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Abstrakt

Kongenitalni hypotyreo6za je ze 75-85 % porucha prenatalniho vyvoje stitné zlazy, z 15-25 %
porucha nékterého stupné biosyntézy tyreoidalnich hormonti s normalni nebo zvétSenou Stitnou
zlazou. Geneticky se jedna o heterogenni skupinu onemocnéni.

Do diplomové prace byl zahrnut retrospektivni vybér détskych pacientl, kde pievazovali
pacienti z Kliniky déti a dorostu FNKV s kongenitalni hypotyredzou a strumou pfi narozeni,
u kterych byla struma doloZzena po narozeni sonograficky. Spoluprace byla nabidnuta i dal$im
pediatrickym pracovistim v CR.

Cilem diplomové prace je molekularné-geneticka analyza 47 pacienti s podezienim
na kongenitalni hypotyre6zu, a to pomoci bioinformatického néstroje SeqOne, ktery umoziuje
kompletni bioinformatickou analyzu a interpretaci dat z exomového sekvenovani, identifikaci
genetické pri¢iny tohoto onemocnéni, klasifikaci nalezené varianty a porovnat vysledky lidského
hodnoceni s automatizovanou analyzou (Al). Celkem bylo identifikovano 22 variant povazovanych
za kauzalni — 4 patogenni varianty, 4 varianty nejasného vyznamu (VUS) a 13 novych, dosud
nepopsanych variant, které vykazovaly vysokou pravdépodobnost patogenity. Nejcasteji
zastoupenymi geny byly: DUOX2, TSHR, TG. Déle byly ptitomny varianty v genech DUOXA2, TPO,
SLC5A45, KDM6A a POUIF1. Také se podafilo nalézt a potvrdit bialelickou mutaci v genu DUOXA2.
U jednoho pacienta byla dokonce zjisténa v genu DUOX2 dominantni dédi¢nost s neuplnou
penetranci. Nejzajimavéj$im objevem v této praci je nalez pacienta s variantou v genu ALB, u néhoz
bylo identifikovano onemocnéni familiarni dysalbuminemicka hypertyroxinémie.

Vysledky vyzkumu pomohly objasnit faktory podilejici se na etiopatogenezi kongenitalni

hypotyredzy u ¢eskych pacientt, prispély k upfesnéni diagnostiky a zlepseni 1écby.

Klicova slova: kongenitalni hypotyreéza, familiarni dysalbuminemicka hypertyroxinémie,
genetické faktory, bialelické mutace, SeqOne, DUOX2, DUOXA2, KDM6A, POUIFI1, TG, THRB,
TPO, TSHR



Abstract

Congenital hypothyroidism is caused in 75-85 % of cases by a disorder of prenatal thyroid
development, while in the remaining 15-25 %, it results from a defect in one of the steps of thyroid
hormone biosynthesis, with a normal or enlarged thyroid gland. Genetically, it represents
a heterogeneous group of diseases.

This thesis includes a retrospective selection of pediatric patients from the Department
of Pediatrics and Adolescent Medicine, FNKV diagnosed with congenital hypothyroidism and goiter
confirmed by postnatal ultrasound. Collaboration was also offered to other pediatric centers
in the Czech Republic.

The aim of this thesis was a molecular-genetic analysis of 47 patients with suspected congenital
hypothyroidism using the bioinformatics tool SeqOne, which allows interpretation of data from
exome sequencing. The focus was on identifying the genetic cause of the disease, classifying the
detected variants, and comparing the results of manual assessment with automated analysis (Al).

In total, 22 variants considered causative were identified — including 4 pathogenic variants,
4 variants of uncertain significance (VUS), and 13 novel, previously undescribed variants with a high
likelihood of pathogenicity. The most frequently affected genes were DUOX2, TSHR, and TG.
Additionally, variants were found in the DUOXA2, TPO, SLC5A45, KDM6A, and POUIF genes.
A biallelic mutation in the DUOXA2 gene was confirmed in one patient. Another noteworthy finding
was a DUOX2 variant showing dominant inheritance with incomplete penetrance. The most
interesting discovery of this study was the identification of a variant in the ALB gene in one patient,
who was subsequently diagnosed with familial dysalbuminemic hyperthyroxinemia.

The results of this research contributed to a better understanding of the etiopathogenesis
of congenital hypothyroidism in Czech patients, improved diagnostic accuracy, and potentially

enhanced treatment strategies.

Key words: congenital hypothyroidism, familial dysalbuminemic hyperthyroxinemia, genetic

factors, biallelic mutations, SeqOne, DUOX2, DUOXA2, KDM6A, POUIF1, TG, THRB, TPO, TSHR



1 Teoreticky tvod

1.1 Definice kongenitalni hypotyredzy a jeji vyznam v

kontextu détské endokrinologie

Pro spravny ristovy vyvoj, rozvoj nervové soustavy a metabolismu ¢lovéka je nutna
plné funkéni $titnd Zlaza. Stitnd Zlaza produkuje tyreoidalni hormony (thyroid hormones,
TH) 3,5,3’-trijodo-L-tyronin (T3) a 3,5,3,5 -tetrajodo-L-tyronin nebo-li tyroxin (thyroxine,
T4) (Shanholtz 2013). Samotna syntéza TH zacind vychytavanim jodu z krevni plazmy
a shromazd’ovanim tohoto prvku ve folikularnich buikach stitné zlazy. Jod je nasledné
zabudovan do molekuly tyreoglobulinu skrze tyrosinové zbytky a vznika tak monojodtyrosin
(monoidotyrosine, MIT) a dijodtyrosin (diiodotyrosine, DIT). Z téchto dvou forem (MIT
a DIT) se néasledné sestavi trijodtyronin. T4 je sestaven ze dvou molekul DIT. Poté jsou T3
a T4 uvolnény z tyreoglobulinu a jsou sekretovany (Loevner 1996).

Tyreoidalni hormony piisobi skrze tyreoidni hormonové receptory (thyroid hormone
receptors, TRs) (Schroeder a Privalsky 2014). Tyreoidni hormonovy receptor se fadi
k jadernym hormonovym receptortim, jsou vazany na DNA v oblastech promotort cilovych
T3-responzivnich gentit (Wu Y ef al. 2001) a tvofi interakci s responzivnimi elementy
tyreoidalnich hormont (thyroid hormone response elements, TREs) (Yen et al. 2006). Pokud
nemame na tyreoidni hormonovy receptor navazan tyreoidalni hormon, je transkripce
umlcena, jelikoz  dochdzi k  interakci s  korepresorovym  komplexem.
Jakmile se vSak na tyreoidni hormonovy receptor navaze tyreoidalni hormon, korepresorovy
komplex se uvolni a nasledné se navazuji koaktivatory, které¢ podpoti zahajeni transkripce
(WuY et al. 2001). T3 ma mnohem vétsi afinitu k TRs nez T4. Pfedpoklada se tedy, ze T4
funguje jako pro-hormon. Pokud je nedostatek T3, dochazi u T4, pisobenim dejodinazy,

k odstépeni 5’-jodidového atomu a tedy k pfeméné na pozadovany T3 (Gereben et al. 2008).



Aby vsak §titna zlaza mohla produkovat a uvolnovat tyreoidalni hormony, je nutné mit
dobie fungujici hypothalamo-hypofysarni systém. Rizeni produkce za¢ina hypothalamem,
kde se produkuje tyreotropin uvolilujici hormon (thyrotropin-releasing hormone, TRH).
Sekretovany TRH stimuluje predni lalok hypofyzy neboli adenohypofyzu, ktera zacne
produkovat tyreotropin (thyroid-stimulating hormone, TSH) a ten nésledné stimuluje Stitnou
zlazu k tvorbé tyreoidalnich hormoni (Sakai ef al. 2021). Produkce hormonti §titné Zlazy
je ptisné zpétnovazebné regulovana. Regulace probiha negativni zpétnou vazbou T4 a T3.

Kongenitadlni hypotyre6za (congenital hypothyroidism, CH) je definovéana
nedostatkem tyreoidalnich hormont (sérové hladiny TSH ma naopak vysoké/dostacujici
hodnoty u pacientti (Loevner 1996)) projevujici se jiz pfi narozeni (Al-Qahtani 2022).
Hypotyre6za miize byt disledkem deficitu enzymi, poruch u syntézy tyreoidalnich hormoni
¢1 kongenitalnich anomalii tykajici se anatomické a fyziologické funkce Stitné zlazy
(Loevner 1996). Toto onemocnéni ma incidenci 1:2000 az 1:4000 narozenych (Al-Qahtani
2022) a jedna se o jednu z nejCastéjSich pficin rozvoje mentalni retardace,
které je vSak mozné predchazet, pokud je vC€as zachycena a léCena. VCasnd diagnodza
vSak neni jednoduchd, protoze vétSina novorozencli nemé jednoznacné pfiiznaky
onemocnéni. Jejich §titna Zl1aza totiz vykazuje urcitou zbytkovou aktivitu a jiné klinické
symptomy jsou relativné nespecifické. Navic bylo zjiSténo, Ze i plody s nulovou produkci
tyreoidalnich hormonti maji v sob¢ tyto hormony od matky, které se do jejich organismu
dostaly skrze transplacentdrni cestu. Primérné jedna tfetina materndlniho T4 se dostava
do plodu (LaFranchi 2011).

Existuji dva zakladni typy kongenitalni hypotyredzy — trvala neboli permanentni forma
onemocnéni a docasna forma onemocnéni. U permanentni podoby kongenitalni hypotyreozy
je deficit tyreoidalnich hormont perzistentni a tito pacienti maji celozivotni 1é¢bu pomoci
levotyroxinu. KdeZto doCasna forma kongenitalni hypotyredzy se vykazuje pouze doasnym
deficitem tyreoidalnich hormont, kdy pacienti jsou 1€ceni béhem prvnich par meésicti €i par
rok jejich Zivota. Nejcastéjsi etiologii permanentni kongenitalni hypotyredzy je tyreoidalni
dysgeneze nachazejici se u 85 % pripadi a tyreoidalni dyshormonogeneze se nachazi
u zbylych 15 % ptipadl, kdy je u postizenych jedinct viditelnd tzv. neonatdlni struma
(obrazek cislo 1) (Hashemipour et al. 2013). Pokud neni kongenitdlni hypotyredza vcas

a spravn¢ 1éCena, miiZze se rozvinout ve vazné onemocnéni kretenismus (Loevner 1996).



Obr. €. 1: Fotografie ditéte narozeného s kongenitdlni hypotyredzou, na které lze pozorovat

neonatalni strumu (vyznaceno Sipkou) (Prevzato od MUDr. Eva Al Taji, Ph.D https://1lurl.cz/vJFDf")

1.2 Epidemiologie a prevalence

Prevalence nam pomahd pochopit jakési piedpoklady pro rozvoj onemocnéni
uriznych komunit a zejména u téch, které jsou ovlivnény vicero téZkymi chorobami.
Tato data jsou zéaroven dulezitym zdrojem informaci ohledné typickych onemocnénich
u riiznych populaci pro zdravotnické organizace ¢i pro vladni ministerstva zdravotnictvi
po celém svété (Feuchtbaum et al. 2012).

Prevalence kongenitdlni hypotyredzy po svéte€ ndm shrnuje tabulka ¢islo 1 a tabulka
¢islo 2. Tyto hodnoty byly sesbiravany mezi lety 1969 a 2020. Informace z této studie
prozrazuji, Ze je vyssi prevalence permanentni formy kongenitalni hypotyre6zy nez doCasné.
Zaroven bylo zjisténo, ze celosvétova hodnota prevalence se zvysila, jakmile byl prioritné
uptednostnén screening TSH (zvySené hodnoty v krvi pfi nedostate¢né funkci §titné zlazy
jako prvotni indikator) oproti T4 (nyni pro ucely potvrzeni diagnozy). Co se tyce rozdili
hodnot prevalence dle geografického rozloZeni, tak nejvyssi prevalenci kongenitalni
hypotyredzy vykazuje vychodni Sttedomoii a celkoveé vyssi prevalenci maji staty se sttednim

socioekonomickym statusem (pomalu se rozvijejici zdravotnictvi, nedostatek kvalitnich
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potravin, jodova deficience). Také lze pozorovat nariist prevalence (az o 52 %) v letech
2011-2020 nez byla pivodni hodnota prevalence v letech 1969-1980. Tento jev by Sel
vysvétlit bud  lepsi technologickou vybavenosti zdravotnikii (lepsi zachytitelnosti
onemocnéni, piesnéjsi a véasnou diagnostikou, zvySenim preziti pred¢asné narozenych déti,
dvojcat ¢i vicercat) a nebo se naskyta daleko negativnéjsi pohled na véc, a to daleko horsi
zivotosprava ¢i znecisténgjsi prostredi strumigeny a dal§imi endokrinnimi disruptory. Roli
hraji 1 dalsi zatim neidentifikované faktory. Prevalence kongenitalni hypotyreodzy postupné
narusta v oblasti vychodniho Stfedomofti a zapadniho Pacifiku. V oblastech Ameriky a Evropy
se prevalence kongenitalni hypotyredzy zvySovala mezi lety 1969 a 2010, ale od roku 2011

se postupné snizuje nejspise vlivem dobré zdravotni péce (Liu et al. 2020).

Tab. €. 1: Prevalence kongenitalni hypotyreézy prehledové setazena dle geografickych oblasti. Data byla
sbirdna mezi lety 1969-2020. Data jsou dale fazena dle jednotlivych dekad, kdy v kazdé dekadé probihaly
samostatné vypocCty. (Prevzato od Liu et al. 2023)

Geograficka | 1969-1980 | 1981-1990 | 1991-2000 (2001-2010 |2011-2020
lokace

vychodni chybi data 1,21 1,72 2,33 1,19
Stredomofi

jihovychodni | chybi data | chybi data chybi data 6,9 5,15

Asie

USA 2,58 2,9 4,14 5,57 2,77
zapadni chybi data 2,65 3,27 448 4,58
Pacifik

Evropa 2,32 3,06 343 4,58 3,73
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Tab. €. 2: Prevalence kongenitalni hypotyredzy pro soucasnost (sbér dat rok 2020) dle geografické oblasti,
socioekonomického statusu, novorozeneckého screeningu a dle subtypu kongenitalni hypotyreozy.

(Prevzato od Liu et al. 2023)

Podskupiny zkoumanvch oblasti Prevalence

Dle geografické lokality

vychodni Stfredomoii 7,91
jihovychodni Asie 5,71
USA 4,11
zapadni Pacifik 3,71
Evropa 3,56

Dle socioekonomického statusu zemé

vyssi tiida 3,57
vys$i stiedni tfida 6,76
niz$i stfedni tfida 4,60

Dle novorozeneckého screeningu

TSH 4,82

T4 3,94

Dle subtypu kongenitalni hypotyreozy

docasna 1,00

permanentni 3,37

Udaje z let 2010— 2022 vykazuji, ze v Ceské republice je prevalence kongenitalni
hypotyredzy 1:2 894 (Votava et al. 2024).
Také bylo zjisténo, Ze je vétsi prevalence u doCasné formy kongenitalni hypotyredzy

u zenského pohlavi, kdezto u permanentni formy je vétsi prevalence u muzského pohlavi
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(Abbasi et al. 2022, Alimohamadi et al. 2018). Co se tyce prevalence na zaklad¢ etnicity,
vysledky nebyly statisticky signifikantni (Abbasi et al. 2022).

Kongenitalni hypotyre6za je casto doprovazena poruchami autoimunity
napt. diabetem 1. typu, stievnimi onemocnénimi a dalSimi endokrinopatiemi. Je znamo
vice variant kongenitalni hypotyredzy, které se od sebe lisi svou genetickou podstatou,
a tedy 1 nasledn¢ svym fenotypem. Mutace muize byt nalezena v genech pro jodidovy
transportér, pro TSH receptor nebo v transkripénich faktorech genii diilezitych pro spravny
vyvoj §titné zlazy. Z klinického hlediska ma kongenitalni hypotyredza nasledujici piiznaky:
sucha pokozka, vypadavani vlast, porucha funkce ledvin, kardiovaskuldrni poruchy, poruchy
nervove soustavy, intelektudlni omezenost, psychické problémy a dalsi. Béhem obdobi détstvi
a adolescence je u jedincll zna¢na porucha riistu (nenapliuji sviyj geneticky rastovy potencial)

a neziidka se projevuje i nadvaha (Kiess et al. 2018).

1.3 Etiologie a rizikové faktory

Kongenitalni hypotyredza je znama jiz od 50. let dvacatého stoleti (Blizzard, Alberts
1956; Mosier 1956). Do devadesatych let dvacatého stoleti (do rozvoje magnetické rezonance)
vSak bylo toto onemocnéni povazovano jako disledek porodniho traumatismu (Fujita et al.
1992). Nyni je znamo mnoho transkripénich faktorii a genti podilejicich se na rozvoji a funkci
hypofyzy. Pokud je jeden z genii nefunk¢ni/neptitomny, tak dochazi k deficitu hypofyzarnich
hormonti nebo miize dojit az k hypoplazii hypofyzy (Burrows et al. 1999, Dattani et al. 1998,
Ingraham et al. 1990, Machinis et al. 2001, Netchine et al. 2000, Wu W et al. 1998, Zhang S
et al. 2020)
Kongenitalni hypotyredzu lze rozdélit nejen na permanentni a do¢asnou, ale existuji
1 dveé formy dle plivodu onemocnéni tzv. primarni/tyreoidalni a sekundarni/centralni. Primarni
hypotyredza oznacuje formu nemoci, kdy je poSkozeni ¢i chyba ve funkci na Grovni §titné
zlazy. U sekundarni hypotyredzy je poSkozeni nebo chyba ve funkci na irovni hypothalamu
¢1 hypofyzy (Lauffer er al. 2021). Na celosvétové Urovni je vSak stile zastoupen
novorozenecky screening TSH, ktery ackoli efektivné, avSak omezen¢ odhaluje pouze

primarni formu kongenitalni hypotyredzy. Nejvice se zatim osvédcil postup, kdy je méfeno
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T4 a TSH zaroven, coz umoziuje detekovat jak primarni formu, tak i sekundarni formu
onemocnéni (Zwaveling-Soonawala ef al. 2015).

Jednim z velmi zdsadnich faktorti ovliviujicich vznik kongenitalni hypotyreozy
je geneticka slozka. Jak jiz bylo zminéno vySe, za vznikem CH ma podil az z 85 % tyreoidalni
dysgeneze (Hashemipour et al. 2013). U pacientd s kongenitadlni hypotyreézou byl
zaznamenan velky poc¢et mutaci u enzymu, které jsou potteba pro syntézu hormont. Dulezité
geny podilejici se na produkci tyreoidalnich hormont jsou napit. DUOXI (dvoji oxidaza 1,
dual oxidase 1), DUOXAI (maturac¢ni faktor dvoji oxidazy 1, dual oxidase maturation factor
1) (Grasberger a Refetoff 2006, Sun et al. 2018), DUOX?2 (dvoji oxidaza 2, dual oxidase 2),
DUOXA2 (maturacni faktor dvoji oxiddzy 2, dual oxidase maturation factor 2) (Zamproni
etal. 2008), NIS (symportér sodikového jodidu, sodium iodide symporter), /YD
(jodotyrosinova dejodenéza, iodotyrosine deiodinase) (Moreno et al. 2008), PDS (pendrin)
(Scott et al. 2000), TG (tyreoglobulin, thyroglobulin) (Ieiri et al. 1991), THRB (receptor
tyreoidniho hormonu beta, thyroid hormone receptor beta) 7PO (tyreoidalni peroxidaza,
thyroid peroxidase) (Abramowicz ef al. 1992). Nyni je znamo 5 genil jejichz mutace
se podileji na rozvoji sekundarni formy kongenitdlni hypoterézy: IGSFI (¢len 1
imunoglubulinové superrodiny, immunoglobulin superfamily member 1), /RS4 (substrat 4 pro
inzulinovy receptor, insulin receptor substrate 4), TBLI1X (adaptorovy transdukéni protein
podobny beta 1, the adaptor protein transducin beta-like 1) (Naafs et al. 2020), TRHR (receptor
tyreotropin uvoliiujiciho hormonu, thyrotropin releasing hormone receptor) (Garcia et al.
2017), TSHB (B podjednotka tyreotropinu, thyroid stimulating hormone subunit ) (Lauffer
et al. 2022). Z praci uvad¢jicich procentudlni zachyt v populaci lze naptiklad uvést 29%
vyskyt CH mutace v genu TSHR (receptor pro tyreotropin, thyrotropin receptor) (Fu et al.
2015). Dalsi geny, které mohou mit podil na rozvoji CH jsou FOXE! (forkhead box E1l)
(Grassi et al. 2023, Al Taji 2009), KDM6A (demetyldza lysinu 6A, lysin demethylase 6A)
NKX2.1 (NK2 ptibuzny transkripnimu faktoru lokus 1, NK2 transcription factor related locus
1) (Li M et al. 2023 ), NKX2.5 (NK2 piibuzny transkripénimu faktoru lokus 5, NK2
transcription factor related locus 5) (Alcantara-Ortigoza et al. 2021) PAXS (paired box 8)
(Hermanns et al. 2013).

Je vSak brano na zfetel, Ze vznik kongenitalni hypotyredzy je z velké €asti ovlivnén

docCasnymi vnéjSimi faktory plisobici na hladinu hormonii v organismu nez samotnym vlivem
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Spatného vyvoje. Tim nejcastéj$im negativnim faktorem muze byt u matky deficit jodu
¢inaopak nadbyte¢né mnozstvi (pfedavkovani) jodu v téle (Al-Qahtani 2022). DalSim
faktorem pro rozvoj kongenitdlni hypotyredzy miize byt znecisténé ovzduSi pevnymi
casticemi (particulate matter, PM) (Shang et al. 2019), které se mohou dostat do placenty
skrze dychaci systém a krev matky. Konkrétné¢ PM, s obsahuje nebezpecné latky
jako polycyklické aromatické uhlovodiky a tézké kovy (Wang Q et al. 2016). Pravé tézké
kovy, jako napftiklad olovo, mohou vést ke kongenitadlnim malformacim a 1ézim vyvijejiciho
se nervového systému (Bellinger 2005). Také se vSak PM, s mlze navazat na receptory
pro placentarni ristové faktory (van den Hooven et al. 2012), coz mlize mit za nasledek Spatné
rozvinuti napf. endokrinniho systému plodu. BohuZel se v Ceské republice doposud

nepodafilo prosadit ploSny screening §titné Z1azy u zen v prvnim trimestru t¢hotenstvi.

1.3.1 DUOX2 a DUOXA?2

Gen DUOXA?2 koduje protein, jehoz role je pii komplexu s proteinem DUOX2.
Komplex DUOX2/DUOXA?2 je dilezity pro transport, maturaci a lokalizaci na bunécné
membrané proteinu DUOX2, ktery nésledné je katalyzatorem pro produkci peroxidu vodiku
na apikdlni membrané folikularnich bunék. Jednia se tedy o protein z rodiny NOX
NADPH:0, oxidoreduktaza (Morand et al. 2009). Peroxid vodiku je nezbytny pro jodizaci
tyrosinovych zbytkl tyreoglobulinu.

1.3.2 KDM6A (UTX)

Gen koéduje lysin demetylazu, kterd je vyuzita v epigenetickych modifikacich,
které jsou dualezité pro regulaci genetické exprese, konkrétné k umlceni exprese.
Tato demetyldza odstranuje methylové skupiny z lysinu 27 na histonu H3, ¢imz aktivuje
transkripci. Tento protein je x-vazany a obsahuje Jumonji C doménu, ktera je dileZzita

pro odstranéni metylové skupiny i u trimethylovanych lysini (Hong et al. 2007). Gen
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je lokalizovan na chromozomu X v oblasti Xpl11.3 a uniké inaktivaci (Greenfield et al.

1998).

1.3.3 POUIFI

Gen POUIFI (Ttida 1 POU homeobox 1, POU class 1 homeobox 1) se fadi do POU
homeodoménové rodiny. Jedna se o transkripéni faktor o velikosti 290 aminokyselin
obsahujici N-terminalni transaktivaéni doménu a DNA vazajici doménu, kterd se sklada
ze dvou casti. Prvni ¢ast je tzv. POU specifickd doména (POU-S, POU-specific domain)
adruhd cast je POU homeodoména (POU-HD, POU-homeodomain). Obé tyto c¢asti
jsou sekvenéné specifické (Fang ef al. 2016).

POUI1F1 je dilezitym faktorem pro spravny vyvoj §titné zlazy a pro transkripéni
regulaci ristového hormonu, TSH a prolaktinového genu. Zatim bylo popsano cca 30 variant
tohoto genu majici za nasledek hypopldzii stitné zlazy a rozvoj kombinované hormonové

deficience §titné zlazy s recesivnim typem dédicnosti (Jadhav er al. 2021).

1.3.47G

Tento gen se nachazi pouze v jedné kopii (tzv. single copy gene), je 270 kbp dlouhy
(Baas et al. 1986) a nachazi se na dlouhém raménku chromozomu 8 v oblasti 8q24.2-8q24.3
(Baas et al. 1985). Obsahuje 8.5 kb dlouhou kédujici sekvenci, ktera se déli na 48 exont
(Mendive et al. 2001). Produktem genu je tyreoglobulin, ktery se syntetizuje ve §titné zlaze
a jedna se o vysoce specializovany homodimerni glykoprotein s velkym mnoZstvim
tyrosinovych zbytkl, které mohou byt jodované a slouzi tak pro biosyntézu tyreoidalnich
hormoni. Jeho velikost ¢ini 660 kDa (Berg et al. 1980). Mutace v tomto genu vedou

k rozvoji kongenitalni hypotyreozy.
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1.3.5 THRB

Receptory pro tyreoidalni hormony jsou kédované dvéma riiznymi geny THRA
(receptor tyreoidalnich hormont alfa, thyroid hormone receptor alfa) a THRB. Isoformy
téchto receptorti jsou TRal, TRB1 a TRP2 (Prost et al. 1988). Kazda z téchto isoforem
ma rozdilnou tkanové-specifickou expresi. Gen THRAI je exprimovan v celém téle.
THRB- izoforma THRP1 je nejvice exprimovana v jatrech, kdezto THRB2 je nejvice
exprimovan ve §titné zlaze v hypothalamu, ve vyvijejicim se vnitinim uchu a v sitnici. Déle
existuje isoforma THRo2, kterd vSak nevaze T3, a zdrovenn neni znama jeji funkce
(Chiamolera et al. 2012, Tagami et al. 1998). Gen THRB je lokalizovan na chromozomu 3,
konkrétni lokalizace je 3p24.2 a sklada se celkem z 10 exonti (Online Mendelian Inheritance
in Man, 2022). VétSina mutaci se nachazi od 7. exonu dal do 10. exonu (Guo et al. 2024, Ito
et al. 2016, Rezgani et al. 2022), protoze pravé v téchto exonech jsou dulezité kodujici
oblasti pro funkci téchto receptorti (Chassande ef al. 1997). V bunécném jadie se TRal,
TRP1 a TRP2 vazou na TREs v promotorovych oblastech cilovych gent. V nepfitomnosti
T3, receptory Casto vazi korepresory (napt. korepresor jaderného receptoru (nuclear receptor
corepressor, NCoR)), které¢ utlumuji transkripci. V pfitomnosti T3, receptory zmeéni
konformaci, odpoji korepresory a ptipoji koaktivatory (napi. koaktivator 1 steroidového
receptoru (steroid receptor coactivator-1, SRC-1) nebo CBP/p300) ¢imz dojde k aktivaci
transkripce (Carr et al. 1992, Hollenberg ef al. 1995).

1.3.6 TPO

Tyroid-peroxiddzova deficience je jednou z nejvétSich enzymatickych pficin
rozvoje kongenitalni hypotyredzy objevujici se v 50 % ptipada (Avbelj et al. 2007).
Toto vSak nejspiSe neplati u pacientli ceské populace. Nélezy mutaci tohoto genu
jsou v minorité oproti jinym genetickym mutacim (Al Taji 2009). TPO je hemoprotein

s transmembranovou doménou vazajici se na apikdlni membranu tyrocyta. Sklada se z 933
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aminokyselin. Enzymatické aktivita TPO mé za nésledek jodidovou oxidaci, organifikaci

a jodotyrosinovy coupling (Medeiros-Neto et al. 1993).

1.3.7 TSHR

Tento gen koduje tyreotropni receptor a je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 14 v oblasti 14q31. Receptor je spfazen s G proteinem a sklada se ze 7
transmembranovych domén a jedné velké extraceluldrni domény, kterd je dalezitym prvkem
pro vysokou afinitu receptoru (Zhang HY et al. 2024). Aktivuje se prostiednictvim kontaktu
s TSH, kdy nasledné dochazi ke dvéma signalizatnim draham - skrze adenylatcyklazu
nebo skrze fosfolipazu C (Grossman et al. 1997). Poté dochézi k tyreoglobulinové jodizaci
a k proliferaci bunék. Dale je tato draha zodpovédna za regulaci pfijmu jodu v tyrocytech.
Ztréata funkce tohoto receptoru mize vést k TSH rezistenci coz vede k rozvoji kongenitalni
hypotyredzy (Kopp et al. 1995). Naopak u hypertyredzy bylo zjisténo, ze mutace v genu
TSHR vede k navySeni produkce cAMP (cyklicky adenosin monofosfat, cyclic adenosine
monophosphat) a to az Sestkrat vice nez je tomu u bun¢k s nemutovanym 7SHR (Bezdicka

etal 2021).
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Obr. ¢. 2: Na tomto schématu je zndzornéna syntéza tyreoidalnich hormonti a zapojeni jednotlivych genovych
produkti v jednotlivych krocich tohoto procesu. Tyreoidalni hormony jsou syntetizovany ve vazbé na TG,
se kterym zistavaji spojené az do jejich uvolnéni do krevni cirkulace. Tyreoglobulin je produkovan tyrocyty
a sekretovan do lumina folikularnich bungk stitné zlazy, kde slouzi jako substrat pro syntézu hormoni. K tvorbé
hormont je nezbytna jodizace tyrosinovych zbytki tyreoglobulinu, coz vyzaduje dostateény ptisun jodu do burnky.
Jod (ve formé jodidu) je do tyrocytu aktivné transportovan pomoci sodik-jodidového symportéru (NIS — sodium-
iodide symporter). Nasledné je jodid ptendSen do lumina folikulu prostfednictvim chloridového kanalu
a specifického apiko-lateralniho transportéru pendrinu (chlorid-jodidovy antiportér). Ve folikularnim lumen
dochazi ke koncentraci jodidu, ktery je nasledné oxidovan na reaktivni formu pomoci enzymu TPO. Tato oxidace
vyzaduje ptitomnost peroxidu vodiku (H202), ktery je produkovan enzymem DUOX2. Pro spravnou funkci DUOX2
je nezbytnd ptitomnost jeho partnerového proteinu DUOXAZ2, ktery zajistuje jeho stabilizaci a lokalizaci
na apikalni membrané tyrocytd. Cely tento komplexni proces umoziuje tvorbu hormoni T4 a T3,

které jsou nasledné¢ uvolilovany do krevniho ob&hu. (Prevzato od Szanto et al. 2019)

18



1.4 Patofyziologie

Tyreoidalni hormony hraji velkou roli pro rozvoj vSech organt, a zvlasté
jsou dulezité pro spravny rozvoj mozku. Plod je vSak do konce prvniho trimestru isté
zavisly na TH od matky. Zhruba v osmém tydnu gestace za¢ne hypothalamus, zaludek
a pankreas plodu produkovat TRH, coz nasledn¢ stimuluje hypofyzu k sekretovani TSH.
V desatém tydnu gestace se zacina v plodu shromazd’ovat jod, produkuje se tyreoglobulin
a dochazi k expresi TSH receptorti. Zaroven dochéazi k nartistu hladin tyroxin-vazajiciho
globulinu, TSH a T4. Béhem druhého trimestru t€hotenstvi dochazi k plnému rozvoji drahy
hypothalamus-hypofyza-stitna zl14za.

Deficit tyroxinu v ¢asném obdobi vyvoje plodu mize mit za nésledek nevratnou
mentélni a fyzickou retardaci zndmou jako tzv. kretenismus. V1liv maji i pouze malé zmény
v hladinach tyreoidalnich hormont, jelikoz je mozek jednim z nejcitlivéjSich organi
navyvoj a spravnou vyzivu bé¢hem tohoto obdobi. Tyreoiddlni hormony maji roli
napf. pfi maturaci oligodendrocytii a astrocyti. T3 reguluje stratifikaci klry mozkové,
rozvoj axonil a ma také vliv na migraci bun€k napt. Cajal-Retzius buiiky ¢i subplatové buiky
(Klosinska et al. 2022).

Tyreoidalni hormony jsou amfipatické povahy coz znamend, Ze obsahuji polarni
postranni fetézce aminokyselin, které jsou rozpustné ve vodném prostiedi a také obsahuji
nepolarni postranni fetézce aminokyselin, které jsou rozpustné v tucich. Pfi fyziologickém
pH tvoii tzv. zwitterion (Toth er al. 2013), tedy amfoterni ion, ktery neprochazi
pres membrany pomoci difuze. Membranovy transport je tedy zprostiedkovan skrze
membranové pienasece, které transportuji ionty dle jejich hladin koncentrace (Bernal 2017).
Aby se tyreoidalni hormony dostaly do mozkové tkang, je tfeba projit hematoencefalickou
bariérou, kterd je tvofena endotelidlnimi bunikami mozkovych kapilér, epitelidlnimi bunikami
choroidniho plexu a z epitelu pavucnice spojenymi pomoci tight junctions (Abbott et al.
2010). Skrze tuto membranu existuji specifické pienaSece pro tyreoidalni hormony,
a to konkrétné MCT8 (monokarboxylatovy ptfenase¢ 8, monocarboxylate transporter 8)
s afinitou pro T4 a T3, OATP1C1 (pfenaSe¢ organickych aniontd polypeptid 1C1, organic
anion transporter polypeptide 1C1) s vysokou afinitou pro T4. Jednd se o membranoveé

proteiny obsahujici 12 transmembranovych domén. Tyto proteiny exprimuji jak nervové
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bunky, tak i buniky hematoencefalitické bariéry a jsou také pifitomny v endotelidlnich
bunikach choroidiho plexu. Jakmile se T4 dostane do mozkové tkané, nastava proces
dejodenizace, kdy vznikne T3 (Bernal 2017). V lidském mozku mame pouze aktivni DIO2
(dejodinaza 2. typu, type 2 deiodinase). DIO2 je dominantn¢é exprimovana v astrocytech,
v tanycytech a v gliovych bunkach (Guadafio-Ferraz et al. 1997). T3 se vaze na nuklearni
receptory, které funguji na principu ligand-méniciho transkripéniho faktoru a reguluji
tak naslednou genovou expresi (Oppenheimer, Schwartz 1997) gent (zejména rtstové
faktory) dulezitych napf. pfi myelinizaci a synaptogenezi (Giannocco et al. 2021). TH
také reguluji expresi Myo-Va (myosin V), ktery ma roli pfi intracelularnim transportu
(Provance et al. 2002) atetheringu organel (Abu-Hamdah et al 2006). Myo-Va
se tedy ucastni proteinové syntézy, coz je dalsi dilezity proces pro spravny rozvoj nervoveé
soustavy.

Co se tyCe rozvoje kosterni soustavy, tyreoidalni hormony maji vliv na stimulaci
rustu kosti a na osifikaci. Chondrocyty a osteoblasty piimo reaguji na TH. Osteoklasty
jsou do jisté miry reaktivni na koncentraci tyreoiddlnich hormont, ale zatim neni jasné,
zda jsou pifimym cilem pro TH a nebo je efekt TH na resorpci kostni tkdn€ neptimy skrze
jiné bunécné typy. Vliv tyreoidalnich hormontli na osteocyty je zatim neznamy (Bassett
a Williams 2016). Pokud mame dité s nelécenou hypotyredzou, dochazi k riistové retardaci
a opozdénou skeletdlni maturaci. Nicméné tento problém se milZe zav€asu vyfeSit
podavanim tyreoidalnich hormoni a dochazi k tzv. catch-up ristu (Williams ez al. 1998).

Dals$im dilezitym organem, na ktery maji tyreoidalni hormony efekt, je srdce. TH
maji vliv na kontraktilitu, srde¢ni frekvenci a metabolismus. Receptory pro TH
jsou pfitomny v myokardu a také v endotelu. Pokud mame pacienta s hypotyredzou,
tak muze dochazet ke kardiovaskularnim onemocnénim. Je odhadovano, ze nefunkcni
tyreoidalni systém zvysuje riziko vaskularni morbidity a mortality o 20 az 80 % (Razvi et al.
2018). Geny responzivni na T3 nachazejici se v jadrech srdecnich myocyti nasledné reguluji
(Jako transkripcni faktory) genovou expresi proteini dulezitych pro spravnou funkci
myokardu, napt. té¢zké fetézce myosinu, proteiny sarkoplazmatického retikula, fosfolamban
¢i Ca 2t ATP4zu. Myosin je diilezitou komponentou kontraktility srdce, kdeZto fosfolamban
a Ca ** ATP4za jsou zase dilezité pro regulaci vyplavovéani vapniku ze sarkoplazmatického

retikula, dochézi tak k tizeni systolického a diastolického stavu (Kahaly a Dillman 2005).
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Tyreoidalni hormony se podili také na metabolismu lipidi v jatrech. Stimuluji
lipolyzu z tukovych zdsob bilé tukové tkang, z cehoz vznikaji volné mastné kyseliny.
Tyto volné mastné kyseliny jsou dilezitym zdrojem lipid pro jaterni tkan (Sinha et al.
2018). Do jaterni tkan¢ se dostavaji pomoci transportért, které jsou nejspise fizeny prave
skrze receptory tyreoiddlnich hormonti. U pacientd s hypotyre6zou dochazi k jevu,
kdy je zvySena koncentrace mastnych kyselin s triglyceridovym zbytkem, které se nasledné
prioritné ukladaji do bilé tukové tkdn€ a zaroven je sniZzeny transport t€chto mastnych kyselin
do jater (Klieverik et al. 2009). Tento proces ma za nasledek pravé znacnou obezitu u
pacientli s hypotyre6zou. Presny mechanismus je vSak prozatim nejasny. Co se tyka
lipogeneze, i piitomto dé€ji maji tyreoidalni hormony velky vliv skrze protein Spot 14
(Oppenheimer et al. 1987). TH reguluje transkripci genu Spot 14, jehoz produkt je nasledné
dalezity pro transdukci TH signdlu a néslednou transkripci transkripénich faktorii
aktivujicich lipogenni geny (Brown SB et al. 1997, Kinlaw ef al. 1995).

Zajimavym poznatkem je, ze hluchota sprazend s kongenitalni hypotyre6zou ¢ini
1- 10 % podilu vSech genetickych ohluchnutich (Batsakis a Nishiyama 1962). Pfic¢inou

ohluchnuti je pravé nedostatek tyreoidalnich hormoni.
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Obr. ¢. 3: Schéma znazoriujici vliv spravné fungujici stitné zlazy na rozvoj

tkani a organt v lidském téle. (prrevzato od Klosinska et al. 2022)
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1.5 Screening, diagnostika a management

Novorozenecky screening (newborn screening, NS) je celosvétovy program
na ochranu lidského zdravi. Jednd se o celoplosné vyhledavani chorob v casném
preklinickém stadiu pro véasnou diagnostiku a rychlé nastoleni efektivni 16¢by. V Ceské
republice byl zaveden celoplosny NS pro kongenitalni hypotyredzu jiz v roce 1985 (David
et al. 2018).

Doktor (gynekolog/pediatr) ma za povinnost informovat rodi¢e ohledné¢ moznosti
vykonani NS, dale informovat o benefitech, které NS pfindsi pii vCasné diagndze
onemocnéni, ale také je nutné informovat o moznych rizikdch pii nepodstoupeni NS.
Dale je nezbytné vysvétlit samotny proces NS a opatieni vlady, kterd se k tomuto tikonu
vztahuji. Lékaf by také mél znat vSechny mozné faktory ovliviiyjici vysledek NS
jako gestacni a postnatalni veék, diety, transfize, parenteralni vyzivu. Vysledky z NS musi
byt vzdy ihned dokumentovany.

Véasna diagnostika kongenitalni hypotyredzy je nezbytna pro zmirnéni dopadu
na neuropsychologicky a motoricky vyvoj ditéte (Delahunty et al. 2010). Novorozenecké
screeningove testy probihaji z odebrané krve z paty dolni koncetiny (tzv. stanoveni v suché
krevni kapce na specialni screeningové kart€) ditéte mezi druhym a patym dnem po narozeni
(Kaye et al. 2006). Pro odhaleni kongenitalni hypotyredzy se zjistuji hodnoty TSH,
které pak byva doplnéno o stanoveni volného T4 pomoci fluorescen¢ni imunoanalyzy.
Novorozenci nemaji jesté¢ pln¢ vyvinutou hypothalamo-hypofyzarni drahu, a proto mohou
mit 1 zdravi jedinci niz$i hodnoty T4. Konkrétné pokud ma TSH vétSi hodnotu v séru
nez 8.00 mIU/l a volny T4 ma niz§i hodnotu nez 12.0 pmol/L. Tyto limitni hodnoty
jsou ukazatelem mozné hypotyredzy (David et al. 2018).

K jednoznaénému objasnéni etiologie onemocnéni prostfednictvim identifikace
kauzalnich genetickych variant zpiisobujicich CH slouzZi sekvenovani nové generace,

kdy lze vysSetfit panely pfedem vytipovanych gent (viz kapitola 1.3.), ve kterych se mize

vvvvv

vvvvvvvvvv
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spolehlivé, ale onemocnéni, kde neni zatim zndmé piesnd genetickd pfi¢ina, maji sva

omezeni (Huang et al. 2022).

1.6 Lécba

Lécba pacienti s kongenitalni hypotyre6zou sestdva z vyrovnani deficitu
tyreoidalnich hormonti. Pro toto vyrovndni se vyuzivad levotyroxin, ktery lze podavat
1 détskym pacientiim. Davka se odviji od véku pacienta a od rozvinuti hypotyredzy. U déti
je predepisovana mnohem vétsi davka levotyroxinu na kilogram télesné hmotnosti
nez je davka u dospélych pacientli. Tato 1écba je vSak celozivotni 1é¢bou (Jonklaas et al.
2014). Pii 1écbée levotyroxinem je dilezité vyvarovat se konzumaci sojy, ktera snizuje ucinek

1é¢by (Conrad et al. 2004).
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2 Cile prace a hypotézy

Cilem diplomové prace je analyza genetickych variant a nasledné objasnéni genetickych

faktori podilejicich se na rozvoji onemocnéni kongenitalni hypotyredzy u détskych pacienti

pomoci celoexomového sekvenovani. Vysledky pomohou objasnit faktory podilejici se

na etiopatogenezi kongenitalni hypotyredzy, ptispét k uptfesnéni diagnostiky a zlepsSeni

1é¢by, ktera je krucidlni.

Prace byla koncipovana s cilem ovéfit tyto hlavni hypotézy:

1.

U pacientl s kongenitalni hypotyredzou se nachdzi dosud nepopsané kauzalni
varianty v genech znamych pro jejich roli ve vyvoji a funkci S§titné zlazy,
pfiCemz tyto varianty vykazuji bioinformatické znaky vysoké patogenity

(napt. sestiih, posun ¢teciho ramce, nonsense mutace)

Neékteré genetické pfi¢iny kongenitdlni hypotyredzy povazované primarné
za recesivni mohou byt zpiisobeny i autozomalné dominantnimi mutacemi s nizsi

penetranci (mirnéjs$i formou hypotyreozy).

U pacientti s dyshormonogenezi ptevazuje vyskyt patogennich variant v genech
kédujicich enzymy podilejici se na hormondlni syntéze (napt. DUOX2, TPO),

pfi¢emzZ vétsina téchto variant zptisobuje naruseni katalyticky aktivnich domén.
Do interpretace vysledka bioinformatickych analyz se aktualné zapojuje strojoveé

uceni (uméld inteligence, artificial intelligence, Al). Zacina poskytovat lepsi

vysledky nez standardni interpretacni postupy.
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3 Material a metody

3.1 Vzorky

V ramci této diplomové prace byla odebrana u 47 pacientii a jejich piimych
ptibuznych zilni krev do vakuovanych odbérovych zkumavek s EDTA. Z leukocyti
této zilni krve byla nasledn¢ izolovana DNA. Pacienti byli vybrani retrospektivné v Klinice
déti a dorostu Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze a 3. Iékatfskou fakultou
Univerzity Karlovy s kongenitalni hypotyredzou a strumou pii narozeni, u kterych byla
struma doloZena sonograficky. Vzorky byly anonymizovany pfifazenim eviden¢niho ¢isla
v Ciselné tadé zacinajici zkratkou TR, s kterym se ndsledné pracovalo jak v laboratofi,

tak i1 pii nasledném vyhodnoceni sekvenac¢nich dat.

3.2 Izolace DNA z pln¢ krve

Pristroj:

QuickGene 610L, vyrobce FujiFilm Life Science (Jap.) — navod: ,,Uzivatelsky manual CZ*,
LAB MARK a.s. a ndvod "Obsluha a udrzba izolatoru DNA"

Hybridization Oven/Shaker, vyrobce Amersham Life Science (USA)

Reak¢ni kit: QuickGene DNA whole blood kit L, vyrobce KURABO Industries Ltd. (Jap.),
kat.c.: DB-L, verze 2.1

Reagencie, které nebyly soucasti reakéniho Kitu:

96% ethanol; Aqua pro injectione (Braun), deionizovana voda 18 Mohm na ¢iSténi pfistroje

Protokol: dle firemniho navodu
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3.2.1 Priprava pristroju a reagencii

1. Hybridizacni pec byla vytemperovana na 54-58 °C

2. Proteinaza EDB-01 byla rozpusténa v Aqua pro injectione po dobu 30—40 minut
pii laboratorni teploté s ob¢asnym promichanim pfevracenim.

3. Promyvaci pufr WDB-01 byl nafedén pfidanim 170ml 96% ethanolu, mirné

protfepan a nasledn¢ byl ponechén stat pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut.

(dle navodu vyrobce).

3.2.2 Vlastni izolace - plnd nesrazliva krev (EDTA)

1. Bylo odlito 2 ml plné pfevracenim promichané nesrazlivé krve do 15ml falkonky
(po rysku). Kratce zvortexovano.

2. Nasledné bylo ptidano 300 pl proteindzy a kratce zvortexovano.

3. Bylo pfidéno 2,5 ml lyza¢niho pufru LDB-03. Siln€ ru¢né protfepano minimalné
po dobu 10 sekund, nasledné zvortexovano na max. rychlost minimalné 20 sekund.

4. VSe bylo inkubovano po dobu 25-30 minut v hybridizacni peci pfi teploté
54-58 °C.

5. Bé&hem inkubace byl pfipraven izolator QuickGene-610L (dle navodu vyrobce).

6. Po skonceni inkubace byly vyjmuty lyzaty z pece a nasledné bylo zkontrolovéno,
ze neobsahuji srazeniny. Poté bylo pfidano 2,6 ml 96% ethanolu.

7. VSe bylo promichéno ptfevracenim minimalné 10 sekund, zvortexovano na max.
rychlost minimalné€ 20 sekund a kontinudlné bylo pokra¢ovano v izolaci na pfistroji
(bez pauzy).

8. Vzorky byly pfelity na kolony ve stojanu, ktery byl nasledné uzavien pomoci spon.
Stojan byl vlozen do stroje a byl spustén START.

9. Ukonceni izolace stroj ohlasi zvukové€, na displeji se znazorni cisla vzorki

a uspésnost provedeni.
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10. Stojan byl vyjmut z pfistroje, eppendortky s vyizolovanou DNA byly uzavieny
a preneseny do plastového stojanku a nasledné ulozeny do lednice k dalSimu

zpracovani.

3.2.3 Stanoveni koncentrace a cistoty vyizolované DNA

Pristroj:
UV/Vis spektrofotometr QIAxpert, vyrobce: Qiagen (Némecko), méfici celly QIAxpert
Slide — 40

1. Byl ptipraven blank (elu¢ni roztok z izolaéniho kitu) a vzorky na méteni.
Kazdy slide obsahuje 16 jamek (sloupce 1 a 2, fady A az H).

Vzorky DNA byly zvortexovany a stoCeny.

Do jedné jamky bylo naneseno 2 ul blanku.

Do dalSich jamek bylo naneseno 2 pl jednotlivych vzorki DNA.

A O i

Byl vloZen slide s nanesenymi vzorky DNA do pfistroje a bylo spuSténo méfeni dle
navodu vyrobce.
7. Po zkontrolovani kvality vyizolované DNA, kterd byla nafedéna na pracovni

koncentraci 10ng/ul elu¢nim pufrem z izola¢niho kitu.
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3.3 Ptiprava knihoven pro celoexomové sekvenovani

Reagen¢ni kit:

5191-6874 SSELXT HS Human All Exon V8, 96 Rxns. For post capture processing of 96

samples.

G9983A SURESELECT XT HS2 Reagent Kit with Index Primer Pairs 1-96, 96 Reactions
Oba kity Agilent (USA)

Protokol: SureSelect XT HS2 DNA Kits Library Preparation (+/-MBC) / Fast-Hyb Target
Enrichment / Pre-capture Pooling Workflow, For Illumina Platform NGS. Version FO, May
2023, Agilent

Reagencie, které nebyly soucasti reakéniho kitu:

100% Ethanol, Q32850 Qubit BR dsDNA Assay Kit, Thermo Fisher Scientific (USA), Aqua
pro injectione (Braun, Némecko), A63881 AMPure XP Kit, 60 mL Beckman Coulter
Genomics (USA)

3.3.1 Enzymaticka fragmentace DNA

1. Bylo odebrano z kazdého vzorku DNA 7 pul (o koncentraci 10ng/ul)
do mikrozkumavek, které nasledné byly uchovany na ledu.

2. Byl nastaven thermocycler dle nasledujici tabulky ¢&islo 3 pro enzymatickou
fragmentaci DNA na sekvenacni read dlouhy 2 x 150 (dle parametri sekvena¢niho

kitu):

Tab. &. 3: Nastaveni thermocycleru pro fragmentaci

Krok Teplota Cas

Krok 1 37°C 10 minut

Krok 2 65 °C 5 minut

Krok 3 4°C neomezeny ¢as
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3. Byl pfipraven fragmenta¢ni mastermix do zkumavky, ktery obsahoval 52 pl 5X
SureSelect fragmentacniho pufru a 26 pl SureSelect fragmenta¢niho enzymu.
Nasledn¢ se tento mastermix promichal pipetou, kratce sto€il v minicentrifuze a
uchoval se na ledu.

4. Poté byl tento mastermix ptidan po 3 pl do mikrozkumavek obsahujicich 7 ul DNA
vzorki. Opét promichdno pipetou a kratce sto¢eno v minicentrifuze.

5. Mikrozkumavky dany do thermocycleru (tab. ¢. 3). Pfi 4 °C (posledni krok),
byly mikrozkumavky vyjmuty z thermocycleru.

6. Nasledné bylo ptidano 40 pl vody a poté doslo k uchovani vzorkt na ledu.

3.3.2 Priprava ligacniho mastermixu

1. Ligacni pufr byl vortexovan 15 sekund.
2. Nasledné byl pfipraven ligacni mastermix do zkumavky, ktery obsahoval 598 pl
ligaéniho pufru a 52 pl T4 DNA ligazy. Toto vSe bylo promichano pipetou, kratce

sto¢eno v minicentrifuze a ponechéano pii pokojové teploté 30-45 minut.

3.3.3 End repair a dA-tail fragmenty

1. Byl nastaven thermocycler dle nésledujici tabulky ¢&islo 4:

Tab. €. 4: Nastaveni thermocycleru pro opraveni koncti/A-Tailing

Krok Teplota Cas

Krok 1 20 °C 15 minut

Krok 2 72 °C 15 minut

Krok 3 4°C neomezeny cas

2. End Repair-A Tailing pufr byl vortexovan 15 sekund.
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3. Nasledné byl ptipraven End repair/A Tailing mastermix, ktery obsahoval 416 ul End
Repair-A Tailing pufru a 104 pul End Repair-A Tailing enzymového mixu. Vse
promichano pipetou, kratce sto¢eno v minicentrifuze a uchovano na ledu.

4. Ke vzorkim fragmentované DNA bylo pfiddno 20 pl End Repair-A Tailing
mastermixu. Opét vSe promichdno pipetou, zvortexovano a kratce sto¢eno
v minicentrifuze.

5. Poté byly fragmentované vzorky s End Repair-A Tailing mastermixem dany
do thermocycleru (tab. ¢. 4). Jakmile doslo v thermocycleru k poslednimu kroku,

vzorky byly vyjmuty z pfistroje a premistény na led.

3.3.4 Ligace molekuldrnich barcodovych adaptoru

1. Thermocycler byl nastaven dle tabulky cislo 5:

Tab. €. 5: Nastaveni thermocycleru pro ligaci

Krok Teplota Cas
Krok 1 20 °C 30 minut
Krok 2 4°C Neomezeny Cas

2. Do vzorkl bylo pfidano 25 pl liga¢niho mastermixu. VSe promichéno pipetou,
zvortexovano a kratce stoceno v minicentrifuze.

3. Nasledné byl pfidan po 5 pl do kazdé mikrozkumavky ke vzorklim SureSelect XT
HS2 mix oligo adaptéru. VSe opét promichano pipetou a kratce stoCeno
v minicentrifuze.

4.  Mikrozkumavky byla nasledn¢ dany do thermocycleru (tab. €. 5). V poslednim kroku

byly mikrozkumavky vyjmuty a uschovany na ledu.
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5. AMPure XP kuli¢ky byly vyjmuty z mrazaku a vytemperovany na laboratorni teplotu
po dobu 30 min.

3.3.5 Procisteni po ligaci

1. Po 30 minutach, kdy byly AMPure XP kulicky ponechany pfi laboratorni teploté,
byly nésledné intenzivné zvortexovany dokud nedoslo k homogenizaci.

2. Poté bylo ptidano 80 ul AMPure XP kulicek ke kazdému vzorku, v§e promixovano
a inkubovano po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.

3. Po inkubaci byly kulicky separovany pomoci magnetu, ktery ptsobil 10 minut.
Vytvofeny supernatant byl odsan pipetou a odstranén pipetou. Nasledné doslo
k promyti kuli¢ek skrze 180 pl 80% roztoku ethanolu. Tento krok se opakoval
dvakrat.

4.  Po druhém promyti ethanolem byl zbytkovym ethanol do sucha odsan pipetou.

5. Vzorky ponechdny k uplnému vyschnuti v thermocycleru nastavené¢ho na 37 °C
po dobu 2 minut bez zavieni vikem.

6.  Poté bylo pridano 35 pl vody do kazdého vzorku, pipetou kulicky sesuspendovany
a nasledné se vzorky ponechaly inkubovat 2 minuty pfi laboratorni teploté.

7. Kulicky byly separovany ke strané¢ PCR zkumavky pomoci magnetu, ktery pisobil
5 minut.

8. Poté bylo vzato 34 pl Cistého supernatantu do novych mikrozkumavek a vse bylo

uchovano na ledu.
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3.3.6 Amplifikace a oznaceni jednotlivych vzorkiu pomoci dudlnich

indexu

Indexy byly vyndany z mrazaku a ponechany pii pokojové teploté pro rozmrznuti.
Thermocycler byl nastaven pro polymerazovou fetézovou reakci (polymerase chain

reaction, PCR) dle tabulky cislo 6:

Tab. €. 6: Nastaveni thermocycleru pro PCR pro vzorky o objemu 50 pl

Krok Pocet cykla Teplota Cas
Krok 1 98 °C 2 minuty
Krok 2 60 °C 30 sekund
Krok 3 72 °C 5 minut
Krok 4 4°C Neomezeny Cas
3. Byl pfipraven PCR mastermix obsahujici 260 pl 5X Herkulazy II pufru s nukleotidy

a 26 pl fuze Herkulazy II a DNA polymerazy. VSe opét bylo promichano pipetou,
dano do minicentrifugy a uchovéano na ledu.

Z ledu byly vyjmuty vzorky DNA a k nim bylo pfidano 11 pl PCR mastermixu.
Déle bylo ptiddno 5 pl SureSelect XT HS2 indext vazajicich se na primery (tzv.
primer pair) do kazdého vzorku, vSe bylo zalepeno folii, zvortexovano a kratce
stoceno v minicentrifuze.

Byl zapnut thermocycler (tab. ¢. 6). Vzorky byly vloZeny do thermocycleru jakmile
teplota dosahla 98 °C a nasledné probéhla amplifikace pomoci PCR reakce.
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3.3.7 Procisteni amplifikované knihovny

1. AMPure XP kuli¢ky byly opét zvortexovany dokud nedoslo k jejich homogenizaci.

2. Vzorky byly vyjmuty z thermocycleru a bylo ptfidano 50 pl AMPure XP kuli¢ek
ke kazdému vzorku, vSe promichano pipetou a nasledn¢ inkubovano pii pokojové
teploté na 5 minut.

3. Kulicky byly separovany pomoci magnetu, ktery ptisobil po dobu 5 minut. Poté byl
supernatant odsan pipetou a odstranén.

4. Kulicky byly promyty 180 pl 70% ethanolu a to celkem dvakrat.

5. Jakmile byly kulicky promyty podruhé, byla odsata pipetou tekuta slozka, dano poté
do minicentrifugy a byl odsan pipetou i zbyly ethanol.

6. Vzorky se nechaly schnout v thermocycleru bez vika pii teplot€¢ 37 °C po dobu
2 minut.

7. Nasledné byly vzorky kratce stoCeny v minicentrifuze, jest¢ jednou vraceny
na magnet, opét na 5 minut a nasledné byl opét pipetou odsan zbyvajici ethanol.
Vzorky byly poté nechany na na vzduchu cca 2 minuty do tiplného odpateni ethanolu.

8. K takto vysusenych vzorkl bylo pfidano 15 pl vody, vSe uzavieno, zvortexovano
a kratce stoceno v minicentrifuze. Nésledné doslo k inkubaci pfi laboratorni teploté
po dobu 2 minut.

9. Kuli€ky byly separovany magnetem béhem 3 minut ke st€éné mikrozkumavky.

10. Supernatant (eluat) byl posléze prepipetovan do novych mikrozkumavek a vzorky

byly uchovany na ledu.

3.3.8 Kontrola kvality knihoven pred hybridizaci

1 pl od kazdé knihovny byla kontrolovano prostfednictvim bioanalyzatoru Agilent

2100. Spravna velikost knihoven ptfed hybridizaci musi byt v rozmezi 350-450bp.
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3.4 Hybridizace

Pouzité chemikalie:
5X Herkuladza II pufr s nukleotidy, 70% ethanol, AMPure XP kulicky, Herkuldza II faze
s DNA polymerazou, Sondy Exom V8 (SureSelect XT HS Human All Exon V8), SureSelect

Post-Capture primerovy mix, SureSelect promyvaci pufr, SureSelect RNase Block,
SureSelect rychly hybridiza¢ni puft, SureSelect streptavidinové kulicky, SureSelect vazebny
pufr, SureSelect XT HS2 blokovaci mix, TE pufr (Tris a kyselina

ethylendiaminotetraoctova), Aqua pro injectione

3.4.1 Poolovani knihoven

1. Byl pfipraven pool z 8 knihoven do PCR stript tak, aby celkové mnozstvi DNA z
poolu bylo 3 pg DNA na hybridizaci.

2. Objem poolu byl redukovéan pod 12 pl. K tomuto kroku byl pouzit vakuum
koncentrator, ktery byl nastaven na 45 °C.

3. Poté byla ptidana voda do objemu 12 pl.

4. VsSe bylo zvortexovano po dobu 30 sekund, kratce stoCeno v minicentrifuze

a uchovano na ledé.
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3.4.2 Hybridizace poolii se sondami

1.

Thermocycler byl nastaven dle tabulky cislo 7.

Tab. ¢. 7: Nastaveni thermocycleru na program hybridizace

Krok Pocet cykla Teplota Cas

Krok 1 1 95 °C 5 minut

Krok 2 1 65 °C 10 minut

Krok 3 1 65 °C I minuta - zde
pferuSeno a piidany
sondy

Krok 4 60 65 °C 1 minuta

37°C 3 sekundy
Krok 5 1 65 °C neomezeny ¢as
2. Do vzorkl bylo ptidano 5 pl SureSelect XT HS2 blokovaciho mixu. Nasledné vse

bylo zvortexovdno po dobu 5 sekund, kratce stoeno v minicentrifuze

a zkontrolovana absence bublinek.

. Pooly pfemistény do thermocycleru. Pti 3. kroku byl program pozastaven.

Bylo pfipraveno 25% RNazovy blokovaci roztok, ktery obsahoval 3,5 pl SureSelect
RNase Block a 10,5 ul vody. VSe bylo promichano a uchovano na ledu.

Déle byl ptipraven Sondovaci hybridizaéni mix, ktery obsahoval 14 pl 25%
SureSelect RNase Block solution, 35 pl sond a 42 pl SureSelect rychlého
hybridiza¢niho pufru. Ve zvortexovano, kratce stoceno v minicentrifuze a okamziteé
dano do PCR stripu v thermocycleru se vzorkami, které byly pozastaveny na 3.
kroku. Do kazdého vzorku se dalo 13 pl sondovaciho hybridiza¢niho mixu.
Vse promixovano pipetou a zavieno.

Nésledné vSe bylo zvortexovdno, kratce stoeno v minicentrifuze a byla
zkontrolovdna absence bublinek. Poté¢ ihned vSe vraceno do thermocycleru a

pokracovalo se v programu hybridizace.
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3.4.3 Priprava streptavidinovych kulicek

SureSelect streptavidinové kulicky byly vyjmuty z lednice a nasledné¢ byly
zvortexovany dokud nebyla dosazena homogenizace.

Byl vzat novy strip, kam bylo do kazdé mikrozkumavky rozpipetovano 50 pnl
streptavidinovych kulicek.

Nasledné byly kulicky tfikrat promyty SureSelect vazebnym pufrem. Pro kazdé
promyti bylo pfidano ke kulickam 180 pl vazebného pufru, v§e promichano a kratce
stoCeno v minicentrifuze. Poté byly kulicky separovany pomoci magnetu,
ktery piisobil po dobu 5 minut. Jakmile byly vSechny kuli¢ky separovany, tak byl
pipetou odstranén supernatant.

Po promyti byly kulicky resuspendovany v 200 pl SureSelect vazebném pufru a byly

ponechany pii pokojové teplote.

3.4.4 Zachyceni hybridizovanych knihoven

1.

Jakmile byly streptavidinové kulicky pfipraveny a hybridizaéni program
v thermocycleru byl u konce, vzorky byly vyjmuty z thermocycleru a uchovany
pii pokojové teploté.

Poté byly vzorky co nejdiive dany do stripu se streptividinovymi kuli¢kami
a promixovany pipetou. Nasledné byly vzorky s kuli¢kama inkubovéany na tfepacce
pti 1400-1900 rpm na 30 minut pfi pokojové teploté.

Béhem této inkubace byl piipraven SureSelect promyvaci pufr. Promyvaci pufr (200
pl) byl dan do novych stripti, v§e uzavieno a ddno do thermocycleru na 70 °C.

Po 30 minutach zachyceni hybridizace, byly vzorky kratce stoceny v minicentrifuze
a poté byly streptavidinové kuli¢ky separovany magnetem do té¢ doby, nez byl roztok

Cisty. Supernatant byl posléze odsan pipetou a vylit do odpadu.
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5. Strepatividonové kulicky byly posléze resuspendovany pii pokojové teploté v 200 pl
SureSelect promyvacim pufru. VSe bylo promichano pipetou dokud nebyly kulicky
pln¢ resuspendovany.

6. Kulicky byly poté separovany magnetem po dobu 1 minutu a poté byl opét pipetou
odsan supernatant.

7. Magnet byl odejmut, a vzorky s kulickama byly ponechany pti pokojové teploté.
Kuli¢ky byly promyty Sestkrat pomoci pfedehiatého SureSelect promyvaciho pufru.
Pro kazdé promyti byl ptidan 200 ul promyvaci puftr, v§e promichano pipetou, dano
do vortexu na 8 sekund a kratce do centrifugy. Dale bylo vSe inkubovéano po dobu 5
minut pii 70 °C v thermocycleru. Poté byly kuli¢ky separovany pomoci magnetu po
dobu 1 minuty pfi pokojové teploté. Supernatant byl pipetou odstranén.

8. Jakmile byl vSechen promyvaci pufr odstranén, bylo pfidano 25 ul vody do kazdé

mikrozkumavky, vSe bylo promichano pipetou a uchovano na ledé.

3.5 Amplifikace knihoven

1. Thermocycler byl nastaven dle tabulky ¢islo 8.

Tab. €. 8: Nastaveni thermocycleru na program po zachyceni PCR

Krok Pocet cyklu Teplota Cas

Krok 1 1 98 °C 2 minuty

Krok 2 10 98 °C 30 sekund
Krok 3 1 72 °C 5 minut

Krok 4 1 4°C neomezeny ¢as

2. Byl pfipraven mastermix po zachyceni PCR, ktery obsahoval 91 pul vody, 70 ul 5X
Herkulaza II pufru s nukleotidy, 7 pl Fazni DNA polymerazy Herkulaza Il a 7 pl
SureSelect Post-Capture primerovy mix. VSe bylo promichdno pipetou, kratce
sto¢eno v minicentrifuze a uchovano na ledu.

3. Bylo vzato z ledu 25 pl knihoven navazanych na kulickéch a ptidalo se k tomu 25 pl

PCR mastermixu pro amplifikaci.
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4. Opét vSe promichano pipetou, dokud nenastala homogenizace suspenze.

5. Vzorky byly posléze dany do cycleru a byl spustén program dle tabulky ¢islo 8.

6. Jakmile nastal posledni krok (4 °C), vzorky byly odebrany ze cycleru a kratce
stoCeny v minicentrifuze.

7. Poté byly kulicky separovany pomoci magnetu, ktery ptisobil 2 minuty.

8. Ciry supernatant byl posléze odsan do nového stripu a uchovan na ledu.

9. AMPure XP kulicky byly vyndany z lednice a ponechany pii pokojové teploté

alespon 30 minut.

3.5.1 Procisteni amplifikovanych poolii finalnich knihoven

1. AMPure XP kulicky byly zvortexovany dokud nenastala homogenizace.

2. Poté bylo ptfidino 50 pl AMPure XP kulicek do kazdé mikrozkumavky
s amplifikovanou DNA, vse bylo promixovano pipetou, dokud nenastala
homogenizace suspenze a poté bylo vse inkubovéno pfi pokojové teploté po dobu 5
minut.

3. Kulicky byly posléze separovany pomoci magnetu, ktery plsobil 5 minut.
Supernatant byl poté odstranén pipetou.

4. Kulicky byly poté dvakrat promyty 180 pl 70% ethanolu a za vyuZiti magnetu,
ktery ptsobil 1 minutu. Supernatant byl vzdy odstranén pipetou.

5. Po druhém promyti byly knihovny kratce stoeny v minicentrifuze a byl pipetou
odsan zbytkovy ethanol.

6. Vzorky nasledné vysuseny pomoci thermocycleru s otevienym vikem, ktery byl
nastaven na teplotu 37 °C po dobu 2 minut.

7. Poté bylo k vzorkim pfidano 25 pl TE. VSe zvortexovdno a kratce stoceno
v minicentrifuze. Nasledn¢ vSe bylo inkubovano pii pokojové teploté po dobu
2 minut.

8. Kulicky byly poté separovany pomoci magnetu, ktery piisobil 5 minut.

9. Supernatant byl odsan pipetou do ¢istych mikrozkumavek a byl uchovan na ledu.
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3.5.2 Findlni kontrola kvality pripravenych knihoven

Kvalita knihoven byla zkontrolovéna prostfednictvim bioanalyzatoru Agilent 2100
s pouzitim High Sensitivity DNA Kitu, Agilent (USA) dle firemniho protokolu (1 ul

knihovny). Optimalné ptipravené finalni knihovny maji velikost v rozmezi 330 az 450 bp.

3.6 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat

K vlastni analyze a vyhodnoceni sekvenacnich dat byl pouzit bioinformaticky cloud
SeqOne (Francie). Tento program provedl kompletni bioinformatickou analyzu z FASTQ
souborl az po terciarni analyzu variant, kterd pomohla s interpretaci a posouzenim vztahu
jednotlivych variant s fenotypem pacientll. Vyrobce reagen¢niho kitu na ptipravu knihoven
f. Aqilent spolupracuje s f. SeqOne, takZze analyza jiz byla optimalizovdna pro V8 exom,
ktery byl pouzit. SeqOne jiz obsahoval soufadnice cilovych Usekil pro pouzity V8 exom
(.bed file) k mapovani vici referencni sekvenci. Pfi nahrani FASTQ soubord k analyze
se pouze zadavalo pohlavi probanda.

Bioinformaticka pipeline SeqOne byla jiz optimalizovana pro pouzity SureSelect XT
HS Human All Exon V8 pro vyhodnoceni germindlnich variant vyrobcem. Nastaveni
se pii vySeteni vzorkli neménilo. Jako referenc¢ni genom byl pouzit GRCh38. Celkova délka

sekvenovanych tsekt pievysSovala 63 Mbp. Pouzity workset SeqOne byl verze v2.3.10.

SeqOne (workset v2.3.10) — pouzité bioinformatické nastroje

ALUMETI (verze v1.3.0); HMMER (verze v3.4.0); BCFTools (verze v1.16.1); Bedtools
(verze v2.31.0); Bwamem2 (verze v2.2.1); VEP (verze v112-v1.0.0); GATK (verze
v4.6.0.0); GRIDSS (verze v2.13.2); SAMtools (verze v1.16.1); VCFanno (verze v0.3.5);

GeneCov (verze v3.3.1); CrossOmim (verze v1.7.0).
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SeqOne (workset v2.3.10) — pouzité databaze pro tercidlni analyzu

Dfam (verze 3.0); VEP Data (verze 112); MaxEntScan (verze 040420) GeneSplicer (verze
090910); Raw ClinVar (verze 2025-01); Cosmic Coding Mutation (verze v95); dbSNP
(verze 180418); 1000 Genomes database (verze 161214); Gnomad (verze 4.1.0-v2); OMIM
(verze 250101); RefGene Sorted (verze 20211119 2024-03).

3.7 Sekvenace

Knihovny pfedany na sekvenovani do Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK)
na sekvenator DNBSEQ-G400, MGI Tech Co., Ltd. (Cinska lidové republika). Pfed vlastni
sekvenaci musely pracovnici FNHK knihovny pfevést na jednotetézcové cirkularni DNA
z diivodu pouziti DNBSEQ technologie sekvenovani dle protokolu vyrobce sekvenatoru.
DNBSEQ je sekvenac¢ni technologie vyvinutd spole¢nosti MGI, ktera kombinuje tvorbu
DNA nanokouli (DNA nanoball, DNB) s principem sekvenovani pomoci syntézy
(sequencing, SEQ).

Knihovny se pfevedou na cirkularni molekuly. Tyto kruhové molekuly slouzi
jako templaty pro rolling circle amplifikaci, pfi niz vznikaji DNA nanokoule obsahujici
tisice kopii jednoho fragmentu bez nutnosti PCR (polymerdzova fetézova reakce,
polymerase chain reaction), ¢imZ se snizuje chybovost. Nanokoule se nasledné rozprostiou
na sekvenacni Cip s pravidelnou siti jamicek (tzv. paternovana flow-cell), kde je kazda jamka
obsazena jedinou DNB. Sekvenovani probihd postupnym pridavanim fluorescencéné
znacenych nukleotidd, jejichZ inkorporace do templatu je snimana optickymi senzory. Diky
vysoké hustot¢ DNBs na €ipu a silnému signalu z vice kopii je dosaZeno vysoké piresnosti,
efektivity 1 niz§ich ndkladl na sekvenaci oproti n¢kterym jinym technologiim. Jednalo se
o tzv. paired-end sekvenaci, pii které se sekvenuji knihovny z obou stran pro zvySeni
pfesnosti sekvenovani.

Vysledek sekvenace, obdrzené FASTQ soubory z FNHK byly nahrany
na bioinformaticky cloud SeqOne (Francie), kde probéhly veskeré bioinformatické

analyzy.
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3.7.1 Postup vyhodnoceni sekvenacnich dat

1.  Kontrola kvality sekvenacnich dat

Rozhodujicimi metrikami pfifazeni sekvenci vici referencnimu genomu (Alignment
metrics) kontrolované u kazdého vzorku byly: procento pfifazenych read viici GRCh38
(Aligned reads), procento PCR duplikat (Duplicate reads), procento bazi s kvalitou vyssi
nez Q30 (Base Qual >=30) a primérné pokryti cilovych usekll (Average target coverage).
V dal§im kroku pak detailni pocty gentl, které mély néktery exon hlife pokryty, piednostné

pro vytvoteny virtualni Hereditary thyroid diseases (dédi¢na onemocnéni §titné zlazy) panel.

Geny spojené s kongenitalni hypotyre6zou - virtudlni panel ro vwhodnoceni exomti

Centralni hvpotyredza

Dysgeneze 57
TSHB Syndromy a transkripéni faktory
NKX2-1 TRHR spojené s vrozenou hypotvreézou
EOXE1 Dyshormonogeneze TBLIX
PAXS HESX1 SALL1, UBR1
NKX2-5 SLC5AS LHX3 DYRK1A, ELN
TSHR SLC26A4 S0X3 KATEB, ALMS1
JAG1 TG oTX2 FGF8, HHEX
TBX1 YD POULF1 NKX2-3, NKX2-6,
DUOX2 PROP1 PTRHZ2, RYR2
DUOXA2 IRS4 SERPINAZ, SLC30A10
GNAS SLCOICI(0ATPICI)
TTR, MC2R
Abnormilni metabolismus MRAP, PDEAD
Rezistence na hormony $titné Zlizy tyreoiddlnich hormoni PRKAR1A, TBC1D24
TRAPPCY, TXNRD2
THRB DiO1 FOXI1, KCNJ10
THRA DiO2
SLCieA2 Dio3
SECISBP2

Obr. ¢. 4: Virtualni panel gent

2. Postup vyhodnoceni nalezenych variant

Na zéklad¢ literarni reSerSe a dostupnych tdaji v databazich, byl sestaven virtudlni
panel gent pojmenovany Hereditary thyroid diseases panel, u kterych jiZ je znama souvislost
s rozvojem kongenitdlni hypotyre6zy (obrazek cislo 4), kterym zacinalo vySetfeni
jednotlivych zjisténych variant. Pokud nebyla zjisténa kauzalni varianta, nadslednym krokem

bylo vyhodnoceni celého exomu.
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Program SeqOne hodnoti patogenitu variant dvéma zptisoby. Klasicky pfistup je pomoci
aktualnich pravidel stanovenych Americkou spolecnosti lékaiské genetiky a genomiky
(American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG (Richards et al. 2015)),
ktera umoznuji rozdé¢lit varianty do 5 zakladnich skupin: patogenni (P), pravdépodobné
patogenni (LP), varianty nejasného vyznamu (VUS), pravdépodobné benigni (LB) a benigni
varianty (B), a nové pomoci analyzy s um¢lou inteligenci (machine learning), kterou vyrobce

nazyva DiagAl.
DiagAl vyuzivajici strojové uceni zalozené na ¢tyfech komponentech hodnoceni:

1. Na algoritmu UP2, ktery pfedpovida patogenitu varianty

2. Na matici PhenoGenius, kterd hodnoti shodu mezi genem a The Human Phenotype
Ontology (HPO) pacienta, pokud byla HPO zadéana (https://hpo.jax.org/)

3. Na shod¢ mezi pozorovanym genotypem a zptsobem pienosu onemocnéni popsanym
v databazich GenCC (https://thegencc.org/), OMIM (https://omim.org/) a PanelApp
(https://panelapp-aus.org/).

4. Na kvalité varianty

3.8 Sangerovo sekvenovani

3.8.1 Priprava sekvenacni reakce

Protokol: dle firemnich postupii BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, pouzivajici
ExoSAP-IT Expresss PCR kit na ¢iSténi pfipravenych produktii pro generovani vysoce
kvalitni sekvenancich dat. Vlastni sekvenace prob&hla na automatickém kapildrnim
sekvenatoru SeqStudio s vyuzitim Sequence Analysis Software a Variant Reporter Software

verze 20/2020 - vSe od firmy Thermo Fisher Scientific Inc. (USA).
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Pro konfirmacni vySetfeni zjiSténé varianty a vySetfeni pfenaseCstvi konkrétni
varianty u dal$ich ¢lenti rodiny bylo pouzito klasické Sangerovo sekvenovani na kapilarnim

sekvenatoru.

Den ptedem byla provedena amplifikace vzorkl s vhodnou délkou vzniklych PCR produkti
pro sekvenovani typu Sanger (500-600pb), konkrétné¢ vzorky TR21/1 (potencialni pacient
s kongenitalni hypotyredzou) 4. exon genu DUOXA?2, konfirmacni odbér TR21/1 4. exon
genu DUOXA2, TR21/2 (otec TR21/1) 4. exon genu DUOXA2, TR21/3 (matka TR21/1)
4. exon genu DUOXA2, TR21/1 5. exon genu DUOXA2, konfirmac¢ni odbér TR21/1
5. exonu genu DUOXA2, TR21/2 5. exonu genu DUOXA2 a TR21/3 5. exonu genu
DUOXAZ2 + negativni kontroly.

3.8.1.1 Stanoveni koncentrace PCR produkta

Reagence: Quibit 1X dsDNA High Sensitivity Assay kit
Piistroj: Fluorimetr Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific Inc. (USA))

1. Do zkumavek oznacenych S1 (standard 1), S2 (standard 2) bylo pipetovano 190 pul
pufru s fluorescencéni barvickou + 10 pl standardt. Nasledné zméfeny na fluorimetru
pro vytvoreni 2-bodové kalibra¢ni kiivky.

2. Do novych osmi zkumavek oznafenych TR21/1 4. exon 98, TR21/1 4. exon 30
(konfirmaéni odbér pacienta s hypotyredzou), TR21/2 4. exon 29 (otec pacienta
TR21/1), TR21/3 4. exon 28 (matka pacienta TR21/1), TR21/1 5. exon 98, TR21/1
5. exon 30, TR21/2 5. exon 29. TR21/3 5. exon 28, bylo pipetovano 198 pl pufru
s fluorescen¢ni barvickou + 2 pl PCR produktii.

3. Prtistroj automaticky dle kalibra¢ni kiivky odecetl koncentraci méfeny PCR produkti

(dsDNA).
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3.8.1.2 Redéni PCR produkti

Z meteni z Fluorimetru Qubit 2.0 vysla koncentrace PCR produkti v priméru

40ng/ul. PCR produkty byly fedény na pozadovanou koncentraci 2 ng/ul vodou.

3.8.1.3 Enzymatickd purifikace PCR produktti

Reagence: Injekeni sterilni voda, ExoSAP-IT Express

1. oznacen strip (jedna jamka pro jeden vzorek)

2. napipetovano 5 upl natedénych PCR produkti a 2 pl ExoSAP-ITTM Express
reagence, ktera obsahuje vSechny potfebné komponenty pro enzymatickou
purifikaci.

3. Pfipraveny strip se vzorky se umistil na 5 min do thermocycleru T100 Termal Cycler

dle N-OME-25 na program SEQ-ST dle tabulky ¢islo 9.

Tab. €. 9: Nastaveni thermocycleru na program SEQ-ST pro enzymatickou purifikaci

Krok Teplota Cas

Krok 1 37°C 4 minuty

Krok 2 80 °C 1 minuta

Krok 3 4°C neomezeny ¢as

4. Purifikované produkty byly do dalSiho pouziti uchovany na ledu.
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3.8.1.4 Piiprava sekvenaéni reakce pomoci kitu BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing

Reagence: Injekéni sterilni voda Braun, Sekvenacni pufr, BigDye Terminator v 1.1 & v3.1
5X Ready reakéni mix, Forward a Reverse primery, které byly shodné pouzité

1 pro amplifikace vzorkl

1. Byl pfipraven mastermix, kde bylo do eppendorfky dino 36 pul BigDye Ready
reakéniho mixu, 18 pl sekvenacniho pufru a 54 pl injekéni vody. VSe nasledné
zvortexovano a stoceno na minicentrifuze.

1. Do stripu bylo pfiddno 6 pl mastermixu a 1 pl reverse nebo forward primerd
a nasledné vSe zvortexovano a stoeno na minicentrifuze.

2. Dale do stripu bylo pfidano 3 ul purifikovanych PCR produkta.

3. VSe umisténo do thermocycleru T100 Termal Cycler dle N-OME-25 a nastavi se
program ,,SEQ-ST* dle tabulky ¢islo 10.

Tab. ¢. 10: Nastaveni thermocycleru pro program SEQ-ST na sekvenovani

Krok Pocet cykla Teplota Cas
Krok 1 1 96 °C 1 minuta
96 °C 10 sekund
Krok 2 25
50 °C 5 sekund
60 °C 4 minuty
Krok 3 1 4°C neomezeny ¢as
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3.8.1.5 Vlastni sekvenace na kapilarnim sekvenatoru SeqStudio

Protokol: N - OME - 49 Navod na ovladani pfistroje SeqStudioTM Genetic Analyzer
a SOPt - OME - 04 Geneticky analyzator SeqStudio

Bylo pfeneseno 10 pl pfipravenych forward a reverse sekvenacnich reakci
do prislusnych jamek v sekvenacni desti¢ce. Desticka byla vlozena do autosampleru
ptistroje, pfiCemz bylo dbano na spravné umisténi podle Ccislovani pozic. Bylo
zkontrolovano, Ze je v pfistroji nainstalovana kapilara a cartridge s polymerem, a zZe ma
dostate¢ny objem polymeru pro béh. Pomoci ptipojeného pocitace a software SeqStudio,
byla zvolena piisluSna metoda sekvenace (defaultni ,,Seq BDTv3*) a byla zadéna
identifikace vzorkl. Po kontrole vSech parametrii byla spusténa sekvenace, kterd probihala

jiz automaticky. Po dokonceni byla data dostupna ve formatu .ab1 pro dalsi analyzu.
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4 Vysledky

4.1 U pacientll s kongenitalni hypotyredzou se nachdzi
dosud nepopsané¢ varianty v genech  znamych
projejichroli ve vyvoji a funkci Stitné Zlazy,
piicemz tyto varianty vykazuji bioinformatické znaky
vysoké pravdépodobnosti patogenity (napft. sestfih, posun

Cteciho ramce, nonsense mutace)

V této diplomové praci bylo k dispozici celkem 47 vzorki. Z téchto vzorkl
potencialnich pacientii s kongenitalni hypotyreézou bylo objeveno 22 pozitivnich nélezii
geneticky kauzélnich variant (v tabulce ¢islo 11 oznafeno ZIuté), z nichZ na zakladé
dostupnych literarnich zdrojt byly 4 varianty ohodnoceny jako patogenni (P), dale 4 varianty
byly ohodnoceny jako VUS a zbylych 13 variant nebylo nalezeno v literatute (N/A). Tyto
nezndmé varianty se nasly ve vzorkach TR4/1, TR5/1, TR12/1, TR20/1, TR21/1, TR24/1,
TR27/1 (TR27/2, TR27/3, TR27/4), TR31/1 a TR36/1.
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Tab. €. 11: Vysledky analyzy potencialnich kandidatnich gent a jejich variant zpisobujici onemocnéni CH.
Zluté oznaeny geny a jejich varianty, které jsou nejspise kauzalni. V této tabulce mame zleva doprava sloupce
oznacujici konkrétni vzorek, gen, transkript, variantu, vysledny efekt, ohodnoceni patogenity dle um¢lé
inteligence programu SeqOne, ohodnoceni patogenity dle ACMG, mira patogenity a popis zda se jedna o
patogenni (P), nejspiSe patogenni (LP), benigni (B), nejspiSe benigni (LB), varianta neznamého vyznamu

(VUS) ¢i nemame k dispozici literarni zdroje a jiny diagnosticky popis této varianty (N/A).

Varianta (kauzlni patogenni varianta DiagAl | ACMG |Pathogenicity
VZOREK Gen Transkript tuéng) Efakt Score | SeqOne | (UF7) SeqOne | Clinvar

TR1M TG NM_003235.5 c.848G=A p.R2B3Q WUS. missense 50 2 apt VS
KMT2D NM_003482.4 C.7T117T>G p.52373A VUS. missensa 50 2 spt vus

TR2A FDE4D NM_001104631.2 ©.1286-8dup LB, intran 6 1 Opt LB

TR3N THRB NM_001354712.2 ©.728G>A p.R243Q P, 81 4 34pt P

TR TSHR NM_000369.5 c.1357A5C p.M453L VUSIP, 68 3 22pt NIA

TRSM KDMGA NM_001291415.2 €.3215T>G p.110725 VUSIP, 76 2 25pt NIA
JAGT NM_000214.3 €.2231G>A p.R7440 LE/B, missansa & 1 opt LB

TREM TG NM_003235.5 ©3647C>T p.P1216L VUS/B, missense 7 2 Opt VUS
KMT2D NM_003482.4 ©.7879T>C p.Y2627H LEB/B, missansa 6 2 opt LEB

TRE2 TG NM_003235.5 ©3647C>T p.P1216L VUS/B, missense 7 2 Opt VUS
POE4D NM_DO1104631.2 32766 B, UTR oblast 60 2 14pt NIA
FDE4D NM_DO1104631.2 © 45621455645 B intron 58 2 12pt NIA

TR7A neinformativni Hdddnd varianta souvisejici s diagnézou

TREM FAXE NM_003466.4 127710426 VUS, intron 62 3 17pt VUS
Sox3 NM_005634.3 ©.157GC p.W53L LE, missense 12 2 Opt B
FGFB NM_033163.5 C.77C>T pP2eL VUS. missense 8 2 opt VUS
KMT2D NM_003482 4 ¢ 6283C>T p.RZ0ISC WVUS, missense 7 2 Opt VUS

TRaN GLIS3 NM_001042413.2 €.1872C>T p.T624= WUS oblast splicingu T 2 Opt VUS
POUIFT NM_000306.4 .605-5T>6 VUS, intron 7 2 opt VUS
DuoXz NM_001363711.2 ©.3830C>G p.A12776 VUSILB, missense 7 2 Opt VUSILB

TRION SECISBP2 NM_024077.5 £.1388A2G p.0463R B, missanse T 2 opt B
JAGT NM_000214.3 £.2450-17AC B, inlron 6 1 Opt B

TRI1/1 neinformativni #dnd varianta souvisejici s diagndzou

TR12/1 THRB NM_001354712.2 ¢.752G>A p.G251E VUSIP, missense 8 4 Ipt NIA
SLCEAS NM_000453.3 c.1594GA p.G532S WUSIP, missanse 36 2 2apt Unknown

TRI3 neinformativni %idnd varianta souvisejici s diagnézou

TR14/1 DUOXZ NM_001363711.2 ©.1189C>A p.0397K vus, 8 3 opt vus
DuoXzZ NM_001363711.2 ¢.4097C>T, p.P1366L vus, a vus

TR14/Z {matka) |DUOXZ NM_001363711.2 ©.1189C>A .0397K VUS, missense 8 3 Opt vUS

TRI14/3 (atec) | DUOXZ NM_001363711.2 €.4097C>T, p.P1366L WUS. missense 3 VUS

TRI14/4 DUOXZ NM_001363711.2 c.1189C>A p.O397K VUS, missensa 8 3 opt VUS

TR15/1 neinfromativni Sddnd varianta souvisejici s diagnézou

TRIG 1¥D NM_203395.3 CATITHC B, UTR ohlast 60 2 13pt NIA
UBR1 NM_174316.3 ©520-212C=4 B, intron 57 2 11pt NIA

TRITI neinformativni #idnd varianta souvisejici s diagnézou

TRIB neinformativni Zddnd varianta souvisejici s diagnézou

TRI9N nsinformativni #dnd varianta souvisejici s diagnézou

TR20/1 TG NM_003235.5 ©.2475T>A p.Y825Ter VUSIP, (10. exon) 81 5 Jdpt P
T NM_003235.5 ©.6896T>G p.L2299R VUS, (40. exon) 73 a 27pt NIA

TR21/1 DUOXA2 NM_207581.4 .341-28T LP, intron T8 4 Jipt NIA
DUOXA2 NM_207581.4 ©.623dup p.A209GfsTer21 VUS, zména éteciho ramee 75 5 20pt NIA
GLIS3 NM_152629.4 C.689G>T p.G230V VUS, missense 58 2 11pt VUS

TR21/2 fatec) | DUOXAZ NM_207581.4 34128 LF, intron 78 4 I1pt NIA

TR21/3 {matka) |DUOXAZ NM_207581.4 c.623dup p.AZ09GIsTer21 WUS. zména éleciho ramoe 75 5 29pt MNIA

TR22/1 neinformativni Zddnd varianta souvisejici s diagnézou

TR23/1 JAGT NM_000214.3 € 24501 7TA>C VUS/B, intron

TR24/1 TG NM_003235.5 ©.886C>T p.R296Ter P, 80 5 3dpt P
TG NM_003235.5 ©.6199+4del VUS, intron 66 3 20pt NIA

TR25/1 SECISBP2 NM_001282689.2 . 1A>G p.M1? VUS, missensa (starl lost) 25 3 12pt NIA

TR26/1 neinformativni Zddnd varianta souvisejici s diagnézou

TR27! TSHR NM_000369.5 ©.1295AG p.N4325 vus, 77 a 30pt NIA
KOMBA NM_021140.4 ¢ 2703-17_2703-16delinsC WUS, intron 67 2 15pt NIA
IGSF1 NM_001555.5 . 21326:C p.G7T11A VUSB missense 12 1 Opt B
POUTFT NM_000306.4 C.224C>A p.TTEN LE/VUS missanse 7 2 opt LB
IRS4 NM_003604.2 € 34TI6-A p AT158T BAVUS missense 7 1 Opt B

TR2TIZ TSHR NM_000369.5 ©.1295A>G p.N4325 (heterozygot) VUS, mi i a 30pt NIA

TR27IZ TSHR NM_000369.5 ©.1295AG p.N4325 (heterozygot) VUS, missense [ 3 30pt NIA

TR2TH TSHR NM_000369.5 ©.1295AG p.N4325 VUS, 77 a 30pt NIA

TR28/1 DuOXZ NM_014080.5 |c-602dup p.0202TfsTers9 P, zména éteciho rAmce 81 5 24pt P
SECISBPZ NM_024077 5 c.558G+C p.E186D VUS misssnse 30 2 16pt NIA

TR28/1 DUOXZ NM_014080.5 £.1516G>A p.D506N vus 73 2 27pt vuS
GLIS3 NM_152629.4 ©.1053C>Gp.D351E WVUS missense 63 2 16pt NIA
TG NM_003235.5 ¢.1053C>G p.DISIE VUS missense 22 2 apt VUS
GNAS NM_001077480.3 ¢.1053C>G p.D3S1E LE missense & 2 Opt LB

TR3ON neinformativni Zdnd varianta souvisejici s diagnézou

TR POUTF1 NM_000306.4 ©.-36>C5 5-UTR vus 60 2 13pt NIA

TR321 neinformativni #idnd varianta souvisejici s diagndzou

TR33 LHX3 NM_001363746.1 C.5C>T p.T2M VUS missanse 21 2 apt NIA

VUS missanse

TRa4/1 ALB NM_000477.7 [c.725G24 p.R242H vus 61 2 15pt NIA

TR35!1 neinformativni Zddnd varianta souvisejici s diagnézou

TR3G/ TPO NM_000547.6 [c.478A2G p.N160D vus 76 a 30pt VUS
TPO NM_000547.6 ©.1334AG p.H445R vus 73 3 26pt NIA
GNAS NM_080425 4 ©.1798C>G p.RG0DG BILB missense 5 1 Opt BLB

TRAT neinformativni Zadnd varianta souvisejici s diagndzou

TRaA/ neinformativni Zadnd varlanta souviselici s diagnozou
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4.1.1 Pacient TR4/1

Lékarske klinické udaje: Divka s polynodosni strumou s hypotyre6zou (18,5pmol/l fT4;
0,259mlIU/l TSH; 4,88pmol/l fT3; 4,29 1U/ml anti-TPO; 2,05 IU/ml anti-Tgl, 0,3 TU/ml
anti- TSHR). Po vysazeni thyrozolu fT3 - 5,8, fT4 - 20,6, TSH - 0,077, difuzné zvysSena

akumulace radiofarmaka ve §titné zlazy. Matka, sestra matky - hypofunkce §titné zlazy.

Ve vzorku byla identifikovana nova varianta genu 7SHR spocivajici ve zaméné
nukleotidu adeninu (A) za nukleotid cytosin (C) na pozici 1357 v cDNA (NM_000369.5)
sekvenci genu na chromozomu 14q31.1 vedouci k missense mutaci, pfi niz doslo ke zméné
aminokyseliny methioninu (M) za leucin (L) na pozici 453 v kodujicim fetézci proteinu

(p.M453L).

4.1.2 Pacient TR5/1

Lékarské klinické tidaje: Chlapec s rezistenci na tyreoidalni hormony. Dalsi klinické

udaje I¢kat neuvedl.

V tomto vzorku byla identifikovand nové varianta genu KDM6A. Doslo zde k zdméné
nukleotidu tyminu (T) za nukleotid guanin (G) na pozici 3215 v cDNA (NM_001291415.2)
sekvenci na chromozomu Xpl1.3 vedouci k missense mutaci, pfi niz doSlo ke zméné
aminokyseliny isoleucinu (I) za serin (S) na pozici 1072 v kodujicim fetézci proteinu

(p.110728).
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4.1.3 Pacient TR12/1

Lékarske klinické udaje: Divka s rezistenci na tyreoidalni hormony. Lékar dalsi klinické

udaje neuvedl.

Ve vzorku TR12/1 byla nalezena nova varianta genu THRB. Doslo zde k zaméné
nukleotidu guaninu (G) za nukleotid adenin (A) na pozici 752 v cDNA (NM_001354712.2)
sekvenci na chromozomu 3p24.3. Jednd se o missense mutaci, pii niz doSlo ke zméné
aminokyseliny glycinu (G) za kyselinu glutamatovou (E) na pozici 251 v kédujicim fetézci

proteinu (p.G251E).

4.1.4 Pacient TR20/1

Lékatské klinické idaje: Chlapec s neonatélni strumou (UZ (ultrazvuk) SZ (3titna Zlza)
- 7,9 ml struma) s hypotyreézou (17,2 mIU/l TSH pii NS; 11,2 pmol/l fT4; 33,462 mIU/1
TSH; <28 IU/ml anti-TPO; 1,3 IU/ml anti-Tgl). Déle se nalezly vysoké hodnoty jodu

1360 pg/l (norma je 1000 pg/1), uzavér velké fontanely ve 4 mésicich. Lécba levotyroxinem

10 pg/kg/den. V rodinné anamnéze na nachézel piipad karcinomu §titné zlazy.

Ve vzorku byla nalezena nova varianta genu 7G, ktera spo¢iva v zaméné nukleotidu
tyminu (T) za nukleotid guanin (G) na pozici 6896 v cDNA (NM _003235.5) sekvenci
na chromozomu 8q24.22. Jedn4 se o missense mutaci, pti niz doslo ke zméné€ aminokyseliny
leucinu (L) za aminokyselinu arginin (R) na pozici 2299 v kodujicim fetézci proteinu

(p.L2299R).
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4.1.5 Pacient TR24/1

Lékatské klinické udaje: Divka s neonatélni strumou (UZ SZ - 1,55 ml struma)
s hypotyredzou (5,05 pmol/l £T4; >100 mIU/l TSH; 2,87 pmol/l fT3; 33 IU/ml anti-TPO;
<15 IU/ml anti-Tgl; <0,30 IU/ml anti-TSHR; <0,20 pg/l TG). Lécba levotyroxinem 13,4

ug/kg/den. Matka - hypotyredza pii autoimunitni tyreoditidé na terapii.

V tomto vzorku byla identifikovana nova varianta genu 7G. Doslo zde k deleci na pozici
6199+4del v cDNA (NM _003235.5) na rozhrani 34. exonu a intronu na chromozomu
8q24.3. Efekt této delece je zatim nezndmy nicméné nachazi se v sestitithovém misté (Splice
donor region) a mize mit schopnost ovlivnit sestfih (splicing) mRNA, coz mize vyustit

v tvorbu nespravného produktu genu 7G.

4.1.6 Pacient TR27/1

Lékarské klinické tidaje: Divka s hypotyredzou (23 mIU/l TSH pi1 NS; 16,81 pmol/l
fT4; 84,14 mlIU/1 TSH; 5,17 pmol/l fT3; <28 IU/ml anti-TPO; <15 IU/ml anti-Tgl;
<0,30 IU/ml anti-TSHR; 67,19 pg/l TG). UZ SZ - obvykla lokalizace, homogenni, 0,67 ml.

Lécba levotyroxinem 15 pg/kg/den. Otec — 1écba na hypofunkci.

Ve vzorku TR27/1 byla nalezena nova varianta genu 7SHR. Jedna se zde o zdménu
nukleotidu adeninu (A) za guanin na pozici 1295 v ¢cDNA (NM_000369.5) sekvenci
na chromozomu 14q31.1. Jedna se o missense mutaci, pii niZ doslo ke zméné€ aminokyseliny
asparaginu (N) za serin (S) na pozici 432 v kodujicim fetézci proteinu (p.N432S).
U tohoto pacienta bylo dale zjisténo, ze se jedna o homozygota. Pacient ma také sourozence
TR27/4, u kterého byla nalezena naprosto stejna varianta, ve které je také homozygotem
a je tedy také postizen hypotyredzou. Oba rodice TR27/2 a TR27/3 maji stejnou variantu
genu TSHR, ale pouze v heterozygotnim stavu a nejsou postizeni s hypotyredzou

jako jejich déti. Jednd se tedy o variantu, kterd je dédéna autosomalné recesivné.

51



Svym genetickym plivodem je tento pacient z Vietnamu, kde je mozné, ze by se mohlo

jednat v jeho rodin€ o inbreeding.

4.1.7 Pacient TR 31/1

Lékarské klinické udaje: Divka s centralni hypotyredzou jako soucast kombinovaného

pituitarniho deficitu (10,8 a 10,5 pmol/l fT4; 5,1 a 3,8 mIU/I TSH; 6,5 pmol/l fT3; norma

anti-TPO; norma anti-Tgl), dalsi deficity: rGstovy hormon. Magneticka rezonance (MR)
centralni nervové soustavy (CNS) — normélni, Zadné nalezy. Lécba levotyroxinem
1 png/kg/den. Jina postizeni - obezita, zpomaleni rlistu az zastava mezi 3.-5. rokem. Lécba

rustovym hormonem.

Ve vzorku TR31/1 byla nalezena nova varianta genu POUIFI. Doslo zde k zdméné
nukleotidu guaninu (G) za nukleotid cytosin (C) v 5-UTR oblasti cDNA (NM_000306.4)
sekvenci na chromozomu 3pl2.1. Jednd se o missense mutaci, kdy nevznikd produkt

tohoto genu.

4.1.8 Pacient TR36/1

Lékaiské klinické tidaje: Chlapec s neonatalni strumou (UZ SZ homogenni struma)
s hypotyredzou (>150 mIU/l TSH pti NS; 2,16 pmol/l fT4; >150 mIU/l TSH; 2,67 pmol/l
fT3; >1300 IU/ml anti-TPO; <1,38 IU/ml anti-Tgl; 1,31 IU/ml anti-TSHR; >500 pg/l TG).

Lécba levotyroxinem 50 pg/kg/den. Matka - autoimunitni tyreoditida na terapii, matka

matky - stp tyreodektomie.

Ve vzorku TR36/1 byla nalezena nova varianta genu 7PO. DoSlo zde k zdméné
nukleotidu argininu (A) za nukleotid guanin (G) na pozici 1334 v cDNA (NM_000547.6)
sekvenci na chromozomu 2p25.3. Jednd se o missense mutaci, pii niz doSlo ke zméné
aminokyseliny histidinu (H) za aminokyselinu arginin (R) na pozici 445 v kodujicim fetézci
proteinu (p.H445R).
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4.2 Nalez bialelickych mutaci souvisejicich s vyvojem
a funkci stitné zlazy, které vedou k rozvoji kongenitalni

hypotyreozy

U pacienta TR21/1 byly nalezeny dvé nové varianty genu DUOXA?2. Prvni variantou
je zéaména nukleotidu adeninu (A) za nukleotid tymin (T) na pozici 341-2 v ¢cDNA
(NM_207581.4) sekvenci na chromozomu 15g21.1. Tato mutace zpiisobuje sestiih
(splicing) a nachazi se ve 4. exonu. Druh4 varianta v tomto genu je duplikace na pozici 623,
coz ma za nasledek posun ¢tecitho ramce a nasledné predcasné vytvoreni terminac¢niho
kodonu. Tato mutace se nachdzi v 5. exonu. U pacienta bylo podezieni, Ze by se mohlo
jednat o sloZzeného heterozygota a bylo tedy vySetfeno celé tzv. trio vzorkli neboli oba rodice
a pacient. Nasledn¢ bylo provedeno Sangerovo sekvenovani (obrazek ¢islo 5 a 6), které nam

tuto nasi domnénku potvrdilo a skute¢né se jedna o sloZzenou heterozygotnost.

plied A12_TR21.1.98 _sud_R_20250708_160745 ab KB 1425 KBbep
Blosystems
Signal: G:813 A/485 T408 C 705 AvgSig: 602 C#1 WAT2 Prate N

IllllllllllllllllllllllllllllllllI
ETGCTCGTTGTAGT CA TCTCGTTCAGCTGA

340 M5 350 355 360 35 IO

8 _exd R KB_3200_SeqStudio_POP1_BDTv3.mob

SEQ_DUOXAZ 20250708 TS51 CRLA41 QV20e:4 Zaména tyminu na adenin

AGGCT CATCGGGCTGECCGCG
405 40 415

|| d
Blg's,yste 7
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‘l\l "\ “ I

'w all

KB1425 KBbop
KB_3200_SeqStudio_POP1_BDTv3 mob
TS:43 CRL441 QV20+:434

Illll Illlllll 0
AGGCAGGCT CA \ CBGBET GLecd

Ap lied C12_TR21-2-20_exé_R_20250708_160747.ab1
BlDSyStEITIS TR21.2.20_exd R
Signai: G:325 A:255 T241 C:304 AvgSig: 303

Il|II|IIIIlI ||l [ Rallana ll||
GGTCTCGTTCAGE

.140 s :\50 355 360 385 370 :!95 400 405 410 415

SUUTRLALTCS! U

il
‘ ' M r|‘
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Obr. €. 5: Na tomto snimku ze Sangerova sekvenovani lze vidét, ze pacient TR21/1 zdédil ve 4. exonu od otce zaménu
nukleotidu adeninu (A) za nukleotid tymin (T) na pozici 341-2 v ¢cDNA sekvenci na chromozomu 15q21.1 v genu
DUOXA2 (misto zdmény oznaceno Sipkami a Cervenym obdélnikem), tuto mutaci vSak nezdédil od matky TR21/3.

Tato mutace zptisobuje splicing a tvorbu nefunkéniho produktu genu DUOXA2.
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Duplikace N A ||ed E11_TR21-1-98_ex5_F_20250708_152517.abi KB1425 KB.bep

tyminu - Bi osystems TR21.1.98_ex5_F KB_3200_SeqStudio_POP1_BDTv3.mob
Signal: G208 AvgSig: 178 e¥4 W:E11 Plate Name:SEQ_DUOXA2_20250708 TS:32 CRL:272 QV20+:269
IIIIIIIIIIIIIII UL L e TN Y e sssscsasBmm sea POt P n
1CT CCACGCCGGCCCCGE T CTACGCACEL T i MmN SRR ERC i ACRRECE " RCEEGT 1CTTCoGGGCT TCCHCET GORECE TooTT1 O GGG
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Biosyste TR21-3-28_ex5 F KB_3200_SeqStudio_POP1_BDTv3.mob

Signal: G:96 A:70 T:65 C:111 AvgSig: & C#4 WH11 Plate Name SEQ_DUOXA2 20250708 TS:30 CRL:259 QV20+:252

RERRRRRRRRR RN nnRRnnRnnnnn L I o Uy ey P T T R TV T T Bus.
CTCTCCACGCCGGCCCCGCTCTACGGAGTIRET 3 -TGG.G\'\C.C.GAA.CCTT..GGTCCTT.GGG.CTTCC.CCT GGICCCCCTTCT [ [cleele
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lied G11_TR21-2-20_ex5_F_20250708_152519.ab1 KB 1425 KBbcp
=5 Biosystems TR21-2-20_ex5_F KB_3200_SeqStudio_POP1_BDTv3 mob
Signal: G:265 A:208 T:216 C:351 AvgSig: 260 C#3 W:G11 Plate Name:SEQ_DUOXA2_20250708 TS:49 CRL:476 QV20+:468

R R RN R R R AR RN RN RN RN RN N AR RN AN R RN R RN N RN NN RN R RN RN R A RN RN RRRR A
CCACGCCGGCCCCGCTCTACGGAGGCCT GGCACT GCTGACCACCEGAGECT TCGCGCTCTTCGGGGTCTTCGCCT TGGCCT CCATCT CTAGCGT GCCGL™
0 3
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Obr. €. 6: Na tomto snimku ze Sangerova sekvenovani lze vidét, ze matka pacienta TR21/3 je pozitivni
na posun ¢teciho rdmce a vytvofeni tak pfed¢asného termina¢niho kodonu UAG (oznaceno cervenym
kruhem) na 5. exonu na chromozomu 15q21.1, otec TR21/2 nikoli. U pacienta TR21/1 navic byla

prokazana duplikace tyminu na pozici 623.

Lékaiské klinické udaje TR21/1: Divka s neonatalni strumou (UZ SZ - obvykla

lokalizace, hypoechogenni, struma, PL 1,5 ml, LL 1,2 ml = 2,7 ml) s hypotyredzou
(20,3 mIU/1 TSH pii NS; 6,5 pmol/l fT4; >100 mIU/I TSH; 4,16 pmol/l fT3; <28 IU/ml anti-
TPO; 19 TU/ml anti-Tgl; 0,32 IU/ml anti-TSHR; >500 pg/l TG). Lécba levotyroxinem
15 pg/kg/den. Jina postizeni - zrakové postizeni -3/4D na obou ocich od 9 let, pectus

excavatum. Synovec matky - od 1 roku 1é€en euthyroxem.

Ve vzorkéch pacientil byly dal$i ndlezy potencialnich kandidati na bialelické mutace

neboli slozené heterozygoty, ale bohuzel se nepodafilo u vétSiny z nich vySetfit celé trio
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pro 100% potvrzeni naseho podezieni. Jedna se o vzorky TR14/1, TR20/1 a TR24/1.

Nejcastéjsim diivodem jsou rozvedeni rodi¢e nebo neochota na vysetieni spolupracovat.

Lékarské klinické udaje TR14/1: Chlapec s postnatalni neautoimunitni hypotyre6zou

nebo subklinickou hypotyredzou (susp. rezistence na TSH) (13,26 pmol/l {T4; 8,993 mIU/1
TSH; norma anti-TPO; norma anti-Tgl). Jind postizeni - rist pod rodicovskou predicki
konstantni, skoli6za. Matka - levotyroxin od 16 let, DUOX2 gIn396Lys, z jeji strany vSichni
po 50. roce (matka, sestra, babicka), otec - bez thyropatie v rodin¢, ale nevySetfovany,

DUOX2 Prol1366Leu.

Ve vzorku TR14/1 byly nalezeny dvé& varianty genu DUOX2. Prvni variantou je zaména
nukleotidu cytosinu (C) za nukleotid adenin (A) na pozici 1189 v cDNA (NM_001363711.2)
sekvenci na chromozomu 16q vedouci k missense mutaci a tedy zdméné aminokyseliny
glutaminu (Q) za aminokyselinu lysin (K) na pozici 397 v kodujicim fetézci proteinu
(p-Q397K). Tato varianta byla zdédéna od matky TR14/2. Druhd varianta je zadména
nukleotidu cytosinu (C) za nukleotid tymin (T) na pozici 4097 v sekvenci cDNA
na chromozomu 16q rovnéz vedouci k missense mutaci, konkrétné zaménu aminokyseliny
prolinu (P) za aminokyselinu leucin (L) na pozici 1366 v kodujicim fetézci proteinu
(p.P1366L). Tato varianta byla zdédéna od otce TR14/3. Dale byl vySetien i sourozenec
pacienta TR14/4, kde byla nalezena pouze varianta od matky, a tedy druhy potomek nebyl
postizen. Vzorky TR14/1, TR14/2 a TR14/3 byly sekvenovany exomem Illuminou a
zanalyzovani skrze bioinformaticky software Emedgene. Vzorek TR14/4 byl sekvenovan
jako ostatni vzorky v této praci exomem Agilent a analyzovan bioinformatickym sofwarem

SeqOne.

U vzorku TR20/1 byly objeveny dvé varianty genu 7G. Prvni varianta je zdména
nukleotidu tyminu (T) za nukleotid adenin (A) na pozici 2475 v cDNA (NM_003235.5)
sekvenci chromozomu 8q24.22, jednéd se o 10. exon. Tato varianta je nonsense mutaci,
kdy na pozici 825 vznikl terminac¢ni kodon v kdédujicim fetézci proteinu. Druhd varianta
je zédmeéna nukleotidu tyminu (T) za nukleotid guanin (G) na pozici 6896 v sekvenci cDNA,

ktera vede k missense mutaci ve 40. exonu, kdy doslo k zamén¢ aminokyseliny leucinu (L)
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za aminokyselinu arginin (R) na pozici 2299 v kodujicim fetézci proteinu (p.L2299R). Na
vySetfeni se dostavila pouze matka, u které se potvrdil nalez varianty v 10. exonu. Otec se
bohuzel nedostavil. Proto nemizeme najisto potvrdit, ze pacient TR20/1 je slozeny

heterozygot.

Ve vzorku TR24/1 byl néalez dvou variant genu 7G. Prvni variantou je zaména
nukleotidu cytosinu (C) za nukleotid tymin (T) na pozici 886 v sekvenci cDNA
(NM_003235.5) na chromozomu 8q24.22. Tato varianta je nonsense mutaci, kdy vznikl
terminaéni kodon v kdédujicim fetézci proteinu na pozici 296. Druhd varianta
byla jiz popsana v této praci vysSe (viz kapitola 4.1). Rodi¢e se u tohoto pacienta nedostavili

na vysSetfeni.
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4.3 Ne¢ktere genetické pri¢iny kongenitdlni hypotyreozy
povazovaného primarné¢ za recesivni mohou byt
zplusobeny 1 autozomalné dominantnimi mutacemi s nizsi

penetranci (mirné€jsi formou CH)

Vzorek TR28/1 vykazuje dominantni mutaci v genu DUOX2 s variabilni
expresivitou. Jedna se o duplikaci na pozici 602 v cDNA sekvenci na chromozomu 15g21.1.
Tato duplikace zpiisobila frameshift, ktery vyustil v pfed¢asny termina¢ni kodén na pozici
202 v kodujicim fetézci proteinu. Obecné u variant v genu DUOX?2 je v literatufe uvadéna
recesivni dédi¢nost (Sugisawa et al. 2025, Tanaka ef al. 2020), ale v tomto piipad¢ silny

efekt jedné nefunkéni alely vykazuje znaky dominance s netiplnou penetranci.

Lékaiské klinick¢é tdaje TR28/1: Divka s centrdlni hypotyre6zou jako soucast
kombinovaného pituitarniho deficitu (9,23 pmol/l fT4; 4,5 mIU/l TSH; norma anti-TPO;

norma anti-Tgl; norma anti-TSHR), dalsi deficity: rtistovy hormon, ACTH, gonadotropiny.
UZ SZ - normalni, MR CNS - hypoplasticka hypofyza. Lé¢ba levotyroxinem 1,3 pg/kg/den.
Jina postiZeni - hypogonadismus. Jina 1é€ba - hydrokortizon, ristovy hormon, estrogeny,

gestageny. Matka - lymfocytarni tyreoiditida.
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4.4 U pacientil s dyshormonogenezi pievazuje vyskyt
patogennich variant v genech kodujicich enzymy
podilejici se na hormonalni syntéze (napt. DUOX2,
TPO), pticemzZ vétSina téchto variant zpiisobuje narusSeni

katalyticky aktivnich domén

Ze vsech vzorki pacientll s kongenitalni hypotyre6zou (tabulka ¢islo 11) byl nejvétsi
procentudlni podil mutaci genti, které koduji enzymy ¢i vyznamné transportéry ovliviujici
syntézu a sekreci hormont §titné zlazy a zasahujici do katalyticky aktivnich domén téchto
genl. Konkrétné 85,7 % z naseho souboru dat jsou pravé tyto geny (graf ¢islo 1). Nejvice
zastoupeny z naseho souboru pacientli s kauzalnimi variantami byly mutované geny DUOX2
a TSHR (graf ¢islo 2), oba tyto geny byly nalezeny u celkem tii ze dvandacti potvrzenych
postizenych jedincii s kauzalnimi variantami. Mutovany DUOX2 byl nalezen u vzorki
TR14/1, TR28/1 a TR29/1 a mutovany 7SHR gen byl nalezen u vzorki TR4/1, TR24/1
a TR24/4.

@ enzymy a transportéry

@ mutace v genech
jiného ucinku

Graf ¢ 1: Tento graf znazorfiuje procentualni podil vyskytu genetickych mutaci majici vliv na enzymy
a transportéry, které jsou dulezité pro syntézu a produkci hormoni §titné zlazy. Jedna se tedy o podil 86:14

pro vyskyt téchto genti v naSem souboru pacienti.
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Zastoupeni mutovanych gend, kédujicich enzymy a transportéry u pacientd s
kongenitalni hypotyreézou
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Zastoupeni jednotlivych gent

Graf €. 2: Na tomto grafu mame vyjadfeno jednotlivé zastoupeni mutovanych genti u pacientdl s kongenitalni
hypotyredzou kodujici enzymy a transportéry dulezité pro syntézu a produkci hormont §titné zlazy. Nejvice

zastoupeny geny z této kategorie jsou DUOX2 a TSHR.

Lékarské klinické idaje k TR29/1 (klinické idaje k pacientim TR4/1, TR14/1, TR24/1
a TR28/1 uvedeny vyse): Divka s dysgenezi §titné zlazy (nizké mIU/1 TSH pti NS; 3,33
pmol/l fT4; >150 mIU/l TSH; 2,89 pmol/l fT3; norma anti-TPO; norma anti- Tgl; norma
anti-TSHR; 0,12 pg/l TG). UZ SZ - rudiment 0,07 ml. Lé&ba levotyroxinem 14 pg/kg/den.

Matka - subklinickd hypotyredza, babi¢ka matky - struma.
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4.5 Pacient TR34/1 s familiarni dysalbuminemickou

hypertyroxinémii

Lékarské klinické udaje: Chlapec s familiarni dysalbuminemickou hypertyroxinémii

(zvysené hodnoty fT4 zvySené hodnoty TSH; zvySené hodnoty fT3).

Ve vzorku TR34/1 byla nalezena varianta genu ALB. Doslo zde k zdmén¢ nukleotidu
guaninu (G) za nukleotid adeninu (A) na pozici 725 v cDNA (NM_000477.7) sekvenci
na chromozomu 4p13.3. Jedna se o missense mutaci, pii niz doslo ke zméné aminokyseliny
argininu (R) za aminokyselinu histidin (H) na pozici 242 v kodujicim fetézci proteinu
(p-R242H). Tato zaména ma za nasledek rozvoj onemocnéni familidrni dysalbuminemicka

hypertyroxinémie.
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4.6 Do interpretace vysledki bioinformatickych analyz
se aktualné zapojuje strojové uceni (uméla inteligence,
artificial intelligence, AI). Zacina poskytovat lepSi

vysledky nez standardni interpretacni postupy.

Pro zjisténi zavislosti (korelace) dvou vystupt strojového uceni (Al) v programu
SeqOne — tzv. DiagAl skore a skére Patogenicity (UP?) s klasickym zptsobem klasifikace
variant dle ACMG byly pouZity robustni Spearmanovy korelace (Tabulka cislo 12)
z dlivodu, Ze obé& skore jsou kontinualni proménné a klasifikace dle ACMG a s ni souvisejici
oznaceni patogenicity variant v databazi ClinVar jsou v ordinalni §kéale od 1 do 5 (benigni,
pravdépodobné benigni, varianta nejasného vyznamu, pravdépodobné patogenni
a patogenni varianta). Vysledky korela¢ni analyzy jsou shrnuty na nasledujici heatmapé
(graf ¢islo 3). Nejvyssi korelace byla zaznamenana mezi DiagAl Score a Patogenicita (UP?)
(p = 0,87), coz ukazuje na vysokou vnitini konzistenci vystupil algoritmu DiagAl. Silna

korelace byla pozorovana také mezi ACMG a ClinVar (p = 0,75).

Tab. €. 12: Spearmanovy korelace. Analyzovano zjisténych 33 variant, ke kterym byly dostupné vSechny
udaje vcetn¢ zaclenéni varianty dle databaze ClinVar. VSechny korelace jsou monoténné pozitivni,
aipo prisné Bonferroniho korekci pro 6 testi, a = 0,05/6 ~0,0083 jsou signifikantni, jelikoZ vSechny
p hodnoty (tabulka ¢islo 13) jsou <« 0,001).

DiagAl skére 0 Patogenicita (UP?) ClinVar
DiagAl skére 1,0 0,69575 0,87199 0,71219
ACMG 0,69875 1,0 0,59986 0,74759
Patogenicita (UP?) 0,87199 0,59986 1,0 0,70925
ClinVar 0,71219 0,74759 0,70925 1,0

Tab. €. 13: V této tabulce jsou p hodnoty pro jednotlivé korelace.

DiagAl skore ACMG Patogenicita (UP?) ClinVar
DiagAl skoére 0,0 6,10762E-06 3,90095E-11 3,34461E-06
ACMG 6,10762E-06 0,0 0,00023  5,74784E-07
Patogenicita (UP?) 3,90095E-11 0,00023 0,0  3,82482E-06
ClinVar 3,34461E-06  5,74784E-07 3,82482E-06 0,0
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Spearman Correlation Heatmap
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Graf ¢. 3: Grafické zobrazeni zjisténych pozitivnich spearmanovych korelaci (Heatmap)

Také byla provedena pfimé kvantitativni komparace hodnoceni genetickych variant
ziskanych prostfednictvim bioinformatického programu SeqOne s vlastnim hodnocenim
na zakladé odbornych databazi a literarnich zdroji (napf. ClinVar, gnomAD). Program
SeqOne poskytuje dvé zakladni hodnoty: DiagAl skore v rozsahu 0—100, kde vyssi hodnota
znaci vyssi pravdépodobnost patogenicity a ACMG SeqOne klasifikaci v pétistupniové Skale
(1 =benigni, 5 = patogenni). Nejvyssi DiagAl skore pozorované v souboru dosédhlo hodnoty
81. Pro ucely porovnani byly hodnoty sjednoceny na numerickou Skalu. DiagAl skore
bylo pfevedeno na hodnoty v rozsahu 0-1 délenim cislem 100. ACMG SeqOne skore
averbalni hodnoceni z klasického pfistupu byly pievedeny nasledovné: benigni
(B) =0, pravdépodobné benigni (LB) = 0,25, varianta nejasného vyznamu (VUS) = 0,5,
pravdépodobné patogenni (LP) = 0,75 a patogenni (P) = 1. Nasledn¢ byl ze SeqOne
hodnoceni (DiagAl + ACMG SeqOne) vypocitan primér a porovnan s ru¢né prevedenym

hodnocenim. Procentudlni shoda byla vypoctena podle vzorce:

Shoda (%) = (1 - |[primér (Al + ACMG) - klasické hodnocenil) x 100
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Vysledna primérna shoda mezi hodnocenim variant programem SeqOne a klasickym
ptistupem cCinila 86 %. 47 variant z celkovych 74 variant v naSem souboru dat mélo

procentudlni shodu >80%.

Tab. €. 14: V této tabulce lze vidét procentualni shodu v hodnoceni pomoci Al (DiagAl Score a ACMG SeqOne)
aklasickym piistupem (sloupce ClinVar, efekt) u jednotlivych variant (modie oznaGeny sloupec hodnot). Cervend

oznacena buiika v tabulce obsahuje vyslednou primérnou shodu mezi hodnocenim variant programem SeqOne a klasickym

piistupem.
Efekt DiagAl Score SeqOne  ACMG SeqOne Pathogenicity (UP) SeqOne ClinVar prepocet efekt Al ACMG primeér procentudini shoda
TR VUS, missense 50 2 Apt vus 05 05 025 0,375 B7.5
VUS, missense 50 2 Spt wus 05 05 025 0,375 8,5
TR21 LB, intron 6 1 Opt LB 0,25 0,06 L] 0,03 78
TR3M1 P, missense 81 4 34pt P 1 0381 075 0,78 97
TR/ WVUS/P, missens 88 3 22pt NIA 05 0,68 05 0,59 91
TR5/ VUSIP, missens 76 2 26pt NIA 05 0,76 025 0,505 74,5
LB/E, missense [ 1 Opt LE 025 0,08 1] 0,03 78
TRG/M VUS/B, missens 7 2 Opt vus 05 0,07 025 0,16 91
LE/B, missense & 2 opt LBB 0,25 0,06 025 0,155 90,5
TR&2 VUS/B, missens 7 2 opt wus 05 0,07 025 0,16 91
B, UTR oblast 60 2 14pt MNiA 0 08 025 0,425 51,5
Bintron 58 2 12pt N 0 0,58 025 0415 835
TR&M WUS, intron 62 3 17pt Vus 05 0,62 05 0,56 94
LB, missense 12 2 opt B 0 0,12 025 0,185 81,5
VUS, missense 8 2 Opt vus 05 0,08 025 0,165 915
VUS, missense 7 2 Opt vus 05 0,07 025 0,16 66
TR WVUS oblast splic 7 2 Opt wvus 05 0,07 025 0,16 91
WUS, intron 7 2 Opt Vus 05 0,07 025 0,16 66
WVUS/LE, missen 7 2 Opt VUSILE 0,25 0,07 025 0,16 91
TR10A B, missense 7 2 Opt B o 0,07 0,25 0,16 84
B, intron 3 1 Opt B 0 0,06 ] 0,03 97
TR121 VUS/P, migsens 78 4 3pt N/A 05 0,78 0,75 0,765 98,5
VUSIP, missens( 36 2 23pt Unknown 05 0,36 025 0,305 80,5
TR1411 VUS, missense 8 3 Opt vus 05 0,08 05 0,29 79
VUS, missense 3 vus 05 05 05 100
TR14/2 (matka) VUS, missense 8 3 Opt vus 05 0,08 05 0,29 79
TR14/3 (olec)  WUS, missense 3 wus 05 05 05 100
TR14/4 VUS, missense 8 3 Opt vus 05 0,08 05 0,29 79
TR161 B, UTR oblast 80 2 13pt MNiA o 08 025 0,425 51,5
B, intron 57 2 Tpt NIA o 0,57 0,25 041 84
TR2OM VUSIP, nonsens 81 5 34pt P il 0,81 1 0,505 90,5
VUS, missense 7 3 27pt NiA 05 0,73 05 0615 88,5
TR21H LP, intron 78 4 3pt NiA 0,75 078 075 0,765 98.5
VUS, zména éte 75 6 29pt NIA 05 075 1 0,573 615
WUS, missense 58 2 1pt wus 05 0,58 0,25 0,415 83,5
TR2172 (otec)  LF. intron 78 4 31pt MiA 0,75 078 075 0,765 98,5
TR21/3 (matka) WUS, zména Cte 75 5 29pt MNiA 05 0,75 1 0,875 87,5
TR241 P nonsense 80 5 Jpt P 05 08 1 ) 60
VUS, intron 66 3 20pt NIA 05 0,66 05 0,58 92
TR25M WUS, missense 25 3 12pt NiA 05 025 05 0,375 875
TR2ZTH VUS, missense i 3 30pt N/A 05 077 05 0,635 B6.5
WUS, infron 67 2 15pt MiA 05 0,67 0,67 0,67 100
WVUS B missense 12 1 Opt B 0 012 0 0,06 94
LBAVUS missen: 7 2 opt LB 0,25 0,07 0,25 0,16 a1
B/VUS missense 7 1 Opt B 0 0,07 0 0,035 96,5
TR2712 VUS, missense 7 3 30pt NiA 05 0,77 0,5 0,635 B6.5
TR2713 VUS, missense I 3 30pt NIA 03 077 0,5 0,635 B6.5
TR27/4 VUS, missense 7 3 30pt NIA 05 077 05 0,635 86,5
TR281 P, zména étecih 8 5 34pt P i 0,51 1 0,905 20,5
WUS missense 30 2 16pt NiA 05 03 0,25 0,275 97,5
TR29H VUS missense 73 2 27pt vus 05 0,73 0,25 0,49 99
VUS missense 63 2 16pt MiA 05 0,63 0,25 0,44 81
WVUS missense 22 2 9pt vus 05 022 0,25 0,235 735
LB missense 6 2 Opt LB 0,25 0,06 0,25 0,155 80,5
TR31A1 WVUS missense 80 2 13pt NIA 05 05 0,25 0,425 B25
TR33M VUS missense 21 2 apt MiA 05 0,21 0,25 0,23 98
TR34/1 WVUS missense 81 2 15pt P 1 0,61 0,25 0,43 82
TR36M VUS missense 76 3 30pt vus 05 0,76 05 0,63 87
VUS missense 73 3 26pt NIA 05 0,73 0,5 0,615 B85
B/LE missense 6 1 Opt BLB 0 0,06 ] 0,03 97

priméan o
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace byla analyza genetickych variant u détskych pacientt
s diagnozou kongenitalni hypotyredzy (CH) a objasnéni genetickych faktorh, které se
mohou na rozvoji tohoto onemocnéni podilet. K vyhodnoceni genetickych dat byl pouzit
bioinformaticky néstroj SeqOne, jenz umoznuje identifikaci znamych i dosud nepopsanych
variant v genech relevantnich pro vyvoj a funkci §titné Zlazy.

Na zdklad¢ soucasnych poznatkii a piedchozi literatury byly stanoveny Ctyii
vyzkumné hypotézy. Prvni piedpokladala, ze u pacientti s CH mohou byt pfitomny dosud
nezndmé (nové) patogenni varianty v genech, které hraji klicovou roli ve vyvoji §titné zlazy,
jako naptiklad TSHR, TG, PAXS, DUOX2, DUOXA2 nebo NKX2-1. Druhd hypotéza
pracovala s pfedpokladem, ze u nékterych geni s typicky recesivni dédi¢nosti se mohou
varianty se silnym efektem projevit dominantné s netiplnou penetranci, coz by mohlo vést
ke klinicky mirngj$§im formdm CH v ramci jedné rodiny. Tteti hypotéza vychazela
z ocekavani, Ze pacienti s CH castéji nesou mutace v enzymech nebo transportnich
proteinech (napt. TPO, DUOX2), které se ptimo podileji na syntéze a sekreci hormont §titné
7lazy. Ctvrta hypotéza pracovala se sou¢asnym trendem v bioinformatice a predpokladala,
ze do interpretace vysledkt genetickych analyz stale vice zapojené strojové uceni (Al) miize
poskytnout pfesnéjsi interpretace genetickych variant nez klasické interpretacni postupy.

Analyza celkem 47 vzorki od pacienti s CH umozZnila ovéfit trendy
v téchto hypotézach a v nékolika piipadech také rozsifit poznatky o dosud nepopsané
genetické varianty, které by mohly byt potencidlné kauzalni pro vznik onemocnéni.
Pro tplné potvrzeni téchto zavéri by vSak bylo zapotfebi analyzovat vétSi soubor
pacientskych dat, idedlné¢ v ramci populacnich studii. Tato prace byla do urcité miry
limitovana velikosti dostupného souboru a c¢asovym horizontem diplomové prace.
Spoluprace s jednotlivymi rodinami na konfirmacnich vySetifenich a sledovani segregace
varianty v ramci rodiny je velmi zdlouhavd a 1 pfes uspéSnou spolupraci s klinickym
genetikem se u fady vySetfenych vzorki doposud nepodafila realizovat. Dal§im vyznamnym
limitem této studie je pouziti exomového sekvenovani, které se zameétuje vyhradné

na kodujici oblasti genomu. Piestoze je tento piistup efektivni pro detekci vétSiny
64



patogennich variant v exonech, nelze jim zachytit zmény v nekodujicich oblastech,
regulacnich sekvencich nebo hlubokych intronech. Je proto pravdépodobné, ze pfiCina
onemocnéni u nekterych pacientli ziistala neodhalena pravé z davodu lokalizace variant
mimo exom, coz exomoveé sekvenovani nemuze odhalit. Piikladem muze byt nedavny objev
kratkych tandemovych repetic (short tandem repeats, STR) na chromozomu 15q, které
zpusobuji rezistenci na tyreotropin prostfednictvim aktivace primatové specifického
enhancera pro mikroRNA MIR7-2/MIR1179 (Grasberger et al. 2024). Tato patogenni
varianta se nachazi mimo kddujici oblasti a nelze ji detekovat béznym exomovym piistupem.
Jednd se o priklad mechanismu, ktery muize byt relevantni u nékterych pacientii
s nevysvétlenym fenotypem hypotyredzy nebo tyreoidalni rezistence, ale ztistava skryty pti
pouziti WES (celoexomové sekvenovani, whole exome sequencing). Tento i dalsi podobné
nalezy podporuji potiebu budouciho nasazeni celogenomového sekvenovani (whole genome

sequencing, WGS), zejména u neobjasnénych piipada.

5.1 U pacienti s kongenitalni hypotyre6zou se nachazi
dosud nepopsané varianty v genech znamych pro jejich
roli ve vyvoji a funkci §titn€ Zlazy, pticemz tyto varianty
vykazuji bioinformaticke znaky vysoké
pravdépodobnosti patogenity (napf. sestith, posun

Cteciho ramce, nonsense mutace)

Ze 47 vzorka potencialnich pacientli s kongenitalni hypotyre6zou bylo objeveno 22
pozitivnich nélezil geneticky kauzalnich variant (v tabulce ¢islo 11 oznaceno Zlut€). Z nich,
na zéklad¢é dostupnych literarnich zdroji a dle programu SeqOne, byly klasifikovany na
varianty patogenni, nejspiSe patogenni, benigni, ¢i nejspiSe benigni a varianta neznamého
vyznamu. Byly identifikovany i dosud nepopsané genetické varianty u pacientd s

kongenitalni hypotyre6zou. Tyto varianty nebyly nalezeny v zZadnych veifejné¢ dostupnych
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populaénich databazich (napt. NCBI, gnomAD) ani v odborné literatute, a proto byly dale
hodnoceny jako potencidlné patogenni na zdkladé bioinformatickych predikci (pomoci
nastrojt dostupnych v ramci programu SeqOne), evolu¢ni konzervovanosti postizené
oblasti, typu mutace a jeji mozné funkéni zévaznosti (napf. nonsense mutace, mutace
ovliviyjici splicing, posun ¢teciho ramce, delece/duplikace). Dale byla zohlednéna korelace
s fenotypem pacienta. Pokud se varianta vyskytovala u pacienta s typickymi klinickymi
znaky kongenitalni hypotyredzy a zaroven v genu, ktery je jiz znamy jako kauzalni pro toto
onemocnéni, byla tato skute¢nost brana jako podptrny argument pro jeji moznou patogenitu.
Kombinaci téchto faktord bylo mozné nékteré nové varianty klasifikovat jako
»pravdépodobné patogenni®. Celkem se objevilo v bioinformatickych datech 14 novych
variant, které¢ byly takto klasifikovany jako mozné kauzalni varianty.

Ve vzorku TR4/1 byla nalezena varianta v genu 7SHR ¢.1357A>C p.M453L vedoucti
k missense mutaci a byla vyhodnocena jako pravdépodobné patogenni. V literatuie se tato
varianta nevyskytuje, ale je popsana rodina s hypertyre6zou, kterd ma kauzalni variantu v
genu TSHR c.1357A>G s efektem missense mutace p.M453V (Stephenson et al. 2021).
Proto miize mit varianta u pacienta TR4/1 vyznamny vliv na §titnou Zlazu a tyreoidalni
hormony. Bioinformaticka analyza vyhodnotila tuto variantu (Al) skérem Patogenicity
(UP?) = +22pt. Klasicky pfistup dle pravidel hodnoceni variant dle ACMG jako variantu
neznamého vyznamu pii splnéni dvou kritérii PM2 (absence varianty v populacnich studiich)
a PMS5 (znama patogenni varianta ve stejném kodonu).

Vzorek TRS5/1 mé dosud nepopsanou variantu v genu KDM64 ¢.3215T>G vedouci
k missense varianta p.[1072S. V literatufe je popisovana varianta c.3715T>G, kterad je
relativné blizka té ve vzorku TR5/1, ale zpiisobujici zdvazné onemocnéni Kabuki syndrom
(Rihani et al. 2023), coz neni ptipad naseho pacienta, ktery nevykazuje fenotypove zadné ze
znamek tohoto postizeni. Pacient TR5/1 dle 1ékatského dotazniku, ktery byl k dispozici, ma
prokazujici rezistenci vici tyreoidalnim hormonim. U této varianty je rozpor v hodnoceni
varianty pomoci Al (Patogenicita (UP?) = +25pt) a klasifikace dle ACMG (pravdépodobné
benigni) na zaklad¢ kritéria BP1, které se odkazuje na databazi ClinVar. V této databazi tvofi
81,58 % patogennich variant LoF varianty pro gen KDM6A (kritérium BP1 mé prahovou
hodnotou 80,00 %) a tudiz se nepiedpokladad patogenni efekt jen u missense varianty. To

muze byt zptisobeno i1 doposud mensimi znalostmi o variabilité tohoto genu.
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U pacienta TR12/1 byla identifikovana varianta ¢.752G>A v genu THRB,
ktery koduje beta podjednotku receptoru pro tyreoidalni hormon. Tento gen je znam
svou roli v syndromu rezistence na tyreoidalni hormon, avsak jeho souvislost s kongenitalni
hypotyredzou je méné Casta. Skore Patogenicity (UP?) = +31pt a klasifikace dle ACMG
(pravdépodobné patogenni), jelikoz mimo kritérii PM2 a PMS bylo splnéno i kritérium PPE,
podpora patogenity varianty z analyz fady in-silico algoritma.

Vzorek TR20/1 ma novou variantu genu 7G c.6896T>G, kterd ma efekt missense
ve 40. exonu p.L2299R. TG je jednim z nejcastéji mutovanych gent pii kongenitalni
hypotyredze (Acar et al. 2022, Kollati et al. 2020, Tanase-Nakao et al. 2024, Wang H et al.
2020), jeho role je tedy pfi biosyntéze tyreoidalnich hormonii naprosto krucidlni. Dédi¢nost
zde je autozomalné recesivni, pacient ma zdédény dvé bialelické mutace, kdy tato varianta
ve 40. exonu je zdédéna od matky a druha varianta v 10. exonu c.2475T>A p.Y825Ter
je nejspise od otce, ktery se vSak nedostavil na vysetfeni (viz kap. 4.2.) a jedna se tedy s
velkou pravdépodobnosti o slozeného heterozygota.

Ve vzorku TR24/1 byla nalezena nova varianta genu 7G c.6199+4del (delece
v sestfihovém miste). JelikoZ pacient ale vykazuje 1 dal§i mutaci v 7G genu a to c.886C>T
p-R296Ter, ktera se jevi jako kauzalni, neni jasny plny vyznam delece. Do budoucna se
planuje zjistit a osekvenovat RNA pacienta z tohoto genu a tudiz by mohl byt objasnén
vyznam delece na sestith mRNA a dopad na fenotyp pacienta.

Pacient TR27/1 je homozygotem pro nové¢ identifikovanou variantu c.1295A>G
(p.N432S) v genu TSHR. Tato varianta je predavana autosomalné recesivnim zplsobem.
Na zakladé genetického profilu pacienta i jeho rodict 1ze predpokladat, Ze se v tomto ptipadé
jednd o dusledek ptibuzenského snatku (inbreedingu). Pacient pochazi z Vietnamu,
kde jsou v nékterych komunitdch stidle bézné snatky mezi bratranci a sestienicemi,
ato zejména za uUCelem udrzeni rodinného majetku (napt. pidy) (Vietnamplus 2014).
K vyskytu inbreedingu v téchto regionech ptispiva také geograficka izolace a omezeny
kontakt mezi jednotlivymi komunitami (Macholdt et al. 2020). Oba rodice pacienta
byli testovani (TR27/2 a TR27/3), varianta byla u nich pfitomna v heterozygotni formé,
coz vysvétluje, pro¢ se u nich samotnych neprojevily zadné klinické ptiznaky. Dodatecné

byl vySetfen u druhy potomek TR27/4, ktery je také homozygotem
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U pacienta TR31/1 byla identifikovana mutace v pozici —3 vicéi iniciacnimu kodonu
(c.=3G>C) v 5'-UTR genu POUIFI (obrazek ¢islo 7) . Tato pozice je soucasti konzervované
Kozakové sekvence, ktera hraje zasadni roli pfi rozpoznani start kodonu ribozomem.
Zameéna purinu za pyrimidin v této klicové pozici pravdépodobné vede ke snizené efektivité
translace, coz by mohlo pfispét k rozvoji onemocnéni centralni hypotyredzy v dasledku
snizené produkce TSH, na kterou byl pacient diagnostikovan. Zde selhala Al analyza
programu SeqOne (DiagAl Score = 60, skore Patogenicity (UP?) = +13pt). Pravdépodobné
strojové uCeni nemélo doposud dostatecné mnozstvi vzorovych piipadl s variantami
v Kozakové sekvenci, aby ziskalo vahu v téchto algoritmech. Stejné tak selhala klasifikace
dle pravidel ACMG (varianta byla klasifikovana jako pravdépodobné benigni),

jelikoZ spole¢nost jesté nestanovila pravidla pro interpretaci nalezii v této klicové sekvenci.

Referencni Kozakové sekvence v genu POUIF1

GCCGCC G..
5’ 3

GCCCCC G..
5 3’

Mutovana Kozakové sekvence v genu POU1F1

Obr. €. 7: Toto schéma Kozakové sekvence (nahote referen¢ni sekvence genu POUIF'1 a dole mutovana
pacientova TR31/1 sekvence) porovnava a nazorné ukazuje mutaci, ke které v tomto vzorku doslo.
Mutace je oznaCena Cervenym pismenem, doSlo zde k zaméné guaninu na cytosin v -3 pozici,
ktera je stézejni pro spravnou translaci genu POUIF - pro navazani ribozomu. Oranzovou barvou je zde

oznacen start kodon ATG znacici pocatek translace.

Pacient TR36/1 nese dosud nepopsanou variantu genu 7PO c¢.1334A>G, kterad vede
k missense mutaci s vyslednou zaménou aminokyseliny p.H445R. Déle byla u pacienta
detekovéna druhd varianta v témze genu, TPO c.478 A>G, rovnéZ vedouci k missense mutaci
p.N160D, ktera je vSak klasifikovana jako VUS. Lze tedy uvazovat o moznosti, Ze

kombinace téchto dvou variant by mohla mit patogenni efekt, zatimco kazda z nich
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samostatné nemusi nutn¢ naruSovat normalni funkci S§titné zlazy. Objasnéni muize piinést

planované vysetfeni rodicu.

5.2 Nalez bialelickych mutaci souvisejicich s vyvojem
a funkci Stitné zlazy, kter¢ vedou k rozvoji kongenitalni

hypotyreozy

Pouzita technologie tzv. short-read sequencing ma obrovskou vyhodu v presnosti
stanoveni jednotlivych bazi. Vlastni sekvenaéni reakce maji chybu 1:1000 - 1:10 000
sekvenovanych bazi. VétSina sekvenacnich artefaktll je zplsobena enzymy pii piipravé
knihoven, nikoliv vlastni sekvenacni reakci. Nevyhodou kratkého sekvenovani je,
ze se sekvenuji velmi kratké fragmenty DNA a tudiz, pokud se v genu vyskytuji dvé
varianty od sebe vzdalené nad ramec sekvenacnich reads, nedokédzeme spolehlivé urcit,
zda se varianty nachazeji na chromozomech v pozici trans nebo cis. Pro potvrzeni,
ze se skute¢né jednd o sloZzeného heterozygota, je nezbytné vySetfit tzv. Uplné trio —
tedy postizené dit¢ a oba jeho biologické rodice. Cilem je ovéfit, zda kazda varianta je
na jiném rodiCovském chromozomu nebo zda nékterd z mutaci nevznikla de novo.
V dostupném souboru vzorkli byly celkem ¢&tyfi piipady s podezfenim na sloZené
heterozygoty, z nichz se zatim podafilo vySetfit uplné trio pouze u jednoho pacienta TR21/1.
Tento pacient nesl dvé nové patogenni varianty v genu DUOXA2 ¢.341-2A>T ovlivigjici
sestfih a nachazejici se v intronu pied 4. exonem a druhd varianta ¢.623dup p.A209GfsTer21,
coz je duplika¢ni mutace vedouci k posunu ¢teciho rdmce a nasledné predc¢asné terminaci
translace v 5. exonu. Prvni varianta byla zdédéna od otce, druha od matky. Oba rodice byli
heterozygoti se standardnim fenotypem. U potomka, ktery zdédil ob¢ varianty, se projevila
kongenitalni hypotyredza, coZ podporuje hypotézu o patogenité bialelickych mutaci v tomto
genu.

Dalsi ptipady pravdépodobnych bialelickych mutaci byly zaznamenany u vzorkl
TR14/, TR20/1 a TR24/1 (viz tabulka 11). U téchto piipadi se vSak nepodatilo vySettit

rodice, a to zejména z divodi netplnych nebo rozvedenych rodin, kdy mezi Cleny casto
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chybi kontakt nebo ochota spolupracovat na genetickém vyseteni (Dimond et al. 2022).
Zbylé ptipady vykazovaly bialelické mutace v genech TG a DUOX2. Geny DUOX2, TG
a DUOXA?2 patii mezi nejCastéji spojované s vyskytem bialelickych mutaci vedoucich
k tyreoidalnim onemocnénim (Abe et al. 2015, Sun ef al. 2018, Sun et al. 2021, Wang F et
al. 2020).

5.3 Né&které genetické pri¢iny kongenitdlni hypotyredzy
povazované primarné za recesivni mohou byt zplisobeny
1 autozomalné dominantnimi mutacemi s nizsi penetranci

(mirng;si formou CH)

V souboru dat byl nalezen jeden piipad varianty u genu, kde je dédi¢nost primarné
povazovana na recesivni, ale pfi bliz§im zkoumani se zjistilo, Ze se jedna o autozomalné
dominantni mutaci s variabilni expresivitou. Jedna se o pacienta TR28/1, ktery ma variantu
v genu DUOX2 ¢.602dup majici za nasledek terminaci p.Q202TfsTer99. Z literarnich zdroji
vyplyva, ze gen DUOX?2 je Castym piipadem tohoto jevu, jelikoZ Casto jeho funkci piebira
DUOXI ana fenotypu se tedy zména nemusi plné€ projevit, ale mlze se projevit tato zména
ptfechodnym klinickym projevem. Zaroveii exprese tohoto genu je zdvisld i na okolnim
genetickém pozadi (exprese/mutace v DUOXT) a zEasti 1 na jodidovém piijmu (Maruo et al.

2008, Vigone et al. 2005).
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5.4 U pacienti s dyshormonogenezi pievazuje vyskyt
patogennich variant v genech kodujicich enzymy
podilejici se na hormonalni syntéze (napt. DUOX2,
TPO), pticemzZ vétSina téchto variant zpiisobuje naruseni

katalyticky aktivnich domén

Vysledky této prace ukazuji, Ze u pacienti s kongenitadlni hypotyredzou
byly identifikovany patogenni varianty v genech kodujicich enzymy nebo transportni
proteiny zapojené¢ do syntézy a sekrece hormoni $§titné zlazy, ale také se stejné Casto
objevovaly varianty v receptorech a tyreoglobulinu. To mliZze naznacovat, Ze patogeneze
dané¢ho onemocnéni neni jednoznacné lokalizovana pouze do jedné casti regulacniho
systému §titné zlazy (viz Graf 2). Misto toho se mize jednat o komplexni poruchu, ktera
postihuje jak produkci, tak zpétnou vazbu a signalizaci hormonti. Tento nalez muze
podporovat hypotézu o multifaktoridlni etiologii, kde jednotlivé geny v riznych krocich
hormonalni drdhy (syntéza, transport, vazba na receptor) pfispivaji k manifestaci
onemocnéni srovnatelnou mérou. Z klinického hlediska to znamena, Ze pti genetickém
screeningu nebo vyzkumu predispozice je tfeba zaméfit se nejen na enzymy a transportéry
podilejici se na biosyntéze hormoni, ale rovnéZ na geny zprostfedkovavajici hormonalni
ucinek (napf. receptory, tyreoglobulin). Rovnomérné rozloZeni kauzdlnich mutaci
pravdépodobné odrazi skutecnost, ze naruSeni jakéhokoliv z téchto krokli miize mit za
nasledek podobny fenotyp (napf. hypotyredzu) a tedy i podobnou klinickou diagnoézu,
ackoliv geneticka pfi¢ina nemusi byt shodna.

Nejcastéji mutovanymi geny byly DUOX2 a TSHR, které se objevily shodné ve tfech
pfipadech ze dvanacti potvrzenych pacientd s kauzalnimi variantami. U genu DUOX2,
jenz koduje enzym dual oxiddzu 2 nezbytnou pro tvorbu H:O: pfi syntéze tyreoidalnich
hormont, byla identifikovana mutace u vzorkii TR14/1, TR28/1 a TR29/1. Genu TSHR
kodujiciho receptor pro tyreotropin (TSH), byla prokédzédna mutace u vzorkti TR4/1, TR24/1
a TR24/4. Oba tyto geny jsou v literatuie opakované spojovany s hereditdrni formou

kongenitalni hypotyreozy, pfi¢emz se u nich ¢asto vyskytuji jak recesivni, tak i dominantné
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se dédici patogenni varianty (Da et al. 2021, Long et al. 2021, Sorapipatcharoen et al. 2020,
Sun et al. 2018, Wang F et al. 2020, Wang H et al. 2020).
Klinicky tyto vysledky podtrhuji nutnost SirSiho genetického screeningu, ktery by mél

zahrnovat i geny zodpovédné za regulaci, funkci a u¢inky hormont §titné zlazy.

5.5 Pacient TR34/1 s familidrni  dysalbuminemickou

hypertyroxinémii

U pacienta TR34/1 byla identifikovana varianta v genu ALB ¢.725G>A vedouci
k missense mutaci p.R242H. Tato mutace je spojovana s familiarni dysalbuminemickou
hypertyroxinémii (FDH), coz je geneticky podminéné onemocnéni charakterizované
zvySenymi hladinami volného tyroxinu (free T4, fT4) pfi normdlni funkci Stitné Zlazy.
Zvysené hladiny fT4 jsou zplsobeny zvySenou afinitou mutovanyho albuminu o 10-15x
oproti normalnimu (wild-type) albuminu. FDH se zpravidla neprojevuje klinickymi
symptomy, avSak jeji nerozpoznani miize vést k chybnému stanoveni diagnézy hypertyredzy
a nasledné k nevhodné 1¢¢bé€, pokud se nepouziji presné metody méteni fT4 (Brown A et al.
2023, LiY et al. 2023 Petitpas et al. 2003).

Nalez této konkrétni varianty p.R242H v genu ALB byl nezavisle potvrzen ve studii
Turkkahraman et al. 2024, ktera ji popsala u tureckého détského pacienta s FDH.
Tato publikace a dalsi podobné (napt. Sunthornthepvarakul et al. 1994), tak poskytuji silnou
literarni oporu pro validaci nasi diagnézy a poukazuji na dilezitost diferencialni diagnostiky
u pacientil s neobvyklymi vysledky hormonalnich testl §titné zlazy.

BohuZel i1 pfes opakovanou Zadost se nepodafilo ziskat podrobné&jsi klinické tidaje

k tomuto pacientovi.
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5.6 Do interpretace vysledki bioinformatickych analyz
se aktualné zapojuje strojové uceni (uméla inteligence,
artificial intelligence, Al). Zafind poskytovat lepsi

vysledky nez standardni interpretacni postupy

Jednim z hlavnich cilt této prace bylo posoudit vztah mezi vystupy algoritmu umélé
inteligence DiagAl, implementovaného v prostiedi bioinformatického programu SeqOne,
atradi¢ni klasifikaci genetickych variant podle smérnic ACMG a odbornych databazi
(napt. ClinVar). Pro tento ucel byla provedena korela¢ni analyza pomoci Spearmanova
potfadového korelaéniho koeficientu, ktery je vhodny pro hodnoceni monotonnich vztahii
mezi ordindlnimi a spojitymi proménnymi bez nutnosti normality rozdéleni. Vysledky
ukdzaly vyrazné pozitivni a statisticky vyznamnou korelaci mezi vétSinou proménnych.
Nejvyssi korelace byla zaznamenana mezi dvéma vystupy samotného algoritmu — DiagAl
Score a Patogenicity (UP?) (p = 0,87), coZ potvrzuje jejich vysokou vnitini konzistenci. Dale
byla pozorovana stfedn¢ silna aZ silna korelace mezi DiagAl Score a klasifikaci dle ACMG
(p=0,70) a mezi DiagAl Score a databazi ClinVar (p = 0,71). Klasifikace ACMG a anotace
ClinVar spolu korelovaly na arovni p = 0,75, coZ je ofekavatelné vzhledem k tomu, Ze
ClinVar ¢asto vychazi z odbornych ACMG hodnoceni. Tato zjisténi podporuji hypotézu, ze
model DiagAl je do urcité miry schopen napodobit lidské odborné rozhodovani a Ze jeho
vystupy reflektuji tradi¢ni ptistup ke klasifikaci genetickych variant. Korelace ovSem neni
dokonald, coz naznacuje, Ze Al model se miiZe v n¢kterych ptipadech odliSovat od manudlni
klasifikace. Tato odlisSnost mtize byt v klinické praxi pfinosnd, zejména pii hodnoceni VUS,
u kterych miize algoritmus naznacit smér dalSiho prezkoumani.

Je vsak dulezité zdiraznit, Ze Spearmanova korelace vyjadfuje pouze silu a smér
monotonniho vztahu. Z tohoto divodu byla provedena také kvantitativni komparace
mezi vystupy programu SeqOne a ru¢nim hodnocenim, kdy byly vSechny klasifikace
pfevedeny na Skalu 0-1 a porovndny pomoci vypoctu procentudlni shody. Vysledna
pramérna shoda ¢inila 86 %, ptiCemz 47 z celkovych 74 variant (63,5 %) dosahlo shody

>80 %. Tento vysledek potvrzuje relativné vysokou konzistenci mezi automatizovanym
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hodnocenim a klasickym pfistupem. Zaroven poukazuje na praktickou vyuzitelnost SeqOne
jako podptirného néstroje v diagnostice genetickych onemocnéni.

Bioinformatické néstroje ptredstavuji vyznamnou podporu pro klinické pracovniky,
jelikoz umoznuji rychlejsi a efektivnéjsi analyzu genetickych dat. U onemocnéni,
jako je kongenitalni hypotyre6za nebo familiarni dysalbuminemicka hypertyroxinémie,
kde je Casnd a presna diagnostika klicova pro zahdjeni vhodné 1écby, je tento piinos
zcela zadsadni. Diky automatizovanému zpracovani dat a algoritmim predikujicim
patogenitu variant Ize vyrazné urychlit rozhodovaci proces, ¢imz se zvySuje efektivita
diagnostiky i nasledné péce o pacienta. Recentné publikované srovnani bioinformatickych
pipeline vyuzivajich Al od sedmi riiznych vyrobcti vyhodnotilo Al, a to konkrétné¢ SeqOne
filtrovani a identifikace relevantnich zmén v genomu pacienta. Tato schopnost pfedstavuje
vyznamny piinos zejména v klinické diagnostice, kde je rychlost a pfesnost rozhodujici.
SeqOne 1ze z tohoto pohledu povazovat za jeden z nejpokrocilejsSich bioinformatickych
nastrojil svého druhu. Nicméné, ptes veskery technologicky pokrok v sekvenovani, progres
ve validnim pfifazeni klinického dopadu dané varianty je stale casové zdlouhavy.
Takeé finan¢ni narocnost potvrzeni patogenity obrovského mnozstvi noveé objevenych variant
na tkanovych kulturach, zvifecich modelech ¢i vySetfeni segregace v rozsahlych
rodokmenech je zna¢nd. Bioinformatické analyzy sice pomoci fady in-silico algoritmil
patogenitu variant testuji, ale v diagnostice se na né¢ nemiZeme zatim zcela spolehnout.
Z téchto diivodt v odbornych databédzich zatim u vétSiny nové popsanych variant chybi
podklady pro urceni patogenity, coz se odrazi v ¢astém zatfazovani variant do kategorie VUS.
To poukazuje na nutnost zachovani lidského odborného posouzeni, které je nezbytné pro
findlni interpretaci klinického vyznamu jednotlivych variant a pro potvrzeni jejich

patogenity (Bastida-Lertxundi et al. 2025).
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6 Zavéer

Kongenitalni hypotyre6za je onemocnéni, které¢ je definovano nedostatkem
tyreoidalnich hormond, projevujici se jiz pfi narozeni. Hypotyre6za mize byt dusledkem
deficitu enzymu, poruch u syntézy tyreoidalnich hormont, poruch ve funkcich receptorti
pro tyto hormony a jejich prenaSect ¢i kongenitalnich anomalii tykajici se anatomické
a fyziologické funkce $titné zlazy.

Diplomova prace se vénovala molekularné-genetické analyze 47 pacientl s podezienim
na kongenitalni hypotyreézu (CH), a to pomoci bioinformatického nastroje SeqOne,
ktery umoziuje interpretaci dat z exomového sekvenovani. Cilem prace bylo identifikovat
genetické priciny tohoto onemocnéni, klasifikovat nalezené varianty a porovnat vysledky
lidského hodnoceni s automatizovanou analyzou.

Ve 22 ze 47 pacientskych vzorki byly nalezeny genetické varianty,
které pravdépodobné vysvétluji klinicky obraz. Celkem bylo identifikovdno 22 variant
povazovanych za kauzalni — 4 z literatury znamé patogenni varianty, 13 novych, dosud
nepopsanych variant, které¢ vykazovaly vysokou pravdépodobnost patogenity na zakladé
typu mutace, lokalizace v konzervovanych oblastech a prediktivnich algoritmt a 4 varianty
dle aktudlniho stavu poznani hodnocené jako varianty nejasného vyznamu (VUS). Nejcastéji
zastoupenymi geny byly: DUOX2, TSHR, TG, coz vyvraci nasi hypotézu, ze u pacientl
s dyshormonogenezi pievazuje vyskyt patogennich variant v genech kodujicich enzymy
podilejici se na hormonalni syntéze, jelikoZ se stejné Casto objevovaly mutace v genech 1i
mimo enzymy (7G, TSHR). Déle byly ptfitomny varianty v genech DUOXA2, TPO, SLC5435,
KDM6A4 a POUIFI. Pacienti TR27/1 a TR27/4 byli detekovéani s homozygotni variantou v
genu TSHR, ptficemz oba rodi¢e byli heterozygotni a asymptomati¢ti, coz potvrdilo
autosomalné recesivni dédi¢nost. V dalSich ptipadech (napt. TR14/1, TR20/1, TR24/1) byla
zjiSténa pravdépodobnd slozend heterozygotnost, zejména v genech DUOX2, DUOXA2 a
TG, ale jeji potvrzeni nebylo mozné kvuli nepodstoupeni vysetieni rodicti. Pacient TR21/1
byl jediny, u kterého byla analyza provedena z kompletniho tria (matka, otec, dit¢). Diky
tomu bylo moZné potvrdit bialelickou dédi¢nost v genu DUOXA2, kdy kazd4 z patogennich

variant pochazela od jednoho z rodict. Tento nélez jednozna¢né demonstruje vyznam
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genetické analyzy celych rodin, zejména pfi ové€fovani patogenicity sloZzenych mutaci.
U pacienta TR28/1 byla zjisténa frameshift mutace v genu DUOX2, kterd vedla
k predCasnému ukonceni translace. Pfestoze se mutace vyskytovala pouze v heterozygotnim
stavu, se klinicky projevila, coz naznacuje moznou dominantni dédi¢nost s netplnou
penetranci. Zajimavym ptipadem byl pacient TR34/1, u kterého byla nalezena varianta
v genu ALB typickd pro familidrni dysalbuminemickou hypertyroxinémii (FDH). Ackoliv
nejde o pravou hypotyredzu, falesné zvysSené hladiny fT4 mohly byt chybné interpretovany
jako porucha funkce S§titné zlazy. Tento pfipad potvrzuje dilezitost genetické analyzy
1 pro diferencialni diagnostiku a spravnou interpretaci laboratornich dat.

Spearmanova korelacni analyza prokazala silné a statisticky vyznamné vztahy
mezi vystupy strojového uceni algoritmu DiagAl a tradi¢nimi klasifikaénimi systémy
genetickych variant. Nejvyssi korelace byla zaznamenana mezi dvéma internimi metrikami
algoritmu (DiagAl skore a Patogenicity UP?; p = 0,87), coz potvrzuje jejich vysokou vnitini
konzistenci. Vyznamna pozitivni korelace byla dale nalezena mezi DiagAl skore
a klasifikaci podle smérnic ACMG (p = 0,70) i mezi DiagAl skoére a databazi ClinVar
(p=0,71). Také mezi klasifikaci ACMG a anotacemi v ClinVar byla potvrzena silna
korelace (p =0,75). Tato zjiS§téni naznacuji, Ze algoritmus DiagAl je do znacné miry schopen
reflektovat lidské rozhodovani zaloZené na odbornych kritériich a ze jeho prediktivni
vystupy mohou byt vyuzitelné jako podpiirny nastroj v diagnostice genetickych variant.
Zaroven ale nelze opomenout, ze siln€jsi korelace nemusi byt vzdy vyhodou,
napft. pii identifikaci potencialn€ patogennich variant klasifikovanych dosud jako VUS
mohou pifinést zménu interpretace varianty. Kromé korela¢ni analyzy byla provedena
kvantitativni pfima komparace mezi automatizovanym hodnocenim programu SeqOne
a ruénim hodnocenim variant na zakladé literatury a databézi. Po pievedeni vSech klasifikaci
na jednotnou skalu 0—1 byla vypoctena procentudlni shoda, kterd v priméru doséhla hodnoty
86%. U 47 zcelkem 74 hodnocenych variant (63,5%) byla mira shody >80 %.
Tento vysledek potvrzuje vysokou miru konzistence mezi tradi¢nim pfistupem a vystupy
algoritmu a zaroveil poukazuje na praktiCnost vyuziti automatizovanych nastroju
v klinickém prostfedi. Pfesto néastroj v nékolika ptipadech klasifikoval potencialné patogenni
varianty jako VUS, coz ukazuje na nutnost lidského odborného dohledu, zejména

v ptipadech s nejasnym fenotypem nebo nedostatkem ditkaza. Diky nizsi ochoté nékterych
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rodin  spolupracovat na potvrzeni patogenicity segregaci variant v roding,
bude v dal$im upfesnéni klinického vyznamu nové popsanych variant pokracovat Skolici
pracoviste.

Tato diplomova prace vyznamné prispéla k rozsifeni znalosti o genetickém pozadi
kongenitalni hypotyredzy. Objevené nové varianty, zejména v genech TSHR, DUOX2
a DUOXA2, ptedstavuji kandidaty pro dalsi funkéni validaci a klinické sledovani. Vysledky
nekoreluji s tvrzenim, Ze u pacienti kongenitdlni hypotyre6zy na podklade
dyshormonogeneze, ptrevazuji varianty v genech majici roli v enzymech a transportérech.
Cilené genetické panely predstavuji vhodny néstroj pro rutinni diagnostiku. Do budoucna by
bylo vhodné rozsitit studii o vétsi kohortu pacientti, ¢astéji vyuzivat trio analyzu a zvazovat
1 celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing, WGS), které by mohlo zachytit

1 mutace mimo kodujici oblasti nebo vétsi strukturalni zmény.
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Seznam zkratek

ACMG

Al

B

cAMP
CNS

CH

DIO2
DIT

DNB
DUOX1
DUOX?2
DUOXALI
DUOXA2
FDH

FNHK
FOXEI
fT4
gnomAD
IGSF1

IRS4
IYD
JmjC
KDM6A
LB

Americkou  spoleCnosti  lékarské
genetiky a genomiky

um¢la inteligence

benigni

cyklicky adenosin monofosfat
centralni nervova soustava
kongenitalni hypotyreoza
deiodinéza 2. typu

dijodtyrosin

DNA nanokoule

dvoji oxidaza 1

dvoji oxidéaza 2

maturaéni faktor dvoji oxidazy 1
maturacni faktor dvoji oxidazy 2
Familidrni dysalbuminemicka
hypertyroxinémie

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
forkhead box E1

volny tyroxin

The Genome Aggregation Database

¢len 1 imunoglubulinové superrodiny

substrat 4 pro inzulinovy receptor
jodotyrosinova deiodenaza
Jumonji C doména

demetylaza lysinu 6A

pravdépodobné benigni
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American  College of Medical
genetics and genomics

artificial intelligence

benign

Cyclic adenosin monophosphat

congenital hypothyroidism

type 2 deiodinase

diidotyrosine

DNA nanoballs

dual oxidase 1

dual oxidase 2

dual oxidase maturation factor 1
dual oxidase maturation factor 2
Familial

dysalbuminemic

hyperthyroxinemia

free T4

immunoglobulin superfamily member
1

insulin receptor substrate 4
iodotyrosine deiodinase

Jumonji C domain

lysin demethylase 6A

likely bening



LP pravdépodobné patogenni likely patogenic

MCT8 monokarboxylatovy pienaSec 8 monocarboxylate transporter 8
MIT monojodtyrosin monoidotyrosine
MR magnetickd rezonance
Myo-Va  Myosin V
NCBI National Center of Biotechnology
Information
NIS symportér sodikového iodidu sodium iodide symporter

NKX2.1  NK2 piibuzny transkripénimu faktoru NK2 transcription factor related locus
lokus 1 1
NKX2.5  NK2 ptibuzny transkripénimu faktoru NK2 transcription factor related locus

lokus 5 5

NS novorozenecky screening newborn screening

OATPICI ptenasec organickych aniontll organic anion transporter polypeptide
polypeptid 1C1 1C1

P patogenni patogenic

PAXS8 paired box 8

PCH permanentni kongenitalni hypotyre6za Permanent congenital hypothyroidism

PCR polymerazova fetézova reakce polymerase chain reaction

PDS pendrin

PM pevné Castice particulate matter

POUIF1  Ttida 1 POU homeobox 1 POU class 1 homeobox 1

SEQ sekvenovani sequencing

SRC-1 koaktivator 1 steroidového receptoru  steroid receptor coactivator-1

STR kratké tandemové repetice short tandem repeats

N/ $titna zlaza

T3 3,5,3’-trijodo-L-tyronin

T4 3,5,3’,5’-tetrajodo-L-tyronin, tyroxin  thyroxin

TBLIX adaptorovy  transdukéni  protein the adaptor protein transducin beta-
podobny beta 1 like 1
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TG
TH
THRa
THRB
TPO
TR
TREs

TRH
TRHR

TSH
TSHP

TSHR
Uz
VUS
WES
WGS

tyreoglobulin

tyreoidalni hormon

receptor thyroidniho hormonu alfa
receptor thyroidniho hormonu beta
tyreoidalni peroxidaza

tyroidni hormonovy receptor
responzivni elementy tyreoidalnich
hormont

tyreotropin uvolniujici hormon
receptor  tyreotropin  uvoliujiciho
hormonu

tyreotropin

B podjednotka tyreotropinu

receptor pro tyreotropin
ultrazvuk

varianta nejasného vyznamu
celoexomové sekvenovani

celogenomové sekvenovani
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thyroglobulin

thyroid hormone

thyroid hormone receptor alfa
thyroid hormone receptor beta
thyroid peroxidase

thyroid hormone receptor

thyroid hormone response elements

thyrotropin-releasing hormone

thyrotropin releasing hormone
receptor
thyroid-stimulating hormone

thyroid stimulating hormone subunit 3

thyrotropin receptor

variant of uncertain significance
whole exome sequencing

whole genome sequencing
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nefunkcéniho produktu genu DUOXAZ........oonriri i e eaes 53

Obrazek cislo 6: Snimek ze Sangerova sekvenovani, matka pacienta TR21/3 je pozitivni na posun
¢teciho ramce a vytvoreni tak pfedéasného terminacniho kodonu UAG (oznaceno ¢ervenym kruhem)
na 5. exonu na chromozomu 15q21.1, otec TR21/2 nikoli. U pacienta TR21/1 navic byla prokazana

duplikace tyminuna pozici 623........ciiiiiiiiiitiiii i e e erenene s 0D

Obrazek cislo 7: schéma Kozakové sekvence (nahote referencni sekvence genu POUIF1 a dole
mutovana pacientova TR31/1 sekvence) porovnava a nazorné ukazuje mutaci, ke které v tomto
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