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Abstrakt

Sekvenaéni techniky druhé generace vyznamné zvySuji testovaci kapacitu a stavaji se
podstatnou soucasti celého odvétvi klinické genetiky. Diky moznosti soucasného vySetfeni vice
pacientl na vice cili, umoznuji nahrazeni diive uzivanych molekularné diagnostickych metod,
kterym byla zejména Sangerova sekvenace. Prace popisuje zavedeni a zhodnoceni optimélniho
diagnostického pristupu zalozeného na vysokokapacitnim sekvenovani v diagnostice vzacnych
trombofilnich stavi — deficitu proteinu S (PS), proteinu C (PC) a antitrombinu (AT). Jedna se
pravdépodobné o prvni aplikaci metodiky vysokokapacitni sekvenace u genetického testovani

deficitu téchto pfirozenych antikoagulantli v Ceské republice.

Pro ptipravu amplikonovych knihoven a cilené sekvenovani byla vyuzita platforma Ion Torrent.
Na zaklad¢ definovanych indika¢nich kritérii byla selektovdna kohorta 31 pacientl. Pro deficit
PS (7), PC (13) a AT (11). V ramci téchto skupin pacientii byla zaznamenana mira detekce
mutaci 67,7 %, nejvyssi ve skupiné pacientl indikovanych pro deficit AT — 76,9 %. Bylo také
odhaleno Sest dosud nepopsanych poskozujicich variant — PROS1 c.1468delA (p.11e490fs) a
c.1931T>A (p.lle644Asn); PROC c.450C>A (p.Tyrl50Ter); ¢.715G>C (p.Gly239Arg) a
€.866C>G (p.Pro289Arg); SERPINC1 c¢.398A>T (p.GInl33Leu). Bylo také provedeno
porovnani variant ze tii riznych softwarti — Torrent Suite, lon Reporter a NextGene u 10
kontrol. Pro data generovana z platformy Ion Torrent se zdaji byt vhodnéjsi software od

stejného poskytovatele predevsim z diivodu kvalitniho odfiltrovani fale$né pozitivnich variant.

Pozorovany zachyt poSkozujicich variant je v souladu se zavéry publikovanych studii, které
vychézely zejména z Casové naro¢ného Sangerova sekvenovani. Popisovany diagnosticky
postup je tedy vhodny do klinické praxe. Jeho vyhodou je také zvySeni testovaci kapacity u této
pravdépodobné poddiagnostikované skupiny pacienti. Popsana metodika je navic vhodna pro

vyuziti u dalSich oligogennich panelt.

Klicova slova: sekvenovani DNA; vysokokapacitni sekvenovani; deficit proteinu S; deficit

proteinu C; deficit antitrombinu; mira detekce mutaci



Abstract

Second-generation sequencing techniques significantly increase testing capacity within clinical
settings and become an essential part of the entire field of clinical genetics. With the ability to
test multiple patients on multiple targets simultaneously, they allow the replacement of
previously used molecular diagnostic methods, which was primarily Sanger sequencing. This
paper describes the introduction and evaluation of an optimal diagnostic approach based on
high-throughput sequencing in the diagnosis of rare thrombophilic conditions - deficiency of
protein S (PS), protein C (PC) and antithrombin (AT). This is probably the first application of
high-throughput sequencing methodology in genetic testing for deficiency of these natural

anticoagulants in the Czech Republic.

The lon Torrent platform was used for the preparation of amplicon libraries and target
sequencing. A cohort of 31 patients was selected based on defined indication criteria. For PS
deficiency (7), for PC deficiency (13) and for AT (11). Within these patient groups, a mutation
detection rate of 67.7% was observed, with the highest rate in the group of patients indicated
for AT deficiency - 76.9%. Six previously undescribed damaging variants were also detected -
PROS1 c.1468delA (p.1le490fs) and c.1931T>A (p.lle644Asn); PROC c.450C>A
(p-Tyr150Ter); c.715G>C (p.Gly239Arg) and ¢.866C>G (p.Pro289Arg); SERPINC1 ¢.398A>T
(p.GIn133Leu). Variants from three different software, Torrent Suite, lon Reporter and
NextGene, were also compared for 10 controls. For data generated from the lon Torrent
platform, software from the same provider seems to be more suitable, mainly because of the

high quality filtering of false positive variants.

The observed detection of deleterious variants is in accordance with the conclusions of
published studies, which were mainly based on time-consuming Sanger sequencing. The
described diagnostic procedure is therefore suitable for clinical practice. It also allows to
increase the testing capacity in this probably underdiagnosed group of patients. The described

methodology is also suitable for use in other oligogenic panels.

Keywords: DNA sequencing; high-throughput sequencing; protein S deficiency; protein C

deficiency; antithrombin deficiency; mutation detection rate
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1 Uvod

Rozvoj sekvenacnich technik oteviel clovéku netuSené moznosti v poznavani genetické
informace organismt zijicich na Zemi. Umoznil podrobné studium jejich genomu a fylogeneze.
Téchto dovednosti je nyni vyuzivano od virologie, bakteriologie pfes studium genomu vyssich
organismu vcetné Clovéka, kde sekvenacni techniky umoznily pochopeni patogeneze celé fady

monogennich a polygennich onemocnéni, jejichz geneticka pficina zlstavala dlouho zdhadou.

Zavedeni sekvenacnich technik prvni generace bylo pralomové, teprve vSak sekvenacni
techniky generace druhé umoznily, pro svou vyznamné vyssi testovaci kapacitu a rychlost,
expanzi jak do vyzkumu celych genomd, tak do rutinni diagnostiky genovych paneld. Znacna
cast geneticky podminénych onemocnéni vyzaduje pro UspésSné urCeni kauzédlni genetické
varianty ptecteni sekvence vice gend. To nam tyto sekvenaéni techniky umoznuji, ale musime

si byt védomi jejich limitd a danou metodiku fadn€ optimalizovat pro nase potieby.

Téma této prace je spojeno se sekvenacnimi technikami druhé generace a jejich aplikaci do
klinické praxe. Prace podava piehled historie sekvenacnich technik se zaméfenim na
sekvenacni techniky druhé generace a algoritmy uzivané pii analyze dat ziskanych pomoci

masivni paralelni sekvenace.

rowr

V praktické ¢asti prace se zamétuji na aplikaci metodiky masivniho paralelniho sekvenovani
do vyhledavani vzacnych mutaci u trombofilnich stavii, kde byla metoda aplikovana a Gspésné
zavedena do klinické praxe na naSem pracovisti. Pravdépodobné se jedna o prvni aplikaci
metodiky vysokokapacitniho sekvenovani do vyhledavani vzacnych genetickych variant u

trombofilnich stavii v Ceské republice.



Cile prace:
Poskytnout ptehled vyuzivanych sekvenacénich technik

Popsat datovou analyzu

Demonstrovat zavedeni masivné paralelni sekvenace do klinické praxe pro vrozeny deficit

proteinu S, C a antitrombinu

Porovnani posuzovani variant (variant calling) ze tii bézn¢ uzivanych softwart



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Sekvenac¢ni techniky — historie

Zakladnim kamenem, ktery umoznil studium lidského genomu, byl vroce 1953 objev
dvouftetézcové struktury deoxyribonukleové kyseliny (DNA) skladajici se ze dvou purinovych
bazi: adenin — A; guanin — G a dvou pyrimidinovych bazi: tymin — T; cytosin — C (1).
Nasledovaly prace vedouci k rozlusténi genetického koédu organismu, které byly publikovany
po roce 1960 (2, 3, 4, 5). V tomto obdobi vsak nebyly znamy techniky, které by urcily poradi
bazi v polynukleotidové sekvenci fetézce DNA. Rozlusténi genetického kodu, znalost DNA
struktury organismiu a porozuméni mozné souvislosti zmény na tGrovni DNA sekvence

s ur¢itym fenotypem, akcentovalo dilezitost vyvoje sekvenacnich technik.

Prvni sekvenacni pokusy se zaméfovaly na pomérné lehce dostupné ribonukleové kyseliny
(RNA), ptedevsim transferovou RNA, mikrobidlni ribozomalni RNA nebo jednovlaknovou
RNA bakteriofagii. I pies nalezeni vhodnych RNA organismt a enzymi RNaz, umoziiovala
dostupna analyticka chemie ur€it pouze sloZzeni ne vSak potadi zkoumanych nukleotidi (6).
Prvni celou nukleotidovou sekvenci vytvofili za vyuziti dostupnych technik Holley et al. 1965
(7). Jednalo se o alanin transferovou RNA ze Saccharomyces cerevisiae. Ve stejném obdobi
Sanger et al. 1965 (8) vyvinuli revolu¢ni techniku zaloZenou na detekci radioaktivné znacenych
¢astecné nastépenych fragmentii po dvourozmérné frakcionaci. Dal$i adaptace této techniky jiz
umoznily zamétit pozornost také na DNA sekvenci. Idealni bylo pro tento ucel vyuziti
bakteriofagli s DNA genomem. Prvni vysledky ptinasi sekvenace bakteriofagu lambda. Wu and
Kaiser 1968 (9) vyuzili jeho 5'koheznich koncti a funkce Escherichia coli DNA polymerazy
k vyplnéni konct syntetizovaného vlakna DNA radioaktivné znacenymi nukleotidy. Tyto byly
dopliovany jeden po druhém. Casteéné znaGena DNA mohla byt dale $tépena nukleazami,
radioaktivné znacené nukleotidy izolovany a jejich sekvence tak mohla byt stanovena (10).
Tyto metody vsak byly velmi naro¢né a aplikovatelné jen na kratké useky DNA. Z tohoto
divodu je masivni vyuzivani DNA sekvenace spojovano az se sekvena¢nimi protokoly A.

Couslona, F. Sangera, M. Maxama a W. Gilberta z druhé poloviny 70. let 20. stoleti.



2.2 Prvni generace sekvenovani

Obdobi je spojovano se Sangerovou a Maxam-Gilbertovou sekvenacni technologii. Velmi
efektivni se v téchto protokolech ukézalo zavedeni jediné separace dle délky polynukleotidu

pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu.

2.2.1 Sangerova sekvenace

Sanger and Coulson 1975 (11) publikovali praci, ve které piedstavili novy ,,plus a minus*
sekvenacni protokol. Revolu¢ni pak byla publikace z roku 1977, kde byla piedstavena tzv.
Sangerova fetézec-ukoncujici nebo také dideoxy technika, ktera je v modifikované podobé
vyuzivana do dnesni doby (12). Metoda vyuziva jedno vlakno dvouietézcové DNA jako templat
pro nov¢ syntetizované vlakno. Jedna se o modifikovanou replikaci, kde jsou do reakéni smési,
krom¢& béznych deoxyribonukleosidtrifosfati (dNTP), pfidavany také modifikované
dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddNTP). Tyto pak pfi svém zatazeni ukoncuji elongaci nové
vznikajiciho fetézce DNA pro absenci 3” hydroxylové skupiny. Pokud pak do reakéni smési
pfiddme kromé béZznych dNTP také radioaktivné znacené ddNTP, ziskdme vSechny mozné
délky DNA fetézce. Toho je dosaZzeno zafazenim vhodného ddNTP, ktery ukon¢i elongaci
nového vlakna DNA. Sekvence se urCovala dle ¢tyf paralelnich reakci, kde kazda reakce
obsahovala jeden typ ddNTP baze. Nasledné jsou pak byly tyto ¢tyfi sekvenacni produkty
separovany a detekovany na polyakrylamidovém gelu. VylepSeni této metody je spojovano
ptedevsim s nahrazenim radioaktivniho znaceni fluorescen¢nim a spojenim CEtyf paralelnich
reakci do jedné. Potencial pro automatizaci piinesl vyvoj separacni technologie — ptechod od
vertikalni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu ke kapilarni elektroforéze v linedrnimu
polyakrylamidu (6). Zavedeni kapilarné elektroforetickych systému je spojovano piedev§im
s firmou Applied Biosystems (ABI), ktera v roce 1995 piichazi s automatickym sekvenatorem
ABI Prism 370 (13).

2.2.2 Maxam-Gilbert sekvenace

V roce 1977 uvadi Maxam and Gilbert 1977 (14) metodiku sekvenace DNA zaloZené na

chemické degradaci bazi. K ur¢eni nukleotidové sekvence tato metoda vyuziva radioaktivni



znaceni na konci DNA fragmentu a chemicka c¢inidla, ktera fetézec specificky stépi. Napf.
puriny jsou S§tépeny dimethylsulfatem, pyrimidiny pak hydrazinem. Modifikaci vyuzivanych
chemikalii pak lze tetézec specificky stépit: T+C, C, A+G, G. Fragmenty ze Ctyt reakci jsou

separovany ha polyakrylamidovém gelu a detekovany autoradiografii.

Tato metoda byla velmi popularni, protoze nevyzadovala DNA polymerazu. Postupem Casu
vSak byla upfednostnéna modifikovana Sangerova sekvena¢ni metoda mimo jiné proto, ze
Maxam-Gilbertova sekvenace vyuziva ve svém protokolu toxické a radioaktivni chemikalie
(13).

2.3 Druha generace sekvenovani

Od pocatku 21. stoleti se zacinaji objevovat vysokokapacitni sekvenacni technologie, které
zménily od zaklada pristup K vyzkumu a diagnostice na poli genetiky. Pro tyto technologie se
zazily terminy: Next generation Sequencing (NGS), vysokokapacitni sekvenace, masivné
paralelni sekvenovani (MPS). N¢kdy jsou také nazyvany sekvena¢nimi technologiemi kratkého
Cteni, protoze zde probiha paralelné masivni sekvenovani kratkych (250-800 bp), klonalné

amplifikovanych DNA molekul (15).

Jejich zakladni charakteristikou je: generovani mnoha miliont kratkych ¢teni paralelng, ptima
detekce sekvenacnich produkti bez nutnosti elektroforézy, zrychleni procesu a sniZeni ceny
sekvenace oproti sekvenac¢nim technikam prvni generace (13). Zavadéni téchto technologii,
pfinasi mnohé vyzvy stran zpracovani sekvenacnich dat, ukladani dat, jejich interpretace,
etickych aspekta a potieby implementace dal$ich nezbytnych obort (bioinformatika aj.). Tato
prace je zamétena predevSim na praci s daty ziskanymi pomoci sekvenac¢nich technik druhé

generace.

Era sekvena¢nich technik druhé generace se zadala psat vroce 2000 kdy firma Lynx
Therapeutics Company vyvinula technologii: ,,massively parallel signature sequencing on
microbead arrays®, ktera vyuzivala pti Cteni bazi fluorescenéni detekci (16). Jednalo se o
prulom v sekvenacni technologii, ktery umoznil nastup komer¢né vyuzivanym sekvenacnim

platformam.



2.3.1 Masivni paralelni pyrosekvenovani — Roche

V roce 2004 je uvedena na trh prvni komer¢né dostupna platforma 454 Life Sciences (pozdéji
Roche). Tato vyuziva technologii pyrosekvenace, ktera umoziuje odvozeni sekvence métenim
produkce pyrofosfatu pfi postupném promyvani jednotlivych nukleotidii systémem ptes
templatovou DNA piipevnénou na pevné fazi. Pyrosekvenace je tedy obdobné jako Sangerova
metoda technikou tzv. sekvenovani po syntéze ,,sequencing-by-synthesis*. Protoze ob¢ metody
vyzaduji pfimou ¢innost DNA polymerazy k tvorbé pozorovatelného vystupu (6). Prvnim
krokem je piiprava sekvenacnich knihoven. Vzorky DNA jsou nahodné fragmentovany a
k témto fragmentlim jsou navazany adaptery. Kazdy z DNA fragmentd je specificky navazan
na syntetické kulicky na jejichz povrchu jsou primery, které jsou specificky komplementarni
k adapterim. To umozni, ze je kazda kulicka spojena s jednim fragmentem. Polymerazova
fetézova reakce (PCR) probiha na téchto kulickach v olejové emulzi — emulzni PCR. Timto
zpusobem je na povrchu kazdé kulicky amplifikovano pfiblizné 1 milion kopii kazdého
fragmentu DNA. Po emulzni PCR jsou kuli¢ky pfeneseny na pikotitra¢ni desticku / sklicko,
ktera obsahuje statisice az miliony jamek. Kazda kuli¢ka je umisténa do jedné jamky a nasledné
je omyvana smési jednotlivych nukleotidi. Po kazdém zatazeni nukleotidu je emitovano svétlo,
které je detekovano a tim je stanovena DNA sekvence. Schéma sekvenacniho pracovniho
postupu ,,workflow* viz. Obr. 1. Tento proces probiha paraleln¢ ve vSech jamkach pikotitra¢ni
desti¢ky coz vyrazné zvysuje sekvenacni kapacitu (13, 17, 18, 19). Firma Roche uvedla na trh
postupné GS FLX systém a GS Junior systém (www.roche.com cit. 20. 8. 2022).
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Obr. 1. Princip sekvenace vyuZivané sekvenatorem 454 Roche — prevzato z Mardis 2008 (20).

(PTP — pikotitracni desticka; sekvenacni proces zacind pripravou amplikonové knihovny; pfiddni specifickych adapteri k
amplikonm pro vazbu na kulicky; amplifikace navdzanych amplikond pomoci emulzni PCR na kulickdch; naneseni kulicek na


http://www.roche.com/

pikotitracni desticku; pyrosekvenacni reakce vede k emitaci svétla po uspésném zarazeni nukleotidu; tento svételny signdl je
detekovdn a tim je stanovena sekvence DNA retézce)

2.3.2 Fluorescenc¢ni detekce — IHlumina

V roce 2006 byl uveden na trh tzv. Genomicky analyzér Spole¢nosti Solexa, ktera byla
V nasledujicim roce odkoupena firmou Illumina. DNA knihovny mohou byt pfipraveny
jakoukoli metodou, ktera vede ke vzniku smési fragmentl oboustranné ohrani¢enych adaptery
(napt. amplikonové knihovny, knihovny na principu obohaceni cilovych sekvenci hybridizaci
se sondami). Amplifikace téchto DNA fragmentt probihd pomoci tzv. mistkové PCR (21, 22,
23, 24). Sekvenacni technologie Illumina pak vychazi z tzv. sekvenovani po syntéze
,»,Sequencing-by-synthesis®. V prvnim kroku jsou pfipraveny knihovny DNA, bez ohledu na
metodu jejich pfipravy je spoleénym krokem navazani adapteru (kratkych oligonukleotidovych
sekvenci) na oba konce DNA fragmenti. Tyto fragmenty jsou poté denaturovany na
jednofetézcové tseky DNA, které pomoci adapter hybridizuji s komplementarnimi
sekvencemi na tzv. flow cell, coz je transparentni desticka. Hybridizace DNA fragmenta
k adapterim na flow celle probiha diky zahfivani a ochlazovani. Nasleduje inkubace
S polymerazou a dalSimi reakénimi slozkami, které¢ amplifikuji DNA fragmenty pomoci ,,PCR
mustkové amplifikace* viz. Obr. 2. Takto vznikne mnoho identickych kopii kazdé sekvence,
které tvoii klastry. V kazdém klastru je az milion kopii jedné identické sekvence. Detekce
potadi nukleotidli v DNA fetézci probiha po vlozZeni flow celly do fluidni kazety sekvenatoru.
Jednotlivé klastry jsou zasobeny polymerazou a ¢tyimi fluorescenéné znacenymi nukleotidy
s chemicky inaktivovanou 3"OH skupinou. Tato modifikace zaru¢i v kazdém cyklu inkorporaci
pouze jednoho nukleotidu. Po kazdém cyklu nasleduje zobrazovaci krok (emitace fluorescence
laserem — detekce CCD kamerou) a chemicky krok, ktery odstrani fluorescenéni skupinu a
odblokuje 3" konec pro moznou inkorporaci dal§iho nukleotidu v dalsim cyklu (13, 20).
Sekvenacni workflow viz. Obr. 2. Spole¢nost nabizi sekvenaéni platformy: iSeq 100, MiniSeq,

MiSeq, NextSeq, HiSeq, HiSeq X, NovaSeq (www.illumina.com cit. 24. 8. 2022).


http://www.illumina.com/
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Obr. 2. Princip sekvenace vyuzivané na platformé Illumina — prevzato z Chaitankar et al. 2016 (24).
(A — tvorba klastrii —> DNA fragmenty jsou denaturovdny a naneseny na flow cellu, kde hybridizuji s komplementdrnimi
adaptery; komplementdrni fragmenty jsou prodlouZeny a amplifikovany maistkovou PCR a denaturovdny; vzniknou identické

jednoretézcové DNA fragmenty — klastry;, B — sekvenace —> fragmenty jsou sekvenovdny za vyuZiti reverzibilnich
termindtorovych nukleotidu; nukleotidy jsou detekovdny po excitaci laserem a fluorescenéni detekci)

2.3.3 Polovodicova technologie — lon Torrent

Life Technologies uvedla na trh na konci roku 2010 sekvena¢ni platformu lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM). Ion Torrent je unikatni diky prvnimu vyuziti tzv. ,post-light
sekvenace, protoze nevyuziva fluorescenci ani luminiscenci (25). Prvnim krokem je pfiprava
knihovny DNA (zejména metodou AmpliSeq, mize byt také fragmentace — Vv zavislosti na
aplikaci), na vzniklé DNA fragmenty jsou navazany adaptery, které umozni hybridizaci
fragmentl ke kulickam. Obdobné jako 454 pyrosekvenaéni technologie vyuziva lon Torrent
emulzni PCR, pro klondlni amplifikaci DNA fragmentu na kulickéch. Kuli¢ky jsou pfeneseny
do jamek na ¢ipu a postupné omyvany jednotlivymi nukleotidy. Usp&$na inkorporace je méfena
dle zmény pH, zplsobené uvolnénim vodikového iontu — to je umoznéno vyuZitim
polovodic¢ové ,,semikonduktorové® technologie, kterou jsou vyrobeny mikroprocesorové
sekvenacni Cipy (25, 26). I tato sekvenacni technologie tedy vyuziva sekvenovani po syntéze
,,sequencing-by-synthesis®. Princip sekvenace viz. Obr 3. Technologie lon Torrent nabizi také
stanici lon Chef ™, Tato vyznamné urychluje piipravu knihoven a templatu. Zafizeni je
kompatibilni s platformou lon S5™. Poslednim sekvena¢nim systémem je Genexus™

(www.thermofisher.com cit. 25. 8. 2022).
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Obr. 3. Princip sekvenacni technologie lon Torrent, detekce spravné zarazenych nukleotidi — upraveno
z Rothberg et al. 2011 (25).

(Kulicky nanesené na Cipu jsou postupné omyvdny jednotlivymi nukleotidy; po uspésném navdzdni komplementdrniho
nukleotidu je uvolnén vodikovy iont; pfi kaZzdém omyti je méren elektricky signdl v kaZzdé jamce na Cipu, ten uddva pocet
Uspésné zarfazenych nukleotid()

2.3.4 Sekvenovani po ligaci — SOLiID systém

V roce 2007 uvedla na trh firma ABI sekvenator SOLID (Sequencing by Oligo Ligation and
Detection). Tento piistup je unikatni pro vyuziti technologie sekvenovani po ligaci
,sequencing-by-ligation, DNA ligaza je vyuzita kpfidani sond do rostouciho
oligonukleotidového fetézce (27). Prvnim krokem je navazani oligo adapteri na DNA
fragmenty, tyto se poté specificky vazi na magnetické kulicky skomplementarnimi
oligonukleotidy. Tyto kuli¢ky se v nasledné amplifikuji pomoci emulzni PCR. Dal§im krokem
je naneseni kulicek na sklicko a vlozeni do fluidni kazety sekvenatoru. Sekvena¢ni proces
pokracuje navazanim univerzalnich primert komplementarnich se SOLID adaptery, ligazy a
pridanim oktameru S fluorescen¢ni znackou. Tyto postupné nasedaji na fragmenty DNA, pfi
nasledné detekci fluorescence. Vystupem je barevny prostor, ve kterém je zakodovan konkrétni
nukleotid, jsou zde ¢tyfi fluorescenéni barvy, které reprezentuji 16 moznych kombinaci dvou
bazi. Sekvenator opakuje kazdy liga¢ni cyklus. Kazdy cyklus je komplementarni vldkno
odstranéno a novy cyklus sekvenace zacina na pozici n-1 templatového vlakna. Tento proces
se opakuje, dokud neni kazda baze dvakrat osekvenovana. Ziskana data jsou pak pievedena do

konkrétni sekvence bazi DNA (13, 20). Sekvenac¢ni proces je znazornén na Obr. 4.
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Obr. 4. Schéma sekvenacniho procesu zaloZzeném na ,,sekvenovani po ligaci” vyuzivané sekvenatorem
SOLiD — prevzato z Mardis 2008 (20).

(Sekvenace je zahdjena nasednutim univerzdlniho sekvenacniho primeru, ndsleduje ligace prislusného fluorescencné
znaceného oktameru a detekce v kaZzdém cyklu)

2.3.5 Stolni sekvenatory

Diulezitym milnikem Vv klinické praxi bylo Gspé$né zavedeni ,,stolnich NGS sekvenatorti do
malych laboratofi. Podminkou byla mala velikost pfistroje a rychld odezva. Tyto podminky
byly v letech 2010-2011 spInény sekvenatory MiSeq (Illumina), lon PGM (lon Torrent) a 454
GS Junior (Roche) (28, 29). Vysadni postaveni ma spole¢nost Illumina — vice nez 90 %

sekvenacnich dat je generovano na jejich pfistrojich (30).

2.4 Treti generace sekvenovani

Sekvena¢ni technologie tfeti generace byly vyvinuty s cilem eliminovat nedostatky
sekvenacnich technologii druhé generace. Zejména pak redukce ¢asové a finan¢né€ narocné PCR
amplifikace a nutnosti co nejptresnéji precist repetitivni genomické oblasti, které jsou pro
technologie kratkého ¢teni obtizné. (13, 31) Tyto technologie byvaji nazyvany také
sekvenovani s dlouhym ¢tenim nebo sekvenovani jednotlivych molekul. Nejvétsim piinosem
téchto metod je moznost dlouhych sekvenénich ¢teni >10 kb pfimo z nativni DNA (13, 15, 31,
32).
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2.4.1 Single molecule real-time — Pacific Biosciences

Spolec¢nosti Pacific Bioscience (PacBio) byla vyvinuta ,,single molecule real-time* (SMRT)
sekvenacni metoda. Metoda vyuziva templat ve forme jednovlaknové kruhové DNA molekuly
— SMRThbell. Templat vznika ligaci vlasenkovych adaptérti na oba konce dvouietézce DNA.
Sekvenace probiha na ¢ipu — SMRT cell — s malymi péry zvanymi zero-mode waveguides
(ZMW). DNA polymeraza se navaze na adaptér SMRTbell a zaina replikace. Polymeraza
obtéka templat a zatazuje fluorescencné znacené dNTP do syntetizovaného vlakna. Po kazdé
inkorporaci je laserem excitovan fluorofor za souc¢asného zaznamenani excitace. Pred dalsi
inkorporaci dNTP je fluorofor odstépen. Tento proces se opakuje, dokud neni osekvenovan cely
SMRTbell templat. Tato platforma generuje ¢teni o délce okolo 10 kb (15, 32, 33). Vhodnou
aplikaci PacBio SMRT Rhoads and Au 2015 (33) spatiuji ve vyzkumu genomu, transkriptomu
a epigenetiky. Princip této metody je znazornén na Obr. 5.

2.4.2 Nanopoérova technologie — Oxford Nanopore Technology

Oxford Nanopore Technologies (ONT) v roce 2014 uvedli na trh sekvenator MinlON (34). Tato
sekvenacni platforma vyuZziva spiSe linedrni DNA molekuly délky az n€kolika kb. Sekvenator
miize generovat &teni i delsi nez 1Mb (15, 32). Uvodnim krokem je ptipojeni dvoufetézcové
molekuly DNA k sekvena¢nimu adaptéru, ktery je jiz naplnén motorickym proteinem. Tato
smés je nanesena na flow cellu (nanopoérovy ¢ip), ktera obsahuje tisice nanopori v syntetické
membrané. Motoricky protein spolecné s elektrickym proudem rozvine a protlaci zaporné
nabitou DNA skrz pory. Pii prichodu DNA poérem jsou zaznamenavany charakteristické
odchylky proudu, které se analyzuji v realném Case. Tyto pak stanovi sekvenci analyzovaného

vlakna DNA (13, 32). Princip této metody je znazornén na Obr. 5.

Hlavni benefity této metody jsou shodné jako u technologie PacBio pramenici z generovani
dlouhych ¢teni. ONT piistroje maji vyhodu nizsi ceny, rozméri a piesnosti — tyto vlastnosti Ize
vyuzit napiiklad pfi terénnich aplikacich, jak dokumentuji Quick et al. 2016 (35) u sekvenace
viru Eboly. Obdobné jsou také hlavni nevyhody, které jsou spojovany predevsim s vysokou
urovni chyb (2-20 %) ve srovnani se sekvena¢nimi technikami 2. generace (13, 15, 34, 35, 36).
Ptislibem pro zvySeni piesnosti jsou vylepSeni v oblasti uZivané chemie a algoritmi pro detekci

bazi ,,base calling* (23).
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Obr. 5. Schéma sekvenacéniho procesu vybranych sekvenacnich technologii tfeti generace a) SMRT;
ONT - prevzato z Logsdon et al. 2020 (32).

(A — SMRT —> Zluté — forward vidkno; modre — reverse vidkno, DNA vidkno je fragmentovdno a navdzdno k vidsenkovym
adapterim (svétle modrd) — vytvori SMRTbell; na SMRTbell se vaZe DNA polymerdza a nanese se na Cip — SMRT cell s malymi
pory zero-mode waveguides (ZMW) zde probihd sekvenace; pri sekvenaci se priddvaji fluorescencné znacené dNTP; po
uspésném zarazeni znaceného dNTP je fluorofor excitovdn a detekovdn kamerou, kterd zaznamend vinovou délku a relativni
polohu inkorporované bdze v nové vznikajicim retézci. B— ONT —> Zluté — forward vidkno; modre — reverse vldkno, vidkno DNA
je oznaceno adaptéry (svétle modrd) opatifenymi motorickym proteinem a vioZeno do flow celly, kterd obsahuje nanopdry
v syntetické membrdné; adapter je vloZzen do nanopdru a motoricky protein odviji DNA; elektricky proud spolu s motorickym
proteinem protlacuje DNA pres nanopdr; pohyb DNA pdrem zplsobuje typické odchylky proudu na zdklade, kterych se
sestavuje sekvence DNA).

3 Pracovni postup NGS

Nasledujici kapitoly budou zaméfeny vyluéné na sekvenacni techniky 2. generace se

zamé&fenim na platformu Ion Torrent zZ dvodu jejiho vyuZiti v praktické ¢asti této prace.

Vzhledem k velmi odbornym vyraziim v této oblasti budou nékteré ustalené terminy ponechany

v ptivodnim jazyce a vysvétleny piimo v textu.
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Proces sekvenace a prace s daty ziskanych vysokokapacitnim sekvenovanim lze rozdélit do tii
zakladnich krok: Pfiprava knihoven, sekvenace a datova analyza. Jednotlivé kroky se mohou
zna¢né odliSovat v zavislosti na vstupnim vzorku: DNA / RNA, ptipadné aplikaci: cilena
sekvenace (TS), celoexomova sekvenace (WES), celogenomova sekvenace (WGS). V ramci
této zaverecné prace a aplikace metodiky do klinické praxe je pfedmétem vyhradné analyza
variant z vybranych oblasti lidského genomu — mozné aplikace analyzy RNA nejsou

pfedmétem této préce.

3.1 Priprava knihoven

Zakladnim ptredpokladem pro Uspésné sekvenovani je kvalitni knihovna. Piiprava knihovny se
sklada ze ziskani templatl, odpovidajicich molekulam, které maji byt osekvenovany. Poté

piipravou fragment, tak aby byly kompatibilni se zvolenou sekvenac¢ni platformou (37).

DNA sekvenace muze Vv zavislosti na sekvena¢nim templatu zahrnovat TS, WES, WGS a
sekvenovani epigenomu (38). Pro piipravu templatu jsou bézné vyuzivany dva piistupy:

metody zaloZzené na PCR a metody zalozené na hybridizacnim zachytu ,,capture-based*.

3.1.1 Metody zaloZené na PCR

Amplikonové sekvenovani bylo dlouhou dobu kapacitné omezeno na omezeny pocet gent,
exond. Zménu piinesl nastup ,Jlong-range PCR*“. Dominantni se Stala sekvenace kratsich,
nadhodné vytvofenych DNA fragmentl, které byly kratsi nez amplikon (tzv. ,.shotgun
sekvenace®). Timto pfistupem je mozné osekvenovat celé geny, introny a regulacni oblasti.
Metody zaloZené na PCR jsou nejcastéji vyuzivany pro piipravu templatd u TS (15, 37). Hu et
al. 2021 (15) uvadi, ze nedostatkem této techniky je obcasny vypadek alel.

Spole¢nost Thermo Fisher Scientific vyvinula lon AmpliSeq™ technologii pfipravy knihoven
pro TS zalozené na amplikonovém obohaceni. Takto navrzeny genovy panel se sklada z tzv.
poolt, ve kterych jsou obsazeny pary primert, kde kazdy amplifikuje specifickou genomickou
oblast. Jedine¢na je moznost multiplexu téchto primerd az do 24 000 partu v jedné PCR. To
umoznuje v jednom sekvena¢nim béhu cilit na jednotky az stovky genti, popiipad¢ celé exomy.

Po amplifikaci se primery rozstépi a knihovna obsahujici syntetizované amplikony je
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piipravena. Pro nase potieby je vhodna piedev§im AmpliSeq technologie genového designu.
Ta vychézi ze skladani ptekryvajicich se amplikoni za ucelem stanoveni souvislé genové
sekvence. Z toho divodu musi byt ptekryvajici se pary primerd rozdéleny do dvou poolt.
Multiplex PCR tedy probéhne pro tyto pooly zvlast', za ucelem zajisténi dostatecného piekryvu
(eliminace piipadného amplikonového vypadku) a pokryti viz. Obr. 6 (39).

[ GENE o
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\’\'/@\/ napd

Obr. 6. Design genového panelu pomoci lon AmpliSeq™ — prevzato z Kim 2017 (39).

3.1.2 Metody zaloZené na hybridiza¢nim zachytu

Principem je vyuziti biotinylovanych sond, které podle komplementarity hybridizuji
S vybranymi oblastmi genomu. Sondy jsou pak ,,vychytany* pomoci magnetickych kulicek,
které jsou pokryty streptavidinem. Podle Hu et al. 2021 (15) jsou tyto techniky ve srovnani
stémi zaloZzenymi na PCR ndkladové vyhodngjsi pro TS, zejména v piipad€ vétsich
genomickych oblasti a vétsiho poétu gend, uvadéji autofi snizeni vypadku alel. Tyto techniky
jsou tedy vyuzivany pro vSechny zminované aplikace — TS, WES, WGS (15, 37, 38).

Ptiprava knihoven zahrnuje také fragmentaci, opravy koncd, ligaci adaptert a vybér velikosti.
Pro fragmentaci DNA jsou uzivany fyzikalni (akustické stiihani, sonikace), chemické a
enzymatické metody (nespecificka smés endonukledz, transpoziéni znadeni) (40). Uprava
konct je pripravnym krokem pro ligaci adapterti. Cilem je, aby konce DNA fragmentta
neobsahovaly ,pievisy* s 5'fosfatovou anebo 3 hydroxylovou skupinou, ale pouze tupé
zakonceni a netemplatovy deoxyadenosin 5 monofosfatem. Nasleduje velikostni selekce, ktera
umozni obohaceni DNA fragmentt (v definovanych velikostech) a odstranéni kontaminantt.

Nejcasteji tak probiha hybridizaci na kulickach (napt. Agencourt AMPure XP) piipadné
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elektroforetickou selekci (15). Obohaceni cilové oblasti bylo vyvinuto za ucelem optimalizace
sekvenac¢niho b&hu, zvySeni ¢asové a nakladové efektivity a snadnéjsi analyzy vyslednych dat
(41). Technik k obohaceni cilovych oblasti bylo vyvinuto vice napf. hybridiza¢ni (na
kuli¢kach), metody zalozené na PCR, molekularné inverzni sondy, array capture, hybridni aj.
(28, 41).

Dulezitym krokem v piipravé knihoven je vyuziti kratkych oligonukleotida ,,¢arového kodu*
k oznaceni DNA fragmenti pochazejicich od urcitého pacienta. Tento krok umozni smichani a
sekvenaci vice vzorki DNA béhem sekvenac¢niho béhu. Bylo popsano vice pfistupti pro

oznaceni vzorkl ¢arovymi kody (41, 42).

3.2 Datova analyza

Diky vyuziti vysokokapacitnich sekvenatort ziskavame znacné mnozstvi hrubych dat, které je
tieba dale zpracovat, abychom mohli odhalit genomické varianty a posoudit jejich mozny
klinicky dopad. Bioinformaticky proces zpracovani hrubych dat ,,bioinformatickou pipeline*
lze rozdé€lit na primarni, sekundarni a tercialni bioinformatickou analyzu (15, 43). V ramci
datové analyzy byl v této praci kladen duraz piedevsim na platformu lon Torrent, ktera byla
vyuzita v praktické ¢asti této disertacni prace.

V nasledujicich oddilech prace jsou uzivany rozdilné typy souborid, které uchovavaji

vvvvvv

Tab. 1.
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Tab. 1. Vybrané typy souborl uchovavajici sekvenacni data.

Soubor Popis souboru

Na textu zaloZeny format pro uloZeni
FASTQ | nukleotidové sekvence s odpovidajicim
skore kvality

bindrni soubor unaligned or unmapped -
uBAM | forma BAM formatu, ktery neobsahuje
informace o mapovani

Binary Alignment Map — soubor se uZiva
k ukladani textovych informaci o ¢teni
pfifazenych k referenéni sekvenci.
Bindrni verze SAM formatu

BAM

Binary Alignment index — soubor

BAI urychlujici pfistup pro BAM, ktery fazen
dle koordinat

Browser Extensible Data — definuje
BED pozici na chromozomu anebo urcitou
oblast

Sequence Alignment Map — textovy
SAM format ukladajici ¢teni prifazené k
referencni sekvenci

Tab-separated values — soubor oddéleny
tabulatory, uréeny pro tabulkovy
software. Hrubd data v textovych
prohlizecich

TSV

Comma-separated values — oddéleny
textovy soubor. Kazdy radek predstavuje
csv datovy zdznam s poli oddélenymi
¢arkou. Tento soubor uklada tabulkova
data v prostém textu

Variant Call Format — textovy soubor
ukladajici sekvenéni varianty

XLS Microsoft Excel format VCF souboru

VCF

3.2.1 Primarni analyza

Analyza zapocind jiz samotnou detekci ¢i analyzou sekvenacniho signdlu a néslednou konverzi
hrubych sekvenacnich dat do nukleotidovych sekvenci — jednotlivych ¢teni (base calling).
Vystupy primarni analyzy se z pohledu bézné uzivanych platforem (Illumina vs Ion Torrent)
odlisuji. Vystupnim formatem primarni analyzy u Illuminy je FASTQ u lon Torrentu uBAM
(43).
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Primarni analyza u platformy Ion Torrent probiha pomoci softwaru lon Torrent Suite Software.
Tento nastroj nabizi uzivateli automatickou, piipadné ptizpusobitelnou datovou analyzu (44).
Analyza zacina detekci zafazeni nukleotidu (senzor v kazdé jamce na Cipu), signal je
konvertovan v napéti a na server je odeslan jako DAT soubor (nezpracované stopy elektrickych
signali). Nasleduje krok zpracovani signalu, konverzi nezpracovanych stop elektrickych
signall na jedno ¢islo pro dany tok nukleotidii a danou jamku na ¢ipu ve WELLS soubor.
Primarni analyza je zakoncena detekci bazi ,,base callingem* — pomoci modulu BaseCaller je
uréena co nejpravdépodobnéjsi sekvence bazi na zakladé dat z WELLS soubort. V téchto
krocich dochazi k normalizaci signalu — proces je dulezity k vyfeSeni uréitych chyb vznikajici

béhem sequencing-by-synthesis techniky jako je pokles signalu anebo fazovani (44).

Sekvena¢ni proces generuje chyby, je tedy nezbytna urcita kontrola kvality base callingu.
Vyuziva se Phred skore, které ptifazuje logaritmickou pravdépodobnost chyby kazdé
detekované baze. Phred skore 10 (Q10) znaci pravdépodobnost, ze 1 z 10 bazi je zafazena
chybné, tedy presnost 90 % (45). Dulezité pro kontrolu kvality jsou data ve FASTQ formatu.
Obsahuji hrubé sekvenaéni ¢teni, nazvy soubort a hodnoty kvality — tento format lze
vygenerovat také u platformy Ion Torrent pomoci modulu FileExporter (44). Hodnota Phred
skore je dulezita pro filtrovani (napt. nekvalitni ¢teni) a ofezavani ,,trimming* sekvenci.
Ofezavani zahrnuje odstranéni urcitych bazi s nizsi kvalitou, adaptéry, molekularni znacku,

ptipadné ¢arovym kodem (43, 44).

Vyuziti ¢arovych kodu (unikatni kratké sekvence) k oznaceni jednotlivych DNA fragmentt
umoziuje smichat a osekvenovat vice vzorkli DNA béhem jednoho sekvenaéniho béhu a ma za
nasledek snizeni nakladii na sekvenaci. Z toho vyplyva nutnost demultiplexovani ¢teni pied
dalsi analyzou — roztfidéni vSech ¢teni na zaklad¢ jejich specifického ¢arového kodu (46). Tento
proces je pro kazdou platformu specificky — pro Ion Torrent probiha pomoci Torrent Suite
Software. Poslednim krokem primarni analyzy je odstranéni adaptérovych sekvenci, které byly
navazany béhem pfipravy knihoven, z koncii (obvykle 3 konctll) jednotlivych sekvenacnich
¢teni. Jejich odstranéni je nutné kvili moZzné interferenci pfi mapovani a sestavovani
,,assembly“. Tento krok zvySuje kvalitu a spolehlivost analyzy, je ddalezity pro identifikaci
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) a sestaveni genomu ,,genome assembly*. Zaroven
také snizuje Cas provadéni analyzy (47). Pro lon Torrent je trimming automaticky provadén

pomoci Torrent Suite Software.
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3.2.2 Sekundarni analyza

V tomto kroku bioinformaticka analyza NGS dat zahrnuje piifazeni jednotlivych sekvenac¢nich
¢teni Kk lidskému referenénimu genomu ,,read alignment* a posuzovani variant ,,variant calling*
(VC). Bézn¢ se vyuziva jeden ze dvou referenénich lidskych genomu GRCh37 / hgl9 nebo
GRCh38 / hg38 (43, 44). Mapovani sekvenacnich ¢teni ma dva rozdilné piistupy. 1) Read
alignment — pfifazovani jednotlivych ¢teni k referen¢nimu genomu. 2) De novo assembly —
spojovani ¢teni bez vyuziti referenénich dat. V klinickych aplikacich je vyuzivano pfifazovani
jednotlivych ¢teni proti danému referen¢nimu genomu, tedy hg19 nebo hg38. De novo assembly
se vyuziva specificky, zejména pokud neni referenéni genom Kk dispozici nebo jak popisuje
Ameur et al. 2018 (48) k doplnéni chybg&jicich sekvenci lidskych referen¢nich genomi. Pistup
sestaveni de novo neni bézné aplikovan v klinické praxi, proto se nim nebude tato prace

podrobn¢ zabyvat.

Spravné piifazeni k referen¢ni sekvenci je velmi komplikovany proces, ktery si musi poradit
s kratkym ¢tenim, repetitivnimi oblastmi v genomu aj. (49). Vystupnim formatem sekundarni
analyzy je BAM a SAM — tyto formaty obsahuji sekvenacni ¢teni, umisténi alignmentu, skore
kvality zafazeni bazi, rozdily oproti referenéni sekvenci a skore kvality mapovani. SAM je
textovy soubor vytvofen pro snadné zpracovani, BAM je binarni verze stejnych dat. Vystupy
z téchto format mohou byt nahrany a fyzicky kontrolovany pomoci prohlizece Integrative

Genomics Viewer (IGV).

3.2.2.1 Sequence Alignment

Je vyuzivan algoritmus, ktery pfifazuje piectenou sekvenci k mistu v referencnim genomu na
zéklad¢ jejich shody — za soucasné tolerance urcitého poctu neshod, které umozni naslednou

detekci variant (43).

V této oblasti byly vyvinuty piistupy jako jsou Hash-based alignment metody. Programy, které
vychazi z této metodiky jsou zalozeny na hash-tabulce — datové struktufe pro indexovani a
skenovani / rychlé vyhledavani sekvenac¢nich dat (49). Mezi programy pracujici na této bazi se
fadi napt. SOAP (50) a SHRIMP (51). Dale mohou byt uzivany Burrowsovy-Wheelerovy
transformacéni metody, které jsou vyuzivany programy, jako jsou Bowtie 2 (52), BWA (53).
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Tyto vyuzivaji datovou strukturu FM indexu. Burrows-Wheelerova transformace umoziuje

vyznamnou datovou kompresi naptiklad pomoci techniky bzip2. (31, 43, 49).

Proces alignmentu v Torrent Suite Softwaru provadi TMAP algoritmus, ktery ma dvé zakladni
faze. 1) Po¢ateéni mapovani — kdy jsou sekvence ¢teni lokalizovany do referen¢niho genomu.
Pro uzivatele jsou k dispozici moduly mapl, map2, map3, map4 a mapvsw. Zakladni nastaveni
je map4 modul — BWA rychlé mapovani, kdy vyhledava maximalni pfesné shody mezi ¢tenim
a referenci. 2) Zpresnéni alignmentu — kdy je kazda konkrétni pozice Cteni piifazena
k odpovidajici pozici v referenénim genomu. Jsou k dispozici také volitelné moznosti zptesnéni
alignmentu ke kompenzaci pro Ion Torrent specifickych sekvena¢nich odchylek jako jsou:
opétovné piitazovani ,,re-alignment — pro lepsi pfifazeni v homopolymernich oblastech, re-
alignment oblasti s pravdépodobnymi chybami ve fazovani S nizkym skore inzerci, deleci
(INDEL), aj. Umoziuje také odfiltrovani duplicitnich &teni (44). TMAP software tedy

zptesniuje proces nasledného VC.

3.2.2.2 Variant calling

Proces VC je spojovan s generovanim variant call formatu (VCF). Jedna se 0 zdznam / hledani
rozdili mezi vybranym referenénim genomem a danym sekvenaénim Etenim. Rozdil je

detekovan na trovni jednotlivych nukleotidi. Vstupnim formatem je obvykle BAM soubor.

K dispozici jsou volné¢ dostupné nastroje, které maji algoritmy umoziujici detekci
jednonukleotidovych variant ,,single nucleotide variants* (SNV) a kratkych INDELS (obvykle
do 30bp) Napiiklad GATK (54), FreeBayes (55), SAMtools (56) — které jsou zalozeny na
Bayesovském ptistupu (57). Tyto nastroje jsou hojné vyuzivany pro data z llluminy (43). Bézné
jsou VCF generovany pomoci komer¢nich software — NextGENe (58), Torrent Suite — pomoci
vlastniho Torrent Variant Caller (TVC) modulu (44). Také na této Grovni Ize nalezené varianty

filtrovat dle zvolenych kritérii.

TVC detekuje SNP, vicenukleotidové polymorfismy a INDEL. Software umoziuje spustit
analyzu automaticky, bezprostiedné¢ po sekvenacnim b&éhu. Nebo manudlné kde je mozné
ovlivnit ptisnost ,,stringency®, specifi¢nost a citlivost. Dale se také vybira referenc¢ni genom,
cilové oblasti ,target regions® piipadné hots spots. Je mozné opét vyuzit pieddefinované

nastaveni, jako je tieba u Ion AmpliSeq. Pro amplikonovou sekvenaci je uzivano nastaveni
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target regions — kde vlozime adekvatni soubor BED, ktery uréuje zajmovou genomickou pozici

pro analyzu (44).

3.2.2.3 Copy number variant calling

Kauzalni fenotyp pacienta mohou vyvolat krom¢ mensich genomickych zmén jako jsou SNV
a INDELS, také varianty po¢tu kopii ,,copy humber variants® (CNV) zahrnujici velké delece a
duplikace. Kauzalni CNV byly popsany napi. u geneticky podminéného deficitu
antikoagula¢nich proteinti (59, 60). V citované literatute byla diagnostika sekvenac¢ni technikou
doplnéna metodou ,,Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification“ (MLPA), ktera
detekci CNV umoznuje. Vysokokapacitni sekvenaéni technologie jsou nyni navic schopny

odhalit balancované i nebalancované strukturalni varianty (61).

Analyza metodami NGS byla bézn¢ doplnovana metodou pro detekci CNV, jako je jiz
zminovand MLPA — nicméné pravé technologie NGS maji potencidl CNV spolehlivé
detekovat. Byly vyvinuty nastroje K jejich detekci zalozené na: hloubce ¢teni, mapovani
parovych konct, rozdélenych ¢tenich, de novo assembly a kombinatorickém piistupu. Z bézné

uzivanych softwart CNV hodnoti napi. NextGENe a lon Reporter (62).

lon Torrent umoznuje CNV analyzu pomoci softwaru Ion Reporter — pro knihovny pfipravené
metodou amplikonového sekvenovani. Detekce je provadéna pomoci Hidden Markova Modelu
— ktery vyuziva normalizované pokryti jednotlivych amplikonti K uréeni poétu kopii nebo
ploidie (63). Pii vyuzivani AmpliSeq On-Demand Panelti 1ze CNV spolehlivé detekovat, pokud
CNV pokryva alesponi 10 optimaln¢ 20 amplikonti. | S mensim poctem amplikoni je CNV
detekce mozna, ale zejména pii méné kvalitnich datech nebo niz§im pokryti mize byt CNV

ptehlédnuta (64). Stanoveni CNV v programu lon Reporter viz. Obr. 7.

Copy Number CNV Confidence = CNV P-Value CNV Precision @ CytoBand

. 3p25.2q26.33(12625929-
Y 181431173)x2

Obr. 7. Detekce CNV v genu PROS1 pomoci software lon Reporter.

(Copy Number — pocet kopii v detekované oblasti genu; CNV Confidence — odhadovand procentudini pravdépodobnost, Ze
pocet kopii je mensi neZ dany pocet kopii; CNV P-Value — vyznamnost méreni poméru CNV; CNV Precision — ¢im je hodnota
vyssi tim je urceni CNV spolehlivéjsi; CytoBand —oblast na chromozomu, pripadné oblast, ke které je vztaZen konkrétni vysledek
CNV analyzy)
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3.2.3 Tercialni analyza

ZavéreCny krok analyzy dat ziskanych z MPS je spojen s anotaci a interpretaci nalezenych
genomickych variant z pohledu klinické genetiky, tedy v kontextu suréitym genetickym
onemocnénim. Na této Grovni ndm kromé¢ in-silico hodnoticich algoritmi a databazi muze
pomoci také prosta korelace genotyp versus fenotyp pacienta. Poslednim krokem je tedy
zatazeni odhalenych variant do péti skupin: patogenni, pravdépodobné patogenni, nejasny

vyznam, pravdépodobné benigni a benigni.

3.2.3.1 Anotace variant

Vstupnim formatem pro anotaci je VCF format, ktery neobsahuje zddné informace o mozném
biologickém dopadu varianty na protein / organizmus. Vlastni anotaci jsou tyto dodateéné
informace o biologickém uc¢inku odhalenych variant doplnény a varianty mohou byt na jejich
podklad¢é interpretovany. Je nezbytny také komplexni pohled na odhalenou variantu tzn.
Vv jakém genu a na jaké pozici se varianta nachazi, jaky ma dopad na transkripci / translaci
(missense, nonsense, synonymni, stop-loss, frameshift) (43). Komplexni nastroje pro anotaci
variant vyuzivaji data z mnoha softwart a databazi, které budou dale jmenovany. Mezi tyto
komeréni nastroje se fadi napt. NextGENe, Geneticist Assistant (65), VariantStudio (66), aj.
Pro anotaci dat ziskanych z platformy lon Torrent je vyuZzivan pifedevsim software lon Reporter,
ktery je ur¢eny a pfizpiisobeny pro analyzy dat ziskanych sekundarni analyzou pomoci Torrent

Suite softwaru.

3.2.3.1.1Populacni databaze

Tyto databaze obsahuji osekvenované exomy a genomy statisici dobrovolnikii z rtiznych
populaci. V raznych populacich a etnickych skupinach existuji genomické odchylky, z toho
divodu jsou tyto soubory osekvenovanych dobrovolnikd pro spravné urCeni vyznamu

nalezenych variant nezbytné (67).

v

Nejznaméjsi jsou databaze 1000 Genomes Project (68) a Exome Aggregation Consortium
(EXAC), jehoz data jsou k dispozici v ramci The Genome Aggregation Database (gnomAD).
Tato databaze se sklada z 125 748 exomt a 15 708 genomi pro hgl9 (69). Varianty vyplyvajici
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Z téchto databazi jsou vlozeny do databaze jednonukleotidovych polymorfisma (dbSNP) (70),
voln¢ dostupné z National Center for Biotechnology Information (NCBI) (71). Databaze
dbSNP shrnuje dostupné informace 0 dané varianté — populacni frekvenci alternativni alely,

vliv na zafazenou aminokyselinu, Klinickou signifikanci, publikace, aj.

Nezbytné pro identifikaci potencialné patogennich variant je hodnota Minor allele frequency
(MAF), ktera predstavuje frekvenci druhé nejcastéjsi alely v dané populaci. Vypocet MAF
odpovida podilu pozorované alely a vSech osekvenovanych alel v ramci vybrané databaze (72).

V ramci databaze dbSNP tedy MAF vychazi z dat 1000 Genome.

Geneticka onemocnéni, na jejichz diagnostiku se pomoci NGS technologie zaméiujeme se
nejcast¢ji fadi mezi vzdcna onemocnéni, které jsou nejcastéji zpiisobena méné castymi (MAF:
1-5%) a vzacnymi (MAF: <1%) genetickymi variantami (73, 74, 75). Z tohoto divodu je
vhodné vyuzit pii hodnoceni odhalenych variant filtr pro MAF <5 %.

3.2.3.1.2Databaze variant

Klasifikace nalezenych variant se také opira o databaze, které obsahuji informace 0 interpretaci
a klinické signifikanci jiz popsanych variant. Z nejznaméjsich je jiZ jmenovand dbSNP, dale
také ClinVar (76). Databaze ClinVar je dostupna z NCBI. Obsahuje voln¢ piistupné informace
0 mozné korelaci varianty a dané¢ho fenotypu bez ohledu na velikost varianty (SNV, CNV).
K danym variantdm jsou uvedeny také podplrné materialy, které umoznily stanovit klinickou

signifikanci varianty — tato databaze ma pro anotaci a interpretaci variant nezastupitelnou tilohu.

Hojné vyuzivanou, voln¢ dostupnou databazi, je Leiden Open Variation Database (LOVD).
Databaze se zamétuje na kombinaci gen / onemocnéni / pacient. Databdze tedy shromazd'uje
sekvenacni varianty urcitého jedince S informaci o mozné souvislosti s ur€itym genetickym
onemocnénim (77). Pravé informace o jedinci, u kterého byla dana varianta odhalena, déla tuto

databazi unikatni.

Mezi databaze variant fadime také Human Gene Mutation Database (HGMD), ktera si klade za
cil shromazdit vSechny zndmé genetické poskozeni zodpovédné za lidské dédicné choroby,
spole¢né s polymorfizmy spojenymi s onemocnénimi, které byly publikovany v odborné

literatute (78).
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Uvedené databaze vychazeji z Human Genome Variation Society (HGVS) nomenklatury, ktera
standardizovala zapis zaznamenanych variant. Systém nomenklatury variant navrzeny den
Dunnem et al. 2000 (79) byl pfijat odbornou vetejnosti. Posledni update této nomenklatury
publikoval den Dunnem et al. 2016 (80). Pravidla HGVS nomenklatury jsou pak piehledné
dostupna na webu (http://varnomen.hgvs.org/ cit. 20. 9. 2022).

3.2.3.1.3In-silico predik¢ni nastroje

Klasifikace odhalenych variant se také opira o data ze softwarovych prediktivnich algoritmau,
které predpovidaji funkci proteinti. Tyto nastroje vypocitavaji skore pro kazdou variantu,
vychazi z parametrt jako napf. stupent evoluéni konzervace zbytku aminokyseliny, statisticka

predikce na zdklad¢ znamé mutace, homologie dané sekvence, proteinova struktura aj.

Jedny z nejcastéji vyuzivanych jsou predikéni nastroje SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)
(81) a PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) (82). SIFT je predik¢ni nastroj umistény na
webovém rozhrani, ktery urcuje, zda je zaména aminokyseliny poskozujici. Skore nabyva
hodnot od 0,0 (poskozujici) do 1,0 (tolerovana) (81). PolyPhen-2 je obdobny nastroj, jehoz
skore ma opacny vyznam: nabyva hodnot od 0,0 (tolerovand) do 1,0 (poskozujici) (82).
K dispozici jsou také dalsi predikéni nastroje napf. MutationTaster2 (83) a VEP (Ensembl
Variant Effect Predictor) (84). Vystupem programu VEP jsou mimo jiné také data z jinych
prediktorti a nabizi tak pomérné uceleny pohled na mozny dopad dané varianty — neni tedy
predikénim nastrojem v pravém slova smyslu, ale sdruzuje vystupy zjinych nastroji. Pro
posouzeni mozného dopadu variant na sestiih messenger ribonukleové kyseliny (MRNA) byl

navrzen Human Splicing Finder (85).

Dulezitym nastrojem je také PhyloP (phylogenetic p-values), ktery posuzuje evolu¢ni
konzervaci jednotlivych pozorovanych nukleotidi napfti¢ vybranymi zastupci tfidy savcd,
ptipadné vybranymi obratlovci. Na zakladé toho identifikuje kandidatni funkéni elementy
v genomickych sekvencich. Pro nulovou hypotézu neutridlni evoluce / nulového driftu
predstavuji pozitivni hodnoty PhyloP skore evolu¢né konzervovana mista, zaporné hodnoty pak

predstavuji oblasti podl€hajici zrychlené evoluci (86).
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3.2.3.1.4Genomové prohlizece — vizualizace

Genomové prohlize¢e umoziuji fyzickou kontrolu uréité sekvence, kde jsou k dispozici
vSechny dostupné informace, o jiz popsanych variantach. Diky informacim dostupnym na

jednom misté¢ pak miizeme variantu na zdklad¢é soucasnych znalosti spravné interpretovat.

Vétsina genomovych prohlizecti umoziiuje ve svém prostiedi zobrazovat Cetné 1D stopy
»track® obsahujici informace o referenénim genomu, transkriptomu, pfifazenych Ctenich,
nalezenych mutacich, anotacich z vefejnych zdroji a dalSich informacich dilezitych pro
spravnou interpretaci nalezenych variant (87). Na tomto principu jsou zalozeny volné dostupné
genomické prohlizece napi. Genome Data Viewer, ktery integruje veskeré informace a nékteré
nastroje (napf. BLAST, primer BLAST) dostupné z NCBI (88). Dalsim vyuzivanym
prohlize¢em je University of Santa Cruz (UCSC) Genome Browser, ktery funguje od roku
2001 jako graficky prohlize¢ pro zkoumani anotaci genomu. Obsahuje stovky anota¢nich stop
a uzite¢nych nastroju, napf. in-silico PCR a LiftOver, aj. (89). Obdobn¢ je zalozen také
Ensembl Genome Browser. Projekt Ensemble vyviji prostiedi pro poskytovani referen¢nich
dat pro interpretaci genomu jakéhokoli druhu. Samoziejmosti jsou také vlastni programy

dostupné z prostiedi Ensembl jako jsou VEP, BLAST (90).

Velmi ptehledny je prohlize¢ VarSome. Tento prohlize¢ umozinuje uzivateli vyhledat varianty
v genomickém kontextu, shromazd’'uje data ze tficeti externich databazi a vyuZziva cetnych
predikénich nastrojii. Nejvetsim piinosem je umoZznéni komunit€ sdilet informace o lidskych
variantach (91). Velkym benefitem je také implementace automatického klasifikatoru variant,
ktery hodnoti variantu dle doporuceni American College of Medical Genetics and Genomics
and the Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) (92). Vystup z automatického
klasifikatoru variant VarSome viz. Obr. 8. Tato klasifikace nam poskytne zakladni informace

pro naslednou interpretaci, coz ocenime zejména u doposud nepopsanych tzv. ,,novel* variant.

rss @O
v

@ A VarSome user has classified this variant as Pathogenic, confirmed by a functional study, mentioned in 25533856.
rong

:::1 '() 3 UniProt protein PROC_HUMAN domain 'Peptidase ST has 113 missense/in-frame variants (55 pathogenic variants, 46 uncertain variants and 12 benign variants), pathogenicity = 48.7%, which qualifies as pathogs
erate

Using strength Supporting because the variant doesn't alter the protein length (missense) and the position isn't moderately conserved (the position is poorly conserved (phyloP100way = 2.39 is greater than 1.4))
GnomAD exomes homozygous allele count = O is less than 2 for AD/AR with good gnomAD exomes coverage = 98.7.
Variant not found in gnomAD genomes with good gnomAD genomes coverage = 33.8.

120 out of 149 non-VUS missense variants in gene PROC are pathogenic = 80.5% which is more than threshold of 40.2%, and 151 out of 348 clinically reported variants in gene PROC are pathogenic = 43.4% wi
is more than threshold of 35.2%.

UniProt Variants classifies this variant as Pathogenic, citing 2 articles (7865674 and 7792728), associated with Thrombophilia due to protein C deficiency, autosomal dominant.

ClinVar classifies this variant as Uncertain Significance, 1star (criteria provided, 3 submissions), citing 5 articles (34355501, 25533856, 23174622, 7865674 and 7792728), associated with None Provided, Not
Provided, Proc Deficiency, Autosomal Dominant and 3 more, with 3 submissions (2 pathogenic, 1 uncertain, O benign).

Obr. 8. Kritéria / dikazy (dle ACMG/AMP) pro klasifikaci nalezené varianty v genu PROC z VarSome
automatického klasifikatoru variant.
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3.2.3.2 Interpretace nalezenych variant

Spravna interpretace nalezené varianty v lidském genomu, je velkou vyzvou, jak pro
pracovniky v molekularné genetickych laboratotich, tak pro klinické genetiky. | navzdory
zavedeni obecné uzndvanych doporuceni pro klasifikaci nalezenych variant stale ziistava
zna¢na mira subjektivity (46). Spravna interpretace varianty pro pacienta znamena benefit
Z pohledu mozné kauzalni terapie, ptipadné ochranného rezimu v rodin€. Na druhou stranu

Spatnd interpretace mize pacientovi a jeho rodiné vyrazné¢ uskodit.

V soucasn¢ dobé¢ interpretace sekvencnich variant vychédzi z doporuceni, které publikovali
Richards et al. 2015 (92) a jsou znamy jako ACMG/AMP doporuceni pro interpretaci
germinalnich sekvenénich variant. Pro popis nalezenych variant nalezenych v genech
zpusobujicich Mendelovské poruchy doporucuji uzivat standartni terminologii: patogenni,
pravdépodobné patogenni, nejasny vyznam, pravdépodobné benigni, benigni. Toto
doporuceni popisuje postup pfi klasifikaci odhalenych variant do téchto kategorii za vyuziti
typickych diikkaz napt. populacni data, funkéni data, in-silico predikce a segregaéni data (92).
Konkrétné jsou pro zafazeni varianty do uvedenych péti kategorii vyuZzivana kritéria pro
klasifikaci patogennich variant (Ptiloha 1), kritéria pro Klasifikaci benignich variant (Pfiloha 2)
a vlastni pravidla pro kombinaci kritérii pro klasifikaci variant (Pfiloha 3). Uvedené postupy
slouzi pouze jako doporuceni, Richards et al. 2015 (92) zdaraznuje dulezitost vlastniho
odborného tsudku klinického ¢i laboratorniho genetika S ohledem na konkrétniho pacienta,

pfipadné vzorek.

4 Aplikace metodiky vysokokapacitniho sekvenovani do Kklinické
praxe pro vybrané onemocnéni

Vyuziti NGS je vhodné zejména v oblasti klinické diagnostiky, kde je predpoklad vétsiho

mnozstvi pacientl s urCitou indikaci a pozadavkem na vySetfeni pfedem dané skupiny gent.

wevr

diagnosticky postup kombinujici Sangerovu sekvenaci doplnénou metodou MLPA.

V ramci zavedeni metodiky NGS do rutinni diagnostiky byla navazana spoluprace s Hemato-
onkologickou Klinikou Fakultni nemocnice Olomouc, ktera nase pracovisté oslovila ohledné

mozné aplikace vysokokapacitni sekvenacni technologie pro diagnostiku vrozeného deficitu
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piirozenych antikoagulantt (proteinu S, C a antitrombinu), které vyznamn¢ predisponuji dané

jedince k tromboze.

4.1 Zilni tromboembolicka nemoc

Zilni tromboembolicka nemoc (venous thromboembolism — VTE) zahrnuje Zilni trombézu a
plicni embolii (PE). Zilni trombéza je formovani trombu v Zilnim systému, ktery mize
rezultovat v obstrukci arteria pulmonalis — kde utrzeni trombu zptsobi PE, ktera muze byt pro

¢lovéka az letalni.

Odhadovana ro¢ni incidence VTE, pro populaci Evropského ptivodu, se pohybuje v rozmezi od
104 do 183 piipada na 100 000 lidi, coZ je obdobné jako u cévni mozkové piihody (93). U
pacientti s VTE byla pozorovana ro¢ni mira mortality v rozmezi 16,7-25 %. (94, 95, 96).

4.1.1 Faktory zvysujici riziko nastupu VTE

Manifestace tromboembolického stavu vykazuje multifaktorialni podstatu, kde je vsak dédi¢na
komponenta stanovena az na 60 % (pro selektované pacienty S prvni epizodou trombdzy do 45
let) (97). Mezi vngjsi faktory zvysujici riziko manifestace tromboembolické nemoci uvadi
Souto et al. 2000 (97) operace, imobilizaci, koufeni, v€k, nadorova onemocnéni a u Zen pak
zejména uzivani oralni antikoncepce a téhotenstvi. Z geneticky podminénych faktort to jsou
zejména, V populaci pomérné Casté SNP — faktor V Leiden a mutace faktoru Il protrombinu
G20210A. Vzacnym, ale velmi zavaznym predisponujicim faktorem k nastupu VTE je deficit

antikoagula¢nich proteint S (PS), proteinu C (PC) a antitrombinu (AT).

4.1.2 Genetické predispozice VTE

4.1.2.1 Faktor V Leiden a protrombin G20210A

Pricinou hereditarni trombofilie jsou poskozujici varianty v genech, jejichz proteinové

produkty jsou zapojeny do procesu srazeni krve. Rutinni geneticka diagnostika je provadéna
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pouze u SNP faktoru V Leiden a protrombinu G20210A — u jejich nositelt je zvySené riziko

vzniku hyper koagula¢nich stavi.

Varianta faktor V Leiden v genu F5 zptisobuje zaménu aminokyseliny argininu za glutamin na
pozici 506. Varianta vede ke ztraté §tépného mista pro aktivovany PC, tim se zvySuje riziko
nastupu VTE v disledku zvySeni tvorby trombinu (98, 99). Divodem provadéni rutinni
diagnostiky je pomérné vysoka populacni frekvence dané alely — u varianty faktor V Leiden
literatura uvadi frekvenci 2-10 % (100, 101, 102). Pokud je varianta pfitomna v heterozygotnim
stavu je riziko nastupu VTE oproti bézné populaci zvyseno 3—8x (98, 101, 103, 104).

Varianta protrombinu G20210A, ktera se nachazi v genu F2, pfedstavuje tranzici guaninu za
adenin v 3 nepfekladané oblasti. Zaména ma za nasledek mirné zvySenou hladinu protrombinu
V plazmé, bez zmény vlastni molekuly (98, 99). U varianty protrombinu G20210A byla
pozorovana popula¢ni frekvence 1-4 %, pro Evropskou populaci je uvazovana spise nizsi
hodnota daného rozmezi (98, 102, 104, 105). Nositelé této varianty v heterozygotnim stavu
maji oproti bézné populaci 3-4 vyssi riziko vzniku VTE (98, 103, 105).

Laboratorni diagnostika vyuzivala a stale vyuziva metod navrzenych pro rychlou a levnou
detekci znamych SNP: PCR-RFLP, Strip Assay®, alelové-specifickou PCR, TagMan real-time
PCR a SNaPshot® (106, 107, 108, 109, 110, 111).

4.1.2.2 Deficit prirozenych antikoagula¢nich proteint

Vrozeny deficit antikoagula¢nich proteint S, C a AT je vzacnym, av$ak zavaznym rizikovym
faktorem dédi¢né trombofilie (98, 103, 112). Za poruchu funkce ptirozenych antikoagulantd u
hereditarnich forem deficiti t€chto proteinli mohou poskozujici varianty v genech, které tyto

proteiny koduji.

4.1.2.2.1 Deficit proteinu S

PS fadime mezi vitamin K-dependentni plazmatické proteiny. Protein je kdédovan genem
PROS1, ktery je lokalizovan na 3qll.1 a dle transkriptu ENST00000394236.9 (délka
transkriptu 3 556 bp) se sklada z 15 exond a obsahuje 676 aminokyselinovych zbytki.

Nejcastéji je exprimovan v jatrech a srdci. U lidi se protein nachazi ve volné formé ze 40 %,
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tento podil mlize vytvofit aktivni komplex s PC. Ze 60 % je vazany K B-tetézci C4b vazebného
proteinu (113, 114). Hlavni funkce PS je kofaktorova, ptisobi jako zesilovac aktivovaného PC,
ktery $tépi faktor V, plsobi tedy jako inhibitor koagulace. Byla vSak popséna také piima
antikoagulacni aktivita pomoci vyvazovani vazebnych mist na fosfolipidové membrané

uréenych pro prokoagula¢ni faktory (114).

Incidenci deficitu PS v kohort¢ pacientii s VTE ve v€kové skupiné < 45 let stanovil De Stefano
etal. 1996 (115) na 1,4-7,5 %. V bézné Evropské populaci se prevalence hereditarniho deficitu
PS odhaduje v rozmezi 0,1-0,5 % (59, 112, 114). I pies nizkou prevalenci se jedna o zavazny
rizikovy faktor nastupu VTE, nositelé kauzélni varianty maji 5-10x vy$si riziko oproti bézné
populaci (59, 103, 112, 114). Dédi¢nost je uvadéna ve vétsing piipadt jako autozomalné
dominantni (AD) s redukovanou penetranci a variabilni expresivitou. Vzacné je pozorovan také
autozomalné recesivni (AR) typ dédi¢nosti — OMIM 176880 (https://omim.org/ cit. 21. 9.
2022).

Cast1

Cast2

Cast3

Obr. 9. RozloZeni poskozujicich variant v genu PROS1 dle prohlizece VarSome.

(Tmave Cervené tecky oznacuji patogennivarianty; svétle cervené tecky oznacuji pravdépodobné patogennivarianty; oranZové
tecky oznacuji varianty nejasného vyznamu)

4.1.2.2.2 Deficit proteinu C

PC je vitamin-K dependentni plazmaticky protein, kédovany genem PROC, ktery je
lokalizovan na pozici 2q14.3. Dle transkriptu ENST00000234071.3 (délka transkriptu 1 773
bp) obsahuje 9 exond, které koduji 461 aminokyselinovych zbytka. Exprese probiha piedevsim
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V jatrech, ale v mens$i mife také v ledvinach. Protein se v krevni plazmé nachazi jako inaktivni
serinova protedza, ktera je aktivovana v reakci na zvysSenou hladinu trombinu. Aktivace probiha
na endotelovém receptoru PC, ktery je kodovan genem PROCR. Hlavni biologickéd funkce
spociva v aktivnim Sté€peni, inaktivaci aktivovanych prokoagulaénich faktort V a VIII. Jeho

funkce zesiluje ptisobeni PS a faktoru V (98, 116).

V kohorté pacientti s VTE ve vékové skupiné < 45 let byla pozorovana incidence deficitu PC v
rozmezi 1,4-8,6 % (115), coz je vyrazné vice ve srovnani S prevalenci v Evropské populaci
0,15-0,3 % (59, 112). Zuvedeného vyplyva, ze se jedna o vzacnou formu dédi¢ného
onemocnéni, které je vSak vyznamnym rizikovym faktorem VTE. Pacienti s kauzalni
genetickou variantou maji 5-10x vyssi riziko nastupu VTE oproti bézné populaci (59, 103,
112). U vétsiny pacientd byla pozorovana AD dédi¢nost S redukovanou penetranci a variabilni
expresivitou. Vzacné je pozorovan také AR typ dédi¢nosti — OMIM 612283 (https://omim.org/
cit. 21. 9. 2022).

Obr. 10. RozloZeni poskozujicich variant v genu PROC dle prohlizece VarSome.

(Tmave Cervené tecky oznacuji patogennivarianty; svétle cervené tecky oznacuji pravdépodobné patogennivarianty; oranZové
tecky oznacuji varianty nejasného vyznamu)

4.1.2.2.3Deficit antitrombinu

AT je plazmaticky protein kédovany genem SERPINCL. Gen je situovan do chromozomové
pozice 1925.1. Podle transkriptu ENST00000367698.3 (délka transkriptu 1 594 bp) obsahuje 7
exond, které koduji 464 aminokyselinovych zbytkil. Gen je exprimovan vyhradné v jatrech. AT
je hlavnim inhibitorem serinovych proteaz, predevsim lyzuje trombin aktivovany faktor X. Dale
také blokuje aktivované faktory XII, X1, IX, které se fadi mezi serinové proteazy. Ulinek AT

se vyrazné zvySuje v ptritomnosti heparinu (59, 117).

De Stefano et al. 1996 (115) uvadi incidenci pacienti s deficitem AT v rozmezi 0,5-4,9 %, data
se vztahuji ke kohorté pacientli s VTE mladSich 45 let. V bézné Evropské populaci je pak
prevalence nizsi 0,02-0,2 % (59, 98, 112, 115). Pacienti s dédicnym deficitem AT maji riziko
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vzniku VTE 5-16x vyssi oproti zdravé populaci (59, 98, 112). U tohoto geneticky podminéného
onemocnéni je uvadén AD typ dédi¢nost s redukovanou penetranci a variabilni expresivitou.
Vzacné je pozorovan také AR typ dédi¢nosti — OMIM 613118 (https://omim.org/ cit. 21. 9.
2022).

1 1 F1 1 i

Obr. 11. RozloZeni poskozujicich variant v genu SERPINC1 dle prohlize¢e VarSome.

(Tmaveé Cervené tecky oznacuji patogenni varianty; svétle cervené tecky oznacuji pravdépodobné patogenni varianty; oranZové
tecky oznacuji varianty nejasného vyznamu)

4.1.2.3 Molekularné geneticka diagnostika u deficita proteina S, C a
antitrombinu

S ohledem na velmi nizkou populacni prevalenci hereditarnich deficiti PS, PC a AT, jsou tyto
fazeny mezi vzacna genetickd onemocnéni. Z toho vyplyva nutnost preselekce pacientll
vhodnych pro genetické testovani (112). Geneticka diagnostika u téchto deficienci vyuziva
metody, které jsou vhodné pro detekci oéekavanych kauzalnich variant. Nejcastéji se jedna o
SNV s absenci mutacnich hot-spots oblasti. Vzacné jsou popsany také CNV, které jsou
detekovany v genech kodujicich zajmové proteiny. Na jejich detekci se vyuzivala, a stale hojné
uziva, kombinace Sangerovy sekvenace a metody MLPA (59, 114). Pozorované spektrum
kauzalnich genovych variant a ¢asova naro¢nost téchto molekularné diagnostickych metod je
divodem zavedeni metodiky vysokokapacitniho sekvenovani do diagnostiky téchto geneticky

podminénych deficitd. Pilotni praci v tomto sméru publikoval Lotta et al. 2012 (118).
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5 Material a metodika

V nésledujicich ¢astech prace je prezentovana metodika a vyhodnoceni diagnostického postupu
zalozen¢ho na vysokokapacitnim sekvenovani, vhodného pro maly pocet gend, pro rutinni
diagnostiku pacientd s podezienim na vrozeny deficit PS, PC a AT. V Ceské republice se jedna
pravdépodobné o prvni aplikaci metodiky NGS do diagnostiky vzacnych genetickych variant u

trombofilnich stavu.

5.1 Indikacni Kritéria

Uspésny zachyt kauzalnich genovych variant vyZzaduje precizné preselektovanou skupinu
pacientt S podezienim na vrozeny deficit jednoho z antikoagula¢nich proteint. Byla vyuzita
indika¢ni kritéria, ktera shrnuje Colucci and Tsakiris 2020 (112) viz. Tab 2.

Tab. 2. Navrhovana indikacni kritéria pro testovani VTE, prizpGsobeno dle Colucci and Tsakiris 2020
(112).

Muzi a Zeny

VTE nezndmé pficiny < 50 let

VTE na neobvyklém misté

Prvni VTE a pozitivni rodinna historie VTE
Mladi pacienti s arterialni ischémii zplisobené
embolii

Zeny
VTE béhem téhotenstvi nebo po porodu

VTE nasledkem uzivani oralni antikoncepce nebo
hormonalni terapie

VTE pred nasazenim hormonalni terapie
ViceCetné nevysvétlitelné téhotenské ztraty

Mladé pacientky s pozitivni rodinnou historii VTE
pfed predepsanim oralni antikoncepce

Pro nase zaméfeni, vyhradné na genetické testovani pacientl se suspektnim deficitem

vybranych antikoagulacnich proteintl, dand indikacni kritéria rozSifujeme o:

1) Vylouceni béZné testovanych polymorfizmu faktor V Leiden a G20210A
2) U pacienta musi byt opakované prokazana nizka aktivita daného antikoagula¢niho

proteinu na zakladé prislu§ného funkéniho testu
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Pokud pacient splnil tato kritéria byl na naSem pracovisti otestovan na ptitomnost zdrode¢nych

genovych variant na platformé lon S5™ (Thermo Fisher Scientific).

5.1.1 Funk¢ni testy

Vyuzité funkéni analyzy jsou pro kazdy ze sledovanych proteint specifické — tyto byly
provadény na externich pracovistich, které se odpovidajici diagnostikou zabyvaji. Cut-off
hodnoty jsou stanoveny empiricky, mohou se v ramci riznych pracovist lisit. VIiv hodnot
funk¢nich testti na miru detekce mutaci je soucéasti kapitoly — Diskuze. Uvedené hodnoty jsou

stanoveny v ramci Fakultni nemocnice Olomouc. Ptehled uzitych testt shrnuje Tab. 3.

Tab. 3. Princip testl méfici aktivitu sledovanych proteint s pfislusnym cut-off.

Aktivita Cut-off
Typ funkénih
proteinu yp funkcniho testu (%)
Volny protein S | Latexova imunoanalyza pro volny protein S <53

Testy uzivajici chromogenniho substratu
Protein C nebo aktivovaného &asteéného <72
tromboplastinového ¢asu

Testy zaloZeny na pfidani nadbytku
Antitrombin | aktivovaného faktoru X nebo protrombinu <75
— byly vyuZity chromogenni testy

5.2 Kohorta pacientt indikovanych na genetické testovani

Za vyuziti vySe uvedenych indikacnich kritérii bylo v obdobi let 2016-2021 pro sekvenaci
indikovéno 31 probandd, z nichZ bylo 21 Zen a 10 muzi. NejstarSim otestovanym byl muz
ro¢nik narozeni 1932, nejmladsi byl muz narozen v roce 2019. Pacienti starsi 45 let byli do
kohorty zahrnuti z divodu manifestace tromboembolické nemoci do 45 rokt zivota, pozitivni
rodinné anamnézy a nizké aktivity urcitého antikoagula¢niho proteinu. V dané kohorté bylo 7
pacientil testovano na suspektni vrozeny deficit PS, 13 pro deficit PC a 11 pro suspektni dédi¢ny
deficit AT. Pacienti pro genetické testovani byli indikovani z Fakultni nemocnice Olomouc,

HEMACENTRUM, spol. s r.0. Plzen a Fakultni nemocnice Martin.

V zavislosti na suspektni deficit pfirozeného antikoagulacniho proteinu byl u pacienti pomoci

NGS vysetfen odpovidajici gen, ktery dany protein kéduje — PROS1, PROC, SERPINC1. U
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pacientl s deficitem PC byl do panelu zatazen kromé genu PROC, také gen PROCR, ktery
koéduje endotelovy receptor PC.

Vsichni otestovani pacienti podepsali informovany souhlas S genetickym vySetfenim. Spole¢né
s probandy byli v nékterych piipadech konzultovani klinickym genetikem také rodinni
ptislusnici, ktefi byli v pfipad¢ nalezu kauzalni varianty otestovani na nosi¢stvi dané varianty
Sangerovou metodou. Tito jsou Vv praci uvedeni pouze pokud byli vyuZiti v ramci segregacni

analyzy u novel variant.

5.3 lzolace DNA

Primarnim materialem bylo 9 ml periferni krve odebirané do zkumavek s EDTA. Izolace a
purifikace  DNA zlymfocyti periferni krve probihala pomoci QIlAcube (QIAGEN)
automatického izolatoru, za vyuziti QlAamp DNA Blood Mini Kitu nebo QlAamp DNA Mini
QIlAcube Kit (oba QIAGEN). Vyuzivané kity vyzaduji vstupni mnozstvi 200 pl periferni krve
a umoziuji volitelny elu¢ni objem 50-200 ul (www.giagen.com cit. 30. 9. 2022). Pro izolaci
byl na piistroji QIAcube vybran program QlAamp DNA Blood or body fluid (nastaven elu¢ni

objem 100 pl) a dale se postupovalo dle pokynti na monitoru pfistroje.

5.3.1 Méreni koncentrace DNA

5.3.1.1 Spektrofotometr

Koncentrace izolované DNA byla primarné¢ métena pomoci spektrofotometru NanoDrop™
2000/2000c (Thermo Fisher Scientific), kde vyrobce uvadi limit detekce pro dsSDNA od 2 ng/ul
do 15 000 ng/ul (www.thermofisher.com cit. 30. 9. 2022). Pifed méfenim je nutné stanoveni
nulové hodnoty — BLANK. Vyuzivame vzorek nosného roztoku (elu¢ni pufr z QIAamp
izola¢niho kitu), poté miizeme méfit koncentraci vzorku pacienta — do pfistroje pipetujeme 1,5

pl vzorku.

Popsané rozmezi detekce je dostatecné pro bézné PCR aplikace a metodu MLPA. Vstupni
koncentrace DNA pro ptipravu knihoven dle manualu (MAN0013432) pro lon AmpliSeq
Library Preparation na lon Chef Systém, je optimalné 0,67 ng/ul, coz je pod detekénim limitem

daného spektrofotometru.
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5.3.1.2 Fluorimetr

Pro precizni stanoveni koncentrace vstupni DNA pro MPS byl vyuzit Qubit® 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific). Pfi vyuziti Qubit® dsDNA HS Assay Kitu (Thermo Fisher
Scientific) lze kvantifikovat velmi citlivé dSDNA (www.thermofisher.com cit. 30. 9. 2022).
V zavislosti na objemu vzorku je souprava navrzena pro presné méfeni koncentrace DNA od
0,005 do 120 ng/ul, coz je pro nami pozadované rozmezi vyhovujici. Pracovni roztok byl
pripraven smichanim koncentrované assay reagent (barvicky) a pufru do celkového objemu 200
ul v poméru 1:199 pro kazdy méieny vzorek, ptipadné kalibra¢ni standard. Dale jiz pipetujeme

do 0,5 ml méticich tenkosténnych ¢irych zkumavek, které jsou s ptistrojem kompatibilni.
Ptiprava kalibra¢nich standardt: 10 pl daného standardu + 190 ul pracovniho roztoku
Ptiprava vzorkl: 2 pl vzorku DNA + 198 ul pracovniho roztoku

Po napipetovani kratce promichame na vortexu a sto¢ime. Ponechame 2 minuty inkubovat pfi
pokojové teploté. Nejprve kalibrujeme pfistroj pomoci standardi a poté kvantifikujeme

koncentraci DNA u vzorku.

5.3.2 Sekvenace na platformé Ion S5™

Pro vysokokapacitni sekvenaci byla zvolena lon AmpliSeq™ technologie pro TS. Tento piistup
nam dovoluje designovat pro kazdy sekvenac¢ni béh unikatni lon AmpliSeq™ On-Demand
panel, ktery je vhodny zejména pro testovani mensich skupin genti obvykle < 50. V kazdém
sekvenaénim b&hu byli nakombinovani pacienti S deficity pfirozenych antikoagula¢nich
proteind s pacienty indikovanymi na jinou diagnézou dle pozadavku lékaid (napt. deficit
biotinidazy, Wilsonova choroba, von Willebrandova choroba, RASopatie aj.). Tato metoda je
vhodna k detekci SNV, malych inzerci, deleci, duplikaci do 20 bp. Pii dostatecném pokryti
cilovych oblasti je provedena také CNV analyza.

Béhem celé analyzy bylo postupovano podle ptislusnych manuald, které jsou k dispozici

k danym kitim (Thermo Fisher Scientific) viz. Tab. 4.
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Tab. 4. Vyuzité kity a pfislusné manualy dostupné z (www.thermofisher.com cit. 1. 10. 2022)

. . . , , Cisl
Nazev kitu Ucel Ndazev manualu Cis ?
manualu
lon Ampliseq™ Kit ReagenC{e a spovt,rebnl majcerlal pro o lon AmphSeq Library
automatickou pripravu knihoven v pfistroji Preparation on the lon MANO0013432
for Chef DL8
lon Chef™ Chef System
Reagencie a spotiebni material pro
lon 510™ & lon automatickou tvorbu templatu a chip - -
520™ & lon 530™ | loading v pfistroji lon Chef™ lon 510™ & Ign 520™ & MANO0016854
. : . v lon 530™ Kit — Chef
Kit — Chef Reagencie a spotfebni materidl pro
sekvenaci na pfistroji lon S5™

5.3.2.1 Design amplikonovych knihoven

Pro navrh primert byl vyuzit software lon AmpliSeq™ Designer (Thermo Fisher Scientific),
kde byl zvolen lon AmpliSeq™ On-Demand panels (Thermo Fisher Scientific). V tomto
nastaveni byl navrzen vlastni / unikatni genovy panel, ktery na zakladé indikace zahrnoval
nasledujici geny: deficit PS — PROS1; deficit proteinu C — PROC a PROCR,; deficit AT —
SERPINC1. Geny obsazené v panelech jsou piredem otestovany V laboratofi pro ovéteni
pozadovanych vlastnosti. Amplikony jsou in-silico navrzeny ke 100% pokryti kodujicich
oblasti a rozhrani exont / intront. Design vychazel z referen¢niho lidského genomu hgl9,
navrzené amplikony byly v rozmezi 125-275 bp. Pro tuto aplikaci byly navrzené primery vzdy
2-poolové. Ze softwaru lon AmpliSeq™ Designer je moznost stazeni pro kazdy design
unikatniho souboru BED. Ten je nezbytny pro analyzu sekvenacnich dat. Program je dostupny

z www.ampliseq.com.

5.3.2.2 Priprava knihovny

Piiprava sekvena¢ni knihovny je automaticka pomoci pfistroje lon Chef™ (Thermo Fisher
Scientific). Vstupni mnozstvi DNA je velmi nizké — 10 ng v objemu 15 pul. lon Chef™ vyzaduje
pro piipravu knihoven kit lon AmpliSeq™ Kit for Chef DL8 (Thermo Fisher Scientific), ktery
obsahuje material pro pfipravu knihoven 32 pacientli. Pfi pfipravé knihoven a obsluze pfistroje
postupujeme dle navodu viz. Tab. 4. Zde je klicové piedev§im nastaveni po¢tu PCR cyklu a
Casu annealingu / extenze v zavislosti na poctu part primert obsazenych v poolech unikatniho
On-Demand panelu viz. Tab. 5. Tuéné jsou vyznaceny vyuzivané hodnoty.
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Tab. 5. Doporuceny pocet amplifikacnich cykll. Upraveno dle manudlu MAN0013432 dostupného z
(www.thermofisher.com cit. 1. 10. 2022).

. ‘o Doporvuceny Annealing /
Pocet paru pocet
. o gt _w s extenze
primerd na pool amplifikacnich .
o (min)
cykla
12-24 22 4
25-48 21 4
49-96 20 4
97-192 19 4
193-384 18 4
385-768 17 4
769-1 536 16 8
1537-3 072 15 8
3073-6 144 14 16
6 145-24 576 13 16

5.3.2.3 Tvorba templatu, plnéni ¢ipu

Tyto kroky jsou automatizovany pomoci pfistroje lon Chef™, ktery k tomuto kroku vyuziva
kitu lon 510™/520™/530™ Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific). Sekvenacni Cipy byly
zvoleny dle poctu pacientti zatazenych do jednoho sekvenaéniho béhu. lon 520 pro 8 pacientu.
lon 530 pro 16 pacientd. V tomto kroku byl také v prostiedi Torrent Suite softwaru vytvoten
pracovni list ,,sample sheet”, kde byla nastavena reference hg19, nahran ptislusny soubor BED
a nastaven templatovaci protokol na 400 bp. Dale bylo postupovano dle piislusného navodu
viz. Tab. 4.

5.3.2.4 Sekvenace

Sekvenace byla provedena na platformé lon S5™, za vyuziti sekvenacnich reagencii z kitu lon
510™/520™/530™ Kit-Chef. K zajisténi dostatecného ,.end to end* pokryti jednotlivych
amplikonti nastavime 550 cykli omyti. Pti nastaveni a obsluze pfistroje bylo postupovano dle

ptislusného manualu viz. Tab. 4.
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5.3.2.5 Analyza sekvenacnich dat

5.3.2.5.1Torrent Suite software

Primarni a sekundarni analyza byla provedena dle zakladniho nastaveni v prostfedi Torrent
Suite™ software (Thermo Fisher Scientific). Pro kazdy sekvenacni béh software poskytne data
kontroly kvality sekvenace a pokryti jednotlivych vzorkt (pro cilové amplikony a baze zvlast).
Klicovou metrikou analyzy pokryti je pro nas pokryti jednotlivych amplikoni: minimalni

primérné pokryti amplikonii > 200 ¢teni; pokryti amplikon nejméné 20 ¢tenimi > 98 %.

Vystupnimi datovymi forméaty jsou uBAM, ale také FASTQ — ten je mozné stdhnout vV rdmci
modulu — FileExporter. Automaticky probiha také pftifazovani ¢teni k zadané referencni
sekvenci (hgl9) a cilovym oblastem (unikatni soubor BED pro kazdy design On-Demand
panelu) — vystupnim formatem je BAM a BAI. V ramci analyzy dat v Torrent Suite softwaru
je automaticky provedena analyza BAM formatu v integrovaném modulu TVC — parametry pro
VC byly ponechany zakladni, které jsou doporuéené. Vystupni formaty daného modulu jsou

VCF a XLS. Vybrané parametry zakladniho nastaveni variantCalleru viz. Tab. 6.

Tab. 6. Vybrané parametry vyuzitych softward pro variant calling — zakladni nastaveni.

Torrent Suite lon Reporter NextGene
INDEL SNP INDEL SNP INDEL SNP
MAF 0,25 0,18 0,1 0,1 0,2 0,2
MQ 20 15 10 10 20 20
MC 10 45 10 5 5 5
MCES 3 0 4 0 0 0
MSB 0,95 0,94 0,95 0,98 0,85 0,85

(MAF — minimum allele frequency; MQ — minimum quality; MC — minimum coverage; MCES — minimum coverage of
either(each) strand; MSB — maximum strand bias)

5.3.2.5.21on Reporter

Tento software od firmy Thermo Fisher Scientific byl vyuzit k sekundarni a tercialni analyze
sekvenacnich dat ziskanych z Torrent Suite softwaru. Pacientska sekvenacni data (format
BAM, VCF) byla do lon Reporteru nahrana pomoci modulu lonReporterUploader. lon Reporter

je dostupny online na https://ionreporter.thermofisher.com/.

39


https://ionreporter.thermofisher.com/

5.3.2.5.3 Anotace VCF souboru

V softwaru lon Reporter byla provedena anotace VCF soubord nahranych ze softwaru Torrent
Suite. Parametry byly ponechany v zakladnim nastaveni. Timto zpisobem byli posuzovani
vSichni pacienti. Ze sady anotaci vyuzivame zejména: in-silico predikce (PolyPhen, SIFT),
PhyloP, dbSNP, ClinVar, MAF a 5000 exomes European MAF.

5.3.2.5.4 Anotace z BAM souborii, CNV analyza

Software provadi anotaci variant a CNV analyzu z nahranych BAM soubort. Pro provedeni
CNV analyzy je nutné manualné definovat vzorky (z nahranych soubort BAM), kde u vSech
musi byt nastaveno pohlavi — muz. Nasleduje tvorba tzv. ,,CNV baseline® (referen¢ni rozmezi
proti kterému je CNV pacienta stanovena), do které vybereme vSechny vzorky ze sekvenac¢niho

béhu (minimalné 10), pomoci kterych chceme stanovit CNV.

Dalsim krokem je tvorba sekvena¢niho workflow — jeho nastaveni: referen¢ni sekvence hgl9,
nahrani unikatniho souboru BED, vybér unikatni CNV baseline pro danou skupinu pacient.
Parametry pro anotaci: mapovani, bamstats, hledani variant — ponechany V zakladnim
nastaveni. Pro zvySeni senzitivity nastaven parametr CNV Finding — CNV Sensitivity — HIGH.
Pomoci takto vytvofeného workflow byly vzorky analyzovany. Ze sady anotaci vyuzivame
zejména: in-silico predikce (PolyPhen, SIFT), PhyloP, dbSNP, ClinVar, MAF a 5000 exomes
European MAF.

5.3.2.5.5Postup hodnoceni / interpretace

Nalezené varianty typu SNV, delece, inzerce a duplikace (< 20 bp) byly primarn¢ hodnoceny
z dat generovanych programem lon Reporter z BAM souborti. Hodnoceni probéhlo na zakladé
popsanych anota¢nich nastroji jako jsou in-silico predikéni softwary, MAF, efekt mutace na
protein, PhyloP skore, dbSNP a ClinVar. Nasledovala kontrola pfitomnosti varianty pomoci
IGV (napf. k vylou¢eni mozného sekvenacniho artefaktu) a vyhledani dostupnych informaci a
dat z dalsich predikénich nastroji V prohlize¢i VarSome ptipadné¢ UCSC. Pii klasifikaci
vychédzime také z dostupnych informaci o pacientové fenotypu a rodinné anamnéze — pfi

interpretaci pak zohlediiujeme ACMG / AMP doporuceni. Postup pfi posuzovani mozné
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patogenity nalezenych variant viz. Tab. 7. Spravny zapis a pfitomnost varianty je ovéien
kontrolou v anotovaném VCF souboru. Pro zapis odhalenych variant jsme pouzili referenéni
transkripty: PROS1 (NM_000313.4); PROC (NM_000312.4); SERPINC1 (NM_000488.4) a
PROCR (NM_006404.5).

CNV je detekovano z BAM souborit pomoci lon Reporteru. V piipadé kauzalniho nalezu by

nasledovala konfirmace metodou MLPA.

Tab. 7. Postup pfi posuzovani mozné patogenity nalezenych variant.

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
K | i
Suspektni varianta v "Fyzicka" kontrola ontrola v.arlzjmty
- L v genomickém
lon Reporter pfitomnosti varianty -
prohlizedi Interpretace
afe pFi
In-silico (PolyPhen, VarSome zohlednéni
SIFT) (dopInéni ACMG /
MAF < 0,01 informaci o AMP
Efekt varianty na IGV mozné klasifikace*
protein patogenité)
PhyloP
- UcCsC
Clinvar

*Zejména u doposud nepopsanych variant klademe diraz na fenotyp pacienta a rodinnou anamnézu

5.3.3 MLPA

Metoda ma slouzit pouze jako konfirmacéni V pfipadé nalezu rozsahlé piestavby ve
vySetiovanych genech CNV analyzou pomoci lon Reporteru. Pro ptipadnou konfirmaci byly
k dispozici SALSA MLPA Probemixy (MRC Holland) uvedené v Tab. 8. Pro gen PROCR neni

v soucasné dob¢ k dispozici zadny probemix.

Tab. 8. Probemixy pro pfipadnou konfirmaci odhalenych CNV ve vysetfovanych genech.

Vysetrovany Ndazev probemixu
gen
PROS1 SALSA MLPA P112 PROS1
PROC SALSA MLPA P265 PROC
SERPINC1 SALSA MLPA P227 SERPINC1
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5.3.4 Sangerova sekvenace

Tato metoda byla vyuzita pouze u pacientt s novel variantou, u kterych byli k dispozici rodinni

prislusnici ochotni podrobit se segregacni analyze.

Primery byly navrzeny, tak aby pokryvali oblast vyskytu urcité kauzalni varianty. V Tab. 9.

jsou uvedeny sekvence primert s annealingovou teplotou, délkou PCR produktu a odpovidajici

variantou, ktera ma byt detekovana.

Tab. 9. Primery navriené pro segregaéni analyzu u probandd s doposud nepopsanou poskozujici

variantou.

Varianta F sekvence primeru 5’-> 3’ F sekvence primeru 5°-> 3” Anr;oe(a:\)lmg IZ:EI:)a
PROS1

c.1931T>A TGTCTTTTTCCAAACTGATGGAC | GGTTGGAAACAGGAAGTCTGAATG 59 243
PROS1

AGCATAAGACTAGAGTGGGCA ACTCATAATCGAGCCACTGTTT 56 358

c.1468delA
PROC

€ 866C>G TCTCCGGGTGAACCTTCTTC GACGAAGGTGCGGTTTCTCT 56 410
PROC

. A50C>A AGGTGAGCTTCCTCAATTGCT ATTCCTGGGCGATGTATTGGG 56 166

iE: 9P 421511- GCATAATGAGCGCCCCTAGT TCCCATGTGCATTTACCGCT 59 377

Slozeni PCR master mixi, teplotni profily reakei a nastaveni sekvenacni runu pomoci kapilarni

elektroforézy na pfistroji ABI 3130 je zobrazeno v Tab. 10.-Tab. 17.

Sekvenacni data byla hodnocena pomoci software SeqScanner v1.0.

Tab. 10. SloZeni 1. PCR smési.

Tab. 11. Teplotni profil 1. PCR.

1. PCR teplotni profil Eas (min, sec) | Cykly

SloZky 1. PCR smési (1 reakce) Objem (ul) (°C) !

PPP Master Mix (Top-Bio) 7,5 95 5| 1x
PCR H20 (Top-Bio) 5,5 94 0,30

Primer F (10pmol) 0,5 59 /56 dle Tab. 9. 1,30 | 34x
Primer R (10pmol) 0,5 72 1

DNA 1 72 10 1x
Celkem 15 6 oo
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Tab.

12. Enzymatické precisténi — slozky.

Tab. 13. Teplotni profil enzymatického precisténi.

Slozky pro enzymatické | Objem Enzymatické precisténi Cas (min, Cykly
preciSténi (1 reakce) (ul) teplotni profil (°C) sec)

Alkalicka fosfataza 1x
(Thermo Fisher Scientific) 1 37 15
Exonukleaza (Thermo 1x
Fisher Scientific) 0,5 85 15

PCR produkt 5 10 oo

Celkem 6,5

Tab. 14. SloZeni 2. PCR smési. Tab. 15. Teplotni profil 2. PCR.

Slozky 2. PCR smési (1 reakce) Objem (ul) 2. PCR teplotni profil (°C) | Cas (min, sec) | Cykly
PCR H20 (Top-Bio) 4,5 94 2| 1x
BigDye® Terminator v1.1 (ABI) 1,5 96 0,10

0,05 (Ramp 3%
BDX64 buffer (MCLAB) 0,94 50 1°C/sec)
Big Dye® Terminator v 3.1 kit (ABI) 0,063 60 4
Primer F/ R (10pmol) 1 10 oo
sekvenacni templat 2
Celkem 10

v vev,

Tab. 16. Precisténi sekvenacnich produktd — slozky.

Slozky pro precisténi sekvenacnich .

! I:’prOZUktl‘j (1 reakce) Objem ()
SAM™ Solution (ABI) 22,5
XTerminator™ Solution (ABI) 5
Sekvenacni produkt 5
Celkem 32,5

Tab. 17. Nastaveni separacnich podminek na kapilarni elektroforéze ABI 3130.

Podminky sekvenace pro
IIBI 3130 P Hodnota
Separacni teplota 60 °C
Doba nasttiku vzorku 12 sec
Napéti pfi nastfiku vzorku 1,2 kv
Napéti pfi separaci vzorku 8,5 kV
Doba separace vzorku 2780 sec
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5.4 Porovnani VCF vytvorenych z rozdilnych softwari

V ramci této prace bylo provedeno porovnani variant z pohledu jejich prezence / absence
v daném VCF souboru. Porovnavany byly VCF vytvofené z Torrent Suite softwaru pomoci
integrovaného modulu variantCaller; VCF vytvofené z BAM souboru v softwaru lon Reporter

a VCF, které byly generovany pomoci NextGene softwaru.

Bylo vybrano 10 pacientl z jednoho sekvenac¢niho béhu, ve kterém byli pacienti indikovani pro
deficit PS, PC a AT, ale také pro RASopatie (tito podepsali souhlas s anonymnim vyuzitim
vysledku). Pacienti byli anonymizovani a hodnoceny pouze varianty odhalené v genech

PROS1, PROC a SERPINC1.

Nastaveni variantCalleru v programu Torrent Suite a Ion Reporteru ponechano zakladni,

vybrané parametry viz. Tab. 6. vyse v textu.

Pro zpracovani dat programem NextGene byly vyuzity soubory FASTQ, které byly stazeny

Torrent Suite pomoci modulu — FileExporter.

Nastaveni NextGene: V prvnim kroku byl zvolen typ pfistroje — lon Torrent, aplikace — SNP /
INDEL discovery a sequence alignment. Nastaveni referenéni sekvence -
Human v37p10dbsnp135 a nahran pfisluSny BED soubor, ktery je pro kazdy design On-

Demand panelu jedineény. Vybrané parametry nastaveni viz. Tab. 6. vySe v textu.

5.5 Statisticka analyza

V ramci statistické analyzy byl zkouman mozny vztah hladin funkénich testd u pacientt
S potvrzenou kauzalni variantou a skupinou pacienti bez nalezené patogenni varianty.
K statistickému vyhodnoceni mozného vztahu hladin funkénich testd k témto skupinam
pacienti byl vyuzit neparovy t-test. Pro nulovou hypotézu: “neexistuje rozdil v hodnotach
funk¢nich testi mezi pacienty s potvrzenou a pacienty bez potvrzené kauzalni genetické

varianty*.

Z diivodu rozdilného poctu provedenych funkénich testii u jednotlivych pacienti ze souboru,

byl t-test vypocitan z medianti funkénich testi.

Tabulky a grafy byly vytvofeny pomoci softwaru Microsoft Excel, Microsoft PowerPoint a

GraphPad. Rodokmen byl sestaven pomoci Progeny (Progeny Genetics).
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6 Vysledky

6.1 Souhrnné vysledky u vySetfenych probandi

Do této prace bylo zahrnuto celkem 31 probandd, ktefi splnili indikac¢ni kritéria pro genetické
testovani vrozeného deficitu jednoho ze sledovanych antikoagula¢nich proteini. Celkem bylo
pomoci MPS na platformé Ion S5 odhaleno 21 pravdépodobné patogennich / patogennich
variant. To odpovida mife detekce mutaci (MDR) 67,7 %. Kauzalni varianty byly zaznamenany
u 14 Zzen a 7 muzd. Z nalezenych variant bylo 6 variant dosud nepopsanych tzv. novel.
Nejcastéj$im typem mutaci byly missese varianty — 76,2 %. U 10 probanda nebyla odhalena
zadna SNV, CNV analyza byla negativni. Souhrnné vysledky jsou shrnuty v Tab. 18. a
zobrazeny v Obr. 12. a Obr. 13. Pacienti s nalezenou variantou jsou zobrazeni v Tab. 19.
Informace o pacientech bez kauzalni varianty shrnuje Tab. 20. Pacienti s detekovanou novel

variantou s doplitujicim informacemi pro klasifikaci nalezenych variant jsou uvedeni v Tab. 21.

Pomoci t-testu byly porovnany mediany méfeni funk¢énich testti u pacientd s nalezenou oproti
skupiné pacientli bez nalezené kauzalni genetické varianty. Signifikantni rozdil byl zaznamenan
pouze u pacientt indikovanych pro deficit PS (p = 0,0047) — zde miZeme zamitnou nulovou

hypotézu viz. Tab. 18. Distribuce mediant funkénich testi je zobrazen na Obr. 14.

Tab. 18. Soubor pacientt rozdéleny dle prislusné indikace s odpovidajici MDR.

Pozitivni ,
Vs Testovdno / Sto Novel
Indikace I (varianta Missense | Nonsense | Frameshift | Splicing P .
negativni loss varianta
nalezena)
(T-test)
ATD 0,6241 11 (7) 63,6% 6 - - - 1
PCD 0,6286 13 (10) 76,9% 8 1 - - 1 3
PSD 0,0047 7(4)57,1% 2 - 1 1 - 2
Celkem - 31(21)67,7% | 16 (76,2%) 2(9,5%) 1(4,8%) | 1(4,8%) | 1(4,8%) | 6(28,6%)

45




14

12

10

Pocet pacientil
o [9:2]

IS

]

o

ATD PCD PSD

Indikace

B Indikovdno M Nalezena ™ Nenalezena = Novel

Obr. 12. Soubor pacient( rozdéleny dle pfislusné indikace a nalezenych / nenalezenych / novel variant.
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Obr. 13. Spektrum nalezenych kauzalnich variant (zaokrouhleno).
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Obr. 14. Distribuce mediant funkcnich testli u pacientl dle prislusnych indikaci — nalezena vs

nenalezena varianta.

(¢ervené — medidny funkénich testi pro pacienty s nalezenou variantou; modfe — medidny funkcénich test pro pacienty bez
nalezené varianty; osa y — aktivita proteinu v %, osa x — pacienti s nalezenou vs pacienti bez nalezené varianty)
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Tab. 19. Kohorta pacientl s nalezenou kauzalni variantou.

Rocnik - Funkéni . . e "
.| Funkéni test ) Exon/ | Koodrinata ) Zygozita In-silico Rodinna "
narozeni test Gen Varianta Efekt varianty . . A Klasifikace
(%) .. Intron hg19 /novel * predikce historie
(Pohlavi) median (%)
c.79T>C 1:173884020 likely
1981 (2) 60;61;63 60| SERPINC1 p.Trp27Arg 2| rs116581658 missense het damaging| Neznama| pathogenic
c.133C>T 1:173883966 likely
1983 (7) 67,68 67,5| SERPINC1 p.Argd5Trp 2| rs768704768 missense het damaging Ne| pathogenic
c.391C>T 1:173883708
1993 (2) 56 56| SERPINCI | p.Leul31Phe 2| rs121909567 missense het damaging Ano| pathogenic
c.236G>A 1:173883863 likely
1973 (M) 54,65 59,5| SERPINC1 p.Arg79His 2| rs121909552 missense het damaging Ano| pathogenic
€.236G>A 1:173883863 likely
1971 () 48 48| SERPINC1 p.Arg79His 2| rs121909552 missense het damaging Ano| pathogenic
c.398A>T likely
2004 (M) 42;45;47 45| SERPINC1| p.GIn133Leu 2(1:173883701 missense het * damaging Ne| pathogenic
€.685C>T likely
1932 (M) 24 24| SERPINC1| p.Arg229Ter 4] 1:173879969 nonsense het _ Ano| pathogenic
c.450C>A likely
1980 (2) 50 50 PROC| p.Tyrl50Ter 6(2:128180899 nonsense het * _ Ano| pathogenic
c.677A>T
1971 (M) 39;45 42 PROC| p.GIn226Leu 712:128183802 missense het damaging Ano| pathogenic
c.677A>T
1976 (2) 41,45 43 PROC| p.GIn226Leu 7]2:128183802 missense het damaging Ano| pathogenic
€.715G>C
1973 (2) 49;56;57 56 PROC| p.Gly239Arg 8(2:128184717 missense het * damaging Ano| pathogenic
c.759C>A 2:128184761 likely
1988 (7) 54 54 PROC| p.His253GIn 8| rs145866973 missense het damaging Ano| pathogenic
€.13017>C
1971 (2)| 67;68;71;71 69,5 PROC| p.Val434Ala 9(2:128186437 missense het damaging Ano| pathogenic
€.1384T>C 2:128186520 likely
1988 (2) 65;70 67,5 PROC| p.Terd62GIn 9| rs370298954 stop loss het _ Ano| pathogenic
c.1106C>T 2:128186242 damaging /
1978 (2) 47;48;59 48 PROC| p.Pro369Leu 9| rs121109869 missense het tolarated Ne| pathogenic
c.866C>G
1959 (M) 4,4;27,1 15,75 PROC| p.Pro289Arg 9] 2:128186002 missense hom * damaging Ano| pathogenic
c.1019C>T 2:128186155
1994 (7) 39 39 PROC | p.Thr340Met 9| rs766261022 missense het damaging Ano| pathogenic
1963 (M) 22 22 PROS1 | c.1155+5G>A 10| 3:93611772 splicing het _ Ano| pathogenic
9;9;11;12;19 c.1468delA frameshift likely
1981 (7)| ;20;23;27;29 19 PROS1 p.11e490fs 12| 3:93603596| delece (INDEL) het * _ Ano| pathogenic
c.1916G>A likely
1953 (2) 18;23 20,5 PROS1| p.Cys639Tyr 15| 3:93593204 missense het damaging Ano| pathogenic
possibly
22,1;26,5;27, c.1931T>A damaging / likely
2002 (M) 9 26,5 PROS1| p.lle644Asn 15[ 3:93593189 missense het * damaging Ano| pathogenic
(Z - Zena; M — muZ; het — heterozygot; hom — homozygot; * — novel)
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Tab. 20. Kohorta pacientll bez nalezené kauzalni varianty.

Roc¢nik _ -
, | Funkénitest | Funkéni test
narozeni (%) median (%) Gen CNV
(Pohlavi)
24;30;30;31;
1982 (2) | 31;32;33;35; 32,5 SERPINC1 neg
35;36;37;38
58,60,64,66;
1984 (2) 68;68;69;70; 68 SERPINC1 neg
70
2019 (M) 18 18 SERPINC1 neg
1974 (2) 64 64 SERPINC1 neg
1999 (2) 44;54 49 PROC neg
2003 (M) 62;63 62,5 PROC neg
. 41;45,;48;48;
1993 (2) 4949 48 PROC neg
1983 (2) 31;45,6 38,3 PROS1 neg
1952 (M) 61,2;61,9 61,55 PROS1 neg
1990 (Z) 45;64 54,5 PROS1 neg
(Z - Zena; M — muZ; neg — negativni)
Tab. 21. Pacienti s dosud nepopsanou kauzalni variantou.
Rocnik - s
narozeni Gen Varianta Ef.Ekt Zygozita In-s:.llco Rc.>d|nr'1a ACMG/AMP
. varianty predikce historie
(pohlavi)
PM2, PM1,
2004 (M) | SERPINC1 C.398A>T missense het damaging Ne PMS5, PP2,
p.GIn133Leu
PP3
. c.450C>A
1980 (2) PROC 0. Tyr150Ter nonsense het _ Ano PVS1, PM2
PM1, PM2,
1973 (2) PROC c.7156>C missense het damaging Ano PS1, PP2,
p.Gly239Arg
PP3
PM1, PMS5,
1959 (M) PROC ¢.866C>G missense hom damaging Ano PM2, PP2,
p.Pro289Arg
PP3
Frameshift
. 1
1981 (%) | PROS1 ¢ ?lii‘;%ﬁ Deletion het _ Ano | PVS1,PM2
b- (INDEL)
c.1931T>A possibly PM1, PM2
2002 (M) PROS1 p.lle644Asn missense het damagl'ng/ Ano PP2, PP3
damaging

(Z - Zena; M — muZ; het — heterozygot; hom — homozygot; ACMG/AMP — diikazy o patogenité varianty)
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6.2 Vysledky u probandi s deficitem PS

Pro suspektni dédi¢ny deficit PS bylo na MPS genu PROS1 indikovano 7 proband (4 Zeny a 3
muzi). Kauzalni varianta byla odhalena u 4 probandu viz. Tab. 19., kdy v8ichni méli pozitivni
rodinou historii tromboembolickych stavii. MDR bylo u této kohorty pacientt 57,1 %. Nejvyssi
Cetnost (2) mély varianty v 15. exonu genu PROS1 zobrazeno na Obr. 15. Nejcasté&ji byly
zjistény missense varianty (2) dale pak frameshift (1) a splicing (1). VSechny uvedené byly

nalezeny v heterozygotnim stavu.

m Intron 10 = Exon 12 = Exon 15

Obr. 15. Cetnost nalezenych kauzalnich variant v exonech / intronech genu PROS1

V této pacientské kohorté¢ byl zjistén signifikantni rozdil (p = 0,0047) mediani méfeni
funk¢nich testli mezi pacienty se zjiSténou a pacienty bez odhalené kauzalni varianty viz. Obr.
14. a Tab. 18.

Vsechna dostupnd méteni aktivity volného PS s pfislusnym cut-off testu jsou vizualizovany na
Obr. 16.
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Obr. 16. Hodnoty vsech provedenych funkénich testll u pacientd indikovanych pro deficit PS
s vyznacenym cut-off.

6.2.1 Dosud nepopsané varianty u probandu s deficitem PS

V ramci kohorty pacientl s deficitem PS byly popsany dvé novel varianty - c.1468delA
(p.11e490fs) a ¢.1931T>A (p.lle644Asn). Informace o variantach uvedeny v Tab. 21.

Varianta c.1468delA (p.11e490fs) byla nalezena u probandky narozené v roce 1981, ktera byla
indikovana pro opakované nizkou aktivitu volného PS (9-29 %). Tato varianta byla Sangerovou
sekvenaci potvrzena také u matky probandky a klasifikovana jako pravdépodobné patogenni.
Klasifikace varianty probé&hla na zéklad¢ absence alternativni alely v populacnich databazich,
dopadu na protein — frameshift varianta a pozitivni rodinné anamnézy. Detekce této kauzalni

varianty u matky probandky pomoci Sangerovy sekvenace viz. Obr. 17.

Obr. 17. Varianta PROSI1:c.1468delA (p.lle490fs) detekovana Sangerovou sekvenaci u matky
probandky.
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Druha poprvé popsana byla missense varianta €.1931T>A (p.lle644Asn). Varianta byla
prokézana u probanda narozeného v roce 2002. Pacient byl indikovan na zdklad¢ prodélané
hluboké Zilni trombozy pravé dolni koncetiny a nasledné provedenych funkénich testt — aktivita
volného PS (22,1-27,9 %). Pacient ma pozitivni rodinnou anamnézu VTE z matCiny strany
rodokmenu. Varianta nasledn¢ potvrzena Sangerovym sekvenovanim u matky a maternalni tety
probanda (obé prodé¢laly trombdzu dolni koncetiny) a klasifikovana jako pravdépodobné
patogenni. Klasifikace varianty prob&hla na zaklad€ absence alternativni alely v populacnich
databazich, PhyloP skore — 7,5, in-silico predikénich nastroji a pozitivni rodinné anamnézy.

Varianta je zobrazena na Obr. 18.

B R S [T R Ry W Ut T RS R

™

Obr. 18. Vizualizace varianty PROS1:c.1931T>A (p.lle644Asn).

(leva Edst — Sangerovo sekvenovdni proband/matka R fetézec; pravd ¢dst — vizualizace varianty u probanda pomoci IGV)

6.3 Vysledky u probandi s deficitem PC

Pro podezieni na dédicny deficit PC bylo na MPS genit PROC a PROCR indikovano 13
pacient (10 Zen a 3 muzi). Patogenni / pravdépodobné patogenni varianty byly nalezeny pouze
v genu PROC u 10 probandd, coz piedstavuje MDR 76,9 % viz. Tab. 18. U skupiny pacientt
s deficitem PC jsme tak zaznamenali nejvy$§i MDR znami vySetfovanych deficith
antikoagulacnich proteinti. Pozitivni rodinnou anamnézu tromboembolickych stavii uvedlo 9

z 10 pozitivné testovanych probandt. Nejvyssi ¢etnost variant (5) byla zjisténa v 9. exonu genu
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PROC viz. Obr. 19. Nejcastéjsi varianty byly missense (8), nonsense (1) a stop loss (1).

Z odhalenych variant bylo 9 v heterozygotnim a jedna varianta v homozygotnim stavu.

mExon6 mExon7 m=Exon8 Exon 9

Obr. 19. Cetnost nalezenych kauzélnich variant v exonech genu PROC.

V této kohorté pacientli nebyl zjistén signifikantni rozdil (p = 0,6286) mediani méfeni
funk¢énich testli mezi pacienty se zjiSténou a pacienty bez odhalené kauzalni varianty viz. Obr.
14. a Tab. 18.

Vsechna dostupna méfeni aktivity PC s ptislusnym cut-off testu jsou zobrazeny na Obr. 20.
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Obr. 20. Hodnoty vSech provedenych funkénich testd u pacientll indikovanych pro deficit PC
s vyznacenym cut-off,
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6.3.1 Dosud nepopsané varianty u probandu s deficitem PC

U skupiny pacientl indikovanych pro deficit PC byly odhaleny tfi novel varianty - ¢.450C>A
(p.Tyr150Ter); ¢.715G>C (p.Gly239Arg) a c.866C>G (p.Pro289Arg). Informace o probandech

/ variantach sumarizuje Tab. 21.

Varianta ¢.450C>A (p.Tyrl50Ter) v heterozygotnim stavu byla odhalena u probandky
s rokem narozeni 1980. U pacientky laboratorné stanovena aktivita PC 50 %, doposud
Z pohledu embolizace asymptomatickd. U matky probandky zjistén deficit PC, otec opakované
hluboké Zilni trombdzy a prodélal PE. Paternalni dédecek na PE umiel. Segregacni analyzu
V tomto piipadé nebylo mozné provézt, rodinni piislusnici v riziku se genetickému testovani
nepodrobili. Nalezend varianta byla klasifikovana jako pravdépodobné patogenni na zakladé
absence alternativni alely v popula¢nich databazich, dopadu na protein — nonsense a pozitivni

rodinné anamnézy.

U pacientky narozené vroce 1973 byla nalezena varianta c.715G>C (p.Gly239Arg)
V heterozygotnim stavu. U této probandy prokézaly funkéni testy opakované nizkou aktivit PC
(49-57 %). Pozitivni rodinna anamnéza — otec opakované trombozy a PE, u bratra hluboka Zilni
tromboza. U bratra byla potvrzena stejna varianta jako u probandky. Tato varianta byla
klasifikovana jako patogenni. Klasifikace varianty prob&hla na zéklad¢ absence alternativni
alely v popula¢nich databazich, PhyloP skore — 9,29, in-silico predikénich nastroji a pozitivni
rodinné anamnézy. Stejnd varianta na proteinové urovni, ale rozdilnd zaména nukleotidl

(c.715G>A) byla korelovana s ocekavanym fenotypem.

Zajimava je zejména varianta €.866C>G (p.Pro289Arg), ktera byla pfitomna v homozygotnim
stavu. Tato varianta byla odhalena u probanda ro¢nik narozeni 1959 s pozitivni osobni a
rodinnou anamnézou VTE, pozorovana aktivita PC v rozmezi 4,4-27,1 %. Pacient prod¢lal
opakované epizody hluboké Zilni trombozy a PE, ale prvni zaznamenana ataka VTE az v roce
1983! To miiZze naznacovat AR formu onemocnéni. S testovanim piitomnosti této familidrni
varianty souhlasilo sest ¢lenti dané rodiny. U tfech zen ro¢nik narozeni 1984, 1987 a 1988 byla
varianta v genu PROC:c.866C>G (p.Pro289Arg) potvrzena v homozygotnim stavu. Posledni
anamnestické udaje ze strany VTE z roku 2005 — negativni. Stejna varianta v heterozygotnim
stavu odhalena u dvou zen (1943 a 1991) a jednoho muze 1990. Z téchto rodinnych ptislusnikt
prodélala epizodu trombozy pouze pacientka ro¢nik narozeni 1943 v roce 2006. Na zaklade
dostupnych informaci se presny piibuzensky vztah této zeny k probandovi nepodafilo stanovit.

Varianta byla klasifikovana jako patogenni. Klasifikace varianty prob&hla na zakladé absence
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alternativni alely v popula¢nich databazich, in-silico predikénich nastroju a pozitivni rodinné
anamnézy. Varianta na stejné pozici €.866C>T(p.Pro289Leu) byla popsana s ofekavanym

fenotypem. Rodokmen znamych ¢lent této rodiny zobrazen v Obr. 21.
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*1990 *1988 *1987 ‘1984

*1991

Obr. 21. Segregace varianty PROC:c.866C>G (p.Pro289Arg) v rodiné probanda.

(* — narozeni; + —umrti; IM — infarkt myokardu,; ca — karcinom; hom — homozygot; het — heterozygot)

6.4 Vysledky u probandi s deficitem AT

Pro genetické testovani genu SERPINC1 bylo indikovéno 11 probandl (7 Zen a 4 muzi).
Patogenni / pravdépodobné patogenni varianta byla odhalena u 7 pacientt viz. Tab. 19. U dvou
pacientll z této skupiny nebyla uvedena pozitivni rodinnd anamnéza VTE. V této kohorté
pacientu s deficitem AT bylo zaznamenano MDR 63,6 %. Nejvyssi Cetnost kauzalnich variant
byla zaznamenana v 2. exonu (6) genu SERPINC1 vyneseno na Obr. 22. Byly popsany missense

(6) a nonsense (1) varianty. VSechny varianty byly nalezeny v heterozygotnim stavu.

55



mExon2 =Exon4d

Obr. 22. Cetnost nalezenych kauzalnich variant v exonech genu SERPINCI.

V této kohorté¢ pacientli nebyl zjistén signifikantni rozdil (p = 0,6241) medianti méfeni

funk¢énich testli mezi pacienty se zjiSténou a pacienty bez odhalené kauzalni varianty viz. Obr.
14. a Tab. 18.

Vsechna dostupna méfeni aktivity AT s ptislusnym cut-off testu jsou zobrazeny na Obr. 23.
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Obr. 23. Hodnoty vSech provedenych funkénich testll u pacienti indikovanych pro deficit AT
s vyznacenym cut-off,
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6.4.1 Dosud nepopsané varianty u probandu s deficitem AT

U skupiny pacientd indikovanych pro deficit AT byla odhalena jedna novel varianta —

€.398A>T (p.GIn133Leu). Informace o probandovi / varianté sumarizuje Tab. 21.

Varianta v genu SERPINC1 ¢.398A>T (p.GIn133Leu) byla odhalena u probanda ro¢nik
narozeni 2004 v heterozygotnim stavu. Pacient byl indikovan na genetické testovani z divodua
nastupu VTE v roce 2019, ktera nastala ziejm¢ jako nasledek piedchozi hospitalizace pacienta.
Prokazana nizkd aktivita AT v rozmezi 42—47 %. V paterndlni ani maternalni stran¢ rodiny
nejsou uvadeény epizody VTE. V ramci segregacni analyzy testovdna matka na nosi¢stvi dané
varianty s negativnim vysledkem. Fenotyp probanda a rodinna anamnéza naznacuje, ze by se
mohlo jednat o de novo kauzalni variantu, nicméné pro definitivni potvrzeni dané teze by bylo
vhodné doplnit vySetifeni u otce. Nalezena varianta byla klasifikovana jako pravdépodobné
patogenni. Klasifikace varianty probé&hla na zakladé absence alternativni alely v popula¢nich
databazich, PhyloP skore — 7,69, in-silico predik¢nich nastroji. Varianta ve stejném kodonu

€.397C>A (p.GIn133Lys) je klasifikovana jako pravdépodobné patogenni.

6.5 Porovnani VCF vytvorenych z rozdilnych softwari

U 10 pacienti sekvenovanych v ramci jednoho b&hu spole¢né byly detekovany varianty
v genech PROS1, PROC a SERPINC1 pomoci tfi riznych softward: Torrent Suite
variantCalleru, lon Reporteru a NextGene. U téchto pacientti detekovaly tyto softwary pii svém
zakladnim nastaveni v genu PROS1 — 16, 19 a 27 variant; v genu PROC — 17, 17, 19 variant;
pro gen SERPINC1 — 15, 15, 16 variant. Nalezen¢ varianty pro jednotlivé pacienty jsou shrnuty

v Ptiloze 4, pocCet variant ve vybranych genech zobrazen v Tab. 22.
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Tab. 22. Pocty variant detekovanych vybranymi softwary u jednotlivych pacientd.

Torrent Suite

lon Reporter

NextGene

Pacient | PROSI | PROC | SERPINCI | PROSI | PROC | SERPINCI | PROSI | PROC | SERPINCI | CoIkem
1 2 2 0 3 2 0 2 2 0 13
2 1 2 0 1 2 0 1 2 0 9
3 3 2 0 4 2 0 4 3 o 18
4 0 2 1 0 2 1 3 2 1 12
> 2 1 3 3 1 3 3 1 3 20
6 2 2 3 2 2 3 4 2 3 23
/ 2 1 3 3 1 3 2 1 3 19
8 2 2 3 2 2 3 5 2 3 24
9 2 2 0 1 2 0 1 3 1 12
10 0 1 2 0 1 2 2 1 2 11

Celkem 16 17 15 19 17 15 27 19 16 161

Vsechny uvedené softwary odhalily jednu kauzalni variantu v genu SERPINC1:c.79T>C

(p.Trp27Arg), ktera byla prokazana u pacienta Cislo 4.

6.5.1 NextGene

Program NextGene oproti TVC a Ion Reporteru detekoval INDEL varianty piitomné
v homopolymernich oblastech: v genu PROS1 ¢.1870+84delA (u pacientd 3, 4, 6, 8), ¢.602-
23delT (u pacientt 4, 5, 6, 8, 10), ¢.469+25delC (u pacientt 4 a 8), ¢.1156-9dupT (u pacienta
10). V genu PROC ¢.1212delG (p.Met406TrpfsTerl5) (u pacienti 3 a 9). V genu SERPINC1
detekoval u pacienta 9 variantu ¢.409-13_409-12delTT. Frekvence alternativnich alel u téchto

variant se pohybovala v rozmezi 20,6-36,9 %.

Prezence INDEL variant v homopolymernich oblastech u vice pacientd ve stejném

sekvena¢nim bé&hu s relativné nizkou frekvenci naznacuje, ze se jedna o sekvenacni artefakty

viz. Obr. 24.
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Obr. 24. Vizualizace chyby sekvenace — varianty PROS1:¢.1870+84delA pomoci IGV.

6.5.2 lon Reporter

Analyza v softwaru lon Reporter se od ostatnich porovnavanych softwart odliSovala detekci
variant v genu PROS1 ¢.347-47delT u pacientt 1 a 7 (frekvence alternativni alely 50,98 a 55,49
%) a c.939A>T (p.Leu313Phe) u pacientt 3 a 5 (frekvence alternativni alely 20,91 a 21,97%).
Zajimava je piedevs$im prezence varianty €.347-47delT, ktera vykazuje frekvenci alternativni
alely >50 %. Dle kontroly v IGV byla varianta pfitomna u v§ech sledovanych pacienti v ramci
daného skvenac¢niho béhu, v genomickém prohliZze¢i VarSome neni uvedena. Tento INDEL se
nachdazi v oblasti bohaté na A/T ma nizkou kvalitu, kterou mé pro VC nejniZe posazenou praveé

Ton Reporter, pravdépodobné se jedna o sekvenacni artefakt. Varianta je zobrazena na Obr. 25.
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Obr. 25. Vizualizace chyby sekvenace — varianty PROS1:c.347-47delT.

(levd cdst — IGV; pravd ¢ast oblast ocekdvaného vyskytu varianty vizualizovand pomoci VarSome)
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6.5.3 Torrent Suite

Pomoci softwaru Torrent Suite byla oproti porovnavanym softwarim nalezena u pacienta 9
varianta v genu PROS1 ¢.1156-9 1156 s frekvenci alternativni alely 43,96 %. Stejna varianta
(zapsana €.1156-9dupT), byla detekovana u pacienta 10 softwarem NextGene s frekvenci
alternativni alely 34,7 %. Jedna se o INDEL v oblasti bohaté¢ na A/T — dle IGV pfitomna u
vSech pacienti v daném sekvena¢nim béhu, neni uvedena ve VarSome — s velkou

pravdépodobnosti se jedna o sekvenacni artefakt. Zobrazeno na Obr. 26.
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Obr. 26. Vizualizace chyby sekvenace — varianty PROS1:¢.1156-9dupT.

(leva cast — IGV; pravd cdst oblast ocekdvaného vyskytu varianty vizualizovand pomoci VarSome)
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7 Diskuze

Sekvenacni techniky druhé generace umoznily vyrazné zvysit testovaci kapacitu, za sou¢asného
snizeni sekvenacnich nékladl v piepoctu na osekvenovanou bazi. Tyto technologie umoznuji
vySetieni vice geni vramci jedné reakce, coz nabizi vhodnou aplikaci do diagnostiky
monogenné dédénych chorob (67). Aplikace téchto sekvena¢nich technologii byly jiz dfive
popsany v ramci vyzkumu. Ng et al. 2009 (119) osekvenovali dvanact lidskych exomu, kde u
Ctyfech neptibuznych jedinct s Freeman-Sheldon syndromem prokazali, ze kandidatni geny
monogenn¢ dédéné poruchy Ize detekovat pomoci exomového sekvenovani. Piehled aplikaci
exomového sekvenovani pro vyhledavani kandidatnich genli, kauzalnich variant u
monogennich poruch a de novo variant u sporadickych forem onemocnéni pfinasi Ku et al. 2011
(120). Autoti také upozornuji na limitaci tohoto pfistupu, zejména pak v nepokryti regulaénich
genovych oblasti, evoluén¢ konzervované oblasti v nekodujicich oblastech a netuplné pokryti
vSech exoni. Dilezitou ulohu hraje MPS (WES, WGS) pro klinickou praxi v piipadé
nediagnostikovanych pacientli, kde 1ékat ocekava na zakladé fenotypu pacienta genetickou

pti¢inu onemocnéni. Literatura uvadi MDR do 26 % v zavislosti na indikaci pacientd (121, 122,

123).

Tato prace byla zamétena na aplikaci vhodné metodiky MPS do rutinni klinické diagnostiky
vybranych deficitti antikoagula¢nich proteini. Fidalgo and Ribeiro 2017 (124) poukazuji na
vhodnost aplikace vysokokapacitniho sekvenovani do genetické diagnostiky pacientd
s deficitem PS, PC a AT zdavodu navySeni testovaci kapacity této pravdépodobné
poddiagnostikované skupiny pacientti. Pilotni prace na aplikaci NGS do problematiky VTE
byla zaméfena na sekvenaci 186 vybranych gent, kde byly uspésné detekovany kauzalni
varianty (118). Nasledovaly prace, které se zamétovaly na velké genové panely zahrnujici geny
pro dédiéné krvacivé poruchy, trombotické poruchy a poruchy funkce krevnich desticek.
Vétsina praci vychazi z metodiky WES. Simeoni et al. 2016 (125) publikovali vysledky u 300
pacientil, u kterych odhalili 204 kauzélnich variant véetné¢ 8 CNV. Autofi se zamétili na 63
gend. Lee et al. 2017 (126) u 64 pacienti s VTE uvadi 60,9% MDR. Zaméfili se na hledani
vzacnych trombofilnich variant v 55 genech asociovanych s trombofilii. Data s doposud
nejvétsiho pacientského souboru publikovali Downes et al. 2019 (127), kdyz pomoci
ThromboGenomics HTS panelu (96 genli) osekvenovali 2396 pacientti, indikovanych pro

krvacivé poruchy, trombotické poruchy a poruchy krevnich desticek a zaznamenali celkové
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MDR 37,3 %. Z této pacientské kohorty bylo 284 pacienti indikovano pro trombdzu — zjisténé
MDR v této skuping pacientd bylo 48,9 %.

Vyse uvedené studie nejsou primarné zaméteny na vyhledavani kauzalnich genovych variant u
pacientl indikovanych pro deficit PS, PC a AT. V této problematice je stdle nejvice rozsifenou
metodou molekularni diagnostiky Sangerovo sekvenovani (59, 114, 128-143). Tato sekvenacni
metoda byla povazovana za ,,zlaty standard* pro detekci poskozujicich variant. Narazi v§ak na
limity, kterymi jsou niz$i senzitivita zachyceni CNV, neschopnost vySetiovat vice cild paralelné
a stim spojena cCasova narocnost. Tyto nedostatky jsou odstranény vysokokapacitnimi
sekvenacnimi technikami, které tak zvySuji testovaci kapacitu, jak bylo popsano naptiklad
v oboru molekularni patologie (144, 145). Sangerova sekvenace neni vhodna pro detekci
velkych deleci a duplikaci, bézné je tedy dopliiovana metodou MLPA (146). CNV mohou byt
kauzalni pficinou deficitu ptirozenych antikoagulacnich proteint, z toho diivodu je kombinace
Sangerovy sekvenace a metody MLPA vyuzivana také v této problematice (59, 114). MPS
techniky jsou schopny detekovat Siroké spektrum mutaci véetné CNV (144, 145). Patel et al.
2016 (147) popisuji na ptikladu sekvenace HIV viru klesajici naklady na MPS, které jsou jiz
obdobné jako u Sangerovy metody. Z uvedeného vyplyva Ze NGS technologie maji pro
diagnostické laboratofe vétsi informacni potencidl a pro 1ékafe vétsi rychlost odezvy nez

Sangerova sekvenace.

V této praci byla vyuzita AmpliSeq technologie zalozena na sekvenaci designovanych
amplikonti pro své hlavni vyhody, kterymi jsou: malé¢ mnozstvi vstupni DNA (10 ng), vysoké
pokryti amplikont a lepsi zacileni na gen PROS1, ktery je vysoce homologni s pseudogenem
PROSP. Vysledky uvadéné v této praci pochazi pfedev$im znami publikovanych dat v
publikaci Vrtel et al. 2022 (148).

V ramci této prace bylo pomoci metodiky MPS osekvenovano 41 pacientl, ne vSichni vSak
splnili definovand indikac¢ni kritéria. Tt pacienti byli rodinni pfisluSnici probandd, tii pacienti
byli indikovani pro detekci variant FV Leiden / protrombin G20210A. Tii pacienti vykazovali
kombinovany deficit antikoagulacnich proteint a jedna probandka byla bez anamnestickych

udajt. Tito pak byly ze studie vylouceni. Do studie bylo tedy zahrnuto 31 probandil.

Pro zavedeni nové metody do klinické praxe, respektive nahrazeni star$i techniky novou, je
dilezitym ukazatelem zachyt kauzalnich variant u indikovanych pacientl. Napti¢ indikacemi —
deficit PS, PC a AT jsme zaznamenali celkovou MDR 67,7 %. Publikace vychazeji ze
Sangerova sekvenovani a uvadi podobné hodnoty MDR: Wypasek et al. 2017 (59) — 72 %,;
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Caspers et al. 2012 (129) — 65,8 %; Kim et al. 2014 (131) — 55,9 %. U pacientu s deficitem PS
jsme zjistili MDR 57,1 %, coz je nejvyssi hodnota z publikovanych praci 37,8-53 % (59, 128,
129, 131, 143). U kohorty pacientii indikovanych pro deficit PC jsme pozorovali MDR 76,9 %,
srovnatelna data uvadi také literatura 58,1-89,3 % (59, 128, 129, 131, 136, 142). Nejvyssi MDR
je popisovan u pacientu s deficitem AT 74-83,5 %, my jsme zaznamenali MDR 63,6 % (59,
128, 129, 130, 131). Pozorovana data naznacuji, Ze nami prezentovana metodika automatické

5TM

ptipravy knihoven, templatovani a sekvenace na platformé¢ Ion S5'" je vhodna pro molekularni

diagnostiku pacientli s podezienim na dédi¢ny deficit antikoagulacnich proteint.

Sekvenaci genu PROS1 jsme u pacientd s laboratorné potvrzenych deficitem PS odhalili ¢tyfi
patogenni / pravdépodobné patogenni varianty. Varianty €.1155+5G>A a ¢.1916G>A
(p.Cys639Tyr) byly jiz diive popsany v literatuie (114, 127, 141). Popsali jsme také dvé novel
varianty ¢.1468delA (p.11e490fs) a ¢.1931T>A (p.lle644Asn). V publikaci Li and Long 1996
(140) popsali jinou variantu ve stejné pozici €.1931T>G (p.l1e644Ser) u rodiny s deficitem PS

a epizodami tromboz.

V genu PROC jsme u indikovanych probandi zachytili deset kauzalnich variant. Sedm bylo jiz
dfive popsano v literatute — ¢.677A>T (p.GIn226Leu), c.759C>A (p.His253GIn), ¢.1301T>C
(p.Val434Ala), ¢.1384T>C (p.Ter462GIn), ¢.1106C>T (p.Pro369Leu), ¢.1019C>T
(p.-Thr340Met) (59, 129, 136, 139). Variantu c.677A>T jsme detekovali u dvou nepiibuznych
probandu. V nasem souboru pacientd jsme odhalili tfi novel varianty ¢.450C>A (p.Tyr150Ter),
c.715G>C (p.Gly239Arg) a c.866C>G (p.Pro289Arg). Varianta ¢.866C>G byla u probanda
ro¢nik narozeni 1959 odhalena v homozygotnim stavu a sledovana v ramci segregacni analyzy
v rodin€ probanda (3x homozygot, 2x heterozygot). Zajimavé je piedevS§im, Ze prvni
zaznamenany nastup VTE u probanda je az v jeho 24 letech. Obvykla dédi¢nost deficitu PC je
AD, literatura popisuje také piipady, kdy se deficit PC dédi jako AR znak. Grundy et al. 1992
(137) a Grundy et al. 1991 (138) popisuji variantu na stejné nukleotidové pozici ¢.866C>T
(p-Pro289Leu) nalezenou u probanda, ktery pochazi z piibuzenského svazku. V této roding pak
autofi popisuji dédicnost jako netiplnou AR s pozdnim néstupem. V literatute je pozdni nastup
VTE u pacienti s homozygotni mutaci v genu PROC jiz evidovan (149, 150, 151). V literatuie
byla jiz dfive popsana také varianta €.715G>A (p.Gly239Arg), tato je ve shodé s nami popsanou
variantou ¢.715G>C (p.Gly239Arg) na proteinové tGrovni, ale odliSuje se zaménou nukleotidu
(127, 131).

Vysokokapacitni sekvenaci genu SERPINC1 jsme odhalili sedm kauzalnich variant. Sest bylo
jiz diive publikovano — c¢.79T>C (p.Trp27Arg), c.133C>T (p.Argd5Trp), c¢.391C>T
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(p.Leul31Phe), ¢.236G>A (p.Arg79His), c.685C>T (p.Arg229Ter) (59, 127, 129, 132, 135).
Variantu ¢.236G>A jsme detekovali u dvou nepfibuznych probandi s pozitivni rodinnou
anamnézou tromboz. Popsali jsme také jednu novel variantu €.398A>T (p.GIn133Leu) u
pacienta se suspektnim fenotypem. Trait et al. 1994 (134) uvadi variantu ve stejném kodonu
€.397C>A (p.GIn133Lys) u probanda s pozitivni rodinnou anamnézou trombdz. Zajimava je
také varianta ¢.79T>C (p.Trp27Arg), kterou jsme zaznamenali u pacientky s opakovan¢ nizkou
aktivitou AT (60-63%). Varianta je v dbSNP uvedena jako rs1165816584, neni vsak
Vv literatufe spojovana snami pozorovanym fenotypem. Ve stejném kodonu popsali

Provaznikova et al. 2020 (133) nonsense variantu c.80G>A (p.Trp27Ter).

U probandi, kde nebyla odhalena kauzalni varianta by se mohlo jednat o sekundarni pficinu
deficitu antikoagula¢niho proteinu. Nedostatek proteinti C a S miiZe byt také ziskanym stavem
napf. pii nedostatku vitaminu K, tézké jaterni dysfunkci, infekci nebo dlouhodobé terapii
warfarinem (152, 153), U proteinu S je uvadéna také oralni antikoncepce (152). U pacientd,
kde nebyla nalezena geneticka pric¢ina onemocnéni, mizeme také zvazovat jiné molekularni
mechanismy pro objasnéni chybéjici dédicnosti — epigenetiku. U okluzivnich Zilnich piihod
byla popsana modifikace histont (citrulinace) a mozny vliv uréitych mikro RNA, jejich
vysetfeni by mohlo zlepsit presnost diagnostiky VTE. Klinické studie na vliv DNA metylace
u VTE nejsou v soucasné dobé k dispozici (154).

Zvazili jsme také mozny posun cut-0off funkcnich testi. Za timto ucelem jsme pomoci t-testu
porovnali medidny funk¢nich testlh u pacienti s nalezenou kauzélni variantou a pacienty bez
nalezené varianty. Signifikantni rozdil byl prokazan pouze u kohorty pacientt s deficitem PS
(p=0,0047). Zde by se dalo uvazovat o zméné cut-off. Bohuzel pro rozsahlejsi zavéry nemame
dostatecny soubor pacientll. Korelace hodnot funkénich testii a MDR byla jiz diive hodnocena.
Naptiklad bylo prokdzano vyssi MDR u pacientt s aktivitou AT <75 %, vyrazné redukované
MDR u pacienti s aktivitou PC >60 % a zadné kauzalni varianty nebyly odhaleny u pacientt
s volnym PS nad 53 a 55 % (59, 129, 143). Dalsi zptisinovani cut-off neni zZadouci z divodu
uspé$ného zavedeni metodiky NGS do dané problematiky, kterd vyznamné zvysuje testovaci

kapacitu oproti ¢asove narocné Sangerove sekvenaci.

Varianty, které jsme oznacili v ramci této prace jako kauzalni byly klasifikovany do skupin
patogenni nebo pravdépodobné patogenni. Pfi interpretaci jsme zohlednili doporuceni, které
stanovili Richards et al. 2015 (92) a jsou znamé jako ACMG/AMP doporuceni pro interpretaci
germinalnich sekvencnich variant. Samotna interpretace variant je stile vyznamné ovlivnéna
lidskym faktorem a zna¢nou mirou subjektivity. I pres vyuziti ACMG/AMP doporuceni je
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udavana znacna mira diskrepance v interpretaci genetickych variant mezi laboratofemi i
v ramci jednotlivych laboratofi (46, 155). Amendola et al. 2016 (155) uvadi 71% konkordanci
u interpretaci vybranych variant mezi laboratofemi. U diskordantnich stanovenich byly
zaznamenany také rozdily v kategoriich, které by mohly ovlivnit rozhodnuti Iékaie
(patogenni/pravdépodobné patogenni versus nejasného vyznamu, pravdépodobné benigni,
benigni). Spravna interpretace nalezené varianty mtze pacientovi poskytnout benefit z pohledu
1é¢by, prevence, ochranného rezimu v rodiné a pfipadné preimplantacni genetické diagnostiky.
Chybna interpretace vSak muze vézt k zavaznym dopadim jak pro probanda samotného, tak
pro jeho rodinu (156, 157, 158). Evans et al. 2001 (159) upozoriuji, Ze chybna interpretace
muze negativné ovlivnit nejen diagnostické testy, ale také prediktivni testy pouzivané u
asymptomatickych osob k piedpovédi budouciho rizika onemocnéni. Jako absurdni piiklad
mohou byt na podkladu prediktivniho testovani chybné indikovany profylaktické operacni

zakroky u nositelek mutaci BRCA1/BRCA2 (160).

Genetické testovani pacientl s deficitem proteinu S, C nebo AT mé vyznam piedevSim pro
definitivni potvrzeni dédi¢né komponenty a umozni detekovat familidrni variantu u ptibuznych
probanda (tj. doposud klinicky asymptomatickych nositelli patogenni varianty ve smyslu
nastupu VTE). Tato identifikace umoznuje zavedeni profylaktické 1écby at’ uz permanentné
nebo béhem vysoce rizikovych situacich (napt. velky chirurgicky zékrok, Uraz, imobilizace,
t€hotenstvi a Sestinedéli). Neexistuji vSak Zadna data, kterd by odiivodiiovala rizika dlouhodobé
nebo trvalé profylaktické antikoagulace u asymptomatického jedince (tj. jedince, ktery
neprodélal tromboembolickou ptihodu) (161). Genetické poradenstvi je pfinosem pro postizené

jedince a jejich rodiny (162).

V ramci této prace bylo provedeno také porovnani variant detekovanych tfemi softwary —
Torrent Suite (plugin TVC); lon Reporteru a NextGene. Vsechny uspésné detekovaly
poskozujici variantu SERPINC1:c.79T>C (p.Trp27Arg) a vSechny SNV. U INDEL variant
zejména v homopolymernich oblastech jsme zaznamenali nejvice chybné detekovanych variant
u softwaru NextGene. Shin et al. 2017 (163) provedli porovnani dvou bioinformatickych
pipeline pro optimalni zpracovani dat ziskanych ze sekvenatoru lon Torrent S5 XL pomoci
Torrent Suite (modul TVC) a NextGene. V ramci studie byly spravné nalezeny vsechny
o¢ekavané varianty (681 SNV, 15 malych INDEL a 3 CNV). Fale$né€ pozitivni byla pouze jedna
SNV detekovana pomoci NextGene. Platforma lon Torrent ma vyssi miru chybovosti u INDEL
ve srovnani s technologii sekvenovani po syntéze, kterou vyuziva Illumina. Literatura uvadi

chybovost rozmezi 0,46-2,4 % (29, 36, 163, 164, 165). Tyto nedostatky jsou odstrafiovany
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optimalizaci bioinformatické pipeline, zvySenim hloubky ¢teni a rovnomérnosti pokryti (163,
165, 166). Z uvedeného vyplyva, Ze pro optimalni VC je vhodné uzivat predevsim pfistupy
navrzené vyrobcem platformy (TVC a Ion Reporter). Shin et al. 2017 (163) optimalizovali

bioinformatické nastaveni jehoz soucasti byl TVC.

66



8 Zavér

Tato prace podava uceleny pichled sekvenacnich technik se zaméfenim na techniky druhé
generace. Byl navrzen a optimalizovan diagnosticky pfistup zaloZeny na vysokokapacitnim
sekvenovani v diagnostice vzacnych trombofilnich stavii. Jedna se pravdépodobné o prvni
aplikaci metodiky vysokokapacitni sekvenace u genetického testovani deficitu ptirozenych
antikoagula¢nich proteinii v Ceské republice. Popisovana metodika v klinické praxi nahrazuje
doposud bé&zn¢ uzivanou ¢asové naro¢nou Sangerovu sekvenaci. Nami popisovany piistup je

vhodny také u dalSich oligogennich panelt.

V navaznosti na tuto praci by bylo vhodné nadale rozsifovat kohortu pacientt indikovanou pro
deficit pfirozenych antikoagulantl z divodu provedeni genotyp-fenotypové korelace. Déle pak
vyhodnotit MDR u jinych oligogennich onemocnéni, které jsou prezentovanou metodikou

vysokokapacitniho sekvenovani na naSem pracovisti vySetiovani.
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9 Seznam pouzitych zkratek

DNA — deoxyribonukleové kyselina

A — adenin

G — guanin

T — tymin

C —cytosin

RNA — ribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfat
ddNTP — dideoxyribonukleotidtrifosfat
ABI — Applied Biosystems

NGS — next generation sequencing
MPS — masivn¢ paralelni sekvenovani
PCR — polymerazova fetézova reakce
PacBio — Pacific Bioscience

SMRT - single molecule real-time
ZMW - zero-mode waveguides

ONT — Oxford Nanopore Technologies
PGM - lon Torrent Personal Genome Machine
TS — cilena sekvenace

WGS — celogenomova sekvenace
WES - celoexomova sekvenace

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
IGV — Integrative Genomics Viewer

VC — variant calling



INDEL — inzerce, delece

VCF — variant call format

SNV - single nucleotide variant

TVC — Torrent Variant caller

CNV — copy number variants

MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
ExXAC — Exome Aggregation Consortium

gnomAD — The Genome Aggregation Database

dbSNP — databaze jednonukleotidovych polymorfismi
NCBI — National Center for Biotechnology Information
MAF — Minor allele frequency

LOVD - Leiden Open Variation Database

HGMD — Human Gene Mutation Database

HGVS — Human Genome Variation Society

SIFT — Sorting Intolerant From Tolerant

PolyPhen-2 — Polymorphism Phenotyping v2

VEP — Ensembl Variant Effect Predictor

PhyloP — phylogenetic p-values

MRNA — messenger ribonukleova kyselina

UCSC — University of Santa Cruz

ACMG / AMP — American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for

Molecular Pathology

VTE - zilni tromboembolicka nemoc
PE — plicni embolie

PS — protein S
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PC — protein C

AT — antitrombin

AD - autozomaln¢ dominantni
AR — autozomaln¢ recesivni
MDR — mira detekce mutaci

DOAC — direct oral anticoagulant
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12 P¥ilohy

Priloha 1. Kritéria pro klasifikaci patogennich variant — pfevzato z Richards et al. 2015 (92).

Evidence of pathogenicity

Category

Very strong

Strong

Moderate

Supporting

PVS1 null variant (nonsense, frameshift, canonical £1 or 2 splice sites, initiation codon, single or multiexon
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease

Caveats:
* Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.g., GFAP, MYH7)
* Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3’ end of a gene

* Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the
protein intact

* Use caution in the presence of multiple transcripts
PS1 Same amino acid change as a previously established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Example: Val-Leu caused by either G>C or G>T in the same codon
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level
PS2 De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history

Note; Confirmation of paternity only is insufficient. Egg donation, surrogate motherhood, errors in embryo
transfer, and so on, can contribute to nonmaternity.

PS3 Well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product

Note: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robust in a clinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.

PS4 The prevalence of the variant in affected individuals is significantly increased compared with the prevalence
in controls

Note 1: Relative risk or OR, as obtained from case—control studies, is >5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not include 1.0. See the article for detailed guidance.

Note 2: In instances of very rare variants where case~control studies may not reach statistical significance, the
prior observation of the variant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.

PM1 Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established functional domain (e.g., active site of
an enzyme) without benign vanation

PM2 Absent from controls (or at extremely low frequency if recessive) (Table 6) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium

Caveat; Population data for insertions/deletions may be poorly called by next-generation sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Note: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
PM4 Protein length changes as a result of in-frame deletions/insertions in a nonrepeat region or stop-loss variants

PMS Novel missense change at an amino acid residue where a different missense change determined to be
pathogenic has been seen before

Example: Arg156His is pathogenic; now you observe Arg156Cys

Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level.
PM6 Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity
PP1 Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to cause the
disease

Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in which missense variants
are a common mechanism of disease

PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evolutionary, splicing impact, etc.)

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each
algorithm should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of
avariant.

PP4 Patient’s phenotype or family history is highly specific for a disease with a single genetic etiology

PP5 Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence is not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOF, loss of function; OR, odds ratio.
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Priloha 2. Kritéria pro klasifikaci benignich variant — pfevzato z Richards et al. 2015 (92).

Evidence of benign
impact Category
Stand-alone BA1 Allele frequency is >5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Strong BS1 Allele frequency is greater than expected for disorder (see Table 6)
BS2 Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous), dominant (heterozygous), or X-linked
(hemizygous) disorder, with full penetrance expected at an early age
BS3 Well-established in vitro or in vivo functional studies show no damaging effect on protein function or splicing
BS4 Lack of segregation in affected members of a family
Caveat: The presence of phenocopies for common phenotypes (i.e., cancer, epilepsy) can mimic lack of segregation
among affected individuals. Also, families may have more than one pathogenic variant contributing to an autosomal
dominant disorder, further confounding an apparent lack of segregation.
Supporting BP1 Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are known to cause disease

BP2 Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant gene/disorder or observed in cis with a
pathogenic variant in any inheritance pattern

BP3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function

BP4 Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product (conservation, evolutionary,
splicing impact, etc.)
Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each algorithm
cannot be counted as an independent criterion. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.

BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP6 Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation

BP7 A synonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms predict no impact to the splice consensus
sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleotide is not highly conserved
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Priloha 3. Pravidla pro kombinaci kritérii pro klasifikaci variant — pfevzato z Richards et al. 2015 (92).

Pathogenic

Likely pathogenic

Benign

Likely benign

Uncertain
significance

(i) 1 Verystrong (PVS1) AND
(a) =1 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =2 Moderate (PM1-PM6) OR

(c) 1 Moderate (PM1-PM6) and 1 supporting
(PP1-PP5) OR

(d) =2 Supporting (PP1-PP5)
(i) =2 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(b)2 Moderate (PM1-PM6) AND =2
Supporting (PP1-PP5) OR

(c)1 Moderate (PM1-PM6) AND >4
supporting (PP1-PP5)

(i) 1 Verystrong (PVS1) AND 1 moderate (PM1-
PM®6) OR

(i) 1Strong (PS1-PS4) AND 1-2 moderate
(PM1-PM6) OR

(i) 1 Strong (PS1-PS4) AND =2 supporting
(PP1-PPS) OR

(iv) =3 Moderate (PM1-PM6) OR

(v) 2 Moderate (PM1-PM6) AND =2 supporting
(PP1-PP5) OR

(vi) 1 Moderate (PM1-PM6) AND 24 supporting
(PP1-PP5)

(i) 1Stand-alone (BA1) OR
(i) =2 Strong (BS1-BS4)

(i) 1Strong (BS1-BS4)and 1 supporting (BP1-
BP7) OR

(i) =2 Supporting (BP1-BP7)
(i) Other criteria shown above are not met OR

(ii) the criteria for benign and pathogenic are
contradictory
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Priloha 4. Nalezené varianty pro jednotlivé pacienty — variant calling ze tfi rGznych softward.

Cislo pacienta
VCF Gen Koordinata Genotyp | Reference % frEIFVEE‘CE kéd?jllml -zména i Pokryti
alternativni alely zména aminokyseliny
Pacient 1
PROS1 chr3:93593119 c/c T 100|c.2001A>G p.Prob67= 208
Toment chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A  |p.? 400
Suite PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 162
chr2:128184770 |C/C T 99,5|c.768T>C p.Asp256= 399
SERPINC1
PROS1 chr3:93593119 c/c T 100|c.2001A>G p.Pro667= 208
lon chr3:93625033 GA/G GA 55,49|c.347-47delT |p.? 337
Reporter chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A  |p.? 1326
PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 163
chr2:128184770 |C/C T 99,76|c.768T>C p.Asp256= 2974
SERPINC1
PROS1 chr3:93593119 c/c T 100|c.2001A>G p.Pro667= 209
NextGene chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A |p.? 1462
PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 162
chr2:128184770 |C/C T 99,7|c.768T>C p.Asp256= 2960
SERPINCI
Pacient 2
PROS1 chr3:93646396 c/T C 41,25¢.77-145G>A  (p.? 400
Tormrent PROC chr2:128177424 |C/G C 39,87|c.-21-74C-G  |p.? 306
Suite chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 204
SERPINC1
PROS1 chr3:93646396 c/T C 45,52|¢c.77-145G>A  |p.? 1564
lon PROC chr2:128177424 |C/G C 53,54/c.-21-74C>G  |p.? 396
Reporter chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 204
SERPINC1
PROS1 chr3:93646396 C/T C 46,8|c.77-145G>A  |p.? 1608
NexiGene PROC chr2;128177424 |C/G C 53,5/c.-21-74C-G  |p.? 396
chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 205
SERPINC1
Pacient 3
PROS1 chr3:93593119 c/c T 100|c.2001A>G p.Pro667= 226
Torrent chr3:93619677 /T C 51|c.698G>A p.Arg233Lys 400
. chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A  |p.? 400
Suite oo |chr2:128180872 [T/T G 100|c.423G>T  |p.Seridi= 238
chr2:128184770 |T/C T 46,62|c.768T>C p.Asp256= 359
SERPINC1
chr3:93593119 c/c T 100|c.2001A>G p.Pro667= 226
PROS1 chr3:93615446 T/A T 21,97|c.939A>T p.-Leu313Phe 924
lon chr3:93619677 c/T C 52,48|c.698G>A p.Arg233Lys 1008
Reporter chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A |p.? 1296
PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 238
chr2:128184770 |T/C T 48,99|c.768T>C p.Asp256= 2611
SERPINCI
chr3:93593119 c/C T 100|c.2001A>G p.Prob67= 223
CTTTTTT=> c.1870+84del
PROS1 chr3:93595725 CTTTTTT |CTTTTT 346|A p.? 1162
chr3:93619677 /T C 52,6|c.698G>A p.Arg233Lys 1012
chr3:93646396 T/T C 100|c.77-145G=A  |p.? 1328
NextGene chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Ser141= 236
chr2:128184770 |T/C T 49|c.768T>C p.Asp256= 2596
PROC TGGGGG
G>TGGGG p-Met406Trpfs
chr2:128186342 |GG TGGGGG 26,9/c.1212delG Terl5 2472
SERPINCI
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Pacient 4

PROSI
Torrent PROC chr2:128180872 |G/T 57,89 |c.423G=>T p.Serldl= 114
Suite chr2:128184770 |T/C T 51,25|c.768T=C p.Asp256= 400
SERPINCI |chr1:173884020 |A/G A 594(c.79T=>C p.Trp27Arg 399
PROSI
lon PROC chr2:128180872 |G/T G 57,89|c.423G>T p.Serldl= 114
Reporter chr2:128184770 |T/C T 51,05|c.768T=C p.Asp256= 2762
SERDINCI |chr1:173884020 |A/G 58,89|c.79T>C p.Trp27Arg 2615
CTTTITT=
chr3:93595725 CTTTITT |CTTTITT 35.9|c.1870+84delh|p.? 1163
TAAAMAL
PROS1 >TAAAAA
NextGene chr3:93619795 A TAAAAA 23,2|c.602-23delT |p.7 1263
TEGEGGGE
G>TGGGGE
chr3:93624839 GG TGGEGEGEGE 25,9|c.469+25delC |p.? 1075
PROC chr2:128180872 |G/T G 56,6(c.423G=T p.Serldl= 113
chr2:128184770 |T/C T 50,8|c.768T>C p.ASp256= 2744
SERPINCI |chr1:173884020 |A/G A 58,6|c.79T>C p.Trp27Arg 2600
Pacient5
pROS;  |ENr3:93593119 T/C T 48,97|c.2001A>G p.Pro667= 243
chr3:93646396 c/T C 46,25 |c.77-145G=A  |p.? 400
Torrent PROC chr2:128180872 |T/T €] 100(c.423G>T p.5Serldl= 127
Suite chrl:173876705 |C/T C 46,75|c.1154-53G>A |p.? 400
SERPINC1 |chrl:173878832 |[T/C T 44,12 |c. 1011A>G p.GIn337= 102
chri:173878862 |T/C T 44,23 c.981A=G p.Val327= 104
chr3:93593119 T/C T 48,97 c.2001A>G p.Pro667= 243
PROS1 chr3:93615446 T/A T 20,91|c.939A>T p.Leu313Phe 1081
chr3:93646396 c/T C 45,08|c.77-145G=A |p.? 1544
Re::zl:'ter PROC chr2:128180872 |T/T €] 100(c.423G=>T p.Serldl= 128
chrl:173876705 |C/T C 48,14 |c.1154-53G>A |p.? 2206
SERPINC1 |chrl:173878832 |[T/C T 44,60|c. 1011A>G p.GIn337= 103
chri:173878862 |T/C T 44,23 | c.981A>G p.val3z27= 104
chr3:93593119 T/C T 48,5(c.2001A=G p.Pro667= 241
TAAAMAL
PROS1 >TAAAAL
chr3:93619795 A TAAALNA 25.8|c.602-23delT |p.? 1211
NextGene chr3:93646396 c/T C 46,6|c.77-145G=A |p.? 1600
PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G=T p.Serldl= 128
chri:173876705 |C/T C 479|c.1154-53G>A |p.? 2196
SERPINC1 |chrl:173878832 [T/C T 44,2 |c.1011A>G p.GIn337= 104
chri:173878862 |T/C T 44,2 c.981A>G p.Val327= 104
Pacient6
PROSI chr3:93593119 T/C T 52,94 | c.2001A>G p.Pro667= 221
chr3:93646396 c/T C 43.5|c.77-145G=A  |p.? 400
chr2:128177461 |G/A G 52,25|c.-21-37G=A  |p.? 400
Torrent PROC
Suite chr2:128180872 |T/T €] 99,17 |c.423G=T p.Serldl= 121
chrl:173876561 |C/G C 47,25|c.1218+27G=C |p.? 400
SERPINC1 |chrl:173878832 [T/C T 47,73|c.1011A-G p.GIn337= 132
chri:173878862 |T/C T A7,69|Cc.981A>G p.val3z27= 130
PROSI chr3:93593119 T/C T 52,94 |c.2001A>G p.Pro667= 221
chr3:93646396 c/T C 43,41 |c.77-145G=A  |p.? 1327
lon PROC chr2:128177461 |G/A G 52,48|c.-21-37G=A  |p.? 505
Reporter chr2:128180872 |T/T €] 99,17 |c.423G=T p.5Serldl= 121
chrl:173876561 |C/G C 46,9|c.1218+27G>C |p.? 2017
SERPINC1 |chrl:173878832 |[T/C T 47,73|c. 1011AG p.GIn337= 132
chri:173878862 |T/C T 47,69 (c.981A>G p.Val327= 130
chr3:93593119 T/C T 52.9(c.2001A=G p.Pro667= 221
CTTTITT=
chr3:93595725 CTTTITT |CTTTITT 25,2|c.1870+84delA|p.? 1083
PROSI TAAAMAL
>TAAAAA
NextGene chr3:93619795 A TAALAA 21.9|c.602-23delT |p.? 1009
chr3:93646396 C/T C 44,5 |c.77-145G=A  |p.? 1349
PROC chr2:128177461 |G/A G 52,5|c.-21-37G=A  |p.? 505
chr2:128180872 |T/T G 99,2|c.423G=T p.Serldl= 120
chri:173876561 |C/G C 46,9|c.1218+27G>C |p.7 2014
SERPINCI1 |chr1:173878832 (T/C T 47, 7(c.1011A>G p.GIn337= 130
chri:173878862 |T/C T 48,1|c.981A>G p.Val327= 129
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Pacient 7

orosp |cnr3:93593119 [c/c T 100[c.2001A5G__ |p.Pro667= 173
chr3:936463%  |T/T c 100]c.77-145G=A |p.? 400
Torrent | PROC |chr2:128180872 |G/T G 4286/c42365T  |p.Ser141= 105
Suite chr1:173876561 |C/G C 45.25]c.1218+27G>C|p.? 400
SERPINCI |chr1:173878832 |T/C T 4265[c.1011A56  |p.GIn337= 136
chr1:173878862 |T/C T 4338[c.981A>G  |p.val327= 136
chr3:93593118  |C/C T 100[c.2001A5G  |p.Pro667= 173
PROS1 |chr3:93625033 |GA/G  |GA 50,98|c.347-47delm |p.? 357
| chr3:936463%  |T/T c 100]c.77-145G-A |p.? 1093
. Or:'t PROC |chr2:128180872 |G/T G 4286/c42365T  |p.Ser141= 105
eporer
P chr1:173876561 |C/G C 4827]c.1218+27G>C|p.? 1966
SERPINCI |chr1:173878832 |T/C T 4265/c.1011A56  |p.GIn337= 136
chr1:173878862 |T/C T 4338[c.981A>G  |p.Val327= 136
orosy 393593119 [c/c T 100[c.2001A5G  |p.Pro667= 167
chr3:9364639% |T/T c 100]c.77-145G=A |p.? 1138
NextGene |_PROC_|chr2:128180872 |G/T G 225(c.42365T  |p.Ser141= 106
chr1:173876561 |C/G c 48,1]c.1218+27G>C|p.? 1956
SERPINCT [chr1:173878832 |T/C T 425[c.101145G  |p.GIn337= 134
chr1:173878862 |T/C T 425/c981A56  |p.val327= 134
Pacient 8
oSy |Cr3:93593119 [T/ T 5217[c.2001A>G _ |p.Pro667= 207
chr3:93646396 |C/T c 46,5c.77-145G=A |p.? 400
orent | prOC |chr2:128177461 [G/A G 4575]c.-21-37G>A |p.? 400
orren
iite chr2:128180872 |T/T G 99,38[c.42365T  |p.Ser1a1= 162
chr1:173876705 |C/T c 50,5/c.1154-53GA |p.? 400
SERPINCI |chr1:173878832 |T/C T 49671011456 |p.GIn337= 153
chr1:173878862 |T/C T 4967(c.981A>G  |p.val327= 151
orosy |Cr3:93593119 [T/ T 5217|c.2001A>G _ |p.Pro667= 207
chr3:93646396 |C/T c 45,18|c.77-145G=A |p.? 1452
| oRoC  Lchr2:128177461 |G/A G 4432]c21-37G>A |p.? 440
on
fenortar chr2:128180872 |T/T G 99,39[c.42365T  |p.Ser1a1= 163
P chr1:173876705 |C/T C 50,55/c.1154-53G>A [p.? 1996
SERPINCI |chr1:173878832 |T/C T 49671011456 |p.GIn337= 153
chr1:173878862 |T/C T 4967|c.981A>6  |p.val327= 151
chr3:93593118  |T/C T 51,7[c.2001A>G  |p.Pro667= 209
chr3:93595725  |CTTTTIT |CTTTTT 36,9|c.1870+84delA|p.? 1126
TAAMAAA
STAAAAA
PROS1
chr3:93619795 |A TAAAAA 22,1|c.602-23delT |p.? 1105
TGGGGE
NextGene G>TGGGG
chr3:93624839 |GG TGGGGG 20,6|c.469+25delC |p.? 964
chr3:936463%  |C/T c 48[c.77-145G>A |p.? 1525
oroC |Cr2i128177461_|G/A G 444c.21-37G>A_|p.? 439
chr2:128180872 |T/T G 99,4|c.a36>T  |p.Ser1a1= 163
chr1:173876705 |C/T c 50,6/c.1154-53G2A |p.? 1983
SERPINC1 |chr1:173878832 |T/C T 50[c.1011A5G  |p.GIn337= 152
chr1:173878862 |T/C T 50[c.981A>G  |p.Val327= 150
Pacient 9
oSy |cr3:93605355  [T/TA [T 43,96]c.1156-9_1156p.? 389
Tomrent chr3:9364639% |C/T c 4525|c.77-145G=A |p.? 400
o pRoC  |chr2:128180872 [T/T G 99,75[c.423G5T  |p.Serlal= 398
Hite chr2:128184770 |c/C T 100|c.768T>C p.Asp256= 400
SERPINC1
PROSI |chr3:9364639% | C/T C 46,46]c.77-145G-A |p.? 1244
lon oroC  |chr2:128180872 [T/T G 99,78[c.423G>T  |p.Serldl= 920
Reporter chr2:128184770 |C/C T 99,96 |c.768T=C p.Asp256= 2829
SERPINC1
PROSI |chr3:936463% | C/T C 47,9]c.77-145G-A |p.? 1287
chr2:128180872 |T/T G 99,7|c.a236>T  [p.Ser1a1= 924
chr2:128184770 |C/C T 99,9[c.768T>C  |p.Asp256= 2816
PROC TEEERE
NextGene G>TGGGG p.Metd06Trpfs
chr2:128186342 |GG TGGGGG 21,8|c.1212delc  [Ter15 2347
CAAAAAA
AMAT>CA
SERPINCI AAAAAAA c.409-13_409-
chr1:173881163 |AT CAAAAAAAT 22,7|12denT p.? 1156
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Pacient 10
PROS1
Torrent PROC chr2:128180872 |T/T G 100|c.423G>T p.Serl41= 400
Suite SERPINCI chr1:173878832 |T/C T 49,45(c.1011A>G p.GIn337= 91
chr1:173878862 |T/C T 49,45(c.981A>G p.Val327= 91
PROS1
lon PROC chr2:128180872 [T/T G 99,77|c.423G>T p.Serl41= 885
Reporter SERPINCI chr1:173878832 |T/C T 49,45|c.1011A>G p.GIn337= 91
chr1:173878862 |T/C T 49,45(c.981A>G p.Val327= 91
TAAAAA>
chr3:93605355 TAAAAA | TAAAAAA 34,7|c.1156-9dupT |p.? 1027
PROS1 TAAAAAA
NextGene >TAAAAA
chr3:93619795 A TAAAAA 24,2|c.602-23delT |p.? 952
PROC chr2:128180872 |T/T G 99,6|c.423G>T p.Serl41= 889
SERPINC1 chr1:173878832 |T/C T 50|c.1011A>G p.GIn337= 90
chr1:173878862 |T/C T 50|c.981A>G p.Val327= 90

(Cervené — patogenni varianta, nalezend u pacienta vsemi testovanymi softwary; $edé — pravdépodobné sekvenacni artefakty

detekovdny napfi¢ pacienty ve vybranych genech)
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