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Souhrn

Vychodiska: Familiarni onemocnéni krvetvorby (familial hematopoietic disorders — FHD) jsou
vzacnou a heterogenni skupinou onemocnéni, do které se fadi dédi¢né anemie, dédicné
trombocytopenie, vrozené neutropenie a vrozené syndromy selhani kostni dfené. Pro FHD je
charakteristicka variabilni klinickd expresivita a netiplnd penetrance fenotypu i v rdmci jedné
rodiny, coz znesnadnuje urceni spravné anamnézy. Molekularni genetické defekty FHD se na-
chazi ve > 300 genech zodpovédnych zejména za bunécné procesy, jejichz funkéni poruchy
vedou k symptomatické cytopenii, dysfunkci organt, poskozeni tkani a k rozvoji syndromd.
Nékteré varianty gent predisponuji ke vzniku zdvaznych hematologickych malignit ¢i vzacnéji
solidnich nadorG. Na nasem pracovisti jsme zavedli genetickou analyzu u rodin s podezienim
na dédi¢né hematologické onemocnéni. Nase zaméfeni je v ramci CR unikatni. Soubor pacientii
a metody: Od roku 2017 se vénujeme vyzkumu a diagnostice vzacnych nemoci FHD. Celkem
jsme zanalyzovali 92 rodin s podezienim na FHD pomoci modernich genomickych pfistupt
jako je celoexomové sekvenovani, predik¢ni analyza in silico, metoda MLPA a Sangerovo sek-
venovani. Vysledky: U 70 rodin jsme detekovali jiZ znamou patogenni / pravdépodobné pato-
genni variantu nebo novou variantu nejasného klinického vyznamu (variant of unclear clinical
significance — VUS), jejichZ zachyt ved| k potvrzeni nebo upfesnéni diagnoézy. Pozitivni nélezy
poukazaly na vyskyt dédi¢nych trombocytopenii (geny TUBB1, ETV6 a ANKRD26 - riziko rozvoje
hematologickych malignit), Glanzmannovych trombastenii (ITGA2B), anemii, talasemii, ale také
na vyskyt vzacnych syndromovych onemocnéni, v CR napt. Bernard-Soulier (GP1BA); Hefman-
sky-Pudlak (HPST1); Wiskott-Aldrich (WAS — zvysené riziko vyskytu malignit); Shwachman-Dia-
mondUv syndrom (SBDS - 30% riziko myeloidnich malignit) a Sebastiandv syndrom (MYH9)
apod. Zdvér: Geneticka diagnostika se stala soucésti standardniho vysetieni pacientl s dédic-
nym hematologickym onemocnénim. Zarovern pomohla objasnit mnohé nevyresené pfipady
a poukazala na vyskyt vzacnych variant klasifikovanych jako VUS, u nichz je nutné prokazat
jejich funkcni dopad pomoci proteomickych technologii. Potvrzeni diagndzy pacienta ma také
kladny dopad na jeho individualizovanou péc¢i a ke stanoveni rizika vzniku malignit ¢i jinych
pfidavnych onemocnéni.
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Summary

Background: Familial hematopoietic disorders (FHD) are a rare and heterogeneous group of disorders that include hereditary anemias, hereditary
thrombocytopenias (inherited thrombocytopenias - IT), congenital neutropenias and congenital bone marrow failure syndromes. FHD is charac-
terized by variable clinical expressivity and incomplete penetrance of the phenotype even within a single family, making it difficult to determine
a correct history. The molecular genetic defects of FHD are found in > 300 genes mainly responsible for cellular processes whose functional
disorders lead to symptomatic cytopenia, organ dysfunction, tissue damage and syndromes. Some gene variants predispose to the develop-
ment of severe hematological malignancies or, more rarely, solid tumours. At our institution, we have introduced genetic analysis in families with
suspected hereditary hematological diseases. Our focus is unique in the Czech Republic. Patients and methods: In total, we analyzed 92 families
with suspected FHD using modern genomic approaches such as whole-exome sequencing (WES), in silico predictive analysis, multiplex ligation-
-dependent probe amplification (MLPA) and Sanger sequencing. Results: In 70 families, we detected an already known pathogenic/probably
pathogenic variant or a novel variant of unclear clinical significance (VUS), the detection of which led to confirmation or refinement of the dia-
gnosis. Positive findings indicated the occurrence of hereditary thrombocytopenias (TUBB1, ETV6 and ANKRD26 genes - risk of the development
of hematological malignancies), Glanzmann thrombasthenia (ITGA2B), anemias, thalassemias, but also the occurrence of rare syndromic diseases
in the Czech Republic, e.g. Bernard-Soulier (GP1BA); Hefmansky-Pudlak (HPS1); Wiskott-Aldrich (WAS - increased risk of malignancies); Shwa-
chman-Diamond syndrome (SBDS — a 30% risk of myeloid malignancies) and Sebastian syndrome (MYH9), etc. Conclusion: Genetic diagnosis has
become part of the standard examination of patients with hereditary hematological diseases. It has also helped to clarify many unsolved cases
and highlighted the occurrence of rare variants classified as VUS, for which it is necessary to determine their functional impact. Confirming a pa-
tient’s diagnosis also has a positive impact on their individualized care and on determining their risk of malignancies or other additional diseases.
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Uvod

Familiarni poruchy krvetvorby (familial
hematopoietic disorders — FHD) se fadi
mezi vzacna a heterogenni onemoc-
néni, pro které je charakteristickd varia-
bilni klinickd expresivita a nelplnd pene-
trance fenotypu i v ramci jedné rodiny.
Stanoveni presné klinické anamnézy
na zakladé standardnich vysetfovacich
postupl je velmi obtizné a c¢asto do-
chdzi k urceni nespravné diagndzy. Ke
komplexnimu vysetieni vcetné mole-
kuldrné genetické analyzy se vétsinou
pfistupuje az s rozvojem zavaznéjsich
pfiznakl (napf. symptomatickd cyto-
penie, organova dysfunkce nebo roz-
voj hematologické neoplazie) v poz-
déjsim véku [1]. Molekularni genetické
defekty FHD zasahuji do gend odpo-
védnych za bunécné procesy, jako je bu-
nécny ruast, aktivace kontrolniho bodu
bunécného cyklu, biogeneze ribozom(,
udrzovani telomer, homologni rekom-
binace a procesy opravy DNA [2,3]. Nej-
castéjsi skupinou FHD jsou hereditarni
anemie (HA) charakterizované anemii
rdzného stupné a nekorelaci genotypu
s fenotypem. HA jsou zplisobeny varian-
tami ve > 70 genech, které fidi tvorbu
a strukturu erytrocytd (red blood cells
- RBQ) a ovliviauji hladiny hemoglobinu
(talasemie), diferenciaci a proliferaci RBC
(hyporegenerativni anemie), strukturu
bunécné membrany (defekty erytrocy-

tarni membrany) a aktivitu erytrocytar-
nich enzymd (hemolytické anemie) [4].
Dalsi heterogenni skupinou FHD jsou
dédi¢né trombocytopenie (inherited
thrombocytopenias - IT) projevujici se
variabilni expresivitou sklonu ke krva-
ceni u jednotlivych pacientl [5]. Dosud
je zndmo > 40 gen( spojenych s IT. Né-
které z nich predisponuiji k rozvoji hema-
tologickych malignit. Patogenni varianty
genl jsou casto jedinecné, rodinné spe-
cifické a vedou k poruchdm produkce
krevnich desticek nebo k jejich struktu-
ralnim a funkénim defektdm [6]. Pro vro-
zené neutropenie (congenital neutrope-
nias — CN) je typickd porucha vyzravani
neutrofilnich granulocytd. Pacienti s téz-
kou vrozenou neutropenii jsou jiz od
narozeni nachylni k opakovanym Zivot
ohrozujicim infekcim. Soucasti klinic-
kého obrazu byva také cytopenie. Ge-
netické defekty se vyskytuji ve > 24 ge-
nech a nejcastéji zasahuji geny ELANE,
HAXT1 a SBDS [7]. Diagndza CN predsta-
vuje pro pacienty 10-60% riziko vzniku
hematologické malignity jako leukemie,
lymfomu a myelodysplastického syn-
dromu (MDS) a také predisponuje k roz-
voji daldich orgdnovych dysfunkci [8].
Dédic¢né cytopenie a vrozené syndromy
selhani kostni dfené (inherited bone
marrow failure syndromes — IBMFS) se
vyznamné prekryvaji. IBMFS jsou cha-
rakterizovany poruchou funkce kostni

diené (asi 30 % pfipadd prechazi do he-
matopoetické aplazie) a nadorovou pre-
dispozici bud' k leukemii, nebo k né-
kterym solidnim nadorlim v 5-50 %
pfipad. V poslednich letech bylo iden-
tifikovano > 60 genll souvisejicich
s IBMFS. Nej¢astéji uvadénymi IBMFS
jsou Fanconiho (geny fady FANC-) a Dia-
mond-Blackfanova anemie (RPS- a RPL-
geny), Shwachman-Diamond{v syn-
drom (SBDS) a Dyskeratosis congenita
(TER- geny, DKCT). U nékolika IBMFS je
také zvysené riziko vzniku solidnich ma-
lignit, napf. nadord hlavy a krku, spino-
celuldrnich karcinomu anogenitélni ob-
lasti nebo sarkomU mékkych tkani [1].

Cilem naseho projektu bylo vyuzZit mo-
derni genomické pfistupy pro vyhleda-
vani zarode¢nych variant u postizenych
rodin s hematologickym onemocné-
nim. K tomuto ucelu bylo vyuzito celo-
exomového sekvenovani (whole exome
sequencing - WES), Sangerova sekve-
novani a metody MLPA (Multiplex Liga-
tion-dependent Probe Amplification).
Pouzité diagnostické metody u jednotli-
vych pacientl se odvijely od hereditarni
etiologie jejich onemocnéni. Pokud byla
zjisténa varianta predisponujici k malig-
nimu onemocnéni, stanovili jsme riziko
progrese spojené s touto variantou a po-
moci molekuldrné-genetickych a cyto-
genetickych metod hledali dalsi pato-
genni varianty.
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Obr. 1. Zakladni schéma diagnostického pfistupu u naseho souboru pacientd.
CNV - zména poctu kopii, VUS - varianta nejasného klinického vyznamu

Soubor pacientii a metody

V obdobi 2017-2022 byla provedena
genetickd analyza u 92 nepfibuznych
rodin (celkem 175 vzork( od pacient(
a jejich rodinnych pfislusnikd) s po-
dezfenim na dédi¢né hematologické
a onkologické onemocnéni. Vsichni pa-
cienti zafazeni do projektu byli indiko-
vani z ambulance klinického genetika
ve Fakultni nemocnici Brno (FN Brno),
kde soucasné podepsali informovany
souhlas s genetickym vysetfenim. Na
nasem pracovisti byla z periferni krve
(v pFipadé malignit i z bukalniho stéru)
pacientl izolovana DNA pouzitim Mag-
Core Genomic DNA Whole Blood Kit
(RBC Bioscience). Biologicky mate-
rial vSech vzorkl byl nasledné uscho-
van v biobance CEITEC. Metodicky pfi-
stup se odvijel u kazdé rodiny v zavilosti
na suspektni diagnéze pacienta, vzhle-
dem k predpokladanému poctu kauzal-
nych gend, typu dédi¢nosti a velikosti
souboru analyzovanych vzork(. Za-
kladni schéma diagnostického pfistupu
v nasem projektu je zndzornéno ve sché-
matu 1. Nicméné vzhledem k heteroge-
nité fenotypu FHD a Sirokému spektru
defektnich gen(l u vétsiny diagnéz byla
vyuzita analyza WES. Metodicky pfistup

WES zahrnoval pfipravu sekvenaéni
knihovny podle protokolu KAPA Hyper-
Cap Workflow (dle aktudlni verze firmy
Roche) a vlastni sekvenovani probihalo
na platformé NextSeq 550 (lllumina).
Surova WES data byla mapovana na lid-
sky referen¢ni genom Hg38 (GRCh38)
pomoci algoritmu BWA-mem a PCR du-
plikadty byly identifikovdny a odstra-
nény programem MarkDuplicates (Pi-
card). K detekci a anotaci variant slouzil
GATK HaplotypeCaller a Annovar. Od-
filtrovany byly synonymni varianty, va-
rianty v intronové oblasti a varianty
s pokrytim mensim nez 15 ¢teni. Rovnéz
bylo vyuzito cilenych virtudlnich paneld
genll odpovidajicich pfislusnému fe-
notypu a nasledné haplotypiza¢ni ana-
lyzy v rdmci jedné rodiny, kdy byl po-
rovnavan vyskyt variant u postizenych
a zdravych jedincd. Pro identifikaci po-
tencidlné klinicky relevantnich jedno-
nukleotidovych variant a kratkych in-
zerci a deleci (SNV/indel() byla vyuzita
frekvence vyskytu v populacnich data-
bazich (1000 genomes, gnomAD, ExAC)
pod 1 %. Pravdépodobna patogenita
variant byla urcena pomoci predik¢-
nich programt (Align GVGD, PROVEAN,
Mutation Taster, SIFT atd.), z vysledku

softwaru AlamutTM Visual Plus, data-
baze HGMD [9], pfipadné pomoci krys-
talografické analyzy programu STRIDE.
Nasledné byly identifikované SNV/in-
dely klasifikovany do skupin klinické vy-
znamnosti podle mezinarodnich stan-
dardd (ACMG/AMP guidelines) [10].
Pfitomnost germinélnich variant segre-
gujicich s danym fenotypem byla potvr-
zena pomoci Sangerova sekvenovani,
které zaroven slouzilo k cilenému ové-
feni variant u dalich rodinnych pfislus-
nikd. Soucasné Sangerovo sekvenovani
bylo metodou prvni volby pro detekci
SNV/indell v genech s mensim poctem
exonl napf. u diagnostiky talasemie
a hereditarni hemoragické teleangiek-
tazie (HHT). U obou onemocnéni bylo
nutné detekovat zmény v poctu kopii
(copy number variation — CNV), které
se vyskytuji az v 50 % pfipada. K to-
muto Ucelu byla vybrana metoda MLPA
s vyuzitim chemie a sond P140 HBA,
P102 HBB a P093 HTT/HPAH (MRC
Holland), pfipravené PCR produkty byly
analyzovény na genetickém analyzé-
toru ABI 3500 (ThermoFisher Scientific)
a surova data byla zpracovana pomoci
analytického softwaru Coffalyser.net
(MRC Holland).
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Vysledky

V nasem souboru vzorkd byla prove-
dena genetickd analyza u 92 rodin, tzn.
u pacientd se suspektnim fenotypem
FHD a u jejich rodinnych pfislusnika (cel-
kem 175 vzorkd). VySetfovana kohorta
byla analyzovana pfistupem WES, San-
gerovym sekvenovanim nebo metodou
MLPA, v zavislosti na hereditarni etiolo-
gii vydetfovanych rodin. U 70 rodin tzn.
v 76 % pripadl byly uspésné identifiko-
vany potencialné kauzalni varianty typu
SNV/indely nebo CNV segregujici s fe-
notypem a stanovena/upfesnéna dia-
gndéza postizenych ¢lenl rodiny. Nej-
Castéji se jednalo o detekci vzacnych,
rodinné-specifickych variant klasifiko-
vanych jako patogenni, pravdépodobné
patogenni nebo dosud nepopsané va-
rianty nejasného klinického vyznamu -
VUS. Pfehled vyznamnych identifikova-
nych genetickych variant segregujicich
s fenotypem FHD v nasi vysetfované ko-
horté pacientl je uveden v tab. 1.

V nasi kohorté pacientl prestavo-
valy nejvétsi skupinu rodiny s fenoty-
pem dédi¢né trombocytopenie, kterd
je molekularné geneticky velmi hetero-
genni a kde kauzalni varianta v nékte-
rém z gend muze predisponovat k na-
dorovym onemocnénim. Pfikladem
jsou pozitivni nélezy germinalnich va-
riant ve vysoce penetrantnich ge-
nech RUNXT a ETV6, jejichz pfitomnost
byla posléze ovéfena i v nddorovém
vzorku pacientd. V ramci prvniho pfi-
padu s vyskytem germinalni domi-
nantné negativni varianty c.866delG
v RUNXT u 7 ¢lent rodiny, byl u viech je-
dinc zaznamendn snizeny pocet trom-
bocytl (40-111 x 10%I) korelujici s dia-
gnozou IT, ovsem bez krvacivych stava.
Detekce varianty RUNXT vedla k rozvoji
MDS u jednoho ¢lena rodiny, ktery na-
sledné progredoval do akutni myeloidni
leukemie (AML), coz vedlo po chemote-
rapeutické [é¢bé k nasledné sepsi orga-
nizmu ve 45 letech [11]. V nadorovém
vzorku pacienta byly charakterizovany
sekundarni zasahy (varianty v genech
PHF6, BCORL1 a BCOR), které velmi prav-
dépodobné vedly k rozvoji MDS a k pro-
gresi. U 6 ¢lent dalsi rodiny s fenotypem
IT a poctem trombocytl (73-93 x 10%/1)
byla charakterizovana nova, dosud ne-
popsand varianta c.1138T>A v genu

ETV6. Nicméné u jednoho ¢lena této ro-
diny propukla akutni lymfoblasticka leu-
kemie (ALL) ve véku 15 let a u druhého
jedince myeloproliferativni neopla-
zie (MPN) ve véku 35 let. Byly nalezeny
sekundarni zédsahy v podobé: 1) stavu
vysoké hyperdiploidie spole¢né s exo-
novou deleci v IKZF1 genu u pacienta
s rozvojem ALL; 2) somatické varianty
v genu JAK2 pravdépodobné zodpo-
védné za rozvoj MPN. Nasledné se nase
pracovni skupina zaméfila na provedeni
funkcni analyzy vzacné varianty ETV6,
kdy se Uspésné podafilo prokazat inak-
tivitu mutovaného proteinu [12]. U pro-
bandky s familiarni esencialni trom-
bocytemii byly detekovany zarodecné
varianty v genech TRPM7 (c.223A>Q)
a ANKRD26 (c.-140C>Q) a pfi rozvoji MPN
byla detekovana somatickd varianta
v genu JAK2. V dalsi rodiné jsme u pro-
bandky detekovali variantu ¢.3076C>T
v genu ITGA2B, ktera je asociovana s he-
reditdrni erytrocytézou s atypickymi
megakaryocyty a déle variantu v genu
JAK2 predisponujici k rozvoji hemato-
logickych malignit. Nasledovalo pre-
diktivni testovani obou variant u viech
8 rodinnych pfislusnikq, jelikoz se v ro-
dinné historii, kromé hematom a epi-
staxi, vyskytovaly opakované také my-
eloidni malignity a rakovina zaludku.
V ptipadé autozomalné recesivné (AR)
podminéné Glanzmannovy trombas-
tenie byly detekovany dvé varianty (c.
2965G>A; c.2944G>A) v genu ITGA2B.
V dalsich rodindch s diagnézou IT byly
nalezeny germindlni varianty ve znéa-
mych genech jako jsou napft. VWF, THPO,
CYCS, MAP3K9 atd. Klinicky odlidna kazu-
istika se tykala probanda a jeho matky
s fenotypem IT, nicméné u obou jedinct
doslo k rozvoji tézké formy plicni fibrozy.
Celkem u péti ¢lent rodiny vcetné pro-
banda a matky byla detekovana dosud
nepopsana, raritni varianta ¢.532G>A
v genu SFTPAT, ktera byla velmi pravdé-
podobné zodpoveédna za projev intersti-
cialni plicni fibrézy a umrti matky i pro-
banda ve stfednim véku [13].

Déle jsme se u diagnézy IT zamé-
fili na screening promotorové oblasti
genu ANKRD26, kde jsou popsané va-
rianty predisponujici ke vzniku IT 2. typu
a k rozvoji hematologickych malignit
v 8-10 % pfipadd [14]. Celkem jsme ana-

lyzovali 5-neprfekladanou oblast genu
ANKRD26 u 35 rodin se suspektnim feno-
typem IT, tzn. 75 vzorkd od postizenych
jedincl a jejich zdravych pfibuznych.
Vysledkem byla detekce vzacné pato-
genni varianty c.-118C>T u tfi postize-
nych ¢lend v roding, kdy nélez c-118C>T
varianty segregoval s fenotypem niz-
kého poctu trombocytl (25-35 x 10%I).
Déle zajimavym védeckym zjisténim
pro nas byla stanovena hodnota fre-
kvence (6,5 %) zndmé patogenni va-
rianty c.-140C>G. Tato varianta se vy-
skytovala nejen u pacientu s IT ale jesté
¢astéji u zdravych pfibuznych. Vzhle-
dem k nové aktualizované frekvenci va-
rianty v databdazi dbSNP (6,2 % u nefin-
ské evropské populace) se nabizi otazka,
zda se jednd o patogenni variantu, nebo
o popula¢ni polymorfizmus. Toto téma
je predmétem naseho dalsiho vyzkumu.
Nalezeni kauzalni varianty se ¢asto ne-
zdafilo v pfipadech rodin s diagnézou
vrozené neutropenie, hereditarni po-
lyglobulie a HHT. Nicméné nékolik pi-
padll ve vysetfované kohorté se poda-
filo objasnit. Vyskyt vrozené neutropenie
u dvou sourozencl byl vysvétlen néle-
zem dvou variant (¢.536C>T; ¢.355T>C)
v genu SBDS, ktery je pricinou Shwa-
chman-Bodian-Diamondova syn-
dromu. Pfitomnost variant byla nésledné
potvrzena segregacni analyzou. Oba pa-
cienti od 10 let véku trpéli na rekurentni
infekce (pocet neutrofilnich granulocytt:
0,16-0,40 x 10%1) a chronickou gingivi-
tidu. K upfesnéni diagnézy pomoci ge-
netické diagnostiky doslo az v dospé-
|[ém véku sourozenctl, nicméné soucasné
pfispélo k pravidelnému hematologic-
kému sledovani kvlli 30% riziku rozvoje
MDS/AML. U rodiny s vyskytem leukocy-
topenie jsme u dvou postizenych ¢lent
rodiny detekovali vzacnou heterozy-
gotni variantu ¢.2974A>C v genu VPS8.
Diagnéza HHT byla potvrzena v pfipadé
dvou sourozenctl detekci heterozygotni
varianty ¢.1120C>T v genu ACVRLI.
Molekularné geneticka analyza FHD
vedla také k potvrzeni diagndzy dal-
Sich vzacnych sydromd. Identifikaci va-
riant v genu HPST jsme potvrdili dia-
gnézu syndromu Heifmansky-Pudlak
(AR dédic¢nost), ktery se u probandky
manifestoval zejména vrozenym albinis-
mem, trombocytopatii a rozvojem za-
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Tab. 1. Pfehled vyznamnych identifikovanych genetickych variant segregujicich s fenotypem FHD v nasi kohorté pacient.
Typ FHD Dédi¢nost Ka;::lm Transkript: detekovana varianta

AD RUNXT NM_001001890:c.866delG
AD MAP3K9 NM_033141:c.2156G>A
AD THPO NM_000460:c.G582C
vrozend trombocytopenie
AD ETV6 NM_001987:c.1138T>A
AD CcYcs NM_018947:¢.59C>T
AD ANKRD26 NM_014915.3:c.-118C>T
AD TRPM7 NM_017672:c.223A>G
familiarni esencialni trombocytemie
AD BLOC1S2 NM_001282438:c.-40G>A
TUBBI-asociovana AD TUBB1 NM_030773:¢.320C>T
makrotrombocytopenie
hereditarni erytrocytéza AD ITGA2B NM_000419:c.3076C>T;
Glanzmannova trombastenie AR ITGA2B NM_000419:c.2965G>A; NM_000419:¢c.2944G>A
NM_000173.5:c.98G>A
Bernard-Soulierliv syndrom AD GP1BA
NM_000173.5:c.176T>G
VWF NM_000552:¢.8333G>A
von Willebrandova nemoc AD
VWF NM_000552:c.2561G>A
porucha agregace trombocytl AD SYTL3 NM_001242394:c.682C>T
leukocytopenie AD VPS8 NM_001009921:c.2974A>C
hereditarni sférocytéza AD SLC4A1 NM_000342:c.2057+1G>A
makrocytarni korpuskularni . . . SPTAT:NM_003126:c.3012_3025del;
hemolyticka anemie el SILIGEIAL SPTB:NM_001355436:c.40C>T
hereditarni polyglobulie AD EGLNT1 NM_022051:c.616G>C
Shwachman-Bodian-Diamondv AR SBDS NM_016038:c.536C>T; NM_016038:¢.355T>C
syndrom
Wiskott-Aldrich{iv syndrom X-vdzana WAS NM_000377:¢.998G>C
AR HPS1 NM_000195:¢c.1507C>T; NM_000195:c.1189delC
Hefmansky-Pudlak syndrom
NM_000195:c.1189delC (homozygot)
Sebastiantv syndrom AD MYH9 NM_002473:c.3493C>T
hereditarni hemoragicka AD ACVRL1 NM_001077401:c.1120C>T
teleangiektazie
[B-talasemie AR HBB NM_000518.4:c.79G>A
a-talasemie AR HBA1; HBA1:NM_000558.3:delMED1;
HBA2 HBA2:NM_000516.3:a-3,7-delece
HBB:NM_000518.4:c.52A>T;
AR (i) A HBAT:NM_000558.3:c.2T>C
Smisena a- a - talasemie HBAT;
AR HBA2: HBB HBA2:NM_000516.3:a-3,7-delece (homozygot);
HBB:NM_000518.4:c.20delA
intersticialni plicni fibréza AD SFTPA1 NM_005411:¢c.532G>A
plicni fibréza s rozvojem MDS AD CTC1 NM_025099:c.1360delG
AD - autozomalné dominantni, AR — autozomalné recesivni, FHD - familidrni onemocnéni krvetvorby, MDS — myelodysplasticky
syndrom
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vazné pulmondrni fibrézy v 57 letech.
V tomto pfipadé se nam podafilo cha-
rakterizovat novou, dosud nepopsanou
variantu ¢.1189delC (typu nonsense) na
maternalni alele, pficemz na paternalni
alele byla identifikovana patogenni va-
rianta c.1507C>T [15]. V dal3i rodiné
jsme u dvou sester detekovali opétovné
vzacnou variantu ¢.1189delC v genu
HPS1 v homozygotnim stavu. Probandka
(ro¢nik 1979) trpi vrozenym albinismem,
plicnim postizenim, nystagmusem, zvy-
Senou krvacivosti a 1é¢i se s vysokym
krevnim tlakem. Zatimco mladsi sestra
(ro¢nik 1985) fenotypové odpovidajici
vrozenému albinismu je zatim bez sym-
ptomU nemoci. Pomoci WES byla také
vySetfovadna pacientka s fenotypem IT
a makrotrombocytézou (stfedni objem
trombocytd - MPV: 15 fl), kterd od dét-
stvi trpéla diparetickou formou dét-
ské mozkové obrny, mentalni retardaci
a sekundarni epilepsii. Na podkladé jas-
ného zachytu varianty ¢.3493C>T v genu
MYH9 byl u ni diagnostikovan Sebastia-
niiv syndrom. V tomto piipadé se prav-
dépodobné jednalo o variantu vzniklou
de novo [16]. Dale byla v jedné rodiné
charakterizovdna novd vzacna varianta
€.998G>C v genu WAS asociovana s vy-
skytem syndromu Wiskott-Aldrich.
Tento nalez pomohl upfesnit diagnézu
a nastavit spravnou lé¢bu, jelikoz pa-
cient byl pavodné diagnostikovan jako
Bernard-SoulierCiv syndrom. Raritni mo-
noalelicky Bernard-Soulierliv syndrom
byl detekovan ve dvou rodindch s mak-
rotrombocytopenii a mirnymi krvaci-
vymi projevy. V prvnim pfipadé byla
identifikovand vzacna varianta c.176T>G
v genu GP1BA u Sesti postizenych ¢lent
rodiny s hodnotou trombocytl (62-
126 x 10%/1) a ve druhém pripadé byla
detekovéna pravdépodobné patogenni
varianta c.98G>A v genu GPI1BA u Ctyf
pacientl (trombocyty: 12-102 x 10%/I;
MPV:10-15 f1) [17,18].

V nasi kohorté pacientl jsme také
vysetiovali nékolik rodin ciziho etnika
s diagnostikovanou tézkou anemii, mi-
krocytézou a suspektni a-/B- talasemii.
Metodicky pfistup se odliSoval pouzi-
tim Sangerova sekvenovani pro detekci
SNV/indeld a metodou MLPA pro de-
tekci CNV v genech HBAT1, HBA2 a HBB.
Byly popsény jak zndmé sekvenacni va-

rianty ¢.52A>T a c.20delA v genu HBB,
tak i rozsahlé delece oznacované jako
-MED1 (HBATP1 pseudogen, promoto-
rova oblast HBA2 genu, HBA2 gen, jeho
3'- nepreklddana oblast) a jako delece
a-3,7 (HBA2 gen, promotorova oblast
HBAT1 genu) v heterozygotnim i homozy-
gotnim stavu.

Diskuze a zavér

Vyzkumné se dlouhodobé zabyvame
charakterizaci genetickych variant
u rodin s FHD a stanovenim predispozic
k rozvoji onkologického onemocnéni.
Vzhledem k heterogenité fenotypU a 3i-
rokému spektru defektnich genli se ndm
u vétsiny diagnéz osvédcilo vyuziti me-
todického pristupu WES, doplnéného
o Sangerovo sekvenovani a metodu
MLPA. V analyzované kohorté 92 rodin
jsme u 70 rodin dokazali identifikovat
kauzalni genetickou variantu segregu-
jici s fenotypem v rodinég, coz vedlo ke
stanoveni/upfesnéni diagnézy u pa-
cientll a k objasnéni mnoha dosud nevy-
feSenych pfipadd. Ukazalo se, Ze vétsina
kauzalnich variant je unikatni pro kon-
krétni rodinu a v Sirsi populaci se nevy-
skytuje. Pozitivni zachyty predstavovaly
nejen jiz popsané patogenni varianty,
ale také velmi ¢asto nové varianty typu
VUS. Nékteré z téchto variant navic pre-
disponovaly k rozvoji malignit v rodiné
¢i jinych orgdnovych dysfunkci v pra-
béhu zivota jedince. Nase udaje o no-
v této oblasti, nicméné zaroven pouka-
zuji na nutnost prokazat funkéni dopad
VUS variant pomoci proteomickych
technologii.

Ve FN Brno se genetickd analyza po-
stupné stala soucasti standardniho he-
matologického vysetieni u pacient
suspektnich pro FHD. Spravnda dia-
gnostika a identifikace germindlni va-
rianty genu jsou klicové pro stano-
veni rizik spojenych s diagndzou.
Potvrzeni diagnézy pacienta ma také
kladny dopad na jeho individualizova-
nou péci a naslednou lécbu.
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