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(WES), protoZe varianty spojené s onemocné-
nim jsou v kédujicich oblastech vyznamné nad-
mérné zastoupeny. DNA je extrahovana z pe-
riferni krve standardnimi metodami. Ptiprava
knihovny se provadi komer¢nimi panely nebo
custom panely. Sekvenovani knihoven se nej-
Castéji provadi na NextSeq 550/550Dx spole¢-
nosti lllumina s pouzitim 151 bp ¢teni parového
konce. U vsech zahrnutych vzork( musi byt
dosazeno cilového primeérného pokryti ale-
spon 30X.

2. NGS a analyza dat

Analyzu dat provadime podle standardnich
osvédcenych postupli pomoci informacniho
systému Genovesa a sekvence se porovnavaji
s lidskym referen¢nim genomem (GRCh38/
hg38). Vytvorili jsme si workflow, které zahr-
nuje Kontrolu kvality FASTQ soubort a jejich
filtrace (Phred Qual nizsi jak 20), filtraci krat-
kych readu (< 30), filtrace adapterové ske-
vence, mapovani k referen¢ni skevenci hg38,
odstranéni PCR duplikatu, kontrola kvality
pokryti (min coverage 20X), analyzu vypadku
regionu. Vypocet uniformity, median cove-
rage, on/off target regionu. Hledani variant
s frekvenci 25 % (INDELS 10 %), minimalni po-
kryti 20X, kvalita Phred 20, Mapping kvalita 1,
fazovanivariant, normalizace a SNPs do MNVs,
anotace variant Ensembl VEP 107, dbNSFP.

3. Validace variant

K ovéfovani variant detekovanych pomoci
NGS pouzivame 3 nezavislé techniky geno-
typizace, jmenovité (1) alelickou diskriminaci
TagMan; a (2) Sangerovo sekvenovani; a (3)
restrikéni analyzu. Primery jsou navrzeny po-
moci softwaru Primer3. Pro zajisténi kvality
Sangerova sekvenovani jsou amplikony navr-
zeny tak, aby mély hranici pfiblizné 100 bp od
varianty. Sekvence jsou porovnavany s referenc-
ni sekvenci v NCBI. VSechny nalezené varian-
ty v kéduijicich oblastech jsou timto ovérené
a potvrzené.

4. Interpretace dat

Vsechny klinicky relevantni varianty dicho-
tomizujeme od variant s nejistym vyznamem
pomoci naseho integrovaného vlastniho pra-
covniho postupu bioinformatiky. Obecné po-
stupujeme podle pokyn pro interpretaci sek-
vencnich variant navrzenych American College

of Medical Genetics and Genomics a Association
for Molecular Pathology (Richards et al., 2015)
avychazime ze zkuSenosti spolupracujiciho
pracovisté Centra pro molekuldrni neuro-
logii Univerzity v Antverpach. Vysetiujeme
varianty, které byly v nasi studii povazo-
vany za varianty s MAF < 1 % na zdkladé
1 000 genomu, NHLBI Exome Sequencing
Project a databézi ExAC. Varianty jsou ta-
ké hodnoceny in silico pomoci kompilace
predikénich programi: PolyPhen-2, SIFT
a CADD. HGMD a ClinVar pouzivame uréeni
genetické variace se specifickym chorobnym

stavem.

Studovana kohorta

Na nasem pracovisti byly v letech 2007
az 2023 vysetteny vzorky DNA od vice nez
1 200 jedincl postizenych rdznymi neu-
rodegenerativnimi onemocnénimi, nejcas-
téji s diagnézou AD, FTD, ALS a CJD. Vsichni
pacienti méli klinicky prokazané neurode-
generativni onemocnéni, u velké ¢asti byla
klinicka diagnéza potvrzena autoptickym
vySetfenim mozku. Tam, kde to bylo mozné,
byly vzorky DNA ziskdny od postizenych
a zdravych pfibuznych. Pro praktickou
ilustraci vyznamu neurogenetického vyset-
feni uvadime zajimavé piipady, u kterych
byla objevena mutace, ktera v kone¢ném
disledku vysvétlovala neurologické potize
u pacienta a korelovala s neuropatologic-
kym obrazem postizeni mozku. Ve studo-
vanych genech jsme identifikovali varianty
nesynonymni, synonymni, intronické a UTR
ainékolik indeld (kédujicich a intronickych).
Po filtraci variant a ovéfeni bylo mezi geny
objeveno celkem 27 jednozna¢né patogen-
nich missense mutaci a nékolik variant ne-

znamé klinické signifikance.

Obr. 1.
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llustrativni kazuistiky
5 zajimavych pfipada

Pfipad ¢. 1 Patogenni mutace
p. Arg110Ter v genu GRN

Neurologicky nalez: u probanda pfetrvava-
ly neurologické potize zhruba 4 roky, nerozumi
mluvenému slovu, prakticky nemluvi. Byl pfijat
na neurologické oddéleni pro progreduijici kog-
nitivni deficit. Veden jako Alzheimerova nemoc
s ¢asnym nastupem. Sestra probanda méla po-
dobné neurologické potize.

Neuropatologicky nalez: Neurode-
generativni onemocnéni spadajici mezi fron-
totemporalni lobarni degenerace (FTLD) s fos-
foTDP-43 pozitivnimi inkluzemi (FTLD-TDP) s pie-
vahou znakd typu A v harmonizované klasifikaci
dle Mackenzieho (Mackenzie et al., 2019).

Geneticky nalez: V kéduijici sekvenci ge-
nu GRN (NM_002087) byla nalezena varianta
p. Arg110Ter (c.328C>T). Nalezena varianta je
popsana u jedincl s autozomalné dominantni
frontotemporalni demenci (Van Deerlin et al.,
2007; Jin et al,, 2012) a také byla detekovédna
u jedince s klinickou diagnézou zadni kortikal-
ni atrofie se zrakovym deficitem, apercep¢ni
zrakovou agnozii a okcipitélni kortikaIni atrofif
(Caroppo et al., 2015). Stejny nélez je popsan
i u sestry probanda (Obr. 1).

Definitivni nalez: FTLD-TDP s detekova-
nou patogenni variaci genu GRN p. Arg110Ter.
Vzhledem k nélezu identické mutace u sestry
jde o genetickou formu postizeni. Nasledné
bylo postizeni mozku sestry neuropatologicky

verifikovano.

Pripad ¢. 2 Patogenni mutace

Asp40del v genu PSENT1
Neurologicky nélez: v rodiné je pozi-

tivni anamnéza s velkou genetickou zatézi.

 CAGACGGGYGATCCTGCTTC

193 201 209
Patogenni mutace p.Arg110Ter

"

a) Imunohistochemicky prakaz inkluzi proteinu TDP-43 v neuronech frontdini kdry a krdtké tenké neurity v neuro-

pilu u pripadu FTLD-TDP. Pavodni zvétseni 200X.

b) Sangerovo sekvenovdni genu GRN s detekovanou mutaci p.Arg110Ter
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