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SPEKTRUM SEKVENCNYCH VARIANTOV DETEGOVANYCH
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Abstract: Spectrum of sequence variants detected in patients with cardiomyopathy from Eastern
Slovakia. Cardiomyopathies represent a heterogeneous group of myocardial disorders including
hypertrophic  cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, restrictive cardiomyopathy and
arrhythmogenic cardiomyopathy of the (right) ventricle. The development of the new laboratory
diagnostics technologies presents new applications for clinical practice. The aim of our study was to
perform next genetration sequencing (NGS) analyzes of 14 patients (nine males, five females, mean
age 57.5+11.9 years) with a clinical diagnosis of cardiomyopathy. NGS analyzes revealed a total of
2,729 sequence variants of 37 different genes including non-synonymous substitutions,
synonymous substitutions, insertions, and deletions. 9.5 % of the detected sequence variants based
on prediction software were classified as potentially pathogenic variants. Our results of NGS
analyzes confirm the assumption that multiple mutations of different genes are likely to be
responsible for clinical manifestations of the disease.
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Uvod

Kardiomyopatie su skupinou heterogénnych idiopatickych/familarnych srdcovych ochoreni,
ktoré vykazuju Struktiarne a funkéné abnormality myokardu v désledku poskodeni myocytov
(Augustine a Howard 2018). Podla klasifikacie Svetovej zdravotnickej organizacie vo vzt'ahu
k morfologii a fyziologii myokardu st kardiomyopatie klasifikované do Styroch hlavnych kategorii:
dilata¢na kardiomyopatia (DCM), hypertrofickd kardiomyopatia (HCM), restrik¢na kardiomyopatia
(RCM) a arytmogénna kardiomyopatia pravej komory (ARVC/D; Maron et al. 2006).

Dilata¢na kardiomyopatia (DCM) je definovand ako ochorenie, pri ktorom dochadza k dilatacii
a dysfunkcii l'avej srdcovej komory pri absencii hemodynamického alebo ischemického inzultu
podmietiujiceho poruchu funkcie. Familiarne formy DCM su podmienené Sirokym spektrom
genetickych defektov génov kodujucich bielkoviny myokardu (40 génov; Elliott et al. 2008, Burkett
a Hershberger 2005, Charron et al. 2010). Pri¢inné mutacie DCM boli objavené v génoch
koédujucich dystrofin, delta-sarkoglykan, laminin 04 a integrinova kindzu. Klinicko-genetické Studie
potvrdili asociaciu mutacii génu pre lamin A/C s vy$§im rizikom nahlej kardialnej smrti (Malhotra
a Mason 2009).

Hypertrofickd kardiomyopatia (HCM) je autozomovo dominantne dedi¢né ochorenie klinicky
diagnostikované na zéklade nejasnej srdcovej hypertrofie. Epidemiologické Stadie potvrdili
prevalenciu HCM priblizne u 1/500 mladych dospelych jedincov (Maron et al. 2014, Gersh et al.
2011), penetrancia ochorenia je podmienend vekom. Primarnou pri¢inou HCM s mutacie génov
kodujacich srdcové sarkomerické proteiny: TTN, MYH7, MYH6, TNNTZ2, TNNI3, TPM1, MBYPC3,
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TNNC1, MYH7 a CTC1 (Goyal, Jassal a Dhalla 2016). Geneticka variabilita HCM je
pravdepodobne jednou z pri¢in vyraznej fenotypovej variability ochorenia.

Restrikéna kardiomyopatia (RCM) je stav s reStrikénou poruchou komorového plnenia,
bez zviésenia komoér s normalnou hribkou srdcovej steny (Elliott et al. 2008). V patogenéze RCM
zohravaju dolezitu ulohu gény pre sarkomerické proteiny: troponin T, l'ahky retazec myozinu,
tazky retazec B-myozinu a proteiny intermediarnych filamentov — desmin a pribuzné proteiny
alfa-B-krystalin a plektin (Ashrafian a Watkins 2007, Willott et al. 2010).

V pripade arytmogénnej kardiomyopatiec (ARVC) dochadza k nahradeniu myokardu pravej
komory tukovym a fibréznym tkanivom a vzniku elektrokardiografickych abnormalit (Elliott et al.
2008), u niektorych pacientov dominuje postihnutie 'avej komory (Marcus et al. 2010). Genetickym
podkladom arytmogénnej kardiomyopatie su naj¢astejSie mutacie génov kdédujucich desmozomalne
proteiny plakofilin-2, desmoglein-2, desmocollin-2 (Marcus et al. 2010, Dalal et al. 2006, Basso et
al. 2009).

Poznatky genetickej podstaty kardiomyopatii v poslednych rokoch zahdjili novl etapu v chapani
patofyziologie tohto ochorenia. Genetické mutacie asociované s kardiomyopatiami zohravaja
klaicova ulohu pri vzniku ochorenia. S dediénymi formami kardiomyopatii je asociovanych viac
ako 80 roznych génov (tab. 1).

Tab. 1: Prehl'ad kauzalnych génov kardiomyopatii (upravené podla Li et al. 2019)
Table 1: Overview of cardiomyopathy causal genes (modified by Li et al. 2019)

Kardiomyopatia Génové mutacie

LMNA, MYH7, TNNT2, RBM20, TTN, BAG3, SCN5A,
FLNC, TPM1, PLN, TNNC1, TNNI3, EYA4, NEBL,
NEXN, ANKRD1, CSRP3, DES, SGCD, ILK, PDLIM3,
Dilatatna ACTC1, ABCC9, CRYAB, ACTNZ2, TCAP, LDB3, VCL,
LAMA4, MYH6, MYBPC3, MYPN, CTF1l, DEM,
DNAJC19, DSC2, DSP, EMD, FHL2, FKTN, FOXD4,
LAMP2, PSEN1,PSEN2, SDHA, SYNE1, SYNEZ2, TAZ,
TCAP, TMPO
TTN, MYH7, MYH6, MYL2, MYL3, MYBPC3, MYLK2,
TNNT2, TNNI3, TPM1,ACTC, TNNC1, LDB3, CSRP3,

Hypertroficka TCAP, VCL, ACTNZ2, MYOZ2, NEXN, JPH2, PLN,
ANKRD1, CAV3, COX15, CRYAB, GLA, LAMPZ,
PRKAG2
Restriktivna TNNI3, TNNT2, TPN1, MYH7, DES, MYBPC3, LMNA,
FLNC, LAMP2
, DSP, PKP2, DSG2, DSC2, JUP, TMEM43, CTNNAS,
Arytmogénna

DES, LMNA, PLN, RYR2, TGFB3, TTN, SCN5A,
ARVC3, ARVC6
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Subor a metody

Cielom nasej Studie bola realizacia analyz sekvenovania d’alSej generacie (NGS) u 14 pacientov
s klinickou diagn6zou kardiomyopatie (DCM: pat’ muzov a Styri zeny; HCM: traja muzi a dve zeny;
priemerny vek 57,5 + 11,9 rokov) podl'a doporu¢enych postupov American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG). Diferencialna diagnostika pacientov analyzovaného siboru bola
vykonana odbornym lekarmi S$pecialistami Kardiocentra Fakultnej nemocnice J. A. Reimana
vV Presove podla kritérii Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) a Eurdpskej kardiologickej
spolo¢nosti (ESC). Pacienti zahrnuti do S$tudie boli informovani o vyskumnom zamere, ucast’
v stadii potvrdili informovanym sthlasom (EK FNsP Presov ¢. 05442-6/2010-OP; EK PU ¢.
3/2011).

Molekularno-genetické analyzy sa realizovali na pracovisku Katedry biologie Fakulty
humanitnych a prirodnych vied PreSovskej univerzity v PreSove v ramci vybudovaného Centra
excelentnosti ekologie zivocichov a ¢loveka. DNA odobratych vzoriek periférnej krvi vybranych
pacientov s klinickou diagnézou kardiomyopatic bola extrahovana komeréne dostupnym
ReliaPrep™Blood gDNA (Promega, Madison, WI, USA) kitom podla pokynov vyrobcu.
Gendmova DNA v minimalnej koncentracii 50 ng/ul sa pouZila na celoexomové sekvenovanie
(WES) platformou IlluminaHiSeq2500. Na pripravu kniznic bol pouzity komerény kit
[lluminaTruSeq DNA Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA), na capturing exémov
Nimblegen Sequence Capture EZ Library v2.0 (Roche, Madison, WI, USA) a protokoly
odporéané vyrobcom. Priemerné pokrytie bolo 98,03 %. Kritéria pre calling sa nastavili na hibku
pokrytia viac ako 30x. Klinicky vyznam ,,de novo* detegovanych sekvenénych variantov bol
vyhodnoteny predikénymi softvérmi (Predict SNP, PhD-SNP, Polyphen 2, SIFTa SNAP, Mutation
Taster), revidovany porovnanim s databazou sekvencii Ensembl. Potencialne patogénne mutacie
(N =56) sa overili a potvrdili klasickym Sangerovym sekvenovanim.

Vysledky

Vykonali sme NGS genomické testovanie s naslednou identifikaciou sekvenénych variantov
podla doporucenych postupov American College of medical Genetics and Genomics (ACMG).
NGS stadie odhalili celkovo 2 729 sekvencnych variantov 37 rdoznych génov zahriiujice
nesynonymné zameny, synonymné zameny, inzercie a delécie. Na zaklade vyhodnotenia pomocou
predik¢nych softvérov (Predict SNP, PhD-SNP, Polyphen 2, SIFTa SNAP, Mutation Taster) bolo
v pripadoch pacientov s DCM detegovanych 2,2 %, v pripadoch HCM 1,6 % sekvencnych
variantov klasifikovanych ako potencidlne patogénne varianty. NajcastejSie sa detegovali sekvencné
varianty v géne pre titin (TTN), ktoré predstavovali 23,8 % analyzovanych potencialne patogénnych
variantov. Detekovali sme patogénne mutacie (N = 56), v odbornej literatire opisané v suvislosti
srozvojom kardiomyopatii (mutacie génov HFE, MYH7), rovnako ako aj nové nesynonymné
varianty, pri ktorych na zaklade vyhodnotenia predikénymi softvérmi predpokladame, ze maja
potencidlne patologicky dopad (devdt variantov). Prehlad typov detegovanych sekvencénych
variantov u pacientov s HCM a DCM je uvedeny v tab. 2.

NGS analyzami sa ziskalo mnoZstvo Udajov, ktoré indikuji diverzitu a polygénny charakter
kardiomyopatii.
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Tab. 2: Prehlad detegovanych sekvencnych variantov u pacientov s klinickou diagnézou
kardiomyopatie
Table 2: Overview of sequence variants detected in patients with clinical diagnosis of
cardiomyopathy

Sekvencné varianty
. Klin. Celk. .
Pacient dg. podet | Syn. | INDEL | "S9P | Nesyn. | Nove Susp.
N) gain nesyn. patog.
1| DCM 198 100 1 0 96 3 7
2| DCM 198 114 3 1 79 2 5
3| DCM 202 119 3 1 78 0 5
4| DCM 210 103 2 0 103 0 10
5| DCM 202 111 2 1 87 4 2
6| DCM 192 109 2 2 79 4 4
7| HCM 179 105 1 0 90 2 3
8| DCM 200 115 1 0 81 1 2
9| HCM 195 105 2 1 85 2 2
10 | HCM 180 112 2 2 79 2 2
11| DCM 188 110 3 1 91 1 4
12 | DCM 190 103 2 0 80 0 3
13| HCM 195 110 2 0 77 1 5
14 | DCM 200 102 1 1 93 0 2

Klin. dg. — klinicka diagnéza, Syn. — synonymné, Nesyn. — nesynonymné, Nové nesyn. — Nové
nesynonymné, Susp. patog. — suspektne patogénne
Klin. dg. — clinical diagnosis, Syn. — synoymous, Nesyn. — nonsynonymous, Nové nesyn. — New
nonsynonymous, Susp. patog. — suspect pathogenic

Diskusia

Funkény vyznam sekvenénych variantov detegovanych NGS analyzami je predmetom
intenzivneho vyskumu. Klinicky vyznam DNA sekvencnych variantov sa analyzuje vramci
familiarnych stadii, ako aj stadii sporadickych pripadov.

Prezentované¢ vysledky predstavuji prvotné tudaje Stadia problematiky kardiomyopatii
na molekuldrnej urovni na vychodnom Slovensku, ktoré analyzuji detegované sekvencné varianty.
NGS analyzy nasej stadie 14 pacientov s klinickou diagnézou kardiomyopatie odhalili celkovo
2729 sekventnych variantov zahriiujucich aj opakujice sa typy sekvencnych variantov.
V pripadoch pacientov s DCM sa detegovalo 1 980 sekven¢nych variantov, v pripadoch HCM
pacientov bolo potvrdenych 749 sekvencnych variantov. Vyhodnotenim detegovanych sekvennych
variantov predikénymi softvérmi (Predict SNP, PhD-SNP, Polyphen 2, SIFTa SNAP, Mutation
Taster) 97,9 % sekvencnych variantov bolo klasifikovanych ako varianty nezname;j signifikancie,
v pripadoch DCM predstavovali 97,8 %, v pripadoch HCM 98,4 % z celkového poctu
detegovanych sekvenénych variantov. Vyrazny podiel variantov neznamej signifikancie
Vv pripadoch kardiomyopatii sa potvrdil vo viacerych Stadiach (Akinrinade et al., 2019, Thomson et
al. 2019). Potencidlne patogénne varianty v pripadoch DCM predstavovali 2,2 %, v pripadoch HCM
1,6 % detegovanych sekvencnych variantov. Potencidlne patogénne sekvencné varianty nemusia
byt priamo etiopatogenetickymi variantami, mozu predstavovat’ predisponujuce alely, ktorych
ucast’ v etiopatogenéze kardiomyopatii vyzaduje d’alSie mutacie alebo zmeny. Najcastejsie
detegovanymi variantami v nasej Studii boli sekvencné varianty v géne pre titin (TTN), ktoré
predstavovali 23,8 % analyzovanych potencidlne patogénnych variantov. V pripadoch pacientov
s DCM sa detegovali v 19,7 % pripadov, u pacientov s HKM v 4,1 % pripadov. Molekularne
analyzy v §tadii Lu et al. (2018) potvrdili pritomnost’ TTN mutacii v 13 % pripadov DCM. Varianty
Vv géne pre titin st najCastejSie detegovanymi variantami dilataénych kardiomyopatii, v pripadoch
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hypertrofickych kardiomyopatii sii vzacne (Gigli et al. 2016). Stidia Yottiho, Seidmana a Seidmana
(2019) poukézala na vyznamnu prevalenciu sekvenénych variantov v TTN géne, ktoré znizuju
kontraktilnd funkciu zniZenou sarkomerogenézou. Stidia Zhanga et al. (2017) potvrdila vyznam
TTN variantov ako genetickych modifikatorov. HCM v suvislosti so zvySenym rizikom
kardiovaskularnej smrti. Prinosom nasej Studie je taktiez detekcia 22 novodetegovanych, v literature
doposial  neopisanych  sekvenénych variantov. Na objasnenie  klinického  vyznamu
novodetegovanych sekvencnych variantov st nevyhnutné d’alSie analyzy pocetnejSich suborov
pacientov, ako aj funk¢éné analyzy.

NGS analyzy poskytuju obrovské mnozstvo genetickych udajov, ktorych spracovanie si
vyzaduje dokladné vyhodnotenie porovnanim s referenénymi databazami ako aj bioinformatické
analyzy. Porovnavacia Stadia Walsh et al. (2019) potvrdila, ze analyzy distribucie variantov
identifikovanych oblasti s Castou lokalizaciou sekvenénych variantov su v porovnani s vypoctovymi
funkénymi predikénymi algoritmami vhodnejSim diskriminatorom patogenicity. Kombinacia
uvedenych pristupov v sicasnej dobe poskytuje v ramci kardiovaskularnej genetickej mediciny
V kontexte personalizovanej starostlivosti i€¢innejsi a preciznejsi pristup pre upresnenie stratifikacie
rizika pre pacientov s klinickou diagn6zou kardiomyopatie a ich rizikovych pribuznych.

Zaver

Rychly rozvoj DNA sekvenacnych technologii poskytuje nové mozZnosti identifikacie
etiopatogenetickych mutécii. V pripadoch detekcie kauzdlnej mutéacie, pripadne viacerych
sekvencnych variantov zodpovednych za ochorenie, je nevyhnutné v spolupraci s odbornikmi
klinickej praxe realizovat molekularnu diagnostiku a zafat v€asni profylakticka lieCbu aj
u pribuznych pacientov. NaSe vysledky NGS analyz zahtnajuce detekciu celkovo 2729 sekvencnych
variantov 37 génov potvrdzuji predpoklad, Ze za klinické prejavy kardiomyopatii je pravdepodobne
zodpovedny vicsi pocet mutacii roznych génov. Novodetegované sekvencné varianty naSej Studie
st predmetom dalSich analyz. Vysledky molekularno-genetickych analyz, v spolupraci
s odbornikmi klinickej praxe, umoznhuju upresnenie diagndézy kardiomyopatie a identifikaciu
asymptomatickych jedincov s ceilom ich sledovania, zaCatia vCasnej lieCby a prevencie nahlej
kardialnej smrti.
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