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SOUHRN

Kardiomyopatie je onemocnéni srde¢niho svalu spojené s poruchou srdec¢ni funkce.
Nejcastéjsim typem je dilatatni kardiomyopatie, kterd je ve 30-50 % ptipadt dédicna.
S nastupem technologie sekvenovani nové generace se zvysil pocet genetického testovani
pii identifikaci tohoto onemocnéni. V klinické praxi mize diagnostika genetickym testovanim
pomoci urcit v€asnou diagnozu i prognoézu a muize vést k preventivnim opatienim, zejména
u asymptomatickych rizikovych pacientli. V soucasné dobé¢ je vSak interpretace vysledki této
analyzy velmi naro¢na.

Teoretickd ¢ast diplomové prace je proto zaméeiena na problematiku kardiomyopatie,
zejména dilatacni kardiomyopatie, a jeji identifikace vyuzitim sekvenovani nové generace.
Déle je zde popsana analyza sekvenacnich dat, pfedevsim tedy interpretace genovych variant
a také problematika funk¢nich test spojenych s molekularnimi mechanismy kardiomyopatii.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena ptiprava DNA knihovny 12 vzorka
pacientt s diagnostikovanou dilata¢ni kardiomyopatii a ndsledna analyza sekvenovanim nové
generace zahrnujici 174 genl asociovanych se srdecnimi poruchami. Z nalezenych variant bylo
vybrano 20 kandidatnich variant, které by mohly byt potencidlné patogenni a souviset
srozvojem dilatacni kardiomyopatie. Pro jednoznacné potvrzeni patogenity vSak bylo
k dispozici malo informaci a dikaz. Tyto vybrané varianty by proto mély byt pfedmétem

dalsiho vyzkumu.
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SUMMARY

Cardiomyopathy is an illness of myocardium connected to its dysfunction. One of the
most common type is dilated cardiomyopathy, which is in 30-50 % cases inherited. With the
initiation of next-generation sequencing technology, the number of genetic testing has increased
in identifying this disease. In clinical practice, diagnosis by genetic testing can help determine
early diagnosis and prognosis, and can lead to preventative measures, especially
in asymptomatic risk patients. However, currently the interpretation of the results of this
analysis is very demanding.

The theoretical part of the thesis is therefore focused on the issue of cardiomyopathy,
especially dilatation cardiomyopathy, and its identification by using the next-generation
sequencing. There is also described a sequencing data analysis, particularly the interpretation
of gene variants, and problems of functional tests associated with molecular mechanisms
of cardiomyopathy.

In the experimental part, DNA library of 12 patient samples with diagnosed dilated
cardiomyopathy was prepared, followed by a next-generation sequencing, including 174 genes
associated with cardiac disorders. Of the found variants, 20 candidate variants were selected
which could be potentially pathogenic and related to the development of dilatation
cardiomyopathy. However, lack of information and evidence was available to confirm

pathogenicity. Therefore, these selected variants should be the subject of further research.
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1 UvVOoD

Kardiomyopatie ptedstavuji skupinu onemocnéni srdecniho svalu vedouci k poruchdm
srde¢ni funkce. Na zdkladé€ pivodu svého vzniku a klinickych projevi je rozliSovano pét typt:
kardiomyopatie dilata¢ni, hypertroficka, restriktivni, arytmogenni a skupina neklasifikovanych
kardiomyopatii. NejcastéjSim typem je dilata¢ni kardiomyopatie, kterd je ve 30-50 % ptipadi
dédi¢nad. V soucCasné dobé je znamo velké mnozstvi mutaci v nékolika raznych genech
asociovanych s timto onemocnénim.

S nastupem technologie sekvenovani nové generace je v dneSni dob¢ stale vice
k identifikaci dédi¢nych kardiomyopatii vyuzivano genetické testovani. V klinické praxi mize
diagnostika genetickym testovanim pomoci urcit jak v€asnou diagndzu, tak 1 progndézu. Mize
tak vést k preventivnim opatfenim zejména u asymptomatickych rizikovych pacienti. Samotna
interpretace vysledki genetického testovani je vSak v soucasné dobé velmi naro¢na, a to hlavné
z divodu velkého mnozstvi sekvenacnich dat, které sekvenovani nové generace poskytuje,
a pomérn¢ vysoké frekvence vzacnych benignich zmén v populaci. Dal§im vyznamnym

diivodem jsou nesrovnalosti v klasifikaci variant mezi riznymi klinickymi laboratofemi.



2 CIiLE PRACE

1. Sepsat resersi na téma dilata¢ni kardiomyopatie, se zaméfenim na genetiku tohoto
onemocnéni, reSerSi zaméienou na analyzu sekvenacnich dat a interpretaci
genovych variant a reSersi o in vitro funkCnich testech, které zkoumaji disledky
nukleotidovych variant v genech souvisejicich s kardiomyopatiemi.

2. Pfipravit sekvenacni knithovnu DNA pomoci Illumina Trusight Cardio Sequencing
kitu, sekvenovat vzorky pacientl s dilata¢ni kardiomyopatii a pokusit se v kooperaci
se spolupracovniky identifikovat patogenni mutace potencidlné souvisejici
s onemocnénim.

3. Navrhnout komplexni systém pro vyhodnoceni vyznamu detekované varianty
a validovat vybrané varianty alternativni metodou sekvenace amplikonid. Nastinit
navrhy klonovani vybranych detekovanych variant do vhodnych expresnich

vektoru.



3 KARDIOMYOPATIE

Kardiomyopatie pfedstavuji strukturdlni nebo funkéni onemocnéni srde¢niho svalu,
kdy tato srdecni patologie neni vysvétlena ischemickou chorobou srde¢ni, arteridlni hypertenzi,
chlopenni &i vrozenou srdeéni vadou (Elliott et al., 2008). Casto jsou tyto abnormality spojeny
s vysokym rizikem zivot ohrozujicich arytmii a prvnim projevem onemocnéni mnohdy byva
nahla smrt. Pojem kardiomyopatie zahrnuje 5 typli onemocnéni, které se 1isi svym ptivodem
a projevy. Hovofime o dilatacni, hypertrofické, restriktivni, arytmogenni kardiomyopatii
a skupiné neklasifikovanych kardiomyopatii. NejcastéjSim typem je praveé dilatacni

kardiomyopatie, kterd je ve vétSin€ ptipadt dédicna.
3.1 Dilatacni kardiomyopatie

Dilatacni  kardiomyopatie (DCM) predstavuje zavazny zdravotni problém
jak u dospélych, tak u détské populace (Elliott et al., 2008). Je charakterizovana dilataci
srde¢niho svalu, komorové stény se ztencuji a vzniké systolicka porucha levé nebo obou komor.
Prevalence onemocnéni je 1 : 2500 a  rocni incidence je uvadéna 5-8 piipadi
na 100 000 obyvatel, pfi¢emz Castéji byvaji postizeni muzi nez zeny (3:1) a vzhledem k rasové
a narodni pfisluSnosti to jsou ¢astéji Afroamericané. U détské populace je DCM prevladajicim
typem kardiomyopatie s vyskytem 0,57 na 100 000 ptipadt (Kirk ez al., 2009; den Boer et al.,
2015). DCM ma vysokou miru morbidity, mortality a je nejcastéjsi pti¢inou srdecniho selhani
u mladych lidi (Sugrue, 1992). Podle nejnovéjsich publikovanych zdroji je DCM definovana
jako systolicka dysfunkce a dilatace levé nebo obou komor, ktera neni vysvétlena abnormalnimi
zatézovacimi podminkami nebo koronarnim onemocnénim (métfeno zejména echokardiografii
nebo magnetickou rezonanci srdce), a to s ohledem na to, ze u dilatace levé komory je
end-dyastolicky objem nebo primér >2SD (pozn. z-skore je vétsi nez 2 standartni odchylky)
od normélu podle normogrami upravenych podle plochy povrchu téla a véku, nebo plochy
povrchu téla a pohlavi (Pinto et al., 2016). Tyto patologické zmény potom mohou vést
k srde¢nimu selhdni nebo k pfed¢asné smrti pacienta. Moznosti pacienta je tak transplantace
srdce, ktera je vSak vzhledem k omezené dostupnosti darcovskych organa a komplikovanému
fizeni klinického priibéhu, volena jako posledni (Lund et al, 2015). Moderni genetické
testovani urychlilo identifikaci prediktivnich biomarkerd, zatimco pokrocilé zobrazovaci
technologie rozsifily chapani o etiologii vedouci k DCM.

Béhem poslednich dvaceti let bylo postupné diky zlepSovani klinického a genetického

zékladu DCM identifikovano nékolik faktort piedstavujicich pii¢inu DCM, jako jsou infek¢ni



agens vedouci k myokarditidé, nékteré chemické latky, jako jsou Iéky nebo toxiny, peripartalni
obdobi, nutricni nedostatky, autoimunitni poruchy nebo kombinace nékterych téchto prvki
(Pinto et al., 2016). Nicméné, ve velkém poctu ptipadl zistava etiologie nevyfesena nebo je
choroba nazyvéna idiopatickou. Ve skupiné idiopatickych DCM 30-50 % ptipadii postihuje
celé rodiny a jedna se tedy o onemocnéni s genetickym ptivodem. V piipadé€, Ze dva nebo vice
Clenti rodiny spliuji diagnostickd kritéria, je DCM oznacovdna jako familiarni

(McCartan et al., 2012).

3. 1.1 Genetika dilata¢ni kardiomyopatie

V soucasné dob¢ bylo identifikovano vice nez 400 patogennich variant u t¢éméf 60 genti
souvisejicich s rozvojem DCM. Tyto geny kdéduji rizné proteiny jadra, sarkomery, cytoskeletu
nebo membrany a ve vSech ptipadech genetickd zména indikuje strukturalni a funk¢ni diisledky,
které narusSuji vytvaieni a pienos sily myokardu a zivotaschopnost bun¢k. DCM mize
vykazovat dédi¢nost autozomalné¢ dominantni, autozomalné recesivni, nebo X-vazanou
a v n¢kterych ptipadech byly pozorovany urc¢ité chromozomalni abnormality, a dokonce byly
hlaSeny piipady s mitochondridlni dédi¢nosti (Hershberger et al., 2013). Genetické pfic¢iny
DCM jsou razné a mechanicky zahrnuji geny kodujici proteiny sarkomery, cytoskeletu,
jaderného obalu, transkripéni drdhy a proteiny mitochondridlni (viz Obrazek ¢ 1)

(Towbin, 2010).
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Obrazek ¢. 1: Genetické piiciny dilatacni kardiomyopatie (Towbin, 2010): Souhrnné schéma proteinti
jejichz geny jsou asociovany s DCM; B1ADR = f1ADR adrenergni receptor; MLP = svalovy LIM
protein; Wnt = signaliza¢ni draha Wnt; Frizzled = membranovy receptor; SCN1B = beta-1 podjednotka
sodného kanalu; SCNSA = alfa-5 podjednotka sodného kanalu.

Témeét 60 % rodinnych ptipadit DCM vykazuje jakoukoli genetickou zménu v jednom
z vice nez 60 gent spojenych s DCM, a to piedevsim s autosomalni dédicnosti. Nedavné studie
uvadéji, Ze nejcastéji jsou za familiarni DCM odpovédné patogenni varianty v genu 77N
(Haas et al., 2015; Hinson et al., 2015) a tzn., ze témét 30-35 % rodin diagnostikovanych
dilata¢ni kardiomyopatii vykazuje jakoukoli zménu v tomto genu. Druhym nejcastéj$im genem,
jehoz mutace zapficinuji DCM, je LMNA zodpovédny za 10-15 % ptipadd. Tabulka é. 1 shrnuje
dalsi geny asociované s DCM a jejich frekvence vyskytu. S ptipady DCM byly také spojeny
jiné genetické zmeény jako je variabilita v po¢tu kopii (copy number variations — CNV), které
se vSak vyskytuji s nizkou frekvenci (Pérez-Serra et al., 2015). V roce 2017 bylo na vice nez
sedmitisicich ptipadech klinické kardiomyopatie zjisténo, ze u nékterych gent, které byly diive
oznacovany jako vyznamné piiCiny dané kardiomyopatie, nejsou vzacné varianty klinicky
informativni, protoze zde existuje velmi vysoké pravdépodobnost falesSné pozitivni interpretace

(Walsh et al., 2017). Nedavna studie také ukazala, Ze tfada variant uvedenych v databazi



ClinVar je nespravné klasifikovana, a ze troven dukazl v této databazi, které podporuji

patogenni povahu variant, klesa (Shah et al., 2016).

Tabulka ¢. 1: Geny asociované s dilatacni kardiomyopatii a jejich procentualni vyskyt. zahrnuty pouze

geny s vyskytem vétsim nez 1 % (Pérez-Serra et al., 2016, doplnéno Walsh ez al., 2017, upraveno).

Gen Lokalizace Protein Frekvence [%)]
TTN Sarkomera Titin 30-35
LMNA Jadro Lamin A/C 10-15
MYH7 Sarkomera Tezky tetézec B-myosinu 5-10
MYH6 Sarkomera Tezky tetézec a-myosinu 5-10
TNNT2 Sarkomera Srdec¢ni troponin T 5-10
ACTCI Sarkomera Srdec¢ni aktin 5-10
BAG3 Ko-chaperon Athanogen 3 1-5
DSP Desmozom Desmoplakin 1-5
MYBPC3 Sarkomera Myosin vazebny protein C 1-5
RBM20 Regulator sesttihu mRNA | RNA vazebny protein 20 1-5
SCN54 Iontovy kanal Sodikovy kanal 1-5
TPM1 Sarkomera a-tropomyosin 1-5
VCL Cytoskelet Vinculin 1-5
TCAP Sarkomera Telethonin 1-5

Vroce 2013 byla provedena studie (Li ef al.), v ramci které bylo zjiSténo, ze
polymorfismus v genu ZBTB17 ur¢itym zpisobem indukuje citlivost k DCM u ¢inské populace.
DalSim podobnym ptipadem je souvislost mezi DCM a polymorfismem intronu v genu CTLA4.
Tato varianta zapficinuje citlivost ke kardiomyopatii, ale pravdépodobné nenarusuje prib¢h
onemocnéni (Ruppert et al., 2010).

Je také zajimavé, Ze se geneticky a patofyziologicky podklad dédi¢nych kardiomyopatii
ve velké mife prekryva s podstatou dédicnych forem srdec¢nich arytmii, tzv. kanalopatii, kde je

zafazovan napt. Brugada syndrom, syndrom casné repolarizace, ale také nékteré ptipady

syndromu nahlého umrti kojence (Ackerman et al., 2011; Tfelt-Hansen et al., 2011).

Chromosomalni abnormality

Dosud bylo zaznamenano nékolik ptipada variability v poctu kopii zapficinujici rozvoj

DCM (Guptaet al., 2010). V téchto ptipadech se jednalo o deleci n¢kolika exonli v genu LMNA,



ktera zptisobuje abnormality jaderné membrany ohrozujici normalni funkci laminu a snizujici
jeho hladinu v bunice. Podobné také velké delece v genu BAG3 byly spojeny s familiarni DCM
(Norton et al., 2011).

Autozomalné dominantni dédi¢nost DCM

Vétsina familiarnich pripadi DCM je zptisobena patogennimi variantami s autosomalné
dominantni dédicnosti. Tyto patogenni varianty byly identifikovany v nékolika genech
kédujicich proteiny s rGznymi funkcemi, jako jsou napiiklad iontové kandly, transkripéni

faktory, sarkomerické, desmozomalni a jaderné proteiny (Pérez-Serra et al., 2016).

Iontové kanaly

Ionové kandly piedstavuji komplexy membranovych proteint, jejichZ funkci je usnadnit
difazi iontl pfes biologické membrany, napiiklad pravé v myocytech. Patogenni varianty
proteini srdecnich iontovych kanalti vedou ke zhorSeni svalové kontrakce. V soucasnosti jsou
s DCM spojeny tii geny: SCN5A, KCNQI a ABCC9 (Pérez-Serra et al., 2016).

Gen SCN54 koduje napétove fizeny sodikovy kanal, ktery se u kardiomyocytt podili
na rychlé¢ depolarizaci myokardu a ma dtlezitou roli pfi udrZzovani impulzniho vedeni
(Rook et al., 2012). Sodikové kanaly jsou zodpovédné za rychlou depolarizaci myokardu a jsou
rozhodujici pro udrzeni srde¢niho impulsu (Ruan et al., 2009). Patogenni varianty genu SCN5A4
modifikuji elektrickou excitabilitu sodikového kanalu, coz zptisobuje nerovnovahu v proudéni
raznych iontl zapojenych do kontrakce kardiomyocyti. Timto zplisobem vyvoldva remodelaci
komor a tim rozvoj DCM. Prvni patogenni varianta v genu SCN5A4 spojena s DCM byla
zaznamenana v roce 2004 (McNair et al., 2004) a dosud bylo identifikovano 12 patogennich
variant (Pérez-Serra et al., 2016).

Dalsim asociovanym genem je KCNQ/ kodujici draslikovy kanél, jehoz identifikované
patogenni varianty spojené¢ s DCM vyvolavaji ztratu funkce potiebnou pro repolarizaci

srde¢niho ak¢niho potencialu (Xiong et al., 2015).

Transkripéni faktory

Transkripéni faktory, které aktivuji transkripci souboru genii exprimovanych béhem
srdeCniho vyvoje a strukturni ptestavby, jsou koédovany geny: TBXS5, TBX20 a NKX2-5.
U pacienti s DCM zplsobenou patogennimi variantami téchto genti dochazi ke snizeni

transkrip¢ni aktivity gent dilezitych pii kardiogenezi (Kirk et al., 2007; Zhang et al., 2015).



Sarkomerické proteiny

Sarkomera je kontraktilni jednotka svalového vlakna ohrani¢end dvéma Z-liniemi.
Interakce mezi tenkymi a tlustymi vlakny ve spojeni s titinem, tropomyosinem a jinymi proteiny
vyvolava svalovou kontrakci. Patogenni varianty gent pro sarkomerické proteiny jsou spojeny
s poklesem kontraktilni funkce (Kamisago et al, 2000). Dosud bylo s familiarni DCM
asociovano n¢kolik sarkomerickych genti: ACTCI1, MYBPC3, MYH6, MYH7, TNNCI1, TNNI3,
TNNT2, TPM1 a TTN (Pérez-Serra et al., 2016).

Gen MYBPC(C3 koduje srde¢ni izoformu myosin vazebného proteinu C, ktery je spojen
s myosinem v A-pruhu myofibrily. Dodnes bylo identifikovdno 56 patogennich variant toho
genu zapficinujicich rozvoj DCM (Pérez-Serra et al., 2016).

MYHG6 je gen kodujici te€zky fetézec a-myosinu a MYH7 tézky fetézec P-myosinu.
Myosin je protein vazajici se na aktin a spolu s dal$imi proteiny je zodpovédny za svalovy stah.
Myosin srde¢niho svalu je hexamer sloZzeny ze dvou podjednotek tézkého tetézce, dvou
podjednotek lehkého fetézce a dvou regulacnich podjednotek. Zmény relativniho mnozstvi
tohoto proteinu koreluji s rychlosti kontrakce srde¢niho svalu. V genu MYH6 bylo
identifikovano 11 patogennich variant a v genu MYH7 celkem 99 patogennich variant
spojenych s DCM (Pérez-Serra et al., 2016).

Dalsi dilezitou soucasti srde¢niho svalu je troponin T typu 2, ktery je kddovan genem
TNNT?2. Tento protein reguluje svalovou kontrakci v reakci na zmény koncentrace vapenatych
iontd v buiice. K vyrovnani zmén v influxu vapniku je senzitivita k vapniku regulovéna
troponinovym komplexem, ktery se sklada z troponinu T, troponinu C (tnC) a troponinu I
a zprostredkovava vazbu srde¢niho aktinu a proteinu MHC. Bylo prokézano, Ze mutace v genu
pro troponin T jsou asociovany se snizenou citlivosti k vapniku a s poruchou kontraktilni funkce
(Du et al., 2007). Celkem bylo nalezeno 38 patogennich variant tohoto genu asociovanych
s DCM (Pérez-Serra et al., 2016). S troponinovym komplexem je vazdn a-tropomyosin
kédovany genem TPM1I, ktery reguluje interakce aktinu a myosinu (Lakdawala et al, 2010).
TPM]I byl asociovan jak s dilatacni, tak s hypertrofickou kardiomyopatii (HCM), pticemz
dosud bylo identifikovano 20 patogennich variant (Zimmerman et al., 2010).

Gen TTN, kédujici titin, je nejcastéji mutovanym genem v DCM. Titin je nejdelSim
znamym lidskym proteinem. Je sloZen ze 34 350 aminokyselin a jeho molekulovd hmotnost je
3 816 030 Da. Titin se rozkladéa od Z-diskt pies pasmo I a A az po M-linie v sarkomefte a vytvari
tak leSeni, které interaguje jak s tenkymi, tak tlustymi vlakny a umoziuje spravné fungovani

pfi sestavovani sarkomery a pfi jeji aktivaci (Li et al., 2016). Titin tak hraje zasadni roli béhem



kontrakce. Zajistuje pasivni silu a elasticitu pro zachovani diastolické a systolické funkce.
V soucasné dobé bylo s DCM spojeno az 37 patogennich variant titinového genu, z nichz
vétSina (25 %) jsou zkracené varianty titinu (77Ntv) (Herman et al., 2012; Fatkin et Huttner,
2017). Penetrace znamych mutaci 77Ntv je variabilni a mize zaviset na umisténi mutace
v dlouhé molekule titinu (Herman et al., 2012; Roberts et al., 2015). Navic je v ptipadé TTNtv
kategoriich (Herman et al., 2012). Bylo také zjisténo, Ze n€které patogenni 77N¢v mutace vedou
k nedostatecné kontrakci kardiomyocyti. Tyto mutace produkuji sice stabilni proteiny,
ale nemohou spravné interagovat se sarkomerni proteinovou siti, coz vede ke klinicky
detekovatelné dysfunkci (Hinson et al., 2015). Zajimavé je také zjiSténi, Zze peripartalni
kardiomyopatie (PPCM) sdili genetickou etiologii s DCM. Tento fakt naznacuje, Ze t¢hotenstvi
muze pusobit jako modifikator k odhaleni fenotypu kardiomyopatie s TTNtv (Ware et al., 2016).

Dalsi vyznamnym genem, ktery souvisi se sarkomerickymi proteiny, je RBM20,
kodujici regulator sestifihu mRNA. Snizend ti¢innost tohoto proteinu zplisobuje zmény exprese
sarkomerickych proteinti, mezi které patii naptiklad i titin, a tim modifikuje strukturu a funkci
srdce (Guo et al., 2013). Jeho regulacni aktivita je spojena s cestou, ktera reguluje morfologii
srdecni hmoty v DCM (Pérez-Serra et al., 2016). VSechny patogenni varianty sarkomernich

geni n¢jakym zpiisobem moduluji srde¢ni kontrakci a tim funkei srdce jako takového.

Desmozomalni proteiny

Desmozom je struktura myocytl zodpovédnd za mechanické mezibunééné spojeni.
V kombinaci s adheriny a mezerovymi spoji (gap junction) propojuji buiiky myokardu a udrzuji
mechanickou a elektrickou integritu srdce. Desmozomalni geny jsou spojeny zejména
s arytmogenni kardiomyopatii, ale byly nalezeny patogenni varianty 4 genii asociovanych
s dilata¢ni kardiomyopatii — DSP, DSG2, DSC2 a PKP2. U nalezenych patogennich variant
genu DSP, kodujiciho protein desmoplakin, byla pozorovana zejména autosomalné recesivni
dédicnost, ale v mensi mife i dédicnost dominantni. V soucasné dobé je s DCM spojeno
12 patogennich variant tohoto genu (Pérez-Serra et al., 2016). DalsSim vyznamnym genem, ktery
je v8ak asociovan zejména s arytmogenni kardiomyopatii, je JUP, kodujici protein plakoglobin

(Lietal., 2011).

Jaderné proteiny

V jadie kardiomyocytti spolu interaguji proteiny, které hraji roli jak v organizaci

chromatinu, tak v transkripcni aktivité. V soucasné dobé jsou s DCM asociovany 3 jaderné



geny: LMNA, EMD a TMPO. Nicméng, pouze varianty genit LMNA a TMPO vykazuji
autosomalné dominantni dédi¢nost, zatimco varianty genu EMD X-vazanou dédi¢nost.

Gen LMNA kédujici lamin A/C je druhym nej€astéji mutovanym genem v ramci DCM.
LMNA, kédujici intermedialni filamenta, podporuje strukturu jaderné membrany a hraje
dalezitou roli ve struktufe chromatinu a expresi gend. Lamin A/C je lokalizovan v jaderné
lamin€ predstavujici vldknitou strukturu, kterd je zdkladem wvnitini jaderné membrany.
Laminové filamenty jsou sloZeny ze tii polypeptidid typu lamin A, lamina B a lamina C
(Lin et Worman, 1993).

Patogenni varianty v genu LMNA predstavuyyi 6 % vSech ptipadi DCM
(Hershberger et Siegfried, 2011), u 7,5 % se jednd o familiarni typy a 11 % predstavuje
sporadické formy DCM (Taylor et al., 2003). Mutace v tomto genu jsou spojeny s vysokym
vyskytem nahlé smrti (Fatkin et al., 1999; Becane et al., 2000). Stejn€ jako u mutaci titinu je
srdecni fenotyp spojeny s mutacemi LMNA vysoce variabilni. Pfedpoklada se, ze dysfunkce
laminu A/C ma za nasledek bud’ dezorganizaci chromatinu vedouci k poruchdm transkripce
genu a nespravné translaci a distribuci proteint, a/nebo akumulaci prelaminu A v jadre, ktera
vede k toxicité (Tesson et al., 2014). V soucasné dobé bylo nalezeno 114 patogennich variant
spojenych s rozvojem DCM (Pérez-Serra et al., 2016).

Obvykle ma DCM zplisobena patogenni variantou LMNA nejhorsi prognézu a zavazné
kardiovaskularni problémy. Velmi casto také pacientis témito variantami podstupuji
transplantaci srdce (Pérez-Serra et al., 2016). Fenotyp téchto pacientii je navic extrémné

variabilni (Fatkin et Graham, 2002) a penetrace je velmi vysoka (Perez-Serra et al., 2015).

Dalsi geny asociované s DCM

Dalsim genem spojenym s DCM je CRYAB, kédujici protein aB-krystalin, ktery patii
do rodiny malych heat shock proteinil a je siln¢ exprimovan v srde¢nim a kosternim svalstvu.
aB-krystalin se chova jako molekularni chaperon, jehoz funkci je udrzeni proteinti ve velkych
rozpustnych agregatech, autokinazova aktivita a ucast na intracelularni architektuie. S dilata¢ni
kardiomyopatii byly spojeny 3 patogenni varianty tohoto genu (Inagaki et al., 2006;
Perez-Serra et al., 2015)

Gen LAMA4 koduje o4 podjednotku lamininu. Lamininy patfi do rodiny
extracelularnich matricovych glykoproteint, které jsou hlavni nekolagenni slozkou bazéalnich
membran. Tyto proteiny jsou zapojeny do Siroké Skaly biologickych procest, véetné bunécné
adheze, diferenciace, migrace a signalizace. Dosud byly identifikovany 3 patogenni varianty

(Perez-Serra et al., 2015).
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Stejné jako u HCM je nespravné hospodaieni s Ca** spojeno s DCM. Spravna svalova
kontrakce spoc¢ivd v wuvoliiovani vépenatych ionti ze sarkoplazmatického retikula
prostiednictvim kandlu RYR2 a nisledné v opétovném piijmu Ca?* do sarkoplazmatického
retikula pomoci pumpy zvané SERCA. Mutace v genu PLN, kodujicim protein phospholamban,
negativni regulator proteinu SERCA, vedou krozvoji letdlni DCM prostfednictvim
nespravného zpétného piijmu Ca®" a rozvoji ventrikularni arytmie (Haghighi et al., 2006).

S DCM bylo asociovano velké mnozstvi dalSich genti kddujicich napiiklad proteiny
komplexu gamma-sekretazy, proteiny sarkoplazmatického retikula a dal§i proteiny, které

se vazou na sarkomeru.

Autozomalné recesivni dédi¢nost

V soucasné¢ dobé bylo zaznamendno malo ptipadi DCM s autozomalné recesivni
dédicnosti. Hlavnim rysem ve vétSin€ ptipadldl je Casny projev nemoci v novorozeneckém
a dospivajicim véku (Mestroni et al., 1999a; Mestroni et al., 1999b; Seliem et al., 2000;
Murphy et al., 2004). Mezi geny DCM s autosomalné recesivni dédicnosti patii napiiklad
TNNI3, DES, DOLK, DSP a SDHA (Perez-Serra et al., 2015).

X-vazana dédi¢nost

Vramci DCM byly popsdny X-vdzané patogenni varianty zahrnujici progresivni
degeneraci srde¢niho svalu. Tyto zmény u pacientl zptsobuji dilataci s naslednymi funkénimi
srde¢nimi komplikacemi. Casto tyto patogenni varianty zapfi¢ifuji smrt v mladém véku
zejména u muzi a jedinou variantou mnohdy byva transplantace srdce. V soucasné dob¢ byly
identifikovany patogenni varianty v genech: DMD, TAZ, EMD, CLIC2 a LAMP?
(Perez-Serra et al., 2015).

Dilatacni kardiomyopatie a dalSi patologie

Existuje velka skupina geni, ktera je asociovana s rtiznymi patologiemi spojenymi
s typickymi ptiznaky DCM. V téchto piipadech vSak neni jasné, zda je mutace striktné
zodpovédna za rozvoj tohoto onemocnéni, nebo zda je srde¢ni porucha samotnym disledkem,
nebo vedlejsim poSkozenim jiné choroby. Piikladem je mutace v genu ALMSI, ktery je
asociovan s Alstromovym syndromem, ale také s rozvojem DCM popsanym jako komplikace

tohoto syndromu (Bond et al., 2005).
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3.2 Identifikace familiarni dilata¢ni kardiomyopatie

Doporucené néastroje pro identifikaci nebo potvrzeni familidrni dilatacni
kardiomyopatie (FDC) je stanoveni rodinné anamnézy, kardiologické vySetfeni piibuznych
prvniho stupné¢ a molekularni genetické testovani. Tento piistup identifikace je obzvlasté
dualezity, a to zejména proto, Ze osoba trpici DCM muiZe byt po mnoho let asymptomaticka

(Hershberger et Morales, 2007).
3.2.1 Rodinna anamnéza

Pro posouzeni moznosti FDC by méla byt poskytnuta rodinnd anamnéza tii az Ctyt
generaci zaméfend na kardiovaskularni onemocnéni vcetné srde¢niho selhdni, DCM,
transplantace srdce, nevysvétlitelné nahlé smrti, nevysvétlitelného onemocnéni srde¢niho
vedeni a/nebo arytmie nebo nevysvétlitelné mrtvice nebo jiného tromboembolické onemocnéni.
Diagnostika FDC se provadi v ptipad€, Ze minimalné dvéma blizce ptibuznym ¢lentim rodiny
byla diagnostikovana DCM. Do vyhodnoceni se zahrnuji vSechny mozné vzorce dédiCnosti
(Hershberger et al., 2015).

Ob¢ strany rodiny by mély byt povazovany za mozné pfi€iny podilejici se na rozvoji
familiarniho onemocnéni. Bylo vSak ukazano, ze v nékterych piipadech, bez ohledu na ziejmy
dédi¢ny vzor v rodiné, mohou predpoklady tykajici se matetské, nebo otcovské dédicnosti
patogennich variant v genech zptisobujicich FDC byt nespolehlivé a potencialné zavadéjici.
Byla také zaznamenana i bilinearni rodina, ve které obé¢ linie, otce a matky, pfispivaji

k patogennim variantam v genech LMNA a PLN (Liu et al., 2015).
3. 2.2 Kardiologické vySetieni pfibuznych prvniho stupné

Kardiologické vysetieni je doporuceno pro zjisténi jakykoliv srdecnich abnormalit,
které by mohly podporovat diagnostiku DCM. Vzhledem k tomu, Ze penetrace DCM je zavisla
na veéku, méla by byt v pravidelnych intervalech provadéna opakovana kardiovaskularni
vySetteni pfibuznych pacienta. Diagnostiku FDC vyznamné podporuje tzv. kaskddova metoda,
tzn. pokracovani ve vySetfenich pifibuznych nové identifikovanych osob s idiopatickou
dilata¢ni kardiomyopatii (IDC), vCetné anamnézy, fyzikalniho vySetieni, echokardiografie

(ECHO) a elektrokardiografie (EKG) (Hershberger ef al., 2009).

3. 2.3 Molekularni genetické testovani

Vyznam molekularné-genetického vysetfeni u pacientii s riiznymi typy kardiomyopatii

a jejich piibuznych v posledni dobé vyrazné vzrustd. V klinické praxi miize diagnostika
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genetickym testovanim pomoci urCit v€asnou diagnézu, ale 1 progndézu, a muze vést
k preventivnim opatienim, jak u ohroZenych, tak asymptomatickych rizikovych pacientt,
zejména k prevenci nahlého srdecniho selhani. Umoziuje také identifikovat osoby, které nejsou
nosi¢i patogenni genové varianty, a vyhnout se tak ndkladim spojenym s klinickym
sledovanim. N¢kterym jednotliveim tak pomtize vyhnout se i1 psychickému stresu.
U ptevladajiciho autozomalné dominantniho typu dédi¢nosti, kdy je riziko pfenosu na potomky
50 %, se doporucuje vysetfeni vSech ptibuznych probanda z prvni, druhé i tieti generace.
U téchto rodinnych pfisluSniku by mélo byt také provedeno kardiologické vysetieni, které
zahruje fyzikalni vysetteni, ECHO, EKG, a v ptfedepsanych piipadech 1 dalS§i pomocné
metody. V piipadé odhaleni variant odpovédnych za dané onemocnéni je potom mozné
i u ptibuznych zah4jit v€asnou profylaktickou 1écbu. I pfesto, ze se analyzuje velké mnozstvi
gentl spojenych s kardiomyopatii, se u nékterych pacienti nepodafi najit patologickou variantu
asociovanou s onemocnénim. Je to ddno velkou genetickou heterogenitou a také moznosti
vyskytu mutace v genech, které nejsou do vysetfovaciho panelu zarazeny (Skutkova et al.,
2016). V souladu se soucasnymi klinickymi pokyny je genetické testovani doporuceno jako
soucast  diagnéozy v  rodinnych  pfipadech (Mestroni et al, 1999a;
Priori ef Blomstrom-Lundqvist, 2015).

Moznost genetického testovani mtize byt nabidnuto jednotliveiim s IDC, FDC, PPCM
nebo kardiomyopatii spojenou s t€hotenstvim (PACM).

Vzacné patogenni genetické varianty jsou vétSinou hodnoceny a také prokazany
zejména v pripad¢ rodinného vyskytu, zatimco genetické varianty pouze s jedinym vyskytem
v rodiné nebyvaji ve velkych vyzkumnych studiich testovany a patogenitu je v téchto piipadech
tézké prokdzat. Nekterd data vSak naznacuji podobnost frekvence patogennich variant mezi
familiarnimi a jednotlivymi ptipady (Hershberger et al., 2010). I kdyz diagnéza FDC ztidka
zacind identifikaci genetické mutace, je rozumné genetické testovani zahrnout (Michels et al.,
1992; Burkett et Hershberger, 2005; Hershberger et Siegfried, 2011).

Pred deseti lety byla detekce mutaci dédi¢nych kardiovaskularnich chorob provadéna
zvelké casti technikami zaloZzenymi na PCR, denaturacni vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (high-performance liquid chromatography — HPLC) nebo pomoci
vysokorozliSovaci analyzou kfivek tani (high resolution melting — HRM), a to jak v oblasti
vyzkumu, tak v klinické praxi (Tester et al., 2006; Fackenthal et al., 2013). Nicméné jejich
citlivost rozpoznévani variant je v rozmezi od 95 % do 80 % a je vysoce zavisla na adekvatni
optimalizaci technik (Wittwer, 2009). Ackoli byly tyto metody v minulych letech Siroce

pouzivany ke genetickému testovani, zejména pii stanoveni dédicnych kardiomyopatii
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(Frisso et al., 2009; Millat et al., 2009; Millat et al., 2010) dnes jsou z velké Casti nahrazovany.
Piimé sekvenovani DNA je dnes standartni metodou pro detekci genovych mutaci. Poslednich
30 let bylo dominantnim ptistupem Sangerovo sekvenovani (Bamshad et al., 2011). Evropska
spolecnost srde¢niho rytmu (European Heart Rhythm Association — EHRA) v roce 2011
oznacila Sangerovo sekvenovani jako metodu s vysokou citlivosti, pfesnosti
a reprodukovatelnosti pro identifikaci mutaci spojenych s kardiomyopatii a kanalopatii
(Ackerman et al., 2011). Skenovaci techniky, ani samotné sekvenovani, vSak nejsou spolehlivé
pii identifikaci stfednich a velkych inserci nebo deleci. Proto je pro stanoveni genové davky
nutné pouzit 1 dodatecné techniky, jako je kvantitativni PCR nebo metoda zaloZena na ligaci
dvou sond s nasledujici amplifikaci (multiplex ligation-dependent probe amplification
— MLPA) (Schouten et al., 2002; Chanavat et al., 2012; Roberts et al., 2015). 1 ptes svoje
vyhody je Sangerovo sekvenovani pracné a Casove narocné, zejména pro geneticky heterogenni
onemocnéni, jako jsou kardiomyopatie, a spolu s ndkladovym omezenim se jeho pouziti
vyluc€uje pro rozsédhla genomova sekvenovani (Kircher et Kelso, 2010; Neveling et al., 2013).
V soucasné dobé tak sekvenovani nové generace (next generation sequencing - NGS) zapocalo

novou éru vysoce vykonné genomické analyzy.

3. 2.4 Vyuziti sekvenovani nové generace v diagnostice DCM

Technika NGS zptsobila revoluci klinického genetického screeningu, a to zejména
proto, Ze dokaze analyzovat velky pocet gent efektivnim zpisobem za nizké finan¢ni néklady
a v relativné kratké dobé¢ (Sikkema-Raddatz et al., 2013; Jamuar et Tan, 2015). Ekonomicka
uspora je odvozena zejména z vypoctu rozdilu mezi néklady na genetické testy a naklady
na zbyte¢né sledovani zahrnujici jak klinické, tak doplikové testy, jako je EKG, ECHO a dalsi
(Ingles et al., 2012). Ptedevsim je dnes tento typ analyzy urcen pro piipady, kdy ma odborny
Iékar jasné podezieni na srdecni onemocnéni a s tim spojené ohrozeni ptibuznych pacienta
(Perez-Serra et al., 2015). Techniky NGS se ukazaly jako piesné a tcinné pii detekci mutaci
jak ve vyzkumu, tak v klinické praxi (D'Argenio et al., 2014).

V soucasné dobé je znamo mnozstvi genil asociovanych s DCM, coz umoznilo vznik
paneli nékolika desitek gent, které mohou byt k diagnostice tohoto onemocnéni pouzity.
Zaroven tyto platformy umoznily zvysit pocet genl asociovanych s DCM (Harakalova et al.,
2015) a odhalit genetické piekryti mezi DCM a jinymi kardiomyopatiemi, jako napiiklad
hypertrofickou a arytmogenni kardiomyopatii (ACM) (Biswas et al., 2014). S nastupem
sekvenacnich technologii bylo také zjiSténo, Zze vétSina genetickych variant je vzéacna

(Pan et al., 2015).
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Na Obrazku ¢. 2 je zobrazen pracovni postup standartni genetické analyzy za pouziti
NGS. Po piipravé DNA knihovny a samotném sekvenovani se provadi bioinformaticka analyza.
Tato analyza dat zahrnuje mapovani kratkych sekvenacnich ¢teni na referencni genom
(alignment) (Langmead et al., 2009; Li et Durbin, 2009), zpracovani a korekci alignmentu
(Li et al., 2009a; McKenna et al., 2010), identifikaci variant (variant calling) (Li et al., 2009b;
Li et al, 2009b; McKenna et al., 2010) a genomickou a funk¢ni anotaci variant
(McLaren et al., 2010; Wang et al., 2010; Yandell et al., 2011). Anotace je v podstaté sbirka
vSech dostupnych informaci k rozliSeni klinicky vyznamnych variant od béznych nebo
individualnich variant. Obvykle jsou exomovym sekvenovanim u jediného pacienta nalezeny
desitky tisic genovych variant a anotace piedstavuje proces, ktery pomaha genomovym
analytikim a klinickym pracovnikim tato obrovskd mnozstvi dat zpracovat pomoci
genomovych a funk¢nich informaci shromazdénych v biologickych a/nebo klinickych
databazich a ziskat tak pouze ty nejdilezitéjSi informace. Organizace American College of
stanoveni kauzality mutaci vyvoldvajicich onemocnéni, mezi kterd zahrnuji populacni
frekvenci alely mensi nez 0,01 %, spole¢ny vyskyt mutaci s onemocnénim, in silico skore
patogenity, rodinna kosegregace mutace a funkcni testy (Richards ef al., 2015). Anotacni
nastroje dokazi identifikovat, které varianty jsou zaznamendny v databazich alelovych
frekvenci, které zplisobuji zdménu aminokyselin nebo generuji stop kodon a které spadaji
do oblasti s variabilnim po¢tem kopii DNA (MacDonald et al., 2014). Anota¢ni prostiedky jsou
také schopné piedpoveédét patogenitu variant pomoci bioinformacnich nastroja, jako jsou SIFT
(Ng, 2003) a PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010), a pomoci klinickych databézi, zahrnujici
napiiklad Human Gene Mutation Database (Stenson ef al., 2014) a ClinVar (Landrum et al.,
2014), s cilem zam¢fit se na varianty, o kterych je znamo, Ze jsou spojeny s ur¢itym fenotypem
nebo onemocnénim. Existuji také nastroje, které dokéazi identifikovat v definovaném seznamu
gent ty, které jsou s vétsi pravdépodobnosti spojeny s urcitou nemoci, a to na zakladé literarnich
zdroji, funkénich dat a jinych datovych souborti. Mezi takové nastroje patii napiiklad eXtasy
(Sifrim et al., 2013) nebo ToppGene (Chen et al., 2009). Podle téchto kritérii mohou byt
varianty klasifikovany jako patogenni, pravdépodobné patogenni, varianty s nejistym

vyznamem (variants of uncertain signifikance — VUS), benigni nebo pravdépodobné benigni.
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Legenda
Klinika _ Molekuldrni biologie = Bioinformatika

Obrazek ¢. 2: Pracovni postup standartni genetické analyzy za pouZiti NGS (Girolami et al., 2018,
upraveno)

Identifikace genetického zakladu dédicnych forem DCM se ukazala jako naro¢na
(Lakdawala et al., 2012; McNally et al., 2013). V souvislosti se sekvenovani nové generace to
predstavuje vyzvu piirozliSovani benignich variant DNA od téch, které jsou klinicky vyznamné
a skute¢né pftispivajici k rozvoji onemocnéni vzhledem k velkému poctu variant, které¢ NGS

poskytuje (Hershberger et al., 2009). Samotnd interpretace vysledkl genetického testovani je
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v soucasné dob¢ velmi narocna, a to z divodu pomérné vysoké frekvence vzacnych benignich
zmén v populaci, a komplikuje ji i fakt, ze u n€kterych pacienti je identifikovano vice nez jedna
vzacnd varianta (Hershberger et al., 2015).

I presto, ze pomoci technologie NGS bylo identifikovdno v poslednich letech n€kolik
novych gent, které pomdhaji porozumét patofyziologickym cestam, zlstava DCM
klasifikovana jako komplexni onemocnéni, zejména kvili zvySeni poctu genti asociovanych
s patologii a s rliznymi typy dédi¢nosti. Pro odhaleni novych pfi¢in onemocnéni by mély byt
provedeny dalsi genotyp-fenotypové studie u velkych kohort rodin trpicich DCM, které by tak
piispély k ptekladu genetickych udaji do klinické praxe, coz mize pomoci Iékaiim zlepsit

soucasné¢ diagnostické néstroje a klinické terapie (Perez-Serra et al., 2015).
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4 ANALYZA SEKVENACNICH DAT

Nejdulezitéjsi ¢asti celého procesu sekvenovani je transformace surovych sekvenacnich
dat do smysluplnych vysledkti. Diky novym technikdm, zejména NGS, generuje sekvenovani
velké objemy dat a pozadovana analyza se muze zdat narocna. Dnes jsou jiz k dispozici
analytické nastroje, které dokazi nahradit vétSinu manualni prace a analyzu tak vyrazné
usnadnit. Proces analyzy NGS dat zahrnuje primarni, sekundarni a terciarni analyzu. Nékteré
kroky jsou provadény automaticky na sekvenacnim pfistroji, zatimco dal§i kroky nastavaji
po dokonceni sekvenovani (Illumina, 2018).

Primarni analyza zahrnuje generovani hrubych dat a zhodnoceni kvality. Nejprve
dochazi k pfevedeni signdlu na ACTG kdd a poté k vypoctim ukazatele kvality. Vétsinou je
vystupem soubor FASTQ s informacemi o kvalit¢ pro kazdou bazi, kterd je hodnocena
tzv. Phred skoére, v zasad¢ jde o jistotu spravného ¢teni. Tato analyza je provadéna samotnym
sekvenacnim pfistrojem a nelze do ni uzivatelsky zasahnout (Mika, 2018).

V sekundarni analyze dochazi k filtraci dat, kdy jsou odfiltrovana zejména kratka cteni
a data s nedostateCnou kvalitou. Vybrana ¢teni jsou nasledné ttidéna podle barcodt. Jednotliva
Cteni jsou sefazena na zaklad¢ vzajemnych piesahl a poté skladany pomoci BWA algoritmt
na referencni sekvenci s toleranci urcitych rozdild, podle kterych jsou urCovany varianty,
jejichz analyza je typicky cilem experimentu. Jedna se o vyhleddvani odchylek mezi ziskanou
a referen¢ni sekvenci. Tyto rozdily mohou byt na urovni jednotlivych nukleotid, jako jsou
substituce, krat$i inzerce a delece, nebo mlze jit o rozsahlejsi strukturni zmény, naptiklad
transverze a translokace. S urCitou znalosti bioinformatiky Ize urcité parametry ménit
aupravovat, ale velmi ¢asto je cely proces zcela automatizovan. Vystupem jsou data ve formatu
SAM/BAM s informaci o pokryti a hloubce ¢teni nebo soubory VCF formatu, které navic
obsahuji informace o detekovanych variantach (Mika, 2018).

Poslednim krokem je terciarni analyza, kterd ma za ucel poskytnout takové vystupy,
na jejichz zaklad¢ je mozné provadet védecké zaveéry vyplyvajici z urcitého experimentu. Tento
krok celé analyzy je velmi variabilni a li§i se v z&vislosti na dané studii. Je provadéna zejména
hlubsi analyza sekvenci a dochazi k porovnavani vysledkl vice vzorka. Tento proces zpravidla
nebyva automatizovany, ale existuje velké mnozstvi softwarovych programu specializovanych
na ur€ité experimenty. Vstupni data pro tyto aplikace jsou ve formatech BAM/SMA nebo VCF
(Mika, 2018). Mezi tyto programy patii naptiklad VariantStudio (Illumina), Variant Interpreter
(Illumina), Sequencher (Gene Codes Corporation), Alamut (Interactive Biosoftware) a VarAft

(Aix Marseille University/ INSERM).
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4.1 Doporuceny postup interpretace variant

S néstupem technologie NGS provadi klinické laboratofe stile vice genetickych testl
zahrnujicich jak jednotlivé geny a genové panely, tak celé exomy, genomy a transkriptomy.
V dtsledku toho je vyvijen vétsi tlak na interpretaci nalezenych genovych variant. Mezi
klinickymi laboratofemi navic Casto existuji nesrovnalosti v klasifikaci variant
(Amendola et al., 2016; Pepin et al., 2016). Tyto nesrovnalosti mohou vyplyvat
z metodologickych rozdili, zejména v ptidélovani rozdilné¢ vahy urcitym udajim. V reakci
na tyto problémy zvetejnila v roce 2015 Americka akademie lékaiské genetiky a genomiky
(American College of Medical Genetics and Genomics — ACMG) a Asociace molekularni
patologie (Association for Molecular Pathology — AMP) aktualizované normy a pokyny
pro klinickou interpretaci sekven¢nich variant s ohledem na lidské onemocnéni na zékladé
28 kritérii, které umoziuji klasifikovat varianty do péti kategorii: patogenni, pravdépodobné
patogenni, nejistého vyznamu, pravdépodobné benigni a benigni. Vyraz pravdépodobné
ve spojeni s patogenni nebo benigni variantou mulize znamenat vyssi nez 90% jistotu, Ze je
varianta bud’ patogenni nebo benigni (Richards et al., 2015). V soucasné dobé navic AMP
vypracovava pokyny pro interpretaci variant somatickych nadorovych onemocnéni s ohledem
na drive publikované postupy (van Allen et al., 2014; Sukhai et al., 2016).

Tento piistup klasifikace variant je mozné pouzit v ramci vSech genli asociovanych
s onemocnénim s Mendelovskou dédicnosti. AvSak je doporuceno, aby ti, ktefi pracuji
ve skupinach zabyvajicich se konkrétnimi choroba, nadale rozvijeli cilenéjsi postupy tykajici
se klasifikace variant v urcitych genech, jelikoz pouzitelnost a vaha pfifazend k urcitym
kritériim se muze liSit v zavislosti na genu a nemoci. Tento postup neni urcen k interpretaci
somatickych variant, farmakogenomickych variant nebo variant v genech spojenych
s multigennimi komplexnimi poruchami (Richards et al., 2015).

Novy ptistup poskytl dvé sady kritérii, pro klasifikaci patogennich nebo pravdépodobné
patogennich variant a druha pro klasifikaci benignich nebo pravdépodobné benignich variant.
U konkrétni varianty je vybrano kritérium zaloZené na diikazech pozorovanych pro danou
variantu a tato kritéria jsou pak kombinovana podle bodovacich pravidel, na zaklad¢ kterych je
varianta klasifikovana. Pro ziskani pottebnych ditkazli jsou nutné udaje jak ze soucasné analyzy
a vlastnich databazi, tak z vefejn¢ dostupnych zdrojti. Za ucelem urcité flexibility v klasifikaci
v zé&vislosti na shromazdénych ditkazech mize byt vaha urcitych kritérii pozménéna. Pokud
dana varianta nespliuje kritéria pro patogenni ani pro benigni varianty je oznacena jako

nejistého vyznamu (VUS).
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Doporuceny postup ACMG/AMP pro interpretaci variant je zaloZzen na dokladani
ditkazii a cely proces je rozdélen do dvou fazi. Nejprve je zvazeno nékolik kategorii udajii
zahrnujici: 1. frekvence varianty v postizené a neovlivnéné populaci, 2. vypocetni predikéni
nastroje, 3. in vitro nebo in vivo funkéni studie, zahrnujici pfimé testy na vzorcich pacientt,
studie na zvitecich modelech nebo bunécnych liniich, 4. analyza spole¢né segregace varianty
s onemocnénim a 5. specifické informace o nemoci nebo samotném genu. Nasledné je kazdému
udaji udélena tzv. uroven dikazu. RozliSuji se tzv. velmi silnd, silna, stfedni nebo podptirna
uroven. Tyto urovné ditkazl jsou pak kombinovéany za ucelem klasifikace varianty. Naptiklad,
pokud se jedné o tzv. nulovou variantu (alelu), ktera zapticinuje ztratu funkce genu, je oznacena
jako velmi silny dikaz a s pfidanim dvou pfipadi podpiirnych dikazi muze byt varianta
klasifikovana jako patogenni. V ramci kritérii pro klasifikaci benignich variant existuje
samostatna uroven, kdy v ptipadé alelové frekvence vyssi nez 5 % v nékteré z databazi je
varianta automaticky klasifikovana jako benigni. Organizace kritérii podle typu a trovné
ditkazu je uvedena v Pfiloze ¢ 1. Tento ptistup zalozeny na ditkazech a nezaujatém ptidélovani
urovné ditkazl se tak pokousi nahradit subjektivni odhad patogenity a miize se zdat ponékud
piisny, ¢imz se casteCné zabrani mylnému zafazeni nékterych variant mezi patogenni
(Richards et al., 2015).

Spoléhani se na vlastni nepublikované udaje pii interpretaci variant piedstavuje dalsi
zdroj nesrovnalosti mezi laboratofemi. Kdyz maji laboratofe rtizné informace o variantach,
interpretuji varianty jinak. Konzistentni klasifikace variant tedy vyzaduje dostupnost vSech
relevantnich dat specifickych pro varianty. V soucasné dob¢ je bohuzel piili§ velké mnozstvi
dat v soukromych internich databazich, zejména kvili nedostatku zajmu nebo motivace
o zvetejnéni (Antonarakis et Beckmann, 2006; Bean et Hegde., 2016). Jednotlivé laboratote
by tak mély byt motivovany ke zpiistupnéni svych udaji do vetejnych tlozist, napiiklad
ClinVar (Landrum et al., 2016) nebo Universal Mutation Database (UMD) (Béroud et al.,
2005). Alternativnim zptisobem je shromazd’ovani klasifikaci variant pfimo od pacient nebo
I€¢kaii prostiednictvim kampané "Free the Data" (www.free-the-data.org) nebo projektu
Sharing Clinical Reports (www.sharingclinicalreports.org). Na druhou stranu, 1 kdyz tyto
zdroje mohou podporovat sdileni informaci a transparentnost, existence n¢kolika nezavislych
ulozist’ vytvari dalsi problémy. Naptiklad nékteré ptipady mohou byt v téchto ulozistich
duplikovany, coz vede k nadhodnoceni patogenity pro nékteré varianty. V idedlnim piipade
by bylo fesenim jedno spolecné globalni tlozisté pro shromazd’ovani vsech téchto udajia (Bean

et Hegde, 2016).
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4. 1.1 Databaze

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi databazi obsahujicich rostouci pocet
genovych variant, které jsou neustdle objevovany v lidském genomu. Pfi interpretaci
a klasifikaci varianty mohou klinické laboratofe najit cenné informace v databdzich
1 v publikované literatute.

Databaze sekvenci mohou byt také pouzity pro identifikaci vhodnych referenc¢nich
sekvenci. Pro ziskdvani frekvenci genovych variant ve velkych populacich jsou uzite¢né
populacni databaze. O populacnich databazich vSak nelze predpokladat, ze zahrnuji pouze
zdravé jedince, a je znamo, Ze obsahuji i patogenni varianty. Navic neobsahuji rozsahlé
informace tykajici se funk¢niho uc€inku téchto variant nebo jakychkoli moznych souvisejicich
fenotypti. Databaze by tedy mély byt pouzivany s opatrnosti (Richards et al., 2015).

Databaze genii asociovanych s onemocnénim obsahuji primarné genové varianty
nalezené u pacientd s urcitymi chorobami a hodnoceni patogenity variant. Databaze téchto
onemocnéni a specifickych genii bohuzel Casto obsahuji nespravné klasifikované varianty
vcetné nespravnych tvrzeni publikovanych v odborné literatute, a to zejména proto, ze mnoho
databazi nevykondva primarni piezkoumdni dilkkazli. Z toho diivodu by mél byt bran ohled
naptiklad na to, jak Casto je databaze aktualizovana, jaké metody byly v experimentech pouzity,
do jaké miry jsou uvedené udaje analyticky pfesné a na nezavislost uvedeného zdroje.
Pii zvefejiiovani nalezenych variant a jejich klasifikace by mély laboratote uvadét také klinické
informace o pacientech, aby mohla byt 1épe pochopena korelace mezi fenotypem a genotypem

(Richards et al., 2015). Ptiklady popisovanych databazi jsou uvedeny v Tabulce ¢. 2.
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Tabulka ¢. 2: Piiklady populaénich a sekvencnich databazi, specifickych databazi geniit asociovanych
s onemocnénim a specifické kardiologické databaze (Richards et al., 2015, upraveno)

Typ databize

Nazev

Popis

Populaéni
databaze

Exome Aggregation
Consortium

Databaze variant nalezenych pii sekvenovani exomu
61 486 nepribuznych jedinct sekvenovanych jako
soucast populacnich genetickych studii a studii
zamétenych na riizna onemocnéni.

Exome Variant Server

Databaze variant nalezenych v ramci sekvenovani
exomu nékolika velkych kohort jedincti evropského
1 afroamerického ptivodu. Zahrnuje tdaje o pokryti

s cilem informovat o absenci zmén.

1000 Genomes

Databaze variant, které byly nalezeny pfi genomovém
a cileném sekvenovani 26 populaci. Poskytuje vice
rozmanitosti ve srovnani s EVS, ale také obsahuje

méné kvalitni data a nékteré kohorty obsahuji
pribuzné jedince.

dbSNP

Databaze kratkych genetickych variant (50 bp nebo
méng) predlozenych z mnoha zdroji. MuZe obsahovat
nedostatek podrobnosti o plivodni studii
a muze obsahovat patogenni varianty.

Databaze genu
asociovanych
s onemocnénim

ClinVar

Databaze zahrnujici vztahy mezi lidskymi genovymi
variantami a fenotypy, s podporujicimi dikazy.

OMIM

Databaze lidskych gent a fenotypi, ktera také
obsahuje vzorové genetické varianty spojené
s onemocnénim.

Human Gene
Mutation Database

Databaze anotaci variant publikovanych v literatufe.
Pro zptistupnéni velké ¢asti obsahu vyzaduje
predplatné zaloZené na poplatcich.

Zdroj uplnych referen¢nich sekvenci lidského

Variants Database

NCBI Genome
genomu.
Databize RefSeqGene Lékarsky relevantni zdroj pr.o genovou referencni
sekvenci sekvenci.
. Zdroj referencni sekvence pro lidskou mitochondrialni
MitoMap
DNA.
LOVD Genoveé zaméiend databaze DNA variant
Atlas of Cardiac Databaze genetickych variant u hypertrofickeé,
Genetic Variation dilatacni a arytmogenni kardiomyopatie.
Titin Variants i . . . .
. . H 'arlan s Databaze variant titinového genu, jeho transkripti
Kardiologické Dilated o e . .
. . a struktur exonti u dilata¢ni kardiomyopatie.
databaze Cardiomyopathy
ARVD/C Genetic Obsahuje informace z klinického vyzkumu a dalsi

udaje o variantach genl zptsobujicich arytmogenni

kardiomyopatii.
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4. 1.2 Vypocéetni (in silico) prediktivni nastroje

Pfi interpretaci sekvencnich variant mohou pomoci také riizné in silico nastroje, které
ale zahrnuji zejména stanoveni uc¢inkl sekvencni varianty na Grovni nukleotiddi a aminokyselin
veetné stanoveni UCinku varianty na primarni a alternativni genové transkripty a také
potencialni vliv varianty na vznikajici protein. Existuji dvé hlavni kategorie takovych nastroju,
jedna skupina zahrnuje predpovidani, zda zména posSkozuje vyslednou proteinovou funkci nebo
strukturu a druhd skupina, které predpovidaji, zda mad dand zména uCinek na sestfih
(Richards et al., 2015). Nov¢jsi nastroje se navic zacinaji zabyvat 1 nekddujicimi sekvencemi
(Kircher et al., 2014).

Utinek genové zmény zavisi na kritériich, jako je evoluéni zachovani aminokyseliny
nebo nukleotidu, umisténi a kontextu v rdmci proteinové sekvence a biochemicky disledek
substituce aminokyselin. Mezi Casto pouzivané in silico nastroje patii PolyPhen2
(Adzhubei et al., 2010), SIFT (Kumar et al., 2009), MutationTaster (Schwarz et al., 2010),
Provean (Choi et al., 2012) a Mutation Assessor (Reva et al.,2011). Rizné softwarové
programy pouzivaji sice odlisné algoritmy, ale jsou zaloZeny na stejném principu, proto je
kombinace téchto predikci z riiznych in silico nastroji povazovana za jeden dikkaz v interpretaci
na rozdil od nezéavislych samostatnych ditkazi. Pro interpretaci sekvencni varianty by mély byt
kombinovany odlisné programy, ale nedoporucuje se pouzivat tyto predikce jako jediny zdroj
dikazii pro klinické tvrzeni. (Richards et al., 2015). Ptikladem takové kombinace riznych
prediktivnich nastroji je online dostupny systém pro predikci patogenity mutace nazvany
UMD-Predictor (Salgado et al., 2016). Tento nastroj spojuje udaje o lokalizaci varianty v rdmci
proteinu, konzervativnost, biochemické vlastnosti, mozny dopad zmény na mRNA a také
frekvenci varianty v globalni populaci. Tento systém, ktery je soucésti i anota¢niho softwaru
VarAFT, tak kombinuje rizné algoritmy vyse uvedenych prediktivnich nastroji doplnéné

dalSimi udaji pro piedpovéd’ patogenity variant.
4. 1. 3 Bioinformatické nastroje pro interpretaci variant

Manualni uplatnéni standardl a pokynti publikovanych ACMG/AMP je vSak zdlouhavé
a nachylné k lidské chybé&. Tento problém mohou feSit webové nastroje a softwarové systémy
(Patel et al., 2017). Pro mnohé klinické laboratofe je hodnoceni vyznamu variant podle pravidel
ACMG/AMP do standardizovaného pracovniho postupu s dostupnymi ndstroji informatiky
obtizné a shromazd’ovani informaci o kazdém kritériu je pomérné komplikované (Li a Wang,

2017).
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Americky Narodni institut zdravi (National Institutes of Health — NIH) vytvofil v roce
2015 ClinGen jako centralni zdroj, ktery definuje klinicky vyznam genti a variant pro pouziti
v mediciné 1 vyzkumu. Tento konfigurovatelny webovy systém umoziluje uzivatelim zadat
piislusné znaceni dikazli na zakladé pokyni ACMG/AMP pro konkrétni alelu s odkazy
na podporujici data a generovat hodnoceni patogenity variant. Prostfednictvim automatizace
a komplexni dokumentace dikazli systém usnadiluje ptesn€jSi uplathovani pokynil
ACMG/AMP a zlepSuje tak standardizaci v klasifikaci variant. Navic umoziuje pfizptisobeni
pro specifické geny a nemoci (Patel et al., 2017).

Za ucelem odstranéni problému, které dosavadni postupy interpretace variant
predstavovaly, v roce 2017 Li a Wang prezentovali nastroj pro interpretaci genovych variant
InterVar (Klinicka interpretace genetickych variant) a jeho webovou verzi wintervar, které jsou

zalozeny na ptistupu ACMG/AMP publikovaného v roce 2015.

4.2 Interpretace genovych variant u dilata¢ni kardiomyopatie

Interpretace vzacnych genovych variant, at’ jiz v klinické diagnostice nebo vyzkumném
prostiedi, nedokézala udrzet krok s rychlym rozvojem generovani dat pomoci technologii NGS.
Primérnim ukolem v soucasné dobé¢ klinickych 1ékaiti je interpretace identifikovanych
genetickych variant, ale také jejich pteklad do klinické praxe (de Gonzalo-Calvo et al., 2017).

Jak jiz bylo uvedeno vySe obecné se interpretace téchto variant opird o frekvenci
v populaci a predpokladany ucinek varianty na funkci proteinu. Mozna patogenita neznamych
variant miize byt testovana za pomoci nastrojii vypocetni biologie, zejména nastroji in silico.

Pro posouzeni pravdépodobné patogenity nalezenych variant je vedle optimalizace
ziskanych dat potieba n¢kolik kroki (viz Obrdzek ¢. 3). Nejprve je mozné urcit frekvenci urcité
varianty v obecné populaci, aby mohla byt odliSena vzacnéjsi varianta od bézné se vyskytujicich
variant. Zékladni myslenkou totiz je, ze bézné varianty nemohou byt pii¢inou vzacnych
onemocnéni (Andreasen et al., 2013). Je nepravdépodobné, Zze frekvence varianty vyssi
nez 0,1 % zplsobi vzacné onemocnéni a tyto varianty tak budou nejspise oznaceny jako benigni
nebo pravdépodobné benigni. Znalost popula¢ni prevalence onemocnéni navic poskytuje silny
prostiedek k vylouceni nékterych kandidatnich variant (Shah ef al., 2016). Druhym krokem je
posouzeni efektu mutace, tzn., ze jsou brany v potaz predevsim nesynonymni mutace, které
mohou zplsobit ziménu aminokyseliny, posunové mutace (frameshift), mutace v misté sestiihu
a mutace zpusobujici vznik nebo zanik termina¢niho kodonu. Dalsim krokem je hodnoceni
Skodlivosti varianty pomoci softwarovych programi, jako jsou SIFT a PolyPhen, které

pfedpovidaji mozny dopad mutace na strukturu a funkci proteinu (Adzhubei et al., 2010).
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Nasledné je pro urceni relativniho vyznamu zasadni spolecna segregace varianty u ¢lenti rodiny
(McNally et Puckelwartz, 2015). V zasad¢ jde o geneticky screening postiZzenych ¢lend rodiny
za Udelem zji§téni, zda se mutace segreguje spoleéné s onemocnénim. Cim silngji je mutace
segregovana s onemocnénim, tim pravdépodobnéji se jedna o kauzalni variantu. Nakonec byva
zatazeno funk¢ni sledovani, kdy je pozorovan biologicky uc¢inek naptiklad na zvifecich
modelech, ale vzhledem k ¢asové a finan¢ni ndro¢nosti nejsou funkéni testy bohuzel k dispozici
pro diagnostiku, a proto jsou vyuzivany jen prilezitostné v genetickém vyzkumu

(Kummeling et al., 2015).

Geneticka

data

@ 3 & N
. (pravdépodobné) (pravdépodobné)
Kontrola kvality patogenni varianta benigni varianta
- o - v
¢ A A
1
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genomem a analyza populacni Analyza segregace varianty
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" J \ J
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Pravdépodobné poskozujici
mutace Funkéni predikce
(nesynonymni mutace, (SIFT, PolyPhen)
posunové mutace...)
\ J . J
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Obrazek ¢. 3: Postup interpretace genovych variant (Kummeling et al., 2015, upraveno)

Tyto kroky do zna¢né miry usnadiiuji vybér podezielych variant, ale i piesto se
setkavame s velkym poctem variant neznamého vyznamu, coz brani efektivni diagnostice.

Na zaklad€ ocekavani z genetického screeningu by mélo byt peclivé zvazeno kolik genti bude
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analyzovano. V pfipadé screeningu mensiho poctu cilovych genti bude pravdépodobné
detekovano méné variant, které budou snadnéji interpretovany, ale nebude mozné nalézt
variantu v genu, ktery nebyl do analyzy zafazen. Na druhou stranu pii volbé jednodussiho
piistupu se sekvenovanim celého exomu ziskame velké mnozstvi variant, ale s nizkou
specifi¢nosti.

Obecné plati, Ze interpretace genetické variability bez pfistupu ke klinickym tdajim je
naro¢na. V klinické praxi mohou genetické testy produkovat varianty nezndmého vyznamu
a zpracovani téchto genetickych informaci v kontextu rodin a jednotlivcti vyzaduje klinickou
korelaci. Pro tzv. kardiovaskularni genetiku vyzaduje korelace genotypu a fenotypu podrobnou
znalost jak genetiky, tak kardiovaskularniho testovani. Proto je nutny zky pracovni vztah mezi
kardiologem a genetikem, zejména proto, aby bylo mozné Iépe interpretovat varianty v kontextu
klinickych nalezi. V populacnich vyzkumnych studiich miize byt rozumné nezahrnovat
do vysledkt varianty nezndmého vyznamu, ale v klinické praxi vyzaduji varianty s neznamym
vyznamem dalsi testovani. Analyza a hodnoceni dalSich ¢leni rodiny za pouZziti jak genetického
screeningu, tak peclivého klinického testovani mize pomoci vytvofit vazbu mezi genotypem
a fenotypem (McNally ef Puckelwartz, 2015).

Prohloubeni znalosti o genetickych mutacich by mélo informovat Iékaie o rychlosti
progrese a komplikacich onemocnéni a bylo by tak mozné nékterym mozZnym obtizim
predchazet. Napiiklad mutace v genu LMNA jsou spojeny s vysokym rizikem arytmii.
Geneticka klasifikace kardiomyopatii mize také vést k u¢innéjsi 16€be, ktera je v soucasné dobé
zaméiena na genovou terapii umoznujici redukci nebo opravu mutantnich alel. Schopnost
generovat specificky indukované pluripotentni kmenové bunky, které jsou specifické
pro jednotlivé pacienty, nabizi ptfipraveny model, ve kterém se testuji terapie pro molekularni
korekci. Novou éru v personalizované mediciné piedstavuje také editace genu pomoci
CRISPR/Cas9, diky které je mozné provést genoveé specifické opravy s velkou presnosti
(McNally et Puckelwartz, 2015).

Kromé vySe uvedenych interpretanich nastroju, InterVar a ClinGen, Ize k anotaci
a interpretaci nalezenych variant pouzit jiz zminény software VarAFT, ktery umoznuje na
zéklad€ porovnavani vzorka také kvalitni analyzu dédi¢nych chorob a rakoviny. K hodnoceni
patogenity variant vyuziva fady databazi a néastrojit UMD-Predictor a Human Splicing Finder,
ktery umoziuje studium intronovych a exonovych mutaci vedoucich k defektim v sestiihu
pre-mRNA. Specializovanym nastrojem je potom CardioClassifier (Whiffin ef al. 2017). Jedna
se 0 automatizovany a interaktivni webovy nastroj, ktery podporuje interpretaci genetickych

variant v genech spojenych s dédi¢nymi srde¢nimi chorobami na zaklad¢ pokynit ACMG/AMP.
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V soucasné dobé je mozno provadét analyzu 40 genl s konecnou vazbou na 11 srdecnich
chorob, ale do budoucna je planovana expanze na vSech 174 genli zahrnutych v sekvena¢nim

panelu TruSight Cardio (Pua ef al. 2016).
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5 FUNKCNI TESTY SPOJENE S MOLEKULARNIMI
MECHANISMY KARDIOMYOPATII

Moderni genomika prohloubila nase znalosti o zdkladnich pfi¢indch riznych typa
kardiomyopatii, a to zejména proto, zZe byly objeveny patologicky vyznamné genetické mutace
asociované s timto onemocnénim. Rozvoj genetického testovani také usnadnil identifikaci
dédi¢nych rizikovych faktorh projevujicich se mnohdy az v pokrocilych stadiich onemocnéni,
coz umoznilo identifikovat osoby s velkym rizikem vzniku srde¢niho selhani.

Dana patologie mlze byt fizena signaliza¢nimi kaskddami. Objasnéni molekularnich
mechanismi proto zavisi na in vitro a in vivo experimentech za pouziti metod zvyseni exprese
¢i umlcovani genil (Tyska et al., 2000). Jako dopliiujici metody potom mohou slouzit translacni
piistupy vyuzivajici modely hlodavcl, zejména transgenni a knock-out linie mysi, které se
pouzivaji ke zkoumani funkce specifickych genti in vivo.

Riizné in vitro modely pomohly definovat bunécny fenotyp a provéfit mechanismy
onemocnéni (Sommariva et al., 2015). Experimenty in vitro a in vivo analyzujici mutace
identifikované u pacienti poskytly neocenitelny pohled na molekuldrni mechanismy téchto
kardiomyopatii. Nekteré vysledky zexperimenti in vivo bohuzel nelze interpretovat
do klinicky relevantnich terapii. Na druhou stranu schopnost analyzovat mutace odvozené
z genetického screeningu ve zjednoduseném a izolovaném systému je neocenitelnd a umoziuje
lepsi pochopeni disledki téchto mutaci s velkou ptesnosti. Spojeni vysledkt z funk¢nich testi
zabyvajicich se patogenitou urcitych genovych variant a s moznosti urcité klinické terapie mtize
skutecné ovlivnit zivot pacienti trpicich kardiomyopatii (Dadson et al., 2017). V souc¢asné dobé
existuji dostupné terapie umoznujici zastavit progresi onemocnéni u mnoha pacientil a jejich
piibuznych, proto se setkdvame s naléhavou potiebou funk¢nich testli zejména srdecnich
sarkomerickych proteint, které mohou pomoci nalézt nové kauzalni varianty (Pan et al., 2015).
spojené s poskozenim sarkomery v srdci predstavuji v tomto ohledu zvlastni vyzvu, a to kvali
slozitosti testovani ucinki genetickych variant v lidskych srde¢nich kontraktilnich proteinech.

K ovéfeni biologického ufinku nezndmé genetické varianty se obecné doporucuje
spolehliva funk¢éni analyza. Kardiomyopatie vSak ptedstavuji zvlastni vyzvu ve stanoveni
kauzality pfedpokladanych variant zpisobujicich onemocnéni, a to kvili sloZitosti testu i¢inku
genetickych variant v lidskych srde¢nich strukturnich proteinech. K ovéteni funkce mutantnich
strukturnich proteini bylo pouzito mnozstvi in vitro a in vivo technik (Pilichou et al., 2011;

Nonaka et Morimoto, 2014; Martins et al., 2015; Frisso et al, 2016). Nejcastéji jsou
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pro sledovani relevantnich patologickych zmén ve vhodném modelu vyuzivany indukované
pluripotentni kmenové bunky k vytvofeni experimentalni tkané, kterd pochazi piimo
od pacienta s analyzovanou genovou variantou (Malan et al., 2016; Wang et al., 2016). Tyto
techniky jsou vSak naro¢né a pracné a vyzaduji vysoce kvalifikovany persondl, nejsou proto
snadno pouzitelné pro rozsdhlé pfistupy a realizovatelné v diagnostickém prostiedi
(Girolami et al., 2018).

Principem in vitro funk¢nich testti je vytvofeni rekombinantni DNA a jeji vlozeni
pomoci urcitého vektoru do hostitelské bunky. Obecné je z pozadovaného organismu ziskana
DNA a jeji fragmenty jsou kombinovany s vektorovou DNA a vytvotfena rekombinantni DNA,
ktera je poté zavedena do hostitelského organismu. V tomto pfipadé se potom jednd
o transgenni nebo geneticky modifikované mikroorganismy (GMO) (Brown, 2016). Dtlezitym
krokem je vybér spravného vektoru a hostitelské buiikky. Ve vétsing piipada je jako vektor
pouzita plazmidova DNA a hostitelem byva kmen bakterie E. coli, ktery umozni namnoZzeni
analyzované DNA. V zévislosti na povaze experimentu poté nejcastéji dochazi k subklonovani
do specializovaného vektoru. V piipad¢ analyzy molekularnich mechanismt kardiomyopatii je
vétSinou sledovany mutantni gen ziskdn pfimo z bunék periferni krve pacienta a klonova
do vhodného vektoru, nejcasteji plasmidu. Nebo je tento gen ziskdn komercné jako wild type,
zaligovan do vhodného vektoru a pomoci technik mistné cilené mutageneze je do genu
zavedena pozadovand mutace. V soucasné dob¢ existuje fada komercné dostupnych sad
pro mistné cilenou mutagenezi, kdy je mutace do plasmidu zavedena pomoci inverzni PCR
za pouziti specificky navrzenych primera. Pro tyto metody mohou byt primery navrzeny bud’
s prekryvem, kdy je provadéna tzv. overlapping PCR (naptiklad QuikChange® firmy Agilent),
nebo primery v orientaci back-to-back (naptiklad Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit, New
England BioLabs) (New England BioLabs, online). Dalsim zplisobem cilené mutageneze je
moderni editace genomu pomoci CRISPR/Cas9. Enzymaticky komplex CRISPR/Cas9 se
navaze na vybrané misto v DNA, vystfihne ¢ast sekvence a nahradi ji za jinou. Tento komplex
zahrnuje Cast fetézce RNA, kterou Ize cilen¢ vyhledat studovanou sekvenci a pomoci nukledzy
Cas je mozné fetézec DNA Stépit a na urené misto v genomu vnést usek cizi DNA. Tento
systém editace genomu je UspeéSné pouzivan v mnoha bunécnych linii a organismech, vcetné
cloveka (Pyzocha ef al., 2014).

K pozorovani funkce urcitého proteinu, kddovaného genem se sledovanou variantou, je
v z&vislosti na molekularnich mechanismech velmi dilezité vybrat spravny experimentalni

model.
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5.1 Experimentalni in vitro modely

Dosud zkoumané in vitro modely byly odvozeny z bun€k srde¢niho kontraktilniho
kompartmentu, progenitorovych bungk, stromalniho kompartmentu a nekardidlnich bunék.
Kazdy model mé své podstatné vyhody a nevyhody v zavislosti na jeho ptivodu, bunééném typu
a vyvoji buné€k (zda vykazuji fenotyp plodu, nebo buiiky dospé€lého jedince). Vybér spravného

modelu je dilezitou soucasti celého experimentu (Sommariva et al., 2015).

5.1.1 Kardiomyocyty

Interkalérni disky jsou intercelularni specializované oblasti na konci kardiomyocyta,
které umoziuji synchronni kontrakci srde¢niho svalu. Tyto disky jsou sloZzeny z riznych druht
spojeni, které jsou nezbytné pro mechanickou kontinuitu myokardu, elektrickou vazbu
a aktivitu mezi sousednimi bunkami, a tudiz pro udrzeni spravné funkce srdce. A prave
z divodu dulezitosti funkce interkalarni diskti byly kardiomyocyty navrzeny jako kliCovy
bunécény model. Lidské kardiomyocyty jsou vSak obtizn¢ ziskavany a udrzovany v kulture,

proto byvaji pouzity rizné nahrady téchto bun¢k (Sommariva et al., 2015).

Bunééna linie HL-1

Bunééna linie HL-1 byla ziskdna imortalizaci AT-1 atridlnich kardiomyocytii
izolovanych z transgenni mysi (Field, 1988). Tato linie byla prvnim bunéénym modelem, ktery
byl pouzit jako ndhrada za kardiomyocyty. HL-1 bunky se kontrahuji dokonce i po sérii
pasazovani a zachovavaji si diferencované srde¢ni morfologické, biochemické
a elektrofyziologické vlastnosti (Claycomb et al., 1998).

Mysi pluvod téchto bunc¢k vSak predstavuje limitaci pro modelovani lidskych
onemocnéni. Navic se tyto buiiky jen ziidka pouzivaji pro elektrofyziologické studie, zejména
proto, ze jsou odvozeny od atridlnich bun¢k a vykazuji ultrastrukturni organizaci pro né
typickou, ale nedopovidaji ventrikularnim kardiomyocytlim, které maji specifické paralelni

uspotradani myofybril (Sommariva ef al., 2015).

Kardiomyocyty ze zvifecich modelu

Ve vyzkumu kardiomyopatii jsou pouzivany jak neonatdlni kardiomyocyty
(pro zajisténi delSiho pfezivani v kultuie), tak kardiomyocyty z dospélych jedinct (pro lepsi
prezentaci dospélého veku). Jsou vyuzivany dva piistupy, pouziti kardiomyocytl
z transgennich zivoc¢icht, které nesou mutaci spojenou s onemocnénim, a transfekce wild type

zivoc¢isnych kardiomyocytl expresnimi vektory obsahujicimi mutace spojené s chorobou.
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Bohuzel, 1 kdyz kardiomyocyty odvozené od zivocichii pfedstavuji vyznamny
a dostupny zdroj funkénich bungk, jsou tyto modely vyrazné omezeny nelidskym ptivodem.
Vysledky ziskané pomoci téchto pfistupli je proto tfeba potvrdit v modelech odvozenych

od lidskych bunék (Sommariva et al., 2015).

Kardiomvyocyty z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC)

Ptestoze ptinos zvifecich modell in vivo byl k pochopeni dédicnych kardiomyopatii
enormni, drobni zivoCichové maji podstatn¢ odlisné vnitini vlastnosti srdce nez clovek,
napftiklad rychlejsi srde¢ni rytmus (Nonaka e Morimoto, 2014).

Intaktni kardiomyocyty od zdravého ¢lovéka, a dokonce i od pacienta s kardiomyopatii
je velmi obtizné ziskat. Technologie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék nabizi
jedinecnou prilezitost k vytvareni modeli specifickych pro onemocnéni pfimo od pacientii
s monogennim onemocnénim za ucelem vySetieni zékladnich mechanismi a provadéni
screeningu 1€kt v lidskych kardiomyocytech, i kdyz pouze in vitro (Takahashi et al., 2007;
Yu et al., 2007). Lidské indukované pluripotentni kmenové bunky (hiPSC) tedy ptedstavuji
nastroj k ziskani kardiomyocyt odvozenych od ¢lovéka (Brandao et al., 2017) a prekonavaji
tak mezidruhové problémy.

Jednim z nedostatkli kardiomyocytii odvozenych z hiPSC je jejich fenotyp podobny
plodu (Ma et al., 2013), ktery zcela nereprezentuje dospély kardiomyocyt. Kim et al. (2013)
castecné prekonal tento problém vyvolanim metabolismu podobného dospélému
v kardiomyocytech odvozenych od hiPSC stimulaci oxidace mastnych kyselin.

I pfesto, ze jsou kardiomyocyty odlisné od lidskych iPSC (Zhang et al., 2009;
Zwi et al., 2009), ukazalo se, ze kardiomyocyty odvozené od hiPSC jsou uzitecny
experimentalni model pro objasnéni molekularnich a bunéénych patogennich mechanismii,
které jsou zakladem dédi¢né kardiomyopatie, a pro identifikaci novych terapii pro toto
onemocnéni (Lan ef al., 2013). hiPSC jsou vhodné pro vysokorychlostni screening a jejich
vyhodou je také potenciadlni neomezena dostupnost. Navic tyto builky obsahuji pacientské
genomy, coz piedstavuje jedinecny nastroj pro individudlni ptistupy k 1€cbé (Sommariva et al.,

2015).

5. 1. 2 Progenitorové bunky

Progenitorové bunky jsou pouzivany jako modely zejména kvili jejich vySSimu

adipogennimu potencialu ve srovnani s terminalné diferencovanymi bunikami. V urcitych

31



ptipadech jsou pouzivany c-kit"/Scal™ mysi buiiky, epikardialni buiiky nebo fibro-adipocytarni

progenitory (Sommariva et al., 2017).

5. 1. 3 Nekardialni buiiky

Bunky bukalni sliznice

Vzhledem k omezené dostupnosti vzorkil lidského myokardu, Asimaki et al. (2016)
navrhli jako in vitro model buniky bukalni sliznice (BMC). Tyto buniky se snadno ziskavaji
z dutiny ustni a patii mezi epitelidlni buiiky, které obsahuji mezerové spoje (gap junctions)
a desmozomy, stejn¢ jako srdecni buniky. Takze i pies jejich nekardialni ptivod mohou byt tyto
bunky dal§im uzitenym nastrojem, ktery lze snadno ziskat z velkého poctu pacientl

s minimalnimi néklady za ucelem vySetfeni mechanismii onemocnéni a screeningu 1éki.

DalS§im zdrojem bunck pro modelovani mechanismli kardiomyopatie jsou primarni
keratinocyty, které¢ exprimuji vysoké hladiny vSech isoforem desmozomalnich proteind (Gerull,
2014). V roce 2015 byly jako novy bunéény model navrzeny také nekontraktilni kardidlni

mesenchymalni stromalni buniky (Sommariva ef al., 2015).
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6 MATERIAL A METODIKA
6.1 Material
6. 1. 1 Biologicky material

Jako biologicky material byly pouzity vzorky periferni krve 12 pacienti
s diagnostikovanou dilatacni kardiomyopatii, které byly poskytnuty pro vyzkumné ucely
v ramci spoluprace s . interni klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. Vzorky byly v ramci
prace anonymizované. VSichni pacienti podepsali pisemny souhlas s experimentalnim

zpracovanim vzorkt jejich DNA.

6. 1. 2 Pouzité soupravy a chemikalie
Pouzité soupravy

101 MagCore® Genomic DNA Whole Blood Kit (RBC Bioscience, MGB400-01)
DNA 1000 Analysis Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5067-1504)

High Sensitivity DNA Analysis Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5067-4626)
QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (Qiagen, kat. ¢. 929002)

QIAquick PCR Purification kit, 50 (Qiagen, kat. €. 28104)

Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, kat. ¢. Q33231)

Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, kat. ¢. Q32853)

TruSight® Cardio Sequencing Kit (Illumina, FC-141-1010)

Pouzité chemikalie a roztoky

80% etanol: Ptiprava 20 ml 80% etanolu smisenim 16,7 ml 96% etanolu a 3,3 ml
destilované vody

deionizovana voda

TP DNA-free 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. T616)

Primery (Generi Biotech): CRYAB F1958; CRYAB F1959; CSRP3 F1960;
CSRP3 R1961; RBM20 F1962; RBM20 R1963; JUP_F1964; JUP_R1965

6. 1. 3 Pristrojova vybaveni

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
Centrifuge 5430 (Eppendorf)

Centrifuge/vortex Combi-Spin (BioSan)

Chip Priming Station (Agilent Technologies)

33



Ika MS3 S36 Basic Chip Vortex (IKA)

MagCore HF16 (RBC Bioscience)

Minicentrifuge Minispin (Eppendorf)

MiSeq (Illumina)

Plate Shaker-Thermostat PST-100HL (BioSan)
QIAxcel Advanced Systém (Qiagen, kat. ¢. 9002123)
Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

ThermoMixer® C (Eppendorf)

TProfessional Standard PCR Thermocycler (Biometra)
V-1 plus, Personal Vortex (BioSan)

Vacufuge 5301 Vacuum Centrifuge Concentrator (Eppendorf)
Vortex Mixer VX-20 (Labnet)

6.2 Metodika

Uvedené metody a postupy byly provedeny na Ustavu molekularni a translaéni
mediciny v Olomouci. Redéni a ptiprava DNA knihovny bylo provedeno dle protokolu

dodévaného s kitem TruSight® Cardio Sequencing Kit.

6.2.1 Izolace a priprava DNA

Izolace DNA
Izolaci DNA ze vzorkii periferni krve pacientii provedli pracovnici Ustavu molekularni
a transla¢ni mediciny v Olomouci. K izolaci byl pouzit automaticky izoldtor MagCore HF16

s vyuzitim 101 MagCore® Genomic DNA Whole Blood kitu (RBC Bioscience).

Redéni DNA

Izolovand genomova DNA byla postupné fedéna na 10 ng/ul a poté na 5 ng/ul. K fedéni
byla pouzita deionizovand voda. Stanoveni koncentrace vzorki bylo provedeno
fluorometrickym méfenim na pfistroji Qubit 2.0 (Invitrogen) s pouzitim Qubit® dsDNA HS
Assay kitu. Na zdkladé tohoto méteni byla DNA nafedéna na koncentraci 10 ng/ul, opét byla
stanovena koncentrace, a nakonec fedéna na findlni koncentraci 5 ng/ul, potifebnou

pro tagmentaci DNA.
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6. 2.2 Priprava DNA knihovny

Tagmentace genomové DNA

V prvnim kroku byla genomickd DNA $tépena na mensi fragmenty za pomoci Nextera
transposazy, kterd zaroven pfidala adaptérové sekvence na konce fragmentli umoziujici
naslednou PCR amplifikaci. Velikost ziskanych DNA fragment odpovidala ptedpokladané
délce 150 bp — 1 kb.

Do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrotitracni desky bylo napipetovano po 10 pl
genomické DNA o pfedem pfipravené koncentraci 5 ng/ul (celkem tedy 50 ng DNA v jedné
reakci). K tomuto mnozstvi gDNA bylo ptidano 25 ul Tagment DNA Buffer a 15 pul Tagment
DNA Enzyme. Deska byla zalepena ochrannou f6lii a obsah byl dikladné promichan
na ttepacce pii 1 800 rpm po dobu 1 minuty. Poté byla deska centrifugovana po dobu 1 minuty
pfi 280 g a nasledné¢ umisténa v termocykleru a zahiivdna 10 minut pii teploté 58 °C.
Po vyjmuti desky z termocykleru byla reakce zastavena pfidanim 15 pl Stop Tagment Buffer.
Deska byla opét pielepena ochrannou folii a smés byla na tiepacce promisena pii 1 800 rpm
po dobu 1 minuty. Poté byla deska stocena na centrifuze po dobu 1 minuty pii 280 g

a inkubovana 4 minuty pii pokojové teploté.

S S

PreciSténi tagmentované DNA

Precisténi tagmentované DNA pomoci magnetickych kulicek bylo dulezité
pro odstranéni transpozomdu, které by se mohly pevné vazat na konce DNA a mohly tak
ovliviilovat nebo ru$it navazujici reakce a procesy. Fragmenty DNA byly navazany
na magnetické kuli¢ky, omyty Cerstvé pfipravenym 80% etanolem a poté z kulicek eluovany
do roztoku.

Do kazdé jamky se vzorkem bylo ptidano 65 pl dobie resuspendovanych magnetickych
kulicek Sample Purification Beads. Deska byla zalepena ochrannou fo6lii, protiepana po dobu
I minuty ptfi 1 800 rpm, inkubovana 8§ minut pii pokojové teploté a poté centrifugovana
1 minutu pfi 280 g. Néasledné byla na 2 minuty deska umisténa do magnetického stojanu.
Pomoci magnetu byly Cistici kuli¢ky pfichyceny na sténach jamek a bylo mozné supernatant
z jamek odsat. Po vyjmuti supernatantu ze vSech jamek bylo ke kulickam ptidano 200 ul cerstve
pfipravené¢ho 80% etanolu a po ub&hnuti 30 sekund byl etanol odsan. Tento krok omyti
etanolem byl 1x opakovan. Po odsati veskerého etanolu byla deska ponechana na magnetickém
stojanku po dobu 10 minut pfi pokojové teploté, aby doslo k Gplnému vysuseni magnetickych
kulicek s navazanou DNA. Poté byla deska odebrana z magnetického stojanku a do kazdé

jamky bylo pfidano 22,5 ul elu¢niho roztoku Resuspension Buffer. Deska byla pielepena

35



ochrannou f6lii, umisténa 1 minutu na tfepacce pii 1 800 rpm pro dikladné promichani roztoku
a inkubovana 2 minuty pfi pokojové teploté. Potom byla deska centrifugovana 1 minutu
pfi 280 g a na 2 minuty umisténa na magneticky stojanek. Nakonec bylo odebrano z kazdé
jamky 20 ul supernatantu a pteneseno do odpovidajicich jamek v nové desce. Velikost
ziskanych precisténych fragmenti DNA byla zkontrolovana pomoci Cipové elektroforézy

v pfistroji 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim High Sensitivity DNA ¢ipu.

Prvni PCR amplifikace

Precisténé fragmenty DNA byly v tomto kroku namnoZeny pomoci PCR amplifikace.
K fragmentim DNA byly pfipojeny indexy i7 a i5, které jsou nutné pro identifikaci
jednotlivych vzorkl pfi sekvenovani. Rovnéz byly navazany spolecné adaptéry PS5 a P7
potiebné pro tvorbu klastrii a samotné sekvenovani.

Do kazdé zkumavky s precisténou DNA bylo pfidano 5 pl indexu i7 (N701-712) a 5 pul
indexu 15 (E502) (viz Tabulka ¢. 3). Poté bylo do kazdé zkumavky napipetovano 20 ul Nextera
Library Amplification Mix. Zkumavky byly uzavieny, protiepany pii 1 200 rpm po dobu
I minuty a poté byly centrifugovany 1 minutu pfi 280 g. Nasledné byly vlozeny
do piipraveného termocykleru a byl spusttn PCR program, jehoz podminky jsou

uvedeny v Tabulka ¢. 4.

Tabulka ¢. 3: Indexy i5 a i7 v jednotlivych vzorcich: Vz. — vzorek.

N701 | N702 | N703 | N704 | N705 | N706 | N707 | N708 | N709 | N710 | N711 N712
|E502 Vz.1 | Vz.2 | Vz3|Vz4|Vz.5]| Vz6 | V2.7 | Vz.8 | Vz.9 | Vz.10 | Vz. 11 | Vz. 12

Tabulka ¢ 4: Podminky prvni PCR amplifikace fragmentované DNA

Krok reakce Teplota | Cas Pocet cykli
Zahiivani 72 °C 2 minuty 1
Pocatec¢ni denaturace | 98 °C 30 sekund 1
Denaturace 98 °C 10 sekund

Ptipojeni primert 60 °C 30 sekund 10
Extenze 72 °C 30 sekund

Konec¢na extenze 72 °C 5 minut 1
Chlazeni 10 °C o0 -

Prvni pfe€i§téni amplifikované DNA

Nasledné precisténi amplifikované DNA bylo nutné pro odstranéni nezadoucich
produkti a byly k tomu opét pouzity magnetické kulicky podobné jako v kroku ptecisténi
tagmentované DNA.

36



Po vyjmuti z termocykleru byly zkumavky centrifugovany 1 minutu pii 280 g. Z kazdé
zkumavky bylo odebrano 50 pl vzorku a vlozeno do odpovidajici jamky na nové 96 jamkové
desce. Do jamek bylo ptidano 90 pl dobie resuspendovanych magnetickych kulicek (Sample
Purification Beads). Nasledné piecisténi probihalo stejné jako v ptredeSlém kroku, liSilo se
pouze v poslednim kroku, kdy bylo k vzorkiim ptidano 27 ul Resuspension Buffer pro eluci
DNA, z n¢hoz bylo odebrano 25 pl ¢istého supernatantu a pipetovano do odpovidajicich jamek
nanové desce. Zkazdého vzorku byl 1 pl podroben analyze pomoci pfistroje
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim Agilent DNA 1000 ¢ipu.

V ptipadé€, ze nebylo mozné dale pokracovat v postupu, bylo mozné vzorky zmrazit

pfi teploté -15 az -25 °C po dobu maximaln¢ 14 dnd.

Prvni hybridizace

V tomto kroku byla provedena hybridizace DNA se sondami cilenymi ke specifickym
oblastem molekuly DNA s navdzanym biotinem. Doporucend délka a teplota hybridizace byla
dualezita pro spravné a specifické navazani sond na DNA.

Pted samotnou hybridizaci bylo vSak nutno vzorky smisit tak, aby bylo k hybridizaci
pouzito stejné mnozstvi DNA od kazdého vzorku — provést tzv. poolovani vzorki. Vzhledem
k tomu, Ze bylo k experimentu pouzito 12 vzorki, byl vytvofen pouze jeden pool. Z kazdého
vzorku byl odebran objem odpovidajici 500 ng DNA (viz Tabulka ¢. 5). Celkovy obsah poolu
tak byl 6 000 ng DNA. Pro hybridiza¢ni reakci bylo potteba zajistit, aby celkovy objem poolu
¢inil 40 pl. Objem ziskaného poolu vSak byl 70,45 pl, a proto byl objem snizen pomoci
centrifugacniho zakoncentrovani s pouzitim pfistroje Vacufuge 5301 Vacuum Centrifuge
Concentrator (Eppendorf) na objem 34,4 ul a doplnén do 40 pl pomoci Resuspension Buffer.

Po dosazeni objemu 40 pl, bylo k poolu ptidano 50 pl Enrichment Hybridization Buffer
a 10 pl TruSight Content Set CSO (Custom Selected Oligos) obsahujici specifické proby, lisici
se podle experimentu. Smés byla nasledné¢ promichdna 1 minutu na tfepacce
pii 1 200 rpm, poté byla centrifugovana 1 minutu pii 280 g a vlozena do termocykleru
s nastavenym hybridiza¢nim programem (viz Tabulka ¢. 6). Délka hybridizace byla ptiblizné

14 hodin.
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Tabulka ¢. 5: Poolovani 12 vzorkit pied prvni hybridizaci

Vzorek Koncentrace DNA Objem vzorku Objem poolu
[ng/pl] obsahujici 500 ng DNA [ul] [pl]
1 88,6 5,64
2 81,8 6,11
3 79,4 6,30
4 83,8 5,97
5 97,4 5,13
6 90,8 5,51
7 95,6 5,23 70,45
8 93,4 5,35
9 61,4 8,14
10 91,8 5,45
11 86,0 5,81
12 86,0 5,81
Objem po odpareni [ul] 34,4
Doplnény objem Resuspension
Buffer [pl] 6
Konec¢ny objem poolu [pl] 40
Tabulka ¢ 6: Podminky prvni hybridizace
Krok reakce Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni hybridizace | 95 °C 10 minut 1
Denaturace 94 °C a pokles 2 °C/min | 1 minuta 18
Hybridizace 58 °C 90 minut — 24 hodin 1

Prvni obohaceni (enrichment)

Po hybridizaci byl proveden tzv. enrichment, jedna se o obohaceni vzorku za pomoci

streptavidinovych kuli¢ek, na kterych jsou navazany pouze cilené useky. Na tyto Gseky byly

biotinem pfichyceny specifické sondy, které¢ byly pfipojené k cilovym oblastem DNA.

Nasledujici dva kroky zahrnovaly promyvani za zvysené teploty, které slouzily k odstranéni

sond s nespecifickou vazbou. Obohacena DNA knihovna byla poté eluovana z kuli¢ek

a pfipravena ke druhé hybridizaci.

Po vyjmuti z termocykleru byla deska s poolem centrifugovana 1 minutu pii 280 g.

Objem byl ptepipetovan do nové jamky a k nému bylo pfidano 250 pl dobie rozmichanych

streptavidinovych magnetickych kuli¢ek (Streptavidin Magnetic Beads). Smés byla protfepana

5 minut pii 1 200 rpm a inkubovana 25 minut pii pokojové teploté. Poté byla deska

centrifugovana 1 minutu pii 280 g. Nasledné byla deska umisténa na magneticky stojanek

38




po dobu 2 minut pii pokojové teploté. Po usazeni vzorku ke sténé byl vSechen supernatant
opatrné odebran. Deska byla odebrana z magnetického stojanku a do jamky bylo pfidano 200
pl Enrichment Wash Solution. Smés byla poté protfepana 4 minuty pii 1 800 rpm a pipetou
jemn¢ a duakladné¢ promichdna. Nasledné¢ byla deska inkubovdna 30 minut pii 50 °C
v inkubatoru.

Po inkubaci byla deska ihned umisténa na magnetickych stojanek po dobu 2 minut a
veskery supernatant byl odsan. Postup promyvani s 200 pl Enrichment Wash Solution byl
jednou opakovan a po odsati supernatantu bylo ke smési pfidano 23 ul elu¢ni smési, ktera byla
piipravena pro jeden vzorek v nadbytku z 28,5 pl Enrichment Elution Buffer 1 a 1,5 pl
2N NaOH. Smés byla protfepana 2 minuty pii 1 800 rpm a poté inkubovéna 2 minuty pfi
pokojové teploté. Nasledné byla deska centrifugovana 1 minutu pii 280 g a umisténa na
magneticky stojanek po dobu 2 minut. Potom bylo 21 pl vzorku pfeneseno do nové jamky
a byly ptidany 4 ul Elute Target Buffer 2 pro neutralizaci eluce. Smés byla protiepana 1 minutu

pti 1 200 rpm a deska centrifugovana 1 minutu pii 280 g.

Druha hvbridizace

Tento a nasledujici krok byl v podstaté zopakovanim postupu prvni hybridizace
a obohaceni. Tato druhd hybridizace zajistovala vysokou specificnost cilenych tsekt a 1 zde
bylo nutné dodrzet teplotu a délku hybridizace.

K ptecisténému vzorku bylo pfidano 15 pl Resuspension Buffer, 50 pl Enrichment
Hybridization Buffer a 10 ul TruSight Content Set (CSO), smés byla promichana na tiepacce
po dobu 1 minuty pfi 1 200 rpm a deska centrifugovana 1 minutu pfi 280 g. Poté byla deska

opét vloZena do termocykleru s nastavenym hybridizacnim programem (viz Tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢. 7: Podminky druhé hybridizace

Krok reakce Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni hybridizace | 95 °C 10 minut 1
Denaturace 94 °C a pokles 2 °C/min | 1 minuta 18
Hybridizace 58 °C 14,5 — 24 hodin 1

Druhé obohaceni (enrichment)

Po vyjmuti z termocykleru byl vzorek obohacen pomoci streptavidinovych kuli¢ek

a eluovan stejnym postupem jako v kroku prvniho obohaceni.
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Piecisténi obohacené DNA

S pouzitim magnetickych kuli¢ek byla DNA ptecisténa a pfipravena ke druhé PCR
amplifikaci.

K 25 pl DNA knihovny bylo pfidano 45 ul Sample Purification Beads a smés byla
protfepana 1 minutu pii 1 800 rpm a inkubovana 10 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci
byla deska centrifugovana 1 minutu pii 280 g a umisténa na magneticky stojanek po dobu
2 minut. Po usazeni kuli¢ek na stén¢ jamky byl odebran veskery supernatant a do jamky bylo
ptidano 200 pl Cerstvé pripraveného 80% etanolu. Po 30 sekundach byl etanol odsdn a krok
promyti byl zopakovan. Poté byl vzorek ponechan 10 minut pii pokojové teploté pro dokonalé
ususSeni. Nasledné byla deska odebrana z magnetického stojanku a do jamky bylo pfidano
27,5 ul Resuspension Buffer. Vzorek byl protfepan 1 minutu pfi 1 800 rpm a inkubovan
2 minuty pii pokojové teploté. Poté byla deska centrifugovana 1 minutu pii 280 g a opét vlozena
na magneticky stojanek. Po 2 minutach usazovani kulicek na sténu jamky bylo opatrné

pfeneseno 25 pul precisténého vzorku do nové jamky.

Druha PCR amplifikace

V tomto kroku byly vychytané cilové useky DNA amplifikovany pomoci 12 PCR cykla.
Béhem PCR reakce byly k DNA piipojeny sekvenacni primery, kterymi se jednotlivé
fragmenty ptichycuji k pratokové komiirce sekvenatoru.

Do zkumavky s 25 ul DNA knihovny bylo pfidano 5 pl smési primerd PCR Primer
Cocktail a 20 pl reakéni smési Nextera Enrichment Amplification Mix. Smés byla protfepana
1 minutu pfi 1 200 rpm a zkumavka byla centrifugovana 1 minut pfi 280 g. Poté byla zkumavka
vlozena do termocykleru snastavenym PCR programem, jehoz podminky jsou

uvedeny v Tabulce ¢. §.

Tabulka ¢é. 8: Podminky druhé PCR amplifikace DNA

Krok reakce Teplota | Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace | 98 °C 30 sekund 1
Denaturace 98 °C 10 sekund

Ptipojeni primert 60 °C 30 sekund 12
Extenze 72 °C 30 sekund

Konec¢na extenze 72 °C 5 minut 1
Chlazeni 10 °C 0 -
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Druhé precisténi amplifikované DNA

Po PCR amplifikaci byla DNA opét precisténa pomoci magnetickych kuli¢ek
pro odstranéni nezadoucich produktt.

Po vyjmuti ztermocykleru byla zkumavka centrifugovdna 1 minutu pii 280 g.
K celkovému mnozstvi 50 ul amplifikované DNA pienesenému do jamky v desce bylo pfidano
90 ul dobfe rozmichanych streptavidinovych magnetickych kuli¢ek (Sample Purification
Beads). Smés byla protiepana 1 minutu pii 1 800 rpm a inkubovdna 10 minut
pii pokojové teploté. Poté byla deska centrifugovana 1 minutu pfi 280 g a umisténa
na magneticky stojanek po dobu 2 minut. Po usazeni kulicek na stén¢ jamky byl odebran
supernatant a magnetické kulicky opatrné promyty 200 pl Cerstvé ptipravené¢ho 80% etanolu.
Po oplachu byl veskery etanol odsan a vzorek byl ponechan 10 minut pifi pokojové teploté
pro uplné odpateni zbytkového alkoholu. Poté byla deska odebrana z magnetického stojanku
a ke vzorku bylo pfidano 32 pl Resuspension Buffer. Smés byla protfepana 1 minut
pti 1 800 rpm a inkubovéna 2 minuty pfi pokojové teploté. Nasledné byla deska centrifugovana
I minutu pifi 280 g a vlozena na magneticky stojanek na dobu 2 minut.
Po usazeni magnetickych kulicek na sténu jamky bylo 30 ul pfipravené DNA knihovny

ptfepipetovano do nové jamky na desce.

Kvantifikace, fedéni a denaturace finalni DNA knihovny

Pfed samotnou denaturaci byla DNA kvantifikovdna pomoci pfistroje
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) s pouzitim Agilent High Sensitivity Ccipu
a fluorometru Qubit (Invitrogen). S pouzitim nasledujiciho vzorce byla ziskdna koncentrace

DNA v nM.

(koncentrace DNA v ng/ul)

.10® = kocent M
(660 g/mol . primérna délka DNA) ocentracevn

Koncentrace piipravené DNA knihovny byla 26,1 ng/ul a primérna délka fragmentt Cinila
cca 340 bp. Tedy:

26,1 ng/ul

.10% = 116 nM
(660 g/mol .340) 1

Pozadovana koncentrace pro postup sekvenovani byla 2 nmol/ul. DNA tedy byla fedéna
58x, smisenim 5 pul DNA a 285 ul H»O.
K 15 pl DNA nafedéné na pozadovanou koncentraci bylo ptidano 15 pl zfedéného

NaOH, ktery byl pfipraven smichanim 10 ul NaOH a 240 ul H2O. Ze smési DNA-NaOH bylo
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odejmuto 9 pl a smichano s 991 ul Hyb Buffer (HT1). Z této smeési bylo odebrano 600 pl

a napipetovano do sekvenacni kazety (cartridge).

6. 2. 3 Sekvenace na pristroji MiSeq

Pomoci TruSight® Cardio Sequencing kitu bylo u kazdého vzorku sekvenovéno
174 gent (viz Pfiloha ¢. 2) asociovanych s rliznymi dédiénymi srdeénimi chorobami. Geny
pro tento panel byly odborn¢ vybrany vyzkumniky z Imperial College v Londyné¢ se zamétenim
na ty srde¢ni choroby, které jsou nejvice ovlivnény genetickymi predispozicemi. Je zde
zahrnuto 17 srdecnich chorob, z nichz kardiomyopatie zahrnuji podstatnou cast panelu
(viz Tabulka ¢. 9).

Tabulka ¢. 9: Seznam onemocnéni a pocet profilovanych genit zahrnujici TruSight® Cardio
Sequencing Kit

Srde¢ni choroba Pocet profilovanych genii

Onemocnéni aortalni chlopné 3

Marfaniiv syndrom

3

Loeys-Dietz syndrom 4
Syndrom kratkého QT 4
6

7

9

Katecholaminergni polymorfni komorové tachykardie

Familiarni hypercholesterolemie
Restriktivni kardiomyopatie

Nonkompaktni kardiomyopatie 10
Noonaniv syndrom 11
Arytmogenni dysplazie pravé komory 11
Brugada syndrom 13
Strukturni onemocnéni srdce 15
Syndrom dlouhého QT 15
Familiarni aneurysma aorty 16
Familiarni atridlni fibrilace 21
Hypertroficka kardiomyopatie 47
Dilatacni kardiomyopatie 59

Pred spusténim analyzy byl cely sekvenacni systém promyt roztokem Tween 20
0 0,5% koncentraci. Reagen¢ni cartridge, obsahujici chemikalie potiebné k sekvenovéni, byla
pied analyzou rozmrazena a do vyznaceného otvoru bylo napipetovano 600 pl nafedéné DNA
knihovny. Poté byla cartridge spolu s lahvi pufru vlozena do ptistroje. Pritokovéa komurka byla

omyta destilovanou vodou, dosucha ocisténa a vlozena do pfistroje.
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Na sekvenatoru byl spustén program Illumina Experiment Manager verze 1.8 a s jeho
pomoci byl vytvofen Sample Sheet, ktery udava instrukce pfistroji MiSeq. Byla zvolena
kategorie Targeted Resequencing a Enrichment. Ze sekvenacni cartridge byl opsan Reagent
Cartridge Barcode a sekvenacni béh byl pojmenovan. Dale byl zadan pocet ¢teni 2x 151 bazi
a jednotlivym vzorklim byly pfifazeny piislusné indexy i5 a i7. Nakonec byl vlozen seznam

analyzovanych oblasti (TruSight Cardio Manifest) a analyza byla spusténa.

6. 2.4 Analyza sekvenacnich dat

Nedilnou soucasti pristroje MiSeq je program MiSeq Reporter, ktery po skonceni
analyzy vygeneroval datové soubory FASTQ, BAM a VCF, pomoci aplikace ,,workflow —
enrichement“, ktera obsahuje nastroje ,,BWA mem* a ,,GATK realigment™ pro zarovnani
(alignment) na referen¢ni genomovou sekvenci hgl9 a nastroj GATK pro variant calling.
Datové soubory FASTQ byly zpracovany interni nevefejnou analytickou pipeline 3
MOLDIMED  prostiednictvim  superpocitace IT4i, kterd je vyvijena v ramci
projektu  ¢. TE02000058 v Centrum kompetence pro molekularni diagnostiku
a personalizovanou medicinu s finanéni podporou TA CR. Tato pipeline obsahuje nastroje
BWA mem pro alignment a Varscan pro variant calling.

Datové soubory VCF byly zaroven zpracovany v programu Variant Studio verze 3.0,
programu VarAft a online pfistupném programu BaseSpace Variant Interpreter. V ramci téchto
programti bylo provedeno efektivni filtrovani variant na zdklad¢ kvality sekvenacnich dat,
populacni frekvence, typu nalezenych variant, poptipad¢ asociovaného fenotypu. Podrobné;si
informace o analyze genovych variant prostiednictvim jednotlivych programl je popsan
v kapitole Vysledky. Prace s témito anota¢nimi a interpretaénimi nastroji byla nasledné
porovnavéana a na zaklad¢ poskytnutych informaci byla hodnocena zavaznost jednotlivych

nalezenych variant.

6. 2.5 NavrZeni primert a PCR amplifikace vybranych variant

Z nalezenych variant byly vybrany nékteré, které by mohly byt potencialné patogenni.
Na tyto useky sekvence s vybranymi variantami byly navrZzeny primery za pomoci online
dostupného nastroje Primer3 (www.primer3.ut.ee).

Na PCR reakci bylo potieba 0,5 pl vzorku DNA, 10 ul Master Mixu (TopBio), 0,6 pl
forward primeru, 0,6 pl reverse primeru a 8,3 ul deionizované vody (viz Tabulka ¢. 10).
Zkumavky se smési byly vlozeny do termocykléru a byl spustén odpovidajici program
(viz Tabulka ¢. 11). PCR produkty byly nésledné precistény na kolon€ pomoci kitu QIAquick
PCR Purification. Kvalita a velikost vzniklych produkti byla ovéfena pomoci pfistroje Qiaxcel
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za pouziti QIAxcel DNA High Resolution kitu. Za u¢elem validace variant byly PCR produkty

spolu s navrzenymi primery osekvenovany Sangerovou metodou, prosttednictvim firmy
SEQme.

Tabulka ¢. 10: Objemy a koncentrace chemikdlii pouZitych na PCR amplifikaci vybranych variant

Chemikalie , Kon’centrace Koncentrace v PCR reakci | Objem [pl]
zasobniho roztoku
Master Mix 2x Ix 10
Forward primer 10 uM 0,3 uM 0,6
Reverse primer 10 uM 0,3 uM 0,6
DNA - - 0,5
H-O - - 8,3
Celkem 20
Tabulka é. 11: Podminky PCR reakce vybranych variant
Krok reakce Teplota | Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace | 94 °C 5 minut 1
Denaturace 95°C 10 sekund
Ptipojeni primert 58°C 30 sekund 40
Extenze 72 °C 30 sekund
Melting 95-65 °C - -
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7 VYSLEDKY

DNA izolovand z poskytnutych pacientskych vzorka byla pouzita k pfipravé DNA
knihovny a sekvenovéna pouzitim TruSight® Cardio Sequencing kitu pfistrojem MiSeq.

Kromé¢ samotné analyzy DNA byla zaznamendana také kvalita sekvenacnich dat.

7.1 Kvalita sekvenaénich dat

Celkova délka sekvence cilové oblasti byla 571 897 bp. Vytézek sekvenacniho béhu
¢inil 5,54 Gbp. Hustota ¢inila 1,040 + 15 tisic klastri/mm?, z nichZ 88.41 £ 6.19 % proslo
vnitinim filtrem kvality. V ramci sekvenovani probéhlo celkem 39 921 312 ¢teni a 35 299 334
jich proslo vnitinim filtrem kvality sekvenovani. Pocet ¢teni u jednotlivych vzorkl a vytézek
enrichmentu je zaznamenan v Tabulce ¢ 12. Ve vsech ptipadech bylo procentudlni zastoupeni
oblasti pokrytych 20x 99.9 %, s vyjimkou dvou vzorkl, kde bylo pokryti 20x 99,8 %. Ptehled
pokryti sekvenovéani jednotlivych vzorkii je uvedeno v Tabulce ¢ 13. Primérna délka
sekvenovanych fragmenti byla 147 bp a piehled délek sekvenovanych fragmenti je

zaznamenan v Tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 12: Pocet ¢teni a klastrit u jednotlivych vzorkit

Celk(i‘,lvy poccft Ctent Pocet ¢teni Procentualni .

prirazenych e , o, . Pocet

Vzorek ., prirazenych cilové zastoupeni .

Kk referencnimu . . Kklastru

oblasti enrichmentu
genomu

1 3384 593 2728 792 80,6 % 1 694 884
2 2774 484 2 245 807 80,9 % 1 389 623
3 3750 789 3032 839 80,9 % 1 879 201
4 2 634 746 2160 109 82,0 % 1319 564
5 3001 702 2454 136 81,8 % 1502 983
6 2767 604 2218 777 80,2 % 1 385 800
7 2969 512 2411 157 81,2 % 1489 194
8 2 182 633 1782 651 81,7 % 1093 757
9 3399 205 2 782 849 81,9 % 1701774
10 2217 253 1815917 81,9 % 1110494
11 2259 231 1 849 439 81,9 % 1131155
12 2569 339 2 089 742 81,3 % 1286 521
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Tabulka ¢. 13: Piehled pokryti sekvenovani jednotlivych vzorkit

Pocet nukleotidi prirazenych k
dané oblasti (primérny pocet Procentualni Procentualni
Vzorek ptipadu, kdy je konkrétni baze zastoupeni oblasti | zastoupeni oblasti
sekvenovana nezavislymi ¢tenimi) — pokrytych 20x pokrytych 50x
pokryti sekvenovani

1 401,2x 99,9 % 99,6 %
2 325,9x 99,9 % 99,4 %
3 444,1x 99,9 % 99,8 %
4 302,7x 99,9 % 99,3 %
5 348,9x 99,9 % 99,5 %
6 324,2x 99,9 % 99,5 %
7 341,1x 99,9 % 99,5 %
8 250,1x 99,8 % 98,4 %
9 402,4x 99,9 % 99,7 %
10 255,6x 99,8 % 98,9 %
11 258,9x 99,9 % 98,9 %
12 303,2x 99,9 % 99,4 %

Tabulka ¢. 14: Délka fragmenti sekvenované DNA u jednotlivych vzorkit

Primérna délka Minimalni délka Maximalni délka
Vzorek sekvenovanych sekvenovanych sekvenovanych
fragmentu fragmenti fragmenti
1 163 bp 37 bp 545 bp
2 153 bp 36 bp 508 bp
3 159 bp 37 bp 536 bp
4 136 bp 36 bp 439 bp
5 142 bp 36 bp 460 bp
6 156 bp 37 bp 518 bp
7 140 bp 36 bp 461 bp
8 138 bp 36 bp 443 bp
9 151 bp 37 bp 490 bp
10 139 bp 36 bp 447 bp
11 137 bp 36 bp 445 bp
12 152 bp 37 bp 495 bp

7.2 Vysledky analyzy DNA

Kitem TruSight® Cardio Sequencing bylo analyzovéano celkem 174 genti. Vystupni
VCF soubory byly zpracovany a analyzovany v programu Variant Studio verze 3.0, programu
VarAft a online pfistupném programu BaseSpace Variant Interpreter. Pro dalsi srovnani byl

také pouzit anota¢ni nastro) MOLDIMED, ktery zpracovava soubory FASTQ.
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Na Obrazku ¢ 4 je schematicky zobrazeno vzajemné porovnavani jednotlivych

programt, jejich podminky filtrace a kritéria pro vybér kandidatnich variant.

- vnitini filtr kvality - vnitini filtr kvality
- populacni frekvence <1% - populacni frekvence <1%

- nesynonymni varianty - nesynonymni varianty

- : - vnitini filtr kvality
- vnitini filtr kvality

- : - populacni frekvence <1%
- populacni frekvence <1% - nesynonymni varianty

- nesynonymni varianty - fenotyp dilataéni kardiomyopatie

- poskozujici efekt zaznamenany
alesponi v jednom z prediktorti

- vnitini filtr kvality
- populacni frekvence <1 %
- nesynonymni varianty

- fenotyp dilatacni
kardiomyopatie

Obrazek ¢. 4: Schéma vzdjemného porovndvani jednotlivych programu, jejich podminky filtrace a

kritéria pro vybér kandiddtnich variant
7.2.1 Variant Studio v3.0

Celkem bylo nalezeno 3843 variant, z toho 3746 jednonukleotidovych variant a 97 indel
variant. Primérné¢ byl u kazdého pacienta zjisténo 320 variant, 312 jednonukleotidovych
a 8 indel variant. Pocet nalezenych variant a pocet gentl, ve kterych byly varianty nalezeny,

u jednotlivych vzorki je uveden v Tabulce ¢ 15.
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Tabulka ¢. 15: Pocet nalezenych variant v jednotlivych vzorcich prostiednictvim Variant Studio v3:
jednonukleotidové varianty — single nucleotide variant (SNV), databaze jednonukleotidového
polymorfismu - single nucleotide polymorphism database (dbSNP).

Vzorek Pocet gem‘:l s nale.zenymi Potet variant Pocet Poéet. indel
variantami SNV variant
1 104 327 318 9
2 104 308 300 8
3 100 361 351 10
4 103 304 294 10
S 98 322 312 10
6 105 330 323 7
7 108 348 339 9
8 110 286 281 5
9 98 290 283 7
10 104 326 319 7
11 96 284 278 6
12 101 357 348 9

Pro dalsi analyzu byly varianty specificky filtrovany. Na zaklad¢ sekvenacnich dat byly
vybrany pouze varianty, které prosly vnitinim filtrem kvality. Poté byly zvoleny varianty
s detekovanou frekvenci varianty >20 %, dale ty, jejichz zastoupeni v populaci je <1 % a také
konkrétn¢ v evropské populaci <l %. S ohledem na piipadnou patogenitu mutace, byly
zobrazeny pouze sestfihové varianty, posunové mutace (frameshift), ztraty terminacnich

Filtraci bylo vybrano celkem 120 variant v 53 genech. V naprosté vétSin€ se jednalo
o missense varianty, kterych bylo nalezeno 101. Dale byly zjistény 3 frameshift varianty,
2 inframe delece, 11 inframe inzerci, 1 intronova varianta a 2 varianty sestiihové. Nejvice
variant, konkrétné 34 bylo nalezeno v genu 77N, 8 variant se nachazelo v genu ALMS]I,
v genech APOB, PCSK9 a SDHA bylo nalezeno 5 variant. V ostatnich genech to bylo méné nez
5 variant. Seznam nalezenych variant u jednotlivych pacientd je uveden v Tabulce ¢ 16.

Varianta p.Glu28dup v genu ALMS1 byla nalezena u 50 % vzorkd a byla oznacena za artefakt.
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Tabulka ¢. 16: Nalezené genové varianty u jednotlivych pacientii analyzovdiny programem Variant

Studio v3: varianty s detekovanou frekvenci varianty >20 %, jejichz zastoupeni v populaci je <1 %
a také konkrétné v evropské populaci <1 %; oznaceni * predstavuje ptitomnost artefaktu ALMS]
p.(Glu28dup).

Pacient

Nalezené genové varianty

APOB p.Val4d074Met); NDEI ¢.947+7250T>A, MYHII p.(Thr1941Ser); NOTCHI
p-(Argl279His); PCSK9 p.(Leu23dup); RYR2 p.(Serl400Gly); SDHA p.(Tyr629Phe); TTN
p-(11e33540Thr) ; TTN p.(Arg28474ValfsTerl5)

APOB p.(Thr19731le); CRYAB p.(Pro39Leu); HCN4 p.(Met1113Val); LAMA4 p.(Argl080GIn);
LAMP?2 p.(Gly221Arg); LDB3 p.(GIn517Pro); LTBP2 p.(His1816Asn); MYBPC3 p.(Arg326GIn);
PCSK9 p.(Argd6Leu); TTN p.(Alal0827Val); TTN p.(Val5060Leu); TTN p.(Pro30726Ser)

ABCGS p.(Ser241Phe); ANK2 p.(Glu3931Lys); APOB p.(Ser4430Thr); BRAF p.(Ser607Phe);
CSRP3 p.(Gly70Trp); DSP p.(Arg889Lys); FHL?2 p.(Argl13Cys); KCNH?2 p.(Arg892Cys); MURC
p.(Pro327His); TTN p.(Glull4lé6del); TTN p.(Asn7744Lys); TTN p.(Asn4657His); TTN
p-(Pro20274Leu); *

LAMA4 p.(Argl080GIn); MYBPC3 p.(Ser217Gly); PCSK9 p.(Leu23dup); TRPM4 p.(Arg252His);
TTN p.(Glul1172dup); *

CBS p.(Argd5Trp); SDHA p.(Tyr629Phe); TTN p.(His10092Tyr); TTN p.(Arg3120Gln); TTN
p-(Arg32748Cys); *

ALMSI p.(Glul355Asp); APOB p.(Aspl113His); FBNI p.(Thr1020Ala); LPL p.(Asn318Ser);
NOTCH]1 p.(Arg621His); PCSK9 p.(Leu23dup); RBM20 p.(Tyr229Cys); TTN p.(Val5435Met); TTN
p.(Pro4995Arg); TTN p.(11e2986Thr)

DSC2 p.(Ala897Lysfs); RYR2 p.(Asn3308Ser); SDHA p.(Val461Phe); SDHA p.(Tyr629Phe);
TRPM4 p.(Pro1204Leu); TTN p.(Glu12487Asp); TTN p.(Leu26799Arg); TTN p.(Ser31002Ile); *

ACTAI p.(Tyr220His); DSC2 p.(Ala897Lysfs); LDB3 c. 891T>C(p.=); PDLIM3 p.(Thr2451le);
SNTAI p.(Ala263Ser); TTN p.(Val8322Leu); TTN p.(Tyr5683Cys); TTN p.(Arg34859Gln)

COL5A42 p.(Thr1230Arg); DSP p.(Val30Met); NOTCHI p.(Pro1377Ser); RYR2 p.(Val4653lle);
ZHX3 p.(Glu671Lys); *

10

APOB p.(Glu2566Lys); JUP p.(Asn425Asp); MYLK p.(Pro443Ser); PKP2 p.(Ala372Pro); SCNIB
p-(Arg214Gln); TRPM4 p.(Arg252His); TTN p.(Ser24535Tyr); TTN p.(Val32324Ala); *

11

AKAPY p.(Met3614Val); ALMSI p.(Asn2944Lys); APOA4 p.(Alal61Ser); DMD p.(Thr1245Ile);
GAA p.(Pro493Leu); LAMA2 p.(Cys3087Ser); MYH7 ¢.5286C>T(p.=); MYLK p.(Pro443Ser);
PCSK9 p.(Leu23dup)

12

ACTN2 p.(Arg298His); ANK2 p.(Val3634Asp); CALR3 p.(Glu383Lys); COL5A41 p.(Asn951Ser);
FKRP p.(Alal14Gly); LAMA2 p.(Thr2895Ser); LDLRAPI p.(Glu33Lys); LMF1 p.(Arg354Trp);
NOTCHI p.(Gly842del); SCN54 p.(Pro2006Ala); SDHA p.(Tyr629Phe); SENPI p.(Thr137Ala);
TRIMG63 p.(Glu269Lys); TTN p.(Leul0784Val); TTN p.(Gly7058Asp); TTN p.(Argl5908His); TTN
p.(Lys18518Arg); TTN p.(Thr218201le); TTN p.(Ser23226Gly); TTN p.(Val29796Met); TTN
p-(Arg31748Cys); TTN p.(Ile31757Thr); TTN p.(Glu35527Val)
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Na zéaklad¢ informaci uvedenych v databazi ClinVar, frekvence alely v populaci
a hodnoceni néstroji SIFT a PolyPhen, které program Variant Studio zobrazuje, bylo
vyhodnoceno 17 variant jako benignich, 31 variant pravdépodobné benignich, 1 varianta

pravdépodobné patogenni (GAA p.(Pro493Leu)) a 71 variant neznamého vyznamu.

7. 2.2 BaseSpace Variant Interpreter

Programem Variant Interpreter byly analyzovany totozné VCF soubory, a proto byl
pocet nalezenych variant shodny s mnozstvim zobrazenym v programu Variant Studio.

Pro filtraci byly pouzity podobné parametry jako u Variant Studia. Aplikaci filtru byly
vybrany pouze jednonukleotidové a indel varianty, které prosly nastavenym vnitinim filtrem
kvality. Poté byly zvoleny varianty s detekovanou frekvenci varianty >20 % a dale ty, jejichz
zastoupeni v populaci je <1 % v ramci vSech databazi, které¢ Variant Interpreter vyuziva. Dale
pak byly vyhledany varianty se ztratou termina¢niho kodonu, s nové vzniklym terminacnim
kodonem, s nekompletnim terminacnim kodonem, posunové a sestiihové varianty, inzerce,

Filtraci bylo vytipovdno 90 variant v 44 genech. Nalezené varianty se shodovaly
s vysledky z programu Variant Studio az na par vyjimek. Nékolik variant program Variant
Interpreter oproti Variant Studiu viitbec nezobrazoval (viz Tabulka ¢.17), mezi které patii i jiz
zminény artefakt ALMS1 p.(Glu28dup).

Tabulka ¢ 17: Genové varianty nezobrazené programem Variant Interpreter, ale nalezené
v programu Variant Studio

Pacient | Genova varianta

NOTCHI1 p.(Argl279His); RYR2 p.(Ser1400Gly); SDHA p.(Tyr629Phe)
PCSK9 p.(Arg46Leu); HCN4 p.(Metl1113Val)

ALMS1 p.(Glu28dup)

ALMS1 p.(Glu28dup)

ALMS1 p.(Glu28dup); SDHA p.(Tyr629Phe)

LPL p.(Asn318Ser); TTN p.(Pro4995Arg)

ALMS1 p.(Glu28dup); SDHA p.(Tyr629Phe); TTN p.(Glu12487Asp)
PDLIM3 p.(Thr2451le)

ALMS1 p.(Glu28dup); NOTCHI p.(Pro1377Ser)

ALMS1 p.(Glu28dup); MYLK p.(Pro443Ser)

ALMS]I p.(Asn2944Lys); DMD p.(Thr12451le); MYLK p.(Pro443Ser)
COL5AI p.(Asn951Ser); FKRP p.(Alal14Gly); LMFI p.(Arg354Trp); SDHA p.(Tyr629Phe);
SENPI p.(Thr137Ala)
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Na zéklad¢ frekvence alely v populaci, hodnoceni nastroji SIFT a PolyPhen, uvedené
predikce z databaze ClinVar a BaseSpace® Knowledge Network, coZ je soukroma databdze
firmy Illumina, bylo vyhodnoceno 9 variant jako benignich, 23 variant pravdépodobné
benignich, 1 varianta pravdépodobné patogenni (GAA4 p.(Pro493Leu)) a 57 variant nezndmého

vyznamu.
7.2.3 VarAFT

Celkem bylo nalezeno 3800 genovych variant. Za pouziti filtru byly vybrany vSechny
typy variant kromé& synonymnich variant, poté varianty s frekvenci <1 % uvedenou v databazi
1000 Genomes a The Genome Aggregation Database.

Filtraci bylo vytipovano 91 variant ve 44 genech. Nejvice variant, konkrétné 32, bylo
nalezeno v genu 77N a 5 variant se nachézelo v genu APOB. V ostatnich genech se nachazelo

1-4 variant. Seznam nalezenych variant u jednotlivych pacientl je uveden v Tabulce ¢. 18.
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Tabulka ¢ 18: Nalezené genové varianty u jednotlivych pacientii analyzovany programem VarAFT:
nesynonymni varianty s populacni frekvenci <1 %.

Pacient | Nalezené genové varianty

1 APOB p.(Val4074Met); MYH11 p.(Thr1941Ser); TTN p.(Arg28474ValfsTerl5)
APOB p.(Thr1973l1le); CRYAB p.(Pro39Leu); LAMP?2 p.(Gly221Arg); LDB3 p.(GIn517Pro); LTBP2
2 p-(His1816Asn); MYBPC3 p.(Arg326Gln); TTN p.(Pro30726Ser); TTN p.(Alal0827Val); TTN
p.(Val5060Leu)
ABCGS8 p.(Ser241Phe); ANK2 p.(Glu3931Lys); APOB p.(Ser4430Thr); BRAF p.(Ser607Phe);
CSRP3 p.(Gly70Trp); DSP p.(Arg889Lys); FHL?2 p.(Argl13Cys); KCNH?2 p.(Arg892Cys); LMF1
¢.879-1337C>T; MURC p.(Pro327His); TTN p.(Asn7744Lys); TTN p.(Asn4657His); TTN
p-(Pro20274Leu); TTN p.(Glul 1416del)
4 MYBPC3 p.(Ser217Gly); TRPM4 p.(Arg252His)
CBS p.(Argd5Trp); LAMP2 p.(Val39llle); TTN p.(Arg32748Cys); TTN p.(Arg3120GIn); TTN

> p-(His10092Tyr)
ALMS]I p.(Glul355Asp); APOB p.(Aspl1113His); FBNI p.(Thr1020Ala); NOTCH]I p.(Arg621His);

6 RBM?20 p.(Tyr229Cys); TTN p.(Val5435Met); TTN p.(Pro4995Arg); TTN p.(11e2986Thr)

. DSC2 p.(Ala897Lysfs); LMF1 c.879-1201G>A; RYR2 p.(Asn3308Ser); SDHA p.(Val461Phe);
TRPM4 p.(Pro1204Leu); TTN p.(Leu26799Arg); TTN p.(Ser310021le)

g ACTAI p.(Tyr220His); DSC2 p.(Ala897Lysfs); FBN2 p.(Gly531Ala); SNTAI p.(Ala263Ser);
TMEMA43 ¢.13-519G>A; TTN p.(Tyr5683Cys); TTN p.(Val8322Leu)

0 COL5A2 p.(Thr1230Arg); DSP p.(Val30Met); RYR2 p.(Val4653Ile); TTN p.(Cys5387Tyr); ZHX3
p.(Glu671Lys)

10 APOB p.(Glu2566Lys); JUP p.(Asn425Asp); PKP2 p.(Ala372Pro); SCNIB p.(Arg214Gln); TRPM4
p-(Arg252His); TTN p.(Ser24535Tyr); TTN p.(Val32324Ala)

" AKAPY p.(Met3614Val); ALMSI p.(Asn2944Lys); APOA4 p.(Alal61Ser); GAA p.(Pro493Leu);

LAMA?2 p.(Cys3087Ser)

ACTN2 p.(Arg298His); ANK2 p.(Val3634Asp); CALR3 p.(Glu383Lys); LAMA?2 p.(Thr2895Ser);
LDLRAPI p.(Glu33Lys); NOTCH1 p.(Gly842del); SCN5A4 p.(Pro2006Ala); TRIM63 p.(Glu269Lys);
12 TTN p.(Leul0784Val); TTN p.(Lys18518Arg); TTN p.(Glu35527Val); TTN p.(Lys4646Glu); TTN
p.(Val29796Met); TTN p.(Gly7058Asp); TTN p.(Thr21820Ile); TTN p.(Ser23226Gly); TTN
p-(Arg15908His); TTN p.(Arg31748Cys); TTN p.(1le31757Thr)

Vramci programu VarAFT byl vyuzit prediktivni néastroj UMD-Predictor, ktery
vybrané varianty klasifikoval do kategorii: polymorfni, pravdépodobné polymorfni,
pravdépodobné patogenni, patogenni a varianty neklasifikované. 22 variant bylo oznac¢eno jako
polymorfni, 17 variant bylo klasifikovano jako pravdépodobné polymorfni, 11 variant bylo
pravdépodobné patogennich, 33 variant bylo oznaceno jako patogenni a 8 variant nebylo

klasifikovano.
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K hodnoceni nalezenych variant byly kromé predikce pomoci néastroje UMD-Predictor
vyuzity i dal$i data a informace, které¢ program VarAFT poskytuje, zejména tdaje uvedené
v databazi ClinVar a popula¢ni frekvence varianty. 12 variant bylo vyhodnoceno jako benigni,
23 variant bylo oznaCeno jako pravdépodobné benigni, 1 varianta jako pravdépodobné
patogenni (GAA p.(Pro493Leu )) a 55 variant bylo neznamého vyznamu.

Vétsina nalezenych variant se shodovala s vysledky zprogramu Variant Studio,
ale nékteré genové varianty byly pro oba programy specifické. Napiiklad v programu VarAFT
byla navic zobrazena varianta 77N p.(Val8322Leu) u pacienta 8, kdezto Variant Studio
zobrazoval u pacienta 8 navic variantu 77N p.(Arg34859Gln).

7.2.4 MOLDIMED

Za ucelem dalSiho srovnani byl k anotaci a interpretaci variant pouzit analyticky nastroj
MOLDIMED, konkrétné pipeline 3, ktery umoznil zpracovat surova data ve formatech FASTQ
a provést klinickou anotaci. Do zpracovani byl vlozen sample sheet s identifikacemi vzorka
a oznacenim fenotypu. K analyze byly pouzity vystupni data jiz filtrovand na zakladé
klinického fenotypu (basic_filtered clin_phenotype.csv). Nastaveny filtr zobrazoval varianty
s populacni frekvenci <1 % uvedenou v databdzi ExAC a byl zvolen fenotyp dilata¢ni
kardiomyopatie (HP:0001644). Dalsim kritériem byl poskozujici efekt zaznamenany alespon
v jednom z pouzitych prediktord, SIFT a PolyPhen. Celkem bylo nalezeno 39 genovych
variant, z toho 14 indel variant a 25 jednonukleotidovych variant. Zadna z nalezenych variant
nebyla syst¢émem vyhodnocena jako patogenni. Nalezené genové varianty u jednotlivych
pacientll jsou uvedeny v Tabulce ¢. 19. Varianta p.Pro526del v genu ALMSI byla nalezena
u 75 % vzorkl a byla oznacena za artefakt. U pacientli 4 a 9 byly nalezeny pouze artefakty.
Vétsina nalezenych variant byla shodnd s vysledky programti Variant Studio a VarAFT nebo
alespon s jednim z nich. Vyjimku tvoftila varianta ALMS1 p.(Glu29 Ala30insGlu) u pacienta 1,
8 a 11, varianta ALMSI p.(Ser2102Leu) u pacienta 3 a varianta 77N p.(Thr25821Lys)

u pacienta 12.

53



Tabulka ¢. 19: Nalezené genové varianty u jednotlivych pacientit analyzovany programem
MOLDIMED: nesynonymni varianty s populacni frekvenci <l % asociované s fenotypem dilatacni
kardiomyopatie; oznaceni * pfedstavuje pritomnost artefaktu ALMSI p.(Pro526del).

Pacient | Nalezené genové varianty

1 ALMSI p.(Glu29_Ala30insGlu); SDHA p.(Tyr629Phe); TTN p.(Arg28474ValfsTerl5)
2 CRYAB p.(Pro39Leu); LDB3 p.(GIn517Pro); TTN p.(Pro30726Ser); *
3 ALMSI p.(Ser2102Leu); CSRP3 p.(Gly70Trp); FHL2 p.(Argl13Cys); *
4 *
5
6

SDHA p.(Tyr629Phe); TTN p.(Arg3120GIn); *

ALMS1 p.(Glul355Asp); RBM20 p.(Tyr229Cys); TTN p.(11e2986Thr); *

SDHA p.(Tyr629Phe); SDHA p.(Val461Phe); TTN p.(Leu26799Arg); TTN p.(Ser31002Ile); TTN
p.(Glul2487Asp); *

8 ALMSI p.(Glu29_Ala30insGlu); ACTA1 p.(Tyr220His);

9 *

10 JUP p.(Asnd25Asp); TTN p.(Ser24535Tyr); TTN p.(Val32324Ala); *

11 ALMS]I p.(Glu29 Ala30insGlu); *

12 ACTN?2 p.(Arg298His); SDHA p.(Tyr629Phe); TTN p.(I1le31757Thr); TTN p.(Thr25821Lys); *

7.2.5 Cardio Classifier a ClinGen

VCF soubory byly také analyzovany pomoci online dostupného nastroje Cardio
Classifier (Whiffin et al. 2017). Na =zakladé doporucenych postupt ACMG/AMP
(Richards et al., 2015) hodnoti nalezené¢ varianty v genech asociovanych se srdecnimi
chorobami. Byly vyhodnoceny pouze varianty v genech souvisejicich s fenotypem dilatacni
kardiomyopatie. Zadna z nalezenych variant nebyla klasifikovana jako patogenni. Celkem bylo
nalezeno 346 benignich variant a 37 variant s nejistym vyznamem. Pouze u pacienta 1 byla
nalezena varianta p.Arg28474ValfsTerl5 vgenu TTN, ktera byla zhodnocena jako
pravdépodobné patogenni.

Nékteré vybrané genové varianty byly také hodnoceny néstrojem ClinGen (Patel et al.,
2017). K hodnoceni patogenity vSak bylo k dispozici mélo diikazii a varianty byla klasifikovany

jako varianty s nejistym vyznamem.

7.2.6 Vybrané kandidatni genové varianty

Na zékladé¢ informaci, které poskytly vS§echny pouzité nastroje pro anotaci a interpretaci
variant, byly vybrany kandidatni genové varianty, které by mohly byt potencidlné patogenni
a souviset srozvojem dilatacni kardiomyopatie. Byly vyfiltrovany nesynonymni varianty

s populacni frekvenci <1 % a varianty pouze v genech, které jsou asociovany s dilatacni
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kardiomyopatii (HP:0001644). U nékterych pacienti byly do analyzy zafazeny 1 geny
souvisejici s rozvojem podobného fenotypu. U pacienta 4 to byl TRPM4 asociovany
s progresivni familidrni srde¢ni blokadou (HP:0001626), u pacienta 5 gen CBS spojovany
s infarktem myokardu (HP:0001658) a u pacienta 11 gen LAMA2 souvisejici obecné
s kardiomyopatii (HP:0001638). DalSim kritériem pro vybér kandidatnich variant bylo
hodnoceni predik¢nimi néstroji CADD, DANN, Eigen, FATHMM, GERP++, LRT, MetalLR,
MetaSVM, Mutation Taster, Mutation Assessor, PolyPhen2, Provean, SIFT, UMD-Predictor
a VESST3. Hodnoty poskytnuté zjednotlivych nastroji byly normalizovany pomoci
standardizace na maximum sloupce, kdy jsou vSechny hodnoty v sloupci pod€leny maximalni
hodnotou sloupce (Harustiakova et al., 2012). Byly brany v tvahu vSechny varianty u vSech
v sloupci pfictena ke vSem hodnotam pfitomnym ve sloupci. U nékterych pouzitych
predikénich nastroji nebylo k dispozici skore, ale pouze jejich slovni hodnoceni varianty.
V ptipadé¢, ze byla varianta hodnocena jako deleterious, tedy skodliva, byla ptifazena hodnota
1 a v ptipad¢é hodnoceni jako benign nebo tolerated, tedy benigni, byla pfifazena hodnota 0.
Bylo tak urceno primérné predikéni skoére, jehoz rozsah byl 0-1, kdy hodnoty
blizké 1 predstavovaly Skodlivé varianty. Tabulka zobrazujici skore jednotlivych predikcnich
nastroji u variant vybranych na zéklad¢ populacni frekvence <1 % a fenotypu je uvedena
v Priloze ¢. 3, kde jsou jednotlivé varianty sefazeny sestupné podle primérného predikéniho
skore v ramci pacienta.

Na zakladé tohoto skore byly vybrany potencialné patogenni varianty. Tyto vybrané
varianty by mohly byt ptedmétem dalSiho vyzkumu. Vytipované kandidatni genové varianty
u jednotlivych pacientli jsou zaznamenany v Tabulce ¢. 20. Celkem bylo vytipovéano 20 variant,
z nichz 5 nebylo dosud zaznamenano v zadné databazi a u zbylych 15 variant je jejich vyznam

neznamy nebo jsou uvedeny s konfliktni interpretaci patogenity.
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Tabulka ¢. 20: Vybrané kandidatni potencialné patogenni genové varianty u jednotlivych pacientii,
jejich priimérné predikéni skore a populacni frekvence: primérna populacni frekvence ziskana

z hodnot uvedenych v databazi gnomAD a 1000 Genomes.

Pacient Gen Varianta Prﬁmérné,predikéni Primérna populacni
skore frekvence
1 TTN p-Arg28474ValfsTerl5 - -
5 CRYAB p.Pro39Leu 0.84 0.0002
TTN p-Pro30726Ser 0.83 0.002298
3 FHL2 p-Argl13Cys 0.97 0.0004
CSRP3 p-Gly70Trp 0.95 3.25e-05
4 MYBPC3 p-Ser217Gly 0.59 0.001849
5 CBS p-Argd5Trp 0.81 0.001249
TTN p.Arg32748Cys 0.71 0.002599
6 RBM20 p-Tyr229Cys 0.84 -
TTN p-11e2986Thr 0.61 0.000102
- SDHA p-Val461Phe 0.88 -
TTN p.Leu26799Arg 0.85 4.08e-06
8 ACTAl p-Tyr220His 0.94 -
9 RYR2 p-Val4653Ile 0.81 1.67e-05
TTN p-Cys5387Tyr 0.46 0.002099
10 JUP p-Asn425Asp 0.72 -
TTN p-Ser24535Tyr 0.69 0.00035
11 LAMA?2 p-Cys3087Ser 0.95 4.06e-06
1 TTN p-1le31757Thr 0.64 0.0004
ACTN2 p-Arg298His 0.61 0.00035

7.3 NavrZeni primeri a validace vybranych nalezenych variant

Z vytipovanych kandidatnich variant byly zvoleny 4 varianty a na useky sekvence

s témito variantami byla navrzeny primery pomoci online nastroje Primer3. Vybrané varianty

a sekvence jednotlivych primera jsou uvedeny v Tabulce ¢. 21.

Tabulka ¢. 21: Vybrané varianty a sekvence navrienych primerii

Pacient | Gen Pozice varianty Forward primer Reverse primer
2 CRYAB | chr11:111782333 | GTCCAGTGTCAAACCAGCTG | ACCCCTGACATCACCATTCC
3 CSRP3 | ¢ch11:19209756 | AGTCCATTCTCCCACTTCCA | CCAATCCCATGACCCTTCCT
6 RBM20 | ch10:112541053 | CATGAACCTTCCCAACCAGC | TTGGAAAAGGCAGCTTGACC
10 JUP ch17:39919459 | CTCGCCTAACAGCAGTACCT | CCTGGAGAGTGTGCTGAAGA

Po provedeni PCR amplifikace byla kvalita PCR produktii ovéfena pomoci piistroje

Qiaxcel za pouziti QIAxcel DNA High Resolution kitu, kde bylo zjisténo, ze velikost PCR
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produktu odpovidala ocekavané situaci (viz Tabulka ¢ 22). Priklad elektroforetogramu
provedené elektroforézy PCR produktu je zobrazen na Obrdazku ¢ 5. Koncentrace PCR
produkti byla po ptecisténi na kolon¢ pomoci kitu QIAquick PCR Purification zjiSténa
fluorometrickym métfenim na pfistroji Qubit 2.0 s pouzitim Qubit® dsDNA BR Assay kitu.
Nasledné bylo 50 ng jednotlivych PCR produkti smichéno s forward a reverse primery
a doplnéno deionizovanou vodou do 10 pl. SloZeni smési uréené pro sekvenovani firmou

SEQme je zaznamenano v Tabulce ¢. 23.

Tabulka ¢. 22: Velikosti o¢ekdavanych PCR produktii s vybranymi variantami

Pacient | Gen Pozice produktu Velikost produktu
2 CRYAB | chrl1:111782256+111782563 | 308 bp
3 CSRP3 | chr11:19209580+19209882 303 bp
6 RBM20 | chr10:112540916+112541206 | 291 bp
10 JUP chr17:39919217+39919568 352 bp
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Obrazek ¢ 5: Priklad elektroforetogramu provedené elektroforézy PCR produktu pomoci pristroje
Qiaxcel za pouZiti QlAxcel DNA High Resolution kitu: osa x — velikosti fragmentiu DNA v bp;
osa y — pocet danych fragmentii; nejvyraznéjsi pik predstavuje PCR produkt o velikosti 309 bp.

Tabulka ¢. 23: Koncentrace PCR produktii s vybranymi variantami

Objem
Pacient | Gen Koncentrace v obsahujici Objem 10pM Objem
ng/pl 50 ng PCR forward/reverse primeru | deionizované H.O
produktu (ul)
2 CRYAB 19.9 2.51 2,5 4.99
3 CSRP3 21.8 2.29 2,5 5.21
6 RBM20 17.5 2.86 2,5 4.64
10 JUP 27.2 1.84 2,5 5.66
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V ramci vysledki sekvenovani byly firmou SEQme poskytnuty vysledné
chromatogramy a samotné potadi detekovanych nukleotidd. Ptiklad dodaného chromatogramu
ze sekvenovani je zobrazen na Obrdazku ¢. 6. Z chromatogramu vyplyva, Ze v analyzované
oblasti genu RBM2(0 u pacienta 6 se v konkrétni pozici nachazi R, tedy A nebo G. Pozice variant

a Casti sekvenci jednotlivych genii s validovanymi variantami jsou uvedeny v Tabulce ¢. 24.

IGOCTGC TCCAGC TACAGCAGGAT TCTRTGAGTAT GGUAAAGCCAGCTCTGG
Q0 100 110 120 130

Obrazek ¢. 6: Vysledny chromatogram ze sekvenovdani PCR produktu obsahujiciho édast genu RBM20

s nalezenou variantou v pozici chl10:112541053: Cervené je ohraniCen signal odpovidajici ptitomnym
nukleotidim A a G

Tabulka ¢ 24: Pozice vybranych variant a casti sekvenci jednotlivych genii s validovanymi
variantami: S = C/G,M=A/C,R=A/G,Y =C/T

Gen Pozice varianty | Cast sekvence referenéniho genomu | Cast sekvence pritomné u pacienta

CRYAB | chr11:111782333 | AGTAGACGTC[G]JGGAAAAGATC | AGTAGACGTC[S|IGGAAAAGATC
CSRP3 | ¢h11:19209756 | TACCCGATCC[C]TTTGGGGCCA | TACCCGATCCIM]TTTGGGGCCA
RBM20 | ¢h10:112541053 | GCAGGATTCT[A]TGAGTATGGC | GCAGGATTCT[R]ITGAGTATGGC
JUP | ¢h17:39919459 | AGCGTCTTGT[T]CTTGCTGTTG | AGCGTCTTGT[Y]CTTGCTGTTG

Vysledné chromatogramy ze Sangerova sekvenovani potvrzovaly varianty nalezené
pomoci technologie NGS. Validace variant v ptipad¢ pouziti NGS nebyla sice nutna, jelikoz se
jedna o spolehlivou metodu za podminky dodrZeni striktnich kritérii kvality, nicmén¢ analyza

Sangerovym sekvenovanim dokazuje jeho moznost vyuziti pro genotypizaci dalSich ¢lenid

rodiny.
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8 DISKUZE

Klastrovani ~ vrdmci  sekvenovani  bylo  relativné  vysoké a  Cinilo
1,040 £ 15 tisic klastri/mm?2. Podle specifikaci pouzitého kitu danych vyrobcem by se méla
hustota klastri pohybovat v rozmezi 865-965 tisic klastrii/mm?. Pro sniZeni hustoty klastrii by
bylo vhodné snizit koncentraci sekvenované DNA knihovny. Vyssi hustota klastri v§ak nijak
nesnizovala kvalitu sekvenacnich dat.

K anotaci a interpretaci nalezenych variant byly pouzity rizné anotacni programy.
Prvnim z nich byl program Variant Studio v3.0 od firmy Illumina, ktery je uzivatelim
k dispozici pfi vyuziti nékterého z jejich sekvenacnich kitli. Tento program je vSak nutné
instalovat a je zapotiebi stazeni fixni databaze, kterd vSak nepodléha aktualizacim. K anotaci
jsou vyuzivany datové zdroje, jako jsou databidze 1000 Genomes, Cataloque of Somatic
Mutations in Cancer (COSMIC), ClinVar, National Center for Biotechnology (NCBI), National
Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI), UCSC a Variant Effect Predictor (VEP). Zobrazeni
tohoto programu je pichledné a prace snim je jednoducha. Jsou zde uvedeny uzite¢né
informace o populacnich frekvencich variant, asociovaném fenotypu a vyznamu hodnoceni
z databaze ClinVar spolu s dostupnymi odkazy na tyto zdroje. Vyhodou je i zobrazeni vice
vzorkli najednou, umoziujici jednoduché porovnavani, a také moznost analyzy na zakladé
rodinné filtrace a zptusobu dédi¢nosti. Z predikénich néstroji jsou zde uvedena hodnoceni
pouze programu SIFT a PolyPhen.

Velmi podobnym anota¢nim systémem je online dostupny Variant Interpreter, taktéz
od firmy Illumina. Pfedstavuje jednoduchy a rychly néstroj pro anotaci a interpretaci genovych
jednonukleotidovych variant, deleci a inzerci, strukturnich genetickych variant a variability
v poctu kopii (CNV). Pro anotaci jsou vyuzivany databaze dbSNP, COSMIC, ClinVar,
1000 Genomes, NHLBI EVS a ExAC. Kazdych 6 mésicli jsou tyto anota¢ni zdroje
aktualizovany. Krom¢& informaci o populacni frekvenci varianty poskytuje informace o poctu
jiz hlaSenych ptipadl konkrétni varianty a jejich hodnoceni, a to z databaze ClinVar a soukromé
databaze BaseSpace Knowledge Network. Vyhodou je i moznost jednoduchého vizudlniho
zobrazeni varianty nastrojem Integrative Genome Viewer (IGV), zejména v piipadé
strukturnich variant a CNV. Pro predikci patogenity jsou opét uvedena pouze hodnoceni
nastroji SIFT a PolyPhen.

Dal$im pouzitym néstrojem byl program VarAFT, ktery je zdarma ke stazeni. Je vSak
potiebna instalace a bylo nutné provést stazeni databazi GnomAD (The Genome Aggregation

Database), dbSNP a 1000 Genomes, které bylo relativné zdlouhavé, ale navic umoznoval
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1 stazeni databaze Kaviar (Known VARiants), The Haplotype Reference Consortium (HRCR)
a Great Midddle East (GME). K anotaci genovych variant byl pouzit nastro) ANNOVAR. Jako
ptedeslé programy i VarAFT poskytuje informace o populacni frekvenci, ptipadech uvedenych
v databazi ClinVar, asociovaném fenotypu, dopliujici informace o genech a dalsi. Program také
umoziuje srovnani vice vzorkli pro analyzu zplsobu dédi¢nosti v rodinné. V ramci tohoto
programu je predikce patogenity hodnocena nastrojem UMD-Predictor, ktery kombinuje rtizné
algoritmy a spojuje udaje o lokalizaci varianty v ramci proteinu, konzervativnost, biochemické
vlastnosti, mozny dopad zmény na mRNA a také frekvenci varianty v globalni populaci.
Vyhodou je také velké mnozstvi dalSich predikénich nastroji. Kromé programu SIFT
a PolyPhen je zde k dispozici napiiklad i hodnoceni programt Mutation Taster, Provean nebo
CADD (Combined Annotation Dependent Depletion). Tyto a dal$i nastroje pro predikci
patogenity byly vyuzity jako kritérium pro vybér kandidatnich variant. Hodnoty skore
uvedenych néstrojii byly normalizovany a bylo ziskano primérné predikcéni skore. Program
VarAFT umoznil také jednoduchou filtraci na zaklad€ fenotypu pomoci The Human Phenotype
Ontology (HPO).

Vsechny tyto pouzité programy poskytly jednoduchy a i€inny filtr pro vybér zajmovych
variant. Umoznuji filtraci na zakladé¢ typu a umisténi varianty, populacni frekvence,
asociovaného fenotypu a také na zaklad¢ kvality sekvenacnich dat.

Pro dalsi srovnani byl pouzit pro anotaci a intepretaci variant i analyticky néstroj
MOLDIMED. Tento systém zpracovava surova sekvenacni data ve formatu FASTQ
a poskytuje jednoduchou identifikaci patogennich variant. Varianty jsou filtrovany na zaklad¢
fenotypu a nizké frekvence v populaci. Poskytuje zakladni informace o nalezenych variantach,
ale prohliZeni je relativné nepfehledné a pro ziskani dal§ich informaci chybi odkazy na dostupné
databaze. Pro analyzu genovych variant u dilatacni kardiomyopatie, kdy existuje velké
mnozstvi variant s neznamym vyznamem a je potieba dikladny vybér kandidatnich variant, je
mén¢ vhodny. Nastaveni tohoto programu je vice rigidnéjsi. Nelze napfiklad prenastavit filtr
populacni frekvence <1% a v pfipad¢ filtrovani na zéklad¢é ptenastaveni jiného fenotypu, je
nutné analyzu spustit znova.

I ptesto, Ze vysledky ze vSech pouzitych programii byly velmi podobné, objevily se
1 odli$nosti. Naptiklad programem Variant Studio byla zobrazena varianta p.Tyr629Phe v genu
SDHA, a to u pacientd 1, 5, 7 a 12. Tyto varianty vSak nebyly zobrazeny programy Variant
Interpreter a VarAFT. Podobnym pfikladem je i varianta p.Glu28dup v genu ALMS], ktera byla
nalezena u 6 pacientli, a varianta p.Leu23dup v genu PCSK9 u 4 pacientii. Analytickym

nastrojem MOLDIMED byla zase nalezena varianta p.Pro526del v genu ALMSI u celkem
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10 pacienti, ktera nebyla zobrazena zadnym =z pfedchozich programii. S nejveétsi
pravdépodobnosti se vSak jednalo o artefakty a rozdilné vysledky pouzitych programt byly
patrné zpusobeny odliSnym nastavenim vnitiniho filtru kvality.

Programem MOLDIMED bylo odfiltrovano vétsi mnoZzstvi variant, a to zejména z toho
davodu, ze je v programu nastaveno kritérium poskozujiciho efektu zaznamenaného alespon
jednim z pouzitych predikénich nastrojii. VétSina z nalezenych variant vSak patiila mezi
vybrané kandidatni varianty. Vyjimku tvofila varianta p.Arg45Trp v genu CBS u pacienta 5
a varianta p.Cys3087Ser v genu LAMA2 u pacienta 11. Tyto varianty vSak nemohly byt
zobrazeny, protoze jsou asociovany s odliSnym fenotypem. I pfesto vSak nebyly programem
MOLDIMED  zaznamenany varianty MYBPC3 p.(Ser217Gly) u pacienta 4,
TTN p.(Arg32748Cys) u pacienta 5 a varianty RYR?2 p.(Val46531le) a TTN p.(Cys5387Tyr)
u pacienta 9, které byly zafazeny mezi kandidatni varianty.

Vsechny vybrané kandidatni varianty filtrované pomoci programu VarAFT se
nachézely také v programu Variant Studio s jedinou vyjimkou varianty 77N p.(Cys5387Tyr)
u pacienta 9.

Krom¢ artefakt byly nalezeny i varianty, které z n¢jakého diivodu nebyly zobrazeny
vSemi pouzitymi systémy. OdliSnosti byly zfejmé zplsobeny filtraci na zékladé¢ populacni
frekvence, jelikoZz programy nékdy vyuzivaly i jiné databaze nebo praméry téchto frekvenci.
Pro komplexngjsi analyzu je proto vyhodné kombinovat rGzné anotacni nastroje, které
poskytnou trochu odlisny pohled na véc. V ptipad¢ pouziti v klinické diagnostice se jevi jako
nejvhodnéjsi nastroj VarAFT.

U pacienta 10 byla nalezena kombinace variant p.Asn425Asp v genu JUP
a p.Ala372Pro v genu PKP2. U toho pacienta bylo jiz diive provedeno genetické testovani se
stejnym vysledkem za pouziti trochu odlisného kitu, coz potvrzuje spravnost analyzy
(Vyslouzilova, 2016).

U pacienta 11 byla nalezena varianta p.Pro493Leu v genu GAA, kterd byla zhodnocena
jako pravdépodobné patogenni. Tento gen vSak neni asociovan s dilatacni kardiomyopatii, ale
s dédicnou metabolickou poruchou zvanou glykogenoza.

Z nalezenych genovych variant bylo vybrano 20 kandidatnich potencidlné patogennich
variant na zaklad¢ populacni frekvence, primérného predikéniho skore a diive publikované
literatury. K hodnoceni vyznamu vybranych variant byly také pouzity obecné pokyny a postupy
pro klinickou interpretaci sekvencnich variant publikované vroce 2015 ACMG/AMP
(Richards et al., 2015). Praktické pouziti téchto pokynt neni jednoduché, a proto byl pouzit

nastroj ClinGen, vytvofeny americkym institutem NIH v roce 2015, ktery umoziiuje uzivatelim
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zadat pfisluSné znacCeni dikazi na zakladé¢ pokyni ACMG/AMP a generovat hodnoceni
patogenity variant (Patel et al., 2017). Dal§im pouzitym néstrojem, ktery usnadiiuje intepretaci
variant na zdkladé¢ pokyni ACMG/AMP, je CardioClassifier specializovany na hodnoceni
vyznamu variant v genech spojenych s dédi¢nymi srdecnimi chorobami (Whiffin et al. 2017).
Vyhodou tohoto nastroje je, ze dostupné a publikované diikkazy dopliiuje sdm s moZznosti
vlastniho vkladani. V soucasné dob¢ vSak umoziuje analyzovat pouze 40 gend asociovanych
s 11 srdecnimi chorobami. Vzhledem k tomu, Ze vétSina analyzovanych genovych variant
nebyla diive publikovana, byly vybrané varianty interpretovany jako varianty s nejistym
vyznamem s vyjimkou varianty v genu 7NN u pacienta 1, ktera byla zhodnocena jako
pravdépodobné patogenni. K dispozici byly bohuzel pouze informace o populacni frekvenci
a hodnoceni predikénimi nastroji. To podporuje fakt, Ze pro urceni relativniho vyznamu
varianty je zasadni znalost rodinné anamnézy a spole¢na segregace varianty u ¢lenti rodiny
(McNally ef Puckelwartz, 2015). Segregacni analyza kandidatnich variant, kterd by vyznamné
podpofila patogenitu varianty, je doporucoviana mnoha laboratoiemi (Blue et al., 2014;
Parikh and Ashley, 2017). Dal$im postupem pro ziskani vice informaci o vyznamu varianty
jsou funk¢ni testy spojené s molekularnimi mechanismy onemocnéni, kdy je sledovan
biologicky ucinek in vitro nebo in vivo na zvifecich modelech. Bohuzel vzhledem k casové
a finan¢ni narocnosti nejsou funkéni testy zapojovany k diagnostice a jsou vyuzivany pouze
v nékterych ptipadech v genetickém vyzkumu (Kummeling et al., 2015).

V roce 2017 provedl Brodehl et al. funk¢ni testovani za ucelem zjisténi molekuldrniho
mechanismu nové nalezené varianty v genu CRYAB. Transfekovali C2C12 a HL-1 bunky
expresnimi plazmidy, konkrétné pECFP-N1 (Clontech Laboratories), s cDNA wild-type
aB-krystalinu a dvou mutantnich variant, nové nalezou variantu p.D109G a dfive popsanou
mutaci p.R120G. Vzorky byly oznaceny primarnimi protilatkami proti aB-krystalinu s barvivy
FITC a Cy3 a sledovany pomoci konfokalniho mikroskopu. Bylo pozorovéno, ze wild-type
aB-krystalin byl rovnomérné distribuovan v cytoplazmé, zatimco obé mutantni formy tvofily
cytoplazmatické proteinové agregaty. Tyto udaje tak odhalily vnitini vadu zpisobenou
mutacemi vedouci k akumulaci proteinu. Vzhledem k tomu, Ze 1 v naSem piipad¢ byla nalezena
genova varianta genu CRYAB s nejistym vyznamem, konkrétné p.Pro39Leu, bylo by mozné
tento popsany systém pouzit pro hodnoceni vyznamu i této varianty. K experimentu by bylo
nutné ziskat komeréné dostupny lidsky gen CRYAB jiz v expresnim vektoru, napiiklad
pMCSG7 (DNASU Plasmid Repository). K namnozeni tohoto plasmidu by bylo nutné
klonovani do kompetentnich buné¢k, naptiklad NEB® 5-alpha Competent E. coli. K cilené
mutagenezi by bylo mozné vyuzit naptiklad Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England
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BioLabs). Piipravené vektory by poté byly transfekovany naptiklad do vySe zminéné linie
mysich myoblasti C2C12 nebo linie kardiomyocytd transgennich mysi HL-1. Exprimovany
protein by byl oznacen specifickymi protilatkami, naptiklad ABIN4280177
(antibodies-online.com) a vizualizovan pomoci konfokalniho mikroskopu. Bylo by sledovano,
zda dochazi k tvorbé proteinovych agregati nebo k rovnomérné distribuci proteinu.

Dalsi nalezenou genovou variantou, ktera by mohla byt pfedmétem dalSiho zkoumani,
byla varianta p.Gly70Trp v genu CSRP3. V roce 2008 (Geier et al.) byla provedena studie
zabyvajici se pravdépodobné mutantnimi variantami vtomto genu spojenymi zejména
s hypertrofickou kardiomyopatii. Byly provedeny in vitro 1 in vivo testy prostfednictvim
transfekce neonatdlnich krysich kardiomyocytl a linie COS-1 bun¢k. Rekombinantni svalové
LIM proteiny vybranych mutantnich variant byly bakterialn¢ exprimovany, nasledné
purifikovany a byla sledovéna stabilita proteinu v reakci s proteazou thermolysinem.
Ve srovnani s wild-type byl mutantni protein méné stabilni a byl vice nachylny
k proteolytickému rozpadu v roztoku. V transfekovanych sav¢ich buiikach byl také jeho obsah
dramaticky sniZzen na asi 40 %. Z téchto funk¢nich experimenti vyplyva, Ze ne samotny
mutantni protein, ale spise relativni nedostatek funkcniho svalového LIM proteinu zplisobuje
onemocnénti.

Molekularni genetické testovani bylo diive pouzivano pouze jako vyzkumny néstroj,
ale v nedavné dob¢ vstoupilo toto testovani do klinického diagnostického prostfedi, zejména
kvili svému potencidlu poskytnout pacientovi a jeho rodiné vice individualizované poradenstvi
(Jongbloed et al., 2011). Genetické testovani je nezbytnym krokem zejména pro nalezeni
rizikovych asymptomatickych ¢lent rodiny.

Ukazalo se, Ze technologie NGS je vhodnou metodou pfi identifikaci novych kauzélnich
mutaci u onemocnéni kardiovaskularniho systému, vcetné dilataéni kardiomyopatie
(Faita et al., 2012). NGS umoznuje provadét paralelni analyzu velkého poctu gend, které
pravdépodobné pfispivaji k rozvoji onemocnéni. Muze byt také uzitenou metodou
pfi identifikaci vzacnych variant v mensich rodinach.

Poprvé byl cileny ptistup NGS ve screeningu pacientti s dédi¢nou kardiomyopatii pouzit
vroce 2011 (Meder et al.), kdy bylo analyzovano 47 genti u 10 pacienti s hypertrofickou
a dilatatni kardiomyopatii. Pro vybér cilenych oblasti pouzili specidlni microarray
a pro sekvenaci pouzili metodu SOLiD. Timto zpiisobem detekovali 27 novych potencidlné
poskozujicich mutaci. Nésledn¢ se metoda NGS zacala vyuzivat v klinické diagnostice

kardiomyopatii (Punetha et Hoffman, 2013).
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Skvélym ptikladem toho, jaky méla metoda NGS vliv na objasnéni genetického
kontextu kardiomyopatie, byla studie z roku 2012 (Herman et al.), kterd popisovala detekci
zkracenych variant titinu jako hlavni pfi€¢iny DCM. Herman et al. analyzovali iplnou sekvenci
genu 7TTN u pacient s DCM, s HCM a u kontrolni skupiny. Zkracené varianty titinu, jako
pti¢iny rozvoje DCM, byly nalezeny u 18 % sporadickych idiopatickych DCM a u 25 %
rodinnych pfipadd. Dospélo se tak kzavéru, Ze zaclenéni sekvenacni analyzy 77N
do genetického screeningu by mélo zvysit citlivost genetického testovani piiblizné o 50 %.
Tento zavér potvrdila 1 nezavisla studie v roce 2014 (Johnson et al.). Jiz diive bylo znamo, Ze
mutace v TTN zpusobuji familidrni DCM (Siu et al., 1999; Gerull et al., 2002), ale kviili jeho
velikosti nebyla analyza tohoto genu tradicnim Sangerovym sekvenovanim snadna
a podrobné;jsi informace o kauzalité téchto variant nebyly dlouho znadmy.

V jedné z nejrozsahlejSich studii zabyvajicich se vyuzitim genovych sekvenacnich
panell v kardiomyopatii bylo v pribéhu 5 let geneticky testovano celkem 766 pacienti s DCM
(Pugh et al., 2014). Bylo analyzovano az 46 gend asociovanych s DCM a zvétSovanim
genovych panelti se klinickd citlivost pro diagnostiku DCM zvySila vice nez tiikrat,
a to predevsim kvuli zahrnuti genu 77N. Tento nartst citlivosti byl vSak na tukor vétsiho poctu
pacientl s nejednoznacnymi vysledky testovani. V roce 2016 byla provedena studie u vice nez
1400 pacientl s kardiomyopatii, kterda se zaméfovala na detekci deleci a duplikaci
(Ceyhan-Birsoy et al., 2015). I piesto, ze byly v rdmci tohoto testovani identifikovany klinicky
vyznamné delece a duplikace u méné nez 1 % pacientd, byl ucinén zavér, Ze zarazeni analyzy
deleci a duplikaci nepfedstavuje takovou vyhodu a nemé€lo by vyrazné navySovat naklady
a slozitost jejiho zaclenéni do rutinnich diagnostickych testti. Nékteré studie také zdiraziuji
vyhodnost metod NGS v klinické diagnostice a vyznamnou roli vybéru spravného pacienta
pro nakladové efektivnéjsi testovani (Cecconi ef al., 2016; Rubattu et al., 2016).

Dalsi studie, jejiz vysledky naznacuji, ze cilené genové sekvenovani je proveditelnym
pfistupem k identifikaci patogennich mutaci u pacientd s DCM, byla realizovana skupinou
Zhao et al. (2015). Byla provedena analyza 21 jedincti ¢inské populace a bylo identifikovano
celkem 12 pravdépodobné patogennich variant. I tato prace zduraziuje dalezitost genetického
testovani, zejména pro prevenci a 1écbu DCM pied nastupem piiznaki, a pro piedpoveéd’ rizika
onemocnéni u dalSich ¢lenti rodiny.

I v nasem ptipad¢ se ukdzalo, Zze genetické testovani za pouziti metod NGS muze byt
uspésné pouzito pii identifikaci dilatani kardiomyopatie. V soucasné dobé je vSak interpretace
nalezenych genovych variant slozitd a velké mnozstvi variant byva oznaceno jako s nejistym

vyznamem. Jednou z moZznosti, jak pifispet k objasnéni vyznamu genovych variant, je in vitro
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nebo in vivo funkéni testovani, které je vSak v mnoha ptipadech slozité. Jednodussim zptisobem
je proto segregacni analyza, kterd by vyrazné€ podpoftila patogenitu variant. V ptipadé tedy, ze
by byli k dispozici miniméln¢ 2 dalsi ¢lenové rodiny, idealn¢ jeden ¢len se sledovanym
fenotypem a jeden bez fenotypu, bylo by mozné vyuzit pro genotypizaci na kandidatni varianty
jednoduché Sangerovo sekvenovani s pouzitim navrzenych primerd u ¢tyf uvedenych variant
a analogicky postup vyuzit i u dalSich kandidéatnich variant. Ke komplexnéjsi analyze je také
dilezitd kooperace DNA laboratofe s kardiologickymi klinikami a oddélenim 1ékatské

genetiky.
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9  ZAVER

Predkladana diplomova prace se zabyvala hodnocenim vyznamu genetickych variant
detekovanych sekvenovanim nové generace pii identifikaci dilatacni kardiomyopatie.
V teoretické Casti byla zpracovana reserSe na téma kardiomyopatie, zaméfena na dilatacni
kardiomyopatii a jeji identifikaci zejména vyuzitim sekvenovani nové generace. Déle zde byla
popsana problematika analyzy sekvenacnich dat, predevsim tedy interpretace genovych variant
a také problematika funkcnich testl spojenych s molekuldrnimi mechanismy kardiomyopatii.

V experimentalni ¢asti prace byla pomoci TruSight® Cardio Sequencing kitu provedena
ptiprava DNA knihovny 12 vzorkii pacientl s diagnostikovanou dilata¢ni kardiomyopatii
a naslednd analyza sekvenovani nové generace pomoci platformy Illumina na sekvenatoru
MiSeq. Z nalezenych variant bylo na zaklad¢ populacni frekvence, hodnoceni predik¢énich
nastrojii a jiz publikovanych ptipadi vybrano 20 kandidatnich variant, které by mohly byt
potencialné¢ patogenni a souviset srozvojem dilatacni kardiomyopatie. Pro konec¢nou
interpretaci vSak bylo k dispozici malo informaci a dikazl. Tyto vybrané varianty by proto

m¢ély byt predmétem dalSiho vyzkumu.
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Priiloha ¢ 2: Seznam genii analyzovanych kitem TruSight® Cardio Sequencing (Illumina)

Nazev genu | Nazev proteinu (angl.)

ABCCY ATP binding cassette subfamily C member 9

ABCG)S ATP binding cassette subfamily G member 5

ABCGS ATP binding cassette subfamily G member 8

ACTAI actin, alpha 1, skeletal muscle

ACTA2 actin, aortic smooth muscle

ACTC] actin, alpha cardiac muscle 1

ACTN2 alpha-actinin-2

AKAPY a-kinase anchor protein 9

ALMS1 Alstrom syndrome protein 1

ANK2 ankyrin-2

ANKRD1 ankyrin repeat domain-containing protein 1

APOA4 apolipoprotein A-IV

APOAS apolipoprotein A-V

APOB apolipoprotein B

APOC2 apolipoprotein C-1I

APOE apolipoprotein E

BAG3 BAG family molecular chaperone regulator 3

BRAF serine/threonine-protein kinase B-raf

CACNAIC | voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C
CACNAZ2DI | voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1
CACNB2 voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2
CALM1I calmodulin-1

CALR3 calreticulin-3

CASQ2 calsequestrin-2

CAV3 caveolin-3

CBL E3 ubiquitin-protein ligase CBL

CBS cystathionine beta-synthase

CETP cholesteryl ester transfer protein

COL341 collagen alpha-1(III) chain

COLS5A1 collagen alpha-1(V) chain

COL5A2 collagen alpha-2(V) chain

COoX15 cytochrome c oxidase assembly protein COX15 homolog
CREB3L3 cyclic AMP-responsive element-binding protein 3-like protein 3
CRELDI cysteine-rich with EGF-like domain protein 1

CRYAB alpha-crystallin B chain

CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3

CTF1 cardiotrophin-1

DES desmin

DMD dystrophin

DNAJCI9 mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM14
DOLK dolichol kinase

DPP6 dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6

DSC2 desmocollin-2

DSG2 desmoglein-2

DSP desmoplakin

DTNA dystrobrevin alpha

EFEMP2 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2
ELN elastin

EMD emerin

EYA4 eyes absent homolog 4




Nazev genu

Nézev proteinu (angl.)

FBNI

fibrillin-1

FBN2 fibrillin-2

FHLI four and a half LIM domains protein 1

FHL2 four and a half LIM domains protein 2

FKRP fukutin-related protein

FKTN fukutin

FXN frataxin, mitochondrial

GAA lysosomal alpha-glucosidase

GATADI GATA zinc finger domain-containing protein 1

GCKR glucokinase regulatory protein

GJAS gap junction alpha-5 protein

GLA alpha-galactosidase A

GPDIL glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like protein
GPIHBPI glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein-binding protein 1
HADHA trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial
HCN4 potassium/sodium hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 4
HFE hereditary hemochromatosis protein

HRAS GTPase HRas

HSPBS heat shock protein beta-8

ILK integrin-linked protein kinase

JAGI protein jagged-1

JPH2 junctophilin-2

JUP junction plakoglobin

KCNAS potassium voltage-gated channel subfamily A member 5
KCND3 potassium voltage-gated channel subfamily D member 3
KCNE] potassium voltage-gated channel subfamily E member 1
KCNE2 potassium voltage-gated channel subfamily E member 2
KCNE3 potassium voltage-gated channel subfamily E member 3
KCNH?2 potassium voltage-gated channel subfamily H member 2
KCNJ2 inward rectifier potassium channel 2

KCNJ5 G protein-activated inward rectifier potassium channel 4
KCNJS ATP-sensitive inward rectifier potassium channel 8
KCNQI potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 1
KLF10 Krueppel-like factor 10

KRAS GTPase KRas

LAMAZ2 laminin subunit alpha-2

LAMA4 laminin subunit alpha-4

LAMP2 lysosome-associated membrane glycoprotein 2

LDB3 LIM domain-binding protein 3

LDLR low-density lipoprotein receptor

LDLRAPI low density lipoprotein receptor adapter protein 1

LMF1 lipase maturation factor 1

LMNA prelamin-A/C

LPL lipoprotein lipase

LTBP2 latent-transforming growth factor beta-binding protein 2
MAP2K]1 dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAP2K2 dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2
MIBI E3 ubiquitin-protein ligase MIB1

MURC caveolae-associated protein 4

MYBPC3 myosin-binding protein C, cardiac-type

MYHI1 myosin-11

MYH6 myosin-6




Nazev genu

Nézev proteinu (angl.)

MYH7 myosin-7

MYL2 myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform
MYL3 myosin light chain 3

MYLK myosin light chain kinase, smooth muscle

MYLK2 myosin light chain kinase 2, skeletal/cardiac muscle
MYO6 unconventional myosin-VI

MYOZ2 myozenin-2

MYPN myopalladin

NEXN nexilin

NKX2-5 homeobox protein Nkx-2.5

NODAL nodal homolog

NOTCHI neurogenic locus notch homolog protein 1

NPPA natriuretic peptides A

NRAS GTPase NRas

PCSKY9 proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
PDLIM3 PDZ and LIM domain protein 3

PKP2 plakophilin-2

PLN cardiac phospholamban

PRDM16 PR domain zinc finger protein 16

PRKAG?2 5-AMP-activated protein kinase subunit gamma-2
PRKARIA | cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit
PTPNI] tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
RAF1 RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase
RANGRF ran guanine nucleotide release factor

RBM20 RNA-binding protein 20

RYRI ryanodine receptor 1

RYR2 ryanodine receptor 2

SALL4 sal-like protein 4

SCNIB sodium channel subunit beta-1

SCN2B sodium channel subunit beta-2

SCN3B sodium channel subunit beta-3

SCN4B sodium channel subunit beta-4

SCN5A sodium channel protein type 5 subunit alpha

SCO2 protein SCO2 homolog, mitochondrial

SDHA succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial
SEPNI1 selenoprotein N

SGCB beta-sarcoglycan

SGCD delta-sarcoglycan

SGCG gamma-sarcoglycan

SHOC2 leucine-rich repeat protein SHOC-2

SLC2544 ADP/ATP translocase 1

SLC2410 solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 10
SMAD3 mothers against decapentaplegic homolog 3
SMAD4 mothers against decapentaplegic homolog 4

SNTAI alpha-1-syntrophin

SOS1 son of sevenless homolog 1

SREBF2 sterol regulatory element-binding protein 2

TAZ tafazzin

TBX20 T-box transcription factor TBX20

TBX3 T-box transcription factor TBX3

TBX5 T-box transcription factor TBX5

TCAP

telethonin




Nazev genu

Nézev proteinu (angl.)

TGFB2 transforming growth factor beta-2

TGFB3 transforming growth factor beta-3

TGFBRI1 TGF-beta receptor type-1

TGFBR2 TGF-beta receptor type-2

TMEMA43 transmembrane protein 43

TMPO lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha
TNNCI troponin C, slow skeletal and cardiac muscles
TNNI3 troponin I, cardiac muscle

TNNT2 troponin T, cardiac muscle

TPM1 tropomyosin alpha-1 chain

TRDN triadin

TRIM63 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM63

TRPM4 transient receptor potential cation channel subfamily M member 4
TTN titin

TTR transthyretin

TXNRD?2 thioredoxin reductase 2, mitochondrial

VCL vinculin

ZBTB17 zinc finger and BTB domain-containing protein 17
ZHX3 zinc fingers and homeoboxes protein 3

ZIC3 zinc finger protein ZIC 3




Piiloha ¢. 3: Skore jednotlivych predikénich ndstrojit u variant vybranych na zdkladé populaéni frekvence <1 % a fenotypu

P Gen amii'l':j:“ny CADD | DANN | Eigen | FATHMM | GERP++ | LRT “;Ij;a glve;: MT“;::::“ R:::;tslz: Poll{yll)’i“elnz P‘;;y\’,’:;"z PROVEAN | SIFT | UMD | VEST3 Prg:’; f:“é
1 TTN p-R28474VA{sTerlS - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 CRYAB p.P39L 0,91 1,00 0,91 1,00 0,92 1,00 | 1,00 1,00 1,00 0,50 0,99 0,91 0,00 1,00 | 072 0,52 0,84
2 TN p.P30726S 0,50 0,91 1,00 0,00 0,97 ) 1,00 1,00 1,00 0,93 1,00 1,00 1,00 1,00 | 093 0,20 0,83
2 LAMP2 p.G221R 0,73 1,00 0,00 0,99 1,00 | 000 0,00 1,00 0,73 1,00 1,00 1,00 1,00 | 062 043 0,70
2 LDB3 p.Q517P 0,44 0,98 0,71 0,00 0,91 0,00 | 0,00 0,00 1,00 039 0,95 034 0,00 0,80 | 081 0,49 0,49
2 | MmyspC3 p.R326Q 0,69 1,00 0,66 0,00 0,89 ; 0,00 0,00 1,00 0,55 0,05 0,009 0,00 097 | 072 0,13 0,44
2 TIN P.V5060L 038 0,45 0,72 0,00 0,96 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,71 039 0,00 041 | 0,54 0,24 0,41
2 TN p.A10827V 0,61 0,96 0,51 0,00 0,70 ; 0,00 0,00 1,00 ) 0,00 0,001 0,00 023 | 0,60 0,08 033
3 FHL? pRI13C 1,00 1,00 0,93 1,00 0,96 1,00 | 1,00 1,00 1,00 0,80 1,00 0,99 1,00 1,00 | 096 0,93 097
3 CSRP3 p.GTOW 0,86 1,00 0,92 1,00 0,96 1,00 | 1,00 1,00 1,00 0,64 1,00 1,00 1,00 1,00 | 093 0,96 0,95
3 TN p.P20274L 0,50 0,92 0,98 0,00 1,00 ; 1,00 1,00 1,00 0,82 0,99 0,92 1,00 0,99 | 087 0,36 0,82
3 TIN p.N4657H 037 0,86 0,77 0,00 0,78 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,60 0,58 1,00 094 | 0,66 0,12 0,55
3 TN pN7744K 0,46 0,98 0,64 0,00 0,91 ; 0,00 0,00 1,00 ) 0,00 0,00 0,00 035 | 039 0,07 034
3 DSP p.R889K 0,52 0,99 0,57 0,00 0,92 1,00 | 000 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 042 | 0,54 0,11 032
3 TTN p.E11416del i ; - . - . . . ] ] ] ] ] ] ] ] }
4 | MyBPC3 p.S217G 0,42 0,98 0,69 0,00 0,82 ; 0,00 0,00 1,00 0,47 0,91 0,61 1,00 1,00 | 078 0,13 0,59
4 TRPM4 p.R252H 0,66 1,00 0,69 0,00 0,72 0,00 | 0,00 0,00 1,00 0,58 1,00 0,67 1,00 09 | 012 0,24 0,54
5 CBS p.R4SW 0,83 1,00 0,73 1,00 0,81 0,00 | 1,00 1,00 1,00 0,67 1,00 0,54 1,00 099 | 084 0,59 0,81
5 TIN p.R32748C 0,67 0,94 0,95 0,00 0,93 ; 0,00 0,00 1,00 0,72 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,00 043 0,71
5 TN pR3120Q 0,68 0,99 0,84 0,00 0,98 ; 0,00 0,00 1,00 ) 0,99 0,65 0,00 0,77 | 087 033 0,58
5 TTN p.H10092Y 0,61 0,94 0,72 0,00 0,98 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,006 0,01 1,00 092 | 081 0,42 0,53
5 LAMP2 V3911 0,55 0,54 . 0,00 0,80 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,001 0,004 0,00 0,00 | 041 0,18 027
6 RBM20 p.Y229C 0,71 1,00 0,74 1,00 0,96 ) 1,00 1,00 1,00 0,63 0,62 027 1,00 1,00 | 1,00 0,74 0,84
6 TIN p.12986T 0,56 0,97 0,84 0,00 0,95 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,65 045 1,00 09 | 093 035 0,61
6 TN p.P4995R 0,41 0,88 0,79 0,00 0,98 ; 0,00 0,00 1,00 ) 0,67 034 1,00 0,67 | 043 0,44 0,54
6 TN p.V5435M 0,61 0,95 0,70 0,00 0,94 ; 0,00 0,00 1,00 ; 0,09 0,04 0,00 0,78 | 0,60 0,30 0,43
6 ALMSI p.E1355D 0,01 0,99 0,34 ; 0,23 ; 0,00 0,00 0,00 0,62 1,00 0,99 ; ; 024 0,07 037




P Gen amﬁi'l?j::ﬁny CADD | DANN | Eigen | FATHMM | GERP++ | LRT l\iﬁa 2/51::; MTu:::el:n 1\:::::;3: Pogll;;l:/nz P(;;?:zlz PROVEAN | SIFT | UMD | VEST3 Prfl:),' f:"é
7 SDHA p.V461F 0.81 0,99 0,89 0,00 0,91 ) 1,00 1,00 1,00 0,73 0,99 0,89 1,00 1,00 | 099 0,99 0,88
7 TN pL26799R 0,45 0,88 0,97 0,00 0,97 ; 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,00 0,53 0,85
7 TTN 310021 0,65 0,94 0,84 0,00 0,89 - 0,00 0,00 1,00 036 0,95 0,79 1,00 097 | 093 0,41 0,65
8 ACTAI p.Y220H 0,76 0,99 0,97 1,00 0,86 1,00 | 1,00 1,00 1,00 0,81 0,98 1,00 1,00 ; 0,81 0,96 0,94
8 TTN p.V8322L 0,57 0,92 0,70 0,00 1,00 - 0,00 0,00 1,00 - 0,39 0,09 0,00 068 | 0,60 021 0,44
8 TTN p.Y5683C 0,00009 | 035 047 0,00 0,83 - 0,00 0,00 1,00 - 0,04 0,04 1,00 089 | 1,00 0,40 043
9 RYR2 V46531 0,68 1,00 0,94 1,00 0,97 ; 1,00 1,00 1,00 0,61 1,00 0,99 0,00 1,00 | 0,60 0,33 0,81
9 TTN p.C5387Y 0,42 0,98 0,69 0,00 0,98 - 0,00 0,00 1,00 - 0,22 0,08 0,00 096 | 0,78 035 0,46
9 DSP p.V30M 0,00003 | 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 0,05 0,71 0,17
10 JuP p.N425D 0,78 1,00 0,02 0,00 0,92 1,00 | 0,00 0,00 1,00 0,68 1,00 1,00 1,00 1,00 | 0,75 0,42 0,72
10 TTN p.S24535Y 0,59 0,89 0,98 0,00 0,99 - 0,00 0,00 1,00 0,53 1,00 0,99 1,00 1,00 | 090 0,48 0,69
10 TN p.V32324A 0,54 0,98 0,74 0,00 0,96 ; 0,00 0,00 0,00 0,27 0,05 0,11 1,00 077 | 072 0,14 0,42
11| LAMA2 p.C3087S 0,71 0,99 0,93 1,00 0,97 1,00 | 1,00 1,00 1,00 0,78 1,00 1,00 1,00 1,00 | 084 1,00 0,95
11| ALMSI p.N2944K 0,002 0,73 025 ) 0,53 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,18 0,00 0,002 ; ; 0,05 0,008 0,14
12 TTN p.523226G 037 0,84 0,88 0,00 0,88 ; 0,00 1,00 1,00 0,80 1,00 0,99 1,00 099 | 0090 021 0,72
12 TTN p.R15908H 0,67 0,96 0,95 0,00 0,98 - 0,00 0,00 1,00 0,59 1,00 1,00 1,00 1,00 | 0,78 033 0,68
12 TN pR31748C 0,69 0,96 0,95 0,00 0,97 ; 0,00 0,00 1,00 0,50 1,00 1,00 1,00 095 | 071 0,40 0,68
12 TTN p.G7058D 0,63 0,89 0,86 0,00 0,98 - 0,00 1,00 1,00 - 0,47 0,45 1,00 067 | 0,78 0,45 0,66
12 TN pI31757T 0,61 0,91 0,85 0,00 0,97 ; 0,00 0,00 1,00 0,10 1,00 0,94 1,00 096 | 093 037 0,64
12 | 4CTN? p.R298H 0,72 1,00 0,76 0,00 0,89 1,00 | 0,00 0,00 1,00 0,60 0,03 0,02 1,00 099 | 087 0,82 0,61
12 TTN p.V29796M 0,65 0,96 0,89 0,00 0,96 - 0,00 0,00 1,00 039 1,00 1,00 0,00 099 | 072 0,22 0,58
12 TN pKI8518R 0,43 0,92 0,87 0,00 0,98 ; 0,00 0,00 1,00 034 1,00 1,00 0,00 083 | 0,72 0,20 0,55
12 TTN p.T218201 0,65 0,89 0,78 0,00 0,99 - 0,00 0,00 1,00 0,60 0,13 0,05 1,00 089 | 062 036 0,53
12 TN pE35527V 0,54 0,72 0,50 0,00 0,86 ; 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,001 1,00 1,00 | 065 0,42 0,39
12 | SCNs4 p.P2006A 0,00003 | 035 037 1,00 035 000 | 1,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 040 | 0,57 0,13 0,27
12 TTN p.L10784V 0,38 0,94 0,44 0,00 0,69 - 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00 0,00 000 | 013 0,13 0,19
12 TN p.KA4646E 0,09 0,55 031 0,00 0,36 ; 0,00 0,00 0,00 ; 0,002 0,009 0,00 1,00 | 0,05 0,17 0,18




