
1 

 

 

Univerzita Karlova 

2. lékařská fakulta 

 

Studijní program: Molekulární a buněčná biologie, genetika a virologie 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNDr. Anna Uhrová Mészárosová 

 

 

Využití masivně paralelního sekvenování nové generace pro diagnostiku 

hereditární spastické paraparézy 

 

Příspěvek k rozvoji DNA diagnostiky vysoce heterogenního onemocnění 
 
 

 

The Application of Massively Parallel Next Generation Sequencing 

Technologies for Diagnosis of Hereditary Spastic Paraplegia 

 

A Contribution to the Development of DNA Diagnosis of a Highly 

Heterogeneous Disease 

 

Dizertační práce 

 

 

Vedoucí závěrečné práce/Školitel: prof. MUDr. Pavel Seeman, Ph.D. 

Konzultantka: MUDr. Dana Šafka Brožková, Ph.D. 

 

 

Praha, 2018 

 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem řádně uvedla a 

citoval/a všechny použité prameny a literaturu. Současně prohlašuji, že práce nebyla 

využita k získání jiného nebo stejného titulu. 

Souhlasím s trvalým uložením elektronické verze mé práce v databázi systému 

meziuniverzitního projektu Theses.cz za účelem soustavné kontroly podobnosti 

kvalifikačních prací. 

 

 

V Praze, 27.06.2018    RNDr. Anna Uhrová Mészárosová 

        

 

 

 

  



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

Identifikační záznam: 

 

UHROVÁ MÉSZÁROSOVÁ, Anna.  

Využití masivně paralelního sekvenování nové generace pro diagnostiku hereditární 

spastické paraparézy: Příspěvek k rozvoji DNA diagnostiky vysoce heterogenního 

onemocnění.  

[The Application of Massively Parallel Next Generation Sequencing Technologies for 

Diagnosis of Hereditary Spastic Paraplegia: A Contribution to the Development of DNA 

Diagnosis of a Highly Heterogeneous Disease ].  

Praha, 2018. 129 stran, 5 příloh. Dizertační práce (Ph.D.). Univerzita Karlova,                 

2. lékařská fakulta, DNA laboratoř, Klinika dětské neurologie.  

Školitel: Prof. MUDr. Pavel Seeman, Ph.D. 

Konzultatnt: MUDr. Dana Šafka Brožková, Ph.D. 

  

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Klíčová slova:  

Hereditární spastická paraplegie, HSP, SPG, onemocnění Strumpell-Lorraine, SPG35, 

SPG77, masivně paralelní sekvenování, WES, NGS sekvenování nové generace 

 Keywords: 

 Hereditary spastic paraplegia, HSP, SPG, Strumpell-Lorraine disease, SPG35, SPG77, 

massively parallel sequencing, WES, NGS next generation sequencing  

 

 



5 

 

 

Poděkování: 

 

Děkuji svému školiteli prof. MUDr. Pavlu Seemanovi, Ph.D. v první řadě za možnost 

vypracovat pod jeho vedením dizertační práci na velice zajímavé téma. Velice si vážím jeho 

odborných znalostí a zkušeností a děkuji mu za veškerou pomoc a podporu, milý přístup a 

důvěru ve mně vloženou. Ale nejvíce si cením toho, že jsem se od něho mohla naučit 

racionální rozvaze a správnému kritickému přístupu ke svojí práci a k získaným výsledkům.  

Děkuji také své školitelce-konzultantce MUDr. Daně Šafka Božkové, Ph.D. za ochotu, 

pomoc, cenné rady pramenící z jejích širokých odborných znalostí, přátelský přístup a 

inspirativní nadšení.  

Děkuji Mgr. Martině Bittóové, Mgr. Inně Soldátové a MUDr. Davidovi Stejskalovi 

z Centra lékařské genetiky a fetální medicíny GENNET, s.r.o. za pochopení, s jakým mi 

umožnili zpracovat soubor pacientů a nezištnou pomoc. 

Svojí rodině velice děkuji za trpělivost, důvěru a obrovskou podporu.  

  

 

 

                                                                                                   Autorka 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

Obsah: 

I. Úvod ………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 14 
 1. Hereditární spastické paraplegie ………………………………………………………………………………………………………………. 14 
  1.1. Historie ………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 16 
  1.2. Klinická diagnostika ……………………………………………………………………………………………………………………….. 16 
  1.3. Neurologické nálezy u HSP …………………………………………………………………………………………………………….. 17 
  1.4. Klinická klasifikace …………………………………………………………………………………………………………………………. 18 
   1.4.1. Nekomplikovaná forma nemoci …………………………………………………………………………………….. 18 
   1.4.2. Komplikované typy HSP …………………………………………………………………………………………………. 19 
  1.5. Prevalence a epidemiologie …………………………………………………………………………………………………………… 19 
  1.6. Délka života …………………………………………………………………………………………………………………………………… 20 
  1.7. Progrese onemocnění a ztráta schopnosti chůze …………………………………………………………………………… 20 
  1.8. Distribuce nemoci dle pohlaví ……………………………………………………………………………………………………….. 21 
  1.9. Věk nástupu onemocnění ……………………………………………………………………………………………………………… 22 
  1.10. Frekvence komplikujících klinických symptomů …………………………………………………………………………….. 23 
 2. SPRS (The Spastic Paraplegia Rating Scale) ……………………………………………………………………………………………….. 25 
 3. Genetika hereditárních spastických paraplegií ………………………………………………………………………………………….. 26 
  3.1. Distribuce genotypů ………………………………………………………………………………………………………………………. 26 
  3.2. Nejčastější typy HSP s autozomálně dominantním typem dědičnosti……………………………………………… 31 
   3.2.1. SPG4 ………………………………………………………………………………………………………………………………. 31 
   3.2.2. SPG3 (SPG3A) …………………………………………………………………………………………………………………. 31 
   3.2.3. SPG31 …………………………………………………………………………………………………………………………….. 32 
   3.2.4 SPG8 ………………………………………………………………………………………………………………………………. 33 
   3.2.5. SPG10 …………………………………………………………………………………………………………………………….. 33 
  3.3. Nejčastější typy HSP s autozomálně recesivním typem dědičnosti …………………………………………………. 33 
   3.3.1. SPG11 …………………………………………………………………………………………………………………………….. 33 
   3.3.2. SPG7 ………………………………………………………………………………………………………………………………. 34 
   3.3.3. SPG5 ………………………………………………………………………………………………………………………………. 34 
 4. Patofyziologické mechanismy u HSP …………………………………………………………………………………………………………. 36 
  4.1. Oxidativní stres ……………………………………………………………………………………………………………………………… 36 
  4.2. Poruchy axonálního transportu a růstu axonů ……………………………………………………………………………….. 37 
  4.3. Abnormální metabolismus lipidů …………………………………………………………………………………………………… 37 
  4.4. Poruchy myelinizace ………………………………………………………………………………………………………………………. 37 
  4.5. Poruchy buněčných membrán, tvarování ER a dalších membránových organel ……………………………… 37 
 5. Možnosti léčby ………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 39 
  5.1. První potenciální cílená léčba u SPG5 …………………………………………………………………………………………….. 39 
  5.2. Zvířecí modely a genová terapie …………………………………………………………………………………………………….. 40 
 6. Možnosti molekulárně genetického vyšetření …………………………………………………………………………………………… 40 
II. Cíle práce …………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 42 
III. Materiál a metody …………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 43 
 1. Soubor HSP pacientů …………………………………………………………………………………………………………………………………. 43 
  1.1. Algoritmus výběru pacientů pro NGS panelu genů ………………………………………………………………………… 44 
  1.2. Výběr genů pro NGS panelu genů ………………………………………………………………………………………………….. 44 
  1.3. Soubor vyšetřených pacientů …………………………………………………………………………………………………………. 45 
 2. Použité metody …………………………………………………………………………………………………………………………………………. 47 
  2.1. Sangerovo sekvenování …………………………………………………………………………………………………………………. 47 
  2.2. MLPA ……………………………………………………………………………………………………………………………………………… 47 
  2.3. NGS sekvenování panelu genů ……………………………………………………………………………………………………….. 48 
   2.3.1. Design prob pro cílené obohacení vybraných genů ………………………………………………………… 48 
   2.3.2. Target Enrichment a příprava DNA knihovny  …………………………………………………………………. 49 
   2.3.3. Vlastní NGS sekvenování  ……………………………………………………………………………………………….. 50 
  2.4. Bioinformatické vyhodnocení  ……………………………………………………………………………………………………….. 51 
   2.4.1. Alignment  ……………………………………………………………………………………………………………………… 51 
   2.4.2. Variant Calling ………………………………………………………………………………………………………………… 52 
   2.4.3. Anotace vcf souborů/nalezených variant ……………………………………………………………………….. 52 
   2.4.4. Hodnocení patogenity variant ………………………………………………………………………………………… 52 
   2.4.5. Analýza Copy Number Variations (CNV) …………………………………………………………………………. 53 
  2.5. Celoexomové sekvenování (WES) ………………………………………………………………………………………………….. 54 
   2.5.1. Hodnocení vcf souborů ………………………………………………………………………………………………….. 55 
   2.5.1.A Exomiser ………………………………………………………………………………………………………………………… 55 
   2.5.1.B Anotace vcf souboru ………………………………………………………………………………………………………. 55 
   2.5.2. Hodnocení patogenity variant ………………………………………………………………………………………… 55 



7 

 

  2.6. Mini Gene Splicing Assay ……………………………………………………………………………………………………………….. 56 
  2.7. SNP chip Array ………………………………………………………………………………………………………………………………. 56 
  2.8. HaploPainter …………………………………………………………………………………………………………………………………. 56 
IV. Výsledky ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 57 
 1. Masivně paralelní sekvenování panelu HSP genů ……………………………………………………………………………………… 57 
  1.1. Procento objasněnosti …………………………………………………………………………………………………………………… 57 
  1.2. Nejčastěji se vyskytující typy HSP …………………………………………………………………………………………………… 58 
  1.3. Kauzální varianty nalezené pomocí sekvenování panelu HSP genů ………………………………………………… 59 
   1.3.1. Charakter nalezených kauzálních variant ……………………………………………………………………….. 59 
   1.3.2. Nalezené kauzální varianty: nové vs. popsané ……………………………………………………………….. 59 
   1.3.3. Rekurentní vs. jedinečné varianty ………………………………………………………………………………….. 60 
   1.3.4. Frekvence kauzálních variant …………………………………………………………………………………………. 60 
  1.4. Gen REEP1; SPG31 …………………………………………………………………………………………………………………………. 64 
   1.4.1. Nalezené varianty v genu REEP1 ……………………………………………………………………………………. 64 
   1.4.2. Kauzalita nalezených variant v genu REEP1 ……………………………………………………………………. 69 
   1.4.3. Fenotyp pacientů s SPG31 ……………………………………………………………………………………………… 70 
  1.5. Gen SPG7; HSP typu SPG7 ……………………………………………………………………………………………………………… 71 
   1.5.1. Nalezené varianty v genu SPG7 ……………………………………………………………………………………… 71 
   1.5.2. Pacienti s variantami v SPG7 genu …………………………………………………………………………………. 72 
   1.5.3. Kauzalita variant v SPG7 genu ………………………………………………………………………………………… 74 
   1.5.4. Fenotyp pacientů s SPG7 ……………………………………………………………………………………………….. 74 
  1.6. Gen SPG11; HSP typu SPG11 …………………………………………………………………………………………………………. 74 
   1.6.1. Varianty nalezené v genu SPG11 ……………………………………………………………………………………. 75 
   1.6.2. Pacienti s variantami v genu SPG11 ………………………………………………………………….……………. 77 
   1.6.3. Kauzalita variant v SPG11 genu ………………………………………………………………………………………. 79 
   1.6.4. Fenotyp pacientů s SPG11 ……………………………………………………………………………………………… 79 
  1.7. Gen KIF5A; HSP typu SPG10 ………………………………………………………………………………………………..…………. 79 
   1.7.1. Nalezené varianty v genu KIF5A ……………………………………………………………………………………… 80 
   1.7.2. Fenotyp pacientů s variantami v genu KIF5A ……………………………………………………..…………… 81 
  1.8. Gen CYP7B1; HSP typu SPG5 ……………………………………………………………………………………………….…………. 82 
  1.9. Gen NIPA1; HSP typu SPG6 ………………………………………………………………………………………………….………… 83 
  1.10. Gen FA2H; HSP typu SPG35 ………………………………………………………………………………………………….……….. 84 
  1.11. Gen FARS2; HSP typ SPG77 ………………………………………………………………………………………………….………… 86 
  1.12. Varianta nejasného významu v genu WASHC5 (KIAA0196)  ……………………………………………………………. 88 
  1.13. Patogenní varianta v genu SPAST nezachycená pomocí předchozího Sangerova sekvenování ……….. 88 
  1.14. Varianta v genu ATL1 ; HSP typ SPG3 …………………………………………………………………………………..………… 91 
 2. Celoexomové sekvenování (WES) …………………………………………………………………………………………………….………. 92 
  2.1. Výsledky WES ……………………………………………………………………………………………………………………..…………. 92 
  2.2. Pacientka 1 ………………………………………………………………………………………………………………………….………… 93 
  2.3. Pacient 2 ……………………………………………………………………………………………………………………………..………… 94 
  2.4. Pacient 3 ……………………………………………………………………………………………………………………………..………… 94 
  2.5. Pacient 4 ……………………………………………………………………………………………………………………………..………… 96 
 3. Dříve diagnostikovaní pacienti s SPG4 a SPG3…………………………………………………………………………………..………. 97 
  3.1. SPG4 pacienti diagnostikovaní v rámci DNA diagnostiky v centru GENNET…………………………..…………. 97 
  3.2. SPG3 pacienti diagnostikovaní v rámci DNA diagnostiky v centru GENNET ………………………….…………. 97 
  3.3. Celkový počet SPG3 pacientů mezi českými pacienty s HSP ………………………………………………..…………. 98 
 4. Spektrum genetických typů HSP (včetně SPG4 a SPG3) u českých pacientů s nekomplikovanou formou 

nemoci. ………………………………………………………………………………………………………………………………..……………………. 
 
100 

  4.1. Celkový přehled provedených vyšetření u českých pacientů s HSP. 
Počet objasněných pacientů …………………………………..……………………………………………………………………… 

 
100 

  4.2. Celkový počet pacientů u jednotlivých typů HSP ……………………………………………………………………………. 100 
  4.3. Procentuální zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými pacienty ………………………………….. 101 
   4.3.1. Zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými familiárními pacienty ……….………….. 102 
   4.3.2. Zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými sporadickými pacienty ……..…………. 102 
V. Diskuze……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….……… 103 
VI. Závěr…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..……… 117 
Použitá literatura………………………………………………………………………………………………………………………………………………….……… 119 
On-line zdroje……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….……… 129 
Použité referenční sekvence genů ………………………………………………………………………………………………………………………..…….. 129 

 

 



8 

 

Seznam tabulek: 

Tab.1: Prevalence HSP v různých populacích. 
Tab.2: Přehled HSP typů a HSP genů. 
Tab.3: Geny zahrnuté v jednotlivých designech pro sekvenování panelu genů. 
Tab.4: Typy HSP a procento objasněných non-SPG4 českých pacientů s HSP. 
Tab.5: Nalezené pravděpodobně kauzální varianty v HSP genech u českých non-SPG4 pacientů. 
Tab.6: Nalezené missense kauzální varianty. 
Tab.7: Nalezené splice site kauzální varianty. 
Tab.8: Nalezené nonsense a frameshift kauzální variant. 
Tab.9: Procentuální zastoupení jednotlivých typů HSP u českých pacientů. 

 

 

Seznam obrázků: 

Obr.1:  Ernst Adolf Gustav Gottfried von Strümpell (1853 – 1925). 
Obr.2: Distribuce věku nástupu onemocnění u pacientů s HSP. 
Obr.3: Věk nástupu onemocnění u vybraných častých typů HSP. 
Obr.4: Frekvence komplikujících znaků a symptomů. 
Obr.5: Proteiny kódované HSP geny a různé úrovně jejich funkce v buňkách.  
Obr.6: Target Enrichment SureSelect Kit: možnosti pro návrh prob. 
Obr.7: Princip metody SureSelect a Haloplex firmy Agilent Technologies použitých k přípravě DNA    

knihoven pro NGS sekvenování. 
Obr.8: Princip Illumina NGS sekvenování. 
Obr.9: Rodokmen rodiny s variantou c.33-2A>G v genu REEP1. 
Obr.10:   Rodokmen rodiny 1 s variantou c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) v genu REEP1. 
Obr.11: Rodokmen rodiny 2 s variantou c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) v genu REEP1. 
Obr.12: Rodokmen rodiny s variantou c.431T>A (p.Leu144*) v genu REEP1. 
Obr.13: Rodokmen rodiny s variantami c.233T>A (p.Leu78*) a c.1553-2_1553-1del  

v genu SPG7. 
Obr.14: MLPA, heterozygotní delece exonů 16-18 v genu SPG11. 
Obr.15: Rodokmen rodiny s variantou c.1603-1G>A a delecí exonů 16-18 v genu SPG11. 
Obr.16: Sekvence s variantou c.130C>T v genu FA2H u pacienta s SPG35 a jeho zdravé sestry. 
Obr.17: Snímky z MRI mozku pacienta s SPG35 s hypersignálními ložisky a mírnou atrofií mozku a 

mozečku. 
Obr.18: Rodokmen rodiny s variantou c.130C>T v genu FA2H. 
Obr.19: Sekvence s variantou c.1082C>T v genu FARS2 v heterozygotním stavu u pacienta s SPG77. 
Obr.20: Výsledek z SNP Chip Array s delecí zasahující dva exony genu FARS2 a jeden exon sousedního genu 

LYRM4. 
Obr.21: Grafické znázornění principu alelle drop-out u varianty c.1321+2 T>G v genu SPAST. 
Obr.22: Vizualizace BAM files v místě obou variant v genu SPAST. 
Obr.23: Sekvence s kauzální variantou c.1321+2 T>G v genu SPAST. 
Obr.24: MLPA, heterozygotní delece exonů 37-39 genu SPG11. 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

Seznam použitých zkratek: 

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics 
AD HSP hereditární spastické paraplegie s autozomálně dominantní dědičností 
AR HSP hereditární spastické paraplegie s autozomálně recesivní dědičností 
ATP adenosintrifosfát 
BAEP sluchové evokované potenciály 
CMT neuropatie typu Charcot-Marie-Tooth 
CNS centrální nervový systém 
CNV copy number variations 
DK dolní končetina 
DMO dětská mozková obrna 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
ER endoplazmatické retikulum 
EEG elektroencefalografie 
GATK genome analysis toolkit 
HK horní končetina 
HMM hidden Markov model 
HSP hereditární spastická paraplegie/paraparéza 
MEP motorické evokované potenciály 
MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification 
MPS masivně paralelní sekvenování 
MRI magnetic resonance imaging, magnetická rezonance 
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NFE non-Finish European population 
NGS next generation sequencing 
PCR polymerase chain reaction 
RNA ribonukleotidová kyselina 
SNP single nucleotide polymorphism 
SPG hereditární spastická paraplegie/paraparéza 
SPRS Spastic Paraplegia Rating Scale 
SEP somatosensorické evokované potenciály 
TCC thin corpuss callosum 
TCC-HSP hereditary spastic paraplegia with thin corpus callosum 
UTR untranslated region 
VEP visual evoked potentials 
WES whole exome sequencing 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

Souhrn 

 

Předkládaná dizertační práce zpracovává výsledky molekulárně genetických vyšetření 

českých pacientů  onemocněním hereditární spastická paraplegie a mapováním genetického 

pozadí této nemoci u českých pacientů.  

Hereditární spastická (HSP) je dědičné neurologické onemocnění se všemi typy 

mendelovské dědičnosti, které se projevuje bilaterální progresivní spasticitou a slabostí 

dolních končetin a vede k postupně se zhoršující chůzi, u některých pacientů může dojít až 

k úplné ztrátě schopnosti samostatné chůze. HSP je onemocnění velice heterogenní jak 

klinicky, tak geneticky. Bylo popsáno přes 90 typů nemoci a přes 70 genů, jejichž patogenní 

varianty mohou způsobovat tuto nemoc. Onemocnění se většinou projevuje jako tzv. 

nekomplikovaný typ nemoci, vyskytují se ale i formy komplikované s přidruženými příznaky 

(mentální retardace, epilepsie, ataxie, atrofie optického nervu, aj.)  

U souboru 96 českých pacientů s klinickým podezřením na nekomplikovanou HSP, u 

nichž byl předem vyloučen nejčastější typ nemoci SPG4, bylo provedeno masivně paralelní 

sekvenování panelu genů spojených a popsaných s nekomplikovanou HSP. Za použití kitu 

HaloPlex Target Enrichment nebo SureSelect Target Enrichment (Agilent Technologies, US) 

s vlastními navrženými probami byl sekvenovány všechny kódující oblasti plus přilehlé 

intronové oblasti vybraných genů a to ve 3 verzích panelu, vždy aktualizovaných o nově  

popsané geny. U čtyř pacientů bylo provedeno celoexomové sekvenování (WES) pomocí kitu 

SureSelect All Exon Kit v6 (Agilent Technologies, US). Nalezené varianty byly ověřeny 

Sangerovým sekvenováním a jejich patogenita/kauzalita byla hodnocena in silico a tam, kde 

to bylo možné, pomocí segregační analýzy v rodině.  

Z 96 pacientů vyšetřených pomocí NGS sekvenování panelu genů byla kauzální 

varianta nalezena u 22 pacientů, což představuje objasněnost 23 % (22 z 96). Ve skupině 

familiárních pacientů byla objasněnost vyšší 29,4 % (15 z 51) než ve skupině sporadických 

pacientů s objasněností u 15,5 % (7 ze 45). Ze čtyř pacientů vyšetřených pomocí WES byli 

objasněni dva. Celkem jsme pomocí MPS / NGS technik diagnostikovali a objasnili 10 

různých typů HSP mezi českými non-SPG4 pacienty (SPG4, SPG5, SPG6, SPG7, SPG10, 

SPG11, SPG31, PSG35, SPG77 a IAHSP, nebyl diagnostikován ani jeden pacient s SPG3). 

Nejčastější typ je SPG31 s kauzálními variantami v genu REEP1, tento typ je též nejčastější i 

mezi autozomálně dominantně děděnými typy HSP. Mezi autozomálně recesivními typy je 

nejčastější SPG11 (s mírnou převahou) a SPG7. Mezi českými pacienty jsme zjistili velmi 
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nízký výskyt SPG3 (kauzální varianty v genu ATL1), který byl uváděn jako druhý nejčastější 

typ nemoci a nejčastější u pacientů s časným nástupem nemoci. Ve skupině vyšetřených 

pacientů byly nalezeny i vzácné typy nemoci: SPG35 (gen FA2H) a zejména SPG77 (gen 

FARS2), kdy je český pacient teprve třetí celosvětově s tímto typem nemoci. Bylo nalezeno 

12 nových variant v celkem 6 genech, nejvíce nových variant je v genu REEP1.  

Spojením a sumarizací těchto výsledků se souborem již dříve objasněných SPG4 a 

SPG3 pacientů jsme zjistili celkové genetické spektrum HSP u českých pacientů. V české 

populaci tak bylo prozatím nalezeno 11 typů HSP (10 typů z NGS plus SPG3 z předchozích 

vyšetření) s převahou SPG4 u téměř 70 % objasněných pacientů. Častěji se dále vyskytují 

typy SPG31, SPG11, SPG7 a SPG10 u 8,3 %, 6,0 %, 4,8 % a 3,6 % objasněných pacientů. 

Tyto výsledky ukazují a potvrzují, že vyšetření jednoho samostatného genu, kromě SPAST 

(pro SPG4) (ani ATL1 pro SPG3) není příliš efektivní a je vhodné po vyšetření SPG4 

pokračovat v indikovaných případech vyšetřením panelu genu pomocí MPS/NGS. Malá 

velikost genu REEP1 (jen 6 exonů) může být důvodem k vyšetření u vybraných pacientů 

místo dosud často indikovaného genu ATL1 (13 exonů) s mnohem menší šancí na objasnění. 

Tato dizertační práce představuje první publikované podrobné výsledky                       

o epidemiologii HSP  a genetickém pozadí této nemoci v ČR a jde tedy o unikátní data.   
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Abstract 

 

The aim of this work is to map the genetical spectrum of hereditary spastic paraplegia 

in Czech patients. Hereditary spastic paraplegia (HSP) is an inherited neurological disorder, 

clinically characterized by progressive weakness and spasticity of the lower limbs leading to 

problems with gait and can cause the complete loss of the ability to walk. HSP is clinically 

and genetically very heterogenous; more than 90 HSP types and pathogenic variants in more 

than 70 genes have been described to date. HSP manifests as an uncomplicated (pure) form in 

the majority of HSP patients. Less often it manifests as a complicated phenotype with the 

associated clinical signs (mental impairment, epilepsy, ataxia, atrophy of the optic nerve). 

We performed massively parallel sequencing (MPS) of uncomplicated HSP gene panel 

in a group of 96 Czech patients with suspected uncomplicated type of HSP. In all patients the 

most common HSP type SPG4 was previously excluded.  HaloPlex Target Enrichment kit and 

SureSelect Target Enrichment kit (both Agilent Technologies, US) with custom probes 

designed was used for MPS. All coding and neighbouring regions of included genes was 

sequenced by MPS. We performed whole exome sequencing (WES) in four patients using 

SureSelect All Exon Kit v6 (Agilent Technologies, US). The presence of all found variants 

was confirmed by Sanger sequencing. Their pathogenicity was assessed in silico and by 

segregation analysis where possible. 

The causal pathogenic variant was found in 22 patients from 96 examined using MPS 

sequencing of the gene panel. Our results represent 23 % of examined patients evaluated by 

this method (22 from 96). The percentage of evaluated patients was 29,4 % in the group of 

familial patients (15 from 55) and it was higher than in the group of sporadic patients with 

15,5 % evaluated patients (7 from 45). Two patients were evaluated by WES from four 

patients examined. By using next generation sequencing methods (MPS of gene panel and 

WES) we found all together 10 types of HSP among the non-SPG4 Czech patients (SPG4, 

SPG5, SPG6, SPG7, SPG10, SPG11, SPG31, PSG35, SPG77 a IAHSP, no patient with SPG3 

was diagnosed); the most frequent is type SPG31 with pathogenic variants in the REEP1 

gene. SPG31 is the most frequent type among the autosomal dominant HSPs. The most 

frequent autosomal recessive type of HSP are SPG11 (slightly more frequent) and SPG7. We 

observe a low frequency of SPG3 (variants in ATL1 gene) among the Czech HSP patients 

although this type was repeatedly described as the second most frequent type of HSP. We 

found rare types of HSP, such as SPG35, IAHSP and especially SPG77. The Czech patient 
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with SPG77 is the fourth patient worldwide. Twelve new variants in six genes together have 

been found. The number of new variants is highest in the REEP1 gene. 

In the more frequent types of HSP diagnosed it this work we discuss the phenotypic 

features characteristic for types of HSP. These data can be useful for further clinical 

diagnostics.  

We summarized the results from this work and the group of previously evaluated 

patients with SPG4 and SPG3, which allows us to describe the genetical characteristics of the 

group of Czech HSP patients. Altogether 11 types of HSP have been found among Czech 

patients with hereditary spastic paraplegia to date (with SPG3 diagnosed previously). The 

most frequent type is SPG4 (70 % of all evaluated HSP patients). The other more frequent 

types are SPG31, SPG11, SPG7 and SPG10 in 8.3 %, 6.0 %, 4.8 % and 3.6 % from all 

evaluated patients. Sanger sequencing is effective only in SPAST gene, sequencing of REEP1 

gene can be more effective than sequencing of ATL1 gene. 

All these results represent the very first data concerning the genetic characteristics of 

hereditary spastic paraplegia in the Czech Republic and are thus unique with regard to 

epidemiological data about diagnosis HSP. 
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I. Úvod 

 

1. Hereditární spastické paraplegie 

 

Hereditární spastické paraparézy/paraplegie (HSP) jsou heterogenní skupinou onemocnění 

centrálního motoneuronu klinicky charakterizované bilaterální progredující spasticitou a 

slabostí dolních končetin. Onemocnění je známo pod původním názvem spastická paraplegie 

nebo podle prvních popisovatelů onemocnění Strümpell-Lorrain. Klinické příznaky nemoci 

jsou způsobeny postupnou degenerací axonů kortikospinální dráhy a zadních provazců 

míšních. HSP se manifestuje progredující poruchou chůze, první příznaky zaznamená buď 

sám pacient nebo si zhoršené chůze povšimne jeho okolí. Subjektivně může pacient pociťovat 

ztuhlost dolních končetin nebo také udává křeče svalů. Nástup onemocnění bývá pozvolný a 

nenápadný, symptomy se mohou začít projevovat v kterémkoli věku od předškolního dětství 

až do pozdních dekád života. Obtíže postupně progredují a mohou vést až k neschopnosti 

samostatné chůze a nutnosti upoutání na invalidní vozík. U některých typů nemoci se krom 

hlavních, výše popsaných příznaků přidávají další klinické příznaky, které mohou způsobit až 

vážnou invaliditu pacienta. Příčinou nemoci mohou být patogenní varianty v mnoha genech. 

Dosud byla u více než sedmdesáti genů popsána spojitost s HSP. Jak byly postupně 

lokalizovány lokusy a následně objevovány a popisovány jednotlivé geny, byly vzestupně 

číslovány typy nemoci: SPG1, SPG2, SPG3, atd. Jednotlivé typy nemoci se liší věkem 

nástupu, rychlostí progrese onemocnění, závažností jednotlivých klinických příznaků i typem 

a závažností přidružených klinických znaků. 

 

1.1. Historie 

První zmínka o hereditární spastické paraparéze pochází od německého lékaře 

působícího v oblasti dnešních pobaltských republik Ernsta Adolfa Gustava Gottfrieda von 

Strümpella (1853–1925), který v roce 1880 publikoval případ dvou sourozenců 

s pravděpodobně AD-HSP (autozomálně dominantní), s nástupem onemocnění v 37 a 56 

letech. Z dnešního pohledu pacienti klinicky manifestovali nekomplikovanou formu nemoci 

(viz dále). Po smrti jednoho ze sourozenců popsal Strümpell degeneraci laterálního 

kortikospinálního traktu, fasciculus gracilis a spinocerebelárního traktu (Strümpell, 1880). 
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Obr. 1: Ernst Adolf Gustav Gottfried von Strümpell (1853 – 1925) 

Převzato z: http://www.200.uk-erlangen.de/de/geshichte/20-koepfeder-erlangeruniversitaetsmedizin/strumpell/, April 08th, 2017. 

 

 

 

V průběhu dalších sta let byly publikovány víceméně jen jednotlivé kazuistiky 

pacientů a rodin. V roce 1916 poukázal Rhein na klinickou heterogeneitu mezi rodinami 

s HSP (Rhein, 1916). Postupně byly popisovány další případy pacientů i s komplikovanými 

fenotypy HSP, kdy byly u pacientů spolu s projevy hereditární spastické paraparézy přítomny 

i další příznaky jako demence, amyotrofie, extrapyramidální příznaky a další (Kjellin, 1952, 

Dick and Stevenson, 1953, Silver, 1966). Některé typy komplikované HSP jsou dodnes 

označovány jménem prvního autora, který jen popsal (Kjellin syndrom, Silver syndrom). 

V roce 1981 (tzn. až 101 let po první publikaci dr. Strümpella) publikovala Anita 

Harding, profesorka neurologie londýnské univerzity, do té doby největší studii zahrnující 22 

rodin s nekomplikovanou HSP, kdy popsala 18 rodin s autozomálně dominantním typem 

dědičnosti a tři s autozomálně recesivní dědičností (poslední rodinu nebylo vzhledem 

k malému počtu příbuzných možno zařadit) (Harding, 1981). Jednalo se o první 

systematickou práci týkající se genetického pozadí HSP. O dva roky později publikovala 

stejná autorka v časopisu Lancet přelomovou práci shrnující klasifikační kritéria pro HSP, 

která jsou v zásadě používána dodnes (Harding, 1983). Hardingová rozdělila HSP jednoduše 

na skupinu nekomplikovaných a komplikovaných HSP. Nekomplikované formy dále rozdělila 

na ty s nástupem před a po 35 roce věku a popsala, že u časného nástupu je progrese obtíží 

pozvolnější, zatímco u pozdních nástupů je rychlejší. Komplikované formy popsala jako 
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vzácnější a geneticky více heterogenní. Pozorovala též u stejného onemocnění fenotypovou 

variabilitu v rámci jedné rodiny. 

V roce 2006 Rebecca Shüle s kolegy z German Network for Hereditary Spastic 

Paraplegia prezentovali klasifikační kritéria tzv. SPRS (The Spastic Paraplegia Rating Scale), 

na jejichž základě lze klinicky kvantifikovat stupeň postižení a progresi onemocnění (Schule 

et al., 2006).  

Co se týče poznání v oblasti patofyziologie, tak sice již Strumpell v roce 1880 popsal 

patologické změny kortikospinální dráhy, ale teprve až v roce 1991 publikoval Schady a 

kolegové práci, ve které potvrdili, že HSP je způsobena postižením centrálního motoneuronu 

(Schady et al., 1991). Do té doby byla HSP považována spíše za distální axonopatii. 

Rozvoj molekulárně genetických technik, zejména pozičního klonování umožnil postupně 

podrobnější zmapování genetického pozadí častějších typů a příčin HSP. V roce 1994 popsal 

Jouet a kolektiv první gen L1CAM ve spojitosti s X-vázanou HSP (Jouet et al., 1994). V roce 

1998 byl klonován první autozomálně recesivní gen SPG7 (Casari et al., 1998) a hned další 

rok Hazan a kolektiv gen vyklonovali gen SPAST zodpovědný za většinu AD děděných 

případů HSP (Hazan et al., 1999). Díky nástupu masivně paralelních sekvenačních 

technologií (MPS) (tzv. sekvenování nové generace NGS) vyvinutých v posledních méně než 

10 letech je dnes známo přes 70 genů spojovaných s HSP.  

 

1.2. Klinická diagnostika 

Správná klinická diagnostika hereditární spastické paraparézy je naprosto zásadní, 

nicméně může být velice složitá. Vzhledem k tomu, že celá skupina hereditárních spastických 

paraparéz je fenotypově velice heterogenní v mnoha aspektech (věk nástupu, progrese a různý 

stupeň postižení, atd.) jednoznačná klinická diagnóza je v některých případech stanovena až 

po několika letech a mnoha různých vyšetřeních teprve díky nalezené genové příčině.  

HSP je onemocnění centrálního motoneuronu. Postižení centrálního motoneuronu se 

obecně projevuje zvýšením svalového tonu, zvýšením šlachookosticových reflexů, 

přítomností iritační pyramidových jevů (Babinski). Oproti tomu postižení periferního 

motoneuronu se projevuje opačně, tzn. snížením svalového tonu, snížením nebo chyběním 

reflexů, slabostí a pyramidové jevy iritační nejsou obvykle výbavné. 

Mezi základní diagnostická kritéria HSP patří: zvýšený tonus a spasticita dolních 

končetin a spastická chůze, zvýšené šlachookosticové reflexy na dolních končetinách 

s rozšířenou reflexní zónou a pozitivní pyramidové jevy iritační (Babinski, Rossolimo, 

Chaddock, Strumpell).  
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V základní diferenciální diagnostice HSP je třeba vyloučit infekční příčiny (virové, 

syfilis, aj.), deficit vitamínu B12, nádorová a degenerativní onemocnění míchy, roztroušenou 

sklerózu. Pozitivní rodinná anamnéza s dalšími příbuznými s příznaky HSP výrazně svědčí 

pro to, že se jedná o hereditární onemocnění a může napovídat nebo i určovat typ dědičnosti. 

Přesto i další stanovení jasné diagnosy HSP může být obtížné. Některé fenotypové klinické 

projevy jsou společné i pro další neurologická onemocnění např. ataxie, leukodystrofie, 

amyotrofickou laterální sklerózu, spinální muskulární atrofii a periferní neuropatie, což může 

být pro diagnostiku HSP matoucí. 

Některé klinické příznaky, např. ataxie, mohou být vylučujícím kritériem pro 

spastickou paraparézu, ale na druhou stranu jsou nově často popisovány jako jeden z mírných 

a častých příznaků u SPG7 (Pfeffer et al., 2015, Hadjivassiliou et al., 2017). A naopak 

například u Fridreichovy ataxie s pozdním nástupem (25 let a více) mohou být zachovány 

reflexy a nemoc se zpočátku může prezentovat jako spastická paraparéza (Martinez et al., 

2017, Abrahao et al., 2015). Podobné studium fenotypu u pacientů se stejným genetickým 

typem HSP, resp. kauzálními variantami ve stejném genu, rozšiřuje naše vědomosti o 

hraničních fenotypech a rozšiřuje spektrum fenotypů popsaných v době před molekulárně 

genetickou diagnostikou.  

 

Povinné příznaky pro HSP však pro všechny zůstávají stejné:  

 progredující bilaterální a symetrická spasticita a slabost dolních končetin  

 spastická chůze 

 hyperreflexie na dolních končetinách s rozšířenou reflexní zónou 

 pozitivní pyramidové iritační jevy. 

 

1.3. Neurologické nálezy u HSP 

Krom povinných neurologických příznaků popsaných výše, mohou být přítomny i 

další klinické projevy. Přítomen bývá klonus nohy nebo pseudoklonus, mohou být přítomny 

poruchy vibračního čití na dolních končetinách distálně. Mírná hyperreflexie může být 

pozorována i na horních končetinách (Fink, 2003). Zpochybňujícími příznaky pro klinickou 

diagnosu jsou asymetrie, převažující ataxie nebo výraznější amyotrofie, extrapyramidové 

příznaky a dominující postižení na horních končetinách. Při onemocnění nedochází 

k výraznější hypotrofii lýtkových svalů, jako tomu bývá např. u dědičné neuropatie, může 

však být přítomen pes cavus. Svalová síla zůstává relativně zachována.  
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U nekomplikované formy HSP bývá normální MRI nález míchy i mozku, (Hedera et 

al., 2005), atrofie corpus callosum může být pozorována u komplikovaných forem. Motorické 

evokované potenciály (MEP) jsou důležitým vodítkem k diagnóze nekomplikované HSP. 

Centrální kondukční časy jsou prodloužené až nevýbavné při kortikální stimulaci k dolním 

končetinám, ukazují na postižení centrálních motorických drah, z horních končetin jsou 

normální. Somatosenzorické evokované potenciály (SEP) z dolních končetin mohou mít 

snížené amplitudy  (Sartucci et al., 2007). EMG a kondukční studie bývají u nekomplikované 

HSP s normálním nálezem. Někdy a většinou v pokročilých stádiích nemoci může být 

přítomna neuropatie axonálního typu, ale spíše u komplikovaných typů HSP. H-reflex má 

vysokou amplitudu, potvrzující hyperreflexii. Vyšetření likvoru není pro určení HSP ani 

upřesnění typu nutné ani přínosné, pokud bylo provedeno, pak je u HSP nález normální, bez 

známek zánětu. 

 

1.4. Klinická klasifikace  

Pro stanovení diagnózy HSP jsou sice povinné výše uvedené příznaky, nicméně 

v mnoha dalších přidružených fenotypových znacích jsou hereditární spastické paraplegie 

velice heterogenní. Již bylo uvedeno, dodnes platí rozdělení dle Hardingové z roku 1983 na 

skupinu nekomplikovaných (též čistých) a skupinu komplikovaných spastických paraparéz. 

Výrazně častější (cca 90 % pacientů) je nekomplikovaná forma nemoci. 

Nekomplikované typy se vyskytují s větší převahou mezi autozomálně dominantně 

dědičnými typy HSP (AD HSP), zatímco komplikované fenotypy jsou daleko častější u 

autozomálně recesivních HSP (AR HSP) a mezi sporadickými pacienty (kdy je pouze jediný 

případ HSP v rodině) (Schule et al., 2016).    

 

1.4.1. Nekomplikovaná forma nemoci 

U nekomplikované formy odpovídají typické fenotypové projevy pouze spinálnímu 

postižení. Projevy nemoci jsou vždy omezeny pouze na dolní končetiny, horní končetiny 

zůstávají nepostiženy, pokud jsou postiženy, pak velice mírně. Stejně tak zůstává až na 

výjimky beze změn řeč a polykání i kognitivní funkce. K výše popsaným příznakům se často 

přidávají poruchy mikce (hypertonický neurogenní močový měchýř), není to ale povinný a u 

všech pacientů přítomný znak. MRI nález míchy i mozku je normální. Vzácně a většinou 

v pokročilých stádiích nemoci může být přítomna neuropatie axonálního typu spojená s atrofií 

svalů dolních končetin. 
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1.4.2. Komplikované typy HSP 

Ve skupině komplikovaných forem je progredující spastická paraparéza a další výše 

popsané příznaky asociovány s dalšími neurologickými obtížemi, např. ataxií, svalovými 

atrofiemi, atrofií optiku, dysarthrií, dysfagií, mentální retardací nebo deteriorací, 

extrapyramidovými příznaky, demencí, periferní neuropatií nebo epilepsií. Na MRI míchy a 

mozku mohou být patrné změny, nejčastěji atrofie corpus callosum. 

Komplikovaných forem HSP je v porovnání s nekomplikovanými typy více co do 

počtu genů/lokusů (přes 50 typů). Obecně jsou však komplikované formy vzácnější a některé 

byly popsány pouze u jediné rodiny celosvětově. Jednoznačně nejčastější typ komplikované 

HSP je ve většině populací SPG11, původně popsaný jako HSP s tenkým corpus callosum 

(viz dále). Existují i geny, u nichž je popisován nekomplikovaný i komplikovaný fenotyp 

(SPG5, SPG6, SPG7) a i u typických nekomplikovaných typů (SPG3, SPG4, SPG31) jsou 

vzácně popsány komplikované fenotypy (viz Kapitola I:/ 3.2). Mnohé typy HSP se zpočátku 

manifestují jako nekomplikované, postupně se přidávají komplikující znaky (SPG11, SPG35). 

Nicméně těžké fenotypy s mentálním postižením a růstovým opožděním, mikrocefalií, 

skeletálními abnormalitami apod., kdy je spastická paraplegie spíš součástí syndromu, jsou 

vzácné a fenotypově i geneticky velice heterogenní (Harding, 1983, Fink, 2003). 

 

1.5. Prevalence a epidemiologie 

Protože je HSP vzácné onemocnění, chybí prozatím větší klinicko-genetické studie 

mapující různé populace. Obecně se prevalence nemoci udává podle různých zdrojů             

1–10:100 000. Podle review z roku 2014 (Ruano et al., 2014) byla nejvyšší prevalence 

popsána ve španělské populaci 9,6:100 000 a nejnižší v japonské populaci                            

0,1 resp. 0,9:100 000, přičemž většinou převládá v populacích AD typ HSP (viz Tab.1).  
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Tab.1: Prevalence HSP v různých populacích. Převzato z Ruano et al. 2014 

 

 

Nekomplikované formy jsou více prevalentní v Severní Evropě, Severní Americe a Japonsku, 

zatímco komplikované fenotypy - většinou autozomálně recesivně dědičné – jsou častější 

v oblasti Středozemního moře (Braschinsky et al., 2009, Ishiura et al., 2014, Coutinho et al., 

1999).  

 

1.6. Délka života  

U nekomplikované formy HSP je předpokládaná délka života nezměněná ve srovnání 

se zdravou populací. U komplikovaných forem HSP se nelze z hlediska doby dožití sumárně 

vyjádřit vzhledem k rozmanitosti individuálních symptomů.   

 

1.7. Progrese onemocnění a ztráta schopnosti chůze 

Nekomplikovaná forma HSP se může projevit kdykoliv během života od dětství         

do 8. dekády, nejčastěji však ve druhé až čtvrté dekádě. Obecně je známo a bylo publikováno, 

že při nástupu v dětství je pozdější progrese onemocnění velice pozvolná, oproti tomu 

pozdější nástup onemocnění (cca po 30. roce věku) vede k daleko rychlejší progresi 

onemocnění, vedoucí většinou k výrazným poruchám až ztrátě samostatné chůze a upoutání 

na invalidní vozík v pozdějších dekádách života (Fink, 2003). Tato korelace platí jako obecně 

pro všechny HSP pacienty, tak pro skupinu SPG4 pacientů (Schule et al., 2016). 
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Na závažnost postižení má největší efekt délka trvání nemoci, následuje věk nástupu. 

Čím pozdější věk nástupu a delší trvání nemoci, tím vyšší SPRS skóre (viz dále). Taková 

korelace je zajímavá, u většiny neurodegenerativních onemocnění (spinocerebelární ataxie, 

Fridreichova ataxie, Huntingtonova choroba) je závislost obrácená – čím dřívější nástup, tím 

rychlejší progrese onemocnění (Jacobi et al., 2011, Metz et al., 2013, Reetz et al., 2015, 

Tabrizi et al., 2013). Vliv pohlaví na stupeň závažnosti onemocnění nebyl popsán.  

Po době trvání nemoci 10/20/30/40 let musí pravidelně používat pomůcky k chůzi 

25/48/64/72 % pacientů. Medián trvání nemoci ke ztrátě schopnosti samostatné chůze je      

22 let. Závislost na invalidním vozíku je obecně nižší, po 10/20/30/40 letech trvání nemoci je 

upoutáno na vozík 5/12/18/29 % pacientů. Po době trvání nemoci 37 let byla na invalidní 

vozík upoutána čtvrtina pacientů (Schule et al., 2016). Prognóza a závažnost postižení však 

bývají různé dokonce i v rámci jedné rodiny.  

Vzhledem ke vzácnému výskytu některých typů HSP chybí informace týkající se 

typického fenotypu konkrétních HSP a nelze proto v současné době v žádném případě pouze 

na základě klinického fenotypu bez znalosti genetického pozadí stanovit, o jaký typ HSP se 

jedná. Korelace jednotlivých genotypů HSP se závažností onemocnění nebyla zatím nikdy 

popsána (i z důvodu malého počtu některých typů HSP), nicméně mezi nejčastějšími typy 

HSP má zřejmě jednoznačně nejzávažnější fenotyp SPG11 (Schule et al., 2016).  

 

1.8. Distribuce nemoci dle pohlaví 

Vzhledem k faktu, že HSP je vzácné onemocnění a teprve až rozvoj molekulárně 

genetických metod posledních několika let umožňuje podrobnější mapování genetických typů 

HSP v jednotlivých populací, chybí publikace mapující u větších skupin pacientů z různých 

populací klinicko–genetické aspekty. Počty pacientů s HSP jsou navíc v mnohých populacích 

obecně nízké. 

V roce 2016 byla publikována dosud jediná práce mapující klinicko-genetické aspekty 

u prozatím největší skupiny 608 pacientů s HSP žijících v Německu (Schule et al., 2016). Dle 

této práce v celé skupině pacientů převažovali muži, 55 % mužů vs. 45 % žen. Nicméně 

pokud zahrnuli pouze pacienty se stanovenou genetickou diagnózou, poměr muži vs. ženy byl 

vyrovnaný. Naopak mužští pacienti převažovali ve skupině sporadických pacientů 

s neobjasněnou genetickou diagnózou (60 % muži vs. 40 % ženy). Autoři diskutují možnost 

existence zatím neznámých X-vázaných genetických faktorů. Trend predominance mužů mezi 

HSP pacienty byl popsán i u dominantní SPG4, byla diskutována možnost vyšší penetrance 

nemoci u mužů (Proukakis et al., 2011, Varga et al., 2013). 
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1.9. Věk nástupu onemocnění 

HSP se může projevit v jakémkoli věku od časného dětství do pozdních dekád. 

Průměrný věk nástupu je dle Schule (Schule et al., 2016) 30,8 roku. Distribuce je bimodální 

s dvěma píky, první v časném dětství do 5-ti let (11 % pacientů) a druhý ve věku kolem 40-ti 

let (Obr.2). Ve skupině pacientů s pozdějším nástupem onemocnění (50 let a více) převažují 

pacienti se sporadickým výskytem onemocnění v rodině nad pacienty s familiárním výskytem 

(AD i AR) (Schule et al., 2016). 

 

Obr.2: Distribuce věku nástupu onemocnění u pacientů s HSP.  

Bimodální rozložení s dvěma píky ve věku do 5-ti let a ve věku kolem 40-ti let. Box plot 

v horní části představuje věkovou distribuci s minimem, prvním kvartilem, mediánem, třetím 

kvartilem a maximem. Kosočtverec značí průměrný věk nástupu (30,8 let). Osa X věk nástupu, 

osa Y počet pacientů. 

Převzato z Schule et al. 2016.  

 

 

 

Pro některé typy HSP je charakteristický nástup onemocnění v dětském nebo mladším 

věku (SPG3), pro jiné naopak v dospělosti (SPG7, SPG4). Analýza věku nástupu u skupiny 

pacientů s vybranými častějšími typy HSP (SPG3, SPG4, SPG5, SPG7 a SPG11) ukázala, že 

všechny typy SPG mohou mít širokou distribuci věku nástupu od dětství do dospělosti. SPG3 

začíná nejčastěji v dětství do 10-ti let, následuje SPG11 s mediánem nástupu v 17 letech. 

SPG7 se manifestuje nejpozději z vybraných genotypů, medián nástupu je 36 let (Obr.3) 

(Schule et al., 2016). 
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Obr.3: Věk nástupu onemocnění u vybraných častých typů HSP. n = počet pacientů; vpravo 

medián nástupu onemocnění, osa X věk nástupu. Převzato z Schule et al. 2016. 

 

 

 

1.10. Frekvence komplikujících klinických symptomů 

Schule et al. 2016 také sledovali ve skupině 608 pacientů s HSP frekvenci 

jednotlivých komplikujících klinických projevů a příznaků (stanoveny na základě 

neurologického vyšetření, výsledky z MRI mozku a míchy, EMG apod. nebyly sledovány). 

Ve skupině zkoumaných pacientů bylo 42 % (256) pacientů s nekomplikovanou a 58 % (352) 

pacientů s komplikovanou formou nemoci. Jako nejčastější komplikující znak se vyskytovalo 

postižení čití u 53 % pacientů, následováno ataxií u 29 % pacientů. Naopak nejméně se 

vyskytovaly epilepsie, psychózy a ztráty zraku. (Obr.4). 

 

Obr.4: Frekvence komplikujících znaků a symptomů. Převzato z Schule et al. 2016 
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Pokud rozdělili komplikující znaky a symptomy dle typů HSP u nejvíce 

frekventovaných typů SPG4, SPG3, SPG7 a SPG11, u SPG4 se nejčastěji vyskytovaly 

poruchy čití (přes 50 % pacientů), ostatní komplikace se vyskytují vzácně. U SPG3 se 

objevily poruchy čití ve zhruba čtvrtině případů a periferní neuropatie rovněž u zhruba 

čtvrtiny pacientů. U SPG7 se vyskytují komplikující znaky častěji: ataxie v necelých 50-ti % 

případů, podobně v necelých 50-ti % případů poruchy čití, dysartrie ve čtvrtině případů. 

Ostatní znaky (periferní neuropatie, kognitivní zhoršení, extrapyramidové znaky) zhruba do 

10-ti %. Ataxie u SPG7 byla již opakovaně popsána jako nejčastější přidružený symptom. 

(van Gassen et al., 2012, Choquet et al., 2016). Jednoznačně nejvíce komplikujících znaků se 

vyskytuje u SPG11, ve 100 % případů se objevilo kognitivní zhoršení, téměř u tří čtvrtin 

pacientů dysartrie, ve více než polovině ataxie, u třetiny poruchy čití, dále periferní 

neuropatie, dysfágie (poruchy polykání), extrapyramidové postižení (Schule et al., 2016). Pro 

SPG11 je také typické tenké corpus callosum (TCC) na MRI zobrazení mozku.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

2. SPRS (The Spastic Paraplegia Rating Scale) 

 

U tak heterogenního onemocnění, jakým HSP bezesporu je, dlouho chyběla nějaká kritéria 

pro přesnější klinické hodnocení, podle kterých by bylo možno pacienty klasifikovat a 

stanovit stupeň jejich postižení. V roce 2006 navrhl tým německých lékařů a vědců snadno 

aplikovatelná, nicméně spolehlivá a validní kritéria, pro zhodnocení závažnosti pacientova 

postižení (Schule et al., 2006). Na jejich základě lze pak jednoduše kontinuálně sledovat 

rychlost progrese a vývoj onemocnění.  

Na stupnici se hodnotí 13 kritérií, přičemž každému kritériu je přiřazena dle stupně 

postižení bodová hodnota od 0 do 4. Nula bodů je pro žádné postižení, 4 body pro největší 

postižení. Maximální možný součet bodů je 52 (13 x 4 = 52). Výsledný součet přiřazených 

bodů značí stupeň postižení: 0 bodů = nepostižen, 52 = největší možné postižení: 

 

The Spastic Paraplegia Rating Scale (SPRS). Třináct kritérií pro hodnocení závažnosti 

postižení u pacientů s HSP. (Podle Schule et al., 2006) 

1. vzdálenost chůze bez přestávky 

2. kvalita chůze 

3. maximální rychlost chůze 

4. výstup do schodů 

5. rychlost výstupu do schodů 

6. vstávání ze židle 

7. spasticita na adduktorech kyčle 

8. spasticita při ohybu v koleni 

9. slabost při abdukci v kyčli 

10. slabost při dorsiflexi chodidla 

11. kontraktury na dolních končetinách 

12. bolest související se symptomy spastické paraparézy 

13. funkce močového měchýře a střev 

Příklad bodového hodnocení u kritéria: vzdálenost chůze bez přestávky: 

1 bod – schopen chůze na > 500 m bez podpory 

2 body – schopen chůze na < 500 m bez podpory 

3 body - schopen chůze na < 500 m s podpůrnou pomůckou 

4 body – neschopen chůze 
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3. Genetika hereditárních spastických paraplegií 

 

Skupina HSP onemocnění je geneticky vysoce heterogenní. Dosud bylo popsáno více než 

90 typů nemoci (lokusů) a více než 70 genů, jejichž patogenní varianty jsou příčinou HSP (viz 

Tab.2, str. 28-30). U HSP existují všechny typy dědičnosti, jak mendelovské: autozomálně 

dominantní i recesivní, X-vázaná, tak byla popsána vzácně i mitochondriální dědičnost 

(Verny et al., 2011). S nekomplikovanou formou nemoci je spojováno zhruba polovina těchto 

genů, zbytek genů byl popsán v souvislosti s komplikovanou formou HSP, často pouze 

v jedné rodině na světě (Fink, 2013, Lo Giudice et al., 2014). U komplikovaných forem 

obecně se více objevuje recesivní způsob dědičnosti a výskyt komplikovaných forem je proto 

daleko častější v populacích s vyšším procentem konsanguinních sňatků. 

 

Číslování typu HSP odpovídá tomu, jak byly postupně objevovány/popisovány 

geny/lokusy zodpovědné za rozvoj nemoci. V genech byly popsány všechny typy mutací, 

nejčastěji missense a frameshift, méně nonsense a splice site varianty.  Popsány byly i 

varianty v UTR oblastech, např. v genu REEP1 (Zuchner et al., 2006, Beetz et al., 2008). 

Příčinou nemoci mohou být i velké delece, nejčastější jsou v genu SPAST (SPG4) a v genu 

SPG11. 

 

3.1. Distribuce genotypů 

Zdaleka nejčastější typ HSP je SPG4 (kauzální varianty v genu SPAST), uvádí se        

u 40 % HSP pacientů a rodin (Fonknechten et al., 2000, Sauter et al., 2002, Depienne et al., 

2006, Erichsen et al., 2007). Mezi objasněnými SPG4 pacienty je až 65 % případů 

s familiárním výskytem nemoci (více postižených jedinců v rodině) (de Bot et al., 2010), 

vysoký výskyt familiárních případů u SPG4 jsme zjistili i u českých pacientů (Meszarosova et 

al., 2016). Naproti tomu u sporadických pacientů v rodině je výskyt SPG4 nízký (pod 10 %).   

Mezi autozomálně dominantními typy se ještě významně častěji vyskytuje SPG31 a 

SPG3. V publikacích bývá udáváno, že varianty v genu ATL1 (tzn. SPG3) jsou příčinou 

onemocnění u zhruba 10 % pacientů s nekomplikovanou HSP. U dětských pacientů 

s nástupem před desátým rokem života je dokonce popsáno, že varianty v genu ATL1 pro 

SPG3 jsou zdaleka nejčastější příčinou nemoci (Namekawa et al., 2006). Nicméně u českých 

pacientů s HSP je toto číslo výrazně nižší viz (Meszarosova et al., 2017), podobně nízký 

výskyt byl popsán i v několika dalších populacích (Kim et al., 2014, Lu et al., 2014, Elert-
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Dobkowska et al., 2015, Park et al., 2015). Procentuální zastoupení SPG31 mezi HSP 

pacienty je udávaná cca 5 % procent v různých populacích (Zuchner et al., 2006, Beetz et al., 

2008). Z dalších dominantních typů HSP se v jednotkách procent vyskytuje SPG (KIF5A), i 

když výskyt může být v některých populacích vyšší (Goizet et al., 2009b, Lynch et al., 2016, 

Morais et al., 2017). 

Mezi typy s AR dědičností je nejčastější SPG7 (Orsucci et al., 2014, Yoon et al., 2013, 

Chrestian et al., 2017, Kumar et al., 2013) a SPG11 (Stevanin et al., 2007, Stevanin et al., 

2008, Coutinho et al., 2013) a v různých populacích, významně častěji lze ještě uvést SPG5 

(jednotky procent) (Schule et al., 2016, Lynch et al., 2016).  

Ostatní typy HSP (dominantně i recesivně dědičných) se vyskytují velice vzácně, 

vzhledem k jejich nízké frekvenci ani nelze spolehlivěji stanovit procentuální zastoupení. 

Zastoupení AR typů HSP je obecně oproti AD daleko víc heterogenní (Schule et al., 2016). 

Souhrnem celosvětově nejčastější typ HSP je s vysokou převahou SPG4, následuje SPG11 a 

SPG7 (Fonknechten et al., 2000, Sauter et al., 2002, Klebe et al., 2012, van Gassen et al., 

2012, Stevanin et al., 2008, Brugman et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab.2: Přehled HSP typů a HSP genů. Viz strany 28-30.  (MR – mentální retardace). 

Vytvořeno na základě Fink 2013, Lo Giudice et al., 2014 a HGMD Professional.  
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3.2. Nejčastější typy HSP s autozomálně dominantním typem dědičnosti 

 

3.2.1. SPG4 

SPG4 je zdaleka nejčastějším typem HSP. Příčinou SPG4 jsou heterozygotní patogenní 

varianty v genu SPAST, popsáno bylo přes 500 mutací všech typů (missense, nonsense, 

splicesite, frameshift, velké delece). Zajímavé je, že nebyla zatím popsána žádná patogenní 

varianta v exonu 4. Krom bodových mutací byly jako příčina nemoci popsány i velké delece 

genu. Příčinou je pravděpodobně vysoký počet Alu repetitivních segmentů v intronech, a tedy 

predispozice genu k intragenovým přestavbám (Depienne et al., 2007). Frekvence velkých 

delecí může být dost vysoká, mezi německými SPG4 pacienty bylo až 21 % s velkou delecí 

v genu SPAST jako příčinou HSP (Schule et al., 2016).  

Gen SPAST (2p24.1) má 17 exonů a byly objeveny čtyři typy SPAST mRNA, podle 

použitého iniciačního kodonu v translaci a alternativního sestřihu exonu 4 (Salinas et al., 

2007). Protein spastin má dvě funkční domény, MIT (microtubule interacting and transport) 

na N-konci a AAA katalytickou doménu na C-konci.Většina popsaných mutací je loss-of-

function (haploinsuficience) (Beetz et al., 2006).  

Pro SPG4 je typický pozdější nástup (2. až 5. dekáda) a progresivnější postup klinických 

projevů a velká variabilita závažnosti postižení v rámci jedné rodiny. U zhruba třetiny 

pacientů s SPG4 se objevují problémy s imperativní mikcí (McDermott et al., 2006), tento typ 

HSP je popisován i s mírnými poruchami citlivosti (Schule et al., 2016). Dochází 

k postupnému a konstantnímu zhoršování chůze vedoucí u SPG4 většinou až k upoutání na 

vozík. Fenotyp může být variabilní mezi jednotlivými rodinami (interfamiliárně) a dokonce i 

mezi jednotlivými postiženými v jedné rodině (intrafamiliárně), i když je příčinou nemoci 

stejná mutace stejného genu. SPG4 je typický případ nekomplikované HSP, nicméně vzácně 

byly popsány i fenotypy komplikované zhoršení m kognitivních funkcí (Ribai et al., 2008) či 

fenotyp Silver syndorm (Orlacchio et al., 2008b) a též závažnější fenotyp u mužů (Proukakis 

et al., 2011), otázkou je však vždy příčinná souvislost SPAST patogenní varianty s těmito 

dalšími netypickými příznaky nebo koincidence více příčin a projevů. 

 

3.2.2. SPG3 (SPG3A) 

Příčinou SPG3 (též uváděno jako SPG3A) jsou patogenní heterozygotní varianty v genu 

ATL1. Gen ATL1 (14q22.1), má 14 exonů (13. kódujících), kóduje protein atlastin. Ten je 

součástí rodiny enzymů guanosin-trifosfatáz hrající biologickou úlohu při růstu axonů, 
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intracelulárním membránovém transportu, ale zejména má roli v morfogenezi ER a Golgiho 

aparátu v axonech (Zhao et al., 2001). 

V genu bylo dosud popsáno necelých 70 patogenních variant všech typů, výrazně však 

převažují varianty typu missense, vzácně ostatní (nonsense, splice site, frame shift). Dosud 

byla popsána pouze jedna velká delece v genu (Sulek et al., 2013). V (Beetz et al., 2007) je 

popsána rodina se SPAST  kauzální variantou (SPG4) a zároveň delecí celého genu ATL1, 

delece genu ATL1 však nesegregovala s onemocněním ani neovlivňovala fenotyp HSP (Beetz 

et al., 2007). Také byla popsána in-frame delece v ATL1 genu u pacienta se sníženou hladinou 

atlastinu v lymfoblastech, ale normálními hladinami ATL1 mRNA i normální GTPázovou 

aktivitou a normálními proteinovými interakcemi. Byla tak vyslovena hypotéza, že 

patogeneze není způsobena jednoduše haploinsuficiencí, ale dominantně-negativní loss-of-

function mechanismem (Meijer et al., 2007). 

Pro SPG3 je typický a častý nástup příznaků již v dětství do desátého roku života, 

nejčastěji kolem 4. roku života. Progrese nemoci ovšem není tak rychlá jako u typu SPG4, 

mnohdy nedochází i v průběhu několika let ke zhoršení obtíží, nicméně poruchy chůze mohou 

být velice závažné. Rovněž se u určitého procenta pacientů objevují poruchy sfinkterů, 

popisovány jsou též poruchy vibračního čití. Vzhledem k dlouhému průběhu nemoci mohou 

být přítomny svalové atrofie. Fenotypové spektrum u SPG3 nicméně může být poměrně 

široké, u pacientů s mutacemi v ATL1 jsou popisovány i neuropatie axonálního typu a vzácně 

i poměrně závažné svalové atrofie a motorické postižení (Haberlova et al., 2008, Ivanova et 

al., 2007).  

 

3.2.3. SPG31 

Heterogenní varianty v genu REEP1 (2p11.2) jsou uváděny jako třetí nejčastější příčina u 

pacientů s familiárním výskytem a autosomálně dominantním typem dědičnosti (Zuchner et 

al., 2006). V genu bylo popsáno přes 50 mutací všech typů včetně velkých delecí. 

V populačních databázích (ExAC, GnomAD) nejsou závažné varianty popsány. Protože je 

REEP1 hojně exprimován na mitochondriích, předpokládá se i jeho vliv na funkci 

mitochondrií (Lim et al., 2015). 

Fenotyp u SPG31 není jednoznačně charakterizovaný, je však v zásadě stejný jako u 

SPG3 a SPG4, nástup nemoci je popisován nejčastěji v druhé dekádě, popisována je opět 

imperativní mikce, poruchy vibračního čití (Beetz et al., 2008).  

 

----------------------- 
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Krom třech nejčastějších typů AD HSP se ještě relativně častěji vyskytují SPG8 a SPG10. 

Jejich výskyt je v různých populacích obecně nízký, prozatím neexistuje publikace, která by 

sumárně určovala jejich procentuální zastoupení. 

 

3.2.4. SPG8 

Heterozygotní patogenní varianty v genu WASHC5/KIAA0196 (8q24.13) jsou zodpovědné 

za rozvoj SPG8. Gen WASHC5 kóduje protein strumpellin silně exprimovaný a lokalizovaný 

v endoplazmatickém retikulu. Do dnešní doby bylo v tomto genu popsáno 13 patogenních 

variant (všechny missense, jedna velká delece) (Ishiura et al., 2014) v rodinách 

s nekomplikovanou SPG. Mutace vedou v omezení axonálního růstu a poruchám transportu 

vezikulů ER mechanismem loss-of-function (de Bot et al., 2013, Clemen et al., 2010, 

Freeman et al., 2013).  

 

3.2.5. SPG10 

SPG10 je způsobena heterozygotními patogenními variantami v genu KIF5A (12q13.13) 

(Reid et al., 2002). Gen kóduje těžký řetězec kinesinu, většina popsaných patogenních variant 

je lokalizována ve vysoce konzervované motorické doméně. Dosud jich bylo popsáno 35, 

všech typů, žádná velká delece. Funkční studie ukazují vliv na axonální transport vedoucí 

k nedostatečné funkci synapsí (Ebbing et al., 2008). SPG10 se manifestuje jako 

nekomplikovaná i komplikovaná forma, uváděno je, že až v 10 % komplikovaných forem se 

jedná o SPG10 (Goizet et al., 2009b). 

 

3.3. Nejčastější typy HSP s autozomálně recesivním typem dědičnosti 

 

   3.3.1.    SPG11 

   Bialelické patogenní varianty SPG11 (15q14) genu byly popsané zejména u autosomálně 

recesivně dědičné, komplikované HSP s tenkým corpus callosum (tzv. TCC-HSP) (Martinez 

Murillo et al., 1999, Stevanin et al., 2007). SPG11 je spolu s SPG7 nejčastější autosomálně 

recesivně dědičný typ HSP. Protein je silně exprimován v nervové tkáni, ale s větší intenzitou 

v mozečku, mozkové kůře a hypocampu. Protein spatacsin, kódovaný genem SPG11, hraje 

roli v růstu a rozvoji axonů a v intracelulárním transportu a má zřejmě zásadní vliv na 

životnost neuronů (Perez-Branguli et al., 2014). Molekulárně genetická diagnostika byla 

donedávna komplikovaná kvůli velikosti genu, gen obsahuje 40 kódujících exonů s více než 

7000 kódujícími nukleotidy. V genu SPG11 bylo popsáno přes 200 patogenních variant 
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včetně velkých delecí. Velké delece se vyskytují v genu SPG11 s vysokou frekvencí 

(Conceicao Pereira et al., 2012), z důvodu vysokého výskytu Alu repetic v genu, které zvyšují 

jeho nestabilitu a tendenci k velkým přestavbám. 

Fenotyp bialelických patogenních variant SPG11 genu může být velmi variabilní, 

nověji byl rozšířen i o nekomplikovanou formu HSP, dokonce i o juvenilní ALS a axonální 

CMT neuropatii (Orlacchio et al., 2010, Montecchiani et al., 2016). Nástup onemocnění bývá 

popisován spíše časnější maximálně do konce druhé dekády. Pro SPG11 je typický nález na 

MRI s tenkým corpus callosum, často jsou popisovány též změny bílé hmoty i atrofie kůry 

mozkové. Často jsou u pacientů popisovány progredující změny kognitivních funkcí, mentální 

deteriorace, nystagmus, dysarthie, dysfágie. EMG a kondukční studie často vykazují známky 

axonální neuropatie. V průměru po 16 letech trvání nemoci jsou pacienti s SPG11 upoutáni na 

invalidní vozík (Schule et al., 2016).  

 

    3.3.2.    SPG7 

    SPG7 je spolu s SPG11 nejčastější AR dědičný typ HSP. Protein paraplegin, kódovaný 

genem SPG7 (16q24.3,17 exonů), je lokalizován na membránách na vnitřní straně 

mitochondrií a hraje úlohu v jejich fungování (Koppen et al., 2007). Protein má dvě funkční 

domény, metalo-peptidázovou a ATP-ázovou (Langer, 2000). V genu bylo popsáno přibližně 

100 patogenních variant, většina z nich je missense nebo nonsense s loss-of-function efektem 

lokalizovaných v metalo-peptidázové doméně (Manganelli et al., 2011). 

Klinický obraz SPG7 může ukazovat poměrně často vedle typické spasticity a 

paraparézy i možné narušení mozečkových funkcí ve smyslu spastické ataxie (Hadjivassiliou 

et al., 2017, Pfeffer et al., 2015) rovněž na MRI mozku může být patrná atrofie mozečku. 

Pacienti si mohou stěžovat na zhoršení zraku způsobené postupnou atrofií optiku (Brugman et 

al., 2008, Klebe et al., 2012).  

 

   3.3.3.    SPG5  

   Z recesivních forem se ještě relativně častěji vyskytuje SPG typu 5, i když v jednotlivých 

populacích jsou to mezi HSP pacienty jen jednotky procent. SPG5 je způsobena bialelickými 

patogenními variantami v genu CYP7B1 (8q21.3, 7 exonů). Gen kóduje cytochrom P450 

oxysterol oxysterol-7α-hydroxylázu (Tsaousidou et al., 2008). Tento enzym je zapojen 

v metabolismu/degradaci cholesterolu. Jeho chybění vede k akumulaci oxysterolů, které mají 

neurotoxický vliv na kortikální neurony (Lim et al., 2014). V genu bylo dosud popsáno 51 

patogenních variant všech typu, nebyla popsána dosud žádná velká delece v genu. 
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SPG5 se nejčastěji manifestuje jako nekomplikovaný fenotyp s nástupem v dětství, 

elekrofyziologicky mohou být přítomny patologické hodnoty MEP (motor evoked potentials), 

SEP (sensory evoked potentials), ale normální hodnoty EMG (Manganelli et al., 2011). 
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4. Patofyziologické mechanismy u HSP  

 

Patofyziologické mechanizmy vzniku HSP jsou rozmanité. Proteiny kódované různými 

geny (varianty v nichž způsobují HSP) mají různou funkci a úlohu v nervovém systému a 

v organismu, jsou zapojeny do různých metabolických drah, jsou lokalizovány v jiných 

buněčných strukturách atd.  

Navíc různé patogenní varianty ve stejném genu mohou mít velmi odlišné fenotypové 

projevy, tzn. způsobovat více různých fenotypů. Příkladem je např. gen SPG11, bialelické 

patogenní varianty v něm jsou nejčastěji příčinou SPG typu 11, ale mohou též způsobovat 

periferní neuropatie typu CMT (Charcot-Marie-Tooth) nebo i amyotrofickou laterální 

sklerózu (oboje také s autozomálně recesivním typem dědičnosti).  

 

Obecně lze patofyziologické mechanismy vzniku HSP shrnout do několika oblastí: 

1. Vznik oxidativního stresu 

2. Poruchy axonálního transportu a růstu axonů 

3. Abnormální metabolismus lipidů 

4. Poruchy myelinizace 

5. Poruchy buněčných membrán, tvarování ER a dalších membránových organel 

 

        4.1. Oxidativní stres 

        Bialelické patogenní varianty v genu SPG7 kódující paraplegin způsobují nedostatek 

proteinového komplexu, jehož je paraplegin součástí na mitochondriálních membránách. 

Tento proteinový komplex je zapojen v OXPHOS (oxidative phosphorylation pathway) dráze. 

Nedostatkem tohoto proteinu je způsoben oxidativní stres. U paraplegin-deficientních myší 

byla pozorována axonální degenerace s abnormálním tvarem mitochondrií a poruchou 

axonálního transportu (Maltecca et al., 2009, Ferreirinha et al., 2004). 

Abnormální funkce mitochondriálního respiračního komplexu I a IV byla pozorována 

u pacientů, kteří nesli heterozygotní patogenní variantu v genu REEP1 (Hewamadduma et al., 

2009). 

Byly popsány mutace v mitochondriálním genu MT-ATP6 kódujícím podjednotku 

ATP syntetázy u pacientů s maternálně děděnou HSP (Verny et al., 2011). 
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4.2.    Poruchy axonálního transportu a růstu axonů 

Gen KIF5A a KIF1A kódují proteiny, které jsou podjednotkami v proteinových 

komplexech ze skupiny kinesinů. Kinesiny jsou zodpovědné za transport membránových 

organel podél mikrotubulů v axonech (Reid et al., 2002, Lo et al., 2011). Experimentální data 

ukazují, že mutace v genu KIF5A způsobují opoždění transportu v distálních částech axonů a 

funkce synapsí je tak opožděná (Ebbing et al., 2008). 

Protein atlastin, kódovaný genem ATL1, reguluje morfogenezi axonů. U zvířecích modelů 

vedlo chybění atlastinu v časných stádiích k závažným defektům axonů a výraznému omezení 

mobility (Fassier et al., 2010). 

 

4.3. Abnormální metabolismus lipidů 

Gen CYP7B1 kóduje enzym hydroxylázu zapojenou v metabolismu cholesterolu. Chybění 

enzymu má za následek zvýšení hladin látek s neurotoxickým vlivem na neurony (více 

popsáno dále viz Kapitola 5.1.). PNPLA6 gen kóduje fosfolipázu zapojenou v regulaci 

homeostázy fosfolipidů důležitých pro udržení membránové integrity. Knock-out experimenty 

na myších ukazují důležitost proteinu pro přežití embrya a axonální funkčnost u dospělců 

(Moser et al., 2004). 

 

4.4. Poruchy myelinizace 

Proteolipin-protein 1 kódovaný genem PLP1 je důležitý pro udržení stability myelinových 

obalů v CNS a jejich ukotvení na axonech. Špatně složený protein v důsledku patogenní 

varianty zůstává v ER a dochází ke vzniku nestability myelinových obalů (Inoue, 2005).  

Gen FA2H kóduje NADPH-dependentní monooxygenázu silně exprimovanou 

v oligodendrocytech a zapojenou v biosyntéze sfingolipidů. Oxygenáza syntetizuje 2-

hydroxymastné kyseliny, ty jsou součástí ceramidů, tvořících hlavní jednotku myelinových 

obalů (Lamari et al., 2013, Zoller et al., 2008). 

 

4.5. Poruchy buněčných membrán, tvarování ER a dalších membránových organel 

NIPA1 protein (kódovaný genem NIPA1) je silně zastoupen v raných endosomech a 

buněčných membránách. Protein obsahuje devět transmembránových domén a má vliv na 

endocytózu a degradaci lysosomů. Předpokládá se též jeho vliv na metabolismus hořčíku 

(Botzolakis et al., 2011). 

Protein spastin, produkt genu SPAST, hraje roli ve více buněčných pochodech, 

mikrotubulární organizaci, transportu membránových organel a formování 
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endoplazmatického retikula (ER) v axonech (Hazan et al., 1999). Zkrácený REEP1 protein 

způsobuje poruchy tvarování ER a negativně ovlivňuje jeho interakci s mikrotubuly 

v axonech.  Předpokládá se, že spastin, REEP1 protein spolu s atlastinem kooperují 

v transportu proteinů podél axonálních mikrotubulů a chybění některého z těchto tří proteinů 

(resp. loss of function) vede k poruchám dlouhých axonů kortikospinálního traktu (Park et al., 

2010). 

 

Obr.5: Proteiny kódované HSP geny a různé úrovně jejich funkce v buňkách.  

              Převzato z Lo Giudice et al. 2014. 
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5. Možnosti léčby 

 

Kauzální terapie není doposud možná ani u jednoho typu HSP, a proto v současnosti 

nalezení kauzální varianty dosavadní léčbu zásadněji neovlivní. Možnosti léčby jsou v zásadě 

totožné pro pacienty s kauzálními variantami v různých genech, tzn. s různými typy HSP.  

V současnosti dostupná léčba je pouze symptomatická, cílená na zmírnění příznaků spasticity, 

bolesti nebo poruch mikce. Pravidelná rehabilitace zůstává hlavním pilířem léčby. K dosažení 

nejlepších léčebných výsledků bývá kombinována s podpůrnou farmakologickou léčbou 

myorelaxancii. Na zmírnění svalové spasticity se nejčastěji používá baclofen (může být 

podáván i intrathékálně). Pro zlepšení stability a chůze je aplikován botulotoxinu A do 

lýtkových svalů. Efekt léčby trvá několik měsíců. S postupem nemoci však i za použití 

veškeré dostupné léčby potřebuje většina pacientů pomůcky k podpoře chůze včetně vozíku.  

V současné době u nás neexistuje centrum, které by bylo specializováno pouze na léčbu a 

diagnostiku hereditárních spastických paraparéz. Ve většině fakultních nemocnic i                  

v některých krajských nemocnicích fungují komplexní i regionální centra pro léčbu spasticity, 

(http://www.expy.cz/centra-spasticity/). 

 

5.1. První potenciální cílená léčba u SPG5 

V roce 2014 byla publikována kazuistika dvou pacientů s SPG typu 5, kdy byl pozorován 

potenciální terapeutický vliv podávání simvastatinu (Mignarri et al., 2014). V roce 2017 

publikoval tým německých lékařů a vědců první dvojitě zaslepenou placebo – kontrolovanou 

studii, ve které bylo použita cílená léčebná strategie u SPG typu 5. Autoři potvrdili kumulaci 

oxysterolů v séru i mozkomíšním moku u pacientů s SPG5. Navíc hladina oxysterolů 

korelovala se závažností postižení a délkou trvání onemocnění. U 34 pacientů byl podáván 

atorvastatin (40 mg/den) po dobu 9 týdnů. Hladiny oxysterolů byly po léčbě statisticky 

významně sníženy u pacientů, kterým byl podáván atorvastatin, ale ne u těch, kterým byl 

podáváno placebo (Schols et al., 2017). K podobným výsledkům došla v letošním roce i 

skupina francouzských vědců (Marelli et al., 2018). Jedná se o vůbec první studie ukazující 

potenciální kauzální léčbu prozatím u jediného – navíc vzácného – typu HSP. U SPG5 je 

výhodou, že je přesně známa metabolická dráha a vliv enzymu kódovaného genem CYP7B1 

na ní, což umožňuje cílit vývoj léčby a kauzálního léku.  
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5.2. Zvířecí modely a genová terapie 

Zvířecí modely, zejména na myších, poskytují nejen možnost zkoumání 

patofyziologického mechanismu nemoci, ale ukazují cestu potenciální léčby. Některé látky 

např. vinblastin (Orso et al., 2005) nebo nocodazol (Trotta et al., 2004) se zdají mít pozitivní 

vliv na snížení příznaků HSP fenotypu in vivo na modelech Drosofil.   

Pomocí genového transferu za použití virového vektoru došlo u paraplegin-deficientních myší 

k obnově správné morfologie mitochondrií a zastavení neuropatologických změn 

v periferních nervech (Pirozzi et al., 2006). Paraplegin je kódován genem SPG7 a patogenní 

varianty v něm jsou příčinou SPG typu 7.  

Rozvoj metod editace genomu v posledních letech (CRISPR/Cas9) slibuje možnost 

léčby přímo na úrovni genetické informace. U některých typů neurodegenerativních chorob se 

podařilo v nedávné době vyvinout léčbu působící přímo v buňkách na úrovni genomu, resp. 

transkripce nebo translace. Příkladem je lék Translarna u Beckerovy muskulární dystrofie 

(PTC Therapeutics Inc., USA), nebo lék Spinraza (Biogen Idec, Ltd., Velká Británie)             

u svalové muskulární atrofie. 

 

6. Možnosti molekulárně genetického vyšetření 

 

Stanovení přesné diagnózy HSP, a hlavně určení jejího typu je možné pouze s použitím 

molekulárně genetických vyšetření. Teoreticky je sice možné doplnit základní klinickou a 

neurologickou diagnostiku o biochemické vyšetření, které by poukázalo na některá typ HSP - 

např. u pacientů SPG 5 jsou prokázané vyšší hladiny 27-hydroxysterolů v séru i 

mozkomíšním moku (viz výše), ale vzhledem k nízké frekvenci tohoto typu HSP mezi 

pacienty by výtěžnost vyšetření nebyla vysoká. I některé fenotypové znaky jsou typické např. 

tenké corpus callosum pro SPG11, ale může být i u SPG35 atp.  

Určení typu nemoci je pro rodinu důležité, lze pak zásadně upřesnit genetickou 

prognózu, resp. riziko opakování u příbuzných a je nezbytné pro cílenou genetickou prevenci 

včetně prenatální diagnostiky. U častějších typů nemoci je možné upřesnit i klinickou 

prognózu, tedy lépe odhadnout přibližný průběh nemoci.   

 

Možností molekulárně genetického vyšetření je v zásadě pět: 

1. Sangerovo sekvenování kódujících a přilehlých oblastí jednotlivých genů 

2. MLPA pro detekci velkých delecí v jednotlivých genech 

3. Cílené NGS sekvenování panelu genů popsaných s nemocí 
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4. Celoexomové sekvenování (WES) 

5. Celogenomové sekvenování (WGS) 

Vzhledem k vysoké frekvenci SPG4 mezi HSP pacienty má v dnešní době Sangerovo 

sekvenování jednotlivých genů smysl už jen u genu SPAST, zejména u familiárních (nemoc 

ve více generacích) AD (autozomálně dominantních) pacientů/rodin, kde je procento 

objasnitelnosti dost vysoké.  

Sekvenování panelu genů se stalo již běžným rutinním diagnostickým vyšetřením, 

vyšetření SPAST genu už tak dnes bývá zahrnuto do NGS panelu genů (Balicza et al., 2016, 

Burguez et al., 2017). 

 

 

HSP je klinicky i geneticky vysoce heterogenní závažné neurologické onemocnění, jehož 

genetické pozadí nebylo až donedávna možné podrobněji zmapovat. Nebylo tak ani možné 

podrobněji  klinicky popsat jednotlivé typy HSP a to nejen u českých pacientů, ale obecně. 

Rozvoj nových molekulárně genetických technik z několika posledních let otevírá možnost 

postupně doplňovat chybějící genetické i klinické poznatky o HSP. Obecně je zatím málo 

informací o genetickém spektru HSP v různých populacích, chybí i detailnější poznatky         

o průběhu onemocnění u jednotlivých typů HSP. V posledních letech bylo popsáno mnoho 

nových genů, jejichž patogenní varianty způsobují HSP. Znalost HSP genů a dál i znalost 

biologické úlohy proteinů, které jsou jimi kódovány, je ale nezbytná pro hledání kauzální 

léčby.  

Použití nových molekulárně genetických technik NGS u souboru českých pacientů s HSP 

umožní u častěji se opakujících typů získat jejich podrobnější klinický popis a dále dovolí 

získat unikátní molekulárně epidemiologická data týkající se onemocnění HSP v ČR. 
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II. Cíle práce 

 

1. Vybrat cca 100 českých pacientů se suspektní hereditární spastickou paraparézou 

(HSP), kteří mají jako příčinu nemoci vyloučenou kauzální variantu v genu SPAST 

(tzn. non-SPG4 pacienti) a pomocí cíleného masivně paralelního NGS sekvenování u 

nich vyšetřit všechny kódující a přilehlé oblasti v panelu vybraných genů spojovaných 

s nekomplikovanou HSP. 

2. Zmapovat genetické spektrum u českých non-SPG4 pacientů s HSP a zjistit tak 

molekulárně epidemiologickou charakteristiku českých pacientů s HSP. Tato data 

prozatím u české populace úplně chybí. 

3. Zjistit, v jakém procentu se na HSP podílejí varianty v dosud popsaných genech u 

českých pacientů a které genetické typy HSP jsou v ČR častější a významné krom 

SPG4).  

4. Zjistit, ve kterých genech jsou patogenní varianty častější a popsat klinické 

charakteristiky častějších typů HSP. 

5. Navrhnout optimální postup molekulárně genetických vyšetření pacientů s HSP. 
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III. Materiál a metody 

 

1. Soubor HSP pacientů 

 

Vyšetřili jsme soubor českých pacientů se suspektní hereditární spastickou paraparézou, 

kteří byli zasláni v letech 2005 – 2017 k diagnostickému DNA vyšetření genu SPAST (SPG4) 

pomocí Sangerova sekvenování do Centra lékařské genetiky a reprodukční medicíny 

GENNET, s.r.o. Někteří pacienti byli indikováni též k vyšetření genu ATL1 (SPG3) Sanger 

sekvenováním, u několika málo byl klasicky sekvenován gen REEP1 (SPG31).  

Všichni pacienti mají nekomplikovaný typ HSP. V souboru není žádný pacient 

s komplikovanou HSP ve smyslu těžkého mentálního postižení, opoždění psychomotorického 

vývoje, s významnými komplikujícími znaky: epilepsie, slepota, hluchota, apod.  

 

U 336 pacientů ze všech zaslaných pacientů nebyla pomocí Sangerova sekvenování 

genu SPAST (případně ATL1, výjimečně REEP1) ani pomocí MLPA genu SPAST nalezena 

kauzální varianta (tzv. non-SPG4 pacienti). V této skupině bylo 100 pacientů s familiárním 

výskytem nemoci (dále značeni jako FAM), tzn. stejné obtíže se vyskytly alespoň u jednoho 

dalšího člena rodiny, a to buď ve více generacích nebo u dalšího/dalších jedinců stejné 

generace. U 157 pacientů byl popsán sporadický výskyt nemoci v rodině tzn. jen u tohoto 

jediného pacienta (dále značeni SP).  Z těchto dvou skupin pacientů (FAM a SP) byli vybíráni 

kandidáti pro NGS sekvenování panelu genů spojených s nekomplikovanou HSP dle kritérií 

uvedených dále (viz kapitola III:1.1). U zbylých 79 pacientů nebyla k dispozici žádná další 

indikace ani další upřesňující informace o klinickém obrazu, kopie neurologických zpráv atd. 

Z těchto pacientů nemohli být pro nedostatek informací vybráni pacienti pro NGS 

sekvenování panelu HSP genů. 

 

Pro NGS sekvenování panelu genů byli nejprve vybíráni pacienti s familiárním 

výskytem onemocnění, kde je jistější, že se jedná o genetické onemocnění a šance nalezení 

kauzální varianty se tak zvyšuje. Celkem jsme pomocí NGS sekvenování panelu genů 

vyšetřili 51 familiárních pacientů. Dále bylo vyšetřeno 45 ze skupiny sporadických pacientů 

vybraných přísně tak, aby neurologicky s jistotou splňovali kritéria spastické paraplegie. 

Někteří pacienti byly pro vyšetření zařazeni na osobní žádost neurologů. Z celkových 96 

vyšetřených pacientů bylo 22 dětských pacientů do 18-ti let (23 %), krom dvou všichni se 
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sporadickým výskytem nemoci, jeden familiární pacient mladší 18 let měl stejně postiženého 

bratra, druhý otce se stejným postižením. 

 

Od všech pacientů byla k dispozici a ke všem analýzám byla použita genomová DNA 

izolovaná z leukocytů periferní krve. DNA byla izolována různými metodami v různých 

laboratořích. Ve výjimečných případech byla DNA izolována ze slin kitem OraGene OG 500 

(DNA Genotec Inc., Kanada). Všichni pacienti podepsali informovaný souhlas s genetickým 

testováním pro objasnění příčiny svého neurologického onemocnění a všichni pacienti 

vybraní pro NGS sekvenování panelu genů podepsali souhlas s využitím jejich DNA vzorku 

pro další výzkumné účely a se skladováním DNA pro tyto účely. 

 

1.1. Algoritmus výběru pacientů pro NGS panelu genů 

Pacienti pro vyšetření sekvenováním panelu genů byli vybíráni podle následujících 

kritérií: 

1. Pacienti, u nichž byly již vyloučeny patogenní varianty v genu SPAST jako příčina 

nemoci (non-SPG4): Klasickým Sanger sekvenováním všech 17 kódujících exonů 

včetně přilehlých intronových oblastí nebo následně i pomocí MLPA pro SPAST gen. 

2. Výběr dle klinických kritérií: pacienti museli splňovat jasné klinické příznaky HSP – 

podrobněji viz. kapitoly I:1.2. a 1.4. Vylučujícími znaky byly: asymetrie postižení, 

převažující postižení horních končetin, převažující ataxie. 

3. Výběr dle rodinné anamnézy: přednostně byli vybíráni pacienti s pozitivní rodinnou 

anamnézou, kde se nemoc vyskytla ve více generacích nebo u více jedinců stejné 

generace (sourozenci). Sporadičtí pacienti (jediný výskyt nemoci v rodině) byly 

zařazeni pouze ti s vysoce suspektní diagnózou HSP podle neurologického nálezu.   

 

1.2. Výběr genů pro NGS panelu genů 

Pacienti vyšetření pomocí NGS panelu genů byly postupně zařazováni, celkem byly 

vytvořeny tři skupiny vyšetřených pacientů (v roce 2015, 2016 a 2017). Panel genů byl pro 

každou skupinu upraven podle nových informací a poznatků z literatury a databází. Použity 

tak byly celkem tři designy zahrnující 28 (verze 1), 38 (verze 2) a 46 genů (verze 3). V rámci 

jednotlivých designů byly postupně vyšetřeno 45 (verze 1), 27 (verze 2) a 24 (verze 3) 

pacientů. 
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V souvislosti s HSP bylo popsáno nyní již 70 různých genů, všechny však nebyly 

zahrnuty. Mnohé geny byly popsány jen v jedné rodině celosvětově a s takovým fenotypem, 

který neodpovídá fenotypu našich pacientů. Vzhledem k tomu, že v souboru českých pacientů 

jsou pouze pacienti s nekomplikovanou HSP, do designu panelu genů byly zahrnuty jen geny, 

které odpovídají takovému fenotypu. Vyloučeny byly geny, u nichž byla spastická paraparéza 

pospána spíše jen jako doprovodný klinický příznak doplňující celkový syndrom.   

První panel genů Verze 1 vycházel zejména ze dvou review: Fink (Fink, 2013) a            

Lo Giudice (Lo Giudice et al., 2014). Další dvě verze panelů Verze 2 a Verze3 vycházely 

krom dvou zmíněných review zejména z databáze HGMD Professional 

(https://portal.biobase-international.com/hgmd/), kde byly podrobněji prostudovány konkrétní 

fenotypy u jednotlivých genů z uvedených publikací a na základě toho některé geny přidány a 

několik naopak vyřazeno. Do každého verze panelu genů byly doplněny nově popsané geny. 

 

1.3. Soubor vyšetřených pacientů 

Všech 96 zařazených pacientů bylo vyšetřeno postupně ve třech skupinách: 

1. Rok 2015; skupina 45 pacientů. DNA knihovna pro NGS připravena v DNA laboratoři 

Kliniky dětské neurologie metodou HaloPlex Target Enrichment (Agilent 

Technologies, US). Počet vyšetřených SPG genů: 28 (verze 1). 

(pozn. Počet vyšetřených genů pomocí NGS u této skupiny pacientů byl ve skutečnosti 

92, zbylých 64 genů ale byly geny popsané s neuropatií typu Charcot – Marie – Tooth 

(CMT). Vzhledem k finanční výhodnosti objednávaného kitu pro HaloPlex Target 

Enrichment byl objednán design se spojenými probami pro SPG a CMT geny pro 96 

vzorků. Zařazené geny pro CMT byly též zhodnoceny, ale u všech pacientů 

s negativním výsledkem.) 

 

2. Rok 2017; skupina 27 pacientů. DNA knihovna pro NGS připravena v servisní 

laboratoři Macrogen, Korea metodou SureSelect Target Enrichment (Agilent 

Technologies, US). Počet vyšetřených SPG genů: 38 (verze 2). 

 

3. Rok 2018; skupina 24 pacientů. DNA knihovna pro NGS připravena v servisní 

laboratoři Macrogen, Korea metodou SureSelect Target Enrichment (Agilent 

Technologies, US). Počet vyšetřených SPG genů: 46 (verze 3). 
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Tab.3: Geny zahrnuté v jednotlivých designech pro sekvenování panelu genů 

 

Verze 1 Verze 2 Verze3 

ATL1 

BSCL2 

C19orf12 

CYP7B1 

DDHD1 

ERLIN1 

GJC2 

HSPD1 

KIAA0196 

KIAA0415 

KIF1A 

KIF1C 

KIF5A 

NIPA1 

NT5C2 

PLP1 

PNPLA6 

REEP1 

RTN2 

SLC33A1 

SPAST 

SPG11 

SPG20 

SPG21 

SPG7 

ZFR 

ZFYVE26 

ZFYVE27 
 

ABCD1 

ADAR1 

ALS2 

ATL1 

BICD2 

BSCL2 

CPT1C 

CYP2U1 

CYP7B1 

DDHD1 

DNM2 

ERLIN1 

FA2H 

FARS2 

HSPD1 

KIAA0196 

KIAA0415 

KIF1A 

KIF1C 

KIF5A 

NFU1 

NIPA1 

NT5C2 

PLP1 

PMCA4 

PNPLA6 

REEP1 

REEP2 
 

RNASEH2B 

RTN2 

SLC33A1 

SPAST 

SPG11 

SPG7 

VCP 

ZFR 

ZFYVE26 

ZFYVE27 
 

ABCD1 

ADAR1 

ALS2  

ATL1  

ATP2B4 

BICD2 

BSCL2  

C12orf65  

CAPN1 

CPT1C 

CYP2U1  

CYP7B1 

DDHD1 

DNM2  

ERLIN1 

EXOSC3 

FA2H  

FARS2 

HSPD1  

IFIH1 

KIAA0196 

KIAA0415 

KIF1A  

KIF1C  

KIF5A  

KLC4 

NFU1 

NIPA1  

 

NT5C2  

PLP1  

PNPLA6 

REEP1 

REEP2 

RNASEH2B 

RTN2 

SLC33A1 

SPAST  

SPG11 

SPG7 

TECPR2 

TFG 

TGM6  

TUBB4A  

VCP 

ZFR 

ZFYVE26 
 

28 genů 38 genů 46 genů 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=ALS2
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=ATL1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=BSCL2
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=C12orf65
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=CYP2U1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=DNM2
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=FA2H
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=HSPD1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=AP5Z1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=KIF1A
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=KIF1C
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=KIF5A
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=NIPA1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=NT5C2
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=PLP1
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=SPAST
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=SPG11
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=SPG7
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=TGM6
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=TUBB4A
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2. Použité metody 

 

2.1. Sangerovo sekvenování 

   Pro klasické / Sangerovo sekvenování PCR produktů byl použit kit BigDye
TM

 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, US). Sekvenační produkty 

byly analyzovány za použití kapilární elektroforézy na přístroji ABI 3130 (Applied 

Biosystems, US) a software Sequencing Analysis Software v6.1 (ThermoFisher Scientific, 

US). 

   Sangerovo sekvenování bylo použito pro ověření nalezených variant z NGS 

sekvenování, dále pro ověření přítomnosti nalezených variant u příbuzných v segregačních 

analýzách.  

 

2.2. MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) 

           Metoda MLPA byla použita pro detekci přítomnosti velkých delecí genu SPAST u těch 

pacientů, kde nebyla zachycena kauzální varianta pomocí klasického sekvenování, ještě před 

jejich zařazením k vyšetření NGS sekvenováním panelu HSP genů. Použit byl kit P165-C2 

HSP probe mix (MRC Holland, Nizozemsko), který obsahuje proby pro všechny kódující 

exony genu SPAST a také proby pro všechny kódující exony genu ATL1.  

Dále byly použity kity P213 HSP-mix (MRC Holland, Nizozemsko) pro ověření 

přítomnosti velké delece v genu SPG7 u vybrané rodiny a kit P306 SPG11 probemix (MRC 

Holland, Nizozemsko) pro ověření přítomnosti velké delece v genu SPG11 u několika 

pacientů. V jednom případě byl použit kit P211-B3 HSP region probemix ke zjištění rozsahu 

delece u pacienta, u něhož byla detekována delece krajního (17.) exonu genu SPAST. Kit 

obsahuje proby pro oblasti sousedící s genem SPAST. 

Fragmentační analýza MLPA produktů byla provedena na přístroji ABI 3130 (Applied 

Biosystems, US) s přidaným interním size standardem GeneScan 500 ROX Dye Size 

Standard (ThermoFisher Scientific, US). Data byla odečtena za použití volně dostupného 

programu Coffalyzer (https://support.mlpa.com/; Coffalyzer.net; MRC Holland, 

Nizozemnsko) poskytovaného výrobcem MLPA kitů. 

 

 

 

 



48 

 

2.3. NGS sekvenování panelu genů 

K NGS sekvenování vybraného panelů genů je nejprve potřeba vytvořit design prob 

k cílenému obohacení (target enrichment) vybraných cílových oblastí zájmu. Za použití těchto 

prob je pak vytvořena DNA knihovna pro vlastní NGS sekvenování.  

 

2.3.1. Design prob pro cílené obohacení vybraných genů 

K designu prob pro cílené obohacení kódujících oblastí vybraných genů byl použit 

volně dostupný software SureDesign https://earray.chem.agilent.com/suredesign/ (Agilent 

Technologies, US). Design byl vytvořen tak, aby pokrýval všechny kódující exony a přilehlé 

oblasti genů plus 5´a 3´ UTR oblasti. Výběr genů byl popsán dříve (Kapitola III:1.2. a Tab.5). 

Jedná se o proby hybridizační a program nabízí možnost zvolit pro jejich návrh několik 

úrovní specificity:  

 

1/ pro proby na HaloPlex Target Enrichment System (viz III:/2.3.2.) od maximální specificity 

na úkor pokrytí vybraných oblastí po maximální pokrytí na úkor specificity.  

 

2/  pro design prob na SureSelect Target Enrichment System je možnost volit několik úrovní 

tzv. boostingu, maskingu a denzity. Vyšší boosting znamená zvýšení počtu prob pro GC 

bohaté oblasti. Masking se týká repetitivních oblastí, které jsou při maskingu vynechány 

z návrhu prob. Vyšší denzita znamená větší počet postupně se překrývajících prob pro jednu 

oblast. (Obr.6) 

 

Proby byly vždy navrhovány od nejvíce specifických kritérií (max. specificity/ max. 

boosting, max.masking, nejvyšší denzita). Oblasti nepokryté při nejpřísnějších kritériích byly 

znovu použity pro návrh se sníženou přísností. Tak bylo postupováno v několika krocích, až 

byly pokryty všechny oblasti. Proby navržené v jednotlicých krocích byly nakonec spojeny do 

jednoho velkého designu. Navržené proby byly syntetizovány firmou Agilent Technologies 

(Agilent Technologies, US). 
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Obr.6: Target Enrichment SureSelect Kit: možnosti pro návrh prob 

Převzato z https://earray.chem.agilent.com/suredesign/. 

Masking 

 

Boosting 

 

Density 

 

 

2.3.2. Target Enrichment a příprava DNA knihovny  

K cílenému obohacení vybraných úseků genů a přípravě DNA knihovny pro NGS 

sekvenování byly použity dvě technologie, resp. různé kity: HaloPlex Target Enrichment 

System (Agilent Technologies, US) a SureSelect Target Enrichment System (Agilent 

Technologies, US).  

Obě metody fungují na v zásadě podobném principu, kde příprava DNA knihovny 

proběhne v několika krocích: 

1. Nafragmentování genomické DNA 

2. Hybridizace navržených prob na cílené vybrané úseky DNA 

3. Amplifikace cílových oblastí. 

Rozdíl mezi metodami HaloPlex Target Enrichment a SureSelect Target Enrichment je 

zejména ve způsobu nafragmentování DNA. U metody HaloPlex je nafragmentování DNA 

cílené za použití osmi párů restikčních enzymů (endonukleáz; součást kitu HaloPlex Target 
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Enrichment), zatímco u metody SureSelect je použito náhodné nafragmentování ultrazvukem 

pomocí sonifikátoru Covaris (Covaris, Inc., US). U metody Haloplex jsou navíc před 

amplifikací pomocí PCR hybridizované úseky selektovány (capturing) pomocí magnetických 

kuliček potažených streptavidinem. 

Ke kontrole kvality připravené knihovny byl použit Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, US), výsledky odečteny pomocí Agilent 2100 Expert Software (Agilent 

Technologies, US). 

Vzhledem k vysoké ceně sonifikátoru Covaris a současně větší spolehlivosti a robustnosti 

metody SureSelect Target Enrichment, byla k DNA knihovna části vzorků (tedy těch, které 

byly analyzovány metodou SureSelect Target Enrichment) připravena v servisní laboratoři 

firmy Macrogen, Korea. 

 

Obr.7: Princip metody SureSelect a Haloplex firmy Agilent Technologies použitých k přípravě 

DNA knihoven pro NGS sekvenování. Převzato z (Samorodnitsky et al., 2015) 

 

 

 

2.3.3. Vlastní NGS sekvenování  

Vlastní NGS sekvenování bylo provedeno na platformě Illumina (Illumina Inc., US). 

Naše laboratoř nevlastní sekvenátor pro NGS, proto bylo k sekvenování využito servisní 

laboratoře Macrogen, Korea nebo EMBL, Heidelberg, Německo. NGS sekvenování DNA 
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knihoven panelu genů proběhlo na přístroji MiSeq nebo HiSeq 2500, exomové sekvenování 

na přístroji HiSeq 4000 (oba Illumina Inc., US).  

Platforma Illumina používá „bridge PCR“, PCR produkty připravené knihovny se 

navážou na adaptory lokalizované na flowcell, která je jimi pokryta. Postupně probíhá PCR, 

při které je „real time“ odečítána vznikající sekvence v jednotlivých sekvencích. Vznikající 

PCR produkty zůstávají v blízkosti původního templátu v tzv. clusteru. Po proběhnutém runu 

každý cluster obsahuje zhruba 1000 kopií původního templátu.  

 

Obr.8: Princip Illumina NGS sekvenování. Převzato z (Shendure and Ji, 2008) 

 

 

2.4. Bioinformatické vyhodnocení  

Raw data z NGS sekvenování ve formátu FASTQ byla bioinformaticky dále zpracována 

v naší laboratoři za použití několika nástrojů. Bioinformatické zpracování data probíhá 

obecně v několika krocích: 

1. Alignment k referenčnímu genomu 

2. Variant calling – vyhledání variant na základě zadaných kritérií  

3. Anotace nalezených variant  

 

2.4.1. Alignment  

Pro alignment a variant calling byly použity dva nástroje: 1. volně dostupný software 

SureCall (Agilent Technologies, US), který je vytvořen firmou Agilent Technologies přímo 

pro vyhodnocování dat z NGS při použití jejich kitů, tzn. HaloPlex Target Enrichment i 

SureSelect SureSelect Target Enrichment, 2. komerční software NextGene (Softgenetics, 

US), který je možné použít pro hodnocení NGS dat při použití různých kitů pro přípravu 

knihoven. Oba software používají pro alignment inkorporovaný Burrows-Wheeler aligner 

BWA-MEM (Li and Durbin, 2009), v obou případech byla FASTQ data alignována k genomu 

Human hg19 (GRCh37). 
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2.4.2. Variant Calling 

Při variant callingu jsou pomocí bioinformatického software vytvořeny tzv. vcf 

soubory, což je soubor všech genomických variant/odchylek od referenční sekvence pro 

každý jednotlivý vzorek. Poněvadž byly raw (fastq) data analyzována pomocí dvou 

nezávislých software, pro každý vzorek byly získány dva vcf soubory a každý byl hodnocen 

zvlášť.  Tento přístup byl zvolen pro maximální záchytnost použitých analýz, neboť každý 

z použitých software (SureCall a NextGene) používá pro variant calling jiná kritéria. Zejména 

u metody HaloPlex Target Enrichment bylo v některých oblastech nižší pokrytí než odpovídá 

defaultnímu pokrytí pro vyvolání varianty u software SureCall (30x) a varianta by tak nebyla 

zařazena do vcf souboru.  

U software SureCall i NextGene bylo pro variant calling použito defaultní nastavení 

(SureCall: Minimum quality for base: 30, Minimum number of reads supporting variant 

allele: 10. NextGene: Mutation percentage ≥ 20 %, SNP allele count ≥ 3, total coverage     

count ≥ 5). Obě nastavení jsou platná jak pro SNPs, tak pro malé indels.  

 

2.4.3. Anotace vcf souborů/nalezených variant 

Vcf soubory všech vzorků, které byly sekvenovány společně (vždy konkrétní verze 

designu) byly spojeny do tzv. spojeného vcf souboru pomocí lokální instalace nástroje Galaxy 

(https://usegalaxy.org/) (Afgan et al., 2016) příkazem vcf combine tool. 

Oba spojená vcf (zvlášť ze SureCall a z NextGene) byla dále anotována pomocí několika 

nástrojů. Vcf soubory vzorků analyzovaných designem verze 1 (28 genů) byly anotovány 

pomocí volně dostupného nástroje Annovar (http://annovar.openbioinformatics.org/) (Wang 

et al., 2010, Yang and Wang, 2015) a komerčního GenomeTrax (BioBase International, 

Quiagen Company, US). Spojené vcf soubory z obou následujících designů (verze 2 a 3) byly 

anotovány pomocí komerčního software AlamutBatch (Interactive Biosoftware, Francie). 

  

2.4.4. Hodnocení patogenity variant 

Hodnocení patogenity variant proběhlo v několika krocích. Za prvé byly ručně 

fitrovány ze spojeného vcf souboru jen ty varianty, které se ve skupině vyšetřovaných 

pacientů vyskytovaly u tří a méně pacientů. Dále byly varianty fitrovány na základě frekvencí 

v uvedených v populačních databázích: ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/), 

později GnomAD Browser (http://gnomad.broadinstitute.org/), 1000 Genomes 

(http://www.internationalgenome.org/),dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). 
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Hodnoceny byly všechny varianty, které měly frekvenci v uvedených databázích menší nebo 

rovnu 2 %.  

Nalezené varianty byly vizualizovány pomocí software Alamut Visual (Interactive 

Biosoftware, Francie), který má inkorporované predikční programy pro in silico analýzu: 

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/) a Mutation 

Taster (http://www.mutationtaster.org/) pro missense varianty, MaxEntScan 

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) a NNSplice 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) pro splice site/sestřihové varianty. Predikční 

programy pro sestřihové varianty hodnotí potenciální vliv na sestřih ve škále 0 – 100 % od 

nejmenší k nejvyšší pravděpodobnosti ovlivnění splicingu. AlamutVisual také automaticky u 

hodnocených variant generuje informaci o konzervovanosti nukleotidu a aminokyseliny 

s uvedeným Grantham skóre (vyjadřuje fyziochemickou rozdílnost aminokyselin, stupnice   

0-215 od nejmenšího rozdílu po největší). 

  Naše laboratoř má předplacený přístup do databáze HGMD® Professional  

(https://portal.biobase-international.com/hgmd/, Ouiagen Bioinformatics, US),  informace 

z níž jsou též propojeny s Alamut Visual programem a byly tak získány informace o tom, zda 

již byla varianta dříve popsána v literatuře, kde a u jakých rodin/pacientů. U některých variant 

bylo též přihlédnuto k informacím z databáze ClinVar 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) jako doplňující kritérium. 

 Patogenita suspektních variant byla posouzena in silico také dle ACMG kritérií 

(Richards et al., 2015), kdy byly varianty podle všech dostupných informací zařazeny do tříd 

1-5 dle závažnosti.  

Přítomnost varianty byla vždy potvrzena Sangerovým sekvenováním. U suspektních 

variant byla pro potvrzení kauzality provedena segregační analýza v rodině, pokud byly 

dostupné DNA vzorky dalších členů rodiny. Jasná kauzalita byla stanovena jen u takové 

varianty, kde byla potvrzena segregace varianty s onemocněním v rodině anebo byla varianta 

již popsána v literatuře a fenotyp odpovídal fenotypu pacienta.  

 

2.4.5. Analýza Copy Number Variations (CNV) 

Pro analýzu velkých delecí z NGS dat byly použity dva bioinformatické nástroje. Oba 

jsou součástí programu NextGene (Softgenetics, US), viz dříve. Byl použit nástroj CNV 

Comparison Tool a nástroj Beta Batch CNV Tool. 

CNV Comparison Tool je založen na principu hodnocení pokrytí analyzovaných 

oblastí pomocí hidden Markov statistického modelu (HMM). Pro co možná největší 
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spolehlivost analýzy jsme vytvořili vlastní algoritmus CNV vyhodnocení pomocí tohoto 

nástroje. Každý vzorek byl vyhodnocen nezávisle 3x vždy proti skupině tří kontrol a 1x proti 

všem devíti kontrolám dohromady. Pro maximální citlivost analýzy a zohlednění klastrování a 

pokrytí jendotlivých analyzovaných oblastí v konkrétním sekvenačním běhu je optimální, aby 

byly kontroly i hodnocené vzorky z jednoho sekvenačního běhu (v našem případě 

design/verze 1, 2 a 3) a i metodika přípravy knihovny by měla být shodná (HaloPlex, 

SureSelect). Jako kontroly byly proto použity vzorky, u kterých byla nalezena kauzální 

bodová patogenní varianta. Protože byl počet objasněných pacientů ve všech třech skupinách 

pacientů (verze 1,2,3) menší než devět, byly dále jako kontroly použity náhodně vybrané 

vzorky ze stejného sekvenačního běhu.  

Beta Batch CNV Tool je založen na normalizaci pokrytí jednotlivých oblastí, kde jsou 

srovnány jednotlivé oblasti proti sobě a jednotlivé vzorky proti sobě. Pro hranici delece byla 

zvolena hranice 0,7 proti normálním vzorkům, pro duplikaci hranice 1,3. 

 

2.5. Celoexomové sekvenování (WES) 

U několika vysoce suspektních pacientů, u nichž nebyla pomocí NGS sekvenování panelu 

genů nalezena příčina nemoci, bylo provedeno celoexomové sekvenování (WES). Pro 

přípravu DNA knihovny i vlastní sekvenování bylo využito servisní laboratoře Macrogen, 

Korea. K přípravě knihovny byl použit kit SureSelect All Exon Kit v6 (Agilent Technologies, 

US). Použitý kit obsahuje hybridizační proby pro kódující oblasti dosud popsaných genů. 

Princip přípravy knihovny je obdobný jako u přípravy DNA knihovny pro sekvenování 

panelu genů: 1/ DNA je fragmentována pomocí sonifikátoru Covaris, 2/ hybridizace prob a 

selekce hybridizovaných úseků pomocí magnetických kuliček, 3/ amplifikace selektovaných 

úseků, 4/ vlastní sekvenování. Vlastní sekvenování bylo provedeno na přístroji HiSeq 4000 

(Illumina, Inc., US) 

Raw data z celoexomového sekvenování byla bioinformaticky vyhodnocena v naší 

laboratoři. Postup bioinformatického vyhodnocení je podobný jako u dat ze sekvenování 

panelu genů. Fastq data byla analyzována opět dvěma nezávislými software: 1) SureCall 

(Agilent Technologies, US) a 2) vlastní lokální bioinformatické vyhodnocení podle protokolu 

GATK verze 3.8 (https://software.broadinstitute.org/gatk/).  
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2.5.1. Hodnocení vcf souborů 

K hodnocení nalezených variant u pacienta ve formátu vcf byly použity dva přístupy. 

1) hodnocení pomocí lokální instalace volně dostupného nástroje Exomiser 

(www.sanger.ac.uk/science/tools/exomiser) (Smedley et al., 2015) a 2) další anotace vcf 

souboru pomocí několika nástrojů – viz Kapitola III:/2.5.1.B. Oběma cestami byly hodnoceny 

oba získané vcf soubory (SureCall a GATK). U každého pacienta tak byla provedena čtyři 

nezávislá hodnocení. 

2.5.1.A  Exomiser 

Exomiser je volně dostupný Java program, který anotuje, filtruje a prioritizuje 

nalezené varianty na základě tzv. HPO terms. HPO terms (Human Phenotype Ontology) 

(http://human-phenotype-ontology.github.io/) jsou číselné kódy jednotlivých fenotypů 

kompatibilní s programem Exomiser a byly vybírány tak, aby co nejvíce odpovídaly 

konkrétnímu fenotypu hodnoceného pacienta. Výhodou programu Exomiser je, že není nutné 

nalezené varianty ve vcf souboru dál anotovat, ale je možné neanotovaný vcf soubor spolu 

s HPO terms rovnou zpracovat pomocí Exomiseru, a pak už hodnotit výstupní soubor             

z Exomiseru. 

           2.5.1.B Anotace vcf souboru 

Oba vcf soubory byly dále anotovány pomocí nástroje Annovar 

(http://www.openbioinformatics.org/annovar/) a AlamutBatch (Interactive Biosoftware, 

Francie) a dále pomocí nástroje Galaxy anotován informacemi z databáze OMIM 

(https://www.omim.org/) a UniProt (http://www.uniprot.org/). Vzhledem k velkému počtu 

nalezených variant z celoexomového sekvenování u pacientů byly po anotaci Annovarem 

fitrovány a k dalším anotacím použity jen varianty, které mají frekvenci výskytu ≤ 2 % 

v populaci GnomAD_All.  

 

2.5.2. Hodnocení patogenity variant 

Varianty byly hodnoceny v zásadě stejným způsobem jako u variant ze sekvenování 

panelu genů. Pro hodnocení byly zahrnuty jen varianty na tzv. OMIM genech. Zohledňována 

byla všechna další kritéria tak, jak bylo uvedeno výše: frekvence v populacích, přítomnost v 

HGMD® Professional databázi, in silico predikce, konzervovanost nukleotidu a 

aminokyseliny. Pro klasifikaci variant a interpretaci jejich významu a patogenicity, resp. 

kauzality jsme opět využívali tzv. ACMG kritéria (Richards et al., 2015).  Tam, kde to bylo 

možné, byla provedena segregační analýza v rodině. 
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2.6. Mini Gene Splicing Assay 

U dvou pacientů s nalezenou variantou a podezřením, že by mohla ovlivňovat sestřih 

RNA (splice site varianta) byl pro ověření vlivu nalezené varianty na sestřih RNA použit Mini 

Gene Splicing Assay (Steffensen et al., 2014, Cooper, 2005), kdy je PCR produkt obklopující 

zkoumané místo naklonován do pSPL3 vektoru a ten následně tranfekován do COS-7 buněk. 

Ty jsou kultivovány po dobu 48 hodin a poté je vyizolována veškerá mRNA. Reverzní 

transkripcí je přepsána do cDNA a ta pomocí gelové elektroforézy separována dle délky. Při 

změně splicingu jsou na gelu patrné dva fragmenty různé délky. Samotný assay byl proveden 

ve spolupráci s Dr. Christianem Beetzem na Institute of Clinical Chemistry and Laboratory 

Medicine, Universitatsklinium Jena, Německo. 

 

2.7. SNP chip Array 

Pro ověření suspektní velké delece zachycené pomocí CNV analýzy u jednoho pacienta 

byla použita analýza SNP Chip Array s použitím čipu SurePrint CGH 4x180K G3 ISCA_V2 

(Agilent Technologies, US). Samotná analýza byla provedena na Ústavu biologie a lékařské 

genetiky 2.LF UK a FN Motol. 

 

2.8. HaploPainter  

Pro kreslení rodokmenů byl použit volně stažitelný program HaploPainter verze 1.043. 

(https://haplopainter.soft112.com/) 
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IV. Výsledky 

 

1. Masivně paralelní sekvenování panelu HSP genů 

 

1.1. Procento objasněnosti 

V průběhu let 2015 – 2018 jsem v DNA laboratoři Kliniky dětské neurologie, 2.LF UK a 

FN Motol pomocí NGS sekvenování panelu genů popsaných s hereditární spastickou 

paraplegií vyšetřila postupně celkem 96 pacientů s klinickým podezřením na HSP, u kterých 

zůstala příčina onemocnění i po vyšetření SPAST genu klasickým sekvenováním a MLPA 

nejasná.  

Ve skupině 96 pacientů vyšetřených NGS sekvenováním panelu vybraných HSP genů 

bylo nalezeno u 22 pacientů celkem 21 bodových variant a dvě velké delece, u nichž 

předpokládáme kauzalitu. Kauzální variantu, a tedy příčinu onemocnění a typ hereditární 

spastické paraparézy se tak povedlo objasnit u 23 % pacientů (22 z 96). Varianty byly 

nalezeny celkem v 9 genech, mezi objasněnými pacienty bylo tedy nalezeno 9 různých typů 

HSP (Tab.4).  Přítomnost všech nalezených variant byla ověřena Sangerovým sekvenováním 

v případě bodových variant, pomocí MLPA nebo ArrayCGH u velkých delecí. 

Ve skupině 51 familiárních vyšetřených pacientů byla kauzální varianta nalezena u 15 

pacientů, což představuje objasněnost u 29,4 %. Většina těchto variant je v genech s AD 

(autozomálně dominantní) dědičností – u 11 objasněných pacientů.  

Ve skupině sporadických pacientů byla kauzální varianta nalezena u 7 pacientů 

z celkových 45 vyšetřených, což představuje objasněnost 15,5 % v této skupině. Všichni 

objasnění sporadičtí pacientů mají kauzální varianty v genech s autozomálně recesivní 

dědičností (AR).  

Čtyři objasnění familiární pacienti s variantami v genech s AR dědičností mají všichni 

pozitivní rodinnou anamnézu ve smyslu stejně postiženého sourozence, což odpovídá AR 

dědičnosti. 

Ze skupiny objasněných pacientů jsou dva mladší 18-ti let. Jsou to právě oba dva 

familiární pacienti, kteří byli ve skupině vyšetřovaných pacientů mladších 18 let. U jednoho 

byla nalezena varianta C.838C>G (p.Arg280Gly) v genu KIF5A, u druhého varianta 

c.431T>A (p.Leu144*) v genu REEP1. U varianty v genu REEP1 nicméně váháme s uznáním 

kauzality, neboť byla nalezena i u údajně zdravé matky pacienta – podrobněji je rozepsáno 

v kapitole IV:/1.4.1.  
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Dále byla u jedné sporadické pacientky ve skupině do 18-ti let byla nalezena varianta 

c.402A>C (p.Lys134Asn) v genu ATL1, kterou nepovažujeme za kauzální, protože byla 

nalezena i u pacientčiny zcela zdravé matky (viz IV:/1.14.). 

 

1.2. Nejčastěji se vyskytující typy HSP 

Mezi vyšetřenými českými non-SPG4 pacienty s HSP se nejčastěji vyskytovali pacienti 

s SPG31, tzn. kauzálními variantami v genu REEP1 - celkem 6 pacientů, resp. 6 rodin. To 

představuje 27,3 % ze všech dosud objasněných non-SPG4 pacientů pomocí sekvenování 

panelu genů. SPG31 je zároveň i nejčastěji se vyskytující typ HSP  s autozomálně dominantní 

dědičností u non-SPG4 pacientů, pacienti s kauzální variantou v genu REEP1 tvoří více než 

polovinu všech objasněných non-SPG4 pacientů s AD typem HSP.  

S vyšší frekvencí se dále vyskytují SPG7 a SPG11, v obou případech 4 pacienti (resp. 

rodiny) a SPG10 (varianty v genu KIF5A) u 3 pacientů (rodin). SPG11 i SPG7 pozitivní 

pacienti představují shodně 18,2 % z objasněných non-SPG4 pacientů. SPG11 a SPG7 jsou 

nejčastější typy autozomálně recesivních HSP mezi českými HSP pacienty. SPG10 (KIF5A 

gen) pozitivní pacienti tvoří 13,6 % objasněných non-SPG4 pacientů a SPG10 je druhý 

nejčastější typ mezi non-SPG4 AD HSP (27 % z objasněných AD pacientů; 3 z 11). 

 

Ostatní typy HSP (SPG5, SPG6, SPG35 a SPG77) byly nalezeny vždy jen u jednoho 

pacienta ze souboru objasněných, což představuje 4,5 % shodně pro každý typ HSP 

z celkového počtu objasněných non-SPG4 pacientů. U jedné pacientky byla překvapivě 

nalezena i kauzální varianta v genu SPAST, blíže rozepsáno v kapitole IV:/1.13. 

U přesně poloviny objasněných non-SPG4 pacientů (11pacientů) byl nalezen některý  

z AD typů nemoci, u druhé poloviny některý z AR typů nemoci. 

Přehled výsledků viz Tab.4. 
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Tab.4: Typy HSP a procento objasněných non-SPG4 českých pacientů s HSP  

Typ SPG Gen Dědičnost 

Počet 

objasněných 

pacientů 

Procento 

z objasněných 

pacientů 

SPG4 SPAST AD 1 4,5 % 

SPG5 CYP7B1 AR 1 4,5 % 

SPG6 NIPA1 AD 1 4,5 % 

SPG7 SPG7 AR 4 18,2 % 

SPG10 KIF5A AD 3 13,6 % 

SPG11 SPG11 AR 4 18,2 % 

SPG31 REEP1 AD 6 27,3 % 

SPG35 FA2H AR 1 4,5 % 

SPG77 FARS2 AR 1 4,5 % 

 

 

1.3. Kauzální varianty nalezené pomocí sekvenování panelu HSP genů 

 

1.3.1. Charakter nalezených kauzálních variant 

Celkem bylo nalezeno 21 bodových mutací a dvě velké delece (v genu SPG11 a genu 

FARS2) (viz Tab.5). Z nalezených variant bylo 9 typu missense, všechny krom jedné již dříve 

popsané, ani jedna missense varianta nebyla v genu REEP1. Dalších 6 variant bylo 

sestřihových (splice site), z toho 4 nové a dvě popsané. Dále byly nalezeny 4 nonsense 

varianty (tři již popsané a jedna nová), z toho 2 v genu SPG11, a 2 frame-shift varianty (jedna 

nová, druhá popsaná).  

Většina nalezených variant byla v heterozygotním stavu. V genech s AD dědičností 

všechny varianty, v  genech s AR dědičností mezi 12 nalezenými variantami byly u 4 pacientů 

varianty v homozygotním stavu: v genu CYP7B1, jedna v genu SPG11, jedna v genu SPG7 a 

jedna v genu FA2H. Ostatních 7 objasněných AR pacientů jsou složení heterozygoti pro dvě 

varianty ve stejném genu. V heterozygotním stavu byly také obě nalezené velké delece: 

v genu SPG11 má pacient kombinaci velké delece a sestřihové varianty, v genu FARS2 

kombinaci velké delece a missense varianty. 

 

1.3.2. Nalezené kauzální varianty: nové vs. popsané  

Ze všech 21 nalezených kauzálních variant bylo 13 již dříve popsaných a 8 nově 

nalezených. Dvě nově nalezené varianty v genu (jedna v genu KIF5A, druhá v genu SPAST) 

jsou ve stejném nukleotidu, ve kterém již byla popsána jiná patogenní varianta.   
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U všech nově nalezených variant byla uznána kauzalita jen pokud 1) byla provedena 

segregační analýza v rodině nebo 2) byla již ve stejném nukleotidu popsána jiná patogenní 

varianta nebo 3) byly jiné silné argumenty pro uznání kauzality – viz dále podrobněji 

rozepsáno u nově nalezených variant v genech FA2H, FARS2 a splice site varianty           

c.33-2A>G v genu REEP1 (Kapitoly IV:/ 1.4.1.; 1.10. a 1.11.). 

Nejvíc nově nalezených kauzálních variant bylo v genu REEP1, dokonce všechny 

nalezené varianty v genu REEP1 nebyly zatím popsány, všechny jsou nové. Naopak v genu 

SPG7 byla nalezena jen jedna nová varianta, všechny ostatní již byly popsány. V genu SPG11 

tomu bylo podobně, byla nalezena jen jedna nová sestřihová varianta, popsána nebyla ani 

velká delece tří exonů v genu SPG11.  

 

1.3.3. Rekurentní vs. jedinečné varianty 

Většina z nalezených kauzálních variant byla nalezena pouze u jednoho pacienta, ale 

některé varianty se opakovaly u více pacientů. Nejčastěji se opakovaly varianty v genu SPG7: 

2x (tzn. u dvou pacientů) byly nalezeny varianty c.233T>A (p.Leu78*), c.1529C>T 

(p.Ala510Val) a c.1553-2_1553-1del, z toho varianta p.Leu78* byla nalezena na třech 

alelách, jednou byla u pacientky v homozygotním stavu a jednou u složeného heterozygota 

v kombinaci s jinou patogenní variantou. 

U dvou pacientů se též opakovala varianta c.5381T>C v genu SPG11, vždy u složeného 

heterozygota v kombinaci s jinou variantou. 

Nejčastěji se opakující variantou je nově nalezená c.318_321del v genu REEP1, která byla 

nalezena hned ve třech různých rodinách vždy v heterozygotním stavu (jedná se o gen s AD 

dědičností). 

 

1.3.4. Frekvence kauzálních variant 

Nalezené heterozygotní varianty v genech s AD dědičností nemají uvedenou žádnou 

frekvenci v populačních databázích. Z 12 nalezených variant v genech s AR dědičností mají 

všechny krom dvou nových, dosud nepopsaných (c.130C>T v genu FA2H a c.1603-1G>A 

v genu SPG11) uvedenou nějakou frekvenci v populačních databázích. Nejvyšší frekvenci 

mezi recesivními mají varianty v genu SPG7: 0,047 % u varianty c.233T>A (p.Leu78*) a 

dokonce až 0,29 % u varianty c.1529C>T (p.Ala510Val) v ExAC_All. Překvapivě vysokou 

frekvenci má i varianta c.1082C>T (p.Pro361Leu) v genu FARS2 (0,013 % v ExAC_All) 

s ohledem na fakt, že varianty v genu FARS2 byly popsány s hereditární spastickou 

paraparézou jen vzácně. 
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Tab.5: Nalezené pravděpodobně kauzální varianty v HSP genech u českých non-SPG4 

pacientů, věk nástupu a doba trvání nemoci u pacientů 
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1.4 Gen REEP1; SPG31 

 

Heterozygotní patogenní varianty v genu REEP1 jsou příčinou SPG31 s autozomálně 

dominantní dědičností. V souboru pacientů vyšetřených NGS panelu genů byly nalezeny 

celkem 4 pravděpodobně kauzální varianty genu REEP1 (NM_022912.2) v celkem v šesti 

rodinách. Všechny nalezené varianty v genu REEP1 jsou dosud nepopsané a nemají frekvenci 

v populačních databázích. Ani jedna nalezená varianta není typu missense, dvě varianty jsou 

sestřihové (splice site), jedna frame shift a jedna nonsense. Frameshift varianta c.318_321del 

(p.Cys106Trpfs*20) byla nalezena ve třech rodinách. V genu REEP1 bylo také v našem 

souboru nalezeno nejvíce nových variant, resp. všechny varianty v tomto genu nebyly dosud 

popsány. V genu REEP1 byla dále nalezena synonymní záměna c.105T>C (p.Tyr35Tyr), 

která by mohla ovlivňovat sestřih mRNA, varianta je ale nekauzální (viz dále).  

 

    1.4.1.  Nalezené varianty v genu REEP1 

c.33-2A>G 

Varianta c.33-2A>G na akceptorovém sestřihovém místě v intronu 2 genu REEP1 

nebyla dosud popsána a nemá ani frekvenci v databázích. Je v místě invariantního -2 

nukleotidu, a tedy s vysokou pravděpodobností ovlivňuje sestřih RNA. Také predikčními 

programy je hodnocena jako vysoce riziková: MaxEnt: -100 %, NNSPLICE: -100 %.  

DNA pacienta byla pro zjištění vlivu varianty na sestřih RNA odeslána do laboratoře 

na Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Universitatsklinium Jena 

v Německu Dr. Beetzovi, kde byl proveden Mini Gene Splicing Assay. Test prokázal vliv 

varianty na sestřih RNA se zajímavým výsledkem. Exon 2 je s nezměněným čtecím rámcem 

(tzn. normální sestřih) přítomen ve zhruba 10 % veškeré mRNA. Ve zbytku mRNA není   

exon 2 vynechán, jak by bylo očekáváno, ale k sestřihu je použito jiné kryptické akceptorové 

místo. V této frakci mRNA je tedy exon 2 zahrnut, ale jen jeho část od nukleotidu c.76 (chybí 

43 nukleotidů), což nakonec vede také k posunu čtecího rámce a ke vzniku předčasného 

terminačního kodonu.   

Varianta byla nalezena v heterozygotním stavu nejprve u vyšetřovaného pacienta, 

následně byla potvrzena v heterozygotním stavu i u pacientovy stejně postižené matky. 

Varianta byla nalezena i u jeho údajně zdravé sestry v heterozygotním stavu, která ale nebyla 

dosud neurologicky vyšetřena. Její syn, který má problémy s chůzí nebyl zatím testován. 

Varianta nebyla potvrzena u zdravého pacientova bratra (viz rodokmen na Obr.9).  
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Obr.9: Rodokmen rodiny s variantou c.33-2A>G v genu REEP1. (N.T. not tested). Vytvořeno za 

použití HaploPainter1.043. 

 

První obtíže se u pacienta objevily již v předškolním věku ve smyslu neobratnosti a 

ztuhlosti DK. Problémy v čase velice pomalu progredují, nyní ve věku 44 let je stále schopen 

samostatné chůze, jen má problémy do schodů. Horní končetiny jsou bez postižení, dysartrii 

nemá a nemá ani problémy s mikcí. 

Jeho matka udává první obtíže také od dětství, nyní je 73-letá, vetší progrese 

onemocnění byla ale až kolem 40. roku věku. Chodí s oporou dvou holí, nyní má i poruchu 

citlivosti a hybnosti dolních končetin. Udává necitlivost a neobratnost prstů na horních 

končetinách. Dysartrii nemá. U jejího bratra je údajně též fenotyp HSP, ale nebyl dosud 

neurologicky vyšetřen, začátek obtíží měl být kolem 40. roku věku. 

Pacient má údajně zdravou sestru, u které byla prokázána varianta c.33-2A>G. U 

jejího syna (nyní 27 let), který nebyl zatím testován, jsou popisovány problémy s chůzí, 

ztuhlostí a neobratností od 10 let, potíže neprogredují. 

 

c.182+2T>C 

Nová, dosud nepopsaná varianta c.182+2T>C je v místě invariantího +2 nukleotidu 

v donor splice místě intronu 4 a s vysokou pravděpodobností tak ovlivňuje sestřih RNA. I 

predikčními programy je hodnocena jako vysoce riziková: MaxEnt: -100 %,            

NNSPLICE: -100 %, nemá uvedenou frekvenci v databázích. ACMG kritéria: pathogenic. 

Byla nalezena v heterozygotním stavu u nyní 39-letého pacienta s problémy od dvou 

let, kdy se objevilo zakopávání. Pacient je nyní schopen chůze jen s pomocí dvou 

francouzských holí, chůze je těžce paraparetická. Horní končetiny jsou bez postižení,            



66 

 

na dolních je hyperreflexie, pozitivní pyramidové iritační jevy, klonus, přítomna je výrazná 

porucha čití akrálně. V rodině je spastická paraparéza popisována i u jeho otce a paternálního 

děda, bližší informace o průběhu onemocnění u nich nemáme. 

 

c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) 

Nalezená heterozygotní frame shift varianta c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) 

v exonu 6 je nová, dosud nepopsaná, nemá žádnou frekvenci v populačních databázích. 

Varianta vede k posunu čtecího rámce a tím předčasnému vzniku terminačního kodonu a 

předčasnému ukončení syntézy proteinu.  

V heterozygotním stavu byla varianta nalezena celkem ve třech nezávislých rodinách: 

Rodina 1/ V prvním případě byla nalezena u pacienta nar. 1951, u něhož máme pouze 

informaci, že problémy charakteru HSP začaly ve věku 31 let. Varianta byla dále potvrzena i 

u jeho stejně postižené příbuzné (sestřenice jeho otce) a její rovněž stejně postižené dcery, a 

dále i u pacientovy dcery nar. 1975, u které nejsou zatím popisovány projevy HSP (viz 

rodokmen na Obr.10). 

 

Obr.10:  Rodokmen rodiny 1 s variantou c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) v genu REEP1. 

(N.T. not tested).Vytvořeno za použití HaploPainter1.043. 

 

 

Rodina 2/ Varianta byla dále nalezena u pacientky nar. 1979, v anamnéze bylo pouze 

uvedeno, že stejné postižení měl i otec pacientky, paternální děd a paternální bratranec otce. 

Informace o věku nástupu onemocnění nebyly poskytnuty, nicméně v době prvního zaslání 

pacientky k vyšetření jí bylo 28 let. 
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Obr.11: Rodokmen rodiny 2 s variantou c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) v genu REEP1. 

(N.T. not tested). Vytvořeno za použití HaploPainter1.043. 

 

 

 

Rodina 3/ Třetí pacientka je nar. 1956, nyní tedy 62-letá, nemáme o ní od odesílajícího 

lékaře žádné další informace, pouze že v rodině je autozomálně dominantní spastická 

paraparéza. V době zaslání pacientky k prvnímu vyšetření jí bylo 58 let.  

Všichni pacienti z těchto tří rodin byli zasláni ze stejného centra lékařské genetiky, 

dva pacienti (1 a 2) mají dokonce stejné příjmení, o jejich příbuznosti ale nemáme informace.  

 

c.431T>A (p.Leu144*) 

Nonsense varianta c.431T>A (p.Leu144*) v exonu 7, která k vede k posunu čtecího 

rámce a předčasnému vzniku terminačního kodonu a předčasnému ukončení syntézy proteinu, 

nemá uvedenou žádnou frekvenci a nebyla dosud popsána.   

Varianta byla nalezena v heterozygotním stavu u nyní 14-letého pacienta romského 

původu, první nástup obtíží zhruba od 4 let, progrese je pomalá. Poruchy chůze, na DK je 

popisována hyperreflexie, která mírně i na HK. Na DK dále pozitivní pyramidové iritační 

jevy, poruchy čití nejsou. Není dysartrie, nystagmus ani změny kognitivních funkcí.  

Varianta byla potvrzena v heterozygotním stavu i u jeho bratra a jeho sestry. Bratrovi 

je nyní 9 let, v 5 letech se objevila spasticita na DK, hyperreflexie na DK, mírně i na HK, čití 

je bez poruch. Nystagmus není, je u něho ale popisován suspektní kognitivní deficit. Sestra je 

5-letá, s hyperreflexií na DK, pyramidové iritační jevy zatím negativní. Obtíže s chůzí nemá. 

Varianta nebyla prokázána u další sestry (11 let, jiný otec), která je zdravá, neurologické 
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vyšetření bylo s normálním nálezem. Varianta však byla prokázána v heterozygotním stavu i 

u matky, nyní  31-leté, která údajně nemá obtíže s chůzí a je zcela zdráva, ale neurologicky 

nebyla vyšetřena. U matčina bratra jsou ale popisovány problémy s chůzí od dětství, bližší 

informace nejsou k dispozici. (viz rodokmen na Obr.12). 

 

Obr.12: Rodokmen rodiny s variantou c.431T>A (p.Leu144*) v genu REEP1. (N.T. not tested, 

WT wild type). Vytvořeno za použití HaploPainter1.043. 

 

 

Synonymní záměna c.105T>C (p.Tyr35Tyr) 

V genu REEP1 byla také nalezena synonymní varianta v heterozygotním stavu 

s možným vlivem na sestřih RNA c.105T>C (p.Tyr35Tyr) v exonu 3. Varianta nepredikuje 

záměnu aminokyseliny, ale je v místě posledního nukleotidu v exonu, i když slabě 

konzervovaného. Vzhledem k lokalizaci varianty blízko sestřihového místa je možný vliv na 

sestřih, predikčními programy však hodnocený jen mírně: MaxEnt: +38,6 %, NNSPLICE: 

+0,9 %.  

DNA pacienta byla z tohoto důvodu také odeslána do laboratoře na Institute of 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Universitatsklinium Jena v Německu,                 

k provedení Mini Gene Splicing Assay ke zjištění vlivu na sestřih RNA. Provedený test byl 

negativní, ukázal, že varianta s největší pravděpodobností sestřih RNA neovlivňuje.  

Varianta byla nalezena u pacienta se spastickou paraparézou, narozeného v r. 1948 

začátek obtíží byl ve 35 letech. Postižení je jen na dolních končetinách, horní končetiny má 

pacient bez postižení, problémy s mikcí nemá. V rodině byli podobně postiženi i jeho 

sourozenci, kteří ale už nežijí, vznik problémů u nich byl kolem 50. roku věku. Další 

informace nejsou dostupné. Varianta byla prokázána i u jeho syna, který nejeví známky 

spastické paraparézy. 
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------------------------------------ 

Pacient s variantou c.194A>G (p.Tyr65Cys) v genu REEP1 nalezenou pomocí Sangerova sekvenování 

 Již dříve byla prof. MUDr. Pavlem Seemanem, PhD. v Centru lékařské genetiky a fetální medicíny Gennet, 

s.r.o. nalezena u jednoho pacienta varianta c.194A>G (p.Tyr65Cys) v exonu 5 genu REEP1 pomocí Sangerova 

sekvenování. Varianta byla uznána za kauzální. Potíže u pacienta (nar. 2006) začaly ve 3 letech, ve 4 letech i 

spasticita. Stejné problémy má i jeho otec, který byl do té doby veden s diagnózou DMO (dětské mozkové 

obrny). Další informace nejsou k dispozici. Vzhledem k tomu, že ke zmapování celkového genetického pozadí 

českých pacientů s hereditární spastickou paraparézou je vhodné zahrnout i výsledky předchozího Sangerova 

sekvenování, byl stručně uveden i tento pacient.  

------------------------------------------ 

 

    1.4.2. Kauzalita nalezených variant v genu REEP1 

  Dle databáze HGMD je v genu REEP1 popsáno poměrně vysoký počet jiných než 

missense variant (celkem uvedených 11 missense, 4 nonsense, 11 splice site a 13 frameshift -

viz HGMD Professional databáze). V případě nových variant je třeba postupovat uvážlivě při 

posuzování kauzality, nicméně v databázích ExAC a GnomAD se závažné varianty v genu 

REEP1 vůbec nevyskytují.  

Sestřihové varianty c.33-2A>G a c.182+2T>C 

Dvě nalezené varianty jsou sestřihové, obě považujeme za kauzální, ačkoliv u 

c.182+2T>C prozatím nebyla provedena segregační analýza v rodině a patogenitu 

předpokládáme na základě in silico predikcí a popsaného fenotypu pacienta a nulové 

frekvenci v populačních databázích, varianta je v invariantním +2 nukleotidu, vliv na splicing 

je vysoce pravděpodobný.  

U druhé sestřihové varianty c.33-2A>G byl proveden MiniGene Splicing Assay 

s prokázaným vlivem na sestřih RNA a dále byla provedena segregační analýza v rodině 

s průkazem segregace varianty s onemocněním. Varianta byla však v rodině nalezena u 

zdravé probandky, což může kauzalitu zpochybnit. Zdravá přenašečka však dosud nebyla 

neurologicky vyšetřena a je možné, že i přes chybění subjektivních potíží, neurologický nález 

ukáže příznaky HSP nebo se mohou rozvinout až později.  

V úvahu připadá zmíněná možnost rozdílné penetrance a nástupu nemoci u žen a 

mužů. Údajně bezpříznaková nosička varianty je nyní 46 letá. U jejího syna jsou projevy 

nemoci od 10 let (na úrovni DNA ale nebyl vyšetřen), u jejího bratra byl nástup nemoci už 

v dětství, ale u jejich společné matky až ve 40 letech (viz rodokmen Obr.9). Nástup 

onemocnění je velice rozdílný, u mužů v dětství a u žen v dospělosti. Do schématu ale 

nezapadá matčin bratr (na úrovni DNA nevyšetřen) s nástupem kolem 40. roku věku. Variantu 
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však i přes výskyt bezpříznakové nosičky považujeme za kauzální, neboť pravděpodobnost 

náhodné segregace varianty s onemocněním v celkem pěti meiózách (dle rodokmenu) je 

velmi nízká. Mohla by však teoreticky existovat i možnost, že nalezená varianta nekauzální, 

ale je ve vazbě s jinou (kauzální) variantou, např. v genu, který dosud nebyl popsán. 

Frameshift varianta c.318_321del (p.Cys106Trpfs*20) 

Segregační analýza byla provedena i u jedné rodiny s c.318_321del, kde byla varianta 

také nalezena u zatím bezpříznakové nosičky, nyní 43 leté. V rodině ale chybí více informací 

ohledně věku nástupu nemoci, v jednou případě uveden nástup v 31 letech. Informace o věku 

nástupu chybí i u dalších dvou rodin s touto variantou. Podobně jako u varianty c.33-2A>G je 

ale z rodokmenu patrné, že pravděpodobnost náhodné segregace varianty s onemocněním 

tentokrát u šesti meióz je minimální a variantu proto považujeme za kauzální.                          

U bezpříznakových přenašeček je u obou variant pravděpodobně nástup nemoci otázkou času, 

závažnost projevů také může být mírná.  

Nonsense varianta c.431T>A (p.Leu144*)   

Varianta c.431T>A (p.Leu144*) je nonsense, které mají obecně závažnější predikce, 

protože vedou k předčasnému ukončení syntézy proteinu. S kauzalitou této varianty jsme 

dlouho váhali, neboť byla nalezena u zdravé matky obou bratrů, a to by kauzalitu vylučovalo. 

U bratrů je popisován nástup v dětství, projevy nemoci má i jejich 5-letá sestra, u které byla 

varianta potvrzena. U obou bratrů i jejich matky bylo provedeno celoexomové sekvenování 

(WES) bez nálezu vysvětlující, kauzální varianty (viz dále Kapitola 2.4.). Poté, co byla ve 

dvou dalších rodinách s variantou v REEP1 genu (c.33-2 A>G a c.318_321del) pozorována 

přítomnost bezpříznakových nosiček varianty, připouštíme kauzalitu i u varianty c.431T>A 

(p.Leu144*) i vzhledem k tomu, že ani WES neodhalilo žádnou suspektní variantu. 

 

    1.4.3. Fenotyp pacientů s SPG31 (variantami v genu REEP1) 

U všech pacientů s variantami v genu REEP1 (tedy s SPG31, včetně pacientky            

s variantou nalezenou Sanger sekvenováním), je popisován nástup v dětství, krom jedné 

pacientky s variantou c.318_321del, u které ale máme nedostatek informací. Progrese 

onemocnění je pomalá, pacienti jsou schopni i po několika letech trvání samostatné chůze, 

nejvíce závažná je chůze s pomocí dvou francouzských holí. Ani u jednoho pacienta nebyla 

popsána dysartrie, u některých pacientů se ale po delším trvání nemoci objevují poruchy čití, 

u jedné pacientky mírně i na horních končetinách. Ostatní příznaky odpovídají typické 

nekomplikované HSP.  
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1.5 Gen SPG7; HSP typu SPG7 

 

Bialelické patogenní varianty v genu SPG7 jsou popisovány jako příčina HSP typu 

SPG7 s autozomálně recesivní dědičností. V souboru vyšetřených pacientů pomocí 

sekvenování panelu genů byly nalezeny celkem čtyři bodové varianty celkem u čtyř pacientů 

(NM_003119.3). Všechny varianty byly nalezeny v heterozygotním stavu, krom jedné 

c.233T>A (p.Leu78*), ta byla u jedné pacientky nalezena v homozygotním stavu.                   

Z nalezených variant je jedna missense, dvě sestřihové a  jedna nonsense. Krom jedné 

(c.1553-2_1553-1del) byly všechny varianty již dříve popsány jako patogenní s fenotypem 

autozomálně recesivně dědičné spastické paraparézy. 

 

    1.5.1. Nalezené varianty v genu SPG7 

c.233T>A (p.Leu78*) 

Varianta c.233T>A (p.Leu78*) v exonu 2 byla nalezena u dvou pacientů respektive ve 

dvou rodinách, v prvním případě v homozygotním stavu, podruhé v kombinaci se sestřihovou 

variantou c.1553-2_1553-1del, která byla také v heterozygotním stavu. Varianta c.233T>A 

(p.Leu78*) byla již popsána jako patogenní a kauzální pro autozomálně recesivní spastickou 

paraparézu (Arnoldi et al., 2008, Iqbal et al., 2017, Pfeffer et al., 2015), je uvedena i v 

databázi ClinVar (RCV000200640.1) a dbSNP (rs121918358) jako patogenní, ACMG 

kritéria: pathogenic. Varianta má poměrně vysokou frekvenci v populačních databázích, např. 

ExAC_All 0,047 %. Jde o nonsense variantu, která vede k posunu čtecího rámce a 

předčasnému vzniku terminačního kodonu.   

c.1553-2_1553-1del 

Dosud nepopsaná varianta c.1553-2_1553-1del v intronu 11 byla nalezena 

v heterozygotním stavu u dvou pacientů, resp. rodin. Jedenkrát v kombinaci s nonsense 

variantou c.233T>A (p.Leu78*), podruhé s missense variantou c.1529C>T (p.Ala510Val). 

Všichni postižení jedinci byli složení heterozygoti.   

Varianta c.1553-2_1553-1del je uvedena  v databázi ClinVar a dbSNP jako patogenní. 

Varianta má uvedenou frekvenci v populačních databázích, např. ExAC_All 0,0012 %. 

Varianta způsobuje deleci dvou invariantních nukleotidů v akceptorovém sestřihovém místě a 

proto s vysokou pravděpodobností ovlivňuje normální sestřih RNA, jako vysoce riziková je 

hodnocena i predikčními programy (MaxEnt: -100 %, NNSPLICE: -100 %), ACMG kritéria: 

pathogenic.  

 



72 

 

c.1529C>T (p.Ala510Val) 

Varianta c.1529C>T (p.Ala510Val) v exonu 11 byla nalezena v heterozygotním stavu 

u dvou pacientů, resp. ve dvou rodinách. V obou případech vždy v kombinaci se splice site 

variantou 1) c.1552+1G>T a 2) c.1553-2_1553-1del také v heterozygotním stavu. Všichni 

postižení jedinci tedy byli složení heterozygoti.   

Nalezená missense varianta c.1529C>T (p.Ala510Val) byla popsána jako patogenní a 

kauzální pro autozomálně recesivně dědičnou spastickou paraparézu (Brugman et al., 2008, 

Chrestian et al., 2017), byla opakovaně uvedena i v databázi ClinVar jako patogenní v 

databázi dbSNP jako patogenní. Varianta má velmi vysokou frekvenci v populačních 

databázích, např. ExAC_All 0,29 %, v non-Finish evropské populaci dle ExAC dokonce    

0,49 %. Varianta je v místě vysoce konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované 

aminokyseliny, predikčními programy hodnocena jako závažná: PolyPhen 1,000 Probably 

damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, dle ACMG kritérií: 

pathogenic, varianta je ve funkční proteinové doméně.  

 

c.1552+1G>T  

U jedné pacientky byla nalezena již dříve popsaná (Warnecke et al., 2010) sestřihová varianta 

c.1552+1G>T v intronu 11 v heterozygotním stavu v kombinaci s missense variantou 

c.1529C>T (p.Ala510Val). Nalezená splice site varianta má frekvenci v populačních 

databázích, ExAc_All 0,002 %, je uvedena i v dbSNP. Je na donor sestřihovém místě 

invariantního +1 nukleotidu, s vysokou pravděpodobností tak ovlivňuje sestřih mRNA, i 

predikčními programy je hodnocena jako vysoce riziková: MaxEnt: -100 %, NNSPLICE:       

-100 %, dle ACMG pathogenic. 

 

   1.5.2. Pacienti s variantami v SPG7 genu 

Pacientka s homozygotní variantou c.233T>A (p.Leu78*) 

Nonsense varianta c.233T>A (p.Leu78*) byla nalezena v homozygotním stavu u 

pacientky nar. 1946, pacientka má stejně postiženou sestru, která nebyla vyšetřena. Problémy 

popisuje od 50. roku věku, stejně i u sestry. V poslední zprávě z roku 2014 je uvedeno, že je 

schopna chůze s holí do 100 m, o dalším progresu nemoci nemáme informace. Dále je 

uvedena dysartrie, lehká spasticita na HK, na DK hypertonie, zvýšené reflexy, čití beze změn.  

Rodina s variantami c.233T>A (p.Leu78*) a c.1553-2_1553-1del  

Kombinace dvou popsaných variant ve heterozygotním stavu c.233T>A (p.Leu78*) a 

c.1553-2_1553-1del byla nalezena pomocí NGS sekvenování nejprve u jednoho z postižených 
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bratrů, poté byla potvrzená pomocí Sanger sekvenování i u druhého stejně postiženého bratra. 

Bratři mají ještě zdravou sestru, u které byla potvrzena jen jedna z nalezených variant 

v heterozygotním stavu (c.1553-2_1553-1del), druhá varianta (c.233T>A, p.Leu78*) byla 

potvrzena u zdravé matky obou bratrů. DNA otce nemáme k dispozici, předpokládáme, že je 

nosič splice site varianty c.1553-2_1553-1del. (viz rodokmen na Obr.13). 

První bratr (50 let) měl počáteční projevy nemoci kolem 35. roku života. Chůze nyní 

obtížná, ale stále samostatná, na dolních končetinách hyperreflexie, klonus nohy, bez poruch 

čití, horní končetiny jsou nepostiženy. Pacient má nystagmus, mírnou dysartrii, MEP 

abnormální výsledek svědčící pro lézi motoneuronu k oběma DK. MRI mozku a hrudní páteře 

bez nálezu. Pacient udává imperativní mikci.  

U druhého bratra (52 let) se první projevy objevily až v 45 letech, nyní obtížná chůze, 

má dysartrii, potíže s mikcí, neurologicky na DK hyperreflexie, výbavné pyramidové iritační 

jevy, na rozdíl od bratra se na DK rozvíjí poruchy čití, mírně pak i na prstech horních 

končetin. Klonus a nystagmus neuveden. MEP vyšetření není k dispozici/neprovedeno. 

 

Obr.13: Rodokmen rodiny s variantami c.233T>A (p.Leu78*) a c.1553-2_1553-1del  

v genu SPG7. (N.T. not tested). Vytvořeno za použití HaploPainter1.043. 

 

 

 

Pacientka s dvěma heterozygotními variantami c.1529C>T (p.Ala510Val) a c.1552+1G>T  

Kombinace missense a splice site variant v genu SPG7 byla nalezena u nyní 68 leté 

pacientky s nekomplikovanou HSP, první obtíže charakteru HSP se objevily kolem 60. roku 

života. Postupně progredují obtíže s chůzí, spasticita a slabost DK. Horní končetiny jsou bez 

postižení, problémy s mikcí nemá. Na dolních končetinách byla hyperreflexie a výbavné 

pyramidové iritační jevy, čití je v normě. Rodinná anamnéza je stran HSP negativní.  
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Pacient s variantami c.1529C>T (p.Ala510Val) a c.1553-2_1553-1del  

U nyní 59-letého pacienta s prvními příznaky po 50. roce věku byla nalezena 

kombinace missense a splice site variant v heterozygotním stavu v genu SPG7, obě varianty 

byly nalezeny i u jiných pacientů s potvrzenou SPG7 v našem souboru. Stejná kombinace 

variant byla potvrzena i u jeho stejně postižené sestry, rodiče vyšetřeni nebyli. V rodině 

nejsou další postižení jedinci.  

U pacienta je popisována mírná ptóza očí (snad už od dětství), lehká hypomimie, 

mírná dysartrie. Na dolních končetinách byla hyperreflexie, porucha čití zhoršující se směrem 

od kolen dolů. Horní končetiny byly bez postižení. Pacient je schopen samostatné chůze. Jeho 

mladší sestra má problémy s chůzí již od 38 let. Další informace nemáme k dispozici.  

 

   1.5.3. Kauzalita variant v SPG7 genu 

Nalezené varianty považujeme za kauzální, jednak byly již popsány krom jedné (ta je 

ale uvedena v databázi ClinVar jako patogenní) a fenotyp našich pacientů odpovídá. Také 

fakt, že byly nalezeny u více pacientů se stejným fenotypem dále podporuje jejich kauzalitu, a 

krom jedné (c.1552+1G>T) byla u všech provedena segregační analýza alespoň v jedné 

rodině, kde se vyskytovaly. 

 

   1.5.4. Fenotyp pacientů s SPG7 

U všech českých pacientů s SPG7 je nástup onemocnění až v dospělosti, dokonce spíš 

až v pozdních dekádách. U všech pacientů je popisována dysartrie. Stupeň postižení chůze 

není většinou přímo uveden, u žádného ale není informace o tom, že byl upoután na vozík. U 

některých pacientů se rozvíjí poruchy čití na DK, u jednoho dokonce i mírně na prstech HK. 

Dva bratři se stejnou kombinací kauzálních variant (c.233T>A a c.1553-2_1553-1del) udávají 

oba problémy s mikcí.  

U nalezených variant v SPG7 genu je ve dvou rodinách pozorována intrafamiliární 

variabilita nástupu onemocnění: věk nástupu 35 let /45 let, poruchy čití nepřítomny/přítomny 

(u dvou sourozenců s c.233T>A a c.1553-2_1553-1del) a 50 let/38 let u sourozenců 

s c.1529C>T a c.1553-2_1553-1del.   

 

1.6. Gen SPG11; HSP typu SPG11 

Bialelické patogenní varianty v genu SPG11 jsou popisovány jako příčina SPG11        

s autozomálně recesivní dědičností. V souboru vyšetřených pacientů pomocí sekvenování 

panelu genů bylo nalezeno celkem pět bodových variant a jedna velká delece exonů 16 - 18 
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v genu SPG11 (NM_025137.3) celkem u čtyř pacientů, resp. rodin. Všechny varianty byly 

nalezeny v heterozygotním stavu krom jedné (c.3075dup), ta byla u jedné pacientky nalezena 

v homozygotním stavu. Z pěti bodových variant je jedna missense, dvě jsou nonsense, jedna 

frame shift a jedna sestřihová. 

Všechny nalezené varianty krom sestřihové varianty c.1603-1G>A a velké delece tří 

exonů byly již dříve popsány jako patogenní s fenotypem autozomálně recesivní HSP. 

 

   1.6.1. Varianty nalezené v genu SPG11 

c.1603-1G>A 

Varianta byla nalezena v heterozygotním stavu u jednoho pacienta v kombinaci 

s velkou delecí tří exonů. Varianta c.1603-1G>A nebyla zatím popsána, nemá uvedenou 

frekvenci v populačních databázích, je v místě invariantního nukleotidu na akceptorovém 

sestřihovém místě a proto s vysokou pravděpodobností ovlivňuje normální sestřih RNA, jako 

vysoce riziková je hodnocena i predikčními programy (MaxEnt: -100 %, NNSPLICE:             

-100 %). Dle ACMG: pathogenic.  

 

c.3075dup (p.Glu1026Argfs*) 

Varianta c.3075dup (p.Glu1026Argfs*) v exonu 17 byla nalezena v homozygotní 

sestavě u jedné pacientky. Varianta c.3075dup již byla popsána jako patogenní a jako 

příčina autozomálně recesivní HSP (Hehr et al., 2007, Gunther et al., 2016), je uvedena i 

databázi ClinVar (RCV000001176.5) i dbSNP (rs312262752) jako patogenní, i dle ACMG  

pathogenic. Varianta vede k posunu čtecího rámce a předčasnému vzniku terminačního 

kodonu. V populačních databázích je uvedena s nízkou frekvencí např. ExAC_All 0,00083 %.  

 

c.5381T>C (p.Leu1794Pro)  

Missense varianta c.5381T>C (p.Leu1794Pro) v exonu 30 byla nalezena u dvou 

pacientů, vždy v heterozygotním stavu v kombinaci jinou variantou, v obou případech 

nonsense. 

Varianta c.5381T>C (p.Leu1794Pro) již byla dříve popsaná jako patogenní 

s autozomálně recesivní HSP (Lynch et al., 2016), je uvedena i v databázích ClinVar 

(RCV000414944.1) a dbSNP (rs201689565) jako pravděpodobně patogenní. Varianta má 

uvedenou nízkou frekvenci v populačních databázích, např. ExAC_All 0,0041 %. Je v místě 

vysoce konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, predikčními 
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programy hodnocena jako závažná: PolyPhen 1,000 Probably damaging, SIFT: deleterious, 

Mutation Taster: disease causing, ACMG kritéria: pathogenic. 

 

c.5623C>T (p.Gln1875*) 

Varianta c.5623C>T (p.Gln1875*) v exonu 30 byla nalezena u jednoho pacienta 

v heterozygotním stavu v kombinaci s variantou c.5381T>C také v heterozygoním stavu. 

Varianta c.5623C>T byla již popsána jako patogenní a kauzální pro autozomálně recesivní 

HSP (Paisan-Ruiz et al., 2008), je uvedena i v databázi ClinVar (RCV000001175.5) a dbSNP 

(rs141848292) jako patogenní, ACMG kritéria: pathogenic. Varianta má uvedenou nízkou 

frekvenci v populačních databázích, např. ExAC_All 0,0041 %. Jde o nonsense variantu, 

která vede k posunu čtecího rámce a předčasnému vzniku terminačního kodonu.  

   

c.7138G>T (p.Glu2380*) 

Varianta c.7138G>T (p.Glu2380*) v  exonu 39 byla nalezena u jednoho pacienta 

v heterozygotním stavu v kombinaci s variantou c.5381T>C také v heterozygoním stavu.  

Varianta c.7138G>T byla již popsána jako patogenní a kauzální s fenotypem Kjellin syndrom, 

což je typ komplikované spastické paraparézy SPG15 (Puech et al., 2011). Varianta má 

uvedenou nízkou frekvenci v populačních databázích, např. ExAC_All 0,0017 %. Jde o 

nonsense variantu, která k vede k posunu čtecího rámce a předčasnému vzniku terminačního 

kodonu a tím k předčasného ukončení syntézy proteinu, ACMG kritéria: pathogenic.  

 

Delece exonů 16-18  

Velká delece v genu SPG11 v rozsahu chr15: 44,903,038 – 44,907,746 

v heterozygotním stavu zasahující exony 16, 17 a 18 byla zachycena pomocí CNV (copy 

number variantion) analýzy hodnocení NGS dat a následně potvrzena pomocí MLPA 

(Obr.14). Delece vede k posunu čtecího rámce a předčasnému vzniku terminačního kodonu a 

tím k předčasného ukončení syntézy proteinu.  Tato delece nebyla zatím popsána jako příčina 

HSP a není uvedena ani v populačních databázích.  
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Obr.14: MLPA, heterozygotní delece exonů 16-18 v genu SPG11. Vyhodnoceno za použití 

programu Coffalyzer (MRC-Holland, Nizozemsko). 

 

 

 

  

  1.6.2. Pacienti s variantami v genu SPG11 

Pacient s c.1603-1G>A a delecí exonů 16–18 

Kombinace dvou heterozygotních variant, nové, dosud nepopsané sestřihové varianty 

c.1603-1G>A  v intronu 7 a dosud nepopsané velké delece tří exonů genu SPG11 byla 

nalezena u 26-letého pacienta romského původu. Sestřihová varianta c.1603-1G>A byla 

prokázána v heterozygotním stavu u zdravé matky probanda a delece tří exonů 16-18 byla 

prokázána v heterozygotním stavu u zdravého otce probanda. Obě varianty jsou tedy u 

pacienta na rozdílných alelách v pozici trans. 

Pacient má problémy od 15 let věku, je u něho popisována progresivní porucha chůze, 

spasticita, bolest a slabost dolních končetin (DK), hyperreflexie a oboustranně výbavné 

pyramidové jevy iritační na DK. Informace o vyšetření MRI nejsou. Rodinná anamnéza je 

stran HSP pozitivní, stejné potíže jako má pacient jsou popsány i u dvou paternálních 

sestřenic (Obr.15). 
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Obr.15: Rodokmen rodiny s variantou c.1603-1G>A a delecí exonů 16-18 v genu SPG11. 

(N.T. not tested). Vytvořeno za použití HaploPainter1.043. 

 

 

 

Pacientka s homozygotní c.3075dup (p.Glu1026Argfs*)  

Popsaná varianta c.3075dup (p.Glu1026Argfs*) v exonu 17 byla nalezena 

v homozygotním stavu u 33-leté pacientky. Varianta byla pomocí DNA vyšetření rodičů 

prokázána v heterozygotním stavu u obou zdravých rodičů pacientky.  

Problémy charakteru HSP se u pacientky objevily v 18 letech, od té doby je patrná 

postupná progrese obtíží, nyní je pacientka téměř neschopna samostatné chůze, používá 

vozík. Rozvíjí se u ní dysartrie, mírné změny kognitivních funkcí, přítomen nystagmus. 

Poruchy mikce nejsou. Na DK jsou výbavné pyramidové jevy iritační, klonus, je patrný pes 

cavus, čití je v normě. Na horních končetinách je přítomna hyperreflexie. MEP v normě, SEP 

(somatosenzorické evokované potenciály) jsou abnormální. V EMG je lehká senzitivní 

neuropatie, na MRI mozku jsou hypersignální ložiska.  

 

Pacientka s variantou c.5381T>C (p.Leu1794Pro) a c.5623C>T (p.Gln1875*)  

Kombinace dvou heterogenních variant (missense a nonsense) v genu SPG11 byla 

nalezena u 68-leté pacientky s nástupem obtíží zhruba v 60 letech věku, rodinná anamnéza je 

negativní. Ve zprávě je uvedena jen pozvolná progrese onemocnění a problémy s urgentní 

mikcí, další informace nejsou dostupné.  
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Pacient s variantou c.5381T>C (p.Leu1794Pro) a c.7138G>T (p.Glu2380*)  

Kombinace těchto dvou heterozygotních variant byla nalezena u pacienta nar. 1946, 

první problémy s chůzí u něj začaly v 53 letech. Dostupné máme pouze kusé informace z roku 

2006, kde je uvedena progrese potíží, chůze s pomocí dvou francouzských holí. Dále 

hypotrofie svalstva a oslabení dolních končetin, výbavné pyramidové jevy iritační, čití bylo 

normální. Pacient má údajně stejně postiženého bratra, rozvoj nemoci u něho je zhruba od 

stejného věku. Rodiče a pacientova dcera jsou zdrávi.  

 

   1.6.3. Kauzalita variant v SPG11 genu 

U všech nalezených variant předpokládáme jejich kauzalitu. Krom jedné varianty byly 

všechny již dříve popsány s fenotypem HSP, což podporuje jejich kauzalitu. Varianta 

c.3075dup byla nalezena v homozygotním stavu u pacientky s HSP a u rodičů bylo potvrzeno, 

že jsou zdraví přenašeči. Popsaná varianta c.5381T>C byla nalezena u dvou nepříbuzných 

pacientů s fenotypem HSP, což dále podporuje její kauzalitu.  

U pacienta s novou dosud nepopsanou variantou c.1603-1G>A a delecí exonů 16-18 

byly vyšetřeni rodiče, u každého byla jedna z nalezených variant v heterozygotním stavu. To 

potvrzuje, že jsou nalezené varianty u pacienta v trans pozici a podporuje to jejich kauzalitu.  

 

   1.6.4.  Fenotyp pacientů s SPG11 

Mezi pacienty s nalezenými variantami v genu SPG11 mají dva popisován nástup 

během druhé dekády (cca 15-20 let), dva nástup až po 50. roce věku. U jedné pacientky je 

popisována rovíjející se dysartrie, mírné změny kognitivních funkcí. U další pacientky jsou 

popisovány problémy s urgentní mikcí. Další podrobnější informace o pacientech nemáme 

k dispozici a fenotyp SPG11 pacientů tak nelze zobecnit. 

 

1.7. Gen KIF5A; HSP typu SPG10 

 

Heterozygotní patogenní varianty v genu KIF5A jsou příčinou SPG10 s autozomálně 

dominantní dědičností. V souboru vyšetřených pacientů pomocí NGS panelu genů byly 

nalezeny tři varianty v genu KIF5A, všechny typu missense, všechny v heterozygotním stavu, 

ani jedna nemá uvedenou frekvenci v populačních databázích. Dvě z nalezených variant byly 

již dříve popsány jako patogenní s fenotypem HSP, jedna varianta je nová, zatím nepopsaná, 

ale ve stejném nukleotidu, ve kterém již byla popsána jiná patogenní záměna s fenotypem 

HSP. 
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  1.7.1.  Nalezené varianty v genu KIF5A 

c.610C>T (p.Arg204Trp) 

Varianta c.610C>T (p.Arg204Trp) v exonu 8 byla nalezena v heterozygotním stavu    

u 49-leté pacientky, problémy se u ní objevily ve věku 45 let. Pacientka si stěžuje na 

nestabilitu při chůzi, slabost dolních končetin, chodí s francouzskou holí. Citlivost na dolní 

části těla je snížena. Pacientka dále popisuje zhoršení motoriky i na horních končetinách. 

Problémy s mikcí nejsou.  Na MRI mozku z roku 2014 je popisována difuzní atrofie mozku, 

na MEP (motorické evokované potenciály) je průkaz postižení pyramidové dráhy v oblasti 

spinální do dolních končetin. Pacientky dcera (25 let) má údajně projevy DMO, další rodinná 

anamnéza je stran HSP negativní. 

Nalezená varianta byla popsána jako patogenní (Tessa et al., 2008) u pacientky 

s podobným fenotypem včetně nástupu obtíží v dospělosti, poměrně rychlá progrese obtíží a 

snížení citlivosti na DK. Varianta je uvedena i v databázi ClinVar (RCV000516107.1), je 

v místě středně konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, predikce: 

PolyPhen 1,000 Probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, 

ACMG kritéria: likely pathogenic, varianta je ve funkční motorické proteinové doméně.  

 

c.759G>T (p.Lys253Asn) 

Varianta c.759G>T (p.Lys253Asn) v exonu 9 byla nalezena v heterozygotním stavu   

u nyní 75-leté pacientky s pozitivní rodinnou anamnézou stran HSP. Podobné obtíže jsou 

popisovány u jejího syna, který ale nebyl vyšetřen. Z osobní anamnézy máme jen informace, 

že obtíže začaly ve věku 45 let. Další informace nejsou k dispozici. 

Varianta byla popsána jako patogenní a jako příčina SPG10 (Schule et al., 2008, 

Ebbing et al., 2008), s variabilním nástupem od 2 do 30 let s pomalou progresí, se sníženým 

vibračním čitím a subklinickou periferní neuropatií. Varianta je v místě slabě konzervovaného 

nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, predikce: PolyPhen 1,000 Probably 

damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, ACMG kritéria: likely 

pathogenic, varianta je ve funkční motorické proteinové doméně.  

 

c.838C>G (p.Arg280Gly) 

Nová, dosud nepopsaná varianta c.838C>G (p.Arg280Gly) v exonu 10 byla nalezena 

v heterozygotním stavu u nyní 17-letého pacienta s nekomplikovanou HSP. První projevy 

jsou popisovány přibližně v pěti letech, podobně i u pacientova otce, který ale nebyl vyšetřen 

na DNA úrovni. 
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U pacienta je popisována spastická paraparéza dolních končetin (DK), výbavné 

pyramidové jevy iritační jevy na DK, pseudoklonus, nápadné dystonické držení nohy, třes na 

horních končetinách. Dále hraniční kognitivní funkce, bilaterální strabismus a progredující 

nápadná obezita. Sfinkterové poruchy nejsou. MRI mozku i hrudní míchy bylo s normálním 

nálezem.  Na MEP vyšetření (motorické evokované potenciály) z roku 2013 jsou prokázány 

patologické hodnoty svědčící pro lézi pyramidové dráhy bilaterálně k dolním končetinám.     

U pacientova otce je popsána spastická paraparéza rozvíjející se od 5 roku věku. Nyní je otec 

upoután na vozík, je u něho popsán nystagmus, dysartrie, porucha jemné motoriky na horních 

končetinách. Na DK výbavné pyramidové jevy iritační, poruchy čití, hybnost nohy v hleznu je 

nulová. Udává urgentní mikci. 

Nalezená varianta dosud nebyla popsaná, nicméně ve stejném kodonu již byly popsány 

dvě patogenní záměny c.839G>A a c.839G>T a dokonce ve stejném nukleotidu již byla 

popsána záměna c.838C>T (p.Arg280Cys) (Fichera et al., 2004, Ebbing et al., 2008, Liu et 

al., 2014), u pacienta s nástupem nemoci v 8 letech, nyní 39 let, upoután na vozík. Je u něho 

popisováno snížené vibrační čití a zvýšený tonus na DK, dále kognitivní deficit. Fenotyp 

odpovídá našemu pacientovi: nástup v 5 letech, i u jeho otce, poruchy čití, hraniční kognitivní 

funkce, dystonické držení nohy.  

Jedná se tedy o hot-spot místo pro vznik mutací. Nalezená varianta je v místě středně 

konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, predikce: PolyPhen 1,000 

Probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, varianta je 

ve funkční motorické proteinové doméně, dle ACMG kritérií: likely pathogenic. 

 

Ani u jedné varianty nebyla provedena segregační analýza v rodině, ale u všech 

předpokládáme z výše uvedených důvodů kauzalitu. 

 

   1.7.2. Fenotyp pacientů s variantami v genu KIF5A 

U pacientů s patogenními variantami v genu KIF5A nelze zobecnit fenotyp u SPG10. 

Nicméně u všech je popisována porucha čití na DK. U jedné pacientky je popisováno lehké 

postižení motoriky na horních končetinách. Věk nástupu u našich třech pacientů je rozdílný – 

ve dvou případech ve věku 45 let, u posledního pacienta v 5 letech (stejně jako u jeho otce, 

který ale nebyl geneticky vyšetřen a můžeme tak jen předpokládat, že trpí SPG typu 10 

s kauzální variantou nalezenou u jeho syna).  
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1.8. Gen CYP7B1; HSP typu SPG5  

Bialelické patogenní varianty v genu CYP7B1 jsou příčinou SPG5 s autozomálně 

recesivní dědičností. V genu CYP7B1 byla nalezena v souboru vyšetřených pacientů jedna, již 

dříve popsaná, missense varianta c.889A>G (p.Thr297Ala) v homozygotním stavu. 

 

c.889A>G (p.Thr297Ala)  

Varianta c.889A>G (p.Thr297Ala) v exonu 4 genu CYP7B1 (NM_004820.3) byla 

nalezena v homozygotním stavu u 38-letého pacienta s negativní rodinnou anamnézou.  

Pacient je dlouhodobě neurologicky sledován, první obtíže začaly kolem 5-6 roku života. 

Progrese onemocnění je velmi pomalá, ve věku 30 let byl pacient stále schopen samostatné 

chůze, dokonce jezdil na kole, řídil auto. V posledních letech se údajně obtíže zhoršují 

zejména při chůzi do schodů. Chůze je spastická s vtáčením špiček, dolní končetiny jsou 

výrazně ztuhlé. Sfinkterové obtíže nemá. Na dolních končetinách jsou dle zprávy výbavné 

pyramidové jevy iritační, pseudoklonus, poruchy čití. Neurologický nález na horních 

končetinách je normální, MRI mozku a hrudní míchy bylo s normálním nálezem. 

Nalezená missense varianta c.889A>G (p.Thr297Ala) v genu CYP7B1 byla již 

popsána jako patogenní (Goizet et al., 2009a, Di Fabio et al., 2014), jako patogenní je 

uvedena i v databázi ClinVar (RCV000106302.4) i dbSNP (rs587777222). V databázi ExAC 

je uvedena s nízkou frekvencí ExAC_All 0,0034 %. Varianta je v místě středně 

konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, predikčními programy je 

hodnocena jako závažná: PolyPhen 0,999 Probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation 

Taster: disease causing, dle ACMG kritérií: likely pathogenic. je přítomna v proteinové 

doméně. Varianty v genu CYP7B1 byly opakovaně popsány jako příčina SPG5. 

Segregační analýza u pacienta nebyla provedena, variantu ale považujeme za kauzální, 

vzhledem k nízké frekvenci, homozygotní sestavě a fenotypu a rodinné anamnéze pacienta 

odpovídající AR dědičnosti. Varianta byla popsána v homozygotní sestavě již opakovaně, věk 

nástupu je však variabilní v různých rodinách od dětství do 3. až 4. dekády. U všech jedinců 

jsou popsány spíše závažné poruchy chůze, ataxie, závažné poruchy čití na DK a problémy 

s močením. U některých je MRI mozku normální, u některých změny v bílé hmotě (Goizet 

2009 Brain, DiFabio 2014 J Neurol). U našeho pacienta je progrese po době trvání nemoci   

cca 25 let prozatím mírná, nástup byl v dětství, jsou popisovány mírné poruchy čití.   
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1.9. Gen NIPA1; HSP typu SPG6  

Heterozygotní patogenní varianty v genu NIPA1 jsou popsány jako příčina SPG10 s 

autozomálně dominantní dědičností. V genu NIPA1 byla v souboru vyšetřených pacientů 

nalezena jedna, již dříve popsaná,  kauzální missense varianta c.316G>A (p.Gly106Arg) 

v heterozygotním stavu. 

 

c.316G>A (p.Gly106Arg) 

Varianta c.316G>A (p.Gly106Arg) v exonu 4 genu NIPA1 (NM_144599.4) 

v heterozygotním stavu byla nalezena u 42-leté pacientky s pozitivní rodinnou anamnézou. 

Pacientka má zdravou sestru, u matky jsou uváděny obtíže s chůzí, stejně tak i u matčina 

bratra. Otec matky měl mít ve vyšším věku také problémy s chůzí, ale údajně spíš poúrazové. 

Výsledek neurologického vyšetření nemáme k dispozici, ve zprávě od odesílajícího lékaře je 

pouze uvedeno, že problémy začaly v dětském věku.  

Nalezená missense varianta c.316G>A (p.Gly106Arg) byla již popsána jako patogenní 

s fenotypem autozomálně dominantní HSP (Chen et al., 2005, Botzolakis et al., 2011, Goytain 

et al., 2007). Jako patogenní je uvedena i v databázi ClinVar (RCV000002631.2). Varianta je 

v místě vysoce konzervovaného nukleotidu a středně konzervované aminokyseliny. 

Predikčními programy je hodnocena jako závažná:  PolyPhen 1,000 Probably damaging, 

SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, dle predikčních programů pro splicing je 

možné, že by mohla ovlivňovat sestřih mRNA (MaxEnt : + 20,9%, NNSPLICE: + 9,1%). Dle 

ACMG kritérií je hodnocena jako pathogenic. Varianta je přítomna v proteinové doméně 

proteinu DUF803 jehož funkce je zatím neznámá. Nalezená varianta nemá žádnou frekvenci 

v populačních databázích.  

 

V genu NIPA1 bylo dosud popsáno jen 5 variant s fenotypem HSP, všechny popsané 

varianty jsou missense. Jedna z popsaných pěti variant c.316G>A byla nalezena i u české 

pacientky. Variantu považujeme za kauzální, i když nebyla provedena segregační analýza. 

Varianta byla však opakovaně popsána jako patogenní, místo c.316 je popisováno jako hot-

spot pro vznik mutací (Hedera, 2013). Rodinná anamnéza pacientky odpovídá AD výskytu 

HSP. Varianta je popisována s variabilním nástupem onemocnění od dětství po dospělost 

(Chen et al., 2005, Hedera, 2013) u některých pacientů s poruchami čití.  
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1.10.  Gen FA2H; HSP typu SPG35 

Bialelické patogenní varianty v genu FA2H jsou popisovány jako příčina HSP typu 35 

s autozomálně recesivní dědičností. V genu FA2H byla v souboru pacientů vyšetřených 

sekvenováním panelu genů nalezena nová, dosud nepopsaná missense varianta c.130C>T 

(p.Pro44Ser) v homozygotním stavu. 

 

c.130C>T (p.Pro44Ser)  

Varianta c.130C>T (p.Pro44Ser; NM_024306.4) v homozygotním stavu v exonu 1 

byla nalezena u pacienta pocházejícího z české menšiny v Rumunsku (z Banátu). Prvních 

projevů nemoci, (poruch stability a problémů s chůzí) si pacient všiml v 16-ti letech. 

Problémy se od té doby postupně zhoršovaly, ve věku 30 let je však pacient stále schopen 

samostatné chůze, i když s námahou a velkými obtížemi. V neurologickém nálezu je u 

pacienta bilaterální symetrická hyperreflexie na dolních končetinách, pozitivní příznak 

Babinski, klonus, pes cavus. U pacienta se rozvíjí dysartrie, mírný mozečkový syndrom 

s nystagmem, na horních končetinách je mírná dystonie. U pacienta je pozorován mírný 

kognitivní deficit, ačkoliv pacient sám si na změny v tomto směru nestěžuje. Pacient nemá 

problémy s polykáním ani s dysfunkcí sfinkterů. V roce 2007 byly normální hodnoty SEP i 

MEP. Na MRI mozku v roce 2009 nebyly patrné ještě žádné změny, ale v roce 2014 již byly 

patrné změny v bílé hmotě , mírná atrofie mozku i mozečku a atrofie corpus callosum 

(Obr.17). 

Nalezená varianta není popsána v populačních databázích, není uvedena v HGMD 

databázi, je lokalizována ve vysoce konzervovaném nukleotidu i aminokyselině (až 

k Saccachoromyces caerevisiae). Predikčními programy je hodnocena jako závažná: 

PolyPhen 0,999 Probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, 

ACMG kritéria: pathogenic. V segregační analýze byla varianta potvrzena v heterozygotním 

stavu u zdravé sestry pacienta a jejího zdravého syna. Pro další segregační analýzu nebyly 

dosud získány vzorky DNA od rodičů, žijících v Rumunsku. 

 

SPG35 je vzácný typ HSP, celkově byla prozatím popsána přibližně jen v 30 rodinách 

celosvětově, typicky s časným nástupem do začátku druhé dekády, na MRI jsou typické 

změny v bílé hmotě (leukodystrofie), atrofie mozku i mozečku, tenké corpus callosum.          

U pacientů se projevuje zhoršením kognitivních funkcí, mentální deteriorací, dysarthrií, 

později dysfágií, přítomna může být i dystonie a prognóza je spíše špatná (Dick et al., 2010, 

Donkervoort et al., 2014, Magariello et al., 2017). Bialelické patogenní varianty v genu FA2H 
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vedou k fenotypu tzv. FAHN (fatty acid hydroxylase associated neurodegeneration), které se 

projevují buď jako spastická paraparéza nebo leukodystrofie nebo neurodegenerace 

s akumulací Fe iontů v mozku. 

Fenotyp pacienta odpovídá již jiným popsaným pacientům s SPG35. U pacienta je dle 

rodinné anamnézy možná AR dědičnost, variantu proto považujeme za kauzální. Varianta 

byla nalezena v heterozygotním stavu u zdravých příbuzných (sestry a synovce), což 

podporuje kauzalitu (Obr.18). Pacientovi rodiče mají pravděpodobně společného předka a 

varianta může mít vyšší frekvenci v české menšině v Rumunsku. 

 

Obr.16: Sekvence s variantou c.130C>T v genu FA2H u pacienta s SPG35 a jeho zdravé 

sestry. 

  

 

Obr.17: Snímky z MRI mozku pacienta s SPG35 s hypersignálními ložisky a mírnou atrofií 

mozku a mozečku 
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Obr.18: Rodokmen rodiny s variantou c.130C>T v genu FA2H. (N.T. not tested, WT wild 

type). Vytvořeno za použití HaploPainter 1.034 

 

 

1.11.  Gen FARS2; HSP typ SPG77 

Varianty v genu FARS2 byly vzácně popsány s fenotypem HSP jako SPG77. Pomocí 

NGS sekvenování panelu HSP genů byly u pacienta s nekomplikovanou HSP nalezeny dvě 

heterozygotní varianty v genu FARS2.  

U pacienta byla nalezena missense varianta c.1082C>T (p.Pro361Leu) v exonu 6 genu 

FARS2 (NM_001318872.1) v heterozygotním stavu a pomocí CNV analýzy NGS dat byla 

nalezena delece prvních dvou exonů (první nekódující, druhý je prvním kódujícím exonem) 

genu FARS2 v heterozygotním stavu, která byla potvrzena pomocí ArrayCGH. Pacient je tedy 

složený heterozygot pro dvě heterozygotní pravděpodobně kauzální varianty v genu FARS2. 

Pacientovi je nyní 21 let, první obtíže udává od 4-5 let. Rodinná anamnéza je stran 

HSP negativní, pacient je jediný postižený v rodině, pacient je romského původu. Progrese 

onemocnění je pomalá, v současnosti je pacient bez problémů schopen samostatné chůze, i 

když ta je spastická s vtáčením špiček. Neurologicky je u pacienta hyperreflexie na dolních 

končetinách, klonus, normální čití. Neurologický nález na horních končetinách je normální. 

Nerozvíjí se dysartrie, mentální deteriorace, urgentní mikce, není přítomen nystagmus. MRI 

mozku a míchy, EMG a SEP vyšetření jsou v normě.  

Missense varianta byla nyní nově popsána jako patogenní (Vantroys et al., 2017) 

s fenotypem komplikované HSP. Varianta je v místě vysoce konzervovaného nukleotidu i 

aminokyseliny, predikčními programy je hodnocena jako závažná: PolyPhen 1,000 Probably 

damaging, SIFT : deleterious. Varianta je uvedena v databázi dbSNP jako pravděpodobně 
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patogenní (rs751459058), dle ACMG likely pathogenic. Varianta má poměrně vysokou 

frekvenci, v ExAC_All 0,013 %.  

Delece exonů 1 a 2 byla potvrzena pomocí ArrayCGH, byla nalezena delece v oblasti 

6p25.1 o minimální velikosti 100,4 kb a maximální velikosti 151,6 kb, která zasahuje dva 

geny: LYRM4 (deletovaný je 1. exon) a FARS2 (delece zasahuje 1. a 2. exon a končí v 2. 

intronu). 

Kombinaci těchto dvou variant považujeme u pacienta pravděpodobně za kauzální, 

dědičnost odpovídá sporadickému výskytu HSP v rodině. Je však třeba prokázat tyto dvě 

varianty jednotlivě u rodičů pacienta a u pacienta tedy v trans pozici. 

Missense varianta c.1082C>T byla v heterozygotním stavu potvrzena u zdravé matky 

pacienta, v současnosti čekáme na DNA vzorky zdravého otce a zdravého bratra pacienta.  

 

Obr.19: Sekvence s variantou c.1082C>T v genu FARS2 v heterozygotním stavu u pacienta 

s SPG77 

 

 

Obr.20: Výsledek z SNP Chip Array s delecí zasahující dva exony genu FARS2 a jeden exon 

sousedního genu LYRM4. (Použitý chip SurePrint CGH 4x180K G3 ISCA_V2, Agilent Technologies, US) 
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1.12. Varianta nejasného významu v genu WASHC5 (KIAA0196) 

 

Heterozygotní patogenní varianty v genu WASHC5/KIAA0196 byly opakovaně 

popsány jako příčina autozomálně dominantního typu nekomplikované HSP typu SPG8. 

V genu bylo dosud popsáno 11 variant (všechny missense) s fenotypem nekomplikované 

HSP, s nástupem onemocnění v dospělosti, z ostaních znaků jsou popisovány pouze porucha 

čití na DK a problémy s inkontinencí. 

U 46-leté pacientky s pozitivní rodinnou anamnézou stran HSP byla nalezena nová, 

dosud nepopsaná varianta c.553G>A (p.Asp185Asn) v exonu 6 genu WASHC5 

(NM_014846.3) v heterozygotním stavu. V rodině jsou popisovány obtíže u pacientčina 

bratra, jejich otce a strýce (otcova bratra) a u pacientčiny dcery. Podrobná neurologická 

zpráva není k dispozici, začátek obtíží je uveden mezi 20 a 30 lety. 

Nalezená varianta je v místě vysoce konzervovaného nukleotidu a středně 

konzervované aminokyseliny, predikčními programy je hodnocena různě: PolyPhen 0,999 

Probably damaging, SIFT: tolerated, Mutation Taster: disease causing, dle ACMG uncertain 

significance. Varianta nemá uvedenou frekvenci v populačních databázích a je přítomna 

v proteinové doméně.  

U nalezené varianty c.553G>A (p.Asp185Asn) v exonu 6 genu WASHC5 není možné 

zatím potvrdit ani vyloučit kauzalitu. U pacientky nemáme ani dostatek informací k porovnání 

fenotypu. Je známo pouze, že v rodině je výskyt onemocnění s AD dědičností. Nalezená 

varianta je sice nová, neuvedená v populačních databázích, nicméně je třeba ji posuzovat 

velmi obezřetně. Varianta je sice ve funkční proteinové doméně, ale i predikčními programy 

je hodnocena různě. Navíc v genu existuje dle (Jahic et al., 2014) množství vzácných, dosud 

nepopsaných variant s nespolehlivou predikcí. Bez provedené segregační analýzy není možné 

rozhodnout o její kauzalitě. 

 

1.13.  Patogenní varianta v genu SPAST nezachycená pomocí předchozího Sangerova 

sekvenování 

 

U 60-ti leté pacientky s typickými příznaky nekomplikované HSP byla pomocí NGS 

panelu genů (design verze 1; 28 genů) nalezena nová, dosud nepopsaná varianta         

c.1321+2 T>G v intronu 10 genu SPAST v heterozygotním stavu (NM_014946.3). Vzhledem 

k dříve popsaným kritériím výběru pacientky šlo o překvapivý nález, neboť všechny kódující 
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a přilehlé intronové oblasti genu SPAST byly již dříve osekvenovány klasicky dle Sangera 

s negativním výsledkem.  

Při vizualizaci NGS sekvenačních dat (tzv. BAM files) programem AlamutVisual byla 

zřejmá ještě jedna varianta u této pacientky v intronu 9: c.1246-129C>G v heterozygotním 

stavu. Po kontrole sekvence primerů pro PCR se ukázalo, že forward primer nasedal přímo 

v místě této velmi vzácné intronové varianty a došlo tedy k nenasednutí primeru s důsledkem 

výpadku amplifikace jedné alely, tzv. alelle drop-out (a to zrovna alely s kauzální variantou) a 

preferenční amplifikaci produktů nemutované (wild typem) alely. Obě varianty jsou tedy 

pravděpodobně v pozici cis. 

Zajímavý je dále fakt, že intronová varianta c.1246-129C>G nebyla dosud popsána 

v populačních databázích a nemohlo s ní být tak počítáno při návrhu primerů. Jedná se 

pravděpodobně o vzácnou benigní intronovou variantu. Při zopakování Sangerova 

sekvenování s jiným párem PCR primerů došlo ke správnému naamplifikování obou alel a 

potvrzení heterozygotního stavu varianty (Obr.23). 

Nalezenou dosud nepopsanou sestřihovou variantu c.1321+2 T>G v intronu 10 genu 

SPAST považujeme s největší pravděpodobností patogenní a kauzální. Změna v invariantním 

+2 nukleotidu s vysokou pravděpodobností ovlivňuje sestřih RNA i dle in silico predikcí: 

MaxEnt: -100%, NNSPLICE: -100%. Dle ACMG kritérií hodnocena jako pathogenic.         

Ve stejném nukleotidu již byla byla popsána jiná patogenní záměna c.1321+2 T>A (Elert-

Dobkowska et al., 2015) u pacienta s nekomplikovanou SPG4. 

Fenotypově pacientka odpovídá nekomplikované SPG4, s poruchami chůze, 

hyperreflexií na dolních končetinách, výbavnými pyramidovými jevy iritačními, urgentní 

mikcí. Nástup obtíží byl v 53 letech, stejné obtíže měla dle rodinné anamnézy i její matka, což 

vše odpovídá SPG4 s autozomálně dominantním typem dědičnosti. Neurologické zprávy ani 

další anamnestické údaje ostatních členů rodiny, ani vzorky DNA nebyly k dispozici, nicméně 

vzhledem k výše uvedeným skutečnostem považujeme nalezenou variantu c.1321+2 T>G za 

kauzální pro SPG4 u pacientky. 
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Obr.21: Grafické znázornění principu alelle drop-out u varianty c.1321+2 T>G v genu 

SPAST 

 

 

Obr.22: Vizualizace BAM files v místě obou variant v genu SPAST: benigní varianta      

c.1246-129C>G v místě forward PCR rimeru a kauzální varianta c.1321+2 T>G v intronu 

10. 

Vizualizace pomocí AlamutVisual, Interactive Biosoftware. 

 

 

 

Obr.23: Sekvence s kauzální variantou c.1321+2 T>G v genu SPAST; zdravá kontrola (a), 

alelle drop-out (b) a heterozygotní signál při použití nového forward primeru (c).  
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1.14. Varianta v genu ATL1 ; HSP typ SPG3 

 

Heterogenní patogenní varianty v genu ATL1 jsou příčinou SPG typu 3 typickým 

zejména pro pacienty s časným nástupem onemocnění a pomalou progresí. V genu ATL1 

(NM_181598.3) byla ze všech vyšetřených pacientů pomocí NGS sekvenování panelu genů 

nalezena pouze jedna suspektní varianta c.402A>C (p.Lys134Asn) v exonu 4 

v heterozygoním stavu. 

 

c.402A>C (p.Lys134Arg) 

Varianta není uvedena v populačních databázích, jedná se o novou, zatím nepopsanou 

variantu v místě nekonzervovaného nukleotidu a slabě konzervované aminokyseliny. Mezi 

lysinem a asparaginem je jen malá fyziochemická odlišnost, predikčními programy je varianta 

hodnocena různě: SIFT: toleraded, Mutation Taster: disease causing, PolyPhen 0,001 Benign, 

dle ACMG likely pathogenic. 

Varianta byla nalezena u nyní desetileté pacientky zdravých rodičů, v rodině nejsou 

udávány žádné neurologické obtíže. Od šesti let se u pacientky začala projevovat porucha 

chůze. Ve zprávě z roku 2015 (věk 7 let) je popisována paraparetická chůze s addukcí kolen a 

vtáčením špiček, neurologicky údajně naznačené pyramidové jevy iritační, vše ostatní bylo 

v normě včetně MRI mozku. Nemáme bohužel k dispozici novější neurologické vyšetření, a 

tedy ani informaci o progresu onemocnění. Nalezená varianta byla klasickým sekvenováním 

potvrzena u zdravé matky pacientky, což významně zpochybňuje její kauzalitu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

 

2. Celoexomové sekvenování (WES)  

 

U šesti jedinců bylo provedeno celoexomové sekvenování (WES), jednalo se o čtyři 

pacienty se suspektní HSP a dva příbuzné jednoho z pacientů.  

U tří ze čtyř pacientů bylo předtím provedeno NGS sekvenování panelu genů tak, jak bylo 

popsáno výše. U dvou pacientů nebyla nalezena kauzální varianta pomocí NGS panelu genů, 

a proto bylo dále provedeno WES. U jednoho pacienta bylo provedeno WES, protože u něho 

byla pomocí NGS panelu genů nalezena podezřelá nonsense varianta v genu REEP1 

(p.Leu144*), která byla potvrzena i u jeho zdravé matky, což významně zpochybnilo 

kauzalitu varianty (viz dříve IV:/1.4.2.). Ani WES u něho však neodhalilo žádnou kauzální 

nebo podezřelou variantu, a proto byl dále WES provedeno i u jeho stejně postiženého bratra 

a jejich zdravé matky, aby mohl být porovnán status zygozity případných podezřelých variant 

(heterozygot/homozygot) u obou bratrů a matky. 

U posledního ze šesti pacientů bylo provedeno WES rovnou bez předchozího vyšetření 

NGS panelu genů, neboť na základě indikace byla zvažována komplikovaná HSP, jejíž 

příčina by nemusela být nalezena sekvenováním panelu genů navržených pro 

nekomplikovanou HSP. 

 

2.1. Výsledky WES 

U dvou ze čtyř vyšetřovaných pacientů pomocí WES byla nalezena kauzální varianta. Pro 

přehlednost označím pacienty vyšetřené pomocí WES čísly 1 až 4. 

 

Pacient 1: U pacientky vyšetřené dříve pomocí sekvenování panelu genů (verze 1, 28 genů), 

byly nalezeny dvě kauzální varianty v heterozygotním stavu v genu ALS2. 

 

Pacient 2: U pacienta, který nebyl vyšetřen pomocí sekvenování panelu genů, byla překvapivě 

nalezena kauzální varianta v genu SPG11. 

 

Pacient 3: U pacienta, u kterého byla předtím nalezena nonsense varianta p.Leu144* v genu 

REEP1 nebyla ani pomocí WES nalezena kauzální varianta, dokonce ani po společném 

vyhodnocení WES dat jeho stejně postiženého bratra a jejich společné zdravé matky.  
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Pacient 4: U posledního pacienta vyšetřeného dříve sekvenováním panelu genů (verze 1,      

28 genů), byla pomocí WES nalezena suspektní de novo varianta v dosud nepopsaném genu 

KLC3, nalezenou variantu nicméně zatím považujeme za nekauzální.    

 

      2.2.  Pacientka 1: 

Pacientka je od 4 let sledována pro atypickou chůzi. Nyní v 17 letech je stále schopna 

samostatné chůze, ujde i delší vzdálenosti v pomalejším tempu, není schopna běhu. Intelekt je 

normální. Na DK je hyperreflexie, pseudoklonus, výbavné pyramidové jevy iritační jevy na 

DK i na HK. Je přítomen nystagmus, progreduje rozvoj dysartrie. MRI mozku i míchy, EMG 

byly s normálním nálezem. Rodinná anamnéza je stran HSP negativní, pacientka má zdravého 

bratra. 

WES odhalilo dvě nové, dosud nepopsané varianty v genu ALS2, obě 

v heterozygotním stavu: c.575C>T (p.Pro192Leu) v exonu 4 a c.2237_2238del 

(p.Cys746Leufs*) v exonu 11. V genu ALS2 je popisována autozomálně recesivní dědičnost.  

Varianta c.575C>T (p.Pro192Leu) je v místě vysoce konzervovaného nukleotidu a 

středně konzervované aminokyseliny, predikčními programy hodnocena jako závažná: 

PolyPhen 1,000 Probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation Taster: disease causing, 

ACMG likely pathogenic. Varianta je ve funkční proteinové doméně. Varianta nemá 

uvedenou frekvenci v populačních databázích, není uvedena ani v HGMD databázi jako 

patogenní, nebyla dosud popsána. Varianta byla prokázána v heterozygotním stavu u zdravé 

matky pacientky. 

Frame shift varianta c.2237_2238del (p.Cys746Leufs*) je taktéž nová, dosud 

nepopsaná, není uvedena s žádnou frekvencí v populačních databázích. Vede k předčasnému 

vzniku terminačního kodonu, dle ACMG pathogenic. Varianta byla prokázána 

v heterozygotním stavu u zdravého otce pacientky. 

Nalezené varianty jsou v pozici trans a považujeme je za kauzání. Pacientka je složená 

heterozygotka pro dvě nepopsané patogenní varianty v genu ALS2. Každý z rodičů je 

bezpříznakovým heterozygotním nosičem jedné z variant, což podporuje kauzalitu. 

Také fenotyp pacientky naprosto odpovídá fenotypu již popsaným pacientům s tzv. 

IAHSP s variantami v genu ALS2 s časným nástupem, postižením nejprve dolních končetin, 

později horních a postupně se rozvíjející dysartrie, později i dysfágie, bez postižení intelektu.  

Bialelické patogenní varianty v genu ALS2 jsou popisovány buď s fenotypem ALS 

(amyotrofické laterální sklerózy) nebo juvenilní ALS (Sheerin et al., 2014) nebo právě IAHSP 

(Eymard-Pierre et al., 2002). 
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2.3. Pacient 2: 

Nyní 22-letý pacient nebyl zařazen k vyšetření sekvenování panelu genů, neboť byl 

popisován spíše jako komplikovaný fenotyp. Od dětství je u něho popisována lehká mentální 

retardace, opoždění vývoje i řeči. V 15 letech se začaly projevovat problémy s chůzí, pomalu 

progredující, nyní stále schopen samostatné chůze. Ve zprávě z roku 2012 je na DK  

hyperreflexie, klonus nohy, výbavné pyramidové iritační jevy, dále počínající poruchy čití od 

kolen. Na HK také hyperreflexie, porucha jemné i hrubé motoriky. Na MRI mozku jsou 

změny v bílé hmotě, počínající leukodystrofie. EEG je nápadně pomalé, VEP, BAEP 

(vizuální a sluchové evokované potenciály) jsou abnormní.  Novější zprávy nemáme 

k dispozici. 

U pacienta byla při vyhodnocení dat z celoexomového sekvenování nalezena nová, 

dosud nepopsaná vysoce suspektní sestřihová varianta c.3454-2A>G v intronu 19 genu 

SPG11 v heterozygotním stavu. Varianta nebyla dosud popsána, nemá uvedenou frekvenci. Je 

v akceptorovém sestřihovém místě v invariantním -2 nukleotidu, s největší pravděpodobností 

tak ovlivňuje normální sestřih RNA. Predikčními programy je též hodnocena jako závažná: 

MaxEnt: -100 %, NNSPLICE: -100 %. ACMG kritéria: pathogenic. 

Další suspektní bodová varianta v genu SPG11 nebyla nalezena, v genu je popisována 

autozomálně recesivní dědičnost, bylo proto povedeno vyšetření pomocí MLPA kitem P306 

SPG11 obsahující proby pro všechny kódující exony genu SPG11 k ověření přítomnosti velké 

delece v genu SPG11 na opačné alele. Vyšetření pomocí MPLA prokázalo heterozygotní 

deleci exonů 37, 38 a 39 genu SPG11 (Obr.24).  

Pacient je tedy pravděpodobně složený heterozygot pro dvě nové varianty patogenní 

varianty v genu SPG11: c.3454-2A>G a delece exonů 37-39 genu SPG11. Předpokládáme 

jejich kauzalitu vzhledem k závažnosti obou varinat, bylo by však třeba vyšetřit rodiče pro 

potvrzení, že jsou obě varianty v pozici trans, tedy na různých alelách. 

 

2.4. Pacient 3: 

U pacienta s dříve nalezenou suspektní variantou p.Leu144* v exonu 7 genu REEP1, u 

které ale není jistá kauzalita, bylo provedeno WES. Ani pomocí této metody však nebyla 

nalezena žádná podezřelá varianta, která by mohla vysvětlovala fenotyp.  

Byla nalezena varianta c.1529C>T (p.Ala510Val) v exonu 11 genu SPG7 

v heterozygotním stavu. U SPG7 je popisována autozomálně recesivní dědičnost. Tato 

varianta byla opakovaně popsána jako patogenní např. (Brugman et al., 2008, Bonn et al., 

2010), v HGMD s fenotypem postižení centrálního motoneuronu (kam patří i HSP), jako 
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patogenní byla uvedena opakovaně i v databázi ClinVar a dbSNP. Varianta má uvedenou 

poměrně vysokou frekvenci v populačních databázích: ExAc_All 0,25 %. Je v místě vysoce 

konzervovaného nukleotidu i aminokyseliny, predikčními programy je hodnocena jako 

závažná. Byla provedena segregace v rodině a varianta segregovala s onemocněním, resp. 

byla přítomna v heterozygotním stavu jen u postižených členů rodiny (oba bratři a sestra 

s počínajícím postižením) a nebyla přítomna u zdravé matky a zdravé sestry . Jiná další 

bodová varianta v genu SPG7 však nebyla v datech z celoexomového sekvenování nalezena, 

bylo proto provedeno vyšetření pomocí MLPA kitem P213 HSP pro ověření přítomnosti 

velké delece v genu SPG7 s negativním výsledkem. Samotná heterozygotní varianta v genu 

SPG7 fenotyp pacienta nevysvětluje. 

Také byla nalezena varianta c.1327del (p.Glu443Lysfs*64) v exonu 12 genu CHRNE 

v heterozygotním stavu. Tato varianta je popisována s fenotypem kongenitální myastenický 

syndrom a má vyšší frekvenci přenašečů v romské populaci. V heterozygotním stavu však 

nevysvětluje fenotyp pacienta ani jeho bratra, oba jsou jen bezpříznakoví přenašeči této 

varianty.  

WES bylo poté provedeno i u stejně postiženého bratra a jejich zdravé matky (DNA otce 

není k dispozici pro provedení trio analýzy) a byly hledány vzácné společné varianty (a 

zejména homozygotní varianty) u obou postižených bratrů. Ani po srovnání dat těchto tří 

jedinců nebyla nalezena žádná další dostatečně suspektní varianta. 

 

Obr.24: MLPA, heterozygotní delece exonů 37-39 v genu SPG11. Vyhodnoceno pomocí Coffalyzer, 

MRC Holland, Nizozemsko.  
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2.5. Pacient 4: 

Poslední pacient vyšetřený pomocí WES je chlapec nyní 10-letý, dlouhodobě 

hypotrofický, s normálním intelektem. Je u něho popisována hypotrofie svalů a hyperreflexie 

na HK i DK, na DK spasticita, stigmatizace, mírná ptóza, hypomimie. Pacient je již 

dlouhodobě neschopen samostatné chůze. Má pozitivní perinatální anamnézu, ve 13. týdnu 

těhotenství úmrtí dvojčete. V rodině je popisována spastická paraparéza u pacientovy babičky 

a jejích dvou sester. Fenotyp pacienta však celkově neodpovídá fenotypu nekomplikované 

HPS 

U pacienta bylo dříve provedeno sekvenování panelu genů (28 genů, verze1) s negativním 

výsledkem. V datech z WES nebyla nalezena žádná suspektní varianta v OMIM genech. 

Nalezené varianty ve vcf souboru byly dále filtrovány na základě informací z databáze 

UniProt a byla nalezena suspektní nonsense varianta c.953T>A (p.Leu318*) 

v heterozygotním stavu v exonu7 genu KLC3, který dosud nebyl popsán s žádným fenotypem. 

Varianta je u pacienta vzniklá de novo, nebyla prokázána ani u jednoho z rodičů, dle ACMG 

kritérií je hodnocena jako pathogenic. Variantu nicméně nepovažujeme za kauzální. 
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3.  Dříve diagnostikovaní pacienti s SPG4 a SPG3  

 

3.1. SPG4 pacienti diagnostikovaní v rámci DNA diagnostiky v centru Gennet 

K doplnění celkového přehledu o genetickém pozadí HSP u českých pacientů byly 

vyhodnoceny i výsledky dřívějšího klasického/Sangerova sekvenování genu SPAST u českých 

pacientů provedeného v Centru lékařské genetiky a fetální medicíny GENNET, s.r.o., i když 

toto není původním záměrem dizertační práce. Geny SPAST i ATL1 jsou však dlouhodobě 

vyšetřovány v České republice pouze právě v laboratoři této kliniky, nalezené kauzální 

varianty v těchto genech a jejich počet jsou tak reprezentativní pro skupinu českých pacientů 

s HSP a spojení těchto výsledků s výsledky dizertační práce dovolí zmapovat genetické 

charakteristiky českých HSP pacientů.   

Pomocí klasického sekvenování všech 17 kódujících včetně přilehlých intronových oblastí 

genu SPAST bylo vyšetřeno 396 nepříbuzných pacientů s podezřením na HSP a dále 78 jejich 

příbuzných, celkem 474 jedinců. Mezi 396 nepříbuznými pacienty bylo 154 (39 %) 

familiárních pacientů, 163 (41 %) sporadických, u zbylých 79 (20 %) nebyly žádné další 

informace a nebyly tedy známy ani údaje z genealogie. Kauzální varianta byla nalezena u 53 

nepříbuzných pacientů (13,4 %) z celé skupiny 396 nepříbuzných pacientů. Z těchto 

pozitivních pacientů bylo 38 ze skupiny familiárních a jen 5 ze skupiny sporadických, 

zbylých 10 je ze skupiny pacientů s neznámým rodinným statusem, což představuje 24,7 % 

(38 ze 154) objasněných ve skupině familiárních pacientů a jen 3,1 % (5 ze 163) objasněných 

ve skupině sporadických vyšetřených pomocí klasického sekvenování genu SPAST. Ze všech 

SPG4 pozitivních pak tvoří familiární pacienti 72 % (38 z 53).  

Celkem 146 nepříbuzných pacientů se suspektní HSP bylo také vyšetřeno pomocí MLPA 

na přítomnost velké delece kódujících oblastí SPAST genu (kit P-165 HSP). Již dříve byly 

vyšetřeni všichni pacienti zaslaní v letech 2005 – 2009, v rámci této práce pak byli pomocí 

MPLA vyšetřeni všichni vybraní pro NGS sekvenování panelu HSP genů. Ze všech 

vyšetřených 146 pacientů byla u 4 byla nalezena velká delece genu SPAST (jen 3 % ze všech 

vyšetřených).  

Podrobnosti jsou uvedeny v publikaci Meszarosova et al., 2016. 

 

3.2. SPG3 pacienti diagnostikovaní v rámci DNA diagnostiky v centru Gennet  

Vyhodnoceny byly též výsledky předchozího klasického sekvenování všech 13 kódujících 

exonů plus přilehlých intronových oblastí genu ATL1 v Centru lékařské genetiky a fetální 

medicíny GENNET, s.r.o. u celkem 111 pacientů. Bylo nalezeno celkem 5 variant 
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(NM_181598.3), všechny missense. Jedna z nalezených variant je již popsaný málo častý 

polymorfismus (c.311A>G, p.Asn104Ser, rs3777736535) s frekvencí 0.01% u non-Finish 

evropské populace dle ExAC, nalezená u pacientky s nástupem nemoci po 50. roce věku, což 

neodpovídá fenotypu SPG3A.  

Všechny ostatní čtyři nalezené varianty byly nové, zatím nepopsané, nicméně pouze dvě 

byly nakonec vyhodnoceny a interpretovány jako kauzální: c.1039A>C a c.1064A>T. 

Varianta c.1039A>C (p.Met347Leu) byla nalezena u pacientky s nástupem prvních obtíží ve 

dvou letech, dívka žije v adoptivní rodině, nicméně se podařilo získat lékařské zprávy jejího 

biologického otce, kde je v rodině popisována HSP ve více generacích (biologický otec, jeho 

bratr, jejich matka – všichni s nástupem v dětství). Varianta c.1064A>T byla nalezena            

u pacientky s nástupem prvních obtíží ještě před ukončením 1. roku života. V rodině nejsou 

popsány neurologické obtíže, nicméně varianta byla později potvrzena v mozaice                    

u pacientčina zdravého otce jak ve vzorku z periferní krve (mezodermální tkáň), tak ze vzorku 

ze slin (ektodermální tkáň) a předpokládáme, že vznikla de novo u pacientčina otce 

během raného zárodečného vývoje. 

Další dvě nalezené varianty c.505A>G a c. 916A>G byly obě nalezeny u pacientů 

s nástupem v dětství, nicméně nebyly uznány kauzálními, neboť byly nalezeny vždy                

u jednoho ze zdravých rodičů pacientů.  

U všech tří pacientů, u kterých byla Sangerovým sekvenováním nalezena nekauzální 

varianta v genu ATL1, bylo následně provedeno NGS sekvenování panelu genů (vyšetřeni ve 

verzi 2, 38 genů), ani u jednoho z nich nebyla nalezena kauzální varianta v některém 

z vyšetřovaných 38 genů. 

Vzhledem k tomu, že klasické Sangerovo sekvenování genu ATL1 není původním cílem 

této práce, pro podrobnější informace o pacientech a nalezených variantách odkazuji na svůj 

článek (Meszarosova et al., 2017).  

 

3.3. Celkový počet SPG3 pacientů mezi českými pacienty s HSP 

Gen ATL1 (resp. všechny jeho kódující oblasti plus přilehlé intronové) byl tedy vyšetřen u 

celkem 204 pacientů (111 pomocí Sangerova sekvenování, 96 pomocí NGS, ale 3 oběma 

metodami). Z vyšetřených pacientů bylo 103 sporadických a 75 familiárních, u 26 pacientů 

Sanger sekvenovaných nebyl znám bližší rodinný status. Ve skupině všech vyšetřených bylo 

49 pacientů mladších 18 let.  

Kauzální varianta byla nalezena pouze u dvou pacientů (varianty c.1039A>C a 

c.1064A>T) v obou případech u pacientů s nástupem v dětství. To představuje jen 1% ze 
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všech vyšetřených (2 z 204) a 4 % (2 ze 49) ze skupiny pacientů mladších 18 let. Výskyt 

SPG3 je tedy mezi českými HSP pacienty velice nízký. 

V rámci testování genu SPAST na přítomnost velkých delecí pomocí MLPA kitu P-165 

HSP byl u všech pacientů testován automaticky také gen ATL1, protože kit obsahuje proby 

pro oba geny. Pro přítomnost delece pomocí MLPA bylo tedy vyšetřeno celkem 146 pacientů, 

ani u jednoho z nich nebyla nalezena delece v genu ATL1. 
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4. Spektrum genetických typů HSP (včetně SPG4 a SPG3) u českých pacientů 

s nekomplikovanou formou nemoci.  

Sumarizace dlouhodobých výsledků ze všech provedených vyšetření   

 

4.1. Celkový přehled provedených vyšetření u českých pacientů s HSP.  

     Počet objasněných pacientů 

V celém souboru českých pacientů se suspektní HSP byla u různých a rozdílně velkých 

skupin pacientů provedena tato vyšetření:  

 

1/ Sangerovo sekvenování SPAST genu: celkem u 396 nepříbuzných pacientů, počet 

objasněných: 53 pacientů. 

2/ Sangerovo sekvenování genu ATL1: celkem u 111 SPAST negativních pacientů, počet 

objasněných: 2 pacienti. 

3/ MLPA genu SPAST a ATL1: celkem u 146 pacientů, počet objasněných: 4 pacienti s velkou 

delecí genu SPAST. 

4/ NGS sekvenování panelu genů: celkem u 96 SPAST negativních (Sanger i MLPA) 

pacientů, počet objasněných: 22 pacientů. 

5/ WES: celkem u 4 pacientů, počet objasněných: 2 pacienti. 

 

4.2. Celkový počet pacientů u jednotlivých typů HSP 

Celkem byla dosud pomocí různých vyšetření mezi českými HSP pacienty nalezena 

kauzální varianta (a tedy potvrzen typ HSP) u celkem 84 pacientů, dohromady bylo v souboru 

nalezeno 11 typů HSP: 

 SPG3 (gen ATL1): 2 pacienti. Oba objasněni pomocí Sanger sekvenování. 

 SPG4 (gen SPAST): celkem 58 pacientů. Objasněni pomocí: 53 Sanger sekvenování,  

4 MLPA, 1 NGS. 

 SPG5 (gen CYP7B1): 1 pacient. Objasněn pomocí NGS. 

 SPG6 (gen NIPA1): 1 pacient. Objasněn pomocí NGS. 

 SPG7 (gen SPG7): 4 pacienti. Všichni objasněni pomocí NGS. 

 SPG10 (gen KIF5A): 3 pacienti. Všichni objasněni pomocí NGS. 

 SPG11 (gen SPG11): 5 pacientů. Pomocí NGS objasněni 4 pacienti, pomocí WES       

1 pacient. 
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 SPG31 (gen REEP1): 7 pacientů. Pomocí NGS objasněno 6 pacientů, pomocí Sanger 

sekvenování 1 pacient. 

 SPG35 (gen FA2H): 1 pacient. Objasněn pomocí NGS. 

 SPG77 (genFARS2): 1 pacient. Objasněn pomocí NGS. 

 IAHSP (gen ALS2): 1 pacient. Objasněn pomocí WES. 

 

4.3. Procentuální zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými 

pacienty 

Nejčastějším typem HSP je dle očekávání SPG4 (69 % mezi objasněnými), následován 

SPG31 (8,2 %). Dále se zhruba se stejnou frekvencí vyskytují SPG11 (5,9 %) a SPG7 (4,7 

%), SPG11 mírně převažuje. Častěji se též vyskytla SPG10 (3,5 %). S nízkou frekvencí se 

vyskytuje SPG3 (2,4 %) a vzácně se vyskytují ostatní zachycené typy HSP: SPG5, SPG6, 

SPG35, SPG77 a IAHSP (1,2 %). (Tab.9) 

 

Tab.9: Procentuální zastoupení jednotlivých typů HSP u českých pacientů  

          (řazeno dle frekvence)  
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SPG4 SPAST 58 69 % AD 43 5 * 

SPG31 REEP1 7 8,3 % AD 7 - 

SPG11 SPG11 5 6,0 % AR 1 4 

SPG7 SPG7 4 4,8 % AR 3 1 

SPG10 KIF5A 3 3,6 % AD 3 - 

SPG3 ATL1 2 2,4 % AD 1 1 

SPG5 CYP7B1 1 1,2 % AR - 1 

SPG6 NIPA1 1 1,2 % AD 1 - 

SPG35 FA2H 1 1,2 % AR - 1 

SPG77 FARS2 1 1,2 % AR - 1 

IAHSP ALS2 1 1,2 % AR - 1 

Celkem 11 84 100,1 %  59 15 

*  (zbylých 10 pacientů neznámý rodinný status) 
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4.3.1.  Zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými familiárními pacienty 

Mezi diagnostikovanými 84 pacienty bylo celkem 60 familiárních případů. Největší 

procento tvoří pochopitelně pacienti s SPG4, kterých je mezi objasněnými nejvíc. Dále jsou to 

pacienti s typem SPG31, kde nebyl ani jeden pacient sporadický. Ve skupině autozomálně 

recesivně dědičné SPG7 jsou 3 familiární pacienti, ale ve všech případech jde o pacienty, kteří 

jsou zařazeni do skupiny familiárních, neboť mají postiženého sourozence. Stejně je tomu i     

u familiárního pacienta s SPG11. Ve skupině pacientů s dalšími autozomálně dominantně 

dědičnými typy SPG10 i u pacientky s SPG6 jsou všichni pacienti familiární.  

 

4.3.2.   Zastoupení jednotlivých typů HSP mezi objasněnými sporadickými pacienty 

Mezi všemi objasněnými pacienty bylo 15 sporadických, většina v genech s autozomálně 

recesivní dědičností. Výjimkou je 5 pacientů s SPG4 s AD dědičností a jedna pacientka 

s SPG3 také s AD dědičností, kde ale vznikla kauzální varianta de novo u otce pacientky.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103 

 

V. Diskuze 

 

Bioinformatické zpracování 

Pro bioinformatické zpracování sekvenačních raw dat z NGS panelu genů byly použity 

dva software NextGene (Softgenetics, US) a SureCall (Agilent Technologies, US). Software 

NextGene má pro variant calling s defaultním nastavením volnější kritéria, což vede 

k vyššímu počtu falešně pozitivních variant. Na druhou stranu je možné nastavit kritéria pro 

variant calling tak, aby zachytila variantu i ve velmi špatně pokrytých oblastech, což bylo 

výhodné u vzorků u nichž byla k přípravě DNA knihovny použita metoda HaloPlex Target 

Enrichment (Agilent Technologies, US). Sekvenační data DNA knihoven připravených touto 

metodou měla obecně daleko nižší pokrytí analyzovaných genomických oblastí a stalo se, že 

kvůli nízkému pokrytí nebyla zachycena kauzální varianta pomocí software SureCall.  

Nezávislé hodnocení dvěma různými software se nám tak osvědčilo zejména u DNA 

knihoven připravených pomocí metody HaloPlex Target Enrichment. Raw data z DNA 

knihoven připravených později používanou metodou SureSelect Target Enrichment (Agilent 

Technologies, US) má daleko vyšší pokrytí a všechny kauzální varianty byly shodně 

zachyceny pomocí obou software (NextGene i SureCall).   

 

Výběr genů  

V první verzi panelu genů jsme vybrali pouze 28 genů, vybrány byly pouze geny popsané 

s čistě nekomplikovanou formou HSP. Do dalších dvou verzí panelu genů jsme pravidla pro 

výběr genů zmírnili ve smyslu, že byly zařazeny i geny u nichž byly popsány i komplikující 

znaky např. atrofie optiku, ataxie, změny kognitivních funkcí. Nikdy však nebyly zařazeny 

geny popsané s těžkým komplikovaným fenotypem ve smyslu mentální retardace, vrozené 

těžké poruchy intelektu a chování, fenotypy s epilepsií, vrozenou hluchotou apod. 

Panely genů verze 2 a 3 byly rozšířeny o další geny. Byl zařazen např. gen FA2H, pomocí 

čehož byl objasněn jeden pacient s novou variantou v tomto genu. Podobně, kdyby byl gen 

ALS2 zařazen již v první verzi panelu genů, byla by objasněna pacientka s dvěma 

heterozygotními variantami, která byla objasněna až pomocí WES. Další verze panelů genů 

byly také vždy optimalizovány o nově popsané geny, např. FARS2 nebo o naše zkušenosti 

s nálezem kauzální varianty až pomocí WES v genu, který jsme v panelu neměli. Verze 3 byla 

rozšířena až na 43 genů, ale ve skupině pacientů vyšetřených touto verzí panelu genů byly 

nalezeny kauzální varianty jen v relativně běžných genech HSP typu SPG7, SPG31, SPG10.  
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Širší výběr genů tak procento objasněnosti pravděpodobně nezvýší. V případě, že 

vyšetření panelu genu neobjasní příčinu, je možné pacienty dál vyšetřit pomocí WES. Do 

panelu genů je optimální zařadit hlavní základní geny/typy HSP a v případně negativního 

výsledku pak pokračovat s WES. Z tohoto pohledu se tak optimálním jeví panel genů Verze 2. 

Matoucí může být i sám fenotyp pacientů, viz např. pacient s objasněnou SPG11 pomocí 

WES, který nebyl z důvodu komplikovaného fenotypu vyšetřen panelem genů, neboť nebyl 

předpokládán úspěch vyšetření.  

Rozdělení fenotypu na komplikovaný a nekomplikovaný je samo o sobě mírně zavádějící. 

Většina nejčastějších typů HSP začíná jako nekomplikovaný fenotyp, ale s postupem nemoci 

se přidávají i různé komplikující klinické příznaky. Například u SPG11 se ve skutečnosti 

finálně rozvine komplikovaný fenotyp, SPG11 je vlastně nejčastěji se vyskytující 

komplikovaný typ HSP. I v našem souboru pacientů jsme pozorovali komplikující znaky 

krom SPG11 u SPG35 (změny v bílé hmotě, aj.), dysartrii u IAHSP a SPG7, u jednoho 

pacienta s SPG10 (hraniční kognitivní funkce, aj.). Procento komplikovaných HSP je tak 

pravděpodobně vyšší než u uváděných 10 % HSP pacientů.  

 

Kauzalita nalezených variant 

K uznání kauzality nalezených variant bylo přistupováno velice obezřetně. I v případě, že 

již byla varianta popsána jako patogenní, byl porovnán popsaný fenotyp s fenotypem našeho 

konkrétního pacienta. Ve dvou případech jsme nalezli variantu, kdy ve stejném nukleotidu již 

byla popsána jiná patogenní varianta (c.1321+2T>G v SPAST a c.838C>G v KIF5A). To 

podporuje kauzalitu nalezené varianty, i fenotyp pacientů odpovídá a je vysvětlitelný 

nalezenými variantami, nicméně je třeba i tak velké opatrnosti a obezřetnosti při interpretaci, 

ne vždy je možná jistota. V každém případě je ideální provést segregační analýzu v rodině, 

zda varianta se v rodině dědí s onemocněním. U všech složených heterozygotů s recesívními 

variantami platí, že nalezené varianty musí být v pozici trans, tedy na různých alelách (od 

každého z rodičů jedna varianta). Kauzalitu také dál podporuje to, že jinak vzácná varianta 

byla nalezena v našem souboru u více pacientů s fenotypem HSP (u SPG7, SPG11 a SPG31). 

 

Spektrum genetických typů HSP u českých pacientů 

Pomocí metod NGS (sekvenování panelu genů a WES) bylo u českých pacientů nalezeno 

celkem 10 typů HSP (SPG4, SPG5, SPG6, SPG7, SPG10, SPG11, SPG31, SPG35, SPG77 a 

IAHSP). Nebyl nalezen žádný pacient s SPG3.  
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Spolu s dříve objasněnými pacienty s SPG4 a SPG3 se tedy v české populaci pacientů se 

suspektní HSP vyskytuje 11 genetických typů HSP (11. typ je SPG3). Nejčastější typ je SPG4 

u 69 % ze všech objasněných pacientů.  

Mezi non-SPG4 pacienty byl nejčastěji zachycen typ SPG31 (varianty v genu REEP1), 

celkově i mezi typy s AD dědičností. Výskyt SPG31 je tedy oproti jiným populacím mezi 

českými HSP pacienty poměrně dost vysoký, jako druhý nejčastější typ se vyskytuje u 8,2 % 

objasněných. SPG31 je sice popisována jako jeden z nejčastějších typů nemoci 

(McCorquodale et al., 2011, Beetz et al., 2008, Zuchner et al., 2006). Při pohledu na konkrétní 

počty pacientů z novějších studií, jsou ale čísla nižší: 2 ze 47, tzn. 4,2 % (Iqbal et al., 2017), 

dokonce jen 2 z 216, tzn. 0,9 % (Elert-Dobkowska et al., 2015) v polské populaci, nízký 

výskyt SPG31 byl popsán i v japonské populaci (Ishiura et al., 2014).  

Není bohužel mnoho článků, které by popisovaly spektra HSP v jednotlivých populacích. 

Pokud ale přesto porovnáme s několika publikovanými údaji, v různých populacích se data 

shodují, že se mezi HSP s AD dědičností (krom SPG4, což je všude zdaleka nejčastější typ) 

s vyšší frekvencí vyskytuje SPG10 s variantami v KIF5A genu (Goizet et al., 2009b,        

Lynch et al., 2016), což bylo pozorováno i u českých pacientů.  

Mezi typy HSP s AR dědičností byly u českých pacientů nejčastější SPG11 s mírnou 

převahou nad SPG7. Tyto dva typy jsou popisovány i v literatuře jako nejčastější mezi HSP 

typy s AR dědičností. V některých populacích převažuje SPG11 (Ishiura et al., 2014, Burguez 

et al., 2017), v jiných SPG7 (Sanchez-Ferrero et al., 2013, Chrestian et al., 2017, Yoon et al., 

2013, Kumar et al., 2013). Patogenní varianty v genu SPG7 se však také mohou maskovat za 

fenotyp ataxie (Hadjivassiliou et al., 2017). 

Relativně častěji jsou v některých populacích popsány SPG5 (CYP7B1 gen) (Burguez et 

al., 2017, Iqbal et al., 2017, Kumar et al., 2013, Ishiura et al., 2014), v našem souboru jsme 

nalezli jednoho pacienta s SPG5. Ostatní typy HSP jsou poměrně vzácné a není typ, který by 

byl častější. V různých populacích se vyskytují jen u jednotlivých pacientů/rodin, jejich 

výskyt je všeobecně nízký a lze ho proto těžko procentuálně vyčíslit. I mezi českými pacienty 

jsme nalezli málo časté typy HSP.  

Nalezené spektrum genetických typů HSP u českých HSP pacientů s převahou SPG4 a 

častým výskytem SPG31, SPG11 a SPG7 se dalo očekávat a je ve shodě s publikovanými 

údaji.  

S překvapivě nízkou frekvencí se však mezi českými pacienty vyskytuje SPG3, i když 

nízký výskyt již byl také popsán, nejblíž například i mezi polskými HSP pacienty           

(Elert-Dobkowska et al., 2015). 
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SPG77 u českého pacienta  

SPG77 je velice vzácný typ HSP, bylo zatím popsáno jen několika jedinců celosvětově 

s tímto fenotypem. Varianty v genu FARS2 jsou popisovány převážně s epilepsiemi se 

závažnou prognózou. Fenotyp SPG77 byl popsán pouze 2x, jednou jako závažný, s nástupem 

v dětství, opožděním vývoje, dysartrií, závažnou poruchou chůze (Vantroys et al., 2017). 

V druhé publikaci však byly popsáni tři jedinci s nekomplikovanou formou SPG77, 

s nástupem v dětství, bez záchvatů a s normálním MRI mozku (Yang et al., 2016). 

U našeho pacienta byla nalezena kombinace missense varianty c.1082C>T (p.Pro361Leu) 

v exonu 6, která byla nedávno popsána jako patogenní, ale se závažným komplikovaným HSP 

fenotypem (Vantroys et al., 2017) a delece prvních dvou exonů genu FARS2, první exon je 

nekódující. Tato delece byla také již popsána, ale s fenotypem závažné encefalopatie 

s časným nástupem s epilepsií (Raviglione et al., 2016). Zajímavé je, že varianta c.1082C>T 

má poměrně vysokou frekvenci v populačních databázích (ExAC 0,013 %) s ohledem na fakt, 

že je SPG77 velmi vzácný typ HSP. V genu FARS2 bylo dosud popsáno 15 patogenních 

variant, ale krom tří všechny s fenotypem epileptické encefalopatie, zbylé tři s fenotypem 

HSP. 

 

Frekvence kauzálních patogenních variant 

Většina nalezených variant byla nalezena v heterozygotním stavu a to i v genech 

s autozomálně recesivní dědičností. Z 11 pacientů s kauzálními variantami v genech s AR 

dědičností byli jen u 4 pacientů v homozygotním stavu. Vzhledem k tomu, že recesivní 

patogenní varianty mají obvykle určitou, velmi nízkou frekvenci v populaci, je 

pravděpodobnější, že se potkají dva nosiči různých variant, byť ve stejném genu. To, že se 

v souboru objasněných pacientů vyskytují homozygoti pro vzácné varianty spíš svědčí o tom, 

že varianta má v oblasti vyšší frekvenci, než je udávaná v populačních databázích, nebo že jde 

o endogamii rodičů.  

Tak například předpokládáme, že varianta c.130C>T má vyšší frekvenci v české menšině 

v Rumunsku, odkud pochází náš pacient s diagnostikovanou SPG35. Podobně lze 

předpokládat, že rodiče pacientky s homozygotní variantou c.3075dup v genu SPG11 (u obou 

potvrzena varianta v heterozygotním stavu) mají společného předka, i  třeba před několika 

generacemi, aniž o tom sami vědí. Pacientka pochází z Pelhřimovska z Vysočiny, frekvence 

varianty může být i vyšší v této oblasti. U dalších dvou pacientů s homozygotní variantou 

nebyla provedena segregační analýza, fakt, že jsou/byli oba rodiče heterozygoti lze tak jen 

předpokládat. Pacient s variantou v genu CYP7B1 (ročník 1980) žije v Praze, nemáme 
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informace, zda třeba nepochází z jiného kraje a mohlo by pro něho platit totéž co bylo 

popsáno u předchozí pacientky.  Nalezená varianta c.899A>G má frekvenci v ExAc pro non-

finskou evropskou populaci (NFE) 0,0061 %, to znamená cca 6 heterozygotů na 100 tisíc lidí. 

Pravděpodobnost, že se setkají dva heterozygoti je velmi nízká, nicméně existuje. S velmi 

nízkou pravděpodobností by mohla u pacienta varianta na druhé alele vzniknou také de novo. 

Homozygozita pro variantu může vzácně vzniknout i v důsledku isodisomie oblasti, kde 

varianta leží, třeba jen parciální části chromozomu obsahující gen s kauzální variantou. 

S takovou vzácnou možností jsme se ale již opakovaně setkali, viz (Safka Brozkova et al., 

2016, Borgulova et al., 2018). U pacientky s homozygotní variantou p.Leu78* v genu SPG7 

platí totéž, pacientka (ročník 1946) žije v oblasti Broumovska, podobné postižení je 

popisované i u její sestry. Varianta má v non-finské evropské populaci (NFE) frekvenci o 

něco vyšší: 0,012 %.  

Tato varianta v genu SPG7 p.Leu78* je však dokonce variantou, kterou jsme v našem 

souboru pacientů zachytili nejvícekrát – ve třech alelách. (Ve třech alelách byla ještě 

zachycena varianta c.318_321del v genu REEP1 – bude diskutováno dále.) Varianta p.Leu78* 

v genu SPG7 by tedy teoreticky mohla mít vyšší frekvenci v naší populaci nebo třeba i v 

širším evropském regionu. K tomuto předpokladu nás vede i publikace týkající se 

maďarského souboru pacientů s HSP, kde byla stejná varianta p.Leu78* v genu SPG7 

nejčastěji se opakující variantou mezi objasněnými HSP pacienty (20 objasněných HSP 

pacientů z 58, varianta u 4 jedinců) (Balicza et al., 2016).  

Třikrát (u třech pacientů) byla ještě zachycena nová, dosud nepopsaná varianta 

c.318_321del v genu REEP1 s AD dědičností vždy v heterozygotním stavu. Varianta byla 

interpretována jako kauzální. Předpokládáme, že všechny tři rodiny jsou příbuzné, měli 

společného předka. Všechny tři rodiny totiž pocházejí z Plzeňska, dvě rodiny mají dokonce 

stejné příjmení, zatím se bohužel nepodařilo dopátrat konkrétní příbuzenské vztahy rodin.  

 

Nejvyšší frekvence ze všech nalezených patogenních variant je uvedena u varianty 

c.1529C>T v genu SPG7 (s AR dědičností) s frekvencí 0,29 % v ExAC_All. Tato varianta je 

uváděna jako nejčastější mezi SPG7 pacienty ve více populacích (Rydning et al., 2016, 

Sanchez-Ferrero et al., 2013). Obecně je frekvence u nalezených variant v SPG7 genu 

poměrně vysoká, což je u SPG7 genu možné vzhledem k faktu, že SPG7 je uváděn jako jeden 

ze dvou nejčastějších typů HSP s AR dědičností (Yoon et al., 2013, Kumar et al., 2013, 

Orsucci et al., 2014, Chrestian et al., 2017). I v souboru českých pacientů je SPG7 čtvrtý 

nejčastější typ a mezi recesivními typy je na druhém místě.  
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Všechny nalezené kauzální varianty v genech s AD dědičností nemají žádnou uvedenou 

frekvenci v populačních databázích. Obecně se udává prevalence HSP v průměru 5 : 100 000. 

To znamená, že maximální frekvence varianty v genu s AD dědičností by mohla být 0,005 %. 

To by ale platilo, jen pokud by byla nemoc způsobena pouze jednou variantou v jednom genu. 

Vzhledem k faktu, že více než polovina HSP pacientů má kauzální variantu v genu SPAST, 

varianty v ostatních genech jsou příčinou onemocnění u jednotek procent pacientů a také až 

dvě třetiny všech HSP genů mají AR dědičnost, frekvence patogenních variant v  HSP genech 

krom s AD dědičností kromě genu SPAST by měla být prakticky nulová.  

 

Velké delece jako příčina HSP 

V některých HSP genech jsou popsány velké delece jako příčina HSP. Heterozygotní 

velké delece v genu SPAST byly opakovaně uvedeny jako příčina HSP, dokonce až u 21 % 

mezi SPG4 pacienty (Schule et al., 2016), stejně i v genu SPG11 jsou popisovány delece 

s vysokou frekvencí, je udáváno, že až 19 % všech patogenních variant v SPG11 mohou být 

CNV (copy number variants) (Gunther et al., 2016). V obou genech se vyskytuje vysoké 

procentu Alu repetic, které vedou k nestabilitě a ke vzniku velkého počtu přestaveb a tedy 

CNV (Conceicao Pereira et al., 2012, Depienne et al., 2007). 

Mezi objasněnými SPG4 pacienty v našem souboru jsou velké delece jako příčina 

HSP jen u 4 pacientů ze všech 58 diagnostikovaných s SPG4, což představuje 7 %. Naproti 

tomu velká delece v genu SPG11 byla nalezena u dvou pacientů z pěti diagnostikovaných  

s SPG11.  

Byla nelezena i heterozygotní delece v genu FARS2, která je v kombinaci s missense 

variantou ve stejném genu  příčinou HSP u pacienta. 

 

Varianta c.953T>C (p.Leu318*) v genu KLC3  

U pacienta vyšetřeného pomocí WES byla nalezena de novo vzniklá heterozygotní 

nonsense varianta c.953T>C (p.Leu318*) v genu KLC3, který nebyl dosud popsán s žádným 

fenotypem. 

Protein kódovaný genem KLC3 hraje dle databází UniProt (www.uniprot.org/) a 

GeneCards (https://www.genecards.org/) roli v axonálním transportu, v motorické aktivitě 

mikrotubulů a také ve vazbě kinezinových řetězců. Měl by také interagovat s proteinem 

kódovaným genem KIF5A, varianty v němž jsou příčinou SPG10. Kinesin je protein nezbytný 

pro transport molekul v buňkách, pro posun transportovaných molekul podél mikrotubulů. 

Skládá se ze dvou lehkých a dvou těžkých řetězců.   

http://www.uniprot.org/
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Nalezená varianta v genu KLC3 je právě ve funkční doméně lehkého řetězce. Toto vše 

by poměrně slibně podporovalo kauzalitu spolu s de novo původem. Geny KLC2 a KLC4 

kódující také řetěžce kinezinu jsou zařazeny jako HSP geny, ale oba s autozomálně recesivní 

dědičností. Gen KLC2 však se závažným komplikovaným typem HSP. V rodině jsou udávány 

neurologické obtíže/suspektní HSP u babičky a jejích sester, ale dle zprávy se pravděpodobně 

jedná o jinou etiologii a jiné klinické příznaky. 

Nalezenou variantu v genu KLC3 nakonec uzavíráme jako nekauzální ze dvou důvodů: 

1/ Geny KLC2 i KLC4 jsou popisovány jako geny s AR dědičností, vzhledem k tomu, že 

kódují protein podobné funkce, předpokládáme spíš také AR typ dědičnosti v genu KLC3. 

2/ V genu KLC3 je popsáno 8 jiných nonsense variant, které jsou nepatogenní. Jen o 8 

nukleotidů dál je popsána jiná nonsense varianta c.961C>T (p.Arg321*) ve stejné proteinové 

doméně, tzn. se stejným potenciálním funkčním vlivem. Tato varianta má navíc frekvenci 

0,0016 % v ExAC_All. Pokud by tato varianta byla patogenní, určitě by vzhledem k frekvenci 

musela být s AR dědičností. V tom případě chybí u pacienta druhá kauzální varianta v tomto 

genu. 

 

Věk objasněných pacientů a věk nástupu onemocnění 

Stran průměrného věku pacientů se nelze sumárně vyjádřit vzhledem k různorodosti SPG 

typů a malému počtu pacientů, a to ani ve skupinách typů SPG, které se opakují. Mezi pěti 

pacienty s SPG11 je velmi rozdílný věk nástupu: 3x ve věku do 18 let, 2x v pozdních 

dekádách. Podobně i u pacientů s SPG10 (KIF5A gen) jsou dva pacienti s nástupem 

v dospělosti ve 4. dekádě, ale jeden pacient s nástupem v dětství, stejně časný nástup je 

popisován i u jeho otce, který ale nebyl geneticky vyšetřen. I např. u SPG4 je popisován 

typicky věk nástupu v dospělosti viz např. (McDermott et al., 2006, Fink, 2013, Lo Giudice et 

al., 2014), ale v našem souboru SPG4 pacientů je u některých variant nástup již v dětství,     

viz (Meszarosova et al., 2016). Navíc jsou u některých variant pozorovány interfamiliární a 

dokonce intrafamiliární rozdíly, například u dvou bratrů s variantami c.233T>A (p.Leu78*) a 

c.1553-2_1553-1del v genu SPG7 nebo u varianty c.33-2A>G v genu REEP1.   

Existuje i možnost neúplné penetrance, ač je problematické ji spolehlivě dokázat. Byla již 

popsána například v genu ATL1 (Durr et al., 2004, D'Amico et al., 2004), v tomto genu byla 

popsána dokonce i rozdíly ve věku nástupu onemocnění a penetrance u mužů a žen (Varga et 

al., 2013). Ve všech genech vyšetřovaných v rámci tohoto projektu je však popisována 

klasická mendelovská dědičnost, neúplnou penetranci nepředpokládáme, nepochybně však 
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existuje rozdílná penetrance vzhledem k věku. Nicméně rozdíly v nástupu onemocnění 

v závislosti na pohlaví jedinců by se mohl týkat variant v genu REEP1. 

 

Fenotypy u častěji se vyskytujících typů HSP 

U jednotlivých typů HSP, kde jsme v souboru nalezli více pacientů byly na základě 

dostupných informací v rámci možností popsány společné klinické znaky pacientů s jedním 

typem HSP. Typický fenotyp je však těžké popsat jednak protože počet pacientů je malý, a 

také vycházíme pouze z indikací a neurologických zpráv zaslaných různými neurology a 

genetiky. Objem informací o konkrétních pacientech tak není jednotný, někde jsou informace 

velice kusé. Přesto lze konstatovat, že v hlavních rysech fenotyp našich pacientů odpovídá 

fenotypům jednotlivých typů HSP tak, jak jsou popsány v literatuře.  

 

SPG31  

Fenotyp SPG31 je popisován s klasickými příznaky nekomplikované HSP, u 

některých pacientů jsou popisovány poruchy vibračního čití, urgentní mikce, postižení 

horních končetin mírné. Věk nástupu je v publikaci (Beetz et al., 2008) bimodální buď v první 

nebo druhé dekádě  anebo potom po 30 roku věku, (Zuchner et al., 2006) uvádí u jedné rodiny 

průměrný věk nástupu 27 let, u druhé 11 let s tím, že někteří členové mají nástup až 

v pozdních dekádách.    

 (Hewamadduma et al., 2009) popisuje i poměrně závažný fenotyp s rychlou progresí, 

většinou postižení i horních končetin, poruchy čití, závažné postižení chůze a nutnost 

používání invalidního vozíku už cca po 30. roce věku, u jedné pacientky dokonce po 18 letech 

trvání nemoci závažnou tetraparézu, dysartrii a dysfágii. 

V našem souboru pacientů s pravděpodobně kauzálními variantami v genu REEP1,     

a tedy s SPG31, je u všech pacientů, kde máme dostatek informací, popisován nástup v dětství 

s celkem pomalou progresí, nejsou popsány významné přidružené příznaky krom mírných 

poruch čití po delší době trvání nemoci.  Fenotyp našich pacientů s SPG31 tak převážně 

odpovídá nekomplikovanému fenotypu tak, jak je popisován v literatuře. 

 

 SPG7 

Společným znakem u všech pacientů s SPG7 v našem souboru je nástup v dospělosti a 

také je u všech popisována dysatrie. U dvou pacientů též urgentní mikce. To odpovídá 

fenotypu SPG7 jak je popisován v literatuře. Ve dvou rodinách také pozorujeme 

intrafamiliární rozdíl ve věku nástupu obtíží charakteru HSP. 
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Typicky je SPG7 popisována s nástupem v dospělosti a velmi často s komplikujícími 

znaky, nejčastěji dysartrií, ataxií, atrofií mozečku a atrofií optiku. Mohou být poruchy čití a 

urgentní mikce (Elleuch 2006, Warnecke 2007, Sanchez Ferrero 2013). 

 

SPG11 

Typický fenotyp SPG11 je popisován krom klasických příznaků HSP zejména 

s tenkým corpus callosum na MRI (tzv. TCC-HSP). NA MRI může být dále kortikální atrofie. 

U pacientů se postupně objevuje mentální deteriorace, dysartrie, často se objevuje periferní 

neuropatie. Popisován je nástup spíš v dětství s poměrně rychlou progresí a upoutáním na 

vozík. (Stevanin et al., 2007, Hehr et al., 2007, Denora et al., 2009).  

U většiny z pěti diagnostikovaných pacientů s SPG11 není dostatek informací a jejich 

fenotyp tak nelze blíže zobecnit a porovnat s údaji z literatury. U jednoho je pacienta je 

popisována lehká mentální retardace již od narození a celkově komplikovanější fenotyp.  

Zajímavý je u dvou pacientů s SPG11 nástup až v pozdní dospělosti. Oba tito pacienti 

mají jednu stejnou variantu c.5381T>C v kombinaci s nonsense variantou. Varianta 

c.5381T>C již byla popsána v literatuře (Lynch et al., 2016) mezi řeckými pacienty s HPS u 

třech pacientů. Vždy v kombinaci s jinou variantou v genu SPG11, dvakrát s nonsense 

variantou - tedy jako u našich pacientů, potřetí s frame shift variantou, která vede ale také ke 

vzniku stop kodonu a předčasnému ukončení syntézy proteinu. Nástup onemocnění u těchto 

tří řeckých pacientů vždy v dospělosti: 60 let, komplikovaný fenotyp; 39 let, komplikovaný 

fenotyp; 41 let, nekomplikovaný fenotyp, ale se změnami v bílé hmotě. 

 

SPG10 

Pacienti s kauzální variantou v genu KIF5A a tedy diagnostikovanou SPG10 mají 

rozdílný nástup onemocnění od dětství do dospělosti. Kvůli nedostatku bližších informací 

nelze fenotyp zobecnit, nicméně u všech je popisována porucha čití na DK.  

SPG10 je i v literatuře popisován s variabilním fenotypem, jak s nekomplikovaným, tak 

komplikovaným. Nejčastěji je popisováno právě snížení čití na dolních končetinách a dále 

periferní neuropatie s atrofií svalstva připomínající onemocnění CMT. Jako komplikující 

klinický znak je popisovám kognitivní deficit. Věk nástupu je velmi různorodý od dětství po 

dospělost. (Goizet 2009, Crimella 2012, Blair 2006, Carosi 2015)  
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Záchytnost DNA diagnostických metod u HSP 

Klasické sekvenování genu SPAST a ATL1 

Mezi českými pacienty bylo již dříve pomocí Sangerova sekvenování potvrzen typ 

SPG4 u 53 nepříbuzných pacientů. Pouze pět SPG4 pacientů je sporadických, což představuje 

9 % ze všech SPG4 a jen 3,1 % mezi sporadickými pacienty vyšetřenými klasickým 

sekvenováním genu SPAST. U těchto pěti pacientů však jen u dvou byl potvrzen de novo 

výskyt varianty v genu SPAST (varianta nenalezena ani u jednoho z rodičů). Ostatní tři byli 

sice na základě dodaných informací zařazeni mezi sporadické, ale vzhledem k nedostatečným 

a neúplným informacím není sporadický výskyt jistý.  

U familiárních pacientů je daleko větší šance, že bude typ nemoci diagnostikován na 

základě Sangerova sekvenování genu SPAST. V souboru českých pacientů byla záchytnost 

SPG4 u familiárních pacientů necelých 25 %. Ze všech objasněných SPG4 pacientů tvoří 

familiární pacienti dokonce 72 %. Podobně vysoký záchyt familiárních pacientů byl popsán 

v Evropě například i mezi dánskými a rumunskými SPG4 pacienty (de Bot et al., 2010, 

Orlacchio et al., 2008a), v Asii mezi korejskými a japonskými SPG4 pacienty (Kim et al., 

2014, Ishiura et al., 2014). Sangerovo sekvenování kódujících oblastí genu SPAST má proto 

stále smysl, zejména u familiárních pacientů.  

Pomocí MLPA genu SPAST byly zachyceny 4 velké delece, záchytnost vyšetření, 

resp. objasnitelnost je tedy pouze 3 %. Vyšetření má smysl spíše jen u pacientů s vysoce 

suspektní HSP, kteří jsou dále indikováni pro sekvenování panelu genů.  

Oproti vysoké záchytnosti SPG4 zejména u familiárních pacientů je záchytnost variant 

v genu ATL1 u českých pacientů obecně výrazně nízká, pouhé 1 % u všech vyšetřených. 

SPG3 je popisována s nástupem onemocnění v dětství, což platí u obou českých SPG3 

diagnostikovaných pacientů, ale i tak je záchytnost mezi pacienty mladšími 18 let jen 4 %. 

Podobně nízký výskyt byl již popsán v Evropě i v Asii (Kim et al., 2014, Lu et al., 2014, 

Elert-Dobkowska et al., 2015, Park et al., 2015). 

V souboru českých pacientů byly dále nalezeny ještě čtyři další potenciálně kauzální 

varianty v genu ATL1 (3x Sangerovým sekvenováním, 1x pomocí NGS), ale ani jedna z nich 

nebyla nakonec interpretována jako kauzální. V jednom případě šlo o vzácný, ale benigní 

polymorfismus. V ostatních třech případech byla vždy varianta nalezena u zdravého rodiče, 

což kauzalitu de facto vylučuje. V genu ATL1 byla nicméně popsána neúplná penetrance 

(D'Amico et al., 2004, Varga et al., 2013), což je třeba vzít v potaz. I tak by ale byla 

záchytnost vyšetření velice nízká, jen 2,5 %. Varianty ale nemají ani příliš přesvědčivě 

závažnou in silico predikci, s největší pravděpodobností opravdu nejsou kauzální. 
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V genu ATL1 nebyla nalezena ani jedna velká delece, což odpovídá literatuře, dosud 

byla popsána pouze jedna velká delece celosvětově jako příčina SPG3 (Sulek et al., 2013). 

Gen ATL1 proto nemá smysl vyšetřovat samostatně ani u dětských pacientů pomocí 

Sangerova sekvenování a je vhodné ho zařadit rovnou do vyšetření pomocí NGS panelu HSP 

genů.  

 

Sekvenování panelu genů a WES 

V rámci dizertační práce bylo během čtyř let vyšetřeno 96 českých non-SPG4 pacientů 

s klinickým podezřením na HSP pomocí NGS sekvenování panelu genů spojených 

s nekomplikovanou HSP. U čtyř pacientů bylo provedeno WES, tři z nich byli předem 

vyšetřeni sekvenováním panelu genů s negativním výsledkem.  

Pomocí těchto dvou NGS metod byla příčina HSP objasněna u 24 pacientů. Což 

představuje 24,7 % (24 z 97) vybraných non-SPG4 pacientů, samostatně pomocí sekvenování 

panelu genů je to 22,9 % (22 z 96). Je možné, že kdyby bylo WES provedeno u všech      

panel–negativních pacientů, procento objasněných pomocí obou NGS metod by se mohlo 

zvýšit. Limitem jsou však celkové náklady a také obvykle potřeba segregační analýzy 

nalezených variant v rodině, kdy zdaleka ne u všech pacientů jsou k dispozici vzorky DNA od 

příbuzných a výsledky jejich neurologických vyšetření.   

K podobným číslům jako my došli například (Iqbal et al., 2017), kteří pomocí 

vybraného panelu genů objasnili 19 % pacientů, u nichž předem vyloučili kauzální variantu 

pro SPG4 a u většiny i SPG3 a SPG31. Podobně (Kumar et al., 2013) objasnili rovněž 25 % 

non-SPG4 pacientů pomocí vyšetření panelu genů. Různé výzkumné skupiny však používají 

různé přístupy, některé zahrnují všechny pacienty včetně těžkých komplikovaných fenotypů, 

většina dnes již opouští předchozí Sanger sekvenování genu SPAST samostatně a gen SPAST 

zahrnují rovnou do panelu genů, získaná procenta tak nejsou mezi jednotlivými studiemi 

úplně srovnatelná viz (Burguez et al., 2017, Balicza et al., 2016).   

 

Ze všech vyšetřených pacientů pomocí NGS panelu genů bylo větší procento 

objasněných mezi pacienty s vícečetným výskytem HSP v rodině, tedy mezi familiárními 

případy: celkem 15 z 51, což je 29,4 %, zatímco u sporadických jich bylo jen 7 z 45, což je 

15,5 %.  

V takto malých číslech nelze udělat přesnější závěry, nicméně je zřejmé, že procento 

objasněných bude vždy mezi familiárními případy vyšší. Může to souviset primárně už 

s přesnější klinickou diagnostikou, kdy familiární výskyt svědčí pro genetické onemocnění, 
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jakým HSP je, a také je možné klinické srovnání u více postižených členů rodiny pro 

přesnější diagnostiku. Podobně tomu může být i u dětských pacientů, kde familiární výskyt 

spíše svědčí pro HSP. V našem souboru byli z 22 pacientů mladších 18 let objasněni dva, oba 

familiární. Ostatní pacienti mladší 18 let byli sporadičtí, ani jeden nebyl objasněn.  

Ve skupině objasněných familiárních pacientů pomocí NGS byla většina 

s autozomálně dominantním typem HSP (11 pacientů) a 4 pacienti s autozomálně recesivními 

typy SPG7 (3x) a SPG11 (1x). Všichni tito familiární autozomálně recesivní (AR) pacienti 

měli stejně postižené sourozence, v generaci rodičů ani dříve se postižení nevyskytlo, což 

odpovídá AR typu dědičnosti. Všichni sporadičtí objasnění pacienti měli kauzální varianty 

v genech s AR dědičností.  

Je ale rozdíl v pojmenování familiární ve smyslu AD familiární pacient a AR 

familiární pacient. AD familiární pacient znamená pacient s postižením v několika generacích 

v rodině a u takového lze očekávat kauzální variantu v AD genu. AR familiární pacient je 

s postiženými sourozenci (různého pohlaví) a zdravými rodiči. Pro přesnější rozlišení a 

zejména pak pro větší skupiny pacientů je možná vhodnější a názornější používat rozdělení 

rodinného statusu pacientů na tři skupiny tak, jak ho používá Schule et al (Schule et al., 

2016): dominantní, recesivní a simplex (tedy sporadičtí).   

 

NGS sekvenování panelu genů se za určitých okolností ukázalo být dokonce 

citlivějším než Sangerovo sekvenování. Pomocí NGS byla zachycena varianta v genu SPAST 

předtím nedetekovaná kvůli přítomnosti vzácného nepopsaného polymorfismu pod PCR 

primerem a alelle drop-outu v PCR amplifikaci. Proto je dobré zařadit gen SPAST znovu do 

panelu genů pro NGS, i když už byl předtím vyšetřen. Polymorfismy v místě PCR primerů    

(a i např. MLPA sond) jsou známým úskalím těchto metod. 

 

Stran efektivity WES se nelze vyjádřit, za prvé bylo provedeno u velmi malého počtu 

pacientů, za druhé oba objasnění pacienti by byli bývali objasněni už pomocí sekvenování 

panelu HSP genů. V jednom případě jsme z důvodu komplikovaného fenotypu 

nepředpokládali kauzální varianty v genu SPG11, který je vždy zařazen do panelu genů. 

V druhém případě zase nebyl gen ALS2 zařazen v první verzi vyšetřovaných genů. Pro tento 

panel byla zvolena příliš přísná pravidla pro zařazení genů do panelu a ukázalo se, že to není 

optimální.  
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Spojením výsledků NGS sekvenování u 96 pacientů (resp. 97 i s WES) a předchozích 

výsledků DNA diagnostiky SPG4 a SPG3 bylo vyhodnoceno, že z celkového počtu 396 

nepříbuzných českých pacientů se suspektní HSP byla nalezena kauzální varianta (a tedy 

potvrzen typ HSP) u 84 pacientů, což představuje 21 %. Ze všech 84 objasněných 

nepříbuzných pacientů bylo 60 popsaných jako familiární a jen 15 jako sporadický případ. 

Nelze však přesně vyčíslit, jaké je celkové procento objasnitelnosti u familiárních a 

sporadických pacientů, protože jednotlivé skupiny pacientů vyšetřovaných různými metodami 

jsou nestejné a překrývající se a u řady pacientů nebyly k dispozici všechny potřebné údaje.  

Kritéria pro zařazení pacientů na vyšetření byla rozdílná: gen SPAST byl vyšetřován 

v rámci DNA diagnostiky z indikace různých lékařů, genetiků a neurologů a to u všech 

zaslaných pacientů, resp. vzorků, ale u některých pacientů může být diagnóza nejasná a 

nemusí se ve skutečnosti ani jednat o HSP pacienta – to potom snižuje procento 

objasnitelnosti. Pro NGS panelu genů byli pacienti vybíráni podle určitých kritérií, a to již 

zkušeným týmem, přednostně byli zařazováni familiární pacienti a pak vysoce suspektní 

pacienti, což zvyšuje procento objasnitelnosti a objasněnost mezi familiárními pacienty.  

K celoexomovému vyšetření zas byli vybráni jen vysoce suspektní pacienti, ve většině 

případů již s provedeným vyšetřením pomocí NGS panelu genů.  

 

Algoritmus vyšetření pacientů se suspektní HSP 

Vzhledem k výše popsaným faktům se jako optimální jeví následující postup vyšetření u 

pacientů se suspektní HSP.  

1/ Pomocí Sangerova sekvenování vyšetřit všech 17 kódujících oblastí genu SPAST, zejména 

u pacientů s familiárním výskytem HSP. U pacientů, kde klasické sekvenování SPAST genu 

neobjasní příčinu HSP, může být následně indikováno vyšetření NGS panelu genů, ale před 

ním provést MLPA vyšetření pro vyloučení velkých delecí ve SPAST. 

2/ NGS panelu HSP genů. V případě negativního výsledku zvážit možnost WES. 

3/ WES a s odstupem času hodnotit znovu WES data proti tzv. OMIM genům. 

4/ WGS (whole genome sequencing). 

   

Takový algoritmus vyšetření v zásadě logicky vychází z geneticky heterogenního 

charakteru nemoci a procentuálního zastoupení jednotlivých genetických typů nemoci. Při 

použití popsaného algoritmu vyšetření pacientů se suspektní HSP lze u klasického 

sekvenování genu SPAST očekávat záchytnost 25 % u familiárních pacientů, ale u 

sporadických velice nízkou. Familiární pacienti tvoří 72 % všech diagnostikovaných s SPG4. 
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Místo klasického sekvenování genu ATL1 by mohlo u indikovaných případů být efektivnější  

klasické sekvenování genu REEP1, který má jen 6 exonů.  

U NGS sekvenování panelu genů u non-SPG4 pacientů bude pak záchytnost opět vyšší 

u familiárních pacientů, cca 29 %, u sporadických pacientů lze očekávat objasněnost 15 %. 

 

NGS sekvenování panelu genů vs. WES 

Teoreticky by bylo možné pacienty již po negativním výsledku Sangerova 

sekvenování genu SPAST rovnou vyšetřit pomocí WES. Vyšetření NGS panelu genů je však 

za prvé o cca 50 % levnější ale hlavně z hlediska pokrytí cílových oblastí je řádově vyšší a 

tím výrazně spolehlivější a srovnatelné s klasickým sekvenováním. WES (konkrétně námi 

použitým kit SureSelect All Exon Kit, Agilent Technologies) slibuje pokrytí alespoň 10x u 

97,5 % cílových oblastí a více než 20x u 94,4 % cílových oblastí 

(https://www.agilent.com/en/promotions/sureselect-human-all-exon-v7). Kit pokrývá oblast 

35,7 Mb, to znamená, že méně než 10x bude pokryto 2,5 %, což je 892,5 kb. Oblast zahrnutá 

pro sekvenování panelu genů je např. u verze 2 dohromady 427 kb, oblast pokrytá méně než 

10x pomocí WES je v podstatě dvakrát větší. To znamená, že WES sebou nese riziko 

mnohem více hůře nebo nedostatečně pokrytých oblastí v genech, které nás zajímají.  WES je 

dobrá volba u vysoce suspektních pacientů, u kterých se pomocí vyšetření sekvenování panelu 

genů nepodařilo odhalit příčinu nemoci. 

 

----------------------- 

 

Získaná a popsaná data jsou prozatím první data o genetickém pozadí českých HSP pacientů. 

Centrum lékařské genetiky a fetální medicíny GENNET a DNA laboratoř kliniky dětské 

neurologie, 2.LF UK a FN Motol jsou jediné pracoviště v ČR, kam jsou pacienti se suspektní 

HSP zasíláni a kde jsou dál vyšetřováni na úrovni DNA diagnostiky. Data získaná v této 

dizertační práci a informace o nalezeném spektru a procentuálním zastoupení jednotlivých 

typů HSP v české populaci jsou unikátní a přispívají do molekulárně epidemiologických dat o 

nemoci v evropském ale i celosvětovém měřítku. 

 

 

 

 

 



117 

 

VI. Závěr 

 

Pomocí NGS/MPS sekvenování panelu genů spojených s nekomplikovanou hereditární 

spastickou paraparézou (HSP) bylo vyšetřeno 96 českých pacientů s klinickým podezřením na 

nekomplikovanou HSP, u kterých byla předem vyloučena patogenní varianta v genu SPAST 

jako příčina nemoci. Dále bylo u 4 pacientů provedeno celoexomové sekvenování (WES) ke 

zjištění příčiny onemocnění. Celkem bylo pomocí těchto dvou metod objasněno 24  pacientů, 

stanovena jejich diagnóza a upřesněn typ nemoci vč. typu dědičnosti u sporadických případů. 

Celkem bylo mezi vyšetřenými non-SPG4 pacienty nalezeno 10 typů HSP. Spojením dat 

získaných pomocí těchto dvou metod NGS a dat z již dříve provedeného Sangerova 

sekvenování genu SPAST a částečně i ATL1 u souboru pacientů bylo možno utvořit dosud 

jedinečný přehled o spektru typů HSP a genetických příčinách u českých pacientů. Jde o 

prozatím první data tohoto typu týkající se onemocnění HSP v ČR, která jsou u nás 

publikována. Data přispívají do celoevropských a potažmo i celosvětových geneticko-

epidemiologických dat týkajících se onemocnění HSP. Podobná data jsou velmi přínosná, 

publikací popisujících procentuální zastoupení typů HSP v jednotlivých populacích není 

dosud mnoho. Až s rozvojem metod NGS, tedy během posledních pár let bylo možné 

zmapovat podrobněji genetické pozadí nemoci. 

U českých HSP pacientů se s vysokou převahou nejčastěji vyskytuje typ SPG4, což je 

obecně platné i v jiných populacích. Překvapivě je však nízký výskyt typu SPG3 v ČR, který 

byl uváděn v literatuře jako druhý nejčastější. V české populaci to zřejmě neplatí, naše 

výsledky tomu nenasvědčují, dokonce ani mezi pacienty s časným nástupem, který je pro 

SPG3 typický. Častěji se vyskytuje typ SPG31, z recesivních typů pak SPG11 a SPG7, což 

také odpovídá údajům z literatury. 

V souboru pacientů se objevily i poměrně vzácné typy nemoci: SPG35, kde popisujeme 

novou, zatím nepopsanou variantu v genu FA2H, dále SPG77, která byla popsána teprve 

nedávno. SPG77 byla popsána jen u několika pacientů na světě a většinou se závažným 

fenotypem. U našeho pacienta však pozorujeme fenotyp nekomplikované HSP. U jedné 

pacientky byly nalezeny dvě nové varianty v genu ALS2 a byl tak u ní potvrzen vzácný typ 

nemoci IAHSP (infantile-onset ascending HSP). 

Bylo nalezeno několik nových variant v HSP genech, v genu REEP1 (SPG31) 

dokonce všechny. Zajímavý je nález dosud nepopsané varianty v genu REEP1 hned u tří 
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pacientů nezávisle na sobě zaslaných k vyšetření, což nás vede k předpokladu, že jsou 

navzájem příbuzní. 

U typů HSP, kde bylo objasněno více pacientů byl v rámci možností popsán typický fenotyp 

pacientů a diskutovány klinické příznaky našich pacientů s uvedenými v literatuře pro 

jednotlivé typy nemoci. 

V genu REEP1 byl pozorován v tomto genu zatím nepopsaný fenomén neúplné 

penetrance onemocnění v závislosti na pohlaví pacientů.  

Byl navržen diagnostický postup u pacientů se suspektní hereditární spastickou 

paraparézou: klasické sekvenování genu SPAST je efektivní jen u pacientů s familiárním 

výskytem nemoci. U SPAST negativních pacientů nemá dál smysl vyšetřovat klasickým 

sekvenováním gen ATL1 (SPG3), vyšší záchyt by mohl být spíš u klasického sekvenování 

genu REEP1. Pacienty pak indikovat k MLPA genu SPAST a dál k NGS sekvenování panelu 

HSP genů. 

------------ 

Metody masivně paralelního sekvenování (MPS) neboli sekvenování nové generace 

(NGS) jsou v nezbytné pro diagnostiku pacientů s vzácnějšími typy, resp. příčinami  u tak 

geneticky heterogenního onemocnění jako je HSP. Za největší přínos předkládané práce 

považujeme příspěvek prozatím unikátních molekulárně epidemiologických dat o populaci 

českých pacientů s hereditární spastickou paraparézou.  
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