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Abstrakt

Kardiogenetika je dynamicky se rozvijejici obor genetiky, ktery umoziuje
okamzitou implementaci laboratornich vysledki do praxe. To vede ke =zlepSeni
individualizované péCe nejen o samotné pacienty, ale i1 jejich piibuzné. Mezi dédi¢na
kardiovaskularni onemocnéni patii dédicné onemocnéni srdecniho svalu, dédicné
elektrické abnormality a dédicné onemocnéni velkych cév a chlopni. Jejich spole¢nym
jmenovatelem je riziko nahlé, pted¢asné srdecni smrti (SCD) a tedy i spravné nastaveny

systém kardiogenetické péce je zadkladnim mechanismem k jeji prevenci.

K lepsimu poznani genetickych pficin SCD piispéla nase pilotni studie, ve které
jsme pomoci tzv. molekuldrni pitvy vysSetfili celkem 100 neptibuznych obéti SCD
a detekovali jasnou genetickou pficinu u 22 % z nich. Zasadnim vysledkem studie je také
zachyt 87 pifibuznych v riziku nahlé smrti, kteti byli pfevzati ke klinickému sledovani.
V neposledni fadé vedly ziskané poznatky k vytvoteni souboru doporuceni pro spravny
postup genetického testovani v pripadé dédicnych kardiologickych onemocnéni a nahlé
srdecni smrti. V paraleln¢ vysetfované kohorté 100 jedinct, kteti pfezili srdecni zéstavu
(SCA) se ndm podatilo urcit pti¢inou variantu ve 20 % ptipadi, pfi¢emz u 10 z nich tento
vysledek umoznil stanoveni diagnézy arytmogenni kardiomyopatie, jejiz morfologické
projevy byly pod rozliSovaci schopnost zobrazovacich metod. Vysledky byly zvefejnény
na kongresu European Heart Rhythm Association (EHRA) a jsou slibnym podkladem

dalSich pfipravovanych publikaci.

VySetteni kohorty pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii (HCM) umoznilo
provedeni 2 studii, které jasné prokéazaly, Ze u pacientll s ndlezem pfi¢inné varianty v genu
pro sarkomerické proteiny nedochdzi k rozdilnému pribéhu onemocnéni, odpovédi na
lécbu alkoholovou septalni ablaci, ani zvySenému vyskytu zavaznych komplikaci veetné
nahlé srde¢ni smrti, ve srovnani s geneticky negativnimi pacienty. Samotny ndlez
patogenni varianty u pacienti s HCM tak neni divodem pro zménu zpiisobu terapie ani
celkové péce o pacienta. ZkuSenosti z genetického testovani také vedly k vytvofeni

doporuceni v ramci komplexniho pfistupu k pacientim s HCM.

VySetfenim naSi kohorty pacientl s aortadlnimi syndromy a systémovym
onemocnénim pojiva se nam podafilo identifikovat vzacné varianty, které byly pouzity do
publikaci rozsifujici soucasné znalosti o pficinach a projevech hereditdrniho aneurysmatu

a disekce thorakalni aorty (TAAD). V téch byla zkoumana rozmanitost fenotypovych



projevll asociovanych s riznym typem patogennich variant v genu LOX a také souvislost

patogennich variant v genu JAG/ s rozvojem izolovaného aneurysmatu aorty.

Kli¢ova slova: kardiogenetika, nahld srde¢ni smrt, SCD, kardiomyopatie, arytmie,

aneurysma, aortopatie



Abstract

Cardiogenetics is a dynamically developing field of genetics that allows immediate
implementation of laboratory results into practice, leading to improved prevention and
treatment for patients and their relatives. A properly set up cardiogenetic care system is an
essential mechanism to prevent sudden cardiac death (SCD). Our pilot study contributed to
a better understanding of the genetic causes of SCD, in which we examined a total of 100
unrelated SCD victims using molecular autopsy and detected a clear genetic cause in 22 %
of them. A major outcome of the study was also the identify of 87 relatives at risk of
sudden death who were taken up for clinical follow-up. Finally, the findings led to the
development of a set of recommendations for the correct procedure of genetic testing in
cases of inherited cardiac disease and sudden cardiac death. In a parallel cohort of 100
cardiac arrest survivors (SCA), we identified the causative variant in 20 % of cases. In 10
of them, this result allowed the diagnosis of arrhythmogenic cardiomyopathy, whose
morphological manifestations were below the resolution of imaging methods. The results
were published on European Heart Rhythm Association (EHRA) congress and are a

promising basis for further forthcoming publications.

Examination of another large cohort of patients with hypertrophic cardiomyopathy
(HCM) allowed 2 studies to be conducted that demonstrated that patients found to have a
causative variant in the sarcomeric protein gene did not have a different disease course,
response to treatment with alcohol septal ablation, or increased incidence of major
complications, including sudden cardiac death, compared with genetically negative
patients. Thus, finding a pathogenic variant in HCM patients alone does not warrant a
change in therapy or overall patient care. The experience of genetic testing has also led to

the development of recommendations for the overall management of HCM patients.

In our cohort of patients with aortic syndromes and systemic connective tissue
disease, we identified rare variants that have been used in publications expanding the
current knowledge of the causes and manifestations of hereditary aortic dissection
(TAAD). In these, the diversity of phenotypic manifestations associated with different
types of pathogenic variants in the LOX gene and the association of pathogenic variants in

the JAG1 gene with the development of isolated aortic aneurysms were examined.



Key words: cardiogenetics, sudden cardiac death, SCD, cardiomyopathy, arrhythmia,

aneurysm, aortopathy
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1. UVOD

Kardiovaskularni onemocnéni jsou spolu s onkologickymi chorobami hlavni
pfi¢inou umrti nejen v Ceské republice, ale v celém vysp&lém svété. Na celkové imrtnosti
vCR se podileji pfiblizné ze 40 %, pfi¢emz hlavni ¢ast tdchto onemocnéni je
multifaktoridlni, zahrnujici vysoky krevni tlak, ischemické srdecni zmény, aterosklerozu
a jiné. Existuje vSak celd fada dédi¢nych monogennich kardiovaskularnich onemocnéni,
které 1ze dnes s vyuzitim modernich laboratornich metod pomérné snadno detekovat na
molekularni trovni. Ptispiva k tomu skutecnost, Ze pfevazna vétsina téchto onemocnéni je
dédéna autozomalné¢ dominantné (AD) a detekce jediné piicinné varianty miize vést
k ureni molekularni podstaty onemocnéni. Tento typ dédi¢nosti je také pficinou
opakovaného vyskytu téchto kardiologickych onemocnéni v rodinach, pficemz riziko
onemocnéni je u prvostupiiovych piibuznych 50 %. Je tak nutné vzdy provadét dikladnou

segregacni analyzu u relevantnich pfibuznych (Zeppenfeld et al. 2022, Arbelo et al. 2023).

Takovymi onemocnénimi jsou predevSim dédicnd onemocnéni srde¢niho svalu —
kardiomyopatie, dale arytmogenni syndromy a aortopatie. Dosud byly identifikovany
stovky kauzdlnich i kandidatnich geni, jejichz varianty jsou vice ¢i méné& jasn¢ prokdzanou
pri¢inou téchto hereditarnich onemocnéni. VéEtSinou se jedna o bodové varianty typu
missense, kdy zaména jedné aminokyseliny v polypeptidovém fetézci vede k naruSeni
funkce daného proteinu. Pfipadné o kratké trunkujici (tj. ,,protein zkracujici®) varianty,
které vedou ke ztrate¢ funkce genu (loss-of-function), Pomérné Casto se setkavame také
s kauzalnimi variantami, které naruSuji oblasti sestfihu exonl/intronti. Naopak, pouze
v malém procentu piipadli detekujeme rozsahlejsi delece ¢i duplikace, které zasahuji vice,
nez jeden exon v daném genu. Velké mnozstvi znamych ,.kardiogenid* je divodem, proc je
diagnostickou metodou prvni volby masivni paralelni sekvenovani s vyuzitim Sirokého
panelu vysetiovanych genti, pfipadné stale vice pouzivané exomové ¢i celogenomové
sekvenovani. Vyrazny rozvoj v rozkryvani genetického pozadi téchto onemocnéni vSak
také klade velké naroky na laboratorni pracovniky. Je vyzadovdna nejen znalost
molekularni podstaty jednotlivych onemocnéni, ale molekularni genetik se stava do jisté
miry 1 bioinformatikem a pravé znalost a spravné vyuziti bioinformatickych nastroji pro
filtraci, anotaci a prioritizaci zachycenych variant Casto rozhoduje o vydani spravné

genetické diagnozy.
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1.1 Kardiomyopatie

Srde¢ni sval je tvofen bunkami cylindrického tvaru — kardiomyocyty, které jsou
vzajemné propojeny tzv. interkaldrnimi disky. Interkalarni disky jsou typem
mezibunééného spojeni, které obsahuje pevné spojeni — desmozomy a dale tzv. gap
junctions, které umoziuji vymeénu iontd mezi jednotlivymi kardiomyocyty a umoziuji tak
rychlé vedeni vzruchu celym svalem. Kardiomyocyty obsahuji 1-2 bunécna jadra, velké
mnozstvi mitochondrii a jsou vyplnény myofibrilami, které se skladaji ze sarkomer a jsou
zodpovédné za kontraktilni schopnost srdec¢ni svaloviny. Pravé varianty nékterého z genti
pro sarkomerické ¢i desmozomadlni proteiny jsou nejcastéj$i pricinou kardiomyopatie.
Vlivem vadného proteinu je poruSena spravna kontraktilni schopnost kardiomyocytu
a srdce je tak nedostate¢né plnéno krvi ¢i je naopak krev nedostate¢né vypuzovéna, coz ve
findlnim stddiu vede az ksrdeénimu selhani ¢i tvorbé maligni arytmie. Lécba
kardiomyopatii je symptomaticka a Casto se zaméfuje na prevenci zivot ohrozujicich
arytmii. Zahrnuje katetriza¢ni ablaci, kardioverter-defibrilator (ICD) a v nejzaz§im ptipade
1 transplantaci srdce. Podle genetické etiologie a nasledného klinického projevu
rozliSujeme n¢kolik forem kardiomyopatie (Ripa et al. 2023, Priori et al. 2015, Charron et

al. 2010).

1.1.1 Hypertroficka kardiomyopatie (HCM, ORPHA:217569)

Nejcastejsi typ kardiomyopatie, kterd se v obecné populaci vyskytuje ve frekvenci
piiblizné 1: 500. Projevuje se zbytnénim svaloviny srdecnich komor, coZz vede
k problémim s plnénim srdce krvi. Vznika tlak, ktery z obou komor nésledné piechazi i do
plicniho ob&hu, kde vede k vyraznym klinickym projeviim. Primarni HCM je nutné odlisit
od sekundarni choroby vyvolané naptiklad plicni hypertenzni nemoci ¢i zbytnénim srdce,
které vznika jako nésledek stfadavého onemocnéni (napft. pii Fabryho chorob¢) (Macron et
al. 2002). Pfi hypertrofii srde¢ni se zaméfujeme piedevSim na geny kodujici slozky
sarkomery — napf. gen pro t€Zky fetézec meromyosinu (MYH7; MIM:160760). Pro gen
MYH?7 jsou typické patogenni varianty typu missense, zatimco loss-of-function varianty
typu nonsense ¢i frameshift jsou prokdzanou pticinou HCM jen zfidka. Dal§im genem
dalezitym pro molekularni diagnostiku HCM je myosin-vazajici protein C (MYBPC3;
MIM:600958), pro n&jz jsou naopak typické patogenni varianty typu nonsense

a frameshift. Zajimavosti u tohoto genu je pomémé velké mnoZstvi patogennich
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intronovych variant, z nichz jedna byla detekovéana i v rdmci nasi pilotni studie jako pfi¢ina

nahlé srde¢ni smrti v CR.

1.1.2 Dilata¢ni kardiomyopatie (DCM, ORPHA:217604)

Patii rovnéz mezi velmi casté typy kardiomyopatie a vyskytuje se mnohem castéji
u muzl nez u Zen. Pfi této kardiomyopatii dochazi k roztazeni (dilataci) srdecnich oddilt,
predevsim pak levé komory. Nasledkem toho je nedostatecna funkce srdce coby pumpy
a vznik dusnosti, otokd dolnich koncetin, tnavy az srdecniho selhani (Schultheiss et al.
2019). Pii podezieni na dilata¢ni kardiomyopatii se zaméfujeme predevsim na gen pro titin
(TTN, MIM:188840) ¢i gen pro filamin C (FLNC, MIM:102565). Patogenni varianty
vgenu TTN jsou pfi¢inou nejen autozomalné¢ dominantnich kardiomyopatii, ale také
autozomalné recesivni muskularni dystrofie. Pii molekularni diagnostice DCM je tak nutné
u detekované varianty posuzovat nejen typ varianty, ale také jeji umisténi v ramci tohoto
obrovského genu. V detekci variant se zaméfujeme na varianty typu nonsense, frameshift
a sestfihové varianty, naopak varianty typu missense nemaji v detekci DCM zéasadni vliv

a vzhledem k rozsahu genu je nachazime u velké ¢asti populace.

1.1.3 Arytmogenni kardiomyopatie (ACM, ORPHA:247)

Pti této formé kardiomyopatie je postupné srde¢ni svalovina nahrazovana tukovou a
vazivovou tkani. Nejcastéji byva touto zménou postizena prava srde€ni komora. Prave
arytmogenni kardiomyopatie je velice zradné onemocnéni, které nemusi svého nositele
nijak fyzicky omezovat a jeho prvnim projevem miiZze byt ndhla srdecni smrt naptiklad pii
sportu (van der Voorn et al. 2020). Mezi nejCastéji postizené¢ geny patii gen FLNC
(MIM:102565), DSC2 (MIM:125645), TMEM43 (MIM:612048) ¢i  TGFB3
(MIM:190230).

1.1.4 Restriktivni kardiomyopatie (RCM, ORPHA:217632)

Zvlastni typ kardiomyopatie, kterd kombinuje obé mechanické poruchy srdce —
poruchu plnéni i poruchu vyprazdilovani. Tento zévazny stav je nejcastéji zpiisoben
ukladanim abnormalni bilkoviny (amyloidu) do srde¢ni stény. Mezi asociované geny patii

TNNI3 (MIM:191044), MYPN (MIM:608517) ¢i FLNC (MIM:102565).
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1.1.5 Nekompaktni kardiomyopatie levé komory (LVNC, ORPHA:54260)

Pomémé vzacny typ kardiomyopatie, ktery se projevuje srdeCnim selhavanim
a komorovymi arytmiemi. Morfologicky se projevuje tzv. trabekulizaci svaloviny komory
s hlubokymi recesy, komunikujicimi se srde¢ni dutinou a je rovnéz cCasto spojena
s riznymi dal$imi vrozenymi srdecnimi vadami. Mezi geny asociované s LVNC patii
napiiklad DTNA (MIM:601239), LDB3 (MIM:605906), TPM1 (MIM:191010) ¢i ACTN2
(MIM:102573). Dosud neexistuji obecné uznavana diagnosticka kritéria pro LVNC.
Nekteré skupiny odborniktl ji dokonce odmitaji uznat jako samostatny typ kardiomyopatie.
Argumentuji tim, Ze se spiSe jednd o variantu dilatacni kardiomyopatie nebo o soubor
morfologickych projevil zpsobenych jinym onemocnénim (Gerecke et al. 2021, Arbelo et

al. 2023).
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1.2 Arytmogenni syndromy

Arytmogenni syndromy jsou velmi zradné, jelikoz se nejcastéji neprojevuji zadnou
morfologickou abnormalitou srdce a nemusi byt v nékterych ptipadech ani detekovatelné
na klasickém EKG. Mezi nej¢astéjsi patii syndrom tzv. dlouhého QT intervalu — Long QT
syndrom, kde varianty v genech pro draslikové nebo sodikové kandly v myokardu
zpusobuji prodlouzeni repolarizace s rizikem vzniku ¢asnych depolarizaci, které mohou
zdegenerovat do komorové fibrilace. DalSim onemocnénim je katecholaminergni
polymorfni komorova tachykardie (CPVT), kde dysfunkce kalciovych kanali
v sarkoplasmatickém retikulu vede ke zvySeni intracelularniho kalcia a vzniku polymorfni
komorové tachykardie. Nemoc se mulze projevovat buSenim srdce, zdvrati ¢i ndhlymi
kratkymi ztratami védomi (synkopami). Jeji projevy vSak nemusi byt vyrazné a casto je
tak pfi¢inou nahlé srde¢ni smrti, pfi¢emz skutecnou pfi¢inu umrti nedokdze odhalit ani
nasledna pitva. Ke stanoveni spravné diagndézy muze pfispét i informace, za jakych
okolnosti dochézi k vyraznym projeviim, ptfipadné pii kterych doSlo k srde¢ni zéstavé.
Bylo totiZ zjisténo, ze manifestace nékterych arytmogennich onemocnéni je spojena nejen
se specifickou fyzickou aktivitou (napf. riziko srde¢ni zastavy pfi plavani u nékterych typt
LQT) ¢i stresem (tachykardie piti CPVT), ale dokonce s denni dobou (srde¢ni zéastavy ve
spanku pii BrS) (Delisle et al. 2021).

1.2.1 Syndrom dlouhého QT intervalu (LQT, ORPHA:768)

Geneticky heterogenni skupina arytmogennich onemocnéni, jejichz klinické
diagnostika spo¢iva v abnormalnim néalezu na EKG, na kterém nachazime prodlouZeni tzv.
QT intervalu, ptfipadné abnormality v T vIné, ktera reprezentuje repolarizaci komorového
myokardu (Obr.1). Syndrom LQT muiZe byt dédicny 1 ziskany. Mezi dédi¢né patii zejména
typy LQT 1-5, které vznikaji na zdklad€ patogenni varianty v genu pro néckterou
z podjednotek iontovych kanali srdecniho svalu - KCNQI (MIM:607542), KCNH2
(MIM:152427), SCN54A (MIM:600163), ANK2 (MIM:106410) a KCNEI (MIM:176261).
Mize byt vSak také soucdsti Timothyho syndromu (ORPHA:65283), ktery mimo srdce
postihuje 1 dal$i organy, a ktery je zplsoben patogennimi variantami v genu CACNAIC

(MIM:114205) (Groffen et al. 2003, Fujii et al. 2017)
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Obr.1 Schematické znazornéni normalniho a prodlouZeného QT intervalu na krivce

EKG

1.2.2 Syndrom Brugadovych (BrS, ORPHA:130)

Tento pomérn€¢ vzacny syndrom, ktery vede ke vzniku Zzivot ohrozujicich
komorovych arytmii, ¢asto nelze na klidovém EKG spolehlivé zachytit. Proto se pfi
podezieni na BrS pouziva tzv. provokacni ajmalinovy test s cilem vyvolat pomoci 1é¢iva
odpovéd organismu v podobé pro onemocnéni typické elektrokardiografické kiivky.
Projevuje se prevazné v dospélém véku, primérnd doba ndhlé srde¢ni smrti pacientil
s neléCenym syndromem je piiblizné¢ 40 let. Manifestace v détstvi vSak neni vyjimkou,
pficemz jsou popsany i piipady, kde tento syndrom byl pfi¢inou ndhlého umrti
v kojeneckém véku (SIDS - Sudden infant death syndrome). Onemocnéni postihuje Castéji
muze, coz muze byt zpisobeno rozdilnou hladinou pohlavnich hormoni, tato teorie vSak
nebyla dosud potvrzena. Dodnes bylo s onemocnénim asociovano az 43 gentli. Zasadni je
vSak testovani genu pro sodikovy kanal SCN54 (MIM:600163), jehoZ patogenni varianty
jsou pricinou naprosté vétsiny dosud identifikovanych ptipadi BrS (Brugada et al. 2005,

Wilde et al. 2022).

1.2.3 Katecholaminergni polymorfni komorova tachykardie (CPVT, ORPHA:3286)

Arytmogenni onemocnéni, pro néz jsou typické ¢etné synkopy v pribehu cviceni ¢i
emocniho rozruSeni, je zplisobeno ndstupem rychlé ventrikularni tachykardie. Ta miize
sama vymizet, nebo mize vést k rozvoji ventrikularni fibrilace, kterd je pfic¢inou srdecni
zastavy a nahlé srde¢ni smrti. Primérné se prvni ptiznaky objevi v détském véku (mezi 7.
az 12. rokem zivota). Pfi¢inou jsou nefunkcni vapnikové kandly, které zprosttedkovavaji
uvoliovani véapenatych iontd ze sarkoplazmatického retikula do cytosolu, a tim hraji
klicovou roli pfi kontrakci srdecniho svalu. Toto uvoliiovani je zprostfedkovano iontovymi
kanaly typu RyR (ryanodinové receptory). U savci rozliSujeme 3 typy (RyR 1-3), pfiCemz
pro diagnostiku CPVT ma vyznam detekce patogennich variant v genu RYR2
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(MIM:180902), ktery kdduje protein druhého ryanodinového receptoru (Lanner et al. 2010,
Obr. 2).

V genu RYR2 bylo dosud popsdno pifes 300 patogennich a pravdépodobné
patogennich variant typu missense. Tento typ varianty je tak nejCastéjSim mechanismem
v rozvoji CPVT, pficemz patogenni variantu nachdzime pfiblizné¢ u 65 % ptipada. Je
pozoruhodné, Ze delece v genu RYR2, ktery je tradicné spojovan pouze s CPVT, jsou
detekovany u pacientil, u nichz se postupem casu rozvine 1 jiné srde¢ni onemocnéni —

vewr

fenotypu projevit kombinaci obou typii onemocnéni (Campbell et al. 2015)

SR

Obr. 2 Znazornéni vapnikového kanialu RyR2 v myokardu

Pievzato z Lanner et al. 2010
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1.3 Aortalni aneurysma a disekce

Disekce aorty, kterd vznika na zéklad¢ aneurysmatu, je nahla cévni ptihoda, ktera
ma dramaticky pribéh a pokud neni ihned intenzivné feSena, velmi Casto konci smrti
nemocného. I pfes neustalé zlepSovani diagnostiky a 1éCby se aortalni disekce podileji na
celkové umrtnosti obyvatel pfiblizné z 1-2 %. Pokud z pfi¢in vylouime kombinaci
aterosklerdzy a hypertenze, mize se disekce aorty objevit jako vyznamnd komplikace
nekterého systémového onemocnéni pojiva - Marfanova syndromu, Loeys-Dietzova
syndromu ¢i Ehlers-Danlosova syndromu. Mize se vSak projevit jako samostatna klinicka
jednotka bez jinych systémovych projevil (nesyndromicka hereditdirni TAAD - thoracic
aortic aneurysms and aortic dissections). V neposledni fad¢ se mlze dilatace/disekce aorty
projevit u pacienta jako vedlejsi projev jiného systémového onemocnéni (Alportiv
syndrom, polycystoza ledvin, Alagilliv syndrom apod.). Z genetického hlediska nés tak
nejvice zajimaji geny pro pojivové tkané jako je fibrilin 1 a fibrilin 2, rizné formy
kolagenu a receptory pro transformujici riistové faktory. (Ostberg et al. 2020, Verhagen et
al. 2018). Uz z vy¢tu moZznych pficin aortalni disekce vyplyva, ze samotna filtrace variant
u kardiomyopatii ¢i arytmogennich syndromt. Je to dano predevsim piekryvem klinickych
projevi u jednotlivych onemocnéni, ale také rozdilnou penetranci a expresivitou
klinickych projevli onemocnéni. Dosud bylo s rozvojem aortalni disekce asociovano vice
nez 30 gend, piesto je celkova vytéznost genetického vysetieni ¢asto pod hodnotou 20 %,
u nékterych skupin onemocnéni dokonce kolem 10 % (Gentilini et al. 2019, Milewicz et

al. 2021).

1.3.1 Marfaniv syndrom (MFS, ORPHA:558)

Marfanlv syndrom je nejzndméjs$i a nejprozkoumanéjsi zastupce systémovych
onemocnéni pojivove tkané€, které postihuje piiblizné 1 z 5000 osob v obecné populaci.
Fenotypové projevy tohoto onemocnéni mohou byt velmi variabilni od tzv. marfanoidnich
rysit aZ po zavaznd a rychle progradujici multiorgdnovéa postiZeni, ktera se projevi jiz
v neonatdlnim obdobi. Mezi nejvice postizené systémy téla patii oc¢i, kostra
a kardiovaskularni systém. Jednd se o autozomélné¢ dominantni onemocnéni, za které je
zodpovédny nefunkéni gen FBNI (MIM:134797) lokalizovany na chromozomu 15. Dosud
bylo do databdze ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) nahlaSeno vice nez 3 tisice

patogennich a pravdépodobné patogennich variant v genu FBNI. Ptiblizné€ v 75 % piipadi
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zdédi postizeny defektni alelu od jednoho svého rodice a u 25 % piipadi patogenni

varianta vznikne de novo (Dietz et al. 2001, Loeys et al. 2010).

Gen FBNI koduje velky glykoprotein fibrilin-1, ktery je vyznamnou soucasti
extracelularni matrix. V ni tvofi mikrofibrily o priméru 10-14 nm, které plni fadu funkeci
véetné¢ opory pro ukladani tropoelastinu za vzniku elastickych vlaken. Fibrilinové
mikrofibrily jsou kliové pfedevSim pro strukturalni integritu stény aorty a zavésného
aparatu C¢oCky. Proto jsou dilatace aorty a vychyleni ¢ocky (tzv.ectopia lentis) v ramci
klinické diagnostiky syndromu zéasadni. Pro diagnostiku Marfanova syndromu byla
zavedena tzv. Ghentska kriteria (revidovana v roce 2010, Tabulka 1), kterd zahrnuji soubor
hlavnich a vedlejSich projevii onemocnéni v riiznych télesnych systémech (Dietz et al.

1995, Loeys et al. 2010, Sakai et al. 2016).

Tab. 1 Hodnoceni Kklinickych projevi MFS podle Ghentskych Kkritérii (Prevzato

a upraveno z webu Marfanek.cz)

Hlavni znaky

Dilatace aorty — rozsifeni, zvétSeni, roztazeni kotene aorty / disekce aorty — nahla
cévni ptihoda postihujici sténu aorty, pii niz dojde k odtrZeni vnitini ¢asti stény od
zbytku

Ectopia lentis — dislokace o¢ni ¢ocky diky vadnému fixaénimu aparatu cocky.
Porucha, pfi niz se o¢ni ¢ocka nachdzi v nespravném miste. Resi se chirurgicky
navracenim Cocky do jeji spravné polohy

Pocet

Vedlejsi znaky bodii

Ptiznak palce a zapésti: palec presahujici ulnarni okraj ruky pii prstech

sevienych v pést, pii obejmuti zapésti palec presahuje ukazovak 3

Hrudnik — ptaci vypoukly hrudnik, hrudni kost vysunuta dopiedu nebo

nalevkovity vpaceny hrudnik, prohloubeni hrudniku do tvaru misky 2

Deformity chodidla, napt. ploché nohy 2

Pneumotorax - nahromadéni vzduchu v pleurdlni dutiné. Pleuralni dutina
je uzavieny prostor obklopujici plice, je ohrani¢eny ndsténnou a plicni 2
pleurou a je v ném podtlak.

Durélni ektazie - rozsifeni duralového vaku kolem michy

Protruze acetabula

Pomér rozpéti rukou / vyska (nad 1.05) a US/LS (pod 0.85)

Snizena extenze v lokti

3 z 5 znaku na lebce

KozZni strie

Kratkozrakost (myopie) - vice nez 3 dioptrie

et [t [ | e | e | | N | DN

Prolaps mitralni chlopné
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Pti vyhodnoceni Ghentskych kritérii pro diagnézu Marfanova syndromu zéalezi na
tom, zda byl Marfanliv syndrom jiz dfive diagnostikovan v rodiné vySetfovaného a dle

toho posuzujeme dale (pievzato a upraveno z webu Marfanek.cz):
1) Marfantiv syndrom neni pfitomen v rodinné anamnéze:

e Dilatace aorty + ektopie o¢ni ¢ocky = Marfantiv syndrom
e Dilatace aorty + skére nad 7 = Marfanliv syndrom

e Dilatace aorty + patogenni varianta ve FNBI = Marfaniv syndrom
2) Marfantv syndrom je pritomen v rodinné anamnéze:

e Ektopie o¢ni cocky = Marfaniv syndrom
e Skore nad 7 = Marfanv syndrom

e Dilatace aorty = Marfantiv syndrom

1.3.2 Loeys-Dietz syndrom (LDS, ORPHA:60030)

Syndrom, ktery byl objeven a charakterizovan Bartem Loeysem and Harry Dietzem
v roce 2005, dnes tvofi, spolu s Marfanovym a Ehlers-Danlosovym syndromem, zakladni
skupinu onemocnéni, na které cilime pii molekularné genetickém vySetfeni pfic¢in aortalni
disekce s projevy systémovych poruch pojivové tkané. Velkd €ast ptiznakl je u pacientl
s LDS shodna s Marfanovym syndromem, coZ muiZe ztiZit diagnostiku onemocnéni a pfi
genetickém testovani je nutné zaméfit se na geny asociované s obéma syndromy. Mezi
shodné symptomy patii napt. dilatace a aneurysma ascendentni aorty, bikuspidalni aortalni
chlopeni, prolaps mitralni chlopné¢, kloubni hypermobilita, abnormalné dlouhé koncetiny
a prsty, deformity chodidel ¢i hrudniku. Naopak nékteré méné Casté symptomy piitomné
pouze u LDS, jako napt. hypertelorismus, rozs§tép patra, kraniosynostéza ¢i nckteré
poruchy nervového systému mohou pomoci v diferencidlni diagnostice onemocnéni. Pro
syndrom je typicky agresivnéjsi prubéh postiZzeni aorty, nez je tomu u MFS, ktery neléceny

vede velmi brzy k umrti. Primérny vek doziti je tak ptiblizn€ 26 let (Loeys et al. 2006).

RozliSujeme 5 typti syndromu (LDS I-V), znichz kazdy je zplsoben patogenni
(pfevazné missense C¢i trunkujici) variantou vjednom ze skupiny geni kodujici
transformujici rastové faktory, které hraji zasadni roli v bunécné signalizaci podporujici
rust a vyvoj télesnych tkdni. Jednd se o geny TGFBRI (MIM:190181), TGFBR2
(MIM:190182), SMAD3 (MIM:603109), TGFB2 (MIM:190220) a TGFB3 (MIM:190230).
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Syndrom se dédi autozomdlné¢ dominantné. Zajimavosti je, Ze na rozdil od MFS
neni asi v 75 % detekovanych ptipadl varianta zdédéna od zddného z rodici a vznika tzv.

de novo. (Loeys et al. 2008).

1.3.3 Ehlers-Danlosiiv syndrom (EDS, ORPHA:98249)

Ehlers-Danlostiv syndrom je heterogenni skupina onemocnéni, které postihuje
pojivovou tkan celého téla. U tzv. klasické formy EDS jsou pievladajicimi piiznaky
hyperelasticita klize, kloubni hypermobilita a rizné skeletdlni deformity. Kardiologické
symptomy zahrnuji dilataci kofene aorty ¢i prolaps mitralni chlopné. S rupturou aorty se
vSak u klasické formy EDS setkdvame pouze ziidka. Genetickou pfi¢inou onemocnéni jsou
pfevazné patogenni varianty v genech COLIA1 (MIM:120150), COL5A1 (MIM:120215) ¢i
COL5A2 (MIM:120190). I zde hraji zasadni roli bodové varianty. Rozsahlé delece ¢i
duplikace jsou prokdzanou pfi¢inou onemocnéni ptiblizn€ jen u 1l % pftipadi. 1 kdyz se
setkavdme predevsim s AD formou dédi¢nosti, syndrom miize byt zptisoben i kombinaci 2
variant v genech s autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti. PredevSim se jednd geny
TNXB (MIM:600985) a FKBP14 (MIM:614505). Naopak vaskularni forma EDS je ¢astou
pri¢inou nejen ruptury aorty, ale dokonce ruptury celych organd, predevsim strev ¢i délohy
v pribéhu te¢hotenstvi. Kvili ¢asto mirnym celkovym pfiznakiim, které mohou zahrnovat
kloubni hypermobilitu, tenkou kiizi ¢i snadnou tvorbu modfin, je vétSina pacientil
zachycena pouze diky familidrnimu screeningu v postizenych rodinach, kde byla jiz diive
detekovana patogenni varianta v genu COL3A41 (MIM:120180). Varianty v tomto genu tak
mohou byt pfi¢inou neo¢ekavané aortalni ruptury vedouci ke smrti postizeného a diagnéza
vaskularniho typu EDS tak casto mlze byt stanovena az post mortem na zakladé tzv.

molekularni pitvy (Byers et al. 1999, Malfait et al. 2007).

1.3.4 Nedyndromické hereditarni aneurysma aorty (TAAD, ORPHA:91387)

V ptipadé rodiny s opakovanym vyskytem aortdlnich disekci bez dalSich
vyznamnych symptomt, je tfeba pomyslet nad vySetfenim geni pro nesyndromickou
formu hereditdrni TAAD. Mezi geny, které bychom méli vySettit, patii piedev§im ACTA2
(MIM:102620), MYHI1 (MIM:160745), MYLK (MIM:600922), PRKGI (MIM:176894),
LOX (MIM:153455), FOXE3 (MIM:601094) a MAT2A (MIM: 601468). Bylo vsak
zjisténo, Ze patogenni varianty ve vySe popsanych genech pro Marfantv ¢i Loeys-Dietziv

syndrom se mohou v nekterych piipadech projevit izolovanou formou aortalniho
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aneurysmatu (Milewicz et al. 2021, Ostberg et al. 2020). Nov¢ studie naznacuji také vyskyt
izolované formy aneurysmatu aorty, kterd je zplisobena patogenni variantou v nékterém
z gent, ktery byl dosud spojen s jinym extrakardidlnich onemocnénim. Napf. varianty
v genu JAGI (MIM:601920), ktery je tradi¢n€ asociovan s rozvojem Alagillova syndromu
(ORPHA:52), byly nedévno identifikovany jako pfic¢ina izolovaného aneurysmatu aorty

(Bento et al. 2022).

1.3.5 Disekce aorty pri extrakardidlnim onemocnéni

S postizenim aorty se setkavame i u fady onemocnéni, které¢ primarn¢ postihuji jiné
organy, pfedevS§im ledviny. Srdecni ¢i cévni komplikace jsou az v 50 % pfi¢inou mrti
u pacientdl s autozomaln¢ dominantni polycystézou ledvin (ADPKD, ORPHA:730). Mezi
symptomy nejvice pozorované u téchto pacientd patii prolaps mitralni chlopné (azu 26 %
ptipadt) a intrakranialni aneurysma (pfiblizné u 10 % piipadt). Casto se také setkdvame
s arterialni hypertenzi ¢i ischemickou chorobou srde¢ni. Samotna vySe rizika pro vznik
aneurysmatu a disekce aorty u ADPKD vSak zlstava pomérné nejasnd. U provedenych
studii se toto riziko vyrazné lisi a je uvadéno mezi 1 % - 10 % (Inaba et al. 2021). I ptes
nedostatek studii k jasnému pochopeni spojitosti mezi ADPKD a aortalni disekci, je toto
onemocnéni jednoznacéné rizikovym faktorem a pii stanoveni klinické ¢i genetické
diagno6zy by pacient s ADPKD mél byt klinicky sledovan kvili riziku disekce (Hassane et
al. 2007, Rahman et al. 2009, Silverio et al. 2015).

Také u nékterych forem Alportova syndromu (ORPHA:63) je pozorovan zvySeny
vyskyt disekci aorty. Jednd se predev§im o muze, ktetfi jsou nositeli X-vazané formy
onemocnéni zplisobené patogenni variantou v genu COL4A45 (MIM:303630). Kolagen typu
IV je dilezZitou soucésti bazalnich membran a geny pro kolagen typu IV zahrnuji Sest
odlisnych lokust, které koduji fetézce kolagenu al(IV)—a6(IV). Tyto fetézce se sdruzuji za
vzniku trimernich molekul, které se organizuji do siti bazalnich membran. Tyto kolageny
v bazalnich membranach endotelu a hladkého svalstva intimy a medie hraji zdsadni roli
v integrit¢ cévni stény. Piedpoklada se, ze porucha struktury kolagenti typu IV v aortalni
sténé je mechanismem, ktery u pacientll s Alportovym syndromem zpiisobuje zvyseny

vyskyt aneurysmat (Kamiar et al. 2023, Kashtan et al. 2010).
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1.4 Vrozené srdecni vady (VCC)

Toto pomérn€ Casté vrozené onemocnéni postihuje piiblizné 1 % vSech zive
narozenych déti. Velké mnozstvi vrozenych vad srdce je odhaleno jiz v porodnici ¢i ve
velmi nizkém véku ditéte vzhledem k vyrazné cyandze zplsobené nedostateCnym
prokrvenim tkani, a také specifickym projeviim v ramci srdecniho poslechu pediatrem.
Kvalitni prenatalni ultrazvukova diagnostika navic umoziiuje az polovinu vrozenych
srdecnich vad diagnostikovat jiz prenatadlné¢ (Tomek et al. 2018, Sun et al. 2021). Mezi
nejcastejs$i srdecni vady patii defekty komor a sini, dale se jednd o chlopenni vady ci
stendzy a jiné vady aorty. Samostatné postaveni mezi VCC ma tzv. Fallotova tetralogie
(ORPHA:3303). Jedna se o komplexni vadu, kterd postihuje pfiblizné¢ 3 z 10,000
narozenych déti a kterd vyzaduje rychlé kardiochirurgické feSeni. Kombinuje Ctyfi
abnormality srdce a cév - defekt komorového septa, dextropozici aorty, stenézu plicnice a

hypertrofii pravé srde¢ni komory (Althali et al. 2022).

Pti¢iny vrozenych srde¢nich vad Ize rozdélit na genetické a negenetické. Geneticky
podminéné srde¢ni vady mohou byt soucasti komplexnich syndromt postihujicich mimo
srdce 1 dalsi télesné organy - napt. Downilv syndrom (ORPHA:870) zplisobeny trizomii
chromozomu 21, DiGeorgliv syndrom (ORPHA:567) zpiisobeni deleci oblasti 22q11.2 ¢i
CHARGE syndrom (ORPHA:138) zplsobeny pievazné bodovymi variantami v genu
CHD7 (MIM:608892). Vrozen¢ srdec¢ni vady se vSak mohou projevit i izolované. Tabulka
2 ukazuje prehled zakladnich genli, na které bychom se pii vySetieni izolovanych

srde¢nich vad méli zaméfit.

Tab. 2 Geny nejcastéji asociované s nesyndromickou VCC

Gen OMIM | Typ srde¢ni vady

NEX2-5 | 600584 Defekt 51govc?ho i kromoroveho septa, Fallotova tetralogie, syndrom
hypoplastického levého srdce

GATA4 | 600576 | Defekt sinového ¢i komorového septa, Fallotova tetralogie

GATAS 611496 Defekt ,smoveh,o ¢i k9m0roveho septa, Fallotova tetralogie, BAV,
Dvouvyvodova prava komora

GATA6 | 601656 Defekt atrloventrlkulamlho septa, pretrvavajici truncus arteriosus,
Fallotova tetralogie

MYH6 160710 | Defekt siiového septa

CRELDI1 | 607170 | Defekt atrioventrikuldrniho septa, heterotaxe

NOTCH]1 | 190198 | Bikuspidalni aortalni chlopen, kalcifikace chlopni
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1.5 Nahla srdecni smrt (SCD)

Vsechny vyse popsané diagndzy mohou pii absenci véasné diagnostiky a 1écby vést
k nahlé srde¢ni smrti. Nahlou srde¢ni smrt (SCD - z anglického Sudden Cardiac Death)
muzeme definovat jako smrt vlivem srde¢ni zastavy, ktera nastdva do jedné hodiny od
vypuknuti prvnich symptomi, pfiCemz zemiely byl predchozich 24 hodin vidén ziv
a zdrav. Pricin, které k SCD vedou, je zndmo velké mnozstvi. Piiblizn€ v poloving ptipadi
se predpoklada vliv dédicného onemocnéni srdce a cév. Celosvétove je incidence SCD
kazdy rok uvadéna mezi 1-3 osobami na 100,000 jedinct ve véku od 1 do 40 let. Do téchto
statistik je vSak zapocitavano také velké mnozstvi umrti na onemocnéni koronarnich cév
1 amrti zptisobena zanétem srde¢niho svalu — myokarditidou (Goldstein et al. 1982, Stiles

et al. 2021, Basso et al. 2017).

Priciny SCD, které nas zajimaji z genetické¢ho hlediska, dnes mtizeme rozliSit do
dvou velkych skupin. Prvni skupina zahrnuje ptipady, kdy se pii pitvé prokaze strukturni
abnormalita srdce nebo cév a do této skupiny patii velkd skupina kardiomyopatii, rizné
vrozené vyvojové vady srdce a dilatace aorty vedouci k disekci a nasledné ke smrti
pacienta. Druhou velkou skupinou jsou tzv. pitevné-negativni ptipady, kdy v pribéhu pitvy
neni identifikovana pficina smrti a soucasné je vyloucena pficina extrakardidlni. Zahrnuje
fadu poruch elektrické vodivosti, které vedou ke vzniku maligni arytmie. Mezi ty
nejcastéjsi patii syndrom dlouhého/kratkého QT intervalu (LQT/SQT), Brugada syndrom
(BrS) ¢i katecholaminergni polymorfni komorova tachykardie (CPVT). Podle vysledné

pitevni diagnézy rozdélujeme ptipady SCD do 7 skupin, které jsou uvedeny v tabulce 3.

Nahla srde¢ni smrt mize byt Casto prvnim symptomem, kterym se onemocnéni
projevi, a vzhledem k tomu, Zze SCD mtiZze postihnout pravé osoby v produktivnim véku,
klade extrémni psychosocidlni naroky na rodinu a okoli obéti. Ztoho divodu by
multidisciplinarni tym pro vySetfovani SCD mél zahrnovat nejen klinické kardiology,
soudni l€kate, specializované molekularni genetiky, ale v idealnim piipad¢ také
psychology a socialni pracovniky. Z genetického hlediska je velice dillezité, ze vétSina
onemocnéni vedoucich k SCD je autozomalné dominantné dédi¢na. Proto je zde velké
nebezpeci opakovani umrti v ramci jedné rodiny a Sance na zdédéni patogenni alely je
u prvostupniovych ptibuznych 50 % a to bez ohledu na pohlavi. Pouze malé mnozstvi
dédiénych onemocnéni srdce vedoucich k SCD u osob starSich 1 roku, je dédi¢na

autozomaln¢ recesivné ¢i gonozomalné.

24



Tab. 3 Rozdéleni pripadi SCD podle pitevni diagnozy

Pitevni diagndza:

Definice:

SADS - sudden arrhytmic
death syndrome

Nevyjasnéné umrti osoby ve véku 1-50 let, kdy patologické ani
toxikologické vysetieni nedokézalo urcit prfesnou pfic¢inu smrti
= pitevné negativni nevyjasnéné umrti; diagndza muze byt
stanovena na zakladé genetického vysetfeni

SUD(S) - sudden unexplained
death (syndrome)

Nevyjasnéné umrti osoby ve veéku 1-50, kdy pfi pitveé byly
zjistény nespecifické strukturdlni zmény srdce, které vSak
neumoznuji stanovit diagnozu kardiomyopatie. Genetické
vySeteni zde slouZzi pro potvrzeni ¢i uptesnéni nespecifického
nalezu.

SUDI - sudden unexplained
death in infancy

Nevyjasnéné umrti osoby mladsi 1 roku, kdy pfi pitveé byly
zjistény nespecifické strukturdlni zmény srdce, které vSak
neumoznuji stanovit diagnozu kardiomyopatie. Genetické
vySetfeni zde slouZzi pro potvrzeni ¢i upfesnéni nespecifického
nalezu.

SUDEP - sudden unexpected
death in epilepsy

N4hlé umrti osoby se znamou diagnozou epilepsie, kdy byly
post mortem vylouCeny znamky traumatu a patologické ani
toxikologické vysetfeni nedokéazalo urcit presnou pfic¢inu smrti.
Genetické vySetfeni zde slouZzi pro potvrzeni patogenni varianty
v genech asociovanych s epilepsii ¢i pfipadnému uréeni jiné
genetické diagnozy.

SIDS - sudden infant death
syndrome

Nevyjasnéné umrti osoby mladsi 1 roku, kdy patologické ani
toxikologické vysetfeni nedokéazalo urcit presnou pfic¢inu smrti
= pitevn¢ negativni nevyjasnéné umrti; diagnoza mize byt
stanovena na zakladé genetického vysetfeni

Kardiomyopatie (HCM,
DCM, ACM, LVYNC)

Pti pitvé byly zjistény strukturdlni zmény srdce, které spliuji
kriteria pro stanoveni diagndzy kardiomyopatie. Tento nalez
mize byt potvrzen ¢i upfesnén pomoci genetického vysetfeni.
Vék pro genetické testovani neni v tomto piipadé omezen.

Akutni disekce aorty /
spontanni disekce koronarni
cévy

Pti pitve byla zjisténa cévni ruptura, ktera byla piimou ptic¢inou
umrti. Tento nalez mize byt potvrzen ¢i upfesnén pomoci
genetického vysetfeni. VEk pro genetické testovani neni v tomto
ptipad¢é omezen.

Pfevzato a upraveno z Basso et al. 2017 a Wilde et al. 2022
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1.6 Molekularné geneticka diagnostika dédi¢nych kardiovaskularnich
onemocnéni

Laboratorni diagnostika dédi¢nych kardiovaskuldrnich onemocnéni se dnes
pfedevSim opird o pfimou detekci patogennich germindlnich variant metodou masivniho
paralelniho sekvenovani (MPS). Metoda je ve vétSin€ piipadi dostacujici vzhledem
k ptitomnosti malych nukleotidovych zamén (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) ¢i
deleci/inzerci malého rozsahu. Zasadni roli zde sehrava celoexomové sekvenovani, které
umoznuje vysetieni kodujicich oblasti vSech zndmych genil. K cilenému ovéfeni nalezii
kandidatnich variant u probandd a jejich pfibuznych je vhodné vyuzit Sangerova
sekvenovani a metodu MLPA. K ovéfeni de novo pluvodu ndlezli je navic dalezitym

nastrojem i metoda QFPCR.

1.6.1 Masivni paralelni sekvenovani (MPS)

Tento typ sekvenovani (diive oznacované jako sekvenovani nové generace) ma
dnes jiz nezastupitelnou tlohu nejen na pracovistich molekulérni genetiky, ale také na
odd¢leni hematoonkologie, patologie ¢i mikrobiologie. Jeho podstatou je fragmentace
genové DNA, at’ uz enzymaticky ¢i fyzikalné, na pfiblizné stejné velké fragmenty, jejich
naslednd amplifikace a mnohonasobné cteni téchto fragmentl. V soucasné dobé ma
v Evropé nejzdsadnéjs$i vliv spolecnost Illumina (USA, www.illumina.com), coZ je
zpusobeno predev§im nizkou cenou, kdy je dnes mozné provadét celoexomové
sekvenovani za cenu méné nez 9 tisic K&/ vzorek. Metoda sekvenovani v pfistrojich
spolecnosti Illumina je zaloZena na tzv. mistkové amplifikaci (Obr. 3), ke které v pribéhu
sekvenovani dochazi na sklenéné desticce (flowcell). K denaturovanym vlaknim jsou
v sekvenatoru pfivadény fluorescenéné znaCené nukleotidy, které jsou postupné
amplifikaci zaCleniovany do fetézce, ktery roste do vysky od plochy desticky. V urcitém
misté¢ dochdzi k ohybu, vznik4d miustek (bridge), vldkna se rozdéli a je umoZnéno
sekvenacni Cteni z druhé strany fetézce — tzv. pair end Cteni. Amplifikaci jednoho DNA
fragmentu vznikaji na desticce tisice kopii, které vytvati tzv. shluky — clustery. Nasledné
mnohonéasobné c¢teni téchto clusterti vysoce citlivym laserem vede ke snizeni mozné
chybovosti pfi ¢teni. Nevyhodou tohoto typu sekvenovani je pomérné vysoka chybovost

predevsim v repetitivnich oblastech (Slatko et al. 2018).
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1.6.1.1 Sekvenacni pristupy

Podle ocekavaného datového vystupu lze zvolit typ experimentu, ktery bude
nejlépe vyhovovat naSim potfebam. Pro sekvenovani malého poctu gend asociovanych
s jednou ¢i n€kolika malo diagnézami, lze zvolit sekvenovani pomoci tzv. genovych
paneld, pfiCemz vétSinou se jedna o desitky az stovky gend. Tento pfistup nam umoziuje
ziskat vysoce kvalitni data, jelikoz cteci kapacita sekvendtorii je vyuzita pro
mnohonasobné Cteni pouze malé Casti genetické informace. Dal$i vyhodou je mozné
zpracovani velkého mnozstvi vzorka v jednom experimentu. To sebou nese nejen benefit
finan¢ni nenarocnosti vysetieni z hlediska sekvenacni chemie, ale nevyzaduje ani nakladné
pristroje a laboratof si vystaci s malymi sekvenatory typu MiniSeq ¢i MiSeq. V neposledni
fadé¢ je vyhodou takového pristupu také nenarocnost na zpracovani a uchovani

sekvenacnich dat.

Druhym stupném je sekvenovani tzv. klinického exomu (CES, Clinical Exome
Sequencing). Tento piistup v sobé spojuje vyhody sekvenovani velkého mnozstvi gent
u relativné velkého mnozstvi pacienti v jednom experimentu, nez by tomu bylo
u klasického celoexomového sekvenovani. Klinicky exom umoziuje vySettit fadove tisice
genu (obvykle 5-6 tisic), u nichz existuje dokumentovana asociace s dédicnymi (pfevazné
monogennimi; odtud synonymum Mendeliom) onemocnénimi. Vhodnym sekvendtorem
pro analyzu klinického exomu je platforma NextSeq 550, kterd umozZiuje osekvenovat
napf. 48 klinickych exomil v jednom experiment pifi zachovani optimalniho pokryti vétsiny
oblasti a provedeni kvalitni CNV analyzy. Nevyhodou tohoto pfistupu je samoziejmé
mensi mnoZstvi genil ve srovndni s celoexomovym sekvenovanim a vét§i narocnost na

analyzu a uchovani dat ve srovnani s panelovym sekvenovanim.

Celoexomové sekvenovani (WES, Whole Exome Sequencing) se v dnesni dobé jevi
jako nejlepsi feSeni pro rutinni genetické testovani. Umoziuje vySetteni vSech ~20 tisic
genl v jednom experimentu. Pro detekci autozomalné€ recesivnich onemocnéni ¢i de novo
variant je vhodné zvolit tzv. TRIO analyzu, kdy jsou spolu s probandem sekvenovani oba
zdravi rodiCe a detekované varianty u probanda jsou porovnavany s variantami
detekovanymi u rodict. V piipadé opakovaného vyskytu onemocnéni v rodiné je
s vyhodou provedeni tzv. DUO analyzy, kdy v sekvenacnich datech hledame shodnou

variantu u obou postizenych, nebo je vylu¢ujeme u zdravych sourozenct.

Celogenomové sekvenovani (WGS, Whole Genome Sequencing) je nejvysSim

stupné¢ MPS, jehoz vyhodou je ¢teni celého genomu vcetné nekddujicich a regulacnich
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oblasti. Pravé vySetfeni téchto oblasti je moznym klicem k vyfeSeni dédi¢nych
onemocnéni, jejichz molekuldrni pficina nebyla dosud detekovana. Vysoka cena
1 ndro¢nost na bioinformatické zpracovani a ukladani sekvenacnich dat je pficinou, proc€ je
u nas celogenomové vysetieni v roce 2024 stale predevsim vyzkumnou metodou. Je vSak

zfejmée jen otazkou Casu, nez nahradi celoexomové sekvenovani v rutinni diagnostice.

Obr. 3 Znizornéni mistkové amplifikace v sekvenatorech Illumina

A) Molekula knihovny se hybridizuje k pratokové komirce a z jediné molekuly se mistkovou
amplifikaci vytvoii klonalni shluk.

B) Béhem kazdého cyklu je do molekuly zaélenén fluorescen¢né oznaceny nukleotid, ktery uvoliuje
emisi specifickou pro danou bazi, ktera je registrovana kamerami s vysokou citlivosti. 3' blokator
(zobrazeny Sed¢) je poté odstranén pied tim, nez muze zacit dalsi cyklus.

Pfevzato a upraveno z illumina.com
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1.6.1.2 Analyza sekvenacnich dat

Primarnim datovym vystupem MPS jsou soubory ve formatu BCL, které¢ obsahuji
fotografie jednotlivych vrstev se zafazenymi nukleotidy. Ty jsou pfevedeny na soubory
FASTQ, které obsahuji nejen informaci o nukleotidové sekvenci, ale rovnéz informaci
o skore kvality jednotlivych bazi, kterd ve vysledku umozni odfiltrovat malo kvalitni
informace. Nasleduje mapovani jednotlivych cteni (tzv. readi) na referencni sekvenci
genomu, ¢imz vznikd tzv. BAM (Binary Alignment Map) soubor. Vystupem
bioinformatické analyzy je soubor VCF (Variant Calling Format), ktery jiz obsahuje pouze

oblasti, které se u vysetfované¢ho vzorku lisi oproti referencni sekvenci genomu.

V dalsi c¢asti analyzy jiz dochazi k prolinani genotypu s fenotypem. Pokud volime
pfistup, kdy sekvenujeme geny pro vice diagnéz (Siroké genové panely, CES, WES,
WGS), pak z vySetfenych genl vybereme pouze ty, které jsou asociovany s diagnozou.
K tomuto ucelu slouzi ve vétsing€ analytickych programti vytvoreni tzv. virtudlniho panelu
genl, ktery nam umoznuje sledovat cilené varianty pouze v nékterych vySetfovanych
genech (Obr. 4). Pro vytvofeni virtudlniho panelu lze pouzit dostupné publikace, online
databaze (napt. OMIM - omim.org nebo OrphaNet - orpha.net) ¢i databazi HPO termind,
kterda sdruzuje geny asociované s danym fenotypem (Human Phenotype Ontology —
hpo.jax.org). Pfipadné lze pouzit i aplikaci PanelApp (panelapp.genomicsengland.co.uk),
coz je vetfejné dostupna databaze, kterd umoznuje vytvareni, ukladani a stahovani hotovych

virtudlnich genovych panelll asociovanych s dédicnym onemocnénim.

Dale detekované varianty filtrujeme na zakladé frekvence v populaci, k cemuz Ize
pouzit databaze zdravych kontrol (pfedev§im gnomAD - gnomad.broadinstitute.org).
Jelikoz hledame prfevazné varianty zptsobujici AD onemocnéni, zaméfujeme se na vzacné
varianty s velmi nizkym zastoupenim mutovanych alel v obecné (zdrave) populaci (< 0.1
%). Pro detekci rizikovych faktord s vySSim zastoupenim v populaci (napf. nckteré
rizikové faktory v genech KCNE! ¢i KCNH?2), filtr nastavime pro detekci variant s vyssi
frekvenci (napft. 0,1-1 %). Obecné lze fici, Ze ¢im vzacnéjsi variantu nalezneme, tim je
vetsi pravdépodobnost, ze je tato varianta pifi¢inou onemocnéni. Neékteré analytické
programy umoziuji zobrazit frekvenci vyskytu nejen u nasich pacientd, ale i u vSech
uzivateli daného programu, coz vyrazné usnadiiuje eliminovat nékteré Casté varianty ¢i
varianty vzniklé chybou analyzy. Dal$imi kritérii pro upfesnéni mozné kauzality varianty
je jeji ptitomnost/absence v klinickych databazich ¢i provedenych funkcénich studiich.

Mezi takové databaze patii piedevSim ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), ClinGen
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(clinicalgenome.org) ¢i HGMD (hgmd.cf.ac.uk). Zajimavou roli pii hodnoceni variant mé
dnes, v dob¢ zlepSovani moznosti umélé inteligence, tzv. in-silico predikce. Tato predikce
umoziuje na zakladé¢ pocitaCového modelu urcit, zda zaména aminokyseliny vede
k naruSeni struktury/funkce proteinu. Pfevazna vétSina z nich je tak urCena ke klasifikaci
missense variant. Analytici maji dnes k dispozici desitky takovych predikei, které jsou
sdruzovany v komplexnich nastrojich, napt. Varsome Premium (varsome.com, Obr.5),
Franklin by Genoox (franklin.genoox.com) aj. Tyto predikce jsou vSak velmi casto
protichiidné a neziidka se setkdvame s jasné patogenni variantou, ktera je hodnocena
velkym mnozstvim prediktor jako benigni. Vysledek in-silico predikce by tak dnes mél
byt hodnocen s velkou opatrnosti a nem¢l by v rdmci vysledné klasifikace varianty hrat

zasadni, ale pouze pomocnou roli.

':. Disease & Phenotype Browser 0 X

Get genes from available disease and phenotype ontologies

Search Terms ... % | hypertrop

Disease and Phenotype Objects: 71 Saved Objects: 1 clear all
Disease #618052 CARDIOMYOPATHY, FAMILIAL HYPERT Phenotype  HP:0001639 Hypertrophic cardiomyopathy
Disease #619402 CARDIOMYOPATHY, FAMILIAL HYPERT

Phenotype HP:0000065 Labial hypertrophy

Phenotype  HP:0000111 Renal juxtaglomerular cell hyper'l z

Phenotype  HP:0001528 Hemihypertrophy

Phenotype  HP:0001639 Hypertrophic cardiomyopathy
Phenotype  HP:0001667 Right ventricular hypertrophy
Phenotype  HP:0001670 Asymmetric septal hypertrophy
Phenotype  HP:0001712 Left ventricular hypertrophy

>>

Genes: 277 Selected: 0
AARS2 o
ABCC8
ABCC9
ACAD9
ACADVL
ACTC1
ADAR
AGK
AGPAT2
AlP

This feature uses the following ontologies:

Human Phenotype Ontology (04 Apr 2022). Find out more at

http://www.human-phenotype-ontology.org

Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM_®_. McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University (Baltimore, MD), {04...
https://www.omim.org

Orphanet: an online database of rare diseases and orphan drugs. Copyright, INSERM 1997. Available at

http://www.orpha.net

Accessed (04 Apr 2022)

Obr. 4 Vybér gent pro filtraci variant u pacienta s hypertrofickou kardiomyopatii na

zakladé HPO terminu (SOPHiA DDM, sophiagenetics.com)
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1.6.1.3 Klasifikace variant, reklasifikace a reanalyza dat

Souhrn vSech informaci, které ziskdme o detekované varianté je zdkladem pro jeji
hodnoceni dle mezinarodni klasifikace ACMG (American College of Medical Genetics

and Genomics; Richards et al. 2015) do jedné z 5 tiid:

» tiida 1 — varianta benigni

» tfida 2 — varianta pravdépodobné benigni

» tfida 3 — varianta nejasného vyznamu

» trida 4 — varianta pravdépodobné patogenni

» tiida 5 — varianta patogenni

Kompletni seznam kritérii pro ACMG klasifikaci variant je dostupny online
(ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4544753). Obecné lze shrnout pravidla, kterd zvysuji

pravdépodobnost, Ze varianta bude pfi¢inou onemocnéni takto:

e detekovana varianta se nachazi v genu, ktery je asociovan s danym onemocnénim

e detekovana varianta je typu, ktery je pro tento gen zndmym mechanismem pro
rozvoj onemocnéni (nonsense, frameshift, splicing variant)

e detekovana varianta se nevyskytuje v databdzi zdravych kontrol (gnomAD),
pfipadné se v ni vyskytuje v minimalni frekvenci

e detekovana varianta jiz byla hlaSena v databazi ClinVar ¢i v ramci funkéni studie
jako patogenni, ptipadné nebyla relevantnim zdrojem hlaSena jako benigni

e predikéni in-silico programy hodnoti v pfevazné vétsiné variantu jako majici vliv
na strukturu/funkci proteinu

e detekovand varianta se nachazi v misté hotspotu, tedy €asti genu znamé zvySenym
vyskytem kauzélnich variant

e detekovana varianta vznikla de novo ¢i segregacni analyza u ptibuznych odpovida

vyskytu kardiologického onemocnéni v rodiné

31



s

o Varsome | M _001276345.2(TNNT2):c.283C » | hgd8 =

chr1-201365621-C-T (TNNTZ p Va5M) 5 Classity | I share | [% Pt Link] [#r Favorites

THNTZ{NM_0012756348.2):¢. 260654 30) PYIOP100. .43
p.(valssiiet) 31.6)
: anserip Likely Pathogenic it In-Silco Predictors PPa B
TNNT2 +1 more) NI_D01276345.2 - Ea
b I —
o2 v @
U
Publications [— .
Vanant 1 Top. heart_left_ventricle
Gene: 376 Tissues. 84
Germline Variant Classification - Educational use only Version: 11161
Pathogenic 10paints = 10P- 0B 4 Submit to ClinVar
NM, 127 15.2, MANE Select, protein length 299, gene TNNT2, missense vanant
Findings
AD, based infe ion from CGD, ClinGen Disease Validity, GenCC, Mondo, OMIM and 2 more.
Automated criteria  Show summary view @) Enable clinical evidence © @)
it enic
res DO Y P DOY Prs DO
Streng v Moderate v Moderate v
Rule Explanation Show failed criteria @)
rrs @D @ Combined strengthis Strang (score = 4).
strong W Strong: Clin) fies this variant as Likely Pathogenic, 1 star (reviewed Mar 24, 2 submissions of which 1 is from high confidence submitter), citing 19659763,
et @O @ Hot-spot of length 17 has 28 frame variants (13 pathog , 15 uncertain variants and no benign), which qualifies as moderate pathogenic
Moderate v UniProt protein TNNT2_HUMAN region of interest ‘Disordered” has 111 missense/in-frame variants (13 pathogenic variants, 98 uncertain variants and no benign), which qualifies as supporting pathogenic.
rms @D @
P Alternative variant chr1:201365621 C (Val95Leu) is classified Pathogenic by LOVD but is classified Uncertain Significance by the germline classifier.
Variant nat found in gnomAD genomes, good gnomAD genomes coverage = 316.
Variant not found in gnomAD exomes, good gnomAD exomes coverage = 33.0.
MetaRNN = 0.785 is between 0.748 and 0.841 = supporting pathogenic.

Obr. 5 Klasifikace vybrané varianty na zakladé ACMG Kritérii v programu Varsome

premium (varsome.com)

Varianty benigni a pravdépodobné benigni (ACMG ttidy 1-2) vyfazujeme z dal$iho
zkoumani, naopak varianty patogenni a pravdépodobné patogenni (ACMG tiida 4-5)
fadime mezi mozné pticiny onemocnéni. Pfevazna vétSina variant, které jsou v laboratofi
detekovany, je vSak nakonec vyhodnocena jako varianty nejasného vyznamu (VUS -
Variant of Uncertain Significance, ACMG tfida 3), coz je dano nedostatkem informaci
v klinickych databazich a absenci funk¢nich studii, které by dokazovaly vliv varianty na
vysledny protein. V takovém pfipad€ je nejvhodnéjSim néstrojem segregacni analyza
u relevantnich ptibuznych, jejiz vysledek umoznuje pieklasifikovat variantu na
pravdépodobné benigni (ACMG tfida 2) ¢i naopak na pravdépodobné patogenni (ACMG
ttida 4). U variant, kde neni mozné provést dostateCnou segregacni analyzu v rodiné
probanda, nebo je vysledek segregace nejasny, je doporuceno provadeét po urcité dobé
reklasifikaci varianty nejasného vyznamu na zéklad€¢ aktualnich poznatkl. Stejné tak
u sekvenaéné negativnich pacientll se po uplynuti urcit¢ doby (1-3 roky) doporucuje
provadét reanalyzu sekvenacnich dat, pfipadné provést sekvenaci dosud nevySetienych

oblasti genomu zménou v sekvenacnim ptistupu (napt. WES, WGS).
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Zasadnim nedostatkem ACMG Kklasifikace je skute¢nost, Ze urcuje pouze funkéni
vliv varianty bez jejiho klinického hodnoceni. Pfedev§im mira penetrance neni vibec
soucasti tohoto hodnoceni a napt. hypomorfni alely nelze timto postupem spravné
klasifikovat. Systém je tak vhodnym nastrojem piedevSim pro dominantné dédicna
monogenni onemocnéni s vysokou mirou penetrance. Proto byl v roce 2021 vypracovan
a o rok pozdégji publikovan navrh na novou ABC klasifikaci (Obr. 6), kterd by kombinovala
funk¢éni 1 klinicky vyznam variant. Toto hodnoceni spociva v tfistupiiovém postupu:
A-hodnoceni funkéniho vyznamu varianty, B-hodnoceni klinického vyznamu varianty,
C-kombinace vysledkl ziskanych v krocich A+B, kdy jsou varianty rozdéleny do 8 tiid
podle jejich celkové klinické relevance/klinického dopadu (Obr. 7) (Houge et al. 2022).

@ ACMG classification or ABC functional grading

/ N\

ACMG classification ABC functional “A” grading

Pathogenic P 5 Proven functional effect
Likely pathogenic LP 4 Likely functional effect
4 Hypomorphic allele

VUsS «VUS+» 3 VUS with hypothetical effect
VUS 0 VUS that cannot be classified
Likely benign LB 2 Likely normal function
Benign B 1 Normal function
Genotype-phenotype-based grading if A >2,
giving a combined functional + clinical class
Clinical “B” grading Combined class

clinical + functional

5 Pathogenic, high penetrance (+5) A
4 Pathogenic, moderate penetrance (+5) B
3 Pathogenic (+5) C
2 Risk factor / susceptibility finding (+4-5) D
1 Potential gene-phenotype match (+3-4) E
0 No genotype-phenotype match (+3) F

(02) o

Selection of a standard comment based
on combined class and clinical question

Obr. 6: NavrZeny postup pro klasifikaci variant systétmem ABC

Prevzato z Houge et al. 2022
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Kombinované

+
) hodnoceni

Vysledna Doporuceni pro reportovani nalezt
(funkéni + klinicke) ~ Zhdmka

Varianta neni reportovana, pokud je nepravdépodobné, Ze dany gen

tHidy

funk¢ni 3 + klinické 0
souvisi s fenotypem.
E 3+1/3+2/4+0/4+1/ 45 Varianta v genu, ktery by mohl souviset s fenotypem (skupina
5+0 Variant-of-interest ,VOI), reportovani varianty je volitelné
+3/4+2 /443 / 5+
D 3374 25/:; 3/5+H 6-7  Nizka penetrace a vhodny gen: Doporucuje se reportovani
4+4 / 5+3 Patogenni varianta spojend s onemocnénim, reportuje se

Patogenni varianta vysoké penetrace spojend s onemocnénim,
reportuje se

X funkéni 3-5 + klinické 2-5 Sekundéarni/ndhodny/nevyzadany nalez

Obr.7: Doporuceni pro vysledné hodnoceni a reportovani variant v systému ABC

Pfevzato a upraveno z Houge et al. 2022.

1.6.1.4 Detekce a reportovdni vedlejSich nalezii

824

Genomoveé a exomové sekvenovani s sebou piinasi nejen vyssi procento zachytu
kauzalnich variant pro primarni onemocnéni, ale také celou fadu vedlejSich nalezti. Tedy
variant v genech pro jina, napf. onkologicka onemocnéni. Jejich reportovani miize byt
znaén¢ problematické, a to pfedev§im u nezletilych osob. Proto by se postup pii
reportovani vedlejSich nalezti mél vzdy opirat o stanovisko odbornych spole¢nosti a mél by
byt podlozen také informovanym souhlasem, ve kterém pacient vyslovné uvede, zZe si pieje
byt informovan v piipad¢ vedlejSiho/sekundarniho nalezu. V soucasné dobé existuje
pozitivni seznam genii doporuc¢enych pro reportovani patogennich variant v ,,sekundarnich

genech® vytvoreny ACMG a dostupny online (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/acmg).
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1.6.2 Sangerovo sekvenovani DNA

Masivni paralelni sekvenovani dosud stile nevytlailo z genetickych laboratofi
metodu tzv. syntetického sekvenovani, kterou objevil roku 1977 Frederick Sanger. Metoda
enzymatického sekvenovani je zalozena na schopnosti DNA polymerazy, ktera umi
vytvaret komplementarni vlakna k vlaknim templatovym a umoziuje zakonceni tvorby
téchto vldken v mist¢ vyskytu urcité baze. K tomu se pouzivd smés tzv. 2, 3'-
dideoxyribonukleotidtrifosfati ~ (ddNTP), kter¢é na rozdil od ,pfirozenych*
deoxyribonukleotidtrifosfati (ANTP) nemaji 3’OH skupinu. Pravé absence této OH
skupiny je pfi¢inou, pro¢ pii zatazeni urcitého nukleotidu (napi. ddATP) je pferusena
syntéza v mist¢ komplementarni baze — v tomto ptipad¢ adeninu. U vSech ostatnich vldken
probihd syntéza dal opét do vyskytu komplementarni baze. Vysledkem je tak smés rizné
dlouhych vlaken, jejichZ délka je zavisla na vyskytu urcité baze. Sangerovo sekvenovani
se stale uplatiiuje predevs§im pii cileném ovéfovani nalezii detekovanych v ramci MPS a
také pro cilenou segregacni analyzu u pfibuznych. Sangerovo sekvenovani se stale
uplatituje predevsim pii cileném ovérovani nalezi detekovanych v ramci MPS a také pro

cilenou segregacni analyzu u piibuznych (Baudhuin et al. 2015).

1.6.3 Metoda MLPA

Metoda MLPA  (Multiplex Ligation-Dependent  Probe  Amplification,
mrcholland.com) ma Siroké vyuZiti u multiplexni detekce deleci a duplikaci. Lze pouZit
v ramci jednoho genu, kde dokéaze zachytit naptiklad deleci 1 z 60 exont ¢i ji Ize naopak
vyuzit k rychlému screeningu deleci/duplikaci na rznych chromozomech, a vyloucit tak
napiiklad nejcastéj$i mikrodelecni syndromy. Je zaloZena na denaturaci dvouvlaknové
DNA, hybridizaci specifickych sond, jejich néasledném spojeni ligdzou a amplifikaci.
Vizualizace rizné dlouhych fragmentt je potom provadéna pomoci kapilarni elektroforézy.
Vysledky vySetfované DNA jsou porovnavany oproti kontrolnim vzorkiim a delece ¢i
duplikace je zachycena na zékladé poklesu/nartstu fluorescence u pikll reprezentujicich
danou oblast chromozomu. V diagnostice srdecnich onemocnéni a nédhlé srde¢ni smrti se
uplatituje predevsim k oveéfeni CNV nalezt v rdmci MPS diagnostiky (Obr. 8), vylouceni
mozné faleSné pozitivity a segregacni analyze u ptibuznych k potvrzeni ¢i vylouceni rizika

SCD.
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Obr. 8 Nalez patogenni delece exont 1-4 genu FBNI u pacienta s Marfanovym

syndromem metodou CES (A) a ovéieni nialezu metodou MLPA P065 (B)

1.6.4 Metoda QFPCR

Metoda kvantitativni fluorescencni PCR je rutinné pouzivdna predevSim
k prenatalni diagnostice pocetnich odchylek chromozomii pomoci vysoce polymorfnich
STR markert specifickych pro kazdy chromozom. Vzorek DNA je amplifikovan pomoci
PCR s fluorescen¢né znaCenymi primery, takze produkty Ize separovat a kvantifikovat na
automatickém genetickém analyzatoru (Mann et al. 2012). Uplatnéni v oblasti molekularni
diagnostiky kardiovaskularnich onemocnéni nachazi tato metoda v potvrzeni de novo
nalez(, tedy variant které nebyly zdédény od Zadného z rodicl a vznikly nov€. Na zékladé
komplementarity STR marker probanda a obou rodi¢ti je vyloufena non-paternita
1 moznost zdmény vzorku na vSech urovnich zpracovani biologického materidlu.
Vylou€eni non-paternity je jednim z kritérii ACMG, které umoziuji pteklasifikovat

pravdépodobné patogenni varianty (ACMG tiida 4) na jasn¢ patogenni (ACMG tiida 5).
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Molekularn€ genetickd diagnostika dédiénych kardiovaskuldrnich onemocnéni
v CR prochazi v sou¢asné dob& zasadnim vyvojem. Vznikaji multidisciplinarni tymy
a jsou poprvé definovana spolecnd doporuCeni a kritéria pro molekularni testovani
dédi¢nych onemocnéni srdce a cév, a také SCD. Studiu SCD je vénovana velkd pozornost
nejen v kardiologické komunité, ale také v ramci této disertacni prace. Hlavnim cilem této
prace je pfinést nové poznatky o nahlé srdecni smrti a dédicnych onemocnénich, které jsou

jeji bezprostiedni pfic¢inou.

Cile disertacni prace zahrnuji:

1/ Vytvoreni piehledu soucasnych znalosti o geneticky podminénych kardiovaskularnich
onemocnénich a aktualnich moznostech jejich laboratorni diagnostiky v CR.

2/ Provedeni pilotni studie SCD v CR s cilem zjisténi moZnosti provadéni tzv. molekularni
pitvy a provedeni detekce genetickych pfi¢in imrti u mladych osob. Cilem projektu je také
vytvofeni podminek pro nasledné rutinni genetické testovani SCD.

3/ Vysetfeni souboru pacientil s hypertrofickou kardiomyopatii, ktera je nejcastéjsi formou
dédi¢né kardiomyopatie, a také jednou z nejcastéjSich piicin nahlé srdecni smrti. Cilem je
ziskani novych poznatka o vlivu patogennich variant v genech asociovanych s HCM na
cetnost a zdvaznost projevi onemocnéni véetné SCD.

4/ VySetteni souboru pacientil s aortalni disekci s cilem identifikace vzacnych pfi¢innych
variant, které¢ by pfispély k lepSimu porozuméni vztahli mezi genotypem a fenotypem
u této skupiny onemocnéni.

5/ Podilet se na zavedeni celoexomového sekvenovani pro ucely rutinniho testovani
kardiovaskularnich onemocnéni a nahlé srdeéni smrti v Ustavu biologie a lékatské
genetiky 2.LF UK a FN Motol. Celoexomové sekvenovani je vhodnou ndhradou za
panelové sekvenovani vybranych ,,kardiogenti®, a jeho piedpokladanym benefitem je vyssi
zachyt kauzalnich genetickych variant.
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3. METODIKA

Vsechna molekularné geneticka vysetieni prezentovana v ramci této disertacni
prace byla provadéna na naSem pracovisti v Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky 2. LF UK
a FN Motol. Byl geneticky vySetfen soubor zemielych a jejich ptibuznych v ramci pilotni
studie nahlé srdecni smrti, soubor pacientii se srdecni zastavou po prodélané KPR a dale
soubory pacientii s kardiomyopatii a aortopatiemi. Od vSech ucastnikli nasich studii byl
ziskan informovany souhlas s molekuldarné genetickym vySetfenim a vyuzitim vzorku pro
vyzkumné ucely. Vzory informovanych souhlasti naseho pracovisté jsou k dispozici na
webu fnmotol.cz/prakticke-informace/informovane-souhlasy/. Na pocatku pilotni studie
SCD byl pro poziistalé vypracovan novy dokument - Souhlas s posmrtnym genetickym
vySetienim zemfelého pii podezieni na dédi¢nou pfi¢inu umrti, ktery je k dispozici na

webu nahleumrti.cz.

K ziskani DNA byla jako primarni materidl ve vétSiné piipadi pouZzita periferni
krev v KzEDTA. V ramci pilotni studie pfic¢in SCD byl zpracovavan biologicky material
ziskany od zemftelych v priabéhu pitvy. Jednalo se o tkan bohatou na lymfocyty (slezina,
jatra, uzliny). Tato tkan byla uchovavéna pfi teplotach -20 az -80 °C a pfevazena na nase
pracovisté¢ v mrazicich boxech. V nékolika ptipadech byla pouzita tkan zakonzervovana
v parafinovém blocku (FFPE) ¢i v roztoku RNAlater (thermofisher.com). K extrakci DNA
byl pouzit automaticky izolator Autogen Flex (autogen.com), ktery byl nasledné nahrazen
novejSim izolatorem MagCore HF16 plus (rbebioscience.com). K izolaci malych mnozstvi
periferni krve a k izolaci parafinovych blockli byla pouZita kolonkovd metoda QiaAmp
(qiagen.com). Kvalita extrahované DNA byla ovéfena spektrofotometricky a také

fluorimetricky na pfistrojich Nanodrop 2000 a Qubit 2.0 (oba thermofisher.com).

K ptipravé knihoven byl na zafatku disertacni prace pouZzivan kit s cilenym
panelem 229 vybranych genli spojenych s dédicnym kardiovaskuldrnim onemocnénim
(protokol Roche NimbleGen SeqCap Library, roche.com). Na zéklad¢ zkuSenosti byl tento
panel sniZzen na 100 gent (Tabulka 4) a pfeveden na platformu od spole¢nosti SOPHiA
Genetics (sophiagenetics.com), kterd umoziovala nejen kvalitni analyzu CNV u vSech
vySetfovanych gend, ale 1 bioinformatickou analyzu programem SOPHiA DDM. Od roku
2020 byl pro vySetfovani naSich vzorkli vyuzivan CES, rovnéz od spolecnosti SOPHiA
Genetics, umoziujici vySetfit vice nez 5 tisic genli v jedné reakci vcetn¢ detekce CNV.
U casti pripadd byla pouzita metoda celoexomového sekvenovani SOPHiA WESvV2.

Po ptipravé DNA knihovny byla vZdy kontrolovana jeji vysledna kvalita. Koncentrace
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findlni knihovny byla, pro potfeby dalSiho fedéni, kontrolovana na pfistroji Qubit 2.0
(thermofisher.com). Primérna délka fragmentd (bp) byla kontrolovdna na pfistrojich
Bioanalyzer 2100 ¢i TapeStation 4200 (oba agilent.com, Obr. 9). Primérna délka
ziskanych fragmentl je zésadni parametr, ktery je definovan vyrobcem sekvenatoru a jeji
spravna hodnota je zarukou, ze sekvenovani v piistroji probéhne spravné po celé jejich
délce. Soucasné také ukazuje na kvalitu pfipravy knihovny, béhem které by kratsi i delsi

fragmenty mély byt odstranény.

Tab. 4: Seznam 100 genu pouzivanych pro cilené kardiogenetické sekvenovani

Kardiomyopatie Arytmie Aortopatie VCC
ACTCI, ACTN2, BAG3, ANK2, CACNAIC, | ACTA2, COLIAI, ACTA2, ELN,
CSRP3, CTNNA3, DES, CALMI, CALM?2, COL1A42, COL3A1, GATAA4,
DSC2, DSG2, DSP, DTNA, CASQ2, CAV3, COL4A43, COL4A44, GATAS,
FHLI, FLNA, FLNC, GLA, KCNAS5, KCNE], COL4A45, COL5AI, GATA6, JAGI,
LAMP2, LDB3, LMNA, KCNE2, KCNH2, COL5A2, ELN, EMILINI, | NKX2.5,
MIBI, MYBPC3, MYH6, KCNJ2, KCNJ3S, FBNI, FBN2, LOX, NOTCH]I,
MYH7, MYL2, MYL3, KCNQI, RYR2, MAT24, MFAPS, MYHI1, | NOTCH?2,
MYPN, NEXN, PKP2, PLN, SCN5A4, SNTAI, NOTCHI, PLODI, SKI, PTPNI1,
PRKAG2, PTPNII, RAF1, TRDN SLC2A410, SMAD3, TBX1, TBX20,
RBM?20, SGCD, TCAP, SMAD4, SMAD6, TGFB2, | TBXS, ZIC3
TMEMA43, TNNCI, TNNI3, TGFB3, TGFBRI,
TNNT2, TPM1, TTN, VCL TGFBR2, TNXB
qu"’\ o‘*‘qe}
:;; 4000 /,,.\
; L IS S i -
Region Table
From [bp] To [bp] Average Size [bp] Cone. [ng/ul] Regilcﬁlﬂrrlty % of Total Region Comment Color
253 815 441 40.8 148 95.50 [ ]

Obr.9 Kontrola kvality pripravené DNA knihovny na pfistroji TapeStation 4200
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Vysledna DNA knihovna, jejiz kvalita odpovidala kvalitativnim standardtm,
danym vyrobcem kitu pro piipravu DNA knihovny, byla sekvenovéna na jednom ze
sekvenatort od spole¢nosti Illumina (illumina.com). Béhem piipravy disertacni prace jsme
pouzivali postupné platformy MiniSeq, MiSeq, NextSeq 550 a NovaSeq 6000. Sekvenacni
data byla ve vSech pfipadech ukladina na cloudové wulozist€¢ BaseSpace
(basespace.illumina.com). To umoziuje sledovat sekvenacni experiment v redlném cCase
a ukladat veskeré informace o kvalité sekvenované knihovny vcetné tzv. Q30 skére a
hustoty (denzity) pokryti flowcelly klastry (Obr. 10). Umoziuje také automatické

generovani FASTQ soubort k dalsi bioinformatické analyze.

Denzita je zavisla na vstupni koncentraci DNA knihovny a jeji spravnéd hodnota je
zarukou toho, Ze pfi sekvenovani se jednotlivé klastry na flowcell neptekryvaji a vysoce
citlivy laser je tak dokaze kvalitné ptecist. Hodnota Q30 je zédkladnim ukazatelem tzv.
skére kvality experimentu. Skore kvality predstavuje predpovéd pravdépodobnosti
nespravného pfifazeni baze. Vyssi skore kvality Q30 naznacuje, ze pfifazeni baze mé vyssi
kvalitu a s vétsi pravdépodobnosti tak bude spravné. U naSich experimentii tato kvalita
nikdy neklesla pod 80 %, byla tedy vzdy v hodnotach, které umoznovaly ziskat vysoce

kvalitni sekvenac¢ni data.

Qscore Distribution Chart 2 Data By Lane

Both Surfaces | [ allLanes ~ | | Al Reads Ghart SHiSES

Density v Both Surfaces v

All Cycles

Fix Scale

’_: I E— — 1
¥ i .

De nsity

Lane

Obr. 10 Kvalitativni parametry sekven¢niho experimentu v programu BaseSpace

(basespace.illumina.com)
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Ziskand sekvenacni data ve formatu FASTQ byla zpocatku bioinformaticky
procesovana pomoci metody Burrows-Wheeler aligner (BWA, bio-bwa.sourceforge.net)
nasledované GATK analyzou (gatk.broadinstitute.org) a filtrovdna softwarem
VariantStudio/Variant Interpreter (Illumina.com). Pii tomto postupu byl jako referencni
pouzivan genom GRCh37 (hgl9). Po piechodu na platformu od SOPHiA Genetics byly
ziskané FASTQ soubory nahrdvany piimo do programu SOPHiA DDM
(sophiagenetics.com), kde probihala i bioinformatickd analyza i nasledna filtrace variant
(Obr. 11). Tim odpadla zdlouhava analyza provadéna v laboratofi a novy postup umoznil
nejen pouzivani referenéniho genomu GRCh38 (hg38), ale také ptistup k databazi naleza

vSech uzivatelti daného programu.
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Obr. 11 Zachyt patogenni varianty v genu COL341 u naSeho pacienta s aortalni
disekci pri vySetfeni cilenym panelem 100 genii metodou SOPHiA Genetics

(sophiagenetics.com)

Zachycené genetické varianty byly filtrovany, prioritizovany a klasifikovany na
zaklad postupu, ktery je detailn€ popsan v kapitole 1.6.1. Pfedev§im na zéklad¢ korelace
genotyp/fenotyp, populacni frekvence varianty uvedené v databdzi gnomAD
(gnomad.broadinstitute.org), predpoklddaného vlivu na vysledny protein (in-silico

predikce), zaznamu v databazich (ClinVar, HGMD) atd. K vizualizaci detekovanych
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variant v rdmci umisténi na chromozomu byl vyuzivan program Alamut Visual Plus
(sophiagenetics.com, Obr. 12) a sekvenacni pokryti v mist¢ kandidatni varianty bylo
kontrolovano v programu IGV (igv.org, Obr. 13). K upfesnéni klasifikace variant byly dale
vyuzivany analytické nastroje Varsome Premium (varsome.com) a Franklin Genoox

(franklin.genoox.com).
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Obr. 12 Zobrazeni lokalizace nami detekované patogenni varianty v genu COL3Al

v programu Alamut Visual Plus (sophiagenetics.com)
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Obr. 13 Kontrola pokryti oblasti s detekovanou patogenni variantou v programu

IGV (igv.org)
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Kazda varianta byla hodnocena dle aktualni ACMG klasifikace do jedné z péti tiid:
1-benigni, 2-pravdépodobné benigni, 3-varianta nejasného vyznamu, 4-pravdépodobné
patogenni, S-patogenni. U kandidatnich variant (ACMG tiida 3-5) bylo provedeno
nezavislé ovéfeni ndlezu a cilend segregacni analyza u relevatnich pfibuznych pomoci
Sangerova sekvenovani DNA (Obr. 14), pfipadn¢ metodou MLPA. Pii vylouceni
maternalniho i paterndlniho ptivodu varianty metodou Sangerova sekvenovani, byl jeji de

novo pivod ovéten analyzou STR markerth metodou QFPCR.
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Obr. 14 Potvrzeni patogenni varianty u nemocného otce probanda pomoci Sangerova

sekvenovani DNA

VSechny nalezy v pribé¢hu studie byly zaznamenany do narodniho
kardiogenetického registru a ziskané vysledky byly podkladem nésledujicich ptilozenych
publikaci.
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4. VYSLEDKY, DISKUZE A ODKAZY NA PRILOZENE
PUBLIKACE

4.1 Votypka et al. (2023) Post-mortem genetic testing in sudden cardiac
death and genetic screening of relatives at risk: lessons learned from a
Czech pilot multidisciplinary study — Priloha 1

V letech 2016-2021 jsme v Ceské republice provedli multioborovou studii, ktera
m¢ela za cil zjistit moZznosti molekularni pitvy na naSem tGzemi a pokusit se identifikovat
genetickou pficinu u obéti nadhlé srdecni smrti mladsich 40 let. Studie se ucastnilo 12
pracovidt soudniho lékaistvi zcelé CR, Kardiologicka klinikka IKEM, Détské
kardiocentrum 2. LF UK a FN Motol a dal§i spolupracujici pracovisté. VSechna
molekularné geneticka vySetfeni byla provadéna na naSem pracovisti v Ustavu biologie
a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol. Do studie bylo zahrnuto 100 neptibuznych obéti
SCD, z toho 71 muzt a 29 Zen. Primérny vék vySetfovanych byl 32,2 let u muzii a 36 let
u Zen. U vSech vySetfovanych piipadii byl od pozistalych ziskan informovany souhlas

s genetickym vySetienim. Byla také ziskdna vSechna dostupnd demografickd data, jako

~r o ror

Ke genetickému testovani bylo zatazeno 49 piipadi kardiomyopatie (CM), 43
ptipadd bez strukturdlniho onemocnéni srdce (SADS - Sudden arrhythmic death syndrome
a SUDS - Sudden unexplained death syndrome) a 8 ptipadli aortdlni disekce. U vSech
vySetfovanych ptipadi bylo osekvenovano 100 gend asociovanych s kardiologickym
onemocnénim. Tento pfistup nam umoznil kvalitni pokryti vSech cilovych oblasti véetné
kvalitni analyzy CNV. U vybranych 24 sekvena¢né-negativnich SCD piipadi bylo
vySetfeni rozsifeno na celoexomové sekvenovani umoZiujici vySetfit pfiblizné 20 tisic
genll. Sekvenovani bylo provaddéno na sekvenatorech NextSeq 550 a NovaSeq 6000 od

spole¢nosti [llumina (illumina.com).

V ramci nasi pilotni studie se nam podafilo identifikovat u 22/100 (22 %) ptipadi
SCD patogenni/pravdépodobné patogenni genetickou variantu, u niz jsme si jisti, ze byla
pfi¢inou SCD. Kauzélni varianty byly ve 20/22 piipadech zdédény od jednoho z rodici
a ve 2/22 ptipadech vznikly de novo. Ve 12/22 ptipadech se jednalo o nové genetické

varianty, které nebyly dosud hlaSeny v zadné genetické databazi. Ve skupiné
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kardiomyopatii byla detekovana kauzalni varianta u 13/49 ptipadl. Nejvice variant (5)
bylo detekovano v genu kodujicim nejvétsi protein lidského téla — titin (77N,
MIM:188840), ktery je mimo jiné¢ asociovan srozvojem hypertrofické ¢i dilatacni
kardiomyopatie. Ve skupiné pitevné negativnich piipadu se podafilo identifikovat
patogenni variantu u 6/43 piipadi, kdy postizenymi geny byly napiiklad gen kodujici
podjednotku iontové ovladaného draselného kanalu v kardiomyocytech (KCNH2,
MIM:152427) ¢i gen pro ryanodinovy receptor, ktery v kardiomyocytech fidi uvoliiovani
vapnikovych ionti (RYR2, MIM:180902). V ptipadech spontanni disekce aorty se podafilo
objevit patogenni variantu u 3/8 ptipadi. Jednalo se o varianty v genech pro kolagen typu 3
(COL3A41, MIM:120180) ¢i o gen kodujici receptor pro transformujici ristovy faktor beta
(TGFBRI1, MIM:190181). V dalsich 10/100 (10 %) ptipadech jsme identifikovali variantu,
kterou jsme oznacili jako VUS*, tedy variantu nejasného vyznamu s vyznamnym
potencialem zpiisobit SCD, kterou v§ak nemtizeme dnes na zakladé dostupnych informaci

hodnotit vyssi klasifikaci.

Nase pilotni studie tykajici se SCD oteviela nové moznosti spoluprace mezi
kardiology, molekuldrnimi genetiky a soudnimi l€kafi. Podafilo se identifikovat pficinu
umrti u 22 procent zemielych, coz odpovida svétovym studiim, které byly na toto téma
provadény (Larsen et al. 2020, Lahrouchi et al. 2020). Velice Gspésné bylo i testovani
ptibuznych v riziku, kdy se ndm v ramci studie podafilo zachytit 87 osob v riziku nahlé
srdeéni smrti. Prekvapenim vramci vysledki byla mald vytéznost ve skupiné
arytmogennich kardiomyopatii. Svétova literatura uvadi vytéZnost genetického vySetieni
mezi 30-60 %. NaSe vytéznost v ramci studie byla pouze 9,1 %. Pfitom tato skupina by
méla byt v ramci makroskopického a mikroskopického vysetfeni srdce pomérné snadno
diagnostikovatelnd. Genetické vysledky vSak ukazaly, Ze €ast umrti, kterd byla pfi pitveé
diagnostikovana jako arytmogenni kardiomyopatie, odpovidala jiné¢ klinické jednotce.

Tento rozpor je v soucasné dobé¢ ditkladné konzultovan se soudnimi Iékafi.

V ramci laboratorni diagnostiky se ukdzalo jako velmi nevhodné pouziti
biologického materidlu ziskaného z parafinovych blocki (FFPE). DNA =z takto
konzervované tkanég je fragmentovand a jinak degradovana, a jeji pouziti pro MPS analyzu
1 pfipadné ovéfovani Sangerovym DNA sekvenovanim se v rdmci studie ukazalo jako
velmi problematické. Pro genetické vySetieni jsme tak v ramci studie byli zcela odkazani
na odbér tkané v pribéhu pitvy a na jejim kvalitnim skladovani. V budoucnu se ovSem
pokusime standardizovat 1 odbéry krve do K;EDTA. Nové postupy vizolaci DNA

z parafinovych blockil a zplisoby genetického vySetteni takto ziskanych materialti nds vSak
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nyni, po skonfeni studie, napliiuji mirnym optimismem. Diky nim se nam totiz mozna
retrospektivné podafi uspés$né uzaviit piipady, kdy neni k dispozici lepsi biologicky

material.

Diky studii se podafilo zahdjit sjednocovani zavaznych postupd pii podezieni na
SCD, a to v ramci celé republiky. Pied zacatkem nasi studie se postupy pro makroskopické
1 mikroskopické vySetfeni srdce Casto rozchdzely nejen v rdmci riiznych pracovist, ale
dokonce 1 v ramci jednoho pracovisté soudniho lékarstvi. Pfedpokladdme, Ze sjednoceni
guideline pro pitvu SCD pfipadli ndm umozni zvySeni kvality molekularné genetické
diagnostiky. Byl také navrzen model centralizace multidisciplindrni péce a sdilené
databaze pouzivané po skonceni pilotni studie (obrazek 15). Post mortem geneticka
analyza pfi ndhlé srdecni smrti (SCD) ptedstavuje dilezity diagnosticky nastroj pro
primarni prevenci srde¢ni zastavy u piibuznych obéti a vyzaduje multicentrickou
a multidisciplinarni spolupraci. Nase studie umoznila také zahajeni rutinniho testovani
pfipadi SCD, kdy po skonceni studie byly dodnes na naSem motolském pracovisti
testovany dalsi desitky téchto ptipadld. Vznikly také webové stranky spravované IKEM
s informacemi pro pozustalé 1 odborniky, které jsou dostupné na adrese

https://www.nahleumrti.cz/.

Obr. 15 Navrh multidisciplinarni péce v ramci diagnostiky SCD
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Sougasné se studiem SCD probiha na nagem pracovisti v Ustavu biologie a 1ékai'ské
genetiky 2.LF UK a FN Motol genetické testovani pfic¢in srdecni zastavy (SCA) u osob,
u nichz se nasledn¢ pomoci kardiopulmonalni resuscitace (KPR) podatilo obnovit krevni
ob¢h. Soubor téchto pacientli vznikd pod vedenim hlavni koordinatorky projektu a mé
Skolitelky - MUDr. Alice Krebsové, Ph.D. zKardiologické kliniky IKEM
(https://www.ikem.cz/cs/kardiocentrum/klinika-kardiologie/a-20y/).

Cilem této studie je na reprezentativni ¢eské kohorté¢ posoudit molekularni pfiiny
idiopatické fibrilace komor v pfipadech, kdy se klinickym vySetienim nepodaii zajistit
dikazy o specifickém strukturdlnim nebo arytmogennim srdecnim onemocnéni. Do prvni
vySetfované skupiny bylo zahrnuto celkem 100 jedinct se srde¢ni zastavou ve vékovém
rozmezi pii zéstave 5-69 let. Po dikladném genetické poradenstvi a ziskani informovanych
souhlasti, bylo u vSech provedeno masivni paralelni sekvenovani shodnym panelem 100
kardiogend, ktery byl vyuzit i v piipad¢ pilotni studie SCD. Detekované patogenni varianty
byly ovéfeny Sangerovym sekvenovani DNA a bylo provedeno dikladné kardiologické
screeningové vySetfeni u prvostupfiovych piibuznych. Podafilo se identifikovat
molekularni pfi¢inu u 20/100 piipadd KPR, pficemz nejvice variant bylo detekovano
v genu SCN54 (MIM:600163, 4x), PKP2 (MIM:602861, 3x), RYR2 (MIM:180902, 3x)
a TTN (MIM:188840, 2x).

I kdyz dnes existuji stale protichtidné nazory na to, zda by vysledky genetického
testovani mély podpofit, nebo dokonce ur€it klinickou diagnézu, naSe vysledky
jednoznacné prokazuji uZitecnost genetického testovani u piipadi SCA. Nejenom, Ze
umoziuji urcitou stratifikaci molekularnich pfi¢in SCA u arytmogennich syndromi, ale
umoziuji také identifikovat arytmogenni kardiomyopatii (10 z 20 identifikovanych piipada
vramci studie), u niZ je rozsah morfologickych zmén pod rozliSovaci schopnost
zobrazovacich metod. Tyto vysledky umoziuji nejen individualizovanou péc¢i o pieZivsi
SCA, ale rovné€Z umoziiuji cileny preventivni pfistup v péci o jejich rodinné piislusniky.
Prvni ziskana data jsou tak slibnym podkladem pro dalsi zkoumani u této skupiny pacienti

a v soucasné dob¢ je naSim tymem piipravovana rozsahla publikace na toto téma.
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4.2 Bonaventura et al. (2020) Patients with hypertrophic obstructive
cardiomyopathy after alcohol septal ablation have favorable long-term
outcome irrespective of their genetic background — Priloha 2

Hypertrofickéd kardiomyopatie (HCM) patii mezi nejcastéjsi pti¢iny SCD, pfiCemz
vztahy mezi genotypem a fenotypem nejsou dnes dostateéné prostudovany. Nasledujici 2
rozsahlé¢ studie mély za cil zjistit vliv genetickych variant na pribéh onemocnéni
a odpovéd na lécbu. Soubory pacientt s HCM vznikly pod vedenim MUDr. Jitiho
Bonaventury, Ph.D. z Kardiologické kliniky 2. LF UK a FN Motol, se kterym dlouhodobé

spolupracujeme.

HCM je heterogenni onemocnéni nejen z hlediska své genetické pticiny, ale rovnéz
ve svém klinickém projevu. Zhruba u 2/3 pacienti s HCM dochazi k obstrukei
vytokového traktu levé komory (LVOTO). U vétSiny asymptomatickych pacientl
s LVOTO neni vyZadovana lécba. Pokud vSak u pacienta dojde k vyrazné obstrukei, je
metoda alkoholova septalni ablace (ASA) bezpecnou a ucinnou metodou 1écby LVOTO.
Genetické pozadi pacientll 1é¢enych pomoci ASA a piipadny rozdil v uspésnosti 1écby
touto metodou u pacientli s prokdzanou piitomnosti patogenni varianty zptsobujici HCM
v8ak neni znam. Cilem studie tak bylo zjistit moZny vztah geneticky pozitivni pfipadi na

uspésnost terapie v porovnani s geneticky negativnimi piipady.

Do studie bylo zahrnuto 129 neptibuznych pacienti s HCM, jejich primérmy vek
byl 54 let. U vSech bylo provedeno masivni paralelni sekvenovéani s cilem detekce
patogennich variant v genech asociovanych s HCM. Pacienti, u kterych byla detekovdna
patogenni ¢i pravdépodobné patogenni varianta (ACMG tfidy 4 nebo 5) byli pro studii
oznaceni jako geneticky pozitivni (G+), vSichni ostatni, v¢etné pacientll se zachycenou
variantou nejasného vyznamu (ACMG tfida 3) byli oznaceni jako geneticky negativni (G-).
Statistické hodnoceni provedené u obou skupin pacientli neprokdzalo souvislost mezi
zavaznym genetickym nalezem a odpovédi na 1écbu pomoci ASA. Dlouhodoby Uc¢inek

1é¢by pomoci ASA je prakticky shodny u obou sledovanych skupin.
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4.3 Bonaventura et al. (2024) Relationship Between Genotype Status and
Clinical Outcome in Hypertrophic Cardiomyopathy — Priloha 3

Velkd mezinarodni studie pacienti s HCM méla za cil urcit, zda genotyp pacientii
ma vliv na progresi onemocnéni, dobu pfeziti a nahlou srde¢ni smrt. Do studie bylo
zatazeno celkem 1468 pacientl, u nichz byla echokardiografii nebo magnetickou rezonanci
uréena klinickd diagndéza hypertrofické kardiomyopatie. Pacienti byli vySetfeni ve 2
referencnich centrech pro HCM — v Tufts Medical Center, Boston, USA (988 pacienti)
a Fakultni nemocnici Motol v Praze (480 pacientll). Ze studie byli vylouCeni pacienti
s typem onemocnéni, u nichz je hypertrofie levé komory pouze sekundarnim projevem
(napt. Fabryho choroba, Danonova nemoc, amyloidéza a jind stfddava onemocnéni).
Vsichni pacienti zafazeni do studie byli vySetfeni pomoci masivniho paralelniho
sekvenovani se zaméfenim na zndmé geny asociované s HCM. Hodnoceni variant bylo
provadéno na zaklad€ mezinarodni klasifikace ACMG. Pacienti, u nichZ byla detekovana
patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianta (ACMG tfida 4-5), byli oznaceni pro
ucely studie jako geneticky pozitivni (G+). Pacienti, u nichz nebyla detekovana varianta
ACMG tiidy 4-5, byli oznaeni pro ucely studie jako geneticky negativni (G-), véetné
pacienti u nichz byla detekovana varianta nejasného vyznamu (ACMG tfida 3).
Procentudlni zachyt patogennich variant se na obou pracovistich neli$il, na naSem
pracovisti se podatilo zachytit varianty ACMG ttidy 4-5 u 22 % ptipadl, na bostonském
pracovisti u 21 % ptipadd. U vSech ptipadl byla ziskdna anamnestick4 data ohledné véku

a priabéhu onemocnéni, a bylo provedeno statistické hodnoceni soubortt G+ a G-.

Nekteré predchozi studie naznacovaly, Ze u pacienti s HCM a prokdzanou
patogenni variantou v nékterém z gend pro sarkomerické proteiny, je zvySené riziko
zavaznych komplikaci a Cetng&j$i vyskyt srdecnich zastav a ndhlé srdecni smrti oproti
negativné testovanym. Tato nejnovéjsi rozsahld studie naopak neprokazala Zadny rozdil
v progresi onemocnéni, srdecnim selhani a nahlé srde¢ni smrti mezi G+ a G- skupinou
pacienti s HCM. Vysledky genetického testovani tak nejsou spolehlivym nastrojem
k pfedvidani prognozy ¢i stanovovani postupu 1é€by u téchto pacientli. Naopak G- status
pii HCM neposkytuje pacientovi jakousi ochranu proti nepiiznivym komplikacim

spojenym s timto onemocnénim.
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4.4 Bonventura et al. (2020) Komplexni pristup Kk pacientim s
hypertrofickou kardiomyopatii a indikace ke genetickému vySetieni —
Priloha 4

Zkusenosti z prvnich velkych souborti pacienti s HCM, ktefi byli ve spolupréci
s Kardiologickou klinikou 2.LF UK a FN Motol geneticky testovani na naSem pracovisti,
vedly ke stanoveni doporuceni pro komplexni piistup pfi péci o pacienty s HCM.
Pichledovy ¢lanek, ktery byl uvefejnén v dasopise Ceské kardiologické spolednosti Cor et
Vasa, shrnuje hlavni zésady v indikaci, genetickém vySetfeni, interpretaci vysledkt a jejich

uplatnéni v péci o pacienty s HCM.

Doporuceni se tykaji naptiklad i prenatalni diagnostiky HCM, kdy molekularné
geneticka vySetfeni dnes umoziluji testovani velkého mnozstvi genti asociovanych s timto
typem kardiomyopatie u plodu. Vzhledem k neuplné penetranci a variabilni expresivité
onemocnéni je vSak preruSeni téhotenstvi v pfipadé pozitivné testovaného plodu velmi
problematické. Zasadni zfetel je bran na spravnou interpretaci genetickych variant, stejné
jako ulohu kaskédového rodinného screeningu. VySetteni ptibuznych totiz ¢asto umoznuje
doplnit anamnestické informace, uptesnit vysledky genetického vySetieni, ale také zachytit
onemocnéni v ranné fazi. V z4jmu lékate by tam méla byt pozitivni motivace ptibuznych

pacienta k podstoupeni genetického a klinického vySetteni.

Na zékladé¢ zkuSenosti a novych poznatkli ohledné¢ genotypu a fenotypu
hypertrofické kardiomyopatie, je dnes uZ zcela jasné, Ze pro spravné nastaveni
individualizované péce o pacienty s HCM je nutnd uzkd mezioborova spoluprace
a vySetteni Sirokého okruhu piibuznych. Poskytovana péce by tak méla byt soustfedéna do
specializovanych center s dostatkem zkuSenosti v diagnostice a 1é€bé onemocnéni, kterd
jsou pfimo provazana s genetickymi pracovisti. Navrzeny postup piedpokladd mimo jiné
zvySeni vyznamu genetického testovani jak v diagnostice onemocnéni, tak 1 v prevenci

SCD.
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4.5 Hromanikova et al. (2022) Zachyt laminopatie s prevaZujicim
postiZzenim srdce v ramci predtransplantacni diagnostiky - kazuistika,
rozbor rizikové stratifikace a kardiologického managementu pacienti
s laminopatii — Priloha 5

Kazuistika 16-leté pacientky s dilatacni kardiomyopatii a kontrakturami v loketnich
kloubech, kterd byla na zakladé srde¢niho selhdni zafazena do predtransplanta¢niho
programu. U pacientky jsme provedli masivni paralelni sekvenovani zaméfené na 229
kardiogenii na sekvenatoru MiSeq (illumina.com). Filtraci variant v genech asociovanych
s dilatacni kardiomyopatii byla detekovdna pravdépodobné patogenni varianta typu
missense (ACMG tfida 4). Provedena segregacni analyza vyloucila materndlni i paternalni
puvod varianty a nasledna analyza STR markeri pomoci metody QFPCR potvrdila, ze
varianta vznikla de novo. To umoznilo pieklasifikovat variantu na jasné patogenni (ACMG

tfida 5).

Detekce patogenni varianty spolu se symptomy umoznila urcit, Ze probandka trpi
laminopatii, pfesnéji Emeryho-Draifussovou myopatii, mezi jejiz hlavni symptomy patii
prave dilatacni kardiomyopatie a kloubni kontraktury. Urceni piesné diagndzy ma zasadni
vyznam pro management péce o takového pacienta. U pacientll s laminopatii jsou piisnéjsi
pravidla pro implementaci defibrilatoru (ICD), je omezena lécba pomoci betablokatorii ¢i
radiofrekvencéni ablace. U mladych pacienti bez vyraznych komorbidit je naopak
doporuceno zafazeni do transplantacniho programu. Nalez patogenni varianty pro
laminopatii ma rovnéz zasadni vyznam pro piipadné potomky této pacientky. Pacientka
byla zatazena jako urgentni kandiddtka na transplantaci srdce, ktera u ni byla o mésic

pozd¢ji Gspésné provedena.
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4.6 Isle Van Gucht et al. (2021) Novel LOX Variants in Five Families
with Aortic/Arterial Aneurysm and Dissection with Variable Connective
Tissue Findings — Priloha 6

V nasi laboratofi se diikladné zabyvame také genetickym vySetienim pacienti
s aortalnimi syndromy a dédi¢nou poruchou pojiva. Pacienti do tohoto souboru jsou
peclivé vybirani na zakladé genetické konzultace a potvrzeni familidrniho vyskytu
onemocnéni MUDr. Alici Krebsovou, Ph.D. na pracovisti Kardiologické kliniky IKEM
a MUDr. Veronikou Zoubkovou v Ustavu biologie a lékaiské genetiky 2.LF UK a FN
Motol. Do nésledujicich 2 publikaci, které vznikly ve spolupraci s Centrem I¢katské
genetiky Fakultni nemocnice v belgickych Antverpach, byly pouzity zajimavé genetické

nalezy z naseho souboru.

Prvni studie si kladla za cil upfesnit klinické projevy u pacientd s dédi¢nym
aortalnim syndromem, ktery je zplisoben patogennimi variantami v genu LOX. Tento gen
kéduje enzym lysyloxidazu, ktery katalyzuje sitovani proteind extracelularni matrix, jako
je kolagen a elastin. Patogenni varianty v tomto genu zptsobuji velmi vzacné familiarni
TAAD s moznou piitomnosti variabilnich projevii systémového onemocnéni pojiva.
U jednotlivych nositelll patogennich variant se vSak vyrazné 1i$i nejen klinické projevy
onemocnéni, ale také ve&k, pii kterém dojde krozvoji téchto projevii. Dodnes bylo
publikovano jen malé mnozstvi studii, které zkoumaji spojitost fenotypu s patogennimi
variantami v genu LOX. Do této studie bylo zafazeno 5 rodin, u jejichz ¢lent byly
detekovany patogenni varianty v genu LOX. Ve 2 pfipadech se jednalo o variantu typu

frameshift, jedna varianty byla typu nonsense a zbyl¢é 2 varianty typu missense.

NaSe laboratot se na studii podilela detekci 1 z5 publikovanych variant v genu
LOX. Ta byla detekovana u 21-letého pacienta s dilataci aorty, u n€hoz byla diagndza
stanovena ve veku 6 let, a z divodu rychlé progrese u n¢j byla provedena ve 14 letech
protetickd nahrada ascendentni aorty. Mikroskopicky nalez prokézal abnormalni texturu
elastické slozky v adventicii aorty s podezienim na poruchu pojivové tkané. U pacienta
nebyly kromé vysky (95. percentil) zaznamenany zadné projevy typické pro systémové
onemocnéni pojiva (kloubni hypermobilita, kozni hyperelasticita ani obli¢ejovy
dysmorfismus). Z rodinné anamnézy vyplynulo, Ze byly zaznamenany piipady aortalni

disekce v rodiné otce probanda, kde na akutni disekci zemfel paternalni dédecek 1 jeho
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bratr, oba pied 50. rokem véku. U otce nebylo mozné provést klinické ani genetické
vySetieni z dlivodu dokonané sebevrazdy. Echokardiografické vySetfeni bylo naopak

provedeno u matky probanda s negativnim vysledkem.

Genetické vySetfeni bylo provedeno masivnim paralelnim sekvenovanim gent
asociovanych s aortdlnimi syndromy. Timto postupem byla u probanda detekovana
missense varianta v genu LOX. Segregacni analyza vyloucila tuto variantu u zdravé matky
a varianta byla po zhodnoceni vSech informaci klasifikovana jako pravdépodobné

patogenni (ACMG tiida 4).

Vysledky pozorovani naznacuji, ze patogenni varianty typu loss-of-function v genu
LOX vedou k rozvoji Sirokého spektra cévnich postizeni v kombinaci se systémovymi
projevy poruchy pojivové tkané — tiiselnd kyla, pneumotorax, luxace kloubt ¢i ruptura
sleziny. Do spektra symptomil asociovanych s onemocnénim byla také nové zatazena
disekce korondrnich tepen. Naopak pfi¢inné varianty typu missense se zdaji byt pficinou
aortalni disekce bez projevil, ¢i pouze s mirnymi projevy systémové poruchy pojivové
tkané. Studie také ukdzala variabilitu véku pro vznik aneurysmatu aorty u pacientd
s pri¢inou variantou v genu LOJX, které se tak miize projevit i u déti ve veku 6 let. Vhledem
k vzacnosti pfipadi TAAD zplsobenymi variantami v genu LOX nebylo dosud mozné
provést rozsahlejsi studie. Vzhledem krozvoji sekvena¢nich technologii vSak
predpokladame, Ze se brzy podaii soubor detekovanych variant rozsitit a dalsi rozsahlejsi

studie tato nase pozorovani potvrdi i vyvrati.
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4.7 Jotte Rodrigues Bento et al. (2022) Isolated aneurysmal disease as an
underestimated finding in individuals with J4G1 pathogenic variants —
Priloha 7

Alagilliv syndrom (ALGS, ORPHA:52) je onemocnéni postihujici predevsim jatra,
ledviny, plice a pohybovy aparat. Mezi symptomy patii i rizné srdecni vady, disekce aorty
je vsak u pacientii s ALGS hlasena pouze sporadicky, pficemz vétSina je zjiSténa az post
mortem v prubéhu pitvy. Zachyt izolovaného aneurysmatu aorty na podklad¢ patogenni
varianty v genu JAGI (MIM:601920), je vSak velmi vzacny. Patogenni varianty v genu
JAGI jsou pficinou syndromu zhruba v 94 % piipad, u dalSich 2,5 % nachazime
patogenni varianty v genu NOTCH2 (MIM:600275) a u zbytku pacientl zistava geneticka
pric¢ina nejasna. Pfevaznou vétSinu zndmych kauzalnich variant tvoii varianty typu loss-of-
function (frameshift ¢i nonsense), vyjimkou vSak nejsou ani varianty ovlivituji oblast

sestiihu.

Tento clanek, ktery je dalsim vysledkem spoluprace s pracovistém profesora
Loeyse, popisuje 2 ptipady pacienti sizolovanym aneurysmatem aorty, u nichz byla
detekovana patogenni varianta v genu JAGI. Jedna ze dvou popisovanych variant
(NM_000214.2:¢c.2114-5 2119delins18) byla zachycena na naSem pracovisti u 42-letého
probanda v ramci vyzkumu aortilnich syndromii metodou MPS. Detekovana varianta
ovlivituje sestithové akceptorové misto a prvni nukleotidy exonu 17 genu JAG!. Jedna se
o novou variantu, ktera nebyla dosud hlaSena v genetickych databdzich. Analyza RNA
prokdzala, Ze varianta vede k chybnému sestfihu a k vynechani celého exonu 17 v genu
JAGI. Varianta tak byla na zakladé ACMG Kklasifikace vyhodnocena jako patogenni
(ACMG trida 5). Genetické vysledky vySetfeni byly viibec poprvé ovéfeny vysetfenim

aorty, které potvrdilo degradaci elastinu a abnormalnim ukladanim kolagenu.

Tento Clanek poskytuje jednoznacny dikaz, Ze existuji ptipady TAAD u pacientti
s patogenni variantou v genu JAGI, u nichZ nebyly zaznamendny piiznaky Allagilova
syndromu. Na zéklad¢ tohoto pozorovani je vhodné zatadit gen JAGI, ptipadné
1 NOTCH?2 do skupiny vySetfovanych gent k detekci pficin TAAD. Déle je vhodné vysetfit
cévni systém u téchto pacientli se zaméfenim na intrakranidlni a aortalni aneurysma,
protoze cévni pifihody podle odhadl tvoii vice nez 30 % umrti na ALGS. Budouci

systematické testovani by navic mohlo upfesnit vyznam aortopatie u Alagillova syndromu.
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4.8 Copikovi et al. (2020) Expanding the phenotype spectrum associated
with pathogenic variants in the COL2A1 and COL11A1 genes — Priloha 8

Patogenni varianty v genech COL2A41 (MIM:120140) a COLI1141 (MIM: 120280)
jsou pficinou Sirokého spektra fenotypovych projevi. V tomto ¢lanku jsou prezentovany
klinické nélezy detekované v souboru 26 ¢eskych pacient (50 % muzi, 50 % Zeny) z 16
rodin, ktefi jsou nosi¢i patogennich variant v genech COL2A1 ¢i COLI1AI. K detekci
patogennich variant bylo pouzito masivni paralelni sekvenovani, Sangerovo sekvenovani
DNA a ksegregaéni analyze také metoda MLPA. U 19 pacientii z 13 rodin bylo
detekovano celkem 11 riiznych patogennich variant v genu COL2A41 a u 7 pacientl z 3
rodin byla detekovédna patogenni varianta v genu COLI1A41. Pfevazna vétSina variant byla
dosud nepopsanych, pouze u 4 se jednalo o varianty v minulosti popsané ve spojitosti se
Sticklerovym syndromem (ORPHA:828). Porovndnim ziskanych klinickych dat byla
pozorovana nejen vyraznd interindividudlni ale i intrafamilidrni fenotypova variabilita,

stejné jako prekryv jednotlivych fenotypti.

Studie upozoriiuje na slozitost testovani dédi¢nych poruch kolagenu spojenych
s patogennimi variantami v genech COL241 a COLIIAI, které se mohou projevovat
izolovanou o¢ni ¢i sluchovou vadou, stejn€ jako systémovou poruchou pojiva upominajici
néktery aortalni syndrom (myopie, astenicky habitus, deformity hrudniku, gotické patro,
dilatace aorty apod.). To znaéné znesnadnuje klinickou 1 genetickou diagnostiku, coz se
ukdzalo 1 pfi genetickém testovani naSeho souboru pacientl s aortdlnim syndromem.
Piedevsim pii detekci variant nejasného vyznamu (ACMG tfida 3) v genech s extrémné
Sirokym spektrem fenotypovych projevil, je velmi obtizné rozhodnout, kterou variantu
podrobit dalSimu zkouméni. Pro spravné urCeni diagnézy je tak v téchto piipadech

rozhodujici zka spolupréce klinického a genetického pracovisté a také dikladné vySetieni

-----
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4.9 Brunerova et al. (2023) Case report: Two heterozygous pathogenic
variants of CYP24A1I: A novel cause of hypercalcemia and
nephrocalcinosis in adulthood — Priloha 9

Tato kazuistika popisuje piipad 43-let¢ho pacienta s marfanoidnim habitem,
hyperkalcemii, aterosklerotickou aortou a trombozou v ilické tepné. U pacienta byl
zakladnim genetickym vySetfenim vyloucen Marfanliv syndrom a byla detekovéna tzv.
Leidenska varianta v heterozygotnim stavu. Jednd se o variantu v genu pro faktor
V krevniho srazeni, ktera je rizikovym faktorem pro vznik trombofilnich stavii. Nebyla
u néj detekovana zaddnd kauzalni varianta, kterd by vysvétlovala marfanoidni habitus ani
hyperkalcémii. Bylo tak provedeno masivni paralelni sekvenovéani klinického exomu
(CES) od spolecnosti SOPHiA Genetics (sophiagenetics.com) na sekvenatoru NextSeq 550
(Illumina.com) s naslednou detekci variant se zaméfenim na geny asociované s poruchou
pojiva (371 genll) a geny asociované s hyperkalcémii (67 gena). Filtrace, anotace
a prioritizace variant probihala v programu SOPHiA DDM s vyuZitim nastroji IGV
(igv.org), Alamut  Visual Plus  (sophiagenetics.com),  Franklin = Genoox

(franklin.genoox.com) a Varsome Premium (varsome.com).

Ani sekvenace velkého mnozstvi genli pro poruchy pojiva nedetekovala variantu,
ktera by vysvétlovala suspektni poruchu pojiva, byly vSak detekovany 2 varianty v genu
CYP2441 (MIM:126065) pro AR dédi¢nou hyperkalcemii (ORPHA:300547), které byly
na zékladé ACMG kritérii klasifikovany jako patogenni (ACMG tfida 5). Vzdalenost obou
variant v§ak neumoznila ze sekvenacnich dat potvrdit, Ze nejsou na shodné alele a jsou tak
ve vazb¢ trans. Bylo tak doporuceno vySetfeni rodinnych ptislusniki, v§ichni vSak odmitli
odbér biologického materidlu, a tim 1 genetické vySetfeni. Tato kazuistika ukazuje na
vyhody testovani Sirokého spektra gend (v tomto ptipadé CES), které umoznilo vyloucit
u pacienta s marfanoidnim habitem pfitomnost patogenni varianty v nékterém z genli
asociovanych s dédi¢nou poruchou pojiva, soucCasné¢ ale umoznilo detekovat
pravdépodobnou pficinu dédicné hyperkalcémie. Zaroven také ukazuje komplikace, které
s sebou pfinasi nonkompliance ze strany piibuznych vySetfovaného probanda ve chvili,

kdy je nutné provedeni segregacni analyzy k dokonceni pfesné diagnozy.
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4.10 Krebsova et al. (2023) Genetické vySetireni v kardiologii: Souhrnné
\:yjz’ldf'elvli a doporuéevni odbornikii Pvracovm’ skupiny kardiogenetiky pri
CAPK/CKS, SLG a CSSL a ST pri CLS JEP — Priloha 10

Spravna kardiogenetickd péce vyzaduje ze své podstaty mezioborovou spolupraci
kardiologi, klinickych genetikii a molekulérnich genetikli. Tato skupina je navic od pilotni
studie nahlé srde¢ni smrti v CR, ktera byla dokonc¢ena vroce 2021, rozSifena také
o spolupraci se soudnimi Iékafi. Vzhledem k velkému mnozstvi kardiologickych
a genetickych pracovist’ i moznych zpiisobii genetického testovani, se jednotlivé postupy
v ramci kardiogenetické péce mohou rozchazet. Proto doslo v roce 2023, pod vedenim
MUDr. Alice Krebsové, Ph.D. z Kardiologické kliniky IKEM, k sepsani doporuceni, ktera
byla publikovana v Gasopise Ceské kardiologické spole¢nosti Cor et Vasa. Ta shrnuji
kritéria pro spravny postup molekularné genetického testovani pii  vySetfeni
kardiovaskularnich onemocnéni a ndhlé¢ srde¢ni smrti. Postup zahrnuje spravny vybér
pacientli a indikacni kritéria, doporuceny postup pro genetické testovani a poradenstvi

v kardiogenetice.

Doporuceni se tykaji také postupu filtrace, anotace, prioritizace a reportovani
zjisténych genetickych variant. Zvlastni ¢ast je vénovana postupu pii vysetieni pribuznych,
ktery vychézi z doporuceni Evropské kardiologické spolecnosti (ESC) ke kaskddovému
screeningu u jedincl v riziku onemocnéni (Charron et al. 2010). Molekularné genetické
vySetfeni je tak doporuceno provadét predevSim v situaci, kdy je z pribéhu genetické
konzultace pravdépodobné, ze pacient i jeho rodina maji o genetické testovani zdjem
a chtgji se dozvédét svlj zdravotni stav a mozna rizika, ptipadné chtéji zabranit narozeni
potomka s rizikem onemocnéni. Je doporuc¢eno také v piipad€ multiorganovych postizeni,

které vyZaduji vyraznou individualni péci.
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5. ZAVER

1/ Molekuldrng geneticka diagnostika kardiovaskularnich onemocnéni je v Ceské republice
na velmi vysoké urovni. To dokladaji predevSim publikace, jejichz vysledky jsou
srovnatelné s t€émi svétovymi. Je zavadén multioborovy piistup péfe o pacienta, ktery
vytvari pracovni skupiny kardiologti, molekuldrnich genetikd a soudnich 1ékati, coz mé za
cil komplexni pfistup pfi diagnostice, 1écbé 1 prevenci dédi¢nych kardiovaskuldrnich
onemocnéni. Byl vytvofen narodni registr genetickych variant detekovanych u pacienti
s dédicnym kardiologickym onemocnénim, do kterého kromé¢ pracovist v IKEM a FN
Motol, postupné pfispivaji i dalSim pracovisté z celé republiky. Cilem registru je sdileni
anonymizovanych genetickych dat mezi kardiogenetickymi pracovisti, ale také zachyt
populaéné specifickych variant v ramci Ceské republiky a snaha usnadnit spole&né
publikovani kardiogenetickych poznatkli na republikové tirovni. Poznatky z pilotni studie
nahlé srdecni smrti dale vedly ke vzniku webovych stranek s informacemi pro pifibuzné
nahle zemfelych osob, ale i pro odbornou vetejnost na adrese https://www.nahleumrti.cz/.
V roce 2023 byla v ¢asopise Ceské kardiologické spole¢nosti publikovana doporuéeni pro
spravny postup molekularné genetického testovani pii vySetieni kardiovaskularnich
onemocnéni (Krebsova et al. 2023). Postup zahrnuje spravny vybér a indikacni kritéria,
doporuceny postup pro genetické testovani pi1 podezieni na dédiéné srde¢ni onemocnéni €1

SCD.

Kardiogenetika je dynamicky se rozvijejicim oborem. Reagovat na nové objevené
kandidatni geny umoZznuje zavedeni celoexomového sekvenovani pro rutinni testovani.
Tento sekvenacni pfistup umoziiuje i zpétnou reanalyzu sekvenacnich dat zaméfenou na
tyto nové kandidatni geny. V genetické laboratofi dnes sledujeme stile rostouci pocet
indikaci ke kardiogenetickému vySetieni, v ¢emz muze do jisté miry pomoci nyni zavadéna
robotizace v postupu piipravy genetickych knihoven a vysokokapacitni sekvenatory typu
NextSeq 550 ¢i NovaSeq 6000/X (Illumina.com). Pro spravnou filtraci, anotaci, prioritizaci
a reportovani kauzalnich a kandidatnich variant je vSak 1 pfes dostupnost ftady

bioinformatickych nastrojii, vyZadovana znalost a zkuSenost molekuladrniho genetika.
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2/ Studium genetickych pficin nahlé srdecni smrti pfindsi velmi cenné poznatky, které jsou
okamzité vyuzitelné v prevenci a péci o piibuzné v riziku, stejné¢ tak u osob se stejnou
klinickou diagnozou. V ramci této disertacni prace byla Uspésné provedena pilotni studie
nahlé srdeéni smrti mladych osob v Ceské republice, ktera poprvé propojila kardiologicka
a genetickd pracovisté spolu s ustavy soudniho 1ékaistvi v celé republice. Geneticky jsme
vySetiili celkem 100 nepfibuznych piipadi nahlé srdecni smrti a podafilo se nam u 22 %
znich identifikovat pfi¢innou genetickou variantu. U dalSich 10 % pfipadi byla
detekovana zajimava varianta nejasného vyznamu, kterou budeme v budoucnu podrobovat
dalsimu zkouméni a ptipadné reklasifikaci. Velice uspésné bylo i cilené testovani
pribuznych v riziku, kdy se nam v ramci studie podafilo zachytit 87 ptibuznych osob
v riziku SCD. Ti byli pfevzati do preventivniho sledovani na pracovisti IKEM. Pilotni
studie umoznila zahdjit rutinni testovani ptipad nahlé srde¢ni smrti. Od konce studie jiz
bylo na nasem pracovisti otestovano nékolik desitek ptipadi SCD a genetické testovani

SCD se tak v CR stava pevnou souéasti kardiogenetické péce.

v

3/ Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) patii mezi hlavni pficiny dédicnych onemocnéni
myokardu, ale také mezi hlavni pfi¢iny nahlé srde¢ni smrti. Jejimu genetickému testovani
je tak vénovana nélezitd pozornost. Vysledky nami vySetfovaného souboru pacientl
s HCM umoZnily vznik velké mezinarodni studie, kterd u 1468 pacienti s HCM
posuzovala vliv genetické¢ diagndzy na lécbu a celkovy management péfe o pacienta
s identifikovanou kauzalni variantou. Bylo zjisténo, Ze u pacientl s HCM, u nichz byla
detekovéana patogenni varianta v nékterém z genii pro sarkomerické proteiny, dochazi ke
steynému prub&éhu onemocnéni a rozvoji komplikaci ve srovnani s geneticky negativnimi
pacienty. Genetickd diagnoza u hypertrofické kardiomyopatie tak neni divodem ke zméné
pfistupu v 1é€bé a celkovém managementu péfe o pacienty s HCM a méla by slouZit
primarné pouze pro potvrzeni klinického néalezu a nésledné pro zachyt onemocnéni u
pfibuznych v riziku onemocnéni jesté pfed nastupem symptomil a jejich klinickym
sledovanim. K podobnym zavérim dosla i1 druha studie, kterd zkoumala vliv geneticky
pozitivnich pacientli na uspéSnost 1é€by komplikaci HCM pomoci alkoholové septalni

ablace.
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4/ Genetické vySetfeni aortopatii a obecné dédicnych poruch pojivové tkdné se ukézalo
detekci patogennich variant. Je to zptisobeno piedevsim Castym piekryvem fenotypovych
projevl raznych onemocnéni, rozdilnou penetranci a expresivitou dokonce v ramci jedné
rodiny, ale Casto také nespravnym nastavenim indikacnich kritérii. Kazdd nova informace
v této oblasti je tak cennym stfipkem v mozaice poznani této skupiny onemocnéni.
Vysetiteni naSeho souboru pacientl s aortopatiemi a dédicnymi poruchami pojiva umoznilo
dosud vznik dvou publikaci ve spolupraci s pracovistém prof. Barta Loyese (University of
Antwerp, Belgie). V prvni znich jsme se ucastnili studie, pfi které byly zkoumany
fenotypové projevy u pacientll s patogenni variantou v genu LOX. Jednd se o velmi
vzacnou pri¢inu TAAD, jejiz fenotypovy projev se liSi od izolovaného postizeni aorty az
po zdvazné projevy systémového onemocnéni pojiva. Vhledem k vzacnosti onemocnéni
bylo dosud provedeno jen malé mnozstvi podobnych studii a je zde stale nedostatek
informaci o vztahu patogennich variant k fenotypu postizeného a také k véku nastupu
pfiznaki onemocnéni. Vysledky této studie vSak naznacuji, Ze rozsah fenotypovych
projevi zavisi mimo jiné na typu patogenni varianty. Zatimco u trunkujicich variant je
pozorovan zavazny fenotyp s projevy systémového onemocnéni pojiva, varianty typu
missense jsou spojeny s izolovanym postizenim aorty, pfipadné v kombinaci s mirnymi

projevy nemoci.

Ve druhé publikaci jsme prezentovali 1 ze 2 popisovanych pacientl s patogenni
variantou v genu JAGI, ktery je asociovan srozvojem Alagillova syndromu. U téchto
pacienti vSak nebyly zaznamenany symptomy tohoto onemocnéni, naopak u nich bylo
zjiSténo izolované aneurysma aorty. Genetické ndlezy byly potvrzeny histologickym
vySetfenim aorty. Tento vysledek jasné prokazal, ze patogenni varianty v genu pro
Alagillliv syndrom mohou byt pfi¢inou izolovaného aneurysma aorty. Ukazal tak na
vhodnost zatazeni genu JAGI do panelu vySetfovanych genil pro testovani TAAD také

u pacientdl bez pfiznakii Alagillova syndromu.
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5/ V Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol se nam v pritbéhu ptipravy
disertacni prace podatilo uspésné zahdjit rutinni kardiogenetické testovani pomoci WES.
To nahradilo testovani vybraného panelu gent a testovani metodou CES. NavySeni
sekvenacni kapacity umoznilo zakoupeni vysokokapacitniho sekvenatoru NovaSeq 6000
Dx (illumina.com). Na zdkladé nékolikaletych zkuSenosti byla pro pfipravu knihoven
zvolena platforma spolecnosti SOPHiA GENETICS (sophiagenetics.com), ktera
kombinuje pfipravu knihoven s bioinformatickou analyzou ziskanych FASTQ soubort.
Detekce a prioritizace je tak provadéna v programu SOPHIiA DDM, coz nam umoziuje
navic kvalitni analyzu mitochondridlniho genomu. Pravé patogenni mitochondridlni
varianty mohou byt vzacnou pficinou napf. dilataéni formy kardiomyopatie. V soucasné
dobé probiha zavadéni robotizace do ptipravy DNA knihoven, které by podle ocekavani
melo pfinést usporu Casu laboratornich pracovnikl, ktery je potfebny k hodnoceni

detekovanych variant.

Vsechny vytycené cile této disertacni prace byly splnény. Informace ziskané
v pribéhu jeji pfipravy se dafi okamzit¢ zavadét do laboratorni i klinické praxe, kde
mohou byt nastrojem ke zlepSeni individualizované péce o kardiologicky nemocné
pacienty a jejich piibuzné. Nyni se nase pozornost zamétuje predevSim na vylepSeni
nastroji pro molekularné genetickou diagnostiku aortopatii, vySetfeni u pacientd po

prodélané srdecni zastaveé €1 na genetické vySetteni dédiénych forem hyperlipidémii.

V soucasné chvili jsou v pripravé nasledujici publikace:

a) Rozsahla publikace, ve které chceme ve spolupraci s Antverpskou univerzitou
zhodnotit n€kolikaleté zkuSenosti s genetickym testovanim pacientl s aortalni
disekcti

b) Rozsahla studie pti¢in SCA u pacientl po prodélané KPR

c) Kazuistika pacienta s deleci v genu RYR2 a s kombinaci fenotypovych projevii

CPVT a LVNC.
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