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Abstrakt
Studium vzacnych onemocnéni je vhodnym pfistupem pro nalezeni genetické a

molekularni podstaty lidskych znakd a vyrazné napomohlo k identifikaci gendq,
objasnéni jejich funkce a pfispélo k charakterizaci funkce metabolickych drah a
bunéCnych procesd. V prubéhu poslednich 30-ti let byla vazebna analyza
a prispéla k identifikaci fady gend, pfesto podstata mnohych onemocnéni zUstava
stale neznama. Nové metody studia lidského genomu, zejména technologie DNA
Cipl, masivné paralelni sekvenovani (next generation sequencing) a metody analyzy
takto ziskanych dat, prfedstavuji zplsob jak efektivné identifikovat pfic¢inu geneticky
podminénych onemocnéni na zakladé pfimého pozorovani mutaci v celém genomu
postizenych jedincl. Tyto metody nahrazuji tradi¢ni zpusob identifikace genu
reprezentovany vazebnou analyzou a sekvenovanim kandidatnich genl a stavajici
se standardnim pFistupem pro objasnéni molekularni podstaty onemocnéni. V této
praci popisuji moznosti studia vzacnych genetickych podminénych onemocnéni a
vysledky dosazené s vyuzitim téchto postupl - identifikaci genud podminujicich
mukopolysacharid6zu typ IlIC (TMEM76), izolovany defekt ATP syntazy (TMEM70),
Rotordv syndrom (SLCO1B3 a SLCO1B1), autozomalné dominantni ANCL
(DNAJC5) a GAPO syndrom (ANTXR1).



Abstract

The study of rare genetic diseases presents unique opportunity to uncover the
genetic and molecular basis of human traits and greatly helped to the identification of
genes, to the elucidation of their function and to the characterization of metabolic
pathways and cellular processes. Over the past decades, linkage analysis has been
appropriate approach to search for the genes causing Mendelian diseases and
contributed to the identification of many genes, but the genetic cause of many
diseases remains unknown. New methods of studying the human genome,
microarray technology and massively parallel sequencing (next generation
sequencing), represent a way to efficiently identify the cause of genetically
determined diseases, based on direct observation of mutations in the genome of
affected individuals. These techniques replaced the traditional method of disease
gene identification represented by linkage analysis and sequencing of candidate
genes and have become the standard approach to elucidate the molecular basis of
diseases. In this work, i describe the the results achieved by using these methods -
identification of the genes underlying mucopolysacharidosis type IlIC, isolated defect

of ATP synthase, Rotor syndrome, autosomal dominat ANCL and GAPO syndrome.
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Uvod

Skute€nost, Ze nékteré znaky rostlin a zivocichl se prenaSeji z predklu na
potomky, je lidstvu znama jiz od starovéku. Zdznamy o chovu koni za ucelem
vylepSeni nékterych jejich vlastnosti pochazeji jiz z obdobi Sumerskeé fise, tedy z 3.-
2. tisicileti pf. n. I. Ve starovékém Egypté lidé ruéné opylovali datle, aby zvysili
vynosy a podpofili jejich poZzadované charakteristiky.

Prvni pfenos onemocnéni na potomky byl popsan jiz v talmudickém textu z 5.
stoleti n.l., v némz autofi v souvislosti s krvacivymi projevy pfi ritualni obfizce
chlapcu, popisuji symptomy a charakteristiky pfenosu onemocnéni, Rafei D'ma,

dnes znamého jako hemofilie. Prvotni poznatky a mylné pfedstavy o zakonitostech



dédi¢nosti byly v pribéhu historie vyvracovany a nahrazovany poznatky novymi. Az
ve druhé poloviné 19. stoleti byly ucinény objevy, které vyznamnym zplsobem
prispély k rozvoji znalosti o zékonitostech dédi¢nosti, tak jak je zname dnes.
Zasadnimi se v tomto ohledu staly experimenty J.G. Mendela. V roce 1866
publikoval opat brnénského augustinianského klastera, J. G. Mendel, vysledky svych
pokustu s hrachorem pod ndzvem: “Pokusy s rostlinnymi hybridy” a na zakladé
hodnoceni sledovanych znaku rodi€ovskych rostlin a hybridd v dalSich generacich
formuloval zakladni pravidla dédi¢nosti.

Jiz téméFf zapomenuta prace J. G. Mendela byla znovuobjevena v roce 1900
prakticky soucasné tfemi védci; Hugo De Vriesem, Carlem Corrensem a Ericem von
Tschermakem. AZ toto “znovuobjeveni” je povazovano za udalost, jez vedla k
zalozeni nového védniho oboru, genetiky. Autorem tohoto pojmu je William Bateson.
Bateson pfispél k rozvoji genetiky nejen svym experimentalnim vyzkumem, ale také
hledanim souvislosti mezi vysledky zakladniho vyzkumu dédic¢nosti na zvifatech a
rostlindch a mnozstvim klinickych zaznamu o dédi¢nych onemocnénich lidi, jez byla
na zacatku 20. stoleti k dispozici. Pfi svych experimentech s hrachorem objevil W.
Bateson a R. Punnett vyjimky, které neodpovidaly Mendelovym zavérim. Bateson
tyto vyjimky pfisoudil genové vazbé, kterou exaktné vysvétlii az T. H. Morgan.
Morgan, identifikoval u octomilky skupiny genu, které vramci skupiny bud
nerekombinuji, nebo rekombinuji omezené. Odhalil tak funkci chromozom( pfi
pfenosu genetické informace a potvrdil, Ze geny lokalizované na stejném
chromozému jsou ve vazbé.

Na zacatku 20. stoleti bylo popsano i prvni dédicné metabolické onemocnéni,
alkaptonurie. Archibald Garrod, identifikoval fadu pfipadd tohoto onemocnéni a
zaroven si povSimnul, Ze onemocnéni se objevuje s typickym opakujicim se vzorcem
dédi¢nosti. Znalosti z oblasti biochemie umoznily Garrodovi popsat prvni
metabolické onemocnéni Clovéka, u kterého byla prokazana platnost mendelovskych
zakonu dédi¢nosti. V prvni poloviné 20. stoleti bylo ucinéno nékolik dalSich
vyznamnych objevd. H. J. Muller objevil schopnost rentgenovych paprska indukovat
bodové mutace u octomilky a v roce 1944 O. Avery prokazal, ze DNA je genetickym

materialem bunék.

Dulezitym milnikem bylo ur€eni pfesné struktury molekuly DNA J. Watsonem

a F. Crickem v roce 1953. | pfes tento objev v8ak zatim nebylo zfejmé, jakym



zpusobem Fidi DNA syntézu proteind a jakou roli v celém procesu hraje RNA.
Definice centralniho dogmatu molekularni biologie popisujiciho smér pfenosu
genetické informace z DNA do RNA a pak do proteinu, objev mRNA (Jacob F. and
Monod J., 1961) a rozlusténi genetického kodu (Nirenberg M. W. and Matthaei J. H.,
1961) pIné objasnilo mechanismus funkéniho vyjadfeni genetické informace.

Rada dalich objevtl, zejména pak objev restrikénich endonukledz (Smith H.
O. and Wilcox K. W., 1970), rekombinantni DNA (Jackson D. A. et al., 1972),
klonovani DNA (Cohen S. N. et al.,, 1973), sekvenovani DNA (Sanger F. and
Coulson A. R., 1975), polymerazoveé fetézové reakce (Mullis K. B. and Faloona F. A,
1987) a polymorfnich genetickych markert (Kan Y. W. and Dozy A. M., 1978) vedla
k rozvoji metod molekularni genetiky umoznujicich manipulaci, studium funkce a
vlastnosti DNA. Tyto metody a postupy pozi¢niho klonovani umoznily studium
genetické podstaty onemocnéni a patofyziologickych procesd s nimi spojenych.
Vyuziti postupl pozi¢niho klonovani vedlo k identifikaci mnoha genld podmiriujicich
vzacna (Gusella J. F. et al., 1983; Koenig M. et al., 1987; Tsui L. C. et al., 1985) i
populaéné Casta onemocnéni (Hall J. M. et al., 1990; Miki Y. et al., 1994).

Zasadnim milnikem v oblasti lidské genetiky byl Projekt lidského genomu
(Human Genome Project) zahajeny v roce 1990 s cilem ur€it pfesnou sekvenci paru
bazi tvoficich lidskou DNA a identifikovat vSechny geny lidského genomu. Prvni
hruba verze byla publikovana v unoru 2001 (Consortium I. H. G. S., 2001) a k 50.
vyroCi objevu struktury DNA byl projekt dokonéen. Poznatky ziskané v ramci
Projektu lidského genomu umoznily rozvoj mnoha novych technologii a metod
analyzy geneticky podminénych onemocnéni. Znalost sekvence lidského genomu a
popsana variabilita (SNP) umoznila navrh genotypovacich DNA ¢ipd a jejich
nasledné vyuziti pfi konstrukci haplotypové mapy lidského genomu (International
HapMap C., 2005) a studium genetické podstaty fady komplexnich onemocnéni
pomoci celogenomovych asocia¢nich studii (Welter D. et al., 2014). Potfeba levného
a vysoko-kapacitnino sekvenovani vedla kvyvoji novych masivné paralelnich
sekvenacnich technologii (Metzker M. L., 2010) a zpusobila revoluci v moznostech
studia populacni variability lidského genomu (Genomes Project C. et al., 2012) a s ni
spojenych onemocnéni. Technologie DNA Cipu, NGS sekvenovani a metody analyzy
takto ziskanych dat pfedstavuji novy zpusob, kterym mohou byt studovana geneticky
podminéna onemocnéni. Nahrazuji tradiéni zpuasob identifikace genl

reprezentovany vazebnou analyzou a sekvenovanim kandidatnich gend a stavaji se
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standardnim pfistupem pro objasnéni molekularni podstaty onemocnéni (Bamshad
M. J. et al., 2011).

Zavedeni technologii DNA Cipa, NGS sekvenovani, postupu analyzy takto
ziskanych dat a jejich vyuZiti pfi studiu molekularni podstaty vzacnych onemocnéni

bylo hlavnim cilem mé dizertacni prace.

Cil dizerta¢ni prace
Hlavnim cilem mé dizerta¢ni prace bylo zavedeni technologie DNA Cipu, NGS

sekvenovani, metod analyzy a interpretace takto ziskanych dat umoznujicich jejich

vyuziti pfi studiu molekularni podstaty vzacnych onemocnéni. Dil€imi cili bylo:

1) Rozvoj technologie vlastnich oligonukleotidovych &ipt pro studium genové

exprese a zmén genoveé davky ve studiu genetickych pficin vzacnych nemoci

2) Vyuziti SNP ¢ipu pro celogenomové genotypovani, genetické mapovani a analyzu

Zmeén genové davky
3) Vyuziti komeréné dostupnych DNA CipU pro studium genové exprese

4) Zavedeni a vyuziti metod masivné paralelniho sekvenovani ve studiu genetickych

pri€in vzacnych nemoci a DNA diagnostice



Technologie DNA Cipt
DNA Ccipy jsou relativné novou technologii pro kvalitativni a kvantitativni analyzu

nukleovych kyselin, ktera je pouzivana od poloviny 90. let minulého stoleti. Jejich
hlavni vyhodou je moznost vySetfeni velkého mnozstvi Usekld nukleovych kyselin
v jednom experimentu. V principu jsou DNA Cipy malé pevné nosi¢e, na kterych
mohou byt imobilizovany v pfesnych pozicich az miliony oligonukleotidu (dfive i BAC
nebo EST). Oligonukleotidy (probes) jsou navrzeny tak, aby specificky hybridizovaly
s komplementarnimi sekvencemi analyzované nukleové Kkyseliny (target). Po
hybridizaci je detekovan a kvantifikovan fluorescenéni signal pro kazdou
z detekCnich prob. Intenzita signalu odpovida mnozstvi navazané analyzované
nukleové kyseliny. DNA Cipy byly nejprve vyuzivany pro analyzu genové exprese
(Schena M. et al., 1995), genotypovani mitochondridlniho genomu (Chee M. et al.,
1996) a komparativni genomovou hybridizaci (CGH) (Solinas-Toldo S. et al., 1997).
Moznosti jejich pouziti byly limitovany neznalosti referenénich sekvenci umozauijici
navrh detekcnich sond. Teprve dokonceni projektu lidského genomu umoznilo
vyuziti DNA ¢ipUl i pro jiné aplikace — vazebnou analyzu (Matsuzaki H. et al., 2004),
celogenomové asociaéni studie (Klein R. J. et al., 2005), obohaceni DNA (Hodges E.
et al.,, 2007) a fadu dalSich. V souCasnosti se pro pfipravu pouzivaji ruzné
technologie, které se liSi pouzitym nosiem a zpusobem pfipravy detek&nich sond
(Hughes T. R. et al., 2001; Michael K. L. et al., 1998; Pease A. C. et al., 1994).

Sekvenacéni technologie
Moznost vyuziti dideoxynukleotidd pro terminaci elongace sekvenovaného fetézce

(Sanger F. et al., 1977) pfedstavovala zdsadni meznik v historii DNA sekvenovani.
Tato mySlenka umoznila dohromady s objevem polymerazové fetézové reakce
(Mullis K. B. and Faloona F. A., 1987) vyvoj automatického Sangerova sekvenovani
(Ansorge W. et al., 1987; Smith L. M. et al., 1986), které se stalo nejpouzivanég;jsi
DNA sekvenacni technologii pro téméf dalSich 20 let. BE€hem tohoto obdobi byla
optimalizovana pro ¢teni delSich DNA fragmentU a pro vysSi kapacitu. V soucasnosti
tato technologie umozfuje simultanni sekvenovani az 384 fragmentl s maximalni
délkou C&teni az tisic paru bazi (bp). Automatické Sangerovo sekvenovani bylo hlavni
technologii vyuzivanou v rdmci Projektu lidského genomu “Human Genome Project”
zahajeném v roce 1990 s cilem identifikovat tfi miliardy par( bazi tvoficich lidsky

genom. Prvni vysledky tohoto projektu byly publikovany za deset let od zahajeni

9



projektu (Venter J. C. et al.,, 2001) a projekt byl dokon€en po dalSich tfech letech
(International Human Genome Sequencing C., 2004). Projekt lidskeho genomu
vyZadoval rozsahlé a ekonomicky naro¢né sekvenovani a ve svém dusledku vedl
nejen k identifikaci lidského genomu, ale také k vyvoji novych sekvenacnich
technologii. Nové sekvenacCni technologie oznaCované jako "next generation
sequencing“ poskytuji moznost analyzovat celé genomy. Principem téchto metod je
postup, ktery umoznuje nahodné rozmistit a poté amplifikovat jednotlivé molekuly
komplexni smési DNA. S vyuzitim polymeradzy nebo ligazy jsou v opakujicich se
krocich do analyzovanych fetézcti DNA inkorporovany komplementarni baze a tento
proces je monitorovan detekci fluorescenéniho nebo jiného signalu. Toto umozniuje
generovat statisice az miliardy sekvenacnich &teni s délkou 75 az 1000. Jejich rozvoj
zpusobil revoluci v moznostech studia variability lidského genomu jednotlived (Levy
S. et al.,, 2007; Wheeler D. A. et al., 2008) a nasledné i celych populaci (Siva N.,
2008). V ramci tohoto projektu bylo mozné béhem pouhych 4 let analyzovat
kompletni sekvenci genomu 1092 jednotlived ze 14 rlznych populaci (Genomes
Project C. et al., 2012). Jadro vyzkumu se proto presouva od ziskavani sekvencnich

dat k problematice jejich analyzy, interpretace, ukladani a zalohovani.

Metody hledani genu podminujicich dédi€na onemocnéni
Propojeni genotypu s fenotypem je jednim z hlavnich cild genetiky. Unikatni
moznosti studia vtomto ohledu nabizi vyzkum vzacnych geneticky podminénych

onemocnéni.

Vzacna geneticky podminéna onemocnéni jsou skupinou pfevazné monogennich
onemocnéni, ktera dle definice postihuji méné nez 1 osobu z 2000 v Evropské Unii
nebo méné nez 1 osobu z 1250 ve Spojenych statech (Remuzzi G. and Garattini S.,
2008). Pocet vzacnych onemocnéni je odhadovan na vice nez 7000 (McKusick V.
A., 2007). Pfiblizné u poloviny z nich je geneticka pfiCina stale neznama a pouze pro
5% z téchto onemocnéni existuje v soucasnosti ucinna Iécba (Rohn J., 2013).
Identifikace genl odpovédnych za tato onemocnéni umozriuje molekularni
diagnostiku, prenatalni diagnostiku a pfedstavuje prvni krok k lep§imu porozumeéni
fyziologické funkce genu, proteinl a spojenych biologickych procesu, které je

nezbytné pro vyvoj I&Civ.
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Metody pouzivané k objasnéni genetické podstaty lidskych onemocnéni a dalSich
znaku spojenych se zdravim jedince Casto vychazi ze zjednoduSujiciho rozdéleni na
monogenni, vzacha a komplexni, populaéné Casta onemocnéni. Nejpouzivanéjsi
metodou v posledni dobé bylo genetické mapovani pomoci vazebné analyzy, které
neni zavislé na jakékoliv pfedchozi znalosti biologie nebo funkce, a misto toho je
zalozeno Cisté na sledovani dédi¢nosti studovanych znaku ve spojeni s genetickymi
markery. S pomoci vazebné analyzy a sekvenovani kandidatnich gend byla
odhalena molekularni podstata Fady znamych fenotypd s prfedpokladanou
mendelovskou dédi¢nosti. Napfiklad geny pro cystickou fibrézu (Tsui L. C. et al.,
1985), Huntigtonovu chorobu (Gusella J. F. et al., 1983) a diabetes mellitus (Bell G.
l. etal., 1984).

Na druhém konci spektra celogenomové asociacni studie identifikovaly velké
mnozstvi oblasti pfispivajicich ke vzniku komplexnich onemocnéni (Welter D. et al.,
2014), bohuzel prakticky ve vSech pfipadech tyto oblasti vysvétluji pouze malou ¢ast
pozorované heritability studovanych znakd (Manolio T. A. et al., 2009). Navic i velka
Cast populaéné cCastych onemocnéni, u kterych byla dfive pfedpokladana sloZita
multifaktorialni dédi¢nost, je nyni povaZzovana za heterogenni skupinu vzacnych
onemocnéni (McClellan J. and King M. C., 2010).

Existuje mnoho faktor(, které komplikuji moznost vyuziti tradi€nich technik, napfiklad
pouze malé mnozstvi pacientd dostupnych k analyze, snizena penetrance
onemocnéni, heterogenita a snizena reprodukéni schopnost postizenych jedincu
(Antonarakis S. E. and Beckmann J. S., 2006). Obejit tyto problémy je mozné
s vyuzitim sekvenacniho pfistupu, kdy Ize mutace identifikovat pfimo prostfednictvim
sekvenovani (Ng S. B. et al.,, 2010). PrestoZze cena sekvenovani dramaticky
poklesla, stale neni dostateCné nizka, aby bylo mozné provadét celogenomové
sekvenovani v rozsahlych genetickych studiich s dostatec¢nou statistickou silou.
EfektivnéjSim pfistupem je zaméfit se pouze na relevantni genomické oblasti
(exom). S rozvojem NGS se tézisté presouva od identifikace k interpretaci variant,
jsou identifikovany desetitisice variant, ale pouze jedna nebo dvé vysveétluji
onemocnéni. Postup filtrace variant proto pfedstavuje zasadni krok v identifikaci

pri¢innych gendu.
V nasledujici ¢asti jsou popsany principy vyuzivanych metod.
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Vazebna analyza
Vazba je tendence lokusl se dédit spole¢né, protoZze nejsou oddéleny rekombinaci

béhem meidzy diky malé vzajemné vzdalenosti. Cilem vazebné analyzy je
identifikovat chromozomalni oblast, ktera segreguje se sledovanym fenotypem v
jedné nebo vice rodinach. To se provadi pomoci celogenomového genotypovani
pravidelné rozloZzenych genetickych markerd se znamou chromozomalni pozici a
naslednou pocitacovou analyzou. V prabéhu pocitacové analyzy je pro kazdy marker
a vSechny analyzované jedince vypocltena celkova pravdépodobnost jako podil
pravdépodobnosti, Zze dva lokusy jsou ve vazbé (rekombinacni frakce = 8) a
pravdépodobnosti, Ze ve vazbé nejsou (rekombinaéni frakce = 0,5). Tento pomér
udava pravdépodobnost vazby a logaritmus tohoto poméru se oznacuje jako LOD
skore (Morton N. E., 1955). Na zakladé konvence se hodnota LOD skore vétsi nez 3
povazuje za dukaz vazby a hodnota menSi nez -2 za vylou€eni vazby. Markery,
které nerekombinuji se studovanym fenotypem diky vzdjemné blizkosti s hledanym
genem, vymezuji kandidatni oblast obsahujici hledany gen. ProtoZe pocet
rekombinaci je v rAmci rodiny omezen, vysledna vazebna oblast ma obvykle velikost
1- 10 cM.

Homozygotni mapovani
Homozygotni mapovani je dalS§im postupem pro lokalizaci gent podmiriujicich

vzacna recesivni onemocnéni (Lander E. S. and Botstein D., 1987). Tento pfistup
predpoklada pfibuznost rodi€l postizeného jedince. Principem metody je hledani
dlouhych autozygotnich oblasti (identical by descent, pochazejicich od spole¢ného
predka), které pravdépodobné obsahuji genetickou variantu podmiriujici fenotyp.
Homozygotni mapovani lze provadét s vyuZzitim genotypovacich ¢ipl s vysokou

hustotou nebo genotypu ziskanych pomoci exomového sekvenovani.

Asociaéni analyza
Asocia¢ni analyza je pfistupem pro mapovani genu, ktery pfimo testuje vztah mezi

konkrétni alelou, genotypem nebo haplotypem a studovanym znakem
(onemocnénim). Asocia¢ni studie jsou vhodnym nastrojem pro posouzeni
kandidatnich gen(, upfesnéni oblasti definovanych vazebnou analyzou a diky
dostupnosti DNA ¢ipu s vysokou hustotou také pro celogenomové mapovani oblasti
spojenych s populaéné ¢astymi, komplexnimi onemocnénimi (Cardon L. R. and Bell

J. I, 2001). V typickém uspofadani, pfipad-kontrola, je porovnavana alelicka
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frekvence urcitého genetického markeru mezi skupinou nepfibuznych kontrol a
skupinou nepfibuznych jedinct nesoucich studovany znak. Tyto dvé skupiny musi
byt srovnatelné z hlediska etnického plvodu. Pokud je nalezena asociace mezi
zkoumanou genetickou variantou a onemocnénim, lze pfedpokladat, Ze tato varianta
néjakym zpusobem souvisi s onemocnénim, nebo je ve vazebné nerovnovaze
s pfi¢innou mutaci. Nevyhodou asociaCni analyzy je mnozstvi faleSné pozitivnich
vysledkl, v dusledku rizného populaéniho rozvrstveni porovnavanych skupin
(Cardon L. R. and Palmer L. J., 2003). Vyhodou naopak schopnost detekovat geny s

relativné malym pfispévkem ke studovanému onemocnéni.

Analyza po¢tu zmén kopii DNA
Delece a duplikace, typy strukturnich variant s velikosti vétsi nez 50bp jsou

oznacovany jako CNV (copy number variants) (MacDonald J. R. et al., 2014). CNV
vyznamnym zpUsobem pfispivaji ke genetické variabilité populace — v souCasné
dobé bylo identifikovano vice nez 350 tis. CNV ovlivriujicich pfiblizné 9.5% lidského
genomu (Zarrei M. et al., 2015), mohou byt zdédény nebo vznikaji de-novo
v pribéhu meotického déleni. CNV jsou asociovany s fadou patologickych stavd,
jako jsou napfiklad schizofrenie (Malhotra D. and Sebat J., 2012), autismus (Pinto D.
et al., 2014), Crohnova choroba (Wellcome Trust Case Control C. et al., 2010) a
mnoha dalSich. Informace o CNV zrlznych projektd jsou shromazdovany
v databazich. Prikladem jsou Database of Genomic Variants (lafrate A. J. et al.,
2004) obsahujici varianty nalezené v kontrolnich souborech a databaze DECIPHER
obsahujici varianty nalezené v souborech pacientu (Fith H. V. et al,
2009).ldentifikace CNV je mozna s vyuzitim genotypovacich nebo CGH ¢&ipu, pomoci
kterych je mozné v zavislosti na pouzité platformé spolehlivé detekovat zmény vétsi
nez 10kb (Haraksingh R. R. et al.,, 2011). DalSi, zejména v posledni dobé
vyuzivanou metodou je celogenomové sekvenovani, které oproti DNA Cipum
umoznuje pfesné ur€eni pozice a je vhodné i pro identifikaci velmi malych zmén
(Mills R. E. et al., 2011).

Exomové sekvenovani
U vzacnych Mendelovskych onemocnéni se pfedpoklada, Ze mutace maji velky efekt

a proto se unikatné vyskytuji pouze u pacientd nebo s velmi malou frekvenci
v populaci, jsou lokalizovany v oblastech genomu kodujicich proteiny a pfimo

ovlivhuji funkci proteinu kédovaného mutovanym genem (Ng S. B. et al., 2010).
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Efektivnim pfistupem proto je zaméfit se pouze na oblasti genomu koéduijici proteiny
(exom). Exomové sekvenovani je proces ve kterém jsou analyzovany vsSechny
oblasti kodujici proteiny v celém genomu (Ng S. B. et al.,, 2009). V soucasnosti
existuje mnoho komercné dostupnych feSeni pro pfipravu exomovych sekvenacnich
knihoven, které se lisi velikosti cilené oblasti (Clark M. J. et al.,, 2011). Nékteré
obsahuji pouze koédujici oblasti - exony, jiné i dalSi funkéné vyznamné elementy
napf. miRNA nebo nepfekladané oblasti genu. Vysledkem exomového sekvenovani
jsou desetitisice variant, je proto dalezité zvolit pfistup umoznujici efektivné vybrat
kandidatni varianty. PoCet kandidatnich variant je mozné vyrazné omezit i spravnym
vybérem vzorkl pro analyzu (Cheung C. Y. et al., 2014). Napfiklad pro dominantni
onemocnéni je vhodnym pfistupem vybrat jedince, které oddéluje nejvétsi pocet
meidz. Analyza exomovych dat je zaloZzena na filtrovani nalezenych variant, které se
obvykle provadi dle kvality genotypu, efektu varianty na sekvenci proteinu, populacni
frekvenci varianty (1000Genomes, EVS, EXAC, dbSNP), pfitomnosti varianty
v databazi patogennich variant (HGMD (Stenson P. D. et al., 2009), ClinVar
(Landrum M. J. et al., 2014)), genomické pozici varianty - pokud jsou k dispozici
vysledky vazebné analyzy nebo homozygotniho mapovani, evolucni
konzervovanosti (PhyloP (Pollard K. S. et al., 2010), GERP skére (Cooper G. M. et
al., 2005)), predikce Skodlivosti varianty (SIFT (Ng P. C. and Henikoff S., 2001),
PolyPhen (Adzhubei I. A. et al.,, 2010), CADD (Kircher M. et al., 2014)),
predpokladaného modelu dédi¢nosti onemocnéni (segregace varianty v ramci rodiny
a u postizenych jedincl), exprese genu v tkanich postizenych studovanym
onemocnénim a relevanci znamé funkce genl ke studovanému onemocnéni.
Parametry pro filtrovani je nutné nastavit podle prfedpokladaného modelu dédi¢nosti
a prevalence studovaného onemocnéni. Nespravné nastaveni filtracnich krokl muze
odstranit i pfig&innou variantu. Usp&$nost exomového sekvenovani pfi identifikaci
genl podmiriujicich Mendelovska onemocnéni se pohybuje okolo 60% (Gilissen C.
et al., 2012). Hlavni nevyhodou exomového sekvenovani jsou pfedevsim technicka
omezeni (problematické pokryti GC bohatych a sekvenéné nespecifickych oblasti) a
omezeni dand principem této metody (zavislost na definici oblasti v pouzitém Kkitu,

nemoznost detekovat nekodujici varianty, omezena moznost detekce CNV).
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Studium genetické podstaty vzacnych onemocnéni

Rotorav syndrom

Rotoriv syndrom (RS, OMIM#237450) je typem vzacné dédi¢né konjugované
hyperbilirubinémie spojené s koproporfyrinurii a snizenym jaternim vstfebavanim
mnoha diagnostickych latek v€etné cholescintigrafickych radiofarmak (Fretzayas A.
M. et al., 1994). SvuUj nazev nese po filipinském Iékafi Arturovi Bellezovi Rotorovi,
ktery syndrom s velmi vzacnou prevalenci popsal jiz v roce 1948 (A. B. Rotor L. M.,
A. Florentin, 1948). RS je autozomalné recesivni onemocnéni, které je Kklinicky
podobné dalSimu typu vrozené hyperbilirubinémie, Dubin-Johnsonovu syndromu
(DJS, OMIM#237500). Hlavnim rozdilem oproti DJS je nepfitomnost pigmentovych
deposit v hepatocytech. Bilirubin je latka vznikajici rozkladem hemu a jeho
metabolismus byl dosud popisovan jako jednosmérny proces skladajici se ze dvou
krokl. Nejprve je nekonjugovany bilirubin pfenesen do hepatocytu, kde se konjuguje
s glukuronovou kyselinou za pomoci glukuronosyltransferazy a nasledné je

vylou€en do Zluce.

RS jsme =zacali studovat vroce 2006 ve spolupraci s Institutem Klinické a
experimentalni mediciny. Vzhledem k dosud nejasné molekularni podstaté RS a
jeho podobnosti s DJS byla nejprve testovana hypotéza, ze RS by mohl byt alelickou
variantou DJS, ktery je zpusoben mutacemi v genu ABCC2 (Paulusma C. C. et al.,
1997). Proto byla u dvou pacientd provedena mutacni analyza genu ABCC2
S vyuzitim Sangerova sekvenovani s negativnim vysledkem. Takeé
imunohistochemické nalezy neukazaly Zadny rozdil oproti zdravym kontroldam. Pro
vylouc€eni velkych deleci v genu ABCC2, které nejsou detekovatelné Sangerovym
sekvenovanim, byl navrzen DNA Cip pro komparativhi genomovou hybridizaci
(CGH). Pomoci CGH nebyly nalezeny zadné zmeény v poctu kopii u vSech exonl
genu ABCC2. Tyto vysledky vylouCily mozZnost, Zze RS je alelickou variantou DJS
(pfiloha 1a).

Ve studiu RS jsme dale pokracovali genotypovanim 11 pacientl z 8 rodin s vyuzitim
DNA ¢Cipu Affymetrix SNP 6.0. Homozygotni mapovani definovalo u v8ech pacientl

jedinou spoleénou oblast na chromozomu 12 pfitomnou na tfech raznych
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haplotypech. Soubé&zné provedena analyza poctu zmén kopii odhalila dvé zmény ve
stejné oblasti, homozygotni deleci ¢asti genu SLCO1B3 pfitomnou na haplotypu R1
a homozygotni deleci v oblasti genu SLCO1B3, SLCO1B7 a SLCO1B1 na haplotypu
R2. Nasledna sekvenacni analyza odhalila homozygotni mutace v genu SLCO1B3 u
haplotypu R1 a v genech SLCO1B3 a SLCO1B1 u haplotypu R3. U vSech probandu
byly nalezeny delece nebo mutace postihujici obé alely gentt SLCO1B3 a SLCO1B1.
Absence proteini OAPT1B3 a OATP1B1, které jsou kodovany geny SLCO1B3 a
SLCO1BL1 byla potvrzena imunohistochemickym barvenim jaternich biopsii pacientu.
Tyto vysledky potvrdily, Ze RS je zplsoben kompletnim defektem obou alel genu
SLCO1B1 a SLCO1B3.

Proteiny OATP1B1 a OATP1B3 lokalizované na sinusoidni membrané hepatocytu
jsou hlavnimi jaternimi transportéry pfevazné organickych aniontu ale i dalSich latek.
Bylo prokazano, Ze jejich substraty je fada endogennich, ale i exogennich latek, jako
jsou napfiklad ZluCové kyseliny, steroidni sulfaty, thyroidni hormony, konjugovany
bilirubin, statiny, paclitaxel, rifampicin a mnoho dalSich (Hagenbuch B. and Gui C.,
2008; Niemi M. et al., 2011).

Nezavisle byl skupinou z The Netherlands Cancer Institute v Amsterdamu studovan
transport bilirubinu na mySim modelu s deficienci proteini Oatp1a/1b, Abcc3 a
Abcc2 , mySich homologl lidskych proteind OATP1B1, OATP1B3, ABCC3 a
ABCC2. U Slcola/lb” mysi byly pozorovany zvy$ené hodnoty bilirubinu v plazmé,
ty jsou vyznamné snizeny u Slcola/lb; Abcc3” mysi, pfiéemz bylo dokazano, Ze
Abcc3 protein odpovida z nejvétsi Casti za zvySené hodnoty bilirubinu v plazmé.
Z vysledkl prace vyplyva, ze Abcc3 transportuje konjugovany bilirubin z hepatocytU
zpét do krve a proteiny Oatpla a Oatplb transportuji tento bilirubin z krve zpét do
hepatocytl. Transgenni exprese lidského OATP1B3 nebo OATP1B1 proteinu v
Slcola/lb-/- mySi vede k normalizaci hladin bilirubinu v plazmé&. Tim bylo potvrzeno,
Ze oba lidské proteiny OATP1B3 i OATP1B1 transportuji konjugovany bilirubin z
plazmy zpét do hepatocytu. Tyto vysledky ukazuji, ze exkre¢ni draha bilirubinu neni
jednosmérnym transportem bilirubinu z krve do hepatocytu a nasledné do ZluCe. Ale
Ze Cast konjugovaného bilirubinu je z hepatocytu vylou€ena pomoci transportéru
ABCC3 do krve, odkud je zpétné reabsorbovana pomoci OATP1B3 a OATP1B1 a

nasledné je vylou€ena do zZlu€e pomoci transportéru ABCC2.
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Propojeni vysledku téchto studii umoznilo objasnit pfi€inu a projevy Rotorova

syndromu a definovat novy mechanismus transportu bilirubinu v jatrech.

Deficit ATP syntéazy
Mitochondrialni ATP syntaza je kliCovym enzymem mitochondrialniho energetického

metabolismu katalyzujicim syntézu ATP v procesu oxidativni fosforylace. ATP
syntdza je proteinovy komplex slozeny z 16 typl podjednotek (Collinson I. R. et al.,
1996), dvé z téchto jednotek jsou kddovany mtDNA (ATP6,ATP8) a zbytek jadernou
DNA. Mitochondrialni onemocnéni spojena s izolovanym deficitem ATP syntazy
jaderného puvodu (OMIM#604273) jsou charakterizovana snizenim mnozstvi
enzymu pod 30% spojenym se ztratou syntetické i hydrolytické aktivity (Houstek J. et
al., 1999). Onemocnéni se projevuje jiz v novorozeneckém nebo kojeneckém
obdobi, nejcastéjSimi pfiznaky jsou laktatova acidéza, hypertroficka kardiomyopatie,
poskozeni CNS a 3-metylglutakonova acidurie (Sperl W. et al., 2006). S cilem
identifikovat gen podminujici onemocnéni jsme navrhli vilastni Cip pro studium
genové exprese h-MitoArray obsahujici celkem 1632 pfevazné mitochondrialnich
genl a vyuzili jej ke studiu genové exprese ve fibroblastech pacientl s popsanym
defektem ATP syntazy. Porovnani expresnich profil(, funkéni anotace a metoda
genového obohaceni rozdélila pacienty do tfi specifickych skupin, kandidatni gen
vSak nebyl nalezen (pfiloha 2a). Proto jsme ve studiu dale pokracovali a pomoci
genotypovacich Cipa Affymetrix analyzovali 8 postizenych jedincu a 13 jejich rodica
nebo nepostizenych sourozenctd celkem z 6 rodin. Pomoci homozygotniho
mapovani byla nalezena jedina spoleCna oblast na chromozomu 8 o velikosti
priblizné 1 Mb obsahujici celkem 7 genu. SouCasné byla analyzovana genova
exprese Vv pacientskych a kontrolnich fibroblastech s vyuzitim DNA Cipu Agilent 44k.
Propojeni vysledku téchto analyz definovalo kandidatni gen - TMEM70, ktery se
nachazel ve sdilené homozygotni oblasti a zarover mél vyznamné sniZzenou expresi
oproti kontrolnim vzorkim. Sekvenacni analyzou tohoto genu byla nalezena
homozygotni mutace 317-2A > G (NM017866) vedouci k aberantnimu sestfihu a
ztraté transkriptu. Nasledné byla shodna mutace identifikovana u 23 z 25
dostupnych pacientd. Funkéni vyznam této mutace byl potvrzen komplementacéni
studii. Vneseni wt formy genu TMEM70 do pacientskych fibroblastu vedlo ke zvySeni
mnozstvi ATP syntazy a obnoveni funkce respiracniho fetézce. Fylogeneticka

analyza potvrdila pfitomnost homologli genu TMEM70 u vySSich eukaryot a rostlin,
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ne vSak u kvasinek a hub. Bylo tak prokazano, ze TMEM70 se ucastni biogeneze
ATP syntazy u vysSich eukaryot a jeho defekt je relativné Castou pfFicinnou

mitochondrialnich onemocnéni, zvlasté v romské populaci.

Mukopolysacharidéza typu IlIC
Mukopolysacharidézy (MPS) patfi do skupiny stfadavych lysozomalnich

onemocnéni, jejichz pfiCinou je deficit enzymu katalyzujicich degradaci
glykosaminoglykanu. Mukopolysacharidéza typu IlIC (MPSIIIC, Sanfilippo syndrom
C, OMIM #252930) je autozomalné& recesivni onemocnéni zpusobené deficitem
enzymu alfa-glukosamin N-acetyltransferazy (Klein U. et al., 1978), které se
projevuje pfevazné postizenim centralniho nervového systému. Gen pro N-
acetyltransferazu byl jiz dfive mapovan do 8.3 cM oblasti na chromozému 8 (Aussell
et al. 2004).

Pro upfesnéni jiz dfive reportované kandidatni oblasti na chromozému 8 byla
provedena vazebna analyza s vyuzitim STR marker0 u 5 pacientt ze 4
nepfibuznych rodin a jejich 49 rodinnych pfislusnik diagnostikovanych na zakladé
vySetieni aktivity N-acetyltransferazy. Vysledkem byla kandidatni oblast o velikosti
2.6 cM obsahujici 32 znamych nebo predikovanych gent. Nasledné byla provedena
expresni analyza téchto genl v leukocytech pacientl s vyuzitim pfipraveného DNA
Cipu. HGSNAT(dfive TMEM76) byl vybran jako kandidatni gen na zakladé znadmych
vlastnosti enzymu (pfedpokladana velikost proteinu, pfitomnost transmembranovych
domén) a snizené exprese tohoto genu u pacientd. S vyuzitim sekvenacni analyzy
na rozSifeném souboru pacientd byly nalezeny v genu HGSNAT 4 nesmysiné
mutace, 11 mutaci ménicich smysl, 2 mutace zpUsobuji posun ¢&teciho ramce, 6
sestfihovych mutaci a jedna rozsahla delece. Funkéni vyznam genu HGSNAT byl

potvrzen komplementacni studii.

Autozomalné dominantni ANCL
Neurondlni ceroidni lipofuscin6zy (NCL) jsou heterogenni skupinou vzacnych

dédicné podminénych neurodegenerativnich onemocnéni, jejichz spoleCnym
znakem je na bunécné urovni stfadani autofluorescentniho materialu (lipufuscinu)
v lysozomech neuronu CNS a v perifernich tkanich. Mezi charakteristické projevy
onemocnéni patfi progresivni porucha zraku, epilepsie, parkinsonismus a zhorSeni

kognitivnich funkci vedouci k demenci. Podle véku nastupu onemocnéni jsou NCL
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déleny na infantilni, pozdné infantilni, Casné juvenilni, juvenilni a adultni formy (Mole
S. E. et al., 2011). LéCba zadné z forem NCL neni v sou€asnosti dostupna, jedinou
moznosti je prevence onemocnéni s vyuzitim postupu prenatalni a preimplantacni
diagnostiky. Ve  spojeni sNCL bylo doposud popsano  dvanact
genu(PPT1,TPP1,CLN3,CLN5,CLN6,MFSD8,CLN8,CSTD,CTSF,GRN,ATP13A2,KC
TD7). Geneticka podstata autozomalné dominantni adultni formy neuronalni ceroidni
lipofuscindzy (ANCL) (CLN4B, OMIM#162350) nebyla zatim objasnéna.

Pro studium molekularni podstaty autozomalné dominantni ANCL byla vyuzita
kombinace metod vazebné analyzy, expresni analyzy, analyzy po¢tu zmén kopii a
exomového sekvenovani. Vysledky vazebné analyzy nejprve definovaly pét
kandidatnich oblasti na chromosomech 1, 4, 15, 20 a 22. Paralelné provedena
analyza zmeén poctu kopii u 7 pacientd neodhalila zadné CNV vetSi nez 10kb
segregujici s onemocnénim. Nasledné byla s cilem identifikovat varianty ovliviujici
mnozstvi transkripu provedena analyza genové exprese v leukocytech 4 pacientd a
kontrol. Vysledkem této analyzy byl sezham 2131 rozdilné exprimovanych genda,
z nichz se 65 nachazelo v oblastech definovanych vazebnou analyzou. Vzhledem
ke stale velkému poctu kandidatnich genl bylo provedeno exomové sekvenovani
jednoho pacienta na sekvenatoru SOLID 4. Pomoci exomového sekvenovani bylo
identifikovano u tohoto pacienta celkem 957 unikatnich variant nepfitomnych
v populac¢nich databazich (dbSNP, 1000Genomes). Propojenim vysledk(l vazebné
analyzy, expresni analyzy a exomového sekvenovani byla nalezena heterozygotni
mutace v genu DNAJC5 c¢.346 348delCTC (p. Leull6del). Segregace této mutace
byla u dalSich postizenych &lenl rodiny ovéfena Sangerovym sekvenovanim. Diky
spolupraci s Rare NCL Gene Consortium byla sekvenaéni analyzou nasledné
nalezena stejnd mutace u dalSiho nepfibuzného pacienta a zaroven identifikovana

druha varianta ¢.344T>G(p.Leu115Arg) u 3 dalSich nepfibuznych pacientu.

DNAJC5 koéduje cysteine-string protein alpha (CSPa), evoluéné konzervovany
membranovy protein lokalizovany v synaptickych membranach neuronu (Tobaben S.
et al.,, 2001). Jeho mutace vedou u modelovych organismi k neurodegeneraci a
zkraceni délky Zivota (Schmitz F. et al., 2006; Zinsmaier K. E. et al., 1994). Vyznam
nalezenych variant na funkci proteinu byl ovéfen pomoci in-silico analyzy, kdy
nalezené mutace snizuji hydrofobicitu a palmitoylaci proteinu, studii v tkanovych

kulturach neuronalnich bunek byla zjiSténa zména lokalizace mutovaného proteinu a
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imunohistochemické barveni ukazalo snizené mnozstvi nebo absenci proteinu
v 8edé hmoté mozkové klry pacientd. Prokazali jsme tak, Ze mutace v genu

DNAJCS jsou pfi€inou autozomalné dominantni formy ANCL.

GAPO syndrom
Gapo syndrom (OMIM#230740) je velmi vzacné autozomalné recesivni onemocnéni.

Nazev syndromu je zkratkou anglickych slov popisujicich hlavni projevy syndromu -
Growth retardation (rlstovou retardaci), Alopecia (pleSatost), Pseudoanodontia
(porucha profezavani zubu) a Optic atrophy (atrofie optického nervu) (Tipton R. E.
and Gorlin R. J., 1984). Doposud bylo celosvétové popsano pouze okolo 40

pacientl. VétSina postizenych timto syndromem pochazi z pfibuzenskych svazku.

Ve spolupraci s Klinikou détského a dorostového |ékafstvi jsme méli moznost
studovat jiz dfive reportovanou rodinu s jednim postiZzenym potomkem (Baxova A. et
al.,, 1997). S vyuzitim DNA Cipu Affymetrix SNP 6.0 bylo provedeno genotypovani
celé rodiny. Analyza poctu kopii neidentifikovala Zadnou deleci nebo amplifikaci vétsi
nez 10 kb, ktera by odpovidala pfedpokladanému modelu dédi¢nosti. Pomoci
homozygotniho mapovani byly nalezeny dvé rozsahlé homozygotni oblasti na
chromozomu 2 a 4, obsahujici 114 a 29 gen(. Vzhledem k velikosti nalezenych
oblasti bylo provedeno exomové sekvenovani celé rodiny. Analyza exomovych dat
idenfikovala tfi kandidatni mutace odpovidajici autozomalné recesivnimu modelu
dédicnosti, z nichz se pouze jedna nachazela v homozygotni oblasti. Nalezena
homozygotni mutace v genu ANTXR1 (c.C505>T; p.R169X) nebyla pfitomna
v zadné z populaCnich databazi. Sekvenaéni analyzou genu ANTXR1 dalSiho
dostupného pacienta byla nalezena mutace (c.C262>T; p.R88X) a rekurence byla
dale potvrzena diky mezinarodni spolupraci analyzou dalSich dvou rodin (c.C262>T,;
p.R88X a sestfihovda mutace c¢.1435-12A>G). ANTXR1 (dfive TEMS8, tumor
endothelial marker 8) je transmembranovy glykoprotein typu | lokalizovany na
plazmatické membrané, ktery byl puvodné popsan jako nadorové specificky
endotelialni marker, jehoZz exprese je zvySena béhem procesu nadorove
angiogeneze (St Croix B. et al., 2000). Kratce poté, byl nezavisle identifikovan jako
receptor pro toxin Bacillus anthracis (ATR) (Bradley K. A. et al., 2001). Mezi jeho
funkce patfi zprostfedkovani interakce bunky s komponentami extracelularni matrix
(Hotchkiss K. A. et al., 2005), vazba ligandl k aktinovému cytoskeletu (Yang M. Y. et

al., 2011) a regulace bunécné adheze (Werner E. et al., 2006). Funkéni vyznam
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nalezenych mutaci byl potvzen podstatné snizenym mnozstvim transkriptu,
nepfitomnosti proteinu ve fibroblastech pacientl a barveni phalloidinem také

prokazalo vyrazné zmény v siti aktinovych vlaken cytoskeletu fibroblastd.

Vysledky

Tato dizertacni prace predstavuje moznosti vyuziti novych genomickych technik
ve studiu genetické podstaty fady vzacnych onemocnéni a jejich uspésnou aplikaci.

Predkladanymi vysledky jsou:

1. Objasnéni genetické podstaty Rotorova syndromu (SLCO1B1 a SLCO1B3) a
popsani nového mechanismu transportu bilirubinu v jatrech s vyuzitim vlastnich
oligonukleotidovych ¢&ipl, homozygotniho mapovani a analyzy zmén poctu kopii
DNA (pfiloha 1a a 1b).

2. ldentifikace genu odpovédného za izolovany deficit ATP syntazy (TMEM70)
pomoci vlastniho €ipu H-MitoArray, analyzy genové exprese, vazebné analyzy a
homozygotniho mapovani (pfiloha 2a a 2b).

3. Identifikace genu podminujiciho mukopolysacharidézu typu IlIC (TMEM76) s
vyuzitim vazebné analyzy a analyzy genové exprese na vlastnich DNA cipech
(pfiloha 3).

4. Objasnéni genetické podstaty adultni formy autozomalné dominatni neuronalni
ceroidni lipofuscindézy (DNAJC5) s vyuzitim kombinace vazebné analyzy, analyzy
genové exprese, analyzy zmén poctu kopii DNA a exomoveého sekvenovani
(pfiloha 4).

5. Objasnéni genetické podstaty GAPO syndromu (ANTXR1) s vyuZzitim analyzy
zmén poctu kopii DNA, homozygotniho mapovani a exomového sekvenovani
(pfiloha 5).
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Zaver

Ma prace vyznamné pfispéla k zavedeni technologie masivné paralelniho
sekvenovani, k rozvoji technologie DNA ¢&ipu, zavedeni postupl bioinformatické
analyzy a interpretace takto ziskanych dat v Ustavu dédi¢nych metabolickych
poruch. Tyto metody a postupy jsou dnes zakladnim pfistupem pro studium
molekularni podstaty geneticky podminénych onemocnéni a DNA diagnostiku

znamych onemocnéni.

1. Zavedeni téchto metod a postupl umoznilo jejich uspésné vyuziti ve vice nez 20
projektech a vedlo k objasnéni genetické molekularni pficiny MPSIIIC (pfiloha 3),
deficitu ATP syntazy (pfiloha 2a a2b), Rotorova syndromu (pfiloha 1a a 1b), Kufsovy
choroby (pfFiloha 4), GAPO syndromu (pfiloha 5), X-vazané familiarni kardiomyopatie
(Hartmannova H. et al., 2013), poruchy glykosylace (Park E. J. et al., 2014) a détské
slepoty (Kmoch S. et al., 2015). S jejich vyuzitim byl také studovan mechanismus
leukemogeneze (Takacova S. et al., 2012), hypercholesterolémie (Kolarova H. et al.,
2014), pfi¢ina mitochondrialnich onemocnéni (Vondrackova A. et al., 2014), pfi€ina
dédi¢né hemochromatoézy (Neroldova M. et al., 2015) a pficina deficitu OTC
(Storkanova G. et al., 2013).

2. Tyto metody a postupy pfredstavuji univerzalni technologickou platformu pro
studium genetickych pFicin nemoci v CR. V sougasnosti jsou tyto postupy vyuzivany
ve spolupréaci s IKEM, VFN, FN Motol a Fyziologickym uUstavem AV v fadé dalSich
projektu — studiu vzacnych nemoci, familiarnich kardiomyopatii, rakoviny prsu, pficin
statinové myopatie, genetické komponenty nasilného chovani, familiarnich

nefropatii, neurodegenerativnich onemocnéni a mitochondrialnich onemocnéni.

2. Identifikace kauzalnich gentd umoznila diagnostiku a prevenci onemocnéni s

vyuzitim postupt prenatalni a preimplantacni diagnostiky.

3. Souhrnna data tvofi zaklad ¢eské populacni databaze variant pro efektivni

analyzu dat produkovanych masivné paralelnim sekvenovanim.

4. Ziskané zkusenosti umoznily vyvoj kit pro obohaceni DNA o vybrané oblasti a
zavedeni metod DNA diagnostiky zaloZzené na NGS pro mitochondrialni, metabolicka

a onkologicka onemocnéni.
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