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SOUHRN

Kardiomyopatie je onemocnéni srdeéniho svalu spojené s jeho dysfunkci. Casto jsou
tato onemocnéni spojena s zZivot ohrozujici arytmii a jsou jednou z nejCastéjSich piicin néhlé
srdeéni smrti, zejména u mladych lidi. Jednou z nejcastéjSich kardiomyopatii je dilatacni
kardiomyopatie. V né€kterych pfipadech je pfiina nemoci nezndmad, ale vétSinou se jednd
o familiarni typ onemocnéni. Dosud je zndmo velké mnozstvi mutaci v riznych genech,
u nichz byla prokdzdna asociace se vznikem tohoto onemocnéni. V soucasné dobé je vSak
samotné genetické vySetfeni ekonomicky 1 ¢asové ndarocné. 1 piesto se predpokladd, Ze se
genetické testovani stane rutinnim vySetfenim.

Z téchto divodl je teoretickd Céast bakalarské prace zaméfena na problematiku
kardiomyopatii, na jejich klasifikaci a familiarni typy tohoto onemocnéni a na sekvenovani
nové generace, které 1ze vyuzit prave k rozsitené identifikaci téchto chorob.

V experimentdlni ¢4sti byla pfipravena DNA knihovna 11 vzorkii pacientl
s diagnostikovanou dilata¢ni kardiomyopatii. Nasledn¢ bylo provedeno sekvenovani 46 genti
pomoci platformy Illumina na pfistroji MiSeq. Detekované varianty byly filtrovany a celkem
bylo vytipovdno 28 mutaci v 9 genech, z nichZ 4 varianty byly zhodnoceny jako potencidlné

patogenni.



SUMMARY

Cardiomyopathy is an illness of myocardium connected to its dysfunction. Often,
these diseases are associated with life-threatening arrhythmias and are one of the most
common causes of sudden cardiac death, especially among young people. One of the most
common cardiomyopathy is dilated cardiomyopathy. In some cases, the cause of the disease is
unknown, but it is usually a familial type of illness. A large number of mutations in various
genes have been associated with the development of the disease. However, the actual genetic
examination is currently economically and time-consuming. Despite these facts, it is believed
that genetic testing will become a routine examination.

For these reasons, the theoretical part of the thesis focused on cardiomyopathy,
the classification and familial forms of the disease, and next generation sequencing, which can
be used to precisely identify these diseases.

In the experimental part, DNA library of 11 patient samples with dilated
cardiomyopathy was prepared. Subsequently sequencing of 46 genes was performed using
the Illumina platform on the device MiSeq. Detected variants were filtered and 28 mutations

in 9 genes were identified in total. Four variants were evaluated as potentially pathogenic.
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1. UVOD

Kardiomyopatie je oznaceni pro skupinu onemocnéni srde¢niho svalu, kterd vedou
k poruse srdecni funkce. Tato onemocnéni jsou spojena s vysokym rizikem Zivot
ohrozujicich arytmii a jsou jednou z nejcast§jSich priin nahlé srdeni smrti, zejména
u mladych lidi. Kardiomyopatie vedou k oslabeni srdecniho svalu a v disledku toho, ma
srdce mensSi schopnost pumpovat krev do celého téla a udrzovat normdlni elektricky
rytmus. RozliSujeme 5 typi tohoto onemocnéni, které se 1iSi piivodem svého vzniku
a klinickymi projevy, jednd se o kardiomyopatii dilata¢ni, hypertrofickou, restriktivni,
arytmogenni a skupinu neklasifikovanych kardiomyopatii.

Ve vétsiné piipadi je vznik téchto onemocnéni geneticky podminén. Dédi¢né
formy kardiomyopatii se vyznacuji velkou genetickou variabilitou. Dosud bylo
identifikovdno velké mnozstvi mutaci v nékolika riznych genech asociovanych s timto
onemocnénim. Samotné genetické vySetfeni je v soucasné dobé ekonomicky i Casové
naroné. Lze vSak v budoucnosti oCekdvat, Ze se genetické testovani stane rutinnim
vySettenim v diagnostice dédicnych forem kardiomyopatii. Identifikace konkrétnich

mutaci by mohla vést k urcitym typtim 1éCby pravé na zdkladé genotypu.



2. CIL PRACE

1. Sepsat reSerSi na téma kardiomyopatie se zaméfenim na kardiomyopatii
dilatacni a reSerSi na téma sekvenovani nové generace a problematika
sekvenovani na platformé Illumina MiSeq.

2. Ptipravit sekvena¢ni knihovhu DNA pomoci kitu Illumina Trusight
Cardiomyopathy panel, sekvenovat vzorky pacientl s kardiomyopatii a pokusit
se v kooperaci se spolupracovniky identifikovat patogenni mutace potencidlné

souvisejici s onemocnénim.



3. KARDIOMYOPATIE

Pojmem kardiomyopatie oznaCujeme onemocnéni srdce spojené s dysfunkci
srdecniho svalu. Jednd se o dileZitou komplexni skupinu onemocnéni srde¢niho svalu
s riznou etiologii a heterogenni fenotypovou expresi (Maron et al., 2006). Postihuje lidi
vSech vékovych kategorii, avSak u nékterych jistych vékovych skupin je vétsi
pravdépodobnost urcitych typt kardiomyopatii. Je také hlavni pti¢inou ndhlého tmrti u lidi
mladSich pétatiiceti let (Cardiomyopathy UK, 2016). Ve vétsin¢ piipadi se jedna
o onemocnéni dédicné. Kardiomyopatie se vyznacuje tim, Ze je srdeCni sval zvétSeny,
tlusty, ptipadné tuhy a ve vzdcnych ptipadech je svalova tkan srdce dokonce nahrazena
tkani zjizvenou. Postupné dochdzi ke sldbnuti srdecniho svalu a v disledku toho mé srdce
mensi schopnost pumpovat krev do celého téla a udrzovat normdlni elektricky rytmus.
Nésledkem poté miZze byt srdecni selhdni nebo arytmie. Toto oslabeni srdce muze také
Lung, and Blood Institute, 2015).

Kardiomyopatie mohou byt ziskané nebo zdédéné. Ziskanymi mdme na mysli
ty nemoci, se kterymi se pacient nenarodil, ale objevily se u n¢j v disledku néjakého
onemocnéni, stavu nebo jiného faktoru. Pokud byl gen zapfiCifiujici nemoc pienesen
z rodi¢e na potomka, jedna se o kardiomyopatii dédi¢nou (familidrni). V mnoha piipadech,
zejména kardiomyopatie u déti, neni ptri¢ina kardiomyopatie zndma (National Heart, Lung,

and Blood Institute, 2015).
3.1. Klinické projevy

Nekteti pacienti trpici kardiomyopatii Zddné pifiznaky nepocituji a nepodrobuji se
tak 1é¢be. U nemocnych, u kterych se nemoc vyviji rychle, jsou symptomy zdvazné a Casto
se u nich vyskytuji dal$i komplikace. Mezi klasické ptiznaky patii duSnost nebo potize
s dychanim, spojené nejcastéji s fyzickou ndmahou, ddle pak celkové vycCerpédni, tinava
a otoky kotnikli, dolnich koncetin, bficha a krénich Zil. Mezi dalsi piiznaky muiZeme
zahrnout zdvraté, toceni hlavy, mdloby pii fyzické aktivité¢, nepravidelny srde¢ni tep,
bolest na hrudi a srdecni Selesty, tedy zvlastni nebo neobvyklé zvuky ozyvajici se béhem

srdec¢niho tepu (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2015).
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3.2. Lécba

Jednd se o nevylécitelné onemocnéni, avSak obvykle lze pfiznaky uspéSné 1éCit,
pfi¢emz vétSina z postizenych vede dlouhy a plnohodnotny Zivot.

Jak jiz bylo uvedeno, pacienti, u kterych nebyly zaznamendny pfiznaky,
nepodstupuji 1écbu. U ostatnich nemocnych je nutnd 1écba, kterd ovSem zavisi na typu
kardiomyopatie, zdvaznosti pfiznakii a komplikaci, véku a celkovém zdravotnim stavu.
Lécba zahrnuje zménu Zivotniho stylu, 1éky, chirurgické oSetfeni, implantace pftistrojil
ke korekci arytmie a dalSi nechirurgické postupy. Hlavnim cilem 1écby je kontrolovat
projevy nemoci, snizit komplikace a riziko ndhlé srdecni zdstavy a zabranit v jejim
zhorSovani (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2015). Jedinou moZnou kurativni
lé€bou by mohla byt genova terapie. Cilem lékaiské védy by mélo byt pravé nalezeni
moznosti ovlivnéni genetické poruchy (Veselka et al., 2009). Predpoklada se, Ze samotna
identifikace riiznych mutaci, by v budoucnosti mohla vést k diferencovanému piistupu

k 16¢bé& kardiomyopatif na podkladé riznych genotypti (Spinarova et Poloczkova, 2007).
3.3. Historické souvislosti

Poprvé byl termin kardiomyopatie pouzit vroce 1957 (Maron et al., 2006).
V nasledujicich letech bylo prosazovano velké mnozstvi definic kardiomyopatie. V roce
1968 definovala Svétovd zdravotnickd organizace (WHO) kardiomyopatie jako
onemocnéni odliSné a cCasto neznamé etiologie, vnémZ je dominantnim prvkem
kardiomegalie a srde¢ni selhdni (Abelmann, 1984). V ptivodni klasifikaci WHO, z roku
1980, je kardiomyopatie popsdna jako onemocnéni srde¢niho svalu nezndmé etiologie.
mechanismech nemoci. Vroce 1995 byla definice aktualizovdna a predstavila
kardiomyopatie jako myokardidlni onemocnéni spojend se srde¢ni dysfunkci, kterd poprvé
zahrnovala 1 restriktivni kardiomyopatie, arytmogenni kardiomyopatie a nonkompaktni

kardiomyopatie (Richardson et al., 1996).

3.4. Klasifikace kardiomyopatii

Mnohé kardiomyopatie jsou zplsobeny mutacemi v genech, které koduji rtzné
srde¢ni proteiny, a proto se jako alternativni ptistup pro klasifikaci kardiomyopatii nabizi
rozdé€leni podle vyvoldvajiciho genetického defektu (Thiene et al., 2004). I kdyz je vSak
geneticky defekt v rodiné zndm, je nutné identifikaci klinicky relevantniho onemocnéni

vV,

prokdzat morfologickym fenotypem. Z tohoto divodu je nejuzitecnéjsSi metodou
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pro diagnostiku klinicky orientovany klasifikacni systém, ve kterém jsou srde¢ni poruchy
rozdé€leny do skupin podle morfologie a funkce srdecniho svalu (Elliott et al., 2008).

V soucasné dob¢ existuji dva klasifikacni systémy, publikované americkou
kardiologickou asociaci (Maron et al., 2006) a evropskou kardiologickou spole¢nosti
(Elliot et al., 2008). Oba systémy obsahuji mnoho spole¢nych kritérii, ale rovnéz n¢kolik
odliSnosti, které vedou k jisté nejednoznaCnosti v nomenklatufe (Maron et al., 2006;

Elliot et al., 2008).

3.4.1.Klasifikace Americké kardiologické asociace

Podle Americké kardiologické asociace (American Heart Association — AHA)
je kardiomyopatie definovédna jako heterogenni skupina onemocnéni myokardu spojend
s mechanickou a/nebo elektrickou dysfunkci, kterd obvykle (ale ne nevyhnutelné) vykazuji
nepfiméienou ventrikuldrni hypertrofii anebo dilataci a jsou zplisobena riznymi piicinami,
Casto genetickymi. Kardiomyopatie jsou bud’ omezeny na srdce, nebo jsou soucdsti
generalizovanych systémovych onemocnéni. Mnohdy také vedou ke kardiovaskuldrnimu
umrti nebo snizeni kvality Zivota v disledku srdecniho selhdani (Maron et al., 2006).

Objev dédicnych poruch iontovych kandli kardiomyocytl jako pficiny jejich
dysfunkce smoznym vznikem malignich arytmii a zejména vyrazny pokrok
v kardiogenetice umoznil vznik nové klasifikace. Stavy, pfi kterych dochazi k poSkozeni
myokardu v dusledku ischémie, chlopenni vady, systémové hypertenze, vrozené srde¢ni
vady, postiZzeni v dusledku nddorové infiltrace a onemocnéni endokardu bez vyznamného
poskozeni myokardu, nejsou v americké klasifikaci zatfazeny (Maron et al., 2006).

Kardiomyopatie jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin na zdklad€ zapojeni
prevladajictho orgdnu — primarni a sekundarni kardiomyopatie. Primarni kardiomyopatie
postihuji vyhradné nebo ptfevdzné srdeCni sval a jsou ddle Clenény na dédi¢né, smiSené
anedédi¢né (viz Obr. 1). Sekundarni kardiomyopatie zahrnuji takové postiZeni srdce,
které je souldsti systémového nebo multiorgdnového onemocnéni. Ty se dile déli

do mnoha podkategorii podle zakladniho onemocnéni (Maron et al., 2006).
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Obr. 1: Klasifikace primarnich kardiomyopatii podle American Heart Association:

hypertrofickd  kardiomyopatie

(HCM), arytmogenni

kardiomyopatie =~ (ARVC),

nonkompaktni kardiomyopatie (LVNC), dilatacni kardiomyopatie (DCM) (Maron et al.,

2006)

Dédiéné

HCM

ARVC

LVNC

nemoci s hromadénim
glykogenu

poruchy vedeni

poruchy iontovych kanala
mitochondridlni myopatie

VVV VVVYV

3.4.2.Klasifikace Evropské kardiologické spole¢nosti

Primarni

kardiomyopatie

SmiSené

» DCM
» restriktivni
kardiomyopatie

Nedédic¢né

zangtlivé
(myokarditida)
stresem navozend
kardiomyopatie
(tako-tsubo)
periferni
kardiomyopatie
tachykardii navozena
kardiomyopatie
kardiomyopatie déti
inzulin-dependentnich
matek

Evropska kardiologickd spolecnost (European Society of Cardiology — ESC) definuje

kardiomyopatii jako myokardidlni postiZeni, pfi kterém je srde¢ni sval strukturdln¢ a funkéné

poskozen, pfi souCasné nepifitomnosti koronarni nemoci, hypertenze, chlopenni vady nebo

vrozené srde¢ni vady schopné zpusobit toto postizeni (Elliot et al., 2008).

Evropska klasifikace rozdéluje kardiomyopatii podle morfologickych a funkénich

kritérii a nésledné jednotlivé podskupiny cleni na familidrni a nefamilidrni (viz Obr. 2).

Pro zjednoduseni schématu klasifikace a zlepSeni povédomi o Sirokém spektru onemocnéni se

ESC ziika rozdéleni kardiomyopatii na primarni a sekundéarni (Elliot et al., 2008).

Rozd¢leni na dédi¢né a nedédicné kardiomyopatie je u obou klasifika¢nich systému

podobné, jakoZto i vylouceni stavll zpiisobenych ischemickym nebo hemodynamickym

inzultem. Hlavni odliSnosti mezi obéma klasifikacemi je nezatfazeni poruch iontovych kanali

a prevodnich poruch v evropské klasifikaci.
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Obr. 2: Klasifikace kardiomyopatii podle European Society of Cardiology: hypertroficka
kardiomyopatie (HCM), dilataéni kardiomyopatie (DCM), arytmogenni kardiomyopatie
(ARVCQ), restriktivni kardiomyopatie (RCM) (Elliott, 2008)

Kardiomyopatie

HCM DCM ARVC RCM nezaiazené

ca iy oty o L nefamiliarni
famaliarni/dédic¢né

/medédiéné

neidentifikovany

genovy defekt podtyp onemocnéni idiopatické podtyp onemocnéni

3.5. Genetika familiarnich kardiomyopatii

Znand cast piipadii kardiomyopatii je spojena s familidrnim vyskytem. K tomuto
zjiSténi se dosp€lo pozorovanim vyskytu nemoci v rodindch. Ale zejména diky rozvoji
molekuldrnich a genetickych laboratornich metod mohly byt objeveny a identifikovany
lokusy, konkrétni geny a pfesné mutace, které jsou odpovédné za vznik tohoto onemocnéni
(Veselka et al., 2009).

V ptipadé€ kardiomyopatii se jednd o monogenné dédi€né onemocnéni. Problematika
dédic¢nosti jednotlivych typt kardiomyopatii se do jisté miry piekryva (viz Obr. 3).
Pro vS§echny kardiomyopatie je typickd genetickd a alelickd variabilita. Dosud bylo
identifikovdno velké mnozstvi mutaci v nékolika riaznych genech asociovanych se vznikem
ve stejnych genech, n¢kdy jen nékolik nukleotid od sebe. VIiv mutace na strukturu a funkci
proteinu poté ur¢i klinicky obraz onemocnéni (Perrot et al., 2007). Takovyto spolecny
geneticky zdklad kardiomyopatii predstavuji napiiklad geny pro sarkomerické proteiny, které

mohou byt postizeny prakticky u jakéhokoliv typu kardiomyopatii (Elliott er al., 2008;
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Maron et al., 2006). Vzdjemnd propojenost jednotlivych typt kardiomyopatii je na genetické
urovni pravdépodobné velmi tésnd. Pfi analyze nékterych pacientll s jednou fenotypovou
formou kardiomyopatii je mozné nalézt i mutace asociované s jinym morfologickym typem
onemocnéni (Haas et al., 2015). Jasné vysvétleni pro tyto ndlezy neexistuje. Mohou byt
zpuisobeny vlivem dalSich genetickych variant nebo epigenetickych mechanismu, ale z&asti
muze také jit o zachyceni nemoci v takovém stadiu, kdy jiz pfipomind fenotyp jiného
onemocnéni, napiiklad kone¢né stddium arytmogenni a dilatacni kardiomyopatie
(Pinamonti et al., 2014). N&které ze vztahli mezi genotypem a pribéhem nemoci je schopno
objasnit az dlouhodobé klinické sledovani detailné geneticky vySetienych pacientii. Toto usil
je ztéZovano velkym poctem zndmych mutaci a asociacemi nalezenymi na malych kohortidch
pacienttl, jez se nedaii prokdzat v nasledujicich studiich, ale pravé moznost piesné predikce
klinického pritbéhu onemocnéni na zaklad¢ konkrétni nalezené mutace by méla velky vyznam
pro péci o pacienty (Pankuweit et Richter, 2015).

Charakter jednotlivych mutaci je rovnéZz vysoce variabilni, byly identifikovdny jak
mutace ménici smysl (missense), posunové a nesmyslné mutace (nonsense), tak i delece nebo
inzerce. Navic jsou mutace lokalizovany po celé délce genu bez prevladajictho umisténi
(Charron et al., 2010).

Nasledkem genetické variability je taktéZ variabilita fenotypovd s nékdy pomérné
rozdilnym klinickym obrazem. V nékterych ptipadech se objevuje zcela odlisSny klinicky
obraz i vramci jedné rodiny, ktery je pravdépodobné zplisoben modulujicimi genetickymi
faktory a vlivem vn¢jSiho prostfedi (Ashrafian et Watkins, 2007).

Obecné je riziko vzniku onemocnéni u piibuznych pacienta urceno zptisobem
genetického ptenosu. V piipadé¢ autosomdlné¢ dominantniho pfenosu je riziko postizeni
piibuznych 50 %. U autosomdlné recesivnich znakl je riziko pfenosu na potomka dvou
heterozygota 25 %, potomka dvou homozygoti 100 % a potomka heterozygota a homozygota
50 %. V piipadé¢ gonosomdlné recesivnich znakli méd postizeny muz zdravé syny a dcery
prenasecky, u Zeny prenasecky je riziko postiZeni synll a prenaSecstvi u dcer 50 %.

V soucasné dobé neni genetické vySetfeni bézné¢ vyuzivdno ke stanoveni diagndzy
(Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006). Divodem je jednoduchost morfologického rozdéleni
kardiomyopatii, ekonomickd a casovd ndrocnost genetického vySetfeni, jeho omezend
vytéznost a také malé ovlivnéni péce o pacienty (Brdicka et al., 2015). Vyznamné je
genetické vySetieni pii identifikaci nositell mutace u piibuznych pacienti (Charron et al.,
2010). V ptipad¢ identifikace pfi¢inné mutace u probanda je pfesnd DNA diagnostika jeho

piibuznych rychlou a pomérn€ levnou metodou, kterd vyfesi problém s neuplnou penetranci
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a dokdZze urcit nosi¢stvi mutace a tedy i riziko vzniku onemocnéni u kazdého jedince.
Genetické testovani predstavuje také ndstroj pro rozsifeni poznatkli o genetické povaze
nemoci a o patofyziologickych mechanismech, jehoz cilem je co nejlépe predpovédét klinicky
vyvoj onemocnéni (Brdicka et al., 2015). Soucasti doporucenych postupti v péci o rodiny
pacientll s dédi¢nymi typy kardiomyopatii je genetické poradenstvi (Charron, 2010).

V dnes$ni dobé je prostfednictvim modernich velkokapacitnich metod genetického
vySetieni, zejména sekvenovanim nové generace, mozné provadét rychlou analyzu velkého
poctu genti, exomu nebo celého genomu. Tato genetickd testovani jsou vhodnd u pacientl
s kardiomyopatiemi, kdy se zvySuje Casova i ekonomickd efektivita vysetfeni. S rozvojem
téchto metod se také zvySuje mnoZstvi ziskanych dat o genetickych variantich.
Bioinformatické zpracovani téchto dat a sprdvna klinickd interpretace hraje podstatnou roli
v pochopeni genetické povahy onemocnéni (Coppini et al., 2014; Haas et al., 2015). Nalezené
varianty DNA se klasifikuji podle drovné dukazii kauzality k vyvoji onemocnéni

na patogenni, pravdépodobné patogenni, benigni, pravdépodobné benigni a varianty

nejasného vyznamu (Gersh et al., 2011; Coppini et al., 2014).
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Obr. 3: Piekryv genu obsahujicich pri¢inné mutace riznych typi kardiomyopatii:
desmin (DES), dystrofin (DMD), $-sarkoglykan (SGCD), lamin A/C (LMNA), ATP-senzitivni
draslikovy kanal (SUR2A/ABCC9), fosfolamban (PLN), metavinkulin (VCL), tafazzin (TAZ),
srde¢ni sodikovy kandl (SCN5A), cypher/ZASP (LDB3), srdecni troponin I (TNNI3), srdecni
troponin C (TNNCI), srde¢ni troponin T (TNNT2), teletonin (TEL), titin (TTN),
a-tropomyozin (TPMI), svalovy LIM protein (CSRP3), myozin-vazebny protein C
(MYBPC3), tézky tetézec B-myozinu (MYH?7), srdecni a-aktin (ACTC), regulacni podjednotka
lehkého fetézce myozinu (MYL2), esencidlni podjednotka lehkého fetézce myozinu (MYL3),
FK506 vazebny protein 1A (FKBPIA), al-syntrofin (SNTAI), o-dystrobrevin (DTNA)
(Perrot et al., 2007, upraveno)
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3.6. Prevalence a penetrance kardiomyopatii

Kardiomyopatie maji rozdilnou prevalenci, napiiklad hypertrofickd kardiomyopatie
(HCM) je relativné casté onemocnéni, zatimco restriktivni kardiomyopatie (RCM) nebo
nonkompaktni kardiomyopatie (LVNC) se zafazuje mezi onemocnéni vzicnd. Absence
symptomi u nékterych pacientii s rozvinutym fenotypem kardiomyopatie, penetrace
stoupajici s vékem nositelli mutace, ale také obtizné zatazeni fenotypu do jednotlivé kategorie
onemocnéni, vyrazné¢ komplikuji studium pfesného vyskytu nemoci (Brdicka et al., 2015).
V ptipad¢ vzacnéjsich typu kardiomyopatii neexistuji pfesné hodnoty prevalence. S vyjimkou
endemicky zvySeného vyskytu arytmogenni kardiomyopatie v Itdlii nejsou znamy podstatné
regiondlni rozdily v prevalenci jednotlivych typli onemocnéni (Vassalini et al., 2015).
O prevalenci kardiomyopatii v Ceské republice neméme k dispozici piesné tdaje, ale dd se
predpokladat, Ze se v zdsad¢ nebudou liSit od jiz zvefejnénych hodnot (Brdicka et al., 2015).

Penetrance je definovdna jako mira procentudlniho zastoupeni nositelli mutace,
u kterych se projevi fenotyp onemocnéni. Toto pojeti poukazuje na doZivotni riziko vzniku
onemocnéni. Penetrance miiZze byt kompletni, tedy 100 %, v ptipad¢, Ze se u vSech nositelil
mutace onemocnéni vyvine, nebo netplnd, kdy se u nositelli mutace nemusi fenotyp nemoci
projevit (Charron et al., 2010). VétSina autosomdlné recesivnich kardiomyopatii je spojend
s Uplnou penetranci pred dosazenim dospé€losti, zatimco vétSina autosomdlné dominantnich
typlt kardiomyopatii se vyznacuje nedplnou penetranci nebo penetranci zdvislou na véku
(Rankin et al., 2008; Dalal et al., 2006; Maron et al., 2001). VSechny typy kardiomyopatii
maji s vékem stoupajici penetranci a fenotyp onemocnéni se miiZe vyvinout az do véku kolem
60 let (Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006; Charron et al., 2010). Zakladni informace

o prevalenci, penetranci a zpiisobu pfenosu jsou zaznamenéany v Tab. 1.
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Tab. 1: Zakladni udaje o dédi¢nosti a prevalenci kardiomyopatii: autosomalné

dominantni (AD), autosomaln¢ recesivni (AR) (Charron et al., 2010)

HCM DCM RCM ARVC LVNC
Ll Témét vzdy 20-35 % Mozn4 Témét vzdy | Moznd
forma
‘o AD e
AD (vétSinou) o AD (vétSinou) AD
(vétsinou) AD
Typ pienosu AR AR (vétsinou) AR
X-vézany X-vézany (syndromickd) | X Vazany
mitochondridlni y y
L . Zavisla na Zavisla na
Zavisla na véku N N
véku L véku
P v Zavisla na L
Penetrance Témer Témer « “ Neznama
3 , véku Casto
kompletni kompletni nekompletn
v 50-60 letech | v 60 letech p
Prevalence 1:500 1:2500 vzacna 1:2000- vzacna
’ ) 1:5000

3.7. Hypertroficka kardiomyopatie (HCM)

Jednd se o klinicky heterogenni onemocnéni, které je definovéno pfitomnosti zvétSené
tloustky a/nebo masy myokardu levé komory srdecni pfi absenci arteridlni hypertenze nebo
vrozenych a chlopennich vad schopnych zapficinit danou miru hypertrofie (Elliott er al.,
2008). Onemocnéni jako takové bylo poprvé popsdno vroce 1958 britskym patologem
Tearem (Teare, 1958). HCM bylo dlouho povaZovédno za vzicné, ale za pomoci dneSnich
diagnostickych moZnosti, danych zejména rozvojem echokardiografie, bylo prokazano, zZe jde
0 nejcastéjsi monogenné dédicné onemocnéni srdce s prevalenci 1:500 v obecné populaci
(Maron et al., 1995; Maron et Maron, 2013). Podle studii ze Spojenych Stiti se jedna
o nejcastéjsi pfi¢inu ndhlé srdeéni smrti u mladych lidi, véetné¢ trénovanych sportovcl
(Maron et al., 2006).

Klinicky pribéh HCM je riiznorody, u vétSiny pacientll je progndéza porovnatelnd
s obecnou populaci, avSak rizikové skupiny pacientii jsou ohroZeny ndhlou srde¢ni smrti
(Maron et Maron, 2013). Diagnostika je provadéna pomoci zobrazovacich metod, zejména
echokardiografii a magnetickou rezonanci, kdy je sledovan fenotyp onemocnéni, konkrétné
hypertrofie levé komory.

Zpusob prenosu HCM je vétSinou autosomdlné dominantni. Pfi¢inou vzniku nemoci
jsou pifedev§im mutace v genech koédujicich sarkomerické proteiny (Maron, 1995 et al.;
Maron et Maron, 2013). Vyznamné byva zkraceni téchto proteinti v diisledku zejména mutaci

meénicich smysl, ale také inzerci, deleci a sestiihovych variant (Maron et al., 2006).
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V soucasné dob¢ je zndmo vice nezZ 1400 mutaci v alespont 20 riznych genech zpiisobujicich
HCM. Jako prvni byla identifikovdna mutace v genu pro téZky fetézec [-myosinu
(Maron et Maron, 2013; Yingchoncharoen et Tang, 2014).

Velka genetickd variabilita zapfic¢inuje velkou variabilitu fenotypu, ale také variabilitu
klinickych projevli nemoci i v rdmci jedné rodiny. Fenotypové projevy jsou také ovlivnény
modifika¢nimi geny a faktory Zivotniho prostiedi (Maron et al., 2006). MoZné pficiny dédicné
i nedédi¢né hypertrofické kardiomyopatie jsou zaznamenany v Tab. 2.

Penetrance fenotypu nemoci je zdvisld na véku jako i u jinych typt kardiomyopatii.
Nejcastéji vznika v adolescenci, ale az do véku asi 60 let penetrance stoupd aZ na 95 %
(Maron et al., 2006). U mladsi populace je HCM casto spojovana s vrozenymi syndromy,
dédicnymi metabolickymi poruchami a neuromuskuldrnimi onemocnénimi (Elliott et al.,
2008).

V souCasné dobé& neexistuje zadnd kauzalni 1écba, tedy lécba zaméfend piimo
na pfi¢inu nemoci. Ke zméndm klinického prib¢hu nedochdzi ani v pifipadé preventivni
farmakoterapie u nositelti genotypu pred vyvojem fenotypu (Ho et al., 2015; Axelsson et al.,
2015). Dostupnd 1écba slouzi k potlaceni symptomti srde¢niho selhdni nebo je zaméfena
na ulevu od pfipadné nitrokomorové obstrukce a na prevenci ndhlé srdeCni smrti

(Maron et Maron, 2013).
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Tab. 2: Piic¢iny hypertrofické kardiomyopatie (Veselka er al., 2009)

Dédi¢né priciny Nedédi¢né priciny
Mutace sarkomerickych proteinii Obezita
— tézky fetézec B-myosinu Déti inzulin-dependentnich matek
— myozinovy vazebny protein C Amyloidoza
— troponin |
— troponin T

— A tropomyozin

— esencidlni lehky fet€ézec myozinu

— regulacni lehky fetézec myozinu

— aktin

— titin

— troponin C

— teletonin

— svalovy LIM protein

— nebulette
Onemocnéni s hromadénim glykogenu
Lyzosomdlni stfddava onemocnéni
Poruchy metabolismu mastnych kyselin
Deficit karnitinu
Deficit kinazy fosforylazy B
Mitochondridlni cytopatie
Vrozené syndromy

— noonanové

— LEOPARD

— Friedrichova ataxie

— Beckwithiiv-Wiedermanntv

—  Swyertv
Hereditarni amyloidéza

3.8. Dilata¢ni kardiomyopatie (DCM)

Toto onemocnéni je charakteristické dilataci a systolickou dysfunkci levé komory
srdecni pfi nepfitomnosti hemodynamické (hypertenze, chlopenni vady) nebo ischemické
pfiCiny dostatecné pro vznik globdlni poruchy systolické funkce. MlzZe byt piitomno také
postiZzeni pravé komory, avSak pro stanoveni diagn6zy neni nutné (Elliott ez al., 2008). Diive
bylo toto onemocnéni povazovano za idiopatické a sporadické, avSak na zdkladé poznatki
v genetice a dalSich oblastech mediciny je dnes DCM pokldddna pfevazné za primarné
podminéné onemocnéni (Veselka et al., 2009).

DCM vede k progresivnimu selhani srdce, poklesu kontraktilni funkce levé komory,
ventrikuldrni a supraventrikuldrni arytmii, abnormalitdm pfevodniho systému, tromboembolii

a k ndhlé srde¢ni smrti. Jednd se o celkem béZné a prevazné nevratné onemocnéni srde¢niho
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svalu. Je treti nejCast&jsi pri¢inou srde¢niho selhdni a nejcastéjsi pfi€inou transplantace srdce
(Maron et al., 2006; Stehlik et al., 2012).

V bézné klinické praxi se stimto onemocnénim miiZzeme setkat pomérné casto.
Napiiklad v americké populaci se jeji incidence odhaduje na 6 piipadii na 100 000 obyvatel
ro¢n¢, prevalence na 36 pacientd na 100 000 obyvatel a béhem sledovaného obdobi méla
tendenci mirné vzrlstat (Codd et al, 1989). V obecné dospélé populaci se prevalence
odhaduje na 1:2500. DCM se mitize klinicky projevit v rizném véku (Maron et al., 2006).
Vyskytuje se jiz v détském véku, jeji incidence poté stoupd a vrcholu dosahuje kolem 50 let
(Charron et al., 2010).

Zékladem diagnostiky je echokardiografie, ptipadné¢ magnetickd rezonance,
pro zobrazeni dilatované levé komory se systolickou dysfunkci (Maron et al., 2006).

Stav, kdy nedochdzi u pacientii s DCM k vyrazné dilataci levé komory, je oznacovan
jako kardiomyopatie s minimalni dilataci (MDCM). Familiarni typ MDCM je pozorovan az
u poloviny pacientll. Klinicky obraz a prognéza MDCM jsou velmi podobné jako u DCM
(Keren et al., 1990).

Zv1astni formou DCM je také peripartdlni neboli t€hotenskd kardiomyopatie (PPCM),
kterd se projevuje srde¢nim selhdnim v poslednim mésici t¢hotenstvi nebo béhem 5 mésict
po porodu (Elkayam et al., 2005). Mezi mozné etiologické faktory patfi myokarditida,
autoimunitni postiZzeni a hemodynamicky stres béhem téhotenstvi. PPCM se muze objevit
v kazdém véku, ale Castéjsi je u Zen starSich 30 let (Elliott et al., 2008).

Vznik dilata¢ni kardiomyopatie miZe mit mnoho pfi¢in. Kromé ¢astého familidrniho
vyskytu miZe byt DCM zpisobena myokarditidou, virovou perzistenci nebo napiiklad
nadmérnym uZivinim alkoholu. Dé&dicné a nedédicné piiCiny vzniku DCM jsou

uvedeny v Tab. 3.

3.8.1. Genetika familiarni DCM

Move

mutacemi  vriaznych genech pro srde¢ni proteiny (Charron et al., 2010;
Burkett et Hershberger, 2005). Byly identifikoviny mutace az ve 40 genech kddujicich
zejména sarkomerické a cytoskeletdlni proteiny a proteiny jaderného obalu (Elliott et al.,
2008; Maron et al., 2006).

Nejcastéjsi zplisob pfenosu je autosomdlné¢ dominantni, ale je mozny také prenos
autosomdlné recesivni a gonozomdlné recesivni. Jako prvni byla identifikovdna mutace

v genu pro dystrofin, ktery je zdkladni soucasti dystroglykanového komplexu propojujiciho
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extracelularni matrix a cytoskeleton myocytt (i kosternich svall) (Elliott er al., 2008;
Maron et al., 2006; Burkett et Hershberger, 2005). Tento typ onemocnéni je oznacovén jako
X-vazana DCM a je alelickou variantou svalovych dystrofii Duchennova a Beckerova typu
s akcentovanym srdeCnim a potlaCenym svalovym fenotypem (Elliott et al., 2008;
Maron et al., 2006). Zptsob pfenosu je v tomto piipadé¢ samoziejme¢ gonosomdlni. Mutace
zaprtiCinujici DCM byly nalezeny 1 u dalSich komponent dystroglykanového komplexu, jedna
se o 0-sarkoglykan, laminin o4 a integrinovou kindzu (Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006;
Burkett et Hershberger, 2005). Desmin je kliCovy protein intermediarnich filament, udrzujici
s obrazem DCM (Burkett et Hershberger, 2005). PostiZeni genti kédujicich proteiny jaderného
obalu, lamin A/C a emerin, zpusobuje autosomaln¢ dominantn¢ vdzanou a X-vazanou formu
Emeryho-Dreifussovy muskuldrni dystrofie srizné vyjddfenym srdecnim postiZzenim,
vyskytujici se zpravidla spole¢né s ptrevodnimi poruchami (Perrot et al., 2007). Mutace
v genu pro lamin A/C jsou spojovany s vySSim rizikem nahlé srdecni smrti
(van Rijsingen et al., 2013).

Az dosud technickd omezeni brdnila vétSimu pifinosu informaci o vSech klinicky
vyznamnych genech asociovanych s DCM ve vétSich kohortach. Tyto hranice byly prekondny
vyuzitim sekvenovani nové generace a mohly tak byt prozkoumdny vSechny geny spojené
s familidarni DCM ve velké kohorté. Vysledkem testovani dosud nejvétsiho poctu pacientl
(celkem 639 pacientil) s familidrni a sporadickou DCM z né€kolika evropskych center bylo, Ze
nejCastéji se nachdzely mutace v genech kddujicich plakophilin 2, myozin-vazebny protein C
a desmoplakin. Krom¢ téchto mutaci byly nalezeny varianty, u kterych se ptfedpoklada
spojitost s DCM, také v genu pro ryanodinovy receptor 2, desmokolin 2 a desmoglein 2. Bylo
také zachyceno velké mnozstvi mutaci, které jsou asociovany i s jinymi typy kardiomyopatii,
zejména s arytmogenni a hypertrofickou kardiomyopatii. Zajimavym zjisténim také bylo
velké procento pacientli s viceCetnymi mutacemi, které Cinilo vice nez 38 %. Zastoupeni
mutaci v jednotlivych evropskych oblastech bylo zhodnoceno jako relativné rovnomérné.
Vysledky tohoto testovani rovnéz podtrhuji vysokou analytickou kvalitu a proveditelnost
sekvenovani nové generace v klinické a genetické diagnostice (Haas et al., 2015).

Nekteré z mutantnich genll spojenych s autosomdlné dominantni DCM kdéduji stejné
kontraktilni sarkomerové proteiny, které jsou zodpovédné za vznik HCM, napiiklad srde¢ni

a-aktin, a-tropomyosin, srde¢ni troponin T, I a C a dals$i (Maron et al., 2006).
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Problémem v diagnostice a 1é¢bé onemocnéni zlstdvd nelplnd exprese fenotypu
v postizenych rodinéch, kterd md za nasledek maskovéni familiarniho vyskytu (Maron et al.,
2006).

Rada nefamilidrnich DCM je studovéna z jiného tGhlu pohledu. Podle nékterych studii
se u fady pacientli, s naptiklad alkoholem navozenou DCM nebo tchotenskou DCM,
pfedpokldadd primarné genetické postiZzeni, které se vlivem jiného spoustéciho faktoru
(alkohol, porodni stres) plné klinicky projevi (Veselka et al., 2009). U asymptomatickych
piibuznych pacienti jsou casto pozorovany podobné zmény v myokardu jako u DCM

(Baig et al., 1998).

Vv

Tab. 3: Piiciny dilata¢ni kardiomyopatie (Veselka et al., 2009)

Dédi¢né priciny Nedédicné priciny
Mutace sarkomerickych proteinii Myokarditida
— infekéni Kawasakiho nemoc
—  toxicki Eosinofilickd nemoc (syndrom Churga-
— autoimunitni St.r aussove) _
Mutace cytoskeletédlnich proteint Virova perzistence
— dystrofin Leky
—  desmin Tehotenstvi
— metavinkulin Enqurinni Po.r“ChY
— sarkoglykanovy komplex Nutrién deficity
. . Alkohol
— cpikardin Tachykardie
Mutace proteinil jaderného obalu
— lamin A/C
— emerin
Kardiomyopatie s minimélni dilataci
Mutace proteint interkalacnich diskt
Mitochondridlni cytopatie

3.9. Restriktivni kardiomyopatie (RCM)

Restriktivni kardiomyopatie je vzdcné onemocnéni vyznacujici se restriktivni
poruchou komorového plnéni bez souCasného zvétSeni systolickych nebo diastolickych
objeml komor a s normélni tloustkou srde¢ni stény. Do tohoto typu kardiomyopatie je také
zafazovana srdecni amyloidéza, coZz je stav sjistou mirou hypertrofie srdecni stény
(Elliott et al., 2008).

Ptesnd prevalence onemocnéni neni zndma, ale jednd se o nejméné rozSifeny typ
kardiomyopatie (Elliott et al., 2008). Zakladem diagnostiky je echokardiografie

a dopplerovské vysetteni, které dokumentuje diastolickou poruchu komor.
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Restriktivni kardiomyopatie mtiZze byt idiopatickd, familidrni nebo muze byt vznik
endokardu (Elliott et al., 2008). Familiarni RCM je casto charakterizovdna autosomalné
dominantni dédicnosti. V asociaci s dédi¢nou formou RCM byly identifikovany mutace
v genech pro sarkomerické proteiny, zejména troponin I, troponin T, esencidlni lehky fetézec
myozinu, tézky fetézec B-myozinu, myopalladin a titin (Elliott et al., 2008; Maron et al.,
2006; Huby er al., 2014). Do spojitosti s timto onemocnénim jsou také davany protein
intermedidarnich filament desmin a jemu piibuzné proteiny, o-B-krystalin a pletin

(Elliott et al., 2008). Mozné piiciny vzniku RCM jsou uvedeny v Tab. 4.

Vv

Tab. 4: Piiciny restriktivni kardiomyopatie (Veselka ef al., 2009)

Dédi¢né priciny Nedédi¢né priciny
Mutace sarkomerickych proteinii Amyloidéza
— troponin | Sklerodermie
— esencidlni lehky fetézec myozinu Endomyokardidlni fibréza
—  t&7ky fetdzec p-myozinu Srdecni postiZzeni karcinoidem
—  myopalladin Metastatiské postizeni
Hereditarni amyloidéza Radiace
Desminopatie Chemoterapeutika (antracykliny)
Pseudoxanthoma elasticum
Hemochromatéza
Fabryho nemoc
Onemocnéni s hromadénim glykogenu

3.10. Arytmogenni kardiomyopatie (pravé komory) (ARVC)

U tohoto typu kardiomyopatie dochdzi k nahrazeni myokardu pravé komory tukovou
a fibrozni tkdni a k ndslednému poSkozeni funkce a dilataci pravé komory a zédroven
ke vzniku elektrokardiografickych abnormalit (Elliott et al., 2008). V nékterych ptipadech
rovnéZ dochdzi i k postiZzeni levé komory, které mize u mensi €asti z nich dokonce dominovat
(Sen-Chowdhry et al., 2008). Z tohoto diivodu je oznaceni arytmogenni kardiomyopatie pravé
komory nepfesné a spravnéj$i termin pro oznaCeni nemoci je tedy spiSe arytmogenni
kardiomyopatie.
a mladé dospélosti, ale k fenotypovym projeviim miize dochdzet pravdépodobné i ve vysSim

véku. Podle jedné ze studii byl medidn stanoveni diagnézy 29 let (Dalal et al., 2005).

Diagnostika je nejCastéji zaloZena na magnetické rezonanci a pocitacové tomografii, ale opird
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se také o zmény na EKG, pfitomnost arytmie, rodinnou anamnézu a v nékterych ptipadech
o vysledek myokardialni biopsie (Marcus et al., 2010; Maron et al., 2006).

Prevalence onemocnéni je nizkd a odhaduje se mezi 1:2000 a 1:5000 (Elliott et al.,
2008; Maron et al., 2006). V n¢kterych oblastech je vSak vyskyt endemicky vyssi. Napiiklad
v Italii je ARVC povazovdna za nejcast§j$i pfi¢inu ndhlé srde¢ni smrti u vrcholovych
sportovct (Maron et al., 2006).

Familiarni typ ARVC vétsinou vykazuje autosomélné dominantni dédi¢nost, i kdyz
pro desmosomadlni proteiny, zejména plakophilin 2, ale také desmoglein 2 a desmocollin 2.
Jsou zndmy 1 varianty s autosomalné recesivnim pienosem, jednd se o mutaci v genu
pro plakoglobin, zpusobujici Naxos disease (syndrom charakteristicky palmoplantarni
keratodermou specidlné u ARVC), a mutace v genu pro desmoplakin, kterd je spojena se
vznikem Carvajalova syndromu (Pinamonti et al, 2014). Uvedené mutace zpisobuji
poskozeni struktury desmosomu, coz vede az ke vzniku arytmii a poruchdm kinetiky.
Se vznikem ARVC jsou vsSak asociovany také dalSi genetické varianty, které byly
identifikovany mimo oblast desmosomu. Jednd se o mutace genu kdédujiciho transformacni
rustovy faktor 3, srdecni ryanodinovy receptor a transmembrdnovy protein 43
(Pinamonti et al., 2014). V ptipadé mozné mutace v genu pro titin u ARVC se zvysuje riziko
srdecniho selhdni a n&hlé srde¢ni smrti (Taylor et al., 2011). Pfiiny vzniku arytmogenni

kardiomyopatie jsou shrnuty v Tab. 5.

Tab. 5: Pri¢iny arytmogenni kardiomyopatie (Veselka et al., 2009)

Dédi¢né priciny Nedédicné priciny
Mutace proteinil interkalacnich diski Zanét

— plakoglobin

— desmoplakin

— plakofilin 2

— desmoglein 2

— desmokolin 2
Mutace srde¢niho ryanodinového receptoru
Mutace transformacniho rastového faktoru 3
Mutace titinu

3.11. Nonkompaktni kardiomyopatie (LVNC)

Podle ESC je nonkompaktni kardiomyopatie fazena mezi neklasifikované

kardiomyopatie. Jedna se o vzacny stav s vyraznou trabekularizaci apikalni ¢ésti levé komory

srdecni a ztenCenou kompaktni subepikardidlni vrstvou myokardu zplisobeny poruchou
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embryogeneze (Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006). Obdobn¢ jako ostatni kardiomyopatie
muze LVNC vést k srdecnimu selhdni i ndhlé srdecni smrti. LVNC se mitiZe nachdzet jako
izolovany nalez nebo je spojena s dalsimi vrozenymi srdecnimi vadami (Maron et al., 2006).

Diagnostika je provddéna pomoci echokardiografie, angiografie a magnetické
rezonance, kdy je zobrazovana trabekularizovand Cast levé komory. Lécba je zaloZena
na terapii srdecniho selhdni a na prevenci tromboembolickych piithod a ndhlé srde¢ni smrti
(Arbustini et al., 2014).

LVNC ma castecné familiarni vyskyt a nejCastéj$i zptisob pifenosu je autosomalné
dominantni. V soucasné dob¢ jsou identifikovany mutace v genech nékterych sarkomerickych
proteinli, v genu pro lamin A/C, cypher/ZASP (strukturdlni protein Z diskli sarkoméry)
(Arbustini et al., 2014; Klaassen et al., 2008) nebo protein tafazzin, jehoZ mutace je vazana
na chromozém X a u kojencii je pfi¢inou vzniku Barthova syndromu s kombinaci fenotypu
DCM a LVNC (Jefferies, 2013). Pfi¢iny dé&di¢né nonkompaktni kardiomyopatie jsou

zaznamenény v Tab. 6.

Tab. 6: Pii¢iny nonkompaktni kardiomyopatie (Veselka et al., 2009)

Dédi¢né priciny

Mutace sarkomerickych proteinii
— tézky fetézec B-myozinu
— srde¢ni aktin
— troponin T
— cypher/ZASP
Mutace laminu A/C
Mutace tafazzinu
Komplexni cyanotické vady srdce
Neuromuskuldrni poruchy
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4. SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Sekvenovani nové generace (Next-generation sequencing = NGS), jinak také masivné
paralelni sekvenovani (Massively Parallel Sequencing = MPS), je zdkladni sekvenacni
metoda, kterd predstavuje nové moznosti v oblasti biomediciny. Jest¢ doneddvna byla
nejpouzivanéjsi technikou pro sekvenovani Sangerova metoda, oznacovand také dideoxy nebo
enzymatickd sekvenace, kterd byla poprvé popsdna vroce 1977 (Sanger et al., 1977).
Nevyhodou této metody je jeji Casovd ndroCnost a relativné nizky pocet soucasné
analyzovanych vzorka (Ansorge, 2009).

Proto jsou v dneSni dob¢ stile vice vyuzivany pravé technologie sekvenovani nové
generace, které umoznuji rychlejsi a levnéjsSi sekvenoviani DNA a RNA a tim i revoluci
ve studiu genomiky a molekuldrni biologie. S pouZzitim téchto novych metod sekvenovéni by
byl projekt sekvenovani lidského genomu, ktery probihal v letech 1990-2003, dokoncen
v fadu nékolika tydnti. Dalsi vyhodou téchto technik je stanoveni sekvenacnich dat
z jednotlivych amplifikovanych fragmenti DNA bez nutnosti klonovani téchto fragmentt.
Limitujicim faktorem vSak zatim ziistdva pomérn¢ vysokd pofizovaci cena pfistroje (Ansorge,
2009), nicmén¢ redlna cena za sekvenaci kompletniho genomu se stdle vyrazné¢ snizuje.

Technologie NGS muze byt pouZzita pro sekvenoviani DNA izolované z jakéhokoli
organismu. Poskytuje cenné informace predstavujici odpovédi na témét vSechny biologické
otdzky (Illumina, 2016). Predstavuje uZiteCny ndstroj pro celou ftadu aplikaci,
napt. sekvenovani genomu de novo, celogenomové nebo cilené resekvenovani pro objevovani
novych mutaci a polymorfismi, analyza transkriptomu a DNA metylovanych oblasti nebo
také mapovani DNA-proteinovych interakci pomoci chromatinové imunoprecipitace
(ChIP-Seq). NGS umoznilo charakterizovat molekuldrni podstatu nejriiznéjSich onemocnéni
(Koubkova et al, 2014) a nachézi tak Siroké uplatnéni v molekuldrni diagnostice dédi¢nych
chorob, infek¢nich onemocnénich, prenatdlni diagnostice, farmakogenomice, v molekularni
diagnostice nddort i jejich prognéze (Guan et al., 2012).

V soucasné dob¢ dominuji sekvenacnimu primyslu ¢tyfi platformy sekvendtorti nové
generace — platforma firmy Illumina, platformy Ion Torrent a SOLID firmy Life Technologies
(Thermo Fisher) a platformy jedno-molekulového sekvenovani spolecnosti Pacific
Biosciences. Technologie pyrosekvenovani 454 firmy Roche 454 je pouZivand ale vyb&hova
technologie (Markets and Markets, 2016). VSechny dostupné sekvenacni platformy vyuZivaji
rozdilnou chemii a odliSné pfistupy k sekvenovdani, ale maji spolecné schéma postupu

sekvenovani, které zahrnuje piipravu sekvenacni knihovny, sekvenovani a detekce nukleotidi
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a softwarovou analyzu ziskanych dat (Koubkova et al., 2014). Klondlni amplifikace v rdmci
ptipravy sekvenacni knihovny muZe probihat emulzni PCR nebo miustkovou PCR
(bridge-PCR). Samotnad sekvenace probihd tfemi nejcastéjSimi zpusoby, sekvenovanim

syntézou, sekvenovanim ligaci nebo pyrosekvenovanim.

4.1. Platforma spole¢nosti Illumina

Sekvenacni technologie spolecnosti Illumina vyuzivaji klondlni amplifikaci pomoci
bridge-PCR a sekvenovani syntézou (SBS), kterd umozni rychlé a ptesné sekvenovani.
Detekce je umoZnéna pomoci reverzibiln€é modifikovanych fluorescenéné znacenych
nukleotidli (Ansorge, 2009).

Diky vysoké vykonnosti, kapacit€¢ acenové hospodarnosti provozu sekvenatory
[Mllumina v soucasnosti ovladaji trh a vyuzivaji se k vétSiné celogenomovych i resekvenacnich
aplikaci zahrnujicich lidsky genom i genomy modelovych organizmii (Shokralla et al., 2012).

Na zacatku piipravy DNA knihovny jsou ke koncim fragmenti DNA piipojeny
specidlni adaptéry - oligonukleotidy. Po denaturaci dvouvldknové DNA jsou fragmenty
pomoci téchto adaptérti hybridizovany ke komplementarnim adaptérim na povrchu reakéni
pratokové komitrky (flow cell) a kazdy fragment je tak jednim svym koncem piipojen
k povrchu komtrky. Pfidinim PCR reagencii za¢ne probihat amplifikace fragmentti DNA,
kdy adaptéry na povrchu komurky slouZi jako primery pro syntézu dsDNA, kterd je ndsledné
denaturovédna, a ptvodni templit je odmyt. Nové nasyntetizované vldkno zlistivd pevné
spojeno s povrchem komirky. Vldkno DNA se nasledn¢ ohne a svym volnym zakoncenim
hybridizuje ke druhému typu adaptéri na povrchu komirky, dojde tedy k tzv. pfemosténi
(odtud oznaceni mistkovd PCR). Pomoci DNA polymerdzy je dosyntetizovano
komplementarni vlidkno DNA a vznika tzv. double-stranded bridge. Tato dvouvlaknovd DNA
je denaturovana a kazdé vlédkno je ptipojeno k povrchu komtirky. Proces pfemosténi, syntézy
komplementarniho vldkna a nésledné denaturace se nckolikrat opakuje a vysledkem PCR
amplifikace jsou ndhodné shluky (klastry) vytvoiené na povrchu komurky, které ¢itaji zhruba
1 000 identickych kopii DNA fragmenti. Na povrchu komurky se nachdzeji vldkna reverse
a forward a v poslednim kroku amplifikace jsou reverzni fetézce odmyty. Forward vldkna
pfipojend k povrchu pritokové komurky jsou pfipravena k sekvenovani (Ansorge, 2009;
Koubkovi et al., 2014; Illumina, 2016). Proces generovani klastrii je zndzornén na Obr. 4.

Reak¢ni smés pouzitd pro sekvenacni reakci a syntézu DNA obsahuje sekvenacni
primery, DNA polymerazu a nukleotidy, znac¢ené kazdy jinym fluorescencnim barvivem. Tyto

nukleotidy maji deaktivovanou na 3” konci OH skupinu, a tim je zajiSténo, Ze je v kazdém
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cyklu inkorporovan pouze jeden nukleotid. Podle templdatu DNA ptipojeného ke komtrce je
syntetizovano nové vldkno pouZitim téchto fluorescencné znacenych nukleotidd. Po zaclenéni
komplementarni baze do vldkna DNA je pomoci detekce urcitého fluorescen¢niho barviva
identifikovan CCD kamerou typ nukleotidu a jeho pozice na povrchu pritokové komiirky.
Fluorescen¢ni barvivo a terminacni skupina na 3°-OH konci je poté zbdze odstranéna
a cyklus syntézy se opakuje (Ansorge, 2009; Koubkova et al., 2014; Illumina, 2016). Proces

sekvenovani syntézou je zndzornén na Obr. S.

Obr. 4: Proces generovani klastrii: Vldkno DNA je pfipojeno k pevnému povrchu komirky
(A), poté dochdzi k vytvoreni mustkti a bridge-PCR (B), tvorbé klastri (C) a nakonec
k navazani sekvenacniho primeru (D) (Illumina, 2016; upraveno).

A B C D

Obr. 5: Postup c¢teni nukleotidi pii sekvenovani syntézou: Sekvenacni primer je
prodlouzen o jednu bazi, fluorescence je odectena a ptidana baze odblokovana (E). Nasleduje
prodluzovani fetézce opakovanim piedchoziho kroku (F) a generovani sekvence zpracovanim
fluorescen¢niho signalu (G) (Illumina, 2016; upraveno).

E F G
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V soucasné dob¢ spolecnost Illumina nabizi 5 typu sekvendtort podle vykonu
a ndroku jednotlivych pracovist. Mensim laboratornim provozim jsou poskytovany pfistroje
fady MiSeq a MiniSeq, které jsou vhodné pro cilené sekvenovani jednotlivych gent, panela
vice genli, exomové sekvenovani, ¢i resekvenovani malych genomt. Pro velkd védecka
pracovisteé, zabyvajici se mimo jiné také sekvenovidnim genomil de novo, lllumina nabizi

piistroje fady HiSeq, HiSeq X a NextSeq (Illumina, 2016).
4.2. Pristupy k sekvenovani

Prostifednictvim masivné paralelniho sekvenovani Ize ziskat sekvence celych genomu
v relativné kratké dob&. Ne vzdy je vSak nutnd identifikace celého genomu. S ohledem na to,
co je cilem analyzy, jsou voleny rizné pfistupy k sekvenovani. Technologiemi NGS je mozné
sekvenovat také cilené oblasti DNA, jako napiiklad oblasti exomu, transkriptomu nebo

specifickych genti (Illumina, 2016).
4.2.1. Celogenomové sekvenovani

Nejkomplexné¢j$i metodou analyzy genomu je celogenomové sekvenovani. Hlavni
vyhodou je ziskani sekvence celé chromosomdalni DNA, vcetné promotorovych a regulanich
oblasti, a tim 1ziskdni informace o Uplném mutatnim profilu daného genomu
(Koubkova et al., 2014). 1 ptesto, Ze je dnes cena sekvenovéni celého genomu mnohem nizsi,
je tento piistup k sekvenovani pro svou ¢asovou a finan¢ni narocnost vhodny spise pro mala
vyzkumnd pracovisté, nez k vyuziti v klinické praxi. Ziskané informace o genomu jsou vSak
dalezitym prostftedkem pro charakterizaci dédicnych onemocnéni, identifikaci novych
a vzacné se vyskytujicich mutaci a sledovéani vyskytu nemoci (Guan et al., 2012). Schopnost
sekvendtoru produkovat velké mnoZstvi dat vytvaii zcelogenomového sekvenovani
vyznamny néstroj vyzkumu genomiky. Casto je tento typ metody spojen se sekvenovanim
lidského genomu, avSak flexibilni charakter technologie NGS umoZiiuje rovnéZz praktické
vyuZziti pro sekvenovani vSech druhii organismu, napiiklad zemé&délsky dileZitych zvitat,

rostlin nebo mikroorganismu souvisejicich s onemocnénim (Illumina, 2016).

4.2.2. Exomové sekvenovani

NejpouZzivanéj§im zplisobem cileného sekvenovani je exomové sekvenovani, kdy jsou
sekvenovany pouze koédujici oblasti, tzv. exomy. Lidsky exom piedstavuje asi 1 % velikosti
celého lidského genomu. Na druhou stranu vSak obsahuje aZ 85 % znamych nukleotidovych

variant zapfiCinujicich riznd onemocnéni. Predstavuje tak cenové efektivni alternativu
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sekvenovani celého genomu a nezanedbatelné je také vySsi pokryti (coverage) sekvenovanych

useki (Koubkova et al., 2014; Illumina, 2016).

4.2.3. Transkriptomové sekvenovani

Transkriptomovd analyza je jednim z nejdilezitéjSich pfistupti pro komplexni
molekuldrni charakteristiku zejména nadorovych onemocnéni. Transkriptom je kompletni
soubor vSech molekul RNA (mRNA, rRNA, tRNA adal$i nekddujici RNA molekuly)
v bunécné populaci ¢i konkrétni buiice. Sekvenovani transkriptomu (RNA-seq) umoZznilo
zasadni prevrat ve studiu transkriptomu a usnadnilo detekci mezigenovych fizi, somatickych
mutaci a alternativnich sestfihovych variant. Diky RNA-seq je moZné presné a citlivé méfit

genovou expresi bez omezeni piedchozich znalosti (Koubkova et al., 2014; Illumina, 2016).

4.2.4. Cilené sekvenovani (targeted sequencing)

Cilené sekvenovani (targeted sequencing) predstavuje inovativni metodu umoZziujici
sekvenovat urCité vybrané geny nebo vymezené oblasti genomu. Takovyto pfistup
k sekvenovani vyrazn¢ Setfi Cas i penize a vyzaduje méné prostoru pro skladovani dat. Jedna
se tak o velmi efektivni metodu pro zkouméni pouze zdjmovych oblasti. Cilené piistupy
mohou také poskytovat vysSSi droven pokryti (coverage), ¢imZz je umoZnéna identifikace
vzacnych variant s nizkou frekvenci v populaci (<5%), jejichz identifikace je pfili§ draha
pii pouZziti alternativnich metod. Cilené sekvenovani tak poskytuje cenové efektivni vysledky
pro studium gena souvisejicich s konkrétni chorobou ¢i diagnézou (Koubkova et al., 2014;

Illumina, 2016).

4.3. Formaty sekvena¢nich dat

Technologiemi NGS je generovdno obrovské mnoZstvi sekvenacnich dat a jejich
Jednim z béZn¢ pouzivanych formatd pro ukldddni a sdileni sekvenacnich dat je formaét
FASTQ (Cock et al., 2009). Vysledkem porovnédni sekvence v tomto formétu s referencni

sekvenci jsou vétSinou soubory forméatu SAM.

4.3.1.Format FASTQ

V oblasti sekvenovani se soubory formatu FASTQ ukézaly jako formdty pro vyménu
dat mezi softwarovymi ndstroji, zejména pro svoji jednoduchost. Tento formét poskytuje
jednoduché rozsiteni formatu FASTA. Jednd se o textové soubory, které obsahuji udaje

o sekvenci a informace o kvalité piecteni danych bazi. Format FASTQ neni standardizovan
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a proto se mizeme setkat s nékolika béZzné pouzZivanymi variantami. Vyznacuje se standardni
ctyitddkovou strukturou. Prvni taddek zacind symbolem @~ a obsahuje pfesné informace
o sekvenci, v¢etn¢ pouzitého piistroje a umisténi klastru na sekvenacni komurce. Druhy fadek
obsahuje samotnou sekvenci ve formatu [IUPAC nomenklatury, tedy sled pismen oznacujicich
jednotlivé baze. Znaky jako jsou tabuldtory nebo mezery nejsou v tomto zdpisu povoleny.

Treti fadek je oznaCen symbolem "+ a vytvaii prostor pro dal$i informace o sekvenci.

Posledni fadek obsahuje informaci o kvalité pfecteni dané baze (Cock et al., 2009).

4.3.2.Soubor SAM/BAM

Soubor formatu SAM (Sequence Alignment/Map format) je textovy soubor
pro uklddani sekvenc¢nich dat v sérii sloupci oddélenych tabuldtory. Predstavuje obecny
formdt porovnani ziskané sekvence a sekvence referencni. Formdt SAM se skldda z ¢ésti
zéhlavi, které je volitelné a za¢ind symbolem “@°, a ¢asti zarovnani (alignment). Kazdy fadek
zarovnani ma 11 povinnych poli a variabilni pocet volitelnych poli, zahrnujici dalsi informace
ze sekvenacni platformy. V Casti zarovnani jsou obsaZeny informace o tom, kde a jak byla
kazda sekvence pfifazena k referenénimu genomu (Center for Statistical Genetics, 2015;
Li et al., 2009).

Bindarnim vyjadienim souboru SAM je soubor oznaCovany jako Binary
Alignment/Map (BAM), ktery tedy obsahuje stejné informace ale v bindrnim
komprimovaném formatu. Oba soubory zahrnuji volitelnou ¢ast zahlavi nasledovanou casti

zarovnani (Li et al., 2009).

4.3.3.Format VCF

Forméat VCF (Variant Call Format) byl vytvofen v rdmci projektu 1000 Genomes.
Jednd se o textovy soubor, ktery slouzi k ukladdni dat o polymorfismu DNA doplnénych
o dalsi informace. Predstavuje soupis nalezenych variant, tedy odchylek od referencni
sekvence. Primarn¢ byl tento forméat vytvofen pro prezentovani nalezenych lidskych
genetickych variant, ale jeho pouZiti neni omezeno a miZe byt vyuZito v ruznych
souvislostech. Format VCF je rozdé€len do dvou ¢asti. Prvni ¢ast predstavuje hlavicku, ktera
obsahuje informaci o verzi VCF, definované filtry a dalsi technické tdaje. V druhé c¢asti se
nachdzi samotny vypis nalezenych variant s pfesnymi informacemi o poloze v genomu. Muze

také obsahovat informace o genotypu vzorkl pro kazdou pozici (Danecek et al., 2011).
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5. MATERIAL A METODIKA
5.1. Material
5.1.1.Biologicky material

Jako biologicky materidl byly pouzity vzorky periferni krve 11 pacientl s dilatacni
kardiomyopatii, které byly poskytnuty pro vyzkumné ucely v rdmci spoluprdce s I. interni
klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. V rdmci prace byly vSechny vzorky anonymizované.
VSichni pacienti podepsali pisemny souhlas s experimentdlnim zpracovanim vzorkl jejich

DNA.

5.1.2.Pouzité kity a chemikalie

101 MagCore® Genomic DNA Whole Blood Kit (RBC Bioscience)
DNA 1000 Analysis Kit (Agilent Technologies)

High Sensitivity DNA Analysis Kit (Agilent Technologies)

MiSeq Reagent Kit v2 — 300 cyklt (Illumina)

TruSight Rapid Capture Kit — 96 samples (Illumina)

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

10mM roztok Tris-Cl, pH 8,5
80% etanol

deionizovana voda

5.1.3.Pristrojové vybaveni

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
C1000 Thermal Cycler (Biorad)

Centrifuge 5430 (Eppendorf)

Centrifuge Z383K (Hermle)

Centrifuge/vortex Combi-Spin (BioSan)

Chip Priming Station (Agilent Technologies)
Ika MS3 S36 Basic Chip Vortex (IKA)
MagCore HF16 (RBC Bioscience)
Minicentrifuge Minispin (Eppendorf)
Mini-Vortex Lab Dancer (IKA)

MiSeq (Illumina)

Plate Shaker-Thermostat PST-100HL (BioSan)
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ThermoMixer® C (Eppendorf)

TProfessional Standard PCR Thermocycler (Biometra)

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

Vacufuge 5301 Vacuum Centrifuge Concentrator (Eppendorf)
Vortex Mixer VX-20 (Labnet)

5.2. Metodika

Vsechny popsané metody praktické &dsti této price byly realizovany na Ustavu
molekuldrni a translaéni mediciny v Olomouci. Piiprava DNA knihovny byla provedena

podle protokolu doddvaného s kitem TruSight Rapid Capture (viz Obr. 6). Pomoci kitu

TruSight Cardiomyopathy bylo u kazdého vzorku sekvenovéano 46 genti (viz Tab. 7).

Obr. 6: Pracovni postup TruSight Rapid Capture

50 ng genomoveé Tagmentace Precisténi
DNA (5 ng/ul) genomové DNA fragmentované DNA
Prvni PCR Precisténi Prvni hybridizace a
amplifikace amplifikované DNA obohaceni
Druha hybrldlgace a Piedisténi DNA Druh?l PCR
obohaceni amplifikace
Kvantifikace DNA 5
Precisténi knihovny a kontrola Redéni a denaturace
amplifikované DNA délky vyslednych DNA knihovny
fragmentu
Sekvenovani
pristrojem
MiSeq
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Tab. 7: Geny vySetfované kitem TruSight Cardiomyopathy (Illumina)

Zkratka genu | Nazev kédujiciho proteinu (v angli¢ting)

ABCC9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9
ACTCI actin, alpha, cardiac muscle 1

ACTN2 actinin, alpha 2

ANKRD1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle)

CASQ?2 calsequestrin 2 (cardiac muscle)

CAV3 caveolin 3

CRYAB crystallin, alpha B

CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein)
CTF1 cardiotrophin 1

DES desmin

DSC2 desmocollin 2

DSG?2 desmoglein 2

DSP desmoplakin

DTNA dystrobrevin, alpha

EMD emerin

FHL?2 four and a half LIM domains 2

GLA galactosidase, alpha

JUP junction plakoglobin

LAMA4 laminin, alpha 4

LAMP? lysosomal-associated membrane protein 2

LDB3 LIM domain binding 3

LMNA lamin A/C

MYBPC3 myosin binding protein C, cardiac

MYHG6 myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha

MYH7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta

MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow

MYL3 myosin, light chain 3, alkali; ventricular, skeletal, slow
MYLK? myosin light chain kinase 2

MYOZ2 myozenin 2

NEXN nexilin (F actin binding protein)

PKP2 plakophilin 2

PLN phospholamban

PRKAG?2 protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit
RBM?20 RNA binding motif protein 20

RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac)

SGCD sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associated glycoprotein)
TAZ tafazzin

TCAP titin-cap

TMEM43 transmembrane protein 43

TNNCI troponin C type 1 (slow)

TNNI3 troponin I type 3 (cardiac)

TNNT2 troponin T type 2 (cardiac)

TPM1 tropomyosin 1 (alpha)

TTN titin

TTR transthyretin

VCL vinculin
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5.2.1.1zolace a priprava DNA

Izolace DNA

Izolaci DNA ze vzorkd periferni krve pacienti provedli pracovnici Ustavu
molekuldrni a translaéni mediciny v Olomouci. Kizolaci byl pouZit automaticky izolator
MagCore HF16 s vyuzitim 101 MagCore® Genomic DNA Whole Blood kitu (RBC

Bioscience).
Redéni DNA

Po izolaci byla genomova DNA postupné fedéna na 10 ng/ul a 5 ng/ul. K fedéni byl
pouzit 10mM roztok Tris-Cl o pH 8,5. Zméfeni koncentrace 10 ng/ul bylo provedeno
fluorometrickym métenim na pfistroji Qubit 2.0 (Invitrogen) s pouZitim Qubit® dsDNA HS
Assay kitu. Na zdklad¢ tohoto métfeni byla DNA natfedéna na findlni koncentraci 5 ng/ul

potfebna pro tagmentaci DNA.

Métfeni DNA na piistroji Qubit 2.0

Ptistroj Qubit 2.0 (Invitrogen) slouZzi ke kvantifikaci DNA, RNA a proteint. Jedna se
o citlivé méfeni zaloZené na fluorometrii. Pfistroj znemoZiiuje interferenci s jinymi slozkami
v roztoku, a proto je na rozdil od jinych kvantifikacnich piistroji velmi specificky. Pro méteni
DNA piistrojem Qubit 1ze pouzit dva rtizné kity umoziujici kvantifikaéni méteni v riznych
koncentracnich rozpétich. Qubit® dsDNA BR Assay Kit umoziiuje méfeni DNA
v koncentra¢nim rozmezi 100 pg/ul az 1 000 ng/ul a Qubit® dsDNA HS Assay Kit dovoluje
méfeni v koncentracich 10 pg/ul az 100 ng/ul. Vystupni naméfenou hodnotu lze pomoci
piistroje automaticky prevést na poZadované jednotky.

Pred samotnym méfenim je nutné pro kazdy vzorek pfipravit 200 ul pracovniho
roztoku Qubit Working Solution (QWS), ktery vznikd smisenim 199 ul Qubit Buffer (QB)
a 1 pul HS/BR Qubit Reagent (QR). K fluorescenénimu méfeni jsou pouZzity specidlni
jednordzové zkumavky. Do téchto zkumavek je QWS napipetovéan spolu se vzorkem DNA,
tak aby celkové mnozstvi smési tvofilo 200 ul, pficemz objem méfené DNA Ize zvolit
v rozmezi{ 1-20 pl. V rdmci mé prace byl méten 1 ul vzorku DNA, ktery byl smisen se 199 ul

QWS.
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5.2.2.Piiprava DNA knihovny

Tagmentace genomové DNA

V tomto prvnim kroku byla genomickd DNA S$tépena na mens$i fragmenty za pomoci
Nextera transposdzy, kterd zdroven ptidala adaptérové sekvence na konce fragmentd
umoziujici ndslednou PCR amplifikaci. Pfedpoklddand velikost ziskanych fragmentii byla
150 bp — 1 kb.

Do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrotitraéni desky bylo napipetovano po 10 pl
genomické DNA o pfedem pfipravené koncentraci 5 ng/ul (celkem tedy 50 ng DNA v jedné
reakci). K tomuto mnoZstvi gDNA bylo pfidano 25 ul Tagment DNA Buffer a 15 ul Tagment
DNA Enzyme. Deska byla zalepena ochrannou félii a obsah byl dikladné¢ promichdn na
ttepacce pii 1 800 rpm po dobu 1 minuty. Poté byla deska centrifugovana po dobu 1 minuty
pii 280 g a nasledné¢ umisténa v termocykleru a zahfivdna 10 minut pfi teploté 58 °C.
Po vyjmuti desky z termocykleru byla reakce zastavena ptfidanim 15 pl Stop Tagment Buffer.
Deska byla opét pielepena ochrannou f6lii a smés byla na tiepacce promisena pii 1 800 rpm
po dobu 1 minuty. Poté byla deska stoena na centrifuze po dobu 1 minuty pii 280 g

a inkubovana 4 minuty pfi pokojové teploté.

PreciSténi tagmentované DNA

PreciSténi tagmentované DNA pomoci magnetickych kulicek je dulezité
pro odstranéni transpozom, které by se mohly pevné vizat na konce DNA a mohly tak
ovliviiovat nebo ruSit navazujici reakce a procesy. Fragmenty DNA jsou navazany
na magnetické kulicky, omyty Cerstvé pfipravenym 80% etanolem a poté z kuli¢ek eluovany
do roztoku.

Do kazdé jamky se vzorkem bylo pfidino 65 pl dobfe resuspendovanych
magnetickych kulicek Sample Purification Beads. Deska byla zalepena ochrannou folii,
protfepdna po dobu 1 minuty pfi 1 800 rpm, inkubovana 8 minut pfi pokojové teploté a poté
centrifugovdna 1 minutu pii 280 g. Néasledné byla na 2 minuty deska umisténa do
magnetického stojanu. Pomoci magnetu byly Cistici kulicky pfichyceny na sténdch jamek
a bylo moZné supernatant z jamek odsit. Po vyjmuti supernatantu ze vSech jamek bylo
ke kulickam ptiddno 200 pl Cerstvé piipraveného 80% etanolu a po ubéhnuti 30 sekund byl
etanol odsan. Tento krok omyti etanolem byl 1x opakovén. Po odsati veskerého etanolu byla
deska ponechdna na magnetickém stojdnku po dobu 10 minut pfi pokojové teploté, aby doslo

k iplnému vysuSeni magnetickych kulicek s navdzanou DNA. Poté byla deska odebrdna
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z magnetického stojanku a do kazdé jamky bylo pfiddno 22,5 ul eluéniho roztoku
Resuspension Buffer. Deska byla prelepena ochrannou f6lif, umisténa 1 minutu na tfepacce
pii 1 800 rpm pro ditkladné promichéni roztoku a inkubovédna 2 minuty pfi pokojové teploté.
Potom byla deska centrifugovdna 1 minutu pii 280 g a na 2 minuty umisténa na magneticky
stojdnek. Nakonec bylo odebrdno z kazdé jamky 20 pl supernatantu a pfeneseno
do odpovidajicich jamek v nové desce. Velikost ziskanych piecisténych fragmentti DNA byla
zkontrolovdna pomoci Cipové elektroforézy v piistroji 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies) s pouzitim High Sensitivity DNA ¢ipu.

Métfeni DNA na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer

Pfistroj 2100 Bioanalyzer spole¢nosti Agilent Technologies umoziuje provedeni
elektroforézy na Cipu. DNA lze méfit dvéma typy Cipll - €ip s oznacenim DNA HS (High
Sensitivity) pro méfeni 11 DNA vzorkd o koncentraci 5-500 pg/ul a délce 50-7 000 bp nebo
¢ip s oznacenim DNA 1000 pro méieni 12 DNA vzorkli o koncentraci 0,1-50 ng/ul a délce
25-1 000 bp. Chemikélie pouzivané pii méfeni jsou uchovavany v lednici pfi teploté 4-8 °C
a 30 minut pfed pouZitim byly vyjmuty z lednice a vytemperovdny na pokojovou teplotu.

Pred analyzou je nutné pfipravit Gel-Dye Mix, ktery je slozen z gel matrix (gel)
a DNA dye concentrate (barva). Ob¢é zkumavky s chemikdliemi byly protfepany na vortexu
a kratce centrifugovany. Do zkumavky s gelem bylo napipetovdno 25 pl barvy. Obsah
zkumavky byl promichdn na vortexu a pienesen na zkumavku s filtrem (soucdst kitu).
Centrifugaci pfi 2 240 g po dobu 15 minut byl obsah zkumavky ptefiltrovdn a Gel-Dye Mix
byl ptipraven k pouZiti.

V postupu byl pouzit ¢ip High Sensitivity DNA, ktery je uren pro méfeni 11 vzorkt
DNA. Cip byl vloZen do pipetovaciho néstavce a pist stifkacky byl nastaven na objem 1 ml.
Do jamky oznacené G bylo napipetovano 9 pl pfipravené smési Gel-Dye Mix. Nastavec byl
uzavien tak, aby stfikaCka navazovala na jamku s napipetovanym gelem. Pist stiikacky byl
stlacen smérem dolii tak, aby byl secvaknut svorkou. Tento krok slouzi k vméstnani gelu
do kapilar v Cipu. Po uplynuti 1 minuty byl pist ze svorky uvolnén. Pro spradvnou aplikaci bylo
nutné, aby se pist samovolné vratil alespoit do poloviny stupnice injektoru (asi 0,5 ml)
a 5 sekund po uvolnéni byl pist manudlné¢ vracen na hodnotu 1 ml, poté byl pipetovaci
nastavec otevien. Gel byl napipetovan do dalSich 3 jamek oznacenych G. Do ostatnich
prazdnych jamek bylo napipetovdno 5 pl markeru a do jamky se symbolem zebiiku 1 pl

ladderu. Do jamek ocislovanych od 1 do 11 byl napipetovéan vzdy 1 pl vzorku DNA. Poté byl
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¢ip vloZen do tiepacky a vortexovan pii 2 400 rpm po dobu 1 minuty. Nakonec byl ¢ip vloZzen

do analyzatoru a byla spuSténa analyza.

Prvni PCR amplifikace

PreciSténé fragmenty DNA jsou v tomto kroku namnoZeny pomoci PCR amplifikace.
K fragmentim DNA jsou pfipojeny indexy i7 a i5, které jsou nutné pro identifikaci
jednotlivych vzorki pfi sekvenovani. Navdzany jsou rovnéz spolecné adaptéry P5 a P7
potiebné pro tvorbu klastri a samotné sekvenovani.

Do kazdé zkumavky s pfeciStenou DNA bylo pfiddno 5 pl indexu i7 (N701-706) a 5 pl
indexu 15 (E501-502) (viz Tab. 8). Poté bylo do kazdé zkumavky napipetovano 20 ul Nextera
Library Amplification Mix. Zkumavky byly uzavfeny, protfepany pii 1 200 rpm po dobu
1 minuty a poté byly centrifugovany 1 minutu pfi 280 g. Nasledné byly vloZeny
do pfipraveného termocykleru a byl spusStétn PCR program, jehoz podminky jsou

uvedeny v Tab. 9.

Tab. 8: Indexy i5 a i7 v jednotlivych vzorcich: vzorek ¢. 12 predstavuje technicky replikat
vzorku €. 9

Index i7
N701 N702 N703 N704 N705 N706

ES501 | Vzorek 1 | Vzorek 2 | Vzorek 3 | Vzorek4 | Vzorek 5 | Vzorek 6

IndexiS E502 | Vzorek 7 | Vzorek 8 | Vzorek 9 | Vzorek 10 | Vzorek 11 | Vzorek 12

Tab. 9: Podminky prvni PCR amplifikace fragmentované DNA

Krok reakce Teplota | Cas Pocet cykla
Zahiivani 72 °C 2 minuty | 1

Pocatec¢ni denaturace | 98 °C 30 sekund | 1
Denaturace 98 °C 10 sekund

Ptipojeni primert 60 °C 30 sekund | 10

Extenze 72 °C 30 sekund

Konec¢na extenze 72 °C 5 minut 1

Chlazeni 10 °C o0 -

Prvni precdi$téni amplifikované DNA

Nésledné precisténi amplifikované DNA bylo nutné pro odstranéni nezadoucich
produkt a byly k tomu opét pouZzity magnetické kulicky podobné jako v kroku ptecisténi

tagmentované DNA.
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Po vyjmuti z termocykleru byly zkumavky centrifugovdny 1 minutu pii 280 g. Z kazdé
zkumavky bylo odebrano 50 pl vzorku a vloZeno do odpovidajici jamky na nové 96 jamkové
desce. Do jamek bylo ptidano 90 ul dobfe resuspendovanych magnetickych kulicek (Sample
Purification Beads). Nésledné piecisténi probihalo stejn¢ jako v predeslém kroku, liSilo se
pouze v poslednim kroku, kdy bylo k vzorklim ptiddno 27 pul Resuspension Buffer pro eluci
DNA, z néhoZ bylo odebrdno 25 pul Cistého supernatantu a pipetovdno do odpovidajicich
jamek nanové desce. Zkazdého vzorku byl 1 pl podroben analyze pomoci piistroje
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim Agilent DNA 1000 ¢ipu.

V piipadé¢, Ze nelze dile pokraCovat v postupu, je mozné vzorky zmrazit pti teploté

-15 a7 -25 °C po dobu maximdln¢ 14 dnt.

Prvni hybridizace

V tomto kroku dochdzi k hybridizaci DNA se sondami cilenymi ke specifickym
oblastem molekuly DNA s navdzanym biotinem. Doporucend délka a teplota hybridizace je
dualezita pro spravné a specifické navazani sond na DNA.

Pted samotnou hybridizaci bylo vSak nutno vzorky smisit tak, aby bylo k hybridizaci
pouzito stejné mnoZstvi DNA od kazdého vzorku — provést tzv. poolovani vzorki. Z kazdého
vzorku byl odebran objem odpovidajici 500 ng DNA. Celkovy obsah poolu tak byl 6 000 ng
DNA. Pro hybridiza¢ni reakci bylo potieba zajistit, aby celkovy objem poolu ¢inil 40 pl,
a v piipadé ziskdni vétstho objemu poolu byl objem snizen pomoci centrifuga¢niho
zakoncentrovani s pouZzitim pfistroje Vacufuge 5301 Vacuum Centrifuge Concentrator
(Eppendorf). V ptipad¢, zZe by byl objem poolu mensi nez 40 ul, byl by objem doplnén na tuto
hodnotu pomoci Resuspension Buffer.

Po dosazeni objemu 40 ul, bylo k poolu pfiddno 50 ul Enrichment Hybridization
Buffer a 10 ul TruSight Content Set CSO (Custom Selected Oligos) obsahujici specifické
proéby, lisici se podle experimentu. Smés byla ndsledné promichdna 1 minutu na tfepacce
pii 1 200 rpm, poté byla centrifugovdana 1 minutu pfi 280 g a vloZena do termocykleru
s nastavenym hybridizanim programem (viz Tab. 10). Délka hybridizace byla pfiblizné

14 hodin.

Tab. 10: Podminky prvni hybridizace

Krok reakce Teplota Cas Pocet cykla
Pocétecni hybridizace | 95 °C 10 minut 1
Denaturace 94 °C a pokles 2 °C/min | 1 minuta 18
Hybridizace 58 °C 90 minut — 24 hodin | 1
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Prvni obohaceni (enrichment)

Po hybridizaci dochdzi k tzv. enrichmentu, jednd se o obohaceni vzorku za pomoci
streptavidinovych kuli¢ek, na kterych jsou navazany pouze cilené tiseky. Na tyto useky jsou
biotinem prichyceny specifické sondy, které jsou pfipojené k cilovym oblastem DNA.
Nésledujici dva kroky zahrnuji promyvéni za zvySené teploty, které slouZi k odstranéni sond
s nespecifickou vazbou. Obohacend DNA knihovna je poté eluovdna z kuli¢ek a piipravena
k druhé hybridizaci.

Po vyjmuti z termocykleru byla deska s poolem centrifugovdna 1 minutu pfi 280 g.
Objem byl piepipetovan do nové jamky a k nému bylo pfiddno 250 ul dobie rozmichanych
streptavidinovych magnetickych kulicek (Streptavidin Magnetic Beads). Smés byla
protfepdna 5 minut pfi 1 200 rpm a inkubovana 25 minut pii pokojové teploté. Poté byla
deska centrifugovdna 1 minutu pii 280 g. Nésledn¢ byla deska umisténa na magneticky
stojdnek po dobu 2 minut pii pokojové teploté. Po usazeni vzorku ke stén€¢ byl vSechen
supernatant opatrn¢ odebrdn. Deska byla odebrana z magnetického stojanku a do jamky bylo
pfidano 200 pl Enrichment Wash Solution. Smés byla poté protiepana 4 minuty pii 1 800 rpm
a pipetou jemn¢ a dikladn¢ promichana. Nasledn¢ byla deska inkubovana 30 minut pti 50 °C
v inkubdtoru. Po inkubaci byla deska ihned umisténa na magnetickych stojinek po dobu
2 minut a veSkery supernatant byl odsidn. Postup promyvéani s 200 ul Enrichment Wash
Solution byl jednou opakovan a po odsati supernatantu bylo ke smési ptidano 23 ul elucni
smési, kterd byla pfipravena pro jeden vzorek v nadbytku z 28,5 ul Enrichment Elution
Buffer 1 a 1,5 ul 2N NaOH. Smés byla protiepdna 2 minuty pii 1 800 rpm a poté inkubovéina
2 minuty pii pokojové teploté. Nésledné byla deska centrifugovdana 1 minutu pfi 280 g
a umisténa na magneticky stojinek po dobu 2 minut. Potom bylo 21 ul vzorku pfeneseno
do nové jamky a byly pfidany 4 ul Elute Target Buffer 2 pro neutralizaci eluce. Smés byla

protiepana 1 minutu pii 1 200 rpm a deska centrifugovdna 1 minutu pfi 280 g.

Druh4 hybridizace

Tento a nésledujici krok je v podstaté¢ zopakovanim postupu prvni hybridizace
a obohaceni. Tato druhd hybridizace zajiSt'uje vysokou specificnost cilenych tsekl a i zde je
nutné dodrzet teplotu a délku hybridizace.

K precisténému vzorku bylo ptfiddno 15 pl Resuspension Buffer, 50 ul Enrichment
Hybridization Buffer a 10 ul TruSight Content Set (CSO), smés byla promichana na tiepacce
po dobu 1 minuty pii 1 200 rpm a deska centrifugovdna 1 minutu pii 280 g. Poté byla deska

opét vloZena do termocykleru s nastavenym hybridiza¢nim programem (viz Tab. 11).
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Tab. 11: Podminky druhé hybridizace

Krok reakce Teplota Cas Pocet cyklu
Pocétecni hybridizace | 95 °C 10 minut 1
Denaturace 94 °C a pokles 2 °C/min | 1 minuta 18
Hybridizace 58 °C 14,5 — 24 hodin | 1

Druhé obohaceni (enrichment)

Po vyjmuti z termocykleru byl vzorek obohacen pomoci streptavidinovych kulicek

a eluovan stejnym postupem jako v kroku prvniho obohaceni.

PreciSténi obohacené DNA

S pouzitim magnetickych kulicek byla DNA piecisténa a pfipravena ke druhé PCR
amplifikaci.

K 25 pl DNA knihovny bylo pfiddno 45 pl Sample Purification Beads a smés byla
protiepana 1 minutu pfi 1 800 rpm a inkubovédna 10 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci
byla deska centrifugovdna 1 minutu pii 280 g a umisténa na magneticky stojanek po dobu
2 minut. Po usazeni kuli¢ek na stén¢ jamky byl odebran veskery supernatant a do jamky bylo
pfidano 200 pl Cerstvé pripraveného 80% etanolu. Po 30 sekundich byl etanol odsan a krok
promyti byl zopakovéan. Poté byl vzorek ponechdn 10 minut pti pokojové teploté pro dokonalé
usuSeni. Ndasledn¢ byla deska odebrdna z magnetického stojanku a do jamky bylo pifiddano
27,5 ul Resuspension Buffer. Vzorek byl protfepan 1 minutu pfi 1 800 rpm a inkubovén
2 minuty pfi pokojové teploté. Poté byla deska centrifugovdna 1 minutu pii 280 g a opét
vloZena na magneticky stojanek. Po 2 minutdch usazovani kuli¢ek na sténu jamky bylo

opatrn¢ preneseno 25 ul precisténého vzorku do nové jamky.

Druha PCR amplifikace

V tomto kroku jsou vychytané cilové tseky DNA amplifikoviany pomoci 12 PCR
cykli. Béhem PCR reakce jsou k DNA pfipojeny sekvenacni primery, kterymi se jednotlivé
fragmenty pfichycuji k pratokové komtrce sekvenatoru.

Do zkumavky s 25 pl DNA knihovny bylo pfiddno 5 ul smési primertt PCR Primer
Cocktail a 20 pl reakéni smési Nextera Enrichment Amplification Mix. Smés byla protfepdna
1 minutu pfi 1 200 rpm a zkumavka byla centrifugovdna 1 minut pii 280 g. Poté byla
zkumavka vloZena do termocykleru s nastavenym PCR programem, jehoZ podminky jsou

uvedeny v Tab. 12.
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Tab. 12: Podminky druhé PCR amplifikace DNA

Krok reakce Teplota | Cas Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace | 98 °C 30 sekund | 1
Denaturace 98 °C 10 sekund

Ptipojeni primert 60 °C 30 sekund | 12

Extenze 72 °C 30 sekund

Konecna extenze 72 °C 5 minut 1

Chlazeni 10 °C 00 -

Druhé piecisténi amplifikované DNA

Po PCR amplifikaci je DNA opét pieciSténa pomoci magnetickych kulicek
pro odstranéni nezddoucich produktti.

Po vyjmuti ztermocykleru byla zkumavka centrifugovdna 1 minutu pii 280 g.
K celkovému mnoZzstvi 50 pl amplifikované DNA pienesenému do jamky v desce bylo
pfiddno 90 pl dobfe rozmichanych streptavidinovych magnetickych kulicek (Sample
Purification Beads). Smés byla protfepdna 1 minutu pii 1 800 rpm a inkubovadna 10 minut
pii pokojové teploté. Poté byla deska centrifugovdna 1 minutu pfi 280 g a umisténa na
magneticky stojdnek po dobu 2 minut. Po usazeni kuli¢ek na sténé jamky byl odebrin
supernatant a magnetické kulicky opatrné promyty 200 ul Cerstvé pfipraveného 80% etanolu.
Po oplachu byl veskery etanol odsdn a vzorek byl ponechan 10 minut pfi pokojové teploté
pro uplné odpateni zbytkového alkoholu. Poté byla deska odebrdna z magnetického stojanku
a ke vzorku bylo ptiddno 32 pul Resuspension Buffer. Smés byla protfepana 1 minut
pfi 1 800 rpm a inkubovdna 2 minuty pii pokojové teploté. Nasledné byla deska
centrifugovdna 1 minutu pii 280 g a vloZena na magneticky stojdnek na dobu 2 minut.
Po usazeni magnetickych kuli¢ek na sténu jamky bylo 30 ul pfipravené DNA knihovny

pfepipetovano do nové jamky na desce.

Kvantifikace, fedéni a denaturace findlni DNA knihovny

Pred samotnou denaturaci byla DNA kvantifikovina pomoci pfistroje
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim Agilent High Sensitivity Cipu
a fluorometru Qubit (Invitrogen). DNA byla poté fedéna na pozadovanou koncentraci
a k 15 ul zfedéné DNA bylo ptidano 15 ul ziedéného NaOH, ktery byl piipraven smichdnim
10 ul NaOH a 240 ul H2O. Ze smési DNA-NaOH bylo odejmuto 10 pl a smichdno s 990 ul
Hyb Buffer (HT1). Z této smési bylo odebrdno 600 ul a napipetovdno do sekvenacni kazety
(cartridge).
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5.2.3.Sekvenace na pristroji MiSeq

Cely sekvenacni systém byl pfed spusSténim analyzy promyt roztokem Tween 20
0 0,5% koncentraci. Reagen¢ni cartridge, kterd obsahuje chemikalie potfebné k sekvenovéni,
byla pfed analyzou rozmraZena a do vyznaceného otvoru bylo napipetovdano 600 ul nafedéné
DNA knihovny. Poté byla cartridge spolu s lahvi pufru vloZena do pfistroje. Priitokova
komirka byla omyta destilovanou vodou, dosucha ocisténa a vloZena do pfistroje.

Na sekvenatoru byl spuStén program Illumina Experiment Manager verze 1.8 a s jeho
pomoci byl vytvofen Sample Sheet, ktery uddva instrukce piistroji MiSeq. Byla zvolena
kategorie Targeted Resequencing a Enrichment. Ze sekvenacni cartridge byl opsdn Reagent
Cartridge Barcode a sekvenacni b¢h byl pojmenovan. Dale byl zadan pocet Cteni 2x 151 bazi
a jednotlivym vzorklim byly pfifazeny piislusné indexy i5 a i7. Nakonec byl vloZen seznam
analyzovanych oblasti (TruSight Cardiomyopathy Manifest) a analyza byla spusténa.

Nedilnou soucésti pristroje MiSeq je program MiSeq Reporter, ktery po skonceni
analyzy vygeneroval datové soubory FASTQ, BAM a VCEF. Datové soubory VCF byly
zpracovany v programu Variant Studio verze 2.2.3. a informace o zdvaZnosti jednotlivych
nalezenych variant byly vyhodnoceny na zdklad¢ udaji z databaze ClinVar a odbornych

literarnich zdroju.
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6. VYSLEDKY
6.1. Dil¢i vysledky pripravy DNA knihovny

Poskytnutd DNA byla izolovdna a dostatecné fragmentovdna v procesu tagmentace
DNA a délka fragmentii DNA odpovidala pfedpoklddané délce 150 bp-1 kb (viz Obr. 7). Poté
byla DNA uspésné amplifikovdna PCR reakci. Pied nésledujici hybridizaci bylo provedeno
tzv. poolovani vzorkl. K hybridizaci bylo nutné pouzit stejné mnozstvi DNA od kazdého
vzorku a vzhledem k tomu, Ze bylo k experimentu pouzito 12 vzorkd, byl vytvofen pouze
jeden pool. Kazdého vzorku bylo pouZito takové mnoZstvi, aby odpovidalo 500 ng DNA
(viz Tab. 13). Smisenim vzorki byl ziskdn objem 90 ul, a protoZe bylo nutné k hybridizaci
pouzit pouze 40 ul, byl objem poolu sniZzen pomoci centrifugacniho zakoncentrovani
piistrojem Vacufuge 5301 Vacuum Centrifuge Concentrator (Eppendorf).

Obr. 7: Priklad elektroferogramu provedené elektroforézy pro kontrolu fragmentace
DNA: osa x — velikosti fragmenti DNA v bp; osa y — pocet danych fragmentti
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Tab. 13: Poolovani 12 vzorki pred prvni hybridizaci

Objem vzorku . .
. . Objem, ktery
Cislo vzorku Koncentrace obsahujici Objem poolu je potieba
DNA (ng/ul) 500 ng DNA (ul) .
odparit (ul)
(ul)
1. 82,6 6,05
2. 72,8 6,87
3. 85,6 5,84
4. 69,8 7,16
5. 74,6 6,70
6. 59,8 8,36
= 63.0 735 90,09 50,09
8. 43,6 11,47
0. 59,0 8,47
10. 66,2 7,55
11. 68,2 7,33
12. 72,0 6,94

Po uspésné provedeném obohaceni (enrichment), dal$i hybridizaci a nasledné PCR
amplifikaci byla pfipravend DNA knihovna kvantifikovdna a dédle fedéna a denaturovéna.

S pouZzitim néasledujiciho vzorce byla ziskana koncentrace DNA v nmol/ul.

(koncentrace DNA v ng/ul)

.10 =k t 1/ul
(660 g/mol . primérna délka DNA) ocentrace v nmol/u

Koncentrace piipravené DNA knihovny byla 1,3 ng/ul a primérnd délka fragmentl cinila
cca 350 bp (viz Obr. 8). Tedy:

1,3 ng/ul
(660 g/mol .350) °

10® = 5,628 nmol/ul

Pozadovana koncentrace pro postup sekvenovéni byla 1,7 nmol/ul. DNA tedy byla fedéna
3,3x, smisenim 10 ul DNA a 23 pl H;0O. Takto fedénd DNA knihovna byla nésledné
denaturovdna pomoci NaOH a pfipravena k samotnému postupu sekvenovani na platformé

IIlumina.
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Obr. 8: Elektroforetogram provedené elektroforézy pro kvantifikaci DNA:
osa x — velikosti fragmentii DNA v bp; osa y — pocet danych fragmentt
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6.2. Vysledky analyzy DNA

Kitem TruSight Cardiomyopathy bylo u kazdého vzorku vySetfeno 46 genil
v odpovidajici délce 245 kb. Vystupem ze sekvendtoru, se kterym bylo ddle pracovano, byly
sekvence zapsané ve formatu VCF. Tyto VCF datové soubory byly vloZeno do programu
Variant Studio verze 2.2.3 a ddle analyzovény a filtrovany. Sekvenovand data byla filtrovdna
podle kvality a byly odfiltrovény alely, jejichz zastoupeni v populaci je >5 % a také konkrétné
v evropské populaci >5 %. Déle byly odfiltrovany varianty s detekovanou frekvenci varianty
<20 %. S uzitim dalsiho filtru, zaméteného na piipadnou patogenitu mutace, byly zobrazeny
pouze sestfihové varianty, mutace nesmyslné, posunové mutace (frameshift), ztrity
a delece.

Celkem bylo nalezeno 1 286 jednonukleotidovych variant a 50 indel variant. Praimérné
bylo u kazdého pacienta zjiSt€éno 117 jednonukleotidovych variant a 8 indel variant. Pocet
nalezenych jednonukleotidovych zdmén a indel variant u jednotlivych pacientli je
zaznamendn v Tab. 14.

Pomoci filtrovani bylo vytipovano 28 mutaci v 9 genech: DSC2, DSP, JUP, LAMA4,
MYBPC3, MYLK2, PKP2, TMEM43 a TTN. Nejcast&ji se nachiazely mutace v genu TTN.

Cetnost mutaci v jednotlivych genech je zaznamenana v Tab. 15. V naprosté vétsing pifpadi
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se jednalo o missense varianty, kterych bylo nalezeno 25. Déle byla detekovana 1 frameshift
varianta, 1 varianta sestfihovd a 1 varianta nesmyslni. Z celkového poctu nalezenych
jednonukleotidovych variant byly 4 varianty oznaceny jako potencidlné Skodlivé, 10 variant
bylo pravdépodobné benignich a u 14 variant byla jejich zdvaznost neznama (viz Tab. 16).

Tab. 14: Pocet nalezenych jednonukleotidovych a indel variant ve vzorcich: jednotlivé

nukleotidové varianty - single nucleotide variant (SNV), databize jednonukleotidového
polymorfismu - single nucleotide polymorphism database (dbSNP)

Vzorek | Pocet SNV | Procentuilni zastoupeni SNV | Pocet indel variant
nalezenych v dbSNP
1 99 92.9 % 4
2 134 99.3 % 5
3 151 98.7 % 5
4 94 100.0 % 6
5 106 98.1 % 6
6 110 95.5 % 3
7 126 98.4 % 5
8 127 98.4 % 5
9 100 96.0 % 3
10 132 94.7 % 5
11 107 98.1 % 3

Tab. 15: Cetnost nalezenych mutaci v jednotlivych genech

Gen Pocet mutaci Procentualni zastoupeni mutaci v genu
z celkového poctu mutaci
DSC2 1 3,6 %
DSP 5 17,9 %
JUP 1 3,6 %
LAMA4 2 7,1 %
MYBPC3 1 3,6 %
MYLK2 2 7,1 %
PKP2 2 7,1 %
TMEMA43 1 3,6 %
TTN 13 46, 4 %
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Tab. 16: Nalezené varianty u jednotlivych pacienti a jejich zavaZnost: mutace majici
smysl (missense), posunové mutace (frameshift), nesmyslnd mutace (stop-gained)

Pacient Mu;(glany Nalezena mutace VarII“i):,lII)l ty Zavaznost
1 TMEMA43 NP_077310.1:p.Arg312Trp missense Predpoklddané patogenni
PKP2 NP_004563.2:p.Ser70Ile missense Nezndma
DSC2 NP_077740.1:p.Ala897LysfsTer4 | frameshift Predpoklddané benigni
2 TTN NP_001254479.1:p.Arg3120GIn missense Nezndma
TTN NP_001254479.1:p.His10092Tyr | missense Nezndma
MYBPC3 NP_000247.2:p.Val189lle missense Predpoklddané benigni
3 TTN NP_001254479.1:p.Arg3367GIn missense Nezndma
DSP NP_004406.2:p.Glu1833Val missense Predpoklddané benigni
4 Nalezeny pouze intronové varianty
5 DSP NP_004406.2:p.Glu1833Val missense Predpoklddané benigni
TTN NP_001254479.1:p.Argl4567Thr | missense Nezndma
JUP NP_002221.1:p.Asnd25Asp missense | Ticopoklddané patogenni,
nejasného vyznamu
6 . Predpokladané benigni
PKP2 NP_004563.2:p.Ala372Pro missense Lo . ’
nejasného vyznamu
7 Nalezeny pouze intronové varianty
3 DSP NP_004406.2:p.11e305Phe missense Predpoklddané benigni
TTN NP_001254479.1:p.Arg3193Ter | stop-gained | Predpoklddané patogenni
MYLK2 NP_149109.1:p.Prol44Ala missense Nejasného vyznamu,
moZznd patogenita
9 TTN NP_001254479.1:p. Thr4957Ser missense Nejasného vyznamu
TTN NM_001267550.1:¢.18870A>G fé’;iﬁi Predpoklddané patogenni
LAMA4 NP_001098676.2:p.Arg545Cys missense Nezndma
DSP NP_004406.2:p.11e305Phe missense Benigni
10 TTN NP_001254479.1:p.Glu2774Asp missense Nezndma
TTN NP_001254479.1:p.Ala6954Val missense Benigni
TTN NP_001254479.1:p.Argl0130His | missense Nezndma
MYLK2 NP_149109.1:p.Asn278Lys missense Nezndma
LAMA4 NP_001098676.2:p.Arg545Cys missense Neznama
1 DSP NP_004406.2:p.11e305Phe missense Predpoklddané benigni
TTN NP_001254479.1:p.Asp7596His missense Predpoklddané benigni
TTN NP_001254479.1:p.Ser7726Leu missense Nezndm4
TTN NP_001254479.1:p.Asp15110Asn | missense Nezndma

6.3. Kvalita sekvena¢nich dat

Celkova délka sekvence cilové oblasti byla 244 995 bp. Vytézek sekvenacniho béhu
¢inil 4,01 Gbp. Celkem prob¢hlo béhem sekvenovani 13 442 908 cteni, z nichz 12 756 467
proslo vnitfnim filtrem kvality sekvenovani. Hustota &inila 694 + 48 tisic klastrfi/mm?, z nich%

94,86 + 0,64 % proslo vnitinim filtrem kvality. Primérna délka sekvenovanych fragmentQ
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byla 200 bp. Primérnd délka sekvenovanych fragmentl jednotlivych vzorkl je zaznamendna

v Tab. 17. Pokryti sekvenovdni odpovidd celkovym sekvenacnim vystupnim datim

vydelenych velikosti DNA, kterd je sekvenovédna. Pocet nukleotidi ze cteni, které byly

mapovany do dané pozice, je uveden v Tab. 18. Dalsi vlastnost sekvenovani, rozdéleni

jednotlivych ¢teni mezi vzorky, je zaznamendna v Tab. 19. Z uvedenych hodnot vyplyva, ze

vzorek ¢. 8 vykazoval niz8i objem sekvenovéni, pocet ¢teni a pokryti sekvenovani tohoto

vzorku je vSak dostacujici. Optimalizaci by bylo zvyseni koncentrace sekvenované DNA.

Tab. 17: Prehled délek fragmenti sekvenované DNA

Primérna délka Minimalni délka Maximalni délka
Vzorek sekvenovanych sekvenovanych sekvenovanych
fragmentii fragmentii fragmentii
1 208 bp 87 bp 456 bp
2 198 bp 73 bp 429 bp
3 201 bp 79 bp 428 bp
4 199 bp 86 bp 418 bp
5 203 bp 81 bp 434 bp
6 199 bp 79 bp 422 bp
7 188 bp 51bp 400 bp
8 183 bp 44 bp 378 bp
9 208 bp 72 bp 454 bp
10 218 bp 79 bp 481 bp
11 195 bp 62 bp 421 bp
Tab. 18: Prehled pokryti sekvenovani jednotlivych vzorki
Pocet nukleotidii prirazenych k
dané oblasti (primérny pocet piipadu, Procentualni Procentualni
Vzorek | kdy je konkrétni baze sekvenovana zastoupeni oblasti | zastoupeni oblasti
nezavislymi ¢tenimi) — pokryti pokrytych 20x pokrytych 50x
sekvenovani
1 385,6x 99,8 % 98,9 %
2 312,3x 99,7 % 98,2 %
3 550,8x 99,9 % 99,4 %
4 326,7x 99,5 % 97,9 %
5 550,1x 99,8 % 99,5 %
6 442 9x 99,7 % 98,8 %
7 489,2x 99,5 % 98,2 %
8 237,9x 97,3 % 91,6 %
9 640,8x 99,9 % 99,6 %
10 627,1x 99,9 % 99,7 %
11 528,1x 99,8 % 99,1 %
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Tab. 19: Prehled nékterych charakteristik sekvenovani — rozdéleni jednotlivych ¢teni
mezi vzorky na zakladé indexu (demultiplexace)

Vzorek | Pocet klastrii | Pocet ¢teni | Pocet Cteni prifazenych k referen¢ni sekvenci
1 847 824 1 695 648 1 646 902
2 700 310 1 400 620 1 361 269
3 1174 533 2 349 066 2 294 696
4 730 015 1 460 030 1419 340
5 1 179 445 2 358 890 2 301 229
6 937 039 1 874 078 1 832 287
7 1 062 463 2 124 926 2076 935
8 539 380 1078 760 1049 718
9 1262473 2 524 946 2 469 346
10 1351977 2703 954 2627 423
11 1 077 385 2154 770 2 108 899
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7. DISKUZE

Pro spravny pribeh sekvenovani je dileZitd spravnd a piesnd piiprava DNA knihovny.
V nasem piipadé¢ se vSak krok fragmentace vzorki DNA jevil jako problematicky.
V optimdlnim piipadé mély mit nejvétsi zastoupeni fragmenty o velikosti kolem 250 bp.
N¢ékteré vzorky byly ovSem madlo fragmentované a obsahovaly vétsi pocet fragmenti
o velikosti vétsi nez 250 bp (Obr. 9). Optimalizaci kroku bylo zvySeni poctu otacek tiepacky.
Vyrazny posun vSak nebyl pozorovan. V pribéhu dalsiho postupu piipravy knihovny se ale
ukazalo, ze i tak byla fragmentace dostatecnd a nerusila Zddné nasledujici reakce. Dlkazem
toho je, Ze vzorek €. 9 a jeho technicky replikét, ktery byl oznacen jako vzorek €. 12 a zaroven
nebyl dostate¢né fragmentovan, davali stejné vysledky nalezenych variant.

Klastrovani vrdmci sekvenovani bylo relativné nizké a cCinilo 694 + 48 tisic
klastri/mm?. Podle specifikaci pouZitého kitu danych vyrobcem by se méla hustota klastri
pohybovat v rozmezi 865-965 tisic klastri/mm?. Klastrovani by tedy bylo vhodné navysit
pouzitim koncentrace DNA ptfed denaturaci vyss$i neZ byla zvolend koncentrace 1,7 nM,

napiiklad 2,2 nM.

Obr. 9: Priklad elektroforetogramu provedené elektroforézy DNA vzorku s nizkou
fragmentaci: osa x — velikosti fragmentii DNA v bp; osa y — pocet danych fragmentti
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Jednotlivé vzorky pacientl byly samoziejmé analyzovany z toho pohledu, jaky dopad
by mohly mit nalezené varianty na vznikajici aminokyselinu nebo samotny protein. Z toho

divodu byly filtrem vybrany mutace ménici smysl, tedy bodové substitu¢ni mutace ménici
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konkrétni kodon a vedouci k zdméné aminokyseliny vznikajiciho proteinu. Zajmové byly také
varianty sestfihové, kdy mutaci v misté sesttihu dochédzi k odliSnému alternativnimu sestfihu
a tim ke tvorb¢ odlisného proteinu, a také mutace frameshift, které inserci nebo deleci baze
meéni Cteci rdmec, a stop-gain a stop-lost, které mohou mit velky vliv na funkci proteinu.
V ramci programu Variant Studio byla predikce patogenity nalezenych variant testovdna
programem SIFT (http://sift.jcvi.org/) a PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
Jednd se o nastroje, které piredpovidaji, zda substituce urc¢ité aminokyseliny mize ovliviiovat
funkci proteinu. Pro vysledné hodnoceni zdvaZnosti nalezené varianty byla také prohleddvéana
databaze ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), kterd ptfedstavuje vetfejny archiv
obsahujici informace o dosud zjiSténych vztazich mezi nalezenymi variantami a lidskym
fenotypem, a dalsi literarni zdroje.

U pacienta 1 byla nalezena pouze jedna mutace, a to v genu pro transmembranovy
protein 43. Jednalo se o proteinovou zdménu p.Arg312Trp. Tato varianta byla pomoci SIFT
a PolyPhen-2 zhodnocena jako pravdépodobné poSkozujici funkci proteinu a jako Skodliva.
Studie z roku 2013 (Haywood et al.), ktera testovala celkem 198 rodin s diagnostikovanou
arytmogenni kardiomyopatii, prezentuje tuto variantu jako opakujici se a velmi
pravdépodobné patogenni v souvislosti se vznikem arytmogenni kardiomyopatie. Vzhledem
k tomu, Ze existuji studie (Haas et al., 2015), které potvrzuji ndlez velkého mnoZstvi mutaci
u pacienti s DCM asociovanych i1 s ARVC, lze predpoklddat patogenni zdvaznost
i ve spojitosti s DCM.

U pacienta 5 byla detekovdna proteinova zdména p.Glul833Val v genu kdédujicim
desmoplakin. Programy SIFT a PolyPhen-2 zhodnotily tuto variantu jako pravdépodobné
Skodlivou a majici vliv na funkci proteinu. Z testovani z roku 2010 (Barahona-Dussault et al.)
vSak vychdzi, Ze nalezend varianta je v populaci relativné bézna (1,5 %) a podle studie
Gehmlicha et al. (2011) se jednd o variantu pravdépodobné benigni. Druhou nalezenou
variantou byla proteinovd zameéna p.Argl4567Thr v genu pro titin, kterd neni dosud popsdna
v zadné literature.

Celkem bylo nalezeno 28 mutaci v genech: DSC2, DSP, JUP, LAMA4, MYBPC3,
MYLK?2, PKP2, TMEM43 a TTN. Nejvice mutaci, konkrétné¢ 13, se nachédzelo v genu
kédujicim titin (77N). Titin, nebo také konektin, je obrovsky svalovy protein exprimovany
v srde¢ni 1 kosterni svaloving, ktery se rozkldda od Z-disku az k myosinové oblasti uprostied
sarkomery a hraje klicovou roli v sestavé svald, prenosu sily na Z-discich a v ddrzbé
klidového napéti v I-pruhu sarkomery (Itoh-Satoh et al., 2002). Z davodu velké délky

proteinu nelze v programech SIFT a PolyPhen-2 simulovat strukturu proteinu a zjiStovat
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mozny vliv zdmény aminokyseliny. Mutace v tomto genu, zejména ty, které maji za nasledek
zkraceni vznikajictho proteinu, byly asociovdny se vznikem dilatacni kardiomyopatie
(Herman et al., 2012; Itoh-Satoh et al., 2002). Z nalezenych 13 mutaci byly 2 vyhodnoceny
jako pravdépodobné patogenni, a to prave z toho divodu, Ze se jednalo o variantu stop-gained
a mutaci v misté sestfihu. Tyto mutace maji pravdépodobné za nasledek zkraceni vznikajiciho
proteinu a tim 1 vliv na jeho funkci.

V roce 2015 bylo provedeno testovani dosud nejvétsitho poctu pacientli s familidrni
a sporadickou DCM (Haas et al.). Bylo testovdno celkem 639 pacientli se sporadickou nebo
prokdzanou familidrni DCM z osmi evropskych center. Jejich cilem bylo zkoumdni klinicky
vyznamnych geni DCM, ale také genu zapficinujicich jiné typy dédiénych kardiomyopatii.
Cilovymi oblastmi sekvenovani byly vSechny zndmé kddujici exony vybranych 84 geni.
Autofi dosédhli pokryti alespont 50x v 99,1 % cilené oblasti. Tyto vysledky sekvenovani jsou
porovnatelné s nasimi, kde byl tento parametr dosaZzen pro 98,9 % (medidn) ndmi cilené
oblasti. Detekovali celkem 359 669 variant, z nichz 8 269 bylo unikdtnich. Zndmé mutace
byly nalezeny u 305 pacienti. Celkem identifikovaly 117 diive neanotovanych variant
ve 26 genech u 147 pacientl jako varianty pravdépodobné patogenniho charakteru. Konkrétné
141 jedine¢nych varianty u 221 pacientii bylo zhodnoceno jako majici vliv na funkci proteinu
a jejich frekvence byla posouzena jako vzdcnd. VéEtSina nalezenych variant (13 %) se
nachézela v genu pro titin, coz neni tak pfekvapujici vzhledem k tomu, Ze titin je nejveétsi
lidsky gen a predstavuje 20 % zcelkové cilové oblasti. Zastoupeni mutaci v rdmci
jednotlivych evropskych zemi bylo relativné homogenni. Bylo také nalezeno vysoké procento
mutaci difv popsanych u HCM a ARVC, coZ potvrzuje geneticky zdklad kardiomyopatii.
Nejvice zasaZenym genem v ramci patogennich mutaci byl plakophilin 2, jehoz mutace
predstavuji Castou pfi¢inu ARVC. Podobny ndlez také poskytl Pugh et al. (2014). Velké
mnoZzstvi patogennich mutaci se také nachdzelo v genu pro myozin-vazebny protein C
a desmoplakin.

Pro redukci poctu pravdépodobnych a potencidlné patogennich variant je nutné
v ramci bioinformatické analyzy vyuzit filtr, napiiklad pro vylouceni béznych variant
vyskytujicich se v databazi jako je dbSNP. Je vSak zndmo Ze tato databize je
tzv. kontaminovidna malym, ale pfesto znanym poctem patogennich variant (Bamshad et al.,
2011). Z té€chto divodu je pithodné zahrnovat do testovéani také kontrolni kohorty z rGznych
populaci. Bioinformatické strategie by mély tedy rast spolecné s obrovskym mnoZstvim dat

z dostatecn¢ velkych a kvalitnich studiif NGS (Haas et al., 2015).
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V naSem piipad¢ pocet 11 vzorkli DNA neni mozné statisticky hodnotit, a nelze tedy
ziskat komplexné&jsi informace. Cilem je tedy rozsiftit skupinu analyzovanych vzorkl pacientl
na mnozstvi >50, piipadné také zatadit do analyzy skupinu kontrolnich vzorki.

Je sice zndmo velké mnozstvi genl, jejichz mutace zapiiCiiiuji dilatacni
kardiomyopatii, ale az dosud technickd omezeni brénila objasnéni piinosu vSech klinicky
vyznamnych geni v predikci fenotypu onemocnéni. Vysledky testovani Haase er al. (2015)
zduraziuji vysokou analytickou kvalitu a proveditelnost metody sekvenovani nové generace
v klinické genetické diagnostice a poskytuji spolehlivou databazi genetickych piicin DCM.
U technologie NGS lze ale nalézt také urcité nedostatky, jako je naptiklad nedplné zastoupeni
a pokryti exonl a selhdni detekce klinicky relevantnich mutaci. I pfesto toto testovani bylo
schopno ukézat vysokou analytickou spolehlivost a konzistenci ve velkém souboru pacientt,
coz dokazuje, Ze cilené NGS je vhodné pouzit v klinické rutinni diagnostice.

Lze tedy pfedpoklddat, Ze se identifikace riznych mutaci stane bé€Zn€ dostupnou
a mohla by tak vést k diferencovanému pfiistupu k 1é¢bé kardiomyopatii pravé na zdkladé
uréitého genotypu (Spinarovd et Poloczkovd, 2007). Velmi dileZitd je zejména identifikace
takovych mutaci, které mohou mit zdsadni vliv na rozvoj komplikaci v pribéhu nemoci.
Naptiklad mutace v genech pro desmosomdlni proteiny se velmi Casto objevuji u pacientl
s pokroc¢ilou DCM podstupujicich transplantaci srdce (Garcia-Pavia et al., 2011). Podobné
také mutace v genu pro lamin A/C jsou spojeny s vysSSim rizikem ndhlé srdecni smirti
(van Rijsingen et al., 2013). Tato zjisténi tedy zdlraziuji dilezitost genetického poradenstvi
a genetického testovani.

Pro predikci klinickych projevii geneticky diagnostikovanych pacientll bude také stéle
dulezitéjsi korelace fenotypu s genotypem (Haas et al., 2015). Krom¢ samotnych genotypt by
m¢ély byt brany v tivahu také epigenetické modifikace, jako je napiiklad metylace DNA (Frese
et al., 2013), ktera podle nedavnych studii hraje roli v srdecnim selhdni a DCM (Haas et al.,

2013; Movassagh et al., 2011).
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8. ZAVER

Predkladand bakaldfskd prace se zabyvala vyuZzitim sekvenovdni nové generace
v identifikaci kardiomyopatii. V teoretické ¢asti byla zpracovdna reSerSe zameéfend na
problematiku kardiomyopatie, na jeji klasifikaci a zejména na dédi¢nou formu dilatacni
kardiomyopatie. Byla zde také popsédna technologie sekvenovani nové generace se zaméfenim
na bézn¢ dostupnou platformu spole€nosti Illumina.

V rdmci experimentdlni ¢asti prace byla provedena piiprava DNA knihovny 11 vzorka
pacientt s diagnostikovanou dilata¢ni kardiomyopatii a naslednd analyza sekvenovani nové
generace pomoci platformy Illumina na sekvenatoru MiSeq. Nalezené varianty byly filtrovany
v programu Variant Studio. Celkem bylo vytipovédno 28 mutaci v 9 genech: DSC2, DSP, JUP,
LAMA4, MYBPC3, MYLK2, PKP2, TMEM43 a TTN. Nejvice mutaci se nachédzelo v genu
kédujicim titin. Z téchto 28 mutaci byly 4 varianty u 4 pacientii zhodnoceny jako potencidlné
patogenni. Jednalo se o mutaci v genu TMEM43 a JUP a 2 mutace v genu TTN.
U pacientll s témito patogennimi variantami lze predpoklddat, Ze jejich onemocnéni je
podminéno geneticky a Ze k rozvoji onemocnéni muiZe dojit i u nékterych z piibuznych.
Pro komplexnéjsi a statistické zhodnoceni je vSak nutné analyzovat vétSi mnozstvi vzorki

DNA pacientt.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AHA American Heart Association, Americkd kardiologicka
asociace

ARVD Arrhythmogenic Right Ventricle Cardiomyopathy,
arytmogenni kardiomyopatie pravé komory

BAM Binary Alignment/Map

bp Base pair, par bazi

CCD Charge-Coupled Device, zatizeni s vdzanymi naboji

DCM Dilated Cardiomyopathy, dilata¢ni kardiomyopatie

DNA Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleovéa kyselina

dsDNA Double-strand DNA, dvouvlaknova DNA

EKG Elektrokardiografie

ESC European Society of Cardiology, Evropska kardiologicka
spolecnost

Gbp Gigabase pair, miliarda part bazi

HCM Hypertrophic Cardiomyopathy, hypertroficka
kardiomyopatie

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry,
Mezinédrodni unie pro €istou a uZitou chemii

kb Kilobase, tisic bazi

LVNC Left Ventricular Noncompaction Cardiomyopathy,

nonkompaktni kardiomyopatie

MDCM Mildly Dilated Congestive Cardiomyopathy, kardiomyopatie
s minimdln{ dilatac{

MPS Massively Parallel Sequencing, masivné paralelni
sekvenovani

NGS Next-Generation Sequencing, sekvenovéani nové generace

PCR Polymerase Chain Reaction, polymerdzova fetézova reakce

PPCM Peripartum Cardiomyopathy, peripartdlni/t¢hotenska
kardiomyopatie

pH potential of hydrogen, vodikovy potenciél

RCM Restrictive Cardiomyopathy, restriktivni kardiomyopatie

RNA Ribonucleic Acid, ribonukleova kyselina
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RNA-seq

SAM
SBS
SNP

SNV
VCF

RNA sequencing, sekvenovani transkriptomu
Revolutions per minute, otd¢ek za minutu

Sequence Alignment/Map

Sequencing by Synthesis, sekvenovani syntézou
Single Nucleotide Polymorphism, jednonukleotidovy
polymorfismus

Single Nucleotide Variant, jednonukleotidova varianta

Variant Call Format
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