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1 Uvod

S dokoncenim projektu lidského genomu (HGP) a prichodem metod masivné para-
lelniho sekvenovani DNA (MPS) se znac¢né rozsifily moznosti celého odvétvi mole-
kularni biologie a genetiky a umoznuji pokrocilé hledani novych i velmi vzacnych
pric¢in dédi¢nych onemocnéni. V soucasnosti MPS metody pokryvaji siroké spektrum
aplikaci, od ur¢eni malé zmény jednoho nukleotidu v sekvenci, ktera je pri¢inou za-
vazného onemocnéni, po rozsahlé studie populaci ¢itajicich stovky tisic jedinct.

Aby bylo mozné ziskanou informaci z MPS vytézit, je nutné pouzivat pokrocilych
pocitacovych metod.

Disertac¢ni prace byla zpracovana v ramci DNA laboratote KDN, ktera se zaméruje
dlouhodobé na diagnostiku dédi¢né periferni neuropatie (CMT) a zavazné détské
epilepsie. Tyto klinické jednotky proto detailnéji popisujeme nize.

1.1 Epilepsie a epileptické encefalopatie

Epilepsie je chronické onemocnéni, jehoz hlavnim projevem jsou opakované zachvaty.
V roce 2014 organizace International League Against Epilepsy (ILAE) definovala
[Fisher et al. 2014] epilepsii jako stav, kdy:

— Byly pritomny alespon dva spontanni epileptické zachvaty béhem 24 hodin

NEBO

— Jeden spontanni epilepticky zachvat a vysoké riziko opakovani v nejblizsich 10
letech

NEBO
— Byl diagnostikovan epilepticky syndrom

V roce 2017 [Fisher et al. 2017a], pak byla uvedenad nova klasifikace epileptickych
zachvatl i epilepsii (klasifikace uvedend na Obr.1.1), kdy délime zachvaty podle
typu na fokalni, generalizované a s neznamym zacatkem. Z toho pak vychazi typ
epilepsie - fokélni, generalizovand, kombinovana ¢i neznamého typu.

Podle typu epileptickych zéchvati a pfidruzenych symptomu (komorbidit, jakou
jsou mentalni a motorické retardace, poruchy chovani atd.) se urcuji epileptické syn-
dromy. Poslednim parametrem pri klasifikaci epilepsii dle ILAE je etiologie. Prvnim
krokem pti diagnostice epilepsie je obvykle MRI mozku, které je nezbytné pro urceni
pripadného strukturalniho podkladu epilepsie. Mezi etiologie epilepsii patii infekéni,
genetické, metabolické ¢i autoimunitni pri¢iny. Genetické priciny zejména casnych
epilepsii a epileptickych encefalopatii byly objeveny az v poslednich nékolika letech
a to diky zavedeni metod MPS.[Fisher et al. 2017a]



1.1 Epilepsie a epileptické encefalopatie
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Pfevzato z: [Marusic et al. 2018] prelozeno z ptvodni: [Fisher et al. 2017a]

Obrazek 1.1: Klasifikace epilepsii dle ILAE 2017, ¢eska verze

1.1.1 Epileptické encefalopatie (EE)

Epileptické encefalopatie jsou definovany jako stav, kdy epileptické zachvaty pfi-
spivaji k zavaznym kognitivnim a behavioralnim obtizim, dochazi ke zpomaleni a
casto i regresi vyvoje. Nejcastéji se koncept EE uplatnuje u epilepsii s casnym vé-
kem zacatku zachvati a s genetickou etiologii. Koncept EE pracuje s hypotézou, ze
u pacienti dochéazi k postizeni mozku kvuli zachvatim a zménam elektrické epilep-
togenni aktivity. EE jsou casto farmakorezistivni. Pri¢ina EE je casto monogenné
podminéné (piikladem mohou byt CDKLS encefalopatie nebo CHD2 encefalopatie.
[Khan a Al Baradie 2012; Capovilla et al. 2013; Scheffer et al. 2017]

1.1.1.1 Syndromy spojené s EE

Ohtahara syndrom (early infantile epileptic encephalopathy, EEIE)

Ohtahara syndrom mé ze vSech syndromi nejcasnéjsi nastup jiz v prvnich dnech
zivota. Zachvaty jsou obvykle tonické, kratkého trvani, objevuji se pii spanku i
bdéni. U vétsiny pripadi dochazi k vyvoji smérem k Westovu ¢i Lennox-Gastautovu
syndromu. Prognéza je neprizniva, c¢asté jsou poruchy vyvoje mozku, mortalita je
50%, 1é¢ba je velmi ¢asto netispésné. [Murakami, Ohtsuka a Ohtahara 1993]

Casna myoklonicka encefalopatie (early myoclonic encephalopathy, EME)

EME je syndromem, ktery se projevuje jiz v novorozeneckém obdobi (nastup
do prvnich mésicu véku) a prognéza je stejné jako u Ohtaharova syndromu velmi
neprizniva. Zachvaty nastupuji c¢asto jiz v prvnich hodindch po narozeni a maji
myoklonicky bloudivy charakter. Frekvence zachvati je velmi variabilni, dochézi ke
zpomaleni psychomotorického vyvoje. [Dalla Bernardina et al. 1982]
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Westiiv syndrom (Infantile spasms)

Westtv syndrom patii mezi ¢asné encefalopatie s nastupem obtizi béhem prv-
niho roku véku. Charakteristické jsou infantilni spasmy a pokud nedochézi k rych-
lému nasazeni 1é¢by dojde k regresi postmotorického vyvoje. Pri¢inou vzniku mohou
byt cerebralni malformace, infekce, metabolické poruchy, ¢i genetické etiologie (¢asto
spojené s Downovym syndromem) [Caraballo et al. 2011; Vigevano et al. 1993].
Uspésnost 1é¢by je Casto zavisla na rychlosti diagnostiky a adekvatnosti terapie.

Dravetové syndrom (severe myoclonic epilepsy in infancy, SMEI)

Tézka myoklonickd epilepsie je oznacovana jako syndrom Dravetové. Obvykle
zacind v prvnim az druhém roce zivota, zachvaty jsou nejprve generalizované pozdéji
se ale pripojuji myklonické zachvaty hornich koncetin a trupu. Zachvaty mohou byt
¢asto vyvolany expozici zdrojem tepla (tepld koupel) nebo svétlem (fotosenzitivita).
V batolecim obdobi se objevuje ataxie, a regrese vyvoje s retardaci a autistickymi
rysy. Etiologicky jde nejcastéji o geneticky ptvod variantou v genu SCN1A. [Khan
a Al Baradie 2012; Komarek 2007]

Lennox-Gastautiiv syndrom (LGS)

LGS postihuje prumérné 5 % déti s epileptickymi zéchvaty. Nastup onemocnéni
byva nejcastéji kolem druhého roku zivota. Pritomné je Siroké spektrum zachvati,
obvyklé jsou noc¢ni tonické zachvaty nebo atypické absence béhem dne. LGS je v
90 % ptipadi doprovidzen mentalni retardaci s velmi Spatnou prognézou. [Heiskala
1997; Arzimanoglou et al. 2009]

Landau-Kleffneriv syndrom (LKS)

LKS mé pozdéjsi nastup, ve ¢tvrtém az osmém roku zivota. Postizeni jedinci
postupné ztraceji schopnost porozuméni mluvenému slovu a pozdéji sami nejsou
schopni mluvit, tento priznak je dominantni. Po nastupu onemocnéni se zvysuje
agresivita a objevuji se epileptické zachvaty. U LKS dochazi v pozdéjsim veku k
mirnému zlepseni klinickych obtizi. [Koméarek 2007; Pearl, Carrazana a Holmes 2001]

1.1.1.2 Geny asociované s EE

P1i hledani patogennich variant se vétsinou zamérujeme na geny diive asociované s
onemocnénim. U epilepsii a epileptickych syndromi bylo identifikovino mnoho genti
se véemi typy dédic¢nosti. [Wang et al. 2017]

Vznik epileptickych encefalopatii byva vétsinou geneticky podminény a ma velmi
heterogenni charakter. Varianty zpusobujici EE byvaji nejcastéji nalezeny v genech
s AD dédi¢nosti vzniklé de novo. [Thomas a Berkovic 2014] V roce 2012 a 2013
byly publikovany vysledky analyzy konzorcia EpidK [Consortium 2012; Consortium
et al. 2013], identifikujicich nejcastéjsi de novo piic¢iny EE v trio WES vzorcich.
V ramci této studie, pak byly publikovany asociace s EE u téchto geni: SCNIA,
STXBP1, CDKL5, GABRB3, SCN8A, SCN2A, CACNA1A, CHD2, FLNA, GA-
BRA1, GRIN2B, IQSEC2, MTOR o NEDD/L. Z4dny z uvedenych genti ale nenf
prevalentni, proto je vySetfeni pomoci MPS panelem genti (nebo WES) v soucasnosti
nejefektivnéjsim postupem.
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1.2 Hereditarni motorické a senzitivni neuropatie
(HMSN) / Charcot-Marie-Tooth choroba (CMT)

Hereditarni motorické a senzitivni neuropatie jsou skupinou monogenné podminé-
nych onemocnéni postihujicich periferni nervovou soustavu. Choroba byla poprvé
popsana jiz v roce 1886 tremi neurology — J.M. Charcotem, P.Mariem a H.H. To-
othem a pojmenovana jako ,Charcot-Marie-Tooth disease” [Charcot 1886]. Jedna
se 0 nejcastéjsi dédicné neuromuskularni onemocnéni s prevalenci az 1:2500. [Skre
1974; Braathen 2012]

Mezi typické priznaky HMSN patii progresivni degenerace perifernich nervi re-
zultujici v oslabeni distalnich svalti nejprve dolnich koncetin a pozdéji i hornich
koncetin. S dal$im postupem nemoci vznikaji deformity nohou tzv. pes cavus (zkra-
ceni Achillovy Slachy, vysoky nart a kladivkové prsty na nohou). HMSN podléha
vsem typim dédi¢nosti — autozomalné dominantni, recesivni, X-vazané i mitochon-
dridlni. [Timmerman, Strickland a Ziichner 2014; Rossor et al. 2013; Pareyson a
Marchesi 2009

Pro klasifikaci HMSN vyuzivame poznatkt neurofyziologickych i histopatologic-
kych. Na zékladé rychlosti vedeni vzruchu (MCV) byly rozdéleny na demyelinizaéni
formy (skupina HMSN1/CMT1 a CMT4) s MCV < 38ms~!, pfi¢inou je primarni
postizeni myelinu. P¥i axondlni formach HMSN (HMSN2/CMT2) je rychlost vedeni
vzruchu sniZend, ale stdle nad MCV > 38ms™!, jde o primérni postizeni axonu.
[Harding a Thomas 1980]

1.2.1 Demyeliniza¢ni formy HMSN (HMSN 1)
1.2.1.1 CMT1

CMT1 jsou primarné autosoméalné dominantni demyeliniza¢ni neuropatie. Pficina
onemocnéni je silné heterogenni, az 80 % ptipadu je spojovano s CMT1A (oblast
17.p11.2). Forma CMT1A tvorii skoro polovinu pripadi vsech CMT (a 60 az 70 %
ptipadi ve skupiné CMT1). Nejcastéji jde o postizeni oblasti 17.p11.2 [Lupski et al.
1991], ktera obsahuje duplikovany gen PMP22, zpusobeny mechanismem nealelické
homologni rekombinace (NAHR, nonallelic homologous recombination) princip je
uveden na Obr. 1.2. [Zhang et al. 2010]

Typicky nastup potizi je v prvni dekadé zivota, pacient pozoruje poruchy chtize,
zakopavani, vysoky nart. Fenotyp CMT1A je variabilni, ¢ast pacienti trpi mirnou
formou a je po cely zivot schopné chiize. Diagnostika tohoto typu onemocnéni je
nejcastéji indikovana po zjisténi snizené rychlosti vedeni vzruchu (MCV). [Haber-
lova, Mazanec a Seeman 2006] Prvnim krokem pii genetické diagnostice je testovani
na pritomnost duplikace/delece lokusu 17p11.2; pokud je vysledek negativni, zamé-
fujeme se na SNV v genu PMP22. [Rossor et al. 2013]

1.2.1.2 Autozomalné recesivni HMSN | (AR-HMSN | / CMT4)

Autozomalné recesivni demyelinizac¢ni neuropatie, jsou v béznych populacich méné
casté nez AD CMT. Skupina CMT4 je typicka zavaznym fenotypem s brzkym né-



1.2 Hereditarni motorické a senzitivni neuropatie (HMSN) / Charcot-Marie-Tooth
choroba (CMT)

1421129 pb
o 0o
proximalni distalni
CMT1A-REP CMT1A-REP

c L Topo
PMP22
1) CMT1A duplikace
[
A B c B c L o
PMP22 PMP22

2) HNPP delece

Schéma ukazuje crossing-over dvou nealelickych segmentit DNA, které maji vysokou
sekven¢ni homologii (LCR), proximdlni a distdlni oblasti CMT1A-REP se shoduji
v 99 % své sekvence. Dojde tedy k reciproké prestavbé, kdy sekvence se bud:

1) prodlouzi - gen PMP22 mezi CMT1A-REP oblastmi je duplikovan

2) nebo dojde k HNPP deleci, kdy je celd sekvence mezi LCR je deletovana
Ptevzato z: [Lupski 2015]

Obrazek 1.2: Nealelickd homologni rekombinace v oblasti 17.p11.2

stupem oproti AD CMT. Nemoc se projevuje u potomku zdravych rodi¢t a je pro ni
typické, ze sourozenci maji podobny fenotyp. Jsou cCasto spojované se populacemi,
u kterych je vyssi vyskyt pokrevniho piibuzenstvi. [Reilly, Murphy a Laura 2011]

CMTA4A je zptusobend nejcastéji bodovymi variantami v genu GDAPI. Nastup
nemoci je velmi ¢asny se zavaznym fenotypem — deformity nohou, progresivni sla-
bosti a ztrata senzitivity nejdiive v dolnich (v prvni dekddé) a poté i v hornich
koncetinach. Do tricatého roku zivota jsou pak pacienti vétsinou upoutani na inva-
lidni vozik. [Nelis et al. 2002]

CMT4B1 a CMT4B2 jsou skupiny asociované s velmi brzkym nastupem proxi-
malni i distalni slabosti a obli¢ejovou slabosti. P¥icinou CMT4B1 jsou nejcastéji SNV
v genu MTMRZ2. Pricinou CMT4B2 jsou bodové varianty v genu SBF2 (MTMR13).
Demyeliza¢ni neuropatie zac¢ind v dolnich koncetinadch v prvni dekadé, ma pomaly
progres a je doprovazena deformitami nohou. Casto se u tohoto typu onemocnéni
objevuje glaukom. [Azzedine et al. 2003] V ramci mezinarodni spolupréce byla na
nasem pracovisti publikovana studie sedmi rodin, u kterych byly identifikovany diive
nepublikované varianty (dalsi komentar v 4.2.3.1), jde o dosud nejvétsi popsanou
kohortu pacienti, s detailnim popisem fenotypu. [Lassuthova et al. 2018|

CMTA4C je recesivné dédéna forma CMT, zpusobena variantami v genu SH3TC2.
Typicky fenotyp je charakterizovan ¢asnym projevem onemocnéni, demyelizac¢ni for-
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mou neuropatie, s progresivni skoliézou. Varianty v genu SH3TC?2 se ukézaly jako
velmi casta pricina HMSN I v ¢eské populaci, kdy v kohorté vsech pacientii s CMT
se varianta p.Arg954Stop nasla v témér dvou procentech pripadu (a u 95 % vsech
CMT4C). [Lassuthova et al. 2011]

CMT4D (HMSNL) je recesivné dédéna demyelinizacni neuropatie, kterd posti-
huje pacienty romského puvodu. CMT4D je zpusobena variantou p.Argl48* v genu
NDRG1.U romskych pacientii v CR jde o druhou nejéastéjsi formu CMT (frekvence
vyskytu u romské populace byla 24 %, u celé kohorty pacientii s CMT byla frekvence
0,66%). [Brozkova et al. 2017]

CMT4G (HSMNR) je dalsi skupinou, kterd v ramci CR. postihuje romskou po-
pulaci. Je zpusobend variantami v genu HK1 (g.9712G>C) [Hantke et al. 2009b]. V
populaci ¢eskych Romu se jedna o nejéastéjsi formu CMT, dvakrat castéjsi nez
CMT4D, v rdmci naseho pracovisté jsme detekovali 20 pacienti s homozygotni
g.9712G>C variantou v genu HK1. U celé kohorty pacientli se jednalo o 6. nej-
¢astéjsi pricinu CMT v nasi populaci s vyskytem 1,1 % (ale nejéastéjsi pro populaci
romskou). [Brozkovd et al. 2016]

1.2.1.3 CMT3/HMSN I1I Déjerine-Sottas syndrom

Jedna se o velmi ¢asnou a tézkou formu CMT1, distalni svalova slabost se projevuje
v raném détstvi. Klinicky jsou pacienti hypotoni¢ti, maji deformity nohou a také
skoli6zu pétetre. Muze se vyskytnout i porucha sluchu.[Mazanec et al. 2004] Pri¢inou
jsou c¢asto de novo vzniklé dominantni varianty, nejcastéji se vyskytujici v genech
PMP22 [Seeman et al. 2002], MPZ [Mazanec et al. 2004], EGR2 [Mikesova et al.
2005].

1.2.1.4 X-vazané CMT (CMTX)

X-vazané CMT jsou druhé nejcastéjsi, tvori priblizné 10 % vSech pripadi. Nejcastéjsi
pric¢inou onemocnéni jsou varianty v genu GJB1 (Cz32), kde bylo identifikovano vice
nez 400 patogennich variant. [Panosyan et al. 2017] Gen GJB1 je kratky gen, kodujici
protein connexin 32 dlouhy 238 AMK. Connexin 32 je protein tvorici intracelularni
kandaly pro prenos iontti a malych molekul mezi perinukledrnim a periaxonalnim
kompartmentem Schwannovych bunék. Zména funkce proteinu vede k poskozeni
myelinové pochvy axonu a tim k axonopatii. [Seeman et al. 2000]

Jak vyplyva z gonozomalni, X-vazané dédi¢nosti, muzi jsou postizeni diive a vy-
raznéji nez zeny. Nékteré zeny jsou dokonce bez fenotypu. Prenos nemoci v ramci
rodokment odpovidd X-vazané dédic¢nosti — absentuje prenos z otce na syna, fenotyp
zen je mirnéjsi a nastup obtizi je pozdéjsi nez u muzi. Hodnota MCV je vyssi nez
u typu CMT1A (pohybuje se mezi 30 — 40ms~'. [Seeman et al. 2000; Haberlova,
Mazanec a Seeman 2006]

1.2.2 Axonalni formy HMSN (HMSN I1)
1.2.2.1 CMT2

CMT2 je skupina axonélnich neuropatii, dédicnost CMT2 je autozomalné¢ domi-
nantni s nastupem v prvni az druhé dekddé. Oproti CMT1(A) byva svalova slabost
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vyraznéjsi, jsou pritomny atrofie. Deformity nohou jsou ale méné casté. Rychlost
vedeni vzruchu je vyssi nez u CMT1, MCV > 38ms~!, ale je redukovdna amplituda
akéniho potencidlu. [Harding a Thomas 1980]

Nejcastéjsim typem je CMT2A, tvorici témeér ¢tvrtinu vSech pripadi CMT2. Jako
ptricina CMT2A byly identifkovany varianty v genu MFN2 [Zichner et al. 2004;
Lawson, Graham a Flanigan 2005; Cartoni a Martinou 2009]. Frekvence detekova-
nych variant byla v kohorté nasich pacienti 7,2% [Brozkova et al. 2013]. V genu
MFN2 jsme také nalezli pomoci panelu genti variantu, ktera diive nebyla Sange-
rovym sekvenovanim detekovana (primer mismatch). Tato varianta se nachdzi na
pozici p.His361Tyr a byla diive publikovana [Verhoeven et al. 2006]. V této publi-
kaci tak ukazujeme,ze je potfeba myslet na moznost primer mismatch u Sangerova
sekvenovani. [Neupauerova et al. 2016]

Mezi autozomalné recesivni axondlni formy CMT je fazen i typ CMT2B1 (gen
LMNA), s velmi variabilnim fenotypem i ¢asem nastupu. [Benedetti et al. 2007] Gen
LMNA byl oznacen jako hlavni pricina typu CMT2B1. V nasi kohorté s axonalnim
typem CMT a brzkym nastupem jsme otestovali 98 pacientl, u kterych byla indi-
kovana AR CMT2. Z 98 pacienti byla nalezena pouze jedna potencialné patogenni
varianta v genu LMNA, na pozici ¢.1870C>T v heterozygotni formé, druhou vari-
antu jsme ale v genu nanalezli. U vsech pacienti byla provedena i MLPA analyza
na pritomnost deleci a duplikaci. Gen LMNA nebyl tedy prokazatelnou pric¢inou
CMT2B1 u ¢eskych pacienti.[Lassuthova et al. 2009]

Dalsim genem zptisobujicim CMT2 je gen MORC2, kdy prvni varianty byly iden-
tifikovany pomoci WES u pacientii s vyznamnou slabosti dolnich, ale i hornich kon-
Cetin a hypotonie. Varianta p.Argl90Trp byla identifikovina u pacientt ruznych
narodnosti [Sevilla et al. 2015]. Ve skupiné nasich pacienti byla tato varianta na-
lezena u Sesti neptibuznych rodin, kazuistika je publikovdna v [Lassuthova et al.
2016b].
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1.3 Geneticka variabilita na DNA Grovni

Zmény v sekvenci DNA jsou pritomné v celém genomu, vétsina variant spada do
intergenové ¢i intronové oblasti, ktera tvori vétsinu genomu. Takové varianty jsou
pak casto dobfe tolerované, bez fenotypového projevu. Navic i nékteré geny jsou
redundantni a tak zména v jedné kopii je dobfe kompenzovana jinou.

Zameény jednoho nukleotidu za jiny oznac¢ujeme je jako SNV (Single nucleotide va-
riants). Tyto jednoduché zamény se vyskytuji v pruméru jednou za 800 nukleotidu
u kazdého jedince. Pokud takové varianty maji ¢etnost v populaci vyssi nez 1 % jsou
oznaceny za SNP (Single nucleotide polymorphism) pro danou populaci. Zatimco
SNP jsou ve vétsiné pripadt benigni a nemaji zadné znamé asociace s onemocnénim
u mnoha SNV tato spojeni nalézame. Diilezité je poté urcit, jestli varianta vznikla v
zarodecné fazi , germline varianty nebo az pozdéji béhem zZivota organismu ,,soma-
tické varianty“. U SNV rovnéz rozlisujeme efekt, ktery zaména nukleotidu zptisobi.
[Strachan 2014]

1.3.1 Synonymni a nesynonymni typy variant

Synonymni SNV  Nahrazenim jednoho nukleotidu v kédujici sekvenci za jiny do-
chazi k zménam v tripletu — tedy kodonu. Diky redundanci v genetickém koédu to ale
nemusi vzdy znamenat, ze dojde ke zméné aminokyseliny (AMK) v polypeptidic-
kém Tetézci — pokud ke zméné AMK nedojde jedna se o synonymni substituci. Pokud
takova synonymni substituce neovliviuje dale normalni sesttih RNA, Ize predpokla-
dat, ze nebude mit fenotypovy projev. Pravdépodobnost nesynonymni substituce je
zavisla na pozici baze v ramci kodonu, na treti pozici je pravdépodobnost nejnizsi
(pouze u jedné ttetiny substituci dochazi ke zméné aminokyseliny). Vétsi pravdépo-
dobnost zmény je pak u substituci prvni a druhé béze kodonu — 100% na druhé pozici
a 96% na prvni pozici (synonymni u Argininu a Leucinu). Synonymni substituce ale
nemusi byt vzdy bez efektu na fenotyp. Synonymni substituce mize v fetézci na-
hradit nukleotid tak, ze nedojde k nahrazeni AMK, ale dojde k aktivaci kryptického
sestiihového mista (cryptic splice site) — vytvori se sekvence rozhrani exon-intron
a tim dojde ke zkraceni exonu se zavaznym fenotypem, tento jev ale miize nastat i
v opacném pripadé, kdy bodova varianta vznikne v intronu a tim vytvori kryptické
splicové misto — exon se pak naopak prodlouzi (prehled efekt na Obr. 1.3). [Richard
a Beckmann 1995]

Nesynonymni SNV —missense Nesynonymni substituce nemusi ale vzdy zname-
nat zavazny fenotyp, v tomto ptripadé ma velkou vahu k jaké zméné aminokyseliny
dojde. Pokud dojde k nahrazeni AMK za chemicky podobnou nema velky vliv na
funkei proteinu (pfiblizné 30% pravdépodobnost). Dalsim aspektem je dulezitost
AMK v fetézci polypeptidu napr. pokud dojde ke zméné aktivacniho mista enzymu,
muze i podobna AMK meénit funkei, muze dochazet ke strukturalnim zménam pro-
teinu a vysledny efekt muze byt rizny. Prikladem muze byt zména AMK za velmi
odlisnou, kdy dojde ke zméné hydrofobicity, tim dojde k prestavbé celého genového
produktu a vyfazeni jeho funkce. [Maquat 2001]
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— ag| ---------------------- GAGG |g'iaaaggc gt agl I—
exon 1 aktivované akceptorové misto exon 2

kryptického splicingu
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— ot

exon 1 prodlouzeny exon 2
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(A) Nahrazeni A>C, nevede ke zméné AMK, nem4 efekt

(B) Synonymni substituce T>C i pfes to, ze jde o synonymni substituci vytvari nové
kryptického sestfihové misto, dochézi ke zkraceni exonu 16

(C) Aktivace kryptického mista v intronu mezi exony 1 a 2 provedla exonizaci intronu

a tim prodlouzeni exonu;
Prevzato z: [Strachan 2014]

Obrazek 1.3: Synonymni substituce a jejich efekt

Nesynonymni SNV — nonsense Nonsense varianty predikuji zaménu ptivodni
AMK za terminacni kodon a zkraceni proteinu. Terminacni kodon je misto, kde
se ribozom odpojuje od mRNA pti translaci, jednd se o sekvenci tii nukleotidi
(UAA, UAG, UGA), mnoho patogennich variant je ale spojovano s vytvorenim no-
vého terminacniho kodonu, ktery méa za néasledek tvorbu nekompletniho polypeptidu.
Vysledkem pak miize byt genovy produkt kratsi délky. Efekt této zdmény zavisi na
tom, jak velka ¢ast produktu byla odstranéna a na stabilité nové vzniklého produktu.
Proti tomuto efektu probihé v bunce pretransla¢ni proces nonsense-mediated mRNA
decay (NMD). Ten eliminuje defektni mRNA jesté pred vytvorenim proteinového
produktu. V cytosolu probiha prvni testovaci kolo translace, pii kterém ribozom
prekldadd mRNA a  kontroluje* pfitomnost Exon junction complex (EJC), coz jsou
komplexy pritomné na exonech, mezi start a stop kodonem. Pokud ribozom narazi
na stop kodon, kterym by ukon¢il translaci, ale zaroven je dale na sekvenci pritomny
EJC, dojde k oznaceni a degradaci mRNA. Tento proces tak umoznuje bunkam efek-
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tivné branit vzniku aberantnich, kratkych proteint, které by mohly mit za dusledek
vazny fenotyp. [Kulkarni a Pfeifer 2014]

Varianty zpuasobené posunem cteciho ramce - frameshift Frameshift varianty
mohou téz vést ke vzniku terminac¢niho kodonu, ale ne ptrimo. Jde o situaci, kdy
do sekvence DNA je insertovano nebo deletovano nékolik nukleotidi. Pokud dojde
ke zméné poctu nukleotidii v Tetézci, dochazi k tvorbé zcela jiného polypeptidového
retézce a je velka pravdépodobnost naruseni funkce vysledného produktu. Vyjimkou
jsou delece/inzerce ti{ nukleotidu, kdy cteci ramec je zachovéan, ale dojde k odstra-
néni/pridani jedné AMK. Pokud dojde ke vzniku SNV na rozhrani exon-intron, muze
dojit k naruseni RNA splicingu — k tomu dochézi nejcastéji pri naruseni sekvence
»,GT AG* Vysledkem pak muze byt intronizace exont (exon skipping) nebo exoni-
zace intront (intron retention), oba tyto stavy mohou mit velmi variabilni fenotyp.
[Krawczak, Reiss a Cooper 1992]

1.3.2 Varianty ovliviiujici aberantni RNA sestfih a varianty v
regulatornich oblastech

Varianty ménici sestfih RNA tvoii ptiblizné 15 % vsSech variant. Jedna se o SNV,
které postihuji sestiihové 5" nebo 3’ oblasti, ¢imz muze dojit k zaniku nebo vzniku
nového sestiihového mista. [Mendell a Dietz 2001]

Vétsina bodovych zadmén se naléza v kddujicich oblastech genti, pokud ale substi-
tuce vznikne mimo tuto oblast, neznamenad to, ze nemtze mit zadny efekt. Zamény
v regulatornich oblastechm jako jsou promotory, enhancerové oblasti, represory mo-
hou ovliviiovat expresi genu a tim i zptsobovat fenotyp. Prikladem piimého efektu
jsou napt. varianty v TATA boxu (promotor), zptusobujici beta-thalasémii. Kromé
toho byvaji SNV v téchto oblastech casto oznacovany za faktory multifaktorialni
dédi¢nosti. [Gonzalez-Redondo et al. 1989

1.3.3 Efekt genetické variability na funkci proteinu

Vysledkem substituc¢ni zmény jednoho nukleotidu miize byt zména sekvence geno-
vého produktu, ¢imz dojde i ke zméné jeho funkce. Muze dojit ke ztraté funkece (loss
of function), kdy produkt neni schopen plnit svoji funkci nebo naopak k ziskani
funkce nové (gain of function), kterd muze zpusobit i smrt bunky. Dalsim moznym
efektem je zména mnozstvi produktu. Efekty jsou uvedené na obrazku Obr. 1.4.
Kazda varianta muze mit na vysledny produkt genu jiny efekt. Nékdy dojde ke
zménam v mnozstvi exprimovaného produktu, nékdy mize dojit k tomu, ze produkt
ma zcela jinou funkei, nebo funkci ztrati. V pripadé Loss of function (LoF) varianty
doslo ke zméné nukleotidu na jedné alele, dochazi k produkci mensitho mnozstvi pro-
duktu. V tomto pripadeé je ¢asto bunka schopnéa nedostatecné mnozstvi kompenzovat
- bud ji polovina produktu staci k funkénostim nebo v nékterych pripadech dochazi
k vyssi produkci ptivodniho produktu wild-type alelou. Nékteré varianty ale mo-
hou mit dominantni charakter, nastava pripad, kdy bunka nedokaze kompenzovat
dostateéné mnozstvi genového produktu, poté dochézi k projevu fenotypu.
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Gain of Function (GoF) je efekt genetické variability, kdy zdména nukleotidu
vytvari zcela novy genovy produkt, ktery je ale funkéni. V pfipadé heterozygotni
varianty dochazi k produkci nového genového produktu, ktery se projevi novym,
dominantnim fenotypem. [Griffiths et al. 2005]

Efekt Loss of function varianty - Uplna ztrata funkce
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A) V prvnim piipadé nastavd u homozygotni varianty tplné ztrata funkénosti pro-
duktu, rezultujici v odlisny fenotyp, u heterozygotni varianty je fenotyp ¢asto shodny
s wt jelikoZ mnozstvi produktu staci ke kompenzaci ztraty jedné alely (tento efekt
je ¢asty napft. u metabolickych poruch)

B) Ve druhém piipadé doslo ke ¢astecné ztraté funkénosti produktu, i tak ale nedojde
v pripadé homozygotni varianty k dostatecné kompenzaci a projevi se odlisny fenotyp
C) Pripad GoF varianty, v pripadé heterozygotni varianty ziskava burika novy pro-
dukt, ¢asto s dominantnim efektem (tento efekt je casty napt. u epilepsii). homozy-
gotni formu provazi casto velmi vazna zménu fenotypu, neni prilis casta

Prevzato z: [Griffiths et al. 2005]

Obrazek 1.4: Efekt LoF a GoF variant

U AD onemocnéni muze byt postizena alela variantou LoF i GoF, pokud se jedna
o GoF, tak prestoze jedna alela vytvari zdravy produkt, tak efekt poskozeného pro-
duktu z alterované alely prevazi a fenotyp se projevi. U LoF variant je situace trochu
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od jedné alely dostatecna, onemocnéni se neprojevi. Dalsim prikladem, kdy se LoF
projevi je pri imprintingu Angelmanova syndromu — jedna LoF varianta v genu
UBFES3A na maternalni alele v tomto pripadé zptisobi fenotyp, nebot paternalni alela
je v tomto misté imprintovana. Fenotypy zpusobované LoF variantami jsou casto
spojované s heterogenimi onemocnénimi. Vyjimkou ale nemusi byt kombinace LoF a
GoF' v jednom genu zpiusobujici odlisny fenotyp nez pouze jednotlivé varianty napf.
u duplikaci a deleci oblasti 17p11:2 (PMP22 gen asociovany s HMSN). [Strachan
2014]

1.3.4 Inserce delece a zmény v poctu kopii tsekii (CNV)

V nékterych pripadech muze dojit k vytvoreni variace DNA, kdy se findlni pocet
nukleotidu lisi - dochazi k insercim nebo delecim nukleotidii. Pokud se jedna pouze
o nékolik jednotek az desitek nukleotidii, oznacujeme tyto varianty jako indel (do 50
nukleotidi). U delsich insertovanych / deletovanych sekvenci, délky vétSinou presa-
hujici sto nukleotidi az po tisice mluvime o zménach v poc¢tu kopii (Copy number
variation, CNV). Frekvence deleci a inserci je cca desetinova oproti SNV, kdy 99 %
tvori kratké indely a jedno procento CNV.

V DNA laboratofi se nejéastéji setkavame s CNV v pripadé duplikace / delece na
chromozomu 17p.11.2-12, véetné genu PMP22, u CMT. K deleci nebo inzerci dochéazi
mechanismem NAHR, kdy dojde pti crossing-overu k prekryti blizkych homolognich
oblasti, a tim dojde k deleci nebo inzerci dalsi kopie genu. Princip jsme popsali na
obrazku Obr. 1.2.
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Se sekvenaci prvnich lidskych genti ptichézi myslenka osekvenovat cely lidsky genom.
Tyto myslenky se zacaly prosazovat na konci 80. let 20. stoleti i presto, ze v tu dobu
jesté nebyla znamé technologie, ktera by tohoto byla schopna. V roce 1990 byl
zahajen projekt lidského genomu HGP, kdy cilem bylo do 15 let ziskat celou DNA
sekvenci c¢lovéka. Participovat na celém projektu mély laboratote z celého svéta a
rovnéz bylo ustanoveno, ze vSechny prectené sekvence musi byt do jednoho dne
dostupné na internetu. [Mapping a Human Genome 1988]

Cilem projektu ale nebylo osekvenovat pouze lidsky genom, ale i genom dalsich
péti organismil — bakterie E.coli, kvasinky, hadatka, octomilky a mysi. Z tohoto roz-
hodnuti tézime dodnes, kdy znalost genomu téchto organismii nam pomaha nejen
porozumeét funkcim jednotlivych genti, ale umoznuje i tyto organismy vyuzit jako
modelové pro testovani efektu variant na organismus. Projekt lidského genomu zvo-
lil postup, kdy prvnim krokem bylo vytvoreni map chromosomt — fyzické a pozdéji
genetické na principu pravdépodobnosti crossing-overu. Jednotlivé useky pak byly
hierarchicky rozdéleny na fragmenty pomoci restrikénich endonukleaz a ulozeny do
umélych bakteridlnich chromozomi (BAC) o velikosti 150 000 az 200 000 pb. Pfi za-
jisténi co nejmensiho prekryti fragmentii se tak jednalo o toho ¢asu nejlepsi metodu
pro pripravu a mnozeni tseki k sekvenaci. Pro samotnou sekvenaci je pak nutné
rozdélit genetickou informaci ulozenou v BAC na dalsi, mensi fragmenty o délce
radoveé tisict bazi. Jednalo se o pomalou, ale velice pfesnou a spolehlivou metodu,
kterd vedla k vysledku. [Lander et al. 2001]

Hierarchicky pfistup pouzivany v HUGO Shotgun metoda pouZivana Celerou
1. Geneticka mapa HiEEEE
chromozomu T T 1T | chromozom | || I

Genetické markery
~ 100 000 bazi cca 200/chr

A
2. Fyzické mapovani CO 1 1 400000 bazi @w
’ 1 C 1
1
(.

CH 11 ~1 000 bazf
[caccatcacT] [AccATACTGGT]
3. DNA sekvenovani AGTCCGCTATACGA]

[[.. ATCGCCATCAGTCCGCTATACGATACTGGTCAA ... | [, ATCGCCATCAGTCCGCTATACGATACTGGTCAA ... |

Prevzato z: [Vacha 2016]

Obrazek 1.5: Srovnani hierarchické a shotgun metody sekvenovani

Jako protivaha k tomuto projektu pak ptisobila spole¢nost Celera, v cele s C. Ven-
terem, kterd lidsky genom sekvenovala metodou ,whole-genome shotgun®. Oproti
hierarchickému déleni na , fragmenty fragmenti* tato metoda genom déli na mnoho
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malych ¢asti, které jsou osekvenovany a poté skladany pomoci pocitacovych algo-
ritmi . [Venter et al. 2001] Srovndni obou metod je na obrazku Obr. 1.5 prevzatého
z URL!.

Diky konkurenci obou skupin tak dochazi ke znacnému urychleni celého projektu,
v ¢ervnu 2000 je oznameno zdarné ukonceni projektu, v tinoru 2001 vychazi v ca-
sopisech Nature [Lander et al. 2001] a Science [Venter et al. 2001] ¢lanky s prvnim
konceptem sekvence. Koneéna sekvence je pak oznamena v kvétnu 2003 a publiko-
vana v f{jnu 2004 [Consortium 2004].

Thttp:/ /www.zo.utexas.edu/faculty/sjasper /images,/20.13.gif [online: 16.10.2019]
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1.5 Masivné paralelni sekvenovani (MPS)

Vyvoj metod sekvenovani DNA se datuje od 70. let 20. stoleti, kdy sekvenovani bylo
velmi obtizné a provadélo se pouze po prevodu molekuly do RNA, to se zménilo
s prichodem metod prvni generace — Maxam-Gilbertovy [Maxam a Gilbert 1977] a
metody Sangerovy [Sanger, Nicklen a Coulson 1977]. Sangerova enzymatickd me-
toda s pouzitim terminacnich dideoxynukleotidi umoznila prvni komerc¢ni aplikace
sekvenacnich metod. I pfesto ale slo o metody velmi nérocné casové i finanéné a to
zejména proto, ze se musi sekvenovat po jednotlivych bazich. Diky témto metodam
bylo mozné osekvenovat lidsky genom, ackoliv cely projekt trval vice nez deset let.

Celé odvétvi ale zménil prichod sekvenatortt druhé generace, nazyvanych rovnéz
,Next generation sequencing“, ktery umoznil paralelni zpracovani vice molekul sou-
casné. Tim dochézi k rapidnimu snizeni ¢asové naroc¢nosti a nakladi. Metody se
vyznacuji perfektni skalovatelnosti - jsme schopni osekvenovat par exont, ale i cely
genom najednou. Diky témto metoddm je mozné dnes ziskat sekvenci genomu u
probandu v fddu dni za ¢astky kolem 1 000 $. S moznosti ziskat sekvenci celého
genomu se ale poji vétsi naroky na zpracovani dat. Diky MPS dokazeme generovat
obrovskd mnozstvi dat, ktera je nutné ,spravné zpracovat®. Od ziskané sekvence
k nalezeni té pravé varianty (zpusobujici onemocnéni) vede dlouha cesta, kterd neni
pevné definovana a skyta mnohd tskali. Pro vyhodnoceni dat dnes existuji stovky
nastroju a je vzdy nutné presné definovat postup a parametry celého postupu. [Zhou
et al. 2010]

V soucasné dobé na trhu dominuje platforma Illumina, kterou vyuzivame i na
nasem pracovisti.

1.5.1 Platforma lllumina

Sekvenac¢ni platforma Illumina (Illumina, USA) byla vyvinuta v roce 2006 na univer-
zité v Cambridge spolecnosti Solexa. Technika je zalozena na vyuziti fluorescencéné
znacenych bazi, které jsou pripojovany na sekvenovany retézec. Metodika mé Siroké
moznosti vyuziti od sekvenovani celého genomu az po RNA sekvenovani.

Cely proces je zalozen na tfech hlavni krocich, amplifikaci, sekvenovani a analyze.
Vstupem do procesu je purifikovand DNA, kterd prochazi fragmentaci na tseky o
velikosti kolem 200bp, tseky jsou pdk dale zarovnavany.

Na takto pripravené fragmenty jsou pripojeny adaptory. Adaptory jsou sekvence,
které obsahuji specifické bloky pro sekvenaci — vazebnou sekvenci umoznujici nava-
zani komplementarniho fetézce, tzv. index, ktery umoznuje identifikaci iseku ¢teni
— readu, a sekvenci pro pripojeni k flowcell.

Kazdy fragment DNA opatfeny adaptorem se pripojuje ke komplementarnimu
konci na reakéni komoru, tzv. flowcell, kde pak probihd samotna amplifikace. Am-
plifikace probiha shlukové, to znamend, Ze sousedni oligonukleotidy spolu sdileji
amplifikovany fetézec (resp. adaptory, retézce jsou komplementarni vzdy se dvéma
sousednimi konci). Timto zpusobem pak DNA polymeraza vytvaii v jednotlivych
clusterech kopie stejného tetézce. Po vygenerovani clustert jsou odmyty retézce sek-
venované reverznim primerem a dojde k jeho zablokovani, aby nedoslo k dalsimu
pripojeni k vedlejsi sekvenci. Timto vznika ,,obnazeny retézec®, pripojeny na flow-
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cell pouze jednim koncem, pripraveny k sekvenaci.

Sekvenace pak probiha pripojovanim specialnich nukleotidii znac¢enych fluorochro-
mem na templatovy fetézec. Diky tomu dokaze sekvenator rozlisit, jaka baze byla
do tetézce pripojena. Po precteni celé sekvence dojde k odstranéni blokované sek-
vence a tim k navazani na sousedni imobilizovany nukleotid — nastava pak druhé
kolo sekvenace, tentokrat v opacném sméru na stejném principu.

Vysledkem jsou pak prectené jednotlivé tuseky sekvence, které sefadime dle indexti
obsazenych v adaptoru. Vyhodou této metody je jeji vyssi presnost a moznost de-
tekce inzerci a deleci, coz by v pripadé sekvenace pouze jednoho sméru nebylo mozné.
Dalsi vyhodou je adaptabilita metody, kdy mtzeme volit nejen délku sekvence, ale
i hloubku ¢teni. Nevyhodou teSeni je pak vyssi chybovost a nerovnomérné pokryti
(zejména v AT a GC bohatych sekvencich) [Shokralla et al. 2012; Xuan et al. 2013].

1.5.1.1 Cilené obohacovani oblasti

Jak jiz bylo dfive zminéno, tak masivné paralelni sekvenovani umoznuje sekvenaci
celého genomu. Nékdy je ale vhodné se pomoci upravené knihovny zamérit pouze
na urcité oblasti a to nejcastéji na vsechny kodujici oblasti vsech geni (WES) nebo
pouze na panel gent dle naseho zédjmu (které predem vybereme).

V takovém pripadé je nutné nejprve vytvorit design knihovny — vyrobci nejcastéji
nabizi jiz predptipravené knihovny pro WES a v nékterych pripadech i panely pro
riznd onemocnéni. 7 nasi praxe se osvédcilo vyuziti predpripravené knihovny pro
WES a vlastniho navrhu panelu gent. To nam umoznuje znac¢nou flexibilitu, co se
tyce pridavani a odebirani genti dle potreby az do naplnéni kapacity panelu. Po
vytvoreni knihovny ziskdme soubory s informaci, které oblasti budou pokryty —
nejcastéji se jedna o soubor formatu BED.

Po tomto kroku dochézi k sekvenovani s cilenym obohacovanim oblasti, schéma na
Obr. 1.6, pfevzato z URL2. Diky tomu miiZeme na jednu flowcell vloZit i vice nez 100
vzorkl. Abychom ale jednotlivé vzorky mohli odlisit, je nutné ptidat ke kazdému
vzorku vlastni identifikdtor, ktery se vlozi mezi adaptér a fragment DNA (jedné se o
specificky oligonukleotid oznac¢ovany jako barcode). Aby doslo k oddéleni nezddouct
DNA je smés fragmentt smichana s RNA knihovnou dle nasich pozadavku, a dojde
k hybridizaci a zachyceni pouze fragmentu komplementarnich k RNA knihovné (na
bézi magnetickych koralki). Z této smési se pak odstrani RNA sekvence a zbydou
pouze cilové fragmenty DNA, u kterych pfistupujeme k sekvenovani [Mamanova et
al. 2010; Shen et al. 2005].

Zhttps:/ /www.agilent.com/cs/library /usermanuals/Public/G7530-90000.pdf [online: 16.10.2019]
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Prevzato z URL: http://hpst.cz/molekularni-biologie/strand-specific-rna/princip-
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Obrazek 1.6: Schéma cileného obohacovani oblasti u knihovny SureSelect (Agilent,
USA)
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1.6.1 Datové formaty

Abychom mohli data z MPS zpracovavat, musime zvolit vhodnou formu, které bude
rozumeét jak pocitac¢, tak i poté expert, ktery bude vysledek z pocitace analyzovat.

Pojem data tedy miizeme chapat jako symbolickou reprezentaci informace tak, aby
byla systematicky citelnd pouzivanymi algoritmy. V praxi pak vyuzivame konceptu,
kdy na zdrojova data aplikujeme bioinformatické nastroje, které nam poskytnou
odpoved na nasi otazku.

Je ale nutné podoktnout, ze vhodny datovy formét je pro kazdy krok analyzy
rizny. Pro pocitacové zpracovani sekvence a parovani s referenénim genomem je
vhodnéjsi zvolit formét, ktery nebude tolik srozumitelny pro bézného uzivatele, ale
bude lépe ,,pochopitelny” pro pocitac. Pro alignment a variant calling jsou vyuzivany
formaty FASTQ a BAM, které by bézny uzivatel bez dalsiho zpracovani nedokazal
vyhodnotit. Oproti tomu vysledek celé analyzy, VCF, je tabulka variant, ktera je pro

Vv

1.6.1.1 FASTQ/FASTA formaty

Formalni definice FASTQ a FASTA formatu byla ¢erpana dle: [Cock et al. 2010].

Bézna bioinformaticka analyza zac¢ind ziskanim FASTQ soubort ze sekvenatort.
Pro kazdy vzorek ziskavame dva soubory, jeden pro forward sekvenci a druhy pro
revers sekvenci. Pro zpracovani jsou nutné oba soubory.

FASTQ format se stal standardem, pro zpracovani dat ze sekvenatoru, jedna se
o datovy format, ktery nam umoznuje zkombinovat informaci o prectené sekvenci
s kvalitou ¢teni kazdé béaze. Dozvidame se tak, s jakou pravdépodobnosti je read
chybny.

Datovy format je definovan 4 sekcemi, pro kazdy zaznam:

— Zaznam vzdy zacind znakem ,,Q“ ktery oznacuje hlavicku zdznamu, identifi-
kujici dany read

— Dalsi sekce obsahuje prectenou sekvenci, zacinajici novym fadkem a koncici
znakem ,,+“

— Tteti sekce zacina od znaku ,+“ a muze obsahovat dalsi identifikatory, vétsinou
ale byva prazdna

— Posledni ¢éast je stejné dlouhd jako sekvence a obsahuje praveé udaje o kvalité
¢teni bazi pomoci Phred skore

Phred skére Phred skére je ukazatel popisujici pravdépodobnost chybného pre-
¢teni dané baze. Hodnota se vypocitava podle vztahu:

Q = —10log,, P (1.1)

Kde Q je vysledné skore a P je pravdépodobnost chyby. Vysledné hodnoty pak
odpovidaji nasledujici tabulce v Obr. 1.7.
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Jelikoz se ale snazime o co nejkompaktnéjsi zobrazeni, tak se hodnoty dale ko-
duji, aby se daly reprezentovat vzdy pouze jednim znakem. Naptiklad pokud vyuzi-
vame platformu Illumina, baze byla prectena s presnosti 99,9 %, je Phred skére 30,
abychom ale ,usetrili“ znak, kodujeme hodnotu podle tabulky na znak ,,?“ Jedno-
znakové kddovani je rovnéz diulezité pro rozliseni sledu hodnot. Pokud bychom méli
napriklad za sebou t¥i baze, s hodnotami Phred 32 25 a 8, nelze tyto hodnoty ulozit
jako 32258 - z takové informace nelze zpétné odvodit jestli se jednalo o dvé nebo o
tii hodnoty a jaké byly (kombinace 3, 22, 58 nebo 32, 25, 8, nebo 32, 2, 58). Proto
je vhodné reprezentovat tyto hodnoty vzdy jednim znakem, pravdépodobnostni a
kédovaci tabulky jsou uvedené na schématu Obr. 1.7.

Phred Skore Pravdépodobnost nepravného vyvolani |Pfesnost vyvolanibaze
10 1z10 90%
20 12100 99%
30 121000 99,9%
40 1210000 99,99%
50 1z100000 99,999%
60 1z 1000000 99,9999%
Phred skére|Kédovaci znak| Phred skére|Kédovaci znak| Phred skére|Kédovaci znak| Phred skére|Kédovaci znalg
0 1 11 , 22 7 33 B
1 " 12 - 23 8 34 C
2 # 13 . 24 9 35 D
3 3 14 / 25 : 36 E
4 % 15 0 26 ; 37 F
5 & 16 1 27 < 38 G
6 17 2 28 = 39 H
7 ( 18 3 29 > 40 I
8 ) 19 4 30 ?
9 * 20 5 31 @
10 + 21 6 32 A

Obrazek 1.7: Tabulka hodnot Phred skore a kédovaci tabulka pro Illumina plat-
formu

FASTA format FASTA format se od FASTQ forméatu lisi pravé nepritomnosti
informace o kvalité. Jde o format, pomoci kterého nejcastéji reprezentujeme refe-
rencni sekvence. Zaznam zacind znakem ,>“ a je nasledovan identifikdtorem, na
dalsim radku pak zacind samotnd sekvence, kterd miize byt i pres nékolik radka.
Sekvence je popisovana velkymi pismeny, repetitivni sekvence pak pismeny malymi.

1.6.1.2 SAM/BAM - Sequence alignment map / Binary alignment map

Formalni definice SAM a BAM formatu byla ¢erpana dle: [Li et al. 2009].

Zkratka SAM znamend ,Sequence alignment / map format®. Jednd se o soubor ob-
sahujici hlavicku a samotné zaznamy obsahujici sekvenci namapovanou na referenci.
V praxi je castéji pouzivany BAM soubor, ktery je oproti SAM souboru komprimo-
vany a indexovany. Indexovani souboru zajistuje jeho zarovnani do mensich bloki a
naslednou kompresi. Abychom mohli snadno pristupovat k pozadovanému bloku, je
nutné vytvorit index, ktery spravuje praci se souborem (to znamend, ze nas dokéze
,hasmérovat do spravného mista® velkého souboru). Co se tyce obsahu tak se sou-
bory SAM a BAM nelisi, lisi se ve velikosti, jakou zabiraji v paméti pocitace, BAM
je diky kompresi mensi, ale zaroven diky tomu je prace s nim pomalejsi.
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Hlavicka souboru je oznacena znakem ,@Q“ a obsahuje informace o:
— formatu souboru, verze a jestli byl BAM sefazen dle koordinat — radek HD

— pouzité referencni sekvenci, nazev sekvence, jeji délku, dalsi informace o pou-
zitém genomu — radek SQ

— identifikaci vzorku, tyto informace jsou predem definované béhem alignmentu,
jde naptiklad o ID pacienta, sekvenacni platformu, délku readt atd. - radek

RG

— alignmentu, jaky algoritmus byl pouzit a rovnéz obsahuje vsechny parametry
prikazu, ktery byl vyvoldn pro vytvoreni souboru - tadek PG

Zaznamy jsou pak blokové usporadany a obsahuji minimalné 11 ¢asti, z nich nej-
dilezitéjsi je blok prectené sekvence, jeji umisténi na referenéni genom, kvalita pre-
¢teného readu a tetézec zvany CIGAR (Compact idiosyncratic gapped alignment
report). Pomoci tohoto identifikdtoru dokazeme uréit, jakou operaci algoritmus pro-
vedl a v jaké délce. Lze tak zjistit, kolik bazi bylo shodnych presné s referenci (M),
kolik bazi v porovnani se sekvenci chybélo (D), nebo prebyvalo (I) nebo pokud se
cely read shoduje s referenci (=). Priklad readu ze souboru BAM je uvedeny na
obrazku Obr. 1.8.

V praxi tento soubor vyuzivame pri finalnim vyhodnoceni varianty, kdy prohli-
zime variantu ve vizualiza¢nim prohlizeci (IGV, Alamut Obr. 1.9) véetné jejiho okoli,
a prohlizime a vyhodnocujeme informace o varianté [Li et al. 2009]. Podrobné spe-
cifikace formatu jsou dostupné online na URL?.

3https://samtools.github.io /hts-specs/SAMv1.pdf [online: 16.10.2019)
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@HD VN:1.5 GO:none SO:coordinate

@sQ SN:chrM LN:16571

@SQ SN:chr1  LN:249250621

@SQ SN:chr2 LN:243199373

@sQ SN:chr3 LN:198022430

@RG ID:7988 SM:GP_SS_EPI_042018_7988 PL:lllumina PI:150
@PG IDlbwa PNbwa VN:0.7.16a-r1187-dirty CL:/home/dnalab/
bioinformatics/bwa/bwa mem -M -t 14 -R @RG\tID:
7988\tSM:GP_SS_EPI_042018_7988\tPL:lllumina\tPl:150 /home/dnalab/
bioinformatics/hg19/ucsc.hg19.fasta /media/dnalab/6 CA873B4A8737B80/
GAUK_data/GP_SS_EPI_042018/7988/fastq/7988_1.fastq.gz /media/dnalab/
6CA873B4A8737B80/GAUK_data/GP_SS_EPI_042018/7988/fastq/7988_2.fastq.gz

K00171:669:HT3FTBBXX:5:1107:11901:3829 99chrM 1 60 18S83M = 196
296
AAATAAGACATCACGATGGATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGA
GCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGAT @??7??
AC@CCACCB?AADBAACCCCDBACCAACCCBBCAA@AACBCCCCCC?
BBADDCCCCBCADDCA@ @ECABBA@AD?BDDECCCCCBBBEEDC>B=@A
XA:Z:chr17,+22020709,101M,7; MC:Z:101M
BD:Z:MMENQPPOMLQQPLOONOONNPOKJPONNMNMPOKNMONMLMMNNPK
OMOKNNLNNPPMMNOQQPQQQMEOPOONMEEOOOONRQNNNNPQPRSSORP
NPO MD:Z:72G10  PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:7988
BI:Z:PPIQRRSQRORQONPPQQPPQPONNQQQQPQPPONQMPQPONPQQPNRM
OOQNMQPSSMPMOQQRNQRPJPQRRQPJJPQRSQSQOOO0OSSSTQSQSRQQR

NM:i:1 AS:i:78  XS:i:66
K00171:669:HT3FTBBXX:5:1116:3985:40649 353 chrM 1 50
65H36M = 170 270 GATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGG
A??7@?CBCBACCA@CCCB@CAA@AAC@CCCCCC?BB SA:Z:chrM,16507,+,
65M36S,50,0; MC:Z:101M
BD:Z:MMOQSNMRQPONONQOKNMONMLMMNNPKOMOLOOM MD:Z:36
PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:7988
Bl:Z:PPRQQPPRRRRQQPPONQMPQPONPQQPNRMOOQON NM:i:0
AS:i:36 XS:i:0

Hlavicka oznacena cervené, nejdiive popis chromozomi z reference potom informace
o vzorku a detaily analyzy. Modre pak jeden read vzorku

Obrazek 1.8: Hlavicka souboru BAM s jednim readem

P P Al Vi [
UBTF - Upstream binding transcription factor, RNA polymerase | | GRCh37 (Chr 17) Y al"““; o
Overview of Transcript NM_014233.3 B I o - )
\ = i 0 i
1 2 3l (6X7) (8) (91011 20)
P | E | K | P | K| T | p |l al Q| L | W/ Y [ T | H/|E| K| K| V|Y [ L|]K|V][R P | D
200 205 210 215 20 220
v BAM Alignment (6752_remdup_recal.bam)
GGTCTCTTCGGGTTTTGGGGGGTCGTCGACACCATGTGGGTGCTCTTCTTCCACATAGAGTTTCACGCCGGTCTACACTCACAGG
WTargets
Max Depth: 230x
1 ) A ) S S -
N
c
=
N
N
B
N
N
B
N
B
c T
ninteractive
T Ilbiosoftware

Obrazek 1.9: Nahled vizualizacniho prohlizece Alamut Visual
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1.6.1.3 VCF - Variant calling file

Formélni definice VCF a GVCF formatu byla ¢erpana dle: [Li et al. 2009].

Vysledkem bioinformatické analyzy nejcastéji byva textovy soubor VCF. Jde o ta-
bulkové usporadani, kde po hlavicce, ve které je definovan kazdy sloupec, nasleduje
tabulka s jednotlivymi variantami — kazdy fadek je jedna varianta. Diky tomuto
usporadani je prace s témito soubory uzivatelsky pristupnéjsi nez jina usporadani
— varianty lze snadno filtrovat dle parametri v tabulce. Jde o vycet vSech zjisté-
nych variant ve vzorku, tedy vSech odchylek od referencni sekvence a to i s dalsimi
charakteristikami kazdé varianty.

Tabulka je vzdy doplnéna o ,preambuli“ s meta-informacemi, kde je popsany
kazdy parametr, ktery VCF obsahuje. Tyto fadky jsou oznaceny znakem ., ##“,
meély by byt pritomny pro kazdy parametr v polich INFO, FILTER a FORMAT a
mély by obsahovat nazev parametru, jeho datovy typ (jestli se jedna o ¢islo, textovy
fetézec) a popis. V této ,,preambuli” rovnéz nalezneme informace o pouzité referenci,
o predchozim filtrovani a o pouzitych néstrojich.

Nasleduje tadek s hlavickou — nazvy sloupct tabulky, z nichz prvnich 8 musi byt
pritomno:

1. CHROM - oznaceni chromozomu
2. POS — pozice varianty na chomozomu

3. ID — identifikator dbSNP varianty, pokud je takova varianta v této databazi
pritomna

REF — referenc¢ni baze dle zvolené reference
ALT — alternativni baze, jak byla prectena ze sekvence probanda

QUAL — Phred skoére, vypocitané v predchozich krocich

N e

FILTER - informace o tom, jestli varianta prosla vSemi definovanymi filtry,
pokud ano, tak je uvedena hodnota PASS, pokud ne, tak je hodnota nastavena
na nazev filtru, kterym neprosla (filtry jsou uvedeny v preambuli)

8. INFO — dalsi informace o variantach, pocet parametri zde je libovolny, ale
v INFO poli by se nemély nachézet parametry, které nebyly definovany v pre-
ambuli

V dalsim sloupci (sloupcich) jsou uvedené genotypy pro kazdy vzorek i s informaci
o pokryti.

Jak z definice vyplyva, tak do VCF souboru lze ulozit mnoho informaci, tento
format je vhodny zejména proto, ze zaznamy dokaze vhodné uspotradat i v pripadé,
ze je soubor anotovan z mnoha riznych zdroji a sloupec INFO obsahuje i desitky
riznych parametri. Pro jesté snadnéjsi analyzu se pak casto VCF soubor prevadi na
tabulku, kdy vsechny sloupce oddélujeme tabulatorem pro jesté vétsi prehlednost.
Priklad VCF souboru uvadime na obrazku Obr. 1.10. Podrobné specifikace formatu
jsou dostupné online na URL?.

4https:/ /samtools.github.io /hts-specs/VCFv4.2.pdf [online: 16.10.2019)
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##fileformat=VCFv4.1

##GeneratedBy=SureCall2.0 Snppet

##INFO=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Raw read depth">
##INFO=<ID=DP4,Number=4,Type=Integer,Description="# high-quality ref-forward
bases, ref-reverse, alt-forward and alt-reverse bases">

##INFO=<ID=MQ, Number=1, Type=Float,Description="Root-mean-square mapping quality of
covering reads">

##INFO=<ID=AF1,Number=1, Type=Float,Description="estimate of the first ALT allele
frequency">

##INFO=<ID=AN, Number=1, Type=Float,Description="Total number of alleles in called
genotypes">

##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=PL,Number=1,Type=Integer,Description="List of Phred-scaled genotype
likelihoods">

##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">

#CHROM  POS D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT
7089_1.fastq
chrl 762273 . G A 123.0

DP=47.0;DP4=0,0,4,43;STDP4=1,0,4,43;AF1=0.9791667; AN=3;MQ=41;RegionAverageDepth=0.47690016; I
(LOW|SILENT |tcC/tcT|S210|LINCOO115|Non-coding_transcript|NON_CODING|NR_024321|
NR_024321.ex.1),UPSTREAM(MODIFIER| || |LOC643837|Non-coding_transcript|NON_CODING|

NR_015368|) ,UPSTREAM(MODIFIER] | | | LOC643837|Non-coding_transcript |NON_CODING|

NR_047519|) ,UPSTREAM(MODIFIER]| | | | LOC643837 |Non-coding_transcript |NON_CODING|

NR_047520]) ,UPSTREAM(MODIFIER]| | | | LOC643837 |[Non-coding_transcript |[NON_CODING|
NR_047521|),UPSTREAM(MODIFIER] | | | LOC643837|Non-coding_transcript |NON_CODING|
NR_047522|) ,UPSTREAM(MODIFIER]| | | | LOC643837 |Non-coding_transcript ||[NON_CODING|
NR_047523]) ,UPSTREAM(MODIFIER]| | | | LOC643837 [Non-coding_transcript |[NON_CODING|
NR_047524|) ,UPSTREAM(MODIFIER] | | | LOC643837|Non-coding_transcript |NON_CODING|

NR_047525]) ,UPSTREAM(MODIFIER]| | | | LOC643837 |Non-coding_transcript |NON_CODING|

NR_047526 |
) ; SEL_PRIMARY_EFF=0;Gene_Description=762902;pValue=1.0E-123;Zygosity=HOM;Category=2
GT:PL:GQ 1/1:60,1,0:10

Povinné radky jsou oznaceny cervené, prvni definuje verzi souboru, hlavicka zelené,
popisuje jednotlivé sloupce a jejich pripustné hodnoty, druhy cerveny radek oznacuje
sloupce tabulky, ¢erné prvni varianta

Obrazek 1.10: Priklad VCF hlavicky a prvni varianty

GVCF format Tento formét je rozsifenim VCF (Genomic VCF), zakladni defi-
nice je totoznd s VCF, ale obsahuje dalsi doplnujici informace. Hlavnim rozdilem
je ale pritomnost informace o vSech sekvenovanych oblastech, tedy i téch, kde se
nenachdzela varianta (odchylka od reference). Tyto oblasti jsou oznaceny retézcem
<NON_ REF> ve sloupci pro alternativni bézi (bloky, které se shoduji s referenci).
Soubory tohoto typu jsou vétsi nez VCF, protoze obsahuji informaci navic. Vyuzi-
vaji se pro vyvolavani VCF souboru u vice probandii, kdy dojde ke spojeni GVCF
a poté vyvolani variant.

1.6.1.4 Dalsi formaty pouzivané v bioinformatické analyze

— BED dle definice z URL:® — sloupcové uspoiddany textovy format, slouzi pro
stanoveni hranic, u kterych probiha analyza. Tento soubor se vyuziva, pokud
chceme provadét analyzu pouze v urcitych intervalech daného chromosomu —
napt. u MPS panelu genti miizeme ohranicit kazdy exon genu. Vyhodou to-
hoto postupu je daleko rychlejsi analyza, nevyhodou je, ze pokud by se hledana
varianta nachézela mimo interval, tak nedojde k jejimu vyvolani. Kazdy z&-
znam vzdy musi obsahovat tTi sloupce — s oznac¢enim chromosomu, zac¢atkem
a koncem intervalu.

— PED dle definice z URL:® — sloupcové uspoiddany textovy format, ktery sta-
novuje vztah mezi jednotlivymi vzorky/probandy. V kazdém fadku identifi-

®https://software.broadinstitute.org/software/igv/BED [online: 16.10.2019]
Shttps://gatkforums.broadinstitute.org/gatk /discussion /7696 /pedigree-ped-files [online:
16.10.2019)
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1.6 Bioinformatické zpracovani dat v DNA laboratori

katorem oznacCime nejprve identifikator rodiny, ktery je spolecny pro vsechny
cleny, poté identifikator probanda, identifikator otce, matky, pohlavi probanda
a jeho fenotyp (postizen / nepostizen / neuveden). Diky tomuto jednoduchému
vyjadieni 1ze popsat textové i komplexni rodokmeny. Pokud néktery z para-
metri neni pritomen (napf. nemame vzorek otce), zapisuje se do souboru znak
nuly.

27



1.6 Bioinformatické zpracovani dat v DNA laboratori

1.6.2 Bioinformaticka pipeline

Pojem bioinformaticka pipeline oznacuje sled tkont a postupi, které nam umozni
ziskat informaci o genetickych variantach probanda ze sekvence DNA prectené sek-
venatorem. Zakladnim konceptem je prectenou sekvenci DNA probanda nejprve
namapovat na referenéni genom — to znamena ke kazdé casti sekvence — readu —
ziskat informaci o jeji lokaci na chromozomu (alignment). S takto predzpracovanym
souborem pak muzeme pracovat dale a hledat pravé ta mista, kde se sekvence vzorku
1is1 od reference (variant calling).

Pro zpracovani dat v DNA laboratofi jsme zvolili ptistup dle doporuceni GATK
(verze 3.8) [DePristo et al. 2011; Auwera et al. 2013], jedna se o sadu instrukei /
postupti, které byly aplikovany i na data ve vyznamnych velkych studiich (gnomAD
¢i ExAC).

1.6.2.1 GATK pipeline pro detekci zarodecnych (germinalnich) variant

Tato pipeline [Auwera et al. 2013] popisuje postup pro identifikaci zarode¢nych vari-
ant. Vstupem je dvojice FASTQ souborti, nebo soubor s pfiponou uBAM (unmapped
BAM), ktery m4 strukturu stejnou jako BAM, ale bez mapovani na referenci. Cely
proces je shrnut na schématu Obr. 1.11.

Jednotlivé kroky pipeline pak jsou:

Alignment

1. Mapovani readil na referenc¢ni genom — dle volby uzivatele — nejcastéji hgl9 ¢i
hg38, ¢imz vznikd validni BAM soubor a jeho index (.bai)

2. V dalsim kroku dochazi k oznaceni a odstranéni PCR duplikata, pokud jsou
pritomny

3. Algoritmus BQSR (Base quality scores recalibration) prepocitava Phred skére
u kazdé baze na zakladé matice kovarianci. Tato matice obsahuje parametry
specifické pro kazdou bazi (napf. jestli byla baze prectend spravné, jeji Phred
skére), tak i parametry pro cely read — prumér Phred skére celého readu,
¢i vétsi okolni sekvence. Diky tomuto komplexnimu algoritmu lze prepocitat
Phred skére a eliminovat tak systematické chyby vzniklé sekvenatorem. Al-
goritmus tak mize po prepocitani pohnout hodnotou Phred jak nahoru tak
dol.

Po tomto kroku je alignment vzorku hotovy, jedna se o proces, ktery pro kazdy
vzorek bézi zvlast, tzn. jeho vystupem pro n pocet vzorku (2n FASTQ souborn) je
n validnich BAM souborii.

Variant Calling

1. Vyvolani variant je provedeno algoritmem HaplotypeCaller, vystupem je GVCF
soubor pro kazdy BAM, obsahujici jak SNP, tak Indely.
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2.

Spojeni vsech GVCF v knihovné a vyvolani variant pro spolecny soubor — spo-
le¢né vyvolani variant je vyhodné v tom, Ze neprijdeme o variantu, kterd by se
nechazela ve vice vzorcich, ale byla by velmi malo pokryta. Napriklad pokud
bude varianta pokryta ve dvou readech u jednoho pacienta a budeme prova-
dét variant calling jednotlive, tak variantu nevyvolame diky nizkému pokryti.
Pokud ale budeme mit knihovnu napt. 20 vzorkl, u nichz 5 z nich bude tuto
variantu mit (s pokrytim 1 nebo 2), tak ji algoritmus vyvold a lze s ni dale
pracovat.

. Vysledné VCF je pak rozdélené na SNP a Indel VCF.

. Dochézi k dalsimu filtrovani variant, zde jsou dvé moznosti postupu u knihovny

mensi nez je 30 vzorki WES se pouziva tvrdé filtrovani, u knihovny vétsi se
pouzivé algoritmus VQSR (Variant quality scores recalibration), ktery vytvari
pro kazdou knihovnu vlastni model, na zédkladé kterého jsou varianty filtrovany.

. Vysledkem jsou dvé vyfiltrovana VCF, pripravena k anotaci dalsimi nastroji

. Variant calling knihovny je hotovy, pro knihovnu &k s n vzorka ziskavame 2k

VCEF (vzdy jedno pro SNP a jedno pro Indely), v kazdém souboru jsou varianty
pro n vzorkt.

s Spojené vcf pro vSechny vzorky
Nenamapovana | 1 .. j | 1 seceee
DNA sekvence _ BAM souborlenpraveny k _ : L SNP + INDEL )
FASTQ analyze s .
= - .
L 1 P a
[ MapovBavr";kn:n;\;erenm ] Vyvolani variant vzorek po vzorku : Filtrovani VCF
. HaplotypeCaller GVCF mod i
v Rekalibrace VCF
v
Namapované ready, Anotace variant - Annovar
BAM soubor [ GVCF pro SNP a pro INDELY ] \_ )
1 v
[ Odstranéni duplikatu ]
Plcla_r d 5 VCF soubor pfipraveny k analyze
BQSR rekalibrace spojeni GVCF : \ )
GATK 3.8. I : L
v Spolecné vyvolani variant H [ evaluace VCF ]
GenotypeGVCF s
BAM soubor pfipraveny k J .
[ analyze v E @ @
Spojené vcf pro vSechny vzorky :
b SNP +INDEL | ®°®°®®°°°* [ Reanalyza ] [Vyhodnocem’]
v

Prevzato 7

URL: https://software.broadinstitute.org/gatk /best-

practices/workflow?id=11145, prelozeno

Obrazek 1.11: Schéma zpracovani dle GATK best practices

1.6.2.2 Software pro zpracovani dat

V soucasnosti je silny trend vyuzivani vyhodnocovaciho software vytvoreného jako
tzv. all-in-one nastroj, ktery umoznuje uzivateliim neznalym bioinformatiky vSechny
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parametry bioinformatické analyzy nastavit v uzivatelsky privétivém prostredi. Tato
moznost prindsi mnoho vyhod, ale i nevyhody.

Hlavni vyhodou je, ze v tomto piipadé muze analyzu provést i bézny uzivatel
pocitace, kdy pomoci vhodné pripraveného privodce, 1ze ziskat kvalitni vysledek
velmi snadno. Nevyhodou pak je, ze v pripadé problému je nesnadné nalézt pricinu
nezdaru — program c¢asto vypise pouze chybové hlaseni typu ,,Analyza neprobéhla“
a uzivatel nevi co dél, zaroven pak neméd plnou kontrolu nad vsemi kroky, nemtize
nastavit vSechny parametry a jde tedy spise o restriktivni pristup, kdy uzivatel miize
udélat pouze to, co mu program dovoli.

Pro vypocetné narocné operace, jako je napt. zpracovani dat z WGS pak tyto pro-
gramy casto selhdvaji, nebof dojde k zahlceni paméti pocitace a program si s timto
problémem c¢asto neporadi, navic sam o sobé ¢erpa dalsi cenné vypocetni zdroje. Vy-
sledkem je pak pad aplikace a nutna reanalyza — coz zejména u WGS, kdy zpracovani
jednoho vzorku trva radové desitky hodin, byva nepiijemnou komplikaci.

V DNA laboratofi jsou v soucasnosti vyuzivany tii nastroje pro bioinformatickou
analyzu. Dva ze tii nastroji bézi v klasickém prostredi OS Windows a slouzi pro
zpracovani FASTQ soubortt na VCF a BAM soubory. Jedna se o nastroje SureCall
URL" (Agilent, USA) a NextGENe URL® (Softgenetics, USA).

Poslednim néstrojem je Framework Galaxy [Afgan et al. 2018]. Ten vytvari vir-
tudlni obal kolem nastrojii ovladanych z prikazové tadky a diky tomu je mozné
vsechny parametry nastavovat pomoci webového prostiedi. Tento nastroj kombi-
nuje vyhody obou pristupt — kdy ziskdvame uzivatelsky privétivou aplikaci a za-
roven mame moznost nastavovat vsechny parametry a ovladat kazdy krok analyzy.
Pro spravné fungovani je ale nutné (pokud neni predpfipravené od vyvojaru) si vy-
tvorit vlastni workflow, s presné definovanymi vstupy a vystupy procesi, a rovnéz
definovat, jaké parametry, kterému nastroji mtizeme predat. Tento krok vétSinou
nalezi bioinformatikovi, spousténi workflow pak uz provadi bézny uzivatel.

1.6.2.3 Analyza dat v cloudu, FireCloud

Diky zvysujicim se pozadavkim na vypocetni kapacitu se zac¢inaji prosazovat sluzby,
které umoznuji bioinformatickou analyzu provadét za nas. Takové sluzby nejcastéji
nabizi komerc¢ni spole¢nosti jako balicek k samotné sekvenaci. V praxi to pak zna-
mena, ze spolecnost neodesila zdkaznikovi pouze zpracované FAST(Q soubory, ale jiz
hotové VCF soubory.

Dalsi moznosti je analyza dat pres cloudové sluzby, kdy zajemce nahraje data do
cloudu a analyza probiha za poplatek na serverech velkych korporaci jako je Google
nebo Amazon. Vyhodou je pak rychlost analyzy, nevyhodou je nutnost data prenaset
,heznamo kam®, protoze, ve chvili, kdy jsou data nahrana v cloudu, tak nelze plné
kontrolovat, kdo k nim ma pristup.

V druhé poloviné roku 2017 byla uvolnéna aplikace FireCloud [Birger et al. 2017],
ktera pak umoznuje snadnou analyzu MPS dat, dle GATK doporuceni. Tato aplikace
nabizi predptipravena workflow s aktudlnimi verzemi GATK pipeline pro vSechny

Thttps://www.agilent.com/en/product /next-generation-sequencing /hybridization-based-next-
generation-sequencing-ngs/ngs-software/surecall-232880 [online: 16.10.2019]
8https:/ /softgenetics.com/NextGENe.php [online: 16.10.2019]
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uzivatele. Uzivatel po registraci nahraje sva data do Google tlozisté, které je pri-
vatni (s moznosti ho sdilet). Tato data jsou pak zpracovavana dle predpfipravenych
workflow.

Prozatimni nevyhodou je nutnost predzpracovat data do formatu uBAM, ktery
spoji FASTQ soubory, ale nemapuje je na referenci. Soubor je pak nahran do tlozisté
a dochazi k jeho zpracovani. Velkou vyhodou je, Zze odpadava nutnost spravného
nastaveni parametrii pro workflow a také, ze ¢erpame nesrovnatelné vyssi vykon ze
serveru Google.

Sluzba funguje na principu plateb za vyuzité tlozisté a vykon, kdy uvedené work-
flow nabizeji zpracovani WGS dat s cenou pod 5 dolaru + vydaj za ulozeni dat.
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1.6.3 Prioritizace variant, populac¢ni databaze

Proces prioritizace variant nejcastéji zac¢inad otevienim VCF obsahujicim vSechny
varianty nalezené ve vzorku DNA. Ukolem je pak shromézdit co nejvice informaci
o kazdé varianté a pomoci téchto informaci rozhodnout, ktera varianta muze byt
pro nas suspektni (vysvétlujici pficinu nemoci). Mnozstvi variant je variabilni dle
typu sekvenacni knihovny — pokud se jedna o sekvenovani panelu genti ziskavame
maximalné stovky variant, v pripadé celoexomového sekvenovani jde uz o desitky
tisic variant a v pripadé genomu dokonce o vice nez milion variant na vzorek.

Pro usporadani variant lze volit riizné postupy, nejc¢astéji vyuzivame anotac¢nich
nastroju, které prohledavaji populacni databaze, ziskdvaji informace od predikénich
nastroji a vse pak pritazuji k variantdm. Vysledkem anotacniho procesu je pridani
neékolika desitek parametri, které nam poméhaji rozhodovat o klasifikaci varianty.
Pro prioritizaci variant jsou nejc¢astéji pouzivany tyto zdroje:

1.6.3.1 Populacni databaze pro filtrovani variant

gnomAD Databdze gnomAD (The Genome Aggregation Database) [Karczewski
et al. 2019] je v soucasnosti jeden z nejvétsich projekti sdruzujicich zéznamy WES
a WGS z mnoha studii. Data jsou vefejné a bezplatné pristupna celé komunité a
projekt navazuje na predchozi projekt ExAC [Karczewski et al. 2016].

V soucasnosti je k dispozici databaze obsahujici 125478 exomu a 15708 genomi
nepiibuznych jedinctt z rtznych sekvenacnich projektt zamérenych na rtizna one-
mocnéni nebo na celé populace. Databaze obsahuje data celkem 141456 jedinct. Ze
skupiny byli vylouceni probandi, ktefi byli postizeni zavaznymi détskymi onemoc-
nénimi véetné jejich nejblizsich pribuznych.

Metodikou pro zpracovani dat byla zvolend standardizovana pipeline ,, BWA-Picard-
GATK", ktera je pokladana za standard ve zpracovani MPS dat, a kterou rovnéz
pouzivaime v DNA laboratori. Zpracovana data byla rozdélena do dalsich 8 sku-
pin dle populaci (European — non-Finnish, African, Latino, Ashkenazi Jewish, East
Asian, European (Finnish), South Asian, Other), umozniujici ziskat frekvenci alely
pro celou populaci i pro kazdou z podpopulaci .

Frekvence uvedena v této databazi je nejcastéji pouzivanym kritériem pfi filtro-
vani variant. Zékladnim predpokladem pro vylouceni varianty pfti filtrovani je jeji
frekvence vétsi nez jedno procento v dané populaci. Vhodné je pak kombinovat frek-
venci z obou databéazi (WES 1 WGS) a celé populace i subpopulace s vétsim durazem
kladenym na subpopulaci do které proband spada.

1.6.3.2 Predikcni programy a nastroje

PolyPhen-2 Predikéni nastroj PolyPhen-2 [Adzhubei et al. 2010] slouzi k urco-
vani efektu missense variant na proteinovou strukturu. Algoritmus srovnava sek-
venci s wild-type alelou a s mutovanou alelou a detekuje strukturni a funkéni zmény
v produktech sekvenci. Diky tomu dokézeme odhadnout, jakou bude mit zména baze
(popf. aminokyseliny) efekt na vysledny produkt.
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SIFT Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) [Sim et al. 2012] je dalsim prediké-
nim nastrojem slouzicim pro prioritizaci variant. Funguje na podobném principu
jako Polyphen-2, ale zaméruje se i na kratké indely. Sekvenci produktu porovnava
se sekvenci uvedenou v databazi UniProtkB. Vysledné skére se pohybuje od 0 do 1,
kdy hodnoty mezi 0 a 0.05 jsou pokladany za zavazné a ménici funkci proteinu.

M-Cap Pro prioritizaci variant se vyuziva mnoho predikénich nastroji a je tézké
rozhodnout, ktery z nich poskytuje nejvalidnéjsi vysledky. Nastroj M-Cap [Jagade-
esh et al. 2016] slouzi jako agregator predikénich nastroji (PolyPhen-2, CADD, Mu-
tationTaster, MutationAssesor, FATHMM, LRT, MetaLR, MetaSVM) a nastroju k
urceni, jak vysoce konzervovand je dana oblast(RVIS, PhyloP, PhastCons, PAM250,
BLOSUMG62, SIPHY, GERP). Pomoci metod strojového uc¢eni kombinuje jednotlivé
parametry ve vysledné skore. Diky vyslednému parametru pak lze snadno filtrovat
varianty ve WES datech s vyslednou senzitivitou vyssi, nez kdybychom pouzivali
jednotlivé nastroje samostatneé.

OMIM Databize OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man) [Hamosh et al.
2005] je databéze propojujici lidské geny s klinickymi fenotypy spravovand univerzi-
tou Johna Hopkinse. Zaznamy jsou rozdéleny do nékolika skupin (kazdé skupina ma
vlastni prefix kddu). Jednotlivé skupiny jsou pak déle déleny dle dédi¢nosti. V praxi
vyuzivame databéazi pro sparovani genu s hledanym fenotypem u WES dat. Diky
tomu si muzeme vyfiltrovat varianty pouze v genech, které maji spojitost s nami

vysetfovanym onemocnénim.
V soucasné dobé databaze OMIM obsahuje nasedujici data (Obr.1.12).

Popis Prefix | Autozomdlni | Xvadzané | Yvdzané | Mitochondridlni | Celkem
Popis genu * 15239 732 49 37 16 057
Kombinace gen a fenotyp + 46 0 0 o} 46
Popis fenotypu se zndmou pFi¢inou na molekuldrni drovni # 5132 332 4 33 5501
Popis fenotypu se neznamou pri¢inou na molekuldrni drovni % 1442 122 4 0 1568
Ostatni fenotypy s mendelovskym typem dédicnosti 1649 105 3 0 1757
Celkem 23508 1291 60 70 24929

Informace prevzata z https://www.omim.org/statistics/entry

Obrazek 1.12: Prehled poctu zadznamu v databazi OMIM (k ¢ervenci 2019)

ClinVar Vefejnd databdze variant ClinVar [Landrum et al. 2016] je projektem
NCBI (National Center for Biotechnology Information)!® a poskytuje informace

9https://www.omim.org/ [online 16.10.2019]
Ohttps:/ /www.ncbinlm.nih.gov/clinvar/ [online 16.10.2019]

33



1.6 Bioinformatické zpracovani dat v DNA laboratori

o zarodecnych i somatickych variantach a jejich pri¢inné souvislosti s onemocné-
nim. Databdze je oteviena a umoznuje pridavani vlastnich variant, presto jednotlivé
zaznamy podléhaji validaci a jejich klinicka signifikance je pravidelné kriticky zhod-
nocovana. V soucasnosti databaze obsahuje 782636 klinicky vyznamnych variant
v celkem 30270 genech od 1192 prispévatelu (k ¢ervenci 2019). Kazdy zédznam ob-
sahuje lokaci varianty, odkud zaznam pochézi, pripadné se kterym onemocnénim je
varianta spojovana a jeji klasifikaci.

UniProt UniProt [Consortium 2019] je v soucasnosti nejvétsi databdze anotova-
nych proteinti doplnénych o jejich sekvenci. Obsahuje vice nez 120 miliént proteinti
mnoha organizmu (u ¢lovéka to je cca 80000 proteint), kazdy zdznam obsahuje
sekvenci proteinu, jeho domény a rovnéz informaci o expresi v organizmu. Této
informace nejcastéji vyuzivame pii prioritizaci variant.

1.6.4 Klasifikace variant

Vysledkem procesu prioritizace variant by nemeéla byt pouze jedna patogenni va-
rianta ale soubor variant klasifikovanych do ruznych tiid. Pro tridéni variant byl
zaveden standard dle organizace ACMG [Li et al. 2017], ktery zavadi komplexni
pravidla pro klasifikaci variant. Kazda varianta je hodnocena s ohledem na nize
uvedené podminky a stanovuje se, zda splnuje dané kritérium.

1. Kritéria podporujici patogenni charakter dané varianty:

— Velmi silné

.....

kodonu, exonova delece v genu, kde je LOF zndm4d jako pri¢ina ne-
moci

— Silné

x PS1 Zaména AMK, ktera byla jiz drive klasifikovana jako pato-
genni

x PS2 De novo varianta pokud byli testovani oba rodic¢e na pritom-
nost varianty

x PS3 Varianta byla zkoumana funkéni in vitro ¢i in vivo studii
s prokdzanym dopadem na gen nebo genovy produkt

x PS4 Prevalence varianty je u postizenych vyrazné vyssi nez u
zdravych jedinct

— Stredné silné

x PM1 Lokalizace v mutacnim hotspotu nebo proteinové doméné
bez benignich variant

x PM2 Absence frekvence v popula¢ni databazi ¢i velmi nizké frek-
vence v populacni databazich u AR

x PM3 V pripadé onemocnéni s AR dédicnosti je v pozici trans
s patogenni variantou
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*

*

*

PM4 Dochézi ke zméné délky proteinu na zakladé efektu varianty

PM5 Missense varianta se zaménou AMK, v misté, kde jiz byla
pozorovana zaména za jinou AMK (pf. Argl56His je patogenni,
pozorujeme Argl56Cys)

PM6 De novo predpoklad, bez potvrzeni varianty u rodici

— Podporujici

*

*

*

*

*

PP1 Segregace varianty v rodiné s onemocnénim

PP2 Missense varianta v genu, ktery mé velmi malé mnozstvi
znamych benignich variant, nebo vysoké mnozstvi znamych pa-
togennich variant

PP3 Oznaceni varianty za patogenni dle in silico nastroji
PP4 Velice specificky fenotyp pacienta

PP5 Potvrzeni varianty ze spolehlivého zdroje

2. Kritéria podporujici benigni charakter dané varianty

— Postacujici

— BA1 Frekvence v populacni databdzi >5%

— Silné

— BS1 Frekvence v populac¢nich databazich je vyssi nez predpokladana
u onemocnéni

— BS2 Varianta byla pozorovana u zdravého jedince

— BS3 Varianta neméa poskozujici efekt dle funkéni studie

— BS4 Variant nesegreguje v rodiné

— Podporujici

BP1 Missense varianta v genu, kde se ¢asto vyskytuji varianty zkra-
cujici protein (protein-truncating)

BP2 Varianta je v trans pozici s patogenni variantou pti AD dédic-
nosti nebo v pozici cis u vSech typi dédi¢nosti

BP3 In-frame indel v repetitivni oblasti

BP4 Oznaceni varianty za benigni dle in silico néstroji

BP5 Varianta byla nalezena u jiného probanda s jinou zaménou baze

BP6 Oznaceni varianty za benigni spolehlivym zdrojem

BP7 Synonymni varianta bez vlivu na splicing

3. Po zhodnoceni variant dle téchto pravidel dojde ke klasifikaci variant dle al-

goritmu:

— Patogenni varianta je kdyz splnuje tato kritéria:
— PVS1 A min. 1x PS NEBO
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* min. 2x PM NEBO
x 1x PM A 1x PS NEBO
— min. 2x PS
— 1 PS A min. 3x PM NEBO
x 2x PM A 2x PP NEBO
x 1x PM A min. 4x PP
— Pravdépodobné patogenni musi splnovat tyto podminky:
PVS1 A 1x PM
— 1Ix PSA1laz2x PM
— 1x PS A min. 2x PP
— min. 3x PM
— 2xPM A min. 2x PP
— 1x PM A min. 4x PP

— Benigni varianta je kdyz splnuje podminky:
— 1BA
— min. 2x BS
— Pravdépodobné benigni variant splnuje podminky:
- 1BSA1BP
— min. 2x BP
— VUS (Bez jasného vyznamu)
— zadna z kritérii nejsou splnéna
— protichidna kritéria pro patogenni variantu a benigni variantu jsou
splnéna

Na zakladé vyhodnoceni téchto tabulek pak ziskdvame klasifikaci vyznamu varianty.
Jak z definice vyplyva, tak klasifikace je souborem nékolika kroki a fuze informaci
z vice zdrojt, nelze tak spoléhat na klasifikaci, kterou nam poskytuji nastroje pouze
na zakladé VCF, nebot zde nezjistime informace o segregaci v rodiné, popft. o nélezu
de novo. Takové klasifikace je tedy nutné brat s rezervou anebo nastrojum pottebné
informace doplnit.

1.6.5 Sangerovo sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani [Sanger, Nicklen a Coulson 1977| vyuZiva proces
replikace DNA a funguje na podobném principu jako PCR.

V prvnim kroku generujeme fragmenty DNA o rznych délkéch, které ale maji
stejny pocatek. Spoleénym zacatkem je 5 konec sekvenac¢niho primeru. V reakéni
smési jsou pritomny jak nukleotidy (dXTP), tak fluorescenéné znacené dideoxynuk-
leotidy (ddXTP). Jakmile se do syntetizovaného Fetézce prida fluorescenéné znaceny
dideoxynukleotid, dojde k zastaveni syntézy fetézce. Fragmenty jsou poté separovany
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na zakladé délky elektroforézou, a tim serazeny dle délky. Excitaci fluorescenc¢nich
znacek laserem dojde k precteni baze (dle vlnové délky znaceného ddXTP). Sekvence
DNA se poté stanovi prubéznym ¢tenim sekvence téchto znacek.[Snustad, Simmons
a Relichova 2017]

Sangerovo sekvenovani v DNA laboratofi vyuzivame v nékolika aplikacich. Meto-
dou prvni volby je u vybranych pacient, u kterych jesté pred sekvenovanim panelem
gent predpokladame diagnézu a chceme ji potvrdit. To je situace napt. u pacient
se syndromem Dravetové, kdy cilené sekvenujeme gen SCNIA. Dalsi aplikace je
pri potvrzeni pritomnosti varianty nalezené u probanda metodami MPS. Pomoci
Sangerova sekvenovani rovnéz sekvenujeme vzorky rodicti pti segregacni analyze.
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2 Cile dizertacni prace

1. Analyza MPS dat sekvenovanych panelem genti — cilem je optimalni vyhodno-
ceni minimélné 250 pacientii pomoci panelu genti

a) Navrzeni vlastniho workflow pro analyzu dat z MPS dat panelu gent

b) Provést analyzu nalezenych kauzédlnich variant podle postizenych gent,
jejich chromozomalni lokalizace, ptivodu varianty a typu dédi¢nosti genu

i. Analyza dat vice nez 250 pacientt, ktefi podstoupili sekvenovani pa-
nelem gent asociovanych s epilepsii

— Uréime patogenni a pravdépodobné patogenni varianty (P/PL)
v souboru

— Provedeme genovou analyzu P/PL variant, uréime dédi¢nost a
puvod vzniku variant

— Provedeme analyzu vlivu véku pacient pti nastupu onemocnéni
na objasnitelnost pripadu

2. Analyza dat z celoexomového sekvenovani (WES) — cilem je optimélni vyhod-
noceni minimalné 150 WES

a) Navrzeni vlastnitho workflow pro analyzu WES dat zejména u probandi,
u kterych nebyla nalezena kauzalni varianta sekvenovanim pomoci panelu
gentl

b) Zavedeni novych metod anotace dat do workflow pro hledani kauzality

variant pro vySetfovana onemocnéni

¢) Zavést pokrocilou metodiku pro detekci de novo variant pomoci Trio ana-
lyzy (pacient + oba rodic¢e) u pacientu s neurogenetickym onemocnénim

d) U pacienti, u kterych nebyla nalezena patogenni de novo varianta bude
déle vytvorena metodika pro hledani patogennich variant (Singleton mo-
del) pro AR AD i X-vdzanou dédi¢nost.

e) Zavedeni algoritmu pro hledani variability v po¢tu kopii segmentii DNA
(copy number variation, CNV)
3. Analyza dat z celogenomového sekvenovani (WGS) — cilem je vyhodnoceni
minimalné 20 WGS

a) Navrzeni vlastniho workflow pro analyzu WGS dat zejména u probandi,
u kterych nebyla nalezena kauzalni varianta v predchozi analyze pomoci
MPS

b) Navrzeni postupu organizace efektivni, spolehlivé a bezpecné spravy WGS
dat v rdmci DNA laboratore z kapacitnich divodu
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c¢) Otestovani postupu aplikovanych na WES skupinu pro hledéni patogen-
nich variant u WGS vzorkt

4. Databaze variant z MPS - vytvorit databazi pro optimalizaci postupu hledani
P/PL variant

a) Navrzeni a implementace In-house databaze variant z celoexomového sek-
venovani

— Zavedeni metodiky pro flexibilni analyzy pomoci in-house databaze
variant

b) Vytvorit databazi proteinovych domén mapovanych na lidsky genom

¢) Vytvorit databdzi CMT variant pro sdileni v rdmeci mezindrodnich tymi

5. Navrhnout a zavést systém pro spravu dat a udrzovani databazovych systémi
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3 Pacienti a metody

3.1 Pacienti

Vybér pacientit pro MPS probiha v nékolika krocich. V. DNA laboratori zpracova-
vame vzorky pacienti z Kliniky détské neurologie 2.LF UK a FN Motol. Prvnim
krokem pfi vybéru pacienta je konzultace neurologa a genetika, kteri indikuji vySet-
feni. Po indikaci prichazi do DNA laboratore vzorek DNA, se kterym déle pracujeme.
Sekvenovani probihd v externi laboratori. Pti hledani kauzalnich variant postupu-
jeme v nékolika krocich, které jsou uvedené na obrazku Obr. 3.2. Nize uvadime v
tabulce Tab. 3.1 prehled vSech pacienti, u kterych bylo provedeno MPS a rovnéz v
grafickém prehledu Obr. 3.1 poméry mezi jednotlivymi diagnézami a u WES a WGS
i pomér mezi poctem muzua a zen.

MPS panelem genii
. B Celkem
Diagnédza
905
CMT 332
Epilepsie 278
Hluchota 193
Jind 102
WES
o Celkem Muzi Zeny
Diagndza
222 121 101
CMT 77 49 28
Epilepsie 73 38 35
Hluchota 48 20 28
Jind 24 14 10
WGS
L Celkem Mugzi Zeny
Diagnoza
33 20 13
Epilepsie 6 4 2
CMT 2 0 2
Hluchota 25 16 9

Tabulka 3.1: Pocty vysetfenych pacienti MPS panelu geni, WES a WGS dle di-
agnoz
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3.1 Pacienti

Vysetieni panelem gent dle diagnézy

[0 cMT [ Epilepsie [ Hiuchota [ Jina

Celoexomové sekvenovani dle diagnézy a pohlavi

[ oMt [ Epilepsie I Hiuchota [ Jina B Muzi [ Zeny

Celogenomové sekvenovani dle diagnézy a pohlavi

[ cmT [ Epilepsie I Hiuchota 0 Muzi [ Zeny

Obrazek 3.1: Poméry vysetfenych pacientti pomoci MPS panelu genii, WES a
WGS dle diagnoz
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3.2 Metody

U vybranych pacientii je na Klinice détské neurologie proveden odbér krve ke zpra-
covani na nasem pracovisti. Kromé samotného vzorku je nutné ziskat co nejkomplex-
néjsi informace o pacientovi, tedy jeho celkovou anamnézu. Pro segregac¢ni analyzu
je pak odebran vzorek krve pro izolaci DNA od obou rodicu, véetné informaci o
jejich komplexni anamnéze.

U nékterych pacientti se nepristupuje k metodam MPS, ale vyuzivad se pouze
klasického sekvenovéni vybraného genu (pf. SCNI1A u syndromu Dravetové). Pokud
ale nedojde k identifikaci patogenni varianty, pristupuje se k MPS a to v prvnim
kroku pomoci panelu genti.

Masivné paralelni sekvenovani panelem gent hleda patogenni varianty v predem
definované mnoziné genii — panelu. V soucasné dobé na pracovisti vyuzivime nékolik
knihoven pro jednotlivd onemocnéni (napt. HMSN/CMT — 103 gent, Epilepsie — 112
gent). Vyhodou tohoto pristupu je vysoké pokryti vysetfovanych oblasti (pokryti
vice nez 500x ). Limitaci je nutnd pravidelnd aktualizace panelu — dle okolnosti pti-
davat nové popsané geny nebo v nékterych pripadech geny odebirat, pti prekroceni
kapacity panelu. Pokud nedojde k nalezeni kauzalni patogenni varianty v panelu
gent, je po konzultaci provedeno WES nebo WGS. Pro tato vysSetieni pomoci MPS
je pro interpretaci variant vhodné mit k dispozici vzorky DNA od obou rodicu k
dovysetreni segregace variant s onemocnénim. Pomoci WES u pacienta a obou ro-
di¢t je mozné hledat de novo varianty v genech dosud nespojovanych s lidskymi
onemocnénimi.

Celoexomové sekvenovani se obvykle provadi u pacient, u kterych nebyla na-
lezena kauzalni varianta pri MPS panelem gent. Vyhodou WES je pokryti témér
vSech kodujicich oblasti genti, nevyhodou je nizsi pokryti (jak z hlediska hloubky
¢teni, tak pokryti oblasti) a vyssi cena.

Pokud analyza dat z WES ¢i WGS nezachyti variantu, ktera s dostatecnou prav-
dépodobnosti vysvétluje pricinu onemocnéni pacienta, dochézi k opakovani analyzy
dat znovu nejpozdéji do 6 mésicli, pro pripad, Ze by se objevily nové publikace,
sdélujici poznatky k danému pripadu.

Proces je znédzornény na schématu Obr. 3.2, které vykresluje zpracovani vzorku v
DNA laboratori, samotné zpracovani MPS dat je popsano v dalsi kapitole.
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Obrazek 3.2: Pribéh celého procesu od prijmu pacienta na oddéleni po sdéleni
vysledku pacientovi
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3.2.1 Sekvenovani

3.2.1.1 Panel genili pro casné a tézké détské epilepsie a epileptické
encefalopatie

Sekvenovani a ptiprava knihoven probihad v laboratori Macrogen Europe (Amster-
dam, Nizozemsko) na sekvenatoru HiSeq 4000 (Illumina, USA) s 2x150bp sekvenac-
nim kitem. Pro MPS byly do poloviny roku 2016 vyuzivany kity HaloPlex Target
enrichment (Agilent, USA) od této doby je vyuzivan systém SureSelect Target En-
richment (Agilent, USA) s vyssim pokrytim (alespon 1000x).

Design panelu genti  Geny do panelu byly vybrany dle nasledujicich kritérii:

1. Nejméné dvé nezavislé publikace, které spojuji gen s epilepsii

2. Alespon jedna publikace popisujici kauzalni varianty v genu u dvou nebo vice
nepribuznych pacienti

Seznam gent v panelu je uvedeny na obrazku Obr. 3.3.

3.2.1.2 Panel genli pro dédi€né neuropatie

Sekvenovani probihd v laboratofich - dfive v EMBL genomics core facilities (Hei-
delberg, Némecko), pozdéji v Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemsko). V sou-
casnosti je vyuzivan stejny sekvenanci kit jako u panelu genti spojenych s epilepsii
na sekvenatoru HiSeq 4000 (Illumina, USA). Pro sekvenovéani byly do poloviny roku
2016 vyuzivany kity HaloPlex Target enrichment (Agilent, USA), od této doby je
vyuzivan systém SureSelect Target Enrichment (Agilent, USA) s vySSim pokrytim
(alespont 500 ).

Design panelu geni  Geny do panelu byly vybrany dle nésledujicich kritérii:
1. Nejméné dvé nezavislé publikace, které spojuji gen s dédi¢nou neuropatii

2. Geny, které byly publikované jako patogenni minimalné ve dvou rodinach nebo
v jedné, rozvétvené rodiné, kdy patogenicita byla ovérena funkéni studif

3. Kandidatni geny, které byly detekovany u nasich pacientii a hleddme druhou
rodinu pro potvrzeni (geny SH3PB4, ITPR3, KLHL13 dle [Schabhiittl et al.
2014], a dale gen SLC18A3)

Seznam gent v panelu je uvedeny na obrazku Obr. 3.4.

3.2.1.3 WES a WGS

Pro sekvenovani WES vzorki vyuzivame laborator Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemsko), sekvenace probihd pomoci kitu SureSelectXT verze 6 (Agilent, USA),
s prumérnou hloubkou ¢teni alesponn 100x. Pro sekvenovani WGS vzorkl vyuzi-
vame stejnou laborator, s vyuzitim kitu TruSeq DNA PCR Free (Illumina, USA) s
pokrytim alespon 30x.
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Obrazek 3.3: Panel vysetfenych gent, ve kterych jsou varianty asociované s epi-
lepsii, s vyobrazenim pozice genu na chromozomu a v tabulce
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Obrazek 3.4: Panel vysetfenych gent, ve kterych jsou varianty asociované s dédic-
nymi neuropatiemi, s vyobrazenim pozice genu na chromozomu a v tabulce
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3.2.2 Bioinformatické zpracovani

Bioinformatické zpracovani dat zac¢ina prijmem sekvenacnich dat — jedna se o dva
soubory FASTQ. Dalsi zpracovani se mirné lisi dle pouzité knihovny. V této sekci
popisujeme metody pouzité pro alignment a variant calling ze sekvenanc¢nich dat,
anotace variant je popsana v sekci 3.2.5.

Na nasem pracovisti v soucasnosti pouzivame 3 nastroje pro kompletni bioinfor-
matickou analyzu — 2 komeréni nastroje s grafickym uzivatelskym rozhranim (GUI)
SureCall (Agilent, USA) a NextGENe (Softgenetics, USA) a ,GATK best practi-
ces“ pipeline v prikazové radce na pracovni stanici s linuxem. VSechny tii metodiky
pracuji na stejném principu - alignmentu a poté variant callingu, proto neni vhodné
vyuzivat vSechny tfi zaroven. Pro vyhodnocovani MPS dat se ndm v DNA labora-
tofi osvédcilo vyuzivat vzdy kombinaci dvou néstroju pro analyzu (pro kazdy jeden
vzorek).

Cely proces bioinformatického zpracovani je zndzornény na schématu Obr. 3.5.

3.2.3 Nastroje NextGene a SureCall pro zpracovani MPS dat

Implementace téchto nastroji do vyhodnocovaciho postupu DNA laboratore umoz-
nuje kvalitni analyzu dat i uzivatelim bez bioinformatickych znalosti. Cely proces
analyzy se da rozdélit do nékolika jednoduchych krokii:

1. Nacteni dat — uzivatel vybere dvojici FASTQ soubort (NextGene provadi kon-
verzi FASTQ do FASTA)

2. Uzivatel vybere referenci pro alignment — verze genomu — v soucasnosti vyu-
zivame hgl9

3. Uzivatel vybere design studie — panel geni, WES nebo WGS, podle toho je
vybran BED soubor obsahujici koordinaty cilové sekvence

4. Probiha alignment FASTQ soubort s referenénim genomem
a) V prvnim kroku dojde k alignmentu na referencni sekvenci hgl9

b) Podle designu studie je (ne)provedeno odebrani PCR duplikéti ze sek-
vence

5. Dojde k ulozeni BAM souboru a probiha variant calling

6. Vysledny soubor VCF se seznamem variant je dostupny pro uzivatele pro dalsi
zpracovani bud ve formé multiVCF — vice vzorku z jedné knihovny slouceno
dohromady nebo VCF, které obsahuje vzdy jeden unikatni vzorek.

Vystupem pro dalsi analyzu jsou tak minimalné dva soubory, VCF s variantami a
BAM, ktery nam ve vhodném prohlize¢i (IGV, Alamut Visual) umozni prohlizet
data z Sirsi perspektivy — ne variantu po varianté, ale i po readech a vétsich tisecich.

Vhodna je kombinace téchto néastroji, protoze NextGene pouziva z velké casti
svoje vlastni algoritmy pro Alignment i Variant calling, oproti tomu SureCall 1ze
chépat spise jako grafické rozhrani obalujici bézné, volné dostupné algoritmy (BWA-
MEM a Picard pro variant calling).
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3.2.4 GATK best practices

V této sekci jsou popsany bioinformatické postupy zalozené na doporuceni GATK,
dle této metodiky jsme vyvinuli cely systém pro spravu dat v DNA laboratori, po-
psanou v dalsi sekci. Cilem je mit standardizovany postup pro zpracovani dat, ktery
nam poskytne reprodukovatelné vysledky, které jsou porovnatelné s daty z velkych
sekvenacnich projektu (napf. gnomAD [Karczewski et al. 2019]). Pravé proto jsme
zvolili GATK ve verzi 3.8. [DePristo et al. 2011; Auwera et al. 2013]

Proces analyzy se sklada z podobnych krokt jako u predchozich nastroji, ale
pristup je odlisny, je vyuzivano nékolika nastroju, kdy kazdy musi byt vyvolan zvlast.
Schéma bioinformatického zpracovani bylo jiz uvedeno v ivodu na Obr. 1.11.

Analyza probiha v krocich:

1. Pro dvojici FASTQ souboru jsou definovany: nézev vzorku (éiselny kéd), typ
knihovny (WES/WGS/TGP — pro panel), typ sekvenatoru (Illumina), délka
readu (150), BED soubor a cesta k referenéni sekvenci. Vsechny tyto parametry
jsou vstupem do programu BWA-MEM. Ten provadi alignment vzorku vudi
referenci. Vysledkem je soubor SAM.

2. Soubor SAM je nastrojem samtools preveden do formatu BAM a dojde k jeho
indexaci (vytvoreni souboru .bam.bai).

3. Pokud uzivatel zvoli, ze chce odebrat PCR duplikéty je nastrojem Picard BAM
dale zpracovan — vznikda BAM oznaceny jako remdup BAM.

4. Néstroj GATK provadi rekalibraci kvality (BQSR) algoritmus v nékolika kro-
cich — vystupem je remdup BQSR_BAM (nebo BQSR.BAM pokud nedoslo
k odstranéni duplikdti) a je dokonceny krok alignmentu.

5. Z BQSR__BAM souboru nastroj GATK tvoti g.vef, obsahujici vSechny pokryté
oblasti, nejen tedy oblasti s odlisnosti od reference.

6. VSechny g.vcf soubory z jednoho béhu jsou dale zpracovany algoritmem GATK
HaplotypeCaller, ktery vyvolava varianty na zakladé vyskytu ve vSech vzorcich
v daném béhu. Vysledkem pak je jeden multiVCF soubor obsahujici varianty ze
vsech vzorki, kdy je samoziejmé mozné urcit, ktery vzorek variantu obsahuje
a ktery ne (dle genotypu).

7. Vysledny VCF soubor mtze byt déle filtrovan a rekalibrovan dle doporuceni
GATK, avsak rekalibrace je doporucovana az od poctu 20 WES v rdmci jed-
noho béhu.

8. Uzivatel ziskava soubor multiVCF k prioritizaci.

3.2.5 Prioritizace variant — anotovani

Proces prioritizace variant navazuje bezprostiedné na bioinfomatickou analyzu. V DNA
laboratori se nam osvédcil postup alesponn dvou nezavislych analyz, kdy v rdmci
kazdé analyzy jsou zpracovany dva soubory VCF z rtznych zdroju.

49



3.2 Metody

Prvnim krokem je ziskdni co nejvétsiho mnozstvi informaci o kazdé varianté.
K tomu napoméhaji tzv. anota¢ni nastroje, kdy vyuzivime dva — ANNOVAR, [Wang,
Li a Hakonarson 2010] a Alamut Batch (Interactive Biosoftware, Francie) dostupny
z'. Tyto nastroje prohliZi vstupni soubor variantu po varianté a ziskdvaji o nich in-
formace z riznych zdroji — z populac¢nich databézi, z predikénich nastroji a dalsich
zdroju. Tento krok je velmi ¢asové narocny, ale probiha automaticky, uzivatel tedy
neni k anotaci potreba.

Vystupem anotace je tabulka s variantami a vSemi dostupnymi informacemi. Nyni
je na expertovi, ktery provadi prioritizaci variant, aby provedl filtrovani — tedy roz-
hodl, které varianty jsou pro pripad relevantni, a které nejsou. Kritéria mohou byt
znacné variabilni a je vhodné pracovat s jednotlivymi parametry jako s ,,mékkymi
filtry* — to znamend, ze pokud vidime, Ze varianta je oznacena jednim predikénim
nastrojem jako benigni, nelze ji zcela jisté vyloucit — jedna se tedy o vicekrokovy
proces, pii kterém ndm poméhaji i ACMG kritéria (viz vyse 1.6.4).

Zékladni postup pro manualni prioritizaci je nésledujici:

— Deprioritizace variant s frekvenci v dané populaci (European-non-Finnish)
nebo s celkovou frekvenci v databézi vétsi nez 1 %.

— Lokalizace varianty v ramci genu — preference exonovych oblasti pred ostatnimi
(introny, UTR).

— Typ varianty — dle efektu na vysledny protein; preference missense, stop mu-
tace preferovand pred synonymnimi.

— Konzervovanost nukleotidu — dle tohoto parametru vidime, jestli se amino-
kyselina (nebo nukleotid) v sekvenci shoduje mezi riznymi organismy, ¢imz
dokazeme posoudit ,dilezitost” produktu — phyloP skore.

— Predikéni skére na zakladé nastroju — PolyPhen-2, SIFT, M-CAP, ClinVar.
— Informace o genu, ve kterém se varianta nachazi — OMIM, UniProt.

Po vyfiltrovani variant ztistava nékolik jednotek az nizsich desitek variant, které jsou
déle posuzovany — je mozné si prohlédnout BAM soubor v prohlizeci (IGV dostupné
z 2 nebo Alamut Visual dostupné z 3), abychom vidéli pomér piectené referencni a
alterované baze — tim dokazeme odhadnout jestli nejde o falesné pozitivni variantu.
Poslednim krokem je pak kontrola databidze HGMD [Stenson et al. 2003], ktera
obsahuje informaci, jestli k dané varianté byla vydana publikace.

Pokud i po téchto krocich existuje varianta, kterd se jevi jako zajimava, pristu-
pujeme k ovéreni varianty Sangerovym sekvenovanim a poté k segregacni analyze,
kterd se provadi metodou Sangerova sekvenovani jak u pacienta, tak u obou rodicu,
pokud je k dispozici vzorek.

Thttps://www.interactive-biosoftware.com/alamut-batch/ [online: 16.10.2019]
Zhttps://igv.org/ [online: 16.10.2019]
3https://www.interactive-biosoftware.com/alamut-visual/ [online: 16.10.2019]
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3.2.6 Pokrocila prioritizace variant

Pro pokrocilou prioritizaci variant nam nestaci pouze sekvence pacienta, ale po-
tfebujeme zajistit dalsi vstupy. K pokrocilym metodam pristupujeme u pacientii
s WES, kdy manualni metody jiz prestavaji byt efektivni. V praxi jsme testovali
mnoho néstroju, jak u singleton analyzy (analyza pouze probanda bez rodi¢u), tak
u trio analyzy (sekvenace probanda i rodic¢u). V soucasnosti jsme po dlouhodobém
testovani do nasi workflow zatradili nastroje DeNovoGear a Exomiser (s HPO terminy
pro popis fenotypu).

DeNovoGear Néstroj DeNovoGear [Ramu et al. 2013] (DNG) slouzi ke zpracovani
MPS dat pro detekci de novo variant z WES a WGS dat. U onemocnéni, kterd jsou
casto zpusobena de movo variantami pristupujeme k tzv. Trio analyze, tato analyza
spoCiva v porovnavani sekvence probanda a jeho rodi¢ti. Pokud pouzijeme ,naivni“
pristup pro detekci de novo, tak nam sta¢i VCF soubor s variantami a srovnavame
jednotlivé genotypy probanda proti rodic¢iim. Pokud je varianta u probanda ptritomna
a u rodict ne, pokladame ji za de novo. Takovy pristup je ale zcela zavisly na kvalité
sekvenacnich dat a pokud dojde byt jen k jediné chybé ve variant callingu, tak
uz nikdy nedostaneme validni vysledek. Proto je nutné pristoupit k modelu, ktery
vypocitava pravdépodobnosti vyskytu de novo varianty z BAM souboru (tedy z
readu prirazenych k referencni sekvenci).

Vstupem néstroje DNG jsou soubory BAM od probanda a rodic¢u, soubor PED
s definovanym rodokmenem a referencni sekvence. Nastroj pak vypocitava prav-
dépodobnost jednotlivé de novo varianty dle zadané pravdépodobnosti variability
(parametr definovany uzivatelem) a pravdépodobnosti prenosu od rodic¢i. Vysled-
kem je pak hodnota pravdépodobnosti, s jakou varianta vznikla de novo.

Exomiser Néstroj Exomiser byl publikovany v roce 2014 [Robinson et al. 2014] a
jeho zavedeni do workflow pro analyzu WES dat pro nés znamenal velky pokrok.
Néstroj Exomiser vyuziva algoritmu PHIVE (PHenotypic Interpretation of Variants
in Exomes), ktery byl implementovan pro vypocet shody mezi fenotypem a genoty-
pem jedince. Mira shody je vypocitana na zakladé informaci o fenotypu pacienta.
Zde jsou dvé moznosti — pokud si jsme jisti spravnosti diagnézy, je mozné zadat jeho
OMIM kéd, pokud ne, tak je mozné zadat HPO terminy popisujici jednotlivé feno-
typové znaky a algoritmus dle znaki hleda variantu, kterd je s takovym fenotypem
spojovana.

Vstupem je VCF, bud samotného probanda nebo VCF probanda a rodic¢t s defi-
novanym vztahem pomoci PED souboru. Rovnéz je nutné zadat HPO terminy nebo
OMIM kédy, které jsou navrzeny dle zaznamu z karty pacienta (obsahujici popis
fenotypu). Analyza je ¢asové nenaroc¢nd, do 15 minut je znam vysledek z WES VCF
s jednotlivymi variantami ohodnocenymi parametrem PHIVE skore.

HPO terminy Propojeni mezi genotypem a fenotypem je velmi ¢asto kompli-
kované, protoze pri vyhodnocovani pracujeme s nestrukturalizovanym zaznamem.
Proto vznikl projekt The Human Phenotype Ontology (HPO) [Kohler et al. 2014],
ktery se snazi o unifikaci popisu fenotypu a stanoveni jejich vzajemnych vztaht.
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Vysledkem je databaze obsahujici vice nez 10 000 zaznamii a 13 tisic vzdjemnych
propojeni. Diky tomu mtzeme popsat i komplikované fenotypy nékolika malo HPO
terminy. Zaznamy jsou v datab&zi hierarchizované — to znamend, ze pokud vyhle-
dame napr. termin ,Peripheral neuropathy®, tak mtzeme déale pracovat s terminy
nadrazenymi (Abnormal peripheral nervous system morphology), tak i podfazenymi
(napt. Sensory neuropathy, Polyneuropathy atd...). Vyhodou takové relaéni databédze
je moznost hledani vztahtt mezi fenotypy — tzn. dokédzeme fenotypy napt. propojit
s komplexnim syndromem a nebo je vyuzit pro sparovani s genotypem — k dispozici
je i informace o genech spojenych s terminem. Kazdy termin ma unikatni identifi-
kator, ktery se dale aplikuje pri anotacich, zejména v programu Exomiser. [Kohler
et al. 2014]

3.2.7 Metody pro detekci CNV v datech z MPS

Prvnim krokem pro provadéni CNV analyzy bylo nalezeni vhodného néastroje pro
detekci CNV. Jako prvni jsme se rozhodli otestovat nastroj metaSV [Mohiyuddin
et al. 2015] , ktery je uréeny pro hledani strukturalnich variant. Funguje na principu
agregace vystupu z dalSich nastroji pro detekci strukturalnich variant.

Mezi néstroje, jimiz jsou data analyzovana pred samotnym vstupem do metaSV
patri:

— CNVkit — [Talevich et al. 2016] — je univerzalni nastroj pro hleddni CNV
aplikovatelny na vsSechny typy NGS dat — panely geni, WES i WGS data.
Vyvolani CNV funguje na principu hloubky ¢teni. Nastroj nejprve ziska infor-
mace o primérné hloubce ¢teni v celém BAM souboru a poté hleda vyznamné
odchylky od prumérné hloubky v rdmci prohledavanych oblasti (definovanych
BED souborem). Pfi analyze WGS dat jsou ke zpTfesnéni analyzy dopocitany
dalsi parametry — obsah GC bazi (GC content) a mista s repetitivnimi ob-
lastmi, které by WGS CNV analyzu zkreslovaly.

— CNVnator — [Abyzov et al. 2011] — néstroj v zakladnim nastaven{ urceny pri-
marné pro WGS data, vyuziva algoritmu mean-shift pro hledani CNV dle
zmén v signalu vypocitaného dle praumérné hloubky pokryti zvoleného okna.
Pro kazdé okno je vypocitand prumérna hloubka c¢teni, kdy dochazi k sesku-
povani podobnych hodnot a detekovani co nejvétsich skoki mezi takovymi
shluky, podle toho se pak vyvolavaji CNV pii porovnani velikosti skokt viici
primérnym hodnotam v genomu.

— Nastroje pro detekci ,break-pointi“ — Tyto nastroje funguji na principu hle-
dani ,break-pointi“, tedy mist v genomu, ve kterych doslo k deleci popf.
inzerci genetické informace do sekvence. Algoritmus mapuje sekvenci pacienta
k referenci, pokud dojde ke spravnému mapovani celého readu, tak pokracuje
dal, pokud ale ¢ast readu neodpovida referenci, dojde k posunuti této casti
readu dal po sekvenci, dokud nedojde k namapovani zbytku readu na refe-
rencni sekvenci — vznikla mezera mezi ¢astmi readu v referen¢ni sekvenci je
tedy vyvolana jako potencidlni delece — ¢im vice readt vykazuje tento efekt,
tak tim je skére pro danou deleci vyssi. Jedné se o nastroje:
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— Pindel [Ye et al. 2009], Manta [Chen et al. 2015], BreakSeq2 [Abyzov et
al. 2015], Lumpy [Layer et al. 2014], WHAM [Kronenberg et al. 2015]

— BreakDancer — [Fan et al. 2014] — slouzi k detekci velkych strukturalnich va-

riant ve NGS datech, provadi analyzu tzv. ARP readi (anomalous read pair
/ anomadlni pary readi), tedy readi, u kterych doslo ke korektnimu mapovani
pouze jednoho z paru readu. Pocet ARP readu je pak priumérovan v ramci
celé sekvence a hledaji se sekvence, které se v tomto poctu lisi od priméru.
ARP ready mohou vznikat na rozhrani CNV, kdy diky zméné sekvence (u
probanda) nedojde ke korektnimu namapovani na referenci.

Vsechny nastroje byly predem otestovany na testovacich datech, ktera jsou stan-
dardné prilozend k nastrojum a testy probéhly bez chyb.

3.2.7.1 Detekce zarode¢nych CNV pomoci GATK 4 germline pipeline

V soucasné dobé (Cerven 2019) nebyla k dispozici metodika GATK Best Practices pro
germinalni CNV. Prestoze jsou v aktudlni verzi GATK 4.1.0.0 algoritmy pro detekci
CNV pripravené, jedna se o beta verzi, to znamena, ze funkénost nelze garantovat a
neni ovérend. Z tohoto duvodu jsme nevolili GATK germinalni CNV workflow jako
metodu prvni volby. Pro implementaci bylo vyuzito dokumentace na URL .

Postup analyzy pro detekci zarodecnych CNV Analyza je provedena v téchto
krocich (pfehled celého procesu na Obr. 3.6)

1.

Prvnim krokem analyzy je vytvoreni modelu pro CNV analyzu, pro tento krok
jsou vstupem BAM soubory z WES (v nasem piipadé 45 WES BAM soubort).

. Pomoci nastroje GATK algoritmu CollectReadCounts dojde ke urceni poctu

readl v prohledavaném intervalu. Interval je definovany BED souborem. Vy-
stupem je pro kazdy vzorek soubor HDF5.

. Dochazi ke karyotypovani kazdého vzorku, tedy urceni poctu kopii kazdé in-

formace ve vzorku. Kdy u autozomt predpokladame vzdy dvé kopie genu,
u chromozomu X bud jednu nebo dvé kopie a u chromozomu Y jednu nebo
zadnou kopii genu. Tento krok je zpracovan algoritmem DetermineGermline-
ContigPloidy - tim dojde k vytvoreni zdkladniho modelu pro vyvolani CNV
- nastroj vypocitava pocet readlt na daném contigu (¢ast sekvence DNA dle
intervali) dle karyotypu.

Algoritmus GermlineCNVCaller porovnava jednotlivé contigy a jejich pokryti,
ze kterého pak modeluje model pokryti ,,coverage model®. Na zakladé tohoto
modelu pak dokaze urcit odchylku a tim detekuje jak mozné zvyseni, ¢i snizeni
poctu kopii.

Poslednim krokem je vyvolani algoritmu PostprocessGermline CNVCalls, ktery
provadi vyvolani jednotlivych CNV ve gVCF formatu pro kazdy vzorek. In-
terpretace je pak na zakladé hodnoty GT u kazdého CNV v souboru, kdy 0

4https://gatkforums.broadinstitute.org/gatk/discussion/11684 [online: 16.10.2019]
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znaci normalni vysledek, 1 znaci deleci a 2 duplikaci. Hodnota QA pak udava
Phred-skére popisujici pravdépodobnost spravného vyvolani.

6. Pro snadnéjsi interpretaci jsou varianty vyfiltrovany pomoci virtualniho panelu
(BED soubor dle fenotypu pacienta vice v sekei 4.6)

Mnozstvi detekovanych CNV je velmi velké (kolem 250 tisic na jeden WES vzorek),
proto se snazime toto ¢islo zmensit pouze na oblasti, které jsou relevantni pro nas
pripad. Toho dosdhneme aplikaci virtualniho panelu ve formé BED souboru, ktery
hledéani omezi na oblasti spojované s onemocnénim.

CollectReadCounts }—'
45 WES soubortl HDF5 soubory B

karta pacienta
s popisem fenotypu

BED soubor
dle designu

DetermineContigPloidy HPO terminy
(dle karyotypu) dle fenotypu

Nastroj pro virtualni
panely

Z&akladni model ‘
pocet readll na

contig

BED soubor
4’{ GermlineCNVCaller dle fenotypu

PostProcessGermline . .
aplikace virtualniho
CNVCalls
panelu na VCF
VCF

s CNV pro kazdy vzorek
filtrované VCF s CNV v mistech
asociovanych s fenotypem
pacienta

Obrazek 3.6: Schéma analyzy CNV pomoci ,GATK 4 germline pipeline*
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3.2.8 In-house databaze WES variant u pacientli shromazdénych
v DNA laboratori

Pro vybudovani ,,in-house“ databaze variant jsme vyuzili data vsech pacienti s WES,
ktefi méli predchozi vysledek z testovani panelem genti negativni. Jednalo se o 222
jednotlived (121 muzi, 101 Zen).

Data byla analyzovina dle GATK best practices (BWA-MEM, Picard, BQSR re-
kalibrace) az po gVCF, poté doslo k vyvolani variant algoritmem JointGenotyping
pro 222 WES vzorki dohromady, ¢imz vznikl vysledny soubor multiVCF obsahujici
vsechny varianty u vsech pacientt. Vysledny soubor byl anotovan nastrojem ANNO-
VAR pro ziskani informaci o vyskytu variant v popula¢nich databéazich a predikcich
na zakladé predikénich néstrojt.

Nasledné byla dopocitand frekvence alel v nasi subpopulaci dle vztahu:

nHET +nHOM % 2
AF = 1
db nWES * 2 (3:1)

, kde: inhousedbAF je frekvence alely v nasi subpopulaci, nHET je pocet pacienti
s variantou v heterozygotni formé (GT pole ve VCF u vzorku udava hodnotu ,,0/1%)
nHOM je pocet pacientu s variantou v homozygotni formé (GT pole ve VCF u
vzorku udava hodnotu ,,1/1%) a nWES je pocet vsech WES vzorku. Vysledkem je
udaj o frekvenci kdy vSechny uvedné varianty maji frekvenci vétsi nez 0 (jinak by
nebyly vyvolany).

Pro dalsi analyzu jsme vyuzili informace o délce gent z databéze RefSeq [O’Leary
et al. 2015] dostupné na URL®. Z délky kédujici informace genu jsme pak vypocitali
parametr varpb dle vztahu:

nHETex +nHOMex x 2
delka(cDN A)

kde nHETex je poCet pacientu s variantou v heterozygotni formé (GT pole ve VCF
u vzorku udava hodnotu ,,0/1%), nachazejici se v kdodujici oblasti genu, nHOMezx
je pocet pacientu s variantou v homozygotni formé (GT pole ve VCF u vzorku
udavd hodnotu ,,1/1%), nachazejici se v koédujici oblasti genu, a delka(cDNA) je
délka koédujici sekvence daného genu, ve kterém byly varianty nalezeny v bp.

(3.2)

varbp =

Shttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ [online: 16.10.2019]
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3.2.9 Databaze proteinovych domén prot2HG

P1i prioritizaci variant se casto ridime funkéni zménou, to znamena, jaky vliv ma
varianta na polypeptidovy Tetézec, jestli dochézi ke zméné jedné AMK nebo pro-
dlouzeni/zkraceni celého Fetézce. PTi takovém procesu, ale asto nevidime o krok dél,
tedy do proteinového produktu. Kazdy protein ma nékolik funkénich casti, pokud
tuto funkci zname a umime ji popsat, tak tuto ¢ast nazyvame proteinovou doménou.
Pokud tedy dokazeme determinovat funkci proteinové domény, lze predpokladat, ze
je jeji funkce signifikantni, a proto je dilezité vedét, jestli nedoslo ke zméné pravé
v doméné. Tuto informaci ndm ale soucasné anotacni nastroje nedavaji v jednodu-
ché, pristupné formé. Proto jsme ve spolupraci s pracovistém Hussman Institute for
Human Genomics v Miami USA, béhem mé staze, vytvorili projekt, ktery si kladl za
cil namapovat vSechny znamé proteinové domény na genomickou sekvenci lidského
genomu (verze hgl9).

V pilotni fazi projektu bylo zpracovano jen kolem 100 genti, klinicky prokazatelné
spojenych s dédi¢nymi neuropatiemi. V drivéjsi studii bylo ukézano, ze patogenni
varianty v genu SYT2 byly nalezeny pravé v kratké proteinové doméné, ¢imz do-
slo k projevu fenotypu onemocnéni [Whittaker et al. 2015]. Proto jsme pristoupili
k pilotni fazi, kdy jsme zpracovavali geny asociované s dédi¢nymi neuropatiemi,
vysledky jsou shrnuté v 4.4.3. Jelikoz se vysledek této pilotni faze ukéazal jako hod-
notny pro vyhodnocovani variant, pokrocili jsme do dalsi faze, kdy jsme pristoupili
ke zpracovani vSech publikovanych proteinovych domén.

V tomto projektu jsme se zamértili na dva typy proteinovych domén, ,Sites” a
»Regions“, dle definice RefSeq [O'Leary et al. 2015]. Doména typu ,,Site“ méa velmi
kratkou sekvenci s definovanou funkci, tento typ je ¢asto funkéni podjednotkou ji-
nych, vétsich domén (jedna se ¢asto o transmembranové regiony, mista nitrosylace
nebo fosforylace). Domény typu ,Region® jsou vétsinou delsi, s délkou pres 100
AMK, jedné se o ¢ast proteinu formujici 3D strukturu [Doolittle 1995]. Typickou
doménou tohoto typu jsou zinkové prsty, nebo repetice bohaté na Leucin.

Pro namapovani proteinovych domén na referenéni genomovou sekvenci jsme vy-
tvorili 4 krokovy postup, shrnuty na obrazku Obr. 3.7 a popsany nize:

A) Ziskani dat z databaze NCBI Prvnim krokem bylo sesbirdani vsech proteino-
vych dat z databdze NCBI (dostupné z URLS). Nejdiive jsme vyexportovali pres
webové rozhrani seznam vsSech znamych proteint t.¢. 42371 ve formé jejich RefSeq
identifikatoru (tvar NP__ID). Pomoci tohoto seznamu a nastroju EZ utilities [Sayers
a Wheeler 2004] jsme ziskali kompletni informace o vSech proteinech, jejich sekvenci,
identifikator, zaznamy o vsech doménach s koordinaty v ramci proteinové sekvence,
jejich délce a popisem. U kazdého proteinu byla v zaznamu rovnéz uvedend infor-
mace o jeho korespondujicim genu, jehoz produktem je dany protein (identifikator
NM_ ID). Diky tomu jsme mohli aplikovat stejny postup a ziskat informace o genech
a jejich kédujici sekvenci cDNA a pozici od které cDNA tvori proteinovy produkt.

B) Zpracovani dat Zpracovani dat probihalo skriptem vytvorenym v Pythonu 3.5,
kdy nejprve pomoci knihovny BeautifulSoup doslo k rozdéleni dat do bloku dle typu

Shttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein [online: 16.10.2019)
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zaznamu, a naslednému ulozeni do vlastni datové struktury. Ta obsahovala vSechny
diive ziskané informace pohromadé jiz spravné identifikované (tento krok v praxi
znamena, ze skript ve stazeném zaznamu spravné vyhleda blok sekvence a oznaci ho
jako sekvenci, najde identifikator genu atd.). Dalsim krokem je pak predzpracovani
samotnych domén. Nyni zndme pro kazdou doménu jeji nazev, typ (Region nebo
Site), jeji popis a puvod a soutadnice, kde se nachdzi v proteinu. Diky tomu, Ze
zname celou sekvenci, tak lze snadno zjistit sekvenci AMK pro danou doménu,
takovou sekvenci si tedy ulozime pro vSechny domény v proteinu.

C) Mapovani domén k DNA sekvenci Ziskand AMK sekvence ndm nyni umoz-
nuje zjistit, jak vypadd cDNA sekvence, tu ziskavame algoritmem zpétné translace.
Protoze vétsina AMK je kédovana vice nez jednim kodonem [Ycas 1969], vyuzili
jsme notaci dle IUPAC [Johnson 2010], kterd umoznuje nejednoznaéné nukleotidy
nahradit korespondujicim znakem (napiiklad: Glycin ma kodony GGT, GGC, GGA,
GGG, proto prekladdame Glycin jako GGN, kdy N oznacuje jako mozné nukleotidy A
C G T). Timto algoritmem tak ziskdavame prelozenou sekvenci (rtcDNA). Pro dalsi
zpracovani ale potfebujeme urcit, v jakém misté kédujici DNA se doména nachdzi.

Zde pouzijeme kdédujici sekvenci genu, kterou jsme ziskali v kroku A). Hleddme
tedy v ¢cDNA genu sekvenci, ktera je shodnd se ziskanou zpétnou translaci rtcDNA.
Nejprve ur¢ime soutadnice sekvence domény, soutradnice ziskdame jednoduchym vy-
poctem, kdy pocateéni a koncovou souradnici domény v ramci proteinu vynasobime
3 (pocet nukleotidi v kodonu) a nasledné tento interval posuneme, dle pozice od
které cDNA tvori produkt (ziskali jsme ji ze zdznamu genu).

Pro dalsi zpracovani je ale potfeba kontrola spravnosti, tedy jestli rtcDNA od-
povida nalezené cDNA. Mame souradnice pro cDNA, ziskame tedy pozadovanou
subsekvenci a porovname ji s ndmi vytvorenou rtcDNA. Z tohoto porovnavani pak
vypocitame mapping skore (procento shodujicich se nukleotidi), kdy predpokladdme
hodnotu 1.0 (100 %).

D) Rozdéleni sekvence dle exonti  Poslednim krokem je nalezeni genomické pozice
celé domény. Nyni zname lokaci domény v ramci cDNA, to nam ale pro anotovani
variant nestaci, chceme znat umisténi sekvence, ktera danou doménu kéduje v rdmci
chromozomu.

Pro tento krok jsme nejprve stahli genomické soutradnice vsech kodujicich exont
(vzdy zacatek a konec) z USCS RefSeq databaze s vyuzitim MySQL API (dostupné
z URL"). Nyni vyuZijeme zndmé cDNA soufadnice, a najdeme jim odpovidajici ¢4st
pokryvajici jeden nebo vice exont (nebo i ¢dst exonu), a tyto intervaly si ulozime
do datové struktury, ¢imz jsou informace o proteinové doméné kompletni, zname
pro kazdou doménu jeji genomické soutadnice. Tyto zaznamy jsou pak ulozeny do
databaze typu SQL.

"https://genome.ucsc.edu/ [online: 16.10.2019)
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A: Ziskani dat z databaze NCBI

42 371 proteint
EZ Utilities API

vlastni Python skript

NCBI protein
databaze

Informace o proteinech
proteinova sekvence
CcDNA sekvence

B: Zpracovani dat

FASN (NP_004095.4) \
nce:

/" FASN (NP_004095.4)
- Region 2207.. 2511
kompletni informace o doméné reglontname: Thi {ECO

evidence, no additional

CDNA (NM_004104.4):
GAGAGA ... AAAAAA

details recorded

subsekvence proteinu ziskana na zékladé pozice note: propagated from UniProtkB/Swiss-Prot
domény napf-. 2207 az 2511, (P49327.3)
EGION SITE ziskan& z kompletni sekvence proteinu Region sequence:

coded by: NM_004104.4 118 ... 7653
\cDNA (NM_004104.4): GAGAGA ... AAAAAA

/ kompletni sekvence genu

datova struktura pro kazdou doménu

C: mapovani domén k cDNA sekvenci

proteinova sekvence domény:
2207 2208 2209 2210 2211 2507 2508 2509 2510 2511

sekvence 304 AMK, prehled prvnich péti
a poslednich péti AMK

GaT | cta e ——
m -- sekvence proteinové domény

pozice je vypotitana na zakladé pocateéni proteinové pozice pozice je vypocitana na zakladé koncové proteinové pozice
vynasobene tremi s posunem dle reference vynasobené tremi s posunem dle reference
(2207 * 3) + 118 = 6735 - nukleotid cDNA (2511 * 3) + 118= 7651 - {540 nukleotid CDNA

GAGAGA I L

CDNA NM_004104.4

D: Rozdéleni sekvence dle exonu

FASN (NP_004095.4) Exon # ‘ Chromosomal location Cds start .. end
Region 2207.. 2611 Exon1 | chr17:80036213-80 037 156 | 8458 .. 7516
region_name: Thioesterase. {ECO:0000250)
T . s —— Exon2 | chr 17:80 037 232 - 80 037 484 7515 . 7264
details recorded Exon3 | chr 17:80 038 015 - 80 038 114 7263 .. 7165
ﬁé’;‘;gsm from UniProtB/Swiss-Prot Exon4 | chr17:80038245-80 038 446 | 7164 . 6944 ucsc
Region sequence: UGIAENEVSY Exon5 | chr17:80038567-80038798 | 6943 ..6713 RefSeq
coded by: NM_004104.4 118 ... 7653 databaze
cDNA (NM_004104.4): GAGAGA ... AAAAAA - -

Exon43 | chr 17:80 055 996 - 80 056 106 110..1

Region cDNA (NM_004104.4) FEITL)
cDNA subsequence GAGGAT ... GAGGGH

datova struktura pro kazdou doménu
s jiz doplnénou cDNA sekvenci

GSN (NP_004095.4) \

Region 2207.. 2511

Exon # Chromosomal location ‘ Cds start .. end region_name: Thioesterase. {ECO:0000250}
‘experiment: experimental evidence, no additional
Exon1 | chr17:80 037 022 - 80 037 156 I .. 7516 details recorded
Exon2 | chr17:80 037 232 - 80 037 484 7515 .. 7264 nciepropagaied oM EICIKBISHEsS Bt
(P49327.3)
Exon3 | chr17:80 038 015 - 80 038 114 7263 .. 7165 Region sequence: EEGINENEVEE
Exon4 | chr17:80 038 245 - 80 038 446 7164 .. 6944 mmmpp|  02ded DY_NM_004104.4 118 ... 7653

CDNA (NM_004104.4); GAGAGA ... AAAAAA Prot2HG

Exon 5 chr 17:80 038 567 - 80 038 775 6943 .. FEE databaze

Region cDNA (NM_004104.
CcDNA subsequence GAGG: GGGC
Exon 43 | chr 17:80 055 996 - 80 056 106 110..1 Chromosomal location:

chr 17: 80 037 022 - 80 037 156
chr 17: 80 037 232 - 80 037 484

180038 015 - 80 038 114
chr 17: 80 038 245 - 80 038 446

Q17;5003&567-50038775 j
A) Ziskani dat z databaze NCBI, B) Zpracovani dat C) Mapovani domén k DNA
sekvenci, D) Rozdéleni sekvence dle exont

Obrazek 3.7: Proces mapovani proteinovych domén k referen¢ni sekvenci hg19
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3.2.10 Databaze variant spojenych s dédicnou neuropatii

Tato kapitola shrnuje metody publikované ve ¢lanku [Saghira et al. 2018].

Pti hledani pri¢in vzacnych onemocnéni se nelze spoléhat pouze na své vlastni
poznatky. Prestoze mame v ramci regionu pravdépodobné nejobsdhlejsi databazi
pacientll, je vyhodné navzajem sdilet data, a tak spolecnym usilim objasnit dalsi
pripady. Proto vznikla myslenka databaze, ktera bude udrzovat genetické varianty
spojené s onemocnénim CMT, ale zaroven umozni pridavani dat vsem uzivateltim,
ne jen spravcim databaze. Diky tomu je mozné nejen zjistit, ze variantu nalezl jiz
jiny tym ve svéte, ale se i pripadné spojit s tymem a navazat spolupraci. Dalsim
aspektem je pak vzajemna kontrola, kdy jednotlivé tymy funguji jako reference, to
muze mit jak pozitivni efekt — napf. nasli jsme variantu, kterou nemtzeme oznacit
jako kauzalni, ale jiz ji identifikovala jina skupina, navazeme spolupraci a diky tomu
budeme schopni variantu potvrdit jako pri¢inu, ale i efekt ,negativni“, kdy odborna
komunita , hlida* precenovani nalezu.

Zpracovani projektu Prvnim krokem bylo shroméazdéni vSech znamych variant
spojenych s fenotypem dédi¢nych neuropatii. Zdrojem téchto variant byla databaze
konsorcia The Inherited Neuropathies Consortium, Athena and Quest diagnostics,
HGMD a dalsich vyzvanych skupin, zamérujicich se na onemocnéni [Cooper, Ball a
Krawczak 1998].

Uvodni dataset obsahoval peclivé vybrané geny (82 genti), které maji znamé pro-
pojeni s CMT onemocnénim, z principu projektu ale vyplyva, ze uzivatelé budou
moci pridavat dalsi geny. VSechny geny a varianty prosly validaci pomoci HUGO
Gene Nomenclature Committee’s Multi-Symbol checker tool [Dunnen et al. 2016]
a Mutalyzer Syntax Check. U vSech uvedenych variant je pak poskytnut tdaj o
puvodnim zdroji varianty.

Cela databaze je postavena na systému Microsoft SQL Server s webovym rozhra-
nim v PHP a AngularJS.
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3.2.11 Nastroj pro virtualni panely

Manualni prioritizace variant z WES a WGS sekvenovani je velice naro¢ny proces,
kdy za¢iname se souborem obsahujicim vice nez 50 000 variant a my hleddme jednu
nebo dvé, zpiisobujici onemocnéni. Primarnim cilem jsou varianty v genech asocio-
vanych s onemocnénim, na které se zamérujeme. Jelikoz se mnozstvi asociaci genti
s fenotypem neustéle zvysuje (pro kazdé onemocnéni se jedna o desitky az stovky
gentl), neni mozné si vSechny pamatovat, proto pristupujeme k vytvoreni tzv. virtu-
alntho panelu. Sekvenovani pomoci panelu geni se od virtualniho panelu lisi v tom,
ze si oblast zdjmu vybirdme pred sekvenovanim a tim miizeme vice vyuzit kapacitu
sekvenac¢niho kitu (vyssi pokryti). Virtudlni panel je ale tvoren az po sekvenaci, kdy
vyvolavame varianty pouze v oblastech, které jsou relevantni pro vysetfované one-
mocnéni. Databdze Human Phenotype Ontology [Kohler et al. 2014] ndm umoziiuje
tyto asociace hledat — po zadani fenotypu, dokazeme ziskat nédzvy gent, diky tomu
jsme pak schopni dohledat lokaci genu (jeho genomickou pozici). Cilem je tedy vy-
tvoreni nastroje, ktery tyto kroky spoji dohromady a po zadani HPO termintt nam
vygeneruje validni BED file — tzn. takovy, se kterym budou umét pracovat dalsi
nastroje, pouzivané pro bioinformatické tcely.

Zpracovani projektu je znédzornéno na schématu Obr. 3.8.

Pred vytvorenim samotného nastroje je prvnim dulezitym krokem shromézdéni
dat. Nejprve je potieba ziskat aktualni databazi vSech HPO termin, ta je k dispozici
na webové adrese®, konkrétné se jednalo o soubor, ktery asociuje HPO terminy
s geny, ktery ma nasledujici strukturu:

— HPO-ID - identifikdtor HPO terminu

— HPO-Name — popis fenotypu

Gene-ID — identifikator genu
— Gene-Name — nazev genu (dle RefSeq)

Jako dalsi je potfeba ziskat tidaje o vsech RefSeq genech [O’'Leary et al. 2015] —
genomické pozice celého genu i vSech exonti. Tento soubor je dostupny pres USCS
Genome browser na adrese: ? a ma nasledujici strukturu:

ID — identifikdtor zdznamu

Gene_ID — RefSeq identifikator genu
— CHR - chromozom
— txStart — pocatek genu na chromozomu

— txEnd — konec genu na chromozomu

cdsStart — zacatek kodujici sekvence genu

— cdsEnd - konec kédujici sekvence genu

8https://hpo.jax.org/app/download /annotation [online: 16.10.2019]
9http:/ /hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath /hgl19/database/ [online: 16.10.2019)
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— exonCount — pocet exonl genu

— exonStarts — zac¢atky exonu, oddélené c¢arkou

— exonEnds — konce exonu, oddélené ¢arkou

— name2 — nazev genu (dle RefSeq)

— cdsStartStat — informace o kompletnosti sekvence
— cdsEndStat - informace o kompletnosti sekvence

Tyto dvé tabulky jsme navzajem propojili dle ndzvu genu (Gene-Name a name2
sloupce v tabulkdach). Tim ziskdme kompletni zdznam — kazdy HPO termin ma
nyni doplnéné tdaje o vSech genech, které jsou s terminem asociované. Tim mame
pripravenou tabulku, kterou vyuzivame jako zdroj dat pro vybudovani virtualniho
panelu.

Pokud si chce uzivatel vytvorit vlastni virtualni panel, vklada do néastroje vstup
ve formé textového souboru, kde na kazdém tadku je HPO termin ve spravném
formatu HP:1234567, pro kazdy takovy termin jsou pak z tabulky vyvolany vSechny
radky.

V dalsim kroku probiha transformace do pozadovaného formatu — BED, ktery ma
prvni tii sloupce povinné a dalsi nepovinné. Pro tcely naseho projektu jsme format
zvolili nasledujici:

— chromozom

— zacatek intervalu

— konec intervalu

— nézev genu (nepovinné)

Skript tedy nejprve tabulku sefadi dle chromozomu a poc¢atku genu, poté prochazi
tabulku s radky odpovidajicimi uzivatelskému vstupu a ty ukladda do dvou soubort
— prvni obsahuje celé geny — to znamend, ze interval obsahuje jak kédujici, tak ne-
kodujici sekvenci, jedna se o soutadnice txStart, txEnd z tabulky RefSeq. V druhém
pripadé, je generovan soubor pokryvajici pouze kdédujici sekvenci, kdy ze sloupct
exonStarts a exonEnds vklada zacatky a konce intervali. Vysledny BED soubor pak
obsahuje vice fadku, ale vyhneme se pak zahrnuti nekédujicich oblasti.

V téchto zédkladnich vystupech ale narazime na velkou redundanci dat, kazdy gen
obsahuje nékolik rtiznych zaznami, pro své vlastni izomery nebo nedokoncené pu-
blikované sekvence (s RefSeq identifikdtorem NR,_ xxxxxxx misto NM  xxxxxxx),
proto byl néastroj doplnén o tzv. light verze BED soubori, které vychazeji s nami
predfiltrované RefSeq tabulky. Filtrovani probéhlo na zakladé toho, ze u kazdého
genu nas zajima jeho nejdelsi kompletni sekvence, pokud tedy ma gen pouze jeden
zaznam, tak takovy radek ponechdme, pokud ale obsahuje rfadek vice rtiznych sek-
venci/izomer pristupujeme k filtrovani a ponechani pouze jednoho radku dle filtru,
kdy je preferoviana kompletni sekvence (parametry cdsStartStat a cdsEndStat maji
hodnotu ,,cmpl“) a délka celého genu (txEnd — txStart) je nejvyssi. Nasledny proces
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je totozny s ptivodni iteraci néstroje — vytvori se spojena tabulka s HPO terminy a
provede se transformce do formatu BED.

Vysledkem tak jsou 4 BED soubory — s exonovymi intervaly, s celymi geny a verze
Llight* obsahujici exony a geny vzdy pro jednu izomeru/sekvenci genu.

HPO databa RefSeq
HPO-ID: string - HP:xxxxxxx ID: int - xxxx

Gene_ID: string - Ny_xxxxxxx.x
HPO-Name: string - text CHR: string - chrx

txStart: int
Gene-ID: int - xxxxx tXEnd: int

cdsStart: int
cdsEnd: int

exonCount: int

exonStarts: string - XXXXXX, XXXXX,...
exonEnds: string - XXXXXX, XXXXX,...
cdsStartStat: string

cdsEndStat: string

I

odstranéni izomer /
‘ nereferenénich sekvenci

1. sefazeni dle délky izomer

délka = txEnd-txStart
2. sefazeni dle kompletnosti
3.

cdsStartStat cdsEndStat = cmpl
. ponechani vzdy prvniho vyskytu dle
nazvu name 2

Y Y

spojeni tabulek podle

l

AN

HPO terminy
dokumentace HPO RefSeq
pacienta HP:0000000 databaze
HP:0000001
HP:0000002 v
P

HPO RefSeq BED
Seznam genu light databaze

virtualni panel gend a jejich
SCN1A nel ]
KCNQ2 genomickych pozic

KCNQ1
SCN2B

Pro vytvoreni virtualnitho panelu ¢erpa nastroj informace ze dvou databazi HPO
a RefSeq. V prvnim pripadé (Cervené) dochazi k pfimému propojeni tabulek dle
nazvu genu (fialové), v druhém piipadé (modie) dochdzi k odstranéni izomer a
nereferenc¢nich sekvenci, ponechana je ta nejdelsi. Vyslednda HPO RefSeq databéze
a ,light“ verze databaze jsou dotazovany na pritomnost HPO termint (dle fenotypu
pacienta) ¢i alternativné na piritomnost genu dle nazvu. Vysledkem jsou pak BED
soubory z obou verzi databaze.

Obrazek 3.8: Schéma vytvoreni nastroje pro virtudlni panely
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3.2.12 Sprava a ukladani dat

Se zpracovanim velkého mnozstvi NGS dat se poji potieba bezpecného a spolehlivého
ukladani a zalohovani dat a navrhu spravy dat tak, aby nedochazelo ke ztratam
informaci, data byla dostupnéd, zalohovand alespon ve dvou kopiich, a abychom se
vyvarovali redundance dat. Cilem tedy bylo navrhnout takovy systém, ktery zajisti
vsechny tyto pozadavky a bude udrzitelny v delsim ¢asovém horizontu. Data jsou
zpracovana na hlavni pracovni stanici s operacnim systémem Linux, kde je pomoci
GATK workflow provedeno bioinformatické zpracovani od prijatych FASTQ souborta
az do VCF souboru, ktery podléhda dalsi analyze. Vystupy ze vsech kroki jsou pak
ukladany a zalohovany na diskové pole v ramci DNA laboratore, kde jsou i dostupné
vSem uzivateliim.

Jeden kompletné zpracovany panel genii jednoho pacienta zabere na diskovém
ulozisti v pocitaci kolem 5 GB, u WES to pak je 25 GB, u WGS pak tadové stovky
GB. Dilezité je tak nastavit systém, u kterého budou data zabezpecena pred ztratou
(zdlohovani) a dobfe dohledatelnd pro piipadnou reanalyzu. Pro zpracovani dat
v ramci projektu se nam osvédcila stromova struktura pro ukladani dat, schéma
v kapitole 4.6.

Cilem projektu byl ndvrh samotného postupu zpracovani dat, v ramci prostredi
Linux bylo vyuzito vestavéného skriptovaciho jazyka Bash pro manipulaci se sou-
bory.
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4 Vysledky

4.1 MPS panelu genti u pacientii s EE

K analyze pomoci nami pripraveného panelu 112 gent bylo indikovano na Klinice
détské neurologie (KDN) celkem 257 pacientt s klinickym podezienim na epilep-
tickou encefalopatii. Analyza probéhla vzdy nejméné dvéma experty se zkuSenostmi
s vyhodnocovanim NGS dat a nejméné dvéma nezavislymi nastroji (modré éast v
obr Obr. 3.5). Pro potvrzeni variant byla providéna segregacni analyza Sangerovym
sekvenovanim jak u pacienta, tak u rodica.

Varianty byly prioritizovany dle kritérii ACMG do ¢tyr tiid (posledni dvé slou-
cené):

— Patogenni (Pathogenic)
— Pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic)
— Varianty nejasného vyznamu (Variants of uncertaing significance, VUS)

— Benigni a pravdépodobné benigni (Benign, Likely bening)

.Patogenni

Pravd. patogenni

Var. nejasného vyznamu
.Benigni a pravd. benigni

Obrazek 4.1: Vysledky pacientii dle nalezenych variant
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4.1 MPS panelu gent u pacientt s EE

Pokud se na vysledky budeme divat z hlediska pacienti, tak u 64 z 257 (24.9%)
byla nalezena presvédcive patogenni varianta, kterou poklddame za pri¢inu EE. U
osmi z 257 byly nalezeny varianty pravdépodobné patogenni (3.1%), u 55 z 257
(21.4%) byly nalezeny varianty s nejasnym vyznamem. U zbytku pacientii jsme
nenasli zddnou variantu, kterou bychom mohli zaradit do vyssich tiid. Zatazeni do
skupin se 1idi vzdy nejvyse klasifikovanou variantou, to znamena, ze pokud jsme u
pacienta nasli pravdépodobné patogenni variantu, je mozné, ze byly detekovany i
varianty zarazené do nizsich tiid (VUS, pravd. benigni).

4.1.1 Identifikované varianty

Pro analyzu typu mendelovské dédi¢nosti jsme pouzili patogenni a pravdépodobné
patogenni varianty. Takovych variant bylo celkem 75 (68 patogennich a 7 prav-
dépodobné patogennich). Vsechny nalezené patogenni a pravdépodobné patogenni
varianty jsou seskupeny dle genu a uvedeny v grafu nize Obr. 4.2, kde jsou rozdéleny
do skupin dle dédi¢nosti, sefazeny dle ¢etnosti a barevné oznaceny dle vzniku.

AD AR XL

B De novo
B zdedena
. Neznamy pavod

Poget
o)

3-
2- II
0-

T -~ @ 0 N - = I S L v oA K N LD
T T8 T ER8 s 823w QN < s ¥ o 8 g £ ¥ad 8Os z%
383 3hHsodyggrTeEsdaagghrsS gagkg 0028

Geny jsou rozdélené do skupin dle dédicnosti - AD, AR, XL (pro X-vdzané), na ose
X geny, setazené dle ¢etnosti v ramci skupiny, osa Y ukazuje pocty variant v genu

Obrazek 4.2: Prehled genu u kterych byly identifikované patogenni a pravdépo-
dobné patogenni varianty

Ve c¢tytech pripadech byly u pacientt nalezeny dvé patogenni varianty — pacient
s variantami v genu ALDH7A1, pacient s variantami v genu TBC1D24, pacient
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4.1 MPS panelu genii u pacientti s EE

s variantami v genu TREX1 a pacient s variantami v genu BRAT1, jedna se o
varianty v genech s AR dédicnosti.

Ze 112 gent v panelu byla patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianta
nalezena v 33 genech (29.5 % gentu v panelu). Varianty byly nejcastéji nalezeny v ge-
nech s autosomalné dominantni dédicnosti — 49 variant ve 22 genech. Nejcastéji
jsme nalezli patogenni nebo pravdépodobné patogenni variantu v genu SCNI1A (10
vyskytil), poté v genech SCN2A (6 vyskyti) a KCNQ2 (5 vyskyt). U gent s auto-
somalné recesivni dédi¢nosti jsme nalezli 9 variant v celkem 5 genech a u X-vazanych
gent jsme patogenni nebo pravdépodobné patogenni variantu nasli v 17 pripadech
a v 9 genech, kdy nejcastéji se jednalo o variantu v genu WDR/5.

Z celkem 72 pacientt, u kterych jsme nasli patogenni nebo pravdépodobné pato-
genni variantu, bylo mozné provést segregacni analyzu u 68 (71 variant). U zbytku
nebylo mozné ziskat vzorky DNA obou rodi¢t a proto nebylo mozné presné urcit
ptuvod zkoumané varianty (4 varianty u 4 pacientu).

Diky segregacni analyze bylo mozné uré¢it puvod 71 variant, kdy 52 (73.2 %) bylo
de novo vzniklych, 19 (26.8 %) variant bylo zdédénych od rodicu.

Vsechny varianty jsou pak uvedené v tabulce Tab. 4.1, kde uvddime souradnice
kazdé varianty, vysledek predikénich nastroji, dédi¢nost genu, ve kterém se nachazi,
ptivod varianty a jeji klasifikaci. V tabulce jsou uvedeny pouze varianty, které byly
hodnocené jako patogenni ¢i pravdépodobné patogenni.
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4.1 MPS panelu genii u pacientti s EE

Genomické Proteinové Predikce -
Gen RefSeq souadnice souradnice (SIFT, PolyPhen2,Clinvar) AP/AR DN/INH Kiasifikace

CACNATA NM_0011272211 ¢.13319826G>T AD DN P
CACNATA NM_0011272211 c.2663A>T p.GIn888Leu AD DN P
GABRB3 NM_0008145  G841A>G p.Thr281Ala D PD AD DN P
GABRG2 NM_0008163  G968G>A p.Arg323Gin D PD AD DN P
GRIN1 NM 0073273  .2443G>A p.Gly815Arg D PD P AD DN P
GRIN1 NM 0073273  c.1643G>A p.Arg548Gin T PD AD DN P
HCN1 NM 0210723  c.1189A>G p.lle397Leu T B AD DN P
KCNQ2 ~ NM_ 1721072  G.826A>C p.Thr276Pro D B AD DN P
KCNQ2 ~ NM_172107.2  ¢.1004C>G p.Pro335Arg D PD AD DN P
KCNQ2 ~ NM 1721072  701C>T p.Thr234lle D PD AD DN P
KCNQ2 ~ NM_172107.2  ¢.913_915delTTC p.Phe305del AD DN P
KCNQ2 ~ NM_172107.2 913 915delTTC p.Phe305del AD DN P
MEF2C ~ NM_002397.4  c.766C>T p.Arg256* AD DN P
PURA NM_005859.4  c.812_814del p.Phe271del AD DN P
SCN1A  NM 0012024351 G.1244T>A p.lle415Lys D PD AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.5384A>G p.Glu1795Gly D PD AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.4384dup p.Tyr1462Leufs"24 AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.1178G>A p.Arg393His D PD P AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.1525C>T p.GIn509* AD DN P
SCN2A  NM_ 0010401421 c2774T>C p.Met925Thr D PD AD DN P
SCN2A  NM_0210072  ©2291C>T p.Ala764Val T PD AD INH P
SCN2A  NM_001040142.1 c.5009C>T p.Thri862lle T PD AD DN P
SCN8A  NM_0141913  c.4921C>G p.Leu1641Val D PD AD DN P
SCN8A  NM 0141913  c2549G>A p.Arg850GIn D PD LP AD DN P
SCN8A  NM_ 0141913  c4850G>T p.Arg1617Leu D PD AD DN P
STXBP1 ~ NM_0031653  c.1654T>C p.Cys552Arg D B AD DN P
UBE3A  NM_130838.1 6.1149G>C p.Glu383Asp AD INH P
dup chr9 AD DN P
7sC1 NM_ 0003684  ©.1525C>T p.Arg509* P AD DN P
SCN2A  NM_021007.2  cA756C>T p.Arg1586Cys D PD AD DN P
GABRB3 NM_000814.5  G.863C>A p.Thr288Asn D PD AD DN P
SCN8A  NM 0141913  c4901C>T p.Ala1634Val D PD AD DN P
PRRT2  NM_ 1452392  c.883C>T p.Arg295Trp D PD AD  UNK P
SLC2A7  NM 0065162  c.1296C>A p.Tyra32* P AD DN P
STXBP1 ~ NM_0031653  c.1117_1118insGGG  p.Leu372_Ala373insGly AD DN P
STXBPT  NM 0031653  c.1060T>C p.Cys354Arg D PD AD DN P
KCNT1 ~ NM_0208222  G.1421G>A p.Arg474His D PD P AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.1702C>T p.Arg568* D PD P AD DN P
SCN1A  NM_001165963.1 c.602+1G>A P AD DN P
SCN1A  NM_0011659632 c.1738C>T p.Arg580* P AD DN P
SCN2A  NM_021007.2  c.668G>A p.Arg223GIn D PD P AD INH P
SCN1A  NM_001165963.2 c.1336C>T p.GIn446* AD DN P
SPTANT  NM_0011304382 c.6886G>A p.Ala2296Thr D PD AD DN P
SCN2A  NM 021007.2  .5624T>C p.Leu1875Pro D PD AD INH P
SCN1A  NM_0011659632 ©.3361G>A p.Glu1121Lys D PD AD INH P
ALDH7AT NM_0011824  c.1318-1G>C AR INH P
ALDH7A1 NM_001182.4  c518-14_518delinsCA AR INH P
SLC13A5 NM_1775503  c.425C>T p.Thri42Met D PD P AR INH P
TREX1 NM 0163813  .10621072del p.Leu354Phefs™22 AR INH P
TREX1 NM_ 0163813  c.1072A>C p.Thr358Pro T P AR INH P
TBC1D24 NM_001199107.1 c.1505dupG p.Ser503Ginfs*55 AR INH P
BRAT? NM_1527433  c.638dupA p.Val214Glyfs*189 P AR INH P
TBC1D24 NM_001199107.1 c.731C>T p.Ala244Val D PD AR INH P
BRATT NM 1527433 224 226del p.Phe75del AR INH P
CDKL5 ~ NM_0031592  c.2578C>T p.GIn860* XL DN P
CDKL5 ~ NM_0031592  G.46345G>A XL DN P
CDKL5 ~ NM_0031592  c.1247_1248del p.Glu416Valfs™2 P XL DN P
JQSEC2  NMO0011111252 c.3206G>C p.Arg1069Pro D PD XL INH P
MECP2 ~ NM_0049923  .1219_1229del p.AspA07Ginfs'25 XL UNK P
WDR45 ~ NM_0070753  c.654del p.Arg219Alafs"69 XL DN P
WDR45 ~ NM_0070753  ©.970_971del p.Val324Hisfs™17 XL DN P
WDR45 ~ NM_0070753  c511C>T p.GIn171* XL DN P
WDR45 ~ NM_0070753  ©.34444A>C XL DN P
WDR45 ~ NM_0070753  ©.343_344+2delAAGT  p.Lys115Aspfs'23 P XL DN P
NEXMIE ~ NM_001008537.2 ¢.553C>T p.GIn185* XL DN P
WDR45 ~ NM_0070753  c831-1G>A XL DN P
MECP2 ~ NM_004992.3  c1357C>T p.Arg453* P XL DN P
IQSEC2  NM_001111125.2 ¢.810_817dup p.GIn273Argfs™2 XL DN P
DEPDC5 ~ NM_001242896.1 c.752A>G p.Tyr251Cys D B AD  UNK LP
CACNATA NM_0011272211 c.184T>C p.Tyr62His T PD AD DN LP
CHD2 NM 0012713  2672C>T p.Pro891Leu D PD AD MF LP
78C2 NM_0005483  ©.2355 G>C p.GIn785His T PD AD INH LP
MECP2 ~ NM 0049923  ¢925C>T p.Arg309Trp D PO WS XL INH LP
PCDH19  NM_001184880.1 c.698A>G p.Asp233Gly D PD XL INH LP
MECP2 ~ NM 0049923  ¢.397C>T p.Arg133Cys D PD P XL INH LP

Varianty jsou serazené dle klasifikace, dédi¢nosti a dle genti, predikce: SIFT: D -
poskozujici (damaging), T -tolerované ; PolyPhen2: PD - pravd. poskozujici ,B
benigni ; ClinVar P - patogenni, LP - pravd. patogenni),dédi¢nost (AD, AR, a XL
pro X vazanou, DN udava de novo vznik varianty, INH variantu zdédénou, UNK
neznamy puvod, klasifikace jsou P - patogenni a LP - pravd. patogenni

Tabulka 4.1: Tabulka vsSech patogennich a pravd. patogennich variant nalezenych

u pacientu s EE
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4.1.2 Pravdépodobnost objasnéni EE v zavislosti na véku
pacienta p¥i prvnim zachvatu

V publikaci [Stanék et al. 2018] jsme prokézali souvislost mezi vékem pacienta pii
prvnim zdchvatu a nalezeni patogenni varianty (objasnitelnost). Analyza byla pro-
vedena u 151 pacientti, u kterych byl zaznamenan vék pri prvnim epileptickém za-
chvatu. Pacienti byli rozdéleni do 4 skupin podle véku pfi objeveni se prvnich epi-
leptickych zachvatti — do 4 tydnt véku, mezi 4 tydny a 12 mésici, po 12. mésici a
pred 36. mésicem a starsi nez 36 mésicu pri prvnim zachvatu Obr. 4.3.

U prvni skupiny, s prvnim zachvatem béhem prvnich ¢étyr tydni zivota, byla ob-
jasnitelnost témétr dvojndsobnd nez u ostatnich skupin (62 % u prvni skupiny proti
maximalné 35,8 %) a postupné s vékem nastupu epileptickych zachvati klesala. Tato
hypotéza byla testovana pomoci statistického Chi kvadrét testu, a vysledky byly sig-
nifikantni s p < 0.05.

100% -
38,1 %
75% -
64,2 %
889 % 84,4 % Objasnéni
50% - Neobjasnéno
. Objasnéno
25% -
35,8 %
11.1 % 15,6 %
)
0%-
Prvni 4 tydny 4t-12m 12m-36m  >36m
Kategorie

Obréazek prevzaty z prvoautorské publikace: [Stanék et al. 2018]

Obrazek 4.3: Prehled objasnitelnosti pri¢iny EE dle véku pri prvnim epileptickém
zachvatu pacientii skupin
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4.1.3 Vybrané publikované kazuistiky objasnéné pomoci MPS
panelem genu

4.1.3.1 Pacienti s novymi variantami v genu CDKL5 asociovanymi s EE

Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve ¢lanku [Neupauerova et al. 2017].

Prvnim pacientem byl 3 lety chlapec s nastupem epileptickych zachvatii ve ¢tyrech
tydnech zivota (zaskuby hornich koncetin a staceni hlavy, EEG v normé) s charakte-
rem typu infantilnich spasmii. S postupnym rozvojem tresu dolnich koncetin, staceni
o¢i a ziravym pohledem, poté vyvoj myoklonickych a tonickych zachvati. Od prv-
nich mésict zivota byl pozorovan regres psychomotorického vyvoje. V soucasnosti
(vék tii a pul let) neni pacient schopny kontrolovat pohyb hlavy, neni schopen sedu.

Vyhodnocenim dat z MPS panelem 112 genti byla u pacienta detekovana varianta
v genu CDKL5 (NM_003159.2) na pozici ¢.2578C>T (p.GIn860*) v hemizygotnim
stavu, ktera diive nebyla popsana a nema frekvenci v populacnich databéazich. Jde
o variantu predikujici predcasné zarazeni stop kodonu, méa tedy zavazny efekt, a
neprokazali jsme ji o obou rodicii, nejspise je tedy de novo vznikla.

Druhou pacientkou byla divka, které zachvaty zacaly v Sesti tydnech véku a byly
bilaterdlni tonické. Pacientka mé od pocatku opozdény psychomotoricky vyvoj a
vyraznou hypotonii. Psychologickym vysetienim byla diagnostikovana stredné tézka
mentalni retardace a poruchy autistického spektra. Zachvaty se postupné stavaly
komplexnéjsi asynchronéjsi s prerusovanou reaktivitou. Stav byl farmakorezistivni s
dobrou odezvou na ketogenni dietu.

U této pacientky byla detekovana varianta v genu CDKL5 (NM__003159.2) na po-
zici ¢.463+5G>A (g.18600075G>A) v nekodujici ¢asti genu (v intronu 7) v heterozy-
gotnim stavu, ktera dosud nebyla popséna jako pri¢ina epilepsie a nema frekvenci v
populacnich databéazich. Variantu jsme neprokazali u zdravych rodi¢t pacientky, je
tedy nejspise de novo vznikla. Nalezena nepopsana intronova de novo varianta, byla
podezrela z alterace normalniho sestfihu mRNA. Proto bylo provedeno vysetfeni na
RNA trovni (sekvenovani cDNA, které prokazalo, aberantni sestiih mRNA s vyne-
chdnim exonu 7 (bez posunu ¢teciho rdmce pro mRNA tzv. in frame), schématicky
znazornéno na obrazku Obr. 4.4.
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Wild type

Exon 8

)
Exon 6 G|GTGAG ........................... TCCAG Exon7 G| GTAAG........cccoeivnnnen TTCAG
| ——

mRNA[ Exon 6 I Exon 7 I Exon 8 ]

Pacientka c.463+ 5G>A

)
EXON 6 G |GTGAG....orrrcrn TCCAG EXON7 G| GTAAA oo TTCAG|  Exon 8
J | R — | \S

mRNA [ Exon 6 I Exon 8 1

V prvnim pripadé wild type, v druhém pripadé alteruje varianta na pozici ¢.463+5
normalni sesttih, dochézi k intronizaci exonu 7
obrézek prevzaty ze spoluautorské publikace: [Neupauerova et al. 2017]

Obrazek 4.4: Schématické znidzornéni mechanismu aberantniho sestfihu mRNA s
vynechanim exonu 7

4.1.3.2 Jednovaje¢na dvojcata s novymi variantami v genu GABRB3
asociovanymi s EIMFS

Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve ¢lanku [Stérbova et al. 2018].

Jednovajecnad dvojcata byla prijata na novorozenecké oddéleni s poruchou popo-
rodni adaptace, od porodu byla pritomna hypotonie, byl pozorovan ties koncetin a
trupu. Epileptické zachvaty byly pozorovany jiz v prvnich dvou tydnech zivota (s
korelatem na EEG) a byly farmakorezistivni. S dal$im rozvojem byla u obou dvojéat
patrna mikrocefalie, facialni dysmorfismus, hypotelorismus, hypomimie, silné slinéni.

U obou pacientek bylo provedeno vysetfeni MPS panelu 112 genti asociovanych s
EE a u obou pacientek-sester byla prokazana varianta v genu GABRB3 (NM_ 000814.5)
na pozici ¢.841A>G (p.Thr281Ala) v heterozygotnim stavu, kterd dosud nebyla po-
psana, nema frekvenci v popula¢nich databazich a je hodnocena predikénimi né-
stroji jako patogenni. Variantu jsme neprokazali u zdravych rodici, je tedy nejspise
de novo vznikla, coz je typické pro priciny tézkych détsky epilepsii a jiné pacienty
s variantami v genu GABRBS3 [Mgller et al. 2017]. Fenotyp pacientek je velmi po-
dobny, jako u jinych dosud popsanych pacientii, u kterych byla detekovana varianta
na pozici ¢.767T>A (p. Leu256GIn) [Myers et al. 2016], jen zacatek epileptickych
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zachvatt je ¢asnéjsi nez u dosud popsanych pacientti. Obé tyto varianty se nachazi
v alfa-helixu a nejsou prili§ vzdalené (Obr. 4.5).

281 « 281

256 256—

M1 m2 M1 M2

I5mol view of the GABRB3 protein, downloaded on 2017-01-25 form: Based on Swiss-Pdb Viewer 4.1.0, analysis of the 4COF pdb file, downloaded on 2017-01-25 form:
http://www.rcsh.org/pdb/fexplore/jmol.do?structureld=4COF&opt=3&bionumber=1 http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4COF

(A)GABRBS3 je iontovy kandl, homopentamer, kazd4a transmembréanova jednotka se
sklada ze ¢tyr alfa-helixt (M1 az M4)

(B) Model alfa-helixi M1 a M2 wild-type. Pozice p.Leu256 je zvyraznéna (zluté) a
pozice p.Thr281 (fialové)

(C) Model alfa-helixi M1 a M2 s alternativnimi AMK na pozici p.Leu256Gln (zluté)
a p.Thr281Ala (fialové), obé zamény AMK zptsobuji formovani novych silnych vo-

dikovych vazeb
Obrazek prevzaty ze spoluautorské publikace: [Stérbova et al. 2018]

Obrazek 4.5: Model GABRBS proteinu

71



4.2 Vysledky z celoexomového sekvenovani

4.2 Vysledky z celoexomového sekvenovani

4.2.1 Porovnani bioinformatickych postupu

V soucasné dobé jsou v DNA laboratori pro analyzu dat z MPS vyuzivany tTi rizné
bioinformatické analyzy. Dva komercni nastroje — NextGENe (NG, SoftGenetics,
USA) a Surecall (SC, Agilent, USA) a volné dostupnd GATK workflow (GATK). Pro
vzajemné porovnani jsme vybrali jiz diive analyzovanou skupinu 24 pacientt s EE,
u kterych byla po neobjasnujicim vysledku z MPS panelu genti provedena analyza
WES dle sekvenacniho kitu SureSelect All exons V6 (Agilent, USA). Data byla
zanalyzovana pomoci vSech tii nastrojui, poté byla provedena anotace programem
ANNOVAR a nasledovalo manuélni filtrovani variant. Analyza byla navrzena tak,
abychom dokéazali porovnat vsechny metody na srovnatelnych datech, u kterych je
jiz znamy vysledek, proto jsme vybrali tuto skupinu, ktera obsahovala vzorky jak s
nalezenou kauzalni variantou, tak bez nalezenych kauzalnich variant.

Pro srovnani uvadime nejprve pocty variant v kazdém kroku manudalniho filtrovani
a dale distribuci jednotlivych variant u predikénich nastrojt vyuzivanych pii filtro-
vani. V nastrojich NG a SC bylo pouzito zakladni nastaveni bez tprav parametri,
pro GATK workflow jsme pouzili nastroje BWA-MEM, Picard a samtools pro alig-
nment a pro variant calling Haplotype Caller, ktery je soucasti baliku GATK, data
nepodléhala predfiltrovani. Vystupy z NG a SC byly pak spojené do jednoho VCF
souboru pro vSechny vzorky (24) pomoci nastroje VCFBreakCreateMulti, ktery je
soucasti baliku VCFTools [Danecek et al. 2011}, u GATK byly vyvoldny spolec¢né
z GVCF soubort (algoritmus JointGenotyping).

Postup pti manualnim filtrovani variant byl néasledujici:

1. Byly odfiltrovany varianty, které mély alespon jednu z frekvenci gnomAD
exome ALL, gnomAD exome NFE, gnomAD genome ALL, gnomAD genome
NFE vétsi nez 0.01

2. Byly odfiltrovany varianty, které se nachazi mimo exonové oblasti
3. Byly odfiltrovany varianty, které byly oznaceny jako synonymni

4. Byly hodnoceny varianty dle predikénich néstroju PolyPhen2-HVAR — hod-
nota: P (pathogenic), SIFT — hodnota D (damaging), MCAP — ¢iselnd hodnota
vétsi nez 0.025, ClinVar — Pathogenic nebo VUS, Intervar — predikce nebyla
jako benigni nebo bez predikce

5. Byly spocitany pocty variant splnujici podminky z bodu 4. a vzdy alespon 2
z b, poté 3 z 5 atd.

Tento postup je mirné upraveny oproti postupu, ktery aplikujeme pri hledani pato-
gennich variant. Zde byly pouzity tvrdé filtry na pfitomnost varianty v exonové ob-
lasti a na nesynonymni varianty pro porovnani poc¢tu variant. A to s cilem porovnat
efektivitu jednotlivych workflow. Priibéh filtrovani je zndzornén na obréazku Obr. 4.6,
dale uvadime prehled distribuci dat u vybranych predikénich nastroji Obr. 4.7.
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Vybrané predikéni nastroje: PolyPhen2 (hodnota P, pathogenic), SIFT (hodnota
D, damaging), M-CAP (vétsi nez 0,025), ClinVar (Pathogenic, VUS), Intervar (s
predikei, ne benigni) - filtrovani dle po¢tu splnénych podminek

Obrazek 4.6: Pocty variant v jednotlivych krocich filtrovani u vSech tii metodik
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PolyPhen 2 hodnoceni: B benigni, D poskozujici (damaging), PD pravdépodobné
poskozujici (probably damaging); Intervar a ClinVar hodnoceni: B benigni, LB prav-
dépodobné benigni (likely benign), VUS nejasny vyznam (variant of uncertain signi-
ficance), LP pravdépodobné patogenni (likely pathogenic), P patogenni (pathogenic)

Obrazek 4.7: Distribuce dat, dle po¢tu variant u kazdé metodiky, uvedeno u na-
stroju SIFT, PolyPhen2, Intervar a ClinVar

Z vysledki je patrné, ze GATK a SureCall vyvolavaji priblizné stejny pocet vari-
ant, to je zplisobeno vyuzitim stejnych algoritmi pro alignment. Cely proces manu-
alniho filtrovani se lisi v poctu variant jen velmi méalo a koné¢i s poctem 71 variant,
které jsou predikovany jako zavazné vSsemi sledovanymi nastroji. I ze zpétné analyzy
potvrzenych variant je patrné, ze obé tyto metody poskytuji srovnatelné vysledky
a diky tomu lze predpokladat, ze nami implementovana workflow poskytuje srovna-
telné vysledky s komer¢nim nastrojem.

Oproti tomu nastroj NextGENe, vyvolal témét o polovinu variant méné (75 tisic
proti 133 tisic u GATK a 176 tisic u SC), distribuce zkoumanych parametru jsou
pomeérove shodné s porovnavanymi metodami, pouze jsou nizsi hodnoty. Mensi po-
¢et vyvolanych variant je zptisoben striktnéjsim zakladnim nastavenim, které je ale
doporucené od vyrobce programu. Jedné se tedy o vhodny doplnujici nastroj k jed-
nomu z dvojice GATK a SC s tim, ze ndm muze diky jinym pouzitym algoritmtam
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pomoci odhalit jiné varianty. Vyhodou je pak u NG snadna analyza CNV pomoci
vestavénych nastroju.

Z 24 pacientl se nam podarilo objasnit pri¢inu EE u 8 z nich, proto dalsim krokem
srovnani bylo urcit, které postupy dokazi tyto nami diive potvrzené varianty nalézt.
Vysledkem je tabulka Tab. 4.2.

Varianta GATK SC NG
DHDDS  (NM_024887.3) c¢.110G>A (p-Arg37His) v v v
GABRB2 (NM_021911.2) ¢.895A>C (p.lle299Leu) v v v
HUWET (NM_031407.6) ¢.12195 G>C (p.Trp4065Cys) v v X
NARS2 (NM_024678.5) ¢.83_84del (p.Leu28GInfs*17) v v b 4
NARS2 (NM_024678.5) ¢.1339A>G (p.Met447Val) v v v
PPP2R5D (NM_0006245.3) ¢.1267_1270del (p.Leu423fs) v v X
SERPINIT (NM_005025.4) c¢.1174G>A (p.Gly392Arg) v v v
SLC1A4 (NM_003038.4) ¢.1370G>A (p.Arg457GiIn) v v v
UBTF (NM_014233.3) ¢.628G>A (p.Glu210Lys) v v X

Tabulka 4.2: Prehled 9 kauzalnich variant z 24 pacientt a jejich a jejich zachyt
pomoci bioinformatickych nastroju

4.2.2 De novo model pro hledani kauzalnich variant

Pti hledani pri¢iny onemocnéni pomoci WES vyuzivame 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 od jeho rodicti — tzv. Trio analyza. Diky tomu je pak mozné
vytvorit model, urc¢ujici pravdépodobny vznik varianty. Nelze tedy vzit data pacienta
a jeho rodi¢t a vyfiltrovat varianty, které jsou pouze u pacienta a ty pokladat za
de novo — je nutné modelovat pripady, kdy varianta napr. nemusela byt v nékterém
ze vzorkll vyvolana. Dale uvadime nékolik publikovanych piipadt, u kterych bylo
mozné pomoci de novo modelu (néstrojem DeNovoGear) urc¢it pfi¢inu onemocnéni.

4.2.2.1 Pacient s variantou v genu UBTF

Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve ¢lanku [Sedlackova et al. 2018].

Pripad popisuje 13 letého pacienta (chlapce), ktery se narodil zdravym rodi¢am.
Jeho motoricky vyvoj byl normalni (chtize bez pomoci v 13 mésicich véku), vyvoj
re¢i byl mirné opozdény (prvni slova ve véku 18 mésicti). Pfed ndstupem onemoc-
néni byly u pacienta horecky nasledované apatickymi stavy 3 tydny po ockovani (v
15 mésicich véku). Neurologické problémy zacaly ve dvou letech, kdy rodina uvadi
nestabilni chiizi a ¢asté pady pacienta. Kratce po nastupu motorickych potizi nésle-
dovala regrese mentalniho vyvoje, pacient ztratil verbalni schopnosti, izoloval se od
jinych déti, byl apaticky.

Béhem dalsich 6 mésicu doslo k progresi paleocerebelarnitho syndromu projevu-
jici se nestabilitou chiize, hypertonii, hyperreflexii a extrapyramidovym syndromem.
Magneticka rezonance mozku ve véku tii let odalila nespecifické zmény v bilé hmoté
s rozvojem periventrikularni a korové atrofie.
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Ve véku 6 let se u pacienta objevily a rozviji epileptické zachvaty (tonické, tonicko-
klonické a zachvaty bez motorickych projevii), od pocatku projevu byly zachvaty
farmakorezistentni. Vysetfeni EEG bylo provedeno ve véku 3 let s normalnim vy-
sledkem, od 6 let abnormalni zaznam.

V soucasné dobé ma pacient dva az tii zachvaty za hodinu. Od 11 let je vyzivovan
gastrostomii, je imobilni, bez schopnosti mluvy, s pozitivni emoc¢ni reakci na c¢leny
rodiny.

Po genetické konzultaci pacienta bylo indikovano sekvenovani pomoci MPS panelu
112 genti asociovanych s EE bez nalezeni kauzalni varianty Proto bylo pristoupeno k
dalsimu kroku, celoexomovému sekvenovéani vzorku pacienta a jeho obou rodi¢t (trio
analyza). Analyza néstrojem DenovoGear odhalila heterozygotni variantu v genu
UBTF (NM_014233.3) na pozici ¢.628G>A (p.Glu210Lys), ktera byla pfitomna u
pacienta a u rodi¢t nebyla detekovana. Tento vysledek byl potvrzen Sangerovym
sekvenovanim. V dobé prvni analyzy WES dat nebyla jesté popsana asociace genu
UBTF s onemocnénim, proto nebylo mozné piipad uzaviit (varianta neméla zadné
frekvence v popula¢nich databézich ExAC, gnomAD).

Po reanalyze, ktera je u neuzavienych WES ptipadt provadéna minimalné jednou
za 6 mésicu byly nalezeny aktudlni publikace [Toro et al. 2018; Edvardson et al.
2017] popisujici stejnou variantu v genu UBTF, u sedmi pacientt s velmi podobnym
fenotypem, ¢imz doslo k potvrzeni patogenicity varianty a uzavieni pripadu.

Dale byla provedena sekvenace exonu 7 genu UBTF Sangerovym sekvenovanim u
dalsich 112 pacientt s EE, bez dalsich nalez.

4.2.2.2 Pacienti s patogenni variantou v genu SETBP1 se syndromem
Schinzel-Giedion

Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve clanku [Neupauerova et al. 2018|.

Publikace popisuje dva ptipady pacientu s Schinzel-Giedion syndromem (SGS),
autozomalné dominantnim onemocnénim, zavaznym zpozdénim vyvoje a neobvyklou
facialni dysmorfii.

Prvnimu pacientovi je v soucasnosti 20 let, od narozeni byl pozorovan opozdény
psychomotoricky vyvoj. Ve trech letech véku byl schopny samostatné chiize, ve dvou
letech pouzival slabiky, ale verbéalni schopnosti byly ztraceny. U pacienta byl dia-
gnostikovan Lennox-Gastautiiv syndrom.

Epileptické zachvaty zacaly od 7 let, byly myoklonické a myoklonicko-astatické,
pozdéji doplnéné o tonicko-klonické a tonické (diagnéza Lennox-Gastautova syn-
dromu). VySetieni magnetickou rezonanci prokazalo difuzni mozkovou atrofii. V sou-
¢asnosti pacient nemluvi (vydavéa jen neartikulované zvuky), bez schopnosti chiize,
apaticky. Pacient ma klenuté celo, vyrazné nado¢nicové oblouky, hypetroficky jazyk,
ktery neustale vyplazuje, gotické patro, hypomimii.

Po genetické konzultaci pacienta bylo indikovano genetické testovani pomoci pa-
nelu MPS panelu 97 genii asociovanych s EE bez nélezu kauzalni varianty. Proto
bylo pristoupeno k dalsimu kroku, celoexomovému testovani pacienta a jeho obou
rodic¢t (trio analyza). Analyza nastrojem DenovoGear odhalila heterozygotni vari-
antu v genu SETBP1 (NM_015559.2) na pozici ¢.2601C>G (p.Ser867Arg), ktera
byla jiz publikovana v ¢élanku [Carvalho et al. 2015]. Jelikoz byl fenotyp pacienta
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shodny s pacienty v publikaci, byl diagnostikovan SGS.

Druhéa pacientka je divka ve véku jednoho roku, s facialni dysmorfii, mikrocefa-
lii, nadmérnou vzdélenosti oci, hirsutismem a exoftalmem. Po srovnani fenotypu s
predchozim pacientem byl klinickym genetikem diagnostikovan SGS, ktery byl na-
sledné potvrzen cilenym Sangerovym sekvenovanim ¢tvrtého exonu genu SETBPI,
vysledkem byla nalezend varianta ¢.2608G>A (p.Gly870Ser), kterou jiz byla diive
publikovand [Hoischen et al. 2010] jako patogenni varianta zpusobujici SGS. Otes-
tovanim rodic¢t byl potvrzen de novo vznik varianty.

4.2.3 Singleton model

4.2.3.1 Pacienti s dédicnou periferni neuropatii zpiisobenou variantami v
genu SBF2

Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve ¢lanku [Lassuthova et al. 2018].

Publikace popisuje vysledky sedmi rodin z péti stati, s AR dédi¢nou periferni
neuropatii typu CMT4B2. Celkem bylo detekovano 9 drive nepopsanych patogennich
variant v genu SBF2 (tfi missense varianty, tfi frameshift, jedna nonsense a dvé
splice-site varianty), vSechny varianty nebyly diive publikovany (s vyjimkou varianty
¢.134T>A publikované [Lassuthova et al. 2016a]).

Ve vsech uvedenych pripadech byl potvrzen AR typ prenosu heterozygotnich va-
riant od obour rodic¢t s vyjimkou varianty u probanda F-II:2, kdy byla detekovana
varianta ¢.1601-2A>G, zdédéna od otce, a varianta ¢.5232-10_5244del na druhé
alele genu SBF2, vznikla de novo.

V nize uvedeném schématu uvadime rodokmeny rodin s uvedenymi variantami a
lokalizaci variant v ramci exontt Obr. 4.8.

Co se tyce klinickych priznaka tak nejcastéji se CMT zptsobené variantami v
genu SBF2 projevuji nastupem na pomezi prvni a druhé dekady zivota, slabosti
dolnich koncetin, snizenim reflexti, rozpadem myelinu detekovatelnym biopsii nerv,
deformitami nohou. Ve vice nez 50 % pripadu doslo k rozvoji glaukomu, a v méné
nez 50 % pripadu k deformitdm rukou, ztraté sluchu ¢i skolidze.
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(A) Family A (Turkish) Family B (German) Family C (Turkish) Family D (Indian)
A-l1:1 A-l:2 B-1:1 B-1:2 C-1:2
p.Asp1768fs p.Asp1768fs p.Pro866fs p.Arg860* p.Asp431His
wild type wild type wild type wild type wild type
A-ll:1 A-l1:2 A-11:3 B-1I:1 B-II:2 C-lI:1 D-11:1
p.Asp1768fs p.Asp1768fs p.Asp1768fs p.Pro866fs p.Pro866fs p.Asp431His p.Arg60fs
p.Asp1768fs  wild type p.Asp1768fs p.Arg860* p.Arg860* p.Asp431His p.Arg60fs
Family E (Kurdish) Family F (Czech) Family G (Czech)
F-1:1 F-1:2 G-1:1 G-1:2
¢.1601-2A>G wild type p.lle45Asn p.lle45Asn
wild type wild type wild type wild type

H 0 [

E-Il:1 E-Il:2 E-II:3 F-11:1 F-Il:2 G-lI:1 G-ll:2 G-II:3
p.Leu893Pro p.Leu893Pro p.Leu893Pro wild type ¢.1601-2A>G p.lle45Asn  p.lle45Asn p.lle45Asn
p.Leu893Pro p.Leu893Pro p.Leu893Pro wild type  ¢.5232-10_5244del wild type wild type p.lle45Asn

m]
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(A) Rodokmeny vsech rodin s uvedenou variantou testovanych ¢lenu (B) Lokalizace
variant v ramci exont. Legenda: ¢tverec - nonsense a frameshift varianty, trojihelnik
splice-site varianty, krouzek missense varianty, obdélnik in-frame delece; ¢ervené va-
rianty uvedené v ramci studie, s vyplni varianty zptisobujici neuropatii s glaukomem
prevzato ze spoluautorské publikace: [Lassuthova et al. 2018|

Obrazek 4.8: Prehled rodin s pacienty s variantou v genu SBF2

4.2.4 Dalsi objasnéné pripady WES
Epileptické encefalopatie

— U probanda byla prokazéna de novo varianta v genu DHDDS (NM_ 024887.3)
na pozici ¢.110G>A (p.Arg37His) v heterozygotnim stavu, kterd byla jiz diive
publikovand [Hamdan et al. 2017] jako pric¢ina epileptické encefalopatie. Va-
rianta nema frekvenci v populacnich databazich a byla hodnocena jako pato-
genni predikénimi nastroji. Tuto variantu jsme neprokazali u rodici, je tedy
nejspise de novo vznikla.

— U probanda byla prokazana de novo varianta v genu SERPINI1 (NM__005025.4)
na pozici ¢.1174G>A v heterozygotnim stavu, kterd byla jiz diive publikovana
[Ranza et al. 2017] jako pfi¢ina progresivni myoklonické epilepsie détského
véku nebo neurodegenerace s Collinsovymi télisky. Fenotypové odpovida pri-
béh onemocnéni publikovanym pripadim. Pacienttv vyvoj probihal normalné
do 8 let véku, poté nastava regres s progresivni myoklonickou epilepsii. Vari-
anta nema frekvenci v populac¢nich databazich a byla hodnocena jako pato-
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genni predikénimi nastroji. Tuto variantu jsme neprokazali u rodici, je tedy
nejspise de novo vznikla.

— U probanda byla prokdzana de novo varianta v genu SCNSA (NM_014191.3)
na pozici ¢.5630A>G v heterozygotnim stavu, kterda byla jiz diive publiko-
vana [Anand et al. 2016] jako piic¢ina benigni familidrni infantilni epilepsie.
Je uvedena i v databazi ClinVar jako patogenni u ¢asné infantilni epileptické
encefalopatie, predikéni nastroje oznacily variantu protichtidné, v populacnich
databazich se varianta nenachazi. Tuto variantu jsme neprokézali u rodict, je
tedy nejspise de novo vznikla.

— U probandky byly prokézany dvé varianty v genu SPATAS5 (NM_ 145207.2)
v heterozygotnim stavu. Varianta ¢.2563C>T (p.GIn885*) nebyla dosud po-
psana jako patogenni, predikuje zatazeni predc¢asného stop kodonu a nema
frekvenci v popula¢nich databézich. Segrega¢ni analyzou byla prokazana u
zdravé matky v heterozygotnim stavu. Druha varianta na pozici ¢.394C>T
(p.GIn132*) jiz byla popsana jako patogenni, v publikaci [Puusepp et al. 2018]
byla oznacena jako pri¢ina opozdéni vyvoje, mikrocefalie, epilepsie a poru-
chy sluchu s AR dédic¢nosti, varianta predikuje zatrazeni stop kodonu a byla
prokézana u otce probandky v heterozygotnim stavu. Varianty jsou v pozici
trans.

— U probanda byla prokazéna de novo varianta v genu YWHAG (NM__012479.3)
na pozici ¢.170G>A (p.Argb7His) v heterozygotnim stavu, ktera nebyla dosud
publikovana ani neni pritomnéa v populacnich databazich, predikéni nastroje
ji hodnoti jako patogenni. Varianta predikuje zaménu vysoce konzervované
aminokyseliny za mélo odlisnou a je predikénimi programy hodnocena jako
zavazna - patogenni. Tuto variantu jsme neprokazali u rodi¢t, je tedy nejspise
de novo vznikla. Pro patogenicitu této varianty rovnéz hovoii publikace [Guella
et al. 2017], kterd se popisuje missense varianty v genu YWHAG jako pfic¢inu
epileptické encefalopatie s fenotypem podobnym jako je fenotyp u probanda.

— U probanda byla prokézana varianta v genu SLC1A4 (NM_003038.4) na po-
zici ¢.1370G>A (p.Argd57Gln) v homozygotnim stavu, kterd nebyla dosud
popsana jako patogenni. Diive ale byla popsana varianta postihujici stejny
kodon [Damseh et al. 2015]. Varianta je hodnocend predikénimi néstroji jako
patogenni, a v populac¢nich databéazich je uvedend pouze v heterozygotnim
stavu s frekvenci 0,002 %. Varianty v SLC1A/ genu jsou pricinou AR tézkého
neurovyvojového onemocnéni se zachvaty s riznymi stupni spasticity [Pironti
et al. 2018]. Varianta byla segrega¢ni analyzou potvrzena u obou rodi¢u v
heterozygotnim stavu v pozici trans.

— U probandky byla prokézana varianta v genu GABRB2 (NM_021911.2) na
pozici ¢.895A>C (p.Ile299Leu) v heterozygotnim stavu, ktera dosud nebyla po-
psana jako patogenni, nema frekvenci v populac¢nich databéazich a predikénimi
nastroji je hodnocena jako patogenni. V genu GABRB2 ale jiz byly popsany de
novo missense varianty zpusobujici vyvojové a epileptické encefalopatie [Ham-
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dan et al. 2017]. Tuto variantu jsme neprokazali u rodict, je tedy nejspise de
novo vznikla.

— U probanda byly prokdzany dvé varianty v genu NARS2 (NM_024678.5) na
pozici ¢.83__84del (p.Leu28GInfs*17) a ¢.1339A>G (p.Met447Val), v heterozy-
gotnim stavu. Ani jedna z variant neni uvedena v populacnich databazich a
nebyly diive popsany jako patogenni. Prvni varianta predikuje vznik predcas-
ného stop kodonu a druhé byla hodnocena predikénimi néstroji protichtudneé.
Segregacni analyza prokazala vyskyt varianty jednotlivé u kazdého z rodici,
jde tedy o varianty v pozici trans. Bialelické mutace inaktivujici a missense
jsou pri¢inou infantilni neurodegenerace CNS a poliodystrofie v¢ Alpersova
syndromu [Mizuguchi et al. 2017].

Dédicné neuropatie

— U probanda byla prokazana varianta v heterozygotnim stavu v genu NEFL
(NM_006158.4) na pozici ¢.967_978 (p.Arg323_Asn326del). Varianta neni
pritomna v populacnich databazich a zptisobuje in-frame deleci, podobné de-
lece jiz byla publikovana jako pri¢ina dédi¢né neuropatie. Varianta byla nale-
zena u podobné postizené matky a neni pritomna u zdravého bratra probanda.

— U probanda byla prokézana varianta v genu AIFM1 (NM_ 004208.3) na pozici
¢.134C>G (p.Pro45Arg) v hemizygotnim stavu, ktera je uvedena v populac-
nich databézich s nizkou frekvenci, predik¢ni nastroje ji hodnoti protichtidné.
V genu AIFM1 byly publikovany dalsi varianty zptisobujici axondlni polyneu-
ropatie [Sancho et al. 2017; Hu et al. 2017].

— U probanda byly prokdzany dvé varianty v genu SLC25A46 (NM__138773.2)
na pozici ¢.1208T>G (p.Leu403*) a ¢.1075G>A (p.Val359Met) v heterozygot-
nim stavu. Ani jedna z variant neni uvedend v populacnich databéazich, ale jde
o varianty zavazné. Prvni varianta zpusobuje vznik predc¢asného stop kodonu
a druha byla hodnocena jako patogenni predik¢nimi nastroji. Obé varianty,
v heterozygotnim stavu jsme prokéazali u podobné postizené sestry a jedna z
variant (p.Leud03*) byla prokdzana v heterozygotnim stavu u zdravé matky
(vzorek od otce neni k dostupny). Bialelické mutace v genu SLC25A446 byly jiz
drive publikovany jako pri¢ina autosoméalné recesivni atrofie zrakovych nervi
s axonalni polyneuropatii neuropatii [Abrams et al. 2015].

— U probandky byla prokézana varianta v genu ATP1A1 (NM_001160233.1) na
pozici ¢.620C>T (p.Ser207Phe) v heterozygotnim stavu, kterd dosud nebyla
popséana jako pric¢ina onemocnéni a nema frekvenci v populac¢nich databazich.
Varianta je hodnocena jako patogenni predikénimi nastroji. Heterozygotni pa-
togenni mutace v genu ATPIAI1 jsou nové popsanou pri¢inou dominantni
HMSN IT [Lassuthova et al. 2018]. Varianta nebyla prokdzana u udajné zdravé
matky:.

— U probandky byla prokazana varianta v genu KCNK9 (NM_ 001282534.1) na
pozici ¢.710C>A (p.Ala237Asp) v heterozygotnim stavu, kterd dosud nebyla
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popsana a nema frekvenci v populacnich databazich, predikéni nastroje ji hod-
noti jako patogenni. Varianty ve vedlejsim kodonu byly dfive publikovany jako
pti¢ina , Birk-Barel Mental Retardation Dysmorphism* [Graham et al. 2016].
Gen KCNK9 podléha imprintingu a je utlumen na paternalni alele, varianta
je zdédéna od otce, ktery je bez fenotypu. Vysledek byl publikovan v [Sedivé
et al. 2019].

4.2.5 CNV analyza

Pro testovani nastroje na detekci CNV jsme pouzili dva pripady, u kterych jsme jiz
drive potvrdili CNV nélez metodou MLPA. U prvniho pripadu se jednalo o pacienta
s hereditarni spastickou paraparézou, se sporadickym vyskytem v rodiné, u kterého
jsme nalezli heterozygotni variantu meénici sesttrih mRNA. Pomoci MLPA poté byla
detekovana delece tii exont 37 38 39 v genu SPG11.

Druhy pacient mél diagnostikovanu dédi¢nou, nesyndromovou hluchotu. U paci-
enta byla nalezena delece genu STRC' (a sousediciho genu CATSPER), s potvrzenim
metodou MLPA. Gen STRC mé pseudogen, jehoz sekvence se shoduje ve vice nez
99,5 %, proto se tento pripad ukédzal jako vhodny pro otestovani metod detekce
CNV.

K celému testovani jsme pristupovali ve dvou krocich, kdy prvni test byl proveden
v zékladnich nastavenich vSech nastroju tak, jak je uvedeno v dokumentaci, druhy
test pak probéhl s nastavenim radové vysSsi senzitivity vSech néstroju (pro detekci
maximélniho po¢tu variant).

Vysledkem analyzy néastrojem metaSV byl textovy soubor s CNV variantami,
kdy v zakladnim nastavenim bylo detekovano 240303 CNV a s maximalné senzitiv-
nim 293954 CNV, avsak bez detekce pritomné CNV v nami definovanych oblastech
zajmu — gentt SPG11 a STRC.

Tento vysledek byl pro nés signifikantni ze dvou duvodu. Algoritmy pro detekci
CNV u WES dat mohou poskytovat velké mnozstvi vysledkii a tudiz je nutné védét,
kde hledame. Navic v obou ptipadech byly pripady uzavieny na zakladé predpo-
kladu, zZe se jedna o deleci v genu spojovaném s onemocnénim, proto jsme vytvorili
nastroj na rychlou tvorbu virtudlnich paneli, pomoci HPO termin.

Druhym poznatkem bylo, ze zadny z otestovanych nastroji nedetekoval v nasich
pripadech ptritomné a diive prokdzané CNV. Jedinou vyjimkou byl nastroj CNVKkit,
ktery po mnohonasobném zvyseni senzitivity byl schopny detekovat CNV v STRC
genu. Ostatni nastroje ale nedetekovaly CNV, divodem mohlo byt:

— neuzpusobeni nastroje na WES data

— nekontinudlni pokryti kitu, kdy nastroje si neumi poradit s nepokrytymi misty
a ze se jednalo o prilis kratké, prerusované tseky

— nékteré nastroje nebyly rovnéz urcené pro detekci germinalnich variant, ale
pouze pro somatické varianty — ocekavaji jako vstup dva vzorky od stejného
pacienta

Cela analyza byla poté opakovana pomoci GATK v. 4, kdy jsme nejprve vytvo-
rili model ¢itajici 45 vzorku WES, sekvenovanych stejnou knihovnou (véetné dvou
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probandi zminénych vyse). Poté dochazi k vyvoldani VCF pro kazdy vzorek z mo-
delu. Na vysledné VCF byl aplikovan virtualni panel dle fenotypu - v prvnim pripadé
»opastic paraplegia HP:0001258* a v druhém pripadé ,,Sensorineural hearing impair-
ment HP:0000407%. Po vyfiltrovani souboru byly detekovany obé delece v souladu s
predchozimi nalezy, kdy skore (parametr QA) pattilo vzidy mezi deset nejvyssich v
souboru. Cely proces testovani je zobrazen na schématu nize (Obr.4.9).

Pozitivni kontroly ovéfené MLPA

oo\ [ eez
@ SPG11
CATSPER

metaSV GATK v4
/ germinalni CNV
analyza BETA pipeline
STRC | SPG11
. WES model 45 vzorka véetné
OVt ‘/ X 2 pozitivnich kontrol
CNVnator
Pindel X | X
Manta X | x
BreakSeq2 X | X
Lumpy b 4 X O O
WHAM X | X
BreakDancer X | X
metaSV:
normalni nastaveni: vyvolani VCF pro
240 303 CNV CNV u dvou vzorku -
maximalni senzitivita: PC1aPC2
293 954 CNV

aplikovani virtualniho panelu s HPO

| PC1 | HP:0000407 Sensor. hearing impairment |

| PC2 | HP:0001258 Spastic paraplegia I

CNV v pozitivnich
kontrolach byla
detekovana s
vysokou kvalitou
parametru QA

CNV v pozitivnich
kontrolach nebyla
detekovana

Pro porovnani byly vybrany nastroje metaSV (pribéh vlevo) a GATK 4 metodika
pro detekci germindlnich CNV v beta verzi, pozitivni kontroly, pro které byla analyza
provadéna jsou oznacena textové jako PC1 a PC2, a graficky ¢ervené.

Obrazek 4.9: Schéma testovani CNV nastroju
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4.3 Vysledky z celogenomového sekvenovani (WGS)

Zpracovani dat z celogenomového sekvenovani (WGS) znamena dalsi krok ve vyhod-
nocovani dat. K WGS pristupujeme nejcastéji u vybranych pacientu jejichz pred-
chozi analyza pomoci WES neodhalila kauzalni variantu. Pti analyze dat volime dva
pristupy k vyhodnocovani.

Prvnim krokem je analyza s BED souborem z WES sekvenovani, kdy ziskany VCF
soubor ma shodné parametry jako predchozi WES, s tim, ze drive nepokryté oblasti
(které jsou kédujici, ale nejsou pokryté designem) jsou nyni zahrnuty do analyzy a
je mozné detekovat varianty.

Pomoci WGS jsme ale schopni nalézt nové varianty, které u predchozich metod
nebyly detekovany. Béhem analyzy mtze dojit k nalezeni varianty v nové popsanych
genech, které diive nebyly s onemocnénim asociovany (nebo nebyly pokryté), nebo
muze byt kauzalita zptisobena zcela jinym mechanismem nez jsou klasické SNV nebo
CNV, prikladem mtzou byt strukturalni varianty.

V DNA laboratori jsme vyhodnotili celkem 33 WGS vzorku (ptehled v kapitole
Pacienti na obrazku Obr. 3.1), Sest pacienti s CMT, dva s EE a 25 s hluchotou. U
vSech jsme provedli obé analyzy (jak virtudlni WES, tak WGS). Dosud jsme vSak z
WGS nenalezli zadnou vysvétlujici kauzalni variantu — to mtze byt zptisobeno i tim,
ze jde u téchto pacientti o dosud neobjevené typy onemocnéni — v disledku zmén v
genech dosud nespojovanych s onemocnénim.
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4.4 Bioinformatické databaze

4.4.1 Databaze WES variant DNA laboratori

Celkem bylo vyvolano 300 111 variant ve 17512 genech, tyto varianty byly anotovany
nastrojem ANNOVAR pro doplnéni populacnich frekvenci a predikénich nastroju.
Vysledna frekvence dbAF ukazuje relativni vyskyt alely v celém datasetu. Median
alelické frekvence je 0,009 (coz odpovidd vyvolani 4 alel), pramér 0,110 (odpovida
ptiblizné 49 alelam).

V souboru bylo nalezeno 141 875 kodujicich variant. V této skupiné bylo vice nez
54 % variant oznaceno jako nesynonymnich (nejcéastéji missense varianty) a 42 %
variant jako synonymnich. Prehled variant dle jejich efektu je uveden na Obr. 4.10,
jak v ramci celé sekvence, tak i zvlast pro exonové oblasti (dle RefSeq).
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Obrazek 4.10: Piehledy typt variant podle lokalizace a predikovaného efektu

Dalsim krokem byla analyza poctu variant dle gent.

Na obrézku Obr. 4.11 niZe uvadime distribuci variant dle jednotlivych genu (poctu
exonovych variant na gen) modfe. Primérné bylo v kédujici sekvenci kazdém genu
vyvolano 8,1 variant (medidn 6), nejvyssi pocet vyvolanych exonovych variant byl
v genech TTN (474 variant), MUC16 (436 variant), MUC3A (311 variant) MUC6
(269 variant), dalsi geny jsou uvedené v obrazku.

Stejnou analyzu jsme provedli pro parametr varbp. Tento parametr mél v priuméru
hodnotu 0,005 to znamena 5 variant na tisic bazi (median 0,004). Vysoké hodnoty
(nad 0,08) byly zaznamendny u geni MUC3A (nejvyssi hodnota 0,118), ORSU!
(0,106) a MYO15B (0,098).
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Obrazek 4.11: Vyvolané varianty dle gent

4.4.1.1 Prezentace variant

Pro zpristupnéni databaze jsme zvolili dvé cesty. Prvni je privatni pro uzivatele
DNA laboratore, druhé je verejna. Hlavnim rozdilem je rizna dostupnost informaci.
Bézny uzivatel ziska pres webové rozhrani verejny pristup k databézi, ve které miize
vyhledavat varianty dle genu popt. podle genomické pozice. Ve vysledné tabulce je
pak vidét:

— nazev genu
— genomicka pozice
— referencni a alterovana baze

— frekvence v dbAF

funkce varianty (v rdmci celé sekvence i exonickd)

hodnoceni dle databaze ClinVar

frekvence v databazi gnomAD exome all
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— frekvence v databdzi gnomAD exome NFE (non-Finnish European)

V ramci DNA laboratore pak mizeme vyuzit anotacni skript, ktery ma pristup k
»pIné verzi“ databaze. Tim dokazeme ziskat informace o poctu pacienti, ktefi danou
variantu méli detekovanou v homozygotni ¢i heterozygotni formé a pak identifikac¢ni
c¢islo jejich vzorku. Tyto ¢tyri parametry nejsou dostupné pro vSechny uzivatele z
diivodu anonymizace a ochrany dat.

Pro prezentaci variant jsme zvolili jednoduché webové rozhrani, které umoznuje
pripojeni k rela¢ni databazi typu SQL. Uzivatel mé k dispozici jednoduché tex-
tové okno, kam zapisuje hledané udaje, vzdy jeden na tadek. Validnimi vstupy
jsou bud nazvy genu (vzdy jeden gen na fadek), popr. genomické pozice ve tvaru
,chr10:546421654“ (vzdy jedna na tadek). Po vyhledani pak uzivatel v tabulce vidi
varianty splnujici hledané parametry a ma moznost data déale prohleddavat popr. ex-
portovat do souboru. Databaze je pristupna pro prohlizeni pres webové rozhrani na
URL: prot2hg.com/variantbrowser .
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4.4.2 Databaze proteinovych domén prot2hg.com

Zpracovanim proslo celkem 42 371 proteinti, z nichz jsme vlozili do databaze 808 886
proteinovych domén (190 760 regiont a 616 126 sites). Regiony jsou priumérné dlouhé
315.6 nukleotidu a sites 7.3 nukleotidi, to znamen4, Ze vice nez 75 % databéze tvori
velmi kratké proteinové domény. Pro kazdy zdznam se v databazi nachazi nasledujici
informace: nazev genu, RefSeq ID (NP_ID a NM_ ID), mapovany fetézec (+ / —),
typ domény (Site/Region), nazev domény, mapovaci skére, genomické pozice a dalsi
zaznam, ziskany v NCBI databazi.

Uzivatelské rozhrani Dalsim krokem bylo zpristupnéni dat. Vytvorili jsme jedno-
duchou webovou aplikaci na adrese www.prot2hg.com, vytvorenou na bazi PHP
webového serveru s TwitterBootstrap HTML frameworkem (sadou ndstroju). Apli-
kace se pripojuje k MySQL databézi, ve které jsou ulozena data.

Hlavni stranka umoznuje anotaci jednotlivych variant po zadani jejich genomic-
kych soufadnic (je mozné zadat az 100 variant pro jednu anotaci). Aplikace pak
vypise ty domény, do kterych dand varianta spada. Druhou moznosti pro uzivatele
je stazeni celé databédze a to ve vice forméatech — JSON, SQL a CSV. V tomto pti-
padé je soubor vhodny k zakomponovani do vlastni bioinformatické pipeline, kdy je
pak mozné vyuzivat anotaci i na vétsi datasety.

Anotacni analyza Pro ovéreni spravné funkce databaze a zjisténi, jestli pozice
v proteinové doméné je pro analyzu NGS dat zajimava, jsme provedli anotac¢ni
analyzu. Pro tuto analyzu jsme vyuzili dva zdroje — s databazi gnomAD exome
[Karczewski et al. 2019], obsahujici vice nez 15 miliont variant s urc¢enou frekvenci
v populaci a databazi ClinVar [Landrum et al. 2016], kterd obsahuje i informace o
patogenicité variant. Tim jsme ziskali vlastni databazi variant s frekvenci v populaci
gnomAD__exome ALL a s jeji patogenicitou dle ClinVar databéze.

Tuto databézi jsme pak anotovali pomoci prot2HG a po anotaci jsme vypocitali
nasledujici parametry:

— Pocet unikatnich anotovanych variant

— Pocet unikatnich variant anotovanych do regionu a do site

— Pocet vzacnych variant (s frekvenci v gnomAD__exome ALL < 0.01)
— Pocet polymorfismu (s frekvenci v gnomAD exome ALL > 0.01)

— Pocet patogennich a pravdépodobné patogennich variant dle ClinVaru

Cilem analyzy bylo zjistit, jestli se poc¢ty vzacnych variant signifikantné 1isi ve sku-
piné anotovanych a neanotovanych variant a rovnéz pocet patogennich variant by
se mél lisit v obou skupinach. Pro statistické vyhodnoceni jsme pouzili Chi kvadrat
test nezavislosti.

Nulova Hy,hypotéza pro analyzu gnomAD dat predpoklada, ze na zdkladé popu-
lacni frekvence neni rozdil mezi poc¢tem vzacnych variant z gnomAD, které budou
spadat do oblasti domén (anotované) a které budou spadat mimo oblast domén
(neanotované).
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Po anotaci variant nachazejicich se v.gnomADu byl ur¢en pomér anotovanych a
neanotovanych variant. U vzécnych (frekvence mensi nez 1 %) variant bylo anotovano
do proteinové domény 32,4 % variant, u variant Castych v populaci (frekvence vétsi
nez 1%) bylo anotovano 23,2 % variant. Tento vysledek je signifikantni pti p blizic
se nule, proto muzeme hypotézu H,, zamitnout, mezi frekvenci mensi nez 1% a
lokalizaci uvnitt domény existuje vztah. Poméry jsou uvedeny na grafu Obr.4.12
casti A.

Nulova Hgp,hypotéza pro analyzu ClinVar dat predpoklada, ze neni rozdil mezi
pocCtem patogennich a pravdépodobné patogennich variant dle hodnoceni ClinVar,
které budou spadat do oblasti domén (anotované) a které budou spadat mimo oblast
domén (neanotované).

V tomto pripadé byly vysledky jesté presvédé¢ivéjsi nez pri vyhodnoceni dle gno-
mAD databaze. Z patogennich a pravdépodobné patogennich variant dle ClinVar
databéaze bylo 65,8 % variant lokalizovdno v proteinové doméné anotaci prot2HG.
U variant, které nebyly hodnocené jako patogenni / pravdépodobné patogenni dle
ClinVar databédze bylo anotovanych do proteinové domény 32,3 %. Tento vysledek
byl signifikantni pro p blizici se 0, mizeme hypotézu Hy, zamitnout, vztah mezi pa-
togenicitou dle ClinVar databaze a lokalizaci v proteinové doméné byl determinovan.
Poméry jsou uvedeny na grafu Obr.4.12 ¢asti B.
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Vzacné varianty v gnomAD (AF<0.01) Casté varianty v gnomAD (AF>0.01)

M Anotované [ Neanotované M Anotované [ Neanotované

ClinVar Patogenni ClinVar ostatni (nepatogenni)
a Pravd. patogenni varianty

M Anotované [l Neanotované M Anotované [ Neanotované

A) varianty v databdzi gnomAD, u vzdcnych variant bylo anotovano 32,4 % a u
Castych variant pouze 23,2 %

B) rozdil mezi patogennimi a ostatnimi variantami v ClinVar databdzi, u patogennich
variant bylo anotovano 65,8 % variant a u ostatnich pouze 32,3 % variant

Obrazek 4.12: Poméry anotovanych a neanotovanych variant
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4.4.3 Databaze variant spojenych s CMT
Tato kapitola shrnuje vysledky publikované ve ¢lanku [Saghira et al. 2018].

V prvotni fazi bylo v databazi celkem 3809 variant v 82 genech. Nejvice variant
bylo v genu GJBI1 (720 variant), medidan byl 16 variant v genu. Celkem byla pouzita
data 4558 nepribuznych rodin, 2244 heterozygotnich jedinct, 528 homozygoti a
301 slozenych heterozygoti.

UzZivatelské rozhrani Webové rozhrani je pifstupné z URL'zde mtZzeme hledat
varianty dle genu (je mozné vybrat i vice gent najednou), typ varianty a zdroj
odkud byla varianta ziskana.

Rozhrani zobrazuje rozprostfeni variant v ramci proteinu, kde je mozné vidét
nejen umisténi v sekvenci (osa x), ale i jestli varianta spadd do nékteré proteinové
domény, jeji ¢etnost (osa y) a barevné rozdéleni dle typu (missense, stop-gain, fra-
meshift. .. ), dalsi moZnosti je zobrazeni variant sefazenych dle frekvence v populaci
(ExAC MAF)[Karczewski et al. 2019].

Kazda varianta mé vlastni hodnoceni dle ACMG, vyjddrené poctem (1 az 5)
hvézdicek, dle klasifikace — benigni, pravdépodobné benigni, varianta nejasného vy-
znamu, pravdépodobné patogenni, patogenni. Registrovany a prihlaseny uzivatel ma
moznost pridavat varianty vyplnénim jednoduchého formulére — vyplni se varianta,
gen, typ varianty, jeji genotyp a identifikator jeji sekvence s tim, ze nakonec musi
byt jesté uvedeny zdroj Nahled webové aplikace je na obrazku Obr. 4.13.

'hihg.med.miami.edu/neuropathybrowser [online 16.10.2019]
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Page Size:
Variants 500 s
Filtered 431 of 3835 Total Variants
Gene |l variant |1 Protein Notation |1 M ion Type |1 i Links Data Source |1
» GIBL c.i1AST p.Metlileu Missense *ok Kok % Published Paper (1)
» GIB1 c.2T>G p.MetlArg Missense Yoo KK EJ Published Paper (1)
» GIB1 c.3G>C p.Metllle Missense * kK k ok EJ Clinical Report (1)
Published Paper (1)
» GIB1 c.3G>T p.Metille Missense * %k x Published Paper (1)
» GIB1 c.-6G>A 5'UTR * ok xxx Clinical Report (1)
» GIB1 c.6C>G p.Asn2Lys Missense %ok x [ Published Paper (1)
» GIB1 c.7T>C p.Trp3Arg Missense %o %ok w [ Published Paper (1)
» GIB1 c.7T>G p.Trp3Gly Missense ok Kok x [ Published Paper (1)
) GIB1 c.8G>A p.Trp3Ter Stop-Gained ok Kox w1 Published Paper (1)
» GJB1 c.8G>C p.Trp3Ser Missense ok Kok x Published Paper (3)
Clinical Report (1)
» GIB1 c.8G>T p.Trp3Leu Missense KK AR E] Published Paper (1)
» GBI c.11C>A p.Thralys Missense ¥ %ok % % () Published Paper (1)
» GIBL c.13G>A p.Gly5Ser Missense ¥ %k %k () Published Paper (1)
> GIB1 c.14G>T p.GlySVval Missense * ok kA G Research Finding (1)
» GIJB1l c.-16-3C>G Splice Site ¥ %ok %k () Published Paper (1)

Nahorte grafické vyjadreni s poctem variant s pozici v sekvenci, dole seznam variant
vcetné jejich typu, hodnoceni a zdroje dat
Obréazek z webové adresy: hihg.med.miami.edu/neuropathybrowser

Obrazek 4.13: Prehled genu GJBI v Inherited Neuropathy Variant Browser
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4.5 Nastroj pro virtualni panely

Nastroj pro virtualni panely genii je do velké miry univerzalni a je mozné ho aplikovat
na filtrovani variant v sirokém spektru aplikaci - pfi manualnim filtrovani WES dat,
WGS dat, pri vyhodnocovani CNV analyzy u WES/WGS dat (kdy ndm pomah&
snizit pocet suspektnich CNV). Pro demonstraci ,,u¢innosti* zde uvadime vysledky
filtrovani pti vyuziti datasetu in-house databdze WES variant ze sekce 4.4.1.

Pro demonstracni ticely jsme vytvorili dva virtualni panely dle ,,méné specifickych®
HPO termint, pro EE to byl termin ,,Seizures HP:0001250* a pro CMT to byl termin:
,Peripheral neuropathy HP:0009830%.

V pripadé EE se jednalo v soucasnosti o 1346 asociovanych genil s terminem
soeizures®, po vyfiltrovani souboru zbylo v oblasti genti (exony i introny) 281 866
variant (3,1 % puvodniho poc¢tu) a po omezeni pouze na kédujici oblasti zbylo 17076
variant (0,2 % puvodniho poctu).

V pripadé CMT se jednalo o 493 asociovanych gent s terminy , Peripheral neuro-
pathy*“. Po vyfiltrovani zbylo v oblasti geni (exony i introny) 82423 variant (0,9 %
puvodniho po¢tu) a po omezeni na exonovou oblast zbylo 6862 variant (0,08 % pu-
vodniho poétu).
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4.6 Sprava dat v DNA laboratori

V této kapitole je popsan nami navrzeny postup pro zpracovani dat, konkrétné krok
po kroku od prijeti dat po uzavieni pripadu, schéma zpracovani dat je uvedené na
obrazku Obr. 4.14.

skript pro pfesun soubori
N 1. provede kontrolu souborl (hash md5) porovnanim s reportem od
mov AN odesilatele dat
list report md5 2. dle souboru move_list.txt pfekopiruje ze slozky fastq_stazena_data
do WES_012018

fastq_stazena_data 3. vytvofi pro kaZdy vzorek viastni slozky
4. vytvori soubor filelist.txt pro odkazovani na soubory ve slozkach

)

N skript pro Alignment

fastgl| [fastq2 .
. vstupuji fastgl a fastg2

BWA-MEM vytvari BAM
samtools odstranéni duplikatt BAM

b bam bam remdup . X
M | remdup| [ BQSR . GATK rekalibrace algoritmem BQSR
5. BAM BQSR

WES_012018 1111 fastq

W

IS

2222 bam

)
)

GVCF| | VCF skript pro Variant Calling

. vstupuje BQSR BAM
. GATK HaplotypeCaller pro kazdy
_[; vzorek vytvofi GVCF soubor

vC 3. vyvolani variant z GVCF souboru pro
multi kazdy vzorek
4. ulozeni seznamu GVCF soubord pro
vef spole&né vyvolani variant

] f\_ 5. GATK JointGenotyping algoritmus -
filelis gve vyvolani variant spoleéné - vystup je
txt

vef

N -

3333

list multi VCF

Obrazek 4.14: Schéma spravy dat integrované v ramci DNA laboratore

Prvnim krokem je stazeni a kontrola integrity dat pomoci md5 souctu. U kazdého
prijatého FASTQ souboru je tato kontrola provedena. Kontrola probiha tak, ze u
souboru se vypocita tzv. md5 hash, coz je fetézec vygenerovanych znaki unikatnich
pro kazdy soubor. Takto vygenerovany retézec se porovnava s retézcem, ktery je
zaslan odesilatelem souborii. Pokud se fetézce shoduji, byl soubor dorucen beze
zmén, pokud se lisi, doslo k problému béhem doruceni souboru (stahovani, poskozeni
disku na kterém se soubor nachdzi). Kontrola pomoci md5 je vyhodnd v tom, ze i
velmi mald zména souboru znamena vygenerovani zcela jiného hash tetézce, ¢imz
tuto zménu odhalime.

Po kontrole dat se data ukladaji do interniho systému, ktery funguje na stromové
bézi (slozky). K tomu slouzi presouvaci skript, jehoz vstupem je uzivatelem pred-
pripraveny soubor move_ list.txt, ktery slouzi k importu informaci a dat z NGS do
cilového adresare, soubor move_list.txt ma nasledujici format:

— dislo vzorku [xxxxxxx]|

— nézev slozky [xxxxxxx| (bez lomitek)
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— fastql [/fastq/xxxxx.fastq]
— fastq2 [/fastq/xxxxx.fastq]

— typ [GP, WES, WGS] - GP = panel genti, WES = celoexomové sekvenovani,
WGS = celogenomové sekvenovani

— nazev knihovny [GP_MMRRRR / WES_MMRRRR]| - MM znaé¢i mésic a
RRRR rok sekvenace

Data se pak presouvaji dle nasledujicich pravidel:
— korenovy adresar data, obsahujici vSechny knihovny NGS dat

— obsah korenového adresare:
— skripty pro analyzu dat
— jednotlivé slozky knihoven NGS dat
x kazda slozka je pojmenovana dle nasledujiciho klice:

TypKnihovny MeésicRokZpracovani pi. WES 082018 — pro WES
data ze srpna 2018, nebo GP_ 012019 pro Panel EE z ledna 2019

obsahuji soubor filelist.tzt (popis nize)
obsahuji soubor gucf.list (popis nize)

obsahuji slozku vcf, ve které se nachazi multi VCF soubor, obsa-
hujici varianty vSech vzorkt, z dané knihovny

obsahuji slozku oznacenou ¢iselnym koédem kazdého vzorku, ta
obsahuje 3 podslozky, vcf, bam a fastq, kam se uklddaji jednotlivé
soubory béhem analyzy

Data jsou zpracovana pomoci ptipravenych skriptii v jazyce bash. Zakladni analyza
probiha ve dvou skriptech — prvni pro prevod z FASTQ do BAM souboru a druhy
pro prevod BAM do VCF souboru. Analyza probiha v ramci celé knihovny, kdy cesty
k soubortim jsou definovany v souboru filelist.txt, ktery obsahuje vsechny potrebné
informace o vzorcich v dané knihovné, méa nasledujici format, ktery je vygenerovany
béhem presouvaciho skriptu. Soubor filelist slouzi jako hlavni ,mapa‘“, podle které
probiha dalsi zpracovani dat, ma nasledujici format:

— dislo vzorku [xxxxxxx]

— celd cesta do slozky vzorku [/../../xxxx| (bez lomitka na konci)
— fastql [/fastq/xxxxx.fastq]

— fastq2 [/fastq/xxxxx.fastq]

— typ [GP, WES, WGS] - GP = panel genti, WES = celoexomové sekvenovani,
WGS = celogenomové sekvenovani

— nézev knihovny [GP/WES_MMRRRR| — MM znaé¢i mésic a RRRR rok sek-

venace
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— cesta do nadrazeného adresafe s daty [/../../all_data] (zde jsou uloZeny knihovny)

Druhym vstupem, nutnym ke zpracovani je parametr o odstranovani PCR duplikat.
Toto nastaveni se méni dle sekvenacniho kitu, nelze predem detekovat a proto ho
musi uzivatel definovat ru¢né, proto do skripta pro zpracovani NGS pomoci GATK
worfklow musi zadavat jako vstupni parametr kromé souboru filelist.txt i hodnota
strue“ pro odstranéni duplikatu (sekvenacni kit SureSelect) ¢i hodnota , false* (sek-
venaé¢ni kit Haloplex). Konkrétni kroky NGS analyzy pak jsou:

1. Vytvoreni souboru mowve_list.txt, ktery odkazuje na FASTQ soubory pripra-
vené k analyze

2. Po presunuti se v pracovnim adresari data vytvori slozka knihovny, kde je
soubor filelist.txt

3. Pokud se jedna o knihovnu s predpripravenym designem, je nutné nahrat BED
soubor do slozky a pojmenovat ho shodnym nazvem jako je slozka, s priponou

BED

4. Spousti se skript fastq2bam.sh, se dvéma vstupy — souborem filelist.tzt a hod-
notou true/false pro odstranéni/ponechéni PCR duplikdti, v tomto kroku
probiha alignment, tedy pritazeni sekvence vzorku k referencéni sekvenci hgl9

a) Prvnim krokem je vytvoreni souboru SAM algoritmem BWA-MEM, kdy
vstupuji FASTQ soubory, a idaje o vzorku — ¢islo, knihovna, typ, sekve-
nator, velikost sekvenac¢niho kitu

b) Néstroj samtools prevadi soubor SAM na typ BAM a vytvori jeho index
(BAI soubor)

¢) Pokud byla vstupni hodnota nastavena na ,true* dochéazi k odstranéni
duplikati pomoci nastroje samtools a picard

d) Dochézi k rekalibraci readt algoritmem BQSR v rdmci nastroje GATK
(pouzivand verze 3.8)

e) Vystupem jsou BAM soubory - puvodni, prevedeny ze SAM souboru,
. remdup.bam* soubor, s odstranénymi duplikaty a ,, recal.bam® s pro-
vedenou rekalibraci nastrojem BQSR — ten se pouziva pro dalsi analyzu

5. Probiha variant calling skriptem bam2vcf.sh, se dvéma vstupy — souborem
filelist.txt a hodnotou true/false pro informaci, pokud byly v predchozim kroku
duplikaty odstranény. Vyvolavani variant z BAM souboru probiha v nékolika
krocich:

a) Prvnim krokem je vyvolani variant algoritmem HaplotypeCaller v rdmci
nastroje GATK, na BAM soubor se aplikuje soubor BED s designem
pro nastaveni intervalu pro vyvolani variant, vystupem je GVCF soubor
obsahujici nejen varianty, odlisujici se od reference ale i bloky shodujici
se s referenci, kvili spolecnému vyvolani variant v ramci celé knihovny
v dalsim kroku, odkaz na umisténi se ulozi do souboru gvcf.list, ktery je
v kotenové slozce knihovny
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b) Dalsim krokem je vyvolani variant pro kazdy vzorek zvlast, vystupem je
VCF soubor obsahujici pouze varianty jednoho vzorku

¢) Po vygenerovani jednotlivych GVCF a VCF (vzorek po vzorku) dochézi
k vyvolani spole¢ného multi VCF v rdmci celé knihovny, kdy vysledkem
je VCF soubor obsahujici vSechny vzorky, vyhodou je, ze pfi spole¢ném
vyvolani (algoritmus JointGenotyping) dojde ke snizeni poctu systema-
tickych sekvenacnich chyb, pritomnych ve vice vzorcich knihovny. Vysled-
kem je multi VCF pripravené k dalsi analyze. U vSsech VCF soubort pak
probiha kontrola zarovnani doleva (Left Align) a rozdéleni VCF na SNP
a INDEL, vétsinou je ale pro dalsi analyzu vyuzivan nerozdéleny multi

VCF soubor

6. Dochazi k dalsimu zpracovani, které se lisi dle typu knihovny a individualnich
pozadavku (filtrovani, anotace, editace)

Tento standardni postup byl béhem vyuzivani nékolikrat modifikovan, doslo tak
k vytvoreni dalsich skripti:

— fastq2bam_ noBQSR.sh — vynechava rekalibraci readti, z divodu Setfeni
kapacity diskového tlozisté aplikovano na WGS data, rekalibrované soubory
jsou totiz priblizné 2 az 3 krat vétsi nez BAM soubory z predchoziho kroku
(uspora kapacity i ¢asu pri generovani)

— gvcf  2vef multi.sh — skript, ktery vytvari pouze multiVCF ze seznamu
GVCF souboru (soubor guvcf.list), hlavni pouziti je, pokud chceme vyvolat
spolecné varianty u vzorkt z vice knihoven, dojde k vytvoreni vlastniho se-
znamu GVCF souborii, z nichz je pak multi GVCF vygenerovano

— Sada skripti __nobed.sh — pro ucely analyzy v nastroji Ingenuity jsme se
rozhodli generovat VCF soubory bez omezeni BED souborem, proto jsme vy-
tvorili sadu skript s priponou ,,nobed“, korektné pracujicich bez pritomného
BED souboru, dalsi vyuziti bylo i u WGS dat, ktera z principu predpripraveny
design nemaji

— Sada skripti __strict.sh — tato sada funguje k provedeni analyzy jednotlivych
vzorku (nejcéastéji WGS), kdy nechceme zpracovdavat data z celé knihovny,
uzivatel pak musi pro kazdy béh skriptu provést ipravy a zadat absolutni cesty
k soubortim, vyuziti je hlavné u WGS dat, kdy spoustime celou analyzu vzorek
po vzorku, aby nedoslo v pripadé vycerpani volného mista k zastaveni celé
analyzy nebo v ptipadé reanalyzy jednotlivych vzorku (¢i zméné nastaveni).

Diky systému je dosazeno snadné orientace i ve velkém mnozstvi dat a diky indexaci
diskt na pracovnich stanicich je snadné dohledat dle ¢isla vzorku vsechny pottebné
soubory. VSechna data jsou pravidelné zalohovana minimalné na dvou mistech pro
ochranu pred ztratou dat. K tomu slouzi NAS tlozisté obsahujici 10 diskt s kapacitou
celkem 80 TB a mensi NAS tlozisté pro zalohu WGS se 4 disky a kapacitou celkem
24 TB.

Rovnéz jsou jesté zajistény dalsi zalohy hrubych FAST(Q dat, kterd maji velikost
do 4TB a ze kterych je mozné analyzu provézt znovu.
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5 Diskuse

S rozvojem genomiky a zejména masivné paralelniho sekvenovani se moznosti di-
agnostiky deédiénych onemocnéni znacné rozsitily a zlepsily. Je mozné objasnovat
i vzacnéjsi a velmi vzacné priciny dédi¢nych onemocnéni a objevovat stale nové
pri¢iny a typy onemocnéni. I presto se nam podaii objasnit pri¢inu onemocnéni
sekvenovanim panelem gent u ptiblizné ¢tvrtiny pacienti. [Stanék et al. 2018] N4~
slednym WES dokézeme objasnit pri¢inu onemocnéni u priblizné ttetiny zbylych
pacient u kterych sekvenovani panelem gent pri¢inu nemoci neodhalilo. [Eldomery
et al. 2017] Pokud do analyzy zafadime WGS, ziskavdme ,dalsi vrstvu® informaci
v podobé nekddujicich oblasti a moznosti hledani dalsich mechanismt vzniku one-
mocnéni. Presto je ale stdle nemozné u fady pacient nalézt pricinu onemocnéni, tedy
kauzalni variantu.

P1i hledani kauzality vyuzivame populacéni databaze, nasi interni ,in-house* data-
bazi, predikéni nastroje, které nam umoznuji anotaci a evaluaci variant do té miry,
ze jsme schopni presvédcive urcit pivodce onemocnéni. Jako dalsim efektivnim na-
strojem se ukazuji analyzy na zakladé propojeni fenotypu s onemocnénim, vyuzivané
pro vytvoreni virtudlnich paneli (podrobnéji v 4.5), pfi manudlnim filtrovani po-
moci databdze OMIM [Hamosh et al. 2005] nebo pfi pokrocilé prioritizaci variant
nastrojem Exomiser (podrobnéji v 3.2.6).

5.1 Klasifikace variant - kauzalita a negativni
vysledek

Prestoze MPS metody dokdzou objasnit vice nez 50 % vSech piipadu, stéle zbyva
velka cast neobjasnénych. Nalezeni presvédciveé kauzalni varianty je nékolika krokovy
proces, ktery zac¢ina objevenim varianty ve VCF. S variantou, kterd se jevi jako
patogenni, je ale nutné dale pracovat, abychom mohli vysledek potvrdit. Néasleduje
tedy krok sekvenace pomoci Sangerova sekvenovani jak pacienta, tak rodicl, kdy
ovéfujeme nepiitomnost varianty u zdravych rodicu (popf. pritomnost heterozygotni
varianty). U MPS panelu genti ndm takovy vysledek, pokud se jednd o patogenni
(dle ACMG), diive popsanou variantu, vede ¢asto k uzavieni pripadu - nalezli jsme
variantu v genu, ktery ma diive prokdzanou spojitost s onemocnénim a jsme si jisti
jeji pritomnosti u probanda.

U celoexomového sekvenovani je situace jina, protoze casto nalezneme vzacnou
variantu v genu, ktery jesté nemé asociaci s onemocnénim. Prestoze vidime, zZe va-
rianta spadd do mista (napf. proteinové domény), které by mohlo byt kauzalni pro
fenotyp, nemuzeme pripad uzaviit aniz bychom si byli jisti vysledkem. Obvykle ne-
zbyva nez vyckat s interpretaci dokud nejsou presvédrivé dikazy o asociaci mezi
variantou a fenotypem. Tento piipad nastal v pfipadé varianty v genu UBTF [Sed-
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lackova et al. 2018], kdy jsme nalezli variantu, kterou jsme pokladali za kauzalni,
ale nemohli jsme nase podezteni u jediného pacienta dédle potvrdit. K potvrzeni do-
slo az po publikovani studie [Edvardson et al. 2017], ktera variantu v genu UBTF
popisovala se shodnym fenotypem.

Dalsim pripadem, kdy od samotného sekvenovani vedla dlouha cesta k objeveni
nové priciny onemocnéni je ptripad ¢eské rodiny s CMT, kdy publikace nové priciny
CMT2 probéhla po 14 letech po prvni sekvenaci pacienta z rodiny. Celkem pak bylo
vysetfeno u ¢eské rodiny 18 pacient (z toho 11 postizenych). Diky mezindrodni
spolupraci v ramci platformy Genesis [Gonzalez et al. 2015], kterd agreguje WES
vzorky pacientii s CMT bylo mozné nalézt dalsich Sest rodin s variantami v genu
ATP1A1, ktery do té doby nebyl asociovan s CMT. V ramci mezinarodni spolupréce,
tedy bylo mozné identifikovat gen ATP1A1 jako pricinu CMT a tim uzavrit pripad
této rodiny. [Lassuthova et al. 2018]

Pokud ale analyza WES dat nenajde presvédc¢ivé kauzalni variantu, nelze z toho
usuzovat, ze se takova varianta ve vzorku nenachazi. Vysledek nelze oznacit za ne-
gativni. Takovy vysledek neznamend, ze pacient nemé zadnou variantu zptsobujici
onemocnéni, ale ze jsme v soucasnosti takovou variantu neidentifikovali. Data z WES
u kterych jsme nenalezli kauzalni variantu jsou reanalyzovana vzdy jednou za pul
roku, kdy je provedena nova anotace a u variant, které se zdaly v predchozich ana-
Iyzach ,podezielé” je provedena reserse na publikace, které by podobnou pricinou
onemocnéni popisovaly.

Dalsi moznosti, je aktivni hledani jiného pacienta se shodnym genotypem a fe-
notypem. Jak jsme ukézali vyse, mohou byt tyto iniciativy velmi uzitecné. V praxi
se vyuziva zejména portdl GeneMatcher!, ktery funguje jako sit vyzkumnych tymi.
Pomoci webového rozhrani lze zadat gen ¢i variantu, pro kterou hleddme dalsiho
pacienta (rodinu) a muzeme vidét, jestli uz varianta byla identifikovana jinym vy-
zkumnym tymem.

V pripadé, kdy nenalezneme zadny dalsi tym, ktery by mél korespondujici data, je
dalsi moznosti funkéni studie na modelovém organismu. V soucasné dobé funguje v
rdmci Evropské unie iniciativa SolveRD (URL?), ktera slouZi k propojovani vyzkum-
nych tymu s tymy provadéjici funkéni studie. Diky tomuto programu je tedy mozné
navazat spolupraci a pomoci funkéni studie ovéfit kauzalitu varianty. [Boycott et al.
2017]

5.2 MPS panelem genii u pacientti s EE, srovnani

Pro srovnani vysledkt naseho MPS panelu 112 genti asociovanych s EE jsme pouzili
tii studie s podobnym zamérenim: [Helbig et al. 2016],[Trump et al. 2016],[Kovel et
al. 2016]. Vysledky v publikaci [Helbig et al. 2016] koresponduji s nasimi vysledky,
objasnitelnost se pohybovala kolem jedné ctvrtiny az jedné tretiny pripadi, vétSina
variant byla de novo vzniklych a v publikaci byla rovnéz determinovana souvislost
mezi vékem nastupu onemocnéni s objasnitelnosti - jak uvadime ve vysledcich, ob-
jasnitelnost je az dvakrat vyssi, pokud se epileptické zachvaty objevi béhem prvnich

Thttps://www.genematcher.org/ [online: 16.10.2019)
Zhttp://solve-rd.eu/rdmm-europe/ [online: 16.10.2019]
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¢tyt tydnu zZivota pacienta. NaSe vysledky jsou téz podobné s publikaci [Trump et
al. 2016], kterd ale méla nizsi objasnitelnost (18 % oproti 28 % u naseho panelu). V
posledni studii [Kovel et al. 2016], byl zvolen odli$ny ptistup, kdy do panelu gent
bylo zarazeno 351 gentu (tedy pfiblizné tiikrat vice). Takovy névrh panelu se ale
neukazal jako prilis efektivni, s 8% objasnitelnosti oproti ocekavanym 30 %. Névrh
vétsiho panelu muze pomoci objasnit pripady, kdy onemocnéni zpusobi varianta v
nepiilis zndmém genu (pro onemocnéni). Takovy panel je ale mnohem drazsi, po-
skytuje nizsi pokryti, protoze je vice vycCerpana kapacita panelu. Z tohoto divodu
se nam osvedcil postup, kdy prvnim krokem je sekvenovani panelem geni a WES
az ve druhém kroku.

[Trump et al. 2016]  [De Kovel et al. 2016]
11 2
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257
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28%
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8%
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Virtualni panel

46
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Gen s nejvice P/LP variantami
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KCNQ2, MECP2

SCN2A

SCNIA

Pocet genli s P/LP variantou

33

79

21
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76

108

71

29

Obrazek 5.1: Srovnani vysledki MPS panelu genii u pacienti s EE v DNA la-
boratoremi s dalsimi publikovanymi studiemi[Helbig et al. 2016],[Trump et al.
2016],[Kovel et al. 2016]
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5.3 MPS panelem geni vs WES

Sekvenovani panelem genti je pro nas prvnim krokem pri hledani pri¢iny onemocnéni
pomoci MPS. Vyhodou panelu je jeho snadné tuprava dle nasich pozadavki. Toho
vyuzivame jak u EE panelu gent, tak u panelu genti spojenych s dédi¢nou neuropatii.
Diky tomu je mozné reagovat na nové poznatky a v pripadé identifikace nového genu
takovy gen do panelu pridat. Naopak geny, u kterych jsme zadné varianty nenalezli je
mozné nahradit. Napiiklad u panelu genti spojenych s dédi¢nymi neuropatiemi jsme
navrhli 6 riznych verzi, zacinali jsme s 59 geny, a pres 64, 69, 78 jsme dosli az k 103
gentum. Udrzovat panel aktualni je dulezité, pridanim gentt ATP7A, COX6A1 nebo
DYNC1HI se ndam povedlo identifikovat kauzalni varianty pro dédi¢né neuropatie,
které bychom v predchozich pripadech neidentifikovali, pokud bychom nepristoupili
k WES.

Dalsi otazkou, kterou je potieba objasnit je, pro¢ vlastné vyuzivat panel genti a ne-
pristoupit rovnou k WES s aplikaci virtudlniho panelu na vybrané geny. Panel genti
nam umoznuje ziskat informaci o sekvenci pacientovy DNA fadové vyssi hloubkou
¢teni proti WES a spravné navrzeny design panelu poskytne témér 100% pokryti
nami sledovanych oblasti. Pro priklad, u naseho panelu, ktery pokryva 482 648 bazi,
zustava priumérné 48 nukleotidi nepokryto. U celoexomového sekvenovani dosahu-
jeme u dobfe nastaveného designu k pokryti 98%. To znamen4, Ze z 50 390 061 bazi je
nepokrytych 1007 801, které mohou spadat do oblasti naseho zdjmu. Naopak pokud
bychom chtéli misto MPS panelu genti provadét Sangerovo sekvenovani, tak by to
znamenalo provést (v idealnim pripadé, kdy na kazdy exon provadime jen jednu sek-
venaci) tisice sekvenaci - i pokud bychom vybrali pouze geny, u kterych jsme nalezli
P nebo LP variantu (33 genti) - jednalo by se o 8481 Sangerovych sekvenovani.

Sekvenovani panelem gent preferujeme jako prvni krok pii MPS i z etického hle-
diska, kdy se fidime doporuc¢enim ESHG [El et al. 2013]. Dle doporuceni bychom se
meli zamérovat pouze na oblast, kterd byla dfive asociovana s hledanym fenotypem.
Nikoli zvolit ,hunt for everything®* ptistup, tedy za kazdou cenu nalézt zajimavou
variantu asociovanou s nasim zajmem.

Pokud vyhodnocujeme data z MPS, setkavame se s desitkami tisic variant, které
jsou asociované s tisici fenotypy. Pro priklad miizeme uvést hypervariabilni geny, se
kterymi jsme pracovali v ramci in-house databédze variant — u nékterych genti mame
stovky asociovanych fenotypt. Jde o geny, ve kterych jsou varianty velmi casté, z
takového vysledku pak nelze usuzovat zadné zaveéry.

Naopak, pokud u WES dat nalezneme patogenni variantu zpusobujici zavazné
onemocnéni v pozdéjsim véku, muze byt takova informace pro pacienta velmi diile-
zitd. Je ale nutné vzdy preferovat a respektovat volbu pacienta, jestli chce takovy
vysledek znat. S takovym pristupem dokazeme zajistit maximalni bezpecnost pro
pacienta a zabezpeceni jeho dat.
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5.4 In-house databaze DNA variant z WES

Pro dalsi analyzu jsme varianty rozdélili do nékolika t¥id, dle vztahu mezi frekvenci
v in-house databazi a gnomAD exome ALL databazi Obr. 5.2. Tridy jsme zvolili dle
nasledujiciho klice:

Trida Zkratka In-house frekvence | GnomAD frekvence Barva Podet

Vzacné v <Q,1 <0,01 cervena 171840
Vzacnélokalné VL <Q,1 >0,01 modra 56 697
Béznélokalné BL >0,1 <0,01 zelena 14782
Korespondujici K inhousedbAF =gnomAD £ 0.2 oraniova 55453
Nejasny vztah NV ostatni pfipady, nelze odvodit vztah Seda 1339

Tabulka 5.1: Tridy variant dle vztahu mezi frekvencemi in-house databaze a gno-
mAD exome All databaze

@® vzécné @ in-house db <<gnomAD @ in-house db >>gnomAD in-house db ~ gnomAD nejasny vztah

0.75-

0.50-

Allele frequency in gnomAD exome ALL db

0.25-

m

0.00 025 050 0.75 1.00
Allele frequency in in-house db

0.00-

Bodové vyznacené varianty: cervené skupina vzacnych, potencialné patogennich va-
riant, zelené varianty s vysokym vyskytem v nasi subpopulaci a nizkym v gnomAD,
modre varianty s vysokym vyskytem v gnomAD a nizkym v nasi subpopulaci, oran-
zové varianty s frekvenci korelujici mezi databazemi, a Sedé spektrum variant u
kterych nelze jednoznacné urcit vztah

Obrazek 5.2: Srovnani frekvenci variant v in-house databazi s databazi gnomAD
exome ALL
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Nejvice variant jsme nalezli ve tfidach V a BL, tedy s hodnotami frekvenci v
databazi gnomAD mensi nez jedno procento. Pocet variant zarazenych do téchto
skupin je ovlivnén poctem variant s nulovou nebo prazdnou gnomAD frekvenci.
U interpretace téchto hodnot musime byt obezretni, prazdna hodnota v gnomAD
databazi v tomto pripadé totiz nemda shodny vyznam jako nulova hodnota. Ackoli
pii vyhodnocovani NGS dat nam nepritomnost varianty v popula¢nich databazich
hovoti pro prioritizaci takové varianty, je v tomto pripadé nutné se zamyslet nad
puvodem nulové hodnoty. Neptitomnost hodnoty frekvence ma nejcastéji dvé priciny.
Prvni pricinou je, Ze pozice varianty nebyla pokryta sekvenac¢ni knihovnou, ale v
nasem pripadé jiz pokryta byla - v takovém pripadé dostavame nepresnou informaci,
varianta vypada dle frekvenci vzacné“, ale i tak mlze byt v populaci velmi casté,
oproti tomu druhou moznosti je situace, kdy vyskyt varianty byl opravdu negativni,
v kohorté probandia gnomAD databéze byla pritomna pouze referencni alela, v tom
pripadé se jednd o ,false positive® variantu.

5.4.1 Rozdéleni variant do skupin

Varianty byly rozdéleny do tfid dle vyznamu. Cilem tohoto projektu nebylo hledani
patogennich variant u jednotlivych vzorki, ale hledani souborii variant se spole¢nymi
charakteristikami - proto doslo k rozdéleni do t¥id. Vytvoreni tfid ndm prinese dalsi
moznost filtrovani variant, napriklad varianty, které se vyskytuji v nasi populaci
castéji dokazeme odfiltrovat a tim snizit pocet variant pro manudlni filtrovani.

Trida V obsahuje varianty, které jsou vzacné dle frekvenci v obou populacich.
Vyskytuji se s frekvenci mensi nez 0,01 v gnomAD databéazi a 0,1 v in-house databézi,
takové varianty mohou mit patogenni potencial, jsou to pravé varianty, na které
cilime pri analyze dat a hledani pri¢in onemocnéni.

Ve tridé VL jsou varianty, které jsou vzacné v nasi populaci, ale jsou casté v
gnomAD databazi. Tato skupina variant nema pro urcovani pri¢in onemocnéni velky
vyznam, protoze jednim z prvnich parametra pri prirotizaci variant je filtrovani na
frekvenci v gnomAD. Skupina bude rovnéz nejvice zatizena chybou malého poctu
vzorkil - nelze zcela presné srovnat frekvenci mezi 222 pacienty v nasi databazi a
skupinou vice nez 120 tisic probandi v gnomAD.

Ve tridé K jsou varianty, jejichz frekvence jsou piiblizné stejné (rozdil do 0,2 ve
frekvenci) a zdroven nejsou ve tiidé P. Tato skupina variant neni pro dalsi analyzu
prilis signifikantni, vSechny tyto varianty totiz maji obé frekvence vysoké, a tudiz
by byly v rdmci hledani variant deprioritizovany. Varianty v této skupiné odpovidaji
evropské populaci. Podobny zavér lze udélat u skupiny NV, kdy opét jsou frek-
vence vysoké, ale navzajem nekorespondujici, jedna se ale o varianty, které nejsou
ve tfidach BL ani VL, tudiz jejich vztah mezi populacemi nelze urcit.

Trida BL je pro tento projekt nejzajimaveéjsi, protoze obsahuje varianty, které
jsou lokélné casté, ale pritom je jejich frekvence v gnomAD daleko nizsi. Tyto vari-
anty se v ramci nasi analyzy jevi jako specifické pro nasi populaci, odhaleni takovych
variant ndm napomaha k identifikaci moznych false positive variant - tyto varianty
bychom prioritizovali pti vyhodnocovani, ale jelikoz vime, ze jejich frekvence je vy-
soka, 1ze predpokladat, ze nebudou pri¢inou onemocnéni.
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Ve tridé BL se nachazi 14 782 detekovanych variant, tyto varianty se nachéazi v
289 genech. Pro prehled uvadime analyzu skupiny BL dle genti, predikce nastrojem
ClinVar a Intervar (ktery hodnoti variant dle ACMG specifikaci poskytnutych ve
VCF) na obrazku Obr. 5.3.
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A) pocty variant dle exonovych funkci

B) geny s nejvice vyvolanymi variantami v rdamci t¥idy

C) geny s nejvyssim pomérem variant na délku genu v ramci t¥idy

D) pocty variant pro jednotlivdi hodnoceni ClinVarem

E) poCty variant pro jednotlivd hodnoceni InterVarem (ACMG automatické)

Obrazek 5.3: Prehled variant ve t¥idé BL
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5.4.1.1 Asociace variant s fenotypem dle HPO

Pro asocia¢ni analyzu jsme vybrali geny, u kterych bylo nalezeno nejvice variant,
a které mély nejvyssi hodnotu varbp. U gent s nejvyssim poctem variant jsme pro
analyzu odstranili geny, které mély velmi nizkou hodnotu warbp, to totiz znacilo,
ze se jednd o geny, které maji vysoky pocet variant, ale zaroven jsou velmi dlouhé.
Kritérium pro odstranéni takovych genu byl 95. percentil (tedy hodnota 0,01) -
pokud mél gen varbp nizsi, nepokracovali jsme s takovym genem v dalsi analyze. Pro
asociacni analyzu v tomto pripadé bylo vyuzito 10 gent, které spolecné s dvaceti
geny s nejvyssim varbp tvori skupinu ,hypervariabilnich gent*.

Stejnym zplusobem jsme predfiltrovali geny z tiidy BL, zde byla hodnota 95. per-
centilu 0,013, pro asocia¢ni analyzu bylo vyuzito 14 gent doplnénych o dvacet genti
s nejvyssim wvarbp v BL tridé, tvorici dohromady skupinu ,,BL hypervariabilnich
genli®.

Postup vybéru gent uvadime v tabulce Tab. 5.2.

(A) Vsechny varianty (B) BL tfida

Gen Pocet varbp (95. percentil 0.01) Gene Pocet varbp (95. percentil 0.013)
TN 474 0,004389864 MUC16 66 0,001516405
MUC16 436 0,010017462 MUC6 63 0,008606557
MUC3A 311 0,118206005 MUC3A 40 0,015203345
MUC6 269 0,036748634 PABPC3 36 0,018987342
OBSCN 185 0,006910205 ARSD 25 0,014029181
AHNAK2 163 0,009374281 TAS2R43 25 0,02688172
MUC5B 142 0,008209042 PRSS3 24 0,026229508
CELSR1 130 0,014372582 GXYLT1 21 0,015873016
MUC17 127 0,009419967 PRSS1 20 0,025445293
PLEC 126 0,008964781 OR8U1 18 0,019354839
ZNF717 119 0,043351548 TAS2R46 18 0,019354839
LAMAS 118 0,010642136 CNN2 16 0,01611279
ZNF469 111 0,009357613 SHANK3 16 0,003051106
FCGBP 108 0,006659267 TAS2R30 16 0,016666667
SYNE1 108 0,004091839 ZNF717 15 0,005464481
PKDREJ 104 0,015380065 SLC25A5 14 0,015607581
OR8U1 99 0,106451613 OR4C5 13 0,013251784
PIEZO1 98 0,012952683 ESRRA 12 0,009433962
TRIOBP 98 0,013806706 MTCH2 12 0,013157895
DNAH17 97 0,007207609 TAS2R31 12 0,012903226

A) dvacet gent s nejvyssim poctem variant v celé databézi, ¢ervené geny, které byly
vylouceny pro dalsi analyzu, protoze vysoky pocet variant je kompenzovan délkou
genu, pro dalsi analyzu vyuzito 10 gent
B) dvacet genti s nejvyssim poétem variant ve ti¥idé BL, ¢ervené geny, které byly
vylouceny pro dalsi analyzu, protoze vysoky pocet variant je kompenzovan délkou
genu, pro dalsi analyzu vyuzito 14 gent

Tabulka 5.2: Tabulka gent s nejvice variantami, vybér pro asociacni analyzu

U dvou skupin genii — hypervariabilnich gent a BL hypervariabilnich genti jsme
provedli asociacni analyzu — seznam gent jsme anotovali pomoci HPO termini. V
tabulkach nize (Tab.5.3) je mozné vidét pocty asociovanych fenotypu s geny.

Z tabulky je mozné vycist, ze vétsina uvedenych gent je asociovana s desitkami
fenotypt nebo naopak s zadnym fenotypem. Vyjimkou je ale gen TRIOBP, ktery ma
asociaci pouze se tfemi HPO terminy - Severe sensorineura hearing impairment, AR
inheritance a Infantile onset - tyto fenotypy nelze ignorovat, protoze v nasi kohorté
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se nachéazi pacienti s hluchotou. Proto jsme provedli analyzu vsech variant (98),
které se nachazi v kédujici oblasti. Tyto varianty jsme profiltrovali a vyhodnotili,
jestli mohou byt kauzalni. Nakonec jsme zjistili, Ze vétsina variant se nenachazela
u pacientti s diagnostikovanou hluchotou. Vyjimkou byly tti varianty, které ale byly
detekovany u pacientt, kteri jiz maji znamou pri¢inu dédicné hluchoty. Jedna z
variant v genu TRIOBP méla zavazné predikce, jednalo se o stop variantu na pozici
chr22:38131357. Tato varianta ale byla detekovana u pacienta s CMT, ktery nema
se sluchem problémy.

Seznam vsech asociovanych HPO termint je uvedeny v Pfiloze I (z duvodu veli-
kosti).

(A) VSechny varianty (B) BL tfida
Geny dle poétu variant Geny dle varbp Geny dle poétu variant Geny dle varbp
Poéet nalezenych Poéet nalezenych Poéet nalezenych Poéet nalezenych
Sen HPO termind Sen HPO termind Sen HPO termind Cen HPO termind

MUC16 0 MUC3A 0 MUC3A 0 TAS2R43 0
MUC3A 0 OR8U1 0 PABPC3 0 PRSS3 0
MUC6 0 MYO158 0 ARSD 0 PRSS1 21
CELSR1 0 OR4C5 0 TAS2R43 0 OR8U1 0
SSPO 0 CHCHD10 83 PRSS3 0 TAS2R46 0
ZNF717 0 TAS2R43 0 GXYLT1 0 PABPC3 0
LAMAS 0 PRSS3 0 PRSS1 21 TAS2R30 0
PKD1L2 0 CELA1 0 OR8U1 0 CNN2 0
PKDREJ 0 HLA-DRB5 0 TAS2R46 0 GXYLT1 0
OR8U1 0 OR4A16 0 CNN2 0 SLC25A5 0
TRIOBP 3 KCNJ12 0 TAS2R30 0 MUC3A 0
PRSS1 21 SLC25A5 0 ARSD 0
HLA-DQB1 22 OR4C5 0 OR4C5 0
TPSAB1 0 MTCH2 0 MTCH2 0
OR4C3 0 TAS2R31 0
FAM71D 0 PSPH 24
MUC5AC 0 WDR89 0
HNRNPCL1 0 ESRRA 0
DEFB104A 0 CCDC144NL 0
HBB 89 TAS2R19 0

A) uvedené pocty HPO termini asociovanych s hypervariabinimi geny, nenulové
zluté
B) uvedené pocty HPO terminu asociovanych s hypervariabinimi geny ze skupiny
BL, nenulové zluté

Tabulka 5.3: Tabulka asociaci gentl s nejvyssim poctem variant s HPO terminy

5.4.1.2 Pouziti ,,in-house” databaze

Vyslednou databazi miuzeme v rdmci vyhodnocovani NGS vyuzit nékolika zptsoby.
Prvni moznosti je vyuziti alelické frekvence pro anotaci vSech variant. V tomto
pripadé je dulezité mit informace o skupiné variant ze tiidy BL - tedy o variantéch,
které maji velmi nizkou frekvenci v databazi gnomAD, ale naopak v nasi databazi
maji frekvenci vysokou. Takové varianty, ackoli by na prvni pohled mohly vypadat
podezriele, muzeme v ramci analyzy deprioritizovat. Béhem filtrovani variant rovnéz
muzeme pouzit vysledky analyzy dle genti, kdy geny, ve kterych jsou varianty velmi
¢asté (Obr.4.11) muzeme opét deprioritizovat.

Kromé toho lze databéazi vyuzit na principu ,,exome-wide association study“, kdy
dokazeme identifikovat skupiny variant, které jsou specifické pro nasi kohortu. Tato
informace miize prinést cenna data nejen pro nase analyzy, ale i pro dalsi védecké
skupiny v ramci regionu.
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Pro demonstraci praktického vyuziti databaze jsme provedli manudlni filtrovani
dvandcti novych WES vzorkt, které nebyly zahrnuty do in-house databéaze. Celkem
bylo vyvolano 109098 variant (prumérné 47 893 variant na vzorek).

Nejprve jsme provedli predfiltrovani:

— byly odfiltrovany varianty, které se nachazeji ve skupiné hypervariabilnich gent
- pocet variant se snizil o 1981 na 107 117 variant.

— byly odfiltrovany varianty, které byly v in-house databézi zarazeny do tiidy
BL - pocet variant se snizil o 12778 na 94 339

— bylo provedeno manualni filtrovani pro porovnani

Predfiltrovani souboru nam pomohlo deprioritizovat 14 759 variant (13,5 %). V nize
uvedeném schématu (Obr. 5.4) uvadime porovnéani srovnani i v dalsich krocich ma-
nualniho filtrovani — deprioritizace variant s vysokou frekvenci v gnomAD, ponechani
pouze exonovych a splicing variant a v poslednim kroku odstranéni variant, které
byly ve vice nez 3 vzorcich z 12 analyzovanych. Vysledkem bylo 7784 variant u
predfiltrovaného datasetu a 8 511 variant u datasetu bez predfiltru.

Druhou moznou aplikaci je vypocitané alelické frekvence v in-house databazi po-
uzit jako dalsi kritérium manualniho filtrovani — pokud bychom z datasetu bez pred-
filtru odstranili varianty s alelickou frekvenci v in-house databazi vyssi nez 0,025,
snizili bychom pocet variant na 7 325.

106



5.4 In-house databdze DNA variant z WES

WES
12 vzorku

Variant:

109 098

V praméru variant na
vzorek: 47 893

Odfiltrovant variant v listu "Hypervaribilnich gent"
QOdfiltrovano: 1 981 variant
Zbyva: 107 117 variant
V8echny varianty 15759 Predfiltrované varianty MU;I °] 245 = |
MUC3A-
109 098 13,5% 94 339 e =
PKD1L2 - 99
\/ \/ PRSS1. 1 gﬁ
\/ \/ OR8UL- 76
gnomAD exome ALL 12782 gnomAD exome ALL sseo- [ 70 ]
<0,01 <0,01 CELSRL 1 :672
ZNF717 -
30 947 41,3 % 18 165 waoas | 64 ]
mucsac- | 63 |
v v PRSS3 - 62
LAMAS - 61
KCNJ12- 59
func.RefGene 1481 func.RefGene TRiogP - [ 52|
exonic nebo splicing exonic nebo splicing MYO158- :lsz
9 287 15,9 % 7 806 TPSAB1 51
OR4C3- 44
\/ \/ TaszRa3 - [ 41
\/ \/ OR4A16- [ 38
PKDRE] - 36
vV méné neZ 3 vzorcich 727 vV méné neZ 3 vzorcich HNRNPCLL- [ 34 ]
z12 z12 ”“t:ffj %
N ]
85M 85% 7784 cHeHplo- [ ]10
FAM71D - :I 6
\/ \/ DEFBI04A- [] 6
HBB - S,
0 100 200 300
Qdfiltrovani variant v "BL tfidé"
Odfiltrovano: 12 778 variants
Zbyvé: 94 339 variants

Obrazek 5.4: Porovnani procesu manualniho filtrovani u predfiltrovaného datasetu
a datasetu bez predfiltru
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5.5 Databaze prot2HG

7 vysledkli anota¢ni analyzy je patrné, ze byly nalezeny signifikantni vztahy mezi
umisténim variant v doméné a jejich populacni frekvenci. Vzacné varianty se castéji
nachézi v oblasti proteinovych domén. To odpovida predpokladu, ze tyto oblasti jsou
konzvervovanéjsi nez jiné ¢asti genomu. Mzeme tedy predpokladat mensi variabilitu
v oblastech proteinovych domén.

Pro tuto analyzu jsme poklddali varianty jako vzacné, pokud jejich frekvence v
gnomAD databézi byla nizsi nez 1 %. Béhem zpracovani projektu bylo uvazovano o
zvyseni prahu na ultra vzacné varianty (,ultra rare“) s frekvenci nizsi nez 0,01 %,
vysledky se ale lisily jen nepatrné (proto nebyly prezentovany).

V pripadé patogennich variant z ClinVar databéaze je také vidét mozné souvislost
mezi patogenicitou a lokalizaci uvniti domény. Tyto vysledky mizou byt ovlivnény
systematickou chybou. Databaze ClinVar nema zadnou centralni autoritu, ktera by
kontrolovala spravnost dat, muze tedy dochézet k ,,preceriovani“ hodnoceni (uzivatel
vloZi variantu a oznadi ji jako patogenni, prestoze nema patogenicitu ovéfenou). Jako
alternativn{ zdroj by bylo vhodné pouZit databédzi HGMD Professional (URL?), kde
autorita pro posuzovani variant funguje. Tento zdroj ale neni t.¢. volné dostupny ke
stazeni a inkorporaci do analyzy.

5.5.1 Pouziti prot2HG databaze v praxi

Tento priklad byl prezentovan v ramci konference ASHG, poster uveden priloze G.

Pro demonstraci jsme vyuzili datasetu 60 diive potvrzenych kauzdlnich (pato-
gennich a pravdépodobné patogennich) variant pacientt s EE. Tyto varianty jsme
anotovali databazi prot2HG k urcenti, jestli se nachézi v oblasti proteinovych domén.

Z 60 variant byla u 43 (71 %) potvrzena pozitivni anotace na proteinovou doménu.
Z hlediska efektu domén se jednalo nejcastéji o regiony iontového transportu (ion
transport regions) — 14 variant, u 6 variant o transmembranové oblasti (transmem-
brane region) a u 5 variant o iontové kandly (ion-channel transmembrane region).
Vétsina variant byla propagovana do vice nez jedné domény (43 variant do celkem
93 domén).

Na tomto prikladu je patrné, ze anotace databéazi prot2HG nam miize pomoci
s hledanim kauzalnich variant u NGS dat. Pomoci detekce proteinovych domén a
jejich funkei, by mohlo dojit i k identifikovani novych, dosud nepopsanych gent a
urceni jejich asociaci s onemocnénim (napiiklad u EE).

5.6 Databaze variant spojenych s CMT - komentar k
projektu

Tento projekt vznikl v ramci mezinarodni spoluprace s Hussman Institute for Hu-
man Genomics v Miami USA, kde jsem byl na nékolika mésiéni stazi. Podilel jsem
se na navrhu databéaze a jeji implementaci. Kdy jsme zacinali se shromazdovanim

3http://www.hgmd.cf.ac.uk/ [online 16.9.2019]
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dat a jejich pripravou pred vlozenim do databéaze, dalsim krokem byl ndvrh a otesto-
vani uzivatelského rozhrani, kdy jsem dostal na starost proces manualniho pridavani
variant. Poslednim krokem, byla jiz diive zminénd pilotni faze databaze proteino-
vych domén, kdy pro prvnich 82 CMT gent, které byly pridany, jsme potrebovali
ziskat informace o jejich doménach a prezentovat je v ramci uzivatelského rozhrani.
Data byla ziskana z databaze NCBI, nami navrzenym skriptem a poté vlozena do
databaze. Vysledek projektu byl publikovan v publikaci [Saghira et al. 2018].

5.7 Zavedeni novych bioinformatickych metod do
DNA laboratore

Jednim z cilii této prace bylo zavedeni novych metod, umoznujicich zvysit objas-
nitelnost pripadi v DNA laboratori. Pro vyhodnocovani dat z MPS bylo v posled-
nich letech publikovino mnoho néstroju ¢i databazi, které nam pomahaji dosahovat
lepsich vysledka. V praxi je ale pravé otestovani nového nastroje a jeho pripadné
zalazeni do bioinformatické workflow klicovou fazi celého procesu.

Prvnim krokem je vybér spravného néstroje, kdy po precteni publikaci tykajicich
se tématu vybirame dle vlastniho uvazeni vhodny nastroj. Pii zavadéni CNV analyzy
jsme nejprve zvolili nastroj metaSV, ktery dle publikace mél byt pro nase pouziti
u WES dat vhodny. Ale jak praktické testovani néastroje ukazalo, ze aplikace neni
vhodné pro nase pouziti — urceni bylo spiSe pro detekovani strukturalnich variant
v ramci WGS dat. Proto jsme se rozhodli nalézt jiny nastroj. Je vhodné po urcité
dobé netispésného testovani nastroje zvolit jinou alternativu, v tomto pripadé CNV
nastroj z knihovny GATKA4.

V nékterych pripadech je nutné resit problémy i se samotnymi vyvojari. To byl
pripad nastroje pro detekci de novo variant ve WES - DenovoGear. Po aktualizaci
nastroje na nejnovéjsi verzi dochazelo k problému s paméti, kdy nastroj spotreboval
vSechnu pamét pocitace a analyza poté neprobéhla. Po 6 mésicich feseni s podporou
byla chyba opravena a néstroj byl znovu funkéni. Tento pripad je tedy dikazem
toho, ze ne vzdy musi byt chyba v analyze u uzivatele.

Zékladnim postupem pro vyhodnocovani variant z MPS dat je manualni filtro-
vani. Anotované VCF je filtrovano dle informaci z popula¢nich databazi (gnomAD,
ExAC), predikénich nastroju nebo dle efektu varianty. Tento postup nadale vyuzi-
vame pri filtrovani dat z panelu geniti, kdy neni potieba dalsich, pokrocilych metod,
nebot se pohybujeme v ramci genti asociovanych s onemocnénim.

Zcela odlisny postup jsme ale etablovali pro vyhodnocovani WES dat. Zde se sna-
zime kazdy vzorek vyhodnocovat zvlast a nevyuzivame pouze metod manualniho
filtrovani, naopak tento postup povazujeme za sekundarni. Prvnim krokem pii zpra-
covani WES dat je zpracovani pomoci bioinformatické pipeline, kdy ziskdme VCF
soubor, ktery pak vstupuje do dalSich analyz. Prioritni je tzv. Trio analyza, kdy je ce-
loexomové sekvenovani provedeno jak pacientovi, tak rodi¢um. Pti takovém postupu
pak hledame de novo varianty - pocet takovych variant se pohybuje v fadu jednotek
na pacienta. Vyhodnocovani Trio modelu nelze zpracovat pouze porovnanim vyvola-
nych variant u pacienta a jeho rodicti, je nutné aplikovat pravdépodobnostni model,
ktery zahrne i moznost nevyvolani varianty — z tohoto divodu vyuzivame néstroj

109



5.8 Perspektivy ve vyhodnocovani MPS / NGS dat

DenovoGear, pouzivajici jako vstup BAM soubor - tedy celou sekvenci pred variant
callingem. Pokud nenalezneme v ramci Trio analyzy kauzédlni variantu, nebo ne-
mame vzorky rodic¢u k dispozici, volime jiny postup pracujici pouze s daty pacienta.
Diky vhodné kooperaci vysettujicich lékaitt mame k dispozici kartu pacienta s dobte
popsanym fenotypem, fenotyp pak mtzeme zadat pomoci HPO termint do néastroje
Exomiser, ktery hleda varianty v genech asociovanych s nami popsanym fenotypem.
Tyto postupy jsou déle doplnéné manualnim filtrovanim alespon ze dvou zdroju -
GATK Pipeline a jeden z komerc¢nich néstrojiu (NextGene, SureCall).

K vyhodnocovani WES a WGS dat ale vyuzivame i dalsi zdroje informaci, jednim z
nich je in-house databaze variant, ktera nam poskytuje informaci o relativni frekvenci
varianty v ramci nasi kohorty. To je dilezité pro odstranéni nejen false positive
varianty zpusobenych chybou sekvenovani, ale i vyskytem variant, které jsou casté
v ramci nasi populace.

V ptipadé, ze ani tato analyza neodhali kandidatni variantu pristupujeme k de-
tekci CNV ve vzorku pomoci GATKA4 pipeline pro hledani germinalnich variant,
kde opét vyuzivame HPO terminy pomoci naseho nastroje pro vytvareni virtudlnich
paneli.

V soucasnosti tedy mame zpracovany postup, ktery ndm umoznuje produkovat vy-
sledky srovnatelné s celosvétovym méritkem co se tyce procenta objasnitelnosti pa-
cientii. Je ale nutné podotknout, ze jde o kontinualni proces, ktery je nutné neustéle
aktualizovat a prizptsobovat se novym trendim. Jako priklad lze uvést integraci
nového nastroje na detekci spliceovych variant SpliceAl, ktery pomoci strojového
uceni dokéze detekovat varianty ménici sestiih mRNA sekvence.[Jaganathan et al.
2019]

5.8 Perspektivy ve vyhodnocovani MPS / NGS dat

V soucasnosti se v celosvétovém méritku dari uréit plivod vzacnych genetickych
onemocnéni pomoci WES priblizné u 30 % ptipadu (ve vyjimeénych pripadech mo-
nogenné podminénych onemocnéni az 50 %). Aplikovinim poznatku dostupnych
v databazich jako je HGMD, ClinVar ¢i OMIM a pravidelnou reanalyzou drive nega-
tivnich vysledku (bez nalezené kauzalni varianty) se dafi objasnit pfiblizné 10-12 %
pripadu [Boycott et al. 2019].

Aby doslo ke zvysSeni téchto ¢isel, je nutné kooperovat v rdamci mezinarodnich
tymu. Kazdy tyden je na svété sekvenovano tisice exomi, ale vétSinou se jedna o
izolované studie. Pro dalsi vyvoj je zasadni, aby byla data z WES sdilena mezi
pracovisti, at uz pomoci ,,match-making“ platform jako je GeneMatcher pro hledani
tymi se stejnymi geny / variantami nebo seskupovanim do velkych konsorcii, kterd
budou vsechna tato data agregovat. Stéle je ale nutné zajistit a preferovat bezpeci
a soukromi pacienta a jeho prava.

Dalsim trendem je zpracovani celého procesu v outsourcovanych laboratotich —
v DNA laboratori v soucasnosti vyuzivame outsourcingu pri sekvenovani, kdy po
zaslani DNA vzorku pacienta ziskavame jeho sekvenci, s garanci kvality provedeni
sekvenace a cenou, které bychom nedosahli, ani pokud bychom sekvenovali u nas v la-
boratori. Lze predpokladat, ze tento trend bude nasledovat i dalsi krok — bionforma-
tickou analyzu, at uz to budou cloudové platformy TerraApp (diive FireCloud), které
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vyuzivaji obrovské vypocetni kapacity technologickych spolecnosti jako jsou Google
nebo Amazon a dokézi zpracovat WGS data za 5 dolari (cela GATK analyza ge-
nomu). Kromé toho zpracovani bioinformatickych dat zac¢inaji nabizet i spole¢nosti,
které poskytuji sekvenovani (pfesto, ze jde pouze o pouhou aplikaci predpriprave-
ného prostredi v TerraApp). Uloha bioinformatika se tedy bude spie posouvat od
zpracovani dat a hledéni jednotlivych variant do hledani sirsich souvislosti jako jsou
napiiklad GWAS (genome wide association) studie atd.

Prestoze WES tvoti majoritni ¢ast vsech MPS analyz, pro nékteré ptripady takovy
postup neni vhodny. Prvnim takovym prikladem miize byt mozaicismus. Detekovat
patogenni variantu v mozaice je velmi slozity proces, distribuce varianty ve vzorku
DNA se totiz lisi jak lokélné (v periferni krvi mize byt jind nez ve svalové ¢i nervové
tkéni). Nalézt tak presvédcivé patogenni efekt v mozaice vyzaduje velmi vysokou
hloubku ¢teni.

Celoexomové sekvenovani neni prilis vhodné pro hledani indelt (mensich deleci a
inserci), CNV ¢i chromozomalnich ptestaveb. Pro tyto genetické varianty je vhod-
néjsi vyuzit WGS. Celogenomové sekvenovani kromé téchto prestaveb dokaze iden-
tifikovat i varianty mimo kédujici oblasti, které maji patogenni charakter. Jsou to
varianty v oblastech promotorti, enhancerti, regulatornich sekvenci. U takovych vari-
ant ale byva velmi problematické potvrdit jejich kauzalitu. Predpoklada se, ze WGS
by oproti WES prineslo nalezeni kauzalni varianty v dal$ich cca 10 % pripadu. In-
terpretace nekodujicich variant by mohla pomoci objasnit zna¢né procento pripadi,
u takovych variant je ale proces urceni patogenicity velmi komplexni. Efekt neko-
dujici varianty lze pomérné snadno uréit u sestfihové varianty, ale v intronovych a
intragenovych oblastech se mohou vyskytovat dalsi poruchy, vzniklé jinymi mecha-
nismy nez jsou pouze SNV. Muze jit o poruchy regulace transkripce, ale i béhem
pozdéjsich tiprav post-trasnkripénich i post-translacnich.[Boycott et al. 2019]

Dalsimi metodami, které by mohly zvysit procento objasnitelnosti pripadi, jsou
metody zamérujici se na funkéni efekt variant. Napriklad metody transkriptomo-
vého sekvenovani umoznuji zjistit efekt sesttihovych nebo stop variant na vysledny
produkt — jestli dojde ke zvysSeni ¢i snizeni mnozstvi funkéniho proteinu. Pro de-
tekci poruch imprintingu jsou vyuzivany metylacni arraye, umoznujici zjistit alterace
v po¢tu imprintovanych genti nebo objasnit pripady uniparentalni disomie. Soucasné
metody se zaméruji hlavné na monogenné podminéna onemocnéni, dalsim krokem je
ale zahrnuti komplexnich etiologii do diangostiky, prikladem mohou byt tzv. ,,com-
mon epilepsies“, coz jsou epilepsie s mirnéjsim fenotypem, familidrnim vyskytem, u
kterych je predpoklddand pri¢ina polygenni s dalsim vlivy [Allen et al. 2017]. Mnoho
onemocnéni miize byt ovlivnéno ¢i dokonce zpusobeno enviromentalnimi vlivy, kdy
muze byt postizen pre nebo post natalni vyvoj plodu. Proto je dilezité se nezamérit
pouze na statickda datam ale vyuzit i dynamickych parametrii napt. lidského me-
tabolomu a dalsich multi-omickych studii. [Aref-Eshghi et al. 2018; Soellner et al.
2017]
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6 Zavér

Cilem disertacni préace bylo objasnovani pri¢in neurogenetickych onemocnéni analy-
zou dat z MPS pomoci modernich algoritmii. Cely projekt byl zpracovavan v rameci
pracovisté DNA laboratore Kliniky détské neurologie 2.LF a FN Motol. Zamérovali
jsme se na pacienty s neurogenetickym onemocnénim, zejména na tfi onemocnéni -
epileptické encefalopatie, CMT a dédi¢né hluchoty.

Souhrnem lze fici, ze hlavni cile byly splény:

1. Analyza MPS dat sekvenovanych panelem genti

— Navrzena metodika poskytuje rychlou a spolehlivou moznost identifiko-
vani kauzalnich variant pro onemocnéni sledovana v DNA laboratori.
Aplikace metodiky byla provedena u 257 pacientt s EE, kde jsme apli-
kovali panel 112 gent asociovanych s onemocnénim. U téchto pacientt
jsme identifikovali patogenni a pravdépodobné patogenni varianty v 28
% piipadi a provedli jsme dalsi analyzu variant - dle jejich puvodu (de
novo nebo dédéné) a dle dédi¢nosti genu (AD, AR, X-vazané). Déle jsme
provedli analyzu véku nastupu, kdy jsme prokazali vysokou objasnitel-
nost u pacientt s nastupem onemocnéni v prvnich ¢tyrech tydnech zi-
vota. Vysledky byly publikované v[Stanék et al. 2018]. Kromé toho jsme
publikovali dalsi dvé kazuistiky, jejichz objasnéni bylo dosazeno pomoci
sekvenovani panelem genti - [Neupauerova et al. 2017; Stérbova et al.
2018].

2. Analyza celoexomovych dat (WES)

— Pro vyhodnocovani WES bylo nutné nejprve metodiku navrhnout a otes-
tovat. Nejprve jsme porovnali jednotlivé bioinformatické postupy vyuzi-
vané v. DNA lab pro bioinformatickou analyzu a navrhli vhodnou kom-
binaci metod. Dale jsme zavedli metody pokrocilého zpracovani a ano-
tace variant, které nam umoznily identifikovat varianty, které bychom
metodou manudlniho filtrovani nenalezli. Jedna se o pokroc¢ilé filtrovani
pomoci HPO termint, kdy dochézi k asociaci fenotypu s geny. Rovnéz
bylo dilezité zavést a otestovat nastroje pro detekci de novo variant po-
moci Trio analyzy. Diky zavedeni nastroje DenovoGear do nasi workflow
jsme identifikovali de novo varianty, mimo jiné i kauzalni UBTF variantu,
publikovanou v [Sedlackové et al. 2018].

— Kromé zékladni workflow pro hledani kauzéalnich variant jsme rovnéz otes-
tovali mnoho nastroju pro detekci CNV, kdy jsme nejlepsich vysledki
dosahli vyuzitim workflow GATK 4 pro hledani germinalnich CNV.

— Diky témto metodikam se nam podafilo identifikovat kauzalni varianty v
mnoha dalsich pripadech, které jsou uvedené ve vysledcich.
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3. Analyza celogenomovych dat (WGS)

— Pro vyhodnocovani WGS jsme navrhli a otestovali kromeé klasické meto-

diky, vyuzivané pro WES i moznost analyzy v ramci cloudovych sluzeb.
Nakonec jsme se ale rozhodli data zpracovavat shodnou metodikou jako u
WES, kdy nejprve analyzujeme WGS data s omezenim na oblasti shodné s
WES a poté na oblast celého genomu. V soucasnosti po analyze 33 WGS
vzorkil jsme neidentifikovali zadnou kauzalni variantu, ale nalezli jsme
nékteré kandidatni varianty, které by mohly byt v budoucnu potvrzeny.

4. Databéaze variant z MPS

— (In-house) Databdze variant z WES - vytvorili jsme databéazi 222 WES

vzorki, obsahujici vice nez 300 000 variant. U variant jsme spocitali jejich
frekvence v nasi databazi a porovnali je s frekvencemi v databazi gno-
mAD. Tato databaze nam poskytuje prehled o alelické frekvenci variant
v nasi subpopulaci

Diky postuptim zavedenym pfi implementaci in-house databize mame
nyni moznost vytvaret flexibilni analyzy skupin a podskupin pacienti,
napt. lze velmi rychle spocitat frekvenci variant v dané podskupiné paci-
entl a porovnat s frekvencemi v celé in-house databazi.

Databéaze proteinovych domén prot2HG — vytvorili jsme databazi pro-
teinovych domén mapovanych na lidsky genom. Tuto databdzi miizeme
vyuzit pii anotovani variant, jak jsme ukazali, tak pritomnost varianty v
proteinové doméné miize byt dilezitou informaci pfi prioritizaci variant

Databaze variant spojenych s CMT — v rdamci mezindrodni spolupréce
jsme vytvorili databazi CMT variant na komunitni bazi, kdy uzivatelé
mohou sdilent varianty a informace u nich. Tato informace miize pomoct
pri potvrzeni kauzality variant.

5. Systém pro spravu dat a udrzovani databazového systému v DNA laboratofi

— V ramci reanalyzy vsech MPS dat, které byly t.c. v DNA laboratori jsme

navrhli systém pro spravu dat. Tento systém poskytuje prehlednou a
ucelnou formu reprezentace, tak aby byla vSechna data snadno dohleda-
telna. V soucasnosti jsou vSechna zpracovana data dostupnd, zalohovana
(alespon na dvou nezavislych zatizenich) a jsou k dispozici vSechny ¢asti
bioinformatické analyzy.
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7 Souhrn

V ramci diserta¢ni 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 geni jsme vyuzivali
na nasem pracovisti navrzeny panel gent, které jsou asociovany s onemocnénim.
Obecnou podminkou pro zatazeni genu do panelu jsou minimélné 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 pacientti s epileptickou
encefalopatii. Patogenni ¢i pravdépodobné patogenni variantu jsme nalezli u 28 %
piipadi (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 piivodu
varianty na de novo, zdédéné a s neznamym puvodem. Ze 112 geni 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 segrega¢ni analyzy bylo mozné urcit ptuvod variant u 68 pacientu ze
72. De novo vznik jsme potvrdili u 70,3 % variant. Rovnéz jsme prokazali spojitost
mezi vékem nastupu onemocnéni a objasnitelnosti — ta byla dvojnasobna v pripadé,
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 pacientii 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 vzorki pacienti s EE. Otestovali jsme bioinformatické
zpracovani tfemi zplisoby — GATK best practices workflow a dva komercéni néstroje
SureCall a NextGENe. Z vysledku vyplynulo, ze GATK a SureCall poskytuji oba
kvalitni vysledky a proto budou v DNA laboratori metodou prvni volby.

Pti 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¢i. Dalsi zpracovani pak probiha pomoci
nastroje DeNovoGear, ktery se ukazal jako optimalni pro hledani de novo variant
u pacientit 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 vyhodnocovani je tzv. Single-
ton model, kdy hledame pri¢inu onemocnéni analyzou pouze probandova vzorku.
V tomto pripadé jsme zavedli metodiku manudlniho filtrovani variant doplnénou
o vyhodnocovani pomoci asociaci genotyp-fenotyp nastrojem Exomiser (za vyuziti
HPO termini popisujicich fenotyp).

U singleton modelu uvddime spoluautorskou publikaci [Lassuthova et al. 2018],
ktera popisuje variantu v AR genu SBF2, kterd 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 diive potvrzenych pripadech CNV, k vyhodno-
ceni dat jsme rovnéz pouzili nastroj pro vytvareni virtualnich panelii, implemento-
vany na nasem pracovisti.

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

Prvni databézi je databaze variant vSech 222 WES vzorkt shroméazdénych v DNA
laboratori. Jednd 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 tiid, 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 databazi
lze vyuzit pfi manualnim filtrovani variant jako dalsi anotacni 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
gent z nasi kohorty a lokalné specificky castych variant.

Databaze proteinovych domén poskytuje informace o genomickych pozicich pro-
teinovych domén. Diky tomu dokdzeme pomoci anotace touto databazi urcit, které
varianty spadaji do proteinovych domén, coz muize predikovat patogenni riziko vari-
anty. Databéze je dostupna na URL www.prot2hg.com. Pro ovéfeni 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 ovérenych 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 spolupréce s pra-
covistém Hussman Insititute for Human Genomics v Miami (USA), jednd se o ko-
munitné vedenou databazi 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 databaze
(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 (presné definovand struktura ukladani), data
jsou zalohovana na zarizenich NAS a dalsich vzdalenych serverech a rovnéz diky
definované metodice nedochazi k redundanci ulozenych dat.
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8 Summary

The thesis “The elucidation of the causes of neurogenetic diseases by the MPS data
analysis using advanced algorithms” is focused on processing the massively parallel
sequencing (MPS) data from a gene panel, whole-exome sequencing (WES) and
whole-genome sequencing (WGS). The aim of the study was to develop a suitable
pipeline to evaluate at least 250 MPS gene panel data, 150 WES data and 20 WGS
data in order to improve molecular genetic testing of rare neurogenetic disorders.
Associated data management and database implementation is also described.

Targeted gene panel sequencing A custom-designed gene panel consisting of ge-
nes previously associated with the disease was used. In the Epileptic Encephalopathy
(EE) panel, two prerequisites need to be met for inclusion into the panel: the gene
has to have been published in at least two independent publications OR at least in
one publication but in multiple independent families. In the case of the EE panel,
112 genes were included. The targeted gene panel sequencing was then performed on
257 patients with EE. Pathogenic or likely pathogenic (according to ACMG criteria)
variants have been found in 28% of patients (72 out of 257). Further analysis of the
pathogenic or likely pathogenic variants was performed (76 in total); the variants
were grouped by gene and then the genes were grouped by inheritance and origin
of the variants. Out of 112 genes included in the custom gene panel, pathogenic
or likely pathogenic variants were found in 33 genes. According to the segregation
analysis, we were able to determine the origin of the variant in 68 patients out of
72. De novo origin was confirmed in 70.3% of variants. A relationship between the
age of onset of the epileptic seizures and clarification rate was also demonstrated;
the number of solved cases is almost two times higher in patients with onset of sei-
zures in the first four weeks of life [Stanck et al. 2018]. In addition, two co-authored
publications presenting case reports of patients with EE are included [Neupauerova
et al. 2017] and [Stérbova et al. 2018].

Whole exome sequencing (WES) For WES data analysis, three different bioin-
formatic pipelines were compared (GATK, SureCall, NextGene). Twenty-four WES
samples of EE patients were used as a test dataset. It was shown that the optimal re-
sults were obtained with both GATK and SureCall. Therefore, these two algorithms
were chosen to be the method of choice in the DNA lab.

Two main approaches (de novo and singleton model) were used for variant eva-
luation.

Based on the analysis of WES samples in Trio (proband and both parents), several
different tools were tested for the de novo model. The DeNovoGear tool produced
the best results for de novo variant detection and cases solved by using the de novo
model have been reported, [Sedlackovd et al. 2018] and [Neupauerové et al. 2018].
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The second option for WES variant evaluation is a singleton model. This analysis is
based on manual filtering followed by a genotype-phenotype association tool Exomi-
ser (using HPO terms describing the phenotype). The singleton model was used to
identify variants in the SBF2 gene — presented in the co-authored publication [La-
ssuthové et al. 2018]. We also describe some other cases solved by using proposed
methods.

At the end of WES chapter, the CNV analysis workflow is presented. At first,
we performed the analysis of available and suitable tools and finally we managed to
introduce an optimized methodology for germline CNV in WES data by using GATK
4 beta pipeline. We tested the methodology on two previously confirmed CNV cases
and with the GATK4 tool and the custom virtual panel tool (implemented in the
DNA laboratory) we were able to detect both of the CNV in the samples.

Bioinformatic databases The first database is a variant database of 222 WES
samples (all samples in our workplace). By using GATK, we detected 300,111 vari-
ants in 17,512 genes. For these variants we calculated their allele frequency in our
subpopulation, listed their type and performed gene analysis. The variants were divi-
ded into five classes according to their allele frequency in our database and compared
to gnomAD allele frequency. Further analysis of variants, that are more common in
our subpopulation rather than in the gnomAD, was performed.

The protein domain database is available at url: www.prot2hg.com. Here we in-
troduce a resource that addresses the question of whether a particular variant falls
onto an annotated protein domain. When applied to patient genetic data, we found
that rare (<1%) variants in the gnomAD were significantly more annotated onto a
protein domain in comparison to common (>1%) variants. Similarly, variants descri-
bed as pathogenic or likely pathogenic in ClinVar were more likely to be annotated
onto a domain. In addition, we tested a dataset consisting of 60 causal variants in
a cohort of patients with epileptic encephalopathy, and found that 71% of them (43
variants) were propagated onto protein domains (presented as a poster at the ASHG
conference 2018; poster is shown in the supplementary section; manuscript has been
submitted).

The Inherited Neuropathy Variant Browser is a database of CMT variants de-
veloped in an international collaboration with the Hussman Institute for Human
Genomics in Miami (USA). It is a community-driven database of CMT variants
where users can add, evaluate and share variants. The results of this project were
published in a co-authored publication [Saghira et al. 2018]. My role in the project
was to help to design the database structure, to load data into the database and
to implement the component that projects protein domain location onto the CMT
genes.

Data management The final aim of the thesis was to design a sustainable data
management for our DNA laboratory. Therefore, we designed a simple and clear
system allowing the long-term storage of data in an easily traceable form (precisely
defined tree structure). Data is backed up on the NAS devices and other remote
servers, and, with the defined methodology, we minimized redundancy of data and
maximized data safety.
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ASHG |American Society of Human genetics
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BQSR |Base quality score recalibration
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CNV [Copy-number variation
DN De novo
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HPO |Human Phenotype Ontology
HPO |Human phenotype ontology
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