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Souhrn

Uvod: Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je nejéast&jsi monogenné dédiéné onemocnéni
srdce s velkou genetickou 1 klinickou variabilitou. Genetické vysetieni pacientii s HCM je
diilezité k urceni etiopatogeneze onemocnéni a stava se soucasti péce o pacienty a jejich
ptibuzné.

Cil: Cile nasi prace zahrnovaly nasledujici pouziti genetického vySetteni pacienti s HCM v
zékladnim 1 klinickém vyzkumu:

1. Identifikovat genetické varianty u pacienti s HCM v novém kandidatnim genu NEBL pro
protein Z-diskii sarkomer nebulette.

2. Ur¢it klinické a echokardiografické prediktory ndlezu mutaci v nejcastéjSich
sarkomerickych genech asociovanych s HCM u ¢eské populace.

3. Nalézt echokardiografické parametry schopné urcit genotyp piibuznych pacienti s HCM
pted rozvojem fenotypu.

Vysledky: V souboru 95 pacientli s HCM jsme u jednoho nemocného nalezli novou
genetickou variantu v konzervovaném misté genu NEBL (p.H171R), ktera se nenachazela v
kontrolni populaci a méla odhadovany poskozujici dopad na strukturu proteinu. V souboru 48
pacientl s HCM vySetfenych na pfitomnost mutaci v nejcastéjsich sarkomerickych genech
jsme nalezli vyznamnou asociaci mezi niz§im vékem v dobé diagndzy a reverznim typem
mezikomorového septa a nalezem mutace. V souboru 20 geneticky vysetienych ptibuznych
pacientli s HCM jsme potvrdili roli kombinovaného echokardiografického ukazatele k detekci
jedinct s pozitivnim genotypem.

Zaver: Genetické vySetieni je uziteCnym nastrojem v diagnostice HCM. Umoznilo ndm nalézt
mutaci v novém kandidatnim genu pro HCM, identifikovat faktory asociované s nalezem

mutaci v sarkomerickych genech a faktory pouzitelné k ur¢eni genotypu ptibuznych.



Abstract

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common monogenic cardiac
disease with vast genetic and clinical heterogeneity. Genetic testing of HCM patients is
important in determining the etiopathogenesis of the disease and is becoming an integral part
of patient care.

Aim: The aims of our work included the following implementation of genetic testing in HCM
in both basic and clinical research:

1. To identify genetic variants in a novel candidate gene NEBL coding Z-disc protein
nebulette in HCM patients.

2. To determine clinical and echocardiographic variables associated with the presence of
mutations in the most common sarcomeric genes in the Czech population.

3. To find echocardiographic parameters useful in determining the genotype of relatives
before the development of phenotype.

Results: In a cohort of 95 patients with HCM we identified a novel genetic variant in a
conserved spot of NEBL gene (p.H171R) in one patient. The variant was not found in a
control population and was predicted to have a damaging effect on the protein’s structure. In a
cohort of 48 HCM patients tested for mutations in the most common sarcomeric genes, we
found a significant association between a younger age at diagnosis and reverse morphology of
interventricular septum and the presence of mutation. In a group of 20 genetically tested
relatives, we confirmed the role of a combined echocardiographic index to identify genotype
positive individuals.

Conclusion: Genetic testing is a useful tool in diagnostics of HCM. It allowed us to identify a
mutation in a novel candidate gene for HCM, define factors associated with the presence of
mutations in sarcomeric genes and factors capable of determining the genotype status of

relatives.



1. Uvod

Kardiomyopatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni, u kterych dochazi ke strukturalnimu
anebo funkénimu poskozeni srde¢niho svalu rizné etiologie (Maron BJ. et al., 2006, Elliott P.
et al., 2008). Podle klasifikace Evropské kardiologické spolecnosti (ESC) rozeznavame
hypertrofickou (HCM), dilata¢ni (DCM), arytmogenni (ARVC), restriktivni (RCM) a ve
skupiné nezatrazenych také nonkompaktni (LVNC) a Tako-tsubo kardiomyopatii (Obr. 1.1.,
Elliott P. et al., 2008). Nékteré z kardiomyopatii jsou monogenn¢ dédi¢nd onemocnéni.
Genetické vysetfeni pacientl s kardiomyopatiemi vedlo k identifikaci mutaci zodpovédnych
za vyvoj jednotlivych onemocnéni, ¢astecné ukazalo spojitost mezi typem mutaci a nékterymi
parametry fenotypu ¢i klinickych dasledki onemocnéni a uplatnilo se ve vySetfovani
piibuznych pacientli s genetickymi formami chorob myokardu.

Kardiomyopatie

SIOISIC
Familiarni/dédi¢né LXA Nefamiliarni'nedédiéne

Neidentifikovany Podtyp Idiopatické Podtyp
genovy defekt onemocnéni onemocneni

Obr. 1.1.

Klasifikace kardiomyopatii podle ESC. HCM - hypertroficka kardiomyopatie, DCM -
dilata¢ni kardiomyopatie, ARVC - arytmogenni kardiomyopatie, RCM - restriktivni
kardiomyopatie (Elliott P. et al., 2008).

1.1. Definice hypertrofické kardiomyopatie

HCM je nemoc, u které dochazi ke zvétSeni tloustky levé komory srdecni pii neptitomnosti
abnormalnich hemodynamickych podminek (jako v pfipad¢ arterialni hypertenze, vrozenych a
chlopennich vad), které jsou schopné zapfi¢init danou miru hypertrofie (Elliott P. et al.,

2014).



1.2. Historie a epidemiologie

HCM byla poprvé popsana britskym patologem Tearem v roce 1958 na sérii pitevnich
kazuistik 8 mladych lidi s hypertrofii levé komory (Teare D., 1958). HCM byla dlouho
povazovana za vzacnou nemoc, ale zlepsSeni diagnostickych moznosti, dané zejména
rozvojem echokardiografie, ukézalo, Ze jde o nejcastéjSi monogenné dédicné onemocnéni
srdce s prevalenci 1:500 v obecné populaci (Maron BJ. et al., 1995).

1.3. Etiologie

HCM muze vzniknout i v diisledku nékterych ziskanych onemocnéni, priméarné jde ale o
dédi¢nou kardiomyopatii, ktera je ve vétsin¢ piipadii zplisobena mutacemi v genech pro
sarkomerické proteiny s autozomalné dominantnim pienosem (Gersh BJ. et al., 2011, Elliott
P. et al., 2014). V soucasnosti je se vznikem HCM asociovano vice nez 2000 mutaci v alespon
20 riznych genech (Yingchoncharoen T., Tang WW., 2014). VétSina pacientt (pres 80 %) s
pozitivnim genetickym vySetfenim ma mutaci v jednom ze dvou gentli (gen MYH?7 pro tézky
fetézec p myozinu a gen MYBPC3 pro myozin vazebny protein C), zastoupeni ostatnich genii
je vyrazné nizs§i (Maron BJ, Maron MS., 2013). Az polovina pacientl z n€kterych souborti
vysetienych pro pfitomnost mutaci v sarkomerickych genech ma piitom negativni vysledek
genetického vysSetfeni, predpoklada se postizeni dalSich genil, dosud neasociovanych s HCM
(Mouton J. et al., 2015). Krom¢ postizeni genti pro proteiny sarkomery dochazi ke vzniku
fenotypu HCM 1 u dalSich genetickych poruch, jako jsou vrozené poruchy metabolizmu,
malformacni syndromy, mitochondridlni kardiomyopatie, neuromuskularni a infiltrativni
onemocnéni (Elliott P. et al., 2014).

1.4. Patofyziologie

Patofyziologické mechanizmy vedouci od genetické poruchy k hypertrofii a zménéné
organizaci sarkomer a rozvoji fibrozy myokardu, nejsou detailn¢ objasnény. Pfedpoklada se
neefektivni energetické vyuziti ATP s naslednou hypertrofii jako kompenzacnim
mechanizmem, zménéna citlivost na ionty kalcia pti regulaci kontrakce a relaxace 1 zvySena
apoptoza kardiomyocytii s naslednou fibrozou (Crilley JG. et al., 2003, Gupte TM. et al.,
2015). Penetrance mutaci je u HCM (jako 1 jinych kardiomyopatii) zavisla na véku, rozvoj
hypertrofie levé komory stoupa do 60 let. U¢inek mutace na vznik fenotypu je ale pfitom dan
pravdépodobné jiz velmi Casn€. Na modelu transgennich mysi s mutaci zpisobujici HCM v
genu pro tézky fetézec B myozinu vedlo farmakologické potlaceni exprese tohoto genu k
prevenci vzniku fenotypu jenom v piipadé, ze bylo provedeno v ¢asném postnatalnim obdobi
(Cannon L. et al., 2015).

1.5. Fenotyp

HCM vede k vyvoji zdkladniho znaku tohoto onemocnéni, tedy k hypertrofii levé komory
srdecni nevysvétlitelné hemodynamickymi podminkami. Mira i lokalizace hypertrofie jsou
velmi variabilni a hypertrofie miiZze byt vyjadiena ve kterémkoliv segmentu levé komory
(Maron MS. et al., 2009, Rangel I. et al., 2014, Cai C. et al., 2014). Do obrazu onemocnéni
rovnéz patii hypertrofie a morfologické abnormality papilarnich svalti levé komory,
hypertrofie pravé komory a prodlouzeni obou cipti mitralni chlopné (Maron MS. et al., 2011).
Hypertroficka leva komora pacientii s HCM ma vétSinou dobrou systolickou funkci, pfitomna
je ale diastolické dysfunkce rtizného stupné, ktera vede k projevim srde¢niho selhani. Jednim
z disledki diastolické dysfunkce levé komory je i zvétSeni levé sin€. Krevni zasobeni



myokardu je u pacientd s HCM zhorSené hypertrofii myokardu, zvySenym diastolickym
tlakem v levé komote a mikrovaskularnim postizenim koronarniho fecisté. Dilezitym
hemodynamickym disledkem HCM je pfitomnost nitrokomorové obstrukce. U ¢asti pacienti
dochazi v duting levé komory béhem systoly ke vzniku tlakového gradientu mezi dvéma
castmi levé komory. Obstrukce vznika nejcastéji ve vytokovém traktu levé komory srdecni,
mén¢ Casto na urovni stiednich segmentt levé komory, nebo v komote pravé (Maron MS. et
al., 2006).

1.6. Klinické disledky

Klinicky vyznam HCM je dan rizikem ndhlé srde¢ni smrti, morbiditou a mortalitou srde¢niho
selhani a tromboembolickymi komplikacemi fibrilace sini.

HCM je vyznamnou piicinou nahlé smrti u mladych dospélych, vcetné vrcholovych sportovct
(Maron BJ, Maron MS, 2013). Srde¢ni selhani je nejcastéjSim klinickym syndromem i
dalezitou pti¢inou umrti u pacienti s HCM. Jeho etiologie je multifaktoridlni, podili se na
ném zejména diastolickd dysfunkce levé komory, u ¢asti pacientli i jeji systolicka dysfunkece,
nitrokomorova obstrukce a mitralni insuficience (Elliott P. et al., 2014). Morbidita a mortalita
v dasledku fibrilace sini je dana zejména vznikem emboliza¢ni cévni mozkové ptihody.
Samostatnou kapitolou je riziko nahlé srde¢ni smrti u HCM, které je asociovano s n¢kolika
rizikovymi faktory, kam patii rodinnd anamnéza nahlé smrti, anamnéza nevysvétlené
synkopy, maximalni hypertrofie levé komory nad 30 mm, zachyt nesetrvalych komorovych
tachykardii na ambulantnim monitorovani EKG a abnormalni hemodynamicka reakce na
zatéz (Gersh BJ. et al., 2011) a také v€k pacienta, rozmér levé sin€ a hodnota maximalniho
gradientu nitrokomorové obstrukce (Elliott. P. et al., 2014).

1.7. Diagnostika

Diagnéza HCM je kromé klinického vySetieni v€etné rodinné a osobni anamnézy a EKG,
zalozena na zobrazeni hypertrofie levé komory jakoukoliv zobrazovaci metodou (Elliott P. et
al., 2014). Nejcasteji je hypertrofie detekovana echokardiografickym vySetfenim, které je
kromé toho nezastupitelné v detekci nitrokomorové obstrukce a zobrazeni ptidruzenych vad
mitralni chlopné. Magneticka rezonance srdce rovnéz dokaze zobrazit hypertrofii levé komory
a ziskat dalsi informace analogicky k echokardiografii a to i u pacientli s omezenou
echokardiografickou vysetfitelnosti. Navic dokaze zobrazit ptitomnost fibrozy myokardu
pomoci syceni gadoliniem.

Genetické vysetfeni se stava integralni soucasti péce o pacienty s HCM. Faktory omezujici
aktualni klinicky pfinos genetického vySetfeni jsou geneticka variabilita onemocnéni, néalez
genetickych variant nejasného vyznamu a omezena korelace genotypu a fenotypu (Charron P.
et al., 2010, Gersh BJ. et al., 2011). Cast pacientii mize byt nositeli mutace v genech doposud
neasociovanych s HCM i mimo oblast sarkomery. Metody Sekvenovani nové generace (NGS)
umoziuji efektivni a rychlou analyzu velkého mnozstvi genti nebo celého genomu. VySetieni
vice genu ale pfinasi identifikaci vice vzacnych genetickych variant, které je potieba co
nejpresnéji klasifikovat (MacArthur DG. et al., 2014). Nalezeni vztahii konkrétnich mutaci a
fenotypovych znakl nebo prognézy HCM je obtizné pro velké mnozstvi mutaci, chybéjici
potvrzeni jiz publikovanych asociaci a ocekavané ovlivnéni fenotypu HCM 1 dalSimi
genetickymi a epigenetickymi faktory (Elliott P. et al., 2014). Hlavni klinicky vyznam
genetického vySetfeni HCM je geneticka diagnostika ptibuznych (Charron P. et al., 2010).



1.8. Leécba

U HCM neexistuje kauzalni 1écba a preventivni farmakoterapie u nositeli genotypu pied
vyvojem fenotypu nebo u asymptomatickych pacientt s jiz rozvinutou hypertrofii levé
komory srde¢ni nevede ke zméné klinického pribehu ani vyznamnému ovlivnéni fenotypu
(Ho CY. etal., 2015, Axelsson A. et al., 2015). VSechny klinické dopady nemoci ale lze
terapeuticky ovlivnit. V prevenci nédhlé srdecni smrti hraji hlavni roli implantabilni
kardiovertery-defibrilatory (Gersh BJ. et al., 2011, Elliott P. et al., 2014). Zakladem 1écby
srdec¢niho selhani je farmakoterapie zahrnujici zejména betablokatory a non-
dihydropyridinové blokatory kalciovych kanali. U nemocnych s vyznamnou nitrokomorovou
obstrukci navzdory farmakoterapii se vyuziva chirurgicka myektomie a katetriza¢ni
alkoholové septalni ablace (Veselka J. et al., 2016). Mala ¢ast pacienti s HCM podstupuje
transplantaci srdce. Riziko tromboembolickych komplikaci u fibrilace sini se snizuje
uzivanim antikoagula¢ni 1é¢by, arytmie samotnd se nékdy 1€¢i antiarytmiky a katetrizaéni
ablaci (Guttmann OP. et al., 2014).
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2. Cile prace

Cile nasi prace zahrnovaly nasledujici pouziti genetického vySetfeni pacienti s HCM v
zékladnim i klinickém vyzkumu:

1. Identifikovat genetické varianty v novém kandidatnim genu NEBL pro protein Z-disk
sarkomer nebulette u pacienti s HCM.

Znacna Cast pacientil s fenotypem HCM je bez zachytu mutace ve znadmych sarkomerickych
genech (40 - 50 %). Tuto skupinu mohou tvofit nedédicné zmény morfologie levé komory a
taktéz nemocni s mutacemi pfitomnymi v genech doposud neasociovanych s HCM. Pti
vzajemné genetické provazanosti familiarnich kardiomyopatii 1ze o¢ekavat nalezeni patogenni
mutace zpusobujici HCM i v genech asociovanych s jinymi typy kardiomyopatii. Oc¢ekdvana
cetnost mutaci v potencidlnich novych genech pro HCM bude nizka (kolem 1 %).

2. Ur¢it klinické a echokardiografické prediktory ndlezu mutaci v nejcastéjSich
sarkomerickych genech asociovanych s HCM u ¢eské populace.

Pacienti s pfitomnou mutaci v sarkomerickych genech se od nemocnych bez identifikované
mutace podle zahrani¢nich praci 1i$i v n¢kolika parametrech, véetné rodinné anamnézy HCM,
nizsiho véku, vétsi miry hypertrofie levé komory a ¢astéjsi reverzni morfologie
interventrikularniho septa (Binder J. et al., 2006, Bos JM. et al., 2014). Pfedpokladame v¢tsi
podil nemocnych s identifikovanymi mutacemi v nejcastéjSich sarkomerickych genech pii
pritomnosti zminénych klinickych parametra 1 v ¢eské populaci a planujeme porovnat, ktery z
téchto faktorii je nejsilngj$im prediktorem pfitomnosti patogenni mutace.

3. Nalézt echokardiografické parametry schopné urcit genotyp piibuznych pacienti s HCM
pted rozvojem hypertrofie levé komory.

Pti absenci nebo negativnim vysledku genetickém vysSetieni je péCe o piibuzné pacientt s
HCM zaloZena na provedeni klinického, EKG a echokardiografického vysetieni. U
piibuznych bez jasnych znamek fenotypu onemocnéni je nutné opakované vysetieni
vzhledem k penetranci zavislé od véku. Nékolik echokardiografickych parametra pred
rozvojem fenotypu bylo asociovano s nosicstvim patogenni mutace, vysledky jednotlivych
praci jsou ale kontroverzni. V ¢eské populaci tyto parametry doposud nebyly testovany.
Ptredpokladame schopnost morfologickych a funkénich echokardiografickych parametrii
rozlisit jedince s pozitivnim a negativnim genotypem v populaci geneticky vysetienych
piibuznych jesté pred rozvojem hypertrofie levé komory.
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3. Metody

3.1. Populace

Studovanou populaci tvoftili konsekutivné vysetieni neptibuzni pacienti ¢eského piivodu se
stanovenim diagndézy HCM ve dvou prazskych terciarnich kardiologickych centrech (Fakultni
nemocnice Motol a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady) dle doporucenych postupti
ESC (Elliott P. et al., 2014). Pro analyzu kandidatniho genu NEBL pro protein nebulette bylo
vySetfenych 95 konsekutivnich pacientl. Pro urc¢eni morfologickych a klinickych parametrii u
pacientl s identifikovanou mutaci v nejcastéjSich sarkomerickych genech bylo vySetieno 48
konsekutivnich pacientli. Pro praci s identifikaci parametrti urcujicich pozitivni genotyp u
piibuznych bylo vysetieno 99 konsekutivnich pacienti. U nemocnych s identifikovanou
mutaci v nejcastéjSich sarkomerickych genech byli osloveni vSichni ptibuzni 1. stupné s
nabidkou genetického vySetfeni na pritomnost dané¢ mutace a komplexniho kardiologického
vySetieni. Geneticky bylo vySetieno 52 ptibuznych, klinicky poté 20 z téchto piibuznych.
Kontrolni skupinu pro porovnani vyskytu genetickych variant identifikovanych v genu NEBL
tvotilo 320 jedinct bez fenotypu jakékoliv kardiomyopatie vysetienych pomoci
echokardiografie v berlinském tercidarnim kardiologickém centru (Univerzitni nemocnice
Charité) a 192 klinicky zdravych déarct krve ze stejného pracoviste.

Protokoly vSech studii spliiovaly podminky Helsinské deklarace a byly schvaleny etickymi
komisemi jednotlivych instituci.

3.2. Kardiologické vySetieni

Kardiologické vySetieni pacienti s HCM a jejich ptibuznych zahrnovalo odebrani anamnézy
veetné rodinné anamnézy. Pacientim a ptibuznym bylo dale provedeno fyzikalni vysetieni,
12-ti svodové EKG a echokardiografické vySetieni. Pfi nedostate¢né echokardiografické
vysetfitelnosti byla provedena rovnéz magneticka rezonance srdce.

3.3. Echokardiografické vySetteni

Echokardiografické vysetieni bylo provedeno zkuSenymi echokardiografisty na pfistroji
Philips Sonos 5500 (Philips Healthcare, Best, Nizozemsko) ve standardnich projekcich s
pouzitim dvourozmérného (2D) zobrazeni, M-mode, pulzniho a kontinualniho
dopplerovského vysetieni a tkannového dopplerovského zobrazeni podle doporuc¢eni Americké
spolecnosti pro echokardiografii (American Society of Echocardiography, Lang RM. et al.,
2005).

3.4. Vybér kandidatniho genu

Pti hledéani vhodného kandidatniho genu doposud neasociovaného se vznikem HCM jsme
studovali dostupnou literaturu stran informaci o proteinech s dilezitou funkci v oblasti
sarkomery nebo v jeji blizkosti a sledovali jsme ptipadnou roli téchto proteinti ve vzniku
jinych forem familidrnich kardiomyopatii.

Protein nebulette je 109 kDa velky, vlaknity protein, poprvé popsan v roce 1995 na zaklad¢
zkiizené imunitni reakce s protilatkami proti nebulinu (Moncman CL., Wang K. 1995). Gen
NEBL pro protein nebulette je lokalizovany na chromozomu 10p12, skladdé se z 28 exonti a
koduje protein o délce 1014 aminokyselin. Struktura proteinu se sklada ze ¢ty domén: 1) N-
terminalni konec proteinu je bohaty na kyselinu glutamovou, 2) centralni repetitivni doména

12



je tvotfena 23 nebulinu podobnymi moduly (“nebulin-like repeats™), 3) spojovaci doména
bohaté na serin, kde mize dochazet k fosforylaci proteinu a 4) C-terminalni SH3 (Src-
homology 3) doména (Moncman CL., Wang K., 2000). Nebulette je nepostradatelny protein
pro spravnou organizaci myofibril a stabilitu sarkomery. Diky vysoce konzervované C-
terminalni SH3 doméné se ocekava i mozna role nebulette v intracelularnim pfenosu signalu
(Moncman CL., Wang K., 1995, Ram R., Blaxall BC., 2010). Genetické varianty v genu
NEBL byly asociovany s DCM. U pacientt s familiarni formou DCM byly nalezeny mutace,
které byly déle zkoumany na zvifecim modelu. Jejich zvySena exprese na mysich vedla k
vyraznému fenotypu DCM, vcetn¢ ¢asn¢ fatalnich forem (Purevjav E. et al., 2010). Mutace v
genu pro homologni protein kosterniho svlastva - nebulin patii mezi hlavni pfi€iny geneticky i
klinicky heterogenniho onemocnéni kosterniho svalstva - nemalinové myopatie (Pelin K. et
al., 1997). Informace dostupné o proteinu nebulette a genu NEBL vedly k vybéru tohoto genu
jako kandidatniho genu k hledani doposud neobjevenych mutaci zpiisobujicich HCM.

3.5. Odbér vzorku pro genetické vysetieni a izolace DNA

Pro ucely genetického vySetfeni byla pacientim s HCM odebrana krev z periferni zily. U
ptibuznych pacientl s identifikovanou mutaci byly k odbéru vzorki pouzity odbérové
tampony FLOQ Swabs (Copan Flock Technologies, Brescia, Italie) k ziskani bun¢k bukalni
sliznice. Izolace DNA ze zaslanych vzorkt probihala pouzitim standardnich komer¢nich kit
QIAQuick DNA mini kits (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko) a JetQuick DNA Isolation kits
(GENOMED GmbH, Loehne, Némecko).

3.6. Amplifikace DNA

K amplifikaci DNA byla pfed jejim sekvenovanim pouzita polymerdzova fetézova reakce
(PCR). Pomoci PCR byla amplifikovana DNA vSech exont a pfilehlych tseki intronti genu
NEBL pro identifikaci novych mutaci u pacienti s HCM a genit MYH7, MYBPC3, TNNI3
(srde¢ni troponin I) a TNNT2 (srde¢ni troponi T) pro analyzu morfologickych a klinickych
parametrl pacientll s mutacemi v nejcastéjSich sarkomerickych genech a rovnéZz pro nasledné
vySetfeni ptibuznych. Vysledny produkt kazdé PCR byl ovéten gelovou chromatografii v 3%
agardzovém gelu porovnanim s hmotnostnim markerem a nepfitomnost kontaminace byla
prokdzéana negativni kontrolou v kazdé PCR reakci.

3.7. Sekvenovani

Pro sekvenovani amplifikovanych tsekit DNA byla provedena Sangerova sekvenace (Sanger
F., Coulson AR., 1975). K enzymatickému vy¢isténi PCR produktii pfed sekvenaci byla
pouzita rekombinantni alkalické fosfataza (Shrimp alkaline phospatase) a exonukledza Exo I.
K vy¢isténému produktu se poté pfidal zvoleny primer a BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit. Produkt sekvenacniho cyklu byl vyc¢istén gelovou filtraci k odstranéni
nizkomolekularnich latek pouzitim Millipore MultiScreen Assay System se Sephadex G-50
Superfine. (GE Healthcare life sciences). Pro analyzu vysledné¢ho produktu byl pouzity
automaticky sekvenator ABI Prism 3100 Avant (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).

3.8. Geneticka analyza
Data ze sekvenace byla zpracovana pomoci Sequencher software version 4.8 (Gene Codes,

Ann Arbor, MI, USA). VSechny detekované genetické varianty byly ovéieny alespon dvéma
nezévislymi PCR a sekvenacnimi cykly. Vyskyt identifikovanych genetickych variant byl
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sledovan v populacnich databazich dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) a Exome
Variant Server poskytnuty Exome Sequencing Project z National Heart, Lung and Blood
Institute (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). U identifikovanych variant jsme provedli
predikci dopadu mutace pomoci nastroji PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) a
Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org).

3.9. Statisticka analyza

K porovnani klinickych a echokardiografickych parametri mezi pacienty a mezi piibuznymi s
identifikovanou genetickou variantou a bez identifikované genetické varianty jsme pouzili
neparametricky Manntv-Whitneyho test u spojitych proménnych a Fishertiv test u
kategorickych proménnych. Hodnota p < 0,05 byla povazovéna za statisticky vyznamnou. Ke
statistické analyze byl pozit program GraphPad PRISM verze 5.01 (GraphPad Software Inc.,
CA, USA).
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4. Vysledky
4.1. Genetické varianty v genu NEBL

Pti sekvenovani vSech kédujicich exontt genu NEBL jsme v kohorté 95 pacientii identifikovali
6 genetickych variant (Obr. 4.1.). P&t z nalezenych variant byly zndmé jednonukleotidové
polymorfismy (4 nesynonymni a 1 synonymni), posledni variantou (p.H171R) byl nové
objeveny nesynonymni jednonukleotidovy polymorfismus.

1 2 34 5 67 89 101112 1314 1516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

K60N | G202R M351V D378H N654K R677R

Detekované varianty

Obr. 4.1.

Detekované varianty v genu NEBL v souboru pacient s HCM. Zndmé genetické
polymorfismy jsou znazornény malymi Sipkami. Nova geneticka varianta je zobrazena velkou
Sipkou.

Vsech pét znamych jednonukleotidovych polymorfismu se v riiznych frekvencich nachazelo i
v kontrolni populaci bez fenotypu jakékoliv kardiomyopatie. Nove objevena varianta
p.-H171R, nachazejici se v sedmém exonu genu NEBL nebyla v kontrolni populaci
identifikovana. Tato varianta zpisobuje zaménu hydrofobniho a aromatického histidinu za
hydrofilni arginin uvnitt ¢tvrté domény podobné nebulinu (Nebulin-like repeat 4) proteinu
nebulette a je vysoce konzervovana v ortolognich proteinech jinych obratlovct. Dopad této
varianty na funkci proteinu byl pfi predikci pomoci PolyPhen2 oznacen jako pravdépodobné
poskozujici a pii predikci pomoci MutationTester jako vedouci k onemocnéni.

Nemocny s variantou p.H171R mél stanovenou diagnézu HCM v 53 letech. Sest z
pacientovych sourozencii souhlasilo s klinickym a genetickym vySetienim na pfitomnost
objevené varianty. Nikdo z vySetfenych nem¢l jasny fenotyp HCM, tfi z pacientovych bratri
m¢li hrani¢ni tloustku stény levé komory 11 az 12 mm pfti né€kolikaleté anamnéze 1écené
arteridlni hypertenze. Pacientova sestra (56 let) byla jako jedina z vySetfenych ptibuznych
nositelkou stejné genetické varianty jako proband, ale neméla fenotyp HCM.
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4.2. Vztah klinickych a echokardiografickych parametrt a vysledka genetického vySetteni
pacienti s HCM

V kohort€ 48 pacientli s HCM vysetfenych na ptfitomnost genetickych variant v nejcastéjsich
sarkomerickych genech MYH7, MYBPC3, TNNI3 a TNNTZ2 jsme nalezli varianty u 19 z nich
(40 %). Sedm z téchto pacientti (15 %) byli nositeli zndmé patogenni mutace, 6 pacientt (13
%) mélo pravdépodobné patogenni mutaci, 3 pacienti (6 %) variantu nejasného vyznamu a 3
pacienti (6 %) variantu v pfilehlé ¢asti intronu. VSechny identifikované varianty se nachazely
v genech MYBPC3 (13 pacientt, 27 %) a MYH?7 (6 pacientd, 13 %), nenalezli jsme Zadné
varianty v genech TNNI3 a TNNT2. Pti porovnani faktorii se vztahem k pfitomnosti mutaci,
tedy véku v dob¢ diagndzy, ptitomnosti rodinné anamnézy HCM, maximalni hypertrofie levé
komory a typu morfologie interventrikularniho septa jsme v nasi skupiné pacientt nalezli
asociaci mladSiho véku v dobé¢ diagnézy a reverzniho typu interventrikularniho septa s
pfitomnosti patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutace (Tab. 4.1.).

Genotyp + Genotyp - OR 95 % CI P
Vek (roky, IQR) 48 [39,5-55,5] 56 [49-70] 0,028
Pohlavi (muzi, %) 46 % 54 % 0,72 | 0,201-2,590 0,749
Rodinna anamnéza HCM (%) 23 % 6 % 3,35 | 0,500-22,50 0,320
Maximalni LVH (mm, IQR) 22 [16,5-24] 18 [15-20] 0,149
Reverzni septum (%) 56 % 9% 12,5 | 1,760-88,78 0,012
Septum sigmoideum (%) 0% 38 % 0,14 | 0,007-2,646 0,145
Neutralni septum (%) 44 % 53 % 0,46 | 0,096-2,211 0,433

Tab. 4.1.

Porovnani klinickych a echokardiografickych parametrii mezi pacienty s identifikovanou
patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutaci (Genotyp +) a zbytkem souboru
(Genotyp -). Maximalni LVH - maximalni tloustka stény levé komory.

Pfitomnost septum sigmoideum byla asociovana s vys$sim vékem v dob¢ diagnozy (median
veéku 60 vs. 49 let, IQR 55,75-68,75 vs. 38-59,5, p=0,017), reverzni septum (median véku 49
vs. 51 let, IQR 26-60 vs. 40-60,5, p=0,540) ani neutralni septum (median véku 49,5 vs. 59 let,
IQR 39-53 vs. 43-63,5, p=0,167) neukdzaly statisticky vyznamny vztah k véku v dob¢
diagnoézy. Zajimavym nalezem bylo, ze Zadny z pacientii se septum sigmoideum nem¢l
identifikovanou genetickou variantu v nej€astcjSich sarkomerickych genech, zatimco 70 %
pacientil s reverznim septem byli nositeli mutace v nékterém z téchto genti. Pti ptitomnosti
alespon jednoho z nésledujicich faktorti: rodinnd anamnéza HCM, reverzni typ

nejvyssi kvartil maximalni hypertrofie levé komory (>22 mm) byla patogenni nebo
pravdépodobné patogenni mutace identifikovana u 48 % pacientl (oproti 27 % z celé
kohorty). Pouze u 2 pacientil (4 %) s patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutaci jsme
nenalezli zddny ze zminénych faktort.
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4.3. Genetické a klinické vySetfeni ptibuznych pacienta s HCM

V kohort¢ 99 pacientii s HCM vySetfenych na pfitomnost genetickych variant v nejcastéjSich
sarkomerickych genech MYH7, MYBPC3, TNNI3 a TNNT?2 jsme nalezli 38 variant u 47
pacientil (47 %). Dvacet jedna z téchto pacienti (21 %, jeden sloZzeny heterozygot) byli
nositeli zndmé patogenni mutace, 10 pacientd (10 %) mélo pravdépodobné patogenni mutaci,
4 pacienti (4 %) variantu nejasného vyznamu a 12 pacientt (12 %) variantu v ptilehlé ¢asti
intronu. AZ polovina z identifikovanych variant se nachazela v genu MYBPC3, 34 % v genu
MYH?7, zastoupeni genil pro srdecni troponiny bylo podle ocekavani nizsi (8 % v genu TNNI3
a8 % v genu TNNT2).

Ve 21 rodinach se znamou patogenni mutaci jsme provedli genetické vySetfeni 52 ptibuznych
(18 z nich (35 %) mélo pozitivni genotyp). Dvacet z téchto ptibuznych souhlasilo s klinickym
vySetfenim vcetné echokardiografie (10 jedinct (50 %) z klinicky vySetfenych ptibuznych
meélo pozitivni genotyp). U klinicky vySetfenych ptibuznych jsme po vyfazeni 3 jedinct s jiz
pritomnou hypertrofii levé komory nad 12 mm porovnévali klinické a echokardiografické
parametry mezi ptibuznymi s pozitivnim a negativnim fenotypem. Pti malych souborech
zadny ze sledovanych parametrii nedosahl vyznamného rozdilu s vyjimkou kombinovaného
echokardiografického ukazatele navrZzeného v praci od Gandjbakhch et al. (Tab. 4.2.)
zahrnujiciho pomér tloustky mezikomorového septa a inferolateralni stény, relativni tloustku
srdecni stény (pomér souctu tloustky mezikomorového septa a inferolateralni stény k rozméru
levé komory na konci diastoly) a poméru vrcholové rychlosti ¢asného pratoku mitralni
chlopni a vrcholové rychlosti ¢asného diastolického pohybu septalniho okraje mitralniho
anulu (E/Ea, Gandjbakhch E. et al., 2010).

Genotyp + (n=7) | Genotyp - (n=10) P
Vek (roky) 31 [24,5-40,5] 25,5[15,25-56] 0,74
Pohlavi (muzi) 29% 70% 0,15
IVS (mm) 9[8-11] 8,5[7,75-9,25] 0,52
PWT (mm) 9 [8-10] 8 [7-8,25] 0,20
LVEDD (mm) 43 [40-47] 45 [40,5-47,5] 0,81
IVS/PWT 1[1-1,1] 1,065 [1-1,133] 0,72
RWT 0,447 10,333-0,476] 0,369 [0,346-0,422] 0,47
LVEF (%) 65 [64-68,75] 64 [62-66] 0,59
Rozmér levé sin€ (mm) 30 [29-33] 34,5 [27,75-40,25] 0,35
E (m/s) 0,80 [0,73-0,88] 0,745 10,53-1,01] 0,73
A (m/s) 0,46 [0,45-0,60] 0,57 [0,495-0,795] 0,40
Septalni Ea (cm/s) 11,4 [8,38-11,70] 12,05 [6,525-15] 0,81
Septalni Aa (cm/s) 91[7,3-10,1] 8,145 [6,515-12,65] 0,94
Septalni Sa (cm/s) 7,8 [7,1-9,1] 8,9 [8,04-9,7] 0,37
E/Ea 8[6,5-9,5] 7[6-9] 0,61
ECHO index Gandjbakhch et al. 3,316 [2,950-3,531] -0,489 [-1,679-1,827] 0,01

Tab. 4.2.

Porovnani klinickych a echokardiografickych parametri mezi ptibuznymi s identifikovanou patogenni
mutaci (Genotyp +) a zbytkem souboru (Genotyp -). IVS - mezikomorové septum, PWT - tloustka
posterolateralni stény, LVEDD - rozmér levé komory na konci diastoly, RWT - relativni tloustka
stény, LVEF - ejekeni frakce levé komory, E - vrcholova rychlost ¢asného diastolického pritoku

mitralni chlopni, A - vrcholova rychlost pozdniho diastolického pratoku mitralni chlopni, Septalni Ea -
¢asna diastolicka rychlost pohybu septalniho okraje mitralniho anulu, Aa - pozdni diastolicka rychlost
pohybu septalniho okraje mitralniho anulu, Sa - systolicka rychlost pohybu septalniho okraje
mitralniho anulu.
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5. Diskuze

5.1. Genetické varianty v genu NEBL

V genu NEBL jsme identifikovali novou genetickou variantu vedouci k zdmén¢ jedné
aminokyseliny u pacienta s typickym fenotypem HCM. Nase vysledky naznacuji, Ze se jedna
o patogenni mutaci s kauzalnim vztahem ke vzniku onemocnéni. Absence nami objevené
varianty ve velkém kontrolnim souboru bez znamek kardidlniho onemocnéni je faktorem
potvrzujicim patogenni ulohu dané varianty. Nami identifikovana genetickd varianta se
nachazela ve vysoce konzervovaném misté napii¢ mnoha druhy. Zaména aminokyseliny v
disledku zmény genetického kodu navic vedla ke zméné polarity bilkoviny v daném misté,
coz naznacuje dopad na strukturu a funkci proteinu. Gen NEBL patii mezi geny kodujici
sarkomerické proteiny, nebulette je konkrétné soucasti Z-diskti sarkomer. Geny kodujici
sarkomerické proteiny tvofi dominantni skupinu postizenou mutacemi u HCM a i geny pro
ostatni proteiny Z-diskll jsou asociovany se vznikem onemocnéni. Roli NEBL v etiologii
kardialnich onemocnéni podporuje i homolog nebulette z kosterniho svalu - nebulin, ktery je
asociovan s nemalinovou myopatii kosterniho svalstva (Pelin K. et al., 1997). V genu NEBL
byly nalezeny mutace i u jinych pacientti s kardiomyopatiemi. Ve skupiné€ pacientii s DCM
byly nalezeny 4 mutace, které se rovnéz nachazely v nebulinu podobnych modulech (Purevjav
E. et al., 2010). B€hem analyzy naSich pacienti s HCM na pfitomnost genetickych variant v
genu NEBL probéhlo v rdmci mezindrodniho projektu soubézné i vysetfeni dalSich pacientii s
kardiomyopatiemi (Perrot A. et al., 2016). Bylo vySetfeno dalSich 122 pacientti s HCM, 148
pacientii s DCM a 24 pacienti s LVNC (celkem tedy 389 nepiibuznych pacientti s
kardiomyopatiemi) z riiznych evropskych center na ptfitomnost genetickych variant v genu
NEBL. Celkové bylo identifikovano 20 genetickych variant (Obr. 5.1.). Ctrnact z nich bylo
nalezeno ve frekvencich 1-31 % a bylo oznaceno za genetické polymorfismy. Naproti tomu 5

H171R
A175T Q581R le52L S747L Palel
Y l l l l l v
1 2 34 5 67 89 101112 1314 15161718 19 2021 2223 24 25 26 27 28
L37L K60ON Y163Y G202R M351V D378H R558R N654K T7 28A S885F T999T
K64R 1621V R677R

Obr. 5.1.

Detekované varianty v genu NEBL v souboru pacientti s HCM, DCM a LVNC. Vzacné
genetické varianty jsou zobrazeny nad ilustraci genu. Genetické polymorfismy jsou
znazornény pod ilustraci genu.

variant bylo identifikovano vzdy pouze u jednoho pacienta (véetné p.H171R u naseho
pacienta s HCM) a 1 varianta byla nalezena u dvou neptibuznych pacientii. Zadna z variant se
nenachézela v kontrolni populaci. Identifikované varianty se nachéazely s nulovou nebo velmi
nizkou alelickou frekvenci v databazich dbSNP a Exome Sequencing Project. VSechny
varianty mély odhadovany poskozujici efekt na funkci proteinu v alesponi jednom z
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predik¢nich néstrojit (PolyPhen2 nebo Mutation Taster). Porovnénim sekvence ortologl pro
lidsky gen NEBL se ukazalo, ze vSechny varianty sdileji konzervovanost minimalné u savcu.
Dv¢ z variant (v€etné p.H171R) byly nalezeny u 2 pacientii s HCM, 3 varianty u 4 pacientt s
DCM (1 z nich u dvou nepiibuznych pacientl) a posledni varianta u pacienta s LVNC.
Celkovy vyskyt ocekavanych patogennich mutaci v genu NEBL u heterogenniho souboru
pacientil s kardiomyopatiemi byl 1,8 % (7/389). Pfitomnost Sesti riznych variant u 7
neptibuznych pacientii s kardiomyopatiemi, které se nenachazely ve velké kontrolni skupiné
subjektli bez onemocnéni srdce ¢ini nepravdépodobnou moznost, ze jde o genetické
polymorfismy bez kauzalniho vztahu ke vzniku onemocnéni. Nalez mutaci zptisobujicich
rizné typy familidrnich kardiomyopatii v jednom genu je typicky pro geny kodujici proteiny
Z-diska, ale 1 mnohé dalsi proteiny sarkomery. VSechny geny pro proteiny Z-diskt jsou
asociovany minimalné€ s rozvojem dvou rtiznych fenotypt, nejcasteji DCM 1 HCM. Vysledny
fenotyp je pravdépodobné sumou efektu mutace DNA, tiprav proteinu, pritomnosti dalSich
genetickych variant, epigenetickych mechanizmt a ptipadné i vlivil prostfedi. Vék probandi v
dob¢ diagnédzy v jednotlivych rodinach byl mezi 41 a 53 lety, coz mize ukazovat na vyraznou
veékove zavislou penetranci mutaci v genu NEBL. V nasi roding s identifikovanou variantou
p-H171R nem¢la sestra probanda ve véku 56 let zadné znamky fenotypu HCM, i kdyz byla
nositelkou dané varianty. MiZe se tedy jednat o variantu, kterd zptisobuje hypertrofii levé
komory az ve vyS§im véku (u probanda byla diagn6za HCM stanovena ve véku 53 let),
pfipadné mize byt jeji penetrance netiplnad, jak tomu byva i u jinych mutaci asociovanych s
riznymi familidrnimi kardiomyopatiemi. Na zaklad¢ konzervovanosti postizenych mist,
ptedpokladanému dopadu identifikovanych variant, jejich absenci v kontrolni a obecné
populaci a ptfedchozim publikacim o efektu ptibuznych mutaci ve zvifecim modelu
ptedpokladdme jejich lohu ve vzniku familidrnich kardiomyopatii véetné varianty p.HI71R
identifikované u ¢eského pacienta s HCM. Nase data podporuji predpokladany spolecny
geneticky zaklad familidrnich kardiomyopatii a ukazuji, Ze NEBL pravdépodobné patii mezi
geny asociované s vrozenymi onemocnénimi myokardu. M¢l by tak tvofit soucast
vySetfovaného panelu gentll pfi genetickém vySetieni pacientll s kardiomyopatiemi, zejména
pii pouziti metod NGS schopnych efektivné analyzovat velké mnozstvi gent paralelné.

5.2. Vztah klinickych a echokardiografickych parametrt a vysledkti genetického vysetieni
pacienti s HCM

Limitujicim faktorem klinické pouzitelnosti genetického vySetteni u HCM je nenalezeni
z4dné mutace u znacné ¢asti pacientll. Pouze v rodinach s identifikovanou patogenni mutaci
1ze provadét genetické vysetieni ptibuznych s vysokou spolehlivosti predikce rozvoje
onemocnéni (Charron P. et al., 2010). Jednou ze strategii zvySujicich Sanci na identifikaci
patogennich mutaci je selekce pacientd pro genetické vySetfeni. Pacienti s rodinnou
anamnézou HCM maji vySsi zachyt mutaci neZ nemocni se sporadickou formou (60-70 %
versus 10-50 %, Morita H. et al., 2008, Fokstuen S. et al., 2008). V ptipadé HCM jsou ale
nékteré parametry fenotypu rovnéz silnymi prediktory pozitivniho vysledku genetického
vySetteni. V praci od Binderové et al. byla na velké skupiné pacienti s HCM nalezena silna
asociace mezi morfologii interventrikularniho septa a zachytem mutace v sarkomerickych
genech (Binder J. et al., 2006). Pacienti s reverzni morfologii interventrikularniho septa byli
nositeli mutace v sarkomerickych genech v témét 80 % piipadi, zatimco pacienti se septum
sigmoideum m¢li identifikovanou mutaci v méné nez 10 % ptipadd. Dalsi prace zkoumajici
klinické a echokardiografické parametry u pacientii vySetfenych na pfitomnost mutaci v 9
sarkomerickych genech nasla jako nezavislé prediktory pozitivniho vysledku genetického
vysetieni krome reverzni morfologie interventrikularniho septa i mladsi vék v dob¢ diagnézy
(pod 45 let), maximalni hypertrofii levé komory nad 20 mm a rodinnou anamnézu HCM a
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nahlé srde¢ni smrti (Bos JM. et al., 2014). Negativnim prediktorem byla pfitomnost arteridlni
hypertenze. Vysledkem prace je skorovaci systém ptifad’ujici kazdému pozitivnimu
prediktoru 1 bod a odecitajici 1 bod pfi arteridlni hypertenzi. Zachyt mutaci v celé populaci
byl v této studii pouze 34 %, s rozpétim 6 - 80 % podle hodnoty navrzeného skore. Vysledky
naseho vysetteni souboru ¢eskych pacientti s HCM ukazuji podobné vztahy mezi klinickymi a
morfologickymi parametry a zachycenymi mutacemi v sarkomerickych genech. Nejvyssi
podil pacientli s pozitivnim vysledkem genetického vysetieni byl rovnéz ve skupiné
nemocnych s reverzni morfologii interventrikuldrniho septa a na druhou stranu u Zadného
naseho pacienta se septum sigmoideum jsme nenalezli patogenni mutaci. Vztah pozitivniho
vysledku genetického vysetfeni a maximalni hypertrofie levé komory nebo pfitomnosti
rodinné anamnézy HCM nedosahl v nasem souboru statistické vyznamnosti. Morfologie
interventrikuldrniho septa tak mize byt v ptipadé HCM v silngj$i asociaci s mutaci v
sarkomerickych genech nez samotny familiarni vyskyt onemocnéni. Pacienti s
identifikovanou mutaci méli i v naSem souboru niz$i vék v dobé diagndzy. Naproti tomu
pacienti se septum sigmoideum byli v dob¢ diagndzy starsi a méli nulovy zachyt mutaci ve
Ctyfech nejcastéjSich sarkomerickych genech. U této skupiny pacientii by se tak mohlo jednat
vice 0 zménu morfologie levé komory u vnimavych pacientl vlivem véku nez o piimy efekt
mutace v nékterém ze sarkomerickych genti. Selekce pacientli ke genetickému vySetfeni na
zéklad¢ zminénych klinickych a echokardiografickych parametri vede ke zvysené vytéznosti
pfi vySetfovani sarkomerickych gent s pfijatelné malym zastoupenim pacientil s patogenni
mutaci, ktefi by pomoci této strategie nebyli vySetieni. V nasem souboru by se pfi vysetieni
pacientt s alesponi jednim se zminénych znakl zachyt patogennich mutaci vyznamné zvysil
(48 % oproti 27 %) a nedoSlo by ke spravné identifikaci nosicstvi patogenni mutace pouze u 4
% pacientl. Pti zlepSovani dostupnosti modernich metod NGS Ize ocekavat, ze genetické
vysetieni bude rutinné indikovano u vSech nemocnych s HCM 1 dalSimi familiarnimi
kardiomyopatiemi. Selekce na zdklad¢ klinickych a fenotypovych znakli ale mtize byt nadale
efektivnim nastrojem ve volbé modality NGS. Pouziti cileného sekvenovani s
kardiologickymi panely obsahujicimi sarkomerické geny prave pro inicidlni vySetieni
pacientl se znaky asociovanymi s mutacemi v téchto genech a s rezervovanim nakladnéjsich
modalit pro pacienty bez zminénych fenotypovych znakl se miize ukdzat jako ekonomicky
vyhodné.

5.3. Genetické a klinické vySetteni pfibuznych pacientii s HCM

Hlavnim klinickym vyuzitim genetického vySetieni pacienti s HCM je fizeni péce o jejich
ptibuzné. Vysetteni pfibuznych na pfitomnost zndmé mutace v rodin€ je velmi pfesnou a
efektivni metodou ovliviiujici jejich dalsi péci. Pfibuzni s negativnim genotypem nemusi byt
pfi absenci symptomt dale kardiologicky sledovani. Vyfazeni asymptomatického piibuzného
s negativnim genotypem z dalSiho sledovani snizuje ndklady na zdravotni péci, ale je mozné
ho provést pouze pfi jistoté, Ze identifikovana genetickd varianta je patogenni mutaci pro
vznik HCM v dané rodin€. V situaci, kdy genetické vySetteni nebylo provedeno anebo jim
nebyla identifikovana patogenni mutace v rodiné, podstupuji ptibuzni probanda klinické
kardiologické vysetieni s cilem odhalit jedince s rozvinutym fenotypem HCM. Piibuzni bez
znamek fenotypu nemohou byt vzhledem k penetranci onemocnéni stoupajici s vékem
ujisténi, ze nejsou v riziku rozvoje onemocnéni. Tito pfibuzni jsou pravidelné klinicky
sledovani az do véku 50-60 let, kdy penetrance HCM dosahuje svého maxima (Charron P. et
al., 2010). Existuje nékolik studii zabyvajicich se echokardiografickymi parametry schopnymi
predpovedét genotyp u piibuznych bez vyjadieného fenotypu HCM. Dobra diskriminacni
hodnota s vysokou senzitivitou a specificitou byla prokdzana na zvifecich modelech a pozdéji
i na lidech pro rychlosti pohybu mitralniho anulu na tkdniovém dopplerovském zobrazeni.
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Pozd¢jsim pracim se ale tuto pouzitelnost parametra tkanového dopplerovského zobrazeni
nepodafilo potvrdit (Marian AJ., Roberts R. 1994, Marian AJ. et al., 1997, Maron BJ. et al.,
2001, Ho CY. et al., 2002, Michels M. et al., 2009). Samotné hodnoty rychlosti pohybu
mitralniho anulu v nasi kohort€ nebyly schopné rozlisit jedince s pozitivnim a negativnim
genotypem. Dal§im zkoumanym parametrem v tomto ohledu byl pomér rychlosti ¢asného
diastolického pratoku pres mitralni asti z pulzniho dopplerovského vysetieni a Casné
diastolické rychlosti pohybu septalniho okraje mitralniho anulu z tkanového dopplerovského
zobrazeni (E/Ea). Tento ukazatel vypovida o diastolické funkci levé komory a Ize jej pouZit
pro odhad jejich plnicich tlakt. Jako ¢asny marker diastolické dysfunkce by tak opét mohl
identifikovat nositele patogenni mutace jesté pied rozvojem hypertrofie levé komory. V
nasem souboru ani tento ukazatel nebyl vyznamné odliSny mezi skupinami s pozitivnim a
negativnim genotypem. Dalsi prace kombinovala posledni zmiiovany parametr s
morfologickymi echokardiografickymi proménnymi vyjadiujicimi asymetrickou distribuci
tloustky stény levé komory (pomér tloustky mezikomorového septa a posterolateralni stény
levé komory) a ¢asné znamky remodelace levé komory pied rozvojem manifestni hypertrofie
(pomér souctu tloustky mezikomorového septa a posterolateralni stény k rozméru levé
komory na konci diastoly — tedy relativni tloustka stény, Gandjbakhch E. et al., 2010). I na
malém vySetfovaném souboru byl tento kombinovany echokardiograficky index dobrym
nastrojem k identifikaci genotypu ptibuznych, coz potvrdily 1 naSe vysledky na jedincich z
ceské populace. I kdyz Zadny ze zmifiovanych parametrti nedosahuje v ur¢eni genotypu
piibuznych ptresnosti genetického vysetieni, jejich pouzitelnost v rodindch bez identifikované
patogenni mutace by mohla byt v individualizaci intenzity dal§iho sledovani. Kombinace
morfologickych 1 funkénich parametrii v jednom indexu ma pravdépodobné vEtsi
diskrimina¢ni hodnotu, nez jednotlivé zmiitované ukazatele.
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6. Zavér

Genetické vysetieni je dillezitou soucasti diagnostiky HCM, nej¢astéjsiho monogenné
dédi¢ného onemocnéni srdce. Ma Siroké vyuziti od zakladniho vyzkumu podilejiciho se na
objasnéni etiologie a patogeneze onemocnéni, pies klinicky vyzkum sledujici dopad
genetickych variant na fenotyp a projevy onemocnéni az po pouziti v klinické praxi,
zejména ke genetické diagnostice ptibuznych pacienti s HCM. NasSe préce se vénovala
v§em zminénym moznostem pouziti genetického vysetieni. Nase vysledky spolu s
vysledky spolupracujicich center naznacuji roli genu NEBL kédujiciho protein Z-diska
kardiomyocytt, nebulette, v etiologii HCM 1 jinych familiarnich kardiomyopatii.
Identifikace vzacné genetické varianty v konzervovaném misté genu NEBL u pacienta s
typickym fenotypem HCM a nepfitomnost této varianty v kontrolni populaci a genetickych
databazich ukazuji, Ze se pravdépodobné jedna o patogenni mutaci ve vztahu k HCM.
Nalez variant asociovanych s jinymi kardiomyopatiemi v genu NEBL potvrzuje spole¢ny
geneticky zaklad dédiénych chorob myokardu. Gen NEBL by se tak mél stat soucasti
vysetfovaného panelu gent u pacientti s HCM 1 dal§imi kardiomyopatiemi. VySetieni
dobfte fenotypové charakterizované skupiny pacientii s HCM na pfitomnost genetickych
variant ve Ctyfech nejcastéjSich sarkomerickych genech asociovanych se vznikem
onemocnéni nam umoznilo identifikovat klinické a echokardiografické ukazatele spojené s
vys$i pravdépodobnosti zachytu patogenni mutace v téchto genech. Nizsi vék v dobé
diagnozy a reverzni morfologie interventrikuldrniho septa jsou prediktory pfitomnosti
mutace v nejcastéjSich genech pro HCM a miizou byt pouzity k vybéru rozsahu
vySetfovanych gent u dalSich pacient. Konecné genetické vysetieni ptibuznych pacientt s
HCM nam umoznilo hledat echokardiografické ukazatele schopné identifikovat nositele
patogenni mutace pted rozvojem fenotypu onemocnéni s potencidlnim dopadem na fizeni
jejich dalsi klinické péce. 1 kdyz zadny ze sledovanych parametri samostatné nedokézal s
dostatecnou piesnosti ur€it nositele mutace, kombinovany echokardiograficky index
zahrnujici morfologické 1 funk¢ni parametry se ukazal byt pouzitelnym nastrojem v
situacich bez identifikované patogenni mutace. Metody genetického vysetieni se rychle
vyvijeji a v pfipad¢ geneticky variabilniho onemocnéni, jakym je HCM, maji velky
potencial metody NGS schopné paralelniho vySetieni vétsiho mnozstvi gent. Na
identifikaci novych genetickych variant u pacientti s HCM bude navazovat jejich
klasifikace ve vztahu k onemocnéni, nalezeni t€snéjsich korelaci mezi genotypem a
fenotypem, objasnéni modifikujicich genetickych faktorti a vyhledové i predikce
klinickych disledkii onemocnéni na zékladé genotypu. VSechny tyto faktory povedou k
stale CastéjSimu vyuzivani genetického vysetieni pacientli s HCM jak ve vyzkumu, tak v
klinické praxi.
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