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Abstrakt

Vzéacna onemocnéni predstavuji heterogenni skupinu vice nez ~7000 riznych onemocnéni,
ktera postihuji 3,5-5,9 % celosvétové populace. Vétsina vzacnych onemocnéni je genetickych,
ale kauzalni geny jsou znamy jen u nékterych z nich. Rada pacienti se vzacnym onemocnénim
zustava bez diagnozy, ktera je klicova pro genetické poradenstvi, prevenci a 1éCbu. S rozvojem
novych metod analyzy genomu, klesajici cenou sekvenovani a rostoucimi znalostmi o lidském
genomu byl nastolen novy koncept identifikace onemocnéni podminujicich gent, zalozeny na
porovnavani genetické variability pacienta s genetickou variabilitou bézné populace. Tato
disertacni prace popisuje nové metody sekvenace genomu (NGS), bioinformatickou analyzu
ziskanych dat a jejich vyuziti ve studiu molekularni podstaty vzacnych, geneticky podminénych
onemocnéni. Tyto postupy vedly k urceni a charakterizaci kauzalnich genii a genovych mutaci
u autosomalné¢ dominantniho tubulointersticidlniho onemocnéni ledvin (SEC6141, MUCI),
autosomalné¢ dominantni neurondlni ceroidni lipofuscinézy (CLN6, DNAJCS),
neurodegenerativniho onemocnéni neznamé etiologie (VPS15), Akadské varianty Fanconiho
syndromu (NDUFAF6) a spinalni svalové atrofie (SMN1). Zavedenim novych metod analyzy

genomu se zvysila diagnosticka vytéznost vzacnych onemocnéni z ptivodniho 1 % na 50 %.

Klic¢ova slova: vzacna onemocnéni, nové metody sekvenace genomu, bioinformatické analyza



Abstract

Rare diseases represent a heterogeneous group of more than ~7000 different diseases, affecting
3,5-5,9% of the global population. Most rare diseases are genetic, but causal genes are known
only in some of them. Many patients with rare diseases remain without a diagnosis, which is
crucial for genetic counseling, prevention, and treatment. With the development of new
methods of genome analysis, decreasing cost of sequencing, and increasing knowledge of the
human genome, a new concept for identifying disease-causing genes was established. It is based
on comparing the patient's genetic variability with the genetic variability of the general
population. This dissertation describes next-generation sequencing technologies (NGS),
bioinformatic analysis of acquired data and their applications in the elucidation of molecular
underpinnings of rare genetic diseases. These procedures have led to the identification and
characterization of causal genes and gene mutations in autosomal dominant tubulointerstitial
kidney disease (SEC61A41, MUCI), autosomal dominant neuronal ceroid lipofuscinosis (CLNG6,
DNAJCS), neurodegenerative disease of unknown etiology (VPS15), Acadian variant of
Fanconi syndrome (NDUFAF6) and spinal muscular atrophy (SMN1). The application of novel
genome analysis techniques increased the diagnostic yield of rare diseases from the original

1 % to 50 %.
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1 Uvod

Tato disertacni prace se zabyva studiem molekuldrni podstaty vzacnych, geneticky
podminénych onemocnéni. Identifikace kauzalnich genti a mutaci podminujicich vzacna
onemocnéni byla diive zaloZzena na postupech biochemické genetiky, pozi¢niho klonovéani,
funkcniho klonovani, genetického mapovani a pozdéji i technologiich DNA ¢ipti. Diagnosticka
vytéznost téchto postupt byla pouhé 1 %. VétSina pacientli se vzacnym onemocnénim tak

zustavala bez diagnozy, ktera je klicova pro genetické poradenstvi, prevenci a 1écbu.

V roce 2010 jsme zacali v laboratofi pro studium vzacnych nemoci na Klinice détského
a dorostového 1ékaistvi (KDDL; v té dobé jesté Ustav dédiénych metabolickych poruch)
1. 1€katské fakulty UK a VFN vyuzivat novych metod sekvenace genomu (NGS, Next-
Generation Sequencing), ¢imz se kompletn¢ zménil metodicky pfistup studia vzacnych
onemocnéni. JiZ se nezamétujeme na sekvenovani jednotlivych genti a genomovych oblasti tak,
jako diive. NGS metody ndm umoziiuji rychlé a levné ¢teni celych genomtl ¢i jejich kddujicich
oblasti a nasledné porovnavani genetické variability pacienta nebo skupiny jedincl
s genetickou variabilitou populace. Miizeme tak odhalit popula¢né vzacné ¢i unikatni genetické

varianty ve funkéné dulezitych oblastech genomu, které by mohly vysvétlit studovany fenotyp.

Ve své disertacni praci prezentuji vyuZitelnost a limity NGS na ptikladech odhalovani

molekularni podstaty nékolika vybranych vzacnych onemocnéni.

1.1 Vzacna onemocnéni a vyznam jejich studia

Vziacna onemocnéni predstavuji heterogenni skupinu vice nez ~7000 rliznych onemocnéni,
ktera postihuji 3,5-5,9 % celosvétové populace, coz dohromady predstavuje ~300 miliont lidi
(Nguengang Wakap et al., 2019). V Evropské unii je vzdcné onemocnéni definovéno jako
onemocnéni s vyskytem niz§im nez 50 na 100 000 obyvatel (European Union, 2000), zatimco

v USA jako onemocnéni postihujici ménée nez 200 000 lidi v zemi (Federal Food, Drug, 1983).

Vzéacna onemocnéni jsou Casto chronicka, zdvazna a zivot ohroZujici ¢i berouci. Az 70 %
vzacnych onemocnéni postihuje pacienty v détském veéku, z nichz 30 % umird pred patym
rokem zivota (The Lancet Diabetes & Endocrinology, 2019). Neznalost diagnézy a pfic¢iny
onemocnéni snizuje nejen kvalitu Zivota pacientil, ale ovliviiuje vyznamné i kvalitu Zivota

jejich rodin. Ur€eni kauzalnich genii je zdkladnim pifedpokladem piesné klasifikace



studovaného onemocnéni a vychodiskem pro cilenou DNA diagnostiku, kvalifikované

genetické poradenstvi, prevenci a piipadné aplikaci ¢i vyvoj cilenych terapeutickych postupti.

Az 72 % vzacnych onemocnéni je genetického ptivodu (Nguengang Wakap et al., 2019),
nicmén¢ kauzalni geny nebyly u mnohych z nich stale urceny. V soucasné dob¢ je v databazi
Online Inheritance In Men (OMIM, Hamosh et al., 2000), sdruzujici informace o lidskych
genech, genetickych onemocnénich a znacich, popsdno 9123 fenotypovych jednotek.
Molekularni podstata je zndma u 5801 z nich (stav k 30. 3. 2020). Kauzalni gen ¢i geny tedy
stale jeSté nezname u 36 % jednotek. Navic nckteré fenotypové jednotky v databazi viibec
nejsou zaneseny, protoze se jedna o syndromy, které nemaji nazev (SWAN, Syndrome Without
a Name). Jedinou moznou cestou ke zlepSeni této situace je intenzivni zdkladni vyzkum
dédi¢nych onemocnéni neznamé etiologie. Tento typ vyzkumu je zaroven jednou z moznosti,

jak vysvétlit zakladni biologické funkce kauzalnich genil.

Zakladni vyzkum vzicnych onemocnéni dale poskytuje unikatni biologické modely
umoziujici identifikaci a definici kandidatnich gent a efektivni studium zékladnich
patofyziologickych procest v lidskych buiikach, tkanich, metabolickych a regulac¢nich drahach

ucastnicich se rozvoje komplexnich onemocnéni.

Studium genetické podstaty vzacnych onemocnéni je mnohdy komplikovano tim, Ze na svété
existuje jen n¢kolik pacientli s danym onemocnénim. Je tedy velmi obtizné najit dalsi rodinu se
steynym onemocnénim a prokazat tak kauzalitu kandiddtniho genu pomoci opakovaného
vyskytu mutace ve stejném genu pii stejném onemocnéni (rekurence). Nalezeni i jen jednoho
dalsiho pacienta s mutaci ve stejném genu a prekryvajicim se fenotypem miize byt kli¢ové pro
identifikaci kauzalniho genu. Problémem je, Ze na piipadech vzacnych onemocnéni pracuje
mnoho vyzkumnych tymu a klinickych pracovist’ a data pacientti jsou ukladana v izolovanych
databazich bez mozZnosti pfistupu ostatnich pracovist’. S cilem vyfesit tento problém a usnadnit
hledani genetické pfiCiny u pacientil s nevyfeSenym vzacnym onemocnénim vznikla v roce
2013 iniciativa Matchmaker Exchange (Philippakis et al., 2015). Matchmaker Exchange
propojuje jednotlivé uzly pomoci aplikaéniho programovaciho rozhrani (Application
Programming Interface) a umoziuje vyhledavani genti a fenotypickych profilti napfi¢ mnoha
databazemi najednou. Jednim z uzli této iniciativy je napiiklad GeneMatcher (Sobreira et al.,
2015). Jedna se o vetejné€ dostupnou webovou stranku, kterd umoziiuje propojeni mezi lékari,

vyzkumniky a pacienty z celého svéta, kteti sdileji zdjem o stejny gen.

Studium genetické podstaty vzacnych onemocnéni je dale komplikovano jejich klinickou

heterogenitou, fenotypickou variabilitou a nespecifickymi symptomy. Pacienti ve snaze o



zjisténi diagnozy podstupuji narocna vysetieni u specialist z riiznych Iékaiskych oborit a od
nastupu prvnich ptiznakti onemocnéni k uréeni spravné diagndzy mnohdy ub&hne i nékolik let.
Neni také vyjimkou, ze ke spravnému urceni diagnézy dojde az po umrti pacienta nebo také
nikdy. Vcasna diagnostika a pfipadné vcasné nasazeni 1éCby je unékterych vzacnych
onemocnéni klicové - 1éCba musi byt zahajena diive, nez dojde k nendvratnému poskozeni
tkani.

V soucasné dobé je jen malo vzacnych onemocnéni, pro kterd existuje specificka 1écba.
K roku 2018 schvélil Americky Utad pro kontrolu potravin alééiv (Food and Drug
Administration) 747 1éka pro vzacna onemocnéni a Evropska lékova agentura (European
Medicines Agency) 164 1¢kt, pfiCemz tato Cisla zahrnuji iléky pro détska onkologicka
onemocnéni (Tambuyzer et al., 2019). Vyvoj lécebnych a terapeutickych postupli pro vzacna
onemocnéni je pro farmaceutické spolecnosti finanéné narocny kvili malému poctu pacientii
rozmisténych po celém svété, nedostatku validovanych biomarkerti a epidemiologickych dat,

limitované klinické expertize a nezndmé patofyziologii onemocnéni.

V poslednich desetiletich byla na celém svété vénovana znana pozornost a Usili stimulaci
vyzkumu vzacnych onemocnéni avyvoje léCivych ptipravkd. Byly zavedeny specifické
regulace usnadiiujici vyvoj 1€kt a zaloZeny mezinarodni organizace, programy, pacientské
spolky a sit¢ pro vzacna onemocnéni, jako jsou napiiklad americkd Narodni organizace pro
vzacnd  onemocnéni  (NORD, National Organisation of Rare  Disorders,

https://rarediseases.org), Mezinarodni konsorcium pro vyzkum vzicnych onemocnéni

(IRDiRC, International Rare Disease Research Consortium, https://irdirc.org), Evropska

referencni sit’ sdruZujici vysoce specializovand centra, umoZznujici vzajemnou spolupraci
v diagnostice a 1é€be vzacnych onemocnéni a péci o pacienty (European Reference Networks,

https://ec.europa.eu/health/ern_en), Evropskd organizace pro vzacnad onemocnéni sdruzujici

evropské pacientské organizace (EURORDIS, https://www.eurordis.org) nebo Ceska asociace

pro vzacna onemocnéni sdruzujici ¢eské pacientské organizace (CAVO, http://www.vzacna-

onemocneni.cz). Tyto iniciativy usnadiuji mezindrodni spolupraci mezi 1ékari, vyzkumniky

a pacienty, ktera je kli¢ova pro zlepSeni stavajici situace na poli vzacnych onemocnéni.
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2 Technologie a metody

VétSina vzacnych onemocnéni je zpusobend mutacemi jednotlivych genit ¢i funkéné
pozicni klonovani a funk¢ni klonovani. Metody pozi¢niho klonovani se pouzivaji v ptipadech,
kdy podstata onemocnéni neni znadmd. Pomoci polymorfnich markert vyhleddme useky
genomu, které segreguji s danym onemocnénim/fenotypem a v dané kandidatni oblasti poté
sekvenujeme geny. Metody funkéniho klonovéni jsou zalozené na vyhledani abnormalniho
metabolitu, urCeni aktivity pfisluSného enzymu, jeho izolaci, ur€eni sekvence a nasledném

vyhledani ptislusného genu.

2.1 Sekvenacnitechnologie

Zasadnim milnikem ve studiu vzacnych onemocnéni byl rok 1977, kdy byly nezavisle na
sob¢ vyvinuty dvé odlisné metody sekvenace DNA — Sangerova enzymatickd metoda (Sanger
et al., 1977) a Maxam-Gilbertova chemickd metoda (Maxam and Gilbert, 1977). Jednalo se
o sekvenac¢ni metody prvni generace (FGS, First Generation Sequencing). Tyto metody, poprvé
v historii, umoZnily zkoumani genetické informace vSech Zivych organismi. Sekvenovaly se
geny, genomové oblasti a nakonec i celé genomy. Limitacemi téchto technologii je vysoké cena

sekvenovani a moznost ¢ist maximalné stovky vzorki najednou o délce ~1000 part bazi (bp).

Z téchto divodi doslo k rozvoji NGS, které jsou diky masivni paralelizaci vyrazné levnéjsi
arychlej$i. V jednom béhu jsou ¢teny az miliardy molekul. Tyto technologie se proto také
nékdy nazyvaji masivné paralelnim sekvenovanim (Massively Parallel Sequencing). Existuji
dva typy NGS metod. Prvni z nich jsou metody vyzadujici pfedchozi amplifikaci ¢tenych
fragmentu, jejichz délkovy limit je v zavislosti na pouzité platformé 35-500 bp. Protoze je délka
ctenych fragmentd krat$i neZz u Sangerova sekvenovani, fikd se témto metoddm takeé
sekvenovani kratkych c¢teni (Short Read Sequencing), nebo také sekvenacni metody druhé

generace (SGS, Second Generation Sequencing).

Tieti generaci sekvenovani (TGS, Third Generation Sequencing) jsou metody, které
nevyzaduji pfedchozi amplifikaci vstupniho materidlu. Umoziuji ¢teni jednotlivych molekul
o délce az milionl bazi v redlném case, diky cemuz se témto metodam také fika sekvenovani
dlouhych ¢teni (Long Read Sequencing), nebo jednomolekulové sekvenovani (Single Molecule

Sequencing).



Nazvoslovi a déleni jednotlivych sekvenacnich metod neni v literatufe jednoznacné.

Obrazek 1 shrnuje nazvoslovi pouzité v této disertacni praci.
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Obrdzek 1: Schéma zobrazujici déleni sekvenacnich technologii. Clenéni podle generace sekvenovani: FGS, NGS, SGS, TGS.
Zakladni sekvenacni principy: SBS (Sequencing By Synthesis), SBL (Sequencing By Ligation), CRT (Cyclic Reversible
Termination), SNA (Single Nucleotide Addition) a konkrétni sekvenacni platformy firem Illumina, 454, lon Torrent, BGI,
Helicos, Oxford Nanopore, Pacific Biosciences a platforma SOLID. Zelené ohraniceni — platformy, které jsem v pritbéhu svého
doktorského studia vyuZila. Sedd vyplii — platformy, které se jiz nevyuzivaji a nejsou komeréné dostupné.

2.1.1 Prvnigenerace sekvenovani - FGS

Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani je zaloZena na chemické modifikaci jednotlivych
bazi ajejich nasledném Stépeni. DNA je nejprve denaturovana a radioaktivné oznacena na
5" konci. Reakce probiha ve ¢tyfech odlisnych zkumavkéch, pticemz v kazdé z nich dochazi ke
specifické chemické modifikaci konkrétnich bazi a ndslednému ndhodnému $tépeni v mistech
modifikaci. Vznikld smés fragmentl je poté rozdélena v polyakrylamidovém gelu v zavislosti
na délce fragmentli. Sekvence je odectena pomoci pozice jednotlivych bazi ve vSech Ctyfech

reakcich.

Sangerova metoda sekvenovani vyuziva procesu replikace DNA. Reakce vyzaduje
genomovou DNA, radioaktivné znaceny primer komplementarni k zac¢atku sekvenovaného

mista, deoxynukleotidtrifosfaty (dNTP) apro kazdou ze ¢ty zkumavek vzdy jeden



z dideoxynukleotidtrifosfatd (ddNTP). DNA je nejprve denaturovana, primer nasedne na
zacatek sekvenovaného mista a ANTP a ddNTPs jsou pomoci DNA polymerazy postupné
pfipojovany na 3’-OH skupinu ribdzy. Ve chvili, kdy dojde k zaclenéni ddNTP, je syntéza
fetézce ukoncena, protoze ddNTP nemaji OH skupinu a dalsi elongace je tim blokovana.
Vzhledem k tomu, Ze k za¢lenovani ddNTP dochazi nadhodn€, vznikne v kazdé reakci smés
ruzné dlouhych fragmenti, zakoncenych na riznych pozicich ddNTP. Stejn¢ jako u Maxam-
Gilbertovy metody je vznikla smés elektroforeticky separovana, vizualizovana a poté je
odectena vysledna sekvence. Pomoci této metody osekvenoval Frederick Sanger historicky
prvni genom, genom viru phiX174 (Sanger et al., 1977). Za tuto metodu obdrzel v roce 1980

Nobelovu cenu.

Sangerova enzymatickd metoda nevyzadovala manipulaci stolika nebezpecnymi
chemickymi a radioaktivnimi latkami jako Maxam-Gilbertova chemick4d metoda, a proto se
stala na dalSich téméf 30 let metodou nejrozsSifenéjsi a stdle ma své misto v témét vSech
molekularné genetickych laboratotich. Sangerova metoda byla dale vylepSovana — radioaktivni
znaceni primeru bylo nahrazeno fluorescen¢nim zna¢enim ddNTPs, byly vyvinuty automatické
kapilarni sekvenatory umoziujici paralelni sekvenovani stovek vzorkii najednou a misto
klonovani DNA v bakteridlnich vektorech se zacalo vyuZzivat polymerazové fetézové reakce
(PCR, Polymerase Chain Reaction; Saiki et al., 1985). Tato vylepSeni Sangerovy metody
umoznila sekvenaci kompletnich genomit, véetné toho lidského, ktery byl dokoncen v roce
2003. Jeho precteni trvalo 13 let a stalo 2,7 biliont dolarti (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2004; Lander et al., 2001).

Tlak na vyvoj vykonngjsich, levnéjSich a rychlejSich sekvenaénich metod vyustil v roce
2004 ve vyhlaSeni grantového projektu Narodnim institutem pro vyzkum lidského genomu
(National Human Genome Research Institute, NHGRI). Jeho cilem bylo snizit do 10 let cenu
sekvenovani lidského genomu na 1000 $. Diky této vyzvé doslo ke stimulaci vyvoje

a komercializaci novych metod sekvenace genomu.

2.1.2 Nové metody sekvenace genomu - NGS

Nové metody sekvenace genomu se liSi od prvni generace sekvenovani v nékolika
aspektech: I) doSlo k paralelizaci a v jednom b¢hu jsou najednou sekvenovany az miliardy
jednotlivych molekul II) vysledky jsou odecitany piimo ajiz neni potieba nasledné

elektroforetické déleni fragmentl pro zobrazeni prectené sekvence DNA.



2.1.2.1 Druhd generace sekvenovani — SGS
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sekvenadni platformy SOLiID Obrdzek 2: Schéma SGS sekvenovdni. Priprava knihovny, amplifikace
a sekvenace. Priprava knihovny je obdobna pro vsechny sekvenacni platformy.

a Hlumina’ které J sem ve své Dochazi ke Stépeni DNA a ligaci adaptorii. Amplifikace probihd bud’ pomoci
emulzniho PCR (454, SOLiD, PGM = lon Torrent), nebo pomoci miistkové

diserta¢ni préci Vyuiila. amplifikace (Illumina). Sekvenace se pro jednotlivé platformy lisi podle
sekvenacniho principu a detekovaného signalu. Prevzato z Knief, 2014.

2.1.2.1.1 Pfiprava knihovny

V prvni fazi ptipravy knihovny je potieba vstupni
material naStépit na krat$i fragmenty. Vstupnim
materidlem muize byt genomova DNA (gDNA),
komplementarni DNA (cDNA) nebo PCR produkt.
Pro Stépeni se vyuzivaji metody mechanické
(akusticka  sonikace, hydrodynamické Stépeni,
nebulizace), enzymatické (restrikéni endonukleazy,
transponaza, fragmentaza, fragmentace

polymerizaci; Ignatov et al., 2019) achemické

(hydrolyza DNA teplem s bivalentnimi ionty kovi).

single-end pair-end mate-pair

Obrazek 3: Schéma typii sekvenacnich knihoven:
a) fragmentova —  Ctend z  jedné  strany,
¢) fragmentovd — ctena z obou stran, d) mate-pair -
Cteni obou koncii najednou.

Nasleduje enzymaticka dprava koncu

aligace adaptorii slouzicich pro amplifikaci arozliSeni DNA fragmentl odpovidajicich

jednotlivym vzorki v pfipadé, Ze jich sekvenujeme vice najednou (Head et al., 2014). Existuje



nekolik riznych typt knihoven (Obrazek 3). Knihovna fragmentova, kterou je mozné
sekvenovat bud’ jen z jedné strany (single-end), nebo z obou stran (pair-end) a knihovna, kdy

fragment nejprve cirkularizujeme a poté ¢teme oba piivodni konce najednou (mate-pair).

Amplifikace

V zavislosti na pouzité sekvenacni platformé je ziskanda DNA knihovna namnoZena pomoci
PCR jednou z uvedenych metod: mustkovou amplifikaci na desti¢ce (Illumina), emulznim PCR
na kuli¢kach (454, SOLiD, Ion Torrent), nebo metodou amplifikace rotujiciho kruhu (Rolling-
Circle Amplification) v roztoku (BGI).

Metody obohaceni DNA

A¢ je mozné sekvenovat celé genomy, je mnohdy vyhodné zaméfit se pouze na urcité
konkrétni oblasti. Pro selektivni obohaceni DNA knihovny o vybrané useky genomu (cilené
sekvenovani, sequence capture, target capture) existuji rizné metody a kazda je vhodné k jinym
uceliim v zavislosti na velikosti cilené sekvence, poctu vzorkt a finan¢ni dostupnosti (Ballester
et al., 2016; Kozarewa et al., 2015). Standardni PCR je vhodnou metodou v ptipadé, kdy je
pocet oblasti zajmu maly. Long-range PCR (LR-PCR) Ize pouZit v ptipadé, kdy potiebujeme
ziskat relativné dlouhou, neptferuSenou molekulu DNA, coz je vhodné pro TGS, které¢ umoziiuji
¢ist molekuly o délce az 2 Mb (Payne et al., 2019). Pokud je oblasti zajmu vice, je mozné vyuzit
metod zaloZenych na multiplexnim PCR. Nevyhodou metod zaloZenych na PCR je to, Ze
v pribéhu amplifikace dochéazi k zaneseni chyb v disledku chybovosti DNA polymerazy.
Hybridiza¢ni metody vyuzivaji oligonukleotidové proby, které jsou komplementarni
k sekvencim v oblastech z4jmu. K obohaceni miize dochazet jak na Cipu, tak v roztoku.
U cipovych technologii jsou proby imobilizovany na ¢ipu a vychytavaji pozadované fragmenty
DNA. Nezachycené fragmenty jsou z ¢ipu odmyty a poté jsou uvolnény zachycené cilené
sekvence. Principy obohaceni v roztoku vyuZivaji biotinem znacené proby (DNA & RNA),
které jsou poté zroztoku spoleéné se zachycenymi fragmenty vychytdny pomoci
streptavidinem obalenych magnetickych kulicek. Metody obohaceni zalozené na hybridizaci
jsou nejvhodnéjsi metodou pro cilené NGS sekvenovéni, protoZe mohou cilit az na tisice
ruznych oblasti, nedochazi k zanaSeni chyb tak, jako uPCR aposkytuji dobrou

reprodukovatelnost (Mamanova et al., 2010).



Cilen¢ sekvenovani je velmi efektivnim zplsobem, jak snizit sekvenacni néklady
a zpracovat vzorky od vice pacientii najednou (multiplexing) v kratSim case. Diky tomu se
SGS sekvenovani postupné rozsifilo i do menSich laboratofi a stalo se nedocenitelnym
nastrojem pii odhalovani kauzalnich variant (Mamanova et al., 2010). Mezi nejCastéjsi aplikace
patii exomové sekvenovani (Ng et al., 2009), kdy se sekvenuji vSechny kodujici oblasti
genomu (exony) a panelové sekvenovani, pii kterém se sekvenuje vybrany set nékolika desitek

az tisicovek gent, ¢i jejich exond.

2.1.2.1.2 Sekvenovani

Sekvenacni principy SGS muzeme rozdélit do dvou hlavnich kategorii: sekvenovani ligaci
a sekvenovani syntézou (Obrazek 1). Sekvenovani ligaci (SBL) je zaloZzené na cyklické
hybridizaci fluorescencné znacenych kratkych oligonukleotidovych prob, které jsou DNA
ligazou ptipojovany vzdy k ptedchozi probé. Nasledné dochazi k uvolnéni fluoroforu, ktery
odpovida specifické bazi ¢i bazim na urcitém misté proby. Tento princip vyuzivaji sekvenatory
SOLiD (Valouev et al., 2008) a sekvenatory firmy BGI (dfive Complete Genomics; Drmanac
et al., 2010). Sekvenovani syntézou (SBS) je zalozené na postupném zacleniovani nukleotidii
pomoci DNA polymerazy a detekci specifického signalu (fluorescence, zména pH, svétlo),
k jehoz uvolnéni dojde po zaclenéni nukleotidu do rostouciho fetézce. Sekvenovani syntézou
muzeme dale délit na metody pracujici na principu pridavavani jednoho nukleotidu (SNA),
kterou vyuzivaji sekvenatory firmy 454 (Margulies et al., 2005) a lonTorrent (Rothberg et al.,
2011) ametody zaloZzené¢ na cyklické reverzibilni terminaci (CRT), kterou vyuZivaji

sekvendtory firmy Illumina (Bentley et al., 2008).



2.1.2.1.3 SOLiD

Sekvenatory firmy Life Technologies pracuji na principu sekvenovani ligaci — odtud pochazi
1jejich nazev - SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection; Obrazek 4).
Vstupni DNA je rozStépena na fragmenty dlouhé 150-200 bp. Na kazdy z konct je ligovan
odlisnych adaptor — P1 a P2. Amplifikace probihd pomoci emulzniho PCR. Do zkumavky
obsahujici roztok oleje ve vodeé je vlozena DNA knihovna, DNA polymeraza, primery P1 a P2
a kulicky, které nesou oligonukleotidy komplementarni k primeru P1. V idealnim ptipad¢ by
v kazdé vodni kapi¢ce méla byt pravé jedna kulicka s jednou molekulou DNA, ktera je pomoci
PCR namnozena. Kulicky jsou ndsledné kovalentné navazany na sekvenacni desticku a na
kazdé z nich dochézi k oddélené sekvenacni reakci. V prvnim kroku sekvenacéni reakce dojde
k navazani univerzadlniho primeru na adaptor P1. Za univerzélni primer nasedd jedna ze
sekvenacnich prob, rozpoznavajicich vzdy dvoubazovy motiv a nesouci jemu odpovidajici
fluorescen¢ni znacku. Pomoci ligace dojde ke spojeni proby a predchoziho oligonukleotidu.
Dochézi k detekci fluorescence a odstépeni poslednich tfech bazi spolu s fluorescencni
znackou. Podle délky ctené sekvence nasleduje dalSich pét az patnact ligacnich cykla. Poté
dojde k resetovani vldkna, navazani univerzalniho primeru vzdy o jeden nukleotid kratsi
anasleduje dalsi kolo ligaci. Nasledné¢ dochézi k precteni sekvence s vyuzitim kodovani
pomoci dvou bazi. Jednou flurescenéni znackou jsou oznaceny vzdy Ctyfi rizné dvojice
rozpoznavanych bazi. Abychom mohli identifikovat konkrétni bazi, potiebujeme znat vzdy bazi
predchazejici. Vyhodou tohoto systému je to, Ze je mozné odlisit chybu systému (zaména jedné
barvy oproti referencni sekvenci) od varianty redlné¢ (zdaména dvou barev oproti referen¢ni
sekvenci). Naopak nevyhodou SOLiD sekvenovani je kratka délka Cteni (maximalné 75 bazi)

a ¢asova naroc¢nost ligacnich cyklid. Z téchto diivodi byl vyvoj sekvenatortit SOLiD ukoncen.
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s DNA fragmenty, amplifikovanymi pomoci emulzniho PCR. Vpravo) sekvenacni proby rozpozndvajici dvoubdazovy motiv a jim
odpovidajici fluorescencni znacky. 1) univerzalni primer nasedd na adaptor knihovny, prvni proba rozpoznavajici motiv TA
hybridizuje za univerzalni primer aje knému pripojena ligazou. 2) detekce fluorescence 3) oSetreni neprodlouzenych
fragmenti fosfatazou 4) odstranéni poslednich trech bazi s fluoroforem 5) opakovani krokii 1-4 6) odstranéni vSech prob
a navazani nového univerzalniho primeru, ktery je o 1 nukleotid kratsi 7) opakovani kroku 1-5 8) odstranéni vsech prob
a navazani nového univerzalniho primeru postupné o 2, 3 a4 nukleotidy kratsim. Dole) Schéma ligacnich cykli
a rozpoznavanych pozic. Prevzato z Valouev et al., 2008
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2.1.2.1.4 lllumina

Sekvenatory firmy Illumina pracuji na principu sekvenovani syntézou pomoci cyklické
reverzibilni terminace (Obrazek 5). Vstupni DNA je rozstépena na fragmenty dlouhé ~300 bp.
Na kazdy z konci je ligovan odlisny adaptor a DNA je nasledné amplifikovana mistkovou
amplifikaci. Amplifikace probihd piimo na sklicku, jehoz povrch je pokryt oligonukleotidy
komplementarnimi k obéma typtim adaptorii navazanym na DNA fragmenty v prubéhu pfipravy
knihovny. Denaturované fragmenty jsou hybridizovany kazdym koncem k jednomu z adaptori na
sklicku tak, ze vytvoii ,,mistek®. K fragmentu je dosyntetizovano druhé vlakno a poté jsou ob¢
vznikla vlakna odd¢€lena denaturaci. Vysledkem jsou dva identické fragmenty navazané na povrchu
sklicka. Tento proces je opakovan 35x, dokud nevzniknou tisice kopii pivodniho templatu
umisténych ve shlucich. Pfi nasledném sekvenovani jsou v kazdém cyklu pfidany ctyfi typy odlisné
fluorescen¢né oznacenych nukleotid. Jejich 3°- OH konce jsou chemicky inaktivované, aby béhem
cyklu nedoslo k inkorporaci vice neZ jedné baze. Fluorescen¢ni signal inkorporovanych nukleotida
je v jednotlivych shlucich detekovan pomoci laserového paprsku a zaznamenan citlivou kamerou.
Nasleduje odstranéni fluorescenéni znacky a odblokovani 3’ konce. Tento cyklus se podle délky

sekvenovanych ¢teni opakuje 100 az 300x.
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Obrazek 5: Princip sekvenatori firmy Illumina a) priprava knihovny: enzymatické oSetieni koncu, ligace adaptorii
b) miistkova amplifikace: hybridizace templatii na sekvenacni sklicko, uvodni extenze, prvni denaturace, prvni cyklus
annealingu, prvni cyklus extenze, druhy cyklus denaturace, druhy cyklus annealingu, druhy cyklus extenze, amplifikace shlukii
je opakovana 35x, linearizace PS5 adaptoru, zablokovani oligonukleotidii pomoci ddNTPs, denaturace a hybridizace
sekvenacniho primeru c) sekvenovani syntézou pomoci cyklické reverzibilni terminace: zaclenéni jednoho ddNTP, detekce
Sfluorescence, odblokovani 3'-OH a fluoroforu. Prevzato z Mardis, 2013
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2.1.2.1.5 Pfinos a limity

S rozvojem a rozsifenim SGS, klesajici cenou sekvenovani a rostoucimi znalostmi o lidském
genomu, byl nastolen novy koncept identifikace onemocnéni podminujicich genti, zalozeny
bud’ na porovnavani genomovych sekvenci jedincti (postizeni vs. zdravi) nebo na porovnavani
genomovych sekvenci mezi tkdnémi (nddorovd vs. normdlni). Jiz se nesoustiedime na
konkrétni, malé ¢asti genomu tak jako diive (metody pozi¢niho a funkéniho klonovani), ale
¢teme genom cely (¢i jeho velkou cCast) aten porovnavame s genomy zdravych lidi/tkani
a hleddme vzacné varianty ve funkéné dilezitych oblastech genomu, které by mohly vysvétlit
studovany fenotyp. Tento pfistup vedl k uréeni novych kauzalnich mutaci u fady onemocnéni.
Nicméné¢ u mnoha onemocnéni stale zlstava jejich molekuldrni podstata neznama. Jednim
z diivodi je, ze mnoho oblasti lidského genomu nelze sekvenacnimi technologiemi prvni
a druhé generace spravné analyzovat. Jedna se napiiklad o vysoce homologni oblasti, oblasti
s vysokym obsahem GC ¢i AT bazi, repetitivni oblasti, expanze tandemovych repetic,
segmentalni duplikace, transpozony ¢i geny majici pseudogeny a homologni geny, je obtizné

spravné urcit fazi haplotypu a identifikovat nové mRNA izoformy.

V nékterych ptipadech je mozné piijit s alternativnim bioinformatickym feSenim, diky
kterému je mozné ze SGS dat ziskat pozadované informace, ale v jinych ptipadech je potieba

vyuzit alternativnich technologii — naptiklad NGS technologii tieti generace.

2.1.2.2 Treti generace sekvenovani — TGS

Metody sekvenovani tieti generace jsou specifické tim, ze umoziuji Cteni jednotlivych
molekul v redlném case. Oproti SGS tedy odpada PCR amplifikacni krok, ve kterém dochazi

k zaneseni chyb, znevyhodiiuje GC bohaté oblasti a odstrafiuje epigenetické modifikace.

Prvnim komeréné dostupnym (2009) sekvenatorem c¢toucim jednotlivé molekuly bez
amplifikace byl pfistroj Helicos od firmy Helicos Biosciences (Pushkarev et al., 2009) zaloZeny
na stejném principu jako sekvenatory od firmy Illumina, pouze vynechavajici mistkovou
amplifikaci. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o metodu relativné pomalou, drahou a umoziujici
¢teni pouze o délce 32 bp, neméla dlouhého trvani. Nasledovalo komer¢ni predstaveni dalSich

dvou metod, které jiz umoziovaly cteni dlouhych molekul.
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2.1.2.2.1 Pacific Biosciences

Prvni z nich byla technologie SMRT (Single-Molecule Real-Time, Eid et al., 2009),
komer¢né piredstavend firmou Pacific Biosciences (PacBio) vroce 2011 (Obrazek 6).
Sekvenacni knihovna je piipravena ligaci vlasenkovych adaptort na dvouvldknovou molekulu
DNA (dsDNA), ¢imz dojde k vytvofeni cirkularni molekuly, kterd se nazyva SMRT bell.
Nasleduje pridani polymerdzy navazané na sekvenacni primer, ktery hybridizuje na adaptor.
Smés téchto komplexli je nanesena na sekvenacni Cip a pomoci difuze dojde k navazani vzdy
jednoho komplexu do jedné sekvena¢ni jamky pomoci komplexu streptavidin-biotin. Tato
metoda je zaloZzena na sekvenovani syntézou — pomoci DNA polymerazy jsou zaclefiovany
fluorescenéné znacené nukleotidy uvoliujici fluorescencéni signal po excitaci laserem.
Emitovand fluorescence je snimdna anahrivdna citlivou kamerou v redlném case. Je
zaznamenana nejen barva fluorescence, ale i doba potfebnd k inkorporaci nukleotidu — doba
mezi pulzy (IPD, InterPulse Duration). Z prodlouzené IPD je mozné urcit epigenetické
modifikace. Chybovost ¢teni jednotlivych molekul je vysoka, pfiblizné¢ 13 %. Pro kratsi
fragmenty je mozné vyuzit ptesnéjSiho modu sekvenovéni. Vzhledem k tomu, ze knihovna je
cirkularni, mize polymerdza ¢ist templat né€kolikrat dokola. Tato n€kolikanasobné ¢teni jsou
poté bioinformaticky zkombinovana do takzvané cirkularni konsensudlni sekvence (CCS,
Circular Consensus Sequence) a plati, ze ¢im vicekrat je jednotlivd molekula prectena dokola,
tim v&tsi je pfesnost ziskanych Cteni. Pii ~25 cyklech je pfesnost Cteni srovnatelna s presnosti
¢teni na sekvendtorech firmy Illumina. Délkovy limit této technologie je dan procesivitou
polymerazy. Pimérna délka ziskanych cteni je 10-16 kb (Ardui et al., 2018), coz je az o dva

rady vice neZ u SGS.
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Obrazek 6: Princip SMRT sekvenovani firmy PacBio. A) Sekvenacni knihovna sestava z dsDNA (modra), na kterou jsou
naligovany vldsenkové adaptory (Zluta). Tim vznika cirkularni molekula. Nasledné je pridana polymerdza (zelend) a sekenacni
adaptor (Cervend) B) Schéma sekvenacni jamky, na jejiz dno je prichycen komplex sekvenacni knihovny. Polymerdza
inkorporuje fluorescencné znacené nukleotidy. Fluoresecence je zaznamendvdana v redlném case. C) Ze zaznamu fluoresecence
je mozné vidét nejen jakd baze byla inkorporovana, ale i jak dlouho inkorporace trvala (IPD, cernd). Jednotlivé epigenetické
modifikace vedou k charakteristickému prodlouzeni IPD. D) Diky tomu, Ze je knihovna cirkuldarni je mozné fragment Cist
vicekrdt dokola. Se zvySujicim se poctem cteni se zvySuje presnost cteni. Jiz pri 25 cyklech dosahuje presnost cteni QV40 (Q
skore, viz. kapitola 2.2.1.1), coz odpovida kvalité sekvenovaini na sekvendtorech Illlumina. Prevzato z van Dijk et al., 2018.

2.1.2.2.2 Oxford Nanopore

Druhou metodou sekvenovani tfeti generace je technologie nanopdrového sekvenovani
(Clarke et al., 2009), komercné predstavena v roce 2015 firmou Oxford Nanopore Technologies
(ONT). Sekvenacni cela sestava z dvou komor naplnénych iontovym roztokem a oddélenych
membranou, ve které jsou zasazeny proteinové pory. Aplikace napéti zplisobuje iontovy tok,
diky kterému jsou jednotlivé molekuly translokovany skrz pory. Pfi translokaci jednotlivych
bazi poérem dochdzi ke specifickym zménam elektrického proudu, které jsou pro kazdy
jednotlivy nanopor snimany, zaznamenavany a nasledné je odecitana sekvence prochazejici
molekuly (Obrazek 7A). Sekvenacni knihovna je pfipravena z dsDNA, kdy jsou na oba konce
naligovany adaptory, které maji na 5’ konci pfipevnény motor protein. Ten slouzi ke zpomaleni
pruchodu molekuly skrz nanopdr. Na 3’ konci je navazan oligonukleotid s cholesterolem, ktery

slouzi k navazani molekuly na membranu, ¢imz zvySuje efektivitu sekvenovani (Obrazek 7B).
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Vyhodou této technologie je, Ze délkovy limit je dan délkou molekul v sekvenacni knihovné.
Neni limitovan technologii samotnou, jako je tomu u technologie SMRT. Pfi izolaci DNA
a pripravé knihovny je potfeba minimalizovat jeji fragmentaci. Z toho divodu dochazi
naptiklad k navratu kizolaci DNA fenol-chloroformovou nebo vysolovaci metodou, pii
kterych na rozdil od izolace DNA na kolonkach nedochdzi k tak vyrazné fragmentaci. Nejdelsi
reportované ¢teni mélo délku > 2 Mb (Payne et al., 2019). Naopak nevyhodou této technologie
je vysoka chybovost ¢teni jednotlivych molekul (~15 %) a absence cirkularni molekuly, ktera
muze byt ¢tena vicekrat za sebou pro zvyseni piesnosti ¢teni. V posledni dobé ONT piedstavil
tzv. 1D? systém umoziujici éteni obou vldken molekuly, diky kterému dochazi ke sniZeni

chybovosti na 3 %.

Obrazek 7: Princip nanoporového sekvenovani. A)
Dvé komory (Cis a Trans) naplnéné iontovym
roztokem jsou rozdélené lipidovou membranou, ve
které jsou zasazemy proteinové pory (svétle
modra). Nukleova kyselina (Cernd) je v pribéhu
translokace skrz por zpomalovina a odvijena
motor proteinem (zelend) tak, ze prochazi pouze
jedno vidkno. Zmeny proudu v disledku bazi
prochazejicich skrz por jsou zaznamenavany
v redlném case. B) Schéma sekvenacni knihovny.
Fragment dsDNA (svétle modrd) s navazanymi
adaptory (hnéda). 5' konec ma na sobé navazany
motor protein (Cervena) a 3' konec oligonukleotid
s cholesterolem (Cernd). Prevzato z van Dijk et al.,
2018.
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2.1.3 Vybér vhodné sekvenacni technologie

Kazda z vySe zminénych technologii ma své vyhody a limitace. Vybér konkrétni z nich
zavisi na nasich specifickych potifebach a moZnostech. Pti zvaZzovani miiZe pomoci porovnani
zékladnich charakteristik jako je délka Cteni, kapacita ptistroje (pocet ¢teni v jednom beéhu), GC
bias (niz$i ¢1 vyssi pokryti v GC bohatych oblastech), chybovost, primérni typ chyb a moznost
detekce modifikovanych bazi (Tabulka 1).

T Délka cteni Pocet GC bias Chybovost Primarni m[::iti?it(:e
N50 ¢teni/béh (%) typ chyb bézi
FGS <1kb 96 Ano 0,1-1 substituce ne
SGS 50-500 bp 10°-10° Ano ~0,1 substituce ne
inserce,
TGS 1-100 kb 10%-10° zadny/nizky 3-15 delece ano

Tabulka 1: Prehled charakteristik sekvendatorii prvni, druhé a tieti generace. Prevzato a prelozeno z Ameur et al., 2019
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Dale je vhodné zvazit potfizovaci naklady, ndklady na provoz, naro¢nost ptipravy vzorku,
velikost sekvenatoru, moznost jeho piendseni adalSi faktory. Kombinace uvedenych
charakteristik rozhoduje o vhodnosti jednotlivych technologii pro konkrétni aplikace

(Tabulka 2).

. Optimalni o
Aplikace P . | Davod
technologie
strukturni varianty TGS dlouha cteni preklenujici zlomy
mozaiky a minoritni . s . v
. y SGS/PacBio | nizka chybovost (u PacBio pouze CCS cteni)
varianty
. . dlouha ¢teni umoZiuji procist repetitivni sekvence po
tandemové repetice TGS . s P P P
celé délce
odliseni pseudogent TGS dlouha ¢teni umozZiuji procist celou oblast
sekvenovani lidského 5GS vysoka kapacita sekvenatori umozriuje rutinni
exomu a genomu sekvenovani mnoha lidskych genom v jednom béhu
uréeni haplotypu TGS dlouha ¢teni umoziuji primé fazovani
de novo sestavovani TGS dlouha c¢teni umoziuji dosahnout vyssich kvality de
genomu novo sestaveni
genomové asociacni studie SGS vysokd kapacita za nizkou cenu
., , renosnost (sekvenator MinlON), nizké porizovaci
sekvenovani v terénu ONT p, ( ) P
naklady
epigenetika TGS pfima detekce DNA modifikaci
detekce RNA modifikaci ONT pfimé sekvenovani RNA
sekvenovani mikrobidlnich L we vy i P .
. TGS dlouha ¢teni umoziuji sestaveni do jednoho kontigu
genomf
metagenomika SGS lepsi rozliseni a vysoka kapacita
exprese genl SGS lepsi rozliseni a vysoka kapacita
. dlouhd ¢teni umozniuji procteni RNA (cDNA) od
RNA izoformy TGS v s ,J p . el ( . ).
zacatku do konce a tim i identifikaci novych izoforem
ovérovani variant EGS jednoduché navrzeni primer( pro nové cile,
u malého poctu vzorku dostupnost, jednodussi analyza

Tabulka 2: Prehled aplikact a vhodnych sekvenacnich technologii. Prevzato, prelozeno a doplnéno z Ameur et al., 2019

Hlavnimi vyhodami FGS je nizké chybovost, pfesnost ¢teni, niz$i naklady na potizeni
ptistoje a jednoduché navrzeni primerd pro nové cile. Je vhodné naptiklad pro ovétovani
kandidétnich variant nalezenych pomoci SGS/TGS u dal$ich ¢lent rodiny, nebo pii ovétovani
uspesnosti vyuziti metod genového inZenyrstvi, jako je naptiklad klonovani do bakteridlnich
vektori ¢i vytvareni mutaci pomoci CRISPR-Cas systému. FGS je vhodné v ptipadech, kdy se
zamétfujeme na konkrétni malou oblast DNA u malého mnozstvi vzorkl (< 20). Sangerovo

sekvenovani tedy stale ma a nejspis 1 bude mit ve vyzkumu i1 diagnostice své misto.
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Hlavnimi vyhodami SGS je nizka chybovost spolu s moznosti sekvenovat az miliardy ¢teni
v jednom béehu pftistroje. Mezi nevyhody pak patii GC bias a kratka délka ¢teni. SGS je vhodné
v ptipadé, kdy potiebujeme osekvenovat velké mnozstvi DNA. Hodi se tedy pro genomové
a exomove sekvenovani, metagenomiku a studium genové exprese. SGS jsou v soucasné dobe

jiz velmi rozsifené a standardné se vyuzivaji nejen ve vyzkumu, ale i v diagnostice.

Hlavnimi vyhodami TGS je délka ¢teni v fadu kilobazi, nizky GC bias a moznost detekovat
modifikované baze. Mezi nevyhody patii vysokéa chybovost a nizsi kapacita nez u SGS. TGS
se tedy hodi pro sekvenovani de novo, hledani novych RNA izoforem, identifikaci strukturnich
variant a tandemovych repetic, odliSovani pseudogenti a detekci modifikovanych bazi. TGS
jsou stéle relativné nové ana rozdil od SGS jesté¢ neexistuji standardizované postupy pro

ptipravu knihovny, sekvenaci a hlavné¢ analyzu dat.

Kromé& ONT a PacBio existuji idalsi firmy, které pracuji na novych technologiich. Jen
budoucnost ukéaze, které¢ znich budou komercializovany a roz$ifeny. Uvedu jen nckteré

priklady: GenapSys (www.genapsys.com) vyviji maly pfenosny sekvenator o velikosty iPadu,

Roche (Genia, www.roche.com) se vénuje nanopérovému sekvenovani a Stratos Genomics

(www.stratosgenomics.com) vyviji sekvenator zaloZeny na sekvenovani expanzi.

2.2 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat

Nedilnou soucasti sekvenacnich technologii je nasledné zpracovani ziskanych dat.
Vzhledem k tomu, ze NGS sekvenatory produkuji velké mnozstvi dat (GB az TB), neni mozné
je zpracovavat stejnym postupem, jako data ze Sangerova sekvenovani. Je nutné ptistoupit ke
specializovanym bioinformatickym postuptim, které mnohdy vyzaduji znalost prace
v piikazové tadce unixového prostiedi, znalost programovacich jazykd a schopnost hledani
specifickych feSeni pro jednotlivé projekty. Vzhledem k vysokym narokiim na vypocetni
auloznou kapacitu probihd vétSina vypolti na tzv. clusterech, umoznujicich vypocty
paralelizovat a tim padem zrychlit. Analyza genomu muze v zavislosti na typu ulohy a zptisobu
zpracovani dat trvat tisice hodin strojového Casu, coZ v zdvislosti na stupni paralelizace
predstavuje nckolik dni az tydnt (Puckelwartz et al., 2014). V nasledujicich kapitolach
predstavim zékladni principy bioinformatické analyzy NGS dat, primarné zamétené na data
ziskand ze sekvenatorti SGS. Budu se vénovat jednak zdkladnim krokim bioinformatické

analyzy dat, tak nasledné analyzadm specialnim.
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2.2.1 Zakladni kroky bioinformatické analyzy

Zakladni bioinformatickou analyzu mizeme rozdélit na primarni, sekundédrni a tercidlni

(Obrazek 8).
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Obrazek 8: Bioinformatickda analyza dat se deli na prmdrni (modra), sekunddrni (Cervend) a tercidlni (zelena). Podrobnosti
k jednotlivym krokiim popisuji nasledujici kapitoly. Prevzato z Pereira et al., 2020

2.2.1.1 Primarni analyza

Primarni analyza zahrnuje rekonstrukci sekvenci z detekovanych signala (fluorescence,

svétlo, zména pH ¢i elektrického proudu) zaznamenanych v podobé obrazku ¢i videi a jejich
ulozeni do textové podoby (tzv. hruba sekvenacni data). Data jsou ve vétSin¢ piipadt uloZena
ve formatu FASTQ (Cock et al., 2010). FASTQ soubor obsahuje sekvence ¢tenych useki (A,
C, T, G), spolu s ¢iselnym vyjadienim jejich kvality pomoci Q skoére, které je také nékdy
oznacovano jako Phred skore ¢i QV (Ewing and Green, 1998). Q skore je zaporny dekadicky
logaritmus pravdépodobnosti nespravného urceni konkrétni baze (P). Tedy Q =-10 * logio(P).
Pokud je napiiklad pravdépodobnost nespravného urceni dané baze 1/1000, je ji pfirazena

hodnota kvality 30. Vyss§i hodnoty Q skore vyjadiuji nizs§i pravdépodobnost Spatného urceni

baze anaopak. Dal$im krokem je kontrola kvality dat ve FASTQ souborech, napiiklad
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v programu FastQC (Andrews, 2010), zahrnujici statistiky jako je pocet neurCenych bazi
(oznacenych pismenem N), pomér zastoupeni jednotlivych bézi, distribuce délek ctend,
primérnd kvalita bazi dle sekvenacniho cyklu, pocet duplikovanych sekvenci ¢i sekvenci, které
jsou nadmérné zastoupeny. Nasleduje pfifazeni ¢teni jednotlivym vzorkiim (demultiplexing)
v ptipad¢, Ze jich bylo sekvenovano vice v jednom bé¢hu a volitelny krok ofezani bazi
(trimming) s nizkou kvalitou a sekvenci odpovidajicich adaptorim pouzitych v ptipraveé

knihovny.

2.2.1.2 Sekundarni analyza

Upravené FASTQ soubory jsou nadéle zpracovavany v sekundarni analyze, jejimz cilem

je sestaveni sekvenci do pivodni podoby. To miize probihat bud’ mapovadnim (mapping)
ziskanych ¢teni na referencni sekvenci, nebo sestavovanim sekvence de novo (de novo
assembly) v pfipadé, ze nezndme referencni sekvenci studovaného organizmu (neni tématem

vvvvvvvvvv

analyzy (Flicek and Birney, 2009).

Cilem mapovani je pfifadit jednotlivé sekvence z FASTQ souborli ke spravnym mistim
referencni sekvence, a to s co nejvetsi presnosti a rychlosti. Vzhledem k tomu, Ze kazdy genom
ma specifické odchylky od referen¢ni sekvence, mapovani je zaloZené na hledani maximalni,
nikoliv pfesné shody. Existuje mnoho algoritmickych ptistupli, které se mezi sebou daji
riznymi zplUsoby kombinovat. Zékladni princip vétSiny programi vSak zlstava obdobny.
Mapovani probiha ve dvou krocich (Flicek and Birney, 2009). V prvni fazi je pomoci rychlych,
ale méné piesnych heuristickych algoritmi (Burrows-Wheelerova transformace, haSovaci
tabulky) pro kazdé c¢teni identifikovano n€kolik kandidéatnich oblasti. Ve druhé fazi je pro
identifikaci nejlepSiho mozného zarovnani vyuZito piesngjSich, ale vypocetné narocnych
algoritmi (optimalni lokélni zarovnavani - Smith-Waterman, optimalni globalni zarovnavani -
Needelman-Wunsch). Priklady mapovacich programi jsou BWA (Li and Durbin, 2009), GEM
(Marco-Sola et al., 2012) a Novoalign (Novocraft, Malaysia).

Vysledky jsou uloZeny ve formatu SAM (Sequence Alignment/Map; Li et al., 2009), ktery
obsahuje sekvenci ¢teni, chromosomalni pozici, kvalitu mapovani a informace o nalezenych
rozdilech oproti referen¢ni sekvenci. Pro zrychleni dalSich krokt analyzy jsou SAM soubory
pfevedeny do binarni podoby, tzv. BAM formatu (Binary Alignment/Map), setfidény podle

chromosomalni soufadnice a indexovany. Nasleduje odstranéni PCR duplikatii, tedy Cteni,
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ktera maji stejnou sekvenci a délku. Volitelnymi kroky jsou rekalibrace kvality bazi, diky
které je mozné pomoci metod strojového uceni a listu zndmych variant odstranit systematické
chyby sekvenovani a lokalni zarovnani ¢teni kolem inserci a deleci. Klicovymi néstroji jsou
SAMtools (Li et al., 2009), picard (http://broadinstitute.github.io/picard) a GATK (McKenna
et al., 2010).

Poslednim krokem je detekce variant (variant calling, genotypovani). V tomto kroku
identifikujeme vSechny odchylky, kterymi se analyzovany vzorek liS§i oproti referencni
sekvenci. Standardn¢ detekujeme jednonukleotidové polymorfismy (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms) a kratké inserce a delece (indely). Je ale mozné detekovat i strukturni varianty
(kapitola 2.2.2.3) ¢i expanze tandemovych repetic (kapitola 2.2.2.4). Algoritmy pro detekci
SNPs a indeld jsou zalozeny na riznych principech, mezi néz patii detekce podle poctu ¢teni
obsahujicich baze odlisné od reference, metody zaloZzené na Bayesovské ¢i pravdépodobnostni
statistice a nové 1 metody strojového uceni. Mezi nejznaméjsi néstroje v danych kategoriich
patii SAMtools/BCFtools (Li et al., 2009), Freebayes (Garrison and Marth, 2012), GATK
(Poplin et al., 2017) a DeepVariant (Poplin et al., 2018). Jednotlivé varianty jsou definovany
chromosomalni pozici, kvalitou, zastoupenim cteni se sekvenacni zménou a bez ni. Vysledky

jsou ukladany v souboru VCF (Variant Calling Format; Danecek et al., 2011).

2.2.1.3 Tercialni analyza

Cilem tercidlni analyzy je dodat ziskanym variantdm biologicky smysl. Pouzit¢ metody

a nastroje se 1181 v zavislosti na studovaném projektu. Ve studiu molekuldrni podstaty vzacnych
onemocnéni je tercialni analyza zaloZena na anotaci variant ve VCF souboru pomoci informaci
zrozlicnych databazi, které jsou nasledné vyuZity pro filtrovani, prioritizaci a vizualizaci

kandidatnich variant.

Anotace je prvnim a klicovym krokem tercidlni analyzy a miZeme ji rozdé€lit na anotaci
variant (tzv. funk¢ni anotace) a anotaci genl, ve kterych se varianty nachézeji. Pomoci
anotacnich programil automaticky pfifazujeme k jednotlivym variantdm a genim ve VCF
souboru informace o jejich biologickém kontextu. Nejprve potifebujeme urcit, v jakém genu
a transkriptech se varianta nachdzi, v jaké oblasti (kodujici, nekodujici, regulaéni atd.) a jaky
je jeji funkéni dopad na vznikajici protein (zména smyslu, ztrata smyslu, posun cteciho rdmce,
ztrata/novy stop kodon atd.). Mezi nejznamé;jsi nastroje pro funkéni anotaci patii ANNOVAR
(Wang et al., 2010), SnpEff (Cingolani et al., 2012b), SnpSift (Cingolani et al., 2012a) a Variant
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Effect Predictor (McLaren et al., 2016). Tyto nastroje vyuZivaji informaci o genech
a transkripCnich variantdch z databazi jako je Ensembl (Cunningham et al., 2019), UCSC
(Haeussler et al., 2019) a RefSeq (O’Leary et al., 2016). Ziskané vysledky se mohou zasadné
lisit v zavislosti na pouzit¢ databazi, anotaCnim programu i nastaveni konkrétnich parametri

programu (McCarthy et al., 2014).

U variant s neznamym funk¢nim dopadem na protein vyuzivame predik¢énich algoritmt jako
je SIFT (Ng, 2003), GERP (Cooper, 2005), GERP++ (Davydov et al., 2010), PolyPhen-2
(Adzhubei et al., 2010), MutationTaster (Schwarz et al., 2014), LRT (Chun and Fay, 2009),
CADD (Kircher et al., 2014) a PhyloP (Pollard et al., 2010). Kazdy z téchto algoritmt pracuje
na jiném principu. Vyuzivaji napiiklad informaci o mezidruhové evolu¢ni konzervovanosti,
regulacnich elementech, epigenetickych markerech, sekven¢ni homologii, struktufe proteinu,
poctu zndmych mutaci v daném genu a jinych charakteristikdch. Vysledky predikénich

algoritmd je tfeba interpretovat obezietné, protoze maji velkou chybovost (Li et al., 2018).

Populacni frekvence variant je urena z vetrejné dostupnych databazi velkych sekvenac¢nich
projektl, jako napiiklad databaze projektu 1000 genomi (1000 Genomes Project Consortium
et al., 2015), Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS), EXAC (Lek et al.,

2016) a gnomAD (Karczewski et al., 2019). Existuji i narodni a regionalni databaze, které jsou
dalezité pii diagnostice onemocnéni s ast&j§im vyskytem v konkrétni populaci. Pro Ceskou
republiku jsme pod zastitou Narodniho centra 1€¢katské genomiky vytvofili vetejné dostupnou

databazi, ktera obsahuje varianty béZné pro ¢eskou populaci (https://ncmg.cz).

Nasledné pfi tercidlni analyze anotujeme geny, ve kterych se nalezené varianty nachdzeji.
Vyuzivame informaci z rozli¢nych biologickych databéazi. Uvadim ptiklady pouze nékterych
z nich, protoze tato faze anotace je znacné variabilni a je mozné ptidavat 1 anotace vlastni.
Zajima nas, jaka je funkce genu a jeho proteinu a v jakém bun&cném kompartmentu se nachazi
(Gene Ontology; Ashburner et al., 2000), jakych metabolickych drah se ucastni (Reactome; Wu
and Haw, 2017 a KEGG; Kanehisa, 2000), v jakych tkanich je exprimovan (GTEx; Lonsdale
et al., 2013), jestli jiz byl spojen s néjakym onemocnénim (ClinVar; Landrum et al., 2018
a HGMD; Stenson et al., 2003 a OMIM; Amberger et al., 2019), s jakymi dal§imi proteiny
interaguje (STRING; Szklarczyk et al., 2019), jaka je intolerance genu k mutacim (RVIS;
Petrovski et al., 2013) a dalsi.

Vysledkem exomového sekvenovani jsou desitky tisic variant a vysledkem genomového
sekvenovani dokonce az stovky tisic variant. VE&tsinou ale pouze jedna ¢i né€kolik z nich jsou

kauzalni. Abychom nalezli kauzalni variantu, filtrujeme varianty na zaklad¢ informaci
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piifazenych v piedchozich krocich. Pro snizeni faleSn€ pozitivnich variant filtrujeme varianty
podle kvality genotypu, poc¢tu ¢teni pokryvajici danou variantu (pokryti, coverage) a procenta
¢teni obsahujici variantu. Pfi filtrovani se také zohlednuji pfedpoklddané modely dédicnosti,
které je u kazdého studovaného piipadu nutné dobie stanovit na zdklad¢ rodinné anamnézy,
pokud je dostupna. Dale nas zajimaji varianty, které se nachazeji ve funkéné vyznamnych
oblastech genomu, jsou predikovany jako meénici funkci proteinu a jejich frekvence
v populacnich databézich je nizka (filtr MAF, Minor Allele Frequency). Vhodnym nastrojem
je naptiklad GEMINI (Paila et al., 2013)

Nasledn¢ prioritizujeme ty varianty, které svou biologickou funkci odpovidaji klinickym
projevim pacienta, laboratornim vysetfenim, iudajim z literatury a databazi a mohly by byt tedy
kauzalni. Pro usnadnéni této prace existuji nastroje, které ¢asto vyuzivaji pro popis symptomil
onemocnéni ontologii lidskych fenotypti (HPO, Human Phenotype Ontology). HPO umoziuje
propojeni a klasifikaci symptomli onemocnéni a onemocnéni zpusobujicich gent naptiklad
pomoci porovnavani s vysledky experimentii na modelovych organismech (PHIVE; Robinson
et al., 2014), nebo s vyuzitim dalSich ontologii popisujicich funkce genti (Phevor; Singleton et
al., 2014). Vzhledem ke slozitosti interpretace vysledki NGS je vhodné postupovat podle
doporuceni odbornych organizaci, jako jsou naptiklad doporuceni Americké spolecnosti

1ékaiské genetiky a genomiky (ACMG; Richards et al., 2015).

U kazdé kandidatni varianty je vhodné ovéftit jeji kvalitu a sekvenéni kontext vizualizaci
namapovanych ¢teni (BAM soubor) v prohliZze¢i genomickych variant, jako je naptiklad IGV

(Robinson et al., 2017).

Vybrané kandidatni varianty jsou nasledné validovany pomoci funkénich studii (kapitola

2.3).

2.2.2 Specidlni analyzy z NGS dat druhé generace

Predchozi kapitola popisovala zdkladni kroky bioinformatické analyzy SGS dat. Nicméné
ziskand sekvenacni data se daji vyuzit 1 k analyzam, které jsou/byly priméarné provadény
pomoci jinych metod. Jedna se napiiklad o vazebnou analyzu a homozygotni mapovani, které
byly diive provadény analyzou polymorfnich genetickych markert ziskanych naptiklad pomoci
Stépeni restrikénimi endonukledzami, PCR ¢i technologii DNA ¢ipii. Dale se jedna o detekci
zmén genoveé davky, kterd se provadi pomoci technologii DNA ¢ipli a o detekci expanzi

tandemovych repetic, ktera se provadi metodou short-repeat PCR (Morling, 1998), nebo

23



Southern blot. VSechny zminéné analyzy je mozné provadét jak z genomovych dat, tak

s omezenou uspésnosti i z dat exomovych.

2.2.2.1 Vazebnd analyza

Vazebnd analyza je metoda pouzivand pro mapovani dédi¢nych znakt, jako jsou praveé
naptiklad onemocnéni, na chromozomalni oblasti. U jedinct sdilejicich zkoumany znak je
potieba stanovit genotypy stovek Ci tisicti genetickych markert po celém genomu. Vyuzivaji
se vysoce polymorfni genetické markery jako naptiklad: kratké tandemové repetice (STRs,
Short Tandem Repeats), variabilni pocet tandemovych repetic (VNTR, Variable Number of
Tandem Repeats), polymorfismy v délce restrikénich fragmentd (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism) nebo SNPs (pravé ty jsou vyuzivany v ptipad¢ analyzy z SGS dat).

V ptipadég, Zze zname model dédi¢nosti zkoumaného onemocnéni, vyuzivame parametrickou
vazebnou analyzu. Pokud model dédi¢nosti nezname, vyuzivame analyzou neparametrickou.
Model dédicnosti je mozné zjistit analyzou rodokmenu, nebo pomoci segregacni analyzy, kdy
sledujeme segregaci urcitého genetického markeru s ohledem na pfitomnost ¢i nepfitomnost
zkoumaného onemocnéni. Dalsi faktory, které ovliviiuji analyzu, jsou frekvence alely
v populaci, predpokladany vliv vnéjsiho prostiedi a penetrance (podil jedinct s alelou, které

vykazuji klinické ptiznaky zkoumané patologie).

Pro kazdy geneticky marker u kazdého jedince vypocitame pravdépodobnost vazby. Tato
pravdépodobnost se vypocitd jako podil pravdépodobnosti, Ze dva lokusy jsou ve vazbé
(rekombinacni frakce = ) a pravdépodobnosti, ze ve vazbé nejsou (rekombinacéni frakce = 0,5).
Logaritmus pravdépodobnosti vazby se oznacuje jako LOD skoére (Log Of the Odds; Morton,
1955). Cim vyssi je hodnota LOD skére, tim vyssi je pravdépodobnost vazby znaku
a genetického markeru. Podle konvenci je za diikaz vazby povazovano LOD skore vétsi nez

3 a za vylouceni vazby LOD skére mensi nez -2.

Ptikladem nastroja pro vazebnou analyzu je Merlin (Abecasis et al., 2002) a ALOHOMORA
(Ruschendorf and Nurnberg, 2005). V ptipadé¢ exomového sekvenovani, kdy vyuzivame jako
genetické markery SNPs, ndm umoZzni vazebna analyza snizit pocet kandidatich variant az na

polovinu. (Gazal et al., 2016).
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2.2.2.2 Homozygotni mapovani

Homozygotni mapovani, neboli také autozygotni mapovani, je metodou vhodnou pii hledani
kauzalnich genli u vzacnych recesivnich onemocnéni, predevsim u déti z ptibuzenskych svazka
(Lander and Botstein, 1987). Tato metoda ptedpoklada, ze kauzalni varianta bude preferencné
lezet v nékteré z homozygotnich oblasti, které¢ pochdzeji od spole¢ného predka (IBD, identity
by desecent). Pro identifikaci téchto oblasti vyuzivame stejné¢ jako uvazebné analyzy
polymorfnich genetickych markert ziskanych napiiklad s vyuzitim genotypovacich Cipt, nebo
1 SNPs ziskanych z genomového ¢i exomového sekvenovani (Pippucci et al., 2014). Priklady
nastrojii pro homozygotni mapovani jsou Homozygosity mapper (Seelow et al., 2009) a ROH

nastroj obsazeny v GEMINI (Paila et al., 2013).

2.2.2.3 Strukturni varianty

Strukturni varianty jsou obecné definovany jako oblasti DNA o velikosti vétsi nez 1 kb
(Freeman, 2006). Mohou zahrnovat inserce, duplikace a delece - nazyvané souhrnné jako
zmény genové davky (CNVs, Copy Number Variations), a dale translokace a inverze. I tyto
varianty mohou byt pfi¢inou rozvoje onemocnéni. Pro detekci CNVs jsou vhodnégjsi TGS, které
sekvenuji dlouhd c¢teni. Nicméné je mozné (byt s omezenou uspéSnosti) detekovat CNVs
1 s vyuzitim SGS, ktera sekvenuji pouze kratka ¢teni. Existuje pét riznych ptistupt, jak se daji

detekovat CNVs z SGS dat: mapovanim

pair-end Cteni fragmentové knihovny

A Paired-end mapping B Split read
. d

" . . (pair-end mapping), detekci

P
s e oo

Mapped rt'zl(T\.'\d- ——-éﬁ;'oud rOZdelenyCh Ctenl (spllt_read)’

Clustered read pairs

metodami zaloZenymi na hloubce ctent,

€ Read depth D Assembly-based
F N A metodami zalozenymi na sestavovani
-T.EI- apped read coun \-_=:ﬁ-‘= . . or r .
tappedradont 4 de novo ametodami  kombinujicimi
m—DOMCTHON — — pfedchozi  pfistupy (Obrazek 9).
E  Combinatorial approach
'R Piiklady nastrojii pro detekci CNVs ze
S i SGS dat jsou CONTRA (Li et al., 2012)
e e
“E O _ a CNVKkit (Talevich et al., 2016).
— Paired-end mapping + read depth
= =

Obrazek 9: Algoritmické pristupy pro detekci CNVs z SGS dat.
A) mapovani pair-end éteni B) detekce rozdeélenych cteni (split-read)
C) detekce rozdilii v hloubce cteni D)detekce pomoci de novo
zarovnavani E) Kombinace predchozich algoritmil. Prevzato ze Zhao
etal, 2013
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2.2.2.4 Expanze repetic

Kratké tandemové repetice (mikrosatelity), jsou definovany jako repetetivni DNA slozen¢ z
opakujicich se jednotek o délce 2-6 bazi. PoCet opakovani se mezi jednotlivci lisi a praveé proto
jsou oblasti STRs s vyhodou vyuzivany jako genetické markery. Pokud ale dojde k expanzi
repetic, mize dochdzet k rozvoji onemocnéni, jako je naptiklad Huntingtonova choroba,
spinocerebelarni ataxie a syndrom fragilniho X (Mirkin, 2007). U onemocnéni zptisobenych
expanzi tandemovych repetic mizeme Casto pozorovat, Ze nastup onemocnéni je v dalSich
generacich Casnéjsi, v diisledku nartistani poctu tandemovych repetic (anticipace). STRs nebylo
mozné donedavna ze SGS dat detekovat. V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik algoritm1,
které detekci STRs umoziiuji: ExpansionHunter (Dolzhenko et al., 2017), exSTRa (Tankard et
al., 2018), STRetch (Dashnow et al., 2018) a TREDPARSE (Tang et al., 2017). VSechny
metody vychazeji z analyzy souboru BAM, ktery musi obsahovat pair-end ¢teni. Jsou
vyhledavana ¢teni, kterd lezi CasteCné ¢i plné v STR oblasti. Vyhledavani probihda bud’
heuristicky (ExpansionHunter, exSTRa, STRetch), nebo pomoci pravdépodobnostnich modela
(TREDPARSE). Alely s expanzi repetic ptispivaji vétsi mérou a maji vyssi pokryti nez alely
normalni. VétSina téchto nastrojii je primarné urcena pro analyzu z genomovych dat —

s vyjimkou nastroje exSTRa, ktery je vhodny i pro analyzu z exomovych dat.

2.2.3 Specifika bioinformatické analyzy NGS dat tfeti generace

Mnoho programt, algoritmti a datovych format vyvinutych pro SGS neni adekvatnich pro
data TGS. Hlavni problém piedstavuji dlouha Cteni, vysoka chybovost a chyby specifické pro
jednotlivé sekvenacni platformy. Dochazi k Gpravam stavajicich programi, algoritmd,
datovych formatt a k vyvoji novych bioinformatickych ptistupt, které umoziuji z dlouhych
¢teni ziskat 1informace, které bylo velmi obtizné ¢i nemozné ziskat z kratkych ¢teni SGS
platforem. Dlouha ¢teni umoznuji detekci novych strukturnich variant, izoforem, genovych
fuzi, segementalnich duplikaci, repetitivnich oblasti, GC bohatych oblasti, epigenetickych
zmeén a fAzovani variant po celé délce chromosomill. Vypocetni naroky pro analyzu TGS dat
jsou velmi vysoké. Analyza lidského genomu trva desitky tisic hodin centralni procesorové
jednotky (Koren et al., 2017). Dobry ptehled problematiky bioinformatické analyzy TGS dat
podava Sedlazeck et al. (2018).
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2.3 Validace kandidatnich variant

Nedilnou soucasti studia onemocnéni podminujicich gent je i validace nalezenych variant.
Ptitomnost dané varianty miize a nemusi byt ovéfovana v zavislosti na technologii pouzité pro
jejiurceni a kvalité ¢teni. Pokud napiiklad kandidatni varianta nema idedlni pokryti, ¢i se jedna
0 de novo variantu, je vhodné ji ovétit Sangerovym sekvenovanim ¢i specifickym Stépenim
restrikénimi endonukledzami. Klicové pro prikaz kauzality je ovéfeni segregace varianty
v rodin¢ se studovanym fenotypem, pritkaz rekurence u dal$i rodiny a prokazani funkcéniho
efektu varianty na rozvoj fenotypu. Vybér metod pro ovéteni funkéniho efektu varianty zavisi
na mnoha faktorech, jako je dostupnost biologickych materidlti od pacienta a jeho rodinnych
prislusnikii, biologicka funkce daného genu a jeho produktu a jeho lokalizace v bunécnych
kompartmentech. Metody muizeme rozdé€lit na in silico (predikce, simulace a analyza
biologickych d&ji na pocitadich), in vitro (studium bunéénych modelll jako jsou tkéanové
kultury zahrnujici embryondlni kmenové buiiky, imortalizované bunééné linie a indukované

pluripotentni kmenové bunky) a in vivo (zvifeci modely).
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3 Cile disertacni prace

Cilem diserta¢ni prace bylo vyuzit novych metod analyzy genomu k uréeni a charakterizaci
kauzalnich genli, genovych mutaci a genomovych zmén v ptipadech vzacnych geneticky
podminénych onemocnéni nezndmé etiologie a definovat zakladni biologické a patologické

procesy podminujici studované fenotypy.

Dil¢i cile disertacni prace:

1. Vyvoj a validace metody pro cilené sekvenovani genii podmiiiujicich dédi¢né metabolické

poruchy (METABO panel).

2. Identifikace kauzalnich gent a mutaci u vybranych vzacnych geneticky podminénych

onemocnéni pomoci NGS metod druhé generace (SOLiD, Illumina).

3. Identifikace variant v obtizn¢ analyzovatelnych oblastech genomu pomoci NGS metod

druhé a tfeti generace (SOLiD, Illumina, Oxford Nanopore, PacBio).

28



4 Seznam publikaci, které jsou podkladem disertace

Prvoautorské (sdilené prvoautorstvi)

1.

Zivna M, Kidd K, P¥istoupilova A, Bare$ova V, DeFelice M, Blumenstiel B, Harden
M, Conlon P, Lavin P, Connaughton DM, Hartmannova H, Hodanova K, Stranecky V,
Vrbacka A, Vyletal P, Zivny J, Votruba M, Sovova J, Hulkova H, Robins V, Perry R,
Wenzel A, Beck BB, Seeman T, Viklicky O, Rajnochova-Bloudickova S,
Papagregoriou G, Deltas CC, Alper SL, Greka A, Bleyer AJ, Kmoch S. Noninvasive

Immunohistochemical Diagnosis and Novel MUCI Mutations Causing Autosomal
Dominant Tubulointerstitial Kidney Disease. J Am Soc Nephrol. 2018;29(9):2418-
2431. doi:10.1681/ASN.2018020180. IF= 8,547

Jedlickova 1, Pristoupilova A, Noskova L, Majer F, Stranecky V, Hartmannova H,
Hodanova K, Treslova H, Hyblova M, Solar P, Minéarik G, Giertlova M, Kmoch S.

Spinal muscular atrophy caused by a novel Alu-mediated deletion of exons 2a-5
in SMNI undetectable with routine genetic testing. Journal: Mol Genet Genomic

Med 1. 2020;na(na):na. (Accepted, in production). IF= 2,448

Jedlickova I, Pristoupilova A, Hulkova H, Vrbacka A, Stranecky V, Hruba E, Jesina
P, Honzik T, Hrdlicka I, Fremuth J, Pivovarcikova K, Bitar I, Matej R, Kmoch S,
Sikora J. NOTCH2NLC CGG repeats are not expanded and skin biopsy was

negative in an infantile patient with neuronal intranuclear inclusion disease. (In

review)

Spoluautorské

4.

Bolar NA, Golzio C, Zivna M, Hayot G, Van Hemelrijk C, Schepers D, Vandeweyer
G, Hoischen A, Huyghe JR, Raes A, Matthys E, Sys E, Azou M, Gubler M-C, Praet
M, Van Camp G, McFadden K, Pediaditakis I, Pristoupilova A, Hodanova K, Vyletal

P, Hartmannova H, Stranecky V, Hiillkova H, BareSova V, Jedlickova I, Sovova J,
Hnizda A, Kidd K, Bleyer AJ, Spong RS, Vande Walle J, Mortier G, Brunner H, Van
Laer L, Kmoch S, Katsanis N, Loeys BL. Heterozygous Loss-of-Function SEC61A41
Mutations Cause Autosomal-Dominant Tubulo-Interstitial and Glomerulocystic
Kidney Disease with Anemia. Am J Hum Genet. 2016;99(1):174-187.
doi:10.1016/j.ajhg.2016.05.028. IF= 9,025

Berkovic SF, Staropoli JF, Carpenter S, Oliver KL, Kmoch S, Anderson GW,
Damiano JA, Hildebrand MS, Sims KB, Cotman SL, Bahlo M, Smith KR, Cadieux-

29



Dion M, Cossette P, Jedlickova I, Pristoupilova A, Mole SE, ANCL Gene Discovery

Consortium. Diagnosis and misdiagnosis of adult neuronal ceroid lipofuscinosis
(Kufs disease). Neurology. 2016;87(6):579-584.
doi:10.1212/WNL.0000000000002943. 1F= 7,592

Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Pristoupilova A, Stranecky V, Hartmannova H,
Hodanova K, Baresova V, Hulkova H, Sikora J, Noskova L, Muséalkova D, Vyletal P,

Sovova J, Cossette P, Andermann E, Andermann F, Kmoch S. Autosomal-dominant
adult neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially
missed by Sanger and whole-exome sequencing. Eur J Hum Genet. 2020;87(6):579-
584. do0i:10.1038/s41431-019-0567-2. IF= 3,650

Gstrein T, Edwards A, Pristoupilova A, Leca I, Breuss M, Pilat-Carotta S, Hansen
AH, Tripathy R, Traunbauer AK, Hochstoeger T, Rosoklija G, Repic M, Landler L,
Stranecky V, Diirnberger G, Keane TM, Zuber J, Adams DJ, Flint J, Honzik T, Gut M,
Beltran S, Mechtler K, Sherr E, Kmoch S, Gut I, Keays DA. Mutations in Vps15

perturb neuronal migration in mice and are associated with neurodevelopmental
disease in humans. Nat Neurosci. 2018;21(2):207-217. doi:10.1038/s41593-017-
0053-5. IF= 21,126

Hartmannova H, Piherova L, Tauchmannova K, Kidd K, Acott PD, Crocker JFS,
Oussedik Y, Mallet M, Hodanova K, Stranecky V, Pristoupilova A, BareSova V,
Jedligkova I, Zivna M, Sovova J, Halkova H, Robins V, Vrbacky M, Pecina P,

Kaplanova V, Houstek J, Mracek T, Thibeault Y, Bleyer AJ, Kmoch S. Acadian

variant of Fanconi syndrome is caused by mitochondrial respiratory chain
complex I deficiency due to a non-coding mutation in complex I assembly factor
NDUFAF6. Hum Mol Genet. 2016;25(18):4062-4079. doi:10.1093/hmg/ddw245. IF=
5,340

30



diagnosticka vytéinost ~1%
fada pacientl se vzacnym onemocnénim zlstava bez diagndzy
Cil1,Cil 2, Cil 3

— |

4) SEC61A1
5) CLN6

Konsorcium

amplikon panel exom
qP Ref: qP Ref: qP Ref:
1) MUC1 4)SEC61A1 || 6) DNAJCS

2) SMIN1 7) VPS15

8

jiz jen pro diagnostiku

amplikon

+ Ref:

3) NOTCH2NLC
MUuc1
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Obrazek 10: Prehled sekvenacnich technologii vyuzivanych v laboratori pro studium vzacnych nemoci KDDL, 1.LF UK a VFN.
Rok oznacuje, kdy jsme danou technologii zacali vyuzivat. FGS — prvni generace sekvenovaini, SGS — druha generace
sekvenovani, TGS — tieti generace sekvenovani. Ctverce oznacuji typ sekvenovani - sekvenovini PCR amplikonii, panelové
sekvenovadni, exomové sekvenovani a genomové sekvenovani. ,,+“ znaci uspésné vyreSené pripady, ,,-" znaci pripady
nevyresené, ,,x“ znaci, ze panelové sekvenovani jiz ve vyzkumu nevyuzivame — hodi se pro diagnostiku. Ref: uvadi odkaz na
publikace v kapitole 4 - Seznam publikaci, které jsou podkladem disertace (zelené pismo), které jsou v pripravé (Sedé pismo).
Barva ohraniceni ctverce odpovidd jednotlivym ciliim préce — cill (oranzovd), cil2 (fialova), cil 3 (modra). Sedé ohraniceni
znaci vyhled do budoucnosti.
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5 Vysledky a komentar k vybranym publikovanym pracim

5.1 Cil 1) Vyvoj avalidace metody pro cilené sekvenovani genu

podminujicich dédi¢né metabolické poruchy (METABO panel)

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou dle soucasného stavu poznani specifickou
heterogenni skupinou pfiblizné¢ 850 geneticky podminénych onemocnéni (Kozich and Zeman,
2010), kde je z divodu genetického defektu (mutace) postizena urcitd klicova soucast
metabolické drahy. Jeji naruSeni vyvolava razné patologické projevy daného onemocnéni, které
jsou zpusobeny enzymovym deficitem, dysfunkci transportniho proteinu ¢i poruchou jiného
proteinu souvisejiciho s touto metabolickou drahou (Fernandes, 2008). Diagnostika DMP je
zalozena na vyuziti tandemové hmotnostni spektrometrie, biochemickych, enzymatickych,

histologickych a genetickych vysetfeni jednotlivych genil.

V ramci grantového projektu Grantové agentury Univerzity Karlovy (1402213), jehoZ jsem
byla feSitelem, jsme méli za cil vyvinout a validovat metody cileného sekvenovani vSech
doposud znamych genti podminujicich DMP adale vsSech jaderné¢ kodovanych
mitochondrialnich genli. Tyto metody mély umoznit efektivnéj$i a levnéjsi diagnostiku DMP
a vést k odhaleni novych kauzdlnich gent u ptipadi pacientd s postizenim mitochondridlniho

energetického metabolismu.

Geny byly vybrany z databaze lidskych gend a genetickych poruch OMIM a databaze
genetickych asociaci HuGE Navigator (Yu et al., 2008) pomoci thesauru Medical Subject

Headings (MeSH, https://www.nlm.nih.gov/mesh) a klicového slova ,,Metabolic Diseases*
[C18.452]) a dale pomoci klasifikace DMP podle Society for the Study of Inborn Errors of

Metabolism (SSIEM, http://www.ssiem.org). Seznam zndmych jaderné¢ kodovanych

mitochondrialnich gent byl ziskan ze specializovanych mitochondrialnich databazi MitoCarta
(Pagliarini et al., 2008), Mitomap (Lott et al., 2013) a Mitoproteom (Cotter et al., 2004).
Celkovy pocet genti byl 3616.

Sekvence regulacnich a kodujicich oblasti jednotlivych genti byly ziskany z databaze UCSC
Genome Browser (Kent et al., 2002). Koordinaty cilenych sekvenci byly zaslany k pilotnimu
navrhu oligonukleotidové knihovny pro cilené obohaceni DNA pomoci obohacovaciho kitu
Roche Nimblegen SeqCap EZ Choice Library. Nami navrZena knihovna cili oblast lidského

genomu o rozsahu 6,88 Mb.
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Uspé$nost pilotniho navrhu knihovny byla hodnocena na zakladé miry pokryti cilenych
sekvenci a uspéSnosti detekce znadmych variant v testovacich vzorcich se zndmou genovou
sekvenci. Pouzili jsme vzorky sekvenované v ramci projektu HapMap (Belmont et al., 2003)
a 1000 Genomes (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015). Primérné pokryti cilené
oblasti pro jednotlivé testovaci vzorky bylo vice nez 77x. Cilend oblast u jednotlivych
testovacich vzorktli byla pokryta vice nez 10x z 96 % a vice nez 2x z 98 %. Shoda genotypi
v testovacich vzorcich s jiz zndmymi variantami byla 98,4 %. Vyhodnocenim testovacich
vzorkl jsme zjistili, Ze knihovna byla navrzena optimalné, a proto jiz nebylo tieba navrhovat

nov¢ oligonukleotidy ani zvySovat pocet sekvencné identickych oligonukleotidi.

Pro dosazeni co nejvy$$i miry UspéSnosti detekce znamych variant a redukci faleSné
pozitivnich variant v testovanych vzorcich byly optimalizovany postupy analyzy sekvenacnich
dat. Porovnany byly aktualné€ dostupné mapovaci algoritmy pro rekonstrukci ptivodni sekvence
DNA a algoritmy slouzici k identifikaci sekvenc¢nich variant. Pro analyzu sekvenacnich dat
byly zvoleny nasledujici algoritmy: Novoalign v. 1.99 pro mapovani ¢teni na referenéni
sekvenci, GATK v. 3.3-0-g37228af a Samtools v. 0.1.18 pro identifikaci sekven¢nich variant,
SnpSift v. 3.6 pro anotaci sekvencnich variant a SnpEff v. 3.6 pro predikci vlivu varianty na

funkci proteinu.

V souladu s cili projektu byla vyvinuta a validovana metoda pro cilené sekvenovani vSech
doposud znamych gent podmiiiujicich DMP a jaderné kodovanych mitochondridlnich genti.
Néami vyvinuta metoda umoziiuje soucasné vysetfit vybranych 3616 gent u mnoha pacientli
najednou, za cenu ~5000 K¢ na jeden vzorek. Jen pro porovnani, za stejnou cenu bychom

Sangerovou metodou osekvenovali pfiblizné pét gend.

Pomoci této metody jsme provedli sekvenaci u 185 vzorkll od pacientli s podezfenim na
nékterou z DMP ¢i na poruchu mitochondridlniho energetického metabolismu. U 15 % vzorkt
byly nalezeny kauzélni mutace a byla ur€ena pfesna diagndza, coZ je nezbytnym krokem ke
kvalifikovanému poradenstvi, prevenci a ptipadné 1é¢be. U 40 % vzorkl jsme nalezli nové
kandidéatni mutace, jejichZ kauzalitu bylo nutné funkéné ovéfit. U 45 % vzorki nebyla nalezend

zadna kandidatni mutace.

Tento projekt piispél k rozsifeni aplikaci metod SGS a cileného sekvenovani jak ve
vyzkumu, tak diagnostice avedl k vytvofeni bioinformatickych postupli nezbytnych pro

klinickou diagnostiku.
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V nasledujicich kapitolach uvadim dva konkrétni ptiklady, ve kterych jsme vyuzili
kombinace cileného sekvenovani geni METABO panelem a exomového sekvenovani pfi
identifikaci kauzalnich variant u autosomalné dominantniho tubulointersticidlniho onemocnéni

ledvin a adultni neuronalni ceroidni lipofuscinézy.

5.1.1 Autosomalné dominantni tubulointersticialni onemocnéni ledvin - SEC61A1

Bolar NA, Golzio C, Zivna M, et al (2016) Heterozygous Loss-of-Function SEC61A1
Mutations Cause Autosomal-Dominant Tubulo-Interstitial and Glomerulocystic Kidney

Disease with Anemia. Am J Hum Genet 99:174-187. doi: 10.1016/j.ajhg.2016.05.028

Ak k

Autosomdlné¢ dominantni tubulointersticidlni onemocnéni ledvin (ADTKD) sestava ze
skupiny genetickych onemocnéni charakterizovanych rendlné tubularnimi a intersticialnimi
abnormalitami, vedoucimi k progresivnimu rendlnimu selhani vyzadujicimi dialyzu
a transplantaci ledvin (Bleyer et al., 2017; Devuyst et al., 2019; Eckardt et al., 2015). ADTKD
jsou zpusobeny mutacemi v riznych jadernych genech zahrnujicich MUC! (Kirby et al., 2013),
UMOD (Hart et al., 2002), HNFIB (Lindner et al., 1999), REN (Zivna et al., 2009), DNAJBI
(Cornec-Le Gall et al., 2018), NPHPI (Snoek et al., 2018) a mitochondrialni DNA (Connor et
al., 2017). Nové zavedena nomenklatura onemocnéni sestava z ndzvu ADTKD a piivlastku
piisluSné genetické pticiny, napfiklad ADTKD-UMOD atd. (Eckardt et al., 2015). U mnoha

ptipadlt ADTKD zlstava genetickd pficina zatim neznama.

Vtomto ¢lanku prezentujeme piipad dvou rodin s ADTKD avrozenou anémii
doprovazenou bud’ intrauterinnim zpomalenim rtstu, nebo neutropenii. Ultrazvukové vySetieni
a ledvinna biopsie odhalili malé dysplastické ledviny s cystami, tubuldrni atrofii a sekundarni

glomerularni skler6zou.

Symptomy onemocnéni byly u prvni rodiny podobné jako u jedinci s mutacemi v reninu
(anémie s ¢asnym nastupem, hyperurikémie, progresivni rendlni selhani). Z toho diivodu jsme
nejprve pomoci Sangerova sekvenovani u probanda vyloucili mutace v reninu. Ziskali jsme
DNA od 12 ¢lenti rodiny (7 postizenych) a provedli jsme parametrickou vazebnou analyzu
s vyuzitim ¢ipu [llumina Human CytoSNP12. Pod dominantnim modelem dédi¢nosti jsme
identifikovali kandidatni oblast s maximalnim LOD skére 2,7 na chromosomu 3q14-25.1.
Kandidatni oblast o velikosti 32 Mb, chr3:120000-152000 (hgl9 — referencni sekvence

lidského genomu verze 19) zahrnovala 357 genti.
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Provedli jsme exomové sekvenovani probanda pomoci obohacovaciho kitu Agilent
Technologies 50 Mb SureSelect Enrichment Kit na sekvenatoru SOLiD 4 a zaméfili se na
vzacné (MAF <1 %) kodujici a nesynonymni varianty. V oblasti vymezené vazebnou analyzou
jsme nalezli dvé kandidatni varianty. Variantu c.1189C>T (p.Arg397Cys) v exonu 7 genu
NPHP3 a variantu ¢.553A>G (p.Thr185Ala) v exon 7 genu SEC61A1. Varianta v genu NPHP3
vrodiné s fenotypem nesegregovala, kdezto varianta v genu SEC6/A1 ano. Zameéna
konzervované aminokyseliny Thr185 byla predikovana predikénimi nastroji  SIFT
a MutationTaster jako patogenni a néstrojem PolyPhen jako benigni. Varianta nebyla pfitomna
v zadné z kontrolnich databazi — 1000 genomi, Exome Variant Server, EXAC, nasi interni
databazi (~600 exomu a ~140 panell1), ani interni datab4zi Nijmegen (~500 exomt, Radboud

University Medical Center).

Abychom prokézali kauzalitu mutace, provedli jsme screening dalSich jedinct s obdobnym
fenotypem, a to pomoci METABO panelu vytvofeném na naSem ustavu (viz. tvod kapitoly
5.1). Celkem jsme vysSetfili 46 nepiibuznych jedinct s fenotypem odpovidajicim ADTKD.
U jednoho znich jsme nalezli heterozygotni variantu meénici smysl kodonu c.200T>G
(p.Val67Gly) v SEC61A1. Varianta byla konzervovana jak na urovni nukleotidové, tak
aminokyselinové. Varianta byla predikovana jako Skodliva pomoci predikénich program SIFT
a PolyPhen a jako onemocnéni zplisobujici pomoci nastroje Mutation Taster. Varianta byla
reportovana v databazi ExXAC (1/112410 alel). V ostatnich databazich reportovand nebyla.
Segregace varianty s onemocnénim v rodiné probanda byla prokdzana pomoci Sangerova

sekvenovani.

SEC61A1 koduje alfa podjednotku heterotrimetrického kanalu SEC61. Vysledny kanal,
slozeny z alfa, beta a gama podjednotek je souc€ésti sav€iho translokonu. Ten je lokalizovan
v membrané drsného endoplasmatického retikula (ER) a umoZiuje transport translatovanych
proteinli mezi cytoplazmou a lumen ER. In silico predikce strukturalniho a funkéniho dopadu
variant v SEC61 prokézala, ze ob¢é dveé varianty se nachazeji v konzervovanych oblastech
translokonu. Varianta Thr185 se nachazi v transmebranovém helixu 5, ktery je lokalizovan
v blizkosti translokovanych peptidii (Cannon et al., 2005) a pravdépodobné narusuje strukturni
integritu kanalu (Gray and Matthews, 1984). Varianta Val67 je soucasti domény, kterad

stabilizuje translokon v uzavieném stavu pomoci tzv. zatky (plug).

Vzhledem k tomu, zZe Zadné mutace v SEC61A41 nebyly u ADTKD dosud popséany, provedli
jsme transientni expresi obou mutovanych proteintt v bunéénych liniich. Zjistili jsme, ze wild-

type protein byl lokalizovan vyluéné v ER, kdezto oba dva mutované proteiny byly

35



lokalizovany nejen v ER, ale 1 v Golgi. Tento nalez byl pomoci imunohistochemické analyzy

potvrzen v ledvinnych biopsiich pacienti.

Abychom zjistili, jaka je role SEC61A1 ve vyvoji ledviny, pfipravili jsme in vivo model
embryi dénia pruhovaného (Danio rerio, zebrafish). Knockdown sec6lal2, ortologu lidského
SEC61A1, zpusobil defekty pii vyvoji nefrond, kopirujici tubuldrni fenotyp pozorovany
v ledvinnych biopsiich pacientti s ADTKD. /n vivo komplementace mutovanych bunék pomoci
wild-type mRNA zvrétila nefroticky fenotyp u embryi, zatimco komplemetace jednou nebo

druhou mutovanou variantou mRNA k reverzi fenotypu nevedla.

Tyto vysledky naznacuji, ze SEC61A1 je nezbytny pro spravny vyvoj nefront, a ze u dvou
studovanych rodin je ADTKD s kongenitalni anémii zptisobena mutacemi v SEC6141. Ob¢
dvé mutace funkcéné ovliviiuji dilezitou konzervovanou ¢ast SEC61A1 avedou k defektu
translokace proteinti pfes membranu endoplazmatického retikula, coZ ma za nasledek rozvoj

fenotypu ADTKD.

5.1.2 Adultni neuronalni ceroidni lipofuscindzy — ANCL Konsorcium

Berkovic SF, Staropoli JF, Carpenter S, et al (2016) Diagnosis and misdiagnosis of adult
neuronal ceroid lipofuscinosis (Kufs disease). Neurology 87:579-84. doi:

10.1212/WNL.0000000000002943

skeksk

Neuronalni ceroidni lipofuscindzy (NCL) jsou heterogenni skupinou vzacnych, geneticky
podminénych neurodegenerativnich onemocnéni. U NCL dochéazi k intralysosomélnimu
sttddani materialu (ceroid, lipofuscin, lipopigment) jak v bunikdch nervového systému, tak
1v perifernich tkanich. Stfddany material obsahuje pfevazné podjednotku ¢ mitochondrialni
ATP syntazy, saposiny A a D. Je vysoce hydrofobni a vyZaduje specidlni mechanismy pro jeho
rozklad a eliminaci (Palmer et al., 2013). V disledku stfadani materidlu v bunikach dochézi
k neurodegeneraci vedouci k rozvoji neurologickych obtiZzi jako je postupné zhorSovani

kognitivnich 1 pohybovych schopnosti, poruchy vidéni a epileptické zachvaty.

Podle v€ku nastupu onemocnéni délime NCL na infantilni, pozdné infantilni, ¢asné
juvenilni, juvenilni aadultni formy. Adultni formy NCL (ANCL, Kufsova choroba)

onemocnéni jsou na rozdil od détskych forem NCL velmi obtizné€ diagnostikovatelné, diagnoza
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je povétsinou stanovena az post mortem. VEtSinou totiz nedochazi ke stfddani materidlu
v perifernich tkanich, ale pouze v nékterych neuronech. Navic je obtizné odlisit patologické

stiadani od fyziologického stiadani lipofuscinu, ke kterému dochézi v pozdéjsim veéku.

ANCL muzeme déle rozd¢lit na typ A projevujici se progresivni myoklonickou epilepsii
a typ B projevujici se demenci a zhorSenim motorickych funkci. Dédicnost ANCL muze byt
jak autosomalné dominantni, tak recesivni. Bylo identifikovano nékolik kauzalnich geni CLN6
(Arsov et al., 2011), CTSF (Smith et al., 2013), PPTI (Van Diggelen et al., 2001), CLN5 (Xin
etal., 2010), GRN (Smith et al., 2012), ATP13A42 (Bras et al., 2012) a DNAJCS5 (Noskova et al.,
2011). Mutace v genu DNAJCS5 byly popsany na nasem pracovisti pomoci kombinace vazebné
analyzy, exomového sekvenovani a analyzy genové exprese. Vysledky byly soucdsti mé

diplomové prace (Ptistoupilova, 2011).

I ptesto, Ze byla identifikovana fada kauzalnich gend, ziistdvda mnoho pacientii s ANCL bez
spravné diagnozy. Z tohoto divodu bylo zaloZeno ANCL Gene Discovery Consortium
(Konsorcium), které shromazd’uje vzorky pacienti s podezienim na ANCL z celého svéta
s cilem identifikovat genetickou pfi¢inu onemocnéni. NaSe laboratoi je soucasti tohoto
Konsorcia. Konsorcium vypracovalo diagnostickd kritéria, podle kterych d€li pacienty na
zaklad¢ klinickych a patologickych nélezti do n€kolika skupin: jednoznacnd, pravdépodobna,
moznd a vylouc¢ena diagnéza ANCL. Ze 47 shromazdénych vzorkii od pacienti bylo urc¢eno
5 jako jednoznaénych, 2 pravdépodobné a 9 moznych. U 31 pacienti byla diagn6za ANCL
vyloucena a nasledné byla u 10 z nich diagnostikovano onemocnéni jiné. Byly nalezeny mutace
v genech HTT, NPCI1, PLA2G2, c19orf12, PRNP, SACS (Muona et al., 2015), PSENI (Ehling
etal., 2013), SERPINII (Muona et al., 2015) a MTND3.

U 14 pacientil s jednoznacnou, pravdépodobnou a moznou ANCL jsem provedli vySetieni
znamych ANCL gent (CLN6, CTSF, DNAJCS5, GRN a PPTI) pomoci Sangerova sekvenovani
a/nebo cileného sekvenovani za pouziti METABO panelu. U Zadného z pacientt jsme v téchto
genech nenasli patogenni ani pravdépodobné patogenni varianty. Nasledné jsme u 12 pacientii
provedli exomové sekvenovani a u jednoho z nich jsme nalezli dvé varianty v genu CLNG, jez
byly predikovéany jako pravdépodobné patogenni. Pacient byl pro tyto dvé varianty slozenym
heterozygotem. U ostatnich pacientll jsme se zaméfili na vzacné patogenni varianty, ale nenasli
jsme zadné kandidatni varianty, jejichz patogenitu bychom mohli dale ovéfovat pomoci

funkénich studii.

Obtiznost diagnostiky ANCL je dana n¢kolika faktory: vzacnosti onemocnéni, variabilitou

klinickych ptiznakl a obtiZnosti odliSeni abnormalniho lipopigmentu charakteristického pro
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ANCL od normalniho lipofuscinu, k jehoz akumulaci dochdzi se stoupajicim vékem. V této
studii jsme zjistili, ze >1/3 ptipadt byla Spatné diagnostikovana jako ANCL. U piipadi
uréenych jako jednoznacnd, pravdépodobnd a mozna ANCL jsme genetickou pti¢inu odhalili

pouze u jednoho pacienta.

Souhrnné vysledky jsou soucasti publikace uvedené v zéhlavi této kapitoly. Po vydani této
publikace se nam podaftilo identifikovat genetickou pfic¢inu u dalSich 3 pacientii. U prvniho
pacienta byla nalezena nova mutace, 30 bp inzerce v genu DNAJCS5 (viz. kapitola 5.2.1).
U druhého pacienta byla nalezena expanze tandemovych repetic v genu ATNI zpusobujici
Dentato-rubro-palido-luysianskou atrofii. Expanze byla nalezena pomoci nastroji pro
identifikaci tandemovych repetic z SGS dat (viz. kapitola 2.2.2.4) a byla ovéfena cilenym
genotypovanim (publikace v ptiprave). U tfeti pacientky s progresivni myoklonickou epilepsii
byla jako kauzalni mutace ur¢ena expanze tandemovych repetic v genu C9orf72 (van den

Ameele et al., 2018) pomoci metody short-repeat PCR (Gijselinck et al., 2018).
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5.2 Cil 2) Identifikace kauzalnich genl a mutaci uvybranych vzacnych
geneticky podminénych onemocnéni pomoci NGS metod druhé

generace (SOLID, lllumina)

5.2.1 Adultni neuronalni ceroidni lipofuscinéza — DNAJC5

Jedlickova I, Cadieux-Dion M, Piistoupilova A, et al (2020) Autosomal-dominant adult

neuronal ceroid lipofuscinosis caused by duplication in DNAJCS initially missed by

Sanger and whole-exome sequencing. Eur J] Hum Genet. doi: 10.1038/s41431-019-0567-2

ks

V této publikaci prezentujeme piipad jedné zrodin zminovanych v souhrnném ANCL
¢lanku (kapitola 5.1.2), kterd byla Konsorciem klasifikovana jako pravdépodobnd ANCL
s dominantni dédi¢nosti. V rdamci Konsorcia byly Sangerovym sekvenovanim a METABO
panelem vylouceny mutace ve vSech znamych genech, vcetné¢ genu DNAJCS5. U dvou
postizenych bratrii bylo dale provedeno exomové sekvenovani obohacovacim kitem Agilent
Technologies Sure Select Human All Exon v4 na platformé Illumina HiSeq 2000. Vzhledem
k autosomdln¢ dominantnimu modelu dédi¢nosti jsme hledali heterozygotni varianty u obou
bratrt, které mély pokryti > 10 ¢éteni a MAF < 0,5 % v databazi ExAC. Nenalezli jsme zddnou
funkcné relevantni kandidatni variantu. Pfi opétovné analyze vysledkid jsme snizili filtrovaci
kritéria a hledali jsme varianty s pokrytim >5. Odhalili jsme 30 bp duplikaci ve ctvrtém exonu
genu DNAJCS5,  chr20:2.62562252 62562281dup (hgl9); NM_025219.2:¢.370_399dup
(p.(Cys124 Cys133dup)). Tato varianta pii inspekci BAM souboru v prohlize¢i IGV nebyla
zobrazena. Pro zobrazeni varianty bylo klicové mit v IGV prohlizeci zapnuté zobrazeni soft-
clipped bazi (View> Preferences>Filter and Shading Options> Show sofi-clipped bases), které
vede k vizualizaci konct ¢teni, které nemapuji na referencni sekvenci v plné délce a jsou tzv.
zasttihnuty (clipping). Vzhledem k nizkému pokryti bylo potieba variantu ovéfit jinou metodu.
Tato duplikace nebyla primarné detekovana pomoci standardniho PCR protokolu a Sangerova
sekvenovani kvili preferencni amplifikaci kratké referencni alely. Modifikovali jsme pivodni

PCR protokol a variantu se nam podafilo potvrdit pomoci Sangerova sekvenovani.

DNAJCS kéduje cystein-string protein alpha (CSPa), ktery v komplexu s dal$imi proteiny
plsobi jako molekularni chaperon pii formaci presynaptickych SNARE komplexti. SNARE
komplexy jsou zasadni pro kotveni, fizi a recyklaci synaptickych vacki. Existuje stale vice

dikazi, ze poruchy SNARE aparétu vedou k neurodegeneraci (Gorenberg and Chandra, 2017).
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Stejné tak jako piedchozi nalezené mutace (Benitez et al., 2011; Noskova et al., 2011;
Velinov et al., 2012), itato duplikace je lokalizovand v centrdlni konzervované doméné
proteinu CSPa, kterd je na cystein bohatd (CSD, cystein-string domain). Palmitoylace cysteint
umoziuje zakotveni CSPa do synaptické membrany (Chamberlain and Burgoyne, 1998;
Greaves et al., 2008; Greaves and Chamberlain, 2006). Pomoci in silico analyzy jsme zjistili,
ze nalezena duplikace zvySuje hydrofobicitu CSD a Ze pfitomnost nadbytecnych 7 cysteini
meéni jeji palmitoylaci. Tyto zmé€ny mohou zplsobit vyssi agregaci mutované¢ho proteinu
(Ramadan et al., 2007). Zmeéna bunécné lokalizace byla potvrzena v in vitro studii pomoci
transientni exprese wild-type a mutovanych forem konstruktli v neuronalnich buikach.
Mutované konstrukty zahrnovaly i ndmi dfive nalezené mutace Leull15Arg, Leullé6del
(Noskova et al., 2011). Metodou Western blot byla prokazana neptitomnost palmitoylované
formy Cys124 Cys133dup, narozdil od wild-type CSPa, Leul 15Arg a Leul 16del, které byly
pfitomny jak v palmitoylované, tak nepalmitoylované formé. U vSech tii mutovanych proteinti

byla pozorovana tvorba vysokomolekularnich nerozpustnych agregatu.

Potvrdili jsme, ze nalezend varianta Cys124 Cys133dup v genu DNAJC5 vede k duplikaci
centralniho motivu CSD domény, ovliviiuje na palmitoylaci zavislé tfidéni CSPa v kulturach

nervovych bunék a je pfi¢inou ANCL u této rodiny.

Nezavisle se objevujici varianty v CSD doméné naznacuji, ze tato oblast mize byt vice
nachylné k chybam vznikajicich pfi DNA replikaci a ze by inzerce a duplikace v této oblasti
mély byt zvazovany u nevyteSenych piipadii s ANCL. Zaroveit mlZe pii diagnostice dochazet

k fale$n€ negativnim naleziim.

5.2.2 Neurodegenerativni onemocnéni neznamé etiologie - VPS15

Gstrein T, Edwards A, Ptistoupilova A, et al (2018) Mutations in Fps15 perturb neuronal
migration in mice and are associated with neurodevelopmental disease in humans. Nat

Neurosci 21:207-217. doi: 10.1038/s41593-017-0053-5

kksk

Vtomto clanku prezentujeme piipad chlapce s neurodegenerativnim onemocnénim
neznamé etiologie. Onemocnéni se manifestovalo jiz po narozeni hypotonii a opozdénym
psychomotorickym vyvojem. Postupné dochazelo k progresi stavu a projevil se tézky
mozeckovy syndrom, spasticka kvadruparéza, pseudobuldrni syndrom, hypotrofie koncetin,

atrofie mozku a zrakovych nervii. Byla provedena vySetfeni na metabolickd a neuromuskularni
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onemocnéni, nicméné vSechny nalezy byly nespecifické. V 17 letech chlapce se objevil prvni
epilepticky zachvat a zacaly se objevovat mensi, ale ¢asté generalizované myoklonie. Chlapec

zemiel v 19 letech v diisledku dychaciho selhani.

V roce 2012 (v osmnacti letech chlapce) bylo béhem mé staze na pracovisti Centro Nacional
de Analisis Gendmico (CNAG) provedeno exomoveé sekvenovani vSech ¢lenti rodiny (proband,
matka, otec a tfi zdravi sourozenci) obohacovacim kitem Roche Nimblegen SeqCap EZ v3 na
sekvenatoru Illumina HiSeq 2000. Pfi filtrovani jsme se zaméfili na vSechny vzacné, protein
kodujici varianty odpovidajici moznym modelim dédi¢nosti (autosomalné recesivni MAF
<1%, de novo MAF < 0,1 %, slozeny heterozygot MAF < 2 %, X-vazany MAF < 1 %).
Celkem jsme nalezli mutace ve 13 kandidatnich genech. Bohuzel ani jednu z nich jsme
nedokézali pfi soucasném stavu pozndni urcit jako kauzalni. V roce 2013 jsme provedli
reanalyzu a reinterpretaci dat a zjistili jsme, ze byl publikovan ¢lanek, ktery spojuje mutace
vjednom z kandidatnich genti, PIK3R4 (VPS15), s autofagickou vakuolarni myopatii

a s lysosomalnim onemocnéni v mysim modelu (Nemazanyy et al., 2013).

Gen VPS15 koduje regulacni podjednotku fosfatidylinositol-3-kindzového komplexu tieti
ttidy a je nezbytny pro stabilitu a aktivaci Vps34, ktery slouzi jako katalytickd podjednotka.
Tento komplex pieménuje fosfatidylinositol na fosfatidylinositol-3-fosfat a je nezbytny pro

ttidéni proteini u kvasinek (Schu et al., 1993).

Abychom zjistili, jestli neexistuje dalsi pacient s obdobnym fenotypem a mutaci ve stejném
genu, vlozili jsme gen VPS5 do databdze GeneMatcher (Sobreira et al., 2015), bohuZzel v té
dobé bez vysledku. V roce 2015 se nam pres tuto databazi podatilo propojit s dr. Keaysem,
ktery vytvoril mySi model s mutaci ve Vpsl5, ktera vedla v disledku narusené neuronalni
migrace k poruchdim mozkovych struktur. Kompletni ablace Vpsl5 vedla k akumulaci
autofagickych substrati, indukci apoptdzy a zavazné kortikdlni atrofii — tedy ke stejnému

fenotypu, jaky jsme pozorovali u naSeho pacienta.

U naSeho pacienta jsme nalezli vgenu VPSI5 homozygotni mutaci (hg38;
chr3:130681528 A>C), ktera vede ke zméné vysoce konzervovaného leucinu na arginin
p.Leul224Arg. Mapovanim této mutace na strukturu kvasinkového komplexu Vps15—Vps34—
Beclinl jsme zjistili, Ze mutace lezi uvnitt WD40 domény, ¢asti dilezité pro folding a stabilitu

(Rostislavleva et al., 2015).

Pro prokéazani funkcniho efektu varianty na rozvoj fenotypu byla provedena studie na

fibroblastech pacienta ajeho rodicd. Ve fibroblastech pacienta bylo prokdzano snizené
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mnozstvi proteini VPS15, VPS34 a BECLINI. Mnozstvi mRNA nebylo sniZzeno, coz
naznacuje, Ze snizené mnozstvi proteinli je dano posttranskripcni dysregulaci. Dale bylo
pozorovano zvysené mnozstvi receptoru p62, coz ukazuje na poruchu autofagie (Liu et al.,
2016). V1iv mutace p.Leul224Arg byl potvrzen komplementaci pomoci wild-type VPSI15, po
které doslo ke stabilizaci mnozstvi proteint BECLINT a VPS34.

Prokazali jsme, ze mutace p.Leul224Arg vede k poruSe komplexu VPS15-BECLINI-
VPS34, akumulaci substrati autofagie a je pti¢inou neurodegenerativniho onemocnéni u tohoto

pacienta.

5.2.3 Akadska varianta Fanconiho syndromu — NDUFAF6

Hartmannova H, Piherova L, Tauchmannova K, et al (2016) Acadian variant of Fanconi
syndrome is caused by mitochondrial respiratory chain complex I deficiency due to a non-
coding mutation in complex I assembly factor NDUFAF6. Hum Mol Genet 25:4062—4079.
doi: 10.1093/hmg/ddw?245

Ak k

Rendlni Fanconiho syndrom je vzacné onemocnéni projevujici se snizenym vstfebavanim
elektrolytii a organickych sloucenin v proximéalnich tubulech, coZ vede k metabolické acidoze,
glykosurii, fosfatourii, aminoacidurii a urikosurii (Bokenkamp and Ludwig, 2010; Klootwijk et
al., 2015). Muze byt zptsoben léky (Kitterer et al., 2015), toxiny (Hall et al., 2014) ¢i
genetickymi mutacemi ovliviiyjicimi funkci proximalnich tubulii (Klootwijk et al., 2015;

Solano et al., 2014).

Akadska varianta Fanconiho syndromu (AVFS) se projevuje pouze u Akad’anti, populace
s efektem zakladatele v kanadském Novém Skotsku. AVFS je charakterizovan
generalizovanou dysfunkci proximalnich tubuli vedouci kpomalu progredujicimu
chronickému selhani ledvin, spojenému s intersticialni fibrozou plic (Crocker et al., 1997;

Wornell et al., 2007). Geneticka a molekularni podstata tohoto onemocnéni byla nezndma.

Provedli jsme retrospektivni studii na 12 pacientech z 8 rodin. Struktura rodokmenti
a predpokladany efekt zakladatele naznacovaly, Ze se jednd o autosomalné recesivni model
dédicnosti. Nejprve jsme provedli exomové sekvenovani pomoci obohacovaciho kitu Roche
NimbleGen SeqCap EZ Exome v2 na sekvenatoru SOLID 4 u ¢tyt jedinch z prvni rodiny (tii

postizeni a jeden zdravy). Pomoci homozygotniho mapovani jsme urc¢ili homozygotni oblasti
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genomu > 2 Mb. Nalezli jsme pouze jednu takovou oblast, chr8:90958422-96960058 (hgl9).
Vzhledem k pfedpokladanému autosomalné recesivnimu modelu dédi¢nosti jsme se v této
oblasti zamétili na homozygotni varianty (CNVs, SNPs, inserce a delece) sdilené v§emi ¢tyfmi
postizenymi jedinci, ale nepfitomné u zdravého jedince. Nalezli jsme dvé varianty s nizkou
frekvenci vyskytu a to v genech OTUD6B (chr8:92097062G>A; rs3210518, hg19) a RBM12B
(chr8: 94746049T>G; rs16916188, hgl9). Pomoci Sangerova sekvenovani jsme provedli
genotypovani varianty rs3210518 u vSech ¢lent této rodiny. VSichni postizeni nesli tuto
variantu v homozygotnim stavu, vSichni zdravi nesli tuto variantu heterozygotné nebo u nich
nebyla piitomna viibec. Segregacni analyzou jsme tak potvrdili relevanci homozygotni oblasti
v této rodin¢. Pro identifikaci kauzalnich mutaci jsme déle provedli exomové sekvenovani
rozsitené o 5" a 3" neptekladané oblasti obohacovacim kitem Roche NimbleGen SeqCap EZ
Human Exome + UTR na sekvenatoru Illumina HiSeq 1500. Diky tomu jsme odhalili
rekombinace u postizeného jedince z dalsi rodiny a tim jsme upfesnili homozygotni oblast na
chr8:94242350-97172487 (hgl9). Pro urceni nekodujicich variant v kandidatni oblasti jsme
provedli genomové sekvenovani u dvou postizenych na sekvenatoru Illumina HiSeq X Ten
s pokrytim 30x. Homozygotni mapovani déale zuzilo kandidatni oblast na chr8:94423201-
96206283 (hgl9), kterd obsahovala 322 variant. Pfi filtrovani jsme upfednostnili varianty
vzacné (MAF < 0,5 %), konzervované (GERP skore) a predikované jako Skodlivé (CADD
skore). Zbyla ndm pouze jedna kandidatni varianta chr8:96046914T>C, rs575462405, v genu
NDUFAFG.

Varianta se nachazi v druhém intronu genu NDUFAF6 (NM_152416.3; ¢.298-768T>C), 37
bazi upstream od varianty chr8:96046951A>G (c.298-731A>QG), rs74395342), ktera vytvari
nové donorové misto sestfihu. /n silico analyza provedena nékolika nastroji pro predikci efektu
varianty na sestiih (Alamut® Visual, Interactive Biosoftware) ptedpovédéla, Ze varianta c.298-
768T>C vytvaii nové akceptorové misto sestfihu. Pomoci Sangerova sekvenovani jsme
prokazali homozygotni stav varianty chr8:96046914T>C u postizenych jedinci ze vsech

8 rodin a absenci této varianty v homozygotnim stavu u vSech zdravych.

NDUFAF6 koduje asemblacni faktor 6 komplexu I respiraéniho fetézce NADH
dehydrogendzy. NDUFAF6 existuje v n¢kolika rliznych izoformach, vcetné jedné, ktera je
predikovand jako mitochondridlni (McKenzie et al., 2011). Izolovali jsme celkovou RNA
z fibroblastii a z plicni biopsie pacientii. Produkty reverzni transkripce jsme osekvenovali
paralelné na sekvenatoru Illumina HiSeq 1500 a pomoci Sangerova sekvenovani. Nalezli jsme

celkem 10 rGznych izoforem. Prokéazali jsme, Ze rs575462405 - bud’ samostatné nebo
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v kombinaci s rs74395342 ovliviluje sestiih a syntézu NDUFAF6 izoforem, vede ke ztraté
mitochondrialni izoformy a nasledné k poruse tvorby a funkce respiracniho komplexu L
Vyznam nalezené mutace pro rozvoj onemocnéni byl potvrzen komplementaci — po transfekci
wild-type NDUFAF6 do fibroblastii pacienta doSlo k odstranéni pfedchoziho enzymového
defektu.

Nase vysledky prokazuji, ze AVFS je zptisobend deficitem mitochondridlniho komplexu I
respiracniho fetézce v disledku nekodujici mutace v asemblaénim faktoru NDUFAF6. Tato
informace muze byt vyuzita pro diagnostiku aprevenci onemocnéni u jedincti arodin
akadského piivodu a vyznamné rozsifuje spektrum klinické prezentace mitochondridlnich

onemocnéni, defektl respiracniho fetézce a poruch respiracniho komplexu I.
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5.3 Cil 3) Identifikace variant v obtiZzné analyzovatelnych oblastech genomu
pomoci NGS metod druhé atreti generace (SOLID, Illumina, Oxford

Nanopore, PacBio)

5.3.1 Autosomalné dominantni tubulointersticialni onemocnéni ledvin — MUC1

ADTKD-MUCI je dédi¢né onemocnéni zpiisobené posunovymi mutacemi v repetitivnim
genu mucin 1 (MUCI), které v dasledku zmény Cteciho rdmce vedou k syntéze abnormalniho,
cystein-bohatého a vysoce bazického proteinu MUCI1-fs. Hromadéni MUCI1-fs v tubularnich
bunkach ledvin vede k postupné ztraté tubularnich funkci a rendlnimu selhéni, vyzadujicim
dialyzu a transplantaci ledvin. V&k, ve kterém dochézi k renalnimu selhani, je u pacientd rizny
(17-75 let). Pfedpokladame, Ze doba nastupu muize souviset s pozici mutace v rdmci genu —
tedy ¢im dfive dojde ke zméné Cteciho ramce, tim vice patogenniho MUCI1-fs vznika a tim

difive dochazi k renalnimu selhani.

Identifikace posunovych mutaci aurceni jejich pfesné pozice vramci genu MUCI je
komplikovano né¢kolika faktory. Kodujici sekvence genu MUCI obsahuje repetitivni oblast
sestavajici z 25-122 degenerovanych tandemovych repetic (VNTR), které jsou 60 bazi dlouhé,
GC bohaté (82 %) a nekteré z nich obsahuji homopolymerni oblast 7 cytosini. Kazda alela je
navic jinak dlouhd, protoze obsahuje jiny pocet tandemovych repetic. Kombinace téchto faktori

znesnadnuje vyuziti standardnich molekuldrné-diagnostickych a bioinformatickych postupii.

5.3.1.1 Identifikace mutaci

Zivna M, Kidd K, Ptistoupilova A, et al (2018) Noninvasive Immunohistochemical
Diagnosis and Novel MUC1 Mutations Causing Autosomal Dominant Tubulointerstitial

Kidney Disease. ] Am Soc Nephrol 29:2418-2431. doi: 10.1681/ASN.2018020180

kksk

Nas postup pro identifikaci mutaci v MUC! byl zaloZen na obohaceni VNTR oblasti MUC/
z genomové DNA pomoci LR-PCR. Pro =ziskani dostatecného mnozstvi materidlu
a minimalizaci chyb vzniklych béhem PCR byl vzorek pfipraven kombinaci néckolika
individudlnich reakci. Délku jednotlivych alel jsme urcili pomoci ptistroje Fragment Analyzer

a podle segregace v ramci rodokmenu jsme zjistili, ktera alela je nositelkou mutace.
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Pro identifikaci novych mutaci jsme ziskanou VNTR oblast sekvenovali na ptistroji [llumina
HiSeq/NovaSeq. Vzhledem k repetitivni povaze VNTR oblasti a kratké délce ziskanych ¢teni
(101 bp) nebylo mozné pouzit standardni postup pro analyzu SGS dat zalozeny na mapovani
¢teni na referen¢ni sekvenci. Vyvinuli jsme proto vlastni bioinformaticky postup zalozeny na

analyze hrubych sekvenacnich dat, ve kterych cilen¢ vyhledavame posunové mutace.

Abychom nasli nejvice konzervovanou oblast degenerovanych repetic, provedli jsme
mnohondsobné zarovndvani sekvenci (MSA, Multiple Sequence Alignment) ziskanych
z FASTQ souborti. Sekvenci nejvice konzervovanych oblasti jsme pouzili jako takzvané kotvy
(Obrazek 11a). Pokud je vzdéalenost mezi dvéma kotvami 3n nukleotidl (tfi nukleotidy pro
kazdou jednu aminokyselinu), nedochdzi k posunu ¢teciho ramce. Pro nalezeni kandidatnich
repetic nesoucich posunové mutace vyhledavame ¢teni, ve kterych je vzdalenost mezi dvéma
kotvami 3n+1 nebo 3n-2 béazi. Pro vSechny vzorky poté spocitime procentualni zastoupeni
téchto kandidatnich repetic. Vzhledem k tomu, ze mutace mohou ndhodn¢ vznikat béhem PCR,
povazujeme za realné mutace pouze ty, které maji procentudlni zastoupeni vétsi, nez je primeér
+ 2 SD u deviti zdravych kontrol. Napiiklad duplikace 27dupC je pfitomna u zdravych kontrol
v 0,36 % =+ 0,06 % cteni. Proto pro urceni mutace 27dupC jako redlné tedy pozadujeme, aby
byla zastoupena alesponl v 0,48 % cteni. (Obrazek 11c). Pomoci tohoto ptistupu se nam podafilo

identifikovat pét novych posunovych mutaci u celkem 6 rodin (Obrazek 11b).
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Obrazek 11: A) analyza konzervovanych oblasti degenerovanych VNTR repetic, wt_ DNA odpovida nejcasteji zastoupené
repetici, wt_AA uvadi aminokyselinovou sekvenci wild-type proteinu, mut AA uvadi aminokyselinovou sekvenci mutovaného
proteinu vzniklého v dusledku posunu cteciho ramce o 1 bazi, podtrzenim jsou vyznacené kotvy pouzité pro identifikaci novych
posunovych mutaci B) Sekvence VNTR repetic, wild-type (wt) a indentifikovanych posunovych mutaci C) osa x uvadi skupiny
vzorkii, ve kterych bylo urcovano procentudlni zastoupeni cteni (osa y) nesoucich jednotlivé mutace (uvedené v hlavicce
kazdého z boxii).
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Vsechny tyto mutace byly ovéieny nezavislou metodou. Mutace 28dupA a 26 27insG byly
ovéteny na Broad Institutu (MIT and Harvard) pomoci eseje, ktera se vyuziva pro identifikaci
mutaci 27dupC (Blumenstiel et al., 2016). Tato esej je zalozena na tom, ze v disledku mutace
27dupC dochazi ke ztrat¢ rozpoznavaciho mista pro restrikéni endonukledzu Mwol. Mutovana
repetice tedy neni rozstépena a je namnozena pomoci PCR a metody prodluzovani primeru
(probe extension). Ziskané fragmenty jsou detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie.
Zjistili jsme, Ze tuto esej je mozné s modifikovanymi prébami pouzit i pro nové mutace 28dupA
a 26 27insG (Obrazek 12E a Obrazek 12F), protoze i tyto mutace narusuji Mwol rozpoznavaci
misto. Mutace 1 16dup a23delinsAT byly ovéfeny Stépenim PCR amplikonu pomoci
restrikénich enzymu. Ecil §tépi alelu specificky v misté mutace 1 16 dup a Fokl v misté mutace
23delinsAT. Mutovana alela je tedy rozstépena na dvé ¢asti, a vizualizovana pomoci agar6zové

elektroforézy (Obrazek 12G a Obrazek 12H).

27dupC 28dupA
Positive 1 * 5904 Da Positive %6571 Da
i g
h 50 B 50-
[ o L N " ——
—JLJW*LJJ — 4 : 4 -
5 r i r o - y r Fn W ro T
s s
wt wt
Negative = Negative 1%
oo e
Tw L_. e
o I WOV O N W W o - i L'_”I“'JL‘““*;-»
o0 5000 5500 6000 6500 000 00 5500 ] 8500 000
s e
F % 5944.85 Da G
22nsG i 118dup St TR H1 H2 NG S
ositive *  Ecil PCR Ecil PCR Ecil PCR Ecil PCR
-
2% ey
E" 5000 - —
b o0 TRY -
" j A e . - = |
i, A x d
: = = = %= =) oz B Wi 2
Mass 1500 W H
wt 120
Negative 230BliNSAT  Gorm B P P iyt N G St Rl
® Fokl PCR PCR
g“ 8000
: = ' . =
2000 « “ . .~ 2000
- l 1500 o 1500
A o
. g g ;.‘;a g_m ;‘tﬂ 1000 53 1000
Mass. 700

Obrazek 12: Potvrzeni mutact nezavislou metodou (D, E, F) potvrzeni mutaci 27dupC, 28dupA a 26 _27insG eseji zaloZenou
na hmotnostni spektrometrii, hvézdicka znazornuje mutovany produkt (G, H) potvrzeni mutaci 1_16dup a 23delinsAT pomoci
Stépenti restrikcnimi endonukleazami Ecil a Fokl u pacientit P1 a P2, pribuznych kontrol HI a H2 a nepribuzné kontroly NC.
U kazdého jedince je neprve zobrazen stépeny amplifikovany produkt - oznaceny nazvem Stépiciho enzymu a poté produkt
nestepeny — oznaceny jako PCR. U pacientii dochazi k nastépeni mutované alely na dvé casti.
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5.3.1.2 Urceni pozice mutaci v ramci VNTR

ks

Pro urceni piesné struktury obou alel aurfeni pozice mutace v rdmci genu vyuzivame

technologii SMRT. Tato unikatni technologie nam dovoluje procteni celych molekul MUC!

VNTR v jednom cteni, véetné homopolymerni oblasti 7 cytosinii a nasledné urceni pozice

mutace v ramci genu pomoci naSich vlastnich bioinformatickych postupti, které znazornuje

Obrazek 13.

Create reference

reference_
creator.py

CCs
Mapping to
12345.1- reference
122x.6789.fasta by
bwa mem
Filtering:
unique
MAPQ > 4
whole length
reads
find 2 alleles
from idxstats
peaks.py
Create
consensus
for both alleles
A/ —
short allele long allele
FASTA FASTA
Separate Separate
_Ssequence sequence
into repeats into repeats
EEAIR O separator.py
Allele Allele
reconstruction reconstruction
classificator.py classificator.py
short allele long allele
structure structure
/\_/\ ///9\_/
Print / Report

Obrazek 13: Bioinformaticky postup pro analyzu VNTR oblasti
MUCI, zalozZeny na kolekci skriptii naprogramovanych v Bashi

(Zluta) a Pythonu (zelend).
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Pro potieby analyzy jsme nejprve

vytvofili referencni sekvenci

(reference_creator.py). Referenc¢ni
sekvence byla vytvofena tak, aby odrazela
strukturu VNTR oblasti, ktera sestava z 25-
122 degenerovanych repetic, které jsou
60 bazi dlouhé. Nejvice konzervovanou
repetici zna¢ime pismenem X. Pied VNTR
oblasti se vzdy nachdzi celkem pét
konzervovanych repetic (oznacenych ¢&isly
1,2,3,4,5)aza VNTR oblasti se nachazeji
Ctyfi konzervované repetice (6, 7, 8, 9).
Referencni sekvence tedy obsahuje 122
ruzné dlouhych kontigt, liSicich se poc¢tem
degenerovanych repetic X uprostied.
Sekvence

Obrazek 14.

zminénych repetic ukazuje

Stejné jako v piipad¢ identifikace mutaci
na pfistroji [llumina, i zde vychézime z LR-
PCR amplikoni. Ty sekvenujeme na
pfistroji Sequel (PacBio) v rezimu CCS.
Ziskané  FASTQ

soubory  nejprve

mapujeme na vlastni referen¢ni sekvenci.



Namapovana ¢teni filtrujeme, abychom se zbavili nekvalitnich, chimerickych a nekompletnich
cteni. Podle poctu ¢teni namapovanych na jednotlivé kontigy ur¢ime délku obou dvou alel
(peaks.py). Poté uré¢ime konkrétni sekvence obou dvou alel (Create consensus). Nasledné
rozdélime sekvenci kazdé¢ alely na jednotlivé repetice (separator.py), a ty klasifikujeme podle
jejich sekvence (classificator.py). Kazdé repetici je pfid€leno pismeno €i Cislo odpovidajici
konkrétni sekvenci repetic, které byly popsany diive (Kirby et al., 2013; Wenzel et al., 2018)
a nebo pismeno nové (Obrazek 14). Timto zpisobem je mozné urcit i nové mutace a urcit jejich

pozici v rdmci VNTR.

Obrazek 14: Sekvence repetic
pred VNTR oblasti (1, 2, 3, 4, 5),
za VNTR oblasti (6, 7, 8, 9),
nejvice konzervovand repetice
uvnitir- VNTR  oblasti  (X)
a priklady dalsich repetic (A, B,
0

AAGGAGACTTCCGCTACCCAGAGAAGTTCAGTGCCCAGCTCTACTGAGAAGAATGCTGTG -
AGTATGACCAGCAGCGTACTCTCCAGCCACAGCCCCGGTTCAGGCTCCTCCACCACTCAG —
GGACAGGATGTCACTCTGGCCCCGGCCACGGAACCAGCTTCAGGTTCAGCTGCCACCTGG -
GGACAGGATGTCACCTCGGTCCCAGTCACCAGGCCAGCCCTGGGCTCCACCACCCCGCCA —
GCCCACGATGTCACCTCAGCCCCGGACAACAAGCCAGCCCCGGGCTCCACCGLCCCCCCCA —
GCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCGGGCCCCGGGCTCCACCCLCGGCCCCG —
GGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCG
GGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCATGGTGTCACCTCGGCCCCGGACAACAGGCCCGCCTTG —
GGCTCCACCGCCCCTCCAGTCCACAATGTCACCTCGGCCTCAGGCTCTGCATCAGGCTCA —
GCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGLCCceeea —
GCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAGAGCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCGCCCGLA —
GCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAGAGCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGLCCCCCeeA —
GCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCAA

QWX ©Oow-Jo Ul d WN

Nasleduje ptiklad zapisu sekvence obou alel ujednoho pacienta, nesoucich 35 a 42

degenerovanych repetic. Pozice posunové mutace je vyznacena ¢ervene.

P1-35x :12345SCXAXCBXXABAXCXXXAABXXXXXXXABXXXXXX6789

P1-42x :12345CXAXCBXXABAXCXXXAABXXXXXXABXXXXXXABBXXXXX6789

Na zavér je pro kazdy analyzovany vzorek vygenerovan report s piesnou strukturou obou
alel, nalezenymi mutacemi vcetné jejich pozice a statistikami umoZznujicimi zkontrolovat

kvalitu vysledk.

Pomoci tohoto postupu jsme osekvenovali celkem 45 vzorkl (29 pacientii a 16 kontrol).
Kompletni sekvenci obou alel MUCI se nam podaftilo urcit u 41 vzorka (25 pacientd, 16
kontrol). U &tyt zbyvajicich vzorkt nebylo kviili nizkému poctu ¢teni reprezentujicich dlouhou
alelu mozné urcit jeji sekvenci. Ve skupin€ vzorkl od pacientll se znamou posunovou mutaci
(mutace byly diive identifikovany metodami zminénymi v kapitole 5.3.1.1), jsme osekvenovali
16 vzorkli a mutace byla identifikovana u vSech. Ve skupiné¢ vzorkii od pacientli bez zndmé

posunové mutace, ale s prokazanou akumulaci MUCI-fs, jsme osekvenovali 9 vzorkd.

49



Posunova mutace byla identifikovana pouze ve 2 z nich, a to 1 pfesto, ze pokryti obou alel bylo

vysoké. Ve skupin€ 16 kontrolnich vzorkd jsme nenasli Zadné posunové mutace.

SMRT sekvenovani nésledované specidlni bioinformatickou analyzou umoziuje plné
zrekonstruovat sekvenci VNTR oblasti MUCI, nalézt zndmé i nové mutace a spolehlive urcit
jejich pozici. Zavedené metody umoziuji genetickou diagnostiku ADTKD-MUC! a mohou
ptispét k odhaleni genetickych faktorit podminujicich pribeh renédlniho selhdni u jednotlivych

pacienttl.

V soucasné¢ dobé sekvenujeme vzorky od dalSich kontrol a pacientli s podezienim na

ADTKD-MUCI a ptipravujeme vysledky pro publikaci.

5.3.2 Spinalni svalova atrofie — SMN1

Ivana Jedlickova, Anna Ptistoupilova, Lenka Noskové, (XXXX) "Spinal muscular
atrophy caused by a novel A/u-mediated deletion of exons 2a-5 in SMNI undetectable
with routine genetic testing” Mol Genet Genomic Med n/a:n/a-n/a. (Accepted)

* kK

Spindlni svalové/muskularni atrofie (SMA) jsou skupinou autosomalné€ recesivnich
dédi¢nych onemocnéni postihujicich 1 z 8000 novorozenci. Jsou charakterizované progresivni
degeneraci alfa motorickych neuronti pfednich rohd misnich, ¢asto v kombinaci s degeneraci
motorickych jader hlavovych nervli vedouci k ochablosti svalstva a paralyze. Podle doby
nastupu a tize onemocnéni se SMA déli na Ctyfi skupiny (typ I, MIM #253300; typ II, MIM
#253550, MIM #253400, typ IV, MIM #271150; https://omim.org/).

Pfic¢inou SMA jsou bialelické mutace v genu SMN/ (survival of motor neuron 1). V 95 %
diagnostikovanych ptipadi se jedna o delece exonil 7 a/nebo 8 (SMNI1A47, SMNI1A(7-8)). SMN1
se nachazi v komplexni oblasti 5q13, ve kter¢ také lezi homologni pseudogen SMN2 (survival
of motor neuron 2), jez se lisi od SMNI pouze v 5 nukleotidech a vyskytuje se v nula aZ Sesti
kopiich (Crawford et al., 2012). SMNI a SMN2 (SMN geny) koduji stejny protein, nicméné
SMN?2 tvofi jen 10-20 % ucinného proteinu SMN ve srovnani s genem SMNI. SMN2 nemiiZe
tedy plné€ nahradit deficit SMNI, ale vétSinou plati, Ze ¢im vice ma pacient kopii genu SMN2,

v

tim mirné&jsi je projev jeho onemocnéni (Butchbach, 2016).

V tomto ¢lanku prezentujeme pacientku s podezienim na SMA s nastupem prvnich ptiznakt

v prvnim mésici Zivota, kterd byla zachycena ve Fakultni nemocnici v KoSicich. Byla
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provedena standardni diagnostika pomoci MLPA analyzy (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification; Mercuri et al., 2018), kterd ukazala, ze pacientka je nositelkou maternalné
zdédéné heterozygotni delece SMNIA(7-8) anese dvé kopie exond 7 a8 genu SMN2.
Sangerovo sekvenovani kédujicich oblasti SMN, vysetieni karyotypu, komparativni genomova
hybridizace, ani panelové SGS sekvenovani gent asociovanych s neuromuskularnimi
onemocnénimi neodhalilo Zadné patologické varianty ani chromosomalni piestavby, které by
vysvétlovaly SMA fenotyp. V této fazi byla pacientka zafazena do projektu zaméteného na

nevyiesSené pripady vzacnych onemocnéni (NV19-08-00137) feSeného v nasi laboratofi.

Sangerovo sekvenovani plnodélkovych amplikont SMN transkriptii odhalilo u matky a otce
transkripty odpovidajici SMNI a SMN2, kdezto u pacientky byl detekovan pouze transkript
odpovidajici SMN2. U pacientky a jejiho otce byl detekovan abnormalni zkraceny 600 bp
produkt, odpovidajici SMNI sdeletovanymi exony 2 az 5 (SMNIA(2a-5)). Pomoci
imunodetekce metodou Western blot bylo oproti kontrole prokdzano snizené mnozstvi SMN

proteinu u pacientky (na 10 %), matky (na 27 %) i otce (na 41 %).

Analyza genové davky pomoci kvantitativni PCR potvrdila pfitomnost intragenové delece
genu SMNI u pacientky a jejiho otce a naznacila celogenovou deleci SMNI u pacientky a jeji
matky. Abychom identifikovali varianty zplsobujici deleci SMNI4(2a-5) u pacientky a jejiho
otce, provedli jsme SGS sekvenovani 4 LR-PCR amplikont pokryvajicich celou délku gent
SMN. Ziskana ¢teni jsme namapovali na referencni sekvenci hgl9 pomoci nastroje Novoalign.
Abychom neztratili ¢teni v diisledku dvojiho mapovéani na homologni pozice geni SMNI
a SMN2, zménili jsme parametry mapovaciho algoritmu tak, aby vSechna ¢teni ktera mapuji na
vice rozdilnych pozic v genomu, byla namapovéna na vSechny znich. Pomoci SNPs

odlisujicich SMNI a SMN2 jsme zjistili, ze produkt odpovidajici introntim 6 a 7 a exoniim 7 a 8

SMN genes ~28 kb PCR4
I1 E3I3 I5E6 +1kb
|| | ;l 1 l;ll | lIIllIIITIIY ;
I_l; | | I [1
Exon 1 2a 2b34 5 6 78
:g §§ § :g § T:_E_ g’&:ﬁ;j§,§ Missing \E:gﬁl\?la15ranscript §
=< S = = X S S====<= <
> > > L e » « SMN_i5 979 R

Alu primers binding sites < SMN_i5_821_R (sequencing)

AluSp g deletion % Alusg

Obrazek 15: Schématicka reprezentace genit SMN1 a SMN?2 znazornujici exony (E) a introny (I). Pozice mist odlisujicich
SMNI a SMN2 jsou oznaceny cernymi svislymi carami. Cerné trojiihelniky oznacuji specifické sekvencni varianty
v exonech 7 a 8, které jsou cileny MLPA probami pri rutinni diagnostice. Oranzoveé je oznacena pozice PCR4 produktu.
Pozice odpovidajici kandidatnim Alu elementiim jsou oznaceny vertikalnim pismem a kauzalni elementy jsou oznaceny
fialovymi Sipkami a pismem (AluSp a AluSq). Mezi nimi je cervené vyznacena kauzalni delece exonii 2a-5 chybéjicich
v transkriptu 1.
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(PCR4, Obrazek 15) byl amplifikovan vyhradné ze SMN2. Tento nalez ukazal, ze SMNI je

narusen na obou alelach pacientky.

Zbyvalo charakterizovat mechanismus vzniku a rozsah delece na paternélni alele. Vzhledem
k tomu, ze SMNI se nachdzi v oblasti, ktera je bohatd na A/u elementy, povazovali jsme za
nejpravdépodobnéjsi mechanismus A/u elementy zprostiedkovanou piestavbu (Ottesen et al.,
2017). Provedli jsme in silico analyzu Alu elementl a v kandidatni oblasti intronu 1 jsme
identifikovali 21 A/u elementl. V kandidatni oblasti intronu 5 jsme identifikovali pouze jeden
element A/uSq. Provedli jsme 4 PCR reakce, vZzdy s primerem specifickym pro 4/uSg v intronu
5 s jednim z Alu univerzalnich primert (Obrazek 15). Sangerovo sekvenovani odhalilo dva
produkty obsahujici jak sekvenci pivodniho 4/uSq, tak sekvenci nového chimérického A/u
vzniklého rekombinaci s jednim z 4/uSq elementd v intronu 1. Pomoci této sekvence jsme
navrhli PCR primery pro specifické pieklenuti této delece a ziskali 8978 bp produkt
odpovidajici deleci SMN14(2a-5) u pacientky a jejiho otce. Sekvenaci ziskaného produktu jsme
urcili rozsah této nové, Alu elementy zprostiedkované delece jako NC 000005.9:2.70232118-
70241095del; NM_000344.3:¢.82-2548 723+515del.

Pricinou SMA utéto pacientky je kompletni delece SMNI na materndlni alele a Alu

elementy zprostfedkovana delece exonil 2a-5 SMNI na paternalni alele (Obrazek 16).

qPCR gPCR qgPCR MLPA qPCR
Ill E3II3 ISIEG E7l |158 l+1kb
SMN 1 OB OOOOOOODOOOOCDOOOOOOOOCOOOIXBOOE
P sSMN 2T 1 I - aH i> maternal
SMN 1[] D OC000a000aOROK] T :
SMN 2 [ . il i> paternal
] 1 1 [
SMN 1 DI XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX KKK K KKK XXX XAXKXKKX )C>
M SMN 2 [} [ I A
SMN 1 [ ] [ | 1 Py |
SMN 2 = I T o
! ! ! 1
SMN 1L & Ixyyyxxyyyyym‘yyn{yl b | | @l :>
F SMN 2[ T | 1 E 1 [!I L
SMN 1[ 1 | 1 1 L nb
SMN 2 [T I 1 1 1
Exon 1 2a 2b34 5 6 78

Obrazek 16: Schematicka reprezentace genit SMN1 a SMN2 u pacientky (P), matky (M) a otce (F). RiiZové boxy reprezentuji
materi'ské alely, modré boxy reprezentuji paterndini alely. Cervené kiizky oznacuji identifkované delece. Cerné vertikalni
prerusované cary reprezentuji mista, do kterych nasedaji proby pro gPCR a MLPA analyzu. U pacientky je oznacena faze
zdedenych alel. Model ukazuje u pacientky i) kompletni deleci jedné alely SMN1, zdédeéné od matky a detekované pomoci gPCR
a MLPA ii) deleci druhé alely SMNI1, zdédené od otce a detekované pomoci E313 qPCR a analyzy transkriptii ii) deleci jedné
SMN?2 alely u matky, detekované pomoci MLPA a +1kb gPCR

Rutinni diagnostika pomoci MLPA analyzy a nasledna sekvenace kddujicich oblasti SMN1
u této pacientky odhalila pouze maternalné€ zdédénou heterozygotni deleci SMN1A4(7-8). MLPA
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analyza testuje deleci exonti 7 a8 aje schopna odlisit SMNI od SMN2 na zéaklad¢
jednonukleotidového polymorfismu. MLPA neumoziiuje urcit rozsah deleci ani identifikovat
delece v jinych oblastech SMN genti. Vzhledem k vysoké genomické komplexité této oblasti
a genetické heterogenit¢ SMA je pravdépodobné mnoho vysledki rutinni diagnostiky falesné
negativnich. V soucasné dobé zistava ~50 % pacientli s podezienim na SMA bez genetické
diagnézy (Karakaya et al., 2018). Identifikace genetické pri¢iny SMA je pro pacienty klicova,
protoze pouze pacienti s bialelickymi mutacemi v SMNI mohou podstoupit genovou terapii
(Michelson et al., 2018). V soucasné dob¢ existuji dva typy genetické 1écby. Lécba pomoci
opakovaného podavani antisense oligonukleotidti Spinraza® (nusinersen) a jednorazova genova
terapie Zolgensma®™ (onasemnogene abeparvovec-xioi), kterou je v souc¢asné dobé mozné podat
pouze do 2 let véku ditéte a je schvalena pouze v USA. Na schvaleni v EU se zatim c¢eka.
Vzhledem k tomu, Ze nasi pacientce bylo v dob¢ stanoveni diagnozy 2 roky a osm mésicd, jiz
1é¢bu pripravkem Zolgensma® podstoupit nemohla, rodi¢im viak stanoveni pfesné genetické
ptic¢iny dava moznost vyuzit prenatdlni testovani v piipad¢ dal§iho t€hotenstvi.

U pacientl se silnym podezienim na SMA a s negativnim rutinnim diagnostickym testem
doporucujeme pro identifikaci/vylou¢eni genomickych prestaveb a stanoveni genetické

diagn6zy provést paralelni sekvenaci SMN transkriptli, analyzu genové davky SMN a urceni

mnozstvi SMN proteinu v mononuklearnich buiikéch periferni krve.

5.3.3 Onemocnéni s neurondlnimiintranukledrnimi inkluzemi — NOTCH2NLC

Ivana Jedlickova, Anna Pristoupilova, Helena Hulkova, (XXXX) CGG repeats in
NOTCH2NLC are not expanded in a patient with infantile neuronal intranuclear inclusion
disease. (In review)

skoksk

Onemocnéni s neurondlnimi intranuklearnimi  inkluzemi (NIID, MIM #603472;

https://omim.org/) je autosomalné dominantni, pomalu progredujici neurodegenerativni

onemocnéni. Je charakterizované tadou klinickych ptiznaka, jako je mozeckova ataxie,
pyramidalni a extrapyramidalni symptomy, periferni neuropatie a zhorSeni kognitivnich funkci
postupné vedoucich k demenci. Patologické nalezy ukazuji eosinofilni intranuklearni inkluze
nejen v neuronech, ale i dal§ich tkanich. NIID se podle doby néstupu onemocnéni,
neurologickych symptomt a vysledki magnetické reznonance mozku dé€li na infantilni (iNIID),

juvenilni (JNIID) a adultni (aNIID) (Sone et al., 2016; Takahashi-Fujigasaki, 2003). V posledni
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dobé bylo diagnostikovano mnoho pacientt s aNIID a to diky zavedeni efektivni ante-mortem

diagnostiky zalozené na vySetteni kozni biopsie (Sone et al., 2016, 2014).

Infantilni forma NIID je extrémné vzacné neuropediatrické onemocnéni, které se v nékolika
klinickych a (neuro)patologickych aspektech 1i§i od aNIID. Dodnes bylo popsdno pouze sedm
INIID pacienti (Mano et al., 2007; McFadden et al., 2005; Pilson et al., 2018). Sest z téchto
pacientli mélo velmi podobnou klinickou prezentaci charakterizovanou nahlym zhorSenim
mentalniho a motorického vyvoje pred ctvrtym rokem zivota vedouci k imrti pfed rokem
devatym. Prevazujicimi symptomy byla hypotonie a poruchy funkce mozecku. VSech sedm
pacientl bylo diagnostikovano post-mortem, na zaklad¢ nalezu neuronalnich intranuklearnich
inkluzi v nervovém systému. Ante-mortem kozni biopsie byla provedena pouze u jednoho

pacienta a byla negativni (Pilson et al., 2018).

Ctyfi nezavislé studie nedavno identifikovaly expanzi repetic v genu NOTCH2NLC jako
kauzalni u familidlnich a sporadickych ptipad (>130 pacienti) s aNIID a jNIID (Deng et al.,
2019; Ishiura et al., 2019; Sone et al., 2019; Tian et al., 2019). Z4dna z téchto studii

nezahrnovala pacienty infantilni.

V nasi laboratofi jsme stanovili diagnézu iNIID u 7 letého pacienta pomoci post-mortem
neuropatologické analyzy. Ante-mortem kozni biopsie byla negativni. Abychom zjistili, jestli
u pacienta doslo k expanzi repetic v genu NOTCH2NLC, navrhli jsme PCR primery specifické
pro repetitivni oblast genu NOTCH2NLC (primery byly navrhnuty tak, abychom se vyhnuli
nespecifické amplifikaci homolognich geni NOTCH2NLA, NOTCH2NLB, NOTCHNLR
a NOTCH?2). Provedli jsme LR-PCR u pacienta a zdravé kontroly a ziskany ~1200 bp dlouhy
produkt jsme osekvenovali pomoci technologie SMRT na sekvenatoru Sequel od firmy
PacBio. Byly provedeny dva typy analyzy — CCS a analyza dlouhych amplikonii (LAA, Long
amplicon analysis; Bowman and Ranade, 2014). Vysledky z LAA ukézaly rozdilné pocty
repetic v duplikéatech. Francis et al. (2018) popisuji obdobny fenomén a vyslovuji hypotézu, Ze

oblasti repetetivni a piekryvajici se mohou zplsobit chyby v LAA algoritmu.

Podivali jsme se tedy zpét do hrubych sekvenacnich dat obsahujicich CCS c¢teni a provedli
vlastni bioinformatickou analyzu. V prvni fazi jsme vybrali ¢teni odpovidajici genu
NOTCH2NLC asekvence odpovidajici reverznimu komplementu pifevedli na sekvenci
dopiednou. Poté jsme extrahovali repetitivni oblast pomoci specifickych sekvenci, které se
nachazeji pied a za touto oblasti a kvantifikovali pocet CGG repetic. Zjistili jsme, Ze pacient
nese na kazdé alele rozdilny pocet repetic: = AGG(CGG)o(AGG).CGG/
AGG(CGG)15(AGG)2CGG. Pocet repetic odpovida hodnotam zjisténym u nasi zdravé kontroly
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1 u diive reportovanych zdravych jedinct (Deng et al., 2019; Ishiura et al., 2019; Sone et al.,
2019; Tian et al., 2019). Onemocnéni u naseho pacienta tedy neni zplisobené expanzi repetic

v genu NOTCH2NLC.

Abychom nalezli piipadnou kauzalni mutaci, provedli jseme celogenomové sekvenovani na
pristroji Illumina NovaSeq. Nepodafilo se ndm urcit Zadnou konkrétni kandidatni variantu,
u které¢ bychom mohli provést funkéni studie. Interpretace genomovych dat je obtizna, a to
obzvlast v pripadé€, kdy neni dostupny geneticky materidl od zddného z ptibuznych ani od
dalSich pacientii se stejnym onemocnénim, a neni tak mozné snizit pocet pocet kandidatnich

variant.

Nase vysledky naznacuji, ze NIID mtze byt geneticky heterogennim onemocnénim. Pti
diagnostice pacientd s iNIID muze dochdzet k faleSné¢ negativnim vysledkiim v disledku
nepfitomnosti neurondlnich intraceluldrnich inkluzi v kozni biopsii a vylouenim expanze
repetic v genu NOTCH2NLC. Negativni vysledky téchto testd nevylucuji diagnézu NIID
1 presto, ze genetickd pricina zstava u téchto piipadl zatim neznama. Urceni genetické priciny
je komplikovano nedostatkem pacientl s iNIID, které souvisi s nemoznosti toto onemocnéni

diagnostikovat ante-mortem.
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6 Souhrn vysledku

Tato disertacni prace predstavuje vyuziti novych metod analyzy genomu, konkrétné novych
metod sekvenace genomu druhé a tfeti generace, k urCeni a charakterizaci kauzalnich gen,
genovych mutaci a genomovych zmén v pfipadech vzacnych geneticky podminénych
onemocnéni nezndmé etiologie a definuje zakladni biologické a patologické procesy

podminujici studované fenotypy.

V ramci feseni projektu bylo dale vyuzito jiz zavedenych technik genotypovani, technologie
DNA c¢ipt, vazebné analyzy, homozygotniho mapovani, analyzy zmén poctu kopii a analyzy

zmeén genove exprese.
Souhrnnymi vysledky s ohledem na dil¢i cile disertacni prace jsou:

Ad Cil 1) Vyvoj avalidace metody pro cilené sekvenovani genli podminujicich dédicné
metabolické poruchy (METABO panel) ajeho vyuziti pii studiu souboru pacienti
s podezfenim na n¢kterou z dédicnych metabolickych poruch ¢i poruchu mitochondridlniho

energetického metabolismu.

a) Identifikace mutaci v genu SEC6/A41 jako kauzalni pfi¢iny autosomalné dominantniho
tubulointersticidlniho onemocnéni ledvin (nové pojmenovéano jako ADTKD-SEC61A41)
udvou rodin pomoci kombinace vazebné analyzy, cileného sekvenovani METABO
panelem a exomového sekvenovani. Priloha 1a

b) VysSetfeni pacientll s podezienim na adultni neurondlni ceroidni lipofuscindézu (ANCL)
pomoci kombinace cileného sekvenovani METABO panelem a exomového sekvenovani.
Identifikace kauzalnich mutaci v genu CLN6 u jednoho pacienta a vylouc¢eni mutaci ve

znamych ANCL genech u 13 pacientti. Pfiloha 1b

Ad Cil 2) Identifikace kauzalnich genli a mutaci uvybranych vzacnych geneticky

podminénych onemocnéni pomoci NGS metod druhé generace (SOLiD, Illumina).

a) Identifikace kauzdlni mutace v genu DNAJCS5 urodiny s ANCL pomoci exomového
sekvenovani. U této rodiny byly mutace v DNAJCS5 prvotné vylouceny Sangerovym
sekvenovanim (v disledku preferencni amplifikace kratké alely) a neodhaleny pfi prvni
analyze exomovych dat (nizké pokryti a chybné nastaveni prohlizece genomickych variant).
Piiloha 2a

b) Identifikace kauzédlniho genu VPSI5 uneurodegenerativntho onemocnéni nezndmé

etiologie pomoci exomového sekvenovani. Priloha 2b
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Identifikace kauzalni nekodujici mutace v genu NDUFAF6, aobjasnéni mechanismu
vzniku Akadské varianty Fanconiho syndromu pomoci kombinace metod exomového
a genomového sekvenovani, homozygotniho mapovani a sekvenovani transkripti.

Priloha 2¢

Ad Cil 3) Identifikace variant v obtizn¢ analyzovatelnych oblastech genomu pomoci NGS

metod druhé a tfeti generace (SOLIiD, Illumina, Oxford Nanopore, PacBio).

a)

b)

Vyvoj aaplikace bioinformatickych postupli pro identifikaci a lokalizaci mutaci
v repetitivni oblasti genu MUC, zptusobujicich ADTKD-MUCI. Identifikace péti novych
posunovych mutaci pomoci amplikonového sekvenovani na sekvenatoru Illumina
a specialni bioinformatické analyzy. Priloha 3a

Identifikace deleci na obou alelach genu SMNI u pacientky se spinalni svalovou atrofii,
u které byla pomoci standardni MLPA diagnostiky identifikovana pouze mutace na
materndlni alele. Bylo vyuzito amplikonového sekvenovani gDNA a transkripti,
kvantitativni PCR, a Alu-specifického PCR. Ptiloha 3b

Vylouceni expanze tandemovych repetic vgenu NOTCH2NLC uonemocnéni
s neuronalnimi intranuklearnimi inkluzemi pomoci amplikonového sekvenovani

technologii SMRT. Priloha 3¢
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7 Prakticky vyznam dosazenych vysledki

Moje prace vyznamné prispéla k zavedeni novych metod analyzy genomu v laboratoii pro
studium vzacnych nemoci Kliniky détského a dorostového I€katstvi na 1. 1€karské fakult¢ UK
a VFN. Konkrétné€ jsem se podilela na zavedeni novych metod sekvenace genomu druhé a treti
generace (platformy SOLiD, Illumina, PacBio a Oxford Nanopore), bioinformatické analyze,

interpretaci ziskanych dat a ovéfovani kandidatnich variant.

Tyto postupy byly vyuzity ve vice nez 30 projektech (nejen u vzacnych onemocnéni) a vedly
k urCeni a charakterizaci kauzalnich genli, genovych mutaci a genomovych zmén
u autosomalné dominantni tubulointersticialni onemocnéni ledvin ADTKD-SEC61A1 (ptiloha
la) a ADTKD-MUCI (ptiloha 3a), autosomaln¢ dominantni neurondlni ceoridni lipofuscindzy
(CLN6, priloha 1b ; DNAJCS, ptiloha 2a), neurodegenerativniho onemocnéni neznamé
etiologie (VPS15, ptiloha 2b), Akadské varianty Fanconiho syndromu (NDUFAF6, ptiloha 2c¢),
spinalni svalové atrofie (SMNI, ptiloha 3b), GAPO syndromu (ANTXRI; Stranecky et al.,
2013), X-vézané formy hypertrofick¢ kardiomyopatie (FHLI; Hartmannova et al., 2013),
Oliverova-McFarlaneova syndromu (PNPLA6; Kmoch et al., 2015), myoklonické epilepsie
(C90rf72; van den Ameele et al., 2018), deficitu lipoproteinové lipazy (LPL 1, Kolafova et al.,
2014), mitochondridlnich onemocnéni (7K2 a AARS2; Mazurova et al., 2017), statinovych
myopatii (SLCOIB; Netoldova et al., 2016; Stranecky et al., 2016) a impulzivniho nasili
(Vevera et al., 2019).

Identifikace kauzédlnich gend a mutaci umoznila diagnostiku a prevenci onemocnéni
s vyuzitim metod prenatdlni a preimplantaéni diagnostiky. Urceni molekularni podstaty
onemocnéni  déale pfispélo k detailnéjSimu  porozuméni  zékladnich  biologickych
a patologickych procesti podminujicich studované fenotypy, jejichz pochopeni je klicové pro
prevenci, 1é¢bu onemocnéni a vyvoj novych terapeutickych postupti. Disledkem nékterych
studi, bylo vylepSeni stavajicich metod DNA diagnostiky ¢i zavedeni metod novych. Pred
rokem 2011, kdy jsem zacala pracovat v laboratofi pro studium vzacnych nemoci KDDL 1. LF
UK a VFN, byla diagnostickd vytéznost u vzacnych onemocnéni pouhé 1 %. Zavedenim

novych metod analyzy genomu se zvysila na 50 %.

Zavedené technologie a postupy dnes tvoti zakladni instrumentalni a metodickou platformu
pro studium nejen vzéacnych, ale i komplexnich a onkologickych onemocnéni. Tato platforma
je vramci vyzkumné infrastruktury Narodniho centra lékafské genomiky (NCLG,

www.ncmg.cz) vyuzivand i dal§imi klinickymi pracovisti v CR a ve svéte. V ramci NCLG jsme
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vytvorili vefejné piistupnou referenéni databaze genetickych variant Ceské republiky, ktera
v soucasné dob€ obsahuje 1055 vzorki. Tento soubor je dale rozSifovan s pfibyvajicim poctem
sekvenovanych vzorkli a predstavuje tak vyznamny zdroj informaci a udajii o populaéné

specifické variabilité Ceské populace.
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