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2. Wykaz stosowanych skréotow

ACMG

AVB

AF

BAG3

DCM

DES

DNA

DSP

EKG

esHF

FLNC

HF

HNDC

HR

hsTnT

HTx

ICD

LBBB

LK

LMNA

LVAD

LVEF

MLPA

American College of Medical Genetics and Genomics
blok przedsionkowo-komorowy (atrio-ventricular block)
migotanie przedsionkéw (atrial fibrillation)

gen atanogenu typu 3 zwigzanego z biatkami Bcl2 (Bcl2-associated
athanogene 3)

kardiomiopatia rozstrzeniowa (dilated cardiomyopathy)
gen desminy

kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)
gen desmoplakiny

elektrokardiogram

schytkowa niewydolnosc¢ serca (end-stage heart failure)
gen filaminy C

niewydolno$é serca (heart failure)

kardiomiopatia hipokinetyczna bez rozstrzeni (hipokinetic non-dilated
cardiomyopathy)

wspotczynnik hazardu (hazard ratio)

wysokoczuta sercowa troponina T (high-sensitivity cardiac troponin T)
przeszczepienie serca (heart transplantation)

wszczepialny kardiowerter-defibrylator (implantable cardioverter defibrillator)
blok lewej odnogi peczka Hisa (left bundle branch block)

lewa komora

gen laminy A/C

urzgdzenie wspomagajgce lewg komore (left ventricular assist device)

frakcja wyrzutowa lewej komory (left ventricular ejection fraction)

zalezna od ligacji multipleksowa amplifikacja sond (multiplex ligation-
dependent probe amplification)



MVA
MYH7
NGS
nsvT

NT-proBNP

NYHA
PLN
SCA
SCD
SCN5A
SD
TTN

TTNtv

ztosliwa arytmia komorowa (malignant ventricular arrhythmia)

gen tancucha ciezkiego miozyny typu 7 (myosin heavy chain 7)
sekwencjonowanie nastepnej generacji (next generation sequencing)
nieutrwalony czestoskurcz komorowy (nonsustained ventricular tachycardia)

N-koricowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B (N-terminal pro-B-
type natriuretic peptide)

New York Heart Association

gen fosfolambanu

nagte zatrzymanie krgzenia (sudden cardiac arrest)

nagty zgon sercowy (sudden cardiac death)

gen podjednostki a bramkowanego napieciem kanatu sodowego typu 5
odchylenie standardowe (standard deviation)

gen tytyny

wariant skracajacy genu tytyny



3. Wprowadzenie

Dokonany w ostatnich dziesiecioleciach postep medycyny umozliwia coraz
skuteczniejsze diagnozowanie i leczenie wielu jednostek chorobowych. Niemniej wyniki
leczenia w wielu przypadkach sg nadal niezadowalajgce, a ryzyko powikfan pozostaje
wysokie. W czesci przypadkow brak optymalnej odpowiedzi na leczenie moze wynikaé z
uwarunkowan genetycznych, ktére definiujg zaréwno mechanizmy powstawania choroby,
jak i dziatania lekdw. W oparciu o te hipoteze rozwija sie nowa gataz medycyny, tzw.
medycyna spersonalizowana (personalized medicine), wg postulatéw ktérej dla optymalnego

efektu klinicznego konieczne moze by¢ uwzglednienie profilu genetycznego pacjenta.

Kardiomiopatia rozstrzeniowa (DCM) to jednostka chorobowa charakteryzujgca sie
rozstrzenig i uposledzeniem kurczliwosci lewej komory (LK) lub obu komér, ktére nie sg
spowodowane chorobg wiencowa (o nasileniu adekwatnym do dysfunkcji skurczowej) ani
nadmiernym obcigzeniem serca (np. w wyniku Zle kontrolowanego nadcisnienia tetniczego
czy istotnych wad zastawkowych) [1]. DCM jest chorobg o duzym znaczeniu spotecznym,
poniewaz czesto dotyczy oséb mtodych, ograniczajgc ich aktywnos¢ zawodowsa i rodzinna.
Moze ona prowadzi¢ do takich nastepstw klinicznych jak nagty zgon sercowy (30% zgonow z
powodu DCM) czy schytkowa niewydolnosé serca (70%) [2]. W rejestrze International Society
for Heart and Lung Transplantation DCM jest najczestszg przyczyng przeszczepienia serca [3].
Czestos$é wystepowania DCM w populacji ogdlnej jest oceniana na 1:250 — 1:2500 osdb [4-6],
a w badaniu Global Burden of Disease z 2015 r. stwierdzono wystepowanie kardiomiopatii u

2,5 miliona oséb, co stanowi wzrost 0 27% w ciggu 10 lat [7].

Etiologia DCM jest zréznicowana, wsrdd jej przyczyn wymienia sie m.in. czynniki
infekcyjne, zapalne, autoimmunologiczne, toksyczne, endokrynologiczne czy niedobory
zywieniowe [1]. Aktualnie jednak wiadomo, Zze podobnie jak w innych rodzajach
kardiomiopatii najwazniejszg role odgrywajg czynniki genetyczne. DCM ma dziedziczne
podtoze u okoto 40% chorych [4, 8, 9]. Co zrozumiate, jest ono dominujgce w rodzinnej DCM,
stanowigcej ok. 20-50% przypadkéw [4, 10]. Warto podkresli¢, ze obecnos¢ patogennych

wariantéw genetycznych stwierdzana jest czesto réwniez w DCM sporadycznej [11].

Poczatkowo jako miare istotnego uposledzenia kurczliwosci LK przyjeto jej frakcje
wyrzutowa (LVEF) <45% [1]. Niedawno w stanowisku grupy roboczej Europejskiego
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Towarzystwa Kardiologicznego zaproponowano rozszerzenie spektrum choroby [12], a
mianowicie jako kryterium rozpoznania DCM u pacjentédw z rozstrzenig LK dopuszczono
kazde zmniejszenie LVEF, wyodrebniono ponadto kardiomiopatie hipokinetyczng bez
rozstrzeni (HNDC - hipokinetic non-dilated cardiomyopathy), rozpoznawang u pacjentéw z
prawidtowg wielkoscig LK i LVEF obnizong do <45%. W dokumencie tym podkreslono
istnienie przedklinicznej fazy choroby, obejmujacej m. in. izolowang rozstrzen LK oraz
obecnos$é zaburzen rytmu lub przewodzenia bez uchwytnych nieprawidtowosci w badaniach
obrazowych [12]. W przypadku krewnych pacjentéw z DCM zaproponowano zmodyfikowane
kryteria diagnostyczne. Dla pewnego rozpoznania DCM nadal konieczne jest wypetnienie
takich samych kryteriéw jak w przypadkach sporadycznych, ale rozpoznanie DCM jest
prawdopodobne lub mozliwe takie w obecnosci nieprawidtowosci charakterystycznych dla
przedklinicznej fazy schorzenia, takich jak istotna rozstrzen LK, zaburzenia przewodnictwa,

przedsionkowe lub komorowe zaburzenia rytmu serca [12].

Przetom w ocenie znaczenia podfoza genetycznego umozliwita rozwijana od lat 90-
tych XX wieku technologia sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS), ktéra pozwala na
rownoczesne badanie wielu genéw (w tym gendw duzych), a nawet catego eksomu czy
genomu. Ufatwia to wykrywanie chorobotwdérczych mutacji oraz badanie korelac;ji

genotypowo-fenotypowych.

Dotychczas zidentyfikowano ponad 50 gendéw, ktérych mutacje mogg by¢ przyczyna
DCM [13]. Autorzy niedawno opublikowanej analizy dowody na przyczynowy zwigzek z
rozwojem DCM w przypadku 12 gendéw uznali za silne, w przypadku 7 gendw za
umiarkowanie silnie, a w pozostatych przypadkach przestanki te majg znaczne ograniczenia
[13]. Zwraca uwage zrdoinicowanie genow lezgcych u podtoza DCM kodujgcych biatka
nalezgce do réznych kompartmentédw komorkowych kardiomiocyta: tylko w grupie genéw o
pewnym zwigzku z DCM s3g geny kodujgce biatka sarkomerowe (TTN, MYH7), szkieletu
komdrkowego (DES, FLNC), jagdra komodrkowego (LMNA), kanatéw jonowych (SCN5A),
desmosomalne (DSP) i inne (BAG3, PLN).

Patogenny charakter mogg mie¢ warianty genetyczne rézinego rodzaju. Warianty
zmiany sensu (missensowne) prowadzg do zamiany pojedynczego aminokwasu w

syntetyzowanym biatku; delecje skutkujg utrata, a insercje syntezg dodatkowego fragmentu



tancucha biatkowego. Warianty skracajgce prowadza do przedwczesnego zakoriczenia
syntezy tancucha biatkowego; taki efekt wywierajg warianty nonsensowne (stop), warianty

zmiany ramki odczytu (frameshift) oraz nieprawidtowego sktadania genu (splicingowe).

Przewidywanie patogennosci wariantéw genetycznych moze nastreczaé trudnosci,
zwt. w przypadku wariantéw nowych. W duzych genach, np. genie tytyny (TTN) czy filaminy C
(FLNC), za patogenne uwaza sie przede wszystkim warianty skracajgce; warianty zmiany
sensu sg W nich identyfikowane bardzo czesto réwniez u oséb zdrowych i przewidywanie ich
patogennosci jest bardzo trudne [14]. Klasyfikacje wariantow genetycznych utatwiaja
opublikowane w 2015 r. wytyczne American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) [15], dzielace je na 5 kategorii: patogenne, prawdopodobnie patogenne, o
niejasnym znaczeniu klinicznym oraz fagodne i prawdopodobnie tagodne. Warianty
patogenne i prawdopodobnie patogenne traktowatem w tekscie rozprawy tgcznie jako

patogenne i postugiwatem sie w ich przypadku zamiennie terminem mutacja.

Uwarunkowana genetycznie DCM w wiekszosci przypadkéw dziedziczy sie w sposéb
autosomalny dominujacy i charakteryzuje sie niepetng, zalezng od wieku penetracja. Rzadziej
stwierdza sie inne klasyczne modele dziedziczenia: w sposéb autosomalny recesywny
przekazywana jest np. DCM zwigzana z mutacjami genu fukutyny, w sposdb sprzezony z
chromosomem X - kardiomiopatia zwigzana z dystrofig miesniowg Duchenne'a i Beckera.
DCM moze byé¢ tez wynikiem dziedziczenia mitochondrialnego. Ostatnio podnosi sie
ponadto, ze az 20-30% DCM moze miec¢ podtoze oligogenowe, znacznie trudniejsze do

zdefiniowania [16].

W ostatnich latach dokonuje sie ogromny postep wiedzy dotyczacy korelacji
genotypowo-fenotypowych w DCM. S3 to doniesienia o duzym znaczeniu, poniewaz
pozwalajg na dostrzezenie istotnych réznic w przebiegu choroby w zaleznosci od podtoza
genetycznego. Historia naturalna tych rzadkich chordb jest jednak nadal niedostatecznie
poznana, co utrudnia podejmowanie decyzji klinicznych. Aktualne zasady terapii DCM
uwarunkowanej genetycznie nie odbiegajg zasadniczo od leczenia innych postaci HF z
obnizong LVEF. Woyjatkiem jest zalecenie rozwazenia wcze$niejszej implantacji

kardiowertera-defibrylatora (ICD) w prewencji pierwotnej nagtego zgonu sercowego (SCD) w
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kardiomiopatii na podtozu mutacji w LMNA i niektérych innych genach zwigzanych z

arytmogennym fenotypem [17, 18].

Dotychczas najlepiej scharakteryzowana zostata DCM na podfozu tytynopatii [19-25]

oraz laminopatii [26-35], a wiec dwie najczestsze postacie genetycznie uwarunkowanej DCM.

Gen LMNA, kodujacy biatko jadrowe lamine, byt pierwszym genem powigzanym z
rozwojem uwarunkowanej genetycznie, dziedziczonej w sposéb autosomalny dominujgcy
DCM. Zaleznos$¢ te opisano po raz pierwszy w 1999 r. [36] Laminy sg biatkami filamentdéw
posrednich typu V, petnigcymi w jgdrze komoérkowym funkcje strukturalne i regulacyjne [30].
Podtrzymujg one chromatyne i biorg udziat w regulacji ekspresji gendéw. Oddziatujg takze z
btong jadrowg, uczestniczagc w utrzymaniu integralnosci jadra komérkowego. Mutacje w
LMNA moga zatem skutkowac niestabilnoscig btony jadrowej i dezorganizacjg chromatyny, a
nawet dezintegracjg jadra komodrkowego i apoptozg. Mogg tez powodowac epigenetyczne
zmiany chromatyny, wptywajace na regulacje ekspresji gendéw. Niekiedy agregaty
zmutowanej prelaminy majg wptyw toksyczny na komérki miesnia sercowego [37].

Zlokalizowane w LMNA mutacje odpowiadajg za ok. 6% przypadkéw DCM [38].

Kardiomiopatia uwarunkowana mutacjami w LMNA wyréznia sie odmiennym od
wiekszosci przypadkéw DCM arytmogennym fenotypem oraz niekorzystnym rokowaniem
[28, 31, 39]. Charakteryzuje sie szybkg progresjg choroby i duzg czestoscia powaznych
zdarzen niepozadanych, zaréwno arytmicznych, jak i zwigzanych z niewydolnoscig serca (HF),
prowadzacych do jej schytkowej postaci. W przebiegu kardiolaminopatii zwykle wczesnie
stwierdza sie wystgpienie bloku przedsionkowo-komorowego (AVB) i nadkomorowych
zaburzen rytmu serca, wyprzedzajgcych pojawienie sie dysfunkcji skurczowej LK oraz arytmii

komorowej, a nastepnie objawéw HF [31].

W 2002 r. wykazano po raz pierwszy, ze DCM moze by¢ rowniez uwarunkowana
mutacjami w genie TTN [40], ktéry zawiera az 363 eksony i koduje biatko miesni poprzecznie
prazkowanych tytyne. Jest ona najwiekszym znanym biatkiem kregowcéw, zbudowanym z
27-33 tysiecy reszt aminokwasowych, stanowigcym sktadnik podporowy sarkomeru [41].
Rozciagga sie ona przez potowe jego dtugosci, kotwiczac sie koncem karboksylowym w linii M,
a kornicem aminowym w linii Z. W jej budowie wyrdzniamy nastepujgce domeny: prazki M, A,
| oraz dysk Z, przebiegajgce przez analogiczne czesci sarkomeru. Prgzek A tworzy
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nierozciggliwa domena, wigzaca sie sztywno z filamentem miozynowym, natomiast prazek |
odpowiada za elastycznos$é tytyny i catego sarkomeru [41]. Za patogenne uwaza sie niemal
wytgcznie mutacje skracajgce TTN (TTNtv); mutacje zmiany sensu sg stwierdzane bardzo

czesto i przewidywanie ich patogennosci jest bardzo trudne [14].

Aktualnie wiadomo, ze TTNtv s3 najczestszg genetyczng przyczyng DCM,
identyfikowang w ok. 20% przypadkdéw [38]. Odkrycie to stato sie mozliwe dzieki wdrozeniu
pod koniec pierwszej dekady XXI wieku sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS), co
ufatwito wykrywanie mutacji w duzych genach, takich jak TTN [42]. W 2012 r. ukazata sie
pierwsza praca oceniajgca czesto$¢ wystepowania TTNtv u chorych z DCM [19]. Chociaz
aktualnie ich rola jako przyczyny DCM nie budzi watpliwosci, poczatkowo byta ona
kwestionowana, zwfaszcza ze warianty te sg stwierdzane z duzg czestoscig (3%) w populacji
ogolnej. W opublikowanym w 2015 r. europejskim atlasie dziedzicznego podtoza DCM TTNtv
nie byty najczestsze [43]. Ich rola jako przyczyny DCM wymagata potwierdzenia, konieczne

byty réwniez badania dotyczgce powigzan genotypowo-fenotypowych.

Warianty skracajgce TTN sg stwierdzane zaréwno w DCM rodzinnej [39], jak i
sporadycznej [11], mogg leze¢ u podtoza takich postaci DCM jak kardiomiopatia potogowa,
alkoholowa czy wywotana chemioterapia [44-46]. Wykazano, ze rokowanie w
kardiotytynopatii jest podobne jak w innych postaciach DCM [11, 19, 20]. Czesto stwierdza
sie dobrg odpowiedZ na zastosowane leczenie [21, 23, 47], a wptyw na przebieg choroby
przypisywano lokalizacji mutacji w obrebie genu [19, 48]. Zagrozenie zaburzeniami rytmu
serca nie zostato dobrze okreslone, ale wykazano, ze obecno$¢ TTNtv stanowi czynnik ryzyka

utrwalonej arytmii komorowej w populacji pacjentdéw z DCM i wszczepionym ICD [22, 49].

Cho¢ kardiomiopatie uwarunkowane mutacjami w TTN i LMNA nalezg do najlepiej
scharakteryzowanych fenotypowo, w dotychczasowych opracowaniach nie oceniano
przydatnosci diagnostycznej oraz rokowniczej biomarkeréw. N-koncowy fragment
propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP) i wysokoczuta sercowa troponina T (hsTnT)
sg biomarkerami sercowymi, do ktérych zalet nalezy powszechna dostepnosé, niski koszt i

tatwos¢ w interpretacji.

Duze znaczenie w opiece nad chorymi z DCM ma ocena ryzyka zgonu, zwtaszcza
zgonu nagtego. W kwalifikacji do implantacji ICD w prewencji pierwotnej SCD niezaleznie od
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etiologii HF zastosowanie majg kryteria oparte przede wszystkim o ocene LVEF [18].
Przydatnos¢ oznaczania biomarkerdw dla oceny rokowania stwierdzano juz u pacjentéw z HF
i obnizong LVEF (bez rozrdzniania etiologii). Wykazano, ze podwyzszone stezenie hsTnT jest
czynnikiem ryzyka $miertelnosci ogdlnej, sercowo-naczyniowej lub zgonu i hospitalizacji z
powodu HF [50, 51], a peptydu natriuretycznego typu B i NT-proBNP - SCD i zagrazajacej

zyciu arytmii komorowej [52-54].

Podkresli¢ nalezy, ze w dotychczasowych pracach dotyczacych DCM jako wskazniki
ryzyka arytmicznego oceniano przede wszystkim parametry elektrokardiograficzne lub z
badan obrazowych, takie jak blok lewej odnogi peczka Hisa (LBBB), obecnos¢ nieutrwalonego
czestoskurczu komorowego (nsVT) w 24-godzinnej rejestracji EKG metodg Holtera, obnizona
LVEF lub obecnos¢ pdinego wzmocnienia kontrastowego w badaniu rezonansu
magnetycznego [55, 56]. Dla oceny groznej arytmii komorowej wsrdéd pacjentéw z DCM i jej
poszczegdlnymi podtypami nie byta natomiast badana przydatno$é oznaczania biomarkerdéw.
Stezenie NT-proBNP zostato uwzglednione w niedawno opracowanym kalkulatorze ryzyka

zgonu z dowolnej przyczyny w DCM [57].

Zidentyfikowanie mutacji odpowiadajacej za rozwéj DCM u probanta umozliwia
poszukiwanie nosicieli w rodzinach chorych, ktdrzy sg obarczeni wysokim ryzykiem rozwoju
choroby (nawet jesli aktualnie pozostajg bezobjawowi) i wymagajg okresowego powtarzania
badan w celu jej wykrycia juz we wczesnym stadium. Optymalna strategia badan
przesiewowych wsrdd tych oséb nie jest ustalona [58]. Pomocne zatem bytoby ustalenie
markerdw choroby, ktére pojawiajg sie jako pierwsze w jej przebiegu. Réwniez w tym
kontekscie nie oceniano dotychczas przydatnosci biomarkeréw sercowych. Chociaz ich
znaczenie w wykrywaniu HF jest ustalone [59] i s3 one stosowane w diagnostyce utajonej
DCM u pséw [60], to mato wiadomo na temat ich roli w przedklinicznej fazie DCM u ludzi

[61].
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4, Cele badawcze:

1. Weryfikacja czestosci wystepowania wariantdw skracajgcych TTN jako czynnikdéw
etiologicznych DCM oraz ocena ich znaczenia klinicznego poprzez porédwnanie cech
fenotypowych oraz rokowania probantéw z obecnym wariantem skracajgcym TTN oraz bez

niego (publikacja nr 1 —2017r.).

2. Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji odpowiedzialnych za wystgpienie DCM z
uwzglednieniem stezern biomarkeréw sercowych; przeanalizowanie historii naturalnej

kardiomiopatii w celu identyfikacji jej wczesnych markerow

a) wsrdd nosicieli mutacji w LMNA (publikacja nr 2 —2020r.),

b) wsrdd nosicieli mutacji w TTN (publikacja nr 3 - 2022 r.).

3. Ocena wartosci prognostycznej stezen biomarkerow sercowych w przewidywaniu
wystgpienia nagtego zgonu sercowego lub jego ekwiwalentdw oraz pordwnanie jej z

uzywanymi aktualnie wyznacznikami ryzyka

a) wsrod nosicieli mutacji w LMNA (publikacja nr 2 —2020r.),

b) wsrdd nosicieli mutacji w TTN (publikacja nr 3 — 2022 r.).
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5. Materiat i metodyka

5.1. Materiat

Badane kohorty rekrutowaty sie sposrdod chorych z DCM oraz ich krewnych,
diagnozowanych i leczonych w Osrodku Badan Przesiewowych Dziedzicznych Choréb Uktadu

Sercowo-Naczyniowego Narodowego Instytutu Kardiologii w Warszawie w latach 2010-2020.

Kohorta do publikacji nr 1 obejmowata 72 niespokrewnionych probantéw z DCM
skierowanych do Osrodka w latach 2012-2014 w celu diagnostyki genetycznej oraz ich 29

krewnych, u ktérych stwierdzono nosicielstwo wariantu skracajgcego TTN.

Kohorta do publikacji nr 2 obejmowata 21 niespokrewnionych probantéw z DCM,
HNDC lub kardiomiopatig nieokreslong na podtozu mutacji w LMNA oraz ich 32 krewnych, u

ktorych réwniez stwierdzono nosicielstwo wariantu w LMNA.

Kohorta do publikacji nr 3 obejmowata 43 niespokrewnionych probantéw z DCM na
podtozu mutacji skracajgcych w TTN oraz ich 65 krewnych, u ktérych réwniez stwierdzono

nosicielstwo TTNtv.

5.2. Badanie genetyczne

Wszystkim probantom z DCM pod opiekg Osrodka oferowano badanie genetyczne, a
nastepnie takze ich krewnym zgodnie z zasadami badania kaskadowego rodzin.

Zidentyfikowane warianty byty klasyfikowane zgodnie z kryteriami ACMG [15, 62].

DNA do badan genetycznych zostato uzyskane z prébek krwi obwodowe] przez
ekstrakcje fenolem, izolacje metodg wysalania lub przy uzyciu komercyjnego zestawu do

izolacji genomowego DNA Genomic Maxi AX firmy A&A Biotechnology.

U wiekszosci probantéw analize DNA przeprowadzono metodg NGS. Badania NGS nie
wykonywano, jezeli obecno$é¢ patogennego wariantu stwierdzono wczesniej poprzez
bezposrednie sekwencjonowanie metodg Sangera lub metodg zaleznej od ligacji
multipleksowej amplifikacji sond (MLPA) w jednym z gendw powigzanych z

kardiomiopatiami. Dotyczy to 16 probantéw z DCM na podtozu laminopatii, u ktérych
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zbadano wyfacznie dwanascie eksondw LMNA i ich intronowe regiony flankujace, a ponadto

7 probantéw z mutacjami zidentyfikowanymi w genach PLN i BAG3.

DNA krewnych badano na obecnos¢ wariantow zidentyfikowanych u probantéw

metodg Sangera.

Badanie NGS obejmowato rdzng liczbe gendw: od zestawu 35 gendw powigzanych z
kardiomiopatiami zaprojektowanego na zamdwienie przy uzyciu odczynnikow SeqCap EZ
Choice Library firmy Roche Nimblegen, poprzez komercyjny zestaw TruSight Cardio
Sequencing Kit (TSC) firmy Illumina (174 geny) oraz zestaw TruSight One (TSO) firmy Illumina
(>4800 genow powigzanych z fenotypami klinicznymi) az do sekwencjonowania
catoeksomowego przy uzyciu odczynnikdw: TruSeq Exome Enrichment Kit (Illumina), Nextera
DNA Sample Preparation Kit (lllumina) lub Twist Human Core Exome Kit (Twist Bioscience).
Panel TSC zsekwencjonowano przy uzyciu urzadzenia MiSeq Dx, zas panel 35 gendéw, TSO

oraz WES przy uzyciu HiSeq1500 lub NovaSeq6000.

Sekwencjonowanie metoda Sangera przeprowadzono przy uzyciu odczynnikow
BigDye Terminator v3.1/v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) przy uzyciu
sekwenatora Genetic Analyzer 3500xL lub Genetic Analyzer 3130xL (Life Technologies), a

jego wyniki analizowano przy pomocy oprogramowania Variant Reporter 1.1.

Badania genetyczne byty wykonywane w ramach grantu Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju ERA-CVD DETECTIN-HF/2/2017, wczesniejszych grantéw: 0010/P05B/98/14 z
Komitetu Badan Naukowych, 2011/01/B/NZ4/03455 z Narodowego Centrum Nauki oraz prac
statutowych z Narodowego Instytutu Kardiologii (2.57/VIl/03, 2.18/11/08, 2.56/11/14).

Wszystkie te projekty otrzymaty zgode Komisji Bioetycznej Instytutu Kardiologii.

5.3. Dane kliniczne

Retrospektywnie przeanalizowano dokumentacje medyczng pacjentéow (probantow i
krewnych), a w szczegdélnosci dane z pierwszej udokumentowanej wizyty w Instytucie,
wczesniejszg dokumentacje medyczng oraz dane z pdzniejszej obserwacji. Charakterystyka
poczgtkowa obejmowata informacje z wywiadu, badanie przedmiotowe, wyniki 12-

odprowadzeniowego EKG, dwuwymiarowego badania echokardiograficznego, rejestracji EKG
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metoda Holtera oraz badan laboratoryjnych, w tym stezenia biomarkeréw sercowych:
wysokoczutej sercowej troponiny T (hsTnT) i N-koncowego fragmentu propeptydu

natriuretycznego typu B (NT-proBNP).

Stezenia biomarkeréw mierzono w okresie stabilizacji klinicznej, czyli co najmniej 3
miesigce od ostatniego zaostrzenia HF. W przypadku pacjentéw, ktérych pierwszy kontakt z
Instytutem miat miejsce w czasie zaostrzen HF, ocene wyjsciowg przenoszono na pdzniejsze
wizyty ambulatoryjne. Stezenia biomarkeréw oznaczane w trakcie zaostrzen HF nie byty

uwzgledniane w analizie.

Odnotowywano pierwsze udokumentowane wystgpienie takich wyktadnikdéw
(markeréw) kardiomiopatii jak: dysfunkcja skurczowa LK, rozstrzen LK, objawy HF, arytmie
przedsionkowe, nsVT, liczne pobudzenia dodatkowe komorowe, AVB dowolnego stopnia (za

wyjatkiem periodyki Wenckebacha), LBBB i podwyzszone stezenia biomarkerdw sercowych.

Za kryterium dysfunkcji skurczowej LK przyjeto obnizenie LVEF ponizej 50%, a jej
rozstrzeni - wzrost wymiaru LK korygowanego wzgledem wieku i powierzchni ciata przy
pomocy réwnania Henry’ego powyzej 117% wartosci naleznej w przypadku publikacji nr 1
oraz 112% w publikacji nr 2 i 3. Arytmie przedsionkowe zdefiniowano jako migotanie (AF) i
trzepotanie przedsionkdéw lub czestoskurcze przedsionkowe trwajgce powyzej 30 sek., nsVT
jako co najmniej 3 kolejne pobudzenia komorowe o czestosci >120/min. trwajgce <30 sek., a
liczne pobudzenia dodatkowe komorowe jako przekraczajgce 500 / 24 godziny. Stezenia
biomarkeréw uwazano za podwyzszone, jesli przekraczaty gérng granice normy wg wskazan

producenta odczynnikéw (14 ng/l dla hsTnT i 125 pg/ml dla NT-proBNP).

Przy wspéfistnieniu rozstrzeni i dysfunkcji skurczowej LK stawiano rozpoznanie DCM,
w przypadku LVEF <45% przy prawidtowej wielkosci LK — rozpoznanie HNDC, zas w
przypadku stwierdzenia innych istotnych nieprawidtowosci, takich jak izolowana rozstrzen
LK, LVEF 45-49% bez rozstrzeni LK czy zdefiniowane powyzej zaburzenia przewodnictwa i
rytmu serca, uzywatem terminu kardiomiopatia nieokreslona (tozsamego z uzytym w
publikacji nr 1 rozpoznaniem prawdopodobnej lub mozliwej DCM wg kryteriow

rozpoznawania DCM u krewnych [12]).
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Celem oceny rokowania odnotowywano powazne zdarzenia sercowo-naczyniowe, a
w szczegolnosci wystgpienie: 1. schytkowej niewydolnosci serca (esHF), rozumianej jako zgon
z powodu HF, przeszczepienie serca (HTx) lub wszczepienie wspomagania lewokomorowego
(LVAD); 2. ztosliwej arytmii komorowej (MVA), rozumianej jako nagty zgon sercowy lub jego
ekwiwalenty: skuteczna resuscytacja z powodu nagtego zatrzymania krazenia (SCA),
utrwalony, niestabilny hemodynamicznie czestoskurcz komorowy Ilub adekwatna

interwencja ICD (stymulacja przeciwarytmiczna lub wytadowanie).

Z analiz ryzyka wystgpienia MVA wytaczono pacjentéw, u ktérych juz w okresie przed

oceng wstepng doszto do ich wystgpienia.
5.4. Statystyka

Jezeli nie okreslono inaczej, wyniki zmiennych jakosciowych zostaty przedstawione
jako czestosci absolutne (zliczenia) i wzgledne (procenty) jednostek wyrdznionych, a wyniki
zmiennych ciggtych w zaleznosci od rozktadu jako wartosci srednie arytmetyczne z
odchyleniem standardowym (SD) lub mediany z kwartylem dolnym (25 percentyl) i gérnym
(75 percentyl). Ocene normalnosci rozktadéw przeprowadzono sprawdzianem Shapiro-

Wilka.

Do poréwnania proporcji zastosowano test zgodnosci chi-kwadrat lub doktadny test
Fishera (w przypadku oczekiwanej liczby obserwacji w komodrkach tabeli wielodzielczej
mniejszej od 5). Istotnos¢ rdinic miedzy wartosciami s$rednimi zmiennych ciggtych
weryfikowano testem t-Studenta w przypadku danych o rozktadzie normalnym lub
nieparametrycznym testem Manna—Whitneya analizujgc dystrybucje rang w przypadku

rozktadu sko$nego.

Penetracje poszczegdlnych markerdw kardiomiopatii obliczono metodg Kaplana-
Meiera, w ktérej za zdarzenie uznawano pierwsze udokumentowane wystgpienie okreslonej

nieprawidfowosci.

Krzywe przezycia dla wybranych zdarzen estymowano metodg Kaplana-Meiera, a

jednorodnos¢ krzywych 2 populacji weryfikowano testem log-rank.
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Wptyw niezaleznych zmiennych na czas wystgpienia pierwszego zdarzenia oceniano
wieloczynnikowym regresyjnym modelem proporcjonalnych hazardéw Coxa. Zastosowano
metode wstecznej selekcji zmiennych, w ktérej wyjsciowy model stanowity zmienne, dla
ktérych wykazano istotnos¢ statystyczng na poziomie p<0,1 w wynikach analiz
jednoczynnikowych. Wspoétczynniki hazardu (HR) obliczono wraz z 95% przedziatem ufnosci.
W przypadku zerowych zdarzen w jednej z podgrup, HR obliczono uwzgledniajgc poprawke
Firtha. Zatozenie statych hazardédw zweryfikowano statystyka opartg na wazonych resztach
Schoenfelda. Dopasowanie modeli oceniono wskaznikiem C Harrella. W przypadku
zmiennych ciggtych zastosowano analize krzywej oceny jakosci klasyfikatora (ROC) do
wyznaczenia optymalnego punktu odciecia w przewidywaniu analizowanych zdarzen.

Kryterium wyboru punktu stanowita maksymalna wartos¢ indeksu Youdena.

Wszystkie testy byly dwustronne z prawdopodobiedstwem popetnienia btedu |
rodzaju mniejszym 0,05. Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu pakietu

statystycznego SAS w wers;ji 9.4 lub STATISTICA v13.
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6. Omoéwienie wynikow przedstawionych w publikacjach stanowiacych podstawe rozprawy

doktorskie;j.

6.1. Titin Truncating Variants in Dilated Cardiomyopathy - Prevalence and Genotype-

Phenotype Correlations.

Franaszczyk M., Chmielewski P., Truszkowska G., Stawinski P., Michalak E., Rydzanicz M.,
Sobieszczanska-Matek M., Pollak A., Szczygiet J., Kosinska J., Parulski A., Stoktosa T.,
Tarnowska A., Machnicki M.M., Foss-Nieradko B., Szperl M., Sioma A., Ku$mierczyk M.,
Grzybowski J., Zielinski T., Ptoski R., Bilinska Z.T.

PLoS One. 2017 Jan 3;12(1):e0169007. doi: 10.1371/journal.pone.0169007. eCollection
2017. PMID: 28045975

W grupie 72 probantéw z rozpoznang DCM przeprowadzono badanie genetyczne
metoda NGS w latach 2012-2014. Zidentyfikowano 16 réznych TTNtv u 17 probantéw (24%
wszystkich badanych, w tym 30% w postaci rodzinnej DCM, 18% w postaci sporadycznej). W
wyniku kaskadowego badania krewnych zidentyfikowano kolejnych 29 nosicieli TTNtv.
Sposrod zidentyfikowanych TTNtv 13 byto nowych i az 14 zlokalizowanych w prazku A; 10

sposrad nich to mutacje nonsensowne, a 6 typu zmiany ramki odczytu.

Probanci ze zidentyfikowanym TTNtv nie réznili sie istotnie od pozostatych wiekiem
(33+11 vs 34414 lat, p=0,86), picig (mezczyzni stanowili 71% vs 66%, p=0,69) ani czestoscig
rodzinnej postaci kardiomiopatii (59% vs 42%, p=0,24). Podobne w obu grupach byty klasa
czynnosciowa NYHA (2,9+0,8 vs 2,7+1,0, p=0,36), LVEF (25+9% vs 24+10%, p=0,69), czestos¢
AF (35% vs 31%, p=0,73) i odsetek oséb ze wszczepionym ICD (41% vs 51%, p=0,58). Istotnie

rzadziej stwierdzane byty zaburzenia przewodnictwa: AVB lub LBBB (6% vs 38%, p=0,01).

W ciggu obserwacji trwajacej srednio 5,3 lat doszto do wystgpienia esHF u 5 (29%)
probantéw TTNtv(+) i 17 (31%) probantéw TTNtv(-). W analizie Kaplana-Meiera nie

stwierdzono, aby obecnos$¢ TTNtv istotnie wptywata na ryzyko esHF (p=0,84).
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Kohorta nosicieli TTNtv (probantéw i krewnych) sktadata sie z 26 pacjentéw z
rozpoznang DCM, 11 zdrowych krewnych bez objawéw kardiomiopatii oraz 9 oséb z
kardiomiopatiag nieokreslong (czyli prawdopodobng lub mozliwg DCM wg kryteridw
rozpoznawania DCM u krewnych [12], ktéra odpowiada wczesnej, przedklinicznej fazie

DCM).

Wsrdd nosicieli TTNtv stwierdzono niepetng penetracje choroby, rozumianej jako
wystgpienie DCM lub kardiomiopatii nieokreslonej. Byta ona wyzsza u mezczyzn niz u kobiet
(p=0,004) i w wieku 33 lat wynosita 61% vs 18%, a w wieku 61 lat - 95% vs 54%. Mediana
wieku rozpoznania kardiomiopatii (rozstrzeniowej lub nieokreslonej) u mezczyzn wyniosta 28
lat, a wsrdd kobiet 56 lat. Wsérdd nosicieli mutacji w okresie obserwacji u 8 (17%) oséb
wystgpita esHF (2 zgony z powodu HF, 5 HTx, 1 wszczepienie LVAD), istotnie czesSciej u

mezczyzn niz u kobiet (p=0,018).

Zwraca uwage, ze az u 8 (47%) sposréd 17 probantéw z TTNtv zidentyfikowano
rzadkie warianty takze w innych genach powigzanych z kardiomiopatiami. Co wiecej, wsréd
krewnych, u ktdérych rozpoznano DCM, obecno$¢ dodatkowego rzadkiego wariantu
stwierdzono w 7 (78%) na 9 osob. Wszystkie dodatkowe warianty byty wariantami zmiany
sensu, natomiast cechowaty sie rézng przewidywalng patogennoscia i znaczeniem klinicznym
wg zastosowanych modeli bioinformatycznych. Ich obecno$é oraz niepetna penetracja
choroby wskazuje na mozliwy wptyw innych czynnikdw genetycznych na przebieg

kardiotytynopatii.
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6.2. Can Circulating Cardiac Biomarkers Be Helpful in the Assessment of LMNA Mutation

Carriers?

Chmielewski P., Michalak E., Kowalik 1., Franaszczyk M., Sobieszczariska-Matek M.,
Truszkowska G., Stepien-Wojno M., Biernacka E.K., Foss-Nieradko B., Lewandowski M.,
Oreziak A., Bilinska M., Ku$mierczyk M., Tesson F., Grzybowski J, Zielinski T., Ptoski R.,
Bilinska Z.T.

Journal of Clinical Medicine. 2020 May 12;9(5):1443. doi: 10.3390/jcm9051443. PMID:
32408651

W wyniku badania genetycznego pacjentéw z DCM zidentyfikowano 18 rdéznych
patogennych wariantow LMNA u 21 niespokrewnionych probantéw — badanie NGS byto
wykonane tylko u 5 probantéw, a w przypadku 16 z nich badano wytgcznie dwanascie
eksonéw LMNA i ich intronowe regiony flankujgce. U o$miu probantéw wykryto warianty
zmiany sensu (missensowne), wéréd pozostatych 13 probantéw siedem oséb miato warianty
nonsensowne, cztery zmiany ramki odczytu, jedna miata duzg delecje, a jedna wariant
splicingowy. Nastepnie w wyniku kaskadowego badania krewnych zidentyfikowano

kolejnych 32 nosicieli mutacji w LMNA.

W czasie oceny wyjsciowej sposrod probantéw 18 osdb miato postawione
rozpoznanie DCM lub HNDC, a 3 osoby — kardiomiopatii nieokreslonej. Wsrdéd krewnych
rozpoznanie DCM byto postawione tylko u 4 (13%) osdb, kardiomiopatii nieokreslonej u 18
(56%) o0sdb, a u 10 (31%) oséb nie stwierdzono istotnych nieprawidtowosci w badaniach
obrazowych i elektrokardiograficznych. Krewni byli o srednio 11 lat mtodsi od probantéw (29
vs 40 lat, p=0,002), co pozwolito na lepsze poznanie wczesnej fazy choroby. Istotnie czesciej
stwierdzane u probantéw byty objawy HF i dysfunkcja skurczowa LK (71% vs 13%, p<0,0001
w obu przypadkach), a takze przedsionkowe zaburzenia rytmu serca (62% vs 19%, p=0,002) i
nsVT (100% vs 36%, p<0,0001). Co interesujgce, cho¢ AVB byt obecny u prawie potowy
krewnych (44 vs 85% u probantow, p=0,003), LBBB stwierdzono wytgcznie u probantow. W
obu grupach czesto wykrywane byto podwyzszone stezenie hsTnT (37% vs 67%, p = 0,065)
oraz NT-proBNP (36% vs 82%, p=0,003).
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Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiolaminopatii byta
zalezna od wieku. Najwczesniejszg nieprawidtowosciag byto podwyiszone stezenie hsTnT,
ktdre byto stwierdzane w drugiej i trzeciej dekadzie zycia z czestoscig odpowiednio 12% i
27% i wyprzedzato wystgpienie AVB i HF (po 5% w drugiej i po 15% w trzeciej dekadzie zycia)
oraz MVA (odpowiednio 2% i 13%). W czasie obserwacji stwierdzono umiarkowany, ale
istotny wzrost stezenia biomarkeréw, odzwierciedlajgcy postepujgcy charakter schorzenia: o
15% w przypadku hsTnT oraz o 114% w przypadku NT-proBNP. W siddmej dekadzie zycia
penetracja wykfadnikéw kardiolaminopatii byta niemal catkowita: u 98% pacjentéw wystgpit
AVB, u 100% arytmie przedsionkowe, 90% miato objawy HF, u 92% podwyzszone byto
stezenie hsTnT, a u 100% - NT-proBNP.

W badanej kohorcie przeanalizowano rdznice fenotypowe pomiedzy nosicielami
mutacji typu zmiany sensu oraz pozostatymi. Co ciekawe, u nosicieli mutacji zmiany sensu
stwierdzono czestsze wystepowanie dysfunkcji skurczowej LK (69 vs 33%, p=0,02) oraz LBBB
(55 vs 14%, p=0,02), mogto to jednakze wynikac z wiekszego odsetka probantéw w tej grupie
(62 vs 33%, p=0,06). Pomiedzy grupami nie stwierdzono natomiast istotnych rdéznic w

stezeniach biomarkerdw.

W czasie obserwacji o medianie 4,2 roku u 14 (26%) pacjentow rozwinefa sie esHF: 3
z nich zmarto z powodu HF, a u 11 doszto do HTx. Wystgpit jeden przypadek SCD, u jednego
pacjenta doszto do SCA ze skuteczng resuscytacjg. 10 (29%) sposréd 34 pacjentéw ze
wszczepionym ICD doswiadczyto jego adekwatnego wytadowania. O ile progresja do esHF
miata miejsce wytgcznie u 0s6b z rozpoznang DCM / HNDC, epizody MVA wystgpity réwniez

u 19% oséb z kardiomiopatig nieokreslona.

Jednoczynnikowe analizy zdarzen MVA wystepujgcych podczas obserwacji nie
wykazaty istotnego statystycznie wptywu pfci i rodzaju mutacji na ryzyko jego wystapienia,
natomiast potwierdzity znaczenie takich czynnikéw ryzyka, jak obecnos¢ AVB, nsVT lub
obnizona LVEF. Co wazne, silnie powigzane z wystepowaniem MVA byto stezenie NT-proBNP
>150 pg/ml oraz hsTnT =20 ng/l (HR > 13, p < 0,02 w obu przypadkach). W analizie
wieloczynnikowe] z selekcjg wsteczng stezenie NT-proBNP 2150 pg/ml byto jedynym

niezaleznym czynnikiem ryzyka wystgpienia MVA.
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Wieloczynnikowe analizy zdarzen esHF wystepujgcych w ciggu catego zycia wykazaty,
ze zagrozenie nimi jest wieksze u mezczyzn (HR 6,2, p=0,002) oraz u nosicieli mutacji zmiany

sensu (HR 3,8, p= 0,03). Czynniki te nie miaty natomiast wptywu na ryzyko wystgpienia MVA.

24



6.3. Titin-Related Dilated Cardiomyopathy: The Clinical Trajectory and the Role of

Circulating Biomarkers in the Clinical Assessment.

Chmielewski P., Truszkowska G., Kowalik I., Rydzanicz M., Michalak E., Sobieszczanska-Matek
M., Franaszczyk M., Stawinski P., Stepien-Wojno M., Oreziak A, Lewandowski M., Leszek P.,
Bilinska M., Zielinski T., Ptoski R., Bilinska Z.T.

Diagnostics (Basel). 2022;12(1):13. doi: 10.3390/diagnostics12010013. PMID: 35054181

Badania genetyczne metodg NGS u pacjentéw z DCM, ktére zaowocowaty w 2017 r.
publikacjg nr 1, byly kontynuowane w kolejnych latach. W ich wyniku zidentyfikowano
tagcznie w latach 2015-2021 41 wariantéw skracajgcych TTN u 46 niespokrewnionych
probantéw; dwie mutacje byly stwierdzone u dwdch probantéw kazda, a jedna az u
czterech. W prazku A zlokalizowanych byto 28 sposréd nich, natomiast 10 byto
umiejscowionych w prazku I, jedna w prazku M i dwie w dysku Z. Trzech probantéw
wykluczono z badania ze wzgledu na obecnos¢ patogennych wariantow w innych genach
powigzanych z kardiomiopatiami. W wyniku badania krewnych zidentyfikowano kolejnych 65

nosicieli TTNtv.

Badana kohorta sktadata sie z 70 pacjentdw z rozpoznang DCM, 25 zdrowych
krewnych bez cech kardiomiopatii oraz 13 osdéb z nieprawidtowosciami w badaniach
obrazowych lub elektrokardiograficznych pozwalajgcymi na rozpoznanie kardiomiopatii

nieokreslonej.

Pacjenci z DCM byli mtodzi (Srednia wieku 40 lat), wiekszos$¢ stanowili mezczyzni
(79%) z objawami tagodnej HF w czasie oceny wyjsciowej (80% w klasie NYHA 1/11), $rednia
LVEF wyniosta 36%, a mediana stezenia NT-proBNP 534 pg/ml. Arytmie przedsionkowe
stwierdzono u 31% pacjentow z DCM, a nsVT u 55%. Nie stwierdzilismy istotnej roznicy w
wieku pomiedzy nimi a ich krewnymi bez rozpoznanej DCM, co wskazuje na niepetng
penetracje z fagodnym przebiegiem kardiotytynopatii u niektérych nosicieli, zwtaszcza u

kobiet, ktore stanowity wiekszos¢ (68%) w grupie bez DCM. Stezenie hsTnT byto istotnie
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wyzsze u pacjentéw z DCM, ale utrzymywato sie na niskim poziomie (mediana 6,7 vs <3,0

ng/l, p<0,001).

Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiotytynopatii byta
zalezna od wieku. Najwczesniejszymi wskaznikami choroby byty nieprawidtowosci w badaniu
echokardiograficznym, na ktére sktadaty sie dysfunkcja skurczowa lub rozstrzend lewej
komory, okreslone wspdlnie jako dysfunkcja lewej komory. Wykrywane one byty w drugiej,
trzeciej i czwartej dekadzie zycia odpowiednio u 8%, 26% i 47% nosicieli i wyprzedzaty o 5-10
lat pojawienie sie objawow HF, wzrost stezenia NT-proBNP, wystgpienie ciezkiej (cho¢ czesto
odwracalnej) dysfunkcji skurczowej LK (LVEF <35%), a takze arytmii komorowej. Arytmie
przedsionkowe i zaburzenia przewodzenia pojawialy sie pdino w przebiegu

kardiotytynopatii, a podwyzszone stezenie hsTnT byto wskaznikiem schytkowej fazy choroby.

Obserwacje dotyczace kolejnos$ci wystepowania nieprawidtowosci przeprowadzone w
grupie wszystkich nosicieli mogg by¢ zaburzone przez fakt, ze choroba stosunkowo czesto
byta wykrywana dopiero w pdznym stadium, kiedy obecne byty juz jej liczne wyznaczniki i
odtworzenie kolejnosci ich pojawienia sie jest niemozliwe. Dlatego analize te powtérzono na
grupie 49 nosicieli, ktérzy zgtosili sie do Osrodka w celu wykonania badan przesiewowych, a
nie z powodu stwierdzonych wczesniej nieprawidtowosci. Takze w tej grupie najwczesniej
stwierdzanym markerem choroby byta dysfunkcja LK, wykryta u 21 (43%) pacjentéw, przy
czym u 8 stwierdzono izolowang rozstrzen LK, u 5 dysfunkcje skurczowg LK bez rozstrzeni, a
u 8 — réwnocze$nie obie nieprawidtowosci. W okresie obserwacji rozpoznanie DCM
postawiono tgcznie u 11 (22%) sposrdd pacjentdw, ktérzy zgtosili sie do Osrodka na badania
przesiewowe, lecz objawy HF wystgpity u zaledwie u jednego. Stezenie NT-proBNP byto
podwyzszone u zaledwie 28% pacjentow ze stwierdzong echokardiograficznie dysfunkcjg LK.
Pomimo powtarzanych 12-odprowadzeniowych EKG oraz rejestracji EKG metoda Holtera
zaburzenia rytmu i przewodzenia wykrywane byty rzadko, tym niemniej u 4 (12%) sposrod 49
pacjentéw ocenianych w ramach badan przesiewowych byty najwczesniej stwierdzonym

markerem choroby.

Mediana obserwacji w catej grupie 108 nosicieli TTNtv wyniosta 5,2 roku. W tym
okresie u 13 (12%) pacjentdw rozwineta sie esHF: 5 pacjentow zmarto z powodu HF, a u

o$miu przeprowadzono HTx. MVA wystgpity rowniez u 13 (12%) pacjentéw, w wiekszosci
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sktadaty sie na nie adekwatne interwencje ICD, u jednej osoby doszto do SCD, a u dwdch

wystgpito SCA przerwane resuscytacjg krgzeniowo-oddechowa.

Jednoczynnikowe analizy nie wykazaty istotnego statystycznie wptywu ptci i wywiadu
rodzinnego na wystgpienie MVA, natomiast wykazaty wptyw nastepujacych czynnikdéw:
obecno$é arytmii przedsionkowych, nsVT, LBBB i obnizenie LVEF. Silnie powigzane z
wystepowaniem MVA byto stezenie NT-proBNP, natomiast stezenie hsTnT nie miato
istotnego wptywu. W analizie wieloczynnikowej stezenie NT-proBNP >650 pg/ml byto
najlepszym predyktorem MVA w okresie 6 lat obserwacji (HR 11,7, p= 0,002) i przewyzszato
takie czynniki ryzyka jak obnizona LVEF, LBBB czy nsVT. Stezenie NT-proBNP 2650 pg/ml
okazato sie rowniez najlepszym predyktorem ztozonego punktu koricowego, obejmujacego

zaréowno MVA, jak i esHF.
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7. Dyskusja

Czestos¢ wystepowania TTNtv w przedstawionej w publikacji nr 1 grupie pacjentéw z
DCM (24%) oraz rodzinng postaciag DCM (30%) byta nieznacznie wyzsza niz odpowiednio 11-
22% i 18-27% stwierdzane przez innych badaczy [19, 48, 63]. Moze to wynikaé z profilu
pacjentéw kierowanych do naszego Osrodka: badana grupa obejmowata mtodych pacjentéw
z zaawansowang NS oraz czesto (w 46% przypadkéw) dodatnim wywiadem rodzinnym.
Podobnie jak w pracy Hermana i wsp. ekspresja fenotypowa pacjentéw z TTNtv nie réznita
sie istotnie od DCM spowodowanej innymi przyczynami poza rzadszym wystepowaniem

zaburzen przewodnictwa [19].

TTNtv charakteryzujg sie niepetng penetracja, co jest zgodne z obserwacjami innych
autoréw [21, 64]. Sugeruje to mozliwy wptyw innych czynnikdw genetycznych, a takze
Srodowiskowych na przebieg kardiotytynopatii. W tym kontekscie zainteresowanie budzi
stwierdzenie rzadkich wariantéw w innych genach powigzanych z kardiomiopatiami az u 8
sposréd 17 probantéw z TTNtv oraz u 7 sposréd 9 krewnych, ktérzy mieli postawione
rozpoznanie DCM. Obserwacja ta wspiera hipoteze, ze TTNtv sg w istocie czynnikami
zwiekszonej podatnosci na zachorowanie, ale do wystgpienia DCM czesto potrzebne jest

wspotistnienie innych czynnikdw genetycznych lub sSrodowiskowych [65, 66].

W publikacji nr 1 po raz pierwszy wykazalismy, ze pteé¢ meska zwigzana jest z
wiekszym stopniem penetracji kardiotytynopatii. W zgodnosci z wczesniejszymi
doniesieniami pozostaje gorsze rokowanie w odniesieniu do wystgpienia esHF u mezczyzn

[19].

Coraz powszechniejsze stosowanie badania NGS dla oceny podtoza genetycznego
DCM zaowocowato w kolejnych latach licznymi publikacjami z wielu os$rodkdw.
Kardiolaminopatie, ktdrych diagnozowanie dzieki niewielkim rozmiarom LMNA byto mozliwe
przy uzyciu sekwencjonowania Sangera, zostaty dos¢ dobrze scharakteryzowane juz
wczesniej [26, 28, 29]. Nowo publikowane prace skutkowaty natomiast coraz lepszym
poznaniem obrazu klinicznego DCM rozwijajgcej sie réwniez na podtozu mutacji w TTN [20,
22, 24, 25, 49], a takze w innych genach [67-70]. Zadne z tych doniesien nie dotyczyto jednak

przydatnosci diagnostycznej biomarkeréw w genetycznie uwarunkowanej DCM.
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Wiadomo, ze stezenia NT-proBNP, ale takie hsTnT sg czesto podwyiszone w
przewlektej HF i ze wigze sie to z wyzszg Smiertelnoscig catkowitg i sercowo-naczyniowa.
Zwraca uwage, ze mediany stezen biomarkeréw w poszczegdélnych badanych grupach réznig
sie istotnie, np. w najwiekszej grupie uczestnikdw badania Val-HeFT mediana stezenia hsTnT
wynosita 12,5 ng/l, podczas gdy w badaniu VitD-CHF byto to zaledwie 4,4 ng/l, a w badaniu
Nakamury i wsp. — 28,0 ng/l [51]. Rdznice te mozna wyttumaczy¢ takimi czynnikami jak wiek,
zaawansowanie HF czy obecnos¢ chordb towarzyszacych. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze
mogq one wynika¢ takze z innych czynnikdw, np. z réznic etiologii choroby, w tym jej
uwarunkowan genetycznych [71]. Identyfikacja czynnikow genetycznych, ktére prowadza np.
do wczesnego uwalniania troponiny, a takze weryfikacja, czy nie wigze sie to z niekorzystnym

rokowaniem, mogtyby mie¢ duze znaczenie kliniczne.

Zbadanie przydatnosci diagnostycznej oraz rokowniczej biomarkeréw sercowych
stato sie zatem wazng czescig kolejnych publikacji stanowigcych podstawe mojej rozprawy

doktorskie;j.

Publikacja nr 2 dotyczyta charakterystyki klinicznej nosicieli mutacji w LMNA, a wiec
drugiej co do czestosci genetycznej przyczyny DCM [38]. Wazng obserwacjg byto to, ze
podwyzszone stezenie hsTnT moze by¢ najwcze$niejszym markerem kardiolaminopatii. W
zgodnosci ze spostrzezeniami innych autoréw [31, 32] pokazalismy, ze kardiomiopatia
uwarunkowana mutacjami w LMNA charakteryzuje sie zalezng od wieku i wysokg penetracjg
takich nieprawidtowosci jak AVB, arytmie przedsionkowe, HF czy MVA. Pomimo niskiego
wieku badanej populacji (Srednio 40 lat dla probantéw oraz 29 lat dla krewnych) az u 69%
krewnych obecne byty nieprawidtowosci, moggace byé podstawg rozpoznania kardiomiopatii.
Odsetek ten u innych badaczy byt nizszy (49-57%) pomimo wyzszego wieku badanych [31,
72], co moze wynika¢ z rdznic w przyjetych kryteriach rozpoznania kardiomiopatii, ale

rowniez z rzadszego wykonywania niektérych badan, np. rejestracji EKG metodg Holtera.

Wyniki naszej pracy wskazujg, ze podwyziszone stezenie hsTnT wyprzedza
wystgpienie innych nieprawidtowosci i moze stanowi¢ sygnat do pogtebienia diagnostyki,

rozwazenia leczenia lub przynajmniej zalecenia modyfikacji stylu zycia.

W naszej kohorcie nosicieli mutacji LMNA w przypadku wariantéw zmiany sensu
stwierdzono czestsze wystepowanie LBBB, co moze jednakze wynikac¢ z wiekszego odsetka
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probantéw tej grupie i wiekszego zaawansowania dysfunkcji skurczowej LK. Inni autorzy
donosili o podobnym zaawansowaniu dysfunkcji skurczowej LK oraz czestszym
wystepowaniu AVB u nosicieli mutacji nie-missensownych [33], natomiast brak doniesien o

zwigzku pomiedzy typem mutacji a czestoscig LBBB.

Innym waznym wnioskiem jest silny, niezalezny zwigzek pomiedzy podwyzszonym
stezeniem NT-proBNP a zagrozeniem MVA. W dotychczasowych badaniach nad
kardiolaminopatiami wskazywano na role takich czynnikow ryzyka MVA jak obnizona LVEF,
nsVT, AVB czy pte¢ meska [28, 35], za$ zmiennie okreslano znaczenie typu mutacji [31, 72,
73]. Dotychczas nie badano w tym kontekscie znaczenia stezenia biomarkeréw. W naszym
badaniu nie wykazano znaczenia typu mutacji w ocenie ryzyka arytmicznego, a stezenie NT-
proBNP 2150 pg/ml byto najlepszym predyktorem MVA. W analizie jednoczynnikowe;j silny
byt réwniez zwigzek pomiedzy stezeniem hsTnT 220 ng/l a ryzykiem MVA, natomiast nie
zostat on potwierdzony w analizie wieloczynnikowej i jego rola wymaga dalszej oceny. Cho¢
prognostyczna wartos¢ stezenia hsTnT w HF jest dobrze udokumentowana [18], to dotyczy
to przede wszystkim rokowania w ostrej HF [18], a takze przewidywania ryzyka zgonu lub

hospitalizacji z powodu HF [51].

Wyniki badania prezentowanego w publikacji nr 3 wskazujg, ze réwniez w grupie
nosicieli TTNtv podwyzszone stezenie NT-proBNP jest najlepszym predyktorem MVA. Grozne
arytmie komorowe u pacjentéw z DCM na podtozu tytynopatii wystepujg czesciej niz w DCM
wynikajacej z innych przyczyn [22, 49]. Wiadomo tez, ze do incydentéw MVA dochodzi
gtownie u pacjentéw z zaawansowang dysfunkcjg skurczowg LK [24]. Wykazano, ze do
czynnikéw ztego rokowania odnosnie wystgpienia ztozonego punktu koncowego
obejmujgcego MVA i esHF nalezy pte¢ meska oraz niska LVEF [24], natomiast nie podjeto
dotychczas préb identyfikacji czynnikdow ryzyka wystgpienia MVA w tej populacji. Wyniki
naszego badania wskazujg, ze stezenie NT-proBNP >650 pg/ml przewyzsza inne potencjalne
markery ryzyka, w tym nsVT, LBBB, a takze niskg LVEF, uwazang za najwazniejszy czynnik

ryzyka SCD w populacji pacjentéw z HF i obnizong LVEF [18].

Rola biomarkeréw w wykrywaniu wczesnej postaci kardiomiopatii na podfozu TTNtv
przedstawia sie inaczej niz w przypadku kardiolaminopatii. Podwyzszone stezenie hsTnT

wydaje sie markerem schytkowej, a nie wczesnej fazy choroby. Najwczes$niej wykrywana jest
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dysfunkcja LK w badaniu echokardiograficznym, rozumiana jako rozstrzen LK lub obnizona
LVEF. Stezenie NT-proBNP jest rzadko podwyzszone u pacjentéw w tej fazie choroby i
wzrasta dopiero wraz z pojawieniem sie objawéw HF. Oznaczenia biomarkeréw nie moga

zatem zastgpi¢ echokardiografii w wykrywaniu wczesnej fazy kardiotytynopatii.

Arytmie przedsionkowe stwierdzilismy u 23%, a komorowe u 40% pacjentdéw, a wiec z
nieco nizszg czestoscig niz w najwiekszym dotychczas badaniu Akhtara i wsp. [24]. Moze to
wynikac z nizszego wieku i mniej zaawansowanej dysfunkcji skurczowej LK w naszej kohorcie.
Wspdlna dla obu badan jest obserwacja, ze czesto$¢ arytmii wzrasta wraz z progresja

dysfunkcji skurczowej LK.

Zaburzenia rytmu serca bywajg jednak wykrywane réwniez u nosicieli TTNtv z
zachowang kurczliwoscig LK, czego dowodzg duze badania populacyjne [74, 75]. Co wiecej, w
badaniu Vissinga i wsp. u 16% pacjentéw z DCM na podtozu TTNtv wystgpienie AF
poprzedzito rozpoznanie kardiomiopatii, a u 11% pierwszym objawem choroby byto SCA [25].
Wsréd nosicieli TTNtv, ktorzy zgtosili sie do naszego Osrodka na badanie przesiewowe,
zaburzenia rytmu byly najwczesniej stwierdzonym markerem choroby w 12% przypadkow.

Obserwacja ta potwierdza, ze mozliwe sg rézne kliniczne scenariusze kardiotytynopatii.

Pomimo wczesniejszych doniesien sugerujacych, ze patogenne TTNtv zlokalizowane
sg przewaznie w prazku A, aktualne badanie wskazuje, ze podobnie jak w badaniu Akhtara i
wsp. patogenne TTNtv u pacjentdw z DCM mogg by¢ zlokalizowane we wszystkich domenach

genu [24].

Bezposrednie poréwnanie omowionych w publikacjach nr 2 i nr 3 kohort nie bytoby
wiasciwe choéby dlatego, ze wiekszos¢ probantéw, u ktérych wykryto mutacje w LMNA, nie
miato wykonanego badania NGS i nie mozna wykluczy¢ (cho¢ jest to mato prawdopodobne)
obecnosci patogennych wariantéw w innych genach, w tym w TTN. Rdznice w przebiegu tych
dwdch najczestszych form uwarunkowanej genetycznie DCM sg jednak uderzajgce, rowniez
w odniesieniu do wczesnych markeréw choroby: w przebiegu kardiolaminopatii najwczesniej
wykrywane jest podwyzszone stezenie hsTnT, a nastepnie zaburzenia rytmu i przewodzenia;
w kardiotytynopatii pierwszym markerem choroby jest stwierdzana echokardiograficznie

dysfunkcja LK, a za nig nastepuje wzrost stezenia NT-proBNP i pojawienie sie objawdw HF.
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Opublikowane prace pochodza z poradni zajmujacej sie dziedzicznymi chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego, pracujgcej w strukturach Narodowego Instytutu Kardiologii,
szpitala referencyjnosci trzeciego stopnia, jednego z wiodgcych os$rodkéw w Polsce pod
wzgledem liczby przeprowadzonych HTx, dlatego zrekrutowani pacjenci mogg odbiegaé od
chorych przyjmowanych w innych osrodkach nizszym wiekiem, wiekszym zaawansowaniem
choroby oraz czestszym dodatnim wywiadem rodzinnym. Podstawowym ograniczeniem
badan jest stosunkowo mata liczebnos¢ grup badanych, co wynika z ich jednoosrodkowego
charakteru. Skutkowato to m.in. niewielkg liczbg zdarzen sercowo-naczyniowych, co
wykluczyto zastosowanie modeléw analizy wielowymiarowej. Badania miaty charakter

retrospektywny i mogty zawierac czynniki zaktécajgce.

Najwazniejsze wnioski.

1. Warianty skracajgce TTN s3 wazng przyczyng dziedzicznej DCM, stwierdzong u prawie
jednej czwartej chorych z DCM diagnozowanych i leczonych w Osrodku Badan
Przesiewowych IK w Warszawie. Pacjenci z DCM na podtozu TTNtv nie wykazujg istotnych
rozni¢ fenotypowych w poréwnaniu z pozostatymi pacjentami z DCM poza niskg czestoscig
zaburzen przewodzenia przedsionkowo-komorowego i wewngtrzkomorowego. Obecnos¢
TTNtv u chorych z DCM nie podnosi ryzyka progresji do esHF. Ryzyko wystgpienia
kardiomiopatii, a takze jej progresji do esHF jest wieksze u nosicieli TTNtv ptci meskiej niz u

kobiet.

2a. Kardiolaminopatie charakteryzujg sie wystepowaniem zaburzen rytmu i przewodzenia,
poprzedzajgcym pojawienie sie dysfunkcji skurczowej lewej komory i objawdéw HF. Czesto juz
we wczesnym stadium choroby wykrywane jest podwyzszone stezenie hsTnT oraz NT-
proBNP. Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiolaminopatii byfa
zalezna od wieku, a najwczesniejszg nieprawidtowoscig byto podwyzszone stezenie hsTnT,
wyprzedzajgce wystgpienie AVB, arytmii komorowej i HF. Ocena biomarkerédw sercowych

moze byc¢ zatem przydatna w wykrywaniu kardiolaminopatii.

2b. W przebiegu kardiotytynopatii najwczesniej wykrywane nieprawidtowosci dotycza

wymiarow i funkcji lewej komory, ktére wyprzedzajg objawy HF, wzrost stezenia NT-proBNP
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oraz wystgpienie arytmii komorowej. Arytmie przedsionkowe i zaburzenia przewodzenia
pojawiajg sie pdZzno w przebiegu kardiotytynopatii, a stezenie hsTnT nie jest podwyzszone
we wczesnej, lecz dopiero w schytkowej fazie choroby. Pomiary stezen biomarkerdw
sercowych nie mogg zatem zastgpi¢ echokardiografii w celu wykrycia wczesnej fazy choroby

u bezobjawowych nosicieli TTNtv.

3. Podwyzszone stezenie NT-proBNP byto najsilniejszym czynnikiem ryzyka wystgpienia
ztosliwej arytmii komorowej w DCM zwigzanej zaréwno z TTNtv, jak i mutacjami w LMNA, i

przewyzszato takie czynniki ryzyka jak obnizona LVEF czy nsVT.
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8. Streszczenie

Wstep

Kardiomiopatia rozstrzeniowa (DCM) jest chorobg o duzym znaczeniu spotecznym,
czesto dotyczy osdb mtodych, ogranicza ich aktywno$é zawodowsg i rodzinng, moze
prowadzi¢ do nagtego zgonu sercowego czy schytkowej niewydolnosci serca. Cechuje sie
znacznym zrdznicowaniem fenotypowym, a w przedklinicznej fazie choroby moze przebiegaé

m.in. pod postacia izolowanej rozstrzeni lewej komory lub zaburzen rytmu serca.

Etiologia DCM jest ztozona, wiadomo jednak, ze bardzo waing role odgrywaja
czynniki genetyczne. Zrdznicowanie przebiegu klinicznego, rokowania i odpowiedzi na
leczenie wynika w duzej mierze witasnie z heterogennosci etiologicznej, w tym ze ztozonosci
tta genetycznego, obejmujacego kilkadziesigt gendw kodujgcych biatka nalezgce do réznych
kompartmentéw komérkowych kardiomiocyta. Poznanie tta genetycznego i wynikajacych z
niego odrebnosci przebiegu choroby moze przyczynié sie - zgodnie z postulatami medycyny
spersonalizowanej - do opracowania nowych metod leczenia, potencjalnie bardziej

skutecznych, poniewaz nakierowanych na mechanizm powstawania choroby.

W ostatnich latach dokonuje sie ogromny postep wiedzy w tym zakresie. Tym
niemniej historia naturalna tych rzadkich choréb jest nadal mato poznana, co utrudnia

podejmowanie decyzji klinicznych.

Genami, w ktérych najczesciej stwierdzane sg patogenne warianty (mutacje)

odpowiadajace za rozwdj DCM, sg TTN i LMNA.

Gen LMNA, kodujgcy biatko otoczki jadrowej lamine, byt pierwszym
zidentyfikowanym genem, ktdrego mutacje warunkujg rozwéj DCM dziedziczonej w sposéb

autosomalny dominujacy. Odpowiadajg one za ok. 6% przypadkéw DCM.

Kardiomiopatia uwarunkowana mutacjami w LMNA odrdznia sie od wiekszosci
przypadkéw DCM szybka progresjg choroby i charakteryzuje sie duzg czestos$cig powaznych

zdarzen niepozgdanych, zarowno arytmicznych, obejmujgcych nagty zgon sercowy, jak i
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zwigzanych z niewydolnos$cig serca (HF), prowadzgcych do jej schytkowej postaci. W
przebiegu kardiolaminopatii wczesnie stwierdza sie zwykle wystgpienie bloku
przedsionkowo-komorowego i nadkomorowych zaburzeid rytmu serca, wyprzedzajgcych

pojawienie sie arytmii komorowej i objawoéw HF.

W 2002 r. wykazano po raz pierwszy, ze DCM moze by¢ réwniez uwarunkowana
mutacjami w genie TTN, kodujacym biatko miesni poprzecznie prazkowanych tytyne,
stanowigce sktadnik podporowy sarkomeru. Wdrozenie pod koniec pierwszej dekady XXI
wieku metody sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) utatwito wykrywanie mutacji w
duzych genach, takich jak TTN. W 2012 r. ukazata sie pierwsza praca oceniajgca czestosc¢
wystepowania mutacji w TTN u chorych z DCM. Poczgtkowo jednak ich rola etiologiczna byta
kwestionowana. Jeszcze w opublikowanym w 2015 r. europejskim atlasie dziedzicznego
podtoza DCM mutacji skracajgcych TTN nie uznawano za najczestsze. Aktualnie wiadomo, ze
warianty skracajagce TTN (TTNtv) sg najczestszg genetyczng przyczyng DCM, identyfikowang
w ok. 20% przypadkéw DCM.

Wykazano, ze rokowanie w kardiotytynopatii jest podobne jak w innych postaciach
DCM. Stwierdzano dobrg odpowiedZ na klasyczne leczenie HF. Zagrozenie zaburzeniami
rytmu serca w kardiotytynopatii nie zostato dobrze okreslone, choé wykazano, ze obecnos¢
TTNtv stanowi czynnik ryzyka utrwalonej arytmii komorowej w populacji pacjentéw z DCM i

wszczepionym kardiowerterem-defibrylatorem (ICD).

Kardiomiopatie uwarunkowane mutacjami w TTN i LMNA nalezg do najlepiej
scharakteryzowanych fenotypowo. W dotychczasowych opracowaniach brakowato jednak
oceny profilu biomarkeréw pod katem ich przydatnosci diagnostycznej oraz rokowniczej.
Szczegdlnie duze znaczenie ma ocena ryzyka nagtego zgonu sercowego, poniewaz moze

utatwié podjecie decyzji o profilaktycznym wszczepieniu ICD u najbardziej zagrozonych oséb.

Zidentyfikowanie mutacji odpowiadajgcej za rozwdéj DCM u probanta umozliwia
poszukiwanie jej nosicieli w rodzinach chorych, ktérzy sg obarczeni wysokim ryzykiem
rozwoju choroby (nawet jesli aktualnie pozostajg bezobjawowi) i wymagajg okresowego
powtarzania badaid w celu jej wykrycia juz we wczesnym stadium. Optymalna strategia
badan przesiewowych wsrdd tych osob nie jest ustalona. Pomocne zatem bytoby ustalenie
markerdw choroby, ktére pojawiajg sie jako pierwsze w jej przebiegu, poniewaz mogtoby to
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pozwoli¢ na optymalizacje badan przesiewowych. Rowniez w tym kontekscie nie oceniano

dotychczas przydatnosci biomarkeréw sercowych.

Cele badawcze

1. Weryfikacja czestosci wystepowania wariantdw skracajgcych TTN jako czynnikdéw
etiologicznych DCM oraz ocena ich znaczenia klinicznego poprzez pordéwnanie cech
fenotypowych oraz rokowania probantéw z obecnym wariantem skracajgcym TTN oraz bez

niego (publikacja nr 1 — 2017 r.).

2. Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji odpowiedzialnych za wystgpienie DCM z
uwzglednieniem stezen biomarkeréw sercowych; przeanalizowanie historii naturalnej

kardiomiopatii w celu identyfikacji jej wczesnych markerow

a) wsrdd nosicieli mutacji w LMNA (publikacja nr 2 —2020r.),

b) wsrdd nosicieli mutacji w TTN (publikacja nr 3 - 2022 r.).

3. Ocena wartosci prognostycznej stezen biomarkerow sercowych w przewidywaniu
wystgpienia nagtego zgonu sercowego lub jego ekwiwalentow oraz poréwnanie jej z

uzywanymi aktualnie wyznacznikami ryzyka

a) wsrod nosicieli mutacji w LMINA (publikacja nr 2 — 2020 r.),

b) wsrdd nosicieli mutacji w TTN (publikacja nr 3 — 2022 r.).

Materiat i metodyka

Badane kohorty rekrutowata sie sposréd chorych z DCM oraz ich krewnych,
diagnozowanych i leczonych w Osrodku Badan Przesiewowych Dziedzicznych Choréb Uktadu
Sercowo-Naczyniowego Narodowego Instytutu Kardiologii w Warszawie w latach 2010-2020.
Wszystkim probantom z DCM pod opiekg Osrodka oferowano badanie genetyczne, a
nastepnie takze ich krewnym zgodnie z zasadami badania kaskadowego rodzin. U wiekszosci
probantéw analize DNA przeprowadzono metodg sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS). U czesci probantdw badania NGS nie wykonano, jezeli wczesniej przy uzyciu innych

metod stwierdzono obecno$¢ patogennego wariantu w jednym z gendw powigzanych z

36



kardiomiopatiami. DNA krewnych badano na obecno$¢ mutacji zidentyfikowanych u

probantéw metodg sekwencjonowania Sangera.

Retrospektywnie przeanalizowano dokumentacje medyczng pacjentow (probantow i
krewnych), a w szczegdlnosci dane z pierwszej udokumentowanej wizyty w Instytucie,
wczesniejszg dokumentacje medyczng oraz dane z pdzniejszej obserwacji. Charakterystyka
poczatkowa obejmowata informacje z wywiadu, badanie przedmiotowe, wyniki 12-
odprowadzeniowego EKG, dwuwymiarowego badania echokardiograficznego, rejestracji EKG
metoda Holtera oraz badan laboratoryjnych, w tym stezenia biomarkeréw sercowych
mierzonych w okresie stabilizacji klinicznej: wysokoczutej sercowej troponiny T (hsTnT) i N-
koncowego fragmentu propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP). Odnotowywano
pierwsze udokumentowane wystgpienie takich wykfadnikdw choroby jak: nieprawidtowosci
echokardiograficzne (dysfunkcja skurczowa lewej komory, rozstrzen lewej komory), objawy
HF, arytmie, zaburzenia przewodzenia i podwyzszone stezenia biomarkeréw sercowych i na
tej podstawie przy uzyciu metody Kaplana-Meiera obliczano penetracje poszczegdinych
objawdéw chorobowych, uznajgc za zdarzenie pierwsze udokumentowane wystgpienie

okreslonej nieprawidfowosci.

Celem oceny rokowania odnotowywano powazne zdarzenia sercowo-naczyniowe, a
w szczegolnosci wystgpienie: 1. schytkowe]j niewydolnosci serca (esHF), rozumianej jako zgon
z powodu niewydolnosci serca, przeszczepienie serca lub wszczepienie wspomagania
lewokomorowego; 2. ztosliwej arytmii komorowej (MVA), rozumianej jako nagty zgon
sercowy lub jego ekwiwalenty: skuteczna resuscytacja z powodu nagtego zatrzymania
kragzenia, utrwalony, niestabilny hemodynamicznie czestoskurcz komorowy lub adekwatna

interwencja ICD (stymulacja przeciwarytmiczna lub wytadowanie).

Wyniki

Publikacja nr 1: Titin Truncating Variants in Dilated Cardiomyopathy - Prevalence and
Genotype-Phenotype Correlations. PLoS One. 2017 Jan 3;12(1):e0169007. doi:
10.1371/journal.pone.0169007. eCollection 2017. PMID: 28045975

W grupie 72 probantéw z rozpoznang DCM poddanych badaniu NGS w latach 2012-
2014 zidentyfikowano 16 wariantéw skracajgcych gen TTN (TTNtv) u 17 probantéw (24%
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wszystkich badanych, w tym 30% w postaci rodzinnej DCM, 18% w postaci sporadycznej
DCM). W wyniku kaskadowego badania krewnych zidentyfikowano kolejnych 29 nosicieli

TTNtv.

Probanci ze zidentyfikowanym TTNtv nie réznili sie istotnie od pozostatych wiekiem
ani pfcig. Podobne w obu grupach byty klasa czynnosciowa NYHA, frakcja wyrzucania lewej
komory (LVEF), czesto$¢ migotania przedsionkéw i odsetek oséb ze wszczepionym ICD.
Istotnie rzadziej obecne byty zaburzenia przewodnictwa przedsionkowo-komorowego lub

blok lewej odnogi peczka Hisa (LBBB).

W ciggu srednio 5,3 lat obserwacji nie stwierdzono istotnych réznic w czestosci

wystgpienia esHF pomiedzy probantami z TTNtv i bez nich (29% vs 31%, p=0,91).

Wsrod nosicieli TTNtv stwierdzono niepetng penetracje choroby, wyzszg u mezczyzn
niz u kobiet (p=0,004). Wsrdd nosicieli TTNtv w okresie obserwacji u 17% wystgpita esHF, a

rokowanie byto istotnie gorsze u mezczyzn niz u kobiet (p=0,018).

Publikacja nr 2: Can Circulating Cardiac Biomarkers Be Helpful in the Assessment of LMNA
Mutation Carriers? J Clin Med. 2020 May 12;9(5):1443. doi: 10.3390/jcm9051443. PMID:
32408651

W wyniku badania genetycznego pacjentéw z DCM zidentyfikowano 18 rdznych
patogennych wariantow LMNA u 21 probantéw. Nastepnie potwierdzono obecno$¢ mutacji

w LMNA u kolejnych 32 oséb wsrdd krewnych probantéw.

W czasie oceny wyjsciowej wséréd probantéw 18 osdb miato postawione rozpoznanie
DCM lub kardiomiopatii hipokinetycznej bez rozstrzeni, a 3 osoby — kardiomiopatii
nieokreslonej. Posréd krewnych rozpoznanie DCM byto postawione tylko u 4 osdb,
kardiomiopatii nieokreslonej u 18 o0sdéb, a u 10 oséb nie stwierdzono istotnych
nieprawidtowosci w badaniach obrazowych i elektrokardiografii. Probanci byli o $rednio 11
lat starsi (40 vs 29 lat, p=0,002) od krewnych i charakteryzowali sie wiekszym nasileniem
objawéw HF, wiekszym zaawansowaniem dysfunkcji skurczowe] lewej komory, zaburzen
przewodzenia i rytmu serca oraz wyzszym stezeniem NT-proBNP. Blok przedsionkowo-

komorowy byt obecny u prawie potowy krewnych (44%), natomiast LBBB stwierdzono
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wyfacznie u probantéw. W obu grupach czesto wykrywane byto podwyzszone stezenie hsTnT

(67 vs 37%, p = 0,065) oraz NT-proBNP (82 vs 36%, p=0,003).

Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiolaminopatii byta
zalezna od wieku. Najwczes$niejszg nieprawidtowoscig byto podwyziszone stezenie hsTnT,
obecne w drugiej i trzeciej dekadzie zycia z czestoscig odpowiednio 12 i 27%, wyprzedzajace
wystgpienie bloku przedsionkowo-komorowego i HF (po 5% w drugiej i po 15% w trzeciej
dekadzie zycia) oraz MVA (odpowiednio 2 i 13%). W siddmej dekadzie zycia penetracja
wyktadnikéw kardiolaminopatii byta niemal catkowita: u 98% pacjentéw wystapit blok
przedsionkowo-komorowy, u 100% arytmie przedsionkowe, 90% miato objawy HF, u 92%

podwyzszone byto stezenie hsTnT, a u 100% - NT-proBNP.

W czasie obserwacji o medianie 4,2 roku u 26% pacjentéw (u 14/53 osdb) rozwineta
sie esHF: trzech z nich zmarto z powodu HF, a u jedenastu doszto do transplantacji serca.
Wystgpit jeden nagty zgon sercowy, u jednego pacjenta doszto do nagtego zatrzymania
krgzenia ze skuteczng resuscytacjg. 29% pacjentdow ze wszczepionym ICD doswiadczyto jego

adekwatnego wytadowania (10/34 osdb).

Jednoczynnikowe analizy zdarzen MVA wystepujgcych podczas obserwacji nie
wykazaty istotnego statystycznie wptywu ptci i rodzaju mutacji na ryzyko wystgpienia MVA,
natomiast potwierdzity wptyw takich czynnikdéw ryzyka, jak obecnos¢ zaburzen przewodzenia
przedsionkowo-komorowego, nieutrwalonego czestoskurczu komorowego (nsVT) lub
obnizonej LVEF, a ponadto silnie powigzane z wystepowaniem MVA byto stezenie NT-
proBNP 2150 pg/ml i hsTnT 220 ng/l (HR > 13, p < 0,02 w obu przypadkach). W analizie
wieloczynnikowe] z selekcjg wsteczng stezenie NT-proBNP 2150 pg/ml byto jedynym

niezaleznym czynnikiem wystgpienia MVA.

Publikacja nr 3: Titin-Related Dilated Cardiomyopathy: The Clinical Trajectory and the Role
of Circulating Biomarkers in the Clinical Assessment. Diagnostics (Basel). 2022;12(1):13. doi:
10.3390/diagnostics12010013. PMID: 35054181

Badania genetyczne metodg NGS u pacjentéw z DCM, ktdre zaowocowaty w 2017 r.
publikacja nr 1, byty kontynuowane w kolejnych latach. tacznie w ich wyniku

zidentyfikowano 41 wariantow skracajgcych TTN u 46 probantow. Trzech sposrdd nich
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wykluczono z analizy ze wzgledu na obecno$é¢ patogennych wariantéw w innych genach
powigzanych z kardiomiopatiami. Nastepnie w wyniku badania krewnych zidentyfikowano

kolejnych 65 nosicieli TTNtv.

Badana kohorta nosicieli TTNtv sktadata sie z 70 pacjentow z rozpoznang DCM, 13
os6b z kardiomiopatia nieokreslong oraz 25 zdrowych krewnych bez objawow
kardiomiopatii. Pacjenci z DCM byli mtodzi (Srednia wieku 40 lat), wiekszos¢ stanowili
mezczyzni (79%) z objawami tagodnej HF w czasie wyjSciowej oceny (80% w klasie NYHA 1/11),
$rednia LVEF wyniosta 36%, a mediana stezenia NT-proBNP 534 pg/ml. Arytmie
przedsionkowe stwierdzono w 31%, a nsVT w 55%. Nie stwierdzono istotnej réznicy w wieku
miedzy nimi a ich krewnymi bez rozpoznanej DCM, co sugeruje niepetng penetracje,
zwtaszcza u kobiet, ktére stanowity wiekszos¢ (68%) w grupie bez DCM. Stezenie hsTnT byto
istotnie wyzsze u pacjentéw z DCM, ale utrzymywato sie na niskim poziomie (mediana 6,7 vs

<3,0 ng/l).

Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiotytynopatii byta
zalezna od wieku. Najwczes$niejszg nieprawidiowoscig byta dysfunkcja lewej komory,
zdefiniowana jako dysfunkcja skurczowa lub rozstrzen lewej komory, wykrywana w drugiej,
trzeciej i czwartej dekadzie zycia odpowiednio u 8%, 26% i 47% nosicieli. Wyprzedzata ona o
5-10 lat pojawienie sie objawéw HF i wzrost stezenia NT-proBNP oraz wystgpienie ciezkiej
(czesto odwracalnej) dysfunkcji skurczowej lewej komory (LVEF <35%) i arytmii komorowej.
Arytmie przedsionkowe i zaburzenia przewodzenia pojawialy sie pdzino w przebiegu

kardiotytynopatii, a podwyzszone stezenie hsTnT byto wskaznikiem schytkowej fazy choroby.

Mediana obserwacji w grupie 108 nosicieli TTNtv wyniosta 5,2 roku. W tym czasie u
13 (12%) pacjentow rozwineta sie esHF: 5 pacjentéw zmarto z powodu HF, a u 8 wykonano
przeszczepienie serca. MVA wystgpity réwniez u 13 (12%) pacjentéw, w wiekszosci sktadaty
sie na nie adekwatne interwencje ICD, u jednej osoby doszto do nagtego zgonu, a u dwdch

wystgpito nagte zatrzymanie krgzenia przerwane resuscytacjg kragzeniowo-oddechowa.

Jednoczynnikowe analizy nie wykazaty istotnego statystycznie wptywu ptci i wywiadu
rodzinnego na wystgpienie MVA, natomiast wykazaty wptyw nastepujgcych czynnikow:
obecnos$¢ arytmii przedsionkowych, nsVT, LBBB, powiekszenie lewego przedsionka i
obnizenie LVEF. Silnie powigzane z wystepowaniem MVA byto stezenie NT-proBNP,
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natomiast stezenie hsTnT nie miato istotnego wptywu. W analizie wieloczynnikowej stezenie
NT-proBNP >650 pg/ml byto najlepszym predyktorem MVA w okresie 6 lat obserwacji i
przewyzszato takie czynniki ryzyka jak obnizona LVEF, LBBB czy nsVT.

Podsumowanie

1. Warianty skracajgce TTN s3 wazing przyczyng dziedzicznej DCM, stwierdzong u prawie
jednej czwartej chorych z DCM diagnozowanych i leczonych w Osrodku Badan
Przesiewowych NIK w Warszawie. Pacjenci z DCM na podtozu TTNtv nie wykazujg istotnych
rézni¢ fenotypowych w poréwnaniu z pozostatymi pacjentami z DCM poza niskg czestoscia
zaburzen przewodzenia przedsionkowo-komorowego i wewngtrzkomorowego. Obecnosc

TTNtv u chorych z DCM nie podnosi ryzyka progresji do esHF.

2a. Kardiolaminopatie charakteryzujg sie wystepowaniem zaburzen rytmu i przewodzenia,
poprzedzajgcym pojawienie sie dysfunkcji skurczowej lewej komory i objawdw HF. Czesto juz
we wczesnym stadium choroby wykrywane jest podwyziszone stezenie hsTnT oraz NT-
proBNP. Penetracja nieprawidtowosci kardiologicznych w przebiegu kardiolaminopatii byfa
zalezna od wieku, a najwczesniejszg nieprawidtowoscig byto podwyzszone stezenie hsTnT,
wyprzedzajgce wystgpienie bloku przedsionkowo-komorowego, arytmii komorowej i HF.

Ocena biomarkeréw sercowych moze byé zatem przydatna w wykrywaniu kardiolaminopatii.

2b. W przebiegu kardiotytynopatii najwczesniej wykrywane nieprawidtowosci dotyczg
wymiardw i funkcji lewej komory, ktére wyprzedzajg objawy HF, wzrost stezenia NT-proBNP
oraz wystgpienie arytmii komorowej. Arytmie przedsionkowe i zaburzenia przewodzenia
pojawiaty sie pézno w przebiegu kardiotytynopatii, a stezenie hsTnT nie jest podwyzszone
we wczesnej, lecz dopiero w schytkowej fazie choroby. Pomiary stezen biomarkeréw
sercowych nie mogg zatem zastgpi¢ echokardiografii w celu wykrycia wczesnej fazy choroby

u bezobjawowych nosicieli TTNtv.

3. Podwyizszone stezenie NT-proBNP byto najsilniejszym czynnikiem ryzyka wystgpienia
ztosliwej arytmii komorowej w DCM zwigzanej zaréwno z TTNtv, jak i mutacjami w LMNA, i

przewyzszato takie czynniki ryzyka jak obnizona LVEF czy nsVT.
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9. Streszczenie w jezyku angielskim

Abstract

Introduction

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a disease of great social importance, as it often affects
young people, limits their professional and family activity, and may lead to sudden cardiac
death or end-stage heart failure. It is characterized by a significant phenotypic diversity, and
in the preclinical phase, it can be expressed, inter alia, in the form of isolated left ventricular

dilatation or arrhythmias.

The etiology of DCM is complex, but genetic factors are known to play a significant role. The
diversity of the clinical course, prognosis and response to treatment is largely due to the
etiological heterogeneity, including the complexity of the genetic background with several
dozen genes spanning different gene ontologies. Exploring the genetic background and
subsequent differences in clinical trajectories may contribute - in line with the postulates of
personalized medicine - to the development of new treatment methods, potentially more

effective, because targeted at the mechanism of the disease.

In recent years, there have been tremendous knowledge advancements in the field.
However, the natural history of these rare diseases is still little known, making clinical

decisions difficult.

DCM-causing variants (mutations) are most often found in the TTN and LMNA genes.

LMNA, encoding the nuclear protein lamin A/C, was the first identified gene whose
mutations result in DCM inherited in autosomal dominant mode. They are responsible for

approx. 6% of DCM cases.

LMNA-dependent cardiomyopathy differs from most DCM cases by rapid disease
progression and is characterized by a high frequency of serious adverse events, both

arrhythmic, including sudden cardiac death, and related to heart failure (HF), leading to end-
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stage disease. Atrioventricular block and atrial arrhythmias are usually found early in

cardiolaminopathies, anticipating ventricular arrhythmias and onset of HF symptoms.

In 2002, it was demonstrated for the first time that DCM may also be caused by mutations in
the TTN gene, which encodes the giant striated muscle protein titin, which is the supporting
component of the sarcomere. The adoption of next generation sequencing (NGS) at the end
of the 2000s has facilitated examination of large genes such as TTN. In 2012, the first study
was published assessing the prevalence of mutations in TTN in patients with DCM. Initially,
however, their causative role was contested. In the European atlas of the clinical genetics of
DCM published in 2015, TTN truncating variants (TTNtv) were not considered the most
frequent. Currently, TTNtv are known as the most common genetic cause of DCM, identified

in approx. 20% of DCM cases.

The prognosis in cardiotitinopathy has been shown to be similar to that in other types of
DCM. A good response to typical HF treatment has been demonstrated. The risk of
arrhythmias in cardiotitinopathy has not been well defined, although the presence of TTNtv
has been shown to be a risk factor for sustained ventricular arrhythmia in a cohort of DCM

patients with implanted cardioverter-defibrillator (ICD).

The phenotypes of TTN- and LMNA-related cardiomyopathies are among the best
characterized. However, the previous studies did not include the assessment of the
diagnostic and prognostic usefulness of the biomarker profile. Assessing the risk of sudden
cardiac death is particularly significant, as it can guide the decision about prophylactic ICD

implantation.

Identification of the DCM-causative variants in probands allows the search for mutation
carriers in the probands’ families who are at high risk of developing the disease (even if
currently asymptomatic) and require periodic screening to detect the disease at an early
stage. The optimal screening strategy is not yet established. Therefore, it would be helpful to
identify disease markers that appear first in its course. Again, the usefulness of cardiac

biomarkers has not been evaluated in this context.
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Aims of the studies

1. Verification of the prevalence of TTN truncating variants in DCM population and
assessment of their clinical significance by comparing the phenotypic characteristics and

prognosis of TTNtv-positive and TTNtv-negative probands (publication No. 1 - 2017).

2. Clinical characteristics of DCM-causative mutation carriers, including the cardiac

biomarkers; analyzing the natural history of cardiomyopathy to identify its early markers

a) among LMNA mutation carriers (publication No. 2 - 2020),

b) among TTN mutation carriers (publication No. 3 - 2022).

3. Assessment of the prognostic role of cardiac biomarkers in predicting sudden cardiac

death or its equivalents and comparing it with currently used risk factors
a) among LMNA mutation carriers (publication No. 2 - 2020),
b) among TTN mutation carriers (publication No. 3 - 2022).
Material and methods

The study cohorts were recruited from DCM patients and their relatives diagnosed and
treated at the Unit for Screening Studies in Inherited Cardiovascular Diseases of the National
Institute of Cardiology, Warsaw in 2010-2020. Genetic testing was offered to all DCM
probands, and subsequently also to their relatives, in accordance with the principles of
family cascade screening. Genetic testing was performed using NGS except when a
pathogenic variant in one of the cardiomyopathy-associated genes had been identified
earlier using other methods. Variants identified in probands were followed-up in relatives

with Sanger sequencing.

The medical records of patients (probands and relatives) were analyzed retrospectively, in
particular the data from the first documented visit to the Institute, prior medical records and
follow-up data. Baseline characteristics included medical history, physical examination, 12-
lead electrocardiography, two-dimensional echocardiography, Holter ECG monitoring, and

laboratory tests, including cardiac biomarkers measured in the period of clinical stabilization:
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high-sensitivity cardiac troponin T (hsTnT) and N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-
proBNP). All records were reviewed for the first documented occurrence of disease
indicators such as echocardiographic abnormalities (left ventricular systolic dysfunction, left
ventricular dilatation), symptoms of HF, arrhythmias, conduction disturbances and increased
concentrations of cardiac biomarkers, and on this basis, the penetrance of individual disease

symptoms was calculated using the Kaplan-Meier method.

In order to assess the prognosis, major cardiovascular events were documented, in
particular: 1. end-stage heart failure (esHF), defined as death due to heart failure, heart
transplantation or left ventricular assist device implantation; 2. malignant ventricular
arrhythmia (MVA), defined as sudden cardiac death or its equivalents: successful
resuscitation due to sudden cardiac arrest, sustained, hemodynamically unstable ventricular

tachycardia or adequate ICD intervention (antiarrhythmic pacing or shock).

Results

Publication No. 1: Titin Truncating Variants in Dilated Cardiomyopathy - Prevalence and
Genotype-Phenotype Correlations. PLoS One. 2017 Jan 3; 12 (1): e0169007. doi: 10.1371 /
journal.pone.0169007. eCollection 2017. PMID: 28045975

In the group of 72 probands diagnosed with DCM who underwent NGS in 2012-2014, 16 TTN
truncating variants (TTNtv) were identified in 17 probands (24% of all DCM probands,
including 30% in the familial DCM, and 18% in the sporadic DCM). As a result of cascade

screening in relatives, another 29 TTNtv carriers were identified.

TTNtv-positive probands did not differ significantly from the TTNtv-negative ones in age or
sex. Similar in both groups were the NYHA functional class, left ventricular ejection fraction
(LVEF), the prevalence of atrial fibrillation, and the percentage of subjects with an ICD.
Atrioventricular conduction disturbances or left bundle branch block (LBBB) were

significantly less common in TTNtv-positive probands.

During the median follow-up of 5.3 years, no significant differences were found in the

incidence of esHF between probands with and without TTNtv (29% vs 31%, p=0.91).
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The disease penetrance was incomplete among TTNtv carriers, higher in men than in women
(p=0.004). During the follow-up period, 17% of TTNtv carriers developed esHF, significantly

more often among men than among women (p=0.018).

Publication No. 2: Can Circulating Cardiac Biomarkers Be Helpful in the Assessment of LMNA
Mutation Carriers? J Clin Med. 2020 May 12; 9 (5): 1443. doi: 10.3390 / jcm9051443. PMID:
32408651

As a result of genetic testing of DCM patients, 18 different pathogenic LMNA variants were
identified in 21 probands. As a result of cascade screening in probands’ relatives, another 32

LMNA mutation carriers were identified.

At baseline, 18 probands were diagnosed with DCM or non-dilated hypokinetic
cardiomyopathy, and 3 with indeterminate cardiomyopathy. Among relatives, the diagnosis
of DCM was made only in 4 patients, indeterminate cardiomyopathy in 18 patients, and in 10
patients there were no significant abnormalities in imaging tests and electrocardiography.
The probands were on average 11 years older than their relatives (40 vs 29 vyears,
respectively, p=0.002) and were characterized by more severe HF symptoms, lower LVEF,
more frequent arrhythmia, and a higher concentration of NT-proBNP. Atrioventricular block
was present in almost half of the relatives (44%), while LBBB was found only in the
probands. Elevated levels of hsTnT and NT-proBNP were often detected in both groups (67%
vs 37%, p=0.065 and 82% vs 36%, p=0.003, respectively).

Penetrance of cardiac abnormalities in the course of cardiolaminopathy was age-dependent.
The earliest abnormality was elevated hsTnT level, present in the 2nd and 3rd decades of life
in 12% and 27% of LMNA mutation carriers, respectively, preceding atrioventricular block
and HF (5% each in the 2nd and 15% each in the 3rd decade of life), and MVA (2% and 13%,
respectively). In the 7th decade of life, the penetrance of cardiolaminopathy indicators was
almost complete: 98% of patients developed atrioventricular block, 100% had atrial
arrhythmias, 90% had HF symptoms, 92% elevated hsTnT, and 100% elevated NT-proBNP

levels.

During a median follow-up of 4.2 years, 14 (26%) patients developed esHF: three of them

died of HF and eleven underwent heart transplantation. There was one sudden cardiac

46



death, another patient had sudden cardiac arrest with successful resuscitation. 10 (29%) of

34 patients with implanted ICD experienced its adequate discharge.

The univariable analysis of MVA events during follow-up showed no impact of sex and
mutation type on MVA occurrence and confirmed the involvement of established risk
factors, such as the presence of atrioventricular block, non-sustained ventricular tachycardia
(nsVT) or decreased LVEF. Moreover, NT-proBNP concentration 2150 pg/mL and hsTnT 220
ng/L could be even more potent risk factors of MVA (HR> 13, p < 0.02 in both cases). In
multivariable analysis, elevated NT-proBNP level was the only indicator of the occurrence of

MVA.

Publication No. 3: Titin-Related Dilated Cardiomyopathy: The Clinical Trajectory and the Role
of Circulating Biomarkers in the Clinical Assessment. Diagnostics (Basel). 2022; 12 (1): 13.

doi: 10.3390 / diagnostics12010013. PMID: 35054181

NGS testing in DCM patients from our Unit, which resulted in publication No. 1 in 2017, was
continued in the following years. As a result, 41 TTN truncating variants were identified in 46
probands. Three of them were excluded from the study due to the presence of likely
pathogenic variants in other cardiomyopathy-associated genes. As a result of cascade

screening in relatives, another 65 TTNtv carriers were identified.

The study cohort was composed of 70 patients diagnosed with DCM, 13 patients with
indeterminate cardiomyopathy, and 25 healthy relatives with no signs of cardiomyopathy.
The DCM patients were young (mean age 40 years), the majority of them were male (79%)
with features of mild HF at baseline: 80% were in NYHA class 1-2, the mean LVEF was 36%
and the median NT-proBNP concentration was 534 pg/mL. Atrial arrhythmias were found in
31%, and nsVT in 55% of them. There was no significant difference in age between them and
their non-DCM relatives, suggesting incomplete penetrance, especially in women who made
up the majority (68%) of the non-DCM group. The concentration of hsTnT was significantly

higher in the DCM group, but it remained low (median 6.7 vs <3.0 ng/L, respectively).

Penetrance of cardiac abnormalities in the course of cardiotitinopathy was age-dependent.
The earliest abnormality was left ventricular dysfunction, defined as left ventricular systolic

dysfunction or dilatation, detected in the 2nd, 3rd, and 4th decades of life in 8%, 26%, and
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47% of carriers, respectively. It preceded the onset of HF symptoms and the increase in NT-
proBNP concentration by 5-10 years, as well as the onset of severe (often reversible) left
ventricular systolic dysfunction (LVEF <35%) and ventricular arrhythmia. Atrial arrhythmias
and conduction disturbances appeared late in the course of cardiotitinopathy, and elevated

hsTnT level seemed to be an indicator of the end stage.

During the median follow-up of 5.2 years, 13 (12%) of 108 TTNtv carriers developed esHF: 5
patients died of HF, and 8 were transplanted. MVA also occurred in 13 (12%) patients, and
consisted mostly of adequate ICD interventions, one patient died suddenly, and two had

sudden cardiac arrest interrupted by cardiopulmonary resuscitation.

The univariable analysis of MVA events showed the possible influence of risk factors such as
the presence of atrial arrhythmias, LBBB, nsVT, or severely reduced LVEF. NT-proBNP
concentration was strongly associated with the occurrence of MVA, while the concentration
of hsTnT had no significant effect. In multivariable analysis, NT-proBNP concentration 2650
pg/mL was the best predictor of MVA and outperformed other risk factors such as severely

decreased LVEF, LBBB and nsVT.

Summary

1. TTN truncating variants are an important cause of hereditary DCM, found in almost one
fourth of patients with DCM diagnosed and treated at our Unit. Patients with TTN-related
DCM do not show significant phenotypic differences compared to other DCM patients,
except for a low prevalence of atrioventricular and intraventricular conduction disturbances.
The presence of TTNtv in patients with DCM does not increase the risk of progression to end-

stage HF.

2a. Cardiolaminopathies are characterized by conduction disturbances and arrhythmias
preceding the onset of left ventricular systolic dysfunction and symptoms of HF. Increased
concentrations of hsTnT and NT-proBNP are detected often at an early stage of the disease.
Penetrance of cardiac abnormalities in the course of cardiolaminopathy was age-dependent,
with the earliest abnormality being elevated hsTnT levels, preceding the onset of
atrioventricular block, ventricular arrhythmia, and HF. Therefore, the assessment of cardiac

biomarkers may be useful in the detection of cardiolaminopathy.
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2b. In the course of cardiotitinopathy, the earliest detected abnormalities are dilatation
and/or systolic dysfunction of the left ventricle, which precede the symptoms of HF, an
increase in NT-proBNP concentration and the occurrence of ventricular arrhythmia. Atrial
arrhythmias and conduction disturbances appear late in the course of cardiotitinopathy, and
the concentration of hsTnT is not elevated in early, but only in the end-stage of the disease.
Thus, measurements of cardiac biomarkers cannot replace echocardiography in the

detection of an early disease stage in asymptomatic TTNtv carriers.

3. Increased NT-proBNP concentration was the strongest risk factor for malignant ventricular
arrhythmia in DCM associated with both TTNtv and LMNA mutations, and outweighed other

risk factors such as decreased LVEF and nsVT.
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