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V ramci disertacni prace ,,Objasnovani pri¢in neurogenetickych onemocnéni ana-
Iyzou dat z MPS pomoci modernich algoritmi“ jsme zpracovavali MPS data sek-
venovana pomoci panelu genti, celoexomového (WES) a celogenomového (WGS)
sekvenovani.

Sekvenovani panelem geni Pii sekvenovani pomoci panelu genii jsme vyuzivali
na nasem pracovisti navrzeny panel gent, které jsou asociovany s onemocnénim.
Obecnou podminkou pro zarazeni genu do panelu jsou minimalné dvé nezavislé
publikace asociujici gen s onemocnénim a nebo alespon jedna publikace popisu-
jici kauzalni varianty v genu ve dvou nebo vice nepribuznych pacientech. Témto
kritériim v pripadé panelu pro epileptickou encefalopatii (EE) vyhovovalo t.¢. 112
gentl. Sekvenovani pomoci panelu genti bylo provedeno u 257 pacientii s epileptickou
encefalopatii. Patogenni ¢i pravdépodobné patogenni variantu jsme nalezli u 28 %
ptipadi (72 z 257 pacientt).

U patogennich a pravdépodobné patogennich 76 variant jsme provedli dalsi ana-
Iyzu variant — rozdélili jsme varianty dle genti do skupin dle dédi¢nosti a dle ptivodu
varianty na de novo, zdédéné a s nezndmym ptvodem. Ze 112 gent v panelu jsme
nalezli patogenni nebo pravdépodobné patogenni variantu ve 33 genech, z nich se
nejcastéji jednalo o geny s autozomalné dominantni dédi¢nosti (50 variant ve 22
genech). Dle segregacni analyzy bylo mozné urcit ptuvod variant u 68 pacientu ze
72. De novo vznik jsme potvrdili u 70,3 % variant. Rovnéz jsme prokdzali spojitost
mezi vékem nastupu onemocnéni a objasnitelnosti — ta byla dvojnasobnéa v pripadeé,
ze prvni zachvat se u pacienta objevil do 4 tydnu véku. Tato studie navazuje na pu-
blikaci [Stanék et al. 2018]. Kromé toho uvadime dalsi dvé spoluautorské publikace,
které popisuji kazuistiky pacientti s EE [Neupauerova et al. 2017] a [Stérbova et al.
2018].

Celoexomové sekvenovani (WES) V kapitole celoexomového sekvenovani nej-
prve porovnavame bioinformatické postupy vyuzivané v DNA laboratori. Pro ana-
Iyzu bylo vybrano 24 WES vzorkl pacientt s EE. Otestovali jsme bioinformatické
zpracovani tfemi zptisoby — GATK best practices workflow a dva komercéni nastroje
SureCall a NextGENe. Z vysledkt vyplynulo, Ze GATK a SureCall poskytuji oba
kvalitni vysledky a proto budou v DNA laboratori metodou prvni volby.

P1i hledani pri¢iny onemocnéni pomoci WES jsme definovali dva hlavni pristupy
de novo model a singleton model. U de novo modelu je dilezité mit k dispozici
data z WES jak u pacienta, tak jeho rodi¢ti. Dalsi zpracovani pak probihd pomoci
nastroje DeNovoGear, ktery se ukazal jako optimélni pro hledani de novo variant
u pacienti s WES. Diky zavedeni této metodiky jsme identifikovali varianty, které
byly nasledné publikovany ve spoluautorskych publikacich [Sedlackova et al. 2018]
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a [Neupauerova et al. 2018]. Druhou moznosti pro vyhodnocovéni je tzv. Single-
ton model, kdy hledame pfi¢inu onemocnéni analyzou pouze probandova vzorku.
V tomto pripadé jsme zavedli metodiku manualniho filtrovani variant doplnénou
o vyhodnocovani pomoci asociaci genotyp-fenotyp nastrojem Exomiser (za vyuziti
HPO termint popisujicich fenotyp).

U singleton modelu uvadime spoluautorskou publikaci [Lassuthova et al. 2018],
ktera popisuje variantu v AR genu SBF2, ktera byla uvedena jako pricina CMT v
celkem sedmi rodinach. Déle jsou uvedené dalsi objasnéné pripady WES. V posledni
podkapitole se poté vénujeme CNV analyze, kdy jsme otestovali vhodné nastroje a
povedlo se nam zavést metodiku vhodnou pro vyhodnocovani CNV ve WES datech.
Metodu jsme otestovali na dvou jiz drive potvrzenych pripadech CNV, k vyhodno-
ceni dat jsme rovnéz pouzili nastroj pro vytvareni virtualnich paneld, implemento-
vany na nasem pracovisti.

Bioinformatické databaze V dalsi kapitole se vénujeme tfem bioinformatickym
databazim, které jsme na pracovisti implementovali a pomahaji pii vyhodnocovani
MPS dat.

Prvni databézi je databaze variant vsech 222 WES vzorkt shroméazdénych v DNA
laboratori. Jedna se o celkem 300111 variant ve 17512 genech. Pro tyto varianty
jsme vypocitali jejich alelickou frekvenci v nasi populaci, uvedli jejich typ a provedli
genovou analyzu. Dalsim krokem pak bylo varianty rozdélit do t¥id, porovnat alelické
frekvence v nasi databazi proti alelické frekvenci v databazi gnomAD. Tim jsme
definovali varianty, které jsou v nasi populaci castéjsi, nez by se dalo predpokladat
dle alelické frekvence NFE (nefinské evropské) populace v gnomAD. Tuto databdzi
lze vyuzit pfi manualnim filtrovani variant jako dalsi anotac¢ni zdroj, kdy prvni
moznosti je vyfiltrovani variant, které maji v nasi databazi vysokou frekvenci. Dalsi
moznosti je pak predfiltrovani variant, kdy dojde k odstranéni hypervariabilnich
genti z nasi kohorty a lokalné specificky castych variant.

Databéze proteinovych domén poskytuje informace o genomickych pozicich pro-
teinovych domén. Diky tomu dokazeme pomoci anotace touto databéazi urcit, které
varianty spadaji do proteinovych domén, coz muze predikovat patogenni riziko vari-
anty. Databéze je dostupnd na URL www.prot2hg.com. Pro ovéteni spravnosti jsme
provedli anotacni analyzu, kdy jsme vyuzili variant v gnomAD a ClinVar pro ovéreni
hypotézy, ze varianty spadajici do proteinovych domén maji vyssi patogenni poten-
cial. Dalsi ovéreni jsme rovnéz provedli anotaci ovéfenych kauzalnich variant z EE
panelu — kdy vice nez 70 % variant spadalo do proteinovych domén, toto srovnani
jsme prezentovali na konferenci ASHG v roce 2018 (poster v priloze H).

Databéze variant spojenych s CMT vznikla v rdmci mezinarodni spoluprace s pra-
covistém Hussman Insititute for Human Genomics v Miami (USA), jednd se o ko-
munitné vedenou databézi variant spojenych s CMT, kdy uzivatelé maji moznost
varianty pridavat, hodnotit a navzajem sdilet. Vysledkem tohoto projektu byla pu-
blikace [Saghira et al. 2018]. V ramci projektu jsem se podilel na ndvrhu databéze
(technického teseni), dopliiovani dat a implementoval jsem dulezitou komponentu
pro zobrazovani proteinovych domén u CMT gent.
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Sprava dat Poslednim cilem disertacni prace bylo navrzeni udrzitelné spravy dat
v DNA laboratori. Se zvysujicim se po¢tem MPS dat v laboratori se zvysuji poza-
davky na spravu. Proto jsme navrhli systém, ktery umozni dlouhodobé data ucho-
vavat ve snadno dohledatelné formé (pfesné definovand struktura ukladani), data
jsou zalohovana na zafizenich NAS a dalsich vzdalenych serverech a rovnéz diky
definované metodice nedochazi k redundanci ulozenych dat.
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