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1 Uvod

Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je pfevazné geneticky podminéné onemocnéni
srde¢niho svalu. Jednd se o nejcastéj$i formu familidrni kardiomyopatie s autozomalné
dominantni dédi¢nosti. V soucasné dobé je odhadovéna celosvétova prevalence hypertrofické
kardiomyopatie ptiblizn¢ na 1 : 500. HCM je heterogenni onemocnéni, u kterého dochazi
k ¢asteénym odchylkdm od klasické genetiky jako je mnapf. neuplnd penetrance
genotypu - hypertrofie se nemusi projevit ve vSech ptipadech, kdy je pfitomnd geneticka
predispozice a jeho variabilni intra a interfamiliarni expresivita, kdy znak mutze byt rtzné
vyjadien - ne ve vSech pfipadech musi byt HCM zavaznou chorobou, u mnoha pacientd
nedochazi k zadnému projevu klasickych pfiznakt. Pacienti také mohou byt nositeli vétsiho
po¢tu mutaci ve vice genech zpusobujicich kumulativni efekt, coz mlize mit za nasledek
anatomickym rysem nemoci je asymetrickd hypertrofie stén levé komory srde¢ni. I pies
omezenou znalost mechanismi zapojenych do modifikace kardiomyocytl, vime, Ze je
onemocnéni spojeno s mutacemi, které postihuji jak sarkomerické tak nesarkomerické
proteiny a dal$i proteiny zapojené do svalové kontrakce. Do roku 2017 bylo identifikovano
vice nez 2200 mutaci odpovédnych za patologii HCM. Vétsinou jde o missense mutace, kdy
dochazi k nahradé jedné aminokyseliny za jinou. Zadna z mutaci se nezda byt prevazujici.
Hypertrofie myokardu vétSinou nebyva pfitomna pii narozeni postizeného jedince a k jejimu
rozvoji dochéazi kdykoli v pribéhu zivota. HCM provazi pfiznaky jako bolest na hrudi,
synkopy nebo presynkopy, dusnost, palpitace a ndhla srde¢ni smrt. Molekuldrni diagnostika
HCM je nanejvys dulezita, jelikoz umoznuje detekei jedincti nesoucich mutace v genech pro
HCM jiz ptfed moznym rozvojem klinickych ptiznakd. Diky genetické heterogenité je vSak
molekularni diagnostika obtizna. V soucasné dobé se k detekci mutaci vyuzivaji techniky jako
Sangerovo sekvenovani, DNA ¢ipy a nejnovéjsi technologie sekvenovani nové generace
(NGS).

Diplomova prace se zabyva analyzou souboru vybranych genti, které jsou dle
genetickych databazi spojeny s HCM. K analyze téchto gentli byla vyuzita metoda NGS (Next
generation sequencing), kterd umoziuje zisk velkého mnozstvi molekuldrnich dat paralelni

analyzou desitek gent za relativné kratky ¢asovy usek.



2 Cile prace

1.

Vytvotit literarni piehled o hypertrofické kardiomyopatii (HCM).

V souboru 170 pacientli s klinicky stanovenou diagnézou hypertrofické
kardiomyopatie vyhodnotit vysledky mutaéni analyzy 20 gend souvisejicich

s HCM.

U pacientll bez nalezu patogenni sekvenéni varianty v hlavni skupiné 20 gend,

vyhodnotit dopliiujici analyzu dalSich 12 genii souvisejicich s HCM.

Vsechny nalezené patogenni a pravdépodobné patogenni sekvenéni varianty oveéfit

metodou Sangerova sekvenovani.

Stanovit frekvenci nalezenych patogennich a pravdépodobné patogennich

sekvenc¢nich variant v souboru pacientti s HCM.



3 Soucasny stav Fesené problematiky

3.1 Klinické projevy HCM

Kardiomyopatie je myokardialni postiZeni, pti kterém je srde¢ni sval strukturaln¢ nebo
funkéné poskozen, pii soucasné nepiitomnosti koronarni nemoci, hypertenze, chlopenni vady
nebo vrozené srde¢ni vady schopné zpusobit toto postizeni (Elliott, 2008). V ptipade
hypertrofické kardiomyopatie dochazi k hypertrofii levé komory (LK), kterd byva vétsi nez 15
mm. Genetickd definice pak popisuje HCM jako dédi¢né, autozomalné dominantné dédi¢né
onemocnéni zpisobené mutacemi v genech kédujicich srdecni sarkomerické proteiny. Mutace
sarkomerickych proteint se vSak vyskytuji pouze u ~ 60 % pacientti. (Maron, 2004).

Ptiznaky hypertrofické kardiomyopatie jsou variabilni, a to i v ramci jedné rodiny, ale
navic se predpokladd, ze vétSina pacienti je bud’to asymptomatickd nebo minimalné
symptomaticka. Mezi ptiznaky HCM paii napi. bolest na hrudi, synkopy nebo presynkopy,
dusnost a palpitace. Klinickd diagn6za HCM mtlzZe byt podpofena rodinnou anamnézou
onemocnéni, pfitomnosti tachyarytmie nebo abnormalitami EKG (Maron, 2002; Maron et al.,
2003). Nejzavazngjsi komplikaci HCM je nahld srde¢ni smrt, kterd muize byt prvnim
projevem tohoto onemocnéni. Diive byli za pacienty s rizikem nahlé srde¢ni smrti ozna¢ovani
ti, ktefi byli v minulosti resuscitovani pro srde¢ni zéstavu, pro fibrilaci komor nebo pro
setrvalou komorovou tachykardii, dale pacienti s rodinou anamnézou nahlé smrti u p¥imych
pribuznych, pacienti s patogenni mutaci nebo nemocni s nevysvétlitelnou synkopou. (Maron
et al., 2000, Maron et al., 2003).

Nyni se k roz¢lenéni rizika ndhlé srde¢ni smrti vyuziva specialni algoritmus dostupny

online z http://www.doc2do.com/hem/webHCM.html (viz obr. 1). Ve vypoctu je zohlednén

vek pacienta, zjisténa tloustka levé komory (LK) v mm pomoci EKG, zjistény prameér levé
sin¢ v mm, maximalni vytok levé komoty v mmHg, rodinna historie nahlé srde¢ni smrti,
nepravidelny srde¢ni rytmus zaznamenany pomoci Holterova monitorovani a nevysvétlitelné
synkopy. Vystupem je vypocet rizika ndhlé srde¢ni smrti v nésledujicich péti letech a

doporuc¢eni Evropské kardiologické spole¢nosti.



HCM Risk-SCD Calculator

Age Years Age at evaluation
Maximum LV wall mm Transthoracic Echocardiographic measurement
thickness
Left atrial size mm Left atrial diameter determined by M-Mode or 20 echocardiography in the
parasternal long axis plane at time of evaiuation
Max LVOT mmHg  The maximum LV outflow gradient determined at rest and with Valsalva
gradient provocation (irrespective of concurrent medical treatment) using pulsed and

continuous wave Doppier from the apical three and five chamber Views.
Peax outflow tract gradients should be determined using the modified
Bernouilll equation: Gradient= 4V'2, where V is the peak aortic outflow
velocity

Family History of Kol lives History of sudden cardiac death in 1 or more first degree relatives under 40
SCD years of age or SCD i a first degree refative with confirmed HCM at any
age (post or ante-mortem diagnosis).

3 consecutive ventricular beals at a rate of 120 beats per minute and <30s

Non-sustained VT No Yes
in duration on Holter monitoring (minimum duration 24 fours) at or prior to
evaluation.
Unexplained No Vo History of unexplained syncope at ar prior to evaluation.

syncope

Risk of SCD at 5 years (%]):

ESC recommendation:

Obr.1 Vypoclet rizika nahlé srde¢né smrti

Prevzato z: http://www.doc2do.com/hcm/webHCM.html

Nejcastéjsi ndlezy patogennich sekvenacnich variant spojenych s HCM jsou v genech
MYH7 a MYBPC3. Méné casté jsou nalezy v genech TNNT2 a TNNI3, TPMI a MYL3.
Existuje vSak mnoho dalSich genti, které mohou mit spojitost s HCM vcetné téch, které
doposud nebyly identifikovany (Lopes et al., 2013). Geny spojené s HCM kdduji proteiny
odpovédné za strukturu nebo funkci sarkomery srde¢niho svalu. Jedna se o silnd a tenka
kontraktilni myofilamenta, proteinové slozky sarkomery nebo piilehlé Z-disky, které jsou
exprimovany piedevsim v srdci (Seidman et Seidman 2011; Maron et al., 2012).

Sarkomery jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami svali, jsou slozeny ze silnych a
tenkych myofilament (viz obr. 2). Silnd myofilamenta se skladaji z t€zkych fetézcti myozinu
navzajem propojenych myozinovym vazebnym proteinem C. Tenkd filamenta obsahuji dva
fetézce molekul aktinu spletenych do Sroubovice spolu s vldknem tropomyozinu a
regulacnimi bilkovinami — srde¢nimi troponiny (Veselka et al. 2006).

Srde¢ni c¢innost je zaloZena na neustalé kontrakci a relaxaci srde¢niho svalu.
Pravidelné kontrakce pak pumpuji krev do zbytku téla. Béhem kontrakce se tenkd aktinova

vladkna vsouvaji mezi silnd vldkna myozinu. Pi relaxaci se vldkna vzdaluji a napinaji se



elastické slozky sarkomery. HCM miuze byt zptisobena mutaci jakéhokoliv proteinu srde¢ni
sarkomery (Seidman, 2002; Richard, 2003; Van Driest, 2005). VétSina mutaci se vSak nachazi
v genech pro proteiny silnych myofilament (Schwartz, 1995).

tropomyozin

troponin

aklinové vlakno

r - AN, .
myozinova
hlavice
myozinové viakno 4

Obr. 2 Struktura srdecniho svalu

Pievzato z: https://publi.cz/books/151/05.html

3.2 Patologie myokardu s HCM

Jako prvni vroce 1957 popsal hypertrofickou kardiomyopatii Russell Brock, ktery
naSel funkéni subvalvularni obstrukci u pacientd podstupujicich aortalni valvotomii pro
podezieni z chlopenni aortalni stendzy (Brock, 1956). Poté v roce 1958 popsal Teare srde¢ni
anatomii u 8 mladych pacientt, ktefi ndhle zemfeli a oznacil ji jako asymetrickou hypertrofii
srdce. Tento ndlez povazoval za benigni nador ze srde¢ni svaloviny a uvazoval, zda je jeho
puvod vrozeny ¢i ziskany (Teare, 1958). Vroce 1995 byla HCM podle klasifikace
WHO/ISFC kardiomyopatii popsana jako hypertrofie levé a/nebo pravé komory, ktera je
obvykle asymetrickd a postihuje interventrikularni septum (IVS) (Richardson, 1996).
V makroskopickém a mikroskopickém (histologickém) obraze HCM pievazuje zejména

hypertrofie myokardu a abnormalni struktura myokardu (Silver 2001) (viz obr. 3).



Obr. 3 Schéma normaélniho (vlevo) a hypertrofického srdce (vpravo)

Pievzato z: http://circ.ahajournals.org/content/108/19/e133

3.2.1 Makroskopicky fenotyp

Zietelnou patologickou zménou u pacienti s HCM je zvétSeni hmotnosti srdce
z obvyklych 400g u muzi a 350g u Zen az na jeden kilogram. Pfi¢inou je zvétSeni bunek
myokardu, tim pak zmohutnéni srde¢ni svaloviny a zvySeni hmotnosti srdce (Silver, 2001).

HCM je charakterizovana hypertrofii a naruSenim roztaznosti levé komory v diastole.
Hypertrofie miize byt symetrickd nebo asymetrickd. Symetrickd hypertrofie (viz obr. 4)
neboli difizni koncentrickd hypertrofie LK byva identifikovana vétSinou u starSich osob
s Getnosti 1 - 42 % (Silver, 2001). Cast&jsim piipadem HCM je hypertrofie asymetricka.
Klasickou anatomickou formu asymetrické hypertrofie srdce popsal jiz Teare (Teare, 1958).
Dochazi pfi ni k ztlu§téni interventrikularniho septa samostatné¢ nebo spole¢né s piedni ¢i
zadni sténou levé komory, kterd vytvaii zietelny val pod aortalni chlopni a zplisobuje zizeni
vytokové Casti levé komory - obstrukéni HCM (viz obr. 5). Asymetrickd hypertrofie stfedni
¢asti septa mize vést k midventrikularni obstrukei (coZ je obstrukéni forma HCM na trovni
papilarnich svali). Z klinického hlediska ma HCM tendenci spiSe k asymetrické hypertrofii

intraventikularniho septa (Klues ef al., 1995).
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Obr. 4 Symetricka hypertrofie LK

Pievzato z: Steiner, ., (2008). Patologie hypertrofické kardiomyopatie. Kardioforum, 6(2), 1-16.

Obr. 5 Obstrukéni HCM - podélné fezy septem komor srdce, subalveoralné je val hypertrofické svaloviny

Pievzato z: Steiner, ., (2008). Patologie hypertrofické kardiomyopatie. Kardioforum, 6(2), 1-16.

Apikéalni HCM je vzacnym typem asymetrické hypertrofie septa v hrotové oblasti.
Tato forma HCM je neobstrukéni a ma lepsi progndzu nez jiné typy HCM. Odhaduje se, ze
ptiblizné 30 % HCM je obstrukénich a zbylych 70 % neobstrukénich (Hughes, 2004; Maron,
2002)

Hypertrofie je projev dlouhodobé zvysené zatéze srdce. V hypertrofickych oblastech
myokardu, pfevazné v septu se vyskytuje abnormalni uspofadani srdec¢ni svaloviny. Ke
strukturdlnim a funkénim zméndm dochazi i na urovni intersticia - objevovat se miize jak,
intersticidlni fibréza, tak postnekrotické jizvy. U vice nez 30 % ptipadi HCM byva
identifikovana fibréza endokardu septa komor v misté¢ asymetrické hypertrofie, na vrcholu

subaortalniho valu.
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Dalsi postizenou srde¢ni strukturou kromé typického nalezu zesileni srde¢nich komor
jsou papilarni svaly, u kterych dochézi taktéz k zesileni a také ke zméné jejich lokalizace
v dutiné LK smérem k jeji pfedni sténé. Typicky byva také posun svalil apikdlnim smérem.
Klinicky vyznam uvedenych zmén je dulezity zejména proto, Ze piispiva k vzniku
doptedného pohybu piedniho, ¢asto prodlouzeného, cipu mitralni chlopné a Slasinek (SAM -

systolic anterior motion). Vysledkem mize byt subaortalni obstrukce (Veselka et al., 2006).

3.2.2 Mikroskopicky fenotyp

Kardiomyocyt se pii hypertrofii ztlust'uje az na 90 um, zvétsuje se jeho jadro, které se
tmaveéji barvi a meéni svij tvar na obdélnikovy az bizarni. Nahromadény glykogen
v postizenych kardiomyocytech vytvaii svétlé vakuoly. Mikroskopicky (histologicky) ndlez
HCM ma dva typické znaky - zvySeni intersticidlni fibrézy a dezorganizace. Loziska
dezorganizace tvoii u nemocnych s HCM asi 20 % myokardu (Steiner, 2008). Dezorganizace
je charakterizovana vzajemnym nepravidelnym proplétanim svalovych snopct, které po
barveni hematoxylin-eosinem zaujimaji rizné tvary napt. uspotradani podobné rybi kosti ¢i
stromecku (viz obr. 6). Dezorganizace se tyka také myocytll a myofibril, které byvaji
nepravidelné uspofadané a mivaji charakter vird. Vlivem téchto strukturdlnich zmén dochazi
ke kontrakénim a arytmickym porucham u HCM. Dezorganizovanost je pro HCM
diagnosticky priikkazna, tvofi-li vice nez 20 % vySetfeného myokardu (Hughes, 2004; Maron,
2002).

Fibréza se nachédzi zejména v septu mezi vlakny dezorganizované svaloviny v mistech
vird jako loziska svétlého, fidce bunéénatého vaziva (intersticidlni fibréza). Jedna se ziejme o

primarni morfologickou souc¢ast kardiomyopatie (Hughes, 2004) (viz obr. 7).

Obr. 6 Proplétajici se snopce myokardu (barveni hematoxylin-eozin, x 40)

Pievzato z: Steiner, 1., (2008). Patologie hypertrofické kardiomyopatie. Kardioférum, 6(2), 1-16.
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Obr.7 Dezorganizace HCM - nepravidelné probihajici vlakna hypertrofického myokardu a svétla loziska

tidké fibrozy (barveni hematoxylin-eozin, x 100)

Pievzato z: Steiner, ., (2008). Patologie hypertrofické kardiomyopatie. Kardioforum, 6(2), 1-16.

3.3 Patofyziologie

Jak jiz bylo zminéno, hypertrofie LK u HCM je charakterizovana toustkou stény LK
nad 15 mm. Asi 20 % diagnostikovanych pacienti s HCM nemé oproti kontroldm vyssi
hmotnost LK (Olivotto, 2008).

Jednozna¢na pri¢ina vzniku HCM neni zcela jasnd. Jednou z moZnosti je sniZeni
ATPazové aktivity a kontraktility myokardu, kterou ptredchazi mnoho dalSich kroki
v dtsledku genovych mutaci. Nasledkem téchto zmén muze dojit k up-regulaci ristovych
faktord a tvorbé nékterych izoforem fetalnich proteini charakteristickych pro tlakové
pretizeni a také HCM. Vznik hypertrofie LK kompenzuje snizenou kontraktilitu a zaroven
udrzuje ejekéni frakcei.

Dalsi moznosti je neefektivni vyuzivani ATP. Abnormalni sarkomerické proteiny
spotiebovavaji vice ATP a nedostatek tohoto nukleotidu se nasledné projevi na intracelularni
urovni stoupanim koncentrace vapniku v cytosolu myocytd, protoze od¢erpavani vapniku do
sarkoplazmatického retikula je energeticky naro¢ny, ATP dependentni proces. Déle trvajici
vys$si koncentrace vapniku stimuluje vznik hypertrofie a aktivaci proteinkindzy aktivované
AMP.

Hypertrofie pti HCM vznika v jakémkoli véku. Pokud je nalezna jiz v détstvi, miva
zavazngjsi prognozu. Castéjsim pripadem byva nalez v obdobi adolescence. Kromé vzniku
SAM a dysfunkce mitralni chlopné nasledkem patologického uponu papildrnich svalli se méni
také diastolické vlastnosti LK detekovatelné tkaniovou dopplerovskou echokardiografii. Vznik
hypertrofie LK doprovazi také diastolicka dysfunkce, ktera se projevuje omezenou schopnosti

plnéni komor za normalnich plicnich tlakd. S vyvojem HCM nejprve ubyva lozisek
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s dezorganizaci a zvySuje se mnozstvi kolagenu (intersticidlni fibr6za). Klinickym projevem
diastolické dysfunkce je syndrom srde¢niho selhani (dusnost, otoky, nevykonnost).

Priblizné tietina pacientti s HCM trpi anginou pectoris (paliva, svirava bolest za hrudni
kosti) v pribéhu béznych dennich aktivit. Pfi¢inou je ischémie myokardu zplsobena
nedostate¢nym piisunem kysliku do myokardu. Kyslik je spotiebovavan hypertrofickou tkani
LK, kterd ma zvysenou bazalni spotiebu kysliku a jiz pfi nepatrném zvyseni tepové frekvence

¢i zvySené systémové tenzi vyvolava ischémii (Veselka et al., 2006).

3.4 Prubéh onemocnéni
Mnoho pacientd je cely Zivot s minimalnimi pfiznaky nebo zcela bez piiznakt. Pacienti, u
kterych se projevuji symptomy HCM maji horS$i prognézu neZ asymptomaticti pacienti.
Neptitomnost syptomt ov§em nevylucuje riziko nahlé srde¢ni smrti. (Maron, 2006).

Dalsim rizikem je fibrilace sini. Jeji pfitomnost u pacientli s HCM vyrazné zhorSuje
prognoézu oproti zdravym pacientim se sinusovym rytmem. Fibrilaci pfedchazi dva
patofyziologické déje - diastolickd dysfunkce LK a mitralni regurgitace, vedouci k dilataci
levé siné. Fibrilace sini mlze vyustit v srde¢ni selhani. Pribéh HCM je tedy vyrazné
heterogenni a je ovlivnén pfitomnosti rizikovych faktorti ndhlé srde¢ni smrti. Potfebna je
celozivotni kontrola osob postizenych rodin, jelikoZ posledni studie ukazaly, ze fenotyp HCM

se mize rozvinout prakticky kdykoliv (Maron ef al., 2003).

3.5 Klinicka diagnostika

Témér u vSech pacientti s HCM jsou zaznamenany zmény elektrokardiografie (EKG)
a v nékterych pripadech nespecifické zmény na EKG pifedznamenavaji pozd€jsi rozvoj
onemocnéni. Nejcastéj$i znamky hypertrofie LK jsou hluboky S kmit ve svodech V1, V2 a
naopak vysoky R kmit ve svodech V5 a V6. Vedlejsim nalezem mohou byt zmény ST useku a
viny T, ev. patologické kmity Q nebo QS. Hluboce negativni viny T v prekordidlnich svodech
jsou typické pro apikalni formu HCM (Brtko et.al.,2002).

Echokardiografie je v diagnostice HCM zcela zésadni. Umoziiuje presné rozpoznat a
zmapovat hypertrofii myokardu. Mazeme s jeji pomoci diagnostikovat obstrukci, zjistit jeji
velikost, rozpoznat mitralni insuficienci a posoudit pfipadnou poruchu diastolického plnéni.
S jeji pomoci lze také odhalit kalcifikaci mitralniho prstence.

Magneticka rezonance (MR) srdce ma ve srovnani s echokardiografii nékolik vyhod.
Nejlépe kvantifikuje hypertrofii, nejlépe posoudi papilarni svaly a jde o jedinou techniku,

kterd zobrazi loziska myokardidlni fibrozy. MR také umozni odlisit n¢které jednotky, které
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maji hypertrofii, ale nevznikaji na podkladé sarkomerickych mutaci (napf. amyloiddza,
Fabryho choroba)

Katetrizace srde¢ni je indikovana piedevSsim u nemocnych s podezienim na
ischemickou chorobu srdecni, stavi s typickym echokardiografickym nalezem, a u tézce
symptomatickych nemocnych, u nichz je planovan kardiochirurgicky vykon.

HCM u déti vykazuje nekteré odliSné rysy oproti onemocnéni u dospélych.
V uvodnich fazich se projevuje méstnava srde¢ni slabost, s piipadnou téZkou oboustrannou
srde¢ni nedostatetnosti a centralni cyanézou. Casto dochazi k vyraznému zhorSovani a
letdlnimu zakonceni, mén¢ Casto pak k ndhlé smrti. U déti byva také casta obstrukce v pravé
komote.

Obraz podobny HCM miize zpUsobit napf. t€Zka hypertenze, feochromocytom,
neurofibromatdza, hyperparatyredza, lentiginéza. Hypertrofie myokardu je také typicky
pfitomna u Friedreichovy ataxie, syndromu Noonanové a syndromu LEOPARD.

Asymetricka hypertrofie se nachazi také u déti diabetickych matek (Gregor, 2002).

3.6 Terapie
Terapie HCM spociva v ovlivnéni symptomatologie a sniZeni rizika nahlé srde¢ni

smrti.

3.6.1 Farmakoterapie

Pro potlaceni pfiznaki HCM jako je ndmahova duSnost a palcitace se nejprve
nasazuje terapie B-blokatory, ktera se posléze rizné modifikuje (Elliot, 2004). Uginnost
téchto medikamenti v§ak zavisi na individualni intenzit¢ zminénych obtizi. Nejvyraznéjsi
ulevu poskytuji B-blokatory u nemocnych se stfedné téZkou dusnosti, anginou pectoris a
ptipadné leh¢i systémovou hypertenzi. Mezi G¢inky B-blokatort patii zpomaleni srde¢ni
frekvence, snizeni kontraktility myokardu a systolického krevniho tlaku.

Jestlize jsou [-blokatory pacientem nesndSené ¢i kontraindikované, pouziva se
alternativa - verapamil nebo diltiazem (Elliot, 2004), které maji negativné chronotropni i
ionnotropni ucinek, ktery vede k prodlouzeni diastoly pii poklesu tepové frekvence a snizeni
naroki srdce na kyslik.

V zahrani¢ni literatue se Casto objevuje pouziti farmaka disopyramidu u pacientd
s klidovou nitrokomorovou obstrukei vyssiho stupné. V Ceské republice viak disopyramid

neni dostupny.
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Blokatory AT, pro angiotenzin II se jevi jako pfinosné v oblasti snizeni hmotnosti
LK pii potlaceni intersticidlni fibrézy myokardu. Naznacuji to prace na zvifecich modelech
(Lim, 2001) a také klinické studie (Yamazaki, 2007).

Dale se objevuji informace o moznosti vyuziti vysokych davek statini k ovlivnéni
hypertrofie myokardu a zmenseni fibrézy (Patel, 2001).

Fibrilace sini je u vétSiny nemocnych pficinou akutni kardialni dekompenzace, ktera
vyzaduje rychlou elektrickou nebo farmakologickou kardioverzi, ke které se nejéastéji

pouzivd amiodaron.

3.6.2 Nefarmakologicka terapie

V piipadé vyrazné symptomatologie HCM trvajici i pfes farmakologickou 1écbu
ptichazi v iivahu dal§i mozZnost, kterou je nefarmakologicka terapie. Tato terapie sebou vSak
prinasi malé (1 - 2%) riziko fatalnich komplikaci.

Alkoholova septalni ablace (ASA) je katetriza¢ni metoda, ktera je doporu¢ovana jako
alternativa k myektomii. Doporucuje se jeji provedeni u symptomatickych pacientt s HCM.
Metoda zahrnuje aplikaci absolutniho alkoholu do prvni septalni vétve zasobujici bazalni ¢ast
IVS, ¢imz je vyvoldna nekréza v tomto povodi. To ma za nésledek vytvofeni jizvy se
zten¢enim puvodné hypertrofického IVS.

Nejstarsi nefarmakologickou metodou je chirurgicka myektomie, ktera byla zavedena
do praxe v Sedesatych letech 20. stoleti a je stdle povaZovana, pfedevSim ve Spojenych
Statech, za metodu volby. Jde o piistup vyzadujici sternotomii, pti které je provedena resekce
¢asti IVS, zejména jeho bazalni oblasti, podilejici se na obstrukci ve vytokovém traktu levé
komory (Gersh et al., 2011; Agarwal et al., 2010; Ommen ef al., 2005).

Dalsi modalitou v terapii HCM je kardiostimulace. Komorova stimulace vede
k asynchronni kontrakci hypertrofické LK, ¢imz klesé srde¢ni vydej a snizuje se obstrukéni
gradient. U pacientli s vysokym rizikem nahlé srde¢ni smrti (a u nékterych pacientd se
sttednim rizikem SCD) se implantuje ICD — implantabilni kardioverter/defibrilator, ktery je,
kromé vySe zminéného efektu na obstrukéni gradient, schopen detekovat vznik komorovych
arytmii (setrvald / nesetrvald komorova tachykardie, fibrilace komor) a tyto arytmie

elektrickou kardioverzi terminovat (Gersh ef al., 2011).

3.7 Prevalence HCM
Hypertroficka kardiomyopatie byla diive povZovana za vzacné onemocnéni. Dnes je
popisovana jako kardiovaskularni choroba s prevalenci piiblizné 0,2 % (1: 500) v populaci,
coz zni €ini nejcastejsi dédicné kardiovaskularni onemocnéni (Maron et al., 1995). Mnoho
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postizenych jedinct vSak zlstava nediagnostikovanych, protoze se u nich neprojevuji klinické
ptiznaky (Adabag et al., 2006). Diky nalezim na elektrokardiogramu (EKG) a jinych
zobrazovacich technikach se vSak zvySuje nahodné odhaleni HCM béhem rutinniho

klinického nebo rodinného screeningu (Knickelbine ef al., 2009).

3.8 Genetika HCM

HCM je nejcastéjsi monogenné dédicné onemocnéni, které je vétSinou autozomalné
dominantni a v ptiblizné 66 % ptipadii vykazuje familiarni vyskyt (Bos et al., 2007). DalSimi
moznymi typy dédi¢nosti mohou byt X recesivni, auozomalné recesivni a mitochondrialni
dédi¢nost, které jsou ovSem velmi vzacné. Jak jiz bylo feCeno, geneticky je HCM velmi
heterogenni onemocnéni a stale dochédzi k identifikaci dalSich gend, které maji spojitost
s timto onemocnénim. Mnoho rodin mé také unikdtni mutace, coz znamend, Ze screening
znamych patogennich variant je bezvyznamny. Asi 5 % pacientli ma vice nez jednu sekvenéni
variantu s patogennim ,,statusem™ a to bud’ ve stejném, nebo v rtiznych genech. DalSim
uskalim miize byt neliplnd penetrance, kterd pii zdanlivé sporadickém vyskytu onemocnéni

muze skryvat familidrni formu HCM.

3.8.1 Geny souvisejici se vznikem HCM

Neni znamo jak mutace v genech kodujicich sarkomerické proteiny vedou
k hypertrofii srde¢niho svalu a problémim se srde¢nihm rytmem. Sekvencni zmény mohou
vést k pozménéni kddovaného sarkomerického proteinu, k jeho zkraceni nebo ke sniZeni
mnozstvi kddovaného proteinu. Abnormalita nebo nedostatek kteréhokoliv z téchto proteinti
muze negativné ovlivnit funkci sarkomery a narusit normalni srde¢ni svalovou kontrakei.
Vyzkum ukazuje, Ze u postizenych jedincii je kontrakce a relaxace srde¢niho svalu
abnormalni, jesté¢ predtim, nez se hypertrofie vyvine. Nicméné, neni jasné, jak jsou tyto
problémy kontrakce spojené s hypertrofii nebo s piiznaky hypertrofické kardiomyopatie (Frey
etal., 2012).

Tézky fetézec P-myozinu je protein produkovany genem MYH?7 a je hlavni slozkou
silnych myofilament v sarkomefe. Defekt v této bilkoviné muze vést k rozvoji HCM. Mutace
v MYH7 ptedstavuji dle literatury spolu s mutacemi v genu MYBPC3 nejvétsi podil piipada
HCM. Jedna se ptedev§im o bodové mutace, kdy byva postiZzena hlava myozinu. (Van Driest,
2005).

Genem MYBPC3 je produkovan myozinovy vazebny protein C. Tento polypeptid ma
v sarkomefe strukturni a regulaéni funkci. Behem srde¢ni embryogeneze se miize myozinovy

vazebny protein C podilet na uspotadani silnych myofilament, zatimco v dospélém myokardu,
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fosforylace tohoto proteinu ovliviiuje dynamickou regulaci srde¢ni kontrakce jako odpovéd
na adrenergni stimul. HCM mohou zplsobovat zmény v genu myozinového vazebného
proteinu C, jako jsou napf. missence a splicing mutace, ale také inzerce a delece (Watkins,
1995), které vedou ke ztrate¢ pomeérného tuseku DNA a vzniku nefunkéniho proteinu.
Vysledkem je pak naruSeni stuktury silnych myofilament a také celé struktury sarkomery
(Flashmann, 2004).

Protein kédovany genem ACTCI (alpha cardiac actin 1) patii do skupiny aktind, ktera
se sklada ze tfi hlavnich skupin aktinovych isoforem, alfa, beta a gama. Alfa aktiny se
nachazeji ve svalovych tkanich a jsou hlavni slozkou kontraktilnitho aparatu. Poruchy tohoto
genu byly spojeny s familiarni hypertrofickou kardiomyopatii (Matsson et al., 2008).

Geny TNNT2 a TNNI3 koduji srde¢ni troponin T a srde¢ni troponin I. Jedna se o dva
ze tii proteind, které tvoii troponinovy komplex v burikdch srde¢niho svalu. Troponinovy
komplex asociuje stenkymi vldkny sarkomer a fidi svalové kontrakce a relaxace pomoci
regulace interakce silnych a tenkych vldken myofilament. RGzné vady genli srdecniho
troponinu T zptisobuji hlavné missense mutace a malé delece.

Mutace v genu pro alfa-tropomyosin - TPM1 piedstavuji pouze malé procento HCM.
Bylo vsak identifikovano né&kolik pfipadd HCM zplisobenych missense mutacemi, které
postihuji vazebnd mista pro troponin T a aktin (Jongbloed et al., 2003).

Dalsi vzacnou pii¢inou HCM mohou byt mutace v genu ACTAI pro a-aktin (Olson et
al., 2000) a TTN (Satoh et al., 1999), které spole¢né tvoii méné nez 1 % nahlasenych piipada.
Poskozeny aktin se hlfe vaZe na myozin, coZ méa za nasledek sniZenou kontraktilitu
jednotlivych sarkomer.

Popsany jsou také extrasarkomerické mutace. NejCastéji jde o proteiny cytoskeletu,
které odpoviaji za organizaci a umisténi sarkomery uvnitié bunky. Defekty téchto bilkovin
mohou taktéz vést k HCM. Zakladni soucasti cytoskeletu je velmi dlouhy protein
titin - produkt genu TTN, ktery ma dileZitou roli v kosterni a srde¢ni svalovin€. Ve svalovych
buiikéch je titin nezbytnou soucasti sarkomer. Poskytuje sarkomeie pruznost a stabilitu. M4
elastickou ¢ast, kterd se napind béhem diastoly a zvySuje tak ucéinnost kontrakce b&hem
systoly. Spolupracuje s aktinem a myozinem a udrzuje ¢asti sarkomer na misté, kde dochazi
ke svalové kontrakci a relaxaci. Kromé toho védci zjistili, ze titin hraje roli v chemické
signalizaci a také pfi tvorbé nové sarkomery. Mutace v genu 77N se vyskytuji zejména
v piipadech dilata¢ni kardiomyopatie, ale ve vzacnych piipadech mohou zptlisobovat také

HCM (Lewinter et Granzier, 2014).
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HCM miuze byt také zplisobena mutacemi v genech kodujicich proteiny Z-disku jako
CSRP3 (Geier et al., 2003) a TCAP (Hayashi et al., 2004). Titin-cap protein (T-cap protein),
kédovany genem TCAP navziajem spojuje tenké myofibrily. Prozatim nalezené mutace
naru$uji vazbu s titinem a jsou piicinou HCM u nékolika rodin s typickym fenotypem HCM.
T-cap protein je dilezity béhem diferenciace srde¢niho svalu, coz mize znamenat, ze HCM
muze byt podminéna zménami jiz v obdobi embryogeneze.

v2 podjednotku svalové cAMP-dependentni proteinkindzy koéduje gen PRKAG2.
Poskozeni tohoto enzymu vede ke skladovani glykogenu v kardiomyocytu a svalu a dochazi
tak k jeho hypertrofii (Blai ef al., 2001).

Dalsi z moznych pti¢in HCM mtiZe byt mutace genu JPH2 (junctophilin 2). Proteiny
kédované timto genem jsou spojovany s distribuci vapniku v srde¢ni svaloviné (Landstrom et
al., 2007).

Existuje také mnoho dalSich kandidatnich gent, které mohou mit diagnosticky vyznam
pro HCM. V ramci diplomové prace byly analyzovany nasledujici geny: ANKRDI1 (Ankyrin
repeat domain 1) - Studie na potkanich kardiomyocytech ukazuji, Ze tento gen funguje jako
transkripéni faktor. Mize pusobit také jako nuklearni faktor transkripce, ktery negativné

reguluje expresi srde¢nich genli (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ANKRD1). CALR3

(Calreticulin 3) - Protein kodovany timto genem patii do rodiny kalretikulind, jejimiz ¢leny
jsou chaperony vdazajici vapnik, lokalizované zejména v endoplazmatickém retikulu.
Calreticulin 3 je lokalizovan na endoplazmatickém retikulu lumen. Mutace tohoto genu byly
spojeny s familiarni hypertrofickou kardiomyopatii (Chiu et al., 2007). CAV3 (Caveolin 3) -
kéduje protein, ktery hraje roli v mechanismu opravy sarkolemy kosterniho svalstva a
kardiomyocyt, kterym umoznuje rychlé opétovné wuzavieni membran narusenych
mechanickym poskozenim. Komunikuje ptimo s podjednotkami G-proteinu a a mize funkéné

regulovat jejich aktivitu (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CAV3). Gen

DES (Desmin) - koduje protein desmin, ktery se nachdzi v srdeénim svalu. V pfi¢né
pruhovaném svalstvu tvoii vlaknitou sit’, spojujici myofibrily k sobé navzajem a z periferie Z-
diskd k plazmatické membrané (Milner et al., 1999). GLA (Galactosidase Alpha) - poskytuje
instrukce k syntéze enzymu alfa-galaktosidazy A, ktera je aktivni v lysozymech
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/GLA). LDB3 (LIM Domain Binding 3) - kéduje homodimerni
glykoprotein, ktery hydrolyzuje termindlni alfa-galaktosylové zbytky z glykolipidi a
glykoproteinl. Nachazi se taktéz v srde¢nim svalu (Bos ef al., 2009). MYLK2 (Myosin Light
Chain Kinase 2) - tento gen kdduje lehky fetézec kinazy myosinu, coz je kalcium/kalmodulin

dependentni enzym, ktery je exprimovan vyluéné v dospélém kosternim svalu
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(Aoki et al., 2000). MYOM1 (Myomesin 1) - jeho protein vdZe myosin, titin a tenky
pamétovy myosin. Titin, spolu se svymi pfidruzenymi proteiny, propojuje hlavni struktury
sarkomery - M pasy a Z disky (Siegert et al., 2011). MYOZ2 (Myozenin 2) - koduje
sarkomericky protein, ktery vaze kalcineurin a fosfatazu, jez se podili na pfenosu kalcium-
dependentnich signalG v riznych typech bunc¢k. Mize hrat také roli v myofibrilogenezi
(Osio et al., 2007). NEXN (Nexilin F-actin binding protein) - gen kéduje protein vazajici
filamentarni aktin, ktery mize fungovat v buné¢né adhezi a migraci. Podili se na regulaci
migrace bunék ptes spojeni s aktinovym cytoskeletem. M4 zasadni roli v udrZzovani Z linie a
integrity sarkomer (Wang et al., 2010). RAFI1 (Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine
kinase) - koduje protein, ktery je soucasti signalni drahy RAS / MAPK, kteréd pienasi signaly
z vn&j$i strany buriky do bunééného jadra. RAS / MAPK signalizace pomaha kontrolovat rtst
a proliferaci bun€k, pii které bunky dozravaji a ziskavaji specifické vlastnosti (diferenciace).
Gen RAF1 patii do skupiny genli znamych jako onkogeny (Carcavilla et al., 2013). VCL
(Vinculin) — produkt tohoto genu je cytoskeletalni protein dulezity pro tésnd mezibunécna
spojeni a uchyceni bunék k extracelularni matrix. Pfedpoklada se, ze funguje jako jeden z
nékolika interagujicich proteinti podilejicich se ukotveni F-aktinu do bunééné membrany
(Alcalai et al., 2008).

Genetickym testovanim muzeme odhalit pfiblizné¢ 60 % piipadi HCM, ale jelikoz i
zbylé procento ptipadi vykazuje familiarni vyskyt, 1ze predpokladat i tady geneticky podtext.
Mutace se mohou objevovat v nekddujicich anebo regulacnich oblastech vySe popsanych
geni nebo jinych, dosud nezndmych genech. Lokalizaci nékterych zminénych genti
znazornuje obr. 8. Frekvenci zachytu patogennich sekvenénich variant zptsobujicich HCM

ve vybranych genech pfiblizuje tab. 1.
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Obr. 8 Lokalizace geniti spojenych s HCM v sarkomeie a jeji tésné blizkosti
Tabulka 1 Frekvence zachytu patogennich sekvencnich variant zptisobujicich HCM ve
vybranych genech (Cirino et Ho, 2014)
Protein Gen Frekvence
Myozin-7 MYH7 40 %
Myozinovy vazebny protein C MYBPC3 40 %
Srdecni troponin T TNNT2 5%
Srdecni roponin | TNNI3 5%
a-tropomyozin TPM1 2%
Regulaéni podjednotka lehkého fetézce myozinu mMyL2 Neurcena
Esencialni podjednotka lehkého rfetézce myozinu MyYL3 1%
o -aktinin-1 ACTC1 Neurcena
Cysteine and glycine-rich protein 3 CSRP3 Neurcena
o -aktinin-2 ACTN2 Neurcena
Myozin-6 MYH6 Neurcena
Titin-Cap TCAP Neurcena
Troponin C TNNC1 Neurcena
Srdecni fosfolambdan PLN Neurcena
Myozenin-2 MYOZ2 | Neurcena
Nexilin NEXN Neurcena

21



3.9 Molekularni podstata HCM

Ve vyvijejicich se srde¢nich komorach zavisi rlst a zrani kardiomyocytd na signalech
ze sousednich tkani. Peptid endokardu - neuregulin je nutny k vyvoji srde¢nich komor a je
ligandem ErbB receptoru v myokardu. Pfi naruseni této signalizace mutaci dochdzi ke vzniku
ptili§ tenké komory v pribéhu embryogeneze a umrti plodu (Masopust, 2005). Dal$im
zdrojem chemickych signalt, které ovliviiuji vyvoj myokardu, jsou bunky epikardu.

Vyvoj srde¢nich chlopni a povrchové vrstvy endokardu je zprostfedkovan signalnimi
proteiny TGF-§ (transforming growth factor-f) kardiomyoctl. Pti chybéni BMP receptoru
pro TGF-B dochazi k abnormalitdm chlopni a defektim komorového septa.

Dalsimi dilezitymi komponenty signalnich drah jsou endothelin-1 a jiz zminény
neuregulin, které se podili na vyvoji Purkynovych bunék ptevodniho systému srde¢niho, které
ovladaji rytmické stahy myokardu.

Patologickd hypertrofie je odpovédi na stresové signdly a poSkozeni myokardu.
Nasledkem této hypertrofie dochazi ke zméné vyuzivani energie v kardiomyocytech z aerobni
na anaerobni — glykolytickou formu typickou pro fetalni obdobi. Dochazi k aktivaci gend,
které reguluji svalovou kontrakci a presuny Ca®’. Je pravdépodobné, Ze blokace t&chto
stresovych signali mize byt cilem terapie HCM.

Hypertrofii mize doprovézet dilatace komor, ktera je disledkem nerovnovdhy mezi
proapoptézovymi a antiapoptéozovymi signdly. Nedostatek cytokinového receptoru
glykoproteinul30, ktery je dilezity pro pifezivani srde¢nich bunék zplisobuje jejich
nadmérnou apoptoézu. Terapie srde¢niho selhani a kardiomyopatiii by pak mohla spocivat

v potlaceni apoptdzy.

3.9.1 Signalni drahy spojené s HCM
Za vznik srde¢ni hypertrofie jsou z molekularniho hlediska zodpovédné nékteré
signalni drahy: kalcium dependentni signalni drdha, kalcineurinovd drdha a B-adrenergni

signalizace. Takzvani druzi poslové téchto drah jsou cyklické molekuly cAMP a cGMP.

3.9.1.1  Ca* signalizace
Vépenaté ionty hraji majoritni roli v regulaci rstu srdce a jeho kontraktilni funkei.
Ca®" ionty vstupuji do kardiomyocytd bshem srde¢niho stahu (Masopust, 2005).
Nahromadéni vapniku uvnitf bundk zptsobi dalsi uvolnéni Ca®" ze sarkoplazmatického
retikula pfes ryanodinové receptory (RyR). Intracelularni koncentarace Ca®" se 10x zvysi a
dojde kjeho vazbé na troponin C kontraktilniho aparatu. Tento d&j stimuluje svalovou
kontrakci (systolu). K relaxaci (diastole) pak dojde po navratu Ca®* zp&t do
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sarkoplazmatického retikula za Gasti specifické Ca**-ATPasy (SERCA), ktera je schopna
pumpovat vapenaté ionty zpét po interakci s fosfolambdanem. V ptipadé, Ze je fosfolambdan
nefosforylovany, zamezuje navratu Ca>" do sarkoplazmatického retikula pasobenim SERCA.
Fosforylace proteinu prostfednictvim proteinkindzy PKA snizi jeho inhibi¢ni funkci a bude

dochézet k relaxaci myokardu (viz obr. 9).

. || Transkripéni faktory (NFAT, GATA4, NEF-2 ..) ||

Obr.9 Ca®" signalizace spojena s HCM
Prevzato z: http://www.roche-

diagnostics.cz/content/dam/diagnostics _czechrepublic/cs CZ/documents/Labor_Aktuell/L.A2005/LA0105/molek

ulova.pdf

3.9.1.2 p-adrenergni signalizace
Agonisté membranovych B-adrenergnich receptori stimuluji srde¢ni ¢innost. Po vazbé
katecholaminu na receptor spojeny G-proteinem s adenylatcykldzou se zvysi intracelularni
koncentrace cAMP a dojde k aktivaci PKA. Tato signalizace je porusena v piipad¢ srde¢niho
selhani. Odpovédi na srde¢ni kolaps je chronicka aktivace sympatiku a tim také trvaly vzestup
katecholaminli v ob&éhu, na coz reaguji kardiomyocyty snizenou citlivosti a downregulaci -
adrenergnich receptorti. Porucha [-adrenergni signalizace je jednim z hlavnich

patogenetickych mechanismi srde¢niho selhani (Masopust, 2005).
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3.10 Molekularni diagnostika

3.10.1 Sangerova metoda sekvenovani

Frederik Sanger vroce 1997 (Sanger et al., 1997) vynalezl enzymatickou metodu
sekvenovani, ktera byla prvni generaci komeréné dostupného sekvenovani. I pies své limitace
jako ¢asova narocnost a pracnost se Sangerovo sekvenovani stalo velmi rozsifenou metodou,
kterd je v novéjsi, automatizované verzi vyuzivana dodnes v celém svété. Prvni automaticky
sekvenator (ABI370) uvedla na trh firma Applied Biosystems. Pfistroj vyuziva k separaci
usekd DNA kapilarni elektroforézu a fluorescenéné znacené primery, které velmi usnadnuji
naslednou analyzu. Sekvenator ABI370 umoznoval osekvenovat 500 kb za den (Liu et al.,
2012). Pomoci sekvenatorti zaloZenych na Sangerové metod¢ byl poprvé precten prvni lidsky
genom. V pribéhu tohoto procesu vsak vyslo najevo nékolik limitaci této metody jako je
potieba vyssi vykonosti, pfesnosti a nizsi naklady. Sangerova metoda sekvenovani ma stale
své vyuziti a to predevsim pro sekvenovani PCR produktti a malé sekvenacni projekty. Pro
dobu potiebnou k ptrecteni dlouhych DNA sekvenci a také cenu (Koubkova ef al., 2014).

Sekvenovani je metoda, ktera slouzi ke stanoveni primarni struktury DNA. Sangerova
metoda sekvenovani je enzymova metoda, kterd vyuziva pii stanoveni sekvence DNA matrici
ve formé PCR produktu, ke které se pomoci DNA-polymerdzy komplementarné syntetizuji
rizn€¢ dlouhé fetézce DNA. Tato metoda je pouzivana pii automatickém sekvenovani.
Materialem pro automatické sekvenovani jsou fragmenty DNA, které vznikaji pti asymetrické
PCR. Prvni ¢ast tohoto uspoifadani PCR probiha standardné, tzn. se dvémi primery v jedné
reakci. V druhé ¢asti probiha vlastni asymetrickd PCR, kdy je v jedné reakci pouzit vzdy jen
jeden primer. Dochézi tak k amplifikaci jen jednoho ze dvou fetézcli. V reakéni smési jsou
spolu se standardnimi deoxyribonukleozidtrifosfaty (dNTPs) pouzity 1 jejich Etyfi
fluorescen¢né znacené analogy dideoxyribonukleozidtrifostaty (ddNTPs), které se inkorporuji
do rostouciho fetézce a funguji jako koncové inhibitory elongace, nebot’ postradaji terminélni
3’-hydroxylovou skupinu. To umoziuje vytvofit dle matrice riizné dlouhé znacené fragmenty
DNA. Takto ziskané fluorescenéné znacené produkty jsou nasledné elektroforeticky za
denatura¢nich podminek rozdéleny v kapilafe automatického sekvenatoru a detekovany. U
automatickych piistroji je délka fragment snimdna pomoci laserového detektoru. Laserem
excitované fluorescencni barvicky emituji zafeni rtiznych vinovych délek podle typu

pouzitého fluorochrému. Pofadi nukleotidi je automaticky odecéitano detektorem a
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zaznamenavano. Sekvence je nasledné komplexné analyzovana specidlnim softwarovym

programem (viz obr. 10).

dsDNA

Standardni PCR
se dvéma primery v
jedné reakci

 —

Produkt pouzit jako templat do dvou samostatnych
PCR obsahujicich vzdy jen jeden z dvojice primert

PCR jen s primerem F PCR jen s primerem R

== T Asymetricka PCR c =
e e > v q------------ - |
- - »C Ad---------- —
—----" »C G %----- =
—ht T4-—=
mizné dlouhé fetézce DNA riizné dlouhé fetézce DNA
ukonéené znatenymi ddNTPs ukonéené znatenymi ddNTPs

. o Kapilarni elektroforeticka
Kapilarni elektroforeticka Detekce produktu separace jednofetézen a jejich
separace jednoretézen a jejich detekee laserovym detektorem

detekce laserovym detektn:em\*
Softwarove zpracovani

Vyhodnoceni vysledka
Koncové inhibitory elongace (dideoxynukleotidy) - ACGT
Obr. 10 : Schéma Sangerova sekvenovani

3.10.2 Sekvenovani nové generace (NGS)

Zavedeni metody masivné paralelniho sekvenovani do vyzkumu v oblasi genomiky
mélo poprvé dovolit osekvenovat cely lidsky genom za pouhy zlomek ceny a ¢asu. Stalo se
tak nejen v oblasti genomiky, ale také v onkologickém vyzkumu a vyzkumu dédi¢nych
nemoci. VSe zprostfedkovaly sekvenatory tzv. druhé generace, které poskytuji sekvenovani
tisici molekul DNA zéaroven za vyznamné krat$i dobu potifebnou k pfecteni dlouhych DNA
sekvenci. Od roku 2005 vstoupily na trh tfi platformy: Roche 454 genome Sequencer,
[llmunina Genome Analyzer a Life Technologies SOLID System.V soucasné dobé na trhu
prevladaji platformy firmy Illumina (Zhou et al., 2010). VSechny technologie sekvenovani
druhé generace vyuzivaji riznou chemii, ale sdileji stejny princip, ktery spociva v Gpraveé
templatové DNA a vytvoteni knihovny amplikontl, sekvenovani a detekce inkorporovnych
nukleotidii a nasledné analyze dat. Rozdily mezi jednotlivymi platformami jsou pouze

v kombinaci ptistupti v jednotlivych krocich sekvena¢niho b&hu.
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3.10.2.1 IHllumina/Solexa

Jednou z platforem vyuzivajici technologii zaloZenou na amplifikaci DNA templatu
(PRC-based technologies) syntézou je Illumina/Solexa, ktera uvedla na trh prvni sekvenator
zalozeny na principu tzv. bridge PCR (mustkova amplifikace), kdy pfedem upravena
genomickd DNA hybridizuje na transparentni povrch reakéni komurky, tzv. flow cell za
soucasného vyuziti reverzibilné modifikovanych nukleotidti (Xuan et al., 2013).

Pfedem modifikovana DNA je po denaturaci pomoci pfipojenych adaptord pevné
nahybridizovana k reak¢éni komirce, ktera je husté pokryta komplementarnimi adaptory. Po
pfidani reakéni smési nutné k probéhnuti amplifikace je DNA prodluzovana z adaptort
(tvorba ds DNA), které slouzi zaroveinn jako primery. Vznikld dvouvldknovd DNA je
denaturovana, pivodni templatové vlakno se odmyje a nové nasyntetizované vlakno DNA
zustava pevné navazano na povrchu flow cell. Toto vldkno se ,,ohne* a svym volnym koncem

hybridizuje k dal$im adaptortim/primertim na povrchu reakéni komurky (viz obr. 11).

/ i "
H fragment
DNA t I
’ss 8 a 5 i; T
lll_f' | ,f
l Mapm I|II M.upter '
| WEa T 4
p K\ qllllrg/l- IIJ;II i | |
ti ;-l \%h:i-%/i/ié I | P"" | =
B A L
i |";; [
# : ’1I
|
o b

Obr. 11 Prvni faze bridge PCR - navéazani adaptord na templat, pfipojeni templatového vldkna k adaptorim na
flow cell, zahajeni elongace ssDNA vldkna z adaptoru

Prevzato a upravo z: http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=21

Béhem dalsiho PCR cyklu je adaptor opét prodlouzen polymerdzou a vznikd tak
dvouvlaknovy ,,most”. Proces se cyklicky opakuje a po vytvofeni mnohonasobného poctu
mostli dojde k denaturaci, odstépeni a odmyti reverznich fetézci. Na flow cell tak zlstanou
pouze tzv. klastry tvofené asi tisicem identickych kopii DNA fragmentli vhodnych

k sekvenaci (viz obr. 12).

26



|‘i.| |l|‘_\__ ]

Clusters

Obr. 12 Druha faze bridge PCR - dvouvldknové mosty, denaturované dsDNA mosty, klastry naamplifikované
DNA

Ptevzato a upravo z: http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=21

Sekvenovani zac¢ind po hybridizaci sekvenacnich primerti k adaptorovym sekvencim
v piitomnosti polymerazy a 4 rizné fluorescenéné znacenych nukleotidt s inaktivni 3°-OH
skupinou (nedochdzi tak dale k elongaci fetézce a inkorporovan je vzdy pouze jeden
nukleotid). Po za¢lenéni nukleotidu do DNA je zaznamenana pozice a typ tohoto nukleotidu
CCD kamerou (viz obr. 13). Termina¢ni skupina na 3" nukleotidu a fluorescen¢ni barvicka
musi byt pfed probéhnutim dalSiho cyklu odstranéna. Cyklus se stale opakuje a sekvenace
kazdého klastru je generovana specidlni algoritmem, ktery kazdé bazi pridéluje jedine¢nou
hodnotu, na jejimz zéklad¢ jsou nasledné vytazovany sekvence nizké kvality (Shokralla ef al.,

2012; Xuan et al., 2013, Zhou et al., 2010).
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Obr. 13 Treti faze bridge PCR — Urceni prvni inkorporované baze, zobrazeni prvni béaze, ur¢eni druhé
inkorporované baze

Sekvenatory Illumina jsou limitovany relativné kratkou délkou sekvenacnich cteni
v zavislosti na typu pfistroje. V nasem ptipad¢ byla sekvenace provaddéna na pfistroji Miseq,
ktery nabizi délku c¢teni 2x300 bp. V porovnani se Sangerovym sekvenovanim produkuji
sekvenatory Illumina mnohem vice dat za krat$i ¢asovy usek a méné penéz, avSak s vyssi
chybovosti, kterd vede napt. k faleSné pozitivit¢ ¢i negativité pii odeéitani sekvenacnich
variant. Dal$i nevyhodou mtze byt nerovhomérné pokryti v AT a CG bohatych oblastech
DNA sekvence. Nejvétsi nevyhodu pak predstavuje samotné mnozstvi produkovanych dat,
ktera potiebuji své ulozisté, coz muze nakonec cely sekvenaéni proces mnohondsobné

prodrazit (Zhou et al., 2010).

3.10.2.2  Cilené sekvenovdni (Target Enrichment)

Technika cileného sekvenovani umoziuje sekvenovat vybrané oblasti genomu nebo
geny, coz je dal§i znanou usporou casu, financi a také prostoru ke skladovani dat. NGS
v tomto piipadé umoziuje identifikaci takovych vzacnych variant, které jsou Sangerovym
sekvenovanim nezachytitelnné nebo je jejich identifikace piiliS drahd. Pii cileném
sekvenovanim s vysokym pokrytim (coverage) mohou byt charakterizovany sekvenacni
varianty s frekvenci v populaci pod 1 % (Koubkova et al., 2014) .

Jednim ze zpisobi ptipravy amplikovové knihovny je tzv. targeted capture. Jedna se o
techniku, ktera vyuziva specifické sondy pro zachyt nami vybranych oblasti DNA a nasledné
obohaceni vzorku o tyto oblasti multiplex PCR. V naSem ptipad¢ byla pouzita hybridiza¢ni
technika SeqCap EZ technology spolec¢nosti Roche NimbleGen, kterd je vhodna k sekvenaci

stovek genli v malém i vét§im poctu vzorkt. Na trhu je nabidka standardnich kitd, které jsou
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navrzeny pro zachyt nejbézngjsich mutaci, nebo lze vyuzit moznost navrzeni vlastnich DNA

sond se specifickou oblasti zajmu (Sikkema-Raddatz et al., 2013).

3.10.2.3 Nimble Gen Seq Cap EZ Choice Systém
SeqCap EZ Choice Library system (NimbleGen Roche, Madison, WI, USA) je metoda
obohacovani cilovych sekvenci, ktera pokryva region zajmu mnoha oligomery (80-105 bp

dlouhymi) DNA prob (www.nimblegene.com).

Prvni fazi celého procesu je pfiprava sekvena¢ni knihovny, kterd zac¢ind fragmentaci
genomické DNA. Nejcastéji vyuzivana délka fragmentt pro platformu Illumina je pfiblizné
150-300 bp. DNA miuze byt Stépena fyzikalné - nebulizaci dusikem ¢i sonikaci pomoci
ultrazvukovych vin nebo enzymaticky. Nevyhodou fyzikalniho $tépeni je potfeba upravy
(zatupeni) vzniklych tzv. ,lepivych® konct fragmenti DNA pomoci enzymt (Knierim et al.,
2011).

Po fragmentaci DNA jsou na konce fragmentli naligovany sekvenacni adaptory a
indexy v predvychytavaci LM-PCR (Ligation-mediated PCR). Takto jsou fragmenty
ptipraveny k vychytani cilovych sekvenci. K fragmentim DNA s adaptory jsou ptidany
specifické sondy znacené biotinem a prob€hne prvni hybridizace. Dale je do reakce ptidan
streptavidin, ktery se navdze na biotinem znaCené sondy. Nasleduje piecisténi. Cilové
fragmenty s nami hledanymi oblastmi jsou dale ammplifikovany v dalsi LM-PCR (viz obr.
14). Na konci tohoto procesu je vzorek pfipraven pro analyzu na sekvenatoru (https://roche-

biochem.jp/products/NimbleGen/20-seqcapez/).

i it Captured
HaxtGnsration Hybridization Bead Capture . P

Library Preparation
=) Sequencing Adaptor

SeqCap EZ Library

£ 3 Streptavidin bead L
§ é # Washing

Obr. 14 Piiprava NibleGen knihovny amplikonti obohacovanim o cilové sekvence metodou SeqCap

Prevzato z: https://roche-biochem.jp/products/NimbleGen/20-segcapez/

3.10.2.4  Analyza sekvenacnich dat
Nejslozitéjsi ¢asti sekvenacniho procesu je vyhodnoceni a interpretace ziskanych dat.

Bioinformatici, ktefi musi béhem analyzy spolupracovat s pracovniky laboratofi, zpracovavaji
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obrovské mnoZstvi dat. Analyza dat méa 3 zdkladni fdze — primérni, sekundéarni a tercialni.
Primarni analyza spociva v pfevedeni signdlu z CCD kamery, kterd detekuje pfesnou polohu
inkorporovanych nukleotidii, na digitalni signal. Sekundarni analyza vyhodnocuje kvalitu dat
z primarni analyzy, filtruje je podle konkrétnich parametrii a polohy nukleotidi
v sekvenovanych usecich jsou porovnavany s referencni genomovou sekvenci. Nejnovejsi
verze genomové sekvence, GRCh38/hg38, byla zvefejnéna v prosinci 2013 referen¢nim
genomovym konzorciem a od GRCh37.pl13 (hg 19) se lisi novym objasnénim
centromerickych oblasti, vyss$i pfesnosti duplikovanych segmenti a mensSim mnozstvim
mezer v sestavenych sekvencich (Cunningham et al, 2015). Tercidlni analyza zahrnuje
posouzeni kauzality nalezenych sekvencnich variant pomoci databazi zachytl, predik¢nich
programii a odbornych publikaci. Jednd se o detailni analyzu ziskanych sekvenci
vySetfovaného souboru vzorkt (Majewski ef Rosenblatt, 2012). Jednim z vhodnych programi
k vyhodnocovani dat je program SeqNext spole¢nosti JSI medical systems, ktery je zaroven
kompatibilni s vystupnimi raw daty sekvendatoru. SeqNext pfirovnava ziskané sekvence k
referenénimu genomu (alignment) a detekuje SNP (single nucleotide polymorphism), inzerce
a delece o libovolné délce, stejné jako CNV (copy number variants). Nabizi ptistup k SNP
databazim 1000 genomes, COSMIC a CLINVITAE. Dalsi informace program ziskava ze
zdrojti, jako jsou NCBI, PubMed, HGMD atd. K hodnoceni patogenity nalezenych
sekvenaénich variant jsou pouzivany online predikéni programy jako napt. PolyPhen-2,
AlignGVGD, SIFT, Mutation Tester, UMD-Predictor (http://www.jsi-medisys.de/).

Predikéni program PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) hodnoti mozny
dopad aminokyselinové zdmény na strukturu a funkeci proteinu na zékladé fyzikalnich
vlastnosti a evoluéni konzervovanosti aminokyseliny v dané pozici. Vystupem programu jsou
2 parametry — HumDiv a HumVar, které jsou vyjadieny ¢iselnym skoére, které je pfevedeno na
kvalitativni hodnoceni vlivu dané missense mutace na funkci proteinu: benign (tolerovana
zdmeéna, kterd snejvyssi pravdépodobnosti nebude mit vliv na funkci proteinu), possibly
damaging (s urcitou pravdépodobnosti by zdména mohla mit vliv na funkci proteinu) a
probably damaging (netolerovana zameéna, ktera s nejvyssi pravdépodobnosti bude mit vliv na
funkei proteinu) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

Analyticky algoritmus predikéniho softwaru SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)
posuzuje konzervovanost dané mutované aminokyseliny u piibuznych sekvenci proteint
jinych organizmi. SIFT vyhledava sekvence téchto piibuznych proteini pomoci nastroje
PSIBLAST (Position-Specific Iterative Basic Local Alignment Search Tool). Vystupem

tohoto posouzeni je predikce tolerance aminokyselinové zamény v dané pozici (tolerated/
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damaging). Jednd se o tzv. SIFT score, které nabyva hodnot v rozmezi 0-1. Pokud ma
sekvenéni zména vliv na funkci proteinu, nabyva hodnot < 0,05 (damaging). Tolerované
sekvenéni zmény nabyvaji hodnot > 0,05 (tolerated) (http://sift.jcvi.org/).

AlignGVGD kombinuje biofyzikalni vlastnosti aminokyselin a alignment
proteinovych sekvenci. Odhaduje riziko vlivu dané sekvenéni zmény na funkeci proteinu,
které je rozdéleno do 7 stupiii (CO — C65) od nejmensiho po nejvyssi. Zatazeni zmény do
skupiny s ur¢itym rizikem je dano jako prisecik hodnot GV (Grantham Variation score) a GD
(Grantham Difference score) (http://agvgd.hci.utah.edw/).

Webovy server SROOGLE (Splicing Regulation Online Graphical Engine),
umoznuje analyzu sestfihovych mutaci. Vstupni data zahrnuji sekvence exonu a lemujicich
intrond. Graficky vystup prohlizeCe zobrazuje Ctyfi jadrové sestfihové signaly se skore
riznym skupindm SRS (splicing regulatory sequence). Rozhrani nabizi také moznost zkoumat
vliv bodovych mutaci v libovolné pozici, stejné jako tadu dal§ich metrik a statistickych
opatieni tykajicich se kazdého potencialniho signalu. SROOGLE je k dispozici na adrese

http://sroogle.tau.ac.il.

Vliv na sestiih u exonickych a intronickych mutaci, které vedou ke zménam sesttihu
DNA, hodnoti online predikéni program Human Splicing Finder. Tento néstroj pomaha pfi
studiu sestfihu pre-mRNA. Pro vypocet konsensualnich hodnot potencialnich sestfihovych
mist a hledani mist vétveni vyuziva HSF specialni algoritmy a dostupné matice k identifikaci

exonickych a intronovych motivl (http://www.umd.be/HSF3/).

3.10.2.5 Interpretace sekvenacnich dat

Sekvenaéni varianty lze povazovat za patogenni (nebo pravdépodobné patogenni) na
zékladé ptevahy nsledujicich kritérii:

1 Kosegregace HCM fenotypu (hypertrofie LK) u ¢lend rodiny.

2 Dtivéjsi publikace nebo identifikace jako pii¢ina HCM.

3 Neni nalezena u nepiibuznych etnicky shodnych zdravych kontrol.

4 Zména struktury nebo funkce proteinu (posun ¢teciho ramce, zkraceni transkriptu).

5 Zména aminokyselinové sekvence v evoluéné mezidruhové konzervované oblasti

proteinu (dilezité pro zachovani bunééné funkce).

Na druhou stranu, existuje mnoho aminokyselinovych substituci DNA, které jsou
povazovany za benigni i kdyZ jejich procento v populaci dosahuje rozmezi 0,5 - 1 %, coz

obecné odpovida patogennim variantdm. Vyznam pro vznik onemocnéni v téchto piipadech
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zlistava nejasny i po aplikaci kritérii pro patogenitu. Ve vysledku pak predikéni genetické
programy zafadi tyto sekvenacni varianty do skupiny nejasného vyznamu - UV/VUS (Variant
of uncertain significance) s prakticky zZadnou klinickou pouzitelnosti pro screening v rodinach
(Tester et Ackerman, 2011).

Odliseni patogenni varianty od UV je stdle CastéjSim problémem a to hlavné kviili
interpretaci vysledkt. To, ze se UV vyskytuji astéji v kontrolnich lidskych populacich, nez
bylo doposud znadmo (geneticka variabilita souhrnné¢ oznafovana jako ,Sum pozadi)
zdaraziuje pottebu vice definitivnich kritérii pro rozliSeni patogennich mutaci a benigniho
genetického ,,Sumu™ (Landstrom et Ackerman, 2010).

Laboratorni testovaci strategie pro vytvareni vysledkovych zprav se velmi lisi, za
pouziti 3 az 7 popisnych tiid pro patogenitu. Vznika tedy moznost rizné interpretace jedné a
téz mutace u riznych laboratofi.

Navic v klinické praxi existuji piipady, kdy se patogenni klasifikace variant mize v
pribéhu casu meénit diky nové dostupnym relevantnim informacim (napt. VUS mize byt

pridélen patogenni vyznam nebo naopak) (Maron et al., 2012).
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Soubor pacientu

Diplomova prace vznikla ze souboru 170 pacientii s klinickou diagnézou HCM.
V prvni fazi byly hodnoceny vysledky NGS analyzy ,hlavniho souboru gent™ (ACTCI,
ACTN2, CSPR3, JPH2, MYBPC3, MYH6, MYH7, PLN, MYL2, MYL3, MYPN, PRKAG?2,
TCAP, TNNCI, TNNI3, TNNT2, TPMI, TRIM54, TRIM55 a TRIM63). Tyto vysledky
pochazely zrutinnich i zgranovych analyz Laboratofe molekularni biologie, Odd¢leni
1ékaiské genetiky, LAG, Novy Ji¢in.

Po vyhodnoceni ,hlavni skupiny geni“ bylo vybrdno 30 pacientii bez ndlezu
patogenni sekvenc¢ni varianty. V tomto selektovaném souboru byla hodnocena NGS analyza
»~dopliujici skupiny genti (ANKRDI, CALR3, CAV3, DES, GLA, LDB3, MYLK2, MYOM1,
MYOZ2, NEXN, RAF1, TTN a VCL).

Ovéfeni pozitivnich zachyti zNGS analyz bylo provedeno pomoci Sangerova

sekvenovani.

4.1.2 Biologicky material
Biologickym materidlem pro hledani mutaci byla nesrazlivda krev odebrana do

zkumavky s EDTA.

4.1.3 Pouzité chemikalie

Puregene Blood Core Kit C (Qiagen), 70% ethanol (Repharm a.s), 85% ethanol
(Repharm), Isopropylalkohol (Repharm a.s), PCR H,O (Top-Bio), HPLC voda (Merck),
Agencourt CleanSeq (Beckman Coulter), FastStart PCR Master (Roche), Primery (Generi
Biotech), Exonuclease I, (ThermoScientific), FastAP Thermosensitive alkaline Phosphatase

(ThermoScientific), BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

4.1.4 Pristrojové vybaveni

Stolni centrifuga SpeedMill (AnalytikJena)
Stolni centrifuga Multi-Spin (Biosan)
Termoblok 7'S-100 (Biosan)

Termostat Incucell (BMT)

Vortex BIO Vortex V1 (Biosan)

Pipetor Biomek 4000 (Beckman Coulter)
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Centrifuga Ccentifuge 5804 (Eppendorf)

Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Termocycler 7100 (Biorad)

Sekvenator ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Lednice UR 400 (4 °C - Nordline)

4.2 Metodika

4.2.1 Izolace DNA z periferni krve - vysolovaci metoda

Vysolovani je jednou z nejjednodussich izola¢nich metod, kterd poskytuje vysoce
kvalitni DNA (Turtinen a Juran, 1998). Principem metody je zména rozpustnosti molekul
DNA v zavislosti na zmén¢ koncentrace iontli v roztoku, kdy s rostouci koncentraci iontd
rozpustnost nejdiive roste a DNA se do roztoku vsoluje. Po dosazeni maxima zacne
rozpustnost molekuly klesat a tim se DNA z roztoku vysoluje. Nejcastéji pouzivanou soli k
vysolovani je siran amonny, vyznacujici se mimotadné velkou rozpustnosti, kterd se pfili§
nemeni s teplotou (K4&s et al., 2005).

Pracovni postup:

Do 50ml zkumavky bylo napipetovano 2,5 ml krve. Poté bylo piidano 9 ml RBC Lysis
solution. Smés byla promichdna a inkubovana pti pokojové teploté 10 min. B€hem inkubace
byla smés 1x promichana. Dale byly vzorky centrifugovany 15 min./ 3850 rpm, 4°C. Po
centrifugaci byl odebran supernatant tak, aby na dné zlstal pelet bilych krvinek a nebyl
porusen. Nasledn¢ bylo pfidano 2,5 ml RBC Lysis solution a vSe po zvortexovani
centrifugovdno 10 min./ 3850 rpm, 4°C. Po centrifugaci byl opét odsan supernatant a bylo
pridano 1,5 ml Cell lysis solution. Po zvortexovani byly vzorky inkubovany v termostatu pfi
37 °C do rozpusténi. Po vyjmuti z termostatu byly vzorky vytemperovany na pokojovou
teplotu. Déle bylo piidano 450 pl Protein precipitation solution a zvortexovano pifi maximalni
rychlosti 20 - 30 sec. Nasledovala centrifugace 10 min./2000 rpm. Do 15 ml zkumavky bylo
napipetoavno 1,5 ml Isopropylalkoholu. Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 100 pl
70% ethanolu. Po centrifugaci byl odsan supernatant do 15 ml zkumavky
s Isopropylalkoholem a postupné promichavan do vysrdzeni DNA. Vysrdzena DNA byla
ptenesena do 1,5 ml mikrozkumavky se 70% ethanolem, kde byla DNA 2 - 3 x
proplachovana. Poté bylo pfidano 100 upl cistého 70% ethanolu a DNA byla opét
proplachovéana. Nasledné byl veskery ethanol odsan a DNA byla vysuSena pii pokojové

teploté pies noc. Po vysuSeni byla k DNA pfidana sterilni voda (100 - 300 pl podle velikosti
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DNA) a byla rozpusténa pii pokojové teploté pfes noc, ptipadné v termobloku (1hod pfi
56°C). Vvyizolovana DNA byla uchovavana v lednici, pfi del§im skladovani pti -20°C.

4.2.2 Mgéreni koncentrace nukleovych kyselin

Koncentrace a Cistota vzorkd byla méfena na pfistroji Nanodrop 2000 od firmy
Thermo Scientific. Jedna se o spektrofotometr, ktery je zaloZen na principu pohlcovani UV
svétla nukleovymi kyselinami, coz je jejich pfirozenou vlastnosti. Koncentrace nukleovych
kyselin je pak pfimo umérna mnoZstvi pohlceného UV zafeni. Cistota nukleovych kyselin je
stanovena z poméru absorbanci pfi vlnovych délkach 260 a 230 nm. Cistota DNA by méla
nabyvat hodnot 1,8 - 1,85, kdy je dosazeno optimalni kvality. Jako slepy vzorek (blank) byla

pouzita sterilni voda. Pro méfeni byl pouzit vzdy 1 pl vzorku.

4.2.3 Navrhovani primeru

Névrh primert je prvnim krokem polymerazové fetézové reakce a sekvenacni analyzy.
Primery jsou syntetické oligonukleotidy, které hybridizuji na 5" a 3" cilové DNA a fidi
syntézu novych vlaken. Par primert (F-forward a R-reverse) musi byt vzdy navrzen tak, aby
sekvence mezi F a R primerem pokryla tizené misto hledané sekven¢ni zmény. VSechny
navrzené primery splilovaly nasledujici kritéria: délka primeru vrozmezi 18 - 25 bp
(optimum 20 bp), obsah GC bazi v sekvenci primeru vrozmezi 30 - 80 %, velikost
amplifikovaného produktu v rozmezi 150 - 500 bp, teplota tani primeru (Tm) v rozmezi
58 - 60°C, maximalni rozdil 5 °C mezi Tm (melting temperature) ptimého (F) a zpétného (R)
primeru, na 3' konci primeru poslednich 5 nukleotidid neobsahovalo vice nez 2 G ¢i C baze,
vylou€eni ptipadnych repetic, zejména opakovani 4 a vice G za sebou a 100% specifita
primert. K navrhu primert jsou dale nezbytné genomové sekvence, které byly ziskany

z online databaze Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) dle referen¢niho lidského

genomu - H. sapiens, GRCh38/hg38. Samotné ndvrhovani primerti bylo provedeno pomoci

programu Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) viz obr. 15.
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:_, Primer-BLAST

» NCBY Primer-BLAST : results: Job id=HRICeyb8K1QMai5viw8KXVKUG290BwBydQ more..

Input PCR template
Range 1-575
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports b Search Summary

Graphical view of primer pairs

Query_1:1..575 (575bp} » | Find: iy - [ P ATools - F | fFTrads & D -

Priner IFP——————— =
Priner 2 ——————————————————

Friner & —_——————————————— ]
Priner 7 —————— =
Priner & —_———————
Primer & %—%
Primer 10 %—%

1 |28 (4B |86 3@ |86 |t26 145 (188 [186  |2GE (208|248 |26 (286 (304|306 |34 (366 (380 (406|436 446 B0 480 |sem  [5z@ [sda | G7

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC% Self pl i Self 3
Forward primer GGTACATGGCCCCTGAAGTT Plus 20 222 241 5967 5500 500 3.00
Reverse primer  CTCTGGCACTCGGTGACATC Minus 20 476 457 6046 60.00 6.00 300

Product length 255
Primer pair 2

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ CTCTCCTCTCCCCCAGTAGTT Plus 21 366 376 5371 57.14 3.00 0.00
Reverse primer CCTCCCAAAGGTTTCATCGC Minus 20 505 486 59.19 55.00 4.00 200

Product length 150

Obr. 15 Vystup z programu Primer-BLAST
Prevzato z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

4.2.4 Sangerovo sekvenovani

Prvnim krokem Sangerova sekvenovani je polymerazova fetézova reakce, béhem které
je cilovy tisek DNA namnoZen pomoci specifickych primerti. Druhym krokem je enzymatické
precisténi ziskané namplifikované DNA. Nasleduje asymetrickd PCR reakce, béhem které k
jednofetézcové DNA piiseda 15 - 25 bp dlouhy primer, ktery je komplementarni k zacatku
sekvenovaného mista. Syntéza DNA probih4d od navdzaného primeru za piitomnosti dNTP
(dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a konéi navazadnim jednoho z fluorescencné znacenych
dideoxynukleotidi (ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP), které jsou v reakci zastoupeny jen
v relativné malém mnoZstvi. Po sekvenacni reakci nasleduje analyza vzorkd kapilarni
elektroforézou, béhem které laser excituje fluorescenéni barvy a emitované svétlo je
zachyceno citlivou kamerou.

Pracovni postup:

Polymerazova retézova reakce
Lyofilizované primery (F-forward- a R-reverse) byly nafedény na zasobni roztoky o

koncentraci 100 pmol/ul, pfidanim odpovidajiciho mnozstvi sterilni vody. Z téchto zasobnich
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roztokd byly pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci 10 uM smichanim 10 pl zasobniho

roztoku primeru a 90 pl sterilni vody.

Reakéni smés byla ptipravena dle tabulky 2 pro vSechny reakce.

Tabulka 2 SloZeni reakéni smési pro amplifikaéni reakci
Reagencie Objem (pnl)
FastStart PCR Master 10
sterilni voda 8
Primer F 0,5
Primer R 0,5

Pfipravend reak¢ni smes byla rozpipetovana do 0,2 ml zkumavek po 19 pl. Do kazdé

0,2 pl zkumavky sreakéni smési byl piidan 1 pul DNA. Takto pfipravené vzorky byly

zcentrifugovany a vlozeny do termocycleru s vhodnym amplifika¢nim programem (viz tab.

3).

Tabulka 3 Amplifika¢ni program

teplota (°C) ¢as (min:s) opakovani
94 5:00
95 0:30
50/55/58/60 0:30 35x
72 0:45
72 10:00
4 hold ()

Precisténi PCR produktu

Déale bylo provedeno enzymatické piecisténi PCR produkti pomoci mixu enzymu

Exonuclease I a alkalické fostatazy FastAP, ktery byl pfipraven smichanim 30 pl Exonuclease

[ a 60 ul FastAP. Pro kazdy vzorek z ptedchozi PCR reakce byly pfipraveny nové 0,2 ul

zkumavky, do kterych bylo pfidano 1,5 pl mixu enzymt a 5 ul PCR produktu. Vzorky byly

opét vlozeny do termocykléru s teplotnim profilem, ktery je uveden v tab. 4.

Tabulka 4  Teplotni profil programu EXO/FastAP

teplota (°C) ¢as (min:s)
37 15:00
85 15:00

37



Asymetricka sekvena¢ni PCR

Reakéni smés pro sekvenaéni PCR byla ptipravena podle tab. S. Jednotlivé reagencie
byly rozpipetovany po 3,7 ul do pfipravenych 0,2 pl zkumavek. Déle bylo k mastermixu
pfidano 0,5 pl primeru F nebo R, tak, aby mél vzdy jeden vzorek F a R variantu primeru. Poté
bylo do zkumavky pifidano 0,8 pl enzymaticky piecisténého PCR produktu. Pfipravené

vzorky byly vloZeny do termocykléru s amplifika¢nim programem uvedenym v tab. 6.

Tabulka 5 Slozeni master mixu pro sekvenacni reakci
Reagencie Objem (ul)
sterilni voda 2.7
BigDye Terminator v3.1 0,5
Sequencing buffer v3.1 0,5

Tabulka 6  Teplotni profil amplifikaéniho programu sekvenace.

teplota (°C) Cas (min:s) opakovani
96 1:00
96 0:10
50 0:05 25x
60 4:00
4 Hold

Po sekvenaéni PCR byly vzorky automaticky piecistény pomoci magnetickych kulicek
na pristroji Biomek 400 (Beckman Coulter) a poté byla provedena jejich sekvenacni analyza

na sekvenatoru ABI PRISM 3130.

4.2.5 Analyza sekvenacnich dat

Analyza ziskanych dat probihala pomoci programu Sequencing Analysis (Applied
Biosystems). Analyzované sekvence byly uloZeny a porovnany s referen¢ni sekvenci daného
exonu (genu) v programu Sequencher (Gene Code Corporation).

Referen¢ni sekvence daného genu byly ziskany z databaze NCBI. V ptipadé, Ze se
sekvence shoduje s referencni sekvenci, je pacient negativni (wild type). V ptfipadé zachytu
sekvenacni zmény na obou alelach je pacient mutovany homozygot. V piipadé, Ze je zjiSténa

zména pouze na jedné alele genu je pacient heterozygot pro sledovany tisek DNA.
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S Vysledky

Soubor 170 pacientli byl podroben analyze 20 gent souvisejicich s HCM - ACTC1,
ACTN2, CSPR3, JPH2, MYBPC3, MYH6, MYH7, PLN, MYL2, MYL3, MYPN, PRKAG?2,
TCAP, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPMI1, TRIM54, TRIM55 a TRIM63 (hlavni skupina gent),
které maji v populaci dle literatury casty zachyt a byla u nich stanovena frekvence
patogennich variant.

V souboru bylo nalezeno 43 sekvencnich variant popsanych v genetickych databazich
jako jednozna¢né¢ patogenni (kauzalni) varianty, zpuisobujici HCM. V Sesti pfipadech byly
nalezeny dvé patogenni varianty soucasné (digenni varianty). Procentudlni zachyt mutaci
v jednotlivych genech je znadzornén v grafu 1. Pocet nalezenych patogennich sekven¢nich
variant v analyzovanych genech shrnuje tab. 7. Konkrétni nalezy patogennich sekvencnich

variant v hlavni skupiné vysetfovanych gent jsou popsany v tab. 8.

Frekvence patogennich variant

2%

2% M MYBPC3
M MYH6
M MYH7
M TPM1
M TRIMG63

M TNNI3

Graf 1: Frekvence patogennich variant v hlavni skupiné genii spojenych s HCM

Zahrnuto celkem 43 nalezenych patogennich variant v souboru 170 pacientt.

Tabulka 7 Pocet nalezenych patogennich sekvencnich variant v analyzovanych genech

Gen Pocet sekvencnich variant
MYBPC3 31
MYH6
MYH7
TPM1
TRIM63
TNNI3

RlwiN|O] -
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sekvenénich wvariant v hlavni

Tabulka 8  Konkrétni nalezy patogennich
vysetiovanych gent
Gen Nukleotidovy zapis Proteinovy zapis
TNNI3 c.422G>A p.Argl41Gin
€. 2905+1G>A -
c.1028del p.Thr343Metfs*7
c.2067+1G>A -
c.2431A>T p.Lys811*
€.2459G>A p.Arg820GIn
¢.3040del p.Leu1014Trpfs*6
€.3190+5G>A -
€.3276_3298dup p.Tyr1100Serfs*97
MYBPC3 -
¢.3407_3409del p.Tyr1136_1137PhedelinsPhe
¢.3407_3409del p.Tyrl136del
¢.3490+1G>T -
c.3697C>T p.GIn1233*
c.755del p.Phe252Serfs*48
c.772+1G>A -
€.309_315dup p.Prol06Alafs*9
c.3697C>T p.GIn1233*
MYH6 €.3195G>C p.GIn1065His
c.2012G>A p.Arg671His
c.2011C>T p.Arg671Cys
MYH7
c.2770G>A p.Glu924Lys
c.2882T>G p.Leu961Arg
c.523G>A p.Aspl75Asn
TPM1
c.574G>A p.Glul192Lys
TRIMG63 c.143C>T p.Ala48Val

skupiné

Dale bylo nalezeno 58 pravdépodobné patogennich variant, které genetické databaze

spojuji s HCM nebo jim predikéni programy ptidé€lily pravdépodobné patogenni vliv na

funkci proteinu (napf. ovlivnéni konzervativniho mista splicingu, zména aminokyseliny

v proteinové sekvenci). Zjisténou frekvenci zachytu znazornuje graf 2. Pocet téchto variant

je uveden v tab 9 a konkrétni nalezy jsou popsany v tab 10. V sedmi piipadech byly nalezeny

digenni varianty a ve dvou ptipadech byly nalezeny tfi varianty soucasné (trigenni varianty).
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Frekvence pravdépodobné patogennich
variant

2%

-\ B ACTN2
2%  CSPR3

M JPH2

M MYBPC3
M MYH6

M MYH7
M MYL3

M MYPN

M TCAP

M TNNI3

Graf 2: Frekvence pravdépodobné patogennich variant v hlavni skupiné genu spojenych s HCM
Zahrnuto celkem 58 nalezenych pravdépodobné patogennich variant v souboru 170 pacientti

Tabulka 9  Pocet nalezenych pravdépodobné patogennich sekvenénich variant v hlavni
skupiné genii

Gen Pocet sekvencnich variant
ACTC1 0
ACTN2 3
CSPR3 8

JPH2 5

MYBPC3 11
MYH6 8
MYH7 5
MyYL2 0
MYL3 3
MYPN 4

PLN 0

PRKAG2 0

TCAP 3
TNNC1 0
TNNI3 1
TNNT2 1
TPM1 0

TRIM54 1

TRIMS55 0

TRIM63 5
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Tabulka 10

Konkrétni

skupiné genti

nalezy pravdépodobné¢ patogennich sekvencnich variant v hlavni

Gen Nukleotidovy zapis Proteinovy zapis
¢.1090G>A p.Glu364Lys
ACTN2 c.1549C>T p.Leu517Phe
€.628G>A p.Gly210Arg
¢.10T>C p.TrpdArg
c.112+5G>A -
CSPR3 c.208G>T p.Gly70Trp
c.215G>T p.Gly72Val
€.509-3_509-2del -
c.208G>T p.Gly70Trp
JPH2 c.1513G>A p.Gly505Ser
c.442G>A p.Gly148Arg
c.1484G>A p.Arg495Gin
MYBPC3 €.2309-3C>G -
¢.3767_3769del p.Thrl256del
C.649A>G p.Ser217Gly
c.1227-13G>A -
c.1753G>A p.Gly583Ser
€.2928+5G>A -
c.3584G>A p.Argl195His
c.4556_4558del p.Gly1519del
MYH6
c.4594C>T p.Arg1532Cys
c.4651-3C>A -
c.4726C>T p.Argl576Trp
c.5348G>A p.Argl1783His
€.2366A>T p.GIn789Leu
€.2652_2654del p.Lys884del
MYH7
€.3367G>C p.Glul123GIn
c.1358G>T p.Argd53Leu
c.446T>C p.Met149Thr
MYL3
c.59C>A p.Ala20Asp
c.1130G>A p.Arg377GIn
MYPN €.2739G>A p.Met913lle
€.2863C>T p.Arg955Trp
c.316C>T p.Argl06Cys
TCAP c.388C>T p.Arg130Cys
c.52C>T p.Argl8Trp
TNNI3 c.104C>T -
TNNT2 c.83C>T p.Ala28Val
TRIM54 c.993G>A -
c.1012G>T p.Asp338Tyr
c.739C>T p.GIn247*
TRIM63
c.547C>G p.Argl83Gly
c.805G>A p.Glu269Lys
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Celkem bylo v souboru 170 pacientti nalezeno 101 sekven¢nich variant, které maji
jednoznaéné patogenni nebo pravdépodobné patogenni vyznam. Zjisténou celkovou frekvenci
zachytu téchto variant znazoriuje graf 3.

Vsech 101 nalezenych jednoznacné patogennich a pravdépodobné patogennich variant

pomoci NGS bylo dle odbornych doporuceni ovéieno Sangerovym sekvenovanim.

Frekvence patogennich a pravdépodobné
patogennich variant

1% MACTN2
M CSPR3
MJPH2
M MYBPC3
M MYH6
M MYH7
M MYL3
M MYPN
M TCAP
M TNNI3
M TNNT2
M TPM1

i TRIM54
i TRIMG63

Graf 3: Frekvence patogennich a pravdépodobné patogennich variant v HCM genech

Zahrnuto celkem 101 nalezenych patogennich apravdépodobné patogennich variant v souboru 170 pacientt.

Po konzultaci s klinickym genetikem byla u vybranych tficeti pacienti bez
jednoznaéné patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianty ve vySe zminénych genech
provedena analyza dalSich dvanacti genti - ANKRDI, CALR3, CAV3, DES, GLA, LDB3,
MYLK2, MYOMI, MYOZ2, NEXN, RAF'1, TTN a VCL (doplijici skupina gentl), ve kterych
byly dle databaze HGMD taktéz nalezeny patogenni sekvenéni varianty, ov§em s daleko nizsi
frekvenci. V tomto dopliiujicim souboru genti byly nalezeny pouze 3 pravdépodobné
patogenni varianty, které jsou uvedeny v genetickych databazich (ClinVar nebo HGMD), ale

jejich klinicky vyznam neni jasny. Softwarové predikéni programy je interpretuji sporné.
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Konkrétn¢ se jednalo o nasledujici substitu¢ni zamény - ¢.13316A>G (p.Tyr4439Cys) v genu

TTN, c.3904G>A (p.Glul302Lys) v genu MYOMI a c.197G>A (p.Arg66Gln) v genu
ANKRDI viz tab 11.

Tabulka 11 Nalezené UV sekvencni varianty v dopliujici skupiné genti.

Gen - sekvencni varianta

TTN - c.13316A>G
p.Tyr4439Cys

MYOM1 - ¢c.3904G>A
p.Glu1302Lys

ANKRD1 - c.197G>A
p.Arg66Gin

Conflicting

Conflicting

Conflicting

ClinVar interpretations interpretations of interpretations of
of pathogenicity pathogenicity pathogenicity
HGMD - - Effect in cardiac disease
SIFT Damaging Damaging Damaging
AlignGVGD Co C15 Co
PolyPhen-2 Benign Probable damaging Benign
UMD-Predictor Pathogenic Pathogenic Probable polymorphism

MutationTaster

Polymorphism

Disease causing

Disease causing

5.1 Frekvence zachytu sekvené¢nich variant ve vybranych genech

Déle bylo provedeno porovnani frekvence zachytu kauzdlnich sekvenc¢nich variant
uvedené v literatute se zjisténou frekvenci v nami analyzovaném souboru pacientti s HCM.
Frekvence byla stanovena z celkového poc¢tu 101 nalezenych jednozna¢né a pravdépodobné

patogennich variant (viz tab. 12 a graf 4).
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Tabulka 12 Porovnani frekvence zachytu kauzalnich sekven¢nich variant uvedené v
literatufe se zjisténou frekvenci v ndmi analyzovaném souboru pacientti s HCM.

Gen Frekvence v literature* Zjisténa frekvence
MYH7 8-40% 10%
MYBPC3 16-40% 41 %
TNNT2 3-5% 1%
TNNI3 5% 2%
TPM1 2% 2%
mMyYL2 Neurcena 0
mMyL3 1% 3%
ACTC1 Neuréena 0
CSRP3 Neuréena 8%
ACTN2 Neuréena 3%
MYH6 Neuréena 9%
TCAP Neuréena 3%
TNNC1 Neurcena 0
PLN Neurcena 0
JPH2 Neurcena 5%
MYPN Neurcena 4%
TRIM54 Neurcena 1%
TRIM63 Neurcena 8%

*(Cirino ef Ho, 2014; Garcia-Castro et al., 2009; Marian, 2010)
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Graf 4: Grafické srovnani frekvence zachytu kauzalnich sekven¢nich variant ve vybranych genech

s analyzovanym souborem pacienti
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5.2 Rodokmeny vybranych pacientu s HCM

Nasledujici schémata rodokment zobrazuji segregaci ndmi nalezenych vybranych
sekvencnich variant v rtiznych genech.

V prvnim rodokmenu rodiny A je vidét segregace patogenni sekvencni varianty
¢.574G>A (p.Glul92Lys) v genu TPM], ktera je uvedena v genetické databazi HGMD jako
kauzalni pro HCM (Mango et al., 2016). V rodin¢ probanda byla HCM zaznamenana také u
matky probanda II/2 (viz obr. 16).

i
TIPS

Obr. 16 Rodokmen rodiny A s vyskytem HCM
Cerna $ipka oznaduje probanda.

Cerné jsou oznaceni nosi¢i patogenni sekvenéni varianty ¢.574G>A (p.Glu192Lys) v genu TPM]

V nasledujicim rodokmenu rodiny B je zobrazena segregace dvou sekvencnich variant
a to pravdépodobné patogenni UV varianty ¢.1513G>A (p.Gly505Ser) v genu JPH?2, ktera je
v genetické databazi HGMD uvedena ve spojitosti s HCM (Abouelhoda ef al., 2016) a
jednoznacné patogenni sekvencni varianty ¢.3697C>T (p.GIn1233*) v genu MYBPC3, ktera
je uvedena v genetické databazi HGMD i ClinVar jako kauzéalni pro HCM (Helms et al,
2014). Proband III/1 a jeho matka I1/2 maji diagnostikovanou HCM. U dcer probanda IV/1 a
IV/2 byla nalezena pouze UV varianta ¢.1513G>A v genu JPH2. V dob¢ odbéru (7 a 10 let)

nebyla u dcer prokdzana patologicka tloustka srde¢niho svalu (viz obr 17).
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Obr. 17 Rodokmen rodiny B s vyskytem HCM

Cerna $ipka oznacuje probanda.

Cerné jsou oznaeni nosi¢i jednoznaén& patogenni sekven¢ni varianty c¢.3697C>T (p.GInl1233*) v genu
MYBPC3.

Cerveng jsou oznaceni nosi¢i pravdépodobné patogenni UV varianty c.1513G>A (p.Gly505Ser) v genu JPH2.

Dal$i rodokmen rodiny C zobrazuje segregaci podle pravdépodobné patogenni
varianty ¢.1227-13G>A v genu MYBPC3 (ClinVar), kterd zpisobuje poruseni plvodniho
akceptorového splicingového mista a aktivaci intronového kryptického mista. Celopopulaéni
frekvence této varianty je podle ExXAC 0.00001 %. Popsana varianta s velkou
pravdépodobnosti zptisobuje HCM, jelikoz vSichni nosic¢i IV/3, 1II/2 a 112 jsou postizeni (viz
obr. 18).

i 1 0’ cl:j)
!

Obr. 18 Rodokmen rodiny C s vyskytem HCM
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Cerna sipka oznacuje probanda.
Cerné jsou oznadeni nosi¢i pravdépodobng patogenni varianty ¢.1227-13G>A v genu MYBPC3

Rodokmen rodiny D ukazuje pfenos dvou pravdépodobné patogennich UV variant
c.442G>A (p.Glyl148Arg) v genu MyBP(C3, ktera je v genetické databazi HGMD uvedena ve
spojitosti s HCM (Zuo et al., 2013) a ¢.547C>G (p.Argl183Gly) v genu TRIM63. Ob¢ varianty
nalezené u probanda II/2 kosegreguji ve tfech generacich. Sourozenci probanda a jejich

potomci jesté nebyli klinicky ani molekularné geneticky vySetfeni (viz obr. 19).

Obr. 19 Rodokmen rodiny D s vyskytem HCM
Cerna $ipka oznacuje probanda.
Cerné jsou oznaceni nosici varinty nejasného vyznamu c.442G>A (p.Gly148Arg) v genu MYBPC3

Cervené jsou oznaéeni nosi¢i varianty nejasného vyznamu c.547C>G (p.Argl183Gly) v genu TRIM63
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6 Diskuze

Diplomova prace shrnuje vysledky molekularné genetickych analyz pacientt
s hypertrofickou kardiomyopatii. VySetteni HCM v Laboratofi molekuldrni biologie,
Odd¢leni 1ékatské genetiky, Laboratofe AGEL a.s. Novy Ji¢in probiha od roku 2007.

Od roku 2015 je v laboratofich vyuzivana nova technologie NGS, kterd pracuje na
principu masivniho paralelniho sekvenovani (MPS). U pacientd je standardné provadéna
analyza celkem 32 gent (hlavni skupina 20 gent a dopliujici skupina 12 gentl) souvisejicich
s HCM. Pacienti z obdobi 2007 - 2015 byli postupné reanalyzovani pomoci NGS. V souboru
170 pacientli bylo nalezeno 43 variant popsanych v genetickych databazich jako patogenni
(kauzalni) varianty. V Sesti pfipadech byly nalezeny dvé patogenni varianty soucasné (digenni
varianty). Dale bylo nalezeno 58 pravdépodobné patogennich variant. V sedmi pfipadech byly
nalezeny digenni varianty a ve dvou ptipadech byly nalezeny tfi pravdépodobné patogenni
varianty soucasné (trigenni varianty).

Vysledky analyz v ptipadé frekvence zachytu, rozlozeni mutaci v jednotlivych genech a
vyskytu di- a trigennich mutaci odpovidaji publikovanym udajim (Cirino et Ho, 2014;
Garcia-Castro et al., 2009; Marian, 2010). V nasem souboru pievazuji, s vyjimkou genu
MYBPC3, individudlni mutace, jejichz frekvence je u pacienti s HCM v indoevropské
populaci nizkd nebo dosud nebyla odborné stanovena. Tyto rozdily mohou byt dany velikosti
souboru a jeho slozenim.

Potvrzeni patogenicity u nové nalezené sekvenaéni varianty neni jednoduché a vyzaduje
hledani v databézich, pouzivani predik¢nich programi a sledovani jejich segregace v rodiné
HCM pacienta. Potvrzeni ¢i vylouceni kauzality stézuje klinicka heterogenita onemocnéni a
variabilni v€k nastupu prvnich pfiznakil u nosict sledované sekvenéni zmény.

Priblizn¢ pted deseti lety se v odborné literatufe udavala celkovad frekvence zachytu
mutaci ve tiech genech MYBPC3, MYH7, a TNNT2 az 80 % (v rozmezi 35 - 85 %)
(Kapplinger ef al., 2014, Chung et al., 2003). V nasledujicich letech odhalenim dalsich genii
souvisejicich s HCM a jejich mutac¢ni analyzou na vétSich souborech pacientli se pomeér
zastoupeni mutaci ménil. Vysledky z poslednich let s pfibyvajicim poctem vySetfenych
pacientll snizily procentudlni zachyt ve tiech zminénych genech z 80 % (Chung et al., 2003)
na priblizné€ 30 % (Kapplinger ef al., 2014).

Nové NGS platformy sekvenovani urychluji a zna¢né usnadniuji piipravu a analyzu
velkého poctu genli. Uspé$nd identifikace kauzalnich mutaci vedla ke snaze sjednotit

genetické analyzy velkého poctu vySetfovanych sekvenci, které mohou trvat i nékolik mésict
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v jednu platformu gend sekvenovani nové generace, které se mohou vysettit béhem nékolika
dni (Bagnall e Semsarian, 2011). Vysoké kapacita vySetfeni spliluje maximalizaci zachyti v
nékolika desitkach genti zodpovédnych za danou diagnézu. Na druhé strané je tfeba nalezené
sekvenaéni zmény oveéfovat cilené¢ klasickym sekvenovanim dle Sangera. NejvétSim
problémem v soucasné dobé je obrovské mnozstvi ziskanych dat, coz sebou nese dalsi
pozadavky jako spoluprace pracovnikii genetickych laboratofi s bioinformatikem,
databazovym expertem atd.

Mnoho aminokyselinovych substituci v sekvenci DNA nezptisobuje onemocnéni a je
povaZzovano za benigni varianty (tzn., obecné se neocekava, ze jsou Skodlivé), i presto, ze se v
etnicky specifické normalni kontrolni populaci vyskytuji s frekvenci pod 1 %. Vyznam téchto
variant pro dané onemocnéni z(stava nejasny i po uplatnéni vSech kritérii pro patogenitu.
Vysledkem je zafazeni nalezenych variant predikénimi programy do nejednozna¢né kategorie
(fj. Varianty s nejasnym vyznamem UV) (Tester et Ackerman, 2011; Landstrom et Ackerman,
2010; Richards et al., 2007).

RozliSovani patogennich mutaci od UV nebo vzacnych nepatogennich variant je
dilematem zejména pro interpretaci vysledka testt HCM (Tester ef Ackerman, 2011). Tento
problém jesté¢ umocnilo sniZeni nakladii na technologie, které nyni umoziuji komplexni
sekvenovani DNA exomt ¢i celého genomu (Meder er al., 2011). Ackoli tyto technologie
poskytuji nové védecké poznatky, tento vyvoj také podstatné zvysuje frekvenci nalezti UV.
To, ze se UV v lidské kontrolni populaci objevuji Castéji nez diivé (genetickd variace
souhrnné oznaCovand jako "Sum pozadi") podtrhuje potiebu definitivnéjSich kritérii pro
odliseni patogennich mutaci od benigniho genetického "Sumu".

V klinické praxi neni uznavano pfifazeni konkrétnich mutaci k patogennimu stavu a
diagnéze pacienta. Molekularni diagnostika urluje pouze pravdépodobnost vzniku
onemocnéni. Tento princip spojeni klinické praxe a komplexni molekularni diagnostiky s péci

Krom¢ toho také existuje moznost, Ze se patogenni klasifikace sekvenc¢nich variant mohou
v pribéhu ¢asu ménit s tim, jak budou pfistupné nové relevantni informace (napi. UV muze
byt nové klasifikovano jako patogenni varianta nebo alternativné mohou byt patogenni
sekvencni varianty povazovany za UV). VSe souvisi s aktudlnosti genetickych databazi
mutaci (neustdle se dopliuji a reviduji nalezené zmeény). Odpovédnost za oznamovani
takovych zmén Iékaiim a pacientim pievzaly genetické laboratofe. Doposud vSak nebyly

stanoveny standardni postupy k vyfeseni téchto unikatnich situaci (Maron ef al., 2012).
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Ranné obdobi genetiky HCM bylo charakterizovano znaénym optimismem a
nerealistickym ocekavanim, Ze by specifické missense mutace (v jediném genu) mohly byt
spojeny s prognozou vySetfovanych pacientll. Zatimco v minulosti byly n¢které HCM geny a
zékladé studii velkého poctu pacientl a screeningem specifickych mutaci jasné, ze nalezené
sekvencni zmény nelze jednoznacné a spolehlivé spojit s klinickou zavaznosti HCM (Seidman
et Seidman 2011; Watkins et al., 1992; Ho et Ackerman, 2010).

Prostiednictvim rozsahlého genového sekvenovani se v diagnostice HCM objevily data,
naznacujici, ze dvojiti (digenni), trojiti (trigenni) nebo slozeni heterozygoté (compound
prognozou (napi. pokro¢ilym srdeénim selhanim nebo nahlou smrti, dokonce i bez uplatnéni
rizikovych faktorti (Ingles ef al,, 2005; Kelly et Semsarian, 2009). Je proto mozné, Ze se v
budoucnosti mnohonasobné mutace stanou prognostickymi markery. Stavajici diikkazy jsou
ovSem piedbézné a vyzaduji dlouhodobé studie velkych populaci (Maron et al., 2012).

Interpretace vysledkti molekularné genetického vysetfeni a predikce onemocnéni je z
divodu variabilni expresivity obtiznd. AvSak nalezeni kauzalni mutace u pacienti muze
pomoci zjistit a dispenzarizovat asymptomatické rodinné piislusniky, u kterych byla nalezena

stejnd mutace jako u nemocného.
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7 Zavér

Soubor 170 pacientti byl podroben analyze hlavni skupiny 20 gentit ACTCI, ACTN2,
CSPR3, JPH2, MYBPC3, MYH6, MYH7, PLN, MYL2, MYL3, MYPN, PRKAG2, TCAP,
TNNCI, TNNI3, TNNT2, TPMI, TRIM54, TRIM55 a TRIM63, ve kterych bylo nalezeno 43
sekvenénich variant popsanych v genetickych databazich jako jednozna¢né patogenni
(kauzalni) varianty. V Sesti piipadech byly nalezeny dvé patogenni varianty soucasné (digenni
varianty). U pacientl, ktefi jsou nosici téchto mutaci, byla potvrzena klinicka diagnostika
HCM na molekularni urovni. V téchto piipadech bylo klinickym genetikem nabidnuto
molekularné-genetické vysetfeni rodinnym piislusnikm.

Dale bylo nalezeno 58 variant s nejasnym klinickym vyznamem (UV), které genetické
databaze spojuji s HCM nebo je predikéni programy hodnoti jako pravdépodobné patogenni s
vlivem na funkci proteinu.

U vybranych tficeti pacientli bez jednozna¢né patogenni varianty nebo pravdépodobné
patogenni varianty ve vySe zminénych 20 genech byla provedena analyza dalSich dvanacti
gend - ANKRDI, CALR3, CAV3, DES, GLA, LDB3, MYLK2, MYOMI, MYOZ2, NEXN,
RAF1, TTN a VCL (dopliujici skupina genil), ve kterych byly dle databaze HGMD taktéz
nalezeny patogenni sekven¢ni varianty souvisejici s HCM, ovSem s daleko nizsi frekvenci.
V tomto doplitujicim souboru genti byly nalezeny 3 UV varianty. Protoze jejich patogenicita
je v genetickych databazich a pomoci predikénich programi hodnocena rozdilné, je nutno
interpretovat vysledky v korelaci s klinickym stavem pacientti a s vyskytem téchto UV variant
v jejich rodinéch.

Publikované frekvence patogennich variant byly srovnany s vySetfovanym souborem
170 pacientd. Nalezené rozdily mezi nami zjisténou a publikovanou frekvenci (zejména
ugenu MYH7) mohou byt zplsobeny rozdilnymi kritérii pro klasifikaci patogenicity
nalezenych variant, jinou velikosti a slozenim vySetfovaného souboru pacientll. Frekvence
v naSem souboru pacientii byla stanovena z nalezenych jednozna¢né patogennich i

pravdépodobné patogennich variant.
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