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HLAVNÍ TÉMA
Analýza genů asociovaných s neurodegenerativními onemocněními: praktické zkušenosti neurodegenerativního centra ve FTN

(WES), protože varianty spojené s onemocně-

ním jsou v kódujících oblastech významně nad-

měrně zastoupeny. DNA je extrahována z pe-

riferní krve standardními metodami. Příprava 

knihovny se provádí komerčními panely nebo 

custom panely. Sekvenování knihoven se nej-

častěji provádí na NextSeq 550/550Dx společ-

nosti Illumina s použitím 151 bp čtení párového 

konce. U všech zahrnutých vzorků musí být 

dosaženo cílového průměrného pokrytí ale-

spoň 30×.

2. NGS a analýza dat
Analýzu dat provádíme podle standardních 

osvědčených postupů pomocí informačního 

systému Genovesa a sekvence se porovnávají 

s lidským referenčním genomem (GRCh38/

hg38). Vytvořili jsme si workflow, které zahr-

nuje Kontrolu kvality FASTQ souborů a jejich 

filtrace (Phred Qual nizsi jak 20), filtraci krát-

kých readu (< 30), filtrace adapterové ske-

vence, mapování k referenční skevenci hg38, 

odstranění PCR duplikátu, kontrola kvality 

pokrytí (min coverage 20X), analýzu výpadku 

regionu. Výpočet uniformity, median cove-

rage, on/off target regionu. Hledání variant 

s frekvencí 25 % (INDELS 10 %), minimální po-

krytí 20X, kvalita Phred 20, Mapping kvalita 1, 

fázovaní variant, normalizace a SNPs do MNVs, 

anotace variant Ensembl VEP 107, dbNSFP.

3. Validace variant
K ověřování variant detekovaných pomocí 

NGS používáme 3 nezávislé techniky geno-

typizace, jmenovitě (1) alelickou diskriminaci 

TaqMan; a (2) Sangerovo sekvenování; a (3) 

restrikční analýzu. Primery jsou navrženy po-

mocí softwaru Primer3. Pro zajištění kvality 

Sangerova sekvenování jsou amplikony navr-

ženy tak, aby měly hranici přibližně 100 bp od 

varianty. Sekvence jsou porovnávány s referenč-

ní sekvencí v NCBI. Všechny nalezené varian-

ty v kódujících oblastech jsou tímto ověřené 

a potvrzené.

4. Interpretace dat
Všechny klinicky relevantní varianty dicho-

tomizujeme od variant s nejistým významem 

pomocí našeho integrovaného vlastního pra-

covního postupu bioinformatiky. Obecně po-

stupujeme podle pokynů pro interpretaci sek-

venčních variant navržených American College 

of Medical Genetics and Genomics a Association 

for Molecular Pathology (Richards et al., 2015) 

a vycházíme ze zkušeností spolupracujícího 

pracoviště Centra pro molekulární neuro-

logii Univerzity v Antverpách. Vyšetřujeme 

varianty, které byly v naší studii považo-

vány za varianty s MAF < 1 % na základě 

1 000 genomů, NHLBI Exome Sequencing 

Project a databází ExAC. Varianty jsou ta-

ké hodnoceny in silico pomocí kompilace 

predikčních programů: PolyPhen-2, SIFT 

a CADD. HGMD a ClinVar používáme určení 

genetické variace se specifickým chorobným 

stavem.

Studovaná kohorta
Na našem pracovišti byly v letech 2007 

až 2023 vyšetřeny vzorky DNA od více než 

1 200 jedinců postižených různými neu-

rodegenerativními onemocněními, nejčas-

těji s diagnózou AD, FTD, ALS a CJD. Všichni 

pacienti měli klinicky prokázané neurode-

generativní onemocnění, u velké části byla 

klinická diagnóza potvrzena autoptickým 

vyšetřením mozku. Tam, kde to bylo možné, 

byly vzorky DNA získány od postižených 

a  zdravých příbuzných. Pro praktickou 

ilustraci významu neurogenetického vyšet-

ření uvádíme zajímavé případy, u kterých 

byla objevena mutace, která v konečném 

důsledku vysvětlovala neurologické potíže 

u pacienta a korelovala s neuropatologic-

kým obrazem postižení mozku. Ve studo-

vaných genech jsme identifikovali varianty 

nesynonymní, synonymní, intronické a UTR 

a i několik indelů (kódujících a intronických). 

Po filtraci variant a ověření bylo mezi geny 

objeveno celkem 27 jednoznačně patogen-

ních missense mutací a několik variant ne-

známé klinické signifikance.

Ilustrativní kazuistiky  
5 zajímavých případů

Případ č. 1 Patogenní mutace 
p. Arg110Ter v genu GRN

Neurologický nález: u probanda přetrváva-

ly neurologické potíže zhruba 4 roky, nerozumí 

mluvenému slovu, prakticky nemluví. Byl přijat 

na neurologické oddělení pro progredující kog-

nitivní deficit. Veden jako Alzheimerova nemoc 

s časným nástupem. Sestra probanda měla po-

dobné neurologické potíže.

Neuropatologický nález: Neurode

generativní onemocnění spadající mezi fron-

totemporální lobární degenerace (FTLD) s fos-

foTDP-43 pozitivními inkluzemi (FTLD‑TDP) s pře-

vahou znaků typu A v harmonizované klasifikaci 

dle Mackenzieho (Mackenzie et al., 2019).

Genetický nález: V kódující sekvenci ge-

nu GRN (NM_002087) byla nalezena varianta 

p. Arg110Ter (c.328C>T). Nalezená varianta je 

popsána u jedinců s autozomálně dominantní 

frontotemporální demencí (Van Deerlin et al., 

2007; Jin et al., 2012) a také byla detekována 

u jedince s klinickou diagnózou zadní kortikál-

ní atrofie se zrakovým deficitem, apercepční 

zrakovou agnozií a okcipitální kortikální atrofií 

(Caroppo et al., 2015). Stejný nález je popsán 

i u sestry probanda (Obr. 1).

Definitivní nález: FTLD‑TDP s detekova-

nou patogenní variací genu GRN p. Arg110Ter. 

Vzhledem k nálezu identické mutace u sestry 

jde o genetickou formu postižení. Následně 

bylo postižení mozku sestry neuropatologicky 

verifikováno.

Případ č. 2 Patogenní mutace 
Asp40del v genu PSEN1

Neurologický nález: v  rodině je pozi-

tivní anamnéza s velkou genetickou zátěží. 

Obr. 1.

a) Imunohistochemický průkaz inkluzí proteinu TDP-43 v neuronech frontální kůry a krátké tenké neurity v neuro-
pilu u případu FTLD-TDP. Původní zvětšení 200×.
b) Sangerovo sekvenování genu GRN s detekovanou mutací p.Arg110Ter
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