-AS1 NEFH NLRP7 NR1H2 OCA2 PAK3
NCK2 NEFL NLRX1 NRI1H3 OCLN PAK6
NCKAPI NEFM NMB NR1H4 OCRL PAK?7
NCOALl NEGR1 NMEI1 NR1I2 ODC1 PALB2
NCOA3 NEIL1 NME1- NR1I3 OFD1 PALLD
NCOA4 NEIL2 NME2 NR2C2AP OGDH PALM2-
NCR3 NEK1 NMES NR2E1 0GG1 AKAP2
NCS1 NEK2 NMNATI NR2E3 OLFM2 PANK2
NCSTN NEK4 NMT2 NR2F1 OLRI1 PAPD7
NDEL1 NEKS8 NMU NR3C1 OMG PAPPA
NDN NELFA NNMT NR3C2 OPAl PAPSS2
NDORI1 NELL1 NNT NR4A2 OPA1-AS1 PARD3B
NDP NET1 NOBOX NR4A3 OPA3 PARDG6A
NDRG1 NETOI NOD1 NRS5AL OPCML PARK2
NDST1 NEU1 NOD2 NRAS OPHNI1 PARK?7
NDUFA1 NEU2 NODAL NRG1 OPLAH PARL
NDUFA10 NEURODI1 NOG NRG3 OPNISW PARP1
NDUFAL11 NEUROG3 NOL3 NRIP1 OPN4 PARP2
NDUFA12 NEXN NOP10 NRL OPRDI1 PARS2
NDUFAI13 NF1 NOP56 NRP2 OPRK1 PASK
NDUFA2 NF2 NOS1 NRTN OPRL1 PAWR
NDUFA3 NFATC4 NOSIAP NRXNI1 OPRM1 PAX1
NDUFA4 NFE2L2 NOS2 NRXN2 OPTC PAX2
NDUFAS NFIA NOS3 NRXN3 OPTN PAX3
NDUFA6 NFIX NOTCH1 NSD1 OR13G1 PAX4
NDUFA7 NFKB1 NOTCH2 NSDHL ORAIl PAXS
NDUFAS NFKB2 NOTCH3 NSMF ORC1 PAX6
NDUFA9 NFKBIA NOTCH4 NSUN2 ORC4 PAX7
NDUFABI NFKBIL1 NOX1 NSUN7 ORC6 PAX8
NDUFAF1 NFU1 NPAP1 NTS5C ORMDL3 PAXS8-AS1
NDUFAF2 NFYC NPAS2 NT5C1B OSMR PAX9
NDUFAF3 NGF NPAS3 NT5C1B- OSR1 PBLD
NDUFAF4 NGFR NPAT RDH14 OSTM1 PBX1
NDUFAFS5 NHEJ1 NPCl1 NT5C3A OTC PC
NDUFAF6 NHLRC1 NPCIL1 NT5DC1 OTOA PCAT7
NDUFAF7 NHP2 NPC2 NTSE OTOF PCBD1
NDUFBI NHS NPFFR2 NTF3 OTOG PCCA
NDUFB10 NICNI1 NPHP1 NTF4 OTOGL PCCB
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PCDHI11X
PCDHI5
PCDHI18
PCDHI19
PCDH9
PCDHY-
AS2
PCDHAL1
PCDHA10
PCDHALI1
PCDHA12
PCDHA13
PCDHA2
PCDHA3
PCDHA4
PCDHAS
PCDHAG6
PCDHA7
PCDHAS8
PCDHA9
PCDHACI1
PCDHAC2
PCDHB4
PCK1
PCK2
PCM1
PCMT1
PCNT
PCOLCE
PCOLCE-
AS1

PCP4
PCSK1
PCSK2
PCSK9
PCYTIA
PDCD1
PDCD10
PDCD5
PDCD6IP
PDE10A
PDE11A
PDE3A
PDE3B
PDE4B
PDE4D
PDE6A
PDE6B
PDE6C
PDE6G
PDE6H
PDE7B
PDESB
PDGFB
PDGFC
PDGFRA
PDGFRB
PDGFRL
PDHA1
PDHB
PDHX
PDK1
PDK2
PDK3
PDK4
PDLIM3
PDLIMS

PDP1
PDP2
PDPK1
PDSS1
PDSS2
PDX1
PDX1-AS1
PDXK
PDYN
PDZD7
PEARI1
PECAM1
PECR
PEMT
PENK
PEPD
PERI1
PER2
PER3
PET100
PEX1
PEX10
PEX11B
PEX12
PEX13
PEX14
PEX16
PEX19
PEX2
PEX26
PEX3
PEXS
PEX6
PEX7
PFAS
PFKFB1
PFKL
PFKM
PFN1
PGAM1
PGAM2
PGAMS
PGAP2
PGAP3
PGBD1
PGBD3
PGC
PGD
PGK1
PGM1
PGR
PGRMC1
PHACTRI1
PHB
PHEX
PHEX-AS1
PHF11
PHF2
PHF3
PHF6
PHFS
PHGDH
PHIP
PHKAI
PHKA2
PHKA2-
AS1

PHKB
PHKG1
PHKG2
PHLDA2
PHLPP2
PHOX2A
PHOX2B
PHYH
PHYKPL
PI3
PI4KA
PIBF1
PICALM
PICK1
PIEZO2
PIF1
PIGA
PIGB
PIGL
PIGM
PIGN
PIGO
PIGR
PIGV
PIGW
PIK3C2G
PIK3C3
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R4
PIK3RS
PIKFYVE
PIN1
PINK1
PINK1-AS
PIP4K2A
PIP5K1B
PIP5K1C
PITPNM3
PITX1
PITX2
PITX3
PIWIL3
PKD1
PKDIL1
PKD2
PKHD1
PKLR
PKM
PKN3
PKP1
PKP2
PLA2G10
PLA2G2A
PLA2G2D
PLA2G4A
PLA2G4C
PLA2GS5
PLA2G6
PLA2G7
PLAGI
PLAGLI
PLAT
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PLAU
PLAUR
PLBDI-
AS1
PLCBI
PLCB4
PLCDI
PLCEl
PLCEI-
AS1
PLCEl-
AS2
PLCG2
PLCZI
PLD2
PLEC
PLEKHG4
PLEKHGS
PLEKHMI
PLG
PLINI
PLIN4
PLN
PLODI
PLOD2
PLOD3
PLPI
PLP2
PLTP
PLXNDI
PMAIP1
PML
PMM2
PMP22
PMPCA
PMS1
PMS2
PMS2P3
PNKD
PNKP
PNLIP
PNMT
PNP
PNPLAI
PNPLA2
PNPLA3
PNPLAG
PNPO
PNPTI
POCIA
POFIB
POGZ
POLALI
POLB
POLDI
POLE
POLE2
POLG
POLG2
POLH
POLL
POLQ
POLRIC
POLRID
POLR2E
POLR2F
POLR2M

POLR3A
POLR3B
POLR3D
POLR3H
POLRMT
POMC
POMGNTI
POMGNT2
POMK
POMP
POMTI
POMT2
PONI
PON2
PON3
POPI1
POR
PORCN
POUIF1
POU3F4
POUA4F3
POUSFI
POUGF2
PPAN-
P2RY11
PPARA
PPARD
PPARG
PPARGCI
A
PPARGCI
B

PPAT
PPIA
PPIB
PPIG
PPMIB
PPMID
PPMIE
PPOX
PPPIRIA
PPPIR3A
PPPIR3C
PPP2RIA
PPP2RIB
PPP2R2B
PPP2R2C
PPP2R5D
PPP6C
PPTI
PPY
PQBPI
PRB3
PRB4
PRCC
PRCD
PRCP
PRDM16
PRDM?2
PRDMS5
PRDM9
PREPL
PREX2
PRF1
PRG4
PRHI
PRICKLEI

PRICKLE2
PRICKLE2
-AS1
PRICKLE2
-AS3
PRKAA2
PRKACA
PRKAG2
PRKAG3
PRKARIA
PRKARIB
PRKCA
PRKCB
PRKCD
PRKCG
PRKCSH
PRKD2
PRKD3
PRKDC
PRKGI
PRKCH
PRKRA
PRL
PRLHR
PRLR
PRM1
PRM2
PRMT3
PRMT7
PRMT9
PRND
PRNP
PROC
PROCR
PRODH
PROK1
PROK2
PROKRI1
PROKR2
PROM1
PROP1
PROS1
PROX2
PROZ
PRPF3
PRPF31
PRPF6
PRPF8
PRPH
PRPH2
PRPS1
PRPS2
PRR19
PRRC2A
PRRT2
PRRX1
PRSS1
PRSS12
PRSS2
PRSS23
PRSS3P2
PRSS56
PRSS8
PRX
PSAP
PSATI1
PSCA



PSEN]
PSEN2
PSENEN
PSMA3
PSMAG6
PSMA7
PSMB4
PSMBS
PSMBS-
AS1
PSMB9
PSMC2
PSMC3IP
PSMDI
PSMD7
PSORSICI1
PSPC]1
PSPH
PSPN
PSTPIP1
PTAFR
PTCDI
PTCSC3
PTDSSI
PTEN
PTENP1
PTFIA
PTGDR
PTGDR2
PTGDS
PTGER2
PTGER4
PTGES2
PTGIR
PTGIS
PTGSI
PTGS2
PTH
PTHIR
PTHLH
PTCH]1
PTCH2
PTCHDI
PTCHDI-
AS
PTCHD3
PTK2B
PTK7
PTPNI1
PTPNI11
PTPN13
PTPN14
PTPN18
PTPN2
PTPN21
PTPN22
PTPN6
PTPRB
PTPRC
PTPRCAP
PTPRD
PTPRF
PTPRJ
PTPRK
PTPRO
PTPRQ
PTPRR

PTPRT
PTPRU
PTPRZ1
PTRF
PTRHI
PTRH2
PTS
PUSI
PUSI10
PUS3
PVR
PVRLI
PVRL3
PVRL4
PVTI
PWRNI
PXDN
PXMP2
PYCRI
PYCRL
PYGB
PYGL
PYGM
PYY
PZP
QDPR
QKI
RABIIFIP
5
RABIS
RAB23
RAB27A
RAB28
RAB29
RAB2A
RAB39B
RAB3GAP
1
RAB3GAP
2
RAB4B-
EGLN2
RAB7A
RABGGTA
RABL6
RACI
RAC2
RADI
RAD21
RAD2ILI
RAD23B
RADS50
RAD5!
RADS51B
RADSIC
RAD51D
RADS2
RAD54B
RADS4L
RAD9A
RAETIL
RAF1
RAGI
RAG2
RAII
RALGAPA
1

RALGAPA
1P
RALGDS
RAMP3
RANBP2
RANGRF
RAPGEF1
RAPSN
RARA
RARA-ASI
RARB
RARS
RARS2
RASAL
RASGRP2
RASSF1
RASSF1-
ASI1
RASSF4
RAX
RAX2
RBI
RBICCI
RBBPS
RBCKI
RBFOX1
RBM10
RBMI2
RBM14
RBM14-
RBM4
RBMI5
RBM20
RBM28
RBMSA
RBMXL2
RBP3
RBP4
RBPJ
RCANI
RCVRN
RD3
RDHI2
RDHS5
RDX
RECQL4
REEPI
REEP2
REGIA
RELN
REN
RENBP
REPS2
RET
RETN
REV3L
REXO4
RFC2
RFTI
RFWD2
RFX2
RFX5
RFX6
RFX8
RFXANK
RFXAP
RGMA
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RGR
RGS2
RGS6
RGS7
RGS9
RGS9BP
RHAG
RHBDD2
RHBDEF2
RHCE
RHD

RHO
RHOB
RHOBTB2
RHOG
RHPN2
RIC1
RIMS1
RIMS3
RIN2
RIPK3
RIPK4
RIT1
RLBP1
RLF

RLIM
RMI1
RMND1
RMRP
RNASE2
RNASE3
RNASE4
RNASEH2
A
RNASEH2
B
RNASEH2
B-AS1
RNASEH2
C
RNASEL
RNASET2
RNFI113A
RNF114
RNF135
RNF139
RNF168
RNF170
RNF212
RNF213
RNF216
RNF6
RNLS
RNUSF-1
RNU6-19P
RNU6-28P
RNU6-71P
RNU6-72P
RNU6-83P
ROBO1
ROBO2
ROBO3
ROCK1
ROCK2
ROGDI
ROM1
ROPNIL

ROR2
RORA
ROS1
RP1
RPIL1
RP2

RP9
RPA1
RPA4
RPE65
RPEL1
RPGR
RPGRIP1
RPGRIPIL
RPH3AL
RPIA
RPL10
RPL11
RPL15
RPL21
RPL21P28
RPL26
RPL35A
RPL36
RPL36A-
HNRNPH2
RPLS
RPN2
RPS10
RPS10-
NUDT3
RPS12
RPS14
RPS15
RPS15A
RPS19
RPS24
RPS26
RPS27A
RPS3
RPS4X
RPS4Y1
RPS4Y2
RPS6KA3
RPS6KB1
RPS6KLI
RPS7
RPSA
RPSAPS52
RPTOR
RRH
RRM1
RRM2B
RRP1B
RS1
RSCIA1
RSPH1
RSPH3
RSPH4A
RSPH9
RSPO1
RSPO4
RSRC1
RTEL1
RTELI1-
TNFRSF6B
RTN2

RTN4R
RTTN
RUFY2
RUNX1
RUNX2
RUNX3
RUVBLI1
RUVBL2
RXFP2
RXRA
RXRG
RYK
RYRI1
RYR2
RYR3
S100A14
S100B
S100G
S1PR1
SAA1
SAA2
SAA2-
SAA4
SACS
SAG
SAGE1
SALLI1
SALL2
SALL4
SAMD9
SAMHD1
SAR1B
SARDH
SARMI
SARS
SARS2
SARTI1
SART3
SATI1
SATB2
SATLI1
SBDS
SBF1
SBF2
SBF2-AS1
SBK3
SBNO1
SC5D
SCAP
SCAPER
SCARBI1
SCARB2
SCARF2
SCG2
SCG3
SCGBI1A1
SCGB1D2
SCGB3A2
SCNI10A
SCNI1A
SCNI1A
SCNIB
SCN2A
SCN2B
SCN3A
SCN3B
SCN4A



SCN4B
SCNSA
SCNSA
SCN9A
SCNNIA
SCNN1B
SCNN1G
SCO1
SCO2
SCP2
SCRIB
SCT
SCUBE2
SDC3
SDCCAGS
SDHA
SDHAF1
SDHAF2
SDHB
SDHC
SDHD
SEC16B
SEC23A
SEC23B
SEC63
SECISBP2
SELIL
SELE
SELL
SELP
SELPLG
SEMA3A
SEMA3E
SEMA4A
SEMAA4C
SEMA4G
SEMAG6D
SEMGl
SENCR
SEPN1
SEPP1
SEPSECS
SEPTI12
SEPT9
SERACI1
SERPINA1
SERPINA1
0
SERPINA3
SERPINA6
SERPINA7
SERPINBI
1
SERPINB3
SERPINBS
SERPINB6
SERPINCI
SERPIND1
SERPINEI1
SERPINF1
SERPINF2
SERPING1
SERPINH1
SERPINI1
SERPINI2
SERTADI1
SESN2

SETBPI1
SETD2
SETD5
SETDS
SETDBI
SETDB2
SETX
SEZ6
SEZ6L2
SF1
SF3BI1
SF3B4
SFPQ
SFTPALI
SFTPA2
SFTPB
SFTPC
SFTPD
SFXN4
SGCA
SGCB
SGCD
SGCE
SGCG
SGK1
SGSH
SH2BI
SH2B3
SH2DIA
SH2D2A
SH3BP2
SH3GLI1
SH3PXD2
B
SH3TC2
SHANK?2
SHANK3
SHBG
SHFMI
SHH
SHMTI
SHOC2
SHPK
SHROOM3
SHROOM4
SI

SIAE
SIGLECI12
SIGLEC14
SIGLEC16
SIGMARI
SIL1
SIM1
SIPAIL
SIRTI
SIRT3
SIRTS
SIX1
SIX2
SIX3
SIXS
SIX6
SKI
SKIV2L
SLA
SLBP
SLCI0AI

SLC10A2
SLC10A3
SLC11A1
SLC11A2
SLCI12A1
SLC12A3
SLC12A4
SLC12A5
SLC12A6
SLC13Al1
SLC13A2
SLC13A3
SLC14A1
SLC14A2
SLC15A1
SLC15A2
SLC16A1
SLC16A12
SLC16A12-
AS1
SLC16A2
SLC16A3
SLC17A1
SLC17A3
SLC17AS
SLC17A8
SLC18A1
SLC18A2
SLC19A1
SLC19A2
SLC19A3
SLC1A1
SLC1A2
SLC1A3
SLC20A2
SLC22A1
SLC22A11
SLC22A12
SLC22A13
SLC22A14
SLC22A15
SLC22A16
SLC22A17
SLC22A18
SLC22A18
AS
SLC22A2
SLC22A3
SLC22A4
SLC22A5
SLC22A6
SLC22A7
SLC22A8
SLC22A9
SLC23Al1
SLC24A1
SLC24A2
SLC24A5
SLC25A1
SLC25A10
SLC25A11
SLC25A12
SLC25A13
SLC25A14
SLC25A15
SLC25A16
SLC25A17
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SLC25A18
SLC25A19
SLC25A2
SLC25A20
SLC25A21
SLC25A21-
AS1
SLC25A22
SLC25A23
SLC25A26
SLC25A27
SLC25A28
SLC25A29
SLC25A3
SLC25A30
SLC25A31
SLC25A32
SLC25A33
SLC25A34
SLC25A35
SLC25A37
SLC25A38
SLC25A39
SLC25A4
SLC25A40
SLC25A41
SLC25A42
SLC25A43
SLC25A44
SLC25A45
SLC25A46
SLC25A5
SLC25A5-
AS1
SLC26A1
SLC26A10
SLC26A2
SLC26A3
SLC26A4
SLC26A4-
AS1
SLC26A5
SLC26A6
SLC26A9
SLC27A1
SLC27A4
SLC27A5
SLC28A1
SLC28A2
SLC28A3
SLC29A1
SLC29A2
SLC29A3
SLC29A4
SLC2A1
SLC2A10
SLC2A2
SLC2A4
SLC2A5
SLC2A6
SLC2A9
SLC30A10
SLC30A2
SLC30AS5
SLC30A8
SLC31A1
SLC33A1

SLC34A1
SLC34A2
SLC34A3
SLC35A1
SLC35A2
SLC35C1
SLC35D1
SLC35G2
SLC36A2
SLC37A1
SLC37A4
SLC39A13
SLC39A4
SLC3A1
SLC40A1
SLC41A1
SLC44A2
SLC45A2
SLC46A1
SLC47A1
SLC47A2
SLC4A1
SLC4A10
SLC4A11
SLC4A3
SLC4A4
SLC4A5
SLC4A7
SLC52A1
SLC52A2
SLC52A3
SLC5A1
SLC5A11
SLC5A2
SLC5A3
SLC5A5
SLC5A6
SLC5A7
SLC6A1
SLC6A1-
AS1
SLC6A11
SLC6A12
SLC6A13
SLC6A14
SLC6A17
SLC6A18
SLC6A19
SLC6A2
SLC6A20
SLC6A3
SLC6A4
SLC6AS5
SLC6A6
SLC7ALl
SLC7A10
SLC7A2
SLC7A5
SLC7A7
SLC7A8
SLC7A9
SLC8ALl
SLC8AL-
AS1
SLC9A3R1
SLCY9A6
SLC9A9

SLCI9B1
SLCO1A2
SLCO1B1
SLCO1B3
SLCO1C1
SLCO2A1
SLCO2B1
SLCO3Al
SLCO4Al
SLCOA4A1-
AS1
SLCOA4C1
SLCO6AL1
SLFNS5
SLIT3
SLITRK1
SLURP1
SLX4
SMADI1
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMAD6
SMAD7
SMAD9
SMAP2
SMARCA2
SMARCA4
SMARCA
D1
SMARCAL
1
SMARCB1
SMARCEI1
SMCI1A
SMC1B
SMC3
SMG1
SMG6
SMCHD1
SMNDC1
SMO
SMOC1
SMOC2
SMPD1
SMPX
SMS
SMUG1
SMYD3
SNAI2
SNAP29
SNAPC4
SNAPCS5
SNCA
SNCAIP
SNCB
SND1
SNHG22
SNHG4
SNHGS
SNIP1
SNRK
SNRK-AS1
SNRNP200
SNRPE
SNRPN
SNTA1



SNTG2
SNURF
SNX10
SNX14
SNX19
SNX22
SNX3
SNX31
SOAT2
SOBP
SOCS1
SOCS3
SOD1
SOD2
SOD3
SOGA3
SOHLH1
SORBSI1
SORCSI1
SORL1
SORT1
SOS1
SOST
SOX10
SOX15
SOX17
SOX18
SOX2
SOX2-0T
SOX3
SOX5
SOX6
SOX7
SOX8
SOX9
SP100
SP110
SP7

SP8
SPACAGP-
AS
SPAGI1
SPAG16
SPAG17
SPAGS5-
AS1
SPAG6
SPAG8
SPAST
SPATA13
SPATA16
SPATA21
SPATA7
SPECCIL
SPECCIL-
ADORA2A
SPEF2
SPGI1
SPG20
SPG21
SPG7
SPI1
SPINK1
SPINKS
SPINT2
SPP1

SPR

SPREDI
SPRN
SPRR3
SPRY2
SPRY4
SPTAL
SPTANI
SPTB
SPTBN2
SPTBNS
SPTLCI
SPTLC2
SQSTMI
SRAI
SRC
SRCAP
SRD5A2
SRD5A3
SRDS5A3-
ASI1
SREBF1
SREBF2
SREK1
SRGAP2
SRGAP3
SRI
SRP72
SRPX
SRPX2
SRR
SRY
SSH1
SST
SSTR2
SSTRS
ST14
ST20-
MTHFS
ST3GAL3
ST3GALS
ST5

ST7
ST7-AS1
ST7-AS2
STSSIA2
STAB2
STAGI
STAMBP
STAR
STATI
STAT2
STAT3
STATSA
STATSB
STAT6
STEAP3
STEAP4
STH
STIL
STIMI
STIM2
STK10
STK11
STK19
STK3
STK32A
STK33

STK39
STK4
STMNI1
STON1-
GTF2A1L
STOX1
STPG1
STRA6
STRADA
STRC
STS
STX11
STX16
STX16-
NPEPL1
STX1A
STXBP1
STXBP2
STXBPS
SUCLA2
SUCLGL1
SUCLG2
SUFU
SUGCT
SULF1
SULT1A1
SULTI1B1
SULTI1C2
SULT1C4
SULTIE1
SULT2A1
SULT2B1
SULT4A1
SUMF1
SUMO1
SUN2
SUOX
SUPT16H
SUPT3H
SUPT6H
SURF1
SUV420H1
SV2B
SYCE2
SYCP2
SYCP3
SYNI1
SYN3
SYNCRIP
SYNEI
SYNE1-
ASl1
SYNE2
SYNGAP1
SYNGRI1
SYNIJI1
SYNM
SYNPO
SYP
SYP-AS1
SYT11
SYT14
SYT2
SYT9
SYTL3
SYTLS
SZT2
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T

TAAR6
TAAR9
TAB2
TAC3
TACO1
TACR1
TACR3
TACSTD2
TAF1
TAF15
TAF1C
TAFIL
TAF2
TAF7L
TALLl
TALDO1
TANC2
TAP1
TAP2
TAPBP
TARDBP
TARID
TARS2
TASIRI1
TASIR2
TASIR3
TAS2R16
TAS2R19
TAS2R3
TAS2R38
TAS2R46
TAS2R50
TAS2R9
TAT
TAZ
TBCI1D1
TBC1D20
TBC1D23
TBC1D24
TBC1D4
TBCD
TBCE
TBCK
TBK1
TBL1X
TBL1XR1
TBL1Y
TBP
TBX1
TBX10
TBX15
TBX19
TBX2
TBX20
TBX21
TBX22
TBX3
TBX4
TBXS
TBX6
TBXA2R
TBXAS1
TCAP
TCF12
TCF21
TCF3

TCF4
TCF7
TCF7L1
TCF7L2
TCIRG1
TCL1A
TCNI1
TCN2
TCOF1
TCP1
TCTELl
TCTE3
TCTN1
TCTN2
TCTN3
TDGF1
TDO2
TDP1
TDRD7
TEADI1
TECPR2
TECR
TECTA
TEK
TEKT2
TENM3
TENM4
TEP1
TERC
TERT
TET1
TET2
TEX14
TEX9
TF
TFAM
TFAP2A
TFAP2A-
AS1
TFAP2B
TFBIM
TFCP2
TFE3
TFF1
TFG
TFPI
TFR2
TFRC
TG
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBI
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
TGFBRAP
1

TGIF1
TGM1
TGM2
TGMS5
TGM6
TH
THADA
THAPI
THBD

THBS1
THBS2
THBS4
THOC2
THPO
THRA
THRB
THSD7A
TIA1
TIAL1
TICAM1
TIMM23B
TIMM44
TIMMSA
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TINAG
TINF2
TIRAP
TIP2

TK2

TKT
TLDC2
TLK1
TLL1
TLN1
TLN2
TLR1
TLR10
TLR2
TLR3
TLR4
TLRS
TLR6
TLR7
TLR8
TLR8-AS1
TLR9
TLX1
TM4SF19
TM4SF19-
AS1
TM4SF19-
TCTEX1D
2

TMC1
TMC6
TMCS
TMCOL1
TMEM114
TMEM126
A
TMEM127
TMEM135
TMEM138
TMEM165
TMEM173
TMEM185
A
TMEM187
TMEM2
TMEM216
TMEM231
TMEM237
TMEM249
TMEM39A



TMEM43
TMEMS
TMEMS50B
TMEM52B
TMEMG67
TMEM?70
TMEMSA
TMEM9
TMEM99
TMIE
TMLHE
TMPO
TMPO-AS1
TMPRSS11
A
TMPRSS15
TMPRSS3
TMPRSS4
TMPRSS4-
AS1
TMPRSS5
TMPRSS6
TMX2-
CTNND1
TNC

TNF
TNFAIP2
TNFAIP3
TNFRSF10
A
TNFRSF10
B
TNFRSF11
A
TNFRSF11
B
TNFRSF13
B
TNFRSF13
C
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFRSF25
TNFRSF4
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF12
TNFSF12-
TNFSF13
TNFSF13B
TNFSF14
TNFSF15
TNFSF4
TNFSF8
TNKS
TNNC1
TNNI2
TNNI3
TNNI3K
TNNT1
TNNT2
TNNT3
TNP1
TNPO1
TNPO2
TNPO3
TNR

TNRC6A
TNS3
TNXB
TOE1
TOMM40
TOMMA40L
TOPIMT
TOPBP1
TOPORS
TOPORS-
AS1
TORIA
TOX3
TP53
TP53AIP1
TP53BP1
TP5313
TP53RK
TP63
TP73
TPBG
TPCN2
TPHI
TPH2
TPI1
TPK1
TPM1
TPM2
TPM3
TPMT
TPO

TPP1
TPP2

TPR
TPRN
TPTE2PS
TRADD
TRAF3
TRAF3IP1
TRAF3IP2
TRAF3IP2-
AS1
TRAF6
TRAK2
TRAP1
TRAPPC10
TRAPPC11
TRAPPC2
TRAPPC9
TRDN
TREH
TREM2
TRERF1
TREX1
TRH
TRHR
TRIBI
TRIB3
TRIL
TRIM17
TRIM2
TRIM21
TRIM22
TRIM24
TRIM32
TRIM33
TRIM37

TRIMS
TRIM54
TRIM63
TRIM72
TRIO
TRIOBP
TRIP11
TRIP12
TRMT1
TRMT10C
TRMU
TRNT1
TROAP
TROVE2
TRPA1
TRPC1
TRPC3
TRPC4
TRPCS
TRPC6
TRPC7
TRPM1
TRPM2
TRPM2-AS
TRPM3
TRPM4
TRPM6
TRPM7
TRPS1
TRPV1
TRPV3
TRPV4
TRPVS
TRRAP
TSC1
TSC2
TSEN2
TSEN34
TSENS54
TSFM
TSG101
TSHB
TSHR
TSHZ1
TSIX
TSLP
TSNAX-
DISC1
TSPANI12
TSPAN17
TSPAN7
TSPEAR
TSPEAR-
AS1
TSPO
TSPYLL1
TSR1
TSSC4
TSSK2
TSSK3
TSSK4
TST
TTBK2
TTC14
TTC19
TTC21B
TTC21B-
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AS1
TTC37
TTC7A
TTC8
TTF1
TTF2
TTI2
TTLL11
TTN
TTN-ASI
TTPA
TTR
TTTY14
TUBAIA
TUBAS
TUBAL3
TUBBI
TUBB2B
TUBB3
TUBB4A
TUBGI
TUBGCP4
TUBGCP5
TUBGCP6
TUFM
TULP1
TULP3
TUSC3
TWISTI
TWIST2
TWSGI
TXN2
TXNRD2
TYK2
TYMP
TYMS
TYMSOS
TYR
TYROBP
TYRP1
UBAI
UBA2
UBA3
UBAC2
UBD
UBE2A
UBE2B
UBE2I
UBE3A
UBE3C
UBIADI
UBN2
UBQLN2
UBRI
UBR3
UBR7
UCP1
UCP2
UCP3
UFDIL
UGTIALI
UGTIAL10
UGTIA3
UGT1A4
UGT1AS
UGTIA6
UGTI1A7

UGTI1AS8
UGT1A9
UGT2A1
UGT2A2
UGT2A3
UGT2BI5
UGT2B17
UGT2B4
UGT2B7
UGTS
UHRF1BP1
UCHLLI
UIMC1
UMOD
UMPS
UNC119
UNC13D
UNC5C
UNC5CL
UNC79
UNCS80
UNC93A
UNC93B1
UNG
UNKL
UPBI
UPF3B
UPK3A
UQCRI11
UQCRB
UQCRC1
UQCRC2
UQCRFSI
UQCRH
UQCRQ
URBI
URGCP-
MRPS24
UROCI
UROD
UROS
USBI
USF1
USHIC
USHIG
USH2A
USPI15
USP24
USP26
USP46
USP7
USP9X
USP9Y
UTF1
UTP14C
UTRN
UTS2
UTS2B
UVSSA
VAMPI
VANGLI
VANGL2
VAPB
VARS2
VAXI
VCAMI
VCAN

VCL
VCP
VDR
VEGFA
VGLLI1
VHL
VIM
VIM-AS1
VIMP
vIP
VIPAS39
VIPR2
VKORC1
VLDLR
VLDLR-
AS1
VMAZ21
VNNI1
VPREBI
VPS13A
VPS13A-
AS1
VPS13B
VPS33B
VPS35
VPS37A
VPS45
VRK1
VRK2
VSIG4
VSX1
VSX2
VTN
VWF
WAC
WARS2
WAS
WASF3
WDFY3
WDFY4
WDPCP
WDR1
WDRI11
WDR13
WDR19
WDR34
WDR35
WDR36
WDR4
WDR45
WDR45B
WDR60
WDR62
WDR66
WDR72
WDRS&1
WESI
WHSCl1
WHSCIL1
WIPF1
WISP3
WNK1
WNK4
WNT10A
WNTI10B
WNT3
WNT4



WNTS5A
WNT5B
WNT7A
WRAPS53
WRN
WT1
WT1-AS
WTAPP1
WWCl1
WWOX
WwpP2
WWTRI1
XBP1
XCR1
XDH
XIAP
XIST
XK
XKR4
XPA
XPC

XPNPEP2
XPNPEP3
XRCC1
XRCC2
XRCC3
XRCC4
XRCC5
XRCC6
XYLTI1
XYLT2
YAPI1
YARS
YARS2
YBX2
YTHDF2
YWHAE
YY1
ZAN
ZAP70
ZBTBI11
ZBTB16

ZBTB18
ZBTB24
ZBTB40
ZBTB41
ZC3H14
ZC3H3
ZC3HAV1
ZC4H2
ZCCHCI12
ZCCHCI13
ZCCHC8
ZDHHC15
ZDHHCS
ZDHHC9
ZEB1
ZEB2
ZEB2-AS1
ZFAT
ZFAT-AS1
ZFHX3
ZFHX4
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ZFP36
ZFP36L1
ZFP57
ZFP90
ZFP91-
CNTF
ZFPM2
ZFPM2-
ASl1

ZFX

ZFY
ZFYVE26
ZFYVE27
ZHX3
ZIC1
ZIC2
Z1C3
ZIC4
ZMPSTE24
ZMYM3
ZMYM6

ZMYND10
ZMYND11
ZNF202
ZNF213
ZNF224
ZNF24
ZNF276
ZNF335
ZNF33A
ZNF35
ZNF350
ZNF350-
AS1
ZNF365
ZNF385B
ZNF41
ZNF423
ZNF469
ZNF480
ZNF507
ZNF513

ZNF526
ZNF592
ZNF627
ZNF644
ZNF674
ZNF711
ZNF750
ZNF75D
ZNF80
ZNF804A
ZNF81
ZNHIT6
ZNRF1
ZPBP
ZPBP2
ZSWIM7



Priloha 7: Seznam gentl NGS panelu pro Kabuki syndrom, hluchotu a
geny predniho segmentu oka

Hluchota
ABHD12
ACSL4
ACTG1
ACVRL1
ADCY1
ADGRV1
ALMS1
ANKH
ATP2B2
ATP6V1B1
BCS1L
BDP1
BSND
BTD
CABP2
CACNA1D
CCDC50
CD151
CDC14A
CDH23
CDKN1C
CEACAM16
CHD7
CHSY1
CIB2
CLDN14
CLIC5
CLRN1
CNTN4
CNTN6
COCH
COL11A1
COL11A2
COL2A1
COL4A3
COL4A4
COL4A5
COL4A6
COL9A1
COL9A2

COL9A3
coQss
CRYM
DCDC2
DFNAS5S
DFNB59
DIABLO
DIAPH1
DIAPH3
DLX5
DSPP
EDN3
EDNRB
ELMOD3
ENG
EPS8
ESPN
ESRRB
EYAl
EYA4
FAM65B
FGF3
FGFR2
FGFR3
FOXI1
GATA3
GIPC3
GJAl
GJB2
GJB3
GJB6
GPSM2
GRHL2
GRXCR1
GRXCR2
HARS
HGF
HOMER?2
HOXB1
HSD17B4

ILDR1
KARS
KCNE1
KCNJ10
KCNQ1
KCNQ4
LHFPLS
LOXHD1
LRP2
LRTOMT
MANBA
MARVELD2
MET
MIR96
MITF
MSRB3
MYH14
MYH9
MYO15A
MYO1A
MYO3A
MYO6
MYO7A
NARS2
NDP
NF2
NLRP3
OPA1
OSBPL2
OTOA
OTOF
OTOG
OTOGL
P2RX2
PAX3
PCDH15
PDZD7
PNPT1
POLR1C
POLR1D

POU3F4
POU4F3
PRPS1
PTPRQ
RASA1
RDX
RMND1
RPS6KA3
SALLA
SEMA3E
SERPINB6
SIX1
SIX5
SLC17A8
SLC19A2
SLC26A4
SLC26A5
SLC29A3
SLC33A1
SLC4A11
SLITRK6
SMAD4
SMPX
SNAI2
SOX10
SPNS2
STRC
SUCLA2
SUCLG1
SYNE4
TBC1D24
TCOF1
TECTA
TFAP2A
TIMMS8A
TIP2
TMC1
TMC2
TMEM132E
TMIE

TMPRSS3
TNC
TPRN
TRIOBP
TRMU
TSPEAR
TYR
USH1C
USH1G
USH2A
VCAN
WBP2
WEFS1
WHRN

Slepota
ABCA4
B3GLCT
BFSP2
CHMP4B
coL4A1
CPAMDS8
CRB1
CRYAA
CRYAB
CRYBA1
CRYBA4
CRYBB1
CRYBB2
CRYBB3
CRYGA
CRYGC
CRYGD
CRYGS
CYP1B1
EPHA2
EYA1
FOXC1
FOXD3
FOXE3

FTL
FYCO1
GALK1
GCNT2
GJA3
GJA8
HSF4
HMX1
LIM2
LGR4
MAF
MIP
MIR184
NHS
PAX6
PITX2
PITX3
PRDM5
PRPF31
PRPH2
PTCH1
PXDN
RDH12
RHO
RP1
RP2
RPGR
SIL1
SIPA1L3
SOX2
TULP1
VIM
VSX
ZNF469

Syndromicka
ID

CDL

NIPBL
SMC1A
SMC3
HDACS8
RAD21

KS, WSS
KMT2A
KMT2D
KDM6A

Camurati-
Engelman
syndrom
TGFB1

Nefroticky
syndrom
NPHS1
NPHS2
PLCE1
WT1
LAMB2
coQss



