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Abstrakt

Charakterizace molekularné genetické podstaty monogennich onemocnéni spociva nejen v
identifikaci patogenni varianty, ale 1 v popisu jejiho vlivu na strukturu a stabilitu vznikajici RNA.
Kromé toho u X-vazanych onemocnéni vstupuje u heterozygotnich pacientek do hry X-
inaktivace. V pfedklddané disertacni praci jsme vyuzili metody sekvenovani nové generace ke
studiu tfi X-vazanych lysosoméalnich onemocnéni (mukopolysacharidéza typ 11, MPS II;
Danonova choroba, DD; Fabryho choroba, FD). Vyuzili jsme dva metodické postupy: 1)
panelové sekvenovani s pouzitim hybridiza¢nich préb pro identifikaci malych a strukturnich
variant (rozsdhlé delece a duplikace) 2) amplikonové sekvenovani pro vysetieni somatického

mozaicismu a alelové specifické exprese.

Panelové sekvenovani umoznilo na molekuldrné genetické trovni potvrzeni Danonovy choroby u
dvou pacientl, u kterych byla identifikovana duplikace dvou exonll a delece péti exonu v genu

LAMP?.

Amplikonovym sekvenovdnim jsme analyzovali somaticky mozaicismus v rodindch pacientt
s Danonovou chorobou a mukopolysacharidéozou typu II a identifikovali prvni piipad

somatického mozaicismu u pacienta s Danonovou chorobou.

Metoda alelové specifické exprese rozsifila paletu metod pouzivanych pfi vySetieni X-inaktivace

a jeji ptinos se projevil zejména pii minimalizaci chybné interpretace vysledkii.

Vysledky uvedené v této disertacni praci prokazaly vyznam metod sekvenovani nové generace
pro diagnostiku X-vézanych lysosomalnich onemocnéni, objasnéni molekularniho podkladu

fenotypovych projevil a ve vybranych piipadech i k ureni jejich prognézy.

Kli¢ova slova

Sekvenace nové generace, mozaicismus, alelove specificka exprese, inaktivace chromosomu X,

Danonova choroba, mukopolysacharid6za typu II, Fabryho choroba



Abstract

The characterisation of the molecular-genetic etiology of monogenic diseases includes not only
the identification of the pathogenic variant, but also the description of its effect on the RNA
structure and stability. Additionally, the X-inactivation plays an important role in X-linked
diseases. In the presented thesis, we applied the methods of next generation sequencing to study
three lysosomal disorders (mukopolysacharidosis type II, MPS II; Danon disease, DD; Fabry
disease, FD). Two methodological approaches have been used: 1) panel sequencing with
hybridization probes for identification of single nucleotide variants, small deletions/duplications
and structure variants (CNVs) 2) amplicon sequencing for analysis of somatic mosaicism and

allele specific expression.

The panel sequencing enabled us to confirm the molecular-genetic basis of DD in two patients

with the identification of two exons duplication and five exons deletion in LAMP?2, respectively.

The somatic mosaicism was being analyzed by the amplicon sequencing in families with DD,

MPS II. We could identify the first case of somatic mosaicism in a patient with DD.

The allele specific expression has enlarged the group of methods used in X-inactivation analysis.

Its impact has been proved particularly in minimizing misinterpretation of XCI results.

Results published in this thesis proved the importance of the next generation sequencing methods
for the diagnosis of X-linked lysosomal storage disease, shedding light on their molecular basis
leading to particular phenotype manifestation and even in determining their prognosis in selected

cascs.
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Seznam pojmiu a zkratek

ABCDI

ABCD4

AIFM]1

AR

AR-MSP

BWA
cDNA
ClinVar
CNKSR2
CNS

CNV

CNVkit
dbNSFP
DD
EDTA
EGA
FANCB
FASTQ

FD

gen asociovany s X-vazanou cerebralni adrenoleukodystrofii (ATP Binding Cassette

Subfamily D Member 1)
protein asociovany s metylmalonovou acidurii

gen pro apoptézu indukujici faktor (apoptosis inducing factor mitochondria

associated 1)
gen pro androgenni receptor (Androgen Receptor)

metyl specifické PCR pro androgenni receptor (androgen receptor methylation-

specific PCR)

software pro mapovani variant (Burrows-Wheeler aligner)
komplementarni DNA (Complementary DNA)

databaze klinickych variant

gen pro (Connector Enhancer Of Kinase Suppressor Of Ras 2)
centralni nervova soustava

strukturni varianta - zména poctu kopii nukleovych kyselin (copy number variant)

software pro analyzu strukturnich variant

databaze patogennich skore

Danonova choroba (Danon discase)

polyaminokarboxylova kyselina

embryonalni aktivace genomu

gen asociovany s Fanconiho anémii typu B (FA complementation group B)
datovy format sekvenacnich dat

Fabryho choroba (Fabry disease)



GAG glykosaminoglykan
GATK software pro identifikaci variant (Genome analysis toolkit)

GERP++ patogenni skore fylogenetické konzervovanosti variant v lidském genomu (genomic

evolutionary rate profiling)
GLA gen pro o-galaktosidazu A (galactosidase alpha)
GnomAD databaze lidskych genetickych variant (genome aggregation database)
H3K27me3modifikovany histon
HGMD  databaze lidskych variant (human gene mutation database)
HKMP hypertroficka kardiomyopatie
HTI hybridiza¢ni pufr (Illumina)
HUMARA metoda pro vysetfeni X-inaktivace v genu AR (human androgene receptor assay)
IDS gen pro iduronat-2-sulfatazu (iduronate-2-sulfatase)
IDS2 pseudogen ke genu IDS

IL2RG gen pro X-vazanou tézkou kombinovanou imunodeficienci (interleukin 2 receptor

subunit gamma)

LAMP1  lysosomalni membrénovy protein 1 (lysosomal associated membrane protein 1)

LAMP2  gen pro lysosomalni membranovy protein 2 (lysosomal associated membrane protein

2)
LIMP 1/2 lysosomalni integralni membranové proteiny
long-range PCR dlouhy PCR produkt, ktery je amplifikovéan za specidlnich podminek
LSD lysosomalni sttadavé onemocnéni (lysosomal storage disease)
MAF frekvence minoritni alely (minor allele frequency)

MPS 11 mukopolysacharidéza typu II



mRNA mediatorova RNA (messenger ribonucleic acid)

NGS sekvenovani nové generace - masivné paralelni sekvenovani (next generation
sequencing)

NMD mechanismus odbouravani mRNA (nonsense-mediated mRNA decay)

PAR pseudoautosomalni oblast (pseudoautosomal regions)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

Q30 oznaceni skore kvality s pravdépodobnosti 99,9% spravného uréeni nukleotidu

qPCR metoda kvantitativni polymerdzové tetézové reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

Rab7 Ras monomericky G protein

RFLP polymorfismus v délce restrikénich fragmentl (restriction fragment length
polymorphism)

RNA-FISH metoda fluorescenéni in situ hybridizace (RNA-fluorescence in situ hybridization)

RP2 gen asociovany s X-vdzanou formou retinitis pigmentosa (retinitis pigmentosa 2

activator of ARL3 GTPase)

RT-PCR reverzni polymerazova ftetézova reakce (reverse transcription polymerase chain

reaction)

SNARE  membranové receptory

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (single nukleotid polymorphism)
SRY gen urcujici pohlavi (sex-determining region Y)
STR kratka tandemova repetice (short tandem repeats)

VNTR polymorfismus v poctu tandemovych repetic (variable number tandem repeat)

WES sekvenovani celych exomi (whole exome sequencing)



WGS sekvenovani celych genomil (whole genome sequencing)
WT normalni alela (wild type alelle)

Xa aktivni alela X

XACT lidska nekodujici RNA (X active coating transcript)

XCI inaktivace chromosomu X (X chromosome inactivation)
Xi neaktivni alela X

XIST lidska nekodujici RNA (X-inactive specific transcript)
Xist mysi nekodujici RNA (X-inactive specific transcript)
a-gal enzym a-galaktosiddza A

Ix TE pufr z tris(hydroxymetyl)aminomethanu a polyaminokarboxylové kyseliny



1. Uvod

1.1 Lysosom a lysosomalni stifadava onemocnéni

Organela lysosomu byla popsdna v roce 1955 belgickym biochemikem Christianem de Duvem

(de Duve et al. 1955). V témzZe roce byla zobrazena pomoci elektronové mikroskopie a byly v ni

lokalizovany hydrolytické enzymy (Novikoff et al. 1956). Pojmenovani lysosom odrazi zakladni

roli této organely ve Stépeni/lyzi makromolekul a recyklaci takto ziskanych stavebnich jednotek.

Dalsim de Duvovym objevem byla organela peroxisomu (De Duve a Baudhuin 1966). De Duve

vroce 1974 za své objevy tykajici se strukturni a funkéni organizace bunky ziskal Nobelovou

cenu.

Lysosomy jsou diilezitou soucasti endosomalné-lysosomalniho systému buiiky, v némz zaujimaji

roli kliCového regulatora homeostazy (Obrazek 1) a podili se na celé fadé bunécnych procest:

zejména intracelularni degradaci makromolekul a zpracovani materidlu z endocytdzy a autofagie.

Podili i na signalizaci, sekreci, recyklaci membran a dalSich funkcich (Winchester 2001;

Schwake et al. 2013; Perera a Zoncu 2016).

ATPaza
SNARE protelny FUZE
lontové kanaly

LAMP proteiny w Fdzni Orga nel
0@ faktory

pH 4.5-5.0 Kontakt
) GTPazv Organel

Cholesterolové Hydrolazy 6 Q

Iransporiery Enzymové aktivatory a
protektivni faktory @ _— POhYbllVOSt
Vazebna mista molekularnich
Transportni proteiny motort
@ Signalini

komplexy
% g —, Signalizace
% | O Transkripcni ___ . Genova

faktory
Membranové regulace

Transportéry

Obrazek 1: Vlastnosti a funkce lysosomii: Lysosomy obsahuj specifické lumindlni, integralni membrdnové a periferné
asociované proteiny. Lumen lysosomu obsahuje kyselé hydrolazy, enzymové aktivatory a také transportni proteiny. Kyselé
pH lysosomalniho lumen je udrzovino ATPazou zabudovanou do membrany. Lysosomalni membrana obsahuje:1) vysoce
glykosylované proteiny, které chrani membranu pred degradaci 2) iontové kandly a transportéry udrzujici iontovou
homeostazu 3) transportéry pro cholesterol a dalsi lipidy 4) prenasece cukri, nukleosidii, aminokyselin a dalsich
produktit lysosomalni degradace 5) SNARE proteiny, které zprostredkovavaji fuzi lysosomii s jinymi organelami.

Upraveno dle (Ballabio a Bonifacino 2020)
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Lysosomy maji prumér 0,2-0,3 pm a jsou ohrani¢eny fosfolipidovou membranou s nizkym
obsahem cholesterolu, ktera je z vnitini strany chranéna glykokalyxem — az 10 nm silnou vrstvou
chranici membranu pied Gcinky vlastnich hydrolaz. Glykokalyx je tvofen fetézci oligosacharida
obsazenych v membranovych glykoproteinech (LAMP1, LAMP2, LIMP1 a LIMP2). V samotné
membrané se nachazi na 300 proteinii odpovédnych za fadu pochodt, napt. snizeni pH lysosomu
nebo interakce s dal§imi bunénymi organelami, mezi které patii endoplasmatické retikulum,
mitochondrie, pozdni endosom nebo autofagosom. Na interakci se podili napt. GTPaza Rab7 a
SNARE proteiny. Ptenos latek mezi lysosomy a cytosolem zajiStuje fada transportérii (napf.
ABCD#4 transportér kobalaminu), iontovych kanali (napt. TRPMLI1-3, TPC1-2, P2X4) a dalsi
membranové proteiny (Winchester 2001; Bajaj et al. 2019; Trivedi et al. 2020).

V lumen lysosomli se nachdzi bezmdala 60 solubilnich hydrolytickych enzymi, jako jsou
proteazy, sulfatdzy, nukleazy, lipazy, fosfatazy a glykosiddzy, které se podileji na komplexni
degradaci makromolekul v nizkém pH (mén€ nez 5). Lumen lysosomt obsahuje také vapenaté

ionty o koncentraci 0,5 mM (tj. 5000x vyssi oproti cytosolu). (Trivedi et al. 2020).

Modifikace hydrolaz sméfujicich do lysosomu probiha v cis Golgiho aparatu, ve kterém jsou
piislusné proteiny oznaceny pomoci mandza-6-fostfatového zbytku. Modifikované proteiny se
potom za vysSiho pH véazi na manéza-6-fosfatovy receptor v trans Golgi aparatu. Prostfednictvim
vezikul pokrytych klatrinem se modifikované proteiny transportuji do pozdniho endosomu, kde
se vlivem niz§iho pH komplex rozpadd. Z pozdniho endosomu se odstépi vacky, které

transportuji hydrolazy do cilovych lysosomu (Trivedi et al. 2020).

1.1.1 Lysosomalni stifadava onemocnéni
Lysosomalni stfddava onemocnéni (LSD) jsou monogenni onemocnéni zplsobend deficitem
nekteré z lysosomalnich hydrolaz, jejich aktivatori nebo lysosomadlnich transportérti ci

strukturnich proteinti (Platt et al. 2018).

Lysosomalni onemocnéni se mohou manifestovat v détstvi 1 v dospélosti. Fenotyp je vysoce
variabilni od tézkych forem s ¢asnou manifestaci v nizkém véku a neptiznivou progndzou az po
leh¢i formy s nastupem ve vyS$im véku a mirnéjS§im pribéhem (Rajkumar a Dumpa 2021).
Souhrnné incidence LSD je odhadovéna na jedno ze 7700 narozenych déti (Meikle et al. 1999),

incidence v Ceské republice se udava na jedno z 8300 déti (Poupetova et al. 2010).
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Fenotyp onemocnéni zavisi na typu akumulovaného substratu a mistu jeho akumulace. Postizen
muze byt prakticky jakykoli organ v téle. Napi. u Pompeho nemoci s nedostatecnou aktivitou o-
glukosidazy (gen GAA) je charakteristické stiadani glykogenu v lysosomech svalovych bunék.
Manifestuje se postizenim kosterniho svalu a u infantilni formy i srdce (Morales a Anilkumar
2021). U Gaucherovy choroby je pak stiddan glukocerebrosid v makrofazich
retikuloendotelidlniho systému. Klinicky je tak vyjaddiena splenomegalie, doprovdzena anémii,
trombocytopenii a projevy onemocnéni skeletu (Mistry et al. 2015). U fady lysosomalnich
onemocnéni stoji v popfedi neurologické postizeni, napf. celkovd degenerace nervového
systému spojena s hluchotou a slepotou zptisobena ztratou funkce podjednotky A nebo B -

hexosaminidazy u Tay-Sachsovy, respektive Sandhoffovy choroby (Gilbert et al. 1975).

Dédi¢nost dosud popsanych LSD je autosomalné recesivni s vyjimkou tfi onemocnéni, jejichz
dédicnost je vadzand na chromosom X: Fabryho choroba, Danonova choroba a
mukopolysacharidéza typ II (Hunteriv syndrom). Tato prace se vénuje studiu genetickych

aspektl prave téchto tii posledné jmenovanych onemocnéni.

1.1.2 X-vazana onemocnéni

Z historického pohledu se k X-vazanym onemocnénim pfistupovalo jako k onemocnénim
postihujicim vyhradné muze - hemizygoty nesouci pouze jednu kopii chromosomu X. Zeny byly
pievazné vnimany jako heterozygotni pienaSecky, u kterych se onemocnéni bézné klinicky
nemanifestuje (Migeon 2013). Ukazuje se vSak, ze fada X-vdzanych onemocnéni se projevuje i u
heterozygotnich Zzen. U n¢kterych chorob je jejich manifestace u zen - heterozygotek casta (napf.
Fabryho choroba nebo deficit ornitintranskarbamylazy), u jinych X-vdzanych onemocnéni jsou
klinické projevy onemocnéni u divek velice vzacné (napft. plné€ vyjadieny fenotyp Duchennovy
svalové dystrofie nebo mukopolysacharidozy typ II) (Silva et al. 2020; de Camargo Pinto et al.
2011).

1.1.3 Fabryho choroba
Fabryho-Andersenova, dale jen Fabryho choroba (Fabry disease, FD; OMIM #301500), je
lysosomalni stfadavé onemocnéni fazené mezi glykolipidézy. Jeho pfi¢inou jsou mutace v GLA

genu, které vedou k snizené nebo nulové aktivité¢ enzymu lysosomalni hydrolazy a-galaktosidazy
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A (o-gal), jehoz funkci je §tépeni o-galaktosylovych zbytkd z glykosfingolipidi. Céstednd
degradované glykosfingolipidy - pfevdzné globotriaosylceramid a digalaktosylceramid se
akumuluji v lysosomech a nasledné dochézi k poskozeni na bunécné, tkanové i orgdnové urovni

(Ortiz et al. 2018; Germain 2010).

Prvni kazuistiky Fabryho choroby byly publikovany na konci 19. stoleti anglickym chirurgem
Wiliamem Andersonem a némeckym dermatologem Johannesem Fabrym (Fabry 1898). Lipidova
podstata stfadaného materidlu byla urena v padesatych letech 20. stoleti (Sweeley a Klionsky
1963). Enzymovy deficit a-galaktosidazy A byl objasnén americkym lékafem Rosco O'Bradym
vroce 1967 (Brady et al. 1967). Kompletni sekvence genu GLA, kédujiciho enzym a-

galaktosidazu A, byla rozieSena az v roce 1989 (Kornreich et al. 1989).

Fabryho choroba je po Gaucherové chorob¢ (deficit glukosylcerebrosidazy, dédicnost AR)
druhym nejcastéjSim lysosomalnim stfddavym onemocnénim s prevalenci udédvanou v rozmezi
1:40-60 000 (Meikle et al. 1999). Rozséhlé screeningové studie ovSem poukazuji na frekvenci
vyrazné vyssi, napt. 1:4 600 v severoitalské populaci (Spada et al. 2006) a 1:1 521 v populaci
taiwanské (Lin et al. 2009). V Ceské populaci se prevalence Fabryho choroby odhaduje na
1:76 000, 1 kdyz autofi pfipousti, ze vzhledem k heterogenni klinické manifestaci onemocnéni

muze byt zastoupeni vyrazné vyssi (Rekova et al. 2018).

1.1.3.1.1 Klinické projevy Fabryho choroby

Klasicka forma onemocnéni se u muzl projevuje Casto jiz na prelomu prvni a druhé dekady
zivota, a to koznimi angiokeratomy, tedy drobnymi cCervenymi papulkami lokalizovanymi
v oblasti pasu a pupecni jizvy, a dale hypohidrézou (snizenym pocenim). Pti postizeni periferniho
nervového systému jsou prvnim a také nejcastéj§im symptomem onemocnéni palivé nebo bodavé
bolesti dlani, prstil a lytek, pfipadné i dalSich ¢asti téla (Lidove et al. 2006). V dal$im prabchu se
piidava postizeni srdce (hypertroficka kardiomyopatie, poruchy srde¢niho rytmu), ledvin
(chronické renalni selhani) a postizeni rohovky (cornea verticillata). Projevem postiZzeni
autonomniho nervového systému jsou gastrointestindlni pfiznaky jako prijmy a nadymani.
Dtlezitou patologii piedstavuje postizeni CNS pod obrazem ischemické cévni mozkové piihody
(Rolfs et al. 2005). U nékterych jedinc se prvni ptfiznaky nemoci projevi az v dospélosti,

piicemz pozdni forma se miize omezit na kardidlni ¢i rendlni postizeni. Onemocnéni miize vést
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k ptredCasné¢ smrti ve Ctvrté ¢i paté dekadé zivota. Projevy FD u Zen se pohybuji od
asymptomatického ptenasecstvi, které je spiS vyjimkou, az po plné¢ rozvinutou formu
srovnatelnou s manifestaci u muzii (Lenders et al. 2016). K nastupu onemocnéni u Zen dochazi

zpravidla pozdéji nez u hemizygotu.

1.1.3.1.2 Geneticka podstata Fabryho choroby

Gen GLA je lokalizovan na dlouhém raménku chromosomu X, konkrétné v lokusu Xq22.1. Je
tvofen sedmi exony, zndma je jedind transkripéni varianta NM_000169.3, kterd koduje
proteinovy produkt dlouhy 429 aminokyselin (NP_000160.1). Podle databaze ,Human Gene
Mutation Database® (HGMD) bylo v ¢ervnu 2022 v literatufe popséano 1104 patogennich variant

a 6 polymorfismi spojenych s onemocnénim (Quinodoz et al. 2022).

1.1.3.1.3 Diagnostika a 1écba Fabryho choroby

Diagnosticky se u muzi vyuZziva stanoveni enzymové aktivity a-gal v plazmé, leukocytech nebo
fibroblastech. Zatimco u muzii s FD je enzymova aktivita nulova nebo zbytkova do deseti procent
kontrol, u heterozygotnich zen se aktivita enzymu pohybuje v Sirokém rozmezi od témét nulové
az po fyziologickou. U Zen je proto nutno diagndzu stanovit molekuldrné-genetickym vysetienim

(Nakano et al. 2013; Michaud et al. 2020).

FD se 1é¢i enzymovou substitucni terapii, a to intraven6znim podavanim rekombinantniho
enzymu v infuzi. Terapie vyznamn¢é zmirnuje kardidlni, rendlni i1 neuropatické piiznaky
onemocnéni a celkové zpomaluje progresi onemocnéni (Lipinski et al. 2014; El Dib et al. 2016).
Pro pacienty surcitymi mutacemi je také dostupnd ordlné¢ poddvana chaperonova lécba.
Chaperony zvysuji stabilitu a facilituji transport mutované formy a-gal do lysosomut diky vazbé
do aktivniho centra enzymu. Po pfechodu do lysosomu molekula chaperonu disociuje. V
disledku efektivnéjsiho pienosu enzymu do lysosomu je dosazeno vyS$i enzymové aktivity

(McCafferty a Scott 2019; Lenders a Brand 2021)

1.1.4 Mukopolysacharidoza typu II
Mukopolysacharidoza typu I (MPS II, OMIM #309900) je jedinym X-vazanym zastupcem ze

skupiny mukopolysacharidéz. Pfi¢inou mukopolysacharidoz je deficit nékterého z lysosomalnich
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enzymu spojenych s poruchou degradace glykosaminoglykant (GAG), dfive mukopolysacharidi,
a jejich naslednym stfddanim v riznych organech. GAG diky své chemické povaze urcuji
pevnost a elasticitu pojivové tkané. Maji dulezitou roli v ristu a diferenciaci bunck a

mezibunééné interakci (Demydchuk et al. 2017).

Klinické projevy mukopolysacharidéoz jsou vysoce variabilni, spojené s progresivnim
charakterem postizeni. Typickym néalezem u této skupiny onemocnéni je kraniofacidlni dysmorfie
ve smyslu hrubych oblicejovych ryst, makrocefalie, hepato- a splenomegalie, pupecni a/nebo
tiiselna kyla, syndrom karpalniho tunelu. U déti dochazi k disproporénimu malému vzristu,

k omezeni hybnosti kloubii a bederni kyféze. Postizeni CNS je variabilni (Wraith et al. 2008).

Pricinou MPS 1II je deficit hydrolazy iduronat-2-sulfatdzy, kterd katalyzuje prvni krok
katabolismu dermatansulfatu a heparansulfatu. Udavana incidence onemocnéni v ¢eské populaci
je 1:230 000 (Poupetova et al. 2010), celosvétova incidence se pak udava v rozmezi 1: 92 000 az

1:260 000 (D’Avanzo et al. 2020).

1.1.4.1 Klinické projevy mukopolysacharidozy typ 11

Prvni nespecifické piiznaky onemocnéni zahrnuji vétSi obvod hlavy, zanéty hornich cest
dychacich a stfedniho ucha, ztuhlost malych 1 velkych kloubli a pupecnikovou a/nebo tiiselnou
morfologické zmény v obliceji. V pribéhu ristu dochazi ke zméndm ve tvaru a struktute kosti.
Az dvé tfetiny postizenych chlapct vykazuje v rtizné mife snizeni intelektu (Wraith et al. 2008).
Sttadani GAG ve srde¢nich chlopnich vede k postupnému rozvoji srdeéniho selhani. Casta je také
forem muze délka doziti ptresdhnout 50 let. Pfiznaky popsané u typického pacienta jsou

zobrazeny na fotografii (Obrazek 2).
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Obrdzek 2: Fenotyp 19letého pacienta s mukopolysacharidozou typu II. Napadna je nizka postava, kraniofacialni
dysmorfie ve smyslu hrubych rysu v obliceji, soudkovity hrudnik, bederni lordoza s hrudni kyfozou, kontraktury
velkych i malych kloubii, pupecni kyla. (Publikovdno se souhlasem pacienta, snimky z archivu doc. MUDr. Martina
Magnera, Ph.D.)

1.1.4.2 Geneticka podstata mukopolysacharidozy typ 11

Mukopolysacharidoza typu Il je zptisobena mutacemi genu /DS (iduronate-2-sulfataza), ktery je
lokalizovan do lokusu Xq28 a zahrnuje 9 exonli o celkové délce 44kb. Gen koduje 550
aminokyselin dlouhy polypeptid. Cely glykosylovany protein ma velikost 76 kDa a sklada se
ze dvou podjednotek. Tézky fetézec obsahujici katalytické misto ma velikost 42 kDa. Lehky
fetézec ma velikost 14 kDa a dava vzniknout hydrofobnimu obalu. Klicovym prvkem
katalytického mista je posttranslacné modifikovany cystein 84 (Demydchuk et al. 2017; Froissart
et al. 1995).
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Pro IDS gen byl popsan nefunk¢ni pseudogen IDS2, lokalizovany v invertované orientaci
piiblizn¢ 20kb distaln¢ od funkéniho genu (Froissart et al. 1998). Pseudogen vykazuje vysokou
sekven¢ni homologii pro exony a introny 2 a 3. Pro exon 3 je shoda dokonce 100%. Vysoce
homologni je i intron 7 (Bunge et al. 1998). Do roku 2022 bylo pro gen IDS v databdzi HGMD
publikovano na 729 variant, 63 z nich jsou rozsahlé delece a inzerce a duplikace. 21 variant
predstavuje rozsahlé prestavby, mezi kterymi dominuji homologni nealelické rekombinace mezi

homolognimi oblastmi genu /DS a jeho pseudogenu /DS2 (Quinodoz et al. 2022).

1.1.4.3 Diagnostika a 1é¢ba mukopolysacharidézy typ I1

Pii vysloveni podezieni na MPS II je jako prvni indikovdno biochemické vySetfeni profilu
glykosaminoglykanii v moc¢i. Uvedené vySetfeni nejenom potvrdi onemocnéni ze skupiny
mukopolysacharidéz, ale pomahéd blize zacilit na néktery zjejich typa. Nasleduje vysSeteni
enzymové aktivity nejcastéji v leukocytech, diagndéza je soubézné potvrzena molekularné-

genetickym vysetfenim.

Pro pacienty je dostupnd enzymova substitucni terapie rekombinantnim enzymem. Jednd se o
infuzni 1éc¢bu aplikaci jedenkrat tydné, u které zpravidla dochazi k ustupu hepatomegalie a
ke zpomaleni progrese onemocnéni. Lécba vSak neovliviiuje postizeni CNS (enzym neprochdzi
hematoencefalickou bariérou), ani postizeni srde¢nich chlopni a pojivové tkan¢ (Scarpa et al.

2011).

K manifestact MPS 1II u heterozygotek dochazi jen velmi vzacné. VSechny doposud popsané
piipady manifestace MPS Il u Zen, se vyznacovaly kompletnim deficitem enzymu iduronat-2-
sulfatdzy. Nejcastéjsi pfi¢inou deficitu byla vyhradni exprese mutované alely, zpusobena
extrémnim zeSikmenim X-inaktivace (Kloska et al. 2011; Winchester et al. 1992; Sohn et al.
2010). Dalsi ptic¢inou manifestace je komplexni chromosomalni piestavba znemoziujici expresi

genu /DS (Manara et al. 2010) nebo mutace na obou alelach (Cudry et al. 2000).

1.1.5 Danonova choroba
Danonova choroba (DD, OMIM #300257) je vzacné X-vazané onemocnéni s klinickymi projevy
jak u muzi, tak i u Zen. Referen¢ni fenotyp u muzi zahrnuje kardiomyopatii, myopatii kosternich

svalli a mirny kognitivni deficit. Zpocatku bylo onemocnéni myln¢ klasifikovano jako varianta
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Pompeho choroby s fyziologickou aktivitou kyselé maltazy (alfa-glukosidazy) a oznacovano jako
Glykogendza IIb (GSDIIb) (Danon et al. 1981). Klasifikace byla upravena po vylouceni
akumulace glykogenu, ktery se naopak u Pompeho choroby stfad4 (Nishino et al. 2000).

Jedna se o velice vzacné onemocnéni, od popisu nemoci v roce 1981 do roku 2020 bylo popsano
pouze 500 piipadt (Cenacchi et al. 2020). Recentni prace zalozené¢ na metodach priitokové
cytometrie a sekvenovani nové generace (NGS) vSak ukazuji, Ze Danonova choroba je s velkou
pravdépodobnosti poddiagnostikovana (Cenacchi et al. 2020; Gurka et al. 2020). Pacienti
s Danonovou chorobou mohou byt vedeni napf. pod diagndézou hypertrofické (HKMP) ¢i
dilata¢ni kardiomyopatie (Tabulka 1) (Cenacchi et al. 2020; Brambiatti et al. 2019),

Tabulka 1: Zastoupeni Danonovy choroby mezi pacienty s onemocnénim srdce. Data prevzata z (Cenacchi et al.
2020)

Skupina Zastoupeni [%] PlUvodni zdroj
. (Yang et al. 2005; Fu et al. 2016;
Déti s HKMP 4-6 Hayashi et al. 2018)
- (Mazzarotto et al. 2019; Charron et
Dospéli s HKMP 0,7-4 al. 2004; Arad et al. 2005)
Dospéli s koncentrickou HKMP 6—8 (Cheng et al. 2012)
Pacienti se zesilenymi sténami (Arad et al. 2005; Liu et al. 2018;
levé komory a preexcitaci na 17-30
2019)
EKG
Pacienti s vakuolarni myopatii .
a HKMP 33 (Fanin et al. 2006)

Rozdil v manifestaci mezi pohlavimi je znatelny u hypertrofické kardiomyopatie, kterou ve studii
Boucek a kolektiv 2011 vyvinulo 88 % muzil, ale pouze 33 % Zen, 1 kdyZ vétSina pacientek
vyvinula jinou formu kardidlniho onemocnéni. (Boucek et al. 2011). Rozdily byly popsany i u
Wolffova-Parkinsonova-Whiteova syndromu, ktery se projevil u 68,2 % muzi, ale pouze u 26,7
% zen(Brambatti et al. 2019). Podobné neurokognitivni slozka je u muzi pfitomna ve 100 %,
zatimco u Zen jen asi v poloviné piipadt (Tabulka 2). U muskuldrné skeletalni slozky jsou u
muzi  vyrazné¢ zvySené svalové enzymy  (kreatinkindza, alaninaminotransferaza,
aspartataminotransferaza). Retinalni abnormality se vyskytuji u obou pohlavi v podobné miie

(Boucek et al. 2011; Brambatti et al. 2019).
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Tabulka 2: Rozdily projevech Danonovy choroby v zavislosti na pohlavi. Stanoveno v kohorté 26 pacientii a 18
pacientek s DD (Boucek et al. 2011)

MuZi (n=26) [%] Zeny (n=18) [%]
Kardialni slozka 88,5 77,7
Neurokognitivni slozka 100 46,6
Muskularni slozka 80 50

Muzi jsou vétSinou diagnostikovani do tieti dekady Zivota, zatimco Zeny jsou diky mirnéjSimu
priabéhu zpravidla diagnostikovany pozdéji, nékdy az v Sesté dekadé zivota, a to Casto az na
zaklad¢ odhaleni nemoci u jejich synt. U Zen tak vétSinou nedochazi k v€asnému zahdjeni 1écby
ani efektivnimu klinickému ani genetickému poradenstvi, hrozi u nich riziko néhlé smrti a riziko

nemoci je zaroven predavano do dalsi generace (Boucek et al. 2011; Brambatti et al. 2019).

1.1.5.1 Geneticka podstata onemocnéni Danonovy choroby

Danonova choroba je zpiisobena mutacemi v genu LAMP2 (lysosomal associated membrane
protein 2) (Nishino et al. 2000). LAMP2 je membranovy protein, ktery se podili na transportu
makromolekul a interakcich lysosomi sendosomy a plasmatickou membréanou. Gen je
lokalizovan na dlouhém raménku chromosomu X a je tvofen deviti exony, pficemz devaty exon
ma tii alternativni varianty vedouci ke vzniku tii riznych sesttihovych variant mRNA. Exony 1
az § a ¢ast exonu 9 koduji lumenalni doménu proteinu. Tato ¢ast proteinu je siln€ glykosylovana,
aby bylo zabranéno jeji degradaci v kyselém prostredi (Eskelinen 2005; Mrschtik a Ryan 2015).
Transmembranova a cytoplasmaticka cast proteinu je kodovana alternativnimi exony 9.
Alternativni sestfih dava vzniknout tfem izoformam, které plni specifickou funkci pfii
lysosomalni autofagii, pficemz cytoplasmaticka ¢ast proteinu slouzi jako receptor proteinl a
dalSich molekul ur¢enych k degradaci (Nishino et al. 2000). Funkce jednotlivych izoforem je
shrnuta na obrazku (Obrazek 3). Izoforma LAMP2A se ucastni chaperony fizené autofagie a
mikroautofagie (Cenacchi et al. 2020), LAMP2B je spojovana s makroautofagii (Bandyopadhyay
et al. 2008; Nishino et al. 2000; Pajares et al. 2018) a u nejslabéji exprimované izoformy
LAMP2C se ptredpokladéd jeji zapojeni do degradace nukleovych kyselin - RNautofagie a
DNautofagie (Fujiwara et al. 2013a; 2013b; Hase et al. 2015).
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Obrazek 3: Funkce izoforem proteinu LAMP? pii lysosomalni autofagii. Strukturné se jednotlivé izoformy proteinu
odlisuji az v poslednim exonu (exon 9). Izoforma A se podili na chaperony Fizené autofagii a mikroautofagii,
izoforma B se podili na makroautofagii a izoforma C je zapojena do degradace nukleovych kyselin (Cenacchi et al.
2020).

Podle databize HGMD (Quinodoz et al. 2022) bylo v genu LAMP2 publikovano 107
patogennich variant, z toho 79 (tj 74%) variant je nulovych (21 nonsense, 44 malych deleci nebo
duplikaci, 12 rozsahlych deleci a 2 rozsahlé¢ duplikace). Tento udaj je dulezity z hlediska
laboratorni diagnostiky. Nulové mutace jednozna¢né vylucuji pfitomnost aberantniho proteinu a

v téchto piipadech lze vyuzit metodu priitokové cytometrie.

1.1.5.2 Diagnostika Danonovy choroby

Diagnostika u pacientli s Danonovou chorobou byla v minulosti zaloZena na biopsii srde¢niho a
kosterniho svalu, popfipad¢ na vySetieni explantatu srdce po transplantaci pomoci elektronové
mikroskopie v kombinaci s imunohistologii LAMP2 (Obrazek 4) (Taylor et al. 2007).
Problematické je pouZiti této metody u Zen vzhledem k jejich mozaikovité expresi alel. Kosterni
sval vznikd v prabéhu vyvoje splynutim nékolika sousednich bun¢k v syncytium, tedy

mnohojadernou builkku. Zatimco u muzli splynuti bunék nema na piitomnost patologického
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proteinu vliv, u zen se splyvanim v syncytia zastoupeni proteinu snizi a interpretace vySetfeni

mtize byt nejednoznacna (Majer et al. 2012; Hedberg Oldfors et al. 2015).

Gen LAMP? je vyznamné exprimovan v leukocytech. U muzi Ize deficit proteinu stanovit
pomoci western blotu (Fanin et al. 2006). Velmi spolehlivou a citlivou metodou pro diagnostiku
DD se ukazala byt prutokova cytometrie (Regelsberger et al. 2009). Je zaloZzena na detekci
LAMP2 negativnich bun¢k oproti kontrolnimu proteinu LAMP1. Vyuziti metody je podminéno
tim, Ze mutace nedovoluje produkci mutantniho proteinu. Tento typ mutaci v genu LAMP?2 podle
HGMD vyrazné ptevlada. Diky metod¢ pritokové cytometrie je mozno efektivné posoudit
nejasné genetické nalezy napf. u variant nejasného vyznamu (VUS) nebo v pfipadech
deleci/multiplikaci. U zen Ize tyto vysledky porovnavat se stavem mozaiky X-inaktivace (Majer

et al. 2012).

Obrazek 4: Vzorek srdecniho svalu od 14ti letého pacienta s Danonovou chorobou. a) Pricny rez explantovanym
srdcem ukazujici biventrikularni hypertrofii a fibrozu. b) Mikrofotografie (trichromové barveni) ukazujici rozsahlou
fibrozu modre a kardiomyocyty cervené (meritko odpovida 100 um). c) Mikrofotografie (barveni hematoxylinem a
eosinem) ukazujici rozsahlou vakuolizaci kardiomyocytii (méritko odpovida 100 um). d) Elektronovy mikrosnimek
ukazujici mnohocetné autofagické vakuoly (Sipky), korelujici s cytoplasmatickou vakuolizaci pozorovanou svételnou
mikroskopii (méFitko odpovida 1 um). Prevzato z (Taylor et al. 2007).
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1.2 Chromosom X a jeho inaktivace

1.2.1 Vyvoj lidského gonosomu

Chromosom X je lidsky gonosom, tedy jeden ze dvou chromosomii uréujicich pohlavi. Zenské
pohlavi je uréeno kombinaci dvou X chromosomi (XX), zatimco muzské pohlavi je uréeno
kombinaci chromosomti X a Y. Oba gonosomy se vyvinuly zparu identickych autosomi.
Chromosom X je submetacentricky, obsahuje 862 identifikovanych genii (Juchniewicz et al.
2021). Pouze 54 znich ma sviij protéjSek na chromosomu Y, na kterém se shlukuji do dvou
pseudoautosomalnich oblasti PAR 1 a II. Chromosom Y prosel rozsahlou nékolikastupnovou
inverzi, pii které byla potlacena rekombinace a doslo k eliminaci ptenosu SRY regionu urcujiciho

pohlavi (Bachtrog 2013).

1.2.2 Ustanoveni X-inaktivace

Vétsina poznatkli o ustanoveni X-inaktivace byla ziskana pozorovanim mysSich embryi (Obrazek
6). U mysi dochézi k inaktivaci chromosomu X ve dvou krocich. V prvnim kroku dojde ve
Ctyfbunééném stadiu k imprintovanému umlceni paternalniho chromosomu X. V tomto stavu je
bunka udrzovéna az do stadia blastocysty, ve které je opét aktivovan paterndlni chromosom a
nasledné je u téchto bun¢k nahodné umlicen jeden z chromosomt. V procesu X-inaktivace hraje
ustfedni roli dlouha nekodujici RNA, Xist (X-inactive specific transkript). V pribéhu X-
inaktivace se Xist akumuluje v cis f4zi na budoucim inaktivhim X chromosomu v regionech,
které jsou pravdépodobné ¢astecné znaceny histonem H3K27me3 (Engreitz et al. 2013) Xist pak
spousti kaskadu déju, které vedou ke stabilnimu umlceni celého chromosomu (vyfazeni RNA
polymerazy II, modifikace histoni a metylace DNA)(Cerase et al. 2015) Exprese Xist je fizena
faktory lokalizovanymi v blizkosti genu Xist v regionu nazyvaném X-inaktivacni centrum. V této
oblasti je lokalizovéana dal$i dlouha nekodujici RNA Tsix, kterd potlacuje expresi Xist z aktivniho

chromosomu (Patrat et al. 2020).

Studie provedené na lidskych embryich pfed implantaci naznacuji, Ze fada molekuldrnich
mechanisma popsanych u mysi neni napfic¢ zivo¢iSnymi druhy konzervovana (Migeon 2017). U
clovéka nedochazi k ustanoveni inaktivace bezprosttedné po oplozeni vajicka, po kratkou dobu
jsou oba chromosomy aktivni. Kdy dojde k nevratnému ustanoveni inaktivace, neni piesné
znamo. Na zékladé studie zalozené na sekvenaci RNA z jedné buiky (Petropoulos et al. 2016)

byl formulovan model, ve kterém jsou z pocatku oba X chromosomy aktivni a nasledné dochazi
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k utlumeni exprese z obou chromosomt. K asymetrii exprese mezi jednotlivymi chromosomy,
spojované s klasickou ptredstavou inaktivace, doslo podle autort studie az od patého dne vyvoje.
Pti opétovné analyze dat jinou skupinou vSak byly ptivodni zavéry o snizeni exprese z obou alel

zpochybnény (Moreira de Mello et al. 2017).

Pti pribéhu asymetrického utlumeni dochdzi ke specifické expresi a akumulaci XIST (lidsky
analog mysSi Xisf) na chromosomu vybraném k inaktivaci. Exprese XIST je u cloveka
detekovatelna ve Ctyfbunééném stadiu, v pribéhu casu se zvysuje. V sedmém dni od oplodnéni

koreluje exprese této RNA se stavem potlacené exprese z chromosoml X (Sahakyan et al. 2017).

U cloveka neni analog mysiho genu 7six v embryich transkribovan a predpokladé se ptitomnost

jiného mechanismu, kterym by mohla byt exprese dlouhé nekodujici RNA, XACT. Vyzkumy
s kombinovanym pfistupem vyuzivajici RNA sekvenovani v jedné bunce (single cell RNA
sequencing) a RNA-FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace RNA) ukazaly, ze exprese XACT
siln¢ koreluje s expresi XIST (Vallot et al. 2017).
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Xist coating
H3K27me3 coating

Fertilization mEGA Implantation _

GX XX Xols
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Obrdzek 5: Porovndni charakteristickych znakii p¥i ustanoveni X-inaktivace béhem raného vyvojem mySi a
¢lovéka. Béhem preimplantacniho vyvoje mysi (nahore) je inaktivace chromosomu X uzce spojena s expresi
nekodujici RNA Xist a probiha ve dvou krocich. Prvni krok je navdzan na embryondlni aktivaci genomu (mEGA),
v tomto stadiu je systematicky inaktivovan paterndlni chromosom X (Xp) (iXCI — imprintovana X-inaktivace -
modra). Tento stav je udrzovan az do vytvoreni casnych blastocyst. Poté nasleduje druhy krok ustaveni nahodné X-
inaktivace (rXCI- modrad). Pri tomto procesu je nahodné inaktivovana maternalni X (Xm) nebo Xp alela. V pritbehu
vyvoje mysi koreluje exprese histonu H3K27me3 (fialova) s expresi Xist na inaktivovaném chromosomu X (zelend).
Preimplantacni vyvoj u é&lovéka (dole) probiha bez imprintované inaktivace. Exprese XIST béhem embryondlni
aktivace genomu (hEGA) probihd z materndlniho i paterndlniho chromosomu. Soucasné je v preimplantacnim
obdobi na aktivnim X chromosomu exprimovana i dlouhad nekodujici RNA, XACT (cervena). K expresi H3K27me3 na
inaktivaim chromosomu X dochazi az v postimplantacnim stadiu (Patrat et al. 2020).
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1.2.3 Stav X-inaktivace v populaci

Predpoklada se, Ze vybér inaktivovaného chromosomu X je zcela ndhodny. Maternalni i
paternalni chromosom ma stejnou pravdépodobnost byt inaktivovan a pomér inaktivace by u
vétSiny zen mél byt rozdélen s pomérem 50:50. Tuto domnénku potvrzuje analyza inaktivace X
chromosomu v periferni nebo v pupecnikové krvi novorozenych divek (n = 590) a populace
zdravych dospélych zen (n =415), celkem 1005 Zen (Amos-Landgraf et al. 2006). Ve studii bylo
prokézano, ze u 75 % zen byla inaktivace rozloZzena ndhodné¢ (Obréazek 7, medidn 50:50), ¢tvrtina
zen vykazala vyssi pomér 70:30 ve prospech jedné z alel a 8 % z téchto Zen vykazovalo rozlozeni
XCI v poméru vyssim nez 80:20. Extrémni posun v poméru vice nez 95:5 byl pfitomen u minima
zen (0,8 %) (Amos-Landgraf et al. 2006). Tyto vysledky do zna¢né miry podporuji 1 data ziskana
na krevnich vzorcich z kohorty 79 divek a jejich rodi¢ti pomoci RNA sekvenovani. U vice nez
poloviny divek a Zen byla inaktivace vyvazena, s pomérem niz§im nez 65:35 (Shvetsova et al.

2019).
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Obrazek 6: Pomérné zastoupeni inaktivni paterndlni/materndlni alely v populaci. Stav inaktivace stanoveny u 1005
Zen je na grafu zobrazen ve 21 skupinach v rozsahu od 2:98 do 98:2. Skupiny vykazuji normalni distribuci, pricemz
prumeér distribuce je 49:51 a median 50:50 Prevzato z (Amos-Landgraf et al. 2006).

Vys8i mira inaktivace jedné z alel byla stanovena v populaci starSich zen, kdy byl pozorovan

narust vyrazného zeSikmeni XCI (vice jak 90:10) v krvi, bukélnich stérech a mo¢i v priméru u 16
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% zen starSich 60 let (Sharp et al. 2000). Tento jev byl pozorovan ve vzorcich krve v fad¢ dalSich
praci (Amos-Landgraf et al. 2006; Busque et al. 1996; Fey et al. 1994; Gale et al. 1997,
Sandovici et al. 2004), zatimco v jedné recentni publikaci potvrzen nebyl (Shvetsova et al. 2019).
V prufezové studii 350 Zen ve véku mezi 0 - 88 let (Hatakeyama et al. 2004) je poukdzano na
fakt, Ze posun v inaktivaci se vyraznéji projevuje az po 30. roce zivota. Na podobny trend
upozoriuji 1 (Sandovici et al. 2004), kteti sledovali vyrazny posun XCI az u Zen starSich Sedesati
let. V préci jsou popsany tii teorie vysvétlujici vyrazngjsi posun XCI ve vys§im veku. Prvni dvé
teorie popisuji zdravé zeny, u nichz k posunu dochdzi ndhodné. Budeme-li sledovat naptiklad
posun XCI smérem k aktivni paterndlni alele, mize byt pticinou 1) s vékem spojend redukce
v poolu kmenovych bunék nesoucich aktivni maternalni X chromosom nebo 2) redukce
celkového poolu kmenovych bunék kompenzovand nadprodukci bunék s aktivnim paterndlnim
chromosomem. Tteti teorie je zaméfena na sekundarni XCI zptisobenou patologickym zasahem,

napfi. rozvojem myelodysplazie.

Selekéni vyhoda zpiisobend piitomnosti mutace na jedné alele X-vazaného genu byla pozorovana
u nékterych monogennich onemocnéni. Napt. pfi¢inou jednoho ztypli kombinované poruchy
oxidativni fosforylace je mutace v X-vdzaném genu AIFMI, ktery je zapojen do prub¢hu
apoptozy. U zdravych heterozygotek nesoucich mutaci vgenu AIFMI byla v
krevnich lymfocytech pozorovéna prakticky nulova exprese transkriptu z mutované alely.
U ostatnich sledovanych typli bun¢k (bukdlni stéry a mocovy epitel) nebyl posun v XCI tak
vyrazny (Ghezzi et al. 2010). Mezi dal$i popsand onemocnéni spojend se sekundarnim typem
inaktivace patii X-vdzana tézka kombinovana imunodeficience (gen /L2RG) (Puck et al. 1992)
nebo Fanconiho anémie typu B (gen FANCB) (Meetei et al. 2004). O selekénim vlivu sekundéarni
X-inaktivace se také spekuluje v pfipadé¢ nékterych sekvencnich variant lokalizovanych na

chromosomu X, stojicich za mentalnim postizenim u Zen (Plenge et al. 2002).

1.2.4 X-inaktivace v tkanich

Vysetteni inaktivace se provadi z dostupnych tkéani, nejcastéji se jednd o leukocyty ¢i bukalni

stéry. Jestli je mozné tato data extrapolovat i na ostatni tkan€ a organy je zatim madlo

diskutovanou otazkou, i kdyz zavaznost pribéhu onemocnéni ze stavu XCI stanoveného v krvi se

v literatufe bézn¢ hodnoti (Hoon et al. 2015). Na zaklad¢ dostupnych dat se predpoklada, ze

odchylka mezi jednotlivymi tkdnémi mize vyrazné piesahnout 10 % (Bittel et al. 2008). Stejné
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tak mlize mit vliv na zastoupeni inaktivovanych chromosomu kultivace bunék. Je mozné, Ze u
bunék s vysokou mitotickou aktivitou, na které jsou vyvijeny nizké selek¢ni tlaky, bude nalezen
jiny pomér inaktivovanych chromosoml nez u bunék s niz§i mitotickou aktivitou (Orstavik

2009).

1.2.5 Metody pro stanoveni X-inaktivace
V soucasnosti se vyuzivaji pfevazné dva molekuldrné-genetické pfistupy stanoveni inaktivace

chromosomu X.

Prvnim piistupem je nepiimé stanoveni inaktivace zalozené na Stépeni genomové DNA pomoci
restrikénich metylaéné-senzitivnich endonukledz a nasledné amplifikaci tandemovych repetic
(STR). Aktivni chromosom X muze byt od inaktivniho rozliSen na zaklad¢ rozdilné metylace
CpG ostruvku v promotorovych oblastech. NejrozsifenéjsSim zastupcem této metody je metoda
HUMARA (Allen et al. 1992). Postup vyuziva polymorfni tandemovou repetici (CAQG)
v nepiekladané oblasti prvniho exonu genu AR kodujiciho androgenni receptor (HUMARA,
human androgen receptor). Rozpoznavaci mista pro restrikéni enzymy Hpall a Hhal, nachézejici
se v blizkosti genu, jsou na inaktivnim chromosomu metylovana. Metylace zarucuje jejich
nepfistupnost pro restrikéni enzymy, u kterych se ptredpoklada, ze kompletné rozstépi aktivni
(nemetylovany) chromosom. Stanoveni poméru X-inaktivace standardné probiha odectenim
relativniho zastoupeni (pomér ploch nebo vysek pikt) vzniklych produktti rozdélenych pomoci
kapilarni elektroforézy. Na zéklad¢ této metody byla vyvinuta metoda metylacné-specifické
polymerazové tfetézové reakce (AR-MSP, AR methylation-specific PCR), ve které je vynechan
krok enzymatického Sté€peni a dochdzi ke konverzi nemetylovanych cytozint na uracil, zatimco
metylované cytoziny jsou zachovany. Vyhodou tohoto uspotadani je zvyseni presnosti odectenim

komplementarniho poméru pro aktivni chromosom (Kubota et al. 1999).

Na metylaci DNA je zalozena i fada dalSich metod vyuzivajicich pfedev§im dinukleotidové STR
repetice (Bertelsen et al. 2011; Beever et al. 2003; Carrel a Willard 1996). Tyto metody jsou
mén¢ vyhodné zejména kvili nizkému rozliseni, které se projevuje vznikem tzv. stuttert. Proto je
vhodnéjsi vyuzivat repetice trinukleotidové, napiiklad v genech CNKSR2, TMEMIS85A a
HMGB3 (Musalkova et al. 2015), popiipad¢ tetranukleotidové repetice jako je repetice v genu
RP2 (Machado et al. 2014). Popsany jsou i metody vyuzivajici k analyze polymorfismy délky
restrik¢nich fragmenti (RFLP), poptipad¢ polymorfismy v poctu tandemovych repetic (VNTR)
(Vogelstein et al. 1987; Boyd a Fraser 1990).
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Diilezitou informaci pro vyuziti metyl-senzitivnich metod je jejich informacni vytéznost, tzn.,
jakou populaéni frekvenci mé polymorfismus, na némz je metoda zalozena. U HUMARA, jako
zlatého standardu metylacnich metod, byla primarn¢ uvedena informativnost dosahujici 90 %
(Allen et al. 1992). Vlivem stutterti vSak informativnost klesa na 78 %. Ze stejného divodu je u
dinukleotidovych repetic uddvand informativnost 75-90 % jen tézko dosaZitelnd. U
trinukleotidovych a tetranukleotidovych repetic je uddvand informativnost 60 -80% (Musalkova

etal. 2015).

Druhym typem metody pro stanoveni XCI je vyrazné méné vyuzivana relativni kvantifikace
transkriptu pomoci benignich jednonukleotidovych variant (SNP). Zastupcem téchto metod je
alelové specifické PCR. VySetfenim SNP v genu XIST bylo stanoveno zeSikmeni XCI u dvou
zdravych Zen (Rupert et al. 1995). DalSimi metodickymi postupy jsou kvantitativni PCR
vyuzivajici technologie TagMan sond a metoda NGS pyrosekvenovani (Busque et al. 2009;
Mossner et al. 2013). V soucasnosti se pro analyzu transkriptu vyuzivda i RNA sekvenovani
v kombinaci s celogenomovym, popiipadé celoexomovym sekvenovanim (Shvetsova et al. 2019;

Tukiainen et al. 2017; Szelinger et al. 2014).

1.3 Somatické varianty
V lidskych butikdch dochazi k replikaéni chybé v priméru jednou za 10° replikovanych
nukleotid. To dava vzniknout 30 — 100 de novo variantam pro kazdou dalsi generaci. I kdyz je
puvod téchto zmén pievazné popsan u spermato- a oogeneze, mohou tyto varianty vzniknout i
postzygoticky a zapfi¢init tak mozaikovity vyvoj embrya. Ve studii (Acuna-Hidalgo et al. 2015)
autoti sledovali tria, u kterych mutace nalezend u probanda nebyla identifikovana u jeho rodicu.
Sekvenac¢ni analyzy ukazaly, ze 7 ze 107 (6,5%) predpokladanych zarodecnych de novo mutaci
jsou ve skutecnosti postzygotické mozaiky a 0,1 % mutaci (4 ze 4081 vySetfovanych piipadll) ma

puvod v somatickych mutacich rodici.

Mezi postzygotickymi variantami maji vysoké procento zastoupeni copy number varianty (CNV).
Vznik somatickych CNV byl popsan u bunck vembryonalnim stadiu, ale i ve zcela
diferenciovanych tkénich. (O’Huallachain et al. 2012; Vanneste et al. 2009). K manifestaci
patologického u¢inku somatické varianty je dilezité nejen vyvojové stadium, ale i typ postizené

tkan¢ (Shirley et al. 2013).
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Stanoveni skutecného rozsahu mozaiky neni v soucasnosti trividlnim problémem. Pro minoritné
zastoupené varianty narazime na mez citlivosti zavedenych sekvena¢nich metod. Pro somatické
varianty s vysokym zastoupenim je naopak technologicky obtizné stanovit jejich postzygoticky

pivod (Rohlin et al. 2009; Acuna-Hidalgo et al. 2015).

Ptipady postzygotického mozaicismu byly popsany i u X-vazanych stiadavych lysosomalnich
onemocnéni. V neddvné studii Fabryho choroby byl popsan prvni pfipad materndlniho ptivodu
varianty, kdy kauzalni varianta byla identifikovdna u dvou ze tfi potomku, coz v kombinaci
s haplotypovou analyzou umoznilo dolozit germinalni mozaicismus u matky (Pianese et al.
2019). Paternalni ptivod kauzalni varianty byl poprvé popsan ve studii (Dobrovolny et al. 2005).
De novo somaticky ptivod varianty byl popsan u symptomatického pacienta s pozdnim nastupem
manifestace. K prokazani somatického pivodu varianty u pacienta se autofi rozhodli poté, co
varianta nebyla identifikovana u jeho dcery. Zastoupeni varianty bylo u pacienta provedeno
technikou masivné paralelniho sekvenovani ve vybranych tkanich: v bukalnich stérech (58 %),

krvi (84 %) a moCovém epitelu (85 %) (Bae et al. 2020).

Danonovy choroby byly popsany dva pfipady pfenosu materndlni somatické varianty na syny
(Chen et al. 2012; Majer et al. 2014). Maternalné somaticky pivod varianty byl popsan také u
pacienta s Hunterovym syndromem. Kauzalni varianta byla nalezena v maternalnich leukocytech,
lymfocytech a lymfoblastocytech v 7% zastoupeni. Ve fibroblastech bylo zastoupeni mutované
alely 22% (Froissart et al. 1997; 2007). V dalsi praci byl popsdn somaticky pivod mutace
c.463 464delinsCCGTATAGCTGG v mocovém sedimentu matky probanda (Alcantara-Ortigoza
et al. 2016). V roce 2021 bylo vyuzito NGS metod k prokdzani somatického plivodu varianty
u 3 matek pacientid s MPS II, kdy se zastoupeni mutovanych alel pohybovalo v rozmezi od 13 do

49 % (Oliveira Netto et al. 2021).

1.4 Sekvenovani nové generace
Moznost stanoveni pofadi nukleotidii ve studovaném fragmentu nukleové kyseliny byla popsana
na konci 70. letech 20. stoleti britskym biochemikem a dvojnidsobnym nositelem Nobelovy ceny
Frederickem Sangerem. Sangerovo kapilarni sekvenovani je zalozeno na terminaci elongacni
reakce pomoci dideoxynukleotidli (Sanger et al. 1977) a v uplynulych péti dekadach se stalo

zlatym standardem pii urceni sekvence DNA. V 90. letech se stalo hlavnim néstrojem pii analyze
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lidského genomu v projektu ,,Human Genome Project” (International Human Genome
Sequencing Consortium 2004). Naroc¢nost a délka projektu vedla ve svém duasledku k rozvoji
novych sekvenacnich technologii, které oznacujeme jakozto sekvenovani nové generace nebo
masivné paralelni sekvenovani (NGS). Masivné paralelni sekvenovani neni synonymem pro
jedno technické feSeni, jako je tomu u Sangerova sekvenovani, ale souhrnnym nazvem pro
nekolik postupt, které dokazou simultanné precist sekvence tisici az miliont kratkych fragmentt
nukleové kyseliny. Vyslednd informace je nasledné¢ ziskana pomoci bioinformatického
zpracovani piectenych fragmentli, mapovanim na referen¢ni genom nebo pomoci ,.de novo
assembly** postupu, pii kterém je sekvenovany genom znovu sestaven skrze piekryvajici se ¢asti
fragmenti. NGS muze byt pouzito pro analyzu celych genomt (whole genome sequencing -
WGS), nebo jen pro analyzu vybranych obohacenych ¢asti - napiiklad vSech kodujicich casti
genu tzv. whole exome sequencing (WES) nebo jen nékolika vybranych genli spojenych
s vybranym onemocnénim, tzv. panelové sekvenovani. Panelové a WES sekvenovani se dnes

standardné pouziva v diagnostice dédicnych onemocnéni (Behjati a Tarpey 2013).

NGS lze dale délit podle postupu obohacovani vybranych tusekli. V soucasné dobé jsou
vyuzivany predevsim tii metodické postupy (Obrazek 8). Prvnim z téchto postupt je multiplex
PCR, které dokéze namnozit fadu vybranych regionti v jedné reakci. Vyhodou PCR obohacovani
je technologicka nendro¢nost, rychlost pfipravy knihovny a minimalni mnozstvi spotfebované
DNA (<10 ng) na vstupu. Mezi nevyhody PCR se tadi tvorba dimerli mezi primery a
nespecifické amplifikacni produkty. PCR muze byt zdrojem chyb zptisobenych nespravnou
¢innosti polymerazy, které mohou vést k detekci novych variant nepfitomnych v ptivodni
sekvenci. Specificita reakce je ovlivnéna mnoZzstvim primerti a jejich cross-reaktivitou,
zastoupenim GC bohatych regionii, poptipadé ptritomnosti jednonukleotidovych polymorfismt
(SNP) v misté nasedani primerd, které mohou vést k alelickému drop-outu jedné z alel (Ballester

et al. 2016).

Radu chyb a specificitu je mozno ovlivnit vyuzitim specifickych molekularnich indexd,
experimentalnim uspotfadanim ptipravy pomoci droplet-PCR, pfi kterém jsou specifické primery
lokalizovany vzdy na jedné olejové kapce nebo vyuzitim Long-range PCR (Peng et al. 2015;
Harismendy a Frazer 2009).

Druhym rozsifenym metodickym piistupem jsou hybridizaéni metody. Ty se d€li mezi
hybridizacni metody na pevné fazi (vyuzivajici microarray) a hybridizacni metody v kapalné fazi
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(vyuzivajici reakce biotinylované sondy s avidinem vdzanym na magnetickou castici), které jsou
vyrazné rozsifenéjsi, protoze nevyzaduji dodate¢né ptistrojové vybaveni. Oba tyto pfistupy maji
oproti PCR nevyhodu v relativné vét§Sim mnozstvi pozadovaného vstupniho materialu a del§imu
Casu na ptipravu knihovny z diivodu hybridizace (az desitky hodin). Dalsi nevyhodou je nizsi
uc¢innost hybridizace v regionech s vysokym nebo naopak velmi nizkym obsahem GC part

(Tewhey et al. 2009).

Tteti metodou vyuzivajici jednovlaknovou DNA molekulu je metoda selekénich cirkuldrnich
sond. Primarni sondy maji na svych koncich dvé sekvence komplementarni k hledané sekvenci.
Ke wvzniku cirkularni sondy dojde po navazani na cilové sekvence. Sonda je nasledné
amplifikovana pomoci PCR. Ptebyvajici linearni iiseky DNA mohou byt odstranény pomoci
exonukleaz. Mezi vyhody tohoto systému se fadi vysoka specificita a jednoduchost. Nevyhodou

je vysoké mnozstvi potiebné DNA a nizka uniformita pokryti (Ballester et al. 2016).
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P — —

(B) Droplet PCR
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(C) Selektivni cirkularizaéni
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(E) Hybridizace na pevné fazi

Obrazek 7: Cilové strategie obohacovdni analyzovaného genetického materidalu. (4) Tradicni polymerazova
retézova reakce (PCR) vyuziva pdry primerii specifické pro oblast zajmu, kterd je amplifikovana. Miize byt
multiplexovana pro amplifikaci vice oblasti zajmu v jedné zkumavce. (B) Microdroplet PCR vyuziva mikrokapky
generované v olejové emulzi; kazda mikrokapka obsahuje jednu molekulu DNA spolu s pdarem primerii pro
amplifikaci oblasti zajmu. (C) Selektivni cirkularni sondy se vazou na oblasti ohranicujici cilovou sekvenci,
nasleduje extenze a ligace, ¢imz se vytvori kruhova molekula. Nekruhové molekuly DNA jsou degradovany
endonukledazami. Kruhové molekuly obsahujici cilovou sekvenci jsou amplifikovany pomoci PCR. (D) Biotinylovana
sonda se vaze na cilovou sekvenci a je zachycena castici kulicek. Zachycena sekvence je poté amplifikovana pomoci
PCR a je provedeno sekvenovani. (E) Jinou variantou je vyuziti cipu se sondami komplementarnimi k oblastem
zajmu. Cilové sekvence se vazou na sondy a zbyvajici molekuly jsou odmyty. Zachycena DNA je disociovana z cipu a
amplifikovana pomoci PCR s naslednou sekvencni analyzou (Ballester et al. 2016).
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Pti analyze lidského genomu metodou NGS se v soucasnosti nejvice uplatiuji sekvenatory
generujici kratka cteni. Typickym pfedstavitelem jsou sekvenatory Illumina (San-Diego, USA),
které mohou ¢ist kratka parova ¢teni maximalné o délce 2x300 nukleotidd, ale bézné se vyuziva
Cteni pouze 2x75 nebo 2x150. Tento postup je vhodny pro identifikaci nejbeznéjsich
jednonukleotidovych zdmén (SNV), které jsou v genomickych projektech detekovany v fadech
milion (1000 Genomes Project Consortium et al. 2010; 2012). Mezi dalsi varianty, které l1ze
z téchto sekvenacnich dat jednoznacné identifikovat, patii malé delece nebo duplikace, které
svoji délkou neptfesahnou primérnou délku cteni, a to zejména v kombinaci s vhodnym

algoritmem mapujicim rozdélena Cteni (tzv. split-ready) (Chen et al. 2016; Ye et al. 2018).

K identifikaci strukturnich variant (SV) se zpravidla vyuziva interference varianty s jednotlivymi
¢tenimi, které ji obsahuji. Tato interference davd vzniknout jednoznacnym mapovacim vzorim,
které Ize pro tento ucel vyuzit (Obrazek 9). Prvnim z téchto vzori je pokles nebo zvySeni poctu
¢teni oproti nepostizené ¢asti genomu nebo zdravym kontrolam. Dal§im jednoznaénym vzorem je
zména vzdalenosti mezi mapovanymi polohami péarovych cteni. DelSi vzddlenost mezi
mapovanymi parovymi c¢tenimi indikuje vice bazi DNA v referenénim genomu, nez bylo
stanoveno ve vzorku pacienta, a tedy deleci. Naopak krat§$i vzdalenost miize byt
charakteristickym znakem inzerce. MoZznym znakem SV je i nesouhlasna orientace parovych
¢teni. Parova cteni se obvykle mapuji na opacné fetézce DNA. Ve vzacnych piipadech, ve
kterych jedno Cteni z paru piekryva pocatek SV, mize relativni mapovani Cteni v paru vykazovat
neocekavanou sméerovost. Pokud tedy jedno ze ¢teni kon¢i v obraceném segmentu, ob¢ Cteni by
byla mapovana na stejny fetézec DNA. Podobné tandemové duplikace Casto vykazuji inverzni
potadi ¢teni (upstream cteni na zadni stran€, downstream c¢teni na doptedném fetézci), protoze v
DNA pacienta tato Cteni patii ke dvéma sekvencnim kopiim stejného referencniho segmentu
DNA. Poslednim vzorem je selhani parového mapovani. Tento jev mize byt vysvétlen piekrytim
¢teni pfes bod zlomu rozsahlé ptestavby. Umisténi druhého zparu Cteni mize byt pouzita

k urceni pocatku a rozsahu této varianty (Zverinova a Guryev 2021).

Vyziti téchto vzort mtize byt neprikazné v metodickych ptistupech jako je WES nebo panelové
sekvenovani. Hloubka c¢teni v exomovych nebo v panelovych datech je nerovnomérna a
algoritmy ndastroji pro detekci CNV musi rozliSit zmény v pokryti zpiisobené napftiklad
fragmentaci nebo postupem obohaceni (Zverinova a Guryev 2021). Stejné tak se vyrazné snizuje

pravdépodobnost, ze oproti celogenomovému sekvenovani bude hledany zlomovy bod
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v obohacen¢ ¢asti. I pfes ziejmé nedostatky metody je NGS jednim z nejkomplexnéjSich néstroji
vhodnych pro detekci strukturnich variant. Oproti cytogenetickym metodam (napft. fluorescencni
in situ hybridizace, které zpravidla detekuji varianty kolem 1 Mb nebo SNP array Ciptim, které
dosahuji citlivosti detekce okolo 20 kb (Roca et al. 2019)) Ize pomoci NGS detekovat CNV
v rozliSeni stovek nukleotidii soucasné s identifikaci i dalSich variant. Vyznam a ucinnost této

detekce urcité¢ vzroste po masivnéjSim zavedeni NGS technologii schopnych Cist dlouha c¢teni

v fadech desetitisict nukleotidu.

Inzerce Duplikace
: OC—
—e HH K HHKHH — —_— HH KN —
Narust hloubky
pokryti
Delece Translokace
Nesouhlasna délka mezi parovymi Etenimi — &= ——"¢ - 3
- 00
- o { jo—
Riznécilev
ramci
Inverze Konverze
K . — - — — —
‘ ——{EHCHE HA F———efTHEHA K
. o —{c}C)C)A [CHCHEH A}~

Nesouhlasna orientace
mezi parovymi étenimi

Nulova kvalita
mapovani

— REfEFENENI gENOM Nukleotid (—. — ] Ocekavané mapovani

VyZetfovany vzorek Hranice SV Ziskané mapovani

Obrazek 8: Identifikace strukturnich variant pomoci vzori 7 mapovanych pdrovych éteni. U jevu inzerce a delece
je hlavnim vzorem nesouhlasnd deélka mezi parovymi ctenimi. U inverznich variant je hlavnim vzorem nesouhlasnd
orientace parovych cteni. U duplikace je previddajicim vzorem narist hloubky pokryti. Translokace se projevuje
mapovanim jednoho cteni do riiznych cilii. Konverze se v sekvenacnich datech projevuje nulovou kvalitou mapovani.
Prevzato z (Zverinova a Guryev 2021)
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2. Cile

Diagnostika X-vazanych lysosomalnich onemocnéni je komplexni proces, jehoz podstatnou
soucasti je molekularné genetické vySetieni. Problematika je specificka u zen, u kterych jsou jak
klinicky fenotyp, tak vysledky laboratornich nalezi ovlivnény fenoménem X-inaktivace. Cilem
této disertacni prace bylo zavést a zhodnotit vyznam moderni diagnostické metody, sekvenace
nové generace (NGS), pro charakterizaci genotypu a genotypové-fenotypové korelace u pacientii

S t€émito onemocnénimi.
Stanovili jsme tii konkrétni cile:

1) Zavedeni metod NGS a zhodnoceni jejich prinosu pro diagnostiku X-vazanych

lysosomalnich onemocnéni

Hypotéza: NGS vyuzivajici hybridiza¢ni préby je vhodnou metodou pro analyzu mutaci, protoze
v ramci jednoho vySetfeni umoziuje identifikaci variant malého rozsahu i variant typu CNV

(copy number varianty).
Dil¢i cile:
1) Zavést metodu hybridiza¢niho panelového sekvenovani véetné navrhu hybridiza¢nich sond.

2) Ptipravit bioinformatickou analyzu nukleotidovych variant, deleci/duplikaci malého rozsahu a

strukturnich variant (CNV).
3) Oveirit vysledky a zhodnotit diagnosticky pfinos NGS.

2) Vyuziti metod NGS pro analyzu somatického mozaicismu a sestfihovych variant u

pacientt s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi

Hypotéza: Hluboké cteni stovek az tisich cilii ziskanych amplikonovym sekvenovanim je

vhodnou metodou pro analyzu somatického mozaicismu a sestiihovych variant.
Dil¢i cile:

1) Zavést metodu pro analyzu somatickych mutaci na trovni genomové DNA a sestiithovych

variant na urovni RNA, v€etné¢ bioinformatického zpracovani.

2) Aplikovat tuto metodu pro vysetfeni v rodinach pacientd.
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3) Vyuziti metod NGS pro analyzu transkripénich variant a studium X-inaktivace u

pacientti s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi
Hypotéza:

1) Hluboké cteni amplikonového sekvenovani umozni detekci riznych transkripcnich variant a

jejich relativni zastoupeni.

2) Metody alelové specifické exprese (ASE) zalozené na hlubokém c¢teni amplikonového

sekvenovani zvysi spolehlivost a zkvalitni interpretaci vysledkti X-inaktivace.
Dil¢i cile:

1) Zhodnotit pfinos metody ASE pro charakterizaci mutaci na irovni RNA (zjisténi vlivu mutace

na stabilitu transkriptu).

2) Zavést metody ASE pro vysSetfeni polymorfnich SNP a mutantnich alel pro vySetieni X-

inaktivace.

3) Porovnat vyuziti metod ASE s bézné pouzivanymi metylacné specifickymi metodami a

posoudit limity obou typti metod.
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3. Metody

3.1 Izolace nukleovych kyselin z krve a tkani
Izolace nukleovych kyselin z lymfocytl byla provedena pomoci QiaAmp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen). Izolace z bukalnich stért, slin, moci, popiipadé vlasovych folikulli byla provedena
kitem QIAamp DNA Micro Kit. RNA z krevnich vzorka byla izolovana pomoci kitu BiOstic
Blood Total RNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA). Ve vSech ptipadech
bylo postupovano podle standartniho protokolu dané¢ho vyrobcem kitu. Kvalita a koncentrace

izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky.

3.2 Panelové hybridiza¢ni sekvenovani nové generace

3.2.1 Laboratorni priprava hybridiza¢nich knihoven

Pro ptipravu hybridiza¢nich knihoven byl vyuzit systém Roche SeqCap EZ library, pficemz bylo
postupovano podle doporuceného navodu ve verzi 5.1. (Anon. 2015). Prvnim krokem pfipravy
knihovny je rozstépeni vstupni genomové DNA na fragmenty dlouhé piiblizné¢ 300 nukleotidd.
Tento krok byl provadén pomoci ultrasonikatoru Bioruptor se vstupnim mnozstvim 500 ng
pacientské DNA fedéné v 1XTE pufru (nizka koncentrace EDTA, Invitrogen) v celkovém objemu

100 pl.

Z fragmentované¢ho vzorku bylo pouZzito 50 ul pro piipravu knihovny kitem Kapa Kit LT
(Roche). Pfi tomto postupu dochézi nejdiive k zatupeni ostrych koncii vzniklych fragmenti, které
probiha enzymaticky ptfi 30minutové inkubaci fragmentované DNA pfi teploté 20°C. Nasledné
byla provedena izolace produktu pomoci magnetickych kulicek (Agencourt AMPure XP beads,
Beckman-Coulter). Po ocisténi nasledoval krok, ve kterém je k zatupenym konctim ptidan prave
jeden nukleotid A. Vzorek DNA byl inkubovan v enzymatické smési po 30 minut pii teploté
30°C. Pies tento nukleotid doslo ve findlnim kroku k ligaci adaptérti. Adaptery jsou specidlni
technické¢ sekvence DNA obsahujici sekvena¢ni primery, specificky pacientsky index a
termindlni sekvenci slouzici k uchyceni fragmentu na povrch sekvenacni cely. Vzorek byl
inkubovan v liga¢ni smési 20 minut pii teploté 20°C. Mezi jednotlivymi kroky byl vzorek
opakovan¢ purifikovan pomoci magnetickych kulicek (Agencourt AMPure XP beads, Beckman-
Coulter). Naslednym krokem byla dudlni délkové selekce fragmentli pomoci riiznych objemu

magnetickych kulicek; pti tomto kroku byly z jednotlivych vzorkl odstranény fragmenty vyrazné
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krat$i nebo delsi, nez je pro sekvenacni reakci idedlnich 300 nukleotidii (rozsah délek fragmentt
150-500 nukleotidli). Takto ocisténa knihovna byla amplifikovana v ,,Pre-capture* PCR reakci
(Tabulka 3).

Tabulka 3:Podminky ,,Pre-capture“ PCR reakce Tabulka 4:Podminky ,,Post-capture® PCR reakce
PFedchazejici hybridizaci. Teplota vika 100°C ndasledujici hybridizaci. Teplota vika 100°C
Teplota cas Teplota cas

98 °C 48 sec 98 °C 45 sec

98 °C 15 sec 98 °C 15 sec

60 °C 30 sec Opakovat 6x 60 °C 30 sec Opakovat 9x
72°C 30 sec 72°C 30 sec

72°C 1 min 72°C 1 min

15 °C oo 15 °C oo

Po amplifikaci vzorkii byla provedena prvni kontrola kvality pomoci spektrofotometru. Pomér
absorbanci pfi vlnovych délkach 260 a 280 nm byl vpozadovaném rozsahu 1,7 — 2,0.
Koncentrace amplifikovanych upravenych vzorkll byla stanovena pomoci fluorimetru Qubit
(Invitrogen). Délka fragmenti byla ovéfena pomoci pfistroje Bioanalyzer (Agilent) a byla

v pozadovaném rozsahu 150-500 nukleotidu.

Knihovna jednotlivych pacientskych vzorkii byla po tspésné kontrole kvality ekvimolarné
smichana do vysledného mixu, ktery byl nasledné 14 hodin hybridizovan s vybranou sadou prob

SeqCap® EZ probe pool (Roche). V tomto kroku doslo k obohaceni vybranych tsekd.

Hybridiza¢ni proby SeqCap® EZ probe pool (Roche) pro jednotlivé panely byly navrzeny
pomoci online nastroje NimbleDesign®. V panelech jsou obohaceny exonové regiony vybranych
genil s pfesahem minimélné 30 nukleotid do intronovych nebo nepiekladanych oblasti. Pro
diagnostické vyuziti jsme pfipravili 3 panely (metabolicky, kardiologicky a skeletalni), které
obsahuji i geny spojené s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi. Soupis vySetfovanych genti
je uveden v priloze této prace (Supplement: 8). Po tspésné hybridizaci byla provedena druha

PCR reakce (Tabulka 4).

Po izolaci findlni knihovny byla opét provedena kontrola kvality pomoci pfistroje Bioanalyzer
(Agilent) a fluorimetricky stanovena jeji koncentrace (Qubit, Invitrogen). Zavérecna ptiprava
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knihovny k sekvenaci zahrnovala denaturaci 0,2M hydroxidem sodnym a pfidani 2 objemovych
procent vnitiniho sekvenacniho standardu PhiX (V3) (Illumina). Pair-endové sekvenovani
probéhlo na pfistroji Miseq (Illumina, San-Diego) s vyuzitim sekvena¢ni chemie MiSeq Reagent

Kit v3 s délkou ¢teni 2x75 nukleotidu.

3.2.2 Bioinformatické zpracovani dat z hybridiza¢niho sekvenovani

K tfidéni a upravé dat vyuzitych k analyze dochazi automaticky na sekvenacnim pfistroji.
Z obrazovych primarnich soubord jsou ziskany komprimované textové soubory FASTQ, které
jsou pomoci softwaru Miseq reporter (Illumina) rozd€leny do skupin podle jednotlivych
sekvenacnich indext. K analyze jsou vyuzita pouze ta Cteni, jejichz kvalita Cteni primérné

prevysuje score Q30

V prvnim kroku vlastni analyzy byla u vstupnich dat provedena kontrola kvality a uprava pomoci
nastroje Trimmomatic. Z pocatka a konct jednotlivych ¢teni byly odstranény nukleotidy, pokud
jejich kvalita klesla pod prah kvality Q30. Déle byly odstranény cteni kratsi 50 nukleotidl a
nasledné ta cteni, jejichz primérna kvalita klesla pod hodnotu Q30. Znovu byla provedena
kontrola kvality takto vzniklych .fastq souborti. Druhym krokem bylo pair-endové mapovani na
lidsky genom hg19 pomoci mapovaciho nastroje BWA — MEM (Li 2012). Nasledn¢ byla pomoci
softwarového balicku GATK 3.8 (Poplin et al. 2018) provedena rekalibrace mapovani a doslo
k opétovnému mapovani SNP a malych indelt. Z rekalibrovanych dat byly identifikovany
varianty pomoci nastroje GATK — HaplotypeCaller. Odecet variant (SNP a mensi INDEL)
probéhl pouze v regionech zatazenych do panelu u nukleotidii s minimalnim mapovacim skore
10, minimalnim prahem spolehlivosti s hodnotou 5 a minimalnim pokrytim 20 ¢teni. Pro analyzu
je idedlni hloubka 100-150 ¢teni. Nasledn€ byly tyto varianty anotovany ndstrojem ANNOVAR
(Yang a Wang 2015). K anotaci byla pouzita data z databaze dbNSFP (Liu et al. 2020), ClinVar
(Landrum et al. 2020) a GnomAD (Karczewski et al. 2020). Analyza stfedné rozsahlych

strukturnich variant byla provedena néstrojem Manta (Chen et al. 2016).

Pro analyzu rozsdhlych CNV byl vyuzit nastroj CNVkit (Talevich et al. 2016). Tento postup
vyuzivd analyzy hloubky pokryti a porovnava toto pokryti oproti referenci postavené z dat

ostatnich pacientii sekvenovanych za stejnych podminek jakozto analyzovany pacient.

41



3.3 Amplikonové sekvenovani

3.3.1 Stanoveni alelickych poméri pii analyze alelové specifické exprese, somatického
mozaicismu a X-inaktivace

Amplikonové sekvenovani bylo vyuzito pro analyzu somatického mozaicismu v genech LAMP?2

a IDS na tirovni genomové DNA a pro analyzu alelové specifické exprese (ASE) na tirovni

transkriptu. Metoda ASE slouzila ke stanoveni vlivu kauzalnich mutaci ve sledovanych genech

(IDS, LAMP?2 a GLA) na transkript a dale k ur¢eni pomérného zastoupeni alel pomoci dvou

benignich SNP v genech LAMP?2 a IDS.

V genu LAMP?2 byl vyuzit benigni SNP rs12097 (c.156A>T, p.Val52=) lokalizovany v druhém
exonu s vysokou populac¢ni frekvenci v exomové databdzi GnomAD (frekvence minoritni alely
MAF=0,39), s benignim hodnocenim 2,13 v databazi fylogenetické konzervovanosti variant
(GERP++). Varianta byla 9x zminéna v databazi ClinVar jakoZto benigni bez konfliktnich
zdznamu. V genu /DS byla vyuzita varianta rs1141608 (NM_000202.8, ¢.438C>T, p.Thr146=),
ktera je populatné frekventni (MAF= 0,275), lokalizovdna v lehce konzervované oblasti
(GERP++ 1,13) s benignim hodnocenim v predikénich databézich, tak i v databazi ClinVar.
Kombinaci vysledkil vySetieni SNP ziskdvame informaci o stavu transkripce z rtiznych mist
chromosomu X. Tohoto pfistupu jsme vyuzili pfi studiu XCI, kdy byla data z ASE analyz
porovnana s vysledky XCI stanovené pomoci metylacné senzitivnich sond (4R, RP2 a CNKSR?2)
kterymi se podrobnéji zabyvame v kapitole 3.4. Lokalizace jednotlivych transkripcnich a

metylacné senzitivnich sond je zobrazena na obrazku (Obrazek 10).
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Obrdzek 9: Rozmisténi jednotlivich sond na chromosomu X. Cervené zvyraznéné geny oznacuji metylacné

senzitivni sondy. Modre jsou oznacené sondy vyuzité pro transkripcni studie.

3.3.2 Priprava PCR produkti a RT-PCR produkti

Reverzni transkripce RNA na ¢cDNA pro piipravu produktl reverzni polymerazové tetézové
reakce (RT-PCR) byla provedena pomoci sady High Capacity RNA to cDNA (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA). Pro reakci bylo vyuZzito 20 ul RNA. Inkubace za ptfitomnosti 2x RT

pufru a enzymatického mixu probihala pti teploté 37 °C po dobu 60 minut.

K ptipravé PCR a RT-PCR produkti slouzicich jako alelové specifické sondy, které byly
nasledn¢ sekvenovany pomoci amplikonového sekvenovani, bylo vyuzito 25 ul reakéniho mixu.
Reakéni mix obsahoval 1 pl pacientské cDNA, 12,5 ul bezbarvého reakéniho mixu - Plain
Master Mix (TopBio) 1,5 pl primert a 10 pl vody. VyuzZité primery jsou uvedeny v pfislusnych
publikacich. Reakéni podminky jsou uvedeny v tabulkach (Tabulky 5-10).
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Tabulka 5:Podminky PCR reakce LAMP?2 (délka
produktu 285bp)

Teplota Cas

94 °C 2 min

94 °C 20 sec

58 °C 20sec  Opakovat 35x
71°C 20 sec

71°C 5 min

15°C oo

Tabulka 7:Podminky PCR reakce IDS (délka
produktu 320bp)

Teplota Cas

94 °C 2 min

94 °C 15 sec

60 °C 15sec  Opakovat 35x
71°C 40 sec

71°C 5 min

15°C oo

Tabulka 9:Podminky RT- PCR reakce pro fragment
1 7 cDNA genu GLA (délka produktu 780bp)

Teplota Cas

95°C 40 sec

95°C 15 sec

61°C 22 sec  Opakovat 35x
71°C 30 sec

95°C 15 sec

62°C 20 sec Opakovat 10x
25 oC 30 sec + 5s/cyklus
72°C 5 min

15°C oo
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Tabulka 6: Podminky RT- PCR reakce pro fragment
1 7 cDNA genu LAMP? (délka produktu 545bp)

Teplota Cas

94 °C 2 min

94 °C 30 sec

58 °C 30sec  Opakovat 35x
71°C 50 sec

71°C 5 min

15°C oo

Tabulka 8: Podminky RT- PCR reakce pro fragment
z cDNA genu IDS (délka produktu 585bp)

Teplota Cas

94 °C 2 min

94 °C 15 sec

60 °C 15sec  Opakovat 35x
71°C 40 sec

71°C 5 min

15°C oo

Tabulka 10: Podminky RT- PCR reakce pro fragment
2 7 ¢cDNA genu GLA (délka produktu 776bp)

Teplota Cas

95°C 1 min

95°C 30 sec

61°C 20sec  Opakovat 30x
71°C 35 sec

95°C 30 sec

62 °C 20 sec Opakovat 15x
29 oc 35 cec + 5s/cyklus
72 °C 5 min

15°C oo




3.3.3 Amplikonové sekvenovani nové generace — Nextera XT

Pro splnéni druhého a ttetiho cile bylo zavedeno amplikonové sekvenovani tzv. single-
plexova piiprava sekvenacni knihovny vyuzivajici systému Nextera XT DNA Library kit
(Illumina). Tento ve své podstaté unikatni postup, byl vyvinut na Endokrinologickém ustavu
v Praze a poprvé publikovan v (Sykorova et al. 2015). Vyuziti obdobnych single-plexovych
ptiprav knihoven bylo popsdno ve stejném obdobi (De Leeneer et al. 2015). Sekvenovany
vzorek, ktery je ozna¢en kombinaci dvou indexd, je pfipraven z PCR, RT-PCR nebo long-
range PCR produktii pochdzejicich od riznych pacienti. Produkty znacené stejnymi indexy
musi byt sekvencné unikatni, je nepfipustné kombinovat stejné nebo sekvenéné podobné PCR
produkty od rtiznych pacientii nebo kombinovat PCR a RT-PCR produkty od stejné¢ho
pacienta. Produkty musi mit minimalni délku 150 nukleotidii, aby je bylo mozné enzymaticky
fragmentovat a pfipravit znich sekvena¢ni knihovnu. V prvnim kroku pfipravy tzv.
sekvenacni knihovny jsou miseny neizolované produkty, u kterych neni znama piesna
koncentrace. Miseni probiha na zaklad¢ délek jednotlivych produktd. Delsi produkty jsou do
reakce pfidavany ve vysSim objemu, aby bylo zajisténo rovnomérné pokryti po celé délce
produktu. V pfipadé¢ sekvenovani somatickych variant je PCR produkt davkovan
v desetindsobném mnozstvi oproti ekvimolarni hodnoté. Z takto pfipravenych smési se

odebere 10 pl pro purifikaci.

Smés PCR produktii je purifikovana pomoci magnetickych kulicek Agencourt AMPure XP
(Beckman- Coulter) a eluovana do 40 pl vody. Koncentrace vysledné smési uréené k
enzymatickému Stépeni - tagmentaci je stanovovana fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit a

kitu Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (Thermo).

Tagmentace je enzymaticky proces fragmentace vstupni DNA za soucasné ligace technickych
sekvenci, tzv. adaptérli, pomoci transposonu s obchodnim nazvem tagmentaza. Do reakce se
piida 5 pul precisténé smési PCR produkti o koncentraci 0,2 ng/ul spolu s 10 pul
tagmentacniho pufru a 5 pl amplicon tagment mix. Takto pfipravena smés se 5 minut
inkubuje pii 55°C, nésledné je schlazena na 10°C. Po ochlazeni je enzym okamzité
neutralizovan pomoci pufru. V nésledujicim kroku je tagmentovand DNA amplifikovana a
indexovana (N7XX, S5XX). Maximalni mozna kombinace indexti v kitu je 96. K 25 pul
vzorkl je pfidano 15 pl Nextera PCR master mix a 5 pl index 1 (N7XX) a 5 ul indexu 2
(S5XX), které slouzi jako primery. Celkovy objem reakce €inil 50 pl.. Pro PCR amplifikaci je

vyuzit program uvedeny v tabulce (Tabulka 11).
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Tabulka 11:Podminky PCR reakce pii piipravé knihovny pomoci kitu Nextera XT (Illumina)

Teplota Cas

72 °C 3 min

95°C 30 sec

95°C 10 sec

55 °C 30 sec Opakovat 12x
72 °C 30 sec

72 °C 5 min

10°C oo

Po amplifikaci je znovu provedena purifikace produkti magnetickymi kulickami a
fluorimetrem je stanovena koncentrace. Pomoci pfistroje Bioanalyzer 2100 (Agilent) a kitu
High Sensitivity DNA reagents a chips (Agilent) je stanovena primérna délka jednotlivych
smési vzorkl. Nasledné jsou spolu jednotlivé indexované smési ekvimolarné¢ smichany

s ohledem na jejich délku za vzniku findlni sekvenaéni knihovny.

Sekvenacni knihovna je denaturovana pomoci 0,2M hydroxidu sodného. Stejné tak je
denaturovana 4nM PhiX knihovna slouzici jakoZto vnitini sekvenacni standard. Plsobeni
NaOH je v obou knihovnach inhibovano pomoci HT1 hybridiza¢niho pufru (Illumina, San
Diego). Ob¢ knihovny jsou smiseny v takovém poméru, aby vysledné zastoupeni PhiX
knihovny v sekvenacnich datech odpovidalo 3 %. Vysledna smés je sekvenovéna na pfistroji

Miseq pomoci Miseq reagent kit V2 2x250 (Illumina, San Diego).

3.3.4 Zpracovani dat z amplikonového sekvenovani

Pro analyzy byly vyuzity demultiplexované .fastq soubory. U vSech dat prob¢hla kontrola
kvality pomoci nastroje FastQC (de Sena Brandine a Smith 2019) a nasledné uprava kvality
¢teni pomoci nastroje Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Tento nastroj odfiltroval ¢teni kratsi
50 bp, odstranil prvnich a poslednich 5 bp z kazdého Cteni a vyloucil ta Cteni, u kterych
v prub¢hu sekvenace klesla kvalita jednotlivych bazi pod Q30. Pro mapovani dat ziskanych
z klasickych PCR produktti byl pouzit nastroj Bowtie2 (Langmead et al. 2009). Mapovani
ziskanych RT-PCR produktt bylo provedeno nastrojem TopHat (Trapnell et al. 2009), jehoz
mapovaci algoritmy vychazeji z ndstroje Bowtie2. Nasledné byla odstranéna duplicitni Cteni

pomoci nastroj Picard tools.
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Procentudlni zastoupeni varianty bylo manudlné odecteno v programu IGV (Robinson et al.
2017). Primarn¢ byla data mapovana na lidsky referencni genom hgl9. Pfi analyze varianty
c.1122C>T vedouci na transkripéni turovni k deleci 60 nukleotidi byla k mapovani
transkripénich dat vyuzita referencni sekvence genu /DS NM 000202. Odecteny byly
varianty, které byly mapovéany ve stovkach cteni pro zarode¢né varianty a v tisicich az

desetitisicich ¢teni pro analyzy somatickych variant nebo analyzu transkriptu.

3.4 Stanoveni inaktivace chromosomu X s vyuzitim metyla¢nich sond
Pro vysSetfeni byly zavedeny tfi metody: HUMARA vyuzivajici repetici (CAG)n v genu
lidského androgenniho receptoru AR, dale trinukleotidova repetice v genu CNKSR2 a

tetranukleotidova repetice v genu RP2.

K metylacné senzitivni analyze v lokusech 4R, RP2 a CNKSR?2 bylo vyuzito 100 ng DNA.
K pacientské DNA byl pfidan reakéni mix obsahujici metylacné senzitivni restriktazu Hpall.
Pro lokusy AR a CNKSR2 navic byl pouzit pomocny enzym Rsal. Paraleln¢ s t€émito vzorky
byly pfipraveny i kontrolni vzorky bez restrikéniho enzymu Hpall. Takto ptipravené vzorky
byly inkubovany pfi teplot¢ 37 °C po dobu minimélné¢ 8 hodin. Inkubace byla ukoncena
inaktivaci enzym, tj. zahtatim reak¢éni smési na 80 °C. Nasledné byly vzorky amplifikovany
pomoci PCR reakce. Podminky PCR reakci pro jednotlivé lokusy jsou uvedeny v tabulkach
12 a13.

Tabulka 12:Podminky PCR reakce pro lokusy AR a Tabulka 13:Podminky PCR reakce pro lokus RP2.
CNKSR?2. Teplota vika 100°C Teplota vika 100°C
Teplota Cas Teplota Cas
94 °C 2 min 94 °C 5 min
94 °C 15 sec 94 °C 30 sec
Opakovat Opakovat

63 °C 20 sec 64 °C 30 sec

30x 25x
72 °C 30 sec 68 °C 30 sec
72 °C 10 min 68 °C 10 min
15°C oo 15°C oo

K restrikéni analyze bylo vyuzito 0,5 pl vzorku amplifikovaného vzorku, ktery byl

denaturovan po dobu 3 minut pii teploté 95 °C v master mixu obsahujicim 9 pl formamidu,
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0,5 pl standardu GeneScan 500 ROX. Ke kapilarni elektroforéze byl vyuzit sekvenator
3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Analyza STR lokust byla provedena v programu Gene Mapper 5. K vypoctu poméru
inaktivace chromosomi X byly pouzity hodnoty vysky a plochy vrcholii pro kazdou z alel
(Racchi et al. 1998; Machado et al. 2014). Data byla hodnocena a oznacena jako informativni
pouze v pripadé, pokud mezi jednotlivymi alelami byl rozdil minimalné€ jednoho (RP2) nebo

dvou (4R, CNKSR?2) opakovani STR motivu.

3.5 Stanoveni somatickych variant
Pro identifikaci somatickych variant byla zavedena metoda masivné paralelniho sekvenovani
PCR produkti obsahujici studovanou variantu. Pfiprava a vyhodnoceni sekvenacniho
experimentu je totozné s kapitolami 3.3.2 a 3.3.3. K ovéfeni somatického ptivodu variant byly
vyuzity krevni vzorky, vlasové folikuly, bukalni stéry a sliny od proband, ptipadné od jejich

rodinnych pfislusnikd.
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4. Vysledky

4.1 Zavedeni metod NGS a zhodnoceni jejich prinosu pro diagnostiku X-

vazanych lysosomalnich onemocnéni

Metody, které¢ byly zavedeny v ramci feSeni prvniho cile disertacni prace, byly vyuzity
v publikaci: LAMP2 exon-copy number variations in Danon disease heterozygote female

probands: Infrequent or underdetected?(Majer et al. 2018).

Pro diagnostické ucely jsme v ramci cilené¢ho panelového sekvenovani zavedli vySetieni genti
spojenych s X-vdzanym lysosomalnim onemocnénim. K pfipravé vzorkdl je vyuzivana
standardni hybridiza¢ni metoda s vyuzitim sond od firmy Roche (SeqCap EZ choice library) a
ultrasonicka fragmentace, ktera zarucuje vysokou kvalitu a délkovou uniformitu vznikajicich
fragment (Quail et al. 2009). Bioinformatické zpracovani je rozdéleno podle velikosti
variant. V prvni fazi jsou identifikovany SNV a malé delece/duplikace do 50 bp. V druhé
¢asti jsou analyzovany CNV od velikosti jednoho exonu po celé geny nebo skupiny geni.
Analyza CNV je zalozena na tzv. hloubce Cteni. Porovndva se pocet Cteni dané oblasti u
pacienta oproti hodnoté poctu Cteni ziskané z analyz vSech ostatnich pacient sekvenovanych
v tomtéz béhu. Signifikantné vyssi pocet Cteni u pacienta naznacuje duplikaci, vyrazné nizsi
pocet vede k podezieni na deleci. Vysledny pocet kopii DNA je vyjadfen na logaritmické
Skale (Royer-Bertrand et al. 2021) .

Vysledky sekvenacni analyzy gentt LAMP?2, IDS a GLA ukazuji, Ze vSechny dulezité oblasti,
ve kterych se mohou nachazet mutace (exony, pfiléhajici ¢asti introntl, ¢asti nepiekladanych
oblasti), jsou dobfe pokryté (tj. pocet ¢teni je vyssi nez 20). To je ilustrovano u kontrolnich
vzorkl heterozygotnich pacientek pro dva SNP (rs12097, rs1141608) genech IDS a LAMP?2
(Obréazek 11) a u dvou pacientl nesoucich patogenni variantu v genu GLA (Obrazek 12). K
snizeni kvality mapovani, a tedy k snizeni poctu informativnich ¢teni, dochazi pouze v genu
IDS u exonu 3 a intronu 2 (Obrazek 11), ve kterém je ¢ast Cteni mapovana do vysoce
homologni oblasti pseudogenu [DS2. Experimentalni uspotaddni metody pomoci
hybridiza¢nich sond je natolik robustni, Ze pfi bioinformatickém zpracovani mize byt vyuzito
unikatné¢ mapovanych cteni, lokalizovanych mimo duplikovanou oblast, k analyze jejich

protéjsSku z paru, tak aby bylo dosazeno minimalniho poctu dvaceti Cteni.
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LAMP2 rs12097 (c.156A>T, p.Val52=)

Exon o 87 6 574 3 2
IDS rs1141608 (NM_000202.8, ¢.438C>T, p.Thr146=)
| I
9 ] = '—‘—‘—‘—‘—‘—I—‘—‘——‘—I—‘—l'—‘——h
Exon 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Obrazek 10: Pokryti genit IDS a LAMP2 v datech z panelového sekvenovdni. V horni casti obrazku
z prohlizece IGV jsou zobrazena data pro gen LAMP2 s benignim SNP rs12097 v heterozygotnim stavu
(zndazorneéno cervenou Sipkou). V dolni casti obrazku jsou data pro gen IDS s benignim SNP rs1141608
v heterozygotnim stavu (zndazornéno cervenou Sipkou). U genu IDS je videt snizeni kvality mapovani v exonu 3,
které je zpiisobené cdstecnym mapovanim dat do regioni v pseudogenu IDS2 s vysokou mirou homologni
sekvence. Presto vSechny analyzované oblasti vySetrovanych genit vykazuji dostatecné pokryti vice nez 20 cteni.

GLA rs113419388 (NM_000169.3: c.463G>C, p.Asp155His)
rs2071225 rs2071228

1 1 1

(NM_000169.3 :c.868A>G,p.Met290Val)

Y
|
i
|
o - .- . - = ==
Exon 7 6 5 4 3 2 1

Obrazek 11: Data 7 NGS panelového sekvenovdani kodujicich exonii genu GLA pro kontrolni vzorky dvou
pacienti, jejich? mutace spojené s Fabryho chorobou byly zjistény Sangerovym sekvenovanim. U prvniho
pacienta byly ve shodé se Sangerovym sekvenovanim identifikovany 3 hemizygotni varianty (oznaceno Cislem
SNP). Prvni SNP byl identifikovan 5 UTR oblasti. Druhy SNP byl identifikovan v intronu 6 a kauzalni varianta
(Cervena Sipka) byla identifikovana exonu 3. U druhého pacienta byla identifikovana ve schodé se Sangerovym
sekvenovanim pouze hemizygotni kauzalni varianta (Cervend Sipka).

V laboratofi je metoda vyuzivana v ramci diagnostického procesu pacientii s metabolickymi,

kardiologickymi a skeletdlnimi onemocnénimi. Béhem uplynulych 5 let jsme touto metodou

stanovili diagnézu u 228 pacientl. Naprosta vétsina (92 %) nalezenych patogennich variant
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nalezi do kategorie variant malého rozsahu a byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim.
Patogenni varianty velkého rozsahu (tj. duplikace nebo delece, CNV) byly identifikovany u
19 pacientli. V osmi piipadech byla zjisténa delece jednoho exonu (7x heterozygotné, 1x
hemizygotn¢), v jednom piipad¢ duplikace jednoho exonu v heterozygotnim stavu. V dalSich
osmi piipadech se jednalo o heterozygotni deleci dvou a vice exonll. Ve zbylych dvou

ptipadech byla identifikovana rozsahla delece celé skupiny genti.

Pro vymezeni CNV je bézné vyuzivano nckolik laboratornich piistupti, kterymi je mozné
varianty detekovat a ovéfit. Patfi mezi né multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) (Shen a Wu 2009), SNP microarray (Carter 2007) nebo sekvenovani transkripcniho
produktu. U SNP microaaray a MLPA analyzy existuji limitace dané vyrobci naptiklad v
rozsahu zafazenych genl. Metoda MLPA je navic limitovdna rozsahem, ktery umozni
analyzovat maximaln¢ 50 sond (Singh et al. 2021). U analyzy transkripénich produktt je
nevyhodou nestabilita RNA. U velkych deleci nebo duplikaci je velka pravdépodobnost, ze

mutovana alela bude degradovana v procesu nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

Jako vhodnou alternativu k ovéfeni nalezu z NGS jsme proto zvolili metodu kvantitativniho
PCR (qPCR) zgenomové DNA, kterd je vyhodnd svoji cenou, jednoduchosti a
Skalovatelnosti. Metodu qPCR jsme pouzili pro vymezeni ptibliznych hranic CNV, piesny
rozsah varianty byl potom specifikovan sekvenaci pieklenujiciho PCR produktu. Delece
zahrnujici vétsi pocet gentd byly oveéfeny metodou SNP microarray. Metodami pouzitymi pro
ovéteni byly vSechny reportované varianty identifikovany a ve vysledcich z NGS nebyl

popsan zadny falesné pozitivni nalez.

Moznost analyzovat rozsahlé delece a duplikace (CNV varianty) metodou NGS je zasadni
zejména pro molekularné genetickou analyzu Danonovy choroby. Vysledky naseho
pracoviste, kde byly CNV detekovany u 4 z 10 pacient ukazuji, ze pravé tento typ variant je
Castou pfi¢inou onemocnéni (Majer et al. 2014; 2018; 2020; Kousal et al. 2021). Tuto
skute¢nost podporuji i prace dalSich autorGi (Yang et al. 2010; Burstein et al. 2021; Lines et
al. 2014; Ceyhan-Birsoy et al. 2016).

V publikaci Majer et al. 2018 popisujeme pacientku, u niz byla diagn6za Danonovy choroby
primarn¢ stanovena metodou qPCR a ovéfena metodou pritokové cytometrie. Delece
zasahujici exony 4 — 8 v heterozygotnim stavu identifikovana metodou qPCR byla ovétena
metodou panelového sekvenovani za pouziti dvou sad hybridizacnich prob. Spolupracujici

laboratot vyuziva systém Illumina TruSight Cardiomyopathy Enrichment Kit od firmy

51



[Mlumina, v nasi laboratofi probihala sekvenace tak, jak je popsano v kapitole 3.2 s vyuzitim
hybridiza¢nich préb od firmy Roche. Obé analyzy vedly ke shodnému vysledku — identifikaci
delece zasahujici exony 4 — 8 v heterozygotnim stavu. Vysledek ziskany naSim postupem je
znazornén na obrazku (Obrazek 13) a v tabulce (Tabulka 14). Pfesny rozsah delece obsahujici
vice nez 11 tisic nukleotidii byl specifikovan sekvenaci pteklenujiciho PCR produktu

(LAMP2: NM_002294.3: ¢.398-2306 _1093+1449del11154).

vy \ A A / .
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Obrazek 12: Zobrazeni heterozygotni delece 5 exonit u pacientky s DD. V levé casti obrazku je zobrazen
histogram pokryti ziskany z prohlizece IGV. V horni casti jsou zobrazena data pacientky (riizovd) pro LAMP?2.
Ve stredni casti histogramu je viditelny pokles signdlu mezi exony 4 az 8 pod linii (Cervena) zndzornujici 2 kopie
tohoto genu. V dolni casti je zobrazen kontrolni vzorek bez deletované oblasti. V pravé Casti je zndzornén bodovy
graf generovany ndstrojem CNVkit z pacientskych dat pro vSechny regiony v panelu. Na ose Y je zndzornéen
pocet kopit, na ose X jsou zobrazeny jednotlivé chromosomy. Sedé tecky zndzoriuji pocet kopii pro jednotlivé
regiony- exony. Oranzové tecky znazornuji priumérny pocet kopii pro celé geny. Heterozygotni delece 5 exonii na
chromosomu X je zndzornéna cervenou Sipkou.

Tabulka 14: Vystup z programu CNVEkit, ktery je vyuZit k hodnoceni CNV pro pacientku s deleci exonii 4 - 8
exonu (Cervené). K hodnoceni se vyuziva hodnota log2, ktera vyjadruje pocty kopii jednotlivych exonii
nasledovné: 3 a vice kopii >0,5; 2 kopie <0, 5 a > -0,76; 1 kopie < -0,78; zadna kopie < - 2. Transkripcni
varianty genu LAMP2 Exon 9a - NM_002294.3; exonu 9b- NM_013995.2; exon 9C - NM_001122606.1

Pozice LAMP2 - NM_002294.3 Pocet log2
cteni
chrX:119602925-119603059 exon 1 46.754 -0.067
chrX:119590470-119590659 exon 2 56.175 0.135
chrX:119589176-119589460 exon 3 96.979 0.083
chrX:119582789-119583018 exon 4 25.533 -1.366
chrX:119581660-119581915 exon 5 53.98 -0.992
chrX:119580124-119580317 exon 6 29.829 -0.905
chrX:119576418-119576552 exon 7 34.425 -1.097
chrX:119575549-119575784 exon 8 44.145 -0.853
chrX:119572973-119573183 exon 9b 78.095 -0.137
chrX:119565142-119565352 exon 9a 57.476 -0.075
chrX:119562303-119562516 exon 9c 55.474 0.138
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Analyzu NGS jsme pouzili k ovéteni funkénosti metody v roding, ve které byla diagnostika
Danonovy choroby vcetné molekularné genetického vySetfeni dokoncena a publikovana pred
zavedenim metody NGS v nasi laboratoii (Majer et al. 2014). V této rodin¢ byla Danonova
choroba diagnostikovana na zaklad¢ vySetfeni granulocytli pratokovou cytometrii u dvou
bratrl, u nichz se pred desatym rokem zivota rozvinula kardiomyopatie. Molekularné
genetické vySetieni bylo zalozeno na identifikaci abnormélné dlouhého produktu ziskaného z
amplifikace celodélkové cDNA. Dalsi analyzy byly provedeny vySetienim genomové DNA.
Pomoci qPCR byla identifikovana duplikace 4. a 5. exonu, ktera byla ovétena a specifikovana
sekvenovanim PCR produktu obsahujiciho duplikovanou oblast. Duplikace méla celkovy
rozsah 6404 bp (NM _002294.3: ¢.397+1822 742-705dup6404). Variantu jsme ovéfili
panelovym sekvenovanim, vysledky jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 14) a v tabulce

(Tabulka 15).
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Obrazek 13: Zobrazeni duplikace exonit 4 a 5 u pacienta s DD. V levé Casti obrazku je zobrazen histogram
pokryti ziskany z prohlizece IGV. V horni casti jsou zobrazena data pacientit (modra) pro LAMP2. ve stredni
casti histogramu je viditelné zesileni signalu exonu 4 a 5 nad linii (Cervend) pro jednu kopii tohoto genu.
V kontrolnim vzorku (dolni cast) tento jev neni zachycen. V pravé casti je zndzornén bodovy graf generovany
nastrojem CNVkit z dat pacientii pro vSechny regiony v panelu. Duplikace dvou exonu na X chromosomu je
znazornéna pomoci Cervenych Sipek.
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Tabulka 15: Vystup z programu CNVKkit, ktery je vyuZit k hodnoceni CNV pro pacienta s duplikaci 4 a 5
exonu (Cervené). K hodnoceni se vyuziva hodnota log2, ktera vyjadruje pocty kopii jednotlivych exonii
nasledovné: 3 a vice kopii >0,5; 2 kopie <0, 5 a > -0,76; 1 kopie < -0,78; zadna kopie < - 2. Transkripcni
varianty genu LAMP2 Exon 9a - NM_002294.3; exonu 9b- NM_013995.2; exon 9C - NM_001122606.1

Pozice LAMP2 Pocet log2
Cteni
chrX:119602925-119603059 exon 1 37.684 -1.213
chrX:119590470-119590659 exon 2 33.775 -1.037
chrX:119589176-119589460 exon 3 66.008 -1.101
chrX:119582789-119583018 exon 4 124.565 0.155
chrX:119581660-119581915 exon 5 110.596 0.004
chrX:119580124-119580317 exon 6 39.705 -0.859
chrX:119576418-119576552 exon 7 60.798 -0.827
chrX:119575549-119575784 exon 8 58.293 -1.107
chrX:119572973-119573183 exon 9b 68.195 -1.081
chrX:119565142-119565352 exon 9a 52.821 -0.997
chrX:119562303-119562516 exon 9c 45.016 -1.158

4.1.1 Diskuze a zavér k prvnimu cili

Na zaklad¢ vyse uvedenych vysledku je panelové sekvenovani a vypracovana bioinformaticka
analyza vhodnou metodou k diagnostice SNV i stanoveni pfitomnosti CNV u fady
metabolickych, kardiologickych a skeletdlnich onemocnéni. VSechny reportované patogenni
varianty, které jsme pomoci panelového sekvenovani identifikovali, byly ovéfeny pomoci
dalSich metod (Sangerovo sekvenovani, qPCR nebo SNP microarray) a nebyl identifikovan
fale$né€ pozitivni vysledek. Diagnozu jsme potvrdili u 228 z celkové 539 vySetifenych pacientti
(42 %). Tento udaj odrazi vybér pacientti, ktefi jsou na vySetfeni indikovani a které lze
rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou pacienti, jejichz diagndza byla stanovena na
zaklad¢ jasnych klinickych a/nebo laboratornich nalezii, v tomto ptipad¢ nachdzime patogenni
varianty téméf ve 100 % ptipadl. Druhou skupinu tvofi pacienti s nejasnym nalezem, ktefi na
vySeteni prichdzeji z divodu diferencidlni diagnostiky, a u téchto pacientd nachdzime
genetickou pfi¢inu jejich onemocnéni vyrazné méné casto. U nekterych indikovanych
pacientll mizeme nalez minout z divodu metodického. Metoda identifikuje exonové varianty,
priléhajici ¢asti intronti a ¢asti 5° a 3’ neptekladanych oblasti. Do vySetfeni jsou zahrnuty 1
nékteré publikované hluboké intronové varianty a varianty v regulacnich oblastech, vétSina
variant v téchto nekodujicich oblastech zlistdvd opominuta. Metoda panelového sekvenovani
pouzivané¢ho v nasi laboratoii je srovnatelnd s celoexomovym sekvenovanim (WES), kde se

diagnostickd vytéznost pohybuje okolo 50 % (Kmoch a Zeman 2018).
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Nase vySetieni pfispélo ke stanoveni diagnézy u jedné pacientky s DD (Majer et al. 2018),
dalsi pacienti diagnostikovani nebyli. Mezi divody miize patfit raritni vyskyt studovanych
onemocnéni 1 povaha téchto onemocnéni. FD a MPS 1I jsou enzymopatie, jejich primarni
vySetieni probihd na trovni enzymologické, u pozitivnich vysledki enzymologického
vySetfeni je metodou volby pro genetickou analyzu Sangerovo sekvenovani nebo MLPA. U
analyzy genu /DS jsou navic zavedeny metody pro zachyt specifickych piestaveb, zalozenych
na amplifikaci specifickych PCR produktl indikujicich pfitomnost pfestavby. PCR produkt je
ovéfen Sangerovym sekvenovanim, které by NGS z principu metody nezachytilo. Geny pro
X-vazana lysosomalni onemocnéni jsou v panelech zatazeny pro piipady pacientl s nejasnou
etiologii klinickych potizi nebo naopak pro pacienty s prokazanym deficitem, u kterych
Sangerovo sekvenovani/MLPA genetickou pfi¢inu neobjasnily (MLPA nemusi ukéazat deleci

— sonda muze sedét mimo jeji hranice).

Odlisnad situace nastdvd u DD, kde mohou byt pacienti primarné diagnostikovani na
kardiologickém panelu, protoze mezi hlavni pfiznaky patii hypertrofickd kardiomyopatie
(HKMP). Vzhledem k tomu, Ze ¢astym typem mutace u DD jsou delece a duplikace velkého
rozsahu, je NGS vyuzivajici hybridiza¢ni proby vhodnym néstrojem pro diagnostiku pacienti

s DD.

Citlivost bioinformatické analyzy pro CNV v nasi laboratofi je srovnatelné s literdrnimi daty
(Royer-Bertrand et al. 2021). Do studie autofi zapojili 450 pacientli s riznou diagnézou ze
Sirokého spektra onemocnéni zahrnujici mimo jiné metabolickd i kardiologickd onemocnéni.
Autofi identifikovali patogenni CNV u 18 jedincti, zatimco v naSem souboru se jednalo o 19
pacientll v souboru 539 pacienti. Zavedena metoda NGS metabolického, kardiologického a
panelu skeletalnich onemocnéni se stala rutinni soucésti diagnostického procesu na nasem

pracovisti.
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4.2 Vyuziti metod NGS pro analyzu somatického mozaicismu a sestfihovych
variant u pacientii s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi
Vysledky spojené s feSenim problematiky druhého cile prace jsme uvetejnili ve Ctyfech
publikacich v ¢asopisech s IF (Dvorakova et al. 2017; Reboun et al. 2016; Majer et al. 2018;
2020). Uvadime zde i dosud nepublikované vysledky, které jsou soucdsti ptipravované

publikace (Majer et al. 2022).

4.2.1 Genotypova-fenotypova korelace u mukopolysacharidozy II. typu

V prvni praci jsme se zabyvali otdzkou predikce zavaznosti projevia MPS II, a to v unikétni
kohorté 44 pacientd s timto vzacnym onemocnénim z Ceské republiky, Slovenska, Srbska a
Chorvatska. Nase vysledky ukazaly, ze ani stanoveni aktivity iduronatsulfatazy v leukocytech
ani zjisténi exkrecni frakce glykosaminoglykanti v moc¢i nemé pro stanoveni tize onemocnéni
prediktivni hodnotu. Mutacni analyza provedend u 38 pacientt vedla k identifikaci 8 variant
velkého rozsahu (rozséhlé delece, rekombinace genu IDS s pseudogenem), 10 variant malého
rozsahu (6 deleci, 2 duplikace, 2 inserce) a 20 nukleotidovych zamén zptsobujicich zaménu
aminokyselinového zbytku, vznik pfedcasného termina¢niho kodonu nebo ovliviiuji sesttih.
Velké prestavby vedly bez vyjimky k zdvaznym projevim onemocnéni, coz je vysledek v
souladu s literarnimi daty (Brusius-Facchin et al. 2014). Nulové varianty malého rozsahu
vedly az na jednu vyjimku rovnéz tézkému fenotypu. Vyjimkou byla inzerce 4 nukleotidl v
exonu 9 nalezend u 2 bratrit s mirnym fenotypem. Predpokladany efekt této mutace je vznik
pred¢asného terminaéniho kodonu vedouciho ke ztraté celé malé enzymové podjednotky (14
kDa). Mutace v této oblasti identifikované u dalSich pacienti z naseho souboru i
prezentovanych v literatuie (Kosuga et al. 2016) jsou spojeny s t€Zkym fenotypem. Pro mirny

fenotyp jsme nenasli uspokojivé vysvétleni.

Ve skupiné jednonukleotidovych zamén bylo nalezeno 6 rekurentnich variant popsanych v
fadé¢ publikaci (p.Asn63Asp, p.Pro86Leu, p.Arg88Cys,p.Arg88His, p.Ser333Leu,
p-Arg468Gln). Fenotyp nasich pacientd odpovidal literarnim udajim, u téchto mutaci Ize opét

pozorovat genotypovou-fenotypovou korelaci.

U jednoho pacienta v souboru byla nalezena nukleotidova zdména c.1122C>T, ktera nevede k
aminokyselinové substituci (p.Gly374Gly), ale k aktivaci 5" kryptického sestfihového mista a
nasledné k deleci 60 nukleotidii 3’ koncové casti exonu 8 (r.1121 1180del). Diagnéza byla u
tohoto pacienta stanovena v péti letech véku. Bylo pozorovano mirné zpozdéni vyvoje bez

vyvojové regrese, mensi postava, velmi hrubé obliCejové rysy, makrocefalie. Pii
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rentgenologickém vySetfeni byl popsdn typicky obraz dysostosis multiplex. Prvnim
pozorovanym piiznakem onemocnéni byla chronickd ryma. Ve véku 22 let byla pfitomna
pupecnikova a tiiselnd kyla, vyrazna hepatomegalie a v mensi mife i splenomegalie a
postizeni srde¢nich chlopni. Pacient dale trpél zanéty stiedniho ucha a sluchovym postizenim.
Celkové byl pacientiv fenotyp hodnocen jako stiedné zavazny. V literatufe byla varianta
c.1122C>T popséana u fady pacientl s riznymi fenotypovymi projevy: 11 pacientli s mirnym
fenotypem (Rathmann et al. 1996, Gort et al. 1998, Amartino et al. 2014, Uttarilli et al. 2016,
Alves et al. 20006)), 2 pacienti se stfedné tézkym fenotypem (Filocamo et al. 200), 7 pacienti s
tézkym fenotypem (Karsten et al. 1998, Zhang et al. 2011, Uttarilli et al. 2016). V rozsahlé
studii 228 ruskych pacientu s MPS 11, byla tato varianta popséna u 15 pacientt, jejich fenotyp

byl popsan jako sttedné zdvazny az zavazny (Semyachkina et al. 2021).

Dlivodem variabilniho fenotypu mize byt pfitomnost urcité frakce normalniho transkriptu u
nékterych pacient. Alves ve své praci popisuje pacienta, u nc¢hoz je dominantné
transkribovan abnormalni transkript, ale v minoritni mife je zachovan i transkript normalni,
jehoz pfitomnost dava vzniknout bézné izoformé enzymu v takové mife, ktera zarucuje
zmirnéni fenotypovych projevil (Alves et al. 2006). Naopak absence normalniho transkriptu
muze byt zplsobena individudlnimi rozdily v procesu sestfihu a muize vysvétlit rozdily

v zavaznosti fenotypu jednotlivych pacienti (Zhou a Fu 2013).

U naseho pacienta jsme doplnili transkripéni analyzu provedenou hlubokym amplikonovym
sekvenovanim RT-PCR produktu (Nextera, MiSeq, [llumina platform). Pti hloubce 776 Cteni
byla detekovana pouze deletovana alela, zatimco spravné sestiizena alela nebyla detekovana
ani jednou (Obrazek 15). Tento vysledek ukazuje, ze 1) varianta c.1122C>T znatelné
neovliviiuje stabilitu mRNA, 2) v pfipad¢ naSeho pacienta neni pfitomen normalni transkript,
ktery by vedl ke zmirnéni ptiznaki. Sttedné zdvazny fenotyp lze vysvétlit tim, ze delece 60
nukleotidi nevede k posunu ve c¢tecim ramci, ve vysledném aberantnim proteinu je
deletovano 20 aminokyselinovych zbytkii. Tento typ mutace nemusi byt tak zadvazny jako

mutace vedouci k nestabilnimu transkriptu, coZ tato mutace dle naseho vysetfeni neni.

V exonu 8§ je popsano minimalné¢ 6 dalSich patogennich variant, z nichz jsou Ctyfi varianty
hodnoceny jako zavazné, vCetné¢ dvou nejblizsich nasi varianté (¢ .1123G>T a ¢.1025A>C) a

dvé jsou hodnoceny jako stiedn¢ zdvazné (c.1048A > C, ¢.1142 T > C) (Zhang et al. 2019).
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Obrazek 14: Analyza transkriptu u muze s MPS II. Varianta c.1403G>A vede k deleci 60 nukleotidii (fialova
Sipka) na rozhrani exonu 8 a 9 (modra Sipka). (A) Na chromatogramu ze Sangerova sekvenovani je patrnd pouze
mutovana alela. (B) Na zdaznamu NGS mapovani z IGV je rovnéz zachycena pouze mutovana alela. Pri poctu

776 cteni mnebyla normalni alela (WT) detekovana. Data jsou mapovana oproti referencni sekvenci
NM 000202.8

4.2.2 Geneticka analyza somatického mozaicismu a XCI u Danonovy choroby
Problematiku jsme zpracovéavali ve dvou publikacich (Majer et al. 2018; 2020) a pfindSime
zde i n¢kterd nepublikovand data z pfipravované publikace (Majer et al. 2022).

4.2.2.1 Pacientka 1

V publikaci (Majer et al. 2018) je popséana pacientka, jejiz pfi¢inou onemocnéni je delece
zahrnujici exony 4-9C, detekovand na jedné alele genu LAMP2. Hypertrofické

kardiomyopatie byla u této pacientky diagnostikovana v 11 letech. Pfi progresi onemocnéni
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musela mit v 19 letech implantovan dvoukomorovy kardioverter defibrilator. Primarni
diagnéza byla uréena pratokovou cytometrii, kdy bylo identifikovano 32,3 % LAMP2
deficitnich granulocytl (Obrazek 16B). Tato hodnota korelovala se stavem XCI 70:30.
Vysetfeni polymorfismu rs12097 ve 2. exonu genu LAMP2 ukéazalo, Ze matka je
homozygotkou pro alelu nesouci thymin (T), zatimco otec je hemizygotem pro alelu nesouci
adenin (A) (Obrazek 16A). Pacientka je tedy dle predpokladu heterozygotkou pro A/T a
v souladu se stavem XCI by transkribované alely mély byt detekovany v poméru 70:30. Ve
skutecnosti vSak analyza transkriptu ukazala vyhradni expresi maternalni alely (Obrazek 16C,
D). Pravdépodobnou pfticinou tohoto vysledku je odbourdvani mutované alely procesem
NMD, coz je u velké delece obvykly jev. Mutovana alela je podle této analyzy paternalniho

puvodu.
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Obrazek 15: Genetické analyzy u pacientky 1 s DD. A) rodokmen pacientky znazornujici distribuci alel rs12097
v rodiné a stav XCI stanoveny v krevnim vzorku probandky. B) Graf zobrazujici pomér exprese proteinii LAMP?2
(osa X) vici kontrolnimu proteinu LAMPI (osa Y) v granulocytech stanoveny priitokovou cytometrii. LAMP?2
deficitni buniky jsou zvyraznény rameckem a vyjadreny v procentudlnim zastoupeni. C) tabulka zobrazuje ztratu
heterozygosity SNP (rs12097) u probandky na urovni transkriptu oproti stavu na urovni gDNA stanovenou
pomoci NGS. D) zobrazeni ztraty heterozygosity SNP (rs12097) u probandky na urovni transkriptu oproti stavu
na urovni gDNA stanovenou pomoci Sangerova sekvenovani. Publikovano (Majer et al. 2018).

Patogenni varianta zahrnujici deleci exont 4 — 9C nebyla pii primarnim vySetieni detekovana
u rodic¢l. Proto jsme se zabyvali otdzkou somatického mozaicismu u rodi¢l a otdzkou

somatického postzygotického ptivodu varianty u pacientky.

Somaticky mozaicismus u rodi¢i byl vysetien pomoci specifického nested PCR ve vzorcich
periferni krve, ve vlasovych kofincich, bukalnich stérech, mocovém sedimentu a spermatu.

Varianta nebyla identifikovana u zadného z rodict.
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Somaticky postzygoticky pivod varianty u pacientky by se dal ovéfit pfitomnosti urcité
frakce nedeletované alely. Za timto Gcelem byla u rodi¢li osekvenovana oblast, ve které je u
pacientky pfitomna delece. V této oblasti byly vybrany tfi intronové SNP (rs2072067,
152072068, rs42893). Vsechny 3 SNP pochdzeji z intronu 5 a spliuji podminku, ze rodice
nejsou nositeli stejnych alel. Otec je hemizygotem pro majoritni alelu a matka byla

homozygotkou pro minoritni alelu u vSech téchto 3 SNP (Obrazek 17).

C T/T
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Obrazek 16: Rodokmen pacientky 1 s DD zndzoriujici distribuci alel s vyznacenymi SNP.
rs2072067(Cervene), rs2072068(zelene), rs42893(fialove) v rodine a lokalizaci téchto SNP v intronu 5 genu
LAMP? vzhledem k deletované oblasti mezi 4-9 exonem (oranzova). SNP rs12097 charakterizovany na obrazku
16 je v exonu 2 pred deletovanou oblasti.

Za ucelem stanoveni citlivosti metody a relativni kvantifikace pfipadné identifikované
mozaiky byly pfipraveny smésné vzorky zahrnujici paternalni a materndlni PCR produkty
v ruznych pomérech (100:0 50:50, 20:80, 10:90, 5:95, 3:97, 2:98, 1:99 a 0:100). Jednotlivé
smésné¢ vzorky rodi¢i a PCR produkt probandky byly analyzovany amplikonovym

sekvenovanim.

Jak je znazornéno v tabulce (Tabulka 16) pti hlubokém sekvenovéani v rozmezi 6 — 16 tisic
¢teni, vybrané varianty dobfe odpovidaji teoretickému zastoupeni jednotlivych nukleotidd.
Vyraznéjsi rozdil je pouze u mixu s teoretickym 50% zastoupenim paterndlni DNA. Chyba

pravdépodobné vznikla pifi fedéni mixu. Data vykazuji dobrou shodu pii stanoveni
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jednotlivych pomért pro rtizné SNP s rozdily maximalné desetin procent. Nejvétsi rozdil byl

v mixu s 5% zastoupenim paternalniho produktu az 0,6 %.

Hlubokym sekvenovanim produktu probandky nebyl identifikovan paternalni haplotyp a byly
detekovany pouze nukleotidy ziskané od matky. V zastoupeni maternalnich nukleotida
v produktu probandky bylo 99,8 % pro rs2072067 a 99,9 % pro rs2072068 a rs42893. Toto
zastoupeni presn¢ odpovida zastoupeni nukleotid stanoveném v maternalnim produktu (mix

oznacen jako 0:100 Tabulka 16). Postzygotickd mozaika u pacientky nebyla prokazana.

Tabulka 16: Shrnuti dat vyuZitych pro detekci pripadného postzygotického somatického mozaicismu u
pacientky 1 s DD. Citlivost metody byla testovana pomoci redici rady, vysledky jsou ukdzany v prvnich 8
radcich tabulky. Bylo vyuzito hlubokého sekvenovani 3 benignich SNP (rs2072067, rs2072068, rs42893). Prvni
sloupec predstavuje zastoupeni alel v redici Fade. Modre je znazornéna paternalni alela, rizové alela
maternalni. Polozka total reads predstavuje celkovy pocet cteni. Cervenym rameckem je zvyraznéno porovndni
dat stanovenych pro matku a probandku, u které byla detekoviana vyhradné materndlni alela. Publikovano v
(Majer et al. 2018)

Family 2 - LAMP2 intron 5 SNPs

mixing ratio rs2072067 rs2072068 rs42893
Total reads: 8604 9302 12029
A 0.2
1172 100% [¢ 99.6 C 0.0 [ 99.7
G 0.0 G 99.8 G 0.0
T 0.1 T 0.1
Total reads: 6271 6655 7509
A 0.2
1172 50% C 42.0 ¢ 0.1 c 41.2
G 0.2 G 41.3 G 0.0
T 0.1 T 0.0
Total reads: 10058 10481 10811
A 0.0
.17 20% C 19.0 [¢ 0.1 c 19.5
G 0.1 G 19.0 G 0.0
T 0.0 T 0.0
Total reads: 10930 11598 12258
A 0.0
1172 10% c 8.0 ¢ 0.1 [ 8.5
G 0.1 G 8.0 G 0.0
T 0.1 T 0.0
Total reads: 12342 12960 13788
A 0.1
.12 5% c 4.0 c 0.1 [¢ 4.5
G 0.1 G 3.9 G 0.0
T 0.0 T 0.0
Total reads: 6333 6787 8251
A 0.1
1172 3% C 3.0 ¢ 0.2 C 2.7
G 0.1 G 2.9 G 0.0
T 0.0 T 0.0
Total reads: 11484 12008 13314
A 0.1
1172 2% C 1.7 C 0.1 C 1.6
G 0.3 G 1.6 G 0.0
T 0.1 T 0.1
Total reads: 10476 10924 11536
A 0.1
1.1F2 1% c 0.7 C 0.1 c 0.9
G 0.1 G 0.8 G 0.0
T 0.0 T 0.0
Total reads: 14764 15402 15926
A 0.0
1172 0% c 0.1 C 0.1 [o 0.1
G 0.1 G 0.0 G 0.0
T 0.0 T 0.0
Total reads: 8740 9172 10200
proband A 0.0
c 0.0 [¢ 0.1 c 0.1
G 0.1 G 0.0 G 0.0
T 0.0 T 0.0
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4.2.2.2 Pacientka 2

U pacientky s mirnou mentalni retardaci popsané v (Majer 2020) byla diagnostikovana
dilatatni kardiomyopatie s oboustrannym srdecnim selhdnim s naslednou nutnosti
transplantace srdce. Pfi zpétném zhodnoceni elektrokardiogramt byla jako jedna z moznych
pfi¢in zvazovana i DD. Tato diagndza byla prokazana pritokovou cytometrii, pomoci niz byla
identifikovana mala LAMP2 deficitni frakce monocytii (cca 4 %) a granulocytl (pfiblizné 3

%).

Molekularné genetické vySetieni identifikovalo rozsédhlou deleci zahrnujici kromé celého
genu LAMP2, dalsi tfi geny ATPIB4, TMEM2554 a ZBTB33 a &ast genu CUL4B. Tato
rozsahla delece nebyla zjisténa u rodict probandky. Somaticky mozaicismus nebyl prokazan
v krvi zddného z rodi¢l a ani ve spermatu otce. K vySetfeni postzygotického vzniku mutace u
pacientky nebylo mozné pouzit stejnych benignich intronovych SNP, jako v pfedchozim
pfipad€. Rodice pro toto vySetfeni nebyli informativni, protoze oba nesli stejny haplotyp.

Piivod postzygotické mozaiky proto nebyl stanoven.

Vysledek pritokové cytometrie byl v souladu s vysetfenim inaktivace v krvi a dalSich tkénich
metodou HUMARA (periferni leukocyty 96:4, bukalni stéry 89:11, vlasové folikuly 94:6 a
mocovy sediment 89:11). Vysledky ukazujici téméf vyhradni zastoupeni normalni alely (WT)
v perifernich tkdnich lze vysvétlit sekundarnim zeSikmenim XCI, tj. selektivnim
zvyhodnénim proliferace bunék nesoucich aktivni WT alelu. Tyto nalezy jsou v souladu
s publikovanymi daty, které ukazuji sekundarni XCI v hematopoetické tkani heterozygotek

pro CUL4B (Zou et al. 2007).

Na rozdil od perifernich tkdni imunohistopatologicka analyza srde¢niho svalu ukdzala, ze
pocet LAMP2 deficitnich kardiomyocyt zhruba odpovidal kardiomyocytim exprimujicicm
normalni LAMP2 (Obrazek 18). Tento vysledek ukazuje, ze sekundarni inaktivace v srde¢ni
tkdni zfejm¢ neprobihd. Tkanové rozdily v sekundarni XCI byly pozorovany i u

heterozygotni Cul4b knock-outované mysi (Jiang et al. 2012).
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Obrazek 17: Distribuce LAMP2 pozitivnich a LAMP2 negativnich bunék u pacientky 2 s DD. A) Graf
zobrazujici pomér exprese proteinii LAMP2 (osa X) vuci kontrolnimu proteinu LAMPI (osa Y) v monocytech a
granulocytech stanoveny pritokovou cytometrii. LAMP?2 deficitni buiiky jsou zvyraznény Sipkou a vyjadienim
v procentudlnim zastoupeni. B) Fotografie zimunohistologického vySetieni stanovujici pomeér LAMP2
deficitnich a LAMP?2 normalnich kardiomyocytit priblizné v poméru 50:50. Publikovano v (Majer et al. 2020).

4.2.2.3 Pacient 3

U pacienta z ptipravované publikace (Majer et al. 2022 in prep), byla na zdkladé dusnosti pfi
sportu diagnostikovana hypertroficka kardiomyopatie v 15 letech zivota. Béhem tii let doslo
k vyvoji systolické dysfunkce levé komory. Nasledna rychla progrese srde¢niho selhani vedla
ve véku 21 let k transplantaci srdce. V genu LAMP?2 byla ve vzorku krve prokazana delece
dvou nukleotidi, kterd vedla k posunu ve ¢tecim ramci od 64 pozice a pred¢asnému ukonceni
translace o 11  aminokyselinovych  zbytki (NM _002294.3:  ¢.190 191delGT,
p-Val64Asnfs*11). Nalezend varianta byla jiz dfive popséna u hemizygotniho chlapce (He et
al. 2014). Unikatni byl nalez v tom, Ze varianta byla u naSeho pacienta identifikovana pouze
v poloviné vSech ¢teni z NGS. Takovy ndlez lze ocekavat u heterozygotnich Zen, u muze jde
vSak o ndlez raritni. Vysvétlenim muize byt rozsahld duplikace, Klinefelteriv syndrom,

chimerismus nebo somaticky mozaicismus.

Somaticky mozaicismus byl v prvni fazi vysetfen v perifernich tkanich (krev, mocovy
sediment, bukalni stéry). Vyuzili jsme amplikonové sekvenovani pomoci kitu Nextera XT na
urovni genomové DNA a sekvenovani na pfistroji Miseq. Timto postupem jsme v krvi
stanovili zastoupeni WT a mutované alely v poméru 55:45 (Tabulka 17). Tato data korelu;ji
s vysledky pratokové cytometrie, kterou bylo identifikovano 47,3 % LAMP2 deficitnich
bun¢k (Obrazek 19). Zastoupeni jednotlivych alel bylo v mocovém sedimentu srovnatelné

s krvi (48:52). Oproti tomu vyrazny rozdil v zastoupeni varianty byl zjistén v bukalnich
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stérech, kde mutovana alela byla zastoupena pouze 28 %. Analyza z nového PCR produktu

vysledky z bukdlnich stérii potvrdila (71:29).

Tabulka 17: Zastoupeni varianty v perifernich tkanich pacienta 3 s DD a v krvi jeho matky. Data byla ziskana
pomoci NGS na urovni gDNA. WT znaci normalni alelu. MUT znaci kauzalni variantu - deleci dvou nukleotidii
LAMP2: NM_002294.3 ¢.190 191delGT

gDNA WT(%) MUT(%) Cteni

Krev 54.6 45.4 5463

Mocovy epitel 47.9 52.1 1855

Bukalni stér 71.9 28.1 1948

Matka (krev) 100.0 0.0 2700
A B

T
0 102 10°

——
10*
LAMP2 , =

e ,
10° s S y b

Obrazek 18: Distribuce LAMP?2 pozitivnich a LAMP2 negativnich bunék u pacienta 3 s DD. A) Graf
zobrazujici pomér exprese proteinii LAMP2 (osa X) vici kontrolnimu proteinu LAMPI (osa Y) v granulocytech
stanoveny priitokovou cytometrii u pacienta 3 s DD. LAMP? deficitni bunky jsou zvyraznény modrym boxem a
vyjadrenim v procentudlnim zastoupeni. B) Fotografie z imunohistologického vysSetieni ve vzorku srdecni tkané
stanovuji pomér LAMP? deficitnich a LAMP?2 normalnich bunék priblizné v poméru 50:50.

Imunohistologické vysetfeni provedené ve tfech vzorcich srde¢ni tkan¢ ukazalo, ze zastoupeni
LAMP2 deficitnich bunék je pfiblizné 50 % (Obrazek 19B). Tento ndlez byl ve shodé¢

s vysledky amplikonového sekvenovani na trovni genomové DNA Tabulka 18.

Pomoci amplikonového sekvenovani byla provedena i transkripéni analyza v krvi a vzorcich
srdecniho svalu. U izoforem LAMP2A a LAMP2B byla zjiSténa téméf vyhradni exprese WT
alely (> 99 %). U izoformy LAMP2C, jejiz exprese je ve sledovanych tkanich velmi nizka,
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jsme detekovali zastoupeni mutované alely ve 2,2 — 3,3 % (Tabulka 18). Velmi
pravdépodobné se jednd o technicky artefakt, vznikly pfi pfipravé produktu, kterd vyuziva
v ptipadé¢ LAMP2C 40 cykli PCR oproti 37 cyklech pouzitych u LAMP24 a B. Vysledky
transkripéni analyzy ukazuji kompletni nestabilitu mutované¢ alely na urovni RNA

zpusobenou pravdépodobné mechanismem NMD.

Tabulka 18: Zastoupeni patogenni varianty v srdecni tkdni pacienta s DD. Data byla ziskiana pomoci
amplikonového sekvenovani na urovni gDNA a ¢cDNA s ohledem na jednotlivé transkripcni varianty. WT znact
béznou populacni alelu. MUT znaci kauzalni variantu -deleci dvou nukleotidii v LAMP2: NM_002294.3
¢.190 _191delGT. RV — prava komora, VS — septum, LV — leva komora.

gDNA WT(%) MUT(%) Cteni
Srdce RV - 50.0 50.0 742
Srdce VS - 61.7 38.3 128
Srdce LV - 59.2 40.8 213
cDNA Transkript WT(%) MUT(%) Cteni
LAMP2B 99.3 0.7 2772
Krev
LAMP2A 99.2 0.8 1069
LAMP2B 99.1 0.9 462
Srdce RV LAMP2A 99.1 0.9 1374
LAMP2C 96.7 3.3 1165
LAMP2B 99.6 0.4 495
Srdce VS LAMP2A 99.8 0.2 978
LAMP2C 97.4 2.6 777
LAMP2B 99.8 0.2 658
Srdce LV LAMP2A 99.5 0.5 1359
LAMP2C 97.8 2.2 604

Nase vysledky tak v souhrnu ukazuji prvni pfipad muze s prokazanou somatickou mozaikou
pro mutaci v genu LAMP?2, a to v poméru ptiblizn€ 50:50 ve vétSin€ sledovanych tkani véetné

tkané srdecni.
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4.2.3 Geneticka analyza XCI a somatického mozaicismu u divky s MPS II
V kohorté pacientid (Dvorakova et al. 2017) byla jedna divka s klinicky pln¢ vyjadifenym
onemocnénim. Manifestace MPS II u divek je vzacna, genetické analyze u pacientky jsme

vénovali samostatnou publikaci (Reboun et al. 2016).

V prvnich letech zivota pacientky probihal jeji vyvoj bez napadnosti. Ve tietim roce Zivota
byly u divky jiz patrny hrubé obli¢ejové rysy, mirnd hepatosplenomegalie, kontraktury
velkych kloubti a lehké opozdéni vyvoje. V moci byla detekovana zvySena exkrece heparan- a
dermatansulfatu (60,5— 65,7 g/mol kreatininu; norma < 15.5), coZ je nalez vysoce suspektni
pro mukopolysacharidézu typu I, II nebo VI. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o divku, byla
v této fazi vySetfeni X-vazand MPS II ztéchto tii onemocnéni nejméné pravdépodobnou
diagnozou. Aktivita enzymu iduronat-2-sulfatdzy v leukocytech (0,46 nmol/4 h/mg, 19
nmol/4 h/ml) srovnatelnd s hodnotami hemizygotnich pacientli v§ak vedla pravé k diagnoze
MPS II. Na molekularni Grovni byla u divky pomoci Sangerova sekvenovani v genu /DS
v heterozygotnim stavu identifikovana varianta c¢.1403G>A (p.Arg468Gln, rs113993946).
Jedna se o rekurentni mutaci (Brusius-Facchin et al. 2014), jejiz patogenita byla prokdzéana ve
funkéni studii (Sukegawa-Hayasaka et al. 2006). Mutace byla jiz diive popsdna u
manifestujici heterozygotky japonského pavodu, kterd zdédila mutaci od své matky
(Sukegawa et al. 1997).

U rodic¢t nasi pacientky nebyla mutace Sangerovym sekvenovanim identifikovana. Abychom
detekovali piipadny somaticky mozaicismus ve tkanich rodicl, provedli jsme analyzu
hlubokym amplikonovym sekvenovanim — Nextera XT, (MiSeq, Illumina) ve tfech
bunécnych typech, DNA byla izolovand z perifernich leukocytli, moc¢ového sedimentu a
bukélnich stéri. Pocet ¢teni odpovidajici mutované alele (A) predstavoval ve vSech
sledovanych vzorcich zastoupeni v desetinach az setinach procent, coZ je hodnota na Grovni
experimentalni chyby a srovnatelna s poctem ¢teni zbylych dvou nukleotidii (C, T; Tabulka

19). Somaticky mozaicismus u rodict nebyl prokazan.
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Tabulka 19: Vysledky 7 amplikonového sekvenovdni varianty c. 1403G>A v genu IDS v krvi probandky a v

ruznych tkanich rodiéi

Pocet Normalni Mutovana Normalni Mutovana
Tkan
cteni alela (G) alela (A) alela (%) alela (%)
Probandka krev 266523 129633 136478 49 51
krev 316872 315947 364 99.7 0.11
Matka mo¢ 16007 15969 9 99.7 0.06
bukalni 24177 24114 21 99.7 0.09
stéry
krev 225319 224700 253 99.7 0.11
Otec mog 1380 1377 2 99.7 0.1
bukalni 77733 72228 406 99.3 0.5
stéry

Mutace na druhé alele nebyla zjiSténa Sangerovym sekvenovanim, MLPA analyzou ani

metodami specifickymi pro vySetfeni rekombinace mezi genem /DS a pseudogenem [DS2.

Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim manifestace tedy bylo vyrazné zeSikmeni XCI ve

prospéch mutované alely.

Pro analyzu XCI jsme pouzili vySetfeni dvou metylacné senzitivnich sond (AR a CNKSR?2) a

transkrip¢ni analyzu pro benigni SNP v genu LAMP?2 (rs12097). Metyla¢né senzitivni sondy

shodné ukazovaly ve vzorcich z leukocytti i bukdlnich stéri témét vyluénou expresi jedné

alely (pomér aktivnich alel se pohyboval mezi 96:4 — 98:2). Kompletni inaktivace jedné alely

byla dale podpotena transkrip¢ni analyzou benigniho SNP v genu LAMP?2, ktery vykazoval

100% expresi pouze jedné z alel. K identifikaci aktivni alely byla pouzita transkripéni analyza

IDS pomoci amplikonového sekvenovani, kterd potvrdila témét exkluzivni expresi mutované

alely (Obrazek 20).
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A) IDS c.1403 G>A B) LAMP2 c.156 A>T

gDNA gDNA
A A
cDNA x“\-!‘-

[ | -

GDNA G: 49% A:51% ZDNA A:35% 1:45% 5

[l cDNA A:100% T:0% :

cDNA G 0.4% A:99,5% SA A:100% 1.O% -

Obrazek 19: VySetieni XCI u divky se vzacnou manifestaci MPS II. A) Stanoveni exprese mutované alely
vgenu IDS u kauzdlni varianty IDS:NM 000202.8 c.1403 G>A. V horni casti je zdznam ze Sangerova
sekvenovani gDNA, ktery uprostied chromatogramu zobrazuje heterozygotni zameénu této varianty. Pri
sekvenovani cDNA je videét pouze exprese mutované alely. V dolni Casti je zobrazen stejny vysledek ziskany
pomoci paralelniho sekvenovani, ktery zachytil v 99,5 % cteni mutovanou alelu. B) zobrazeni exprese vyhradné
jedné alely benigniho heterozygotni SNP v genu LAMP2 pomoci Sangerova (horni cast obrdazku) a
amplikonového sekvenovani.

4.2.4 Diskuze a zavér k druhému cili prace

Hluboké amplikonové sekvenovani RNA bylo pouzito pro charakterizaci sestfihové varianty
IDS: ¢.1122C>T u pacienta se stfedné zavaznym fenotypem MPS II. VysSetieni RNA ukazalo,
ze varianta zpusobuje deleci 60 nukleotidii a nevede k posunu ve ¢tecim ramci, vliv na
stabilitu transkriptu nebyl detekovan. V literatufe byla tato rekurentni varianta popsana u
pacientll s variabilni Skélou fenotypl, kterd miiZze souviset s pfitomnosti urcit¢ho podilu
normalniho transkriptu u nékterych pacientii. Normalni transkript jsme u naseho pacienta
nedetekovali, piesto vyhradné zastoupeny produkt deletované alely u néj stacil k manifestaci
pouze intermediarniho fenotypu.

Hluboké amplikonové sekvenovani DNA jsme dale pouzili pro vySetfeni somatického
mozaicismu. V nékterych rodinach u rodi¢i nenachazime patogenni mutace, které jsou
pri¢inou onemocnéni u jejich postizeného ditéte. Obvyklou pfic¢inou tohoto nalezu je vznik
mutace de novo. V takovém piipadé rodi¢e nenesou riziko pro pfisti t¢hotenstvi. Cca 6,5 %

mutaci vSak ma pivod vsomatickych mutacich rodi¢l (Acuna-Hidalgo et al. 2015).
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Somaticky mozaicismus je proto nutné¢ zvazovat z divodu rizika pfenosu mutace na dalsi
potomky.

Uvedené problematice jsme se vénovali zejména u pacientti s Danonovou chorobou. V rodiné
prvni pacientky jsme nezjistili somaticky mozaicismus u rodi¢l ani postzygoticky
mozaicismus u pacientky. V rodin¢ druhé pacientky opét somaticky mozaicismus u rodict
nebyl detekovan, postzygoticky vznik mutace nebylo mozné vySettit z divodu limitace
metody. Naopak somaticky mozaicismus popisujeme u tietiho pacienta s projevy Danonovy
choroby. Metodou amplikonového sekvenovani jsme urcili pomérné zastoupeni mutované a
WT alely v riznych tkanich vcetné srdecni, ve vSech tkanich byla mutovana alela pfitomna
v cca poloving bun¢k.

Somaticky mozaicismus DD byl doposud publikovan pouze u Zen. Prvni publikovana
prokézana somaticka mozaika byla u DD popséana v pfipadé asymptomatické matky, u které
bylo identitkovdno 20 % mutovanych bunck (Chen et al. 2012). Somaticky mozaicismus byl
detekovan i u zdravé matky dvou postizenych chlapcti, u které bylo pratokovou cytometrii
stanoveno pouze 0,061 % LAMP2 deficitnich bun¢k (Majer et al. 2014). V roce 2019 byla
metodou paralelniho sekvenovani identifikovana mozaika 16 — 30 % u pacientky s DD, u

které se projevily kardidlni a o¢ni ptfiznaky (Meinert et al. 2019).

Na rozdil od DD, kde somaticky mozaicismus doposud u muze nebyl publikovan, Bae 2020
popisuje pacienta s pozdnim nastupem piiznakti Fabryho choroby. Mozaikovité zastoupeni
mutované alely bylo stanoveno pomoci NGS v krvi (84%), bukdlnich stérech (58%) a
mocovém sedimentu (85%) (Bae et al. 2020).

Posledni pacientkou popsanou v této kapitole byla manifestni heterozygotka pro
mukopolysacharidézu II. Pfestoze pacientka nesla rekurentni mutaci c¢.1403G>A
(p.-Arg468Gln), tato mutace nebyla identifikovana ani u jednoho zrodi¢i. Somaticky
mozaicismus u rodict nebyl prokdzan

Manifestace MPS II u Zen je velmi vzacnd, nase kazuistika byla podle odborné literatury ve
svéte 17. ptipadem divky manifestujici MPS II (Reboun et al. 2016), pti¢emz do dnesniho dne
bylo v literatufe popsdno pouze devatendct manifestnich heterozygotek. Manifestace je
podminéna kompletnim deficitem enzymu, jehoz genetickou pfi¢inou mohou byt komplexni
chromosomalni piestavby postihujici expresi genu /DS (Manara et al. 2010) nebo mutace
pfitomné na obou alelach (Broadhead et al. 1986; Semyachkina et al. 2019). Nejcastéjsi
pfi¢inou je piitomnost jedné mutované alely v kombinaci s kompletnim zeSikmenim XCI

vedouci k vyhradni expresi mutované alely (Jurecka et al. 2012; Pifia-Aguilar et al. 2013;
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Lonardo et al. 2014; Tuschl et al. 2005). Pfi¢inou manifestace ndmi popisované pacientky je
pravé tento piipad — prokdzali jsme vyhradni expresi mutované alely p.Arg468GIn

zpusobenou kompletnim zeSikmenim X-inaktivace.

V souhrnu nase vysledky ukazuji, Ze pro charakterizaci klinickych ptiznakd (MPS II) i pro
interpretaci vysledkli dalSich metod (priitokova cytometrie u Danonovy choroby) je dilezita

znalost stavu X-inaktivace. Této problematice se budeme vénovat v dalsi kapitole.

4.3 Vyuziti metod NGS pro analyzu transkripénich variant a studium X-
inaktivace u pacientii s X-vazanymi lysosomalnimi onemocnénimi

Vysledky komplexni analyzy studia X-inaktivace u Zen s Fabryho nemoci byly publikovany
v praci: (Reboun et al. 2022)

Fenotyp Zen s Fabryho chorobou je velmi variabilni, od asymptomatického prabéhu po
zévaznou klinickou manifestaci srovnatelnou s postizenim u hemizygotnich muzt (Lenders et
al., 2016). Na tizi klinickych projevl se podili typ mutace a vék pacientek, podil XCI na
vysledném fenotypu ale zistava doposud nevyjasnény. Pokud by byla korelace mezi stavem
XCI a tizi klinickych ptiznakd FD jednoznacné prokazéna, bylo by mozné vyuzit znalost
stavu XCI k predikci pribéhu onemocnéni a v€asnému, spravné nacasovanému zahdajeni
1é¢by. Podle nékterych studii zeSikmeni XCI ve prospéch exprese mutované alely vede
k t€zSimu fenotypu a rychlejsi progresi onemocnéni. Korelace byla pozorovana na urovni
kazuistik (Hossain et al. 2017; 2019; Morrone et al. 2003; Redonnet-Vernhet et al. 1996;
Yanagisawa et al. 2019) i v souborech pacientek (Dobrovolny et al. 2005; Echevarria et al.
2016). Jini autofi vSak dosli k opacnym vysledkim a vliv XCI na fenotyp zpochybiuji
(Elstein et al. 2012; Juchniewicz et al. 2018; Maier et al. 2006; Rossanti et al. 2021).

Sporné vysledky z publikovanych praci mohou byt castecné vysvétleny komplikacemi
v hodnoceni klinické zavaznosti (je tieba zvazovat heterogenitu symptomii, vék a variabilitu v
postizeni jednotlivych organti). Problém vSak miize spocivat i v metodickém piistupu. V fadé
z uvedenych publikovanych praci byla XCI stanovena pouze jednou metodou ve vzorku jedné
tkan¢. NaSe usili jsme proto zaméfili na vyhledavani metodickych tskali a jejich feSeni.
Tomuto tématu jsme se vénovali v prezentované praci provedené na souboru 35 FD pacientek
se znamou mutaci a riznou tizi klinickych projevii (Reboun et al. 2022). V algoritmu
vySetieni a spravné interpretace vysledki XCI byla pouzita transkripéni analyza vyuzivajici
amplikonové sekvenovani.
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V literatufe nejuzivanéj$i metodou pro vySetfeni XCI je metoda zaloZzend na sledovani
metylace v oblasti délkového polymorfismu lokusu genu AR (Xql2), ptipadné¢ RP2 (Xpl11.3).
V nasi praci jsme pouzili ob¢ tyto sondy (AR 1 RP2). Krom¢ téchto Casto pouzivanych a
publikovanych metyla¢né senzitivnich metod jsme ale noveé zavedli 1 dalsi analyzu alelové
specifické exprese (ASE) metodou amplikonového sekvenovani vyuzivajici heterozygotni
SNP (IDS, LAMP?2). Zakladni podminkou pro pouziti t€chto SNP ve vySetteni XCI bylo, ze
geny IDS a LAMP?2 neunikaji X-inaktivaci. To znamena, Ze jsou skute¢né exprimovany pouze
z aktivniho chromosomu X (Carrel a Willard 2005). Dalsi dtlezitou podminkou vyuziti téchto
SNP je vysoka frekvence heterozygotek pro tyto SNP v populaci. V naSem souboru bylo
zastoupeno sedmnact zen (49 %) heterozygotnich, a tedy informativnich pro SNP v genu /DS
(rs1141608), a devét zen (25%) heterozygotnich pro polymorfismus v genu LAMP?2
(rs12097) (Tabulka 20). U heterozygotnich Zen byl amplikonovym sekvenovanim analyzovan
RT-PCR produkt obsahujici SNP. Pocet ¢teni nukleotidi v mist¢ SNP pak reprezentuje

pomérné zastoupenti alel, které podle nasi hypotézy odpovidd X-inaktivaci (Obrazek 21).
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gDNA cDNA cDNA
Celkem ¢teni:  Celkem ctent: Celkem ¢teni:

1195 2290 1542
A:637-53% A:2042-89% C:1424-92%
G:558-47% G:248-11% G:118-8%

TCGGT T CGGT G TCGG

L
IDS GLA

Obrazek 20: VySetieni X-inaktivace a exprese mutované alely metodou amplikonového sekvenovini u
pacientky 35 z Tabulky 20. Zastoupeni alel je zobrazeno v prohlizeci IGV. Vysledek sekvenovani DNA v 1.
sloupci ukazuje heterozygotii pro benigni SNP v genu IDS (rs1141608). 2. sloupec ukazuje zastoupeni alel
v transkriptu, tj. preferencni expresi jedné alely v poméru 89:11. Exprese hypomorfni mutované alely (GLA:
¢.902G>4, p.Arg301Gln) ve 3. sloupci odpovida procentudlné expresi SNP v IDS.

Vysledky tohoto vySetieni jsme pak porovnali s vysledky metylacnich metod. Piikladem
srovnani obou metod je pacientka 35, u které jsme ziskali shodné vysledky z analyzy exprese

alel u benigniho SNP v genu /DS (89:11) a metylacné senzitivni metody za pouziti sondy v

73



genu AR (91:9) (Obrazek 21). Velmi dobrou korelaci obou metod jsme zjistili v celém
souboru pacientek (Tabulka 20, Obrazek 22). Jediny vyrazn€ odlehly vysledek jsme
pozorovali u pacientky 10 v sondé¢ AR. Sonda AR vykazuje zeSikmeni XCI k jedné z alel
(80/20), zatimco u dalSich sond byla XCI ndhodnd (u metylacni sondy (RP2) byl pomér
63/37, u nepiimé transkripcni sondy v genu IDS 47/53.

100

R=0.94, p=9.3¢-08 Al
y=31-092x

75

50

ASE —exprese WT alely (%)

25

25 50 75 100
Methyla¢né senzitivni sondy — aktivni WT alela (%)

Obrazek 21: Korelace metylacnich a alelové specifickych expresnich sond. XCI byla stanovena v leukocytech
periferni krve 16 pacientek FD, které byly polymorfni pro alespon jednu z metylacnich sond (AR, RP2, osa X) a
soucasné pro alespon jednu z ASE sond (IDS, LAMP?2, osa Y). V grafu vynesené hodnoty korelacniho koeficientu
(R) a statistické vyznamnosti (p) vypovidaji o vysoké shodé obou provedenych neprimych metod bez ohledu na
typ mutace v genu GLA uvedeny v (Tabulka 20) (bod — nulové mutace, trojuhelnik — zavazné missense mutace,
Ctverecek — hypomorfni mutace).

Metodicky postup amplikonového sekvenovani jsme déale vyuzili pro stanoveni exprese
mutovanych alel pfimo v genu GLA. Porovnanim vysledkl transkripéni analyzy genu GLA a

metylacné specifickych metod pro stanoveni XCI jsme ziskali shodné vysledky u vétSiny
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pacientek nesoucich missense mutace (Tabulka 20). U 3 pacientek (26, 34 a 35) vsak
vySetieni vedla k reciprokym hodnotdm. U pacientek 26 a 35 metylac¢ni sondy pouzité pro
vySetieni XCI ukazovaly zeSikmeni ve prospéch mutované alely, analyza exprese GLA
ukazala preferencni expresi WT alely. Naopak, u pacientky 34 metylacni analyza ukazovala
preferenéni umlceni chromosomu s mutovanou alelou, zatimco expresni studie prokézala
témet vyhradni expresi pravé mutované alely (Obrazek 23). Tento nalez lze vysvétlit jevem

crossing — over a ukazuje na riziko pouzivani neptimych sond.

50

GLA —exprese WT alely (%)

a 25 50 75 100

XCl — aktivni WT alela (%)

Obrazek 22: Znazornéni jevu crossing — over detekovaného u pacientek 26, 34, 35 s Fabryho chorobou.
Segregace alel AR, RP2 s mutantni alelou genu GLA byly zalozeny na analyze probandii a/nebo rodinnych
prislusniki, specifikovano v poznamce k tabulce (Tabulka 20). Na ose X je znazornén stav XCI v procentudlnim
zastoupeni WT alely, Na ose Y je v procentech vynesena exprese WT alely genu GLA. Nekorigovana data jsou
znazornéna cernymi trojuhelniky, hodnota XCI WT alely je nepiimo umeérna expresi GLA. Korigovand data
ukazujici primou uméru jsou zndzornéna cervenymi body. Svislé modré cerchované cary vymezuji hranici
zeSikmeni XCI (25:75) V grafu jsou vyneseny korelacni koeficienty (R), statisticka vyznamnost (p) a rovnice
linedrni regrese.

Po korekci na crossing — over odpovidalo pomérmé zastoupeni mutované a normalni alely
v genu GLA vysledkim XCI u vSech missense mutaci, jak zdvaznych, tak hypomorfnich (t;.

zachovavajicich urcitou rezidualni enzymovou aktivitu) (Tabulka 20). Tento vysledek ukazuje
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na stabilitu transkriptu u vSech téchto uvedenych mutaci. Pfiklad vysledku analyzy u

hypomorfni mutace (GLA: c.902G>A, p.Arg301Gln) je zndzornén na (Obrazek 21).

Rozdily mezi stavem XCI a zastoupenim mutované alely v transkriptu jsme pozorovali u ti
pacientek nesoucich nulové mutace (Obrazek 24, Tabulka 20). U pacientky 3, ktera je
heterozygotkou pro mutaci ¢.559 560delAT, byla exprimovana pouze WT alela genu GLA,
zatimco pomér XCI podle metylacnich sond byl nahodny (AR = 36/64, RP2= 46/54). Tento
nalez lze vysvétlit odbouravanim poskozené mRNA z mutovanych transkriptl mechanizmem
NMD. K caste¢nému odbourdvani dochazi i u pacientky 5 s nonsense mutaci (c.881T>G;
p.Leu294*) a pacientky 8 nesouci duplikaci (c.1034dupT; p.Ser345Phefs*30). Naopak,
pred¢asny terminacni kodon (c.1024C>T,; p.Arg342*) k NMD nevedl, jak je patrné
z vysledkli pacientky 6, ktera vykazuje nahodnou XCI a vyvadzenou expresi obou alel

(Tabulka 20).
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Obrazek 23: Vitah mezi stavem XCI a expresi genu GLA u pacientek s Fabryho chorobou. Stav XCI je
vyjadren v procentudalnim zastoupeni WT alely (osa X). Na Ose Y je zobrazena exprese WT alely genu GLA.
Cerné trojithelnicky predstavuji pacientky, které nesou stabilni alelu genu GLA. Cervend kolecka odpovidaji
castecnému (Pacientky 5 a 8) nebo uplnému (Pacientka 3) NMD. V datech XCI je zohlednén vznik crossing-
overu. Korelacni koeficienty a statistickda vyznamnost vyjdruji hodnoty R a p, linearni regrese je vyjadrend
rovnici pro obé skupiny (s prokazanym/ neprokazanym) NMD. Svislé modré cerchované cary vymezuji hranici
zeSikmeni stavu XCI (25:75).
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Vysledek vySetteni XCI mize byt ovlivnén i tkailovou specifitou a faktorem véku. V souboru
15 pacientek, u kterych byly dostupné vzorky vice tkani (periferni krev, bukélni stéry, sliny,
moc), jsme identifikovali 6 pacientek, které vykazovaly vyznamné rozdily v XCI pfi vySetfeni
v riznych tkanich. Rozdilné hodnoty XCI mezi archivnimi vzorky krve (ndbér provedeny
pred vice nez 6 lety) a recentnim nabérem jsme pozorovali u dvou z osmi vySetienych

pacientek.

4.3.1 Diskuze a zavér k tietimu cili prace

StéZzejnim piinosem prace vénované XCI u pacientek s Fabryho chorobou (Reboun 2022)
bylo poukédzani na moznosti chybné interpretace metod pouzivanych k detekci XCI. Popsali
jsme zaménitelnost nepifimych ASE a metyla¢nich sond. Kombinace pouzitych metod miize
prispét k eliminaci specifickych nedostatkii obou metodickych pfistupti. Vyuziti metylacnich
sond je limitovano zjiSténim, Ze ve vzacnych pfipadech stav metylace v daném lokusu
neodpovida stavu XCI (Swierczek et al. 2012). Tato situace je pravdépodobnym vysvétlenim
u pacientky 10, kdy sonda AR vykazuje zeSikmeni XCI k jedné z alel, zatimco dalsi pouzité
sondy (RP2 a IDS) koreluji s hodnotou analyzy transkriptu pro GLA a vykazuji vyvéZenou
expresi alel. Limitaci ASE sond mtiZze byt nerovnomérna exprese alely, ke které miize dojit
naptiklad jevem NMD nebo variantou v regulacni oblasti genu. Varianty modulujici
transkripci, byly popsany v promotoru genu LAMP2 (Pang et al. 2012) nebo v 5°
nepiekladané oblasti genu GLA (Ferreira et al. 2015)

Jak jsme ukdazali vyse, vysledky metod vyuZzivajicich nepiimé sondy, jak metyla¢ni, tak ASE,
mohou byt ovlivnény jevem crossing — over. Dlivodem je zna¢na vzdalenost mezi lokusy
téchto sond a kauzalnim genem, v nasem piipadé GLA. Na kazdém metacentrickém
chromosomu dochazi podle literatury minimalné ke dvéma presmykim (Coop a Przeworski
2007). Pritomnost jevu crossing — over mize vést k chybnému posouzeni faze, tzn., Ze na
zaklad¢ vySetfeni nepfimych sond nelze rozliSit, zda je dominantné aktivni WT nebo
mutovana alela. Eliminaci tohoto jevu lze provézt analyzou vzorku otce a detailni segregaci
v rodin€, vzorky pro takovéto analyzy jsou vSak jen ziidka dostupné. Analyza transkriptu
GLA je proto zasadni pro spravnou interpretaci vysledktit XCI. I tato metoda vSak ma své
limity. Detekce jevu crossing-over pomoci analyzy exprese GLA neni moznéa u pacientek s
mutacemi ovliviiujicimi stabilitu mRNA vedoucim k NMD. V prezentované kohorté¢ byla

zjisténa snizena stabilita mRNA u tfi pacientek nesoucich nulovou mutaci. Protoze enzymova
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aktivita a-gal neni ovlivnéna typem mutace ani nestabilitou mRNA (Reboun et al. 2022), je

pro identifikaci jevu crossing-over u téchto pacientek mozné vyuzit enzymologické vySetieni.

Zéaveérem lze shrnout, ze hodnoceni XCI u pacientek s FD piineslo n¢kolik dilezitych novych

pohledu:

1) Vysledky metod zalozenych na metylaci a ASE vyuzitém pro hodnoceni XCI spolu tizce
koreluji a mohou se dopliiovat, protoze pouzivané sondy nemusi byt pln¢ informativni.
Vyuziti vice testovanych lokusti umoznuje spravnou identifikaci stavu XCI ve vétSiné vzorki

a minimalizuje potencialni chybu.

2) Spravné hodnoceni XCI u pacientek s FD mulze byt ztizeno jevem crossing-over. Pro
spravnou interpretaci vysledkd doporucujeme provést srovnavaci expresni analyzu transkriptu

GLA a/nebo méieni zbytkové enzymové aktivity o-gal.

3) Vysledek stanoveni XCI mtize byt ovlivnén typem tkané, ve které jsou analyzy provadény.

Stav XCI se navic mize ménit s vékem pacientky.
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Tabulka 20: Genotypy genu GLA, aktivity enzymu a-gal, stav inaktivace chromosomu X a transkripce genu GLA. Hodnoceno v leukocytech 35 Zen nesoucich heterozygotni
variantu pro Fabryho chorobu.

. . ! XCI: Metylacni XCl: Alelové
Predikce varianty vek Enzymova sond specificks exorese Exprese
Paci Rodina Mutace v genu GLA na proteinové aktivita v P P genu GLA Reference
Urovni (nmol/h/mg) (% wt/mut) (&) (%)(&) (% wt/mut)
AR RP2 IDS LAMP2

Nulové mutace
1 N 72 11.0 NI 60/40 50/50 NI NI
) 1 €.195-1692_369+754del p.Ser65Argfs*7 34 36.5 42/58 35/65 NI NI NI (Dobrovolny et al. 2005)
3 2 ¢.559_560delAT (S) p.Metl187Valfs*6 62 39.8 36/64 46/54 NI NI 100/0 (Nowak et al. 2018)
4 3 c.674_732del59 p.His225Leufs*5 72 16.5 52/48 51/49 62/38 NI NI (Dobrovolny et al. 2005)
5 4 c.881T>G ($) p.Leu294* 34 32.5 64/36 64/36 NI 70/30 88/12 (Blaydon et al. 2001)
6 " 24 49.0 65/35 69/31 60/40 74/26 56/44 .
2 5 c.1024C>T p.Arg342 55 05 5/95 NI 0/100 7/93 1/99 (Davies et al. 1993)
8 6 ¢.1034dupT (S) p.Ser345Phefs*30 68 20.6 18/82 14/86 NI NI 44/56 Nepublikovano

Missense&sestfihové mutace s vaznym fenotypem

c.194+2T>C %
9 7 (r.194_195ins[194+1_194+14]) p.Ser65Argfs*61 32 32.5 NI 39/61 NI NI NI (Dobrovolny et al. 2005)
10 8 c.277G>A p.Asp93Asn 46 27.5 80/20 63/37 47/53 NI 45/55 (Shabbeer et al. 2005)
11 . 63 34.8 44/56 41/59 NI 44/56 44/56
12 9 c.463G>C p.Asp155His 34 25 4 49/51 36/64 33/67 NI 47/53 (Dobrovolny et al. 2005)
13 10 c.488G>T p.Glyl63Val 54 13.9 NI 26/74 67/33 NI 64/36 (Eng et al. 1997)
14 11 ¢.511G>C p.Glyl71Arg 59 17.9 51/49 NI NI NI NA (Dobrovolny et al. 2005)
15 60 25.9 37/63 55/45 NI NI 71/29 . ,
16 12 c.551A>G p.Tyr184Cys 50 399 30/70 NI NI NI NA Nepublikovano
17 60 14.1 NI NI 37/63 NI 48/52 . ,
18 13 c.671A>C p.Asn224Thr 31 14.2 47/53 43/57 37/63 NI 36/64 Nepublikovano

c.801+3A>G "
19 14 (r.801_802ins[801+1_801+36]) p.Leu268Valfs*4 56 8.6 NI 7/93 NI NI NI (Shabbeer et al. 2006)
20 15 c.950T>C p.lle317Thr 55 32.2 83/17 80/20 NI NI 87/13 (Shabbeer et al. 2002)
21 70 57.4 NI 97/3 NI 99/1 100/0 (Ploos van Amstel et
22 16# c.1025G>A p-Arg342Gin 37 312 NI NI NI 51/49  53/47 1994; Lukas et al. 2013)
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(Ploos van Amstel et

23 17# c.1025G>A p.Arg342GIn 27 26.6 66/34 NI NI NI 80/20 1994)
24 18 c.1078G>A p.Gly360Ser 49 31.6 56/44 NI 53/47 NI 58/42 (Dobrovolny et al. 2005)
25 38 26.2 NI NI 48/52 37/63 49/51
26 19 c.1085C>T p.Pro362Leu 67 NA 21/79 (¥) 22/78 (¥) 68/32 NI 75/25(%) (Shabbeer et al. 2002)
27 59 34.7 NI NI 77/23 77/23 69/31
Missense&sestifihové hypomorfni mutace
28 59 29.2 NI 65/35 64/36 52/48 72/28
29 69 27.8 43/57 NI 50/50 NI 55/45 (Davies et al. 1993; Lukas
30 20 C.644A>G p-Asn2155er 66 303 41/59 NI NI NI 50/50 al. 2013)
31 68 23.9 NI NI 35/65 NI 29/71
32 c.801+48T>G " 36 31.7 59/41 NI NI NI NI
33 21 (r.801_802ins[801+1_801+66]) p-Leu268Valfs™a 5 oo ¢ 64/36 NI NI NI NI (Palecek et al. 2014)
34 2 .902G>A 0.Arg301Gln 72 139 76/24 (¥) NI NI NI 30/70(%) (Lukas et al. 2013; Sakurat
35 26 321 9/91(f) NI 89/11 NI 92/8(%) et al. 1990)

Pacientky 8, 15, 17, 24, 25, 34 ptedstavuji probandky — prvni pfipady popsané v rodiné. NA - vzorek nebyl k dispozici pro analyzu; NI —
neinformativni lokus pro analyzu XCI nebo pro tento typ mutace GLA neni mozné zavedenou metodou analyzovat expresi - V piipadé
metylacnich sond a exprese GLA je zeSikmeni XCI znazornéno tu¢nym zvyraznénim WT alely. Pacientky, u kterych byl detekovan crossing-over
mezi metylacni sondou a genem GLA, jsou podbarveny Sed¢ s (1). Symbol ($) znaci nestabilitu mRNA (NMD). (#) Rodiny 16 a 17 maji stejnou
mutaci bez prokazané ptibuznosti. (&) Segregace alel AR a RP2 oproti mutantni alele GLA byla zalozena na analyze probanda a/nebo jinych
¢lentl rodiny. Rodinné vztahy mezi probandy a pacientkami s posunem XCI jsou: Pacientka 20: Sestra hemizygotniho pacienta. Pacientka 21:
Teta z mat€iny strany hemizygotniho probanda. Pacientka 26: Matka pacientky 27 a teta pacientky 25 (z mat€iny strany). Pacientka 34: Matka
hemizygotniho pacienta. Pacientka 35: Netef pacientky 34 a sestfenice hemizygotniho pacienta. Segregace alel /DS a LAMP?2 byla odvozena z
exprese GLA. Hodnoty aktivit a-gal namétené v leukocytech 477 kontrol v letech 2003 -2020 byly v rozmezi 24,8 — 103,0 nmol.mg-1.h-1,

prumér 59,7 nmol.mg-1.h-1, SD 14,6, median 58,7 nmol .mg-1.h-1
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5. Zavér

1) Metoda panelového sekvenovani s pouzitim hybridizacnich prob zavedena v nasi laboratofi je
vhodna pro identifikaci malych patogennich variant a rozsahlych deleci/duplikaci v jednom
kroku. To je zasadni zejména pro molekularné genetickou analyzu Danonovy choroby, u které
jsou praveé velké delece nebo duplikace Castou pric¢inou onemocnéni. Pacienti s Danonovou
chorobou mohou byt tak zachyceni v ramci diferencialni diagnostiky hledani genetické pficiny

jejich kardiomyopatie.

2) Amplikonové sekvenovani umoznuje identifikaci minoritné zastoupenych alel. V nasi praci
byla tato metoda vyuzita pro vySetfeni somatického mozaicismu a charakterizaci sestfihové
varianty. Pfitomnost/absence somatického mozaicismu je dulezitou informaci pii vedeni
genetického poradenstvi. VySetieni je nutno zvazit ve vSech rodinach, ve kterych nebyli rodice
probanda identifikovani jako pfenaseci kauzalni mutace.

U mutaci vedoucich k chybnému sestfihu mize byt v urcitém procentu zachovan normalni
transkript, coz muze zmirnit klinickou manifestaci. VySetfeni vlivu sestfihové varianty na
transkript tak mize mit dopad na progndézu onemocnéni.

3) Amplikonové sekvenovani umoziuje vysetieni aleloveé specifické exprese, které jsme v této
praci pouzili ke studiu X-inaktivace. X-inaktivace je jednim ze zasadnich faktord sledovanych u
manifestnich heterozygotek s X-vdzanymi onemocnénimi. Korelace fenotypu pacientek se
stavem X-inaktivace je ve vybranych pfipadech mozna, nicméné casto interpretacné
komplikovana. Metodické postupy shrnuté v této praci poukazuji na metodickd uskali, kterd je

potieba zohlednit pfi interpretaci vysledkti X-inaktivace.
VytycCené cile této prace byly splnény, hypotézy potvrzeny a dosazené vysledky byly zpracovany

v péti ¢lancich publikovanych v ¢asopisech s impakt faktorem. VySe popisované metody byly

pouzity v dalSich Sesti publikacich nesouvisejicich s tématem disertacni prace.
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