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Abstrakt

Uvod: Danonova nemoc je vzacné X-vazané stiadavé lysozomalni
onemocnéni zplisobené patogennimi variantami genu LAMP?2, které
vede na bunécné trovni k poruse autofagie a nasledné apoptoze.
Klinicky se projevuje predevs§im kardidlnim postizenim s rizikem

Casné progrese do pokrocilého srde¢niho selhani.

U hemizygotnich muzli byva manifestace zpravidla ¢asna a napadna,
avsak u heterozygotnich Zen je klinicky obraz variabilni, ¢asto bez
U obou pohlavi miizeme pozorovat typicky oftalmologicky fenotyp

charakteru pigmentové retinopatie.

V klinické praxi miize onemocnéni u Zen dlouho unikat rozpoznani
navzdory zavazné prognoze. Dizertacni prace je zaméfena na
patofyziologické a klinické aspekty Danonovy nemoci u Zen se

zvlastnim diirazem na screening, diagnostiku a popis fenotypu.

Hypotéza: Danonova nemoc je u mladych Zen s neischemickou
kardiomyopatii a pokro¢ilym srdecnim selhanim
poddiagnostikovanou pficinou tohoto stavu. Samotné klinické
znamky nejsou pro spolehlivou identifikaci onemocnéni dostacujici.
Prttokova cytometrie s detekci LAMP2 v perifernich leukocytech

muze predstavovat G¢inny screeningovy nastroj.

Cile prace:



1. Popsat vyskyt a fenotyp Danonovy nemoci u mladych Zen
s neischemickou kardiomyopatii a projevy pokrocilého

srde¢niho selhani.

2. Zlepsit diagnostiku Danonovy nemoci u Zen
s neischemickym srde¢nim selhanim pomoci prutokové

cytometrie LAMP2 v perifernich leukocytech.

3. Prozkoumat genetickou architekturu Danonovy nemoci
v Ceské populaci a zhodnotit podil X- inaktivace alely
LAMP?2 v postizenych tkanich.

Metodika: Dizerta¢ni prace je zalozena na ¢tyfech studiich. Prvni
studie hodnotila kohortu mladych Zen s pokroc¢ilym srdecnim
selhanim pfi neischemické kardiomyopatii a vyuZila cileny screening
Danonovy nemoci pomoci pratokové cytometrie perifernich
leukocytl. Druha studie detailn¢ popsala pacientku s komplexni de
novo prestavbou oblasti Xg24 a heterozygotni souvislou deleci
zahrnujici LAMP?2 a sousedni geny. Tteti studie se zaméfila na
oftalmologicky fenotyp Danonovy nemoci pii pouziti modernich
zobrazovacich metod. Ctvrta studie hodnotila priibéh t&hotenstvi

u zen s kardiomyopatii rizné etiologie (véetné Danonovy nemoci) a

po ortotopické transplantaci srdce.

Vysledky: V kohorté mladych Zen s pokroc¢ilym srde¢nim selhanim
byla zji$téna relativné vysoka prevalence Danonovy nemoci (12 %).
Klinicky se u postizenych Zen Castéji vyskytoval fenotyp
hypertrofické kardiomyopatie a preexcitace v EKG, senzitivita téchto

znakt vsak byla nizka. Pritokova cytometrie LAMP2 v perifernich



leukocytech prokéazala velmi dobrou diagnostickou vytéznost a v nasi
kohorte zachytila dva nové ptipady. Geneticka analyza potvrdila
heterogenitu nalezti véetn¢ delece v oblasti Xq24 zasahujici geny
CUL4B, LAMP2, ATP1B4, TMEM2554 a ZBTB33. O¢ni vySetfeni
prokazalo postiZeni charakteru pigmentové retinopatie se zménami
autofluorescence a strukturalnimi alteracemi zevnich retinalnich
vrstev i pii relativné zachované centralni zrakové ostrosti, a to i

u jinak klinicky asymptomatické pfenasecky patogenni varianty
LAMP2. V téhotenstvi u pacientky s Danonovou nemoci byla
popsana progrese srdecniho selhani s nutnosti ¢asné transplantace
srdce. Pribéh Ctyt t€hotenstvi Zen po transplantaci srdce byl
prevazné ptiznivy.

Zavér: Danonova nemoc predstavuje vyznamnou, avSak
poddiagnostikovanou piicinu pokrocilého srde¢niho selhani

u mladych zen s neischemickou kardiomyopatii. Priitokova
cytometrie s detekci LAMP2 v perifernich leukocytech predstavuje
rychly a prakticky nastroj, ktery miize vyznamné zlepsit Casnou
diagnostiku, zejména v ptipad¢ nejasné¢ho genetického nalezu.
Propojeni kardiologickych, oftalmologickych, genetickych a
cytometrickych nalezii umoziuje presnéjsi diagnostiku, a tim
podporuje véasné terapeutické rozhodovani, genetické poradenstvi a

cilené sledovani postizenych rodin.

Kli¢ova slova: Danonova nemoc, LAMP2, kardiomyopatie, srde¢ni
selhani, pritokova cytometrie, X-inaktivace, pigmentova retinopatie,

téhotenstvi, transplantace srdce.



Abstract

Introduction: Danon disease is a rare X-linked lysosomal storage
disorder caused by pathogenic variants of the LAMP?2 gene, leading
at the cellular level to impaired autophagy and subsequent apoptosis.
Clinically, it manifests primarily as cardiac involvement with a risk

of early progression to advanced heart failure.

In hemizygous males, presentation is usually early and conspicuous;
however, in heterozygous females, the clinical presentation is
variable, often without prominent extracardiac manifestations, and
diagnosis is therefore more difficult. In both sexes, a characteristic
ophthalmologic phenotype of pigmentary retinopathy can be

observed.

In clinical practice, the disease in women may remain unrecognized
for a long time despite its serious prognosis. This dissertation focuses
on the pathophysiological and clinical aspects of Danon disease in
women, with particular emphasis on screening, diagnosis, and

phenotypic characterization.

Hypothesis: Danon disease is an underdiagnosed cause of advanced
heart failure in young women with non-ischemic cardiomyopathy.
Clinical signs alone are insufficient for reliable disease identification.
Flow cytometry with LAMP2 detection in peripheral leukocytes may

represent an effective screening tool.

Aims:



1. To describe the prevalence and phenotype of Danon disease
in young women with non-ischemic cardiomyopathy and

manifestations of advanced heart failure.

2. To improve the diagnosis of Danon disease in women with
non-ischemic heart failure using LAMP2 flow cytometry in

peripheral leukocytes.

3. To investigate the genetic architecture of Danon disease in
the Czech population and to evaluate the contribution of X-

inactivation of the LAMP? allele in affected tissues.

Methods: The dissertation is based on four studies. The first study
evaluated a cohort of young women with advanced heart failure due
to non-ischemic cardiomyopathy and applied targeted screening for
Danon disease using flow cytometry of peripheral leukocytes. The
second study provided a detailed description of a patient with a
complex de novo rearrangement of the Xg24 region and a
heterozygous contiguous deletion involving LAMP?2 and neighboring
genes. The third study focused on the ophthalmologic phenotype of
Danon disease using modern imaging methods. The fourth study
evaluated pregnancy outcomes in women with cardiomyopathy of
various etiologies (including Danon disease) and in women after

orthotopic heart transplantation.

Results: In the cohort of young women with advanced heart failure,
a relatively high prevalence of Danon disease (12%) was found.
Clinically, a hypertrophic cardiomyopathy phenotype and ECG pre-

excitation were more frequent in affected women; however, the



sensitivity of these signs was low. LAMP2 flow cytometry in
peripheral leukocytes demonstrated very good diagnostic yield and
identified two new cases in our cohort. Genetic analysis confirmed
heterogeneous findings, including a deletion in the Xg24 region
affecting the CUL4B, LAMP2, ATP1B4, TMEM255A, and ZBTB33
genes. Ophthalmic examination showed pigmentary retinopathy with
autofluorescence abnormalities and structural alterations of the outer
retinal layers despite relatively preserved central visual acuity,
including in an otherwise clinically asymptomatic carrier of a
pathogenic LAMP?2 variant. During pregnancy in a patient with
Danon disease, progression of heart failure was described, requiring
early heart transplantation. The course of four pregnancies in women

after heart transplantation was predominantly favorable.

Conclusion: Danon disease is a significant yet underdiagnosed cause
of advanced heart failure in young women with non-ischemic
cardiomyopathy. Flow cytometry with LAMP2 detection in
peripheral leukocytes is a rapid and practical tool that may
substantially improve early diagnosis, especially in cases of
inconclusive genetic findings. Integration of cardiologic,
ophthalmologic, genetic, and cytometric findings enables more
accurate diagnosis and thereby supports timely therapeutic decision-
making, genetic counseling, and targeted follow-up of affected

families.

Keywords: Danon disease, LAMP2, cardiomyopathy, heart failure,
flow cytometry, X-inactivation, pigmentary retinopathy, pregnancy,

heart transplantation.
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1 Uvod

Kardiomyopatie jsou onemocnéni srdecniho svalu charakterizovana
strukturalnimi a/nebo funkénimi abnormalitami myokardu komor,
které nelze vysvétlit hemodynamickym zatizenim (naptiklad pti
hypertenzi, chlopenni vadé ¢i vyvojové srde¢ni vadé) ani postizenim
koronarnich tepen (1). Kardiomyopatie maji heterogenni etiologii

s vyznamnou genetickou komponentou (2). Téma postgradualniho
studia a dizertacni prace jsme zaméfili na vzacnou genetickou
pricinu hypertrofické a méné ¢asto dilatacni kardiomyopatie,
Danonovu nemoc (OMIM #300257). Je to X-chromozomalné vazané
onemocnéni podminéné mutacemi v genu LAMP?2 (lysozomalné
asociovany membranovy protein 2) (3). U X-hemizygotnich muzt
onemocnéni napodobuje klasickou hypertrofickou kardiomyopatii,
ktera byva daleko Castéji, minimaln¢ v 35—40 % ptipadt, podminéna

mutacemi genli kodujicich struktury sarkomery (3).

U X-hemizygotnich muzti dochazi ke kompletnimu deficitu proteinu
LAMP?2 ve tkanich. Klinicky obraz je u nich napadny. Typicky

u muzl nachazime fenotyp hypertrofické kardiomyopatie s masivni
hypertrofii stén levé komory, ktery byva doprovazen vyraznym
extrakardialnim postizenim, nejcastéji lehkym kognitivnim
deficitem, myopatii kosterniho svalu, o¢nim postizenim a
hepatopatii. U X-heterozygotnich zen md Danonova nemoc fenotyp
hypertrofické nebo dilatacni kardiomyopatie, obvykle bez
vyrazngjsiho systémového postizeni (4), onemocnéni je proto obtizné
u zen identifikovat. Odlisny fenotyp u Zen je podminén variabilni

inaktivaci jednoho z chromozomii X v jednotlivych tkanich. Podle



podilu inaktivace chromozomu X s patogenni variantou LAMP2
nachazime ve tkanich mozaiku bunék s variabilnim podilem
LAMP2-deficientnich buné€k. Proto je u Zen klinicky obraz vice
variabilni a také se mezi sebou lisi v tizi a rychlosti progrese
onemocnéni. Danonova nemoc ma velmi nepfiznivou prognozu,
vede k terminalnimu srde¢nimu selhani u muza jiz béhem 2.-3.
decénia, u zen béhem 3.-5. decénia. Z praktického hlediska je tteba
tyto nemocné ¢asn¢ identifikovat, nebot’ jejich prognozu lze zlepsit
provedenim srdec¢ni transplantace (4). Nasi praci jsme zaméfili na
patofyziologické a klinické aspekty Danonovy nemoci u zen, kde je

evidence v fad€ oblasti nedostate¢na.

Gen LAMP? se nachazi na dlouhém raménku X chromozomu (Xq24)
(6). Tento gen koduje tii hlavni izoformy proteinu LAMP2 (A, B, C).
Jedna se o lysozomalni jedenkrat trans membranovy protein.
Dominantni formou je LAMP-2B izoforma s vysokou expresi

v srdci, kosternim svalu a mozku (11). LAMP-2C izoforma byla
nedavno asociovana s autofagii RNA a DNA v bunkach mozku (12,
13). VétSina znamych mutaci LAMP?2 je lokalizovana do exonti 1-8 a
postihuje vSechny tii izoformy, bylo vSak reportovano n€kolik malo
mutaci postihujicich izolované LAMP-2B izoformu, které byly
spojené s mirngjsi formou Danonovy nemoci (14). Zda se tedy, ze
postizeni LAMP-2B izoformy je kritické pro vznik Danonovy
nemoci. Tuto domnénku podporuje také korelace mezi nejvice
postizenymi organy (myokard, kosterni sval a mozek) a misty

s vysokou expresi LAMP-2B (14). Drtiva vétsina mutaci LAMP2
asociovanych s Danonovou nemoci jsou mutace typu nonsense,

inzerce nebo delece mensiho rozsahu, sestfihové varianty, rozsahlé



delece, rozsahlé duplikace, které bud’ vedou non-sense mediated
mRNA decay nebo ke zkraceni, nestabilité¢ a kompletni absenci
proteinu. Zcela vyjime¢né pak onemocnéni zptsobuji bodové mutace
(14).

Absence proteinu LAMP2 ma za nasledek poruchu
(makro)autofagie, coz je homeostaticky mechanismus zabezpecujici
odbouravani nadbytec¢nych intracelularnich makromolekul

v lysozomech (15). Naruseno je pfedevsim splynuti autofagozomu a
lysozomu (16). Dochazi k akumulaci intracelularnich
autofagozomalnich vakuol, které obsahuji glykogen a dalsi
komponenty cytoplazmy, misto toho, aby byly fadn€ odbouravany
v lysozomech. Rozviji se hypertrofie kardiomyocytt. Dochazi

k nepoméru mezi dodavkou a spottebou energie, roste oxidativni
stres, vysledkem je bunécna smrt a difuzni fibroza, ktera zhorsuje
vedeni a pfispiva k zvySenému vyskytu arytmii (17). Nasledkem
téchto zmén se rozviji kardiomyopatie, postiZzeni periferniho svalstva
(kosterni myopatie) a poskozeni nervové tkané (kognitivni deficit).
Absenci proteinu je mozné detekovat i v bunkach bilé krevni fady,

coz je vyhodné pro nékteré diagnostické metody (8, 17, 18).

Gen LAMP?2 se nachazi na dlouhém raménku chromozomu X
(Xq24), fenotyp je tedy odlisny u muzi a zen. U postizenych muzd,
kteti jsou hemizygoti pro LAMP?2, jsou deficitem uniformnge
postizeny vSechny bunky exprimujicich tkani, ke klinickym

projevim proto dochazi zpravidla jesté v détstvi.

Heterozygotni zeny maji v kazdé burice postizenou i nepostizenou

alelu. Vlivem nahodné inaktivace chromozomu X je mutovana



LAMP?2 alela exprimovana formou mozaiky. Zavaznost projevil je
pravdépodobné imérna zastoupeni inaktivované zdravé alely v dané
tkani, postizeny jsou vSak Zeny systematicky, a nikoliv pouze ty,

u nichz doslo k vyraznému zesikmeni X-inaktivace ve prospéch
exprese mutované LAMP2 alely. Postizené Zeny proto maji mirngjsi
kardialni fenotyp nez muzi (Casto izolovany) s rovnomérnym
zastoupenim dilatacni a hypertrofické kardiomyopatie. Symptomy se
u postizenych Zen objevuji v priméru o 15 let pozdéji nez u muzi a
primérné doziti se pohybuje okolo 35 let; jsou také mén¢ postizeny
myopatii kosterniho svalstva a kognitivnim deficitem (4, 27). AvSak
podobny podil muzi i Zen dospéje do terminalniho srde¢niho selhani
(28). Byly zaznamenany také ptipady nahlé srde¢ni smrti

u nemocnych s Danonovou nemoci (29).

Klinické projevy nemoci se, vzhledem k X-vazané dédicnosti,
odlisuji u muzl a u zen. U muzi se nemoc zpravidla projevuje
triaddou kardiomyopatie, myopatie kosterniho svalstva a lehké
mentalni retardace. U Zen se vyskytuje pfedev§im kardiomyopatie,
postizeni kognitivnich funkci byva mirnéjsi a myopatie kosterniho
svalstva obvykle nebyva pritomna. Pfesto pacienti obou pohlavi
nakonec dospéji do terminalniho srde¢niho selhani s nutnosti
transplantace nebo implantace mechanické podpory. U muzi je

median doziti bez transplantace 21 let, u Zen 38 let (28).

Mezi kardialni ptiznaky patii kardiomyopatie postupné progredujici
do srdecniho selhani, poruchy srde¢niho rytmu, zejména preexcitace

a supraventrikularni arytmie, mén¢ ¢asto komorové arytmie. Median



stanoveni diagndzy hypertrofické kardiomyopatie je u muzi 13 let,

u Zen 16 let.

Dal§im ptiznakem, postihujicim hlavné muze, je svalova slabost,
zejména proximalniho svalstva. Myopatie dychacich svali vétSinou

vyrazngji neprogreduje a nelimituje prognézu nemocnych.

Postizeni kognitivnich funkci se vyskytuje u obou pohlavi, u muzi
Castéji. Byva vétSinou mirné (4).

Danonova nemoc se projevuje také postizenim zraku. Mezi
popisované piiznaky patii myopie a retinopatie. Postizeni zraku
obvykle neni té¢zké, neni znam zadny piipad oslepnuti. Av§ak
podrobné vysetfeni sitnice mlize prokazat chorobné zmeény i u jinak

asymptomatickych pacientt (51).

Laboratorné¢ miizeme u pacientl nalézt zvySeni kreatinkinazy,
laktatdehydrogenazy, ALT a AST, a to na vice nez trojnasobek
normalnich hodnot. Mechanismus zvySeni téchto hodnot neni presné
zndm. MiiZe souviset s poSkozenim jater v disledku zakladniho
onemocnéni, nebo mtze byt zptisoben sekundarné v disledku
pravostranného méstnani (28). Zvyseni AST mize byt téz zptisobeno

postizenim kosternich svali (52).

Podezieni na Danonovu chorobu vznika u muzi s hypertrofickou
kardiomyopatii zachycenou v 1.-3. decéniu, ktera je doprovazena
vyraznou hypertrofii stén levé komory srde¢ni, obrazem preexcitace
v EKG, zvySenim transaminaz a kreatinkinazy. A také tehdy, pokud
rychle progreduje srde¢ni selhani, nebo jsou pfitomny extrakardialni

projevy jako leh¢i mentélni retardace nebo lehka myopatie



kosternich svalti s postizenim proximalnich svalovych skupin.
Slozitgjsi je situace u Zen, kde se onemocnéni manifestuje v 2.—5.
decéniu obrazem hypertrofické nebo dilata¢ni kardiomyopatie,

s variabilnim vyskytem preexcitace v EKG. Obvykle chybi
extrakardialni pfiznaky a podezieni na toto onemocnéni miizeme
ziskat hlavné tehdy, pokud pozorujeme rychlou progresi srde¢niho
selhani. Na histologické tirovni pomyslime na Danonovu nemoc

u jedinci s histologickym nalezem vakulizovanych kardiomyocytt
v biopsii. Podezteni posiluje pozitivni prikaz vakuol metodou PAS,
kdy v dospélém véku uvazujeme o diagnéze Danonovy nemoci,
PRKAG?2 kardiomyopatie nebo Pompeho nemoci. Tato onemocnéni
pomaha odlisit imunohistochemie, ultrastrukturalni analyza a dale

molekularné-geneticka diagnostika (17).

2 Hypotézy a cile prace

1. Popsat vyskyt a fenotyp Danonovy nemoci u mladych Zen
s neischemickou kardiomyopatii a projevy pokrocilého
srde¢niho selhani.

Hypotéza: v populaci mladych zen s neischemickou
kardiomyopatii 1ze na zakladé charakteristického fenotypu
odlisit pacientky s kardiomyopatii na podkladé Danonovy

nemoci od pacientek s kardiomyopatii jinych etiologii.

2. Zlepsit diagnostiku Danonovy nemoci u zen
s neischemickym srde¢nim selhanim.

Hypotéza: vysetieni exprese LAMP2 proteinu na



leukocytech periferni krve je uzitecnym screeningovym

nastrojem pro Danonovu nemoc.

3. Prozkoumat genetickou architekturu Danonovy nemoci
v ¢eské populaci a zhodnotit podil X-inaktivace alely
LAMP?2 v postizenych tkanich.

3 Metodika

Dizertaéni prace je zalozena na ¢tyfech vzajemné propojenych
studiich, které pokryvaji klinicky profil pacientek s Danonovou
nemoci, rodokmeny a popis genetickych nalezti v nasi kohorte
pacientek (v¢etné piipadu komplexni ptestavby Xq24), screeningové
a diagnostické postupy, zejmana prutokovou cytometrii perifernich
leukocytti, exomové sekvenovani, ocni vySetteni a histopatologické
nalezy a vysledky sledovani te¢hotnych pacientek s Danonovou

nemoci.

3.1 Studie I: Screening Danonovy nemoci

u mladych Zen s pokro¢ilym srde¢nim selhanim

Do studie byla zafazeny Zeny s neischemickou kardiomyopatii, které
dosahly stadia pokroc¢ilého srde¢niho selhani v mladém véku (do 40
let). U pacientek s neobjasnénou etiologii bylo provedeno
screeningové vysetfeni exprese LAMP2 na leukocytech periferni
krve metodou pritokové cytometrie. Pozitivni ¢i suspektni nalezy
byly verifikovany molekularné-genetickym vysetienim. Hodnoceny

byly zakladni klinické charakteristiky, fenotyp kardiomyopatie,



pritomnost preexcitace v EKG a vytéznost jednotlivych

diagnostickych ptistupti.

3.2 Studie II: Komplexni geneticka kazuistika
s deleci X¢q24

V této studii byla detailn€ popsana kazuistika pacientky s komplexni
de novo prestavbou oblasti Xg24 zahrnujici deleci genti LAMP?2 a
CUL4B. K diagnostice byla vyuzita prutokova cytometrie
LAMPI1/LAMP?2 v perifernich leukocytech, PCR a sekvenacni
analyza LAMP2, testovani poctu kopii exonti (qPCR), hodnoceni X-
inaktivace (HUMARA) a imunohistochemie LAMP2

v explantovaném myokardu. Podptirné metody zahrnovaly
cytogeneticka vySetieni a charakterizaci zlomovych bodt re-aranzma

pomoci techniky 4/u-PCR genome walking.

3.3 Studie III: Oftalmologicky fenotyp

Danonovy nemoci

Treti studie se zaméfila na charakteristiku o¢nich zmén u pacientii a
pacientek s Danonovou nemoci. Bylo provedeno podrobné
oftalmologické vysetfeni u 10 pacientli s Danonovou nemoci (3
muzi, 7 zen) a u 45leté klinicky asymptomatické Zeny se somatickou
(pravdépodobné i germinalni) mozaikou patogenni varianty v genu
LAMP?2. Vysetteni zahrnovalo stanoveni nejlépe korigované zrakové
ostrosti (ETDRS), biomikroskopii, vySetieni ocniho pozadi,
fotografii ocniho pozadi véetné autofluorescence, statickou

perimetrii, spektralné doménovou optickou koheren¢ni tomografii



(SD-OCT) a doplnujici elektrofyziologicka vysetfeni dle protokolu

studie.

3.4 Studie I'V: Téhotenstvi u Zen

s kardiomyopatii a po transplantaci srdce

Ctvrta studie retrospektivné hodnotila t&hotenstvi u Zen

s kardiomyopatii, v€etné pacientek s Danonovou nemoci, a u zen po
ortotopické transplantaci srdce. U pacientek byla provedena rizikova
stratifikace (mMWHO, CARPREG II) a analyzovany dopady na matku
i novorozence. Cilem bylo popsat realny klinicky prubeh a

identifikovat situace s vysokym rizikem dekompenzace.

4 Vysledky

4.1 Studie I: Danonova nemoc je
poddiagnostikovanou pri¢inou pokrocilého
srde¢niho selhani u mladych Zen — prutokové

cytometricky screening LAMP2

Soubor tvotilo 60 zen s neischemickou kardiomyopatii, které do 40
let dospély do pokrocilého srde¢niho selhdni (mély transplantované
srdce, nebo mechanickou srde¢ni podporu, nebo byly na ¢ekaci
listin€). Etiologie byla pfedem znama u 15 pacientek, véetné 2 jiz

diagnostikovanych ptipadii Danonovy nemoci.

U 45 pacientek s neobjasnénou etiologii byla provedena pritokova
cytometrie LAMP2. Subpopulaci LAMP2-deficientnich granulocytti



>5 % meély 4 nov¢ diagnostikované pacientky s Danonovou nemoci;
pti <5 % (0,17-2,6 %) byl zachycen jesté 1 dalsi ptipad. Celkem
tedy 5 nov¢ diagnostikovanych pacientek. Celkova prevalence
Danonovy nemoci v kohort¢ byla 12 % (7/60). Pfi cut-off >5 % byla
senzitivita 86 % a specificita 100 % (PPV 100 %, NPV 98 %); pii
jakeékoli odlisitelné subpopulaci byla senzitivita 100 %, specificita
92 % (PPV 63 %, NPV 100 %).

U pacientek s Danonovou nemoci byl ¢astéjsi fenotyp hypertrofické
kardiomyopatie (57 % vs. 9 %; p = 0,022) i delta vina na EKG (43 %
vs. 0 %; p = 0,002), ale bez laboratorniho a genetického vysetieni
tyto znaky samy o sob¢ nestaci ke stanoveni diagn6zy Danonovy
nemoci. Exomové sekvenovani odhalilo varianty ACMG 3-5

v genech asociovanych s kardiomyopatiemi u 24 pacientek (53 %),
vcetné 5 novych piipadit Danonovy nemoci; u 21 (47 %) byl nalez
negativni nebo nejednoznacny. V dostupnych vzorcich myokardu
pacientek s Danonovou nemoci byla prokazana mozaikova exprese

LAMP?2 v kardiomyocytech.

Exomové sekvenovani, mutace LAMP2, poméry X-inaktivace dle

HUMARA, hodnoceni imunohistochemie myokardialnich vzorki

Varianty tfidy ACMG 3-5 v genech souvisejicich s onemocnénim
byly nalezeny u 24 pacientek (53 %), v¢etné péti nove
identifikovanych pacientek s Danonovou nemoci, jejichz varianty
byly hodnoceny jako patogenni nebo pravdépodobné patogenni
(ACMG 4-5). Je dulezité zdiiraznit, zZe charakterizace mutaci

LAMP?2 u dvou pacientek s Danonovou nemoci vyzadovala



individualni metodologicky pfistup, ktery u obou vyrazné piesahoval

standardni analytiku exoomové sekvenace (41, 44).

Pomoci exomoveé sekvenace byly v souboru 45 vySetfenych zen

s neischemickou kardiomyopatii zjistény varianty nékterého

z kardiomyopatickych genti ve tfidée ACMG 3-5 u 24 pacientek

(53 %). Postizeny byly nasledujici geny: 1 pacientka gen BAG3, 2
pacientky desmin (DES), 1 pacientka dystrofin (DMD), 1 pacientka
desmoplakin (DSP), 1 pacientka fibrillin 1 (FBN)1, 2 pacientky
filamin C (FLNC), 5 pacientek LAMP?2 — referovano vyse, 1
pacientka lamin A/C (LMNA), 1 pacientka beta-izoforma srdecniho
myosinu (MYH7), 1 pacientka gen MYL2, 1 pacientka gen MYLK3, 1
pacientka myopaladin (MYPN), 2 pacientky gen TMEM43, 1
pacientka srde¢ni troponin I (TNVNI3), 2 pacientky srde¢ni troponin T
(TNNT2) a 1 pacientka titin (7TN). 21 pacientek (47 %) mélo

negativni nebo nekonkluzivni vysledky exomové sekvenace.
Klinické charakteristiky Zen s Danonovou nemoci

Fenotyp hypertrofické kardiomyopatie (57 % proti 9 %, p = 0,022%)
a delta vilny na elektrokardiogramech (43 % proti 0 %, p = 0,002**)
byly u Zen s Danonovou nemoci vyznamné cast€j$i ve srovnani se
zbytkem pacientli v kohorté. Pfitomnost hypertrofické
kardiomyopatie identifikovala zeny s Danonovou nemoci se
senzitivitou 57 %, specificitou 91 %, PPV 44 % a NPV 94 %. Delta
viny identifikovaly Zeny s Danonovou nemoci se senzitivitou 43 %,
specificitou 100 %, PPV 100 % a NPV 93 %. Senzitivita téchto
klinickych proménnych tak byla vyrazné nizsi nez senzitivita testu

LAMP2 pritokovou cytometrii. Zvysena tloustka stén levé komory a



Sirsi komplexy QRS u Zen s Danonovou nemoci odpovidaly vyssi

prevalenci hypertrofické kardiomyopatie a delta vin u téchto jedinct.

4.2 Studie II: Kazuistika pacientky se souvislou
de novo deleci Xq24 zahrnujici CUL4B a LAMP2

Pacientce byla ve 25 letech diagnostikovana dilata¢ni
kardiomyopatie se zavaznym oboustrannym srde¢nim selhanim (EF
LK 20 %), s normalni tloustkou stén levé komory a se stfedné
vyznamnou mitralni a trikuspidalni regurgitaci. Po 10 mésicich
farmakoterapie doslo k refrakternimu kardiogennimu Soku s jaternim
i renalnim selhanim, nasledovala implantace biventrikularni
mechanické srde¢ni podpory a za dalsi 3 mésice bylo pacientce
transplantovano srdce. Ve srovnani s jinymi Zenami s Danonovou
nemoci doslo k dosazeni terminalniho stadia srde¢niho selhani

vyrazné diive.

V klinickém obraze dominovalo srdecni postiZeni s diskrétni
preexcitaci (delta viny pfi zpétném hodnoceni EKG). Neurologicky a
na MRI mozku nebyly patrné odchylky, ptitomna vsak byla lehka
kognitivni porucha. Oftalmologicky nalez byl kompatibilni

s Danonovou nemoci (retinopatie typu ,,salt and pepper®, zmény
autofluorescence nezasahujici foveu, mirné defekty zorného pole,
snizena kontrastni citlivost). Histopatologie myokardu prokazala
loziskovou hypertrofii a vakuolizaci kardiomyocyti a fibrozu,

imunohistochemicky se prokazala mozaikova exprese LAMP2.

Geneticky $lo o komplexni de novo prestavbu Xg24

zprostiedkovanou 4/u sekvencemi s heterozygotni deleci, souvisle



zasahujici exony 20-22 genu CUL4B a kompletni sekvence genti
LAMP2, ATP1B4, TMEM2554 a ZBTB33; karyotyp byl 46,XX.
Genotypizace dvou jednonukleotidovych polymorfismii ukazala
postizeni paternalni alely, mutace nebyla prokazana u rodi¢t ani ve
spermiich otce. Tato kazuistika dokumentuje, Ze mohou vznikat
delece, které souvisle postihuji geny CUL4B a LAMP?2;

u heterozygotnich Zen pak ve fenotypu dominuje kardialni obraz

Danonovy nemoci.

Pritokova cytometrie v periferni krvi zachytila jen malé, ale jasn¢
odlisitelné populace LAMP2-deficientnich leukocytt (cca 3—4 %
monocytl/granulocytil), coz by samo o sobé mohlo vést k podcenéni
rozsahu onemocnéni. Vysvétlenim je vyrazné vychyleni poméru X-
inaktivace v periferni krvi (stanovené metodou HUMARA),
pravdépodobné v disledku selekce proti klontim s deficitem CUL4B;
tento selekéni tlak je zjevné tkanove specificky, protoze v myokardu
byl podil LAMP2-deficientnich a LAMP2-pozitivnich
kardiomyocytt ptiblizné€ vyrovnany (mozaikova exprese). Prakticky
to znamena, ze souvisla delece postihujici CUL4B a LAMP2 mize
komplikovat interpretaci diagnostickych metod zalozenych na

vzorcich periferni krve.

4.3 Studie III: O¢ni nalezy u Danonovy nemoci

V kohort¢ 10 pacientd s Danonovou nemoci (3 muzi, 7 Zen) a u jedné
45leté asymptomatické Zeny se somatickou mozaikou patogenni
varianty LAMP?2 byly zjistény charakteristické oftalmologické

nalezy. U vSech pacientll s manifestni kardiomyopatii byla pfitomna



,»salt and pepper” retinopatie s alterovanou autofluorescenci a difuzni
poruchou zorného pole. Nejlépe korigovana zrakova ostrost byla
snizena (<0,63) u 8 z 20 o¢i (40 %). Zavaznost nalezu nartistala

s vékem a vedla k postupnému postizeni ¢ipku i tyCinek (cone-rod
dystrofie). U asymptomatické mozaikové nosicky byla zrakova
ostrost 1,0 oboustranné, nicméné byla prokazana abnormalni
autofluorescence a difuzni porucha zorného pole pfi normalnim

plno-polnim ERG.

Vysledky podporuji vyznam detailniho o¢niho vysetfeni jako
potencialné citlivého a rychlého screeningového nastroje

k identifikaci nosict patogennich variant LAMP2, a to i v pfipadé
somatické mozaiky s nizkym zastoupenim LAMP2 deficientnich
bunek.

4.4 Studie I'V: Danonova nemoc v téhotenstvi

Na naSem pracovisti bylo identifikovano 12 zen, které uspé$né
donosily te¢hotenstvi pii kardiomyopatii nebo po ortotopické
transplantaci srdce: 9 t€¢hotenstvi u 8 Zen s preexistujici
kardiomyopatii a 4 porody po transplantaci. Ve skupiné

s kardiomyopatii doslo béhem gravidity a do 1 roku po porodu

k vysokému vyskytu komplikaci: 2 dekompenzace srdecniho selhani,
1 dekompenzace hypertenze a 2 TIA; kardiovaskularni pfihoda
komplikovala 55 % téhotenstvi. U 44 % zen byl po roce pokles EF
LK >10 %.

U jedné pacientky s Danonovou nemoci a vyraznou rodinnou zatézi

doslo v te€hotenstvi k progresi srde¢niho selhani (EF zhruba z 55 %



na 25 %), proto byla gravidita ukoncena cisaiskym fezem v 36.
tydnu. Ve 26 letech porodila zdravého syna (1940 g), poté byla pro
dalsi progresi Casn¢ zafazena na Cekaci listinu k transplantaci srdce,
kterou uspésné podstoupila. Nasledné u ni byla potvrzena Danonova

nemoc; u syna patogenni varianta LAMP?2 prokazana nebyla.

Naopak u 4 porodti po transplantaci srdce byl pribeh prevazné
ptiznivy: kromé jedné preeklampsie bez zdvaznych peripartalnich
komplikaci, narodily se 4 hypotrofické, jinak zdravé déti a matky

byly i pii dlouhodobém sledovani nazivu.

5 Diskuse

Zakladni vysledky nasi prace mizeme shrnout nasledovneé:

1. Prevalence Danonovy nemoci v kohort¢ Sedesati Zen,
které se ve véku do 40 let dostaly do faze pokrocilého
srde¢niho selhani v dtsledku neischemickeé

kardiomyopatie byla relativné vysoka, dosahovala 12 %.

2. Nepodaftilo se nam identifikovat spolehlivé klinické
znamky, které by odlisily Danonovu nemoc od ostatnich
pti¢in neischemické kardiomyopatie u zen. I kdyz se
u Zen s Danonovou nemoci ¢astéji vyskytoval fenotyp
hypertrofické kardiomyopatie a preexcitace v EKG,

jejich senzitivita pro diagnostiku onemocnéni byla nizka.

3. Pratokova cytometrie s detekci LAMP2 na leukocytech
v periferni zilni krvi je senzitivni a relativné specificka

metoda pro diagnostiku Danonovy nemoci také u zen.



4. Z molekularné genetického hlediska byly patogenni
varianty genu LAMP2 nonsense mutace. Vedly ve tfech
pripadech k posunu ¢teciho ramce (frameshift mutace),
u jedno pfipadu ke vzniku stop kodonu, ve dvou
ptipadech se jednalo o deleci n€kolika exont a v jednom
unikatnim ptipadu doslo k rozsahlé deleci gentt CUL4B,
LAMP2, ATP1B4, TMEM255A, a ZBTB33.

5. 'V o¢nim vySetfeni pacientek s Danonovou nemoci byla
typicka pigmentova retinopatie s abnormalnim vzorem
hypo-/hyperautofluorescenc¢nich zmén oc¢niho pozadi,
Casto pfi dlouho zachované centralni zrakové ostrosti a
jen mirnych subjektivnich obtizich. Na spektralné
doménové optické koheren¢ni tomografii byly pfitomny
poruchy zevnich retindlnich vrstev a loziskova depozita
v oblasti rozhrani retindlniho pigmentového epitelu a
elipsoidni zony, u pokrocilejsich nalezil i atrofické

zmény, cystoidni makularni edém byl vzacny.

6. U pacientky s neobstrukéni formou hypertrofické
kardiomyopatie na podkladé¢ Danonovy nemoci jsme
pozorovali rozvoj pokrocilého srde¢niho selhani

v gravidité.

Prevalence Danonovy nemoci

Danonova nemoc je v bézné populaci velmi vzacnd (méné nez 1/1
000 000) (30), ale je velmi pravdépodobné, Zze Zeny — heterozygotky

pro patogenni varianty LAMP?2 — zGstavaji navzdory tomu, Ze jsou



¢asto prvnimi postizenymi ¢leny v rodin€, poddiagnostikovanou
skupinou. Onemocnéni se u Zen typicky manifestuje v reprodukénim

veku, takze vCasna diagndza je zasadni i pro genetické poradenstvi.

Ve vybranych kohortach se prevalence 1isi podle fenotypu:

u dospélych s hypertrofickou kardiomyopatii 1-3 % (31, 32),

u détské manifestace hypertrofické kardiomyopatie 4 % (60),

u terminalni hypertrofické kardiomyopatie 7,7 % (61) a pfi
preexcitaci v EKG vyrazné vice (32, 33). U suspektniho stfadavého
postizeni myokardu s vylou¢enou amyloidézou byla prevalence 8 %
(62).

Nase prace je specifickd zaméfenim na screening Zen s pokrocilym
srde¢nim selhanim pfi neischemické kardiomyopatii s manifestaci do
40 let. Soubor tvorily pfevazn¢ pacientky po transplantaci srdce

(78 %); u tii byla diagndza stanovena az vice nez 20 let po
transplantaci, takze data neumoziuji pfimy odhad prospektivniho

zachytu.

Dalsi pfinos je metodicky: jako primarni screeningovou metodu jsme
pouzili detekci LAMP2 na leukocytech periferni krve, zatimco
sekvenace nové generace slouzila ke konfirmaci. Kombinace obou
ptistupt je vyhodna zejména kvili moznym delecim LAMP2, které

mohou byt pfi samotné sekvenaci nové generace hiife zachytitelné.

5.1 Fenotyp Danonovy nemoci u Zen

V nasem souboru mély pacientky s Danonovou nemoci
hypertrofickou kardiomyopatii v 53 % a dilata¢ni kardiomyopatii

ve 47 %. Median manifestace byl 16 let a progrese do pokrocilého



srdecniho selhani 25 let. U pacientek s Danonovou nemoci se, oproti
ostatnim pacientkam, Cast&ji vyskytoval fenotyp hypertrofické
kardiomyopatie (57 % vs. 9 %) i preexcitace v EKG (43 % vs. 0 %),
ale samotné kardialni nalezy neumoznily spolehlivou jednoznacnou
identifikaci. Vyraznéjsi extrakardialni postizeni (myopatie,

kognitivni deficit) bylo vzacné.

Jako klinicky nejptinosnéjsi rozliSujici znak se ukazalo ocni
postizeni: pigmentova retinopatie s typickym
hypo-/hyperautofluorescenénim vzorem, Casto i pii malych
subjektivnich obtizich a dlouho zachované centralni ostrosti.

S vekem nalez progredoval (dysfunkce fotoreceptord); na spektralné
doménové optické koheren¢ni tomografii byly poruchy zevnich
retinalnich vrstev, loziskova depozita a u pokrocilych forem atrofie,
perimetricky difuzni ztrata zorného pole. Cystoidni makularni edém
byl spiSe vyjimecny. Diagnosticky dulezité je, ze diskrétni o¢ni
zmény byly zachytitelné i u asymptomatické nosi¢ky se somatickym

mozaicismem LAMP?2 bez kardialnich symptomu.

Fenotyp nasi kohorty odpovida literature: Boucek et al. popsala
preexcitaci u 27 % zen (4), Brambatti et al. u 32 % (28); ve Spanélské
praci byl fenotyp u zen v 70 % hypertroficka a ve 29 % dilatacni
kardiomyopatie, preexcitace ve 42 %, median diagndzy

kardiomyopatie 13 let u muzii a 16 let u Zen (50).



5.2 Pritokova cytometrie perifernich leukocytu
s detekci LAMP2 proteinu v porovnani s dalSimi

metodami pro screening Danonovy nemoci

Sekvenace nové generace vyrazné zlepsila genetickou diagnostiku
Danonovy nemoci (59), ale u ¢asti nalezt zlistava patogenita nejasna
a nékteré typy mutaci LAMP?2 (zejména delece/duplikace) mohou
uniknout detekci (41). Priitokova cytometrie oproti tomu hodnoti
expresi pfimo na Grovni proteinu a kvantifikuje podil LAMP2-
deficientnich leukocytl. Na rozdil od Western blotu (63) tak zachyti
jak uniformni deficit u muzt, tak mozaikovy deficit

u heterozygotnich zen; v modifikovaném rezimu i velmi malé
populace deficientnich bunék (<1 %) pti somatickém mozaicismu
(42, 64).

Metoda je prakticka: minimaln€ invazivni odbér, komeréné dostupné
reagencie, zpracovani do 24 hodin, nizké naklady a snadna
implementace diky publikovanému standardnimu operacnimu
protokolu (40).

5.3 Aplikace vysledki screeningu pro klinickou

praxi

Nase data ukazuji, ze Danonova nemoc je relativné ¢astou pti¢inou
pokrocilého srdecniho selhani u zen do 40 let s neischemickou

kardiomyopatii. V této klinicky vysoce rizikové populaci (indikace
k transplantaci ¢i mechanické podpoie) ma ureni etiologie zasadni

prognosticky dopad: na rozdil od heterogenniho pribehu jinych



kardiomyopatii (65) ma Danonova nemoc typicky progresi

k terminalnimu selhéni srdce, coz podporuje nutnost ¢asného
intenzivniho sledovani, v€éasné sméfovani k radikalni 1é¢bé a
genetické poradenstvi v rodinach. Piestoze specificka 1é¢ba zatim

neni dostupna, probiha vyzkum genové terapie LAMP2B (66).

Klinické podezfeni zvySuje fenotyp hypertrofické nebo dilatacni
kardiomyopatie s preexcitaci, definitivni diagn6za vSak vyzaduje
molekularné geneticky pristup. Sekvenace nové generace je
dostupna, ale nékteré delece/duplikace LAMP2 muzZe ptehlédnout a
¢ast variant ma nejistou patogenitu. Pfi pfetrvavajicim podezieni
navzdory negativni ¢i nejasnému genetickému nalezu je vhodné
doplnit prukaz deficitu LAMP2 proteinu, idealn¢ pritokovou
cytometrii leukocytt, ktera mize nahradit invazivni biopsie. V praxi
se proto jevi jako nejucelnéjsi kombinovat sekvenacni metody
(vCetné cilené sekvenace LAMP?2 dle Sangera) s prukazem proteinu;
samotna plosna cytometrie jako rutinni screening je dnes pfi Siroké

dostupnosti NGS mén¢ prakticka.

5.4 Molekularni architektura Danonovy nemoci

Vétsina dosud popsanych mutaci LAMPZ2 vede k absenci proteinu;
missense varianty jsou u Danonovy nemoci vzacné (OMIM
#300257) (28). Rezidualni exprese LAMP?2 byla doloZena jen

u ojedin€lych variant (napf. ,,leaky splice-site* nebo mutace v exonu
9B) (67, 68). Tomu odpovida i nas soubor: nalezli jsme
heterozygotni patogenni varianty vedouci k poruse syntézy proteinu

(frameshift ve 3 ptipadech, stop kodon v 1 pfipadu, delece exonti ve



2 ptipadech) a 1 unikatni rozsahlou deleci CUL4B, LAMP2, ATP1B4,
TMEM2554 a ZBTB33.

U muzt proto prikaz LAMP?2 typicky ukazuje uniformni deficit,
zatimco u Zen je kvili X-inaktivaci exprese mozaikova (18, 58).
Hranice vychylené X-inaktivace jsou sice arbitrarni, ale >98 % zen
ma v leukocytech pomér X-inaktivovanych alel v intervalu
>5:95/<95:5 (64). Rozséahlejsi studie X-inaktivace u zen

s Danonovou nemoci zatim chybi. Vyjimkou v nasi kohort¢ byla
pacientka s extrémné vychylenou X-inaktivaci a <5 % LAMP2-
deficientnich granulocytli/monocytt, u niz byla pfitomna komplexni
prestavba Xq24 se ztratou LAMPZ2 i C-terminalnich exontt CUL4B
(44). U heterozygotnich pacientek pro CUL4B je takové vychyleni
v bilych krvinkach vysvétlovano jako vliv selek¢niho tlaku proti

CUL4B-deficientnim klontim, i pfi klinické asymptomaticnosti (44).

5.5 Pripad heterozygotni delece celé alely
LAMP2 a ¢asti sousednich genii

Ve studii Il jsme popsali probandku s komplexni de novo ptestavbou
Xq24 a heterozygotni deleci zasahujici exony 20-22 CUL4B a celé
geny LAMP2, ATP1B4, TMEM2554 a ZBTB33 (28). Kardialni,
oftalmologicky i histopatologicky nalez odpovidal fenotypu

heterozygotnich Zen s Danonovou nemoci (28).

Mimo neurokognitivni oblast byla pacientka klinicky podobna jinym
heterozygotnim nosickam CUL4B, tedy bez vyrazné symptomatiky
(69). Lehky kognitivni deficit a slabsi verbalni porozuméni
pravdépodobné odrazeji kombinovany vliv LAMP2 a CUL4B, ale



podil jednotlivych genti nelze z dostupnych dat pfesné urcit; etiologii

je proto nutno povazovat za multifaktorialni.

Kli¢ovym nélezem byla extrémné vychylena X-inaktivace ve vice
tkanich vcetné periferni krve, ziejmé dana selekci proti CUL4B-
deficientnim klontim (69). V krvi se to projevilo jen malou, ale jasné
detekovatelnou populaci LAMP2-deficientnich leukocytil, zatimco
v myokardu byl pomér LAMP2-deficientnich a pozitivnich
kardiomyocyti piiblizn€ vyrovnany, coz podporuje tkanoveé
specifické selekéni mechanismy (70). Funkéni vyznam delece
ATPI1B4, TMEM2554 a ZBTB33 zistava nejasny. U heterozygotnich
zen tak mize dominovat kardidlni fenotyp Danonovy nemoci i pfi
minimalni populaci LAMP2-deficientnich leukocytl; u muza
bychom mohli pti shodné genetické piestavbé naopak ocekavat tezky

kombinovany fenotyp Danonovy nemoci a Cabezasova syndromu.

5.6 Limitace

Pokrocilé srde¢ni selhani tvoti jen malou ¢ast vSech ptipadt
srde¢niho selhani (asi 5 %) (71) a u Zen ve véku 2040 let je velmi
vzacné (ve studii ze severovychodni Francie 6-23 na milion
obyvatel) (72). V této vékové skupiné¢ dominuji genetické
kardiomyopatie, myokarditidy a peripartalni kardiomyopatie;
chlopenni ¢i ischemické pficiny lze obvykle dobie odlisit béznymi
zobrazovacimi metodami. Zatimco srdecni selhani zanétlivé a
graviditou podminéné etiologie miiZze byt reverzibilni, genetické
priciny vedou spise k trvalému strukturalnimu poskozeni a progresi

srde¢niho selhani. I proto byl v naSem souboru podil Danonovy



nemoci relativné vysoky (12 %), pravdépodobné vlivem koncentrace
ireverzibilnich geneticky podminénych piipadl v transplantacnich

centrech.

Nase kohorta zen <40 let s neischemickym srde¢nim selhanim neni
prospektivni dlouhodobé sledovana populace s predem definovanymi
vstupnimi kritérii. Jde o pritez pacientek ze specializovanych center
v daném obdobi, které byly po transplantaci srdce, s mechanickou

srde¢ni podporou, nebo podstupovaly predtransplanta¢ni vySetieni.
r W

6 Zavér

Danonova nemoc ptedstavuje vzacnou, avsak klinicky zdvaznou

pric¢inu kardiomyopatie s vysokym rizikem progrese do pokrocilého

srdecniho selhani a vyskytem nahlé srde¢ni smrti v mladém véku.

V praxi je diagnostika obtizna zejména u Zen, u nichz mtze byt

fenotyp variabilni (dilatacni i hypertroficka kardiomyopatie) a

extrakardialni projevy ¢asto chybi nebo jsou diskrétni.
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prevalence Danonovy nemoci (12 %) u mladych Zen s pokrocilym
srde¢nim selhanim pfi neischemické kardiomyopatii. Tyto udaje
podporuji potifebu aktivniho a systematického vyhledavani
Danonovy nemoci v pfesn¢ definovanych rizikovych skupinach,
zejména v transplantacnich programech a centrech pro srde¢ni
selhani. Soucasné nase data ukazuji, ze klinické ,,red flags* (napf.
hypertroficky fenotyp nebo piitomnost delta vin) zvysuji podezieni,
ale nejsou samy o sob¢ dostacujici pro spolehlivou identifikaci

pacientek.



Pratokova cytometrie LAMP2 v perifernich leukocytech se v naSem
souboru ukazala jako efektivni screeningovy nastroj. Vyhodou
metody je rychlost, relativni jednoduchost a moznost zachytit
mozaikovy deficit LAMP2 v souladu s X inaktivaci

u heterozygotnich Zen. Limitace vSak pfedstavuji situace s extrémné
vychylenou X inaktivaci v hematopoetické tkani nebo jiné
komplexni genetické mechanismy, které mohou vést k velmi
nizkému zastoupeni LAMP2-deficientnich buné¢k v periferni krvi.
Tyto aspekty demonstruje kazuistika pacientky se souvislou deleci
zahrnujici CUL4B a LAMP?2, u niz byla populace LAMP2-
deficientnich leukocytl minimalni, zatimco v myokardu byla exprese
LAMP2 vyrazngjsi.

Pti soucasné dobré dostupnosti metod sekvenace nové generace

v Ceské republice bude jist& prvnim testem u pacientky s podezienim
na genetickou pfic¢inu neischemické kardiomyopatie sekvenace nové
generace. Nékteré typy deleci nebo duplikaci genu LAMP?2 vSak
mohou byt prehlédnuty nebo nékteré genetické varianty mohou
vzbuzovat pochybnosti, zda jsou jednoznacné patogenni. Pokud trva
klinické podezfeni na Danonovu nemoc pii negativnim vysledku
molekularni genetiky nebo jsou-li pochybnosti o patogenicité
genetické varianty, je tfeba prokazat deficit proteinu LAMP2 ve
tkanich. Efektivni metodou je v této situaci prutokova cytometrie

s detekci proteinu LAMP2 na leukocytech. Umozni vyhnout se
invazivnim metodam, jako jsou svalova nebo endomyokardialni

biopsie.
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